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Bevezetés

1 Bevezetés

Az elektrokémiai modszerek a miiszeres kémiai elemzés kialakulasaban, fejlédésének egyes
szakaszaiban fontos szerepet jatszottak. A tobb mint 150 éve, Wolcott, Gibbs és Roots altal
kidolgozott elektrogravimetria, a legkorabban alkalmazott kvantitativ analitikai modszerek k6zott
emlithetd. Hasonldan, a 18. szdzadra nyulik vissza a coulometria, a vezetoképesség mérés analitikai
alkalmazasanak kezdete is. Robert Behrend 1883-ban a titralasok végpontjanak indikalasara
potenciometrids modszert alkalmazott. A direkt potenciometria alkalmazasahoz elméleti hatteret
nytjtd Nernst egyenlet 1889 o6ta valt ismertté. A pH mérésre napjainkban is hasznalt
potenciometrids tivegelektrodot Max Cremer a mult szdzad els6 éveiben (1908) vezette be a
gyakorlatba. A csepegd higanyelektrod és a potencidlpasztazast lehetové tevd mechanika
fejlodésével volt lehetdség a polarografia modszerének kifejlesztéséhez. A moddszert Jaroslav

Heyrovsky dolgozta ki, a polarografiardl szol6 els6 kézlemény 1922-ben jelent meg.

Az elektroanalitika egyes modszereinek fejlodéséhez, teljesitoképességének noveléséhez,
népszeriivé tételéhez sokszor jarult hozza mas teriileten elért eredmény, illetdleg annak
elektroanalitikai alkalmazasa. Gondoljunk csak arra, mennyire megndvelte az ionszelektiv
elektrédok felfedezése a potenciometria népszertiségét. Hasonldan az elektronikus potenciosztatok
megjelenése, vagy a szamitogépek alkalmazisa a voltammetria teriiletén okozott ugrasszerii

fejlodést.

Disszertaciom alapjaul szolgalo kisérleti munkamat az elektroanalitikai modszerek
fejlesztése teriiletén végeztem. A munka kezdetén észrevettem, hogy az elektrokémia eszkozeinek,
modszereinek a kozelmultban bekovetkezett fejlodése lehetdséget biztosithat egyes
elektroanalitikai modszerek teljesitoképességének novelésére, 1) alkalmazési lehetdségeinek

feltarasara.

A mult szazad masodik felében szdmos nativ, enzim tartalma ndvényi, vagy allati szovetbdl
készitett bioszenzort irtak le kiilonbozé iskoldkban dolgozo kutatok. Az igy készitett
reakciorétegek stabilitasa Osszehasonlitva koncentrdlt enzimkészitmények alkalmazéasaval

kialakitott bioszenzorokéval jelent6sen nagyobbnak bizonyult. Emellett az ebbe a csoportba tartozo
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szenzorok ara jelentdsen kisebb. Ennek ellenére ezen mérdérzékeldk egyetlen valtozata sem terjedt
el a mindennapi analitikai kémia gyakorlatdban. Ez azzal magyardzhatd, hogy a nativ réteg
szerkezete, mérete, enzim aktivitdsa nem teszi lehetévé, hogy a gyakorlati mintak koncentracio
tartomanyaban megfeleld megbizhatdsagu analizist végezziink. Célszertinek latszott megvizsgalni,
hogy vajon ujabban kifejlesztett kémiailag modositott elektrodok, optimalt rétegvastagsag és
ujszerli elektrokémiai adatgyiijtési modszer kombinalt alkalmazésaval kedvezd irdnyba

befolyasolhato-e az illetd bioszenzorok analitikai teljesitOképessége.

crer

mintavétel nélkiil elvégezhetd az analizis. A mintavétel hibdja, a minta instabilitdsa altal eldidézett
pontatlansdgok ez esetben nem jelentkeznek. Szelektiv elektrokémiai méréérzékelok elvileg
egyszeriien bevezethetok oldatmintakba, és az ott mért jel alkalmas kalibracio alapjan jelzi a
mintakoncentraciot. Voltammetrids mérések esetében azonban két probléma meriil fel. Egyrészt a
minta matrixban €s a kalibral6 oldatokban eltér6 lehet a mintaanyag diffiizids sajatsdga, masrészt
az elektrolizis soran a mintaban 1évé anyagok passzivalhatjak az elektrodot. Ezek a hatasok
struktaraval rendelkezé mintdkban, tortudzus iiledékekben, bioldgiai mintdkban gyakran

jelentkeznek.

Célszerlinek latszott annak megvizsgaldsa, hogy ezen hatasok mennyire zavarjak az in line
analizis lehetdségét. Tanulmanyozni kivantam azt, hogy a voltammetrids adatgyiijtési program
alkalmas megvaltoztatasaval, illetdleg a modositott elektrodok teriiletén elért (ijabb eredmények

felhasznalasaval mennyiben kiiszobdlhetok ki a jelzett méréstechnikai problémak.

Kisérleti munkdam soran bekapcsoldédtam a Pécsi Tudomanyegyetem Természettudomanyi
Karanak Altalanos és Fizikai Kémia Tanszékén, a szelektiv elektroanalitikai érzékel6k és
modszerek fejlesztésére iranyuld munkaba. Célom volt konkrét gyakorlati feladatokat valasztva
megvizsgalni, hogy az adott esetekben mennyire van lehetdség j megoldasok alkalmazéasaval az
emlitett érzékelok ¢és modszerek teljesitoképességét novelve azok alkalmazasi teriiletét

kiszélesiteni.
Osszefoglalva célom volt:

1., Nativ enzimforrason alapuld, dopaminmérd amperometridsbioszenzor méréstechnikailag

fontos sajatsagait kedvezd iranyba kivantam befolydsolni a reakcioréteg tirozinaz aktivitasanak




Bevezetés

novelésével, optimalis reakciorétegvastagsag és ujszerli amperometriads mérési modszer (PMA)

alkalmazasaval.

2., Meg kivantam vizsgalni, hogy amperometrias mérések esetében a mintak viszkozitdsanak
eltéré volta, vagy tortudzus szerkezete miatt jelentkezd, a kiértékelést zavard hatasok
kikiiszobolése mennyiben végezhetd el alkalmas elektrodmodositd ¢és mérési technika

alkalmazasaval.

3., Gyakorlatilag fontos analitikai feladatot valasztottam az elektrod passzivalodast okozo
tortuézus mintaban torténd kozvetlen amperometrids analizist lehetdvé tevd technika

kidolgozasara. A valasztott feladat friss paprika szelet feliiletén torténd kozvetlen L-aszkorbinsav

mérés volt.

4., A Clark-féle amperometrias oxigénmérd cella esetében meg kivantam vizsgalni, hogy
ujszerli detektdldsi modszer alkalmazésdval mennyiben ndvelhetdé a mérési eredmények

megbizhatdsaga.
A munkamhoz alkalmazni kivant, rendelkezésre allo eszkozok:

1., Hagyomanyos méretli platina, livegszerli szén (Glassy Carbon) munkaelektrodok,

mikroméretli sz€npaszta elektrdd, sajat készitésli amperometris enzimaktivitast mérd cella, sajat

készitésu Clark-elektrod.

2., Pasztazo elektrokémiai mikroszkop

"o

3., Elektrokémiai méréallomasok, pH mérd, spektrofotométer

Munkdm sordn amperometrids szenzorok analitikai alkalmazhatdsagi korét igyekeztem
kiterjeszteni. A vizsgalt érzékeldk minden esetben voltammetrids alapelektrodok modositasaval
késziiltek. Készitettem és vizsgaltam biokatalitikus réteggel modositott munkaelektroédot és
diffuzios réteggel modositott elektrodokat. Alkalmazasukkal tobbé- kevésbé kiilonallo teriileteken,
eltér6 komponensek meghatarozasara szolgaldé modszereket tanulmanyozva, azokat modositva
sikeriilt a moddszerek analitikai jellemzoit kedvezd irdnyba valtoztatnom. Minden esetben
viszonylag 1j, ez ideig kevesek altal alkalmazott amperometrias detektacids modszer hasznalata

alapvetden hozzdjarult az eredmények eléréséhez. A dolgozatban targyalt részteriiletek kozott
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fontos 0sszekdtd kapocsként szolgadl az Ujszerli amperometrias detektalds tovabbfejlesztése,

alkalmazasa.

A munkdmhoz kapcsolodd szakirodalomi elézményeket az egyes teriiletek szerint

csoportositva mutatom be.
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2 Ilrodalmi attekintés

2.1 Bioszenzorok

A bioszenzor olyan eszkdz, melynek érzékelési funkciojat ellatd egysége valamilyen
biologiai mechanizmus szerint miikodik, s ez jelatalakitohoz (transzducerhez) kapcsolddik. A
jelatalakito valamilyen észlelhetd valtozast (fizikai vagy kémiai) mérhetd jellé alakit 4t

Az International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC, Nemzetkdzi Elméleti és
Alkalmazott Kémiai Szdvetség) ajanlasa szerint?> a bioszenzor olyan integralt eszkdz, amely
specialis biokémiai reakciokat haszndl fel egy kimutatni kivant vegyiilet kvantitativ vagy
félkvantitativ meghatarozasara oly modon, hogy a biologiai felismerd egység (enzim, antigén,
antitest, szovet, sejt organellum, teljes sejt) kozvetlen kapcsolatban all a jelatalakitoval
(transzducer).

A detektalas alapja a kimutatni kivant vegyiilet specifikus kapcsolodasa a komplementer
bioldgiai felismerd elemhez (bioreceptor), amelyet egy megfelelé hordozé feliileten rogzitenek.®
A molekularis interakcid egy vagy tobb fizikai, kémiai jellemz6 valtozasat (pl. pH valtozas,
elektron transzfer, tomegvaltozas, h6 fejlodés, gazok vagy ionok felvétele, ill. leadasa)
eredményezi, amely a jelatalakitoval mérhetd. Gyakori cél a kimutatni kivant anyag

4,5,6

Az elsé mai értelemben vett bioszenzort Clark és Lyons irtak le 1962-ben,” akik gliikdz-
oxidazt (GOX) rogzitettek egy amperometrids oxigén elektrod feliiletére egy féligateresztd
Gliikoznak biologiai kdzegekben torténd mérésére Updike és Hicks is készitett bioszenzort. A
munkdjukrél sz616 tanulméany 1967-ben® a Nature folydiratban jelent meg. Clark Jr.-nak giikoz
mérd bioszenzoraval kapcsolatos uttoré munkajat kovetden a bioszenzorok fejlesztése és
alkalmazésa jelentdsen felgyorsult. A Yellow Springs Instrument véllalat Ujrainditasaval, 1975-
ben jelent meg a Clark oOtlete alapjan - hidrogén-peroxid detektdldson keresztiil - miikodd
amperometrias gliikoz mérd bioszenzor a kereskedelmi forgalomban.® 1° 1963-ban G.A. Rechnitz
és S. Katz!! mutattdk be az elsé tanulméanyaikat a karbamid kozvetlen potenciometrias
meghatérozasa teriiletén. G. Gilbault 1969-ben publikalta a potenciometrias karbamid elektrodot.!?
1973-ban P. Racinee és W. Mindt tejsav bioszenzort fejlesztettek.!® 1976-ban készitették az elsé

mikroba alapu bioszenzort és 1977-ben K. Cammann vezette be a bioszenzor fogalmat.** 1979-ben

-9-
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J. Kulys mesterséges redox mediatorokat hasznalt ttdré munkaja sordn,'® majd 1984-ben Cass és
munkatirsai bevezették az elsé ferrocén-medialt amperometrias gliikoz bioszenzort,'® melyet a
MediSense vallalat hozott kereskedelmi forgalomba 1987-ben. A IUPAC 1997-ben vezette be
meg. A kovetkezd mérfoldké a 2007-ben beiiltetett gliikdz bioszenzor volt, ami 6t napig
folyamatosan iizemelt.!” A bioszenzorokkal kapcsolatos munka napjainkban is tovabb folytatodik
az enzimek, antitestek, mikrobak elényeinek kihasznalasaval és a kiilonbdz6 tipusu transzducer-ek
alkalmazasaval. Napjainkra a bioszenzorok az analitikai kémia fontos eszkozeivé valtak.

A Dbioszenzorok elterjedése a hagyomanyos analitikai technikdkhoz képest eldényeikkel
magyarazhat6.® A bioldgiai eredetii felismeré elem olyan mértékii szelektivitast tesz lehetdvé, hogy
Osszetett mintak valos idejii analizise lehetséges egyszerli mintaeldkészités mellett, vagy akar
mintaeldkészités nélkiil. Tovabbi elony a nagy érzékenység, a reprodukélhaté mérések, a gyorsan
¢s egyszeriien megvaldsithatd analizis, a gazdasagos mukodtetés. Tovabbi lényeges szempont,
hogy a hagyomanyos analitikai elemzéseken til egyéb kiilonleges célokra is alkalmazhatoak:
példaul a karcinogenitds, mutagenitas, citotoxicitas jellemzésére.®

A manapsdg hasznalt bioszenzorokat csoportosithatjuk szerkezeti alapon, a benniik
alkalmazott biologiai eredetli vagy azt imitald felismerd rendszerek alapjan és a detektalas tipusa
szerint.® A bioszenzorokat két altalanos csoportba szokas sorolni az alkalmazott biologiai felismerd
folyamat természete szerint: a biokatalitikus eszkozok és a bioaffinitason alapulo®® érzékeldk. (1.

tablazat)

Felismerdé rendszer Fizikokémiai jelatalakitas

funkcié alapjan felismero egység detektalas alapjan transzducer

biokatalitikus'® enzimek?, elektrokémiai amperometria?®
mikroorganizmusok?? potenciometria?® 27 2829
szdvetek?® voltammetria3® 3t 3233
immob.biokomponensek?* konduktormetria, stb.
3 tael9 i 34
bloafﬁnlltz}s antitestek s optikai optikai szilak®
nem Katalitikus receptrorok o
i 36 OWLS
nukleinsavak 40
37 SPR,* sth.
aptamerek
akusztikus* pl. TSM®
kolorimetrias*?
termikus termisztor#!
magneses*
frekvenciavaltozas QCM*

1. tablazat: Bioszenzorok csoportositasa felépitésiik és miikodésiik alapjan

6,19, 45

-10 -
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Az elektrokémiai detektalasu szenzorokat alkalmaztak legkorabban” ® és ezek a mai napig

26, 27, 28, 29 4

igen széles korben elterjedtek. Az elektrokémiai modszereken beliil a potenciometrids és

30, 31, 32,33

a voltammetrias érzékeldket hasznaljak leggyakrabban. Az amperometrias bioszenzorok

esetében két elektrod kozott a potencidl értéket allitjak be €s az elektroaktiv anyag oxidacioja vagy

crer

Oszszefiiggésbe. A potenciometrids bioszenzorokhoz tobbnyire ionszelektiv elektrodokat
10

Az optikai elven miikod6 rendszerek a telekommunikacios technikaban hasznalt optikali

szalak elterjedésével valtak egyre ismertebbé a bioszenzorok készitésére iranyuld munkaban?® 4"

48, 49 6

¢s mind a biokatalitikus, mind a bioaffinitason alapuld reakciok detektalasara® szivesen
alkalmazzak. Az optikai bioszenzorok egy fényforrasbol és szamos optikai elembdl allnak, hogy
specialis tulajdonsagli fénysugart hozzanak létre és a fénysugart a moduldtorba, a modositott
érzékeld részbe, majd a fotodetektorba juttassdk. A bioszenzorokban az optikai detektalas
kiilonb6z6 lehetdségeinek alkalmazasara keriilt sor, igy a csoporton beliil, a miikodés elve alapjan
megkiilonboztethetiink  tobbek  kozott  abszorpcidés — spektroszkopids,  fluoreszcencia
spektroszkopids, lumineszcencia spektroszkopias szenzorokat.! Egyes optikai bioszenzorok a
hullamvezetdben belsé visszaverddéssel terjedd fény elnyelddését kovetik nyomon, (attenuated
internal reflection spectroscopy: ATIRS), masok a feliileti plazmon rezonancia kialakulast (SPR:
surface plasmon resonance) vagy a fényszorédas intenzitasat (light scattering) detektaljak.>® Az
optikai hullamvezeté fénymodus spektroszkopia®! (Optical Waveguide Lightmode Spectroscopy:
OWLYS) jeldlésmentes optikai modszer, amelynél a 1ézernyalab fénye a szenzoron talalhat6 racson
megtorik és meghatarozott szogértékeknél belép a hullamvezetdbe, ahol teljes visszaverddések
sorozataval terjed. A fény becsatoldsdnak szoge fligg a szenzor feletti evanescens térben
elhelyezkedd anyag torésmutat6jatol, a szenzor a jellemzd becsatolasi szog megvaltozasaval reagal
a hatarfeliileten torténd valtozasokra.

Szelektiv gazda — vendég (host — guest) kotédésen alapuld bioszenzorok miikddhetnek a
tomegvaltozas nagyérzékenységii jelzését lehetévé tevo kvarc kristaly mikromérleg (quartz crystal
microbalance, QCM) jelatalakitora épiild kivitelben.®? Ugyancsak a piezoelektromos hatason
alapuld akusztikus eszkozoket is széleskoriien alkalmazzak detektdlasra: tobbek kozott a feliileti
hullamok terjedési sebességét jelzo alapérzékelére®® (surface acoustic wave sensors, SAW) is

épiilnek bioszenzorok. A kvarc oszcillatorok>® (TSM: thickness shear mode, azaz tombi
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transzverzalis modus) esetében valamilyen anyag kotddése az érzékeld feliiletén mérhetd
frekvenciavaltozast is okoz a tomegvaltozasnak megfelelden. A miniatiirizalt magneses
bioszenzorok 1ényeges csoportjat képezik azok, amelyeknél a jelképzés az Gn. magnetorezisztiv
jelenségen alapul. A kiilonb6zo tipusok miikodésének alapja az, hogy a magnetorezisztiv érzékeld
ellenallasa megvaltozik, amint valtoz6 magneses térbe keriil. Ezaltal lehetdség nyilik arra, hogy
megfeleld elektronika alkalmazdsdval a valtozd magneses teret -elektromos jelként,
aramvaltozasként detektaljak. Ezekkel a szenzorokkal mérhetd példaul a szervek koril kialakuld
biomagneses tér, de kimutathatdak a kozel keriil6 magneses mikro- és nanorészecskék is, melyek
szamos kiilonb6z6 biologiai  felismeré rendszerrel funkcioanlizalhatok, mikrofluidikai
csatornakban, draml6 oldatos rendszerekben alkalmazhatok.>® °® A biokatalitikus folyamatok soran
keletkezé reakciohdt, azaz a lokalis homérsékletvaltozast hasznaljak analitikai jelként egyes
bioszenzorok, ezek miniatiirizalt héelemre vagy termisztorra épiilnek.>”*

Ezen jelképzési modszerek eltérd elénydkkel és hatranyokkal rendelkeznek,®® példaul a
fluoreszcencias technika kivalo érzékenységi, de az eszkoz koltsége igen magas. Az elektrokémiai
transzducer-ek hasznalataval jo érzékenység is elérhetd, viszonylag olcso, azaz koltséghatékony
miiszerezettség mellett. Ezen utdébbi technika tovabbi Iényeges elénye a konnyl
miniatiirizalhatésag, s ennek koszonhetden elektrokémiai alapérzékeldt szivesen alkalmaznak
hordozhato, in-situ mérésekhez késziilé mérési eszkozok fejlesztésénél. A miniatiirizalt magneses
bioszenzorok igen jO alternativat jelentenek az analitikai érzékenység ¢és a méretezés

szempontjabol.>®

Kiilonosen eldnyodsek azok a jelképzési modszerek, melyeknél a szelektiv
anyagfelismerést jelzd specifikus kotddés létrejottének észleléséhez nem sziikséges kiilon
nyomjelzést alkalmazni. Az antigén—antitest kotés 1étrejottét példaul a piezoelektromos jelenségen
alapulo QCM, sth. és az SPR technikak kozvetleniil képesek jelezni. A jelolésmentes stratégiak
rovid valasziddt, egyszerli miikodési eljarast eredményeznek ¢és az ismert, kedvezdtlen
mellékhatasok (sztérikus akadalyok, kotédési torzulasok, a jelzOanyag instabilitasa) nem 1épnek
fel.5®

A legszélesebb korben tanulméanyozott és hasznalt bioszenzorok miikddése enzim katalizisen
alapul. Az enzimek specifikusan felismerik szubsztratjaikat és a megfelelé iranyua reakciot
katalizaljak." %8 gy az illet6 szubsztrat jelenlétében, annak koncentracidjatol fiiggd sebességii,

szelektiv katalitikus reakcié megy végbe. Adott alapérzékeld feliiletéhez kotott, enzim tartalmu

rétegben a reakcio sebességétdl fliggd mértékii koncentracio-valtozas jon létre. Ez alapjan képzi az
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alapérzékeld az analitikai jelet. Az enzimkatalizisen alapul6 bioszenzorokkal bonyolult matrixban
jelenlevd egyes komponensek analizise nagy szelektivitassal elvégezhetd. Sajndlatos mddon
azonban az enzimek szobahdmérsékleten lassabb — gyorsabb {litemben veszitenek aktivitasukbol.
Ebbé] adédéan az enzim szenzorok munkastabilitasa nem tartozik kedvezé tulajdonsagaik kozé.*

Az immunszenzorok® azon a jelenségen alapulnak, hogy az antitesteknek nagy affinitasa
van a megfeleld antigénjeik felé, pl. az antitestek szelektiven kotnek a patogénekhez vagy
toxinokhoz, tovabba kdlcsonhatasba 1épnek az Uin. masodlagos antitesttel (kompetitiv indirekt
technikaknal),”® melyet egy elézetes immunreakcié eredményeként termeltetnek egy masik
¢lolényben/sejtkulturaban  és  tisztitott formajaban alkalmazzdk analitikai célokra. Az
immunoszenzorok érzékenysége kiemelkedéen magas.! A DNS bioszenzorokat® azon a
tulajdonsagon alapulva dolgoztak ki, hogy az egyszalti nukleinsav molekula képes felismerni és
kotddni a komplementeréhez egy mintdban. A kolcsonhatas a stabil hidrogén kotéseknek
koszonheto a két nukleinsav szal kozott. A nukleinsavakon alapuld bioszenzorok a tobbi tipushoz
képest kevésbé elterjedtek.! A bioaffinitds elvén miikodd bioszenzorok® 3" mesterségesen
kivalasztott DNS vagy RNS oligonukleotid aptamerek és mérendé mintaanyagok (ionok,
makromolekulak, stb.) kozotti kolesonhatason is alapulhatnak. Bioszenzorok készitheték
sejtorganellumok, izolalt sejtszervek (membranok, kloroplasztok, mitokondriumok ¢és
mikroszomak®), sejtek, mikroorganizmus kultarak, sét akar egész ¢él8lény, pl. rovar
felhasznalasaval. A sejtek és egész organizmusok szenzorokban torténd alkalmazédsakor a
detektaland6 kémiai anyagok jelenlétét 1€gzés, ndvekedés, fluoreszcencia vagy biolumineszcencia
intenzitasanak véltozasa indikalhatja.®® Szelektiv anyagfelismerd funkciét biztosithat
biokatalizatort tartalmazo allati vagy novényi szovet. A vizsgalt anyag inhibitora vagy szubsztratja
lehet a folyamatnak. Ezeknél a szenzoroknal a stabilitas altalaban nagy, de a valaszid6 hosszi és a
szelektivitas kicsi.>® A receptorok’ a sejtet hatarol¢ lipid kettésréteg plazma membranban taldlhato
fehérjék, melyeket nehéz izolalni, azonban jo szelektiv felismerést tesznek lehetdvé.
Bioreceptorokra hatd agonista anyagokat jelzd bioszenzorok anyagfelismerd sajatsaga alapulhat
receptort tartalmazo réteg altal létrehozott valtozasokon.*> 80

Doktori munkam soran enzim tartalmu biokatalitikus réteg felhasznalasaval készitettem
bioszenzort, ezért a tovabbiakban az enzimszenzorok és a természtes szovetek felhasznalasaval

készitett bioszenzorok irodalmi bemutatasa kovetkezik.
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Az amperometrias enzimelektrodok esetében fontos kihivas a megfelelé elektromos
kapcsolat 1étesitése az enzim aktiv centruma €s az elektrodfeliilet kozott. A kapesolatot kiillonb6zo
mechanizmusok szerint hozhatjuk 1étre,'® ez alapjan az enzimelektrodok miikodése alapvetéen
harom csoportra oszthato,% ahogy azt az 1. abra is bemutatja.

1. Az elektrod az enzimreakcid termékét (vagy reaktansat)®? esetleg a masodlagos

szubsztratjat'® detektélja.

2. Homogén fazisu elektronatvivot, kozvetité anyagot, un. mediatort alkalmaznak, ami az

enzimet alakitja vissza aktiv allapotaba.®

3. Maga az enzim reagél az elektrodon,® azaz kozvetlen az elektronatmenet az enzim és az

elektrod kozott®,

(@) (b) (c)

NP 3

Med,, Med, o4

P R

g
3

| |

1. dbra: Az amperometrias enzimelektrodok hdrom generdacioja: (a) természetes masodlagos szubsztraton

alapul (b) mesterséges redoxmediatorokon alapul (c) kozvetlen elektronatmeneten alapul az enzim és az elektrodfeliilet
kozott*

Az enzim immobilizalasok kulcsfontossagtiak az enzim és az egész bioszenzor teljesitménye
szempontjabol. A rogzités soran a cél egy kozvetlen kapcsolat biztositdsa az enzim és az érzékeld
feliilete kozott, mikdzben az enzim stabilitast fenntartjuk, ill. tovabb javitjuk.!® Szamos fizikai és
kémiai eljarast lehet alkalmazni az enzim - elektrod feliiletre torténd - rogzitésére, ezek koziil a

legelterjedtebb modszerek® sematikus bemutatésa a 2. abran lathato.
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Bezaras

Adszorpcio

J

m

m

m

m

It c@f
\Ei::\rs ;k [E

Keresztkotés/térhalds szerkezet

Affinitas

Kovalens kotés

m

m

2. dbra: F6 enzim régzitési eljdrdsok sematikus abrdzolasa.% E: enzim, F: semleges fehérje

Szamos konyvet és 0sszefoglald tudoményos attekintést irtak mar az enzim immobilizalési

eljarasokrol, melyek tobb ezer protokollt mutatnak be,56: 67 68,69, 70,71, 72,73

Kotés Elényok Hatranyok
Adszopcio Gyenge kolcsonhatasok | e Egyszerti és olcséd e Deszorpcid
eMérsékelt  enzimaktivitds | e Nem-specifikus adszorpcidja
csokkenés mas fehérjéknek,
szennyezOknek

o Gyenge miikddési €s tarolasi
stabilitas

Kovalens kotés

Kémiai kotés az enzim
és a hordozd funkcids
csoportjai kozott

o Nincs diffuziés gatlas
o Stabil
e Rovid valaszidd

e Nem megujithatd matrix
o Nagymértékii enzimaktivitas
csokkenés

Bezaras Gélbe vagy polimerbe | eNincs kémiai reakcid a | eDiffuzios gatlas
agyazas, membran [ monomer és az enzim kozott, | e Csak a porusméretnél kisebb
mogé zaras ami az aktivitdst | molekulak esetében
befolyasolhatna e Enzimszivargas
eSzdmos  enzimet  lehet | o A monomer és az enzim nagy
ugyanabba a polimerbe | koncentracioja sziikséges
agyazni
Keresztkotés Kotés az enzim/ a | eEgyszerii e Nagymértékii enzimaktivitas
keresztkoto (pl. glutar- csokkenés
aldehid)/k6z6mbos
molekula (pl. BSA)
kozott
Affinias Affinitds  kotések a | eSzabalyozott és iranyitott | e Specidlis csoportok jelenléte
hordoz6 funkcids- (pl. | immobilizacié sziikséges az enzimen (pl.
avidin) és a fehérje His, biotin)
szakaszon egy affinitas
csoport  (pl.  biotin)
kozott

2. tablazat: A f6 enzimrogzitési modszerek eldnyei és hatranyai®
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A 2. tablazat a f0 enzimrdgzitési tipusokat és mindegyik technika 6 eldnyeit és hatranyait
mutatja be. Néhany esetben az enzim immobilizalasi eljarast tobbféle technika egyiittes
alkalmazasaval®® valositjak meg, példaul az enzimet el6zdleg gyongyodkre rdgzitik adszorpcioval,
affinitas vagy kovalens kotésen keresztiil, majd egy pordzus polimer matrixba zarjak.

Az enzimoldat bezardsit a legegyszeriibben tugy lehet kivitelezni, hogy azt az
elektrodfeliiletre felvissziik, majd dializismembrannal rogzitjiik.’® Haromdimenziés polipirrol
elektropolimerizalt matrixba zaras utjan készitett amperometrias gliilkdz mérd bioszenzort Njagi és
Andrescu,’* mig Shan és munkatarsai’ polianilin matrixot alkalmaztak a szenzorkészitésnél. Az
elektropolimereket redox mediatorként szolgald nanoanyagokkal egyiitt is gyakran alkalmazzak az
elektrondtmenet eldsegitésére. Zhu és munkatarsai’® GOX és torma-peroxidaz enzimet egyiittesen
rogzitettek elektropolimerizacié utjan polipirrol filmbe zdrassal, szén nanocsdvekkel bevont
munkaelektrod feliiletére. A bezarasra hasznalt matrix amfipatikus dimetil-polisziloxan,’’
fotopolimer,’® szilika gél,”® poliszacharid®® vagy szénpaszta®® is lehet.

Az adszorpcids rogzitési technika legegyszerlibb valtozata az igen elterjedt fizikai
adszorpci6. Ezt az eljarast alkalmaztak Bonnet és munkatarsai®® is rovardlé anyagok mérésére
alkalmas, szitanyomott bioszenzoruk készitésénél. A deszorpcié és a korai mikodési
stabilitdscsokkenés megel6zése érdekében, az acetilkolin-észterdz enzim feliileti adszorpciojat
kovetden, sorozatos mosast végeztek egy megfeleld pufferrel, ezaltal eltavolitottdk a gyengén
kotddott enzimet. Az adszorpcids eljards soran az elektrosztatikus kolcsonhatasokra is lehet
alapozni:*®® amennyiben az enzim izoelektromos pontja alacsonyabb az oldat pH értékénél, az
enzim negativ toltésii lesz és a pozitivan toltott felilethez kotédik. Az elektrosztatikus
kolcsonhatasokat hasznaltdk ki Zhao és munkatarsai®® ellentétes toltésii enzim és polielektrolit

8 elektrokémiai dopping, Sassolas és

rétegenkénti adszorpcidja, Zhang ¢és munkatérsai
munkatarsai®®a polimerbe agyazast megeldzden az oxidaz enzimek pozitiv toltésii anion cseréld
gyongyodkre torténd adszorpcidja soran.

A legelterjedtebb keresztkotést alkalmazo modszerek esetében az enzimeket glutaraldehid,
ill. méas bifunkcionalis reagensekkel: pl. glioxal, hexametilén-diamin immobilizaljuk®. Tovabbi
lehet6ség tisztan - vagy funkcionalisan k6zombos fehérje, szarvasmarhaszérum-albumin (BSA)
jelenlétében - az enzimek kozti keresztkotések létrehozasa. Kong és munkatarsai®® a keresztkotéses

eljarast GOX enzim cink-oxid nanocsdvekre torténd elézetes immobilizacidjara hasznaltak.

Kombinalt immobilizacids eljarast alkalmaztak tejsav kimutatdsara alkalmas bioszenzor készités
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soran Pereira és munkatarsai is:®” keresztkdtés mellett szénpasztaba zardssal rogzitették az enzimet.
Ehhez metilénkékkel, enzimmel, glutaraldehiddel és marhaszérum-albuminnal moédositott szén-
nanocsé keveréket adtak a grafit-porhoz, majd ezt dsvanyolajjal homogén pasztava keverték és
iivegesobe toltottek.

A bioszenzorok jelentds részénél az enzimeket kémiai moszerrel, kovalens kotéssel rogzitik
a polimer hordozokhoz.% Ennek soran a biokatalitikus anyag olyan funkcids csoportjait hasznaljak
fel a feliilethez rogzitésére, melyeket eleve tartalmaz és a katalitikus funkcido szempontjabol
nélkiilozhetéek. Az immobilizalas soran altalaban a hordozo feliilet kezdeti aktivalasat végzik
tobbfunkcios reagensek (pl. glutaraldehid, karbodiimid) segitségével, majd az enzimet kapcsoljak
az aktivalt feliilethez, végiil eltavolitjak a felesleges és nem kotddott biomolekulakat. A hordozé
lehet szervetlen anyag (pl: szabalyozott pérusu iiveg), természetes anyag (pl. celluldéz) vagy
szintetikus polimer (pl. nejlon), de elézetesen aktivalt membranok (pl. Immunodyne, Ultrabind) is
léteznek. A kovalens immobilizalas kozvetleniil a transzducer feliiletén, vagy egy arra rogzitett
membran feliiletén is alkalmazhato. A feliiletek aktivalasi eljarasat szamos protokollban®® 8% %0

leirtak mar. A 3. tablazat a kovalens enzim immobilizalas modszereit®® ismerteti.

Enzim csoport Feliileti csoport Rogzitési/immobilizaciés modszer
-NH2 -NH; glutaraldehid®?, %
-OH epiklorhidrin® %, %4

epoxi-szilan®
cianogén-bromid®: %
tozil-klorid® ¢
tiol-szilan+ szukcinimid észter®

klor-triazin®

-COOH karbodiimid®0: 100
savazidi0?

karbonil-diimidazol°?

-COOH -NH, karbodiimidi®

-SH -SH 2,2-dipiridil-diszulfid®

3. tablazat: A kovalens enzim immobilizalas modszerei
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A kovalens rogzitési technikak kozott a kemiszorpcids eljaras is ismert. A tiol tartalmua
enzimeket kozvetlentil lehet arany hordoz6 feliilethez kapcsolni a tiol csoportok és az arany kozti
er6s affinitds miatt. Az enzimeket moddositani is lehet tiol csoportok bevitelével. McRipley ¢és
Linsenmeier'® Traut reagenst hasznaltak a GOX enzim primer aminocsoportjainak tiol csoporttal
torténd helyettesitésére és ezt mar kovalens kotéssel rogzitették arany feliiletre.

A nagy affinitasu kapcsolaton alapti modszerek esetében iranyitott, helyspecifikus enzim
immobilizacio torténik.%® A stratégia alapjan (bio)affinitds kotéseket hoznak létre az aktivalt
hordozé (pl. lecitinnel, avidinnel, fém kelatokkal) és egy specialis fehérjecsoport (pl. szénhidrat
maradék, biotin, hisztidin) k6zott, ezaltal a biomolekula orientalhatéd és nem fordul el6 sem enzim
dezaktivalodas, sem az aktiv helyek blokkolodasa. Szamos nagy affinitast - (Sztrept)avidin-biotin,
lecitin-szénhidrat és fém kation-kelat - kapcsolaton alapulé modszert kozoltek mar. Az enzim
tartalmazhatja az affinitast biztosito csoportot (pl. cukor rész), azonban néhany esetben az affinitasi
csoportot (pl. biotint) a fehérje szakaszhoz genetikai mérndkség utjan kell kapcsolni,’® pl.
iranyitott mutagenezissel, fehérje fuzids technoldgiaval és poszt-transzkripcids modositassal. A
biotin és (sztrept)avidin kdzti nagyon erds affinitast (Kq=10"°) hasznalja ki a biotin-(sztrept)avidin
stratégia. A fehérjék biotinalasa'® biotin molekula fehérjéhez torténé kovalens kapcsolasaval
torténik, melyet a lizin csoportokat kedveld biotin-észter reagensek hozzdadasaval lehet

kivitelezni. Zhang és Cass'%’

a genetikai biotindladst masként valdsitotta meg: biotin akceptor
fehérje szakaszokat fuzionaltattak az enzim C-terminusra. Az erds affinitasu kapcsolodast egy fém
kation és egy kelatképzo: nitrilotriecetsav, iminodiecetsav vagy polihisztidin k6zott, szintén ki

lehet hasznalni bioszenzor készitésre. Halliwell és munkatarsail®

ezen az elven készitettek tejsav
érzékel6t: eldszor polianilin-poliakrilat filmréteget alakitottak ki az elektrod feliiletén, ezt Ni?*
ionokkal lehetett tolteni, melyek koordinacids helyként miikodtek a laktat-dehidrogenaz enzim

hisztidin részei szaméra. Affinitison alapulé immobilizalast kozoltek'%

mar néhany enzimben (pl.
acetilkolin-észterazban) természetesen el6forduld cukor részek és feliilethez rogzitett concanavalin

A kozott 1s.

2.2 Nativ enzimforrast tartalmazoé, novényi szévet alapa bioszenzorok

A mult szazad 80-as éveiben Kuriyama és Rechnitz!®

glutamat-dekarboxildz enzimet
tartalmazd sarga tok szovetbdl készitett katalitikus réteget. Szén-dioxidméré gazelektrod

mérbfeliiletére rogzitve a termés vékony szovetét glutaminsav mérésére alkalmazhato bioszenzort
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alakitottak ki. Azodta igen sokféle ndvényi szovet felhasznaldsaval sikeriilt kiilonb6zd anyagok

szelektiv mérését lehetdvé tevd bioszenzort késziteni. Ezekrdl kivalo attekintést nytjt Campas®®

2008-as 0sszefoglald kozleményében. A novényi szovetek alkalmazasaval kialakitott bioszenzorok
tobb fontos elonnyel rendelkeznek az izolalt enzimek felhasznélasaval készitettekkel szemben:

e A természetes szovetekben az enzimek természetes kornyezete eredendéen biztositott, ezaltal
jelentésen stabilabbak, mint a szovetekbdl kivont, koncentralt, nagyobb aktivitdsu enzim
készitmények.

¢ A nagy stabilitas miatt altalaban hosszabb a veliik készitett szenzorok élettartama.

o Stabilitasukat jobban megdrzik kiilonb6zé komponensek inhibicids hatdsanak ellenére, ill. a pH
¢és a hdmérséklet valtozasa mellett.

e A novényi szovetekkel végzett enzimologiai kisérletek jol reprodukalhatoak.

¢ A ndvényi szovetek altalaban kénnyen beszerezhetdek és olcsok.

e A hosszas és koltséges enzim kivonasi €s tisztitasi 1épések elkeriilhetdk.

e Az enzimmukoddéshez sziikséges kofaktorok jelen vannak a szdvetben, ezéltal a bioszenzor
készitése egyszeriisodik.

e A novények igen nagy valtozatossaganak kdszonhetden igen sokféle bioszenzor elkészithetd a

felhasznalasukkal.

Hétranyaik:
o A szelektivitas viszonylag Kismértékii annak kdszonhet6en, hogy a biologiai szovetek altalaban
tobbféle enzim keverékét tartalmazzak.
e Az enzimet tartalmaz6 novényi szovet diffizidt lassitdé hatassal rendelkezhet, emiatt annak
felhasznalaséaval készitett szenzor valasz ideje kedvezdtleniil nagy lehet.
e A nativ szovetek fajlagos enzimaktivitasa rendszerint kisebb, mint a koncentralt

preparatumoké.>®

A nativ szovet felhasznélasaval készitett bioszenzorok a koltséghatékonysag és a jo stabilitasi
tulajdonsag ellenére nem terjedtek el a mindennapi analitikai gyakorlatban. Ennek a legval6szintibb
oka az, hogy a nativ biologiai forras kozvetlen felhasznalasaval készitett reakcioréteg viszonylag

kis specifikus enzimaktivitassal rendelkezik. Az élettanilag fontos biologiai-, ill. élelmiszermintak
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elemzéséhez sziikséges mérési tartomany ¢€s érzékenység eléréséhez a legtobb esetben nagyobb
enzimaktivitas és specialis szerkezetii reakcioréteg kialakitasa sziikséges.°
Ha a biokatalitikus érzékenyitd rétegben tobbféle enzim van jelen, az nyilvanvaldéan a
szelektivitas csokkenését eredményezheti. A csokkent szelektivitas azonban akar elényként is
jelentkezhet olyan esetekben, amikor az illetd bioszenzort vegyiiletcsoport egyes tagjai
111 aki kdzleményében
banan szovettel (Musa cavendishii) készitett bioszenzor alkalmazasaval sorokben és borokban
aromaanyagokként jelenlévé kiilonb6zé anyagok, pirocatechin és flavonolok egyiittes mérésének
lehetdségét mutatja be.
A tobbféle enzim egyiittes jelenlétébdl adodo szelektivitas csokkenést a mérési koriilmények
alkalmas megvalasztasaval csokkenthetjiik. Megfeleld feltételeket biztositva egy-egy
biokatalitikus folyamathoz, lehetévé tessziik kiilonféle szubsztratok egyazon biokatalitikus

t.112 Megfelel enzim inhibitorok, aktivatorok!'® és

szovettel készitett szenzorral torténd mérésé
stabilizald anyagok'!* szintén alkalmasak lehetnek enzim szenzorok szelektivitasanak és
¢lettartaménak novelésére.

A ndvényi szovet alapi bioszenzorok készitése soran altaldban az illetd szovetbdl vékony
szeletet, vagy zuzalékot készitenek. Azt vékony filmként rogzitik az alapérzékeld feliiletére
valamilyen modon. Sok esetben a rogzitést dializismembran sapkaval torténd burkolassal végzik.
Szénpaszta elektrodra épitett amperometrids bioszenzorok esetében sokszor a szovet ziizalékot a
szénpasztaba keverik. Az el6bbinél a membran feladata, hogy az enzim ,kiadzasat”, feliiletrdl
torténd eltdvozasat megakadalyozza, ugyanakkor a szubsztrat diffuzigjat lehetévé tegye. A
katalitikus réteg szerkezete 1ényegesen befolyasolja a bioszenzor valaszidejét.

A szovet szeletet alkalmazd valtozat esetében a difftizids ellenédllas hosszi valaszidéhoz
vezethet.®® 1'% Clark-elektrédon 0,25-1 mm vastag banan réteg rogzitésével 1-3 perc a szenzor
vélaszideje, ugyanezen banan szovet homogenizalasaval a valaszidd 30-40 masodpercre rovidiil. 118
Olasz kutatok'” 118 kisérletei azt mutatjdk, hogy a nagyobb reakcidréteg vastagsag hosszabb
szenzor ¢lettartamot eredményez, cserébe a valaszidd novekszik. Ezen két paraméter
szempontjabol optimalis szovet vastagsagot kisérleti Giton allapitottak meg. Ez burgonya (Solanum
tuberosum)-, avokado (Persea americana)-, és gomba (Agaricus bisporus) szovet-metszetbdl

készitett réteg esetében 100 um-nek adodott. A szénpasztaba kevert szovet zizalék valtozat
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esetében a valaszidé joval rovidebbnek adodott, a Wang és Lin'!® munkajaban bemutatott
szénpaszta alapérzékelds bioszenzor valaszideje minddssze 12 mésodperc.

A kiilonb6z6 novényi szovetek szamos kiillonboz6 enzimet tartalmazhatnak. A bioszenzor

120, 121 122,123
), a

készités szempontjabol nagy jelentdségiick: a polifenol-oxidaz- (PPO a peroxidaz,-

savas-foszfataz,-12* 12 | az ureaz,-1?° , az oxalat-oxidaz,-1?" , az aszkorbat-oxidaz,-1?® a piruvat-

129 132

dekarboxildz,-1?° a diamin-oxidaz,-13% 13! a pektinészteraz,-13 a szulfit-oxidaz enzim,? ill. a kettds
enzim (pl. peroxidaz- és glikolat-oxidaz)*>® 1** tartalmu novényi szovetek.*

Munkam soran pirocatechin-oxidaz (difenolaz) és krezolaz (monofenolaz) aktivitassal
rendelkezd tirozindz (EC 1.14.18.1) tartalm ndvényi banan szdvetet (Musa cavendishii)t®®
hasznaltam bioszenzor készitésére, ezért csak a PPO tartalmu-, fenolos komponensek mérésére
alkalmas bioszenzorok készitésével, vizsgalataval, alkalmazasaval foglalkozo irodalmi
elézményekrdl adok az alabbiakban attekintést.

A banan gyiimdlcs belsejében viszonylag nagy PPO aktivitasu, laza szovet talalhatd. T6bben
kiséreltek meg ennek felhasznalasaval fenol tipusu anyagok szelektiv mérésére alkalmazhat6
bioszenzort késziteni. Kozottiik Sidwell és Rechnitz!® jelentetett meg elséként kdzleményt a
munkarél. Az 1985-ben publikalt koézleményben a készitett bioszenzort ,,bananatrode”-nak
nevezik. Az elsé bananotrod tgy késziilt, hogy Clark-tipusi oxigén elektrod gazateresztd
membranos feliiletére egy vékony rétegli banan zzalék membrant rogzitettek dializismembran
sapka segitségével. A bioszenzor funkcidjanak vizsgalatihoz minta anyagként monoamin
neurotranszmitter anyagot, a dopamint (DA) valasztottak és amperometrias detektalast
alkalmaztak. Az elektrod miikodése azon alapul, hogy a dopamin a kevert mintaoldatba helyezett
bioszenzor reakciorétegébe diffundal a dializismembranon keresztiil. Ott a pirocatechin-oxidaz
enzim Katalitikus hatasara reagal a jelenlévo oxigénnel. Az enzimatikus oxidacio soran, az oldott
oxigén fogyasztasa mellett, a dopamin 1,2-benzokinon szarmazékka alakul. Az alapelektrod, a
Clark oxigén elektrod amperometrias jelként mutatja a lokalis oxigén koncentraci6 csokkenését.
Az igy képzett jel annal nagyobb, minél nagyobb a dopaminnak a reakci6 rétegbe iranyul6 difftzios
anyagarama. Ennek megfelelden alkalmasan megvalasztott koriilmények kozott a Clark-elektrod
amperometrids aramanak csokkenése a mintaban 1évé dopamin koncentracid novekedését jelzi.
Bizonyos 1d6 elteltével, ha a minta dopamin koncentracidja allando, és az oxigén anyagirama
megfelelden nagy, a diffuzidés anyagtranszportok és a katalitikus reakcio stacionarius allapotba

keriilhet. Ezt az amperometrias aram allandova valasa jelzi.
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A kisérletek alapjan a line4ris mérési tartomdny 2x1074- 1,2x10° m6l/dm® DA, ezért a szerzék
vizeletben jelenlévé mikromolos DA koncentracio méréséhez aluminium-oxid vagy kiilonb6z6 gél
rétegeken torténd adszorpcios elddusitast és tisztitast javasolnak, ahogyan korabban Krustolvic
kromatografias mérések soran is ezt a megkozelitést alkalmazta.!®® ¢ Egy frissen készitett
bioszenzort legalabb két hétig tudtak DA analizisre hasznalni.

Harom évvel késébb, Wang és Lin®®

a banan szovetet szénpasztaba keverték és az igy
készitett aktivalt szénpaszta alkalmazasaval amperometrids szénpaszta elektrodra épiild
bioszenzort készitettek. Az igy elballitott érzékeld kedvezden rovid, 12 masodperces
valaszidejinek bizonyult. Ennek kd&szonhetéen aramld oldatos méréstechnikat alkalmazva a
szerzok 60 dopamin mintat tudtak analizalni 6ranként.!'® Az elektrod miikddése ugyancsak a
dopamin ¢és az oxigén kozotti enzim katalizalta folyamat sebességének detektalasan alapult. Ebben
az esetben azonban az amperometrias alapérzékel nem az oxigén koncentracio csokkenését koveti
nyomon, hanem a reakcidoban keletkezd kinon termék lokalis koncentracidjat jelzi elektrokémiailag
redukalva azt. Negativ potencialon a kinon redukalddik katekolla, a katodos aram szolgaltatja az
analitikai jelet. Sidwell és Rechnitz bananotrodja esetében a minta oldott oxigén koncentracioja
befolyasolja a jelet és kis szubsztrat koncentraciondvekedés a mintdban csak kicsi helyi oxigén
koncentracid csokkenést, Kis analitikai jelet, azaz nagy aramintenzitast eredményez. Ezért a kinon
redukcio utjan képzett amperometrids jelképzés el6nyOsebb detektalasi mod. Kis
mintakoncentracid kis aramot produkal, emellett az alkalmasan valasztott koriilmények mellett az
oldott oxigén koncentracié nem befolyasolja az d&ramot.

Eggins €s munkatarsai hasonldo banan elektrodot hasznaltak a sor mindségét jellemzo
flavonolok, pirocatechin és dimerjei, trimerjei meghatarozisihoz.'®’ Az igy végzett méréseik
azonban nem szolgaltattak kielégitd eredményeket, valosziniisithetden a banan szdvetben eleve
természetesen meglévd, magas flavonolkoncentracié zavard hatdsa miatt. A szerzok készitettek
bioszenzorokat a szintén magas PPO enzim tartalmi burgonya-, alma (Malus domestica)- és
szaritott alma szovetekbdl is, s az ezekkel a szenzorokkal kapott analizis eredmények mar jo
egyezést mutattak a kolorimetrias és kromatografias meghatarozasok eredményeivel.

Cummings és munkatirsai’®® hasonléan, érzékenyitett szénpasztan alapuld bioszenzort
készitettek. Munkajukban alma ztzalékot kevertek szénpasztaba az elektrod készitéséshez. A
szenzor elektromos, elektrokémiai, morfologiai és analitikai tulajdonsagait vizsgaltak. Igyekeztek

optimalni a bioszenzor analitikailag fontos jellemzdit. Ugy talaltik, hogy a nagyobb novényi
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szOvet/szénpaszta arany esetében kialakuld inhomogén hidrofobicitasu feliilet esetében a vizben
oldott szubsztrat konnyebben kotdédhet a PPO enzim aktiv helyeihez. Ez kedvezden hat az elektrod
mitkodésére.

A PPO enzimek szamos novényi szdvetben megtaldlhatoak, azonban fontos megjegyezni,
hogy az egyes enzimek eltérd aktivitast mutathatnak kiilonboz6é fenolos szubsztratok oxidacios

reakcijat illetéleg.’®® A bananban taldlhato PPO a dopamin,'*

a padlizsanban (Solanum
melongena) jelenlévé PPO pedig a pirocatechin oxidaciojat katalizalja a legnagyobb aktivitassal.}4
A padlizsanbol készitett, szénpaszta alapu szenzorral 10 mol/dm3-es kimutatési hatart értek el, s
az aktiv szénpaszta 4C°-on 23 napig tarolhatonak bizonyult.1#2

Lima és munkatarsail*® kokuszdié (Cocus nucifera) szovetet alkalmaztak pirocatechin
mérésére készitett aramlo oldatos (flow-injection) rendszeriikben. Munkajukban atfoly6 analitikai
reaktort készitettek, novényi szovetet alkalmas csdszerli tivegedénykébe tomoritve. A reaktoron
ataramoltatott reakcioelegybe helyezett elektrodon -0,1 V vs. Ag/AgCl potencialon végezték az
amperometrias detektalast. A Dbioreaktort sikeresen alkalmaztadk folyovizben és papiripari
szennyvizben torténd pirocatechin mérésére. A kimutatasi hatar 2x10% mol/dm® volt, s a
rendszerrel oranként 60-90 mintat lehetett mérni. A reaktort jo néhany napig lehetett hasznalni
csekély aktivitds csokkenés mellett, annak ellenére, hogy a szoveten a biokatalitikus folyamat
eredményeként fenolos polimer szennyezddés adszorpcioja kovetkezett be.

Az avokadd szdvet szintén j6 PPO enzimforras.!?! Fatibello-Filho és munkatarsai
paracetamol mérésére alkalmas bioszenzor fejlesztését irtak le 2001-ben, ennek a készitésénél
grafit/vazelin keveréket modositottak avokado szovet porral. Az avokado szovet katalizalta a
paracetamol oxidaciojat, s a képz6dé N-acetil-p-benzokinont -0,12 V vs. Ag/AgCl potencialon
redukaltik vissza paracetamolld. A kimutatési hatart 8,8x10°° mol/dm3-nek talaltak.

Inhal4ciosan adagolt gyogyszer epinefrin tartalmanak meghatarozasara fejlesztettek ki
aramlé oldatos rendszerben miikodé bioszenzort Felix és munkatarsai.*** A bioszenzor
elkészitéséhez palmafa gylimdlcs rostjait hasznaltak szénpaszta elektrodba keverve. Az érzékeld
mitkodése a szovet PPO enzim tartalman alapul. Az enzim katalitikus hatasara az epinefrin
epinefrinkinonna oxidalodik. Analitikai jelként a kinon -0,1 V vs. Ag/AgCI elektrodpotencial
mellett végbemend elektrokémiai redukcidja soran jelentkezd dram szolgal. A kimutatasi hatart
kedvezden kicsinynek, minddssze 1,5x107° mol/dm3-nek talaltak. Ez az elektrokémiai modszer az

epinefrin mérésre elterjedten alkalmazott spektrofotometrias modszerrel szemben fontos elénnyel

-23-



Irodalmi attekintés

rendelkezik. A fotometridas modszernél problémat jelentd benzoesav zavard hatdsa a bioszenzoros
modszer esetében nem jelentkezik.

Brazil és portugal kutatok**® enzim tartalmu szirszop (Annona muricata) husat tartalmazo
szénpasztaba 15% -nyi mennyiségben 7,7,8,8-tetracianokinodimetan redox mediator anyagot is
alkalmaztak. Ez esetben 0,1 V vs. Ag/AgCl munkelektrod potencial mellett tudtak a dopamint
mérni. Ezzel sikeriilt tobb nagyobb elektrédpotencial mellett elektroaktivitast mutaté anyag zavaro
hatasat kikiiszobolni. Az elektrodot FIA rendszerben 60 napon at tudtdk hasznalni,
gyogyszerkészitményekben 16vé DA meghatarozasara, 2x1072 - 2x10* mol/dm?® kozti linearis
mérési tartomany mellett.

A peszticidek meghatdrozasanal komoly problémat jelent a szenzorok romlésa, rovid
¢letideje, ezért alternativaként meriilnek fel a nagyobb enzim stabilitdst biztositd ndvényi
szovetekbdl késziilé bioszenzorok. Burgonya szovet felhasznalasaval készitettek atrazin herbicid
koncentraciot mérd bioszenzort Mazzei és kutatocsoportja.}*® Az elektrod fenol tipusti anyagok
jelenlétét detektalja. A herbicid mérést az teszi lehetévé, hogy a fenolos komponensek felismerését
gatolja a mintdban jelenlévd herbicid. Adott fenol koncentracido alkalmazasa mellett az
modszer a herbicid jelenlétében jelentkezé enzim inhibicid jelenségén alapul. A kimutatasi hatar
minddssze 10° mol/dm? volt, szerves foszfor és karbaminsav szarmazékot tartalmazo peszticidek
nem zavartak a mérést. A szenzor élettartama 8-14 napnak adddott, s bar ez Iényegesen rovidebb a
fenol vagy pirocatechin meghatarozasnal tapasztaltakhoz képest, a szenzor hegy mérések kozotti
vizes mosasaval, a visszamaradd atrazin rendszeres eltavolitasaval, az élettartam novelhetonek
bizonyult.

Chen és Tan munkajaban'?® banan-, alma-, burgonya-, avokadd- és gomba szdvetek
felhasznalasaval  késziilt bioszenzorok esetében jelentkezd mikrobiologiai  fertdzés
¢lettartamcsokkentd szerepére mutatnak ra. A hatas akkor is megfigyelhet6 volt, amikor a szenzort
-10 C°-on taroltak. 116 117 147 148 Neooldast jelenthet valamilyen antimikrobialis anyag
alkalmazasa,'*® azonban a szingapuri szerzOk més megoldast alkalmaztak a zavard hatis
megelézésére: az alma-, banan-, burgonya- és gomba szovetet felhasznalas el6tt elokezelték. A
gylimdlcesot/zoldséget feldaraboldsa utan levegdn hagytak allni, hogy a PPO enzimek és a jelenlévd
szubsztratok oxidacidja lejatszodhasson, majd vizes mosassal eltavolitottak a mikoorganizmusok

szamara kiilondsen vonzd komponenseket —cukrokat és észtereket-, végiil szobahémérsékleten
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vakuum szaritottak a darabokat és finom port készitettek beldlik. A szovet porbol és polivinil
alkoholbol vékony biofilmet készitettek, s ezt kiszaritva helyezték fel Clark-elektrod gazateresztd
membranjara, polikarbonat sapkaval rogzitve. Ezekkel a szenzorokkal 3-4 hoénapig tudtak
analizalni, kivalo analitikai teljesitményjellemzék mellett. Az elektrodokat hasznalaton kiviil,
megfeleld pH-ju pufferben, szobahémérsékleten taroltak.

Ugyanezen szenzoroknak, a még jobb szelektivitas iranyaba torténd tovabbfejlesztését™
mutatta be a szingapuri szerzOparos, kovetkezd publikacidjukban. A biofilmet rogzitd
dializismembrant Nafion membranra cserélték, s ezaltal az anionos ¢és egyes semleges zavard
anyagok (pl. DOPAC, L-DOPA, L-cisztein) reakcid rétegbe jutasat megakadalyoztak. Az illetd
komponensek reakciorétegbe jutasanak gatlasa tovabbi kedvez6 hatast eredményezett. Csokkent
az enzim dezaktivalodas sebessége, s igy a szerzok igen nagy stabilitast, reprodukalhatosagot és
200 napos szenzor élettartamot értek el. A technika hatranya, hogy a Nafion membran
megndvekedett diffizids ellenalast képvisel, s igy megduplazodik a 6-24 perc kozotti eredeti

valaszid.1®!

2.3 Pasztazo elektrokémiai mikroszkopias mérések a bioszenzor fejlesztésben

Bard és kutatocsoportjal®

a mult szdzad 80-as éveinek végén vezették be, illetdleg
fejlesztették ki a pasztazd elektrokémiai mikroszkopias (PEKM) modszert, mely a feliileti
jelenségek vizsgalatara mar korabban alkalmazott, ugynevezett pasztazé mérdcsucs mikroszkopias
modszerek, igy a pasztazo alagutmikroszkop (Scanning Tunneling Microscope STM) és atomer6
mikroszkop (Atomic Force Microscopy AFM) modszerek Ujabb valtozatat jelenti. A PEK
mikroszkopidban egy mikro-/nanoméretti elektrokémiai szenzorcstcs precizids mozgatasaval a
vizsgalt teriilet adott pontjaiban kémiai infomaciot hordozo jelet gyiijtiink. Az egyes adatgytijtési
pontok koordinatait és az azokhoz tartozé dramintenzitas vagy elektrodpotencidl jelet taroljuk. A
tarolt adatmez6bdl mikroszkopikus, kémiai képet készitiink. A moddszer egy igen hatékony
technika nagy felbontas melletti koncentracio profilok megjelenitésére, illetdleg feliiletek kémiai
sajatsagait jelz6 mikroszkopias kép készitésére. Bard, ill. Engstrom t6bb publikacioban
bemutattak®? 153154 a7 Altaluk épitett késziilékek felépitését, mitkodését, s a technika alkalmazasa
soran felmeriild alapjelenségeket. A kutatdcsoportok kezdetben a kereskedelmi forgalomban

beszerezheto alkatrészekbdl hazilag dsszeallitott kémiai mikroszkopokat hasznaltak. Ma mar t6bb
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cég gyart pasztazo elektrokémiai mikroszkopot. Ezek meglehet6sen borsos aron vasarolhatok
meg. 15
A PEKM moédszer fejlesztésérol, vizsgalatardl, alkalmazasarol ez ideig megjelent

156, 157, 158, 159, 160 és kényvléil

kozlemények szama megkozeliti az 1400-at. Tobb 6sszefoglald munka
ismerteti a fejlesztés és alkalmazas soran elért eredményeket.

A PEKM hatékony eszkozként hasznalhatdé immobilizalt enzimek milkddésének
vizsgalataban is. A biokatalitikus réteg felett clhelyezkedd elektrolit fazisban pasztazva az
enzimatikus aktiv helyek feltérképezhetdk. Erre a célraa PEKM médszert mind potenciometrias, %2
mind amperometrias'®® izemmodban sikerrel alkamaztak.

Pierce és munkatarsail®*

a PEKM-idban leginkabb elterjedt amperometrias, visszacsatolasos
izemmod alkalmazasaval végeztek méréseket GOX tartalmu biokatalitikus réteg feltérképezésére.
Kisérleteik soran a biokatalitikus feliilettel érintkezd elektrolit ferrocén-karbonsav mediatort
tartalmazott. A feliilet felett, attol allando tavolsagban 1évé sikban pasztazva az amperometrias

155

mérdestcesal, a mediator oxidacios aramat kdvették nyomon.™> Ily modon sikeriilt a katalitikus

aktivitast mutatd mikroszkopias képet készitenitik.

A biologiailag aktiv rendszerek tanulméanyozéaséra elterjedten alkalmazott PEKM modszer'®
az amperometrids generator/kollektor iizemmadd, melynek soran a mérdcstics az enzimreakcio
soran képzddo ¢és diffundald termék, vagy a tombfazisbol fogyod reaktans lokalis koncentracid
eloszlasat méri. Kisérleti elrendezéstdl fiiggden alkalmazhaté a mérdestics generator/minta
kollektor (TG/SC) vagy a minta generator/mérdcsucs kollektor (SG/TC) tizemmad.

Oliveira olyan PEKM kisérletekrdl szamolt be,'®® melyekkel hasznos informaciokat nyert
titan-dioxid feliileten GOX és torma-peroxidaz enzimeket immobilizald, 6nszervez6dd monoréteg
(self-assembled monolayer SAM) kialakitasanak optimalis koriilményeirl. A munka soran
kiilonboz6 eljaras alkalmazésaval kialakitott rétegek felett kozvetleniil a készités utan, majd par
nap elteltével készitettek PEKM-ias képeket. Igy az enzimaktivitas és stabilitas 6sszehasonlitisaval
lehetdségiik nyilt az enzim immobilizalasi folyamatok sajatsagainak, hatékonysaganak
vizsgalatara.

Hussein és munkatérsai'®’ polimer struktiraba dgyazott pirrolo-kinolin-kinon fiiggd gliikoz-
dehidrogenaz (PQQ-GDH) enzim miikddését, valamint az immobilizalas eredményességét
vizsgaltak folyadékfazisban végzett PEKM-ias mérésekkel. Munkéjukban negativ visszacsatolasos

iizemmodot alkalmaztak a topografia felderitésére. Az enzim katalitikus hatdsanak- és két
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természetes szubsztratja versengése kovetkeztében 1étrejovo enzim reakcid vizsgalatara pedig az
enzimes visszacsatolasos tizemmodot valasztottadk. A kisérletek soran a minta feliilettel érintkez6
elektrolit oldatba egyrészt kiilon-kiilon gliikozt és maltdzt juttattak tobbféle koncentracioban.
Masrészt, a két szubsztrat tobbféle aranyu keverékének alkalmazasaval végeztek kémiai
mikroszkopias méréseket. Az elektrolit ezen feliil oxidalt formaji mediatort is tartalmazott
mindegyik vizsgalt esetben. Az oldatban talalhato gliikkoz, maltéz és oxidalt formaji mediator
szabadon diffundalhat a polimerbe, ahol az enzimreakcio kovetkeztében oxidalt szubsztratok és
redukalt mediator képzodik. A mérdcsucs feliiletén a mediator oxidacios reakcidja megy végbe.
Az enzim katalizélta reakcid a redukalt mediator koncentracio lokalis novekedését hozza létre. Ez
a katalitikus aktivitasu helyek kozelében pasztazdé mérdcsucson amperometrids aram névekedést,
pozitiv visszacsatolast hoz 1étre. A pozitiv visszacsatolds nagysagat a diffizio és az enzimreakcio
sebességei, valamint a szomszédos enzimatikus aktiv helyek hatasa egyiittesen hatarozzak meg.
Girault hires iskoldjanak 2015-ben megjelend kozleményében!®® polivinilidén fluorid
membéanon bananhéj szelet felhasznalasaval 1étrehozott tirozinaz enzimes aktiv helyek PEKM
vizsgalatarol olvashatunk. A bananhéj szeletet 1 perc iddszakaszra a membranra helyezték
(microcontact printed), majd megszaritds utan 25pum atmérdjii platina méréesucs alkalmazasaval,
harom modszerrel térképezték fel a membranon taldlhatd enzim tartalmt aktiv helyeket és
vizsgaltdk az enzimmiikodést. Az els6 mddszer soran az elektrolitot tartalmazé folyadékrétegben,
amperometrias lizemmodban, -0,8 V potencidlon (vs. Ag kvazi referenciaelektrod) az oxigén
redukcios aramot detektaltak, mikdzben a membran felett horizontalisan, 5-10 pum-es allando
tavolsagban pasztaztak. A hidroféb membran poérusokban nagy mennyiségli levegd
adszorbedlodott, mig azokon a terlileteken, ahova enzim fehérje keriilt (és esetlegesen egyéb
komponensek), a membran porusainak hidrofobicitasa lecsokkent, a folyadék a podrusokba
bearamlott, ezaltal alacsonyabb oxigén koncentraciot eredményezve ezeken a helyeken. A masodik
vizsgalati modszer soran az elektrolitba L-Dopa szubsztratot is juttattak, s 0,7 V vs. Ag potencialon
végeztek a feliilethez kozeli horizontalis pasztazast. Az enzimatikusan aktiv helyek felett az anodos
aram novekedését mérték, melyet azzal magyaraztak, hogy az enzimreakcid termékeként képzodott
dopakinon 5,6-dihidroxiindolla alakul tovabb, s a mért aram ezen elektroaktiv komponens
oxidacidjanak eredményeként alakul ki. A harmadik modszer sorén a tirozindz enzimet tartalmazé
helyek feltérképezése immunkémiai reakcion alapult. Az enzimre specifikus elsédleges, majd

torma-peroxidazzal jelzett méasodlagos antitest oldattal inkubaltak a feliiletet, s végiil a hidrogén-
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peroxidot és 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidin festéket tartalmazo elektrolit oldatban -1,15 V vs. Ag
potencidlon a torma-peroxiddz enzimreakcio kovetkeztében keletkezd oxidalt festék redukcioja
utjan készitettek képet a tirozinaz enzimet tartalmazé helyekrél. A harom moédszer eredményeinek
¢s a mikroszkopos képeknek az Osszevetése viszonylag jo egyezést mutat, azonban lényeges
kiilonbségek is megfigyelhetdk pl. a tirozindz enzim miikddésén keresztiil készitett képek és az
oxigén koncentracio lokalis eloszlasanak meghatarozasaval készitett képek kozott. Magyarazatul
szolgal, hogy a bananhéjban a tirozinaz enzim eloszlasa nem homogén, s valds minta révén, sok
egyéb komponenst is tartalmaz.

Egy svéjci-orosz kutatocsoport 2014-ben megjelent kozleményében'® lagy mikroelektrod
(soft stylus probe) PEKM-ias mérécsucsként torténd alkalmazasat irja le, mellyel a durva, nem
vizszintes feliiletek is jol vizsgalhatok. A szénpasztabol készitett mikroelektrdd a céltargyhoz érve
kissé behajlik, s a polietilén tereftalat ,.elektrod test” a céltarggyal végig érintkezésben marad. Igy
az elektrod Un. kontakt tizemmodban hasznalhatd. A mérdesucs aktiv feliilete a pasztazas soran
konstans tavolsagra van a céltargytdl. Ezt a technikat laktat-oxidaz tartalma polimer film gyors,
feliileti pasztazasara hasznaltak minta generator/mérécsucs kollektor (SG/TC) tizemmodban, s a
kapott eredmények alapjan az immobilizalas szempontjabol fontos paraméterrdl, a polimer matrix
optimalis stiriiségérdl nyertek hasznos informéaciot.

Az enzimek vizsgalatara végzett, PEK mikroszkopiat alkalmazo kisérletek jelentds részében
az enzimatikusan aktiv helyek felett, a minta feliilettel érintkezé elektrolit oldatban torténik a
pasztazas. Ugyanakkor az enzimtartalmu fazis belsejében, a katalitikus reakcio idején kialakuld
viszonyok tanulmanyozasaval viszonylag kevés tanulmany foglalkozik. Ennek oka a kisérleti
nehézségekkel magyarazhat6. A PEKM azonban idealis eszkoz erre a célra is, hiszen a méréhegy
mozoghat enzim tartalmu gélfazisban, vagy a szubsztrat oldataval érintkezd, de attdl elkiiloniild
enzim oldatban is.

85 enzim szenzorok reakcidrétegében kialakuld koncentracidprofilok

Csoka és munkatarsail
vizsgalatahoz, els6ként alkalmaztak PEK mikroszkopot. Ezen méréseknek tobb tavlati célja is van:
a bioszenzorok reakciorétegének alaposabb megismerése, ill. a tobb enzimréteget alkalmazd
elrendezések optimalisabb tervezhetdsége. A kiséletekhez specidlis mérdcellat készitettek,
amelyben a szubsztratot (gliikkozt) tartalmazo elektrolitot és a modell bioszenzor reakciorétegét
celofan membran valasztotta el egymastol. A reakcioréteg pufferbe kevert, illetve

keresztkotésekkel, poli-akrilamid gélbe immobilizalt GOX enzim volt. Az enzim tartalmi
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biokatalitikus réteget a levegotdl feliileten Gszo vékony olaj réteg zarta el. A méréseket megel6zéen
az elektrolitba gliikozt adagoltak, s az a celofanon a reakciorétegbe jutva beinditotta az enzimatikus
reakciot, melynek soran gliikonolakton és hidrogén-peroxid képzodott oxigénfelhasznalas mellett.
A PEKM-ias mérés soran amperometriasan detektaltak a hidrogén-peroxid (+600 mV vs. Ag/AgCl
ref. potencialon) és az oxigén (-600 mV vs. Ag/AgCI ref. potencialon) aramat, s kalibraciot
kovetden kaptdk meg a koncentracid értékeket. A pdasztazads soran a 25 um atmérdji Pt
mikroelektrodot az elvalasztdé membrantdl kiinduléan vertikalisan mozgattak, ezaltal a
reakciorétegben az oxigén és a hidrogén-peroxid koncentracid lokalis, pillanatnyi értékét tudtak
megmérni és a membrantdl mért tdvolsag fiiggvényében abrazolni. Kiilonbozo gliikkdz koncentracid
értekek mellett megallapitottak, hogy a szubsztrat-enzim hatarfazist elvalaszto celofantol kb 200
um tavolsagban minimum mutatkozott az oxigén koncentracioban, s kb ugyanitt maximum értéket
mértek a hidrogén-peroxidra nézve. Ezek a PEKM alkalmazasaval készitett amperometrias
koncentracioprofilok jo egyezést mutattak a modellszamitasok eredményeivel.

Scheller kutatécsoportjal™®

gliikoz jelenlétében szachardz szelektiv meghatirozéasara
alkalmas 0Osszetett enzimelektrodot dolgozott ki. A mintaval érintkez6 eliminator tipusu
reakcioréteg GOX-t és katalazt tartalmaz, az ezt kovetd mérd reakcioréteg pedig invertdz,
mutarotaz ¢s GOX enzimet is. A jelképzés végiil a hidrogén-peroxid oxidacidjan keresztiil torténik.
Ezen igen Osszetett, kettds biokatalitikus réteget tartalmazd bioszenzor modelljét is elkészitették
Csoka és munkatérsai,'’* s a rétegekben PEKM-ids méréseket végeztek az oxigén és a hidrogén-

peroxid koncentracié feltérképezésre.

2.4 Meérés tortuozus kozegekben

A voltammetrids mérések a munkaelektrod feliiletén lejatszodo elektrodreakcion alapulnak,
ezért a jel a legtobb esetben a transzport folyamatok fliggvénye. Idealis esetben a mérendd
komponens diffizios egyiitthatoja a kalibralé oldatokban és a vizsgélt oldatmintaban megegyezik.
Olyan esetekben, amikor ez eltérd és a kalibracios adatokat nem lehet a kiértékelésnél hasznalni,
sztenderd addicios modszer hasznalata ad lehetdséget a koncentracié mérésére, a voltammetrias
mérések kiértékelésére. Azonban szamos olyan gyakorlati analitikai feladat jelentkezik, ahol a
sztenderd addicidra nincs lehet6ség. Ilyen példaul az €16 szovetekben, kisérleti allatok bizonyos

testrészében végzendd koncentraciomérés,t’? 173 174 1715, 176 yaoy o] fizisban,!’” 178 talajban,
e, 9
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Ha egy kozegben a mérendd anyag szabad mozgasat fizikai akadalyok lassitjak, akkor azonos
koncentraciok mellett a mért voltammetrias aramok altalaban kisebbek a szabad diffuziot biztositd
kozegben mérhetd értékekhez képest. A csokkent tomegtranszport mogott két tényezo all: egy
részr6él a mérend6 anyag molekulai egy hosszabb, ,,cikk-cakk™ titon jutnak el az elektrodfeliiletre,
mas részrél egy adszorpcids-deszorpeios folyamat mehet végbe a fazisok hatarfeliiletén.

A kornyezet diffuzios transzport csokkentd hatasat gyakran nevezik tortuozitasnak,

definicioja (1. egyenlet):

A:Jg (1)

Ahol D a diffizios egyiitthato egy akadalyoktol mentes kdzegben, D™ a tényleges diffuzios
egyiitthatd egy akadalyokat tartalmazo, porézus kozegben.® A tortuozitas elnevezés a diffiizid
soran a részecske altal megtett, akadalyok miatt megnovekedett Uit hosszat jelenti. A tortuozitast
befolyasolja a térfogati faktor, melyet gyakran porozitdsnak neveziink. Ez a diffundalé molekula
szamara elérhet6 maximalis rendszer térfogatot jelenti.

A tortuozitast ugy is definialhatjuk, hogy a fluidumban az A és B pont kozti valos Gt hossza
a két pont kozti egyenes Ut tavolsagdhoz viszonyitva, tehat értéke mindig nagyobb 1-nél.

Az élettudoméanyokban a visszatartdsi tényezd (retardation factor) hasznalata is elterjedt,
mellyel a kdrnyezet transzportfolyamatokra gyakorolt hatasa jellemezhetd.'®! Definicidja (2.
egyenlet):

0=%=% @
A tortuozitasnak fontos szerepe van az €16 rendszerekben, a komponensek szoveteken, ill. sejteken
beliili, strukturalis szerkezetbdl adodé transzportjanak szabalyozasaban.'®2 Modellszamitasokat és
kisérleti technikdkat alkalmazd, nagyszaml kozlemény foglalkozik a difftzidos folyamatok

183, 184, 185, 186 ﬁledékekben187' 188, 189

vizsgalataval porozus kozegekben, és €16 szovetekben.

Tao és Nicholson®

az agy sejt kozotti allomanyaban (extracelluléris tér), mint porozus
kozegben mérhetd tortuozitdst ¢és az altaluk felallitott geometriai modellek €s szimuldciok
eredményeként kapott értéket hasonlitottdk 6ssze. Harom geometria alapjan - kockakbol, csonka
oktaéderekbdl és egy tobbféle alakzatok keverékébdl- sszedllitott, tobb tizezer ,,sejtes” modellt

készitették el és ezekkel 3-D diffuziés Monte Carlo szimulaciot végeztek. Az eredmények azt
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mutatjak, hogy az egymashoz képest egyenletesen elhelyezkedd, konvex ,,sejteket” koriilvevo sejt
kozotti térben a geometriai akadalyoztatés fiiggetlen a ,,sejtek™ alakjatol, csupan a térfogathanyad

(sejt kozotti térfogat és a teljes szoveti térfogat hanyados) fiiggvénye. Az dsszefiiggés (3. egyenlet):

1= = @3)

Ahol o a térfogathanyadot jeloli. Az ezekkel a modellekkel szamitott A értékek - az irodalomban
szamos mas kutatocsoport munkajaval megegyezden -1 192 maximum 1,225-nek adodtak, mig az
agyban ugyanez az érték tipikusan 1,6. Az egyik lehetséges magyarazat szerint az eltérés oka az,

hogy ,,zsakutca porusok” is vannak az agyi extracelluléris térben, %% 194

a masik lehetséges ok, hogy
a sejt kozotti folyadék viszkozitasa 1ényegesen nagyobb a modellben figyelembe vett atlagos
értékhez képest.*%®

Adams kutatocsoportjal® 197 kisérleti allatok agyanak kiilonbdzd helyein 1évé monoamin
neurotranszmitter koncentracid meghatarozasara tettek kisérletet.  In vivo, rovid ideji
kronoamperometrids méréseket végeztek. A helyi monoamin koncentracié meghatarozésa a vizes
sztenderd oldatokban készitett kalibraci6 alapjan tortént. Az agyszdvetben nyilvanvaloan masok a
diffuzios koefficiensek, mint a vizes kalibralé pufferoldatokban. Kérdéses, hogy mennyiben
varhat6é megbizhatd koncentracio adat, ha a mérések értékelése a vizes oldatos kalibracio alapjan
tortént. Talan az feltételezhetd, hogy az allati szovetbe juttatott mikroelektréd méréfeliiletére egy
vékony folyadékfilm tapad. Rovid idejii kronoamperometrids mérés alatt a diffuzios réteg ebben a
vizes folyadékfilmben marad, s ez altal a kozeg tortuozitdsanak nem mutatkozik meg a hatdsa a
mért jel értékére. Igy a vizes oldatban végzett kalibracio segitségével szamitott koncentracié adatok
valosak.

Napjainkban, az in vivo voltammetrids mérések esetében igen nagysebességii ciklikus
voltammetrias technikat alkalmaznak a kutatok.!%® 1% A kalibraciot szintén vizes sztenderd
oldatokban végzik. Az ez esetben alkalmazott 400 V/s sebességli pasztazas azonban nagy

kondenzator aram komponenst ad a mért jelhez.

2.5 L-aszkorbinsav meghatarozas valos mintakban

Az L-aszkorbinsav (LAS) egy kis molekulatomegi, vizoldhaté antioxidans vitamin, mely

szamos biokémiai reakcioban vesz részt,’% tovabba élelmiszerek és italok mindségét jellemzd
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indikator molekula.?* A C-vitamin tartalom gyors mérése az élelmiszergyartas egyes fazisaiban és
az élelmiszermindség ellendrzése soran egy fontos analitikai feladat.?®? A laboratoriumot igényld,
nagymiiszeres technikakhoz képest,20% 204 205,206,207 57 e]ektrokémiai modszer f6 elényei az eljaras
egyszeriisége, a gyors eredmény és az alacsony koltségek.?%® Az elektrokémiai meghatarozas alapja
az, hogy az LAS kénnyen oxidalhatd dehidro-L-aszkorbinsavva.?®® Szamos példat talalunk a
szakirodalomban hagyomanyos, nem modositott ,,csupasz” elektrodokkal kivitelezett LAS
meghatarozasra kiilonb6z0 matrixokban, zavard anyagok jelenléte esetében. Ezek az eljarasok
minta elékészitési 1épéseket tartalmaznak, gyiimolcslevek esetében pl. centrifugalast?'® 2! vagy
sziirést és higitast.?? Az oxidacié sordn képz6dd termékek felhalmozddasa az elektrodvalasz
romlasahoz vezethet, ezért hosszas elektrodtisztitasi 1épések sziikségesek a mérések kozott. 23

Tiirke és munkatarsai?'® polietilén-dioxi-tiofén (PEDOT) vezetd polimerrel modositott arany
munkaelektrodot készitettek és az elektrod modell borban torténd ciklikus voltammetrids
viselkedésének tanulmanyozasa soran, az LAS oxidaciojahoz tartozd csucs potencialjat 240 mV
vs. SCE (Saturated Calomel Elektrode, Telitett Calomel Electrode: Hg/Hg2Cl,) értéknél talaltak, a
6 polifenol oxidacios csucestdl jol elkiiloniilten. Azonban a szerzék ugyanazon elektrod ismételt
alkalmazhatosagat valos bor mintaban nem vizsgaltak.

Kilmartin és munkatarsai?!* polisztirol szulfonat (PSS) és polivinil szulfonat (PVS) ionokkal
doppolt vékony polianilin (PANI) filmmel modositott platina mikroelektrodot készitettek. Az
elektrodot kiilonbozd italokban tesztelték és az eredmények alapjan az LAS oxidacids cstcs mar
0,1 V vs. SCE potencialndl jelentkezik, ezaltal mérhetd, az egyéb oxidalhatdé komponensek
minimalis zavard hatdsa mellett. Azonban a szenzorvalasz jelentds, azonnali romlasa kovetkezik
be a kiilonb6z6 komponensek adszorpcidja révén, bor €s narancslé mintak mérése esetén.

215 egy kozelmultban megjelent publikacioban mutattdk be

Fuenmayor és munkatarsai
szitanyomott elektrod nanoszalas nylon membrannal modositott valtozatat, mellyel minta
elokészités nélkiil, kozvetleniil mérték az LAS koncentraciot 1édus gyiimolesokben (alma, korte,
citrom, kivi, narancs, mandarin ¢és eper). A gyiimolcsok héjat késsel eltavolitottak egy kis tertileten,
majd az elézetesen kalibralt, modositott elektrodot a gylimolcsbe szurtdk. A membran
hidrofobicitéas kiilonbség alapjan szelektiv diffuzios gatként viselkedik a gytimolcsokben talalhato
szamos zavaro-, pl. fenolos komponenssel szemben. A membrannal mddositott elektrod a csupasz

valtozathoz képest 1ényegesen nagyobb linearitasi tartomannyal jellemezhet6 (10-400 mg/l helyett

10-1300 mg/l LAS mérhetd), azonban az érzékenység a membran diffizios gatld hatasa miatt
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negyedére csokkent. A mérés folyamatos, amperometrias detektalassal torténik ugy, hogy a
szenzort az optimalisan megallapitott 6 masodperces kontaktid6 alatt a gyiimdlcsbe szurjak, majd
kiemelik. Egy-egy mérés soran Osszesen 4-10 alkalommal martjak a mintaba az elektrédot, majd
oblitik. A par méasodperces kontaktid6 alatt zajlik a membran mintaval torténd impregnalddasa, a
mérés, valamint a termék elektrod feliilettél torténd tavozasa. A valdés mintakban torténo
méréseknél a harmadik-negyedik sziurasnal/martasnal detektalhato a legnagyobb jel, s ez arra utal,
hogy az impregnalédashoz tobb - 6 masodperces - szakasz is sziikséges. A kontaktid
optimalizaldsa soran Ugy tapasztaltak, hogy 6-10 masodpercnél nagyobb értéknél a mért jel mar
jelentésen csokken, - a szerzok feltételezése alapjan - az elektrodreakcioban képzddd termékek
akkumulacidja miatt. Az elektrod 22 egymast kovetdé mérésig mutatkozott stabilnak. A HPLC-UV
referencia-modszerhez képest a mért eredmények 7-18%-0s valtozo iranyu eltérést mutatnak. A
max. 18%-ban eltérd mérési eredmények mellett a mérések szords (sztenderd hiba) értékei is
Iényegesen nagyobbak a vizsgalt amperometrids mddszer esetében, mint a referencia-modszer
alkalmazasakor. A szerzok ezt azzal magyarazzak, hogy a komplex gylimolcs matrix természetes
valtozékonysagot mutat és igy ennek a tényezOnek a szOrdsa a modszer sajat szorasaval
Osszeadodik. Az amperometrids modszer in szitu, helyi koncentraciét mér, mig a referencia-
moddszer homogenizalasi 1épést tartalmaz a mintel6készités soran. A modszer sajat szordsanak,
ismételhetdségének szempontjabdl az egyik fontos tényezd a kontaktidd, ami azt az idtartamot
jelenti, ameddig az elektrodot a gylimolcsbe martjak. Kell6en hosszu 1d6 sziikséges ahhoz, hogy a
szenzor a mintaval érintkezzen, atnedvesitse, azonban til hosszl id6knél megkezdddik az elektrod

passzivalodasa.

2.6 Amperometrias pulzalé detektalast alkalmazé technikak

A pulzal6 elektrokémiai detektalasi (PED) technikakkal a szilard elektrédos elektrokémiai
mérések korében viszonylag gyakran talalkozunk. Ezeknek a kdzos vonasa, hogy alkalmazasukkor
egy ismétlédd program részeként, kiilonbozd iddtartamokig, kiilonbdzd potencidl értékeket adnak
ra a munkaelektrodra. Az alkalmazas tobbféle céllal torténhet.

A nemesfém elektrodokon lehetdség van az alifas vegyiiletek oxidaciojanak mérésére azaltal,
hogy elektrokatalitikus feliiletiik stabilizalja a szabad gyok intermediereket, azonban a nagy
katalitikus aktivitasuknak koszonhetden a feliileten adszorbedlodott anyagok felhalmozddhatnak,

s ez gyakran az elektrod szennyezddéséhez vezet. Az elektrod aktiv feliiletének passzivalodasa a
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folyamatos mérést ellehetetleniti, a reprodukalhatosag fontos korlatjat jelentheti. Az elektrodfeliilet
regeneralasanak kézenfekvd modja a mechanikai megljitds (polirozéssal). Platina elektrod
esetében az elektrod feliilet izzitasa is alkalmazhatdo szennyezd anyagok eltavolitasara. A
kromatografids detektorcelldba-, aramlo rendszerekbe épitett, vagy kapillaris elektroforézishez
kapcsolt, folyamatosan mitkddé munkaelektrod, vagy az érzékenyitd- (bio) réteggel bevont
elektrodok esetében, a mechanikus vagy izzitisos megujitas, nem johet szamitdsba.?'® Ezekben az
esetekben a PED detektalas jo alternativat jelent.

A pulzal6 potencidl programmal megvalositott elektrodtisztitas torténete a 20. szazad elejére
nyulik vissza.?’ Az elsék kozott, Hammet 1924-ben?® és Armstrong 1934-ben?!® a szénhidrogén
tiizeldanyag celldk fejlesztésekor felmeriilt nemesfémek szennyezddésének eltavolitasara
alkalmaztak ilyen technikat. A 60-70-es években a folyadék kromatografias modszerek rohamos
fejlédése a PED technikék fejlesztésének is jelentds 10kést adott, s a 80-as évek elején Johnson és
munkatarsai az araml6 oldatos rendszerekben (flow-injection systems) alkalmaztak a pulzald
amperometrias detektalast (PAD) platina elektréddal, egyszeri alkoholok és szénhidrogének
mérésére.??% 221 A PAD elnevezés a nemesfém munkaelektrodra adott, harom 1épésbél allo
potencial programot jeloli.

Az els6 1épésben a mérendd komponens elektrokémiai oxidéacioja torténik (€s a detektalas),
ezt kovetden egy erdsen oxidalo potencidl pulzus kovetkezik, melynek soran a nemesfém elektrod
feliiletén hidroxid, ill. oxid képzddik, s a harmadik szakaszban erdsen katddos potencial értékkel
érik el a feliileti oxidréteg eltivozasat.???

A PAD mérési programot a HPLC detektoroknal 0,5-2 Hz frekvencia mellett hasznaljak,
lagos kdzegben arany elektrodokkal, platina elektrodokkal pedig savas és lugos kdzegben egyarant
mérnek, szénhidratokat,??® alditolokat, aminoglikozidokat,??* aminosavakat®?® és alkoholokat.?25

Az alapvetd mérési séma: mérés, oxidok képzése, majd oldatba vitele, tobbféle feltételezett
mechanizmus szerint torténhet. Ezek koziil az egyik eset az, amelynek soran a mérend anyag a
nemesfém elektrokatalitikus feliiletén adszorbealodik, s kozvetlen oxidacidja az oxidoktol mentes
fém feliiletén zajlik. Egy masik feltételezett mechanizmus szerint a feliileti oxidréteg az, ami
kozvetleniil katalizalja az elektrodreakciot. PAD technika esetén az oxidréteg képzddése ¢s az
elektrodreakcio egyszerre torténik a detektacids potencidlon, s a két folyamathoz tartoz6 dram
valtozasokat nehéz szétvalasztani, az analitikai szempontbdl fontos jelet, jelentds hattér jel kiséri.

Ennek a problémanak a megoldéasara tovabbi mérdprogramokat dolgoztak ki.
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A forditott pulzus amperometrias detektalas soran (RPAD- reverse pulsed amperometric
detection) az enyhén oxidalé mérd pulzus utdn erdsen redukald pulzus kovetkezik a tisztitas
céljabol, majd ezt koveti egy erdsen oxidald szakasz, hogy az elektrokatalitikus oxid réteg a mérd

227 ezt a programot az aminok és a kén tartalmu

szakasz eldtt mar kialakuljon. Polta és Johnson
vegyliletek mérése soran sikeresen alkalmazta, azonban az erds oxidativ tisztitast mell6z6 program
hosszas tizemelés esetén mar nem bizonyult megfelelének.

A fejlesztés kovetkezd 1épéseként a PAD detektaciot négylépéses programma alakitottak
ugy, hogy annak harom 1épése elé beiktattak egy oxidacios aktivalo szakaszt is az elektrokatalitikus
fém-oxid kialakitasara. Ez mar megfelel6 tisztitast tett lehetové és az oxid-képz6désbol szarmazo

héttér jel a detektaci6 alatt alacsony maradt. Williams és Jonhson??®

ilyen modon végezték arzén
(IIT) meghatarozasat, savas kdrnyezetben, platina elektrodon, mig Johll??° cisztein meghatarozasra
alkalmazta ezt a technikat.

A HPLC rendszerek fejlédésével a pH-, ionerdsség-, homérséklet-, szerves modositd
gradiens hasznalata elterjedt, s ezzel az elektrokatalitikus oxidréteg kialakulasanak feltételei a
mérés soran folyamatosan valtoztak.?®® Ezen kihivas inspiralta a kutatokat az integralt pulzus
amperometrias detektalas (IPAD- integrated pulsed amperometric detection) kifejlesztésére.?!’
Ennél a programnal a detektélasi szakasz soran egy ciklikus pasztazas is torténik: az indul6, alsé
potencial értéken még semmilyen elektrodreakcié nem torténik, majd a pozitiv irdnya pasztazas
soran rendre lejatszodik a méréshez sziikséges feliileti oxidképzddés, a mérendd komponens
oxidacidja — a termék az oldatba diffundal — és a visszirdnyl pasztazas soran a képzddott oxidréteg
is eltavozik. Igy a ciklikus pasztizas soran mért aramok elektronikus 6sszegzése lehetévé teszi,
hogy csupan a mérendé komponens oxidacidjabol szarmazé aram értéket kapjuk meg. Ennél a
modszernél a HPLC gradiens program alkalmazasa és az IPAD egyszerre miikodik. A ciklikus
szakaszt a PAD technikéndl ismertetett tisztitdsi szakaszok kovetik. Ezzel a technikaval jo

eredménnyel sikeriilt aminokat, aminosavakat, peptideket, fehérjéket és tiol vegyiileteket mérni.%

232,233, 234, 235

A kutatok tobb hetes lizemelés soran jelentds problémaként észlelték az arany elektrod
nagymértékil fogyasat az alkalmazott detektalasi program sordn, mivel minden ciklus soran oxid-
képzddési-, detektalasi-, majd tisztitdsi periodust iktattak be. Detektalasi programfejlesztéseik
soran szempont volt, hogy az arany munkaelektrod fogyésa csokkenjen az oxidacids-redukcios

szakaszok kovetkeztében. Ezért a szerzOk igyekeztek a korabbiakhoz képest még hatékonyabb,
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optimalizalt programok kidolgozasara, a hossz tavi reprodukalhatosag, a maximalis jel/zaj
viszony arany biztositasara.”® Clarke és munkatarsai®®’ hat 1épéses programot dolgoztak ki
aminosavak IPAD detektalasara. Japan szerz6k?*® hasonloan hatlépéses programot alkalmaznak. A
potencialprogram adszorpcid/inicialo (E1, E2), pulzusokbol, két dram integrald pulzusbol (E3, E4)
és tisztito/aktivald pulzusokbol all.21

A HPLC technikak fejlédése és a kapillaris elektroforetikus elvélasztasok olyan detektort
igényelnek, amelyek kell6 felbontassal tudjak kovetni a gyors folyamatot. Johnson és

munkatérsai?3® 240

olyan programot dolgoztak ki szénhidratok meghatarozasara, amely 6,2, ill. 6,7
Hz frekvenciaval mtikodik.

A Kkereskedelmi gyakorlatban beszerezheté elektrokémiai detektorok koziil néhany képes
PAD mérési program szerinti miikodésre. Koziilik jol ismert a Dionex cég ED40 tipust
késziiléke.?** A detektor gépkdnyve arany munkaelektroddal torténd szénhidrat analizishez harom
kiilonboz6 mérési programot javasol. Mindhdrom program, kiilonbdzd hosszusagt €s kiilonbozo
elektrodpotencial mellett mérd, tisztitdé és relaxacidos pulzus, egymast folyamatosan kovetd
pulzusok sorozatabol all.

Mindharom program méré pulzusa két szakaszra oszlik. Az els6 E1 elektrodpotencial
melletti tger ideig tartd id6 periddus a kondenzator aram ,,lecsengéséhez” sziikséges (200 ms). A
tulajdonképpeni detektalas a tget (200 ms) masodik szakaszban torténik. Lehet6ség van az aram
integralasara, az ezen 1do alatt atfolyo toltésmennyiség regisztralasara. Ezutan kovetkezik a tisztito
potencial pulzus (E2, telean), amit a relaxacios pulzus (E3, trel) kovet. Az E2, tciean és E3, trel értékek
a késziiléken beallithatok, de a javasolt programok egyike redukcios tisztitast (E2=-2,0 V, tciean=10
ms), mig a masik két oxidacios tisztitast E2=+0,75 ill. +0,6 V-on, és tclean=20, ill. 10 ms tart6 ideig
irja el6. Az oxidacios tisztitas esetében az arany elektrod elektrokémiai aktivitdsa csokkenhet. A
redukcids tisztitas esetében legjobb a reprodukalhatosag és ekkor akar 500 ms-os teljes mérési
ciklus is alkalmazhatd. Az érzékenység viszont kedvezébb az oxidacios tisztitas esetében, bar
ekkor a teljes ciklus id6 1000 ms.?%6

Jelentés szamu kozleményben olvashatunk a pulzdlo amperometrids detektalas
alkalmazasanak egy masik teriiletérél is. Wu és munkatarsai®*? polipirrol vezeté polimerbe
agyazott oligonukleotid szakaszokat tartalmazo réteggel modositottdk a munkaelektrédot és PAD
detektalas alkalmazdsdval a komplementer DNS szakaszok hibridizaciojat elektrokémiailag

kovetni tudtdk, aramlo oldatos rendszerben. A detektalas soran két potencidl pulzusbol allo
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programot alkalmaztak, az optimalis potencial értékeket kisérleti iton hataroztak meg. A szelektiv
¢és érzékeny detektalas mechanizmusara lehetséges magyarazatokat adnak, azonban elismerik,
hogy a folyamatot még nem ismerik teljes koriien. Wang és munkatéarsai®*® igy magyarazzak a
jelenséget, hogy a komplementer oligonukleotid kotddésekor a polipirrol réteg vezetése, elektron
kdrnyezete megvaltozik, s a PAD detektalas a folyd aram valtozasat felerdsiti.

Ausztral kutatok?** 24

immunszenzorok fejlesztése terén alkalmaztdk a PAD detektalast.
Polipirrol rétegbe agyazott antitestekkel modositott elektrodot készitettek, s igy human szérum
albumin (HSA) araml6 oldatos, szelektiv, érzékeny és reprodukalhato elektrokémiai detektalasat
valdsitottak meg. A két potencial értékbdl allo programot ez esetben is kisérleti uton allapitottak
meg. Magyarazatuk szerint az antitest-antigén kolcsOnhatdsat eldsegiti a pulzald potencial
program, s az amperometrias detektdlds sordn tapasztalt irreverzibilis kapcsolodas az altaluk
optimalizalt programmal elkeriilhetd. A szerzok szerint a jelet a vezetd polimerbe be- és kilépd
iontranszport valtozasa generalja.

A dolgozatban bemutatott kutatomunkam soran periodikusan megszakitott amperometrias
(PMA) detektalast alkalmaztam, mely a PAD mérési programmal formailag hasonldsdgot mutat,
azonban az alkalmazott potencidl periddusok szerepe és az alkalmazas célja teljesen eltérd az
eddigiekben bemutatott esetektdl. A PMA detektalas soran a pihentetési szakasz alatt a mérendd
komponens feldusul az elektrod koérnyezetében, s ezt koveti egy igen rovid detektalasi szakasz. A
mérés soran alkalmazott elektrodpotencidl értékét ugy kell megvalasztani, hogy az
elektrédfolyamatot csak a diffizid utjan potldodd anyagtranszport limitalja. Kutatdcsoportunk

korabbi munkaja soran®40: 247

a PMA detektalas alkalmazasanak eldnyeit vizsgalta hidrofil
membrannal moédositott elektrédok és glitkdz mérd bioszenzor esetében. Az eldbbi vizsgalatoknal
membran réteggel modositott, szénpaszta és platina elektrodokat hasznaltak L-aszkorbinsav és
H202 mérésére. A pihentetési periddus 1500 ms volt, a mérési szakasz 200 ms, s a 25 ms
kondenzator aram lecsengést kovetden 10 ms iddtartamig rogzitették az aram értékeket. L-
aszkorbinsav mérés esetén a PMA mérés érzékenysége 10-szerese volt a hagyomanyos
amperometrias (A) detektalas értékének, a kimutatasi hatar (LOD) pedig tized részére lecsokkent.
Hidrogén-peroxid meghatarozéasnal is jelentds érzékenység novekedést tapasztaltak és a mérési
hatar kis koncentraciok irdnyéaba torténd kiterjedését.?*® A gliikoz mérésére alkalmas bioszenzor

elkészitésénél egy vékony, méretkizarasos rétegre vitték fel az immobilizalt, GOX tartalmt

reakcidréteget. A bioszenzor érzékenysége PMA detektalas mellett 625-sz6r6s értéknek adodott a
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hagyomdnyos amperometrias detektalashoz képest, kis koncentraciok tartomanyéaban pedig ez az

arany 400-sz0ros.24’

2.7 Oldott oxigén mérése

Orvosi, ipari és kornyezetvédelmi teriileteken fontos feladat az O, Hz, SO2, NOx, CO2, H2S,
Clz, NHs, 6zon, propan, etilén-oxid gazfazisi komponensek mérése.?*® Mivel ezek a molekuldk
elektroaktivak, ezért kozvetlen elektrokémiai meghatarozasuk kézenfekvd. A kiilonb6zé elveken
alapuld szenzorok koziil az amperometrids gdz szenzorok az egyik legjelentdsebb csoportot
képezik, ezeket szamos Osszefoglald szakirodalom mutatja be.?4% 2°0: 251 252 A7 amperometrias
elektrokémiai cellak tartalmazzak a munkaelektrodot, az ellen- és referenciaelektrodot, s az ezeket
befoglald elektrolit fazist. Kifejlesztésiik Leland C. Clark (1918-2005) nevéhez fiizédik, aki az
oldott oxigén-mérd Clark-elektrodot 1956-ban irta le kdzleményben.?® Az altala kifejlesztett cella
kialakitast alkalmazo gaz szenzorok, oxigén-érzékelék napjainkig igen elterjedtek.?>* A platina
munkaelektrodot és az eziist —ellen, és egyben referencia-elektrodot tartalmazo cellat gazateresztd
membran valasztja el a mintatértdl, s az oxigén azon atjutva a belso elektrolitba oldodik.

Amperometrias tizemmoddban, megfeleld elektrodpotencidl mellett a platina katédon az
oxigén hidroxid ionokka redukalodik az alabbi (4., 5.) egyenleteknek megfelel6en, s az oxigén

koncentraciotol linearisan fiiggd jelet, azaz dramot mérhetiink.?*

2 H0 + Oz + 4 € — 4 OH  elektrolit (4)
Az anddon lejatszodo reakciod:
4 Ag + 4 ClI eletrotit — 4 AgClag +4 € (5)

A Clark-elektrodok jo szelektivitasi és érzékenységi sajatsaggal rendelkeznek, abbol
kifolyolag, hogy a cellat a mintatértol elvalasztd membran csak gazok szamara atjarhato. igy egyéb
komponensek nem keriilhetnek a belsé elektrolitba. A modern Clark-elektrodok jelentds része
por6zus, hidrofob tulajdonsagt poli(tetrafluoretilén) (PTFE) membrannal késziil, tipikusan 10 pm-
es porus atméré mellett.?4®

A j6 analitikai jellemz6k biztositasa szempontjabol fontos az is, hogy a membran szorosan
illeszkedjék a munkaelektrod méréfeliiletére, ezaltal csak egy vékony elektrolit réteget hagyva a

membran és a platina elektrod kozott. Igy a membranon atjutd oxigén molekulak kis térfogati
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A Clark-elektrodok tovabbi elénye a membran nélkiili oxigén méré amperometrias platina
elektroédokhoz képest, hogy a munkaelektréd szennyezddésének esélye jelentdsen csokken a
membran elvalasztd, védelmi funkcidjanal fogva. Lényeges azt is megemliteni, hogy a belsd
elektrolitot tartalmazé cella a mintatol fiiggetleniil megfeleld kémiai feltételeket biztosit az
oxigénmérés szamara. igy kellé biztonsaggal alkalmazhat6 az elektrod erésen savas vagy lagos,
akar nem vizes kozegekben is €s maga a cella biztositja a megfeleld hattér elektrolit koncentraciot
iS. Az anddos elektrodreakcioban résztvevd, ¢és az allando referenciapotencialt biztositd klorid
ionok is rendelkezésre allnak a belsé elektrolit részeként.

A Clark-cella alkalmazasanal felmeriild problémakat, korlatokat is figyelembe kell venni.?®
Igy példaul az élettartam szempontjabol kritikus lehet az elektrolit pH-janak valtozasa (az oxigén
fogyasztas eredményeként keletkez6 OH™ ionok hatasara) és az eziist anod feliiletének csokkenése
(arajta kialakuld AgCl csapadék kovetkeztében), ami a reakcio leallasahoz vezethet. A hosszu idén
at stabil potencialt biztositdo referenciaelektrod kialakitdsa pedig elsdsorban a miniatiirizalas,
integralas soran jelent komoly kihivast.%” Egy japan kutatocsoport kozleményében olvashato,?®
hogy az AgClI csapadék mennyisége bar folyamatosan novekszik az tizemelés alatt, a megbizhato
eredményekhez a kelld mennyiségii €s mindségli AgCl csapadék mar az iizemelés kezdetétdl,
folyamatosan sziikséges. A Suzuki és munkatarsai altal javasolt kialakitasban a vékony Ag réteget
szigeteld poliimid réteg fedi tigy, hogy annak csak a szélei maradnak szabad érintkezésben az
elektrolittal. Az igy kialakulod résekben, az Ag réteg széleirdl indul a csapadékképzddés, s
folytatodik a poliimid réteg alatt tovabbhaladva. Ez a kialakitas jelentdsen noveli a mérdcella
¢lettartamat és biztositja a vonatkozasi elektrodpotencial dllandosagat valtozd aramok esetén is.

A Clark-cella hosszl valaszidejét, tul nagy oxigén fogyasztasat, keverési/aramlasi sebesség
érzékenységét és a koriilményes miniatiirizalhatdsagot, integralhatosagot kritizaljak Krommenoek
és munkatarsai?®® 2007-ben megjelent kozleményiikben, ezért az oxigénmérésre mas megoldast
alkalmaznak. Munkajukban oldott oxigén, pH, hémérséklet és biomassza koncentracio
parhuzamos, on-line mérésésre alkalmas, élesztd fermentorokba tervezett szenzorplatform
kialakitast mutatnak be. A komplex szenzoruk mikddése soran az oxigénmérés a mintaoldattal

kozvetleniil érintkezd, burkol6 membran nélkiili, ultramikroelektrod sorozattal (UMEA) torténik.
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A mikroelektrdd sorozat kialakitdsa soran egy nagy feliiletii platina makroelektrédra 1 pm
vastag poliimid szigeteld réteget vittek fel ugy, hogy az elézbleg kiszamolt tavolsagoknak
megfelelden, 2 pm atmérdji kor teriileteket szabadon hagytak.

A mikroelektrodok elénye, hogy a mért jel a minta oldatban 1évé konvekcios viszonyoktol
szinte fiiggetlen, tovabba a szamos mikroelektrodon mért kicsiny dramok ereddjeként kialakuld
értek —a kozOs kivezetés miatt- mar megfeleld jel/zaj viszonyt eredményezhet. Az oldattal
kozvetleniil érintkezé mikroelektrod sorozat igen rovid valaszideje szintén vonzo tulajdonsag.

260 3 szenzor platform mikrotiter lemezek

Egy évvel késobb megjelent kozleményiikben
adottsagaihoz igazitott microchip valtozatat mutattak be. A tovabbfejlesztett szenzort sorozatos,
élesztd fermentacios tesztek nyomon kdvetésére jol alkalmazhatonak talaltak. Meglepd modon, a
tesztelés soran joval zajosabb jelet mértek a hagyomanyos Clark-elektroddal 6sszehasonlitva az
oxigén koncentracié mérésénél, melyet az elektromagneses tér zavard hatdsdval magyaraztak.
Ennek csokkentésére az elektrodfeliiletet ndvelték, ill. alaposabb szigetelések kialakitasat végezték
el.

Csupasz, membrannal nem védett elektrodfeliiletek és megfeleld mérdkozeg jelenléte nélkiili
amperometrias mérések soran gyakrabban fordul eld az elektrodfeliilet passzivalodasa. A szerzOk
kozleményiikben beszdmolnak arrdl, hogy a tobb oOran at tartd kisérlet soran, kozvetleniil a
habzasgatld beadagolasat kovetden, az UMEA érzékenysége jelentdsen csokkent. Tovabba a
szelektivitas biztositdsa céljabol a szokdsosnal kisebb redukciods elektrodpotencialon (-0,4 V vs.
Ag/AgCl) végezték az amperometrias detektalast, s ezzel az elméletileg elérhetd értékhez képest
lényegesen kisebb érzékenységgel detektaltak.2®

A kihivasok ellenére is az integralhat6, miniatiirizalt Clark-tipusa elektrod kialakitasokkal
talalkozunk leggyakrabban a sejtkultirdk, mikrobiologiai tenyészetek biologiai aktivitdsanak
nyomon kévetésére.?®t 22 Ennek egyik példajaként emlitheté az a Wu és munkatérsai altal
kifejlesztett miniatiirizalt Clark-szenzor kialakitas,?®? mely kis térfogatt baktérium szuszpenziok
oxigén fogyasztasanak mérésére alkalmas és mikrofluidikai rendszerbe (micro total analysis
system, nu-TAS) konnyen integralhatd. Az oxigén koncentracid valtozdsanak hatasara a jel yj
egyensulyi értéket vesz fel, s ennek a valtozdsnak a 90%-dhoz tartozé id6, minddssze 6,8
masodperc. Ez utobbi annak kdszonhetd, hogy a mérdcellat csupan 7 um-es dimetil-polisziloxan
membran valasztja el a minta tértol, tovabba a munkaelektrod az elvalasztd membranhoz igen kozel

helyezkedik el.

- 40 -



Irodalmi attekintés

A Clark-cella elényei inspiraltak Revsbech-et és munkatérsait,?®® hogy annak mikroelektrod
valtozatat is elkészitsék, s ezzel az oxigén eloszlas mérésére alkalmazott, egyszeri platina és arany
mikroelektrodok felvaltasat céloztdk meg, tobb alkalmazasi teriileten. Az 1983-ban publikalt
Clark-tipustt mikroelektrod hegyének atméréje mindossze 2,5 um, szilikongumi membrant
tartalmaz ¢s a bels6 kapillarisba olvasztott, aranyozott platina korong katod atméréje 2 és 20 um
kozotti. A mikroelektroddal eredményesen vizsgaltak a savas kornyezetben €16, fotoszintetizald
Cyanidium algatelepben kialakuld oxigén koncentracid mélységi eloszlasat. Az alga telep
felszinétdl 4 mm-es mélységig gylijtottek adatokat, 0,1 mm-es 1épéskdzzel. Az elektrodnak a 90%-
os valaszideje 0,4 s volt, ezzel a fotoszintézis folyamatanak kovetéséhez alkalmasnak bizonyult.

Ez a mikroelektréd azonban tul sériilékeny, torékeny szilard kozegek vizsgalatahoz, ezért
egy olyan valtozatot is kidolgoztak, ahol a kis belsd kapillaris atmérd mellett az elektrodhegyet
vastagabb fallal erdsitették meg — bar ennél a kialakitasnal a valaszidé is hosszabb lett.?%® A talaj
aggregatumokban kialakulé oxigén eloszlas lokalis feltérképezésére Teidje és munkatarsai®®* ilyen
megerositett, mikro Clark-elektrédot hasznaltak, 1ényeges informacidkat szolgaltatva a talajokban
zajlo anaerob folyamatok megértéséhez.

Az oxigénfogyasztastol fliggd, keverési és a diffuzids koriilmények valtozasaval osszefliggd
érzékenységet - a Clark-mikroelektrodok esetében is - az alkalmazhatosag fontos korlatjaként
emliti a szakirodalom.?®® 2%6 Felszini 1égmozgéssal dramlasba hozott viz és porozus iiledék hatdran
kialakul6 lokalis oxigénkoncentracio mérésre alkalmazott mikroelektrodok eredményeit mutatja
be Revsbech, fent hivatkozott publikacidiban. Gust 1987-ben publikalt mikroelektrodjanak valasza
10-50%-kal nagyobbnak mutatkozott konvekcié jelenlétében.?®” Ehhez képest a dan kutatd altal
fejlesztett mikroelektrodok aramlasi sebesség érzékenysége mindossze 1 és 6% voltak. A kapillaris
hegyének bels6é atmérdje minddssze par mikronos volt, a katod a belsé kapillarisbol 10-20 um
hosszan kilogo kitiiremkedd vékony platina szalbol késziilt, melyet pordzus arany bevonattal lattak
el a kellden stabil aram értékek biztositdsa érdekében. A csokkentett aramlasi sebesség
érzékenységet és az iiledékekben tapasztalt aramcsdkkenés mérséklését tigy érte el Revsbech,?®
hogy a mikroelektrédokban az azonos méretii katddok membrantdl mért tavolsagat valtoztatta (ez
akar 60 um-t is elérte), ezaltal az oxigénfogyasztast csokkentette. Ez a valtoztatas természetesen a
valaszidé novekedésével jart és az érzékenység csokkenése kisérte.

A kozelmultbol is olvashatunk a Clark-mikroelektrod fejlesztésérdl és alkalmazasarol

publikaciokat. gy példaul tengeri iiledékek ,,0xigén minimum zondjaban” torténd mérésekre
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dolgozott ki Revsbech és kutatocsoportja specidlis mikroelektrodot.?®® Az igen kis koncentraciok
mérésének lehetdvé tétele érdekében az elektrod testet 50-100 mikronos belsé atmérdji
kapillarisbol készitették és ezzel ardnyosan megnovelték a pordzus aranyozott platina ,,gdmb”
katod méretét is. Ezek a példdk azt mutatjdk, hogy munkéjuk soran a Clark-cella felépitését
évtizedek oOta megoérizték és az elektrod kialakitast tobb kisebb 1épésben valtoztatjdk az adott
analitikai felhasznalas sajatsagainak megfelelen.

Az oxigénmérés témakorében a rohamosan terjedé optikai szenzorok is figyelmet
érdemelnek, ezek polimer matrixba agyazott szenzor molekuldkat tartalmaznak. Mikodésiik
rendszerint azon alapul, hogy a szenzor molekula altal kibocsatott fluoreszcencias fény intenzitasa
oxigén jelenlétében annak koncentracidjatol fiiggé mértékben csokken. Az optikai oxigén
szenzorok nagy elénye, hogy miikodésiik soran nem fogyasztanak oxigént. Ezaltal keverésre és a
diffuzios viszonyok valtozasira érzéketlenek,”® azonban hatranyként emlithetd, hogy
méréstartomanyuk viszonylag sziik és rendszerint csak az igen kicsiny oxigén koncentracio
mérésére alkalmazhatok. A teriileten dolgozok jelentds része az optikai oxigénérzékeldk

megjelenése utan is a legmegbizhatobb eszkdznek a Clark-cellat tartja.?%°
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3 Kisérleti rész

3.1 Felhasznalt anyagok és vegyszerek

A mérések soran analitikai tisztasagl vegyszerekkel dolgoztam, melyeket a Flukatol, Sigma-
Aldrichto6l, Interkémiatol, valamint a Mercktdl vasaroltunk. Az egyes specidlis vegyszerek eredetét
felhasznalasuk leirasanal kozlom. A vasarolt vegyszereket olyan forméban hasznaltam fel, ahogy
azok a gyartotol érkeztek.

Az elektrodok feliiletének polirozasahoz sziikséges, kiillonb6z6 atmérdji aluminium-oxid
port a Micropolish 11 (Buehler, USA) — tdl vettiik.

Az oldatokat kétszeresen ioncserélt vizzel készitettem. A viztisztitd késziilék tipusa: Merck
Millipore, Elix Advantage 10, (Franciaorszag). A késziilék f6 egysége forditott ozmozis elvén
miikodik. A kész viz vezetOképessége 0,076 uS/cm alatt volt.

A modell tortudzus kdzegként felhasznalt és szitan frakcionalt homokot el6kezelést kovetden
hasznaltam fel. Az épitkezési homokbanyabol szarmaz6 400 g homokmintabol eldszor a szemmel
lathatd szennyezddéseket tavolitottam el. Aztan egymast kdvetéen haromszor ioncserélt vizes
mosason (a homok térfogatdhoz képest kb. haromszoros mennyiségli vizzel), szaritason
(szaritoszekrényben, 90 °C-on), tomény salétromsavas kezelésen (szerves és szervetlen
szennyezddések eltavolitasara), majd ismét sorozatos (5X) vizes mosason és szaritason (90 °C-on)
esett at. A teljesen szaraz homok szemcseméret szerinti osztalyozasat szitasorral végeztem. A szita
lyukméretei: 125, 150, 315, 400 um, 1 mm.

A 0,1 mol/dm?® koncentraciéju dopamin tdrzsoldatot és az L-aszkorbinsav oldatokat mindig
frissen, a felhasznalds napjan készitettem és az oldatok készitése soran 10 perces nitrogen
atbuborékoltatast alkalmaztam az oxigen kilizésére. Felhasznalasig az oldatokat sotétben,
hiitészekrényben, 4 °C-on taroltam.
egységben, mg AS/100 g oldat egységben adtam meg.

A kisérletek soran felhaszalt banant €s paprikat a helyi piacrél szereztem be ¢és
hiitészekrényben, 4 °C-on taroltam a felhasznalasig.

A sarga, ill. z6ld paprikat (Capsicum annuum Linn.) felhasznalas el6tt csapvizzel mostam,
majd a mérés célja szerint kivalasztott eszkdzokkel dolgoztam fel. Paprika 1€ és zzalék készitése

soran keramia és milanyag eszk6zoket hasznaltam, keriiltem a fém hasznalatat, ugyanis pl. a kés
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pengérdl szarmazo fémionok,-mint ismeretes- katalizalhatjak az LAS oxidacié folyamatat. Az
eljaras soran a mosott paprikat keramia késsel szeleteltem, majd egy konyhai mtianyag reszelon
apritottam. A keletkez0 darabos pépet konyhai sziiré alkalmazasaval 1¢ és ztzalék frakcidkra
valasztottam szét.

A paprika szeleteken kivitelezett, kdzvetlen LAS meghatarozasra végzett mérések esetében
a munka célja éppen a fémionok hatasanak vizsgalata a folyamatra. Ennek megfeleléen a mintak
készitése soran keramia-, rozsdamentes acé€l-, vagy vas kést hasznaltam a paprika szelet feliiletén
talalhato sejtek Ovatos felsértésére. A pengék kb. 2-3 percig voltak érintkezésben a paprika
szovettel.

Viszkozitasméréshez a paprika szirt levét 10.000 fordulat/perc sebességgel, 5 percen at
centrifugaltam, majd az atlatsz6 feliiluszot 0,2 mikronos fecskenddsziirdn (VWR Inernational Kft,
Budapest) sziirtem at.

A kiilonb6z6 viszkozitasu L-aszkorbinsav torzsoldatok készitése az alabbiak szerint tortént:
150 mg LAS-at 10 ml puffer oldatban, illetve a tovabbi oldatok esetében a 150-150-150 mg LAS-
at rendre 9,75 ml puffer és 0,25 ml glicerin elegyében, 9,5 ml puffer és 0,5 ml glicerin elegyében,

valamint 8,75 ml puffer és 1,25 ml glicerin elegyében oldottam fel.

3.1.1 Nyers enzimkivonat készitése banianbél, enzimaktivitas mérés céljara:2°

Az 50 g hamozott, feldarabolt banant egy megfeleld6 méretli f6z6poharban annyi
foszfatpufferbe (pH=7,33) helyeztem, amennyi éppen ellepte. Ez az oldat amellett, hogy
fenntartotta az enzim miikodéséhez sziikséges optimalis pH-t, a hd kdzvetitd kozegeként is szolgalt.
A féz6poharat vizfiirddbe helyeztem (40 °C, 20 perc). A hékezelés utan a pufferoldatot lesziirtem
a bananrdl, és kézi mozsar segitségével homogenizaltam. Az igy kapott homogenizalt mintat
centrifugaltam (5000 rpm, 10 perc). A centrifugalas eredményeként, a szovettormelék felett, egy
enzimtartalmu folyadékfazist kaptam. A nyers enzimkivonatot egyes esetekben a mezokarpium
kiilonbozd részeibdl készitettem. A nyers enzimkivonatban mar néhany Ords tarolds soran is
megfigyelhetd az enzimkatalizalta oxidacio altal eldidézett barnulds jelensége. A 1étrejovo
melaninokat a kivonat 20 pm porusatmérdjii fecskenddsziirén valo leszlirésével tavolitottam el,
ezzel csokkentve az enzimaktivitds mérések soran a makromolekuldk okozta hibas eredmények
eléfordulasat. A sziirés az enzimkivonat viszkozitdsat is jelentdsen csokkentette. Az enzimkivonat

tarolasa huitében, 4°C-on tortént.
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3.2 Alkalmazott eszkozok, miiszerek

A voltammetrids mérésekben CHI tipusu 760C (CH Instruments, Austin, TX, USA)
elektrokémiai mérdmiiszert alkalmaztam.

A pasztazo elektrokémiai mikroszkopias mérésekhez a Pécsi Tudoméanyegyetem, Altalanos
¢és Fizikai Kémia Tanszék laboratoriumaban kialakitott egyik késziiléket hasznaltam, a kémiai
mikroszkop harom 6 részbdl all: egy elektrokémiai méréallomasbol —eDAQ Picostat (model EA
162) és e-cable ED410 (eDAQ, Ausztralia)-, egy mozgatd egységbdl, és a mérdcellabol. A

Szamitogép

Potenciosztat

Kamera RI

3. dbra: A pdsztdzé elektrokémiai mikroszkdp sematikus felépitése és a Pécsi Tudomdnyegyetem, Altaldnos
és Fizikai Kémia Tanszéken taldlhaté, dltalam hasznalt eqyik elektrokémiai mikroszkop fényképe R: referencia-, S:

segéd-, M: munkaelektrod.

3.2.1 Aramlé oldatos rendszer

A kisérleteimhez hazilag készitett aramlo oldatos rendszer (Flow Injection System) szintén
hazilag készitett wall-jet tipusu mérdcellat tartalmaz, melyben az aramlé oldat egy sziik fuvokan
athaladva az elektrod feliiletére érkezik, annak a centrumaba. Az elektrod feliiletén radialisan
aramolva a tovabbi elektrodokat tartalmazé térbe jut, majd onnan a lefolyoba. A rendszer tovabbi
egyseégei: perisztaltikus pumpa (ISMATEC SA Mini-s 620m Ismatec SA, Svéjc), injektor (Labor
MIM, Budapest, Magyarorszag), injektor hurok térfogata: 25 ul, diszperzids tekercs. Ez utobbit

hazilag készitettem el 1,15 m hosszi, 1 mm belsé atméréjii csébdl, ceruzara feltekerve.
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Alkalmazasanak célja: a megfelel$ Taylor-diffiizio/diszperzié kialakulasat segiti. Aramlé oldatos
rendszerben, elektrokémiai detektalas alkalmazasaval kivitelezett sorozatos minta mérés esetén
szerencsés, ha az oldat ionkoncentracidja, a hattér elektrolit 0sszetétele allandd. A diszperzios
tekercsben a Taylor-diffuzié elmélete szerint a minta és a vivéoldat kozott a sziikséges mértéki
keveredés megtorténik. Korabbi kisérleti munkakbol tudjuk, hogy ez a diszperzids tekercs méret

kozel optimalis eredményre vezet. (4. abra)

Elfolyé

25 Hl-es mintahurok

Hurok injektor [

+.L Diszperzios tekercs

&
¢ T

Perisztaltikus
EI{O'YO’ pumpa
7 N
Minta K. J

Puffer

Hurok feltélté fecskendé

4. dbra: Az dramlé oldatos mérésekben haszndlt, munkam sordn dsszedllitott injektdlasos (FIA) késziilék

felépitését, miikodését mutato rajz. RE: referencia-, SE: segéd-, ME: munkaelektrod.

3.2.2 Modell bioszenzor mérocella

A banénotrdéd bioszenzor optimalis vastagsdgi enzimrétegének meghatarozasa céljabol
modell bioszenzor mérdcellat készitettem. Ebben a kisérletben lehetéség nyilik az enzimrétegben
kialakul6é dopamin és dopamin —kinon koncentracidviszonyainak tanulmanyozésara.

A reakcioréteg egy 15 mm belsé atmérdjii iivegeso also részében helyezkedett el, a csé hossza
kb. 20 mm volt, ebben konnyen tudott mozogni a PEKM késziilék mérdcsucsa. A modell
bioszenzor esetében a jelatvivé PEKM mérdcsucs szénpaszta mikroelektrod volt. A reakcioréteg

kialakitasara banan szovetet foszfatpufferrel (pH=7,33) homogenizaltam egy porcelan mozsar
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segitségével (5:1 V/V aranyban), majd a kapott pépet az iivegcsdbe toltottem, melynek egyik végét
elézetesen 50 um vastag dializismembrannal (Technikon Autoanalyzer accessories) zartam le.

Az enzimtartalmt reakcidrétegben végzett PEKM méréseknél alkalmazott kisérleti
berendezés felépitését az 5. abra mutatja. A reakcioréteget tartalmazo, a bioszenzort modellezd
iivegesd egy 30 ml mintaoldatot tartalmazo mérbcellaba nyulik. Mérécellaként egy 5 cm atmérdji
kristalyositocsésze szolgalt. Magneses keverdvel intenziv konvekciot idéztem el a mérdcellaban,
mellyel a membran mintaoldat fel6li oldalan stacionarius transzport viszonyok kialakulasat
kivantam biztositani. Az enzimréteget tartalmazo, bioszenzort reprezentald livegcsovet ebbe az
oldatba helyeztem, a membrannal lezart végével lefelé. Az tivegesdvet ugy pozicionaltam, hogy a
reakcioréteg levegdvel érintkezd vizszintes feliilete és a mintaoldat felszine azonos magassagban
legyenek, igy megakadalyoztam a hidrosztatikus nyomaskiilonbség kialakulasat a két térrész
kozott. A referencia- és az ellenelektrodokat a pufferbe helyeztem és a potenciosztathoz
csatlakoztattam. A PEKM-hoz rogzitett munkaelektrod az enzimréteget tartalmazd csében

mozoghatott.

ME

+ dopamin

SE
\ !

¥ Pt

bana’n szovet

dializis membran
- uffer : :

vertikalis| L2 &

tavolsag

5. dbra: A modell bioszenzor miikbdésének vizsgdlata sordn haszndlt mérdcella vazlatos rajza. RE: referencia-
, SE: segéd-, ME: munkaelektrod.
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3.2.3 Elektrodok

Minden mérésnél OP-0830P tipusu telitett kalomel referenciaelektrédot (Radelkis, Budapest,
Magyarorszag) és 1 cm? feliiletii platina lemez ellenelektrodot hasznaltam, ezek alol azok az esetek

képeznek kivételt, ahol azt kiilon megemlitem.

3.2.3.1 Szénpaszta mikroelektrod készitése

A szénpaszta elkészitéséhez 2 g grafit port (<20 pm szemcseméret, ALDRICH Chemistry,
synthetic, CAS: 7782-42-5. Svajc) és 0,5 g paraffin olajat (PARAFFINUM LIQUIDUM, a kozeli
Pannon Patika gydgyszertarban vettem, gydgyszerkonyvi mindség, BP, Ph. Eur. Grade., CAS:
8012-95-1.) porcelanmozsarban homogenizaltam. Az elektrodtest elkészitéséhez 1,5 mm-es kiilsé
¢s 1,1 mm-es belsé atmér6jii boroszilikat kapillarist (Sutter Instruments Co., USA) lang felett
kihtiztam, majd az elkeskenyedd végét beolvasztottam. A mikroelektrod hegyének kialakitasahoz
a lezart vég feldl ovatosan csiszoltam a kapillarist addig, amig a megfeleld méretii belsé atmérdt
elértem (50 um), majd aluminium polirozo porral simara poliroztam. Az igy elkészitett kapillarisba
hatsé vége feldl vékony réz szalat fliztem az elektromos csatlakozés biztositasara, a kapillarist

elkeskenyedd vége feldl pedig a szénpasztaval megtoltottem, feliiletét simara poliroztam.

3.2.3.2 Bananotréd bioszenzor készitése

Glassy Carbon (Alfa Aesar, VWR Inernational Kft, Budapest) rud 0,5 cm hosszusagi része
¢és egy megfeleld rézdrot kozott eziist-epoxy (Epo-Tek, ET-H20E-8-0028, ET-PMS-0028, J. P.
Kummer GmbH.) vezetd ragasztoval hoztam létre a csatlakozast, majd ezt egy megfeleld atmérdjii
iivegesdbe helyezve, EpoFix (Struers GmbH) polimerbe agyaztam. A polimerizacié utdn az
elektrodfeliiletet csiszolassal és nedves polirozassal készitettem el6, melynek soran egymast
kovetden 1, 0,3 és 0,05 um szemcseméretii aluminium oXid polirozé port hasznaltam, az egyes
1épések kozott pedig ultrahangos mosast végeztem.

A banénotrod bioszenzor esetében a 4 mm atmérdji GC elektrodra szigeteld szalagbol
kialakitott, 130 um vastag tavtarté gytriit helyeztem, s a 1étrejové mélyedésbe az eldzetesen
homogenzialt banan pépet egy spatula segitségével egyenletesen betoltottem gy, hogy vizszintes
feliiletet képezzek a tavtartd gyurli felszinével. A dializismembrant ezt kovetden rogzitettem az
elektrodra és ez szépen kifesziilt a rétegen. Latvanyos a kiilonbség a taltoltott ill. alultoltott

reakciorétegek kozott. Néhany kisérletben a dializismembran helyett Tecoflex membrant

-48 -



Kisérleti rész

hasznaltam védorétegként. Ehhez 1 g poliuretant (Tecoflex SG-80A, Thermedics Inc, Woburn,
MA, USA) 100 ml tetrahidrofuranban oldottam (1%-os oldat), majd az oldatb6l 10 pl-t a banan
pépre €s az azt korlilvevo tavtartd gylriire szétoszlatva racseppentettem. Par masodperces parolgast

kovetden kialakult a védémembran. A bananotrod sematikus rajzat a 6. abra mutatja be.

El6Inézet

Banan
pép
reakcio-
réteg

Diffazios
réteg

Védo
membran

Tavtarto gydrd (130 pm)

Polimer
elektrodtest

Uvegszerii szén (GC)
munkaelektrod

Keresztmetszeti kép

6. dbra: Bandnotrdd felépitése

3.2.3.3 GC munkaelektrod L-aszkorbinsav mérésére, tortuozus kozegben

I mm atmérdjli, hazilag készitett GC munkaelektrodot hasznalat elétt megtisztitottam,
egymast kovetden 1, 0,3 és 0,05 um szemcseméretli aluminium 0Xid polirozo porral poliroztam,
az egyes 1épések kozott pedig ultrahangos mosast végeztem. Ezt kovetden L-aszkorbinsav oldatban
ciklikus voltammogramot vettem fel (potencialtartomany: 0-0,9 V, szkennelési sebesség: 0,1 V/s,
LAS koncentracidé: 100 mg/100g) a megujitott feliileti, bevonat nélkiili “csupasz” elektroddal,
hogy ellendrizzem az elektrod mitkddését. Amennyiben a voltammogram alapjan az elektrodfeliilet

kelléen tisztdnak és megfeleld aktivitasinak mutatkozott, megnedvesitett dializismembrannal

- 49 -



Kisérleti rész

(Technikon TM Pre-mount type “C”, Technikon Instruments, USA) boritottam vigyazva, hogy a
feliilet és a membran kozé levegd ne szoruljon, S a membrant cérndval szorosan régzitettem. A
bevont feliiletii munkaelektrod milkodését ismételten ellendriztem ciklikus voltammogram
felvételével. Az L-aszkorbinsav oxidacidos aramcsticsanak a pozitiv elektrodpotencial iranyaba

torténd jelentds eltolodasa utal a membran bevonat nem megfeleld illeszkedésére.

3.2.3.4 Clark-elektrod készitése

A kisérletekben hasznalt oxigén-méré Clark-cellat magam készitettem az alabbi eljarast
kovetve:

3 mm hosszi, 1 mm atmérdjii platina drétot 1,1 mm belsé atmérdjii kapillaris végébe
olvasztottam mikrolang és vakum alkalmazasaval, majd a kapillaris hatso vége feldl behelyeztem
egy kis darab forrasztoont, s egy vékony rézdrotot. A kapillaris lang felett torténd melegitésével
megolvasztva a forrasztd 6n darabot, ezzel kialakitottam az elektromos csatlakozast. Az tivegcso
beolvasztott végét ovatosan csiszoltam mig a kozepén megjelent a platina korong. Ezutan a
véglapot egymast kovetéen 1, 0,3 és 0,05 pm szemcseméretli aluminium-oxid polirozé porral
poliroztam nedvesen, az egyes polirozasi 1épések kozott pedig ultrahangos mosast végeztem. Az
igy elkészitett munkaelektrod mellé ellen- és referenciaelektrodként szolgalo, Kloridozott eziist
szalat rogzitettem. 0,4 cm belsé atmérdjli, 7 cm hosszii iivegesd végét kifeszitett
poli(tetrafluoretilén) membran (Radelkis, Budapest, Magyarorszag) sapkaval zartam le. Az igy
készitett érzékelo cellatest belsejébe 0, 1 M KCl tartalmu, 25 mM-o0s, 9,5 pH-ju bikarbonat puffer
bels6 elektrolitot toltdttem, majd az elektrodokat tartalmazé iivegtestet gy helyeztem és
rogzitettem a csObe, hogy a platina korong munkaelektrod a Teflon membranhoz kézvetlentil
illeszkedett, csupan egy vékony folyadékfilmet hagyva kozottiik. Az igy elkészitett Clark-cella

sematikus rajzat a 7. 4bran mutatom be.
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rézdrot kiilsé elektrdodtest

belsd elektrolit

Ag/ AgCl szal

kapillaris —ee — |

elektromos csatlakozas
platina /
munkaelektrod Rl

\ rogzité O-gydr(
"\'

vékony
folyadékfilm

PTFE gazateresztd
membran

7. abra: Az oldott gazok mérésére alkalmas Clark-tipusu cella sematikus rajza.

3.3 Referencia-médszer a polifenol-oxidaz enzim aktivitasanak
meghatarozasahoz

A bananbol készitett enzimkivonat polifenol-oxidaz aktivitdsdnak meghatdrozasdhoz
referencia-modszerként a Sigma-Aldrich spektrofotometrids enzimaktivitds mérési modszerét
kovettem.?’® A meghatarozas alapja egy indirekt spektrofotometrias eljaras, amely a polifenol-
oxidaz aszkorbinsav-oxidalé képességét hasznalja ki.2”* A polifenol-oxidaz pirocatechin-oxidaz
aktivitasa a pirocatechin 0-benzokinonna alakitisa mellett az L-aszkorbinsavat dehidro-L-
aszkorbinsavva oxidalja. Az L-aszkorbinsavnak 265 nm hulldmhosszon elnyelési maximuma van,
igy a meghatdrozads soran az L-aszkorbinsav fogyasat mérjiik azaltal, hogy az enzimreakcid
elérehaladtaval csokken a reakcioelegy abszorbancidja.

A reakcidelegy OsszetevOinek listaja, koncentracidja: 50 mM KH2POs puffer (pH=6,5;
25°C-on); 5 mM pirocatechin oldat; 2,1 mM L-aszkorbinsav(LAS) oldat; 0,065 mM EDTA oldat,
tirozindz enzim oldat.

A reakcidelegy végso koncentracioja:

3 ml reakcidelegyben a végsd koncentraciok: 50 mM KH2PO4 puffer (pH=6,5; 25°C-on);
0,17 mM pirocatechin; 0,07 mM LAS; 0,0022 mM EDTA és 50-100 U enzim.
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A meghatarozas megkezdése eldtt a késziiléket nullaztam L-aszkorbinsavat nem tartalmazo,
vak oldattal. A polifenol-oxidaz enzimkivonatot kozvetleniil a mérés eldtt adtam hozza az
elegyhez, és homogenizaltam 6ssze, ezzel inditva el az enzimreakciot.

Az L-aszkorbinsav abszorbancia maximumdnak megfeleld hullamhosszon, 265 nm-en
végeztem a masodpercenkénti detektalast, s a mérési adatokra illesztett egyenes meredekségébdl
meghataroztam az abszorbancia percenkénti valtozasat (AA265/min). A kapott értéket

behelyettesitve a 6. egyenletbe, kiszdmithaté az enzimkivonat specifikus enzimaktivitasa.

A, AA
v _ (528 )minta_(Tn_?fis)vak ©)
mg enzim (0,001) (mg;:;lm)

Ahol RM: reakcidelegy (reaction mixture); AA265:265 nm-es hullimhosszusdgon mért
abszorbanciavaltozas. U: Egység, U

0,01 =3 ml reakcidelegyben, 1 U (Egység) tirozinaz enzimre vonatkozo, 265 nm-en mért
abszorbanciavaltozas (AA265nm) pH= 6,5 és 25°C mellett.

1 U (Egység) definicigja: 1 (U) Egység megfelel a percenkénti, 265nm-en mért 0,001 értéki
abszorbanciavaltozasnak (AA265/min), pH=6,5 és pirocatechint, valamint LAS-at tartalmazo6 3 ml
reakcioelegy mellett.

A szamolashoz sziikség van a reakcidelegyben 1évO enzimkivonat enzimtartalmanak
tomegére is. Ezért 100 pl enzim tartalmt kivonatot 20 6ran keresztiil 105 ‘C-on szaritottam, majd
a visszamaradt szarazanyag tomegét lemértem, €s ezt vettem a reakcidelegy enzimtartalmanak. A
reakcidelegyben 1évé 100 pl enzimoldat enzimtartalménak tomege a vasarolt polifenol-oxidaz
készitmény esetén 0,076 mg. A bananbdl nyert polifenol-oxiddz enzimoldat esetén ugyanezen
mennyiségll oldat a szaritasos kisérlet alapjan 2,13 mg szérazanyagot tartalmaz. Itt ezt vettem az
enzimkivonat teljes enzimtartalméanak, ez természetesen nem helyesen tiikrozi a tényleges enzim
tomegét, mert a bananbol készitett nyers enzim tartalmi kivonat mas vegyiileteket, egyéb

fehérjéket, szénhidratokat is tartalmaz.
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4 Eredmények és értékelés

4.1 Nativ enzimforrason alapuld, dopaminméro bioszenzor

A nativ szovet felhaszndldsaval készitett bioszenzorok eldnyeit és alkalmazhatdsaguk
korlatjait a bevezetésben €s az irodalmi attekintés 2.2. fejezetében mutattam be. Ezen elézmények
alapjan tliztem ki munkam céljat: vizsgélni kivantam a banan szdveten alapuld, dopaminmérd
bioszenzor analitikai teljesitményének javitasi lehetdségeit. Ehhez nativ enzimforrast, bandn pépet
tartalmazé modell bioszenzort készitettem.

A banan szdvetben talalhato polifenol oxidaz (PPO) enzimek (EC 1.14.18.1) az o- vagy p-
difenolok molekularis oxigénnel torténd-, a megfeleld kinont eredményez6 reakciojat katalizaljak.
Ezeket az aktiv biokatalizatorokat sikeriilt egyes polifenolok, igy dopamin mérésére szolgald
amperometrias bioszenzorok készitésére hasznalni. A bananotrod bioszenzor miikodése is a
dopamin PPO enzim altal katalizalt oxidaciojan alapul. Az elektrod mitkddésekor a mintaoldatbol
a dopamin a dializismembarnon at a bananos reakciorétegbe diffundal. Itt az enzim Katalitikus
hatasara dopamin-kinonna alakul. A reakcioban az enzim redukalt alakja képzddik. A keletkezd
dopamin-kinon diffuzié Gtjan a mintaoldatba és az alapelektrod kozelébe jut. A megfeleld
elektrédpotencial alkalmazasaval a dopamin kinon lokalis koncentracigjatol fliggd amperometrids
aram regisztralhato. A redukalt enzimet a reakciorétegben oldott oxigén eredeti, oxidalt allapotaba
viszi. Ha kell6en nagy az oldott oxigén koncentracié a reakciorétegben, akkor a dopamin oxidacid
sebessége jol definialt modon fiigg a dopamin koncentraciotol. gy a dopamin-kinon redukcié

crer

hasznalhato. A bananotréd miikkodését lehetové tevo reakcid sémajat a 7. egyenlet mutatja be.

HO 0

Tirozindz

V4

+ 1120,

HoN H-N
HO 0 2

Dopamin

Y

\

Dopamin-kinon

(7)
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Lévén, hogy a reakcidban résztvevd anyagok a reakcié rétegben diffuzioval kozlekednek,
ezért az enzim tartalmu réteg vastagsaga alapvetéen befolyasolja az elektrod miikodését. igy

hatassal van a mind a valaszidére, mind a jel nagysagara, azaz a mérés érzékenységére.

4.1.1 Az optimalis elektrédpotencial meghatarozasa

A dopamin elektrokémiai mérése soran a munkaelektrodon alkalmazott potencial értéke
kulcsfontossagu. A munkapotencialtol nagymértékben fiigg a szenzor érzékenysége, szelektivitasa
¢s a mérofelillet esetleges szennyezddésének mértéke. Az optimalis elektrodpotencial
meghatarozasahoz wall-jet cellat tartalmazé aramlé oldatos rendszerben végeztem méréseket. A
kisérletek soran 10" mol/dm?3-es dopamin-kinon, vagy dopamin oldat 25 pl-es dézisait injektaltam
a 2,8 ml/perc térfogatsebességgel aramoltatott pH=7,33 foszfat puffer vivooldatba ¢és az
amperometrias dram valtozasokat a mérdcelldba helyezett GC munkaelektrodra adott kiilonb6zo
elektrodpotencial értékek mellett detektaltam. Az enzimreakcidban résztvevd oxigén redukcids
folyamatanak elektrodpotencial fliggése alapveté informaci6 a bioszenzor miikodtetése
szempontjabol, hiszen a termék képzbédésével egyidejlileg fogy az oldott oxigén. Ezért az aramlo
oldatos rendszerben méréseket végeztem ennek vizsgalatara is. Ennek soran az 0Xigén mentesitett,
aramlo puffer oldatba oxigénnel telitett puffer oldatot injektaltam. Az 4ramlé oldat oxigén
tartalmanak eltavolitdsara a dinamikus voltammogramok készitését kozvetleniil megel6zéen
nitrogén atbuborékoltatast, mig az oldatok oxigén szintjének ndvelésére az injektalast megelézéen

10 percig leveg6 atbuborékoltatast végeztem. A mérési eredményeket a 8. abra mutatja.
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oxigénmentesitett puffer vivéoldatba (pH=7,33) torténd injektalasa. Aramldsi sebesség: 2,8 mllperc. Az anddos és

katodos dram értékeket a legnagyobb csiicsaram értékekre normaltam (Inorm=1 csuics/l csticSma).

A dinamikus voltammogramokat ezekbdl ugy készitettem, hogy a dopamin-kinon
redukcidhoz, az oxigén redukcidohoz és a dopamin oxidacidhoz tartozo (I csicsnorm) aramcsucs
értékeket a hozzajuk tartozo elektrodpotencial értékek fliggvényében abrazoltam. A dinamikus
voltammogramokat egyesitett formaban a 9. abra mutatja. Ezen az abran jol lathato, hogy a
dopamin oxidacio esetében kb. 0,5 V elektrodpotencial értéknél a csucsaram értékben maximum
(nyillal jeldlve), magasabb értéknél pedig csokkenés jelentkezik. Ennek a jelenségnek a
legvaldsziniibb magyarazata, hogy az elektrodfeliilet magasabb potencidl értéknél szennyezddik,

dezaktivalodik.
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9. dbra: A dopamin oxidacichoz (A), a dopamin-kinon redukciohoz (e) és az oxigén redukciohoz tartozé (m)
dinamikus voltammogramok. Az anddos és katédos csicsaramokat a hozzajuk tartozé maximum értékekre (1 csticsmax)

normalizaltam: | csicsnorm=| csuicsell csucsmax. A detektdldas szempontjabol optimdlis potencial értékeket nyil jeldli.

A kapott dinamikus voltammogram jol mutatja, hogy a dopamin 0,5 V vs. Hg/Hg2Cl>
potencialon amperometridsan detektalhatd. Ekkor az elektrod feliiletén elektrokémiai oxidacio
jatszodik le. Két dolog miatt azonban a dopamin oxidacion keresztiili mérése nem latszik cél-
szertinek. Egyrészt sorozatos mérések folyaman az elektrod lassu szennyezOdése szignifikans,
ugyanis az oxidacio soran keletkezd termék a feliilet passzivalasat okozhatja. Masrészt az oxidacios
munkapotencialok régidjaban a természetes mintakban talalhatd egyéb komponensek
elektrokémiai reakcidja is igen valoszinii, ennek megfeleléen nem biztosithato a dopamin mérés
szelektivitasa. A bananotréd miikdésekor a szelektivitast az enzim katalizis szubszrat specificitasa
biztosithatja. Ezért célszeri a reakci6 termékeként keletkezd kinon redukcion keresztiili
detektalasat valasztani az elektrod miitkodéséhez.

A dopamin-kinon és oxigén redukciohoz tartozo6 katodos aram értéket tekintve a bioszenzor
mikodtetéséhez optimalis elektrodpotencial érték -0,2 V vs. HgoCl> —nak adodik, mivel itt a
mérendd anyag redukcidja mar szignifikans mértéki, ugyanakkor az oxigén redukcié ezen az
elektrodpotencialon elhanyagolhatd mértékii. A dinamikus voltammogram szemléletesebb
nagyitdsanak tanulmanyozasaval megallapithatd, hogy -0,02 V ¢és -0,03 V értékek kozott a

rendszeren anddos ¢és katddos atfolyd aram sem mérhetd, ezért peridodikusan megszakitott
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amperometrias detektalasnal ez lehet az alkalmas megszakitasi elektrodpotencial érték, amely
alkalmazéasakor a diffuzid rétegben nodvekedhet a detektalandd kinon koncentracidja, azaz

feltoltédhet a diffuzios réteg.

4.1.2 Banan szovet kivalasztasa bioszenzor készités céljara

Szeletelt banan esetében megfigyelhetd, hogy levegdvel érintkezve, a belsd teriiletek
gyorsabban ¢€s intenzivebben barnulnak. A szines termék keletkezésének sebessége jelzi az enzim
katalizalta folyamat sebességét. Ezt a jelenséget jol mutatja a 10. abra. Szenzor készités céljara a
legnagyobb enzim aktivitasu teriiletrél kivantam banan szovetet nyerni. A szines termék
keletkezési sebeségét az enzim lokdlis aktivitdsa mellett a jelenlévd oxidalhatdé anyag lokalis
koncentracidja is befolyasolja. Igy az alkalmas banan szovetrész kivalasztisdhoz a szemmel
megfigyelhetd barnulasi tapasztalaton tal a lokalis enzim aktivitds mérésre is sziikség volt.
Munkam soran elektrokémiai enzimaktivitas méréseket végeztem a kiilonbo6z6 teriiletekrdl vett

banan szovet enzimaktivitasanak dsszehasonlitasara.

Mezokarpium
kulsé

Mezokarpium
belsé

”

10. dbra: Bandn szelet fényképe. A sotét részek az intenziv katalitikus oxiddcio helyét jelzik.

4.1.2.1 Enzimaktivitas mérése

Munkém soréan specialis amperometrids vékonyréteg cellat készitettem a kiilonb6z6 ndvényi
szovetekbdl szarmazé katalitikus rétegek enzimaktvitasanak dsszehasonlito vizsgalatara. A cella
két kiilonb6z6 nézetbdl készitett fényképe a 11. abran lathatd. A mérdeella teste EpoFix (Struers
GmbH) polimerbdl késziilt a monomer folyadék alkalmas {ivegesé formaban torténd

polimerizacidjaval. Az abran jol lathato a polimerbe agyazott (GC ME, d=1 mm) munkaelektrod,
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az eziist kvazi referenciaelektrod (Ag RE, d=2 mm) és a platina ellenelektrod (Pt SE, d=3 mm),

tovabba az elektrodokhoz csatlakozo vezetékek.

Ag RE Pt SE

Tavtartoé gydr

Cellatest — | Reakciotér

GC ME

11. dbra: Enzimaktivitas mérésre alkalmas amperometridas cella felépitése. RE: referencia-, SE: segéd-, ME:

munkaelektrod.

A vékonyréteg tipust reakcioteret egy elektromos szigeteld szalag alkalmazasaval képeztem
a cella polirozott véglapjanak, az elektrodokat tartalmazo kor alapu teriilete felett. Elozetesen
borlyukasztd segitségével egy korongot vagtam ki a szigeteld szalagbol, ennek kozepérdl
eltavolitottam egy koncentrikus helyzetli korongot. Az igy készitett gylirliszeri tavtartot
ragasztottam a cella véglapjara tigy pozicionalva, hogy a gylrl iires része az elektrodok felett
foglaljon helyet. A szigetel6 szalaggal hatarolt korongszerti, a cellatest elektrodokat tartalmazo
feliiletén kialakitott reakciotér térfogata 60 pl. A mérés sordn a cellatest elektrodokat tartalmazo
feliiletére sziirOpapir korongot helyeztem, hogy biztositsam a reakcioelegy egyenletes
vastagsagban torténd eloszlasat a vékonyréteg cellaban. A mérések soran a reakcidteret egy
kupakkal fedtem le, a reakcioelegy parolgas okozta térfogatcsokkenésének megeldzésére.

A reakciotér aljara helyezendd sziir6papir-korongot 12 ul foszfat pufferrel itattam at, majd
kiszaritottam, hogy a sdkkal egyitt felvett viz ne befolyasolja a reakcidelegy koncentracioit, illetve
térfogatat. Ezt kovetden 50 pl enzim tartalmu kivonatot pipettdztam a mikrocella reakcioterébe, €s

az elektrodokat a potenciosztathoz kapcsoltam, -0,2 V potencial alkalmazasa mellett figyeltem az
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amperometrias aramot. Allandé aramerdsség érték megjelenése utan mikrofecskendével a
vékonyréteg cellaba juttattam 10 pl 0,01 mol/dm?® koncentracioji dopaminoldatot. Folyamatosan
regisztraltam az aramerdsséget. Minden egyes mérés el6tt alaposan kimostam a mikrocellat
desztillalt vizzel, atoblitettem foszfat pufferrel és 0j szlir6papir korongot vittem a feliiletre.

A dopamin oldat hozzaadasa utan, ahogy a reakcido kovetkeztében a dopamin-kinon az
elektrod feliiletén megjelent és mind nagyobb koncentraciot ért el, mind nagyobb redukcios
amperometrias aramot kaptam. Az aramerOsség-valtozas sebessége jelzi az enzim Katalizalta
reakcio sebességét. Az amperometrias mérés soran kapott jel meredekségével lehet jellemezni az
elokészitett, adott helyrdl szarmazo minta szovet fajlagos enzimaktivitasat. Az alabbiakban harom
alkalommal, harom kiilonb6z6 bananbdl nyert kivonattal, legalabb 6tszor elvégzett mérések
alapjan kivalasztott, reprezentativ mérési abrakat és szamitott eredményeket mutatok be. A banan
mezokarpium bels6 és kiilsé részébdl készitett, nativ enzim kivonatokkal felvett elektrokémiai

mérés eredménye a 12. dbran lathato.

-50 1 l ——Banan kulsé kivonat
-60 —— Banan belsd kivonat

=704

-804

-90 4
-100 -
-110 1
-120
-130
-140 4
-150 |
-160
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12. dbra: Kiilonbozé szévetmintak enzimaktivitasanak osszehasonlito vizsgdlata sordn kapott dram — idd re-

| (NA)

gisztatumok, (—) a mezokarpium kiilsé részébdl, ill. a (—) mezokarpium belsd részébdl készitett enzimkivonatok

esetében. A nyil a dopaminoldat (10 ul 0,01 molldm®) hozzdadasat jeloli.

A 12. abran bemutatott aram-id6é gorbék alapjan, a mezokarpium belsé részébol készitett kivonat

esetében 7,6 nA/s aktivitast hataroztam meg, mig a kiils6 rész esetében 4,3 nA/s érték adodott.
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A bananbol készitett enzimkivonatok polifenol-oxidaz aktivitasanak meghatarozasara
spektrofotometrias enzimaktivitas mérési modszert is végeztem, mely a Sigma-Aldrich sztenderd
modszerén alapul.?’® A modszer részletes leirasat mar a kisérleti részben ismertettem.

A spektrofotometridas mérés sordn 265 nm hullamhosszisagnal végeztem a
masodpercenkénti detektalast a reakcioelegyekben, s a mérési adatokra illesztett egyenes
meredekségébdl meghataroztam az abszorbancia percenkénti valtozasat. (13. abra) Az igy

kiszamitott értékekbdl hataroztam meg az enzimaktivitas értékeket.

0,17- 0,341
0,16 - . 0,321
015 SR LR R 0,30 .
2] = Vasarolt enzim 0,28 .
L)
0.144 0,26 kg
0.134 0,24
0,12 4 < 0224
<
0,114 0,20+
0,10 0,184 s Kivonat
"y 0,16 = Kiilss kivona
0,091 -‘hﬂd'_-_“ 0 14W ¢ Belss kivonat
0,08 4 '
T T T T T T T T 1 0112 T T T T T T T 1
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 20 40 60 80 100 120 140 160
a) idé (s) b) ids (s)

13. abra: Spektrofotometrias enzimaktivitas meghatdarozas sordn kapott mérési eredmények, a) vasdrolt enzim

b) a banan mezokarpium (*) kiilsé, ill. (®) belso részébdl készitett enzimkivonat esetében.

Mezokarpium Kkiilsé enzimkivonat | Mezokarpium belsé enzimkivonat | Gyari enzimkészitmény

7,5 U/mg enzim 13,9 U/mg enzim 2310,8 U/mg enzim

4. tablazat: Spektrofotometrias enzimaktivitas mérések eredményei

A 4. tablazat a 13. abran bemutatott, reprezentativ spektrofotometrias enzimaktivitas mérések
eredményeit foglalja 0ssze. A gyari enzimkészitmény (gombabol szarmazéo TYROSINASE EC
1.14.18.1, SIGMA, T-7755, 50000U, 20 mg szarazanyag, 2590 U/ szarazanyag mg névleges
aktivitasi készitmény) esetében mért 2310,8 U/mg enzim érték 10%-kal tér el a készitmény
névleges, 2590 U/mg enzimaktivitds értékétdl. A bananbol nyert kivonatok specifikus
enzimaktivitas értékei (7,5 U/mg és 13,9 U/mg) jelentdsen elmaradnak a gyari enzimkészitmény
esetében mért értéktdl, azonban az eredmény értelmezésénél figyelembe kell venni, hogy a nyers

enzimkivonat szdrazanyagtartalmanak egy¢b Osszetevdi jelentdsen novelik a reakcioelegyben 1évo,
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100 pl-re vonatkoztatott tomeget. Nyilvanvald, hogy egy nem koncentralt nativ enzimforrés
fajlagos aktivitasa jelentdsen kisebb a dusitott kereskedelmi preparatuménal.

A gyari, referencia készitménnyel is lehet amperometrias mérést végezni. Azért nem vettem
figyelembe ennek a kisérletnek a szamszerli eredményét, mert a gyari tirozindz készitmény
gombabdl szarmazik, nem bananbdl vontdk ki. Az enzim szdrmazésatdl fiiggden, a kiillonbozo
polifenol-oxidaz enzimek szubsztrat specificitasa és az enzimreakciot jellemz6 paraméterek (pl.
Kwm érték) némiképp kiilonboznek. A gyarto altal ajanlott enzimaktivitdismérd modszer az altalam
referenciaként hasznalt spektrofotometrias modszer, mely az enzimaktivitds meghatarozasahoz
pirocatechin szubsztratot hasznal. Célkitiizéseim soran banan szovet felhasznalasaval, dopamin
mérésére terveztem a bioszenzort, az enzimaktivitdis méréseim kifejezett célja az volt, hogy a
legnagyobb aktivitast szovet részt kivalasszam.

A mérések eredményeként megallapithatd, hogy mind az amperometrids, mind a
spektrofotometrias meghatarozas esetében a banan mezokarpium belsé részébdl készitett
enzimkivonat enzimaktivitasa nagyobb, kozel kétszerese (1,8-1,9X) a banan mezokarpium kiilsé
rész¢ebdl készitett kivonat aktivitdsdhoz viszonyitva, tehat a szemmel is megfigyelhetd gyorsabb
enzimatikus barnulasi folyamatot a mérési eredmények alatdmasztak. Eppen ezért, a tovabbi

kisérletek soran, a banan belsé rész¢ébdl nyert szovetet alkalmaztam szenzor készités céljara.

4.1.3 A bioszenzor reakcioréteg optimalis vastagsaganak meghatarozasa

A bioszenzorok analitikai teljesitményjellemzdinek javitasahoz az enzimatikus reakcioréteg
alapvetd tanulmanyozésa sziikséges, az elektrokémiai jelatalakitohoz kozel kialakul6 koncentracid
értekek ismerete pedig kulcsfontossagl. A bioszenzorok milkddését optimalizalni lehet a
biokatalitikus folyamatban résztvevd reaktansok és termékek koncentracio profiljainak
ismeretében. A legcélszerlibb reakcioréteg vastagsaganak megallapitisahoz PEKM méréseket
végeztem egy modell bioszenzor felhasznalasaval, melynek a felépitését az 5. abra mutatja. A
dializismembrannal lezart bioszenzor egy 30 ml, pH=7,33 foszfatpuffert tartalmazé mérécellaba
meriil, folyamatos keverés alkalmazasa mellett. 5 perces varakozasi i1d6t kovetden adott
mennyiségli dopamin toérzsoldatot juttattam a mérdcelldba. A dopamin, a dopamin-kinon és az
oxigén olyan kis molekuldk, hogy konnyedén 4t tudnak diffundélni a diffiziés membranon.
Tovéabbi 5 perces varakozasi id6t kovetden fliggdleges PEKM pasztazast inditottam, 6,4 pum/s

sebességgel, Z=3000 pum-es koordinatatél a Z=0 pm-es koordinataig (Z=0 um-nél a méréhegy
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megérinti a membrant). A rovid livegesd kozepére pozicionalt PEKM méréhegy fliggdlegesen
mozgathat (a Z koordindta mentén) a reakciorétegben. A méréhegy membrantol mért tavolsagat a
mérést €s a banan pép betdltését megeldzoen, puffer oldatban, oxigén negativ visszacsatolas mérés
alapjan allapitottam meg. Lehetéségem volt a membran-mérdcsucs tavolsag optikai
megfigyelésére is. A mérdcsticsot dvatosan kozelitve a membranhoz észrevettem, hogy az
amperometrias aram hirtelen megvaltozik, ahogy a cstics a membranhoz ér. Ezaltal egy fiiggdleges
7=0 um-es viszonyitasi pontot volt lehetdségem megallapitani. A helyi, pillanatnyi dopamin és
dopamin-kinon koncentraciok mérése a PEKM mikro mérdcstics banan pépben torténd, fiiggdleges
iranyt mozgatasa kozben tortént megfeleld elektrodpotencial alkalmazasa mellett. A mérés soran
a modell bioszenzor kevertetett mintaoldatba meriilt. Mivel a visszahuzott hegy a gélszert reakcid
rétegen kisebb-nagyobb atmérdjli csatornat hagyhat maga utdn, ezért egy pontban csak egy kozelitd
végezhetd Gjabb mérés, melyhez ugyanazon kalibracional megallapitott, Z=0 um-es viszonyitasi
pont hasznalhatd. Az aram folyamatosan rogzitésre keriil a fliggdleges Z koordinata fiiggvényében
a kisérletileg megallapitott elektrédpotencidlok alkalmazasa mellett. A munkaelektrod kelléen
kicsi ahhoz, hogy az 4ram értékek a viszonylag nagy pasztazasi sebesség mellett is allandosult
értéket vehessenek fel.

A mikroszkop mérdesucsan a megfeleld elektrodpotencidlokat alkalmazva, a dopamin és a
dopamin-kinon amperometriasan mérhetd. A mikroszkop méréhegyét a banan réteg belsejében, a
felso réteg feldl a membran felé mozgatva, az allandodsult koncentracidviszonyok kialakulasa utan

a PEKM méréhegyen mérhet6 hatararam értékét az alabbi egyenlet (8) irja le:

Iy = 4nFDc*a (8)

Ahol I- aram (A), n- az elektrodreakcioban résztvevo elektronok szama, F- a Faraday allando
96485 (C/mél), D- az elektroaktiv anyag diffiizios egyiitthatoja az adott kdzegben (cm?/s), c*- az
elektroaktiv komponens koncentrcidja (mol/dm?®) és a- a mikroelektrod mérdfeliiletének sugara
(m).

Az alabbi abrak az aram-tavolsag ,.kozelitd” gorbéket tartalmazzak, melyeket az enzim
rétegben a dopamin oxidacidjahoz sziikséges 0,5 V vs. Hg/Hg2Cl> potencialon (14. abra), ill. a
dopamin-kinon redukci6jahoz sziikséges -0,2 V vs. Hg/Hg2Clz potencialon (15. abra) készitettem,

harom kiilénb6z6 dopamin koncentracié (1, 2 és 4 *107° mél/dm?) mellett.
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Az anddos aramvaltozds a méréhegyen, 0,5 Volton mérheté dopamin pillanatnyi, térbeli
eloszlasat mutatja a reakciorétegben. Amint az lathato, az aram érték a 8. egyenletnek megfeleléen
egy allandosult értéket mutat, azonban a reakcidrétegben a membranhoz kozelitve, a dopamin
oxidalodik, s az éaram érték a tavolsag csokkenésével ndvekszik. Az aram ndvekedése a
membrantol kb. 400 um-es tavolsagban kezdddik és a membranig folyamatos, gyors novekedési
tendenciat mutat. Mindebbdl azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy a nativ banan pép rétegbe

keriil6 dopamin teljes mértékben oxidalodik egy 400 um-es diffuzids szakasz alatt.

1,0 -
0,8 +
0,6
£
2
— 044 1 mM
—2mM
—4mM
0,2 -
0,0 . i : ' e
0 500 1000 1500 2000

tavolsag (um)

14. dbra: Az enzim rétegben, 0,5 V vs. Hg/HQ.Cly potencidlon, a dopamin oxiddcidja soran mért, normalizdlt
dram-tavolsag “kozelitd” gorbék, kiilonbozé dopamin koncentraciok (1, 2, 4 *10° mol/dm®) mellett. Az anédos daram

értékeket a legnagyobb koncentrdcio esetében mérhetd, maximum dram értékre normalizaltam: Inorm=/max.a mm.

A Kkatodos aram valtozasok a rétegben talalhato, az enzimreakcio termékeként képzodod
dopamin-kinon térbeli eloszlasat mutatjak. A katédos aram —amint az a 15. abran lathato-, a
minta/banan szdévet hatarrétegtdl kb. 400 um tavolsagban kezdddik, €és helyi maximum
(koncentraci6 maximum) figyelheté meg, kb. 130-160 pum-es tavolsdgban. Az eredmények
Ennek a magyarazata konnyen érthetd, hiszen az oxidacid terméke a mintatérbe is tavozni tud
difftizi6 atjan. Ezért a membran/reakcioréteg hatarfazisban kis koncentracio kialakuldsa varhato.

Mas részrol a rétegbe keriilé dopamin teljes mennyisége oxidalodik a membranhoz kozel és ezért
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csokken a kinon koncentracié a nagyobb tavolsdgoknal. Megjegyzendd azonban, hogy ezen modell
esetében, nagyon hosszl idéknél és igen nagy mérdeella térfogatnal a maximum eltiinik.
A PEK mikroszképids mérések alapjan levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy a bananotréd

készitésénél alkalmazando, optimalis reakcioréteg vastagsag 130 és 160 um kozott van.

0,2
0,0
-0,2 4
1 —1mM
£ 041 —2mM
o
e 1 —4mM
- -0,641
-0’8_
-1,0 4
T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000

tavolsag (um)

15. dbra: Az enzim rétegben,-0,2 V vs. HQ/HQ2Cl, potencidlon, a dopamin-kinon redukcidja sordn mért,
normalizalt aram-tavolsag “kozelité” gorbék, kiilonbozé dopamin koncentraciok (1, 2, 4 *10° mol/dm®) mellett. A
katodos dram értékeket a legnagyobb koncentrdcié esetében mérhetd, maximum dram értékre normalizdaltam:

|norm:|/|max,4 mM.

4.1.4 A peridodikusan megszakitott amperometrias detektalas alkalmazasa

Hagyomanyos amperometrids detektalas esetében a mérési potenciadlt folyamatosan
alkalmazva a GC munkaelektrodon, az elektrodfeliilet mintegy nyeloként viselkedik az
elektroaktiv anyagra nézve. Ezzel szemben a peridodikusan megszakitott amperometrids mérések
esetében két, valtakozd potencialértékbdl 4alld potencidlprogramot alkalmazunk a GC

mukaelektrodon. Az alkamazott potencial programot a 16. abra mutatja.
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16. abra: PMA mérések sordn alkalmazott potencidalprogram. t1- a kondenzator dram lecsengési folyamata
miatt alkalmazott varakozdsi periodus, t; - az amperometrids dram meérés ideje, t3- a réteg ujratoltédéséhez sziikséges
elektrolizis megszakitasanak iddszaka, E1=-0,02 V feltéltédéshez sziikséges elektrodpotencial, E,=-0,2 V vs.

Hg/HQg.Cl, mérdpotencidl.

A hosszu varakozasi periodusokat (E1, t3) rovid mérési periodusok (Ez, t2) kovetnek. A
pihentetési periodusok alatt az alapelektroddal érintkezd rétegben az elektroaktiv anyagok
koncentracidja nd, a diffizids réteg ujra tud toltddni, ezaltal a mérési periddus alatt az dram
lényegesen nagyobb lesz. A mérési potencial periddus elsd részében (E2,t1), lecseng a kapacitiv
aram ¢és ezt kovetden kezdddik az aram mérési periodus (Eo,t2). A kondenzatoraram lecsengésének
ideje alatt az d&ram exponencialisan csokken az 1d6 fliggvényében, mig a Faraday-aram a Cottrell-
egyenletben leirtak szerint, tY2 fiiggvény szerint valtozik az idével. A kondenzatoraram nem
aranyos a koncentracioval, ezért célszerti megvarni, mig értéke elhanyagolhatova valik. Amint a
Faraday-aram valik dominanssa, a leghamarabb és a legrovidebb idétartamig mért aramok
eredményezik a legkedvezébb analitikai teljesitményjellemzdket. t1 és t2 iddtartamok
megismerésére végzett kisérletek alapjan latszott, hogy 15 ms-nal jelentdsen rovidebb ti1 iddtartam
alatt a mérések nem eredményeztek koncentraciotol fliggd valaszt és zajosabba valtak, mig 15 ms-
nal hosszabb t1 id6 mellett az érzékenység csokkent. A tz intervallum esetében az elektrokémiai
mérdalloméson bedllithaté legrovidebb iddtartam 5 ms volt, mely elméletileg a legnagyobb
érzékenységet eredményezné, azonban ennél a beallitasndl gyakran kiértékelhetetleniil zajos
mérést kaptam (a miiszer kézikonyvében olvashat6d, hogy a rovidebb idétartam kevesebb mérési

pontbol kialakulo jelet, ezaltal varhatéan nagyobb zajt eredményez). A kovetkezd beallithato érték

-65 -



Eredmények és értékelés

10 ms volt, mely mar stabilan és reprodukalhatoan értékelhetd eredményt adott és minden, ennél
hosszabb t; beallitott értékhez képest nagyobb érzékenységet eredményezett.

A 9. abran lathato dinamikus voltammogramok alapjan valasztottam ki a PMA méréseknél
alkalmazott, pihentetési E1 és a mérési Ez potencial értékeket. Ahogy azt a korabbiakban mar
megjegyeztem, -0,02 V vs. Hg/Hg.Cl, potencial alkalmazasa tiint megfelelonek a pihentetési
periodus soran (E1), a mérési potencialt pedig -0,2 V vs. Hg/HQ2Cl» értéknek valasztottam (E2). A
ts-mal jelzett pihentetési periodus optimalis hossza azonban kérdéses volt, s ennek
meghatarozasara kisérletsorozatot végeztem, kiilonb6zd varakozasi idok alkalmazasa mellett. A
mérések soran a banadnotrod aram valaszait rogzitettem, mialatt 10 ml kevert puffer oldatba
(pH=7,33) 5, 10 és 20 pl 0,1 moél/dm3-es dopamin tdrzsoldatot pipettaztam. A fent leirt
elektrédpotencial értékek, t1=15 ms és to=10 ms idok alkalmazasa mellett, a pihentetési tz 1dot
valtoztattam. A 17. abra az észlelt aram valtozas értékeket a pihentetési idok fiiggvényében

abrazolja.

29,2 -
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17. abra: Redukcios aramok a pihentetési (feltoltédési) idS (t3) fiiggvényében, kiilonbdzd dopamin koncent-
rdciok mellett. Kisérleti koriilmények: EF1=-0,02 V, E;=-0,2 V vs. Hg/Hg,Clz, ;=15 ms és ;=10 ms.

A 17. abra alapjan megallapithat6, hogy a pihentetési id6 novelésével n6 a redukcids aram, azonban
0,5 masodpercnél hosszabb idoknél tovabbi érzékenység ndvekedés mar nem kdvetkezik be. Ezért

a 0,5 s értéket fogadtam el a pihentetési id6 optimalis hosszaként.
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4.1.5 A hagyomanyos amperometrias és a PMA iizemmodban miikodtetett bananotréd
osszehasonlitasa

Az optimalis reakciorétegvastagsag figyelembevételével készitett bananotroddal, az
optimalizalt elektrédpotencial alkalmazasa mellett hagyomanyos és PM amperometrias méréseket
végeztem. A nativ szovet felhasznalasaval készitett enzimszenzort, a referencia- és az
ellenelektrodokat egy 50 ml foszfatpuffert (pH=7,33) tartalmazo, mérécellaként alkalmazott, 100
ml-es f6z6poharba meritettem. Intenziv keverés mellett az aram értékeket az id6 fiiggvényében
regisztraltam. Az allandosult érték kialakulasa utan, ismétlédéen, 25 pl 0,1 mol/dm3-es dopamin
dozist adtam a mérdcelldba. Egy-egy hozzdadast kovetden, a redukcids dram érték novekedni
kezdett és elért egy allandosult értéket. Ekkor végeztem az Gjabb dopamin hozzaadast. A 18. a)
abra egy hagyomanyos amperometrids mérés soran késziilt felvételt mutat. A megallapitott
miikodési paraméterek alkalmazasaval végzett PMA detektalas mellett, 0,1 mél/dm?3-es dopamin

torzsoldatok hozzdadésa soran észlelt &ramvaltozas regisztratuma a 18. b) dbran lathato.

2) 0,30 b) -136 .
-0,35 1374
-0,40 v
— o5 = 13,8
N < :

-0,50 13,94

-0,55
-14,0 4

-0,60
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20 40 60 80 100 120 140 160 180

t(s) t(s)
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18. dbra: a) Hagyomdnyos amperometrids (4) aram-idé gorbe -0,2 V vs. Hg/HQ.Cly potencidl, b) periddikusan
megszakitott amperometrias (PMA) dram-idé gorbe — a korabban meghatarozott paramétereknek megfelelo

méréprogram alkalmazdsdval miikédé bandnotréd esetében, 25 ul 0,1 mol/dm®-es dopamin dézis, 50 ml pufferbe

adagolasa mellett.
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Az egyes injektalasok hatdsara bekdvetkez6 aramvaltozasokat az 5. tablazat tartalmazza.

Injektalas sorszama Hagyomanyos amperometria, PMA, Aram (A)
Aram (A)

1. 4,710 1,07*107

2. 4,8%10°® 1,01*107

3. 4,6*10°® 1*107

4. 4,5%10°® 0,94*107

5. 4,7%10°8

6. 4,7%10°8

Atlag, szoras 4,67*108+1,033*10° 1,01*107 +£5,323*10°

5. tablazat: Az dramvdltozasok értéke 25 ul 0,1 mol/dm*-es dopamin oldat, 50 ml pufferbe adagoldsanak

hatasara, amperometrias és PM amperometrias detektdlas esetén, a 18. abra alapjan.

Azonos bioszenzorral készitett, paronként kdzvetleniil egymads utén felvett, 6t hagyomanyos (A) és

Ot PM amperometrias (PMA) mérés atlagahoz tartozo kalibracios gérbéket mutat be a 19. abra.

I (uA)

11 (A)=2,09*10**C(mdl/dm?) Meredekség | Sztenderd hiba
n=>5
04119 R= 0,99 PMA 0,00209 1,472*10°
PMA A 0,000871 9,152*10°
0,34
A
0,2 4
°
| (A)=8,71*10"*C(mdl/dm°)
0.1 lg. R*= 0,99
0,0 T T T T T T T
0 1 1 2 2 3 3
C (x10™ mél/dm®)

19. dbra: Bandnotréd kalibrdcios gorbék PMA és hagyomdnyos amperometrids (A) detektdlds alkalmazdsa

mellett, minden egyes mérési pont 5 mérés atlagabol szarmazik.
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Amint a 19. abra alapjan egyértelmiien lathatd, az enzimatikus reakcido terméke
elektrokémiailag redukaloédik és a keletkez 4aram egyenes aranyban van a dopamin
koncentracioval. A hagyomanyos amperometrias detektalas esetében 3*10 mol/dm®, mig PMA
detektalas esetében 2* 104 mol/dm? értékig linearisak a kalibraciés gorbék. Az alsé kimutatasi hatar
értékét (limit of detection- LOD) gy kaptam meg, hogy a pufferben mért aram 3-szoros o értékeit
vettem, s ebbdl az extrapolalt kalibraciés gorbék alapjan kiszdmitottam. Hagyomanyos
amperometrias detektalds esetében a LOD értéke 1,05%10° mol/dm® dopamin. A bioszenzor
Iényegesen megndvelt érzékenységgel mikodtethetd az optimalis elektrodpotencial és reakcioréteg
vastagsag, valamint a PMA méréstechnika alkalmazasa mellett. A LOD értéke PMA meghatarozas
mellett 2*10° mol/dm?.

Caruso®’? gumés jamszgyokérbsl nyert (Dioscorea bulbifera) polifenol-oxidaz nyers
kivonattal modositott, dopamin meghatarozasra alkalmas bioszenzor alkalmazasat irja le. Ennél a
bioszenzornal az alsé kimutatasi hatar értéke 7,5*10* mol/dm® dopamin, foszfat pufferben, pH=
7,0 és Ecsicsx=10,15 V vs. Ag/AgCI mellett. Az irodalomban ennél alacsonyabb LOD értékekr6l is
olvashatunk, burgonya szovet felhasznalasaval készitett bioszenzor esetében 2,5*10° mol/dm?

213 mig egy alma por felhasznalasaval készitett

dopamin értéket kozolnek Forzani és munkatarsai,
enzim szenzor esetében 4 *10° mol/dm?® a feltiintetett LOD érték.’®! Hasonlo, vagy nagyobb
kimutatasi hatarokrol kozolt adatok olvashatok nanoméretli kobalt-ftalocianin részecskékkel
modositott szénpaszta elektrod esetében, miszerint az LOD érték 1*10° mol/dm® dopamin,?’* mig
polipirrol/ferrocianid réteggel torténd modositas esetében ez az érték 3,86*10° mol/dm?
dopamin.?™

A tarolasi és munkastabilitast vegyesen jellemz6 adatokat mutat be a 6. tablazat. A munka
soran Ot kiilonboz6 bioszenzorral, egymast kdvetd napokon végeztem méréseket. A celldkban
lathat6 adatok sorra: napi atlagos érzékenység az elsd nap értékéhez képest (%); injektalasok szdma

az adott napon; mérési idétartam az adott napon (s).
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Nap 1. elektrod 2. elektrod 3. elektrod 4. elektrod 5. elektrod
Atlagos érzékenység az elsé naphoz képest (%); injektalasok szama az adott
napon; mérési idétartam (s)
1. 100%; 102 db; 100%; 6 db; 100%; 120 db; | 100%; 12 db; | 100%:; 54 db;
4,51*3600 s 0,31*3600 s 6,42*3600 s 1,79*3600s | 2,84*3600 s
2. 57%:; 12 db; 75%:; 78 db; 88%; 24 db; 73%:; 42 db; --
0,91*3600 s 5*3600 s 1,78*3600 s 4,44*3600 s
3. 57%:; 12 db; 18%; 12 db; 69%:; 12 db; -- --
0,58*3600 s 2,29*3600 s 0,48*3600 s
4. 32%; 24 db; -- -- 8%; 12 db; 106%; 12 db;
2,27*3600 s 0,91*3600 s 1,43*3600 s
5. - -- -- - 16%; 6 db;
1,11*3600 s

6. tabldzat: Ot bioszenzor mérési és taroldsi stabilitasat jellemzé adatok az egymdst kévetd napokon elvégzett
mereések alapjan. A cellakban lathato adatok sorra: napi dtlagos érzékenység az elsé nap értékéhez képest (%);

injektalasok szama az adott napon, napi mérési idétartam (s).

A mérések idOszakdban tobbnyire 29-34 °C homérséklet volt a laoratéoriumban, a
bioszenzorokat a mérések kozott ezen a hdmérsekleten, a napi munka befejezését kovetden puffer
oldatban, 4 °C-on, hiitdszekrényben taroltam. A 6. tablazat adatai alapjan megallapithato, hogy a
bioszenzorok ezen koriilmények mellett az elkészitést kovetd 1. nap utdn még 1-2 napig csokkend
érzékenység mellett hasznalhatoak, amennyiben ez még kielégito lehet az adott minta elemzéséhez.
Az 6todik elektrod esetében az elsd nap utan, két nap tarolast kovetden végeztem Ujra méréseket,
meglepden jo érzékenységgel. Ez a tarolasi stabilitds szempontjabol figyelemremélto adat.

A tarolasi stabilitas és javithatosaganak szempontjabol 1ényeges informaciot jelentenek azok
az elokisérleti tapasztalatok, melyeknél Gn. aktiv szénpasztaval készitettem (szénpasztidba kevert
1-3% banan szovet) a bananotrodokat. Ezekben az esetekben az aktiv szénpasztat min. 2 hétig
alkalmazni lehetett szenzorkészités céljara.

A doktori munkam soran alkalmazott bioszenzor kialakitas esetében (GC alapelektrod banan
réteggel modositva) az elkészités napjan megkezdtem a munkat, a tarolhatosag javitasi
lehetdségeinek tanulmanyozdsa nem volt célom. A bioszenzorral végzett mérések
reprodukalhatosaga az optimalis reakcioréteg miikodésétol és épségétol fiigg, melyet sziikség

esetén, gyorsan, koltséghatékonyan €s jol reprodukalhatoan lehet kivitelezni.
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A bioszenzor elkészitésének sikeressége tobb honapos gyakorlati tapasztalatok elsajaitasa
utan: 10 esetbdl 10 miikddd bioszenzor. Ezek meredekségébol szamolt reprodukalhatdsagot 33%-
os szoOras adattal lehet jellemezni. Az elkészités utan az els6 harom kalibracié alapjan dontottem az
adott elektrod alkalmazasardl, illetve Gjboli elkészitésérol.

A kalibraldst minden nap minimum egyszer sziikséges elvégezni, de célszerli minden

alkalommal kdzvetleniil a mérések elott és ellendrzésképpen a mérések végén is megismételni.

4.2 L-aszkorbinsav mérés modell tortuézus kozegben

A tortuézus kozegekben Kkivitelezett kisérleti munkam folyaman L-aszkorbinsav
elektrokémiai meghatarozasanak lehetdségeit vizsgaltam. Az LAS megfeleld potencial
alkalmazasaval, az alabbi reakcio szerint elektrokémiailag konnyedén oxidalhato (9. egyenlet). Az
amperometrias mérések soran, GC munkaelektrodon alkalmazott 0,6 V vs. Hg/Hg:Cl>
munkapotencidl értékét, eldzetesen készitett ciklikus voltammogram felvételek alapjan

valasztottam ki.

HO  OH

L-aszkorbinsav dehidro-L-aszkorbinsav

(9)

Amennyiben kronoamperometrias technikat kivanunk koncentracié mérés céljara hasznalni,
a kiértékeléshez kalibracios gorbe sziikséges. Az agyban végzett, monoamin neurotranszmitter
anyagok mérésére szolgalo in vivo kutatasok kezdeti idészakaban a kronoamperometrias aram-ido
gbrbek bizonyos szakaszait integraltak és az igy eredményezett toltésmennyiség értéket hasznaltak
a mintaban mérheté koncentracio kiszamitasanal.2’® A kalibraciot vizes oldatokban végezték, mig
a mérések a kisérleti allatok kdzponti idegrendszerének kiilonb6z6 teriiletein torténtek. Az aram
integralast kozvetleniil a kondenzator aram lecsengését kovetden kezdték, és rovid ideig folytattak,
hogy az elektrédfeliilet kdzelében kialakult diffuzios profil, két mérés kdzott, kiegyenlitddhessen.

A kronoamperometrias technika - kémiai analitikai célokra tortén6 - alkalmazasanak masik
lehetséges modja, hogy a mérési potencial bekapcsoldsa utan egy meghatarozott iddpillanatban

(Ati) mért aram értéket tekintjiik analitikai jelként. Ennek megfeleléen, nagyszamu, kiillonb6zé
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iddpillanatokhoz tartoz6 kalibracios gorbét készithetiink. A minta koncentracid kiértékeléséhez az
azonos idépontokhoz tartozo kalibracios adatokat kell hasznalni. Azaz a kalibralo oldatokban mért,
adott id6pillanathoz (Ati) tartozé koncentraciod és aram (Icaq) értékeket kell hasznalni az adott
id6pillanathoz tartozo, mintdban mért aram értékekek (Isaq) alapjan torténé minta koncentracio
meghatdrozasara. Amennyiben a kiilonb6zd Ati iddpillanatokhoz tartozé kalibracios adatokat és
ezen megfeleld Atiid6pillanatokhoz tartozo, mintaban mért aram értékeket (Is ai) hasznaljuk, akkor
mindig azonos minta koncentracio értékeket kell eredményiil kapnunk. Ha azonban a minta matrix
¢s a kalibralo sztenderd oldatok diffuzids viszonyai egymastol eltéréek, akkor a kiillonbozo At
iddpillanatokhoz tartoz6, mintabeli szamitott koncentracio értékek kiilonbozdek lesznek.

Ennek szemléltetésére a 20. a) abra, kiilonb6z6 LAS koncentracioknal felvett 0,6 V
elektrodpotencial mellett készitett kronoamperometrias felvételeket mutat. Az LAS koncentracid
értekek ezen az abran - a zoldségek és gylimolesdk esetében szokasos koncentracid tartomanyt

magaba foglaloan -, rendre 50, 100, 150, és 200 mg/100 g LAS egységben vannak megadva.
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20. dbra: a) Vizes LAS oldatban felvett kronoamperometrias gorbék (d, ¢, b, a), rendre 50, 100, 150, 200 mg/100
g oldat koncentracio esetében. Mérési potencidl: 0,6 V vs. HQIHQ2Cly, hdttérelektrolit: pH=7,0 PBS puffer. b) Rendre,

2, 4, és 6 masodperchez tartozo 1. i kronoamperometrias adatokbol készitett kalibracios gorbék.

Az abran lathaté regisztratumokat ugy készitettem, hogy Ati=0 idOpillanatban, all6 sztenderd
oldatba helyezett, membran bevonatot nem tartalmazé “csupasz” GC elektrodra 0,6 V elektrod
potencialt kapcsoltam és regisztraltam az idében az aramot. A harom fliggéleges vonal azokat az
id6pillanatokat jelzi, amelyeknél az I ai aram értékeket kivalasztva, bel6liik a 20. b) abran 1athatd

kalibraciés gorbét készitettem. Amint az jol ismert, a plandris elektrodok esetében a

C (mg LAS /100g oldat)

kronoamperometrias gorbe a Cottrell-egyenlettel (10) irhato le
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1

1
I (c,At;) = nFAc(2)zt 2 = ke (10)
Ahol I: aram (A), F: Faraday alland6: 96485 (C/mdl), A: elektrokémiailag aktiv feliilet

nagysaga (cm?), c: elektroaktiv anyag koncentracioja a tombfazisban (mol/cm?), D: elektroaktiv

anyag diffuzios egyiitthatdja (cm?/s), t: id6 (s), k: konstans.

A kovetkezokben azt kivantam megvizsgalni, hogy a kronoamperometrids mérési modszer
meghatarozasara. Ezért bevonatnélkiili GC elektroddal kalibraciés gorbéket vettem fel vizes
oldatokban, kiilonb6zé LAS koncentraciok mellett. Ezt kdvetéen 100 g, pH=7,0 PBS pufferbdl
készitett, 100 mg LAS/100 g oldat koncentracioji oldatot 100 cm3-es féz8poharba ontdttem, s
ehhez kb. 5 g homokot adtam. Ebben a rendszerben Hg/Hg.Cl, referencia- és platina lemez
ellenelektréd, valamint GC munkalektrod alkalmazasaval kronoamperometrids méréseket
végeztem. Egymast kovetden, 6t 10 s hosszusadgu kronoamperometrias felvételt készitettem, koztiik
Ot perces varakozasi idoket tartva. A kiértékeléskor az elsd két felvételt figyelmen kiviil hagytam
¢s a maradék harom atlagolt értékét hasznaltam kalibracidhoz, értékeléshez.

A mérések egy részében a munkaelektrodot az oldatban, a leiilepedett homok folé
pozicionaltam, mig a masik résziikben leengedtem az iiledékbe. Ebben az esetben az elektrod
mérofeliilete kb. 5 mm-rel a homok-folyadék hatarfazis szintje ala kertilt. Az elektrod leengedése
elott mindig intenziv keverést alkalmaztam, az elektrod feliiletének kopasat és a a homok
Osszetomoriilésének elkertiilésére. A mérést a keverés leallitasa és az iilepedés utan kezdtem. Az

alkalmazott mérési elrendezést a 21. abra mutatja.
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Referencia el. GC Munka el.

Ellen el.
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Tortudzus kdzeg

'

Diffuziés membran

21. dbra: Tortudzus kozegekben kivitelezett mérés sematikus elrendezése

A 22. abra az oldatban (a gorbe) és a homokban (b gorbe) készitett felvételek
Osszehasonlitdsat mutatja be. Amint az elére varhato, az iiledékben felvett &ram gorbe az oldatban

készitett felvétel alatt fut, hiszen az iiledékben kialakul6 diffazios fluxus kisebb az oldatbelinél.
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22. dbra: a) LAS oldatban (a goérbe) és iiledékben (b gorbe), csupasz GC elektroddal felvett

kronoamperometrias gorbék dsszehasonlitisa. LAS koncentrdacio: 100 mg/100 g oldat, mérési potencidal: 0,6 V vs.

Hg/HgCly. B) Megfeleld koncentracio értékek, melyeket a vizes kalibrdcié sordn felhaszndlasaval szamitottam.

A 22. a) abran lathaté aram gorbéket a vizes sztenderd oldatokkal felvett kalibracids
Osszefiiggés alapjan értékeltem ki, s az igy szdmitott koncentracid értékeket a megfeleld At;
iddpillanatok fliggvényében abrazoltam, amint azt a 22. b) dbra mutatja. Lathato, hogy az oldat

fazisban kivitelezett kalibracio adatai alapjan szamitott koncentracié értékek barmely Is aiértéknél
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megfeleld eredményt jelentenek, azonban az iiledékben mért Isaq értékeknél a szadmitott
koncentraci6 értékek nem megfeleldek.

Csupasz elektroddal, az oldatfazisban végzett mérések eredményei az alkalmazott kalibracio
¢s kiértékelés utan azt a koncentracio értéket adtak, amirdl tudom, hogy valds, mert az oldatkészités
soran én magam ilyen koncentracio értéket allitottam be. Tehat ezzel a modell oldatban kivitelezett
kisérlettel bebizonyitottam, hogy a mérési és kiértékelési modszer alkalmazhato erre a célra.

Csupasz elektroddal, tiledékben végzett mérések eredményei az alkalmazott kalibracio és
kiértékelés utan azt a koncentracio értéket adtdk, amir6l tudom, hogy nem valds, mert az
oldatkészités soran én magam toményebb oldatot készitettem, mint amit itt ezzel a mddszerrel
megmértem ¢s a kiértékelés soran eredményként kaptam. Tehat ezzel a modell oldatban kivitelezett
kisérlettel bebizonyitottam, hogy a csupasz elektroddal kivitelezett, iiledékbeli mérési ¢és
kiértékelési modszer nem alkalmazhat6 erre a célra.

Ezen mérések alapjan egyértelmiien latszik, hogy a diffizids anyagtranszporton alapuld
egyeb voltammetrids mérések is hasonld bizonytalansaggal rendelkeznek, s eléfordulhat, hogy a
tortuozus kozegekben 1évo elektroaktiv anyagok koncentracié meghatarozasai hibasak. Amint az
analitikai kémia alapjaiként ismeretes, a kalibraciot a mintdhoz hasonld tulajdonsagokkal
jellemezhetd sztenderdek segitségével kell végezni. Azonban olyan mintak esetében, ahol a
diffuzios tulajdonsagok térbeli €s iddbeli valtozékonysaga all fenn, nem koénnyli megfeleld

kalibralo sztenderd oldatokat késziteni.

4.2.1 Diffazios réteggel modositott elektrod és rovid idejii kronoamperometrias detektalas

Elképzelésiink szerint egy vékony, elektrodfeliiletet boritd, beépitett diffuzios réteg
alkalmazasa megoldast jelenthet. Ilyen modositott munkaelektrod hasznalataval, megfeleld
koncentraci6 értékek nyerhetdk, s ehhez csupan egy kellden rovid mérési id6 sziikséges. Ilyen rovid
mérési idoket alkalmaznak a kronoamperometrias mérések soran.

A magyardzathoz a Cottrell-kisérlet azon dabrajara sziikséges emlékezni, amelyen a
mérdpotencial bekapcsolasat kovetden a kiilonbozd Atiiddpillanatokhoz tartozo, sik elektrodfeliilet
kozelében kialakuld aram-tdvolsag gorbéket lathatjuk. Ati=0 idOpillanatban a koncentraci6 az
elektrodfeliileten és a tombfazisban megegyezik. Amint kellden nagy reakcido sebességet
eredményez6 elektrodpotencialt kapcsolunk a munkaelektrodra, a feliileti koncentracié nullara

csokken, mikdzben kis tavolsagokban, a koncentracio még nem valtozik. Az id6 elérehaladtaval,
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koncentracié gradiens alakul ki a nyugvd kozegben, s az elektrodfeliilet és a tombfazisbeli
koncentracioval jellemezhetd rész kozott a tavolsag folyamatosan novekszik. Amennyiben az
elektrodfeliileten beépitett difftizios réteget alkalmazunk, ki tudunk valasztani egy olyan rovid
mérési iddszakot, amelynek sordn az elektroaktiv anyag diffuzids profilja még a difftzios
membranban helyezkedik el, természetesen a kondenzator d&ram lecsengését kdvetden.

Amennyiben a mintaban, illetve a sztenderd oldatokban 1évé mérendé anyag koncentracidja
minden kronoamperometrias felvétel el6tt kiegyenlitddik a diffazids rétegben, akkor a vizes
oldatokban felvett kalibracidés 0Osszefliggés felhasznaldsaval kiértékelt tortudzus mintak
koncentraci6 értékei megbizhatd eredményre kell, hogy vezessenek.

Ennek az elképzelésnek az alkalmazatosagat ugy teszteltem, hogy a GC elektrod
mérdfeliiletét dializismembrannal boritottam ¢és 10-20 s hosszisagii kronaoamperometrids
felvételeket készitettem, 5 perces varakozasi idok kozbeiktatasaval. A korabban emlitettekhez
hasonldan, 6t felvételt készitettem, melyekbdl az utols6 harom atlagait hasznaltam. A 23. dbra a
vizes oldatban és az iiledékben készitett felvételek Osszevetését mutatja. Amint az lathato, rovid
mérési idoknél a két gorbe atlapol egymassal, majd a 2 masodperces mérési iddszak koriil

szétvalnak és innentdl kezdddden, az 1d6 elérehaladtaval, fokozatosan tdvolodnak egymastol.
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23. dbra: a) LAS oldatban (a gorbe) és iiledékben (b gorbe), membrannal bevont GC elektroddal felvett
kronoamperometrias gorbék dsszehasonlitasa. LAS koncentracio: 100 mg/100 g oldat, mérési potencial: 0,6 V vs.

Hg/Hg2Clo. B) Megfeleld koncentracio értékek, melyeket a vizes kalibrdcié felhaszndldsdval szamitottam.

A 23. a) abran lathato aram tranzienseket a vizes fézisban kivitelezett kalibracios adatok
felhasznalasaval értékeltem ki, s a koncentracid értékeket a Ati iddpillanatok fliggvényében

abrazoltam, ezt a 23. b) abra mutatja. Kis At; értékek esetén, az iiledékre vonatkozd (b gorbe) és az
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oldat fazisra vonatkozo (a gorbe), szamitott koncentracid értékek jol megkozelitik egymas. Ez az

eredmény a fent ismertetett hipotézist timasztja ala.

4.2.2 A diffuzios réteg vastagsaganak hatasa

Tortu6zus kdzegben végzett voltammetrias mérés tervezése esetén az elektrodfeliiletet borito
difftzids réteg vastagsaga kritikus paraméterként meriil fel. Nagyon vékony rétegek nagyon rovid
mérési idot tesznek lehetévé, azonban igen rovid Ati értékek esetén a kondenzator dram til nagy
értéke jelentkezhet problémaként. Més részrél a til nagy membranvastagsag esetén hosszu
varakozasi 1d6 sziikséges minden mérést kovetden. Kisérleteim soran, kiilonbozo diffazids
rétegvastagsaggal ellatott elektrodokat készitettem, kiilonb6zd szamt dializismembran réteg
alkalmazasaval. Kiilonb6z6 LAS koncentraciok mellett, kronoamperometrids felvételeket
készitettem ezekkel az elektrodokkal, az iiledékben és az iiledék feletti folyadék fazisban. A
koncentraci6 értékeket a vizes kalibracios adatok felhasznéalasaval szamitottam ki mind a folyadék,
mind az iledék fazisra vonatkozoan. A 24. abra ezeket a koncentracié értékeket a Ati idok
fliggvényében abrazolja. Amint az lathato, egy membran réteggel ellatott elektrod esetében az igen
rovid: 15- kb. 500 ms tartomanyba es6 At értékek esetében kapunk megbizhatdo koncentracio
értekeket, ennél hosszabb id6knél az iiledék fazisban jelentdsen kisebb értékeket mériink a
valosnal, ill. a folyadék fazisban meghatarozotthoz viszonyitva: 24. a) abra. Ezen eredmények
alapjan megallapithato, hogy a 15 ms értéknél felvett elsé Ati idépontokhoz tartozé koncentracio
értékek mar a valos eredményt szolgaltatjadk és csak a koncentracioval ardnyos Faraday-dramot
tiikrozik. Jol lathatd, hogy a folyadék és tiledék fazishoz meghatarozott C-Ati pontok folyamatosan
tavolodnak egymastol, amint a diffiizids koncentracioprofil elhagyja a membrant és a tombféazisba

ér, s ez a kiillonbség az LAS koncentracidé novekedésével mind nagyobb mértékii.
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24. abra: Koncentracio-idé gorbék négy kiilonbozo LAS koncentraciora vonatkozoan, oldatban és iiledékben,

a) egy-, b) két-, és c) harom membran réteggel fedett GC munkaelektrod alkalmazdsa esetében.

A 24.a), b), ¢) abra mérési eredményei az elméleti feltevést jol alatamasztjak, az iiledékfazisban is
valos eredményt szolgaltatd At id6k egyre hosszabbodnak a membran rétegek szamaval. A 24. b)
abrarol leolvashato, hogy a két réteggel ellatott elektrod és az alkalmazott mérési modszer kb.
1500-2000 ms idokig eredményez megfeleld értékeket. A 24. c) abra alapjan megallapithato, hogy
a harom réteggel ellatott elektrod és az alkalmazott mérési modszer kb. 3000-4000 ms idékig
eredményez valos értékeket. Lathatd, hogy ezek az iddtartamok a rétegszam ndvekedéséhez
viszonyitva valamivel nagyobb mértékben hosszabbodnak, ami példaul azzal magyarazhato, hogy
a késébb rogzitett rétegek kiss¢ lazabbak lehetnek, kozéjiik vastagabb folyadékréteg szorulhatott.
Megallapithato, hogy a kitlizott analitikai feladat megoldasdra minddssze 15 ms hosszisagu
kronoamperometrias mérési id6 és egy réteg dializismembrannal (vagy akar egy még vékonyabb

diffazids réteggel) bevont elektrod is elegendd. Altalanossagban igaz, hogy a réteg tervezésénél
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érdemes minden esetben az adott analitikai alkalmazas meghataroz6 szempontjait figyelembe

venni.

4.3 Kozvetlen L-aszkorbinsav meghatarozas paprikaban

Az L-aszkorbinsav vizes oldatokban torténd meghatarozasa, kiilonb6z6 voltammetrias
modszerek alkalmazasaval, viszonylag konnyi feladat. Gylimolesok és zoldségek leve szintén
alkalmas hattérelektrolitot jelenthet voltammetrias mérések kivitelezéséhez, a viszonylag nagy
elektrolit koncentracionak és a tobbé-kevésbé pufferelt pH-nak koszonhetden. Ezért feltételezheto,
hogy a zoldségek és gyiimdlesok LAS tartalmat kdzvetleniil meg lehet hatarozni voltammogramok
felvételével, a szovetiikbe helyezett, vagy facsart leviikkbe martott specialis munkaelektrod
alkalmazasaval.

Célul tliztem ki a sarga paprikéban, mintaelokészités és elvalasztasi 1épés alkalmazasa nélkiil,
kozvetleniil kivitelezhetd voltammetrids LAS meghatarozasi modszer kidolgozasat. Els6 1épésként
a paprika levében, GC munkaelektroddal, egymast kdveten ciklikus voltammogramokat vettem
fel 0,1 V/s pasztazasi sebesség mellett. A voltammogramok kozott 60 masodperc varakozasi id6t
tartottam. A voltammogramokon jol lathato cstcs jelezte az LAS jelenlétét a paprika 1ében (25. b)
A foszfat puffer pH-jat 5,9 értékre allitottam be, a paprika 1ében mérhetd értékkel megegyezden
(25. a) abra).

-80 -



Eredmények és értékelés

0,25
0,20 -
0,15
z
= 0101
0,05 -
0,00 -
0,05
a)
0,14 4
0,12 4
0,10 4
0,08
<
£ 006
0,04 4
0,02 4
0,00
_0’02 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
b) E (mV)

s

munkaelektroddal felvett ciklikus voltammogramok. A felvételek kozott 60 s varakozasi ido telt el.

Amint az a 25. abran megfigyelhetd, a pufferelt LAS oldatban kb. 250 mV-nal, mig a paprika
Iépben kb. 600 mV-nal jelentkezik a cstics. A jelenség egyik, igen valosziniisithetd magyarazhato,
hogy a mérés elott tisztitott, polirozott elektrod az LAS oldatban nem (elhanyagolhaté mértékben)
szennyezddik, mig a rostos paprika 1ébe martott csupasz elektrod feliiletére mar az elsé ciklikus
voltammogram felvételét megel6zden egy ohmikus potencidlesést eredményezd réteg tapad. Ezt
az elképzelést tdmasztja ald az is, hogy a tovabbi CV-k felvétele soran, tehat ahogy az elektrod
egyre tobb 1d6t van a paprika Iében, a cstcspotencidl folyamatosan tovabbtolddik a csucsaram

értékek csokkenésével 0sszhangban. Tehat ez az ohmikus potencialesést okozo réteg, ill. hatas
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folyamatosan ndvekszik a paprika 1ében t6lt6tt idé muldsaval. Tovabbi lehetséges magyarazatként
szolgalhat a paprika 1ében talalhat6 egyéb biokémiai komponensek interferencia hatasa.

A voltammogramokon a csucsaramok értékét (Ics) vettem figyelembe az Gsszehasonlito
értékeléshez. Az elsé felvételt figyelmen kiviil hagytam, a tobbi esetében a csticsaramokat (Ics) a
masodik voltammogramnal leolvasott értékhez (Ics2) viszonyitva normalizaltam. Az igy kiszamitott
Ics/lcs2 aranyokat a sorozatos felvétel sorszamanak fiiggvényében abrazoltam. Ugyanezen méréseket
dializismembrannal bevont elektrod alkalmazasaval is elvégeztem. Az eredményeket a 26. abra

mutatja be.
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26. abra: Sorozatosan felvett ciklikus voltammogramokhoz tartozé normalizalt csucsaramok, melyeket (m)
csupasz, illetve (o) membrdannal bevont GC elektréddal készitettem, pufferelt LAS oldatban (100 mg/100 g), tovabba
melyeket (A) csupasz, illetve (V) membrdannal bevont GC elektroddal készitettem paprika lében. Potencidlablak: 0-
0,9 V vs. Ho/HQ.Cly, pdsztazasi sebesség: 0,1 V/s, a CV-okat megeldzéen, illetve koztiik alkalmazott pihentetési idd 60
s volt.

Lathato, hogy a pufferelt LAS oldatokban felvett, ismételt voltammogramok cstcsaram
értékei szinte azonosak mindkét elektrod tipus alkalmazasa esetében. Azonban a vizsgalt paprika
Iében, csupasz elektroddal készitett voltammetrids csucsok folyamatosan csokkennek. Ez az
elektréd szennyezddését jelzi. A paprikalé néhany Osszetevdje az elektrodreakcid soran
folyamatosan csokkenti a GC aktiv elektrodfeliiletét. A tizedik, paprika 1ében mért Ics érték a
masodik érték 75%-anal is kisebb. Az elektrodszennyezddés altal okozott érzékenység csokkenés
nagy mértékben neheziti a kdzvetlen voltammetrids mérés utjan torténd LAS meghatarozast a

paprika 1ében. Joval kisebb mértékii elektrodszennyezddés figyelhetdé meg abban az esetben,
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amikor a voltammogramokat membrannal boritott elektroddal vettem fel. Valoszintisithetd, hogy
a dializismembran, mint egy méretkizarasos réteg viselkedik, s ezaltal csokken a veszélyes
komponensek elektrod feliiletére iranyul6 transzportja.

Ciklikus voltammetrids mérések esetén az oxidalo elektrodpotencialt (tartomanyt)
viszonylag hosszu ideig alkalmazzuk. A hosszan tartd oxidaldé potencial fennallasa pedig
nagymértékii  szennyezddéshez vezet. Megfeleld potencidlon torténd, rovid idejl
kronoamperometrias mérések alkalmazasaval, a mérési id6 drasztikusan rovidithetd. Varhato, hogy
dializismembrannal boritott elektrod és rovid idOtartamig alkalmazott kronoamperometrias
méréstechnika esetén, a paprika 1ében fellépd elektrodszennyez6dés zavard hatasa, lényegesen
csokkenthetd.

Amennyiben a munkaelektrodot a paprika hisaban torténd, kozvetlen LAS meghatarozasra
szeretnénk hasznalni, a fentieken kiviil figyelembe kell venni a tortuozitds problémdjat is. A
sztenderd addicios modszer alkalmazasa ez esetben nem kinal megoldasi lehetdséget, azonban - a
modell mérések sordn bemutatottaknak megfeleléen -, igéretesnek tiinik egy diffizids réteggel

modositott munkalektrod, és rovid idejli kronoamperometrias méréstechnika alkalmazasa.

4.3.1 A modositott elektrod feltoltodéséhez sziikséges idotartam

A modszer alkalmazasanak kidolgozasa sordn elsd lépésként, a mérések soran diffuzios
rétegként szolgald dializismembran feltoltddéséhez sziikséges pihentetési idOtartam hosszat
allapitottam meg. A kisérletek soran egymadast kovetden, tiz kronoamperometrias felvételt
készitettem LAS oldatban, dializismembrannal bevont GC munkaelektroddal, egyforma
varakozasi idotartamot alkalmazva a mérések elott, ill. koztiik. A tizes mérési sorozatokat 15, 30,
45 és 90 masodperc varakozasi idok mellett is elkészitettem. A 0,6 V vs. Hg/Hg-Cl, potencialugras
alkalmazasat kovetden, 0,3 masodpercnél mért, normalizalt aram értékeket a pihentetési 1d6
fliggvényében abrazoltam (27. abra). Amint az abran lathatd, 15 s-0S varakozasi id6 esetében a
tizedik kronoamperometrids gorbéhez tartoz6 adram értéke csupan 86%-a masodik felvételhez
tartozo értéknek. Jol lathato, hogy hosszabb pihentetési idok alkalmazasa soran a pontok egyre
kozelebb keriilnek egymashoz. 90 masodperces varakozasi id6 esetén az utolsé pont kb. 100%-a a
masodik pont értékének, tehat igen kozel vannak egymashoz. Ezért a tovabbi kisérletek soran, 90
masodperces varakozasi 1d6t alkalmaztam a nyugvo kozegben 1évd elektroaktiv komponens

koncentracio-kiegyenlitddésének biztositasara.
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21. abra: Kiilonbozd varakozdsi iddk mellett, sorozatosan ismételt kronoamperometrids felvételek, 0,3 s-ndl
vett, normalizalt aram értékei. Az ismétlésekhez tartozo aram értékeket, a masodik kronoamperometrias felvételek
értékeire normalizaltam (Il13). Dializismembrdnnal bevont GC munkaelektrodot alkalmaztam, pH=15,9 puffer oldatbol
készitett LAS oldat koncentracioja: 100 mg/100 g. Az dramkér megszakitasahoz tartozo kiegyenlitédési idot 15, 30, 45

és 90 masodpercnek valasztottam. A szimbolumok a sorozatosan felvett Isooms értékek sorszamdt jelzik.

Amint az a kisérleti eredmények alapjan valdszintsithet6, diffuzios réteggel modositott
munkaelektrod, rovid idejii kronoamperometrias mérések és kellden hossza pihentetési 1d6
alkalmazasaval, a sarga paprika LAS tartalma kozvetleniil, mintaelOkészités és elvalasztasi 1épés
nélkiil meghatarozhatd. A minta tortuozitasa és az elektrodszennyezddést okozo matrixalkoto
komponensek zavar6 hatésa; elfogadhat6 szintre csokkenthetd. Azonban a mérés bizonytalansagat

egy tovabbi minta-fliggd tulajdonsag is befolyasolhatja, s ez a viszkozitas.

4.3.2 A viszkozitas hatasa

A kronoamperometriaban, a diffiiziés anyagtranszport koriilményei mellett, az aram az e-
lektroaktiv anyag diffuzios egyiitthatdjanak fiiggvénye. A diffizids egyiitthatd pedig, — tobbek
kozott — a dinamikus viszkozitastol fligg. A matrix komponensek a diffuzids rétegbe juthatnak,
megvaltoztatva a viszkozitast. Ez a hatds megkérddjelezheti a vizes oldatokban felvett kalibracios
adatok megbizhatosagat.

A viszkozitas valtozas rovid idejii kronoamperometrias mérésekre gyakorolt, esetleges

crer

oldatokat készitettem. Ezen oldatok esetében az olddszer készitése soran PBS puffert és glicerint
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hasznaltam a kovetkezo térfogataranyokban (%-ban) keverve: 87,5/12,5; 95/5; 97,5/2,5; 100/0. A
kiilonb6z6é viszkozitasu oldat keverékekben végzett, LAS oxidacidés, kronoamperometrids

méréseket a 28. abra mutatja.
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28. abra: Kiilonbozd viszkozitasu oldoszer keverékekben, LAS oxidacio sordn készitett, kronoamperometrids
dram tranziensek. A modell oldatok 150 mg LAS és 100 ml oldat felhaszndldsaval késziiltek, a modell oldatok vizes
PBS puffert és glicerint valtozé ardnyban tartalmaztak: d- 87,5/12,5; c- 95/5; b- 97,5/2,5; a- 100/0. (V/IV% puffer/VIV%
glicerin) Mérési potencial: 0,6 V vs. Hg/Hg.Cl,, Munkaelektréd: csupasz GC.

Amint az a 28. abran lathato, a kronoamperometrias gérbék egyre kisebb aram értékeket
mutatnak, az olddszer elegyben 1évé glicerin aranyanak emelkedésével 6sszhangban. Amennyiben
a megfeleld potencidlugrast kdvetden az elektrodreakcid sebességmeghatarozo 1épése a linedris
diffazié, a kronoamperometrias gorbéket a Cottrell-egyenlet (10) irja le és a diffuzids egyiitthato a

viszkozitas fliggvénye — a Stokes-Einstein egyenletnek megfelelden (11):

p=-"L (11)

6mna
, ahol k: Boltzmann allando: 1,380649+10—23 (J/K); T: abszolit hémérséklet (K); a: a

molekula effektiv atmérdje (m); n: a kozeg viszkozitasa (Pas), D: elektroaktiv anyag diffazids
egyiitthatoja (cm?/s) -, ezért az aram (1) és a viszkozitas reciproka négyzetgyoke (5Y?) kozott
lineéaris fiiggvénykapcsolat feltételezhetd, amennyiben a molekula effektiv sugara a vizsgalt
Osszetételii oldoszer tartomanyban alland. Méréseim soran kapott, lnorm vs. 7712 fiiggvényt mutat

a 29. abra. Az egyes aram értékeket (lnorm) a 28. abran bemutatott kronoamperometrias gorbék
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100% puffer tartalma LAS oldatban mért aram értékekre vonatkoztattam. A modell oldatok
hidrodinamikus viszkozitas értékeit kapillaris viszkoziméterrel és piknométerrel hataroztam meg.

Mivel ennek a kisérletnek a célja a vizes LAS oldat és a membran pérusaiba keriil6 paprika
folyadék viszkozitas eltérésbol eredd aram kiilonbség becslése, ezért a centrifugalt és sziirt paprika
folyadék dinamikus viszkozitasat ugyanolyan modon hataroztam meg, mint ahogy azt a glicerin-
puffer modell oldatelegyek esetében tettem. A mért értékek a 29. abran lathatok. A centrifugalt,
szlirt paprika 1ére meghatarozott normalt aram (lnorm) értéket, az ugyanezen mintara kisérletileg

meghatarozott # érték alapjan szamitottam ki.
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29. dbra: Kisérletileg meghatdrozott normalt aram (lnorm) értékek a mért viszkozitas (i) értékek négyzetgyok
reciprokdnak fiiggvényében dbrdzolva. A modell oldatok 150 mg LAS és 100 ml oldat felhasznadldsaval késziiltek, a
modell oldatok vizes PBS puffert és glicerint valtozo térfogatardanyban tartalmaztak: d- 87,5/12,5; c- 95/5; b- 97,5/2,5;
a- 100/0. (VIV% puffer/NVIV% glicerin). A normalt dram (lnorm) értékeket a 100% vizes pufferelt daram értékekre
vonatkoztattam (lnorm= (I/12)X100). 4 centrifugdlt, sziirt paprika lére vontakozé normdlt dram (Inorm) érték szamitasa

az ugyanezen mintdra kisérletileg meghatdrozott viszkozitds (n) érték alapjan tortént.

Amintaz a 29. abran lathat6, a modell oldatok pontjai egy egyenes vonalon fekszenek, melyet
R?=0,996 érték jellemez, tehat a két egyenlet alapjan torténd feltételezés ezen kisérleti
koriilmények mellett igaznak bizonyult.

A centrifugalt, szlirt paprika 1¢& kisérletileg meghatarozott #=1, 111 mPa*s dinamikus

viszkozitas értékét a 100%-1g pufferrel késziilt LAS oldat értékéhez (=1, 011 mPa*s) viszonyitva,
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az igazolt Osszefliggés alapjan, a paprika 1¢ szamitott aram értéke a 100%-ban vizes pufferrel
késziilt LAS oldat aram értékének koriilbeliil 96,36%-a. Tehat, amennyiben az effektiv sugara az
LAS molekulanak allandonak tekinthetd, kb. 3,6%-o0s aram csokkenés varhatd a viszkozitas

kiilonbségbdl adodoan.

4.3.3 L-aszkorbinsav tartalom mérése rostos paprika lében

A diffuzios réteggel ellatott elektrod —€s a meghatarozott paraméterek: 90 s kiegyenlitodési
1d6, 0,3 s hosszi mérési periddus- analitikai teljesitményjellemzdinek €s a paprika lében torténd
alkalmazhatdsaganak vizsgalatara sztenderd addicidos méréseket végeztem sziiretlen paprika Iében
és ezzel parhuzamosan, 100 mg/100 g LAS oldatban.

A kronoamperometridsan kovetett sztenderd addiciés mérések sordn, sorozatosan 20-20 ul
1000 mg LAS/5 ml PBS puffer torzsoldatot injektaltam, Hamilton-fecskendd segitségével, 10 ml
mintaoldatba. A mérések eldtt és kozott tiz percen at nagytisztasagu nitrogént buborékoltattam a
mintaoldat és a sztenderd oldattal addicionalt mintaoldatokon at.

Minden egyes addicios 1épés 40 mg/100 g koncentracido novekedést eredményezett (a
higulést elhanyagolva). Egy kronoamperometrids mérést kovetden az elektrodot eltavolitottam az
oldatbdl, egy adagot injektaltam, majd 30 s keverést kovetden meritettem ismét az oldatba.

A 30. b) abra mutatja a membrannal modositott elektrodok esetében kapott eredményeket,
mig a membran bevonat nélkiili, “csupasz”/boritas nélkiili GC elektroddal készitett (ugyanezen

mérési koriilmények kozott felvett) mérési eredményeket a 30. a) abra mutatja be.
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30. dbra: 100 mg LAS/100g PBS oldatban és parhuzamosan, sziiretlen paprika lében végzett sztenderd addicios

mérések. @) membrdan nélkiili, csupasz GC elektréddal, b) dializismembrannal boritott GC elektroddal felvett

kronoamperometrias mérések.

Az 1j elektrokémiai mérési modszerrel kapott eredményeket jodometrias titralassal, mint

referencia-modszerrel meghatarozott eredményekkel vetettem Ossze. Ebben az esetben 10 ml

mintaoldatot (LAS oldat vagy paprika 1é megfeleléen dusitva), 75 ml desztillalt vizet és 1 ml

keményit6 indikatort tartalmaz6 oldatot Erlenmeyer lombikban, jod oldattal titraltam. A sztenderd

addicios mérések eredményeinek 6sszefoglalasat az 7. tablazat mutatja be.

Csupasz GC, Médositott GC,
kronoamperometrias kronoamperometrias Redox titralassal mért
mérés mérés
Linearitas Folyamatos elhajlas 19.R*=0,999 19.R*=0,996
Visszanyerés 89,549,3
93,9+1,6
% 93,1493 #
LAS konc.
115,9+6,11 115,5+1,16
mg/100g

7. tablazat: Sziiretlen paprika lében végzett sztenderd addicios mérések eredményeinek dsszefoglalasa; #

viszkozitasi korrekcioval szamitott érték.

A javasolt kronoamperometrids modszerrel mért koncentracid a titrdlassal kapott

eredménnyel meglehetdsen kozelinek bizonyult, kimagaslo linearitas érték mellett. A membrannal
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modositott elektrodot alkalmazod, kronoamperometrias mddszer visszanyerési értéke 4,3%-kal
kisebb a titralasi mddszerrel mértnél. Ez a kiilonbség nagyrészt a vizes oldat és a paprika 1¢
viszkozitasa kozotti kiilonbségnek koszonhetd. A paprikalé viszkozitasa a vizes oldathoz képest
nagyobb - a kordbban bemutatott mérésem alapjan -, s ez kb. 3,6%-o0s aram csokkenést eredményez
(a paprikalében, a vizes oldathoz képest). Ezért a jovobeli kisérletek soran egy korrekcids faktor
hasznalata javasolt, membrannal moddositott elektroddal, ugyanezen matrixban végzett
kronoamperometrids mérések esetében. A tovabbi 6-7% visszanyerési veszteség valdsziniileg a

sziiretlen paprika belsé matrix hatasat tiikrozi.

4.3.4 Kiilonboz6 anyagbol késziilt kések hatasa a paprika hus aszkorbinsav tartalmara

A kidolgozott modszert kiilonb6z6 anyagbol késziilt pengéjii késsel vagott, sarga paprika
szeletekben torténd kozvetlen LAS meghatarozéasra kivantam hasznalni. Az elokészitd kisérletek
soran a paprikabol sziiretlen levet nyertem, s harom 25 ml-es f6z6pohérba szétosztottam. Az els6t
fedetleniil, levegdn hagytam pihenni, a méasodikba egy rozsdamentes acélkést, mig a harmadikba
egy régi tipusu vas kést allitottam. Egy ora elteltével a késeket eltavolitottam, s amint azt a 31. dbra

is mutatja, a harom paprika 1¢ minta kozott szemmel is lathatd szinbeli kiilonbséget tapasztaltam.

31. dbra: Sziiretlen paprikalé mintdak 60 perces varakozast kévetden, a) kezeletlen paprikalé, b) acélkéssel kezelt

paprikalé, c) vas késsel kezelt paprikalé.

Az acélkéssel kezelt paprikalé szine egy 6ra elteltével mar észrevehetden sotétebb volt, a vas késsel
kezelt minta esetében pedig, a soOtétebb szin szembe6tls. A modositott GC elektrod
felhasznalasaval, rovid idejli kronoamperometrias méréseket végeztem ezekben a sziiretlen,

kiilonb6z6 késekkel kezelt paprika levekben. (32. abra)
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32. dbra: Kiilonbozé késekkel kezelt, sziiretlen paprika lé mintakban, médositott GC elektréddal készitett

kronoamperometrias felvételek: a) kezeletlen, b) acél késsel-, ¢) hagyomanyos vas késsel kezelt paprikalé.

A harom mintdban felvett kronoamperometrias felvételeket 0sszehasonlitva elmondhato,
hogy a kezeletlen paprika 1ében mért aram értékek a legnagyobbak, az acélkéssel kezelt minta
esetében mért aram értékek kicsit alacsonyabbak, mig a vas késsel kezelt paprika 1ében felvett
kronoamp fut a legalacsonyabb aram értékeknél.

Sarga paprika szeleteket parhuzamosan keramia, rozsdamentes acél és egy hagyomanyos
tipusu vas késsel vagtam fel, majd a feliileti sejtfalat ezekkel a késekkel enyhén felsértettem. A
mintakat a mérésig paras kornyezetben, féz6poharban, oraiiveggel lefedve taroltam. A mérési

elrendezést a 33. abra mutatja.
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- SE

-

Paprika szelet Dializis membran

33. dbra: Az elektrédok mérési elrendezése kozvetleniil paprika szeleten végzett LAS meghatdrozas soran. RE:

telitett kalomel referenciaelektrod, ME: membrannal modositott GC munkaeletrod, SE: platina tii segédeletrod.

A munkaelektrodot a mintaval érintkezésbe hoztam, s a megfeleld feltoltddési idot kovetden
(90 s) kronoamperometrias mérést végeztem, majd az LAS értékeket a vizes oldatokban felvett
kalibracio alapjan szamitottam. A méréseket a keramia kést alkalmazo eldkészitést kovetden par
percen beliil, mindharom minta tipus esetében pedig 60-80 perc elteltével végeztem el. Az

eredményeket a 8. tdblazat tartalmazza.

Paprika szelet Paprika szelet Paprika szelet Paprika szelet
Keramia kés Keramia kés Rozsdamentes acél Vas kés
kés
t=(0-10)*60 s t=(60-80)*60 s t=(60-80)*60 s t=(60-80)*60 s
Meghatarozott 110,6+5,6 102,4+5,8
98,1+6,1 mg/100g 83,4+6,6 mg/100g
érték mg/100g mg/100g
Korrigalt 114,5+5,8 106,1+£6,0
101,6+6,3 mg/100g | 86,4+6,8 mg/100g
érték mg/100g mg/100g

8. tablazat: Kiilonbozo anyagbol késziilt pengéjii késekkel elokészitett paprika szeleteken, kiilonbozo varakozasi
idoknél kivitelezett, kozvetlen LAS meghatarozas eredményei. A korrigalt értékek szamitasa a javasolt viszkozitasi

korrekcio figyelembevételével tortent.

Lathato, hogy az LAS koncentracido meglehetdsen nagy mértékben csokkent azon paprika
szelet feliiletén, melyet hagyomanyos vas késsel készitettem. Lényegesen magasabb LAS

koncentracio értéket mértem rovidesen a keramia kés alkalmazasat kovetden, s ezen minta esetében
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az oxidacio is lassabb. A rozsdamentes acél kés nyoman joval kisebb mennyiségii katalizator
keriilhetett a feliiletre, mint a vas kés nyoman. A 8. tdblazatban bemutatott szoras értékek 5 és 5,9%
kozott mozognak a keramia késsel készitett- és 6,2-7,9% kozott a tovabbi szeleteken végzett
mérések esetében.

Az itt bemutatott technika egy olcsd, hatékony mddszer a reagens mentes, gyors, paprikaban
torténd in-situ LAS meghatarozasra. Az L-aszkorbinsav helyi koncentracioja a mintaeldkészités
bizonytalansaga nélkiil mérhet6 és megbizhatd eredmény nyerhetd a javasolt viszkozitasi korrekcio
figyelembevételével. A helyi LAS koncentracié valtozasa meghatarozhato, ezaltal becsiilhet6 a
gyakorlatban alkalmazott kiilonb6z6 késekbol a paprikaba keriild fémionok hatasa. A diffuziods
réteggel modositott elektrod, a viszonylag hosszu feltoltédési- €s igen révid kronoamperometrids
detektalasi program betartdsa mellett, jO miikodési stabilitast mutatott: 30 felvétel utan
megfigyelhetd egy gyenge elektrod jel csokkenés. Tovabba a matrix tortuozitdsédban jelen 1évo
kiilonbségek nem befolyasoljak az eredményt, s nem ndvelik a kiillonb6z6é helyeken végzett
mérések kozotti szoras értéket.

Azonban a modszer korlatait is meg kell emliteni, s az alkalmazédsnal javasolt figyelembe
venni. A paprikdban az LAS koncentracié kis mértékben kiilonbozik a zoldség kiilonbozd
részeiben, ezért a meghatarozott érték fiigg a munkaelektrod helyétdl. Az LAS inhomogenitasa az
eredmények szoras értékeiben mutatkozik meg. Tovabba, ezen technika alkalmazasaval, csupan a
sejtkozotti folyadék LAS tartalma becsiilhetd. Az adszorbealt molekulak vagy az érintkezd sejteken
beliil taldlhato folyadék csak kiilonb6zé egyensulyokon keresztiil befolyasolja a sejtkdzotti

folyadék LAS tartalmat.

4.4 Oxigénmérés iiledékekben

A szakirodalom alapjan jol lathato, hogy az oxigénmérés Un. tortudzus kozegekben (az
iiledékekben, silokban, fermentacids folyamatok nyomonkdvetése sordn, stb.) a mai napig valos
kihivast jelent. A diffuzids réteggel eleve modositott Clark-celldk esetében az oxigén fogyasztas és
ezaltal a kozeg difftizios viszonyainak valtozasara mutatott érzékenység csokkentésének egy
hatékony ¢és ujszerii modja lehet a hagyomanyos amperometria (A) helyett a periddikusan
megszakitott amperometrias (PMA) detektalas alkalmazasa. Munkdm soran kiilonb6zo
szemcseméretli liledékekben végeztem méréseket, a két mérdprogram alkalmazhatdsdganak

vizsgalatara.
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Az elektrod kétpontos kalibralasa soran a min. 10 perces nitrogén atbuborékoltatas utdn mért
aram értéket tekintettem a nulla koncentracidhoz tartoz6 pontnak, mig a min. 10 perces levegd
atbuborékoltatds utdn mért d&ram érték a 21%-os oxigén tartalmu levegdvel egyensulyban kialakulo,

8,6 mg/1 oldott oxigén koncentracionak felel meg (Henry-konstans alapjan szamolva).

A mérés soran 30 g homokot és 150 cm? vizet tartalmazo kristalyositd csészében 10 perces
levegd atbuborékoltatast és alapos keverést végeztem, majd az iiledéket a csésze egyik felére
halmoztam. A Clark-clektrodot a csésze masik részére pozicionaltam tgy, hogy a folyadékba
meriiljon, s kb. 1 cm tavolsagban legyen az edény alja felett. A mérést elinditottam és az aram érték
bedllasa utan hirtelen keveréssel a félrehalmozott homok tiledéket a csészében felkevertem, mely
szabad lilepedéssel az egész csésze aljara teriilt az elektrodot is koriilvéve. A teljes lilepedés utan
kb. 1 cm-es mélységbe keriilt az elektrod a homokban. Mindekdzben és tovabbi legalabb 200
masodperc idOtartamig regisztraltam az dram értékeket. A kiértékelés sordn a feliiliszoban mért ¢s

az tiledékben a 200 s-0s id6tartamnal leolvasott aram értékeket hasonlitottam Gssze. (9. tablazat)

A mérést hagyomanyos amperometria esetén -0,7 V vs. Ag/AgCl potencidlon végeztem, mig
PMA esetében a detektalas: -0,7 V vs. Ag/AgCl potencialon, 15 ms kondenzator aram lecsengési
periodus utan 15 ms ideig tartott. A varakozasi/regeneralddasi szakasz 0,1 V vs. Ag/AgCl
potencialon, a tablazatban megjelolt idétartam hosszisagu volt. A mérést ioncserélt viz kdzegben,
durva (szemcseméret: 0,315-0,4 mm) és finom (szemcseméret: 0,125-0,16 mm) homok iiledékben

végeztem.
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Vizes kozegii
Varakozasi id6 kalibracio 200 s alatt bekovetkezett aram csokkenés
meredeksége
finom iiledékben durva iiledékben
S A*l/mg A A
0,0 5,74*10°8 1,20*10” 1,12*107
0,5 3,58*107 4,12*107 3,70*10°7
1,0 4,42*10°7 3,47*107 3,06*10°7
2,0 5,57*107 2,65%10°7 1,77*107
3,0 5,85*1077 1,93*107 7,00*108
4,0 5,99*107 1,65*107 3,76*10°®
50 5,88*10°7 1,39*107 1,70*10

9.tdblazat: A kiilonbozo varakozasi idok mellett végzett amperometrias merések eredményeinek ésszefoglalasa,
0 s a hagyomdnyos amperometrias detektalast jelzi, 0,5-5 S kozti értékek pedig a PMA programnal alkalmazott
beallitasok. A vizes kézegii kalibralas eredménye a nulla oxigén szint mellett és a levegével telitett oldatban mért
értékekbdl szarmazik. Az aram csokkenés adatok a szabad oldatban, majd az iledék réteg kialakitisa utan 200 s-ndl

mert aram értékek kiilonbségei.

A 9. tablazat mérési eredményei alapjan jol lathato, hogy a kétpontos kalibracios egyenes
meredeksége koriilbeliil egy nagysagrenddel né PMA detektalas esetében a hagyoményos
amperometrias detektalashoz viszonyitva. PMA detektalasnal a varakozasi id6 novelése kb. 40%-
os érzékenység ndvekedést eredményezett. A tortuozitas miatt fellépd, iledékekben tapasztalt &ram
csokkenés kb. 200 s utan allandosult, ezért valasztottam ezt az idOtartamot a mérés leolvasasi
pontjanak. A hagyomanyos amperometrids detektalashoz viszonyitva a rovid varakozasi idok
mellett felvett PMA detektalds esetében 3-4-szer nagyobb aramcsokkenés értéket tapasztaltam az
tiledékekben — a megndvekedett érzékenység miatt -, mely jelentdsen csokken a varakozasi idok
hosszabodasa soran, tehat a kisebb oxigén fogyasztas hatasa szembedtls. Az elméletileg vartakkal
0sszhangban, a finom iiledék esetében, minden programnal nagyobb aram csdkkenés mérhetd, a

nagyobb tortuozitasnak megfelelden.

A 10. tablazat és grafikusan a 34. abra a kiilonboz6 detektalasi modszerek esetében, a

kalibracio alapjan szamitott, tiledékbeli koncentracio értékeket (Ciiedackben) @ valos koncentracid
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értékekhez (Cyaiss) viszonyitva tiinteti fel. A kiszamitott koncentracié meghatarozasi hiba értékeket

(Ce=(1-Ciiledékben/Craiss)X100) ) a hagyomanyos amperometrias detektalas esetében fellépd hiba

(Ca=(1-Ciitedékben,A/Cvales)X100) értékére vonatkoztattam.

Varakozasi ido

Ciiledékben/ Cvalés

Koncentracio meghatarozasi hiba a
hagyomanyos amperometrias
detektalasi értékhez

viszonyitva

Ce/Ca

finom iiledékben

durva iiledékben

finom iiledékben

durva iiledékben

S % % % %

0,0 75,7 77,3 100,0 100,0
0,5 86,6 88,0 55,1 53,0
1,0 90,9 91,9 37,6 35,6
2,0 94,5 96,3 22,8 16,3
3,0 96,2 98,6 15,8 6,1
4,0 96,8 99,3 13,2 3,2
5,0 97,3 99,7 11,3 1,5

10. tablazat: A kiilonbozé varakozasi idok mellett végzett amperometrias mérések eredményei; 0 s a

hagyomdnyos amperometrids detektdldst jelzi, 0,5-5 s kozti értékek pedig a PMA programndl alkalmazott bedllitdsok.

A tablazat az iiledékben kiszamitott koncentracio értékeket a valos koncentrdacio értékekhez viszonyitva

(Ciitedexben! Cvatss), a PMA detektalas mellett jelentkezé koncentrdcio meghatarozasi hiba értékeket a hagyomanyos

amperometrids detektdalds ugyanezen értékeihez viszonyitva (CelCa) tiinteti fel.
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34. abra: A finom és durva iiledékben meghatdarozott a) koncentrdcio értékek a valos adatokhoz viszonyitva, b)
koncentrdacio meghatdrozdsi hiba értékek a PMA detektdalasndal (Ce= (I1-Citedskben! Craiss)X100) ) a hagyomdnyos
amperometrids detektalds melletti hiba (Ca = (1-Ciederben AlCraiss)X100) értékére normdlva. A varakozasi idéknél 0 s a
hagyomanyos amperometrids detektalast jelzi, 0,5-5 s kozti értékek pedig a PMA programnal alkalmazott beallitasokat
Jjelolik.

Az eredmények alapjan lathat6, hogy a hagyomanyos amperometrids detektalas esetében,
iiledéktol fiiggden, a valos koncentracidnak csupan 75,7% ill. 77,3%-at mértem. PMA program
alkalmazasa esetében a valos értékekhez 1ényegesen kozelebbi eredményt kaptam: 86,6% és 88%-
ot 0,5 s-0s varakozasi idonél, s ez az érték folyamatosan nodvekedett a pihentetési érték
hosszabbodasaval. 5 masodperces varakozasi peridodus esetében a valos érték kozel 100%-at
mértem. A grafikus dbrazolas is jol mutatja, hogy a beépitett diffuzios réteggel rendelkezd Clark-
elektrod esetében, a megfeleldoen megvalasztott PMA mérOprogram alkalmazéasa jelentdsen
csOkkenti, s akar ki is kiiszobolheti a kornyezet diffuzids viszonyai valtozdsdra mutatott

érzékenységet.
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5 Osszefoglalas

Kisérleteim elsd szakaszaban banan szdveten alapuld, dopamin meghatarozasara alkalmas
amperometrias bioszenzor érzékenységének ¢és analitikai teljesitmény-jellemzdinek javitasa
celjabol végeztem kisérleteket. A dopamin mérésére leginkabb alkalmas munkapotencialt -0,2 V
vs. Hg/HQ.Cl; értéken allapitottam meg aramlo oldatos rendszerben, dinamikus voltammogramok
felvétele Gtjan. Ez a potencial érték az, ahol az oxigén vagy mas zavaré komponensek drama kicsi
¢s a hattéraram is minimalis mértékli. A bandn szelet mezokarpium belsé része esetében
enzimaktivitasmérd elektrokémiai cella segitségével jelentdsen nagyobb tirozindz aktivitast
mutattam ki, mint a mezokarpium kiils6 részeiben, ezért minden esetben a belsd részt hasznaltam
bioszenzor készitéshez. Az enzimreakcioban résztvevd anyagok koncentracio eloszlasat a modell
bioszenzor reakciorétegében pasztdzod elektrokémiai mikroszkoppal vizsgéaltam, ennek
eredményeképp helyi maximum értéket allapitottam meg a dopamin-kinon koncentraciéprofilban
a mintaoldatot és a banan szovetet elvalasztd membran rétegtél 130-160 pm tavolsagban. Az
enzimréteg vastagsaganak optimalizalasa rovidebb valaszid6t és nagyobb katddos aramot
eredményezett. A dinamikus voltammogramok alapjan valaszottam ki a periodikusan megszakitott
amperometrias detektalas sordn alkalmazott pihentetési/feltoltddési periddus -0,02 és -0,03 V vs.
Ho/Hg2Clz kozotti optimalis potencial értéket, mivel ezen értéknél nem tapasztaltam mérhet
anddos vagy katdodos aramot. A kisérletek soran a PMA detektalas esetében optimalizalt
hosszusagl pihentetési 1dot (t3) valaszottam, mely 0,5 s értéknek adodott. A dopamin koncentracio
meghatarozasara hasznalt bananotrod bioszenzor érzékenysége nétt, a kimutatasi hatar pedig
lényegesen csokkent az optimalis elektrodpotencidlok és reakcidréteg vastagsag, valamint a PMA
detektalasi program alkalmazasa mellett. Hagyomanyos amperometrias detektalas esetében a
dopaminra vonatkozé kimutatasi hatar értéke 1,05%10° mol/dm3, mig PMA detektalas mellett
2*10% mol/dm? értéknek adodott, ezaltal mar a mikromolos koncentracidtartomanyba tartozo
vizelet és oldott gyogyszer mintak esetében is alkalmazhatd — akar aluminium-oxid rétegen vagy
gélen torténd elddusitasi 1épést kovetden — az igy elkészitett bioszenzor. A banan szovet
reakcioréteg mindezek mellett gyorsan és reprodukalhatdan megujithatd. A koltséghatékony

eléallithatosag €s a viszonylag hosszu életidd tovabbi fontos elényei ennek a bioszenzornak.

Egy adott anyag diffiizios egylitthatdja iiledékekben, €16 szovetekben, gyiimdlcsokben, stb.

lényegesen kiilonbozhet a sztenderd kalibralé oldatokban mérhetd értékétdl, ezért a diffuziot gatlo,
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c ey

meghatarozasa nem megfeleld eredményt ad. Munkdm maésodik részében difflizids membran
réteggel modositott glassy carbon munkaelektrodot készitettem €s révid idejii kronoamperometrias
méréstechnikat alkalmaztam. A meghatdrozandé modellanyag L-aszkorbinsav volt, mig a modell
minta matrix homok iiledék. Bebizonyitottam, hogy a vizes kalibralo sztenderd oldatokban felvett
adatok felhasznalasaval valoés koncentracio értékek nyerhet6ék mindaddig, amig az
elektrédfolyamat sorén kialakuld L-aszkorbinsav difftizios profil a beépitett diffizios rétegben van.
Megmutattam, hogy ez az id6tartam az eclméleti elképzeléssel megegyezéen a difftzios

rétegvastagsag novelésével aranyosan ndvekszik.

Tovabbi kisérleteimben a friss, sarga paprika szeletek L-aszkorbinsav tartalmanak kozvetlen,
mintaelokészitési és elvalasztasi 1épéseket melldz6 meghatarozasat tiiztem ki célul. Ciklikus
voltammetrids méréssorozattal szemléltettem az elektrod passzivalodds, szennyezddés komoly
jelentdségét. A viszkozitas zavard hatdsanak tanulmanyozasat LAS tartalmu viz-glicerin modell
oldatsorozat segitségével végeztem. Tobbek kozott a tortuozitds probléméjanak megoldéasara
alkalmazott diffazios réteggel modositott glassy carbon elektrod ¢és rovid idejh
kronoamperometrias mérési modszer optimalis feltoltddési idejét 90 s hosszisagunak allapitottam
meg. Mindezek alkalmazasaval méréseket végeztem rostos paprika 1ében, az ennek soran kapott
eredmények a javasolt viszkozitasi korrekciot kovetden a klasszikus jodometrias titralasi
modszerhez viszonyitva, mar elfogadhatoak. Kozvetleniil, paprika szeleteken kivitelezett helyi
mérések alapjan megmutattam, hogy a sarga paprika hus jelentdsen gyorsabb litemben veszit LAS
tartalmabol, amennyiben azokat vas késsel vagtam el, mint rozsdamentes acél- vagy keramia kés

alkalmazasa esetében.

Doktori kutatomunkam zaré szakaszaban az oxigén mérésére elterjedten alkalmazott,
diffazios réteget eleve tartalmazo Clark-cella alkalmazhatosagat vizsgaltam tortudzus kézegekben.
A kiilonbozé szemcseméretii modell homok iiledékekben jelentkezd oxigénkoncentracid mérési
hiba kb. 23-24% a hagyomanyos amperometrias detektalds esetében, mig optimalizalt 5 s
hosszusagli feltoltédési/pihentetési idészakokat és rovid mérési periodusokat tartalmazod

periodikusan megszakitott amperometrias méréstechnika esetében minimalisra cs6kkenthetd.
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6 Tézispontok

Elsoként szemléltettem dinamikus voltammogramok felvétele utjan, hogy a bananotrdd
bioszenzor esetében az optimalis munkapotecial kivalasztasa kulcsfontossagu, ennek
alkalmazaséaval a szelektivitas €s az érzékenység javul a mérendé dopamin-kinonra nézve,
mivel a nem kivant zavar6 hatasok minimalisra csokkentheték, pl. az enzimreakcioban
szintén résztvevo oxigén arama. Ezt -0,2 V vs. Hg/HQ2Cl értéken allapitottam meg. Tovabba
elsoként alkalmaztam természetes szoveten alapuld bioszenzor esetében periddikusan
megszakitott amperometrias detektalasi modszert, a programot az optimalis potencialok és
mérési idotartamok meghatarozasaval alakitottam ki. Az igy mikodtetett bioszenzor
érzékenysége a hagyomanyos amperometrids detektalashoz képest jelentésen novekedett,

mig a kimutatasi hatar értéke 1,05%107° mol/dm3-r61 2*10°° mol/dm3-re csokkent.

A bioszenzor természetes reakciorétegben kialakuld6 dopamin és dopamin-kinon
koncentracioprofilok feltérképezésére sikeresen alkalmaztam pasztazé elektrokémiai
mikroszkdpids modszert €s szénpaszta mikroelektrod mérdcsticsot, ezaltal megallapitottam,
hogy a reakciorétegben a mintaoldat feldli hatarol6 membrantol kb. 130-160 pm tavolsagban
a dopamin-kinon koncentracioban lokalis maximum alakul ki. A bananotréd reakcioréteg

vastagsagat ez alapjan terveztem.

Helyszini mérésekkel igazoltam {tiledékben, mint modell tortuézus kézegben kivitelezett
amperometrias L-aszkorbinsav meghatarozds soran a mérés hibajat. A zavard hatas
kikiiszobolésére modszert dolgoztam ki: diffuzidés réteggel modositott glassy carbon
munkaelektrédot és rovid idejli  kronoamperometrids  detektaldst alkalmaztam.
Bebizonyitottam, hogy a diffuzids rétegvastagsdg novelésével egyre hosszabbodott az az
id6tartam, amig a diffazids koncentracioprofil a mddositott rétegben van, ezaltal amig a

kornyezet diffuzios viszonyainak valtozasara érzéketlen.
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V.

Modszert dolgoztam ki a rostos sarga paprika 1¢ mintel6készités nélkiili, kdzvetlen L-
aszkorbinsav tartalmanak meghatdrozasara. A kisérletekkel igazolt elektroéd passzivalodas,
viszkozités kiilonbség €s a tortuozitas okozta mérési hibat dializismembrannal, mint difftzios
réteggel modositott glassy carbon munkaelektroéd, 90 s hosszusagu feltdltodési ido és rovid
idejii  kronoamperometrids detektalds, valamint viszkozitasi korrekcido alkalmazasaval
oldottam meg. Kozvetleniil, paprika szeleteken kivitelezett elektrokémiai méréseket
végeztem ¢€s ezek alapjan bizonyitottam, hogy a sarga paprika hus jelentésen gyorsabb
iitemben veszit LAS tartalmabol, amennyiben azt vas késsel hoztam érintkezésbe, mint

rozsdamentes acél- vagy keramia kés alkalmazasa esetében.

Helyszini mérésekkel bizonyitottam, hogy az oxigénmérd Clark-cella iiledékben torténd
alkalmazdsa jelentds mérési hibaval jar a tortuozitds probléméja miatt. Megmutattam, hogy
az alkalmasan megvalasztott periodikusan megszakitott amperometrias detektalasi program a

valos értékekhez kozeli eredményeket szolgaltat.
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