
 

 

 

 

Újszerű amperometriás méréstechnika 

fejlesztése  

célszerűen módosított elektródokkal működő 

hatékony módszerek kidolgozására 

Doktori (Ph.D.) értekezés 

 

Őri Zsuzsanna Emese 

 

 

Doktori Iskola vezető: Dr. Kilár Ferenc 

Témavezető: Dr. Nagy Géza 
 

 

Pécsi Tudományegyetem 

Természettudományi Kar 

Kémia Doktori Iskola 

 

Pécs 

2020 

 
 



 

- 2 - 

Köszönetnyilvánítás 

Ezúton mondok köszönetet témavezetőmnek, Dr. Nagy Géza emeritus professzornak az egyetemi 

képzettségemhez kapcsolódó, ösztönző témaválasztásért, a hasznos és lelkesítő konzultációkért, a 

közlemények és a dolgozat elkészítéséhez nyújtott fáradhatatlan és önzetlen segítségéért. 

Hálás vagyok Nagyné Dr. Zengő Lívia tudományos főmunkatársnak az együttműködések, 

konferenciák során nyújtott támogatásáért, a kísérleti feltételek biztosításáért. 

Köszönettel tartozom a Richter Gedeon Talentum Alapítványnak és Munkatársainak, hogy 

ösztöndíjukkal támogattak. 

Köszönetet mondok továbbá Dr. Kunsági-Máté Sándor egyetemi docensnek, hogy 

kutatómunkám mellett a dolgozat befejezését számomra lehetővé tette, mindvégig támogatott. 

Szerzőtársaimnak és a PTE TTK Általános és Fizikai Kémia Tanszék minden dolgozójának 

hálás vagyok a szakmai konzultációkért, együttműködésekért, baráti támogató légkörért. 

Ezúton mondok köszönetet Dr. Petr Skládal egyetemi docensnek, a brnoi Masaryk Egyetem 

Biokémia Tanszéke vezetőjének és kutatócsoportjának, hogy a négy hónapos Erasmus szakmai 

gyakorlatomat hasznos tapasztalatszerzéssel, barátságos légkörben tölthettem.  

Külön köszönetemet fejezem ki Szüleimnek, Családomnak, Szeretteimnek a sokrétű 

támogatásukért, a munkámat kísérő érdeklődő figyelemért, az elismerő szavaikért, bíztatásért. 

Továbbá hálás vagyok Barátaim lelkesítéséért, törődő és érdeklődő figyeleméért, 

megbecsüléséért. 

Végezetül megköszönöm Dr. Kilár Ferenc egyetemi tanárnak, a Kémia Doktori Iskola 

vezetőjének, a dolgozat benyújtásához adott hasznos támogató segítséget. 



 

- 3 - 

Tartalomjegyzék 

1 Bevezetés ........................................................................................................................ 5 

2 Irodalmi áttekintés .......................................................................................................... 9 

2.1 Bioszenzorok ...................................................................................................................... 9 

2.2 Natív enzimforrást tartalmazó, növényi szövet alapú bioszenzorok .............................. 18 

2.3 Pásztázó elektrokémiai mikroszkópiás mérések a bioszenzor fejlesztésben .................. 25 

2.4 Mérés tortuózus közegekben .......................................................................................... 29 

2.5 L-aszkorbinsav meghatározás valós mintákban .............................................................. 31 

2.6 Amperometriás pulzáló detektálást alkalmazó technikák .............................................. 33 

2.7 Oldott oxigén mérése ...................................................................................................... 38 

3 Kísérleti rész .................................................................................................................. 43 

3.1 Felhasznált anyagok és vegyszerek ................................................................................. 43 

3.2 Alkalmazott eszközök, műszerek ..................................................................................... 45 

3.2.3.1 Szénpaszta mikroelektród készítése ................................................................................ 48 

3.2.3.2 Banánotród bioszenzor készítése .................................................................................... 48 

3.2.3.3 GC munkaelektród L-aszkorbinsav mérésére, tortuózus közegben ................................ 49 

3.2.3.4 Clark-elektród készítése ................................................................................................... 50 

3.3 Referencia-módszer a polifenol-oxidáz enzim aktivitásának meghatározásához .......... 51 

4 Eredmények és értékelés ............................................................................................... 53 

4.1 Natív enzimforráson alapuló, dopaminmérő bioszenzor ................................................ 53 

4.1.2.1 Enzimaktivitás mérése ..................................................................................................... 57 



 

- 4 - 

4.2 L-aszkorbinsav mérés modell tortuózus közegben ......................................................... 71 

4.3 Közvetlen L-aszkorbinsav meghatározás paprikában ...................................................... 80 

4.4 Oxigénmérés üledékekben .............................................................................................. 92 

5 Összefoglalás ................................................................................................................. 97 

6 Tézispontok ................................................................................................................... 99 

7 Publikációs jegyzék ...................................................................................................... 101 

8 Irodalomjegyzék .......................................................................................................... 106 

 

 

 



Bevezetés 

- 5 - 

1 Bevezetés 

Az elektrokémiai módszerek a műszeres kémiai elemzés kialakulásában, fejlődésének egyes 

szakaszaiban fontos szerepet játszottak. A több mint 150 éve, Wolcott, Gibbs és Roots által 

kidolgozott elektrogravimetria, a legkorábban alkalmazott kvantitatív analitikai módszerek között 

említhető. Hasonlóan, a 18. századra nyúlik vissza a coulometria, a vezetőképesség mérés analitikai 

alkalmazásának kezdete is. Robert Behrend 1883-ban a titrálások végpontjának indikálására 

potenciometriás módszert alkalmazott. A direkt potenciometria alkalmazásához elméleti hátteret 

nyújtó Nernst egyenlet 1889 óta vált ismertté. A pH mérésre napjainkban is használt 

potenciometriás üvegelektródot Max Cremer a múlt század első éveiben (1908) vezette be a 

gyakorlatba. A csepegő higanyelektród és a potenciálpásztázást lehetővé tevő mechanika 

fejlődésével volt lehetőség a polarográfia módszerének kifejlesztéséhez. A módszert Jaroslav 

Heyrovsky dolgozta ki, a polarográfiáról szóló első közlemény 1922-ben jelent meg. 

Az elektroanalitika egyes módszereinek fejlődéséhez, teljesítőképességének növeléséhez, 

népszerűvé tételéhez sokszor járult hozzá más területen elért eredmény, illetőleg annak 

elektroanalitikai alkalmazása. Gondoljunk csak arra, mennyire megnövelte az ionszelektív 

elektródok felfedezése a potenciometria népszerűségét. Hasonlóan az elektronikus potenciosztátok 

megjelenése, vagy a számítógépek alkalmazása a voltammetria területén okozott ugrásszerű 

fejlődést. 

Disszertációm alapjául szolgáló kísérleti munkámat az elektroanalitikai módszerek 

fejlesztése területén végeztem. A munka kezdetén észrevettem, hogy az elektrokémia eszközeinek, 

módszereinek a közelmúltban bekövetkezett fejlődése lehetőséget biztosíthat egyes 

elektroanalitikai módszerek teljesítőképességének növelésére, új alkalmazási lehetőségeinek 

feltárására. 

A múlt század második felében számos natív, enzim tartalmú növényi, vagy állati szövetből 

készített bioszenzort írtak le különböző iskolákban dolgozó kutatók. Az így készített 

reakciórétegek stabilitása összehasonlítva koncentrált enzimkészítmények alkalmazásával 

kialakított bioszenzorokéval jelentősen nagyobbnak bizonyult. Emellett az ebbe a csoportba tartozó 
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szenzorok ára jelentősen kisebb. Ennek ellenére ezen mérőérzékelők egyetlen változata sem terjedt 

el a mindennapi analitikai kémia gyakorlatában. Ez azzal magyarázható, hogy a natív réteg 

szerkezete, mérete, enzim aktivitása nem teszi lehetővé, hogy a gyakorlati minták koncentráció 

tartományában megfelelő megbízhatóságú analízist végezzünk. Célszerűnek látszott megvizsgálni, 

hogy vajon újabban kifejlesztett kémiailag módosított elektródok, optimált rétegvastagság és 

újszerű elektrokémiai adatgyűjtési módszer kombinált alkalmazásával kedvező irányba 

befolyásolható-e az illető bioszenzorok analitikai teljesítőképessége. 

Különböző mintákban lévő komponensek koncentrációjának mérése során előnyös, ha 

mintavétel nélkül elvégezhető az analízis. A mintavétel hibája, a minta instabilitása által előidézett 

pontatlanságok ez esetben nem jelentkeznek. Szelektív elektrokémiai mérőérzékelők elvileg 

egyszerűen bevezethetők oldatmintákba, és az ott mért jel alkalmas kalibráció alapján jelzi a 

mintakoncentrációt. Voltammetriás mérések esetében azonban két probléma merül fel. Egyrészt a 

minta mátrixban és a kalibráló oldatokban eltérő lehet a mintaanyag diffúziós sajátsága, másrészt 

az elektrolízis során a mintában lévő anyagok passziválhatják az elektródot. Ezek a hatások 

struktúrával rendelkező mintákban, tortuózus üledékekben, biológiai mintákban gyakran 

jelentkeznek. 

Célszerűnek látszott annak megvizsgálása, hogy ezen hatások mennyire zavarják az in line 

analízis lehetőségét. Tanulmányozni kívántam azt, hogy a voltammetriás adatgyűjtési program 

alkalmas megváltoztatásával, illetőleg a módosított elektródok területén elért újabb eredmények 

felhasználásával mennyiben küszöbölhetők ki a jelzett méréstechnikai problémák. 

Kísérleti munkám során bekapcsolódtam a Pécsi Tudományegyetem Természettudományi 

Karának Általános és Fizikai Kémia Tanszékén, a szelektív elektroanalitikai érzékelők és 

módszerek fejlesztésére irányuló munkába. Célom volt konkrét gyakorlati feladatokat választva 

megvizsgálni, hogy az adott esetekben mennyire van lehetőség új megoldások alkalmazásával az 

említett érzékelők és módszerek teljesítőképességét növelve azok alkalmazási területét 

kiszélesíteni.  

Összefoglalva célom volt: 

1., Natív enzimforráson alapuló, dopaminmérő amperometriásbioszenzor méréstechnikailag 

fontos sajátságait kedvező irányba kívántam befolyásolni a reakcióréteg tirozináz aktivitásának 
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növelésével, optimális reakciórétegvastagság és újszerű amperometriás mérési módszer (PMA) 

alkalmazásával. 

2., Meg kívántam vizsgálni, hogy amperometriás mérések esetében a minták viszkozitásának 

eltérő volta, vagy tortuózus szerkezete miatt jelentkező, a kiértékelést zavaró hatások 

kiküszöbölése mennyiben végezhető el alkalmas elektródmódosító és mérési technika 

alkalmazásával. 

3., Gyakorlatilag fontos analitikai feladatot választottam az elektród passziválódást okozó 

tortuózus mintában történő közvetlen amperometriás analízist lehetővé tevő technika 

kidolgozására. A választott feladat friss paprika szelet felületén történő közvetlen L-aszkorbinsav 

mérés volt. 

4., A Clark-féle amperometriás oxigénmérő cella esetében meg kívántam vizsgálni, hogy 

újszerű detektálási módszer alkalmazásával mennyiben növelhető a mérési eredmények 

megbízhatósága. 

A munkámhoz alkalmazni kívánt, rendelkezésre álló eszközök: 

1., Hagyományos méretű platina, üvegszerű szén (Glassy Carbon) munkaelektródok, 

mikroméretű szénpaszta elektród, saját készítésű amperometris enzimaktivitást mérő cella, saját 

készítésű Clark-elektród. 

2., Pásztázó elektrokémiai mikroszkóp 

3., Elektrokémiai mérőállomások, pH mérő, spektrofotométer 

Munkám során amperometriás szenzorok analitikai alkalmazhatósági körét igyekeztem 

kiterjeszteni. A vizsgált érzékelők minden esetben voltammetriás alapelektródok módosításával 

készültek. Készítettem és vizsgáltam biokatalitikus réteggel módosított munkaelektródot és 

diffúziós réteggel módosított elektródokat. Alkalmazásukkal többé- kevésbé különálló területeken, 

eltérő komponensek meghatározására szolgáló módszereket tanulmányozva, azokat módosítva 

sikerült a módszerek analitikai jellemzőit kedvező irányba változtatnom. Minden esetben 

viszonylag új, ez ideig kevesek által alkalmazott amperometriás detektációs módszer használata 

alapvetően hozzájárult az eredmények eléréséhez. A dolgozatban tárgyalt részterületek között 
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fontos összekötő kapocsként szolgál az újszerű amperometriás detektálás továbbfejlesztése, 

alkalmazása. 

A munkámhoz kapcsolódó szakirodalomi előzményeket az egyes területek szerint 

csoportosítva mutatom be. 
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2 Irodalmi áttekintés 

2.1 Bioszenzorok 

A bioszenzor olyan eszköz, melynek érzékelési funkcióját ellátó egysége valamilyen 

biológiai mechanizmus szerint működik, s ez jelátalakítóhoz (transzducerhez) kapcsolódik. A 

jelátalakító valamilyen észlelhető változást (fizikai vagy kémiai) mérhető jellé alakít át.1 

Az International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC, Nemzetközi Elméleti és 

Alkalmazott Kémiai Szövetség) ajánlása szerint2 a bioszenzor olyan integrált eszköz, amely 

speciális biokémiai reakciókat használ fel egy kimutatni kívánt vegyület kvantitatív vagy 

félkvantitatív meghatározására oly módon, hogy a biológiai felismerő egység (enzim, antigén, 

antitest, szövet, sejt organellum, teljes sejt) közvetlen kapcsolatban áll a jelátalakítóval 

(transzducer). 

A detektálás alapja a kimutatni kívánt vegyület specifikus kapcsolódása a komplementer 

biológiai felismerő elemhez (bioreceptor), amelyet egy megfelelő hordozó felületen rögzítenek.3 

A molekuláris interakció egy vagy több fizikai, kémiai jellemző változását (pl. pH változás, 

elektron transzfer, tömegváltozás, hő fejlődés, gázok vagy ionok felvétele, ill. leadása) 

eredményezi, amely a jelátalakítóval mérhető. Gyakori cél a kimutatni kívánt anyag 

koncentrációjával arányos nagyságú vagy frekvenciájú elektromos jel detektálása.4, 5, 6 

Az első mai értelemben vett bioszenzort Clark és Lyons írták le 1962-ben,7 akik glükóz-

oxidázt (GOX) rögzítettek egy amperometriás oxigén elektród felületére egy féligáteresztő 

dialízismembrán segítségével, hogy a minta glükóz koncentrációját közveltenül meghatározhassák. 

Glükóznak biológiai közegekben történő mérésére Updike és Hicks is készített bioszenzort.  A 

munkájukról szóló tanulmány 1967-ben8 a Nature folyóiratban jelent meg. Clark Jr.-nak gükóz 

mérő bioszenzorával kapcsolatos úttörő munkáját követően a bioszenzorok fejlesztése és 

alkalmazása jelentősen felgyorsult. A Yellow Springs Instrument vállalat újraindításával, 1975-

ben jelent meg a Clark ötlete alapján - hidrogén-peroxid detektáláson keresztül - működő 

amperometriás glükóz mérő bioszenzor a kereskedelmi forgalomban.9, 10 1963-ban G.A. Rechnitz 

és S. Katz11 mutatták be az első tanulmányaikat a karbamid közvetlen potenciometriás 

meghatározása területén. G. Gilbault 1969-ben publikálta a potenciometriás karbamid elektródot.12 

1973-ban P. Racinee és W. Mindt tejsav bioszenzort fejlesztettek.13 1976-ban készítették az első 

mikróba alapú bioszenzort és 1977-ben K. Cammann vezette be a bioszenzor fogalmát.14 1979-ben 
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J. Kulys mesterséges redox mediátorokat használt úttörő munkája során,15 majd 1984-ben Cass és 

munkatársai bevezették az első ferrocén-mediált amperometriás glükóz bioszenzort,16 melyet a 

MediSense vállalat hozott kereskedelmi forgalomba 1987-ben. A IUPAC 1997-ben vezette be 

először a bioszenzor fogalmát, melyet a kemoszenzorok definíciójának analógiájára fogalmazott 

meg. A következő mérföldkő a 2007-ben beültetett glükóz bioszenzor volt, ami öt napig 

folyamatosan üzemelt.17 A bioszenzorokkal kapcsolatos munka napjainkban is tovább folytatódik 

az enzimek, antitestek, mikróbák előnyeinek kihasználásával és a különböző típusú transzducer-ek 

alkalmazásával. Napjainkra a bioszenzorok az analitikai kémia fontos eszközeivé váltak. 

A bioszenzorok elterjedése a hagyományos analitikai technikákhoz képest előnyeikkel 

magyarázható.3 A biológiai eredetű felismerő elem olyan mértékű szelektivitást tesz lehetővé, hogy 

összetett minták valós idejű analízise lehetséges egyszerű mintaelőkészítés mellett, vagy akár 

mintaelőkészítés nélkül. További előny a nagy érzékenység, a reprodukálható mérések, a gyorsan 

és egyszerűen megvalósítható analízis, a gazdaságos működtetés. További lényeges szempont, 

hogy a hagyományos analitikai elemzéseken túl egyéb különleges célokra is alkalmazhatóak: 

például a karcinogenitás, mutagenitás, citotoxicitás jellemzésére.18 

A manapság használt bioszenzorokat csoportosíthatjuk szerkezeti alapon, a bennük 

alkalmazott biológiai eredetű vagy azt imitáló felismerő rendszerek alapján és a detektálás típusa 

szerint.6 A bioszenzorokat két általános csoportba szokás sorolni az alkalmazott biológiai felismerő 

folyamat természete szerint: a biokatalitikus eszközök és a bioaffinitáson alapuló19 érzékelők. (1. 

táblázat) 

Felismerő rendszer Fizikokémiai jelátalakítás 

 funkció alapján felismerő egység  detektálás alapján transzducer 

 biokatalitikus19 enzimek20, 21 

 mikroorganizmusok22 

 szövetek23 

 immob.biokomponensek24 

 elektrokémiai amperometria25 

 potenciometria26, 27, 28, 29 

 voltammetria30, 31, 32, 33 

 konduktormetria, stb. 

 bioaffinitás19 antitestek34 

 nem katalitikus receptrorok35 

 nukleinsavak36 

 aptamerek37 

 optikai optikai szálak38 

 OWLS39 

 SPR,40 stb. 

  akusztikus41 pl. TSM6 

  kolorimetriás42 

  termikus termisztor41 

  mágneses43 

  frekvenciaváltozás QCM44 

1. táblázat: Bioszenzorok csoportosítása felépítésük és működésük alapján
6, 19, 45 
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Az elektrokémiai detektálású szenzorokat alkalmazták legkorábban7, 8 és ezek a mai napig 

igen széles körben elterjedtek. Az elektrokémiai módszereken belül a potenciometriás26, 27, 28, 29 és 

a voltammetriás30, 31, 32, 33 érzékelőket használják leggyakrabban. Az amperometriás bioszenzorok 

esetében két elektród között a potenciál értéket állítják be és az elektroaktív anyag oxidációja vagy 

redukciója során keletkező áramot mérik, s azt a mért anyag koncentrációjával hozzák 

öszszefüggésbe. A potenciometriás bioszenzorokhoz többnyire ionszelektív elektródokat 

használnak a vizsgált ion koncentrációjának meghatározására.10 

Az optikai elven működő rendszerek a telekommunikációs technikában használt optikai 

szálak elterjedésével váltak egyre ismertebbé a bioszenzorok készítésére irányuló munkában46, 47, 

48, 49 és mind a biokatalitikus, mind a bioaffinitáson alapuló reakciók detektálására6 szívesen 

alkalmazzák. Az optikai bioszenzorok egy fényforrásból és számos optikai elemből állnak, hogy 

speciális tulajdonságú fénysugárt hozzanak létre és a fénysugárt a modulátorba, a módosított 

érzékelő részbe, majd a fotodetektorba juttassák. A bioszenzorokban az optikai detektálás 

különböző lehetőségeinek alkalmazására került sor, így a csoporton belül, a működés elve alapján 

megkülönböztethetünk többek között abszorpciós spektroszkópiás, fluoreszcencia 

spektroszkópiás, lumineszcencia spektroszkópiás szenzorokat.1  Egyes optikai bioszenzorok a 

hullámvezetőben belső visszaverődéssel terjedő fény elnyelődését követik nyomon, (attenuated 

internal reflection spectroscopy: ATIRS), mások a felületi plazmon rezonancia kialakulást (SPR: 

surface plasmon resonance) vagy a fényszóródás intenzitását (light scattering) detektálják.50 Az 

optikai hullámvezető fénymódus spektroszkópia51 (Optical Waveguide Lightmode Spectroscopy: 

OWLS) jelölésmentes optikai módszer, amelynél a  lézernyaláb fénye a szenzoron található rácson 

megtörik és meghatározott szögértékeknél belép a hullámvezetőbe, ahol teljes visszaverődések 

sorozatával terjed. A fény becsatolásának szöge függ a szenzor feletti evanescens térben 

elhelyezkedő anyag törésmutatójától, a szenzor a jellemző becsatolási szög megváltozásával reagál 

a határfelületen történő változásokra.  

Szelektív gazda – vendég (host – guest) kötődésen alapuló bioszenzorok működhetnek a 

tömegváltozás nagyérzékenységű jelzését lehetővé tevő kvarc kristály mikromérleg (quartz crystal 

microbalance, QCM) jelátalakítóra épülő kivitelben.52 Ugyancsak a piezoelektromos hatáson 

alapuló akusztikus eszközöket is széleskörűen alkalmazzák detektálásra: többek között a felületi 

hullámok terjedési sebességét jelző alapérzékelőre53 (surface acoustic wave sensors, SAW) is 

épülnek bioszenzorok. A kvarc oszcillátorok54 (TSM: thickness shear mode, azaz tömbi 
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transzverzális módus) esetében valamilyen anyag kötődése az érzékelő felületén mérhető 

frekvenciaváltozást is okoz a tömegváltozásnak megfelelően. A miniatürizált mágneses 

bioszenzorok lényeges csoportját képezik azok, amelyeknél a jelképzés az ún. magnetorezisztív 

jelenségen alapul. A különböző típusok működésének alapja az, hogy a magnetorezisztív érzékelő 

ellenállása megváltozik, amint változó mágneses térbe kerül. Ezáltal lehetőség nyílik arra, hogy 

megfelelő elektronika alkalmazásával a változó mágneses teret elektromos jelként, 

áramváltozásként detektálják. Ezekkel a szenzorokkal mérhető például a szervek körül kialakuló 

biomágneses tér, de kimutathatóak a közel kerülő mágneses mikro- és nanorészecskék is, melyek 

számos különböző biológiai felismerő rendszerrel funkcioanlizálhatók, mikrofluidikai 

csatornákban, áramló oldatos rendszerekben alkalmazhatók.55, 56 A biokatalitikus folyamatok során 

keletkező reakcióhőt, azaz a lokális hőmérsékletváltozást használják analitikai jelként egyes 

bioszenzorok, ezek miniatürizált hőelemre vagy termisztorra épülnek.57, 1 

Ezen jelképzési módszerek eltérő előnyökkel és hátrányokkal rendelkeznek,58 például a 

fluoreszcenciás technika kiváló érzékenységű, de az eszköz költsége igen magas. Az elektrokémiai 

transzducer-ek használatával jó érzékenység is elérhető, viszonylag olcsó, azaz költséghatékony 

műszerezettség mellett. Ezen utóbbi technika további lényeges előnye a könnyű 

miniatürizálhatóság, s ennek köszönhetően elektrokémiai alapérzékelőt szívesen alkalmaznak 

hordozható, in-situ mérésekhez készülő mérési eszközök fejlesztésénél. A miniatürizált mágneses 

bioszenzorok igen jó alternatívát jelentenek az analitikai érzékenység és a méretezés 

szempontjából.55 Különösen előnyösek azok a jelképzési módszerek, melyeknél a szelektív 

anyagfelismerést jelző specifikus kötődés létrejöttének észleléséhez nem szükséges külön 

nyomjelzést alkalmazni. Az antigén–antitest kötés létrejöttét például a piezoelektromos jelenségen 

alapuló QCM, stb. és az SPR technikák közvetlenül képesek jelezni. A jelölésmentes stratégiák 

rövid válaszidőt, egyszerű működési eljárást eredményeznek és az ismert, kedvezőtlen 

mellékhatások (sztérikus akadályok, kötődési torzulások, a jelzőanyag instabilitása) nem lépnek 

fel.58 

A legszélesebb körben tanulmányozott és használt bioszenzorok működése enzim katalízisen 

alapul. Az enzimek specifikusan felismerik szubsztrátjaikat és a megfelelő irányú reakciót 

katalizálják.1, 58 Így az illető szubsztrát jelenlétében, annak koncentrációjától függő sebességű, 

szelektív katalitikus reakció megy végbe. Adott alapérzékelő felületéhez kötött, enzim tartalmú 

rétegben a reakció sebességétől függő mértékű koncentráció-változás jön létre. Ez alapján képzi az 
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alapérzékelő az analitikai jelet. Az enzimkatalízisen alapuló bioszenzorokkal bonyolult mátrixban 

jelenlevő egyes komponensek analízise nagy szelektívitással elvégezhető. Sajnálatos módon 

azonban az enzimek szobahőmérsékleten lassabb – gyorsabb ütemben veszítenek aktivitásukból. 

Ebből adódóan az enzim szenzorok munkastabilitása nem tartozik kedvező tulajdonságaik közé.1 

Az immunszenzorok55 azon a jelenségen alapulnak, hogy az antitesteknek nagy affinitása 

van a megfelelő antigénjeik felé, pl. az antitestek szelektíven kötnek a patogénekhez vagy 

toxinokhoz, továbbá kölcsönhatásba lépnek az ún. másodlagos antitesttel (kompetitív indirekt 

technikáknál),59 melyet egy előzetes immunreakció eredményeként termeltetnek egy másik 

élőlényben/sejtkultúrában és tisztított formájában alkalmazzák analitikai célokra. Az 

immunoszenzorok érzékenysége kiemelkedően magas.1 A DNS bioszenzorokat55 azon a 

tulajdonságon alapulva dolgozták ki, hogy az egyszálú nukleinsav molekula képes felismerni és 

kötődni a komplementeréhez egy mintában. A kölcsönhatás a stabil hidrogén kötéseknek 

köszönhető a két nukleinsav szál között. A nukleinsavakon alapuló bioszenzorok a többi típushoz 

képest kevésbé elterjedtek.1 A bioaffinitás elvén működő bioszenzorok6, 37 mesterségesen 

kiválasztott DNS vagy RNS oligonukleotid aptamerek és mérendő mintaanyagok (ionok, 

makromolekulák, stb.) közötti kölcsönhatáson is alapulhatnak. Bioszenzorok készíthetők 

sejtorganellumok, izolált sejtszervek (membránok, kloroplasztok, mitokondriumok és 

mikroszómák55), sejtek, mikroorganizmus kultúrák, sőt akár egész élőlény, pl. rovar 

felhasználásával. A sejtek és egész organizmusok szenzorokban történő alkalmazásakor a 

detektálandó kémiai anyagok jelenlétét légzés, növekedés, fluoreszcencia vagy biolumineszcencia 

intenzitásának változása indikálhatja.58 Szelektív anyagfelismerő funkciót biztosíthat 

biokatalizátort tartalmazó állati vagy növényi szövet. A vizsgált anyag inhibitora vagy szubsztrátja 

lehet a folyamatnak. Ezeknél a szenzoroknál a stabilitás általában nagy, de a válaszidő hosszú és a 

szelektivitás kicsi.55 A receptorok1 a sejtet határoló lipid kettősréteg plazma membránban található 

fehérjék, melyeket nehéz izolálni, azonban jó szelektív felismerést tesznek lehetővé. 

Bioreceptorokra ható agonista anyagokat jelző bioszenzorok anyagfelismerő sajátsága alapulhat 

receptort tartalmazó réteg által létrehozott változásokon.45, 60 

Doktori munkám során enzim tartalmú biokatalitikus réteg felhasználásával készítettem 

bioszenzort, ezért a továbbiakban az enzimszenzorok és a természtes szövetek felhasználásával 

készített bioszenzorok irodalmi bemutatása következik. 
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Az amperometriás enzimelektródok esetében fontos kihívás a megfelelő elektromos 

kapcsolat létesítése az enzim aktív centruma és az elektródfelület között. A kapcsolatot különböző 

mechanizmusok szerint hozhatjuk létre,19 ez alapján az enzimelektródok működése alapvetően 

három csoportra osztható,61 ahogy azt az 1. ábra is bemutatja. 

1. Az elektród az enzimreakció termékét (vagy reaktánsát),62 esetleg a másodlagos 

szubsztrátját19 detektálja. 

2. Homogén fázisú elektronátvivőt, közvetítő anyagot, ún. mediátort alkalmaznak, ami az 

enzimet alakítja vissza aktív állapotába.63 

3. Maga az enzim reagál az elektródon,64 azaz közvetlen az elektronátmenet az enzim és az 

elektród között19. 

 

1. ábra: Az amperometriás enzimelektródok három generációja: (a) természetes másodlagos szubsztráton 

alapul (b) mesterséges redoxmediátorokon alapul (c) közvetlen elektronátmeneten alapul az enzim és az elektródfelület 

között19 

 

Az enzim immobilizálások kulcsfontosságúak az enzim és az egész bioszenzor teljesítménye 

szempontjából. A rögzítés során a cél egy közvetlen kapcsolat biztosítása az enzim és az érzékelő 

felülete között, miközben az enzim stabilitást fenntartjuk, ill. tovább javítjuk.19 Számos fizikai és 

kémiai eljárást lehet alkalmazni az enzim - elektród felületre történő - rögzítésére, ezek közül a 

legelterjedtebb módszerek65 sematikus bemutatása a 2. ábrán látható. 

 



Irodalmi áttekintés 

- 15 - 

 

2. ábra: Fő enzim rögzítési eljárások sematikus ábrázolása.65 E: enzim, F: semleges fehérje 

Számos könyvet és összefoglaló tudományos áttekintést írtak már az enzim immobilizálási 

eljárásokról, melyek több ezer protokollt mutatnak be.66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 

 Kötés Előnyök Hátrányok 

Adszopció Gyenge kölcsönhatások  Egyszerű és olcsó 

 Mérsékelt enzimaktivitás 

csökkenés 

 Deszorpció 

 Nem-specifikus adszorpciója 

más fehérjéknek, 

szennyezőknek 

 Gyenge működési és tárolási 

stabilitás 

Kovalens kötés Kémiai kötés az enzim 

és a hordozó funkciós 

csoportjai között 

 Nincs diffúziós gátlás 

 Stabil 

 Rövid válaszidő 

 Nem megújítható mátrix 

 Nagymértékű enzimaktivitás 

csökkenés 

Bezárás Gélbe vagy polimerbe 

ágyazás, membrán 

mögé zárás 

 Nincs kémiai reakció a 

monomer és az enzim között, 

ami az aktivitást 

befolyásolhatná 

 Számos enzimet lehet 

ugyanabba a polimerbe 

ágyazni 

 Diffúziós gátlás 

 Csak a pórusméretnél kisebb 

molekulák esetében 

 Enzimszivárgás 

 A monomer és az enzim nagy 

koncentrációja szükséges 

Keresztkötés Kötés az enzim/ a 

keresztkötő (pl. glutár-

aldehid)/közömbös 

molekula (pl. BSA) 

között 

 Egyszerű  Nagymértékű enzimaktivitás 

csökkenés 

Affiniás Affinitás kötések a 

hordozó funkciós- (pl. 

avidin) és a fehérje 

szakaszon egy affinitás 

csoport (pl. biotin) 

között 

 Szabályozott és irányított 

immobilizáció 

 Speciális csoportok jelenléte 

szükséges az enzimen (pl. 

His, biotin) 

2. táblázat: A fő enzimrögzítési módszerek előnyei és hátrányai65 
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A 2. táblázat a fő enzimrögzítési típusokat és mindegyik technika fő előnyeit és hátrányait 

mutatja be. Néhány esetben az enzim immobilizálási eljárást többféle technika együttes 

alkalmazásával65 valósítják meg, például az enzimet előzőleg gyöngyökre rögzítik adszorpcióval, 

affinitás vagy kovalens kötésen keresztül, majd egy porózus polimer mátrixba zárják. 

Az enzimoldat bezárását a legegyszerűbben úgy lehet kivitelezni, hogy azt az 

elektródfelületre felvisszük, majd dialízismembránnal rögzítjük.19 Háromdimenziós polipirrol 

elektropolimerizált mátrixba zárás útján készített amperometriás glükóz mérő bioszenzort Njagi és 

Andrescu,74 míg Shan és munkatársai75 polianilin mátrixot alkalmaztak a szenzorkészítésnél. Az 

elektropolimereket redox mediátorként szolgáló nanoanyagokkal együtt is gyakran alkalmazzák az 

elektronátmenet elősegítésére. Zhu és munkatársai76 GOX és torma-peroxidáz enzimet együttesen 

rögzítettek elektropolimerizáció útján polipirrol filmbe zárással, szén nanocsövekkel bevont 

munkaelektród felületére.  A bezárásra használt mátrix amfipatikus dimetil-polisziloxán,77 

fotopolimer,78 szilika gél,79 poliszacharid80 vagy szénpaszta81 is lehet. 

Az adszorpciós rögzítési technika legegyszerűbb változata az igen elterjedt fizikai 

adszorpció. Ezt az eljárást alkalmazták Bonnet és munkatársai82 is rovarölő anyagok mérésére 

alkalmas, szitanyomott bioszenzoruk készítésénél. A deszorpció és a korai működési 

stabilitáscsökkenés megelőzése érdekében, az acetilkolin-észteráz enzim felületi adszorpcióját 

követően, sorozatos mosást végeztek egy megfelelő pufferrel, ezáltal eltávolították a gyengén 

kötődött enzimet. Az adszorpciós eljárás során az elektrosztatikus kölcsönhatásokra is lehet 

alapozni:65 amennyiben az enzim izoelektromos pontja alacsonyabb az oldat pH értékénél, az 

enzim negatív töltésű lesz és a pozitívan töltött felülethez kötődik. Az elektrosztatikus 

kölcsönhatásokat használták ki Zhao és munkatársai83 ellentétes töltésű enzim és polielektrolit 

rétegenkénti adszorpciója, Zhang és munkatársai84 elektrokémiai dopping, Sassolas és 

munkatársai85a polimerbe ágyazást megelőzően az oxidáz enzimek pozitív töltésű anion cserélő 

gyöngyökre történő adszorpciója során. 

A legelterjedtebb keresztkötést alkalmazó módszerek esetében az enzimeket glutáraldehid, 

ill. más bifunkcionális reagensekkel: pl. glioxál, hexametilén-diamin immobilizáljuk65. További 

lehetőség tisztán - vagy funkcionálisan közömbös fehérje, szarvasmarhaszérum-albumin (BSA) 

jelenlétében - az enzimek közti keresztkötések létrehozása. Kong és munkatársai86 a keresztkötéses 

eljárást GOX enzim cink-oxid nanocsövekre történő előzetes immobilizációjára használták. 

Kombinált immobilizációs eljárást alkalmaztak tejsav kimutatására alkalmas bioszenzor készítés 
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során Pereira és munkatársai is:87 keresztkötés mellett szénpasztába zárással rögzítették az enzimet. 

Ehhez metilénkékkel, enzimmel, glutáraldehiddel és marhaszérum-albuminnal módosított szén-

nanocső keveréket adtak a grafit-porhoz, majd ezt ásványolajjal homogén pasztává keverték és 

üvegcsőbe töltötték. 

A bioszenzorok jelentős részénél az enzimeket kémiai mószerrel, kovalens kötéssel rögzítik 

a polimer hordozókhoz.65  Ennek során a biokatalitikus anyag olyan funkciós csoportjait használják 

fel a felülethez rögzítésére, melyeket eleve tartalmaz és a katalitikus funkció szempontjából 

nélkülözhetőek. Az immobilizálás során általában a hordozó felület kezdeti aktiválását végzik 

többfunkciós reagensek (pl. glutáraldehid, karbodiimid) segítségével, majd az enzimet kapcsolják 

az aktivált felülethez, végül eltávolítják a felesleges és nem kötődött biomolekulákat. A hordozó 

lehet szervetlen anyag (pl: szabályozott pórusú üveg), természetes anyag (pl. cellulóz) vagy 

szintetikus polimer (pl. nejlon), de előzetesen aktivált membránok (pl. Immunodyne, Ultrabind) is 

léteznek. A kovalens immobilizálás közvetlenül a transzducer felületén, vagy egy arra rögzített 

membrán felületén is alkalmazható. A felületek aktiválási eljárását számos protokollban88, 89, 90 

leírták már. A 3. táblázat a kovalens enzim immobilizálás módszereit65 ismerteti. 

Enzim csoport Felületi csoport Rögzítési/immobilizációs módszer 

 -NH2  -NH2 glutáraldehid91, 92 

   

  -OH epiklórhidrin90, 93, 94 

  

epoxi-szilán95 

cianogén-bromid96, 90 

tozil-klorid90, 97 

tiol-szilán+ szukcinimid észter98 

klór-triazin99 

   

  -COOH karbodiimid90, 100 

  
savazid101 

karbonil-diimidazol102 

   

 -COOH  -NH2 karbodiimid103 

   

 -SH  -SH 2,2'-dipiridil-diszulfid90 

3. táblázat: A kovalens enzim immobilizálás módszerei 
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A kovalens rögzítési technikák között a kemiszorpciós eljárás is ismert. A tiol tartalmú 

enzimeket közvetlenül lehet arany hordozó felülethez kapcsolni a tiol csoportok és az arany közti 

erős affinitás miatt. Az enzimeket módosítani is lehet tiol csoportok bevitelével. McRipley és 

Linsenmeier104 Traut reagenst használtak a GOX enzim primer aminocsoportjainak tiol csoporttal 

történő helyettesítésére és ezt már kovalens kötéssel rögzítették arany felületre. 

A nagy affinitású kapcsolaton alapú módszerek esetében irányított, helyspecifikus enzim 

immobilizáció történik.65 A stratégia alapján (bio)affinitás kötéseket hoznak létre az aktivált 

hordozó (pl. lecitinnel, avidinnel, fém kelátokkal) és egy speciális fehérjecsoport (pl. szénhidrát 

maradék, biotin, hisztidin) között, ezáltal a biomolekula orientálható és nem fordul elő sem enzim 

dezaktiválódás, sem az aktív helyek blokkolódása. Számos nagy affinitású - (sztrept)avidin-biotin, 

lecitin-szénhidrát és fém kation-kelát - kapcsolaton alapuló módszert közöltek már. Az enzim 

tartalmazhatja az affinitást biztosító csoportot (pl. cukor rész), azonban néhány esetben az affinitási 

csoportot (pl. biotint) a fehérje szakaszhoz genetikai mérnökség útján kell kapcsolni,105 pl. 

irányított mutagenezissel, fehérje fúziós technológiával és poszt-transzkripciós módosítással. A 

biotin és (sztrept)avidin közti nagyon erős affinitást (Kd=10-15) használja ki a biotin-(sztrept)avidin 

stratégia. A fehérjék biotinálása106 biotin molekula fehérjéhez történő kovalens kapcsolásával 

történik, melyet a lizin csoportokat kedvelő biotin-észter reagensek hozzáadásával lehet 

kivitelezni. Zhang és Cass107 a genetikai biotinálást másként valósította meg: biotin akceptor 

fehérje szakaszokat fúzionáltattak az enzim C-terminusra. Az erős affinitású kapcsolódást egy fém 

kation és egy kelátképző: nitrilotriecetsav, iminodiecetsav vagy polihisztidin között, szintén ki 

lehet használni bioszenzor készítésre. Halliwell és munkatársai108 ezen az elven készítettek tejsav 

érzékelőt: először polianilin-poliakrilát filmréteget alakítottak ki az elektród felületén, ezt Ni2+ 

ionokkal lehetett tölteni, melyek koordinációs helyként működtek a laktát-dehidrogenáz enzim 

hisztidin részei számára. Affinitáson alapuló immobilizálást közöltek105 már néhány enzimben (pl. 

acetilkolin-észterázban) természetesen előforduló cukor részek és felülethez rögzített concanavalin 

A között is. 

2.2 Natív enzimforrást tartalmazó, növényi szövet alapú bioszenzorok 

A múlt század 80-as éveiben Kuriyama és Rechnitz109 glutamát-dekarboxiláz enzimet 

tartalmazó sárga tök szövetből készített katalitikus réteget. Szén-dioxidmérő gázelektród 

mérőfelületére rögzítve a termés vékony szövetét glutaminsav mérésére alkalmazható bioszenzort 
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alakítottak ki. Azóta igen sokféle növényi szövet felhasználásával sikerült különböző anyagok 

szelektív mérését lehetővé tevő bioszenzort készíteni. Ezekről kiváló áttekintést nyújt Campás58 

2008-as összefoglaló közleményében. A növényi szövetek alkalmazásával kialakított bioszenzorok 

több fontos előnnyel rendelkeznek az izolált enzimek felhasználásával készítettekkel szemben: 

 A természetes szövetekben az enzimek természetes környezete eredendően biztosított, ezáltal 

jelentősen stabilabbak, mint a szövetekből kivont, koncentrált, nagyobb aktivitású enzim 

készítmények. 

 A nagy stabilitás miatt általában hosszabb a velük készített szenzorok élettartama. 

 Stabilitásukat jobban megőrzik különböző komponensek inhibíciós hatásának ellenére, ill. a pH 

és a hőmérséklet változása mellett. 

 A növényi szövetekkel végzett enzimológiai kísérletek jól reprodukálhatóak. 

 A növényi szövetek általában könnyen beszerezhetőek és olcsók. 

 A hosszas és költséges enzim kivonási és tisztítási lépések elkerülhetők. 

 Az enzimműködéshez szükséges kofaktorok jelen vannak a szövetben, ezáltal a bioszenzor 

készítése egyszerűsödik. 

 A növények igen nagy változatosságának köszönhetően igen sokféle bioszenzor elkészíthető a 

felhasználásukkal. 

 

Hátrányaik: 

 A szelektivitás viszonylag kismértékű annak köszönhetően, hogy a biológiai szövetek általában 

többféle enzim keverékét tartalmazzák. 

 Az enzimet tartalmazó növényi szövet diffúziót lassító hatással rendelkezhet, emiatt annak 

felhasználásával készített szenzor válasz ideje kedvezőtlenül nagy lehet. 

 A natív szövetek fajlagos enzimaktivitása rendszerint kisebb, mint a koncentrált 

preparátumoké.58 

 

A natív szövet felhasználásával készített bioszenzorok a költséghatékonyság és a jó stabilitási 

tulajdonság ellenére nem terjedtek el a mindennapi analitikai gyakorlatban. Ennek a legvalószínűbb 

oka az, hogy a natív biológiai forrás közvetlen felhasználásával készített reakcióréteg viszonylag 

kis specifikus enzimaktivitással rendelkezik. Az élettanilag fontos biológiai-, ill. élelmiszerminták 
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elemzéséhez szükséges mérési tartomány és érzékenység eléréséhez a legtöbb esetben nagyobb 

enzimaktivitás és speciális szerkezetű reakcióréteg kialakítása szükséges.110 

Ha a biokatalitikus érzékenyítő rétegben többféle enzim van jelen, az nyilvánvalóan a 

szelektivitás csökkenését eredményezheti.  A csökkent szelektivitás azonban akár előnyként is 

jelentkezhet olyan esetekben, amikor az illető bioszenzort vegyületcsoport egyes tagjai 

koncentrációjának becslésére kívánjuk használni. Ilyen esetet ír le Eggins,111 aki közleményében 

banán szövettel (Musa cavendishii) készített bioszenzor alkalmazásával sörökben és borokban 

aromaanyagokként jelenlévő különböző anyagok, pirocatechin és flavonolok együttes mérésének 

lehetőségét mutatja be. 

A többféle enzim együttes jelenlétéből adódó szelektivitás csökkenést a mérési körülmények 

alkalmas megválasztásával csökkenthetjük. Megfelelő feltételeket biztosítva egy-egy 

biokatalitikus folyamathoz, lehetővé tesszük különféle szubsztrátok egyazon biokatalitikus 

szövettel készített szenzorral történő mérését.112 Megfelelő enzim inhibitorok, aktivátorok113 és 

stabilizáló anyagok114 szintén alkalmasak lehetnek enzim szenzorok szelektivitásának és 

élettartamának növelésére. 

A növényi szövet alapú bioszenzorok készítése során általában az illető szövetből vékony 

szeletet, vagy zúzalékot készítenek. Azt vékony filmként rögzítik az alapérzékelő felületére 

valamilyen módon. Sok esetben a rögzítést dialízismembrán sapkával történő burkolással végzik. 

Szénpaszta elektródra épített amperometriás bioszenzorok esetében sokszor a szövet zúzalékot a 

szénpasztába keverik. Az előbbinél a membrán feladata, hogy az enzim „kiázását”, felületről 

történő eltávozását megakadályozza, ugyanakkor a szubsztrát diffúzióját lehetővé tegye. A 

katalitikus réteg szerkezete lényegesen befolyásolja a bioszenzor válaszidejét. 

A szövet szeletet alkalmazó változat esetében a diffúziós ellenállás hosszú válaszidőhöz 

vezethet.58, 115 Clark-elektródon 0,25-1 mm vastag banán réteg rögzítésével 1-3 perc a szenzor 

válaszideje, ugyanezen banán szövet homogenizálásával a válaszidő 30-40 másodpercre rövidül.116 

Olasz kutatók117, 118 kísérletei azt mutatják, hogy a nagyobb reakcióréteg vastagság hosszabb 

szenzor élettartamot eredményez, cserébe a válaszidő növekszik. Ezen két paraméter 

szempontjából optimális szövet vastagságot kísérleti úton állapították meg. Ez burgonya (Solanum 

tuberosum)-, avokádó (Persea americana)-, és gomba (Agaricus bisporus) szövet-metszetből 

készített réteg esetében 100 µm-nek adódott. A szénpasztába kevert szövet zúzalék változat 



Irodalmi áttekintés 

- 21 - 

esetében a válaszidő jóval rövidebbnek adódott, a Wang és Lin119 munkájában bemutatott 

szénpaszta alapérzékelős bioszenzor válaszideje mindössze 12 másodperc. 

A különböző növényi szövetek számos különböző enzimet tartalmazhatnak. A bioszenzor 

készítés szempontjából nagy jelentőségűek: a polifenol-oxidáz- (PPO),120, 121 a peroxidáz,-122, 123 a 

savas-foszfatáz,-124 ,125 , az ureáz,-126 , az oxalát-oxidáz,-127 , az aszkorbát-oxidáz,-128 a piruvát-

dekarboxiláz,-129 a diamin-oxidáz,-130, 131 a pektinészteráz,-132 a szulfit-oxidáz enzim,128 ill. a kettős 

enzim (pl. peroxidáz- és glikolát-oxidáz)133, 134 tartalmú növényi szövetek.58 

Munkám során pirocatechin-oxidáz (difenoláz) és krezoláz (monofenoláz) aktivitással 

rendelkező tirozináz (EC 1.14.18.1) tartalmú növényi banán szövetet (Musa cavendishii)135 

használtam bioszenzor készítésére, ezért csak a PPO tartalmú-, fenolos komponensek mérésére 

alkalmas bioszenzorok készítésével, vizsgálatával, alkalmazásával foglalkozó irodalmi 

előzményekről adok az alábbiakban áttekintést. 

A banán gyümölcs belsejében viszonylag nagy PPO aktivitású, laza szövet található. Többen 

kíséreltek meg ennek felhasználásával fenol típusú anyagok szelektív mérésére alkalmazható 

bioszenzort készíteni. Közöttük Sidwell és Rechnitz116 jelentetett meg elsőként közleményt a 

munkáról. Az 1985-ben publikált közleményben a készített bioszenzort „bananatrode”-nak 

nevezik. Az első banánotród úgy készült, hogy Clark-típusú oxigén elektród gázáteresztő 

membrános felületére egy vékony rétegű banán zúzalék membránt rögzítettek dialízismembrán 

sapka segítségével. A bioszenzor funkciójának vizsgálatához minta anyagként monoamin 

neurotranszmitter anyagot, a dopamint (DA) választották és amperometriás detektálást 

alkalmaztak. Az elektród működése azon alapul, hogy a dopamin a kevert mintaoldatba helyezett 

bioszenzor reakciórétegébe diffundál a dialízismembránon keresztül. Ott a pirocatechin-oxidáz 

enzim katalitikus hatására reagál a jelenlévő oxigénnel.  Az enzimatikus oxidáció során, az oldott 

oxigén fogyasztása mellett, a dopamin 1,2-benzokinon származékká alakul. Az alapelektród, a 

Clark oxigén elektród amperometriás jelként mutatja a lokális oxigén koncentráció csökkenését. 

Az így képzett jel annál nagyobb, minél nagyobb a dopaminnak a reakció rétegbe irányuló diffúziós 

anyagárama. Ennek megfelelően alkalmasan megválasztott körülmények között a Clark-elektród 

amperometriás áramának csökkenése a mintában lévő dopamin koncentráció növekedését jelzi. 

Bizonyos idő elteltével, ha a minta dopamin koncentrációja állandó, és az oxigén anyagárama 

megfelelően nagy, a diffúziós anyagtranszportok és a katalitikus reakció stacionárius állapotba 

kerülhet. Ezt az amperometriás áram állandóvá válása jelzi. 
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A kísérletek alapján a lineáris mérési tartomány 2x10-4- 1,2x10-3 mól/dm3 DA, ezért a szerzők 

vizeletben jelenlévő mikromólos DA koncentráció méréséhez alumínium-oxid vagy különböző gél 

rétegeken történő adszorpciós elődúsítást és tisztítást javasolnak, ahogyan korábban Krustolvic 

kromatográfiás mérések során is ezt a megközelítést alkalmazta.136, 116 Egy frissen készített 

bioszenzort legalább két hétig tudtak DA analízisre használni. 

Három évvel később, Wang és Lin119 a banán szövetet szénpasztába keverték és az így 

készített aktivált szénpaszta alkalmazásával amperometriás szénpaszta elektródra épülő 

bioszenzort készítettek. Az így előállított érzékelő kedvezően rövid, 12 másodperces 

válaszidejűnek bizonyult. Ennek köszönhetően áramló oldatos méréstechnikát alkalmazva a 

szerzők 60 dopamin mintát tudtak analizálni óránként.119 Az elektród működése ugyancsak a 

dopamin és az oxigén közötti enzim katalizálta folyamat sebességének detektálásán alapult. Ebben 

az esetben azonban az amperometriás alapérzékelő nem az oxigén koncentráció csökkenését követi 

nyomon, hanem a reakcióban keletkező kinon termék lokális koncentrációját jelzi elektrokémiailag 

redukálva azt. Negatív potenciálon a kinon redukálódik katekollá, a katódos áram szolgáltatja az 

analitikai jelet. Sidwell és Rechnitz banánotródja esetében a minta oldott oxigén koncentrációja 

befolyásolja a jelet és kis szubsztrát koncentrációnövekedés a mintában csak kicsi helyi oxigén 

koncentráció csökkenést, kis analitikai jelet, azaz nagy áramintenzitást eredményez. Ezért a kinon 

redukció útján képzett amperometriás jelképzés előnyösebb detektálási mód. Kis 

mintakoncentráció kis áramot produkál, emellett az alkalmasan választott körülmények mellett az 

oldott oxigén koncentráció nem befolyásolja az áramot. 

Eggins és munkatársai hasonló banán elektródot használtak a sör minőségét jellemző 

flavonolok, pirocatechin és dimerjei, trimerjei meghatározásához.137 Az így végzett méréseik 

azonban nem szolgáltattak kielégítő eredményeket, valószínűsíthetően a banán szövetben eleve 

természetesen meglévő, magas flavonolkoncentráció zavaró hatása miatt. A szerzők készítettek 

bioszenzorokat a szintén magas PPO enzim tartalmú burgonya-, alma (Malus domestica)- és 

szárított alma szövetekből is, s az ezekkel a szenzorokkal kapott analízis eredmények már jó 

egyezést mutattak a kolorimetriás és kromatográfiás meghatározások eredményeivel. 

Cummings és munkatársai138 hasonlóan, érzékenyített szénpasztán alapuló bioszenzort 

készítettek. Munkájukban alma zúzalékot kevertek szénpasztába az elektród készítéséshez.  A 

szenzor elektromos, elektrokémiai, morfológiai és analitikai tulajdonságait vizsgálták. Igyekeztek 

optimálni a bioszenzor analitikailag fontos jellemzőit. Úgy találták, hogy a nagyobb növényi 
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szövet/szénpaszta arány esetében kialakuló inhomogén hidrofobicitású felület esetében a vízben 

oldott szubsztrát könnyebben kötődhet a PPO enzim aktív helyeihez. Ez kedvezően hat az elektród 

működésére. 

A PPO enzimek számos növényi szövetben megtalálhatóak, azonban fontos megjegyezni, 

hogy az egyes enzimek eltérő aktivitást mutathatnak különböző fenolos szubsztrátok oxidációs 

reakcióját illetőleg.139 A banánban található PPO a dopamin,140 a padlizsánban (Solanum 

melongena) jelenlévő PPO pedig a pirocatechin oxidációját katalizálja a legnagyobb aktivitással.141 

A padlizsánból készített, szénpaszta alapú szenzorral 10-6 mól/dm3-es kimutatási határt értek el, s 

az aktív szénpaszta 4C°-on 23 napig tárolhatónak bizonyult.142 

Lima és munkatársai143 kókuszdió (Cocus nucifera) szövetet alkalmaztak pirocatechin 

mérésére készített áramló oldatos (flow-injection) rendszerükben. Munkájukban átfolyó analitikai 

reaktort készítettek, növényi szövetet alkalmas csőszerű üvegedénykébe tömörítve. A reaktoron 

átáramoltatott reakcióelegybe helyezett elektródon -0,1 V vs. Ag/AgCl potenciálon végezték az 

amperometriás detektálást. A bioreaktort sikeresen alkalmazták folyóvízben és papíripari 

szennyvízben történő pirocatechin mérésére. A kimutatási határ 2x10-6 mól/dm3 volt, s a 

rendszerrel óránként 60-90 mintát lehetett mérni. A reaktort jó néhány napig lehetett használni 

csekély aktivitás csökkenés mellett, annak ellenére, hogy a szöveten a biokatalitikus folyamat 

eredményeként fenolos polimer szennyeződés adszorpciója következett be. 

Az avokádó szövet szintén jó PPO enzimforrás.121 Fatibello-Filho és munkatársai 

paracetamol mérésére alkalmas bioszenzor fejlesztését írták le 2001-ben, ennek a készítésénél 

grafit/vazelin keveréket módosítottak avokádó szövet porral. Az avokádó szövet katalizálta a 

paracetamol oxidációját, s a képződő N-acetil-p-benzokinont -0,12 V vs. Ag/AgCl potenciálon 

redukálták vissza paracetamollá. A kimutatási határt 8,8x10-5 mól/dm3-nek találták. 

Inhalációsan adagolt gyógyszer epinefrin tartalmának meghatározására fejlesztettek ki 

áramló oldatos rendszerben működő bioszenzort Felix és munkatársai.144 A bioszenzor 

elkészítéséhez pálmafa gyümölcs rostjait használták szénpaszta elektródba keverve. Az érzékelő 

működése a szövet PPO enzim tartalmán alapul. Az enzim katalitikus hatására az epinefrin 

epinefrinkinonná oxidálódik. Analitikai jelként a kinon -0,1 V vs. Ag/AgCl elektródpotenciál 

mellett végbemenő elektrokémiai redukciója során jelentkező áram szolgál. A kimutatási határt 

kedvezően kicsinynek, mindössze 1,5x10-5 mól/dm3–nek találták. Ez az elektrokémiai módszer az 

epinefrin mérésre elterjedten alkalmazott spektrofotometriás módszerrel szemben fontos előnnyel 
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rendelkezik. A fotometriás módszernél problémát jelentő benzoesav zavaró hatása a bioszenzoros 

módszer esetében nem jelentkezik. 

Brazil és portugál kutatók145 enzim tartalmú szúrszop (Annona muricata) húsát tartalmazó 

szénpasztába 15% -nyi mennyiségben 7,7,8,8-tetracianokinodimetán redox mediátor anyagot is 

alkalmaztak. Ez esetben 0,1 V vs. Ag/AgCl munkelektród potenciál mellett tudták a dopamint 

mérni. Ezzel sikerült több nagyobb elektródpotenciál mellett elektroaktivitást mutató anyag zavaró 

hatását kiküszöbölni. Az elektródot FIA rendszerben 60 napon át tudták használni, 

gyógyszerkészítményekben lévő DA meghatározására, 2x10-2 - 2x10-4 mól/dm3 közti lineáris 

mérési tartomány mellett. 

A peszticidek meghatározásánál komoly problémát jelent a szenzorok romlása, rövid 

életideje, ezért alternatívaként merülnek fel a nagyobb enzim stabilitást biztosító növényi 

szövetekből készülő bioszenzorok. Burgonya szövet felhasználásával készítettek atrazin herbicid 

koncentrációt mérő bioszenzort Mazzei és kutatócsoportja.146 Az elektród fenol típusú anyagok 

jelenlétét detektálja. A herbicid mérést az teszi lehetővé, hogy a fenolos komponensek felismerését 

gátolja a mintában jelenlévő herbicid. Adott fenol koncentráció alkalmazása mellett az 

amperometriás áram csökkenése jelzi a mintában jelenlevő atrazin koncentrációját. Tehát a 

módszer a herbicid jelenlétében jelentkező enzim inhibíció jelenségén alapul. A kimutatási határ 

mindössze 10-5 mól/dm3 volt, szerves foszfor és karbaminsav származékot tartalmazó peszticidek 

nem zavarták a mérést. A szenzor élettartama 8-14 napnak adódott, s bár ez lényegesen rövidebb a 

fenol vagy pirocatechin meghatározásnál tapasztaltakhoz képest, a szenzor hegy mérések közötti 

vizes mosásával, a visszamaradó atrazin rendszeres eltávolításával, az élettartam növelhetőnek 

bizonyult. 

Chen és Tan munkájában120 banán-, alma-, burgonya-, avokádó- és gomba szövetek 

felhasználásával készült bioszenzorok esetében jelentkező mikrobiológiai fertőzés 

élettartamcsökkentő szerepére mutatnak rá. A hatás akkor is megfigyelhető volt, amikor a szenzort 

-10 C°-on tárolták.116, 117, 147, 148 Megoldást jelenthet valamilyen antimikrobiális anyag 

alkalmazása,149 azonban a szingapúri szerzők más megoldást alkalmaztak a zavaró hatás 

megelőzésére: az alma-, banán-, burgonya- és gomba szövetet felhasználás előtt előkezelték. A 

gyümölcsöt/zöldséget feldarabolása után levegőn hagyták állni, hogy a PPO enzimek és a jelenlévő 

szubsztrátok oxidációja lejátszódhasson, majd vizes mosással eltávolították a mikoorganizmusok 

számára különösen vonzó komponenseket –cukrokat és észtereket-, végül szobahőmérsékleten 
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vákuum szárították a darabokat és finom port készítettek belőlük. A szövet porból és polivinil 

alkoholból vékony biofilmet készítettek, s ezt kiszárítva helyezték fel Clark-elektród gázáteresztő 

membránjára, polikarbonát sapkával rögzítve. Ezekkel a szenzorokkal 3-4 hónapig tudtak 

analizálni, kiváló analitikai teljesítményjellemzők mellett. Az elektródokat használaton kívül, 

megfelelő pH-jú pufferben, szobahőmérsékleten tárolták. 

Ugyanezen szenzoroknak, a még jobb szelektivitás irányába történő továbbfejlesztését150 

mutatta be a szingapúri szerzőpáros, következő publikációjukban. A biofilmet rögzítő 

dialízismembránt Nafion membránra cserélték, s ezáltal az anionos és egyes semleges zavaró 

anyagok (pl. DOPAC, L-DOPA, L-cisztein) reakció rétegbe jutását megakadályozták. Az illető 

komponensek reakciórétegbe jutásának gátlása további kedvező hatást eredményezett. Csökkent 

az enzim dezaktiválódás sebessége, s így a szerzők igen nagy stabilitást, reprodukálhatóságot és 

200 napos szenzor élettartamot értek el. A technika hátránya, hogy a Nafion membrán 

megnövekedett diffúziós ellenálást képvisel, s így megduplázódik a 6-24 perc közötti eredeti 

válaszidő.151 

2.3 Pásztázó elektrokémiai mikroszkópiás mérések a bioszenzor fejlesztésben 

Bard és kutatócsoportja152 a múlt század 80-as éveinek végén vezették be, illetőleg 

fejlesztették ki a pásztázó elektrokémiai mikroszkópiás (PEKM) módszert, mely a felületi 

jelenségek vizsgálatára már korábban alkalmazott, úgynevezett pásztázó mérőcsúcs mikroszkópiás 

módszerek, így a pásztázó alagútmikroszkóp (Scanning Tunneling Microscope STM) és atomerő 

mikroszkóp (Atomic Force Microscopy AFM) módszerek újabb változatát jelenti. A PEK 

mikroszkópiában egy mikro-/nanoméretű elektrokémiai szenzorcsúcs precíziós mozgatásával a 

vizsgált terület adott pontjaiban kémiai infomációt hordozó jelet gyüjtünk. Az egyes adatgyüjtési 

pontok koordinátáit és az azokhoz tartozó áramintenzitás vagy elektródpotenciál jelet tároljuk. A 

tárolt adatmezőből mikroszkópikus, kémiai képet készítünk. A módszer egy igen hatékony 

technika nagy felbontás melletti koncentráció profilok megjelenítésére, illetőleg felületek kémiai 

sajátságait jelző mikroszkópiás kép készítésére. Bard, ill. Engström több publikációban 

bemutatták152, 153, 154 az általuk épített készülékek felépítését, működését, s a technika alkalmazása 

során felmerülő alapjelenségeket. A kutatócsoportok kezdetben a kereskedelmi forgalomban 

beszerezhető alkatrészekből házilag összeállított kémiai mikroszkópokat használtak. Ma már több 



Irodalmi áttekintés 

- 26 - 

cég gyárt pásztázó elektrokémiai mikroszkópot. Ezek meglehetősen borsos áron vásárolhatók 

meg.155 

A PEKM módszer fejlesztéséről, vizsgálatáról, alkalmazásáról ez ideig megjelent 

közlemények száma megközelíti az 1400-at. Több összefoglaló munka156, 157, 158, 159, 160 és könyv161 

ismerteti a fejlesztés és alkalmazás során elért eredményeket. 

A PEKM hatékony eszközként használható immobilizált enzimek működésének 

vizsgálatában is. A biokatalitikus réteg felett elhelyezkedő elektrolit fázisban pásztázva az 

enzimatikus aktív helyek feltérképezhetők. Erre a célra a PEKM módszert mind potenciometriás,162 

mind amperometriás163 üzemmódban sikerrel alkamazták. 

Pierce és munkatársai164 a PEKM-iában leginkább elterjedt amperometriás, visszacsatolásos 

üzemmód alkalmazásával végeztek méréseket GOX tartalmú biokatalitikus réteg feltérképezésére. 

Kísérleteik során a biokatalitikus felülettel érintkező elektrolit ferrocén-karbonsav mediátort 

tartalmazott. A felület felett, attól állandó távolságban lévő síkban pásztázva az amperometriás 

mérőcsúccsal, a mediátor oxidációs áramát követték nyomon.155 Ily módon sikerült a katalitikus 

aktivitást mutató mikroszkópiás képet készíteniük. 

A biológiailag aktív rendszerek tanulmányozására elterjedten alkalmazott PEKM módszer165 

az amperometriás generátor/kollektor üzemmód, melynek során a mérőcsúcs az enzimreakció 

során képződő és diffundáló termék, vagy a tömbfázisból fogyó reaktáns lokális koncentráció 

eloszlását méri. Kísérleti elrendezéstől függően alkalmazható a mérőcsúcs generátor/minta 

kollektor (TG/SC) vagy a minta generátor/mérőcsúcs kollektor (SG/TC) üzemmód. 

Oliveira olyan PEKM kísérletekről számolt be,166 melyekkel hasznos információkat nyert 

titán-dioxid felületen GOX és torma-peroxidáz enzimeket immobilizáló, önszerveződő monoréteg 

(self-assembled monolayer SAM) kialakításának optimális körülményeiről. A munka során 

különböző eljárás alkalmazásával kialakított rétegek felett közvetlenül a készítés után, majd pár 

nap elteltével készítettek PEKM-iás képeket. Így az enzimaktivitás és stabilitás összehasonlításával 

lehetőségük nyílt az enzim immobilizálási folyamatok sajátságainak, hatékonyságának 

vizsgálatára. 

Hussein és munkatársai167 polimer struktúrába ágyazott pirrolo-kinolin-kinon függő glükóz-

dehidrogenáz (PQQ-GDH) enzim működését, valamint az immobilizálás eredményességét 

vizsgálták folyadékfázisban végzett PEKM-iás mérésekkel. Munkájukban negatív visszacsatolásos 

üzemmódot alkalmaztak a topográfia felderítésére. Az enzim katalitikus hatásának- és két 
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természetes szubsztrátja versengése következtében létrejövő enzim reakció vizsgálatára pedig az 

enzimes visszacsatolásos üzemmódot választották. A kísérletek során a minta felülettel érintkező 

elektrolit oldatba egyrészt külön-külön glükózt és maltózt juttattak többféle koncentrációban. 

Másrészt, a két szubsztrát többféle arányú keverékének alkalmazásával végeztek kémiai 

mikroszkópiás méréseket. Az elektrolit ezen felül oxidált formájú mediátort is tartalmazott 

mindegyik vizsgált esetben. Az oldatban található glükóz, maltóz és oxidált formájú mediátor 

szabadon diffundálhat a polimerbe, ahol az enzimreakció következtében oxidált szubsztrátok és 

redukált mediátor képződik. A mérőcsúcs felületén a mediátor oxidációs reakciója megy végbe. 

Az enzim katalizálta reakció a redukált mediátor koncentráció lokális növekedését hozza létre. Ez 

a katalitikus aktivitású helyek közelében pásztázó mérőcsúcson amperometriás áram növekedést, 

pozitív visszacsatolást hoz létre. A pozitív visszacsatolás nagyságát a diffúzió és az enzimreakció 

sebességei, valamint a szomszédos enzimatikus aktív helyek hatása együttesen határozzák meg. 

Girault híres iskolájának 2015-ben megjelenő közleményében168 polivinilidén fluorid 

membánon banánhéj szelet felhasználásával létrehozott tirozináz enzimes aktív helyek PEKM 

vizsgálatáról olvashatunk. A banánhéj szeletet 1 perc időszakaszra a membránra helyezték 

(microcontact printed), majd megszárítás után 25µm átmérőjű platina mérőcsúcs alkalmazásával, 

három módszerrel térképezték fel a membránon található enzim tartalmú aktív helyeket és 

vizsgálták az enzimműködést. Az első módszer során az elektrolitot tartalmazó folyadékrétegben, 

amperometriás üzemmódban, -0,8 V potenciálon (vs. Ag kvázi referenciaelektród) az oxigén 

redukciós áramot detektálták, miközben a membrán felett horizontálisan, 5-10 µm-es állandó 

távolságban pásztáztak. A hidrofób membrán pórusokban nagy mennyiségű levegő 

adszorbeálódott, míg azokon a területeken, ahova enzim fehérje került (és esetlegesen egyéb 

komponensek), a membrán pórusainak hidrofobicitása lecsökkent, a folyadék a pórusokba 

beáramlott, ezáltal alacsonyabb oxigén koncentrációt eredményezve ezeken a helyeken. A második 

vizsgálati módszer során az elektrolitba L-Dopa szubsztrátot is juttattak, s 0,7 V vs. Ag potenciálon 

végezték a felülethez közeli horizontális pásztázást. Az enzimatikusan aktív helyek felett az anódós 

áram növekedését mérték, melyet azzal magyaráztak, hogy az enzimreakció termékeként képződött 

dopakinon 5,6-dihidroxiindollá alakul tovább, s a mért áram ezen elektroaktív komponens 

oxidációjának eredményeként alakul ki. A harmadik módszer során a tirozináz enzimet tartalmazó 

helyek feltérképezése immunkémiai reakción alapult. Az enzimre specifikus elsődleges, majd 

torma-peroxidázzal jelzett másodlagos antitest oldattal inkubálták a felületet, s végül a hidrogén-
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peroxidot és 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin festéket tartalmazó elektrolit oldatban -1,15 V vs. Ag 

potenciálon a torma-peroxidáz enzimreakció következtében keletkező oxidált festék redukciója 

útján készítettek képet a tirozináz enzimet tartalmazó helyekről. A három módszer eredményeinek 

és a mikroszkópos képeknek az összevetése viszonylag jó egyezést mutat, azonban lényeges 

különbségek is megfigyelhetők pl. a tirozináz enzim működésén keresztül készített képek és az 

oxigén koncentráció lokális eloszlásának meghatározásával készített képek között. Magyarázatul 

szolgál, hogy a banánhéjban a tirozináz enzim eloszlása nem homogén, s valós minta révén, sok 

egyéb komponenst is tartalmaz. 

Egy svájci-orosz kutatócsoport 2014-ben megjelent közleményében169 lágy mikroelektród 

(soft stylus probe) PEKM-iás mérőcsúcsként történő alkalmazását írja le, mellyel a durva, nem 

vízszintes felületek is jól vizsgálhatók. A szénpasztából készített mikroelektród a céltárgyhoz érve 

kissé behajlik, s a polietilén tereftalát „elektród test” a céltárggyal végig érintkezésben marad. Így 

az elektród ún. kontakt üzemmódban használható.  A mérőcsúcs aktív felülete a pásztázás során 

konstans távolságra van a céltárgytól. Ezt a technikát laktát-oxidáz tartalmú polimer film gyors, 

felületi pásztázására használták minta generátor/mérőcsúcs kollektor (SG/TC) üzemmódban, s a 

kapott eredmények alapján az immobilizálás szempontjából fontos paraméterről, a polimer mátrix 

optimális sűrűségéről nyertek hasznos információt. 

Az enzimek vizsgálatára végzett, PEK mikroszkópiát alkalmazó kísérletek jelentős részében 

az enzimatikusan aktív helyek felett, a minta felülettel érintkező elektrolit oldatban történik a 

pásztázás. Ugyanakkor az enzimtartalmú fázis belsejében, a katalitikus reakció idején kialakuló 

viszonyok tanulmányozásával viszonylag kevés tanulmány foglalkozik.  Ennek oka a kísérleti 

nehézségekkel magyarázható.  A PEKM azonban ideális eszköz erre a célra is, hiszen a mérőhegy 

mozoghat enzim tartalmú gélfázisban, vagy a szubsztrát oldatával érintkező, de attól elkülönülő 

enzim oldatban is. 

Csóka és munkatársai165 enzim szenzorok reakciórétegében kialakuló koncentrációprofilok 

vizsgálatához, elsőként alkalmaztak PEK mikroszkópot. Ezen méréseknek több távlati célja is van: 

a bioszenzorok reakciórétegének alaposabb megismerése, ill. a több enzimréteget alkalmazó 

elrendezések optimálisabb tervezhetősége. A kíséletekhez speciális mérőcellát készítettek, 

amelyben a szubsztrátot (glükózt) tartalmazó elektrolitot és a modell bioszenzor reakciórétegét 

celofán membrán választotta el egymástól. A reakcióréteg pufferbe kevert, illetve 

keresztkötésekkel, poli-akrilamid gélbe immobilizált GOX enzim volt. Az enzim tartalmú 



Irodalmi áttekintés 

- 29 - 

biokatalitikus réteget a levegőtől felületen úszó vékony olaj réteg zárta el. A méréseket megelőzően 

az elektrolitba glükózt adagoltak, s az a celofánon a reakciórétegbe jutva beindította az enzimatikus 

reakciót, melynek során glükonolakton és hidrogén-peroxid képződött oxigénfelhasználás mellett. 

A PEKM-iás mérés során amperometriásan detektálták a hidrogén-peroxid (+600 mV vs. Ag/AgCl 

ref. potenciálon) és az oxigén (-600 mV vs. Ag/AgCl ref. potenciálon) áramát, s kalibrációt 

követően kapták meg a koncentráció értékeket. A pásztázás során a 25 µm átmérőjű Pt 

mikroelektródot az elválasztó membrántól kiindulóan vertikálisan mozgatták, ezáltal a 

reakciórétegben az oxigén és a hidrogén-peroxid koncentráció lokális, pillanatnyi értékét tudták 

megmérni és a membrántól mért távolság függvényében ábrázolni. Különböző glükóz koncentráció 

értékek mellett megállapították, hogy a szubsztrát-enzim határfázist elválasztó celofántól kb 200 

µm távolságban minimum mutatkozott az oxigén koncentrációban, s kb ugyanitt maximum értéket 

mértek a hidrogén-peroxidra nézve. Ezek a PEKM alkalmazásával készített amperometriás 

koncentrációprofilok jó egyezést mutattak a modellszámítások eredményeivel. 

Scheller kutatócsoportja170 glükóz jelenlétében szacharóz szelektív meghatározására 

alkalmas összetett enzimelektródot dolgozott ki. A mintával érintkező eliminátor típusú 

reakcióréteg GOX-t és katalázt tartalmaz, az ezt követő mérő reakcióréteg pedig invertáz, 

mutarotáz és GOX enzimet is. A jelképzés végül a hidrogén-peroxid oxidációján keresztül történik. 

Ezen igen összetett, kettős biokatalitikus réteget tartalmazó bioszenzor modelljét is elkészítették 

Csóka és munkatársai,171 s a rétegekben PEKM-iás méréseket végeztek az oxigén és a hidrogén-

peroxid koncentráció feltérképezésre. 

2.4 Mérés tortuózus közegekben 

A voltammetriás mérések a munkaelektród felületén lejátszódó elektródreakción alapulnak, 

ezért a jel a legtöbb esetben a transzport folyamatok függvénye. Ideális esetben a mérendő 

komponens diffúziós együtthatója a kalibráló oldatokban és a vizsgált oldatmintában megegyezik. 

Olyan esetekben, amikor ez eltérő és a kalibrációs adatokat nem lehet a kiértékelésnél használni, 

sztenderd addíciós módszer használata ad lehetőséget a koncentráció mérésére, a voltammetriás 

mérések kiértékelésére.  Azonban számos olyan gyakorlati analitikai feladat jelentkezik, ahol a 

sztenderd addicióra nincs lehetőség. Ilyen például az élő szövetekben, kísérleti állatok bizonyos 

testrészében végzendő koncentrációmérés,172, 173, 174, 175, 176 vagy gél fázisban,177, 178 talajban, 

üledékekben lévő anyagok adott környezetben lévő lokális koncentrációjának meghatározása.179 
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Ha egy közegben a mérendő anyag szabad mozgását fizikai akadályok lassítják, akkor azonos 

koncentrációk mellett a mért voltammetriás áramok általában kisebbek a szabad diffúziót biztosító 

közegben mérhető értékekhez képest. A csökkent tömegtranszport mögött két tényező áll: egy 

részről a mérendő anyag molekulái egy hosszabb, „cikk-cakk” úton jutnak el az elektródfelületre, 

más részről egy adszorpciós-deszorpciós folyamat mehet végbe a fázisok határfelületén. 

A környezet diffúziós transzport csökkentő hatását gyakran nevezik tortuozitásnak, 

definíciója (1. egyenlet): 

 

 𝜆 = √
𝐷

𝐷∗ (1) 

Ahol D a diffúziós együttható egy akadályoktól mentes közegben, D* a tényleges diffúziós 

együttható egy akadályokat tartalmazó, porózus közegben.180 A tortuozitás elnevezés a diffúzió 

során a részecske által megtett, akadályok miatt megnövekedett út hosszát jelenti. A tortuozitást 

befolyásolja a térfogati faktor, melyet gyakran porozitásnak nevezünk. Ez a diffundáló molekula 

számára elérhető maximális rendszer térfogatot jelenti. 

A tortuozitást úgy is definiálhatjuk, hogy a fluidumban az A és B pont közti valós út hossza 

a két pont közti egyenes út távolságához viszonyítva, tehát értéke mindig nagyobb 1-nél. 

Az élettudományokban a visszatartási tényező (retardation factor) használata is elterjedt, 

mellyel a környezet transzportfolyamatokra gyakorolt hatása jellemezhető.181 Definíciója (2. 

egyenlet): 

 

 𝜃 =
𝐷∗

𝐷
=

1

𝜆2
 (2) 

A tortuozitásnak fontos szerepe van az élő rendszerekben, a komponensek szöveteken, ill. sejteken 

belüli, strukturális szerkezetből adódó transzportjának szabályozásában.182 Modellszámításokat és 

kísérleti technikákat alkalmazó, nagyszámú közlemény foglalkozik a diffúziós folyamatok 

vizsgálatával porózus közegekben,183, 184, 185, 186 üledékekben187, 188, 189 és élő szövetekben. 

Tao és Nicholson190 az agy sejt közötti állományában (extracelluláris tér), mint porózus 

közegben mérhető tortuozitást és az általuk felállított geometriai modellek és szimulációk 

eredményeként kapott értéket hasonlították össze. Három geometria alapján - kockákból, csonka 

oktaéderekből és egy többféle alakzatok keverékéből- összeállított, több tízezer „sejtes” modellt 

készítették el és ezekkel 3-D diffúziós Monte Carlo szimulációt végeztek. Az eredmények azt 
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mutatják, hogy az egymáshoz képest egyenletesen elhelyezkedő, konvex „sejteket” körülvevő sejt 

közötti térben a geometriai akadályoztatás független a „sejtek” alakjától, csupán a térfogathányad 

(sejt közötti térfogat és a teljes szöveti térfogat hányados) függvénye. Az összefüggés (3. egyenlet): 

 

 𝜆 = √
3−𝛼

2
 (3) 

Ahol α a térfogathányadot jelöli. Az ezekkel a modellekkel számított λ értékek - az irodalomban 

számos más kutatócsoport munkájával megegyezően -191, 192 maximum 1,225-nek adódtak, míg az 

agyban ugyanez az érték tipikusan 1,6. Az egyik lehetséges magyarázat szerint az eltérés oka az, 

hogy „zsákutca pórusok” is vannak az agyi extracelluláris térben,193, 194 a másik lehetséges ok, hogy 

a sejt közötti folyadék viszkozitása lényegesen nagyobb a modellben figyelembe vett átlagos 

értékhez képest.195 

Adams kutatócsoportja196, 197 kísérleti állatok agyának különböző helyein lévő monoamin 

neurotranszmitter koncentráció meghatározására tettek kísérletet.  In vivo, rövid idejű 

kronoamperometriás méréseket végeztek. A helyi monoamin koncentráció meghatározása a vizes 

sztenderd oldatokban készített kalibráció alapján történt. Az agyszövetben nyilvánvalóan mások a 

diffúziós koefficiensek, mint a vizes kalibráló pufferoldatokban. Kérdéses, hogy mennyiben 

várható megbízható koncentráció adat, ha a mérések értékelése a vizes oldatos kalibráció alapján 

történt. Talán az feltételezhető, hogy az állati szövetbe juttatott mikroelektród mérőfelületére egy 

vékony folyadékfilm tapad. Rövid idejű kronoamperometriás mérés alatt a diffúziós réteg ebben a 

vizes folyadékfilmben marad, s ez által a közeg tortuozitásának nem mutatkozik meg a hatása a 

mért jel értékére. Így a vizes oldatban végzett kalibráció segítségével számított koncentráció adatok 

valósak. 

Napjainkban, az in vivo voltammetriás mérések esetében igen nagysebességű ciklikus 

voltammetriás technikát alkalmaznak a kutatók.198, 199 A kalibrációt szintén vizes sztenderd 

oldatokban végzik. Az ez esetben alkalmazott 400 V/s sebességű pásztázás azonban nagy 

kondenzátor áram komponenst ad a mért jelhez. 

2.5 L-aszkorbinsav meghatározás valós mintákban 

Az L-aszkorbinsav (LAS) egy kis molekulatömegű, vízoldható antioxidáns vitamin, mely 

számos biokémiai reakcióban vesz részt,200 továbbá élelmiszerek és italok minőségét jellemző 
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indikátor molekula.201 A C-vitamin tartalom gyors mérése az élelmiszergyártás egyes fázisaiban és 

az élelmiszerminőség ellenőrzése során egy fontos analitikai feladat.202 A laboratóriumot igénylő, 

nagyműszeres technikákhoz képest,203, 204, 205, 206, 207 az elektrokémiai módszer fő előnyei az eljárás 

egyszerűsége, a gyors eredmény és az alacsony költségek.208 Az elektrokémiai meghatározás alapja 

az, hogy az LAS könnyen oxidálható dehidro-L-aszkorbinsavvá.209 Számos példát találunk a 

szakirodalomban hagyományos, nem módosított „csupasz” elektródokkal kivitelezett LAS 

meghatározásra különböző mátrixokban, zavaró anyagok jelenléte esetében. Ezek az eljárások 

minta előkészítési lépéseket tartalmaznak, gyümölcslevek esetében pl. centrifugálást210, 211 vagy 

szűrést és higítást.212 Az oxidáció során képződő termékek felhalmozódása az elektródválasz 

romlásához vezethet, ezért hosszas elektródtisztítási lépések szükségesek a mérések között.213 

Türke és munkatársai213 polietilén-dioxi-tiofén (PEDOT) vezető polimerrel módosított arany 

munkaelektródot készítettek és az elektród modell borban történő ciklikus voltammetriás 

viselkedésének tanulmányozása során, az LAS oxidációjához tartozó csúcs potenciálját 240 mV 

vs. SCE (Saturated Calomel Elektrode, Telített Calomel Electrode: Hg/Hg2Cl2) értéknél találták, a 

fő polifenol oxidációs csúcstól jól elkülönülten. Azonban a szerzők ugyanazon elektród ismételt 

alkalmazhatóságát valós bor mintában nem vizsgálták. 

Kilmartin és munkatársai214 polisztirol szulfonát (PSS) és polivinil szulfonát (PVS) ionokkal 

doppolt vékony polianilin (PANI) filmmel módosított platina mikroelektródot készítettek. Az 

elektródot különböző italokban tesztelték és az eredmények alapján az LAS oxidációs csúcs már 

0,1 V vs. SCE potenciálnál jelentkezik, ezáltal mérhető, az egyéb oxidálható komponensek 

minimális zavaró hatása mellett. Azonban a szenzorválasz jelentős, azonnali romlása következik 

be a különböző komponensek adszorpciója révén, bor és narancslé minták mérése esetén. 

Fuenmayor és munkatársai215 egy közelmúltban megjelent publikációban mutatták be 

szitanyomott elektród nanoszálas nylon membránnal módosított változatát, mellyel minta 

előkészítés nélkül, közvetlenül mérték az LAS koncentrációt lédús gyümölcsökben (alma, körte, 

citrom, kivi, narancs, mandarin és eper). A gyümölcsök héját késsel eltávolították egy kis területen, 

majd az előzetesen kalibrált, módosított elektródot a gyümölcsbe szúrták. A membrán 

hidrofobicitás különbség alapján szelektív diffúziós gátként viselkedik a gyümölcsökben található 

számos zavaró-, pl. fenolos komponenssel szemben. A membránnal módosított elektród a csupasz 

változathoz képest lényegesen nagyobb linearitási tartománnyal jellemezhető (10-400 mg/l helyett 

10-1300 mg/l LAS mérhető), azonban az érzékenység a membrán diffúziós gátló hatása miatt 
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negyedére csökkent. A mérés folyamatos, amperometriás detektálással történik úgy, hogy a 

szenzort az optimálisan megállapított 6 másodperces kontaktidő alatt a gyümölcsbe szúrják, majd 

kiemelik. Egy-egy mérés során összesen 4-10 alkalommal mártják a mintába az elektródot, majd 

öblítik. A pár másodperces kontaktidő alatt zajlik a membrán mintával történő impregnálódása, a 

mérés, valamint a termék elektród felülettől történő távozása. A valós mintákban történő 

méréseknél a harmadik-negyedik szúrásnál/mártásnál detektálható a legnagyobb jel, s ez arra utal, 

hogy az impregnálódáshoz több - 6 másodperces - szakasz is szükséges. A kontaktidő 

optimalizálása során úgy tapasztalták, hogy 6-10 másodpercnél nagyobb értéknél a mért jel már 

jelentősen csökken, - a szerzők feltételezése alapján - az elektródreakcióban képződő termékek 

akkumulációja miatt. Az elektród 22 egymást követő mérésig mutatkozott stabilnak. A HPLC-UV 

referencia-módszerhez képest a mért eredmények 7-18%-os változó irányú eltérést mutatnak. A 

max. 18%-ban eltérő mérési eredmények mellett a mérések szórás (sztenderd hiba) értékei is 

lényegesen nagyobbak a vizsgált amperometriás módszer esetében, mint a referencia-módszer 

alkalmazásakor. A szerzők ezt azzal magyarázzák, hogy a komplex gyümölcs mátrix természetes 

változékonyságot mutat és így ennek a tényezőnek a szórása a módszer saját szórásával 

összeadódik. Az amperometriás módszer in szitu, helyi koncentrációt mér, míg a referencia-

módszer homogenizálási lépést tartalmaz a mintelőkészítés során. A módszer saját szórásának, 

ismételhetőségének szempontjából az egyik fontos tényező a kontaktidő, ami azt az időtartamot 

jelenti, ameddig az elektródot a gyümölcsbe mártják. Kellően hosszú idő szükséges ahhoz, hogy a 

szenzor a mintával érintkezzen, átnedvesítse, azonban túl hosszú időknél megkezdődik az elektród 

passziválódása.  

2.6 Amperometriás pulzáló detektálást alkalmazó technikák 

A pulzáló elektrokémiai detektálási (PED) technikákkal a szilárd elektródos elektrokémiai 

mérések körében viszonylag gyakran találkozunk. Ezeknek a közös vonása, hogy alkalmazásukkor 

egy ismétlődő program részeként, különböző időtartamokig, különböző potenciál értékeket adnak 

rá a munkaelektródra. Az alkalmazás többféle céllal történhet. 

A nemesfém elektródokon lehetőség van az alifás vegyületek oxidációjának mérésére azáltal, 

hogy elektrokatalitikus felületük stabilizálja a szabad gyök intermediereket, azonban a nagy 

katalitikus aktivitásuknak köszönhetően a felületen adszorbeálódott anyagok felhalmozódhatnak, 

s ez gyakran az elektród szennyeződéséhez vezet. Az elektród aktív felületének passziválódása a 
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folyamatos mérést ellehetetleníti, a reprodukálhatóság fontos korlátját jelentheti. Az elektródfelület 

regenerálásának kézenfekvő módja a mechanikai megújítás (polírozással). Platina elektród 

esetében az elektród felület izzítása is alkalmazható szennyező anyagok eltávolítására. A 

kromatográfiás detektorcellába-, áramló rendszerekbe épített, vagy kapilláris elektroforézishez 

kapcsolt, folyamatosan működő munkaelektród, vagy az érzékenyítő- (bio) réteggel bevont 

elektródok esetében, a mechanikus vagy izzításos megújítás, nem jöhet számításba.216 Ezekben az 

esetekben a PED detektálás jó alternatívát jelent. 

A pulzáló potenciál programmal megvalósított elektródtisztítás története a 20. század elejére 

nyúlik vissza.217 Az elsők között, Hammet 1924-ben218 és Armstrong 1934-ben219 a szénhidrogén 

tüzelőanyag cellák fejlesztésekor felmerült nemesfémek szennyeződésének eltávolítására 

alkalmaztak ilyen technikát. A 60-70-es években a folyadék kromatográfiás módszerek rohamos 

fejlődése a PED technikák fejlesztésének is jelentős lökést adott, s a 80-as évek elején Johnson és 

munkatársai az áramló oldatos rendszerekben (flow-injection systems) alkalmazták a pulzáló 

amperometriás detektálást (PAD) platina elektróddal, egyszerű alkoholok és szénhidrogének 

mérésére.220, 221 A PAD elnevezés a nemesfém munkaelektródra adott, három lépésből álló 

potenciál programot jelöli. 

Az első lépésben a mérendő komponens elektrokémiai oxidációja történik (és a detektálás), 

ezt követően egy erősen oxidáló potenciál pulzus következik, melynek során a nemesfém elektród 

felületén hidroxid, ill. oxid képződik, s a harmadik szakaszban erősen katódos potenciál értékkel 

érik el a felületi oxidréteg eltávozását.222 

A PAD mérési programot a HPLC detektoroknál 0,5-2 Hz frekvencia mellett használják, 

lúgos közegben arany elektródokkal, platina elektródokkal pedig savas és lúgos közegben egyaránt 

mérnek, szénhidrátokat,223 alditolokat, aminoglikozidokat,224 aminosavakat225 és alkoholokat.226 

Az alapvető mérési séma: mérés, oxidok képzése, majd oldatba vitele, többféle feltételezett 

mechanizmus szerint történhet. Ezek közül az egyik eset az, amelynek során a mérendő anyag a 

nemesfém elektrokatalitikus felületén adszorbeálódik, s közvetlen oxidációja az oxidoktól mentes 

fém felületén zajlik. Egy másik feltételezett mechanizmus szerint a felületi oxidréteg az, ami 

közvetlenül katalizálja az elektródreakciót. PAD technika esetén az oxidréteg képződése és az 

elektródreakció egyszerre történik a detektációs potenciálon, s a két folyamathoz tartozó áram 

változásokat nehéz szétválasztani, az analitikai szempontból fontos jelet, jelentős háttér jel kíséri. 

Ennek a problémának a megoldására további mérőprogramokat dolgoztak ki. 
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A fordított pulzus amperometriás detektálás során (RPAD- reverse pulsed amperometric 

detection) az enyhén oxidáló mérő pulzus után erősen redukáló pulzus következik a tisztítás 

céljából, majd ezt követi egy erősen oxidáló szakasz, hogy az elektrokatalitikus oxid réteg a mérő 

szakasz előtt már kialakuljon. Polta és Johnson227 ezt a programot az aminok és a kén tartalmú 

vegyületek mérése során sikeresen alkalmazta, azonban az erős oxidatív tisztítást mellőző program 

hosszas üzemelés esetén már nem bizonyult megfelelőnek. 

A fejlesztés következő lépéseként a PAD detektációt négylépéses programmá alakították 

úgy, hogy annak három lépése elé beiktattak egy oxidációs aktiváló szakaszt is az elektrokatalitikus 

fém-oxid kialakítására. Ez már megfelelő tisztítást tett lehetővé és az oxid-képződésből származó 

háttér jel a detektáció alatt alacsony maradt. Williams és Jonhson228 ilyen módon végezték arzén 

(III) meghatározását, savas környezetben, platina elektródon, míg Johll229 cisztein meghatározásra 

alkalmazta ezt a technikát. 

A HPLC rendszerek fejlődésével a pH-, ionerősség-, hőmérséklet-, szerves módosító 

gradiens használata elterjedt, s ezzel az elektrokatalitikus oxidréteg kialakulásának feltételei a 

mérés során folyamatosan változtak.230 Ezen kihívás inspirálta a kutatókat az integrált pulzus 

amperometriás detektálás (IPAD- integrated pulsed amperometric detection) kifejlesztésére.217 

Ennél a programnál a detektálási szakasz során egy ciklikus pásztázás is történik: az induló, alsó 

potenciál értéken még semmilyen elektródreakció nem történik, majd a pozitív irányú pásztázás 

során rendre lejátszódik a méréshez szükséges felületi oxidképződés, a mérendő komponens 

oxidációja – a termék az oldatba diffundál – és a visszirányú pásztázás során a képződött oxidréteg 

is eltávozik. Így a ciklikus pásztázás során mért áramok elektronikus összegzése lehetővé teszi, 

hogy csupán a mérendő komponens oxidációjából származó áram értéket kapjuk meg. Ennél a 

módszernél a HPLC gradiens program alkalmazása és az IPAD egyszerre működik. A ciklikus 

szakaszt a PAD technikánál ismertetett tisztítási szakaszok követik. Ezzel a technikával jó 

eredménnyel sikerült aminokat, aminosavakat, peptideket, fehérjéket és tiol vegyületeket mérni.231, 

232, 233, 234, 235 

A kutatók több hetes üzemelés során jelentős problémaként észlelték az arany elektród 

nagymértékű fogyását az alkalmazott detektálási program során, mivel minden ciklus során oxid-

képződési-, detektálási-, majd tisztítási periódust iktattak be. Detektálási programfejlesztéseik 

során szempont volt, hogy az arany munkaelektród fogyása csökkenjen az oxidációs-redukciós 

szakaszok következtében. Ezért a szerzők igyekeztek a korábbiakhoz képest még hatékonyabb, 
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optimalizált programok kidolgozására, a hosszú távú reprodukálhatóság, a maximális jel/zaj 

viszony arány biztosítására.236 Clarke és munkatársai237 hat lépéses programot dolgoztak ki 

aminosavak IPAD detektálására. Japán szerzők238 hasonlóan hatlépéses programot alkalmaznak. A 

potenciálprogram adszorpció/iniciáló (E1, E2), pulzusokból, két áram integráló pulzusból (E3, E4) 

és tisztító/aktiváló pulzusokból áll.216 

A HPLC technikák fejlődése és a kapilláris elektroforetikus elválasztások olyan detektort 

igényelnek, amelyek kellő felbontással tudják követni a gyors folyamatot. Johnson és 

munkatársai239, 240 olyan programot dolgoztak ki szénhidrátok meghatározására, amely 6,2, ill. 6,7 

Hz frekvenciával működik. 

A kereskedelmi gyakorlatban beszerezhető elektrokémiai detektorok közül néhány képes 

PAD mérési program szerinti működésre. Közülük jól ismert a Dionex cég ED40 típusú 

készüléke.241 A detektor gépkönyve arany munkaelektróddal történő szénhidrát analízishez három 

különböző mérési programot javasol. Mindhárom program, különböző hosszúságú és különböző 

elektródpotenciál mellett mérő, tisztító és relaxációs pulzus, egymást folyamatosan követő 

pulzusok sorozatából áll. 

Mindhárom program mérő pulzusa két szakaszra oszlik. Az első E1 elektródpotenciál 

melletti tdel ideig tartó idő periódus a kondenzátor áram „lecsengéséhez” szükséges (200 ms). A 

tulajdonképpeni detektálás a tdet (200 ms) második szakaszban történik. Lehetőség van az áram 

integrálására, az ezen idő alatt átfolyó töltésmennyiség regisztrálására. Ezután következik a tisztító 

potenciál pulzus (E2, tclean), amit a relaxációs pulzus (E3, trel) követ. Az E2, tclean és E3, trel értékek 

a készüléken beállíthatók, de a javasolt programok egyike redukciós tisztítást (E2=-2,0 V, tclean=10 

ms), míg a másik két oxidációs tisztítást E2=+0,75 ill. +0,6 V-on, és tclean=20, ill. 10 ms tartó ideig 

írja elő. Az oxidációs tisztítás esetében az arany elektród elektrokémiai aktivitása csökkenhet. A 

redukciós tisztítás esetében legjobb a reprodukálhatóság és ekkor akár 500 ms-os teljes mérési 

ciklus is alkalmazható. Az érzékenység viszont kedvezőbb az oxidációs tisztítás esetében, bár 

ekkor a teljes ciklus idő 1000 ms.216 

Jelentős számú közleményben olvashatunk a pulzáló amperometriás detektálás 

alkalmazásának egy másik területéről is. Wu és munkatársai242 polipirrol vezető polimerbe 

ágyazott oligonukleotid szakaszokat tartalmazó réteggel módosították a munkaelektródot és PAD 

detektálás alkalmazásával a komplementer DNS szakaszok hibridizációját elektrokémiailag 

követni tudták, áramló oldatos rendszerben. A detektálás során két potenciál pulzusból álló 
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programot alkalmaztak, az optimális potenciál értékeket kísérleti úton határozták meg. A szelektív 

és érzékeny detektálás mechanizmusára lehetséges magyarázatokat adnak, azonban elismerik, 

hogy a folyamatot még nem ismerik teljes körűen. Wang és munkatársai243 úgy magyarazzák a 

jelenséget, hogy a komplementer oligonukleotid kötődésekor a polipirrol réteg vezetése, elektron 

környezete megváltozik, s a PAD detektálás a folyó áram változását felerősíti. 

Ausztrál kutatók244, 245 immunszenzorok fejlesztése terén alkalmazták a PAD detektálást. 

Polipirrol rétegbe ágyazott antitestekkel módosított elektródot készítettek, s így humán szérum 

albumin (HSA) áramló oldatos, szelektív, érzékeny és reprodukálható elektrokémiai detektálását 

valósították meg. A két potenciál értékből álló programot ez esetben is kísérleti úton állapították 

meg. Magyarázatuk szerint az antitest-antigén kölcsönhatását elősegíti a pulzáló potenciál 

program, s az amperometriás detektálás során tapasztalt irreverzibilis kapcsolódás az általuk 

optimalizált programmal elkerülhető. A szerzők szerint a jelet a vezető polimerbe be- és kilépő 

iontranszport változása generálja. 

A dolgozatban bemutatott kutatómunkám során periódikusan megszakított amperometriás 

(PMA) detektálást alkalmaztam, mely a PAD mérési programmal formailag hasonlóságot mutat, 

azonban az alkalmazott potenciál periódusok szerepe és az alkalmazás célja teljesen eltérő az 

eddigiekben bemutatott esetektől. A PMA detektálás során a pihentetési szakasz alatt a mérendő 

komponens feldúsul az elektród környezetében, s ezt követi egy igen rövid detektálási szakasz. A 

mérés során alkalmazott elektródpotenciál értékét úgy kell megválasztani, hogy az 

elektródfolyamatot csak a diffúzió útján pótlódó anyagtranszport limitálja. Kutatócsoportunk 

korábbi munkája során246, 247 a PMA detektálás alkalmazásának előnyeit vizsgálta hidrofil 

membránnal módosított elektródok és glükóz mérő bioszenzor esetében. Az előbbi vizsgálatoknál 

membrán réteggel módosított, szénpaszta és platina elektródokat használtak L-aszkorbinsav és 

H2O2 mérésére. A pihentetési periódus 1500 ms volt, a mérési szakasz 200 ms, s a 25 ms 

kondenzátor áram lecsengést követően 10 ms időtartamig rögzítették az áram értékeket. L-

aszkorbinsav mérés esetén a PMA mérés érzékenysége 10-szerese volt a hagyományos 

amperometriás (A) detektálás értékének, a kimutatási határ (LOD) pedig tized részére lecsökkent. 

Hidrogén-peroxid meghatározásnál is jelentős érzékenység növekedést tapasztaltak és a mérési 

határ kis koncentrációk irányába történő kiterjedését.246 A glükóz mérésére alkalmas bioszenzor 

elkészítésénél egy vékony, méretkizárásos rétegre vitték fel az immobilizált, GOX tartalmú 

reakcióréteget. A bioszenzor érzékenysége PMA detektálás mellett 625-szörös értéknek adódott a 



Irodalmi áttekintés 

- 38 - 

hagyományos amperometriás detektáláshoz képest, kis koncentrációk tartományában pedig ez az 

arány 400-szoros.247 

2.7 Oldott oxigén mérése 

Orvosi, ipari és környezetvédelmi területeken fontos feladat az O2, H2, SO2, NOx, CO2, H2S, 

Cl2, NH3, ózon, propán, etilén-oxid gázfázisú komponensek mérése.248 Mivel ezek a molekulák 

elektroaktívak, ezért közvetlen elektrokémiai meghatározásuk kézenfekvő. A különböző elveken 

alapuló szenzorok közül az amperometriás gáz szenzorok az egyik legjelentősebb csoportot 

képezik, ezeket számos összefoglaló szakirodalom mutatja be.249, 250, 251, 252 Az amperometriás 

elektrokémiai cellák tartalmazzák a munkaelektródot, az ellen- és referenciaelektródot, s az ezeket 

befoglaló elektrolit fázist. Kifejlesztésük Leland C. Clark (1918-2005) nevéhez fűződik, aki az 

oldott oxigén-mérő Clark-elektródot 1956-ban írta le közleményben.253 Az általa kifejlesztett cella 

kialakítást alkalmazó gáz szenzorok, oxigén-érzékelők napjainkig igen elterjedtek.254 A platina 

munkaelektródot és az ezüst –ellen, és egyben referencia-elektródot tartalmazó cellát gázáteresztő 

membrán választja el a mintatértől, s az oxigén azon átjutva a belső elektrolitba oldódik. 

Amperometriás üzemmódban, megfelelő elektródpotenciál mellett a platina katódon az 

oxigén hidroxid ionokká redukálódik az alábbi (4., 5.) egyenleteknek megfelelően, s az oxigén 

koncentrációtól lineárisan függő jelet, azaz áramot mérhetünk.255 

 

 2 H2O + O2 + 4 e- → 4 OH- 
elektrolit (4) 

Az anódon lejátszódó reakció: 

 4 Ag + 4 Cl- elektrolit → 4 AgClAg + 4 e- (5) 

A Clark-elektródok jó szelektivitási és érzékenységi sajátsággal rendelkeznek, abból 

kifolyólag, hogy a cellát a mintatértől elválasztó membrán csak gázok számára átjárható. Így egyéb 

komponensek nem kerülhetnek a belső elektrolitba. A modern Clark-elektródok jelentős része 

porózus, hidrofób tulajdonságú poli(tetrafluoretilén) (PTFE) membránnal készül, tipikusan 10 µm-

es pórus átmérő mellett.248 

A jó analitikai jellemzők biztosítása szempontjából fontos az is, hogy a membrán szorosan 

illeszkedjék a munkaelektród mérőfelületére, ezáltal csak egy vékony elektrolit réteget hagyva a 

membrán és a platina elektród között. Így a membránon átjutó oxigén molekulák kis térfogatú 
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elektrolitban oldódva viszonylag nagy koncentrációjú oldatot képeznek és a diffúziós út rövidsége 

miatt az amperometriás áram viszonylag kis késéssel követi a minta koncentrációját. 

A Clark-elektródok további előnye a membrán nélküli oxigén mérő amperometriás platina 

elektródokhoz képest, hogy a munkaelektród szennyeződésének esélye jelentősen csökken a 

membrán elválasztó, védelmi funkciójánál fogva. Lényeges azt is megemlíteni, hogy a belső 

elektrolitot tartalmazó cella a mintától függetlenül megfelelő kémiai feltételeket biztosít az 

oxigénmérés számára. Így kellő biztonsággal alkalmazható az elektród erősen savas vagy lúgos, 

akár nem vizes közegekben is és maga a cella biztosítja a megfelelő háttér elektrolit koncentrációt 

is. Az anódos elektródreakcióban résztvevő, és az állandó referenciapotenciált biztosító klorid 

ionok is rendelkezésre állnak a belső elektrolit részeként. 

A Clark-cella alkalmazásánál felmerülő problémákat, korlátokat is figyelembe kell venni.256 

Így például az élettartam szempontjából kritikus lehet az elektrolit pH-jának változása (az oxigén 

fogyasztás eredményeként keletkező OH-  ionok hatására) és az ezüst anód felületének csökkenése 

(a rajta kialakuló AgCl csapadék következtében), ami a reakció leállásához vezethet. A hosszú időn 

át stabil potenciált biztosító referenciaelektród kialakítása pedig elsősorban a miniatürizálás, 

integrálás során jelent komoly kihívást.257 Egy japán kutatócsoport közleményében olvasható,258 

hogy az AgCl csapadék mennyisége bár folyamatosan növekszik az üzemelés alatt, a megbízható 

eredményekhez a kellő mennyiségű és minőségű AgCl csapadék már az üzemelés kezdetétől, 

folyamatosan szükséges. A Suzuki és munkatársai által javasolt kialakításban a vékony Ag réteget 

szigetelő poliimid réteg fedi úgy, hogy annak csak a szélei maradnak szabad érintkezésben az 

elektrolittal. Az így kialakuló résekben, az Ag réteg széleiről indul a csapadékképződés, s 

folytatódik a poliimid réteg alatt továbbhaladva. Ez a kialakítás jelentősen növeli a mérőcella 

élettartamát és biztosítja a vonatkozási elektródpotenciál állandóságát változó áramok esetén is. 

A Clark-cella hosszú válaszidejét, túl nagy oxigén fogyasztását, keverési/áramlási sebesség 

érzékenységét és a körülményes miniatürizálhatóságot, integrálhatóságot kritizálják Krommenoek 

és munkatársai259 2007-ben megjelent közleményükben, ezért az oxigénmérésre más megoldást 

alkalmaznak. Munkájukban oldott oxigén, pH, hőmérséklet és biomassza koncentráció 

párhuzamos, on-line mérésésre alkalmas, élesztő fermentorokba tervezett szenzorplatform 

kialakítást mutatnak be. A komplex szenzoruk működése során az oxigénmérés a mintaoldattal 

közvetlenül érintkező, burkoló membrán nélküli, ultramikroelektród sorozattal (UMEA) történik. 
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A mikroelektród sorozat kialakítása során egy nagy felületű platina makroelektródra 1 µm 

vastag poliimid szigetelő réteget vittek fel úgy, hogy az előzőleg kiszámolt távolságoknak 

megfelelően, 2 µm átmérőjű kör területeket szabadon hagytak. 

A mikroelektródok előnye, hogy a mért jel a minta oldatban lévő konvekciós viszonyoktól 

szinte független, továbbá a számos mikroelektródon mért kicsiny áramok eredőjeként kialakuló 

érték –a közös kivezetés miatt- már megfelelő jel/zaj viszonyt eredményezhet. Az oldattal 

közvetlenül érintkező mikroelektród sorozat igen rövid válaszideje szintén vonzó tulajdonság. 

Egy évvel később megjelent közleményükben260 a szenzor platform mikrotiter lemezek 

adottságaihoz igazított microchip változatát mutatták be. A továbbfejlesztett szenzort sorozatos, 

élesztő fermentációs tesztek nyomon követésére jól alkalmazhatónak találták. Meglepő módon, a 

tesztelés során jóval zajosabb jelet mértek a hagyományos Clark-elektróddal összehasonlítva az 

oxigén koncentráció mérésénél, melyet az elektromágneses tér zavaró hatásával magyaráztak. 

Ennek csökkentésére az elektródfelületet növelték, ill. alaposabb szigetelések kialakítását végezték 

el. 

Csupasz, membránnal nem védett elektródfelületek és megfelelő mérőközeg jelenléte nélküli 

amperometriás mérések során gyakrabban fordul elő az elektródfelület passziválódása. A szerzők 

közleményükben beszámolnak arról, hogy a több órán át tartó kísérlet során, közvetlenül a 

habzásgátló beadagolását követően, az UMEA érzékenysége jelentősen csökkent. Továbbá a 

szelektivitás biztosítása céljából a szokásosnál kisebb redukciós elektródpotenciálon (-0,4 V vs. 

Ag/AgCl) végezték az amperometriás detektálást, s ezzel az elméletileg elérhető értékhez képest 

lényegesen kisebb érzékenységgel detektáltak.260 

A kihívások ellenére is az integrálható, miniatürizált Clark-típusú elektród kialakításokkal 

találkozunk leggyakrabban a sejtkultúrák, mikrobiológiai tenyészetek biológiai aktivitásának 

nyomon követésére.261, 262 Ennek egyik példájaként említhető az a Wu és munkatársai által 

kifejlesztett miniatürizált Clark-szenzor kialakítás,262 mely kis térfogatú baktérium szuszpenziók 

oxigén fogyasztásának mérésére alkalmas és mikrofluidikai rendszerbe (micro total analysis 

system, µ-TAS) könnyen integrálható. Az oxigén koncentráció változásának hatására a jel új 

egyensúlyi értéket vesz fel, s ennek a változásnak a 90%-ához tartozó idő, mindössze 6,8 

másodperc. Ez utóbbi annak köszönhető, hogy a mérőcellát csupán 7 µm-es dimetil-polisziloxán 

membrán választja el a minta tértől, továbbá a munkaelektród az elválasztó membránhoz igen közel 

helyezkedik el. 
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A Clark-cella előnyei inspirálták Revsbech-et és munkatársait,263 hogy annak mikroelektród 

változatát is elkészítsék, s ezzel az oxigén eloszlás mérésére alkalmazott, egyszerű platina és arany 

mikroelektródok felváltását célozták meg, több alkalmazási területen. Az 1983-ban publikált 

Clark-típusú mikroelektród hegyének átmérője mindössze 2,5 µm, szilikongumi membránt 

tartalmaz és a belső kapillárisba olvasztott, aranyozott platina korong katód átmérője 2 és 20 µm 

közötti. A mikroelektróddal eredményesen vizsgálták a savas környezetben élő, fotoszintetizáló 

Cyanidium algatelepben kialakuló oxigén koncentráció mélységi eloszlását. Az alga telep 

felszínétől 4 mm-es mélységig gyűjtöttek adatokat, 0,1 mm-es lépésközzel. Az elektródnak a 90%-

os válaszideje 0,4 s volt, ezzel a fotoszintézis folyamatának követéséhez alkalmasnak bizonyult. 

Ez a mikroelektród azonban túl sérülékeny, törékeny szilárd közegek vizsgálatához, ezért 

egy olyan változatot is kidolgoztak, ahol a kis belső kapilláris átmérő mellett az elektródhegyet 

vastagabb fallal erősítették meg – bár ennél a kialakításnál a válaszidő is hosszabb lett.263 A talaj 

aggregátumokban kialakuló oxigén eloszlás lokális feltérképezésére Teidje és munkatársai264 ilyen 

megerősített, mikro Clark-elektródot használtak, lényeges információkat szolgáltatva a talajokban 

zajló anaerob folyamatok megértéséhez. 

Az oxigénfogyasztástól függő, keverési és a diffúziós körülmények változásával összefüggő 

érzékenységet - a Clark-mikroelektródok esetében is - az alkalmazhatóság fontos korlátjaként 

említi a szakirodalom.265, 266 Felszíni légmozgással áramlásba hozott víz és porózus üledék határán 

kialakuló lokális oxigénkoncentráció mérésre alkalmazott mikroelektródok eredményeit mutatja 

be Revsbech, fent hivatkozott publikációiban. Gust 1987-ben publikált mikroelektródjának válasza 

10-50%-kal nagyobbnak mutatkozott konvekció jelenlétében.267 Ehhez képest a dán kutató által 

fejlesztett mikroelektródok áramlási sebesség érzékenysége mindössze 1 és 6% voltak. A kapilláris 

hegyének belső átmérője mindössze pár mikronos volt, a katód a belső kapillárisból 10-20 µm 

hosszan kilógó kitüremkedő vékony platina szálból készült, melyet porózus arany bevonattal láttak 

el a kellően stabil áram értékek biztosítása érdekében. A csökkentett áramlási sebesség 

érzékenységet és az üledékekben tapasztalt áramcsökkenés mérséklését úgy érte el Revsbech,265 

hogy a mikroelektródokban az azonos méretű katódok membrántól mért távolságát változtatta (ez 

akár 60 µm-t is elérte), ezáltal az oxigénfogyasztást csökkentette. Ez a változtatás természetesen a 

válaszidő növekedésével járt és az érzékenység csökkenése kísérte. 

A közelmúltból is olvashatunk a Clark-mikroelektród fejlesztéséről és alkalmazásáról 

publikációkat. Így például tengeri üledékek „oxigén minimum zónájában” történő mérésekre 
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dolgozott ki Revsbech és kutatócsoportja speciális mikroelektródot.268 Az igen kis koncentrációk 

mérésének lehetővé tétele érdekében az elektród testet 50-100 mikronos belső átmérőjű 

kapillárisból készítették és ezzel arányosan megnövelték a porózus aranyozott platina „gömb” 

katód méretét is. Ezek a példák azt mutatják, hogy munkájuk során a Clark-cella felépítését 

évtizedek óta megőrizték és az elektród kialakítást több kisebb lépésben változtatják az adott 

analitikai felhasználás sajátságainak megfelelően. 

Az oxigénmérés témakörében a rohamosan terjedő optikai szenzorok is figyelmet 

érdemelnek, ezek polimer mátrixba ágyazott szenzor molekulákat tartalmaznak. Működésük 

rendszerint azon alapul, hogy a szenzor molekula által kibocsátott fluoreszcenciás fény intenzitása 

oxigén jelenlétében annak koncentráciájától függő mértékben csökken. Az optikai oxigén 

szenzorok nagy előnye, hogy működésük során nem fogyasztanak oxigént. Ezáltal keverésre és a 

diffúziós viszonyok változására érzéketlenek,254 azonban hátrányként említhető, hogy 

méréstartományuk viszonylag szűk és rendszerint csak az igen kicsiny oxigén koncentráció 

mérésére alkalmazhatók. A területen dolgozók jelentős része az optikai oxigénérzékelők 

megjelenése után is a legmegbízhatóbb eszköznek a Clark-cellát tartja.260 
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3 Kísérleti rész 

3.1 Felhasznált anyagok és vegyszerek 

A mérések során analitikai tisztaságú vegyszerekkel dolgoztam, melyeket a Flukától, Sigma-

Aldrichtól, Interkémiától, valamint a Mercktől vásároltunk. Az egyes speciális vegyszerek eredetét 

felhasználásuk leírásánál közlöm. A vásárolt vegyszereket olyan formában használtam fel, ahogy 

azok a gyártótól érkeztek. 

Az elektródok felületének polírozásához szükséges, különböző átmérőjű alumínium-oxid 

port a Micropolish II (Buehler, USA) – tól vettük. 

Az oldatokat kétszeresen ioncserélt vízzel készítettem. A víztisztító készülék típusa: Merck 

Millipore, Elix Advantage 10, (Franciaország). A készülék fő egysége fordított ozmózis elvén 

működik. A kész víz vezetőképessége 0,076 µS/cm alatt volt. 

A modell tortuózus közegként felhasznált és szitán frakcionált homokot előkezelést követően 

használtam fel. Az építkezési homokbányából származó 400 g homokmintából először a szemmel 

látható szennyeződéseket távolítottam el. Aztán egymást követően háromszor ioncserélt vizes 

mosáson (a homok térfogatához képest kb. háromszoros mennyiségű vízzel), szárításon 

(szárítószekrényben, 90 °C-on), tömény salétromsavas kezelésen (szerves és szervetlen 

szennyeződések eltávolítására), majd ismét sorozatos (5x) vizes mosáson és szárításon (90 °C-on) 

esett át. A teljesen száraz homok szemcseméret szerinti osztályozását szitasorral végeztem. A szita 

lyukméretei: 125, 150, 315, 400 µm, 1 mm.  

A 0,1 mól/dm3 koncentrációjú dopamin törzsoldatot és az L-aszkorbinsav oldatokat mindig 

frissen, a felhasználás napján készítettem és az oldatok készítése során 10 perces nitrogen 

átbuborékoltatást alkalmaztam az oxigen kiűzésére. Felhasználásig az oldatokat sötétben, 

hűtőszekrényben, 4 °C-on tároltam. 

Az L-aszkorbinsav oldatok koncentrációját az élelmiszertudományok területén elterjedt 

egységben, mg AS/100 g oldat egységben adtam meg. 

A kísérletek során felhaszált banánt és paprikát a helyi piacról szereztem be és 

hűtőszekrényben, 4 °C-on tároltam a felhasználásig. 

A sárga, ill. zöld paprikát (Capsicum annuum Linn.) felhasználás előtt csapvízzel mostam, 

majd a mérés célja szerint kiválasztott eszközökkel dolgoztam fel. Paprika lé és zúzalék készítése 

során kerámia és műanyag eszközöket használtam, kerültem a fém használatát, ugyanis pl. a kés 
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pengéről származó fémionok,-mint ismeretes- katalizálhatják az LAS oxidáció folyamatát. Az 

eljárás során a mosott paprikát kerámia késsel szeleteltem, majd egy konyhai műanyag reszelőn 

aprítottam. A keletkező darabos pépet konyhai szűrő alkalmazásával lé és zúzalék frakciókra 

választottam szét.  

A paprika szeleteken kivitelezett, közvetlen LAS meghatározásra végzett mérések esetében 

a munka célja éppen a fémionok hatásának vizsgálata a folyamatra. Ennek megfelelően a minták 

készítése során kerámia-, rozsdamentes acél-, vagy vas kést használtam a paprika szelet felületén 

található sejtek óvatos felsértésére. A pengék kb. 2-3 percig voltak érintkezésben a paprika 

szövettel. 

Viszkozitásméréshez a paprika szűrt levét 10.000 fordulat/perc sebességgel, 5 percen át 

centrifugáltam, majd az átlátszó felülúszót 0,2 mikronos fecskendőszűrőn (VWR Inernational Kft, 

Budapest) szűrtem át. 

A különböző viszkozitású L-aszkorbinsav törzsoldatok készítése az alábbiak szerint történt: 

150 mg LAS-at 10 ml puffer oldatban, illetve a további 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. 

 Nyers enzimkivonat készítése banánból, enzimaktivitás mérés céljára:269 

Az 50 g hámozott, feldarabolt banánt egy megfelelő méretű főzőpohárban annyi 

foszfátpufferbe (pH=7,33) helyeztem, amennyi éppen ellepte. Ez az oldat amellett, hogy 

fenntartotta az enzim működéséhez szükséges optimális pH-t, a hő közvetítő közegeként is szolgált. 

A főzőpoharat vízfürdőbe helyeztem (40 °C, 20 perc). A hőkezelés után a pufferoldatot leszűrtem 

a banánról, és kézi mozsár segítségével homogenizáltam. Az így kapott homogenizált mintát 

centrifugáltam (5000 rpm, 10 perc). A centrifugálás eredményeként, a szövettörmelék felett, egy 

enzimtartalmú folyadékfázist kaptam. A nyers enzimkivonatot egyes esetekben a mezokarpium 

különböző részeiből készítettem. A nyers enzimkivonatban már néhány órás tárolás során is 

megfigyelhető az enzimkatalizálta oxidáció által előidézett barnulás jelensége. A létrejövő 

melaninokat a kivonat 20 µm pórusátmérőjű fecskendőszűrőn való leszűrésével távolítottam el, 

ezzel csökkentve az enzimaktivitás mérések során a makromolekulák okozta hibás eredmények 

előfordulását. A szűrés az enzimkivonat viszkozitását is jelentősen csökkentette. Az enzimkivonat 

tárolása hűtőben, 4◦C-on történt. 
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3.2 Alkalmazott eszközök, műszerek 

A voltammetriás mérésekben CHI típusú 760C (CH Instruments, Austin, TX, USA) 

elektrokémiai mérőműszert alkalmaztam. 

A pásztázó elektrokémiai mikroszkópiás mérésekhez a Pécsi Tudományegyetem, Általános 

és Fizikai Kémia Tanszék laboratóriumában kialakított egyik készüléket használtam, a kémiai 

mikroszkóp három fő részből áll: egy elektrokémiai mérőállomásból –eDAQ Picostat (model EA 

162) és e-cable ED410 (eDAQ, Ausztrália)-, egy mozgató egységből, és a mérőcellából. A 

készülékhez számítógép és optikai kamera csatlakozik. (3. ábra) 

 
 

3. ábra: A pásztázó elektrokémiai mikroszkóp sematikus felépítése és a Pécsi Tudományegyetem, Általános 

és Fizikai Kémia Tanszéken található, általam használt egyik elektrokémiai mikroszkóp fényképe R: referencia-, S: 

segéd-, M: munkaelektród. 

 Áramló oldatos rendszer 

A kísérleteimhez házilag készített áramló oldatos rendszer (Flow Injection System) szintén 

házilag készített wall-jet típusú mérőcellát tartalmaz, melyben az áramló oldat egy szűk fúvókán 

áthaladva az elektród felületére érkezik, annak a centrumába. Az elektród felületén radiálisan 

áramolva a további elektródokat tartalmazó térbe jut, majd onnan a lefolyóba. A rendszer további 

egységei: perisztaltikus pumpa (ISMATEC SA Mini-s 620m Ismatec SA, Svájc), injektor (Labor 

MIM, Budapest, Magyarország), injektor hurok térfogata: 25 µl, diszperziós tekercs. Ez utóbbit 

házilag készítettem el 1,15 m hosszú, 1 mm belső átmérőjű csőből, ceruzára feltekerve. 
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Alkalmazásának célja: a megfelelő Taylor-diffúzió/diszperzió kialakulását segíti. Áramló oldatos 

rendszerben, elektrokémiai detektálás alkalmazásával kivitelezett sorozatos minta mérés esetén 

szerencsés, ha az oldat ionkoncentrációja, a háttér elektrolit összetétele állandó. A diszperziós 

tekercsben a Taylor-diffúzió elmélete szerint a minta és a vivőoldat között a szükséges mértékű 

keveredés megtörténik. Korábbi kísérleti munkákból tudjuk, hogy ez a diszperziós tekercs méret 

közel optimális eredményre vezet. (4. ábra) 

 

4. ábra: Az áramló oldatos mérésekben használt, munkám során összeállított injektálásos (FIA) készülék 

felépítését, működését mutató rajz. RE: referencia-, SE: segéd-, ME: munkaelektród. 

 Modell bioszenzor mérőcella 

A banánotród bioszenzor optimális vastagságú enzimrétegének meghatározása céljából 

modell bioszenzor mérőcellát készítettem. Ebben a kísérletben lehetőség nyílik az enzimrétegben 

kialakuló dopamin és dopamin –kinon koncentrációviszonyainak tanulmányozására. 

A reakcióréteg egy 15 mm belső átmérőjű üvegcső alsó részében helyezkedett el, a cső hossza 

kb. 20 mm volt, ebben könnyen tudott mozogni a PEKM készülék mérőcsúcsa. A modell 

bioszenzor esetében a jelátvivő PEKM mérőcsúcs szénpaszta mikroelektród volt. A reakcióréteg 

kialakítására banán szövetet foszfátpufferrel (pH=7,33) homogenizáltam egy porcelán mozsár 
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segítségével (5:1 V/V arányban), majd a kapott pépet az üvegcsőbe töltöttem, melynek egyik végét 

előzetesen 50 µm vastag dialízismembránnal (Technikon Autoanalyzer accessories) zártam le. 

Az enzimtartalmú reakciórétegben végzett PEKM méréseknél alkalmazott kísérleti 

berendezés felépítését az 5. ábra mutatja. A reakcióréteget tartalmazó, a bioszenzort modellező 

üvegcső egy 30 ml mintaoldatot tartalmazó mérőcellába nyúlik. Mérőcellaként egy 5 cm átmérőjű 

kristályosítócsésze szolgált. Mágneses keverővel intenzív konvekciót idéztem elő a mérőcellában, 

mellyel a membrán mintaoldat felőli oldalán stacionárius transzport viszonyok kialakulását 

kívántam biztosítani. Az enzimréteget tartalmazó, bioszenzort reprezentáló üvegcsövet ebbe az 

oldatba helyeztem, a membránnal lezárt végével lefelé. Az üvegcsövet úgy pozícionáltam, hogy a 

reakcióréteg levegővel érintkező vízszintes felülete és a mintaoldat felszíne azonos magasságban 

legyenek, így megakadályoztam a hidrosztatikus nyomáskülönbség kialakulását a két térrész 

között. A referencia- és az ellenelektródokat a pufferbe helyeztem és a potenciosztáthoz 

csatlakoztattam. A PEKM-hoz rögzített munkaelektród az enzimréteget tartalmazó csőben 

mozoghatott. 

 

5. ábra: A modell bioszenzor működésének vizsgálata során használt mérőcella vázlatos rajza. RE: referencia-

, SE: segéd-, ME: munkaelektród. 
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 Elektródok 

Minden mérésnél OP-0830P típusú telített kalomel referenciaelektródot (Radelkis, Budapest, 

Magyarország) és 1 cm2 felületű platina lemez ellenelektródot használtam, ezek alól azok az esetek 

képeznek kivételt, ahol azt külön megemlítem. 

3.2.3.1 Szénpaszta mikroelektród készítése 

A szénpaszta elkészítéséhez 2 g grafit port (<20 µm szemcseméret, ALDRICH Chemistry, 

synthetic, CAS: 7782-42-5. Svájc) és 0,5 g paraffin olajat (PARAFFINUM LIQUIDUM, a közeli 

Pannon Patika gyógyszertárban vettem, gyógyszerkönyvi minőség, BP, Ph. Eur. Grade., CAS: 

8012-95-1.) porcelánmozsárban homogenizáltam. Az elektródtest elkészítéséhez 1,5 mm-es külső 

és 1,1 mm-es belső átmérőjű boroszilikát kapillárist (Sutter Instruments Co., USA) láng felett 

kihúztam, majd az elkeskenyedő végét beolvasztottam. A mikroelektród hegyének kialakításához 

a lezárt vég felől óvatosan csiszoltam a kapillárist addig, amíg a megfelelő méretű belső átmérőt 

elértem (50 µm), majd alumínium polírozó porral simára políroztam. Az így elkészített kapillárisba 

hátsó vége felől vékony réz szálat fűztem az elektromos csatlakozás biztosítására, a kapillárist 

elkeskenyedő vége felől pedig a szénpasztával megtöltöttem, felületét simára políroztam. 

3.2.3.2 Banánotród bioszenzor készítése 

Glassy Carbon (Alfa Aesar, VWR Inernational Kft, Budapest) rúd 0,5 cm hosszúságú része 

és egy megfelelő rézdrót között ezüst-epoxy (Epo-Tek, ET-H20E-8-0028, ET-PMS-0028, J. P. 

Kummer GmbH.) vezető ragasztóval hoztam létre a csatlakozást, majd ezt egy megfelelő átmérőjű 

üvegcsőbe helyezve, EpoFix (Struers GmbH) polimerbe ágyaztam. A polimerizáció után az 

elektródfelületet csiszolással és nedves polírozással készítettem elő, melynek során egymást 

követően 1, 0,3 és 0,05 µm szemcseméretű aluminium oxid polírozó port használtam, az egyes 

lépések között pedig ultrahangos mosást végeztem. 

A banánotród bioszenzor esetében a 4 mm átmérőjű GC elektródra szigetelő szalagból 

kialakított, 130 µm vastag távtartó gyűrűt helyeztem, s a létrejövő mélyedésbe az előzetesen 

homogenziált banán pépet egy spatula segítségével egyenletesen betöltöttem úgy, hogy vízszintes 

felületet képezzek a távtartó gyűrű felszínével. A dialízismembránt ezt követően rögzítettem az 

elektródra és ez szépen kifeszült a rétegen. Látványos a különbség a túltöltött ill. alultöltött 

reakciórétegek között. Néhány kísérletben a dialízismembrán helyett Tecoflex membránt 
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használtam védőrétegként. Ehhez 1 g poliuretánt (Tecoflex SG-80A, Thermedics Inc, Woburn, 

MA, USA) 100 ml tetrahidrofuránban oldottam (1%-os oldat), majd az oldatból 10 µl-t a banán 

pépre és az azt körülvevő távtartó gyűrűre szétoszlatva rácseppentettem. Pár másodperces párolgást 

követően kialakult a védőmembrán. A banánotród sematikus rajzát a 6. ábra mutatja be. 

 

.     

 

6. ábra: Banánotród felépítése 

3.2.3.3 GC munkaelektród L-aszkorbinsav mérésére, tortuózus közegben 

1 mm átmérőjű, házilag készített GC munkaelektródot használat előtt megtisztítottam, 

egymást követően 1, 0,3 és 0,05 µm szemcseméretű aluminium oxid polírozó porral políroztam, 

az egyes lépések között pedig ultrahangos mosást végeztem. Ezt követően L-aszkorbinsav oldatban 

ciklikus voltammogramot vettem fel (potenciáltartomány: 0-0,9 V, szkennelési sebesség: 0,1 V/s, 

LAS koncentráció: 100 mg/100g) a megújított felületű, bevonat nélküli “csupasz” elektróddal, 

hogy ellenőrízzem az elektród működését. Amennyiben a voltammogram alapján az elektródfelület 

kellően tisztának és megfelelő aktivitásúnak mutatkozott, megnedvesített dialízismembránnal 
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(Technikon TM Pre-mount type “C”, Technikon Instruments, USA) borítottam vigyázva, hogy a 

felület és a membrán közé levegő ne szoruljon, s a membránt cérnával szorosan rögzítettem. A 

bevont felületű munkaelektród működését ismételten ellenőríztem ciklikus voltammogram 

felvételével. Az L-aszkorbinsav oxidációs áramcsúcsának a pozitív elektródpotenciál irányába 

történő jelentős eltolódása utal a membrán bevonat nem megfelelő illeszkedésére. 

3.2.3.4 Clark-elektród készítése 

A kísérletekben használt oxigén-mérő Clark-cellát magam készítettem az alábbi eljárást 

követve: 

3 mm hosszú, 1 mm átmérőjű platina drótot 1,1 mm belső átmérőjű kapilláris végébe 

olvasztottam mikroláng és vákum alkalmazásával, majd a kapilláris hátsó vége felől behelyeztem 

egy kis darab forrasztóónt, s egy vékony rézdrótot. A kapilláris láng felett történő melegítésével 

megolvasztva a forrasztó ón darabot, ezzel kialakítottam az elektromos csatlakozást. Az üvegcső 

beolvasztott végét óvatosan csiszoltam míg a közepén megjelent a platina korong. Ezután a 

véglapot egymást követően 1, 0,3 és 0,05 µm szemcseméretű aluminium-oxid polírozó porral 

políroztam nedvesen, az egyes polírozási lépések között pedig ultrahangos mosást végeztem. Az 

így elkészített munkaelektród mellé ellen- és referenciaelektródként szolgáló, kloridozott ezüst 

szálat rögzítettem. 0,4 cm belső átmérőjű, 7 cm hosszú üvegcső végét kifeszített 

poli(tetrafluoretilén) membrán (Radelkis, Budapest, Magyarország) sapkával zártam le. Az így 

készített érzékelő cellatest belsejébe 0, 1 M KCl tartalmú, 25 mM-os, 9,5 pH-jú bikarbonát puffer 

belső elektrolitot töltöttem, majd az elektródokat tartalmazó üvegtestet úgy helyeztem és 

rögzítettem a csőbe, hogy a platina korong munkaelektród a Teflon membránhoz közvetlenül 

illeszkedett, csupán egy vékony folyadékfilmet hagyva közöttük. Az így elkészített Clark-cella 

sematikus rajzát a 7. ábrán mutatom be. 
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7. ábra: Az oldott gázok mérésére alkalmas Clark-típusú cella sematikus rajza. 

3.3 Referencia-módszer a polifenol-oxidáz enzim aktivitásának 

meghatározásához 

A banánból készített enzimkivonat polifenol-oxidáz aktivitásának meghatározásához 

referencia-módszerként a Sigma-Aldrich spektrofotometriás enzimaktivitás mérési módszerét 

követtem.270 A meghatározás alapja egy indirekt spektrofotometriás eljárás, amely a polifenol-

oxidáz aszkorbinsav-oxidáló képességét használja ki.271 A polifenol-oxidáz pirocatechin-oxidáz 

aktivitása a pirocatechin o-benzokinonná alakítása mellett az L-aszkorbinsavat dehidro-L-

aszkorbinsavvá oxidálja. Az L-aszkorbinsavnak 265 nm hullámhosszon elnyelési maximuma van, 

így a meghatározás során az L-aszkorbinsav fogyását mérjük azáltal, hogy az enzimreakció 

előrehaladtával csökken a reakcióelegy abszorbanciája. 

A reakcióelegy összetevőinek listája, koncentrációja: 50 mM KH2PO4 puffer (pH=6,5;  

25°C-on); 5 mM pirocatechin oldat; 2,1 mM L-aszkorbinsav(LAS) oldat; 0,065 mM EDTA oldat, 

tirozináz enzim oldat. 

A reakcióelegy végső koncentrációja:  

3 ml reakcióelegyben a végső koncentrációk: 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 meghatározás megkezdése előtt a készüléket nulláztam L-aszkorbinsavat nem tartalmazó, 

vak oldattal. A polifenol-oxidáz enzimkivonatot közvetlenül a mérés előtt adtam hozzá az 

elegyhez, és homogenizáltam össze, ezzel indítva el az enzimreakciót. 

Az L-aszkorbinsav abszorbancia maximumának megfelelő hullámhosszon, 265 nm-en 

végeztem a másodpercenkénti detektálást, s a mérési adatokra illesztett egyenes meredekségéből 

meghatároztam az abszorbancia percenkénti változását (ΔA265/min). A kapott értéket 

behelyettesítve a 6. egyenletbe, kiszámítható az enzimkivonat specifikus enzimaktivitása. 

 

 
𝑈

𝑚𝑔 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚
=

(
∆𝐴265

𝑚𝑖𝑛
)𝑚𝑖𝑛𝑡𝑎−(

∆𝐴265
𝑚𝑖𝑛

)𝑣𝑎𝑘

(0,001)(
mg enzim

𝑅𝑀
)

 (6) 

Ahol RM: reakcióelegy (reaction mixture); ΔA265:265 nm-es hullámhosszúságon mért 

abszorbanciaváltozás. U: Egység, U 

0,01 =3 ml reakcióelegyben, 1 U (Egység) tirozináz enzimre vonatkozó, 265 nm-en mért 

abszorbanciaváltozás (ΔA265nm) pH= 6,5 és 25°C mellett.    

1 U (Egység) definíciója: 1 (U) Egység megfelel a percenkénti, 265nm-en mért 0,001 értékű 

abszorbanciaváltozásnak (ΔA265/min), pH=6,5 és pirocatechint, valamint LAS-at tartalmazó 3 ml 

reakcióelegy mellett. 

A számoláshoz szükség van a reakcióelegyben lévő enzimkivonat enzimtartalmának 

tömegére is. Ezért 100 µl enzim tartalmú kivonatot 20 órán keresztül 105 ◦C-on szárítottam, majd 

a visszamaradt szárazanyag tömegét lemértem, és ezt vettem a reakcióelegy enzimtartalmának. A 

reakcióelegyben lévő 100 µl enzimoldat enzimtartalmának tömege a vásárolt polifenol-oxidáz 

készítmény esetén 0,076 mg. A banánból nyert polifenol-oxidáz enzimoldat esetén ugyanezen 

mennyiségű oldat a szárításos kísérlet alapján 2,13 mg szárazanyagot tartalmaz. Itt ezt vettem az 

enzimkivonat teljes enzimtartalmának, ez természetesen nem helyesen tükrözi a tényleges enzim 

tömegét, mert a banánból készített nyers enzim tartalmú kivonat más vegyületeket, egyéb 

fehérjéket, szénhidrátokat is tartalmaz. 
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4 Eredmények és értékelés 

4.1 Natív enzimforráson alapuló, dopaminmérő bioszenzor 

A natív szövet felhasználásával készített bioszenzorok előnyeit és alkalmazhatóságuk 

korlátjait a bevezetésben és az irodalmi áttekintés 2.2. fejezetében mutattam be. Ezen előzmények 

alapján tűztem ki munkám célját: vizsgálni kívántam a banán szöveten alapuló, dopaminmérő 

bioszenzor analitikai teljesítményének javítási lehetőségeit. Ehhez natív enzimforrást, banán pépet 

tartalmazó modell bioszenzort készítettem. 

A banán szövetben található polifenol oxidáz (PPO) enzimek (EC 1.14.18.1) az o- vagy p-

difenolok molekuláris oxigénnel történő-, a megfelelő kinont eredményező reakcióját katalizálják. 

Ezeket az aktív biokatalizátorokat sikerült egyes polifenolok, így dopamin mérésére szolgáló 

amperometriás bioszenzorok készítésére használni. A banánotród bioszenzor működése is a 

dopamin PPO enzim által katalizált oxidációján alapul. Az elektród működésekor a mintaoldatból 

a dopamin a dialízismembárnon át a banános reakciórétegbe diffundál. Itt az enzim katalitikus 

hatására dopamin-kinonná alakul. A reakcióban az enzim redukált alakja képződik. A keletkező 

dopamin-kinon diffúzió útján a mintaoldatba és az alapelektród közelébe jut. A megfelelő 

elektródpotenciál alkalmazásával a dopamin kinon lokális koncentrációjától függő amperometriás 

áram regisztrálható. A redukált enzimet a reakciórétegben oldott oxigén eredeti, oxidált állapotába 

viszi. Ha kellően nagy az oldott oxigén koncentráció a reakciórétegben, akkor a dopamin oxidáció 

sebessége jól definiált módon függ a dopamin koncentrációtól. Így a dopamin-kinon redukció 

következtében létrejövő amperometriás áram a minta dopamin koncentrációjának mérésére 

használható. A banánotród müködését lehetővé tevő reakció sémáját a 7. egyenlet mutatja be. 

(7) 
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Lévén, hogy a reakcióban résztvevő anyagok a reakció rétegben diffúzióval közlekednek, 

ezért az enzim tartalmú réteg vastagsága alapvetően befolyásolja az elektród működését. Így 

hatással van a mind a válaszidőre, mind a jel nagyságára, azaz a mérés érzékenységére. 

 Az optimális elektródpotenciál meghatározása 

A dopamin elektrokémiai mérése során a munkaelektródon alkalmazott potenciál értéke 

kulcsfontosságú. A munkapotenciáltól nagymértékben függ a szenzor érzékenysége, szelektivitása 

és a mérőfelület esetleges szennyeződésének mértéke. Az optimális elektródpotenciál 

meghatározásához wall-jet cellát tartalmazó áramló oldatos rendszerben végeztem méréseket. A 

kísérletek során 10-3 mól/dm3-es dopamin-kinon, vagy dopamin oldat 25 µl-es dózisait injektáltam 

a 2,8 ml/perc térfogatsebességgel áramoltatott pH=7,33 foszfát puffer vivőoldatba és az 

amperometriás áram változásokat a mérőcellába helyezett GC munkaelektródra adott különböző 

elektródpotenciál értékek mellett detektáltam. Az enzimreakcióban résztvevő oxigén redukciós 

folyamatának elektródpotenciál függése alapvető információ a bioszenzor működtetése 

szempontjából, hiszen a termék képződésével egyidejűleg fogy az oldott oxigén. Ezért az áramló 

oldatos rendszerben méréseket végeztem ennek vizsgálatára is. Ennek során az oxigén mentesített, 

áramló puffer oldatba oxigénnel telített puffer oldatot injektáltam. Az áramló oldat oxigén 

tartalmának eltávolítására a dinamikus voltammogramok készítését közvetlenül megelőzően 

nitrogén átbuborékoltatást, míg az oldatok oxigén szintjének növelésére az injektálást megelőzően 

10 percig levegő átbuborékoltatást végeztem. A mérési eredményeket a 8. ábra mutatja. 
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8. ábra: Normalizált áram-idő csúcsok, melyeket különböző potenciál értékeknél detektáltam. Injektált oldat: 

a) 10-3 mól/dm3 koncentrációjú dopamin oldat, b) előzetesen készített dopamin-kinon, c)oxigénnel telített puffer 

oxigénmentesített puffer vivőoldatba (pH=7,33) történő injektálása. Áramlási sebesség: 2,8 ml/perc. Az anódos és 

katódos áram értékeket a legnagyobb csúcsáram értékekre normáltam (Inorm=I csúcs/I csúcsmax). 

 

A dinamikus voltammogramokat ezekből úgy készítettem, hogy a dopamin-kinon 

redukcióhoz, az oxigén redukcióhoz és a dopamin oxidációhoz tartozó (I csúcsnorm) áramcsúcs 

értékeket a hozzájuk tartozó elektródpotenciál értékek függvényében ábrázoltam. A dinamikus 

voltammogramokat egyesített formában a 9. ábra mutatja. Ezen az ábrán jól látható, hogy a 

dopamin oxidáció esetében kb. 0,5 V elektródpotenciál értéknél a csúcsáram értékben maximum 

(nyíllal jelölve), magasabb értéknél pedig csökkenés jelentkezik. Ennek a jelenségnek a 

legvalószínűbb magyarázata, hogy az elektródfelület magasabb potenciál értéknél szennyeződik, 

dezaktiválódik. 
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9. ábra: A dopamin oxidációhoz (▲), a dopamin-kinon redukcióhoz (●) és az oxigén redukcióhoz tartozó (■) 

dinamikus voltammogramok. Az anódos és katódos csúcsáramokat a hozzájuk tartozó maximum értékekre (I csúcsmax) 

normalizáltam:  I csúcsnorm=I csúcsE/I csúcsmax. A detektálás szempontjából optimális potenciál értékeket nyíl jelöli. 

 

A kapott dinamikus voltammogram jól mutatja, hogy a dopamin 0,5 V vs. Hg/Hg2Cl2 

potenciálon amperometriásan detektálható. Ekkor az elektród felületén elektrokémiai oxidáció 

játszódik le. Két dolog miatt azonban a dopamin oxidáción keresztüli mérése nem látszik cél-

szerűnek. Egyrészt sorozatos mérések folyamán az elektród lassú szennyeződése szignifikáns, 

ugyanis az oxidáció során keletkező termék a felület passziválását okozhatja. Másrészt az oxidációs 

munkapotenciálok régiójában a természetes mintákban található egyéb komponensek 

elektrokémiai reakciója is igen valószínű, ennek megfelelően nem biztosítható a dopamin mérés 

szelektivitása. A banánotród működésekor a szelektivitást az enzim katalízis szubszrát specificitása 

biztosíthatja. Ezért célszerű a reakció termékeként keletkező kinon redukción keresztüli 

detektálását választani az elektród működéséhez. 

A dopamin-kinon és oxigén redukcióhoz tartozó katódos áram értéket tekintve a bioszenzor 

működtetéséhez optimális elektródpotenciál érték -0,2 V vs. Hg2Cl2 –nak adódik, mivel itt a 

mérendő anyag redukciója már szignifikáns mértékű, ugyanakkor az oxigén redukció ezen az 

elektródpotenciálon elhanyagolható mértékű. A dinamikus voltammogram szemléletesebb 

nagyításának tanulmányozásával megállapítható, hogy -0,02 V és -0,03 V értékek között a 

rendszeren anódos és katódos átfolyó áram sem mérhető, ezért periódikusan megszakított 
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amperometriás detektálásnál ez lehet az alkalmas megszakítási elektródpotenciál érték, amely 

alkalmazásakor a diffúzió rétegben növekedhet a detektálandó kinon koncentrációja, azaz 

feltöltődhet a diffúziós réteg. 

 Banán szövet kiválasztása bioszenzor készítés céljára 

Szeletelt banán esetében megfigyelhető, hogy levegővel érintkezve, a belső területek 

gyorsabban és intenzívebben barnulnak. A színes termék keletkezésének sebessége jelzi az enzim 

katalizálta folyamat sebességét. Ezt a jelenséget jól mutatja a 10. ábra. Szenzor készítés céljára a 

legnagyobb enzim aktivitású területről kívántam banán szövetet nyerni. A színes termék 

keletkezési sebeségét az enzim lokális aktivitása mellett a jelenlévő oxidálható anyag lokális 

koncentrációja is befolyásolja. Így az alkalmas banán szövetrész kiválasztásához a szemmel 

megfigyelhető barnulási tapasztalaton túl a lokális enzim aktivitás mérésre is szükség volt. 

Munkám során elektrokémiai enzimaktivitás méréseket végeztem a különböző területekről vett 

banán szövet enzimaktivitásának összehasonlítására. 

 

 

10. ábra: Banán szelet fényképe. A sötét részek az intenzív katalitikus oxidáció helyét jelzik. 

 

4.1.2.1 Enzimaktivitás mérése 

Munkám során speciális amperometriás vékonyréteg cellát készítettem a különböző növényi 

szövetekből származó katalitikus rétegek enzimaktvitásának összehasonlító vizsgálatára. A cella 

két különböző nézetből készített fényképe a 11. ábrán látható. A mérőcella teste EpoFix (Struers 

GmbH) polimerből készült a monomer folyadék alkalmas üvegcső formában történő 

polimerizációjával. Az ábrán jól látható a polimerbe ágyazott (GC ME, d=1 mm) munkaelektród, 
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az ezüst kvázi referenciaelektród (Ag RE, d=2 mm) és a platina ellenelektród (Pt SE, d=3 mm), 

továbbá az elektródokhoz csatlakozó vezetékek. 

 

11. ábra: Enzimaktivitás mérésre alkalmas amperometriás cella felépítése. RE: referencia-, SE: segéd-, ME: 

munkaelektród. 

 

A vékonyréteg típusú reakcióteret egy elektromos szigetelő szalag alkalmazásával képeztem 

a cella polírozott véglapjának, az elektródokat tartalmazó kör alapú területe felett. Előzetesen 

bőrlyukasztó segítségével egy korongot vágtam ki a szigetelő szalagból, ennek közepéről 

eltávolítottam egy koncentrikus helyzetű korongot. Az így készített gyűrűszerű távtartót 

ragasztottam a cella véglapjára úgy pozicionálva, hogy a gyűrű üres része az elektródok felett 

foglaljon helyet. A szigetelő szalaggal határolt korongszerű, a cellatest elektródokat tartalmazó 

felületén kialakított reakciótér térfogata 60 μl. A mérés során a cellatest elektródokat tartalmazó 

felületére szűrőpapír korongot helyeztem, hogy biztosítsam a reakcióelegy egyenletes 

vastagságban történő eloszlását a vékonyréteg cellában. A mérések során a reakcióteret egy 

kupakkal fedtem le, a reakcióelegy párolgás okozta térfogatcsökkenésének megelőzésére. 

A reakciótér aljára helyezendő szűrőpapír-korongot 12 µl foszfát pufferrel itattam át, majd 

kiszárítottam, hogy a sókkal együtt felvett víz ne befolyásolja a reakcióelegy koncentrációit, illetve 

térfogatát. Ezt követően 50 µl enzim tartalmú kivonatot pipettáztam a mikrocella reakcióterébe, és 

az elektródokat a potenciosztáthoz kapcsoltam, -0,2 V potenciál alkalmazása mellett figyeltem az 
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amperometriás áramot. Állandó áramerősség érték megjelenése után mikrofecskendővel a 

vékonyréteg cellába juttattam 10 µl 0,01 mól/dm3 koncentrációjú dopaminoldatot. Folyamatosan 

regisztráltam az áramerősséget. Minden egyes mérés előtt alaposan kimostam a mikrocellát 

desztillált vízzel, átöblítettem foszfát pufferrel és új szűrőpapír korongot vittem a felületre. 

A dopamin oldat hozzáadása után, ahogy a reakció következtében a dopamin-kinon az 

elektród felületén megjelent és mind nagyobb koncentrációt ért el, mind nagyobb redukciós 

amperometriás áramot kaptam. Az áramerősség-változás sebessége jelzi az enzim katalizálta 

reakció sebességét. Az amperometriás mérés során kapott jel meredekségével lehet jellemezni az 

előkészített, adott helyről származó minta szövet fajlagos enzimaktivitását. Az alábbiakban három 

alkalommal, három különböző banánból nyert kivonattal, legalább ötször elvégzett mérések 

alapján kiválasztott, reprezentatív mérési ábrákat és számított eredményeket mutatok be. A banán 

mezokarpium belső és külső részéből készített, natív enzim kivonatokkal felvett elektrokémiai 

mérés eredménye a 12. ábrán látható. 
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12. ábra: Különböző szövetminták enzimaktivitásának összehasonlító vizsgálata során kapott áram – idő re-

gisztátumok, (—) a mezokarpium külső részéből, ill. a (—) mezokarpium belső részéből készített enzimkivonatok 

esetében. A nyíl a dopaminoldat (10 µl 0,01 mól/dm3) hozzáadását jelöli. 

 

A 12. ábrán bemutatott áram-idő görbék alapján, a mezokarpium belső részéből készített kivonat 

esetében 7,6 nA/s aktivitást határoztam meg, míg a külső rész esetében 4,3 nA/s érték adódott.  
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A banánból készített enzimkivonatok polifenol-oxidáz aktivitásának meghatározására 

spektrofotometriás enzimaktivitás mérési módszert is végeztem, mely a Sigma-Aldrich sztenderd 

módszerén alapul.270 A módszer részletes leírását már a kísérleti részben ismertettem. 

A spektrofotometriás mérés során 265 nm hullámhosszúságnál végeztem a 

másodpercenkénti detektálást a reakcióelegyekben, s a mérési adatokra illesztett egyenes 

meredekségéből meghatároztam az abszorbancia percenkénti változását. (13. ábra) Az így 

kiszámított értékekből határoztam meg az enzimaktivitás értékeket. 
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13. ábra: Spektrofotometriás enzimaktivitás meghatározás során kapott mérési eredmények, a) vásárolt enzim 

b) a banán mezokarpium (▪) külső, ill. (●) belső részéből készített enzimkivonat esetében. 

 

Mezokarpium külső enzimkivonat Mezokarpium belső enzimkivonat Gyári enzimkészítmény 

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

4. táblázat: Spektrofotometriás enzimaktivitás mérések eredményei 

 

A 4. táblázat a 13. ábrán bemutatott, reprezentatív spektrofotometriás enzimaktivitás mérések 

eredményeit foglalja össze. A gyári enzimkészítmény (gombából származó TYROSINASE EC 

1.14.18.1, SIGMA, T-7755,  50000U, 20 mg szárazanyag, 2590 U/ szárazanyag mg névleges 

aktivítású készítmény) esetében mért 2310,8 U/mg enzim érték 10%-kal tér el a készítmény 

névleges, 2590 U/mg enzimaktivitás értékétől. A banánból nyert kivonatok specifikus 

enzimaktivitás értékei (7,5 U/mg és 13,9 U/mg) jelentősen elmaradnak a gyári enzimkészítmény 

esetében mért értéktől, azonban az eredmény értelmezésénél figyelembe kell venni, hogy a nyers 

enzimkivonat szárazanyagtartalmának egyéb összetevői jelentősen növelik a reakcióelegyben lévő, 
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100 µl-re vonatkoztatott tömeget. Nyilvánvaló, hogy egy nem koncentrált natív enzimforrás 

fajlagos aktivitása jelentősen kisebb a dúsított kereskedelmi preparátuménál. 

A gyári, referencia készítménnyel is lehet amperometriás mérést végezni. Azért nem vettem 

figyelembe ennek a kísérletnek a számszerű eredményét, mert a gyári tirozináz készítmény 

gombából származik, nem banánból vonták ki. Az enzim származásától függően, a különböző 

polifenol-oxidáz enzimek szubsztrát specificitása és az enzimreakciót jellemző paraméterek (pl. 

KM érték) némiképp különböznek. A gyártó által ajánlott enzimaktivitásmérő módszer az általam 

referenciaként használt spektrofotometriás módszer, mely az enzimaktivitás meghatározásához 

pirocatechin szubsztrátot használ. Célkitűzéseim során banán szövet felhasználásával, dopamin 

mérésére terveztem a bioszenzort, az enzimaktivitás méréseim kifejezett célja az volt, hogy a 

legnagyobb aktivitású szövet részt kiválasszam. 

A mérések eredményeként megállapítható, hogy mind az amperometriás, mind a 

spektrofotometriás meghatározás esetében a banán mezokarpium belső részéből készített 

enzimkivonat enzimaktivitása nagyobb, közel kétszerese (1,8-1,9x) a banán mezokarpium külső 

részéből készített kivonat aktivitásához viszonyítva, tehát a szemmel is megfigyelhető gyorsabb 

enzimatikus barnulási folyamatot a mérési eredmények alátámaszták. Éppen ezért, a további 

kísérletek során, a banán belső részéből nyert szövetet alkalmaztam szenzor készítés céljára. 

 A bioszenzor reakcióréteg optimális vastagságának meghatározása 

A bioszenzorok analitikai teljesítményjellemzőinek javításához az enzimatikus reakcióréteg 

alapvető tanulmányozása szükséges, az elektrokémiai jelátalakítóhoz közel kialakuló koncentráció 

értékek ismerete pedig kulcsfontosságú. A bioszenzorok működését optimalizálni lehet a 

biokatalitikus folyamatban résztvevő reaktánsok és termékek koncentráció profiljainak 

ismeretében. A legcélszerűbb reakcióréteg vastagságának megállapításához PEKM méréseket 

végeztem egy modell bioszenzor felhasználásával, melynek a felépítését az 5. ábra mutatja. A 

dialízismembránnal lezárt bioszenzor egy 30 ml, pH=7,33 foszfátpuffert tartalmazó mérőcellába 

merül, folyamatos keverés alkalmazása mellett. 5 perces várakozási időt követően adott 

mennyiségű dopamin törzsoldatot juttattam a mérőcellába. A dopamin, a dopamin-kinon és az 

oxigén olyan kis molekulák, hogy könnyedén át tudnak diffundálni a diffúziós membránon. 

További 5 perces várakozási időt követően függőleges PEKM pásztázást indítottam, 6,4 µm/s 

sebességgel, Z=3000 µm-es koordinátától a Z=0 µm-es koordinátáig (Z=0 µm-nél a mérőhegy 
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megérinti a membránt). A rövid üvegcső közepére pozícionált PEKM mérőhegy függőlegesen 

mozgathat (a Z koordináta mentén) a reakciórétegben. A mérőhegy membrántól mért távolságát a 

mérést és a banán pép betöltését megelőzően, puffer oldatban, oxigén negatív visszacsatolás mérés 

alapján állapítottam meg. Lehetőségem volt a membrán-mérőcsúcs távolság optikai 

megfigyelésére is. A mérőcsúcsot óvatosan közelítve a membránhoz észrevettem, hogy az 

amperometriás áram hirtelen megváltozik, ahogy a csúcs a membránhoz ér. Ezáltal egy függőleges 

Z=0 µm-es viszonyítási pontot volt lehetőségem megállapítani. A helyi, pillanatnyi dopamin és 

dopamin-kinon koncentrációk mérése a PEKM mikro mérőcsúcs banán pépben történő, függőleges 

irányú mozgatása közben történt megfelelő elektródpotenciál alkalmazása mellett. A mérés során 

a modell bioszenzor kevertetett mintaoldatba merült. Mivel a visszahúzott hegy a gélszerű reakció 

rétegen kisebb-nagyobb átmérőjű csatornát hagyhat maga után, ezért egy pontban csak egy közelítő 

görbét vettem fel. Egy függőleges pásztázás kivitelezése után egy másik X-Y pozíciójú helyen 

végezhető újabb mérés, melyhez ugyanazon kalibrációnál megállapított, Z=0 µm-es viszonyítási 

pont használható. Az áram folyamatosan rögzítésre kerül a függőleges Z koordináta függvényében 

a kísérletileg megállapított elektródpotenciálok alkalmazása mellett. A munkaelektród kellően 

kicsi ahhoz, hogy az áram értékek a viszonylag nagy pásztázási sebesség mellett is állandósult 

értéket vehessenek fel. 

A mikroszkóp mérőcsúcsán a megfelelő elektródpotenciálokat alkalmazva, a dopamin és a 

dopamin-kinon amperometriásan mérhető. A mikroszkóp mérőhegyét a banán réteg belsejében, a 

felső réteg felől a membrán felé mozgatva, az állandósult koncentrációviszonyok kialakulása után 

a PEKM mérőhegyen mérhető határáram értékét az alábbi egyenlet (8) írja le: 

 

 𝐼𝑙,∞  =  4𝑛𝐹𝐷𝑐∗𝑎 (8) 

Ahol I- áram (A),  n- az elektródreakcióban résztvevő elektronok száma, F- a Faraday állandó 

96485 (C/mól), D- az elektroaktív anyag diffúziós együtthatója az adott közegben (cm2/s), c*- az 

elektroaktív komponens koncentrációja (mól/dm3) és a- a mikroelektród mérőfelületének sugara 

(m). 

Az alábbi ábrák az áram-távolság „közelítő” görbéket tartalmazzák, melyeket az enzim 

rétegben a dopamin oxidációjához szükséges 0,5 V vs. Hg/Hg2Cl2 potenciálon (14. ábra), ill. a 

dopamin-kinon redukciójához szükséges -0,2 V vs. Hg/Hg2Cl2 potenciálon (15. ábra) készítettem, 

három különböző dopamin koncentráció (1, 2 és 4 *10-3 mól/dm3) mellett. 
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Az anódos áramváltozás a mérőhegyen, 0,5 Volton mérhető dopamin pillanatnyi, térbeli 

eloszlását mutatja a reakciórétegben. Amint az látható, az áram érték a 8. egyenletnek megfelelően 

egy állandósult értéket mutat, azonban a reakciórétegben a membránhoz közelítve, a dopamin 

oxidálódik, s az áram érték a távolság csökkenésével növekszik. Az áram növekedése a 

membrántól kb. 400 µm-es távolságban kezdődik és a membránig folyamatos, gyors növekedési 

tendenciát mutat. Mindebből azt a következtetést lehet levonni, hogy a natív banán pép rétegbe 

kerülő dopamin teljes mértékben oxidálódik egy 400 µm-es diffúziós szakasz alatt. 
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14. ábra: Az enzim rétegben, 0,5 V vs. Hg/Hg2Cl2 potenciálon, a dopamin oxidációja során mért, normalizált 

áram-távolság “közelítő” görbék, különböző dopamin koncentrációk (1, 2, 4 *10-3 mól/dm3) mellett. Az anódos áram 

értékeket a legnagyobb koncentráció esetében mérhető, maximum áram értékre normalizáltam: Inorm=I/Imax,4 mM. 

 

A katódos áram változások a rétegben található, az enzimreakció termékeként képződő 

dopamin-kinon térbeli eloszlását mutatják. A katódos áram –amint az a 15. ábrán látható-, a 

minta/banán szövet határrétegtől kb. 400 µm távolságban kezdődik, és helyi maximum 

(koncentráció maximum) figyelhető meg, kb. 130-160 µm-es távolságban. Az eredmények 

megerősítik, hogy az enzim reakció termékének koncentrációjában helyi maximum alakul ki. 

Ennek a magyarázata könnyen érthető, hiszen az oxidáció terméke a mintatérbe is távozni tud 

diffúzió útján. Ezért a membrán/reakcióréteg határfázisban kis koncentráció kialakulása várható. 

Más részről a rétegbe kerülő dopamin teljes mennyisége oxidálódik a membránhoz közel és ezért 
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csökken a kinon koncentráció a nagyobb távolságoknál. Megjegyzendő azonban, hogy ezen modell 

esetében, nagyon hosszú időknél és igen nagy mérőcella térfogatnál a maximum eltűnik. 

A PEK mikroszkópiás mérések alapján levonható az a következtetés, hogy a banánotród 

készítésénél alkalmazandó, optimális reakcióréteg vastagság 130 és 160 µm között van. 
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15. ábra: Az enzim rétegben,-0,2 V vs. Hg/Hg2Cl2 potenciálon, a dopamin-kinon redukciója során mért, 

normalizált áram-távolság “közelítő” görbék, különböző dopamin koncentrációk (1, 2, 4 *10-3 mól/dm3) mellett. A 

katódos áram értékeket a legnagyobb koncentráció esetében mérhető, maximum áram értékre normalizáltam: 

Inorm=I/Imax,4 mM. 

 A periódikusan megszakított amperometriás detektálás alkalmazása 

Hagyományos amperometriás detektálás esetében a mérési potenciált folyamatosan 

alkalmazva a GC munkaelektródon, az elektródfelület mintegy nyelőként viselkedik az 

elektroaktív anyagra nézve. Ezzel szemben a periódikusan megszakított amperometriás mérések 

esetében két, váltakozó potenciálértékből álló potenciálprogramot alkalmazunk a GC 

mukaelektródon. Az alkamazott potenciál programot a 16. ábra mutatja. 
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16. ábra: PMA mérések során alkalmazott potenciálprogram. t1- a kondenzátor áram lecsengési folyamata 

miatt alkalmazott várakozási periódus, t2 - az amperometriás áram mérés ideje, t3- a réteg újratöltődéséhez szükséges 

elektrolízis megszakításának időszaka, E1=-0,02 V feltöltődéshez szükséges elektródpotenciál, E2=-0,2 V vs. 

Hg/Hg2Cl2 mérőpotenciál. 

 

A hosszú várakozási periódusokat (E1, t3) rövid mérési periódusok (E2, t2) követnek. A 

pihentetési periódusok alatt az alapelektróddal érintkező rétegben az elektroaktív anyagok 

koncentrációja nő, a diffúziós réteg újra tud töltődni, ezáltal a mérési periódus alatt az áram 

lényegesen nagyobb lesz. A mérési potenciál periódus első részében (E2,t1), lecseng a kapacitív 

áram és ezt követően kezdődik az áram mérési periódus (E2,t2). A kondenzátoráram lecsengésének 

ideje alatt az áram exponenciálisan csökken az idő függvényében, míg a Faraday-áram a Cottrell-

egyenletben leírtak szerint, t1/2 függvény szerint változik az idővel. A kondenzátoráram nem 

arányos a koncentrációval, ezért célszerű megvárni, míg értéke elhanyagolhatóvá válik. Amint a 

Faraday-áram válik dominánssá, a leghamarabb és a legrövidebb időtartamig mért áramok 

eredményezik a legkedvezőbb analitikai teljesítményjellemzőket. t1 és t2 időtartamok 

megismerésére végzett kísérletek alapján látszott, hogy 15 ms-nál jelentősen rövidebb t1 időtartam 

alatt a mérések nem eredményeztek koncentrációtól függő választ és zajosabbá váltak, míg 15 ms-

nál hosszabb t1 idő mellett az érzékenység csökkent. A t2 intervallum esetében az elektrokémiai 

mérőállomáson beállítható legrövidebb időtartam 5 ms volt, mely elméletileg a legnagyobb 

érzékenységet eredményezné, azonban ennél a beállításnál gyakran kiértékelhetetlenül zajos 

mérést kaptam (a műszer kézikönyvében olvasható, hogy a rövidebb időtartam kevesebb mérési 

pontból kialakuló jelet, ezáltal várhatóan nagyobb zajt eredményez). A következő beállítható érték 
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10 ms volt, mely már stabilan és reprodukálhatóan értékelhető eredményt adott és minden, ennél 

hosszabb t2 beállított értékhez képest nagyobb érzékenységet eredményezett. 

A 9. ábrán látható dinamikus voltammogramok alapján választottam ki a PMA méréseknél 

alkalmazott, pihentetési E1 és a mérési E2 potenciál értékeket. Ahogy azt a korábbiakban már 

megjegyeztem, -0,02 V vs. Hg/Hg2Cl2 potenciál alkalmazása tűnt megfelelőnek a pihentetési 

periódus során (E1 ), a mérési potenciált pedig -0,2 V vs. Hg/Hg2Cl2 értéknek választottam (E2). A 

t3-mal jelzett pihentetési periódus optimális hossza azonban kérdéses volt, s ennek 

meghatározására kísérletsorozatot végeztem, különböző várakozási idők alkalmazása mellett. A 

mérések során a banánotród áram válaszait rögzítettem, mialatt 10 ml kevert puffer oldatba 

(pH=7,33) 5, 10 és 20 µl 0,1 mól/dm3-es dopamin törzsoldatot pipettáztam. A fent leírt 

elektródpotenciál értékek, t1=15 ms és t2=10 ms idők alkalmazása mellett, a pihentetési t3 időt 

változtattam. A 17. ábra az észlelt áram változás értékeket a pihentetési idők függvényében 

ábrázolja. 

 

17. ábra: Redukciós áramok a pihentetési (feltöltődési) idő (t3) függvényében, különböző dopamin koncent-

rációk mellett. Kísérleti körülmények: E1=-0,02 V, E2=-0,2 V vs. Hg/Hg2Cl2, t1=15 ms és t2=10 ms. 

 

A 17. ábra alapján megállapítható, hogy a pihentetési idő növelésével nő a redukciós áram, azonban 

0,5 másodpercnél hosszabb időknél további érzékenység növekedés már nem következik be. Ezért 

a 0,5 s értéket fogadtam el a pihentetési idő optimális hosszaként. 
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 A hagyományos amperometriás és a PMA üzemmódban működtetett banánotród 

összehasonlítása 

Az optimális reakciórétegvastagság figyelembevételével készített banánotróddal, az 

optimalizált elektródpotenciál alkalmazása mellett hagyományos és PM amperometriás méréseket 

végeztem. A natív szövet felhasználásával készített enzimszenzort, a referencia- és az 

ellenelektródokat egy 50 ml foszfátpuffert (pH=7,33) tartalmazó, mérőcellaként alkalmazott, 100 

ml-es főzőpohárba merítettem. Intenzív keverés mellett az áram értékeket az idő függvényében 

regisztráltam. Az állandósult érték kialakulása után, ismétlődően, 25 µl 0,1 mól/dm3-es dopamin 

dózist adtam a mérőcellába. Egy-egy hozzáadást követően, a redukciós áram érték növekedni 

kezdett és elért egy állandósult értéket. Ekkor végeztem az újabb dopamin hozzáadást. A 18. a) 

ábra egy hagyományos amperometriás mérés során készült felvételt mutat. A megállapított 

működési paraméterek alkalmazásával végzett PMA detektálás mellett, 0,1 mól/dm3-es dopamin 

törzsoldatok hozzáadása során észlelt áramváltozás regisztrátuma a 18. b) ábrán látható. 
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18. ábra: a) Hagyományos amperometriás (A) áram-idő görbe -0,2 V vs. Hg/Hg2Cl2 potenciál, b) periódikusan 

megszakított amperometriás (PMA) áram-idő görbe – a korábban meghatározott paramétereknek megfelelő 

mérőprogram alkalmazásával működő banánotród esetében, 25 µl 0,1 mól/dm3-es dopamin dózis, 50 ml pufferbe 

adagolása mellett. 
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Az egyes injektálások hatására bekövetkező áramváltozásokat az 5. táblázat tartalmazza.  

Injektálás sorszáma Hagyományos amperometria, 

Áram (A) 

PMA, Áram (A) 

1. 4,7*10-8 1,07*10-7 

2. 4,8*10-8 1,01*10-7 

3. 4,6*10-8 1*10-7 

4. 4,5*10-8 0,94*10-7 

5. 4,7*10-8  

6. 4,7*10-8  

   

Átlag, szórás 4,67*10-8 ±1,033*10-9 1,01*10-7 ±5,323*10-9 

5. táblázat: Az áramváltozások értéke 25 µl 0,1 mól/dm3-es dopamin oldat, 50 ml pufferbe adagolásának 

hatására, amperometriás és PM amperometriás detektálás esetén, a 18. ábra alapján.  

 

Azonos bioszenzorral készített, páronként közvetlenül egymás után felvett, öt hagyományos (A) és 

öt PM amperometriás (PMA) mérés átlagához tartozó kalibrációs görbéket mutat be a 19. ábra.  

 

19. ábra: Banánotród kalibrációs görbék PMA és hagyományos amperometriás (A) detektálás alkalmazása 

mellett, minden egyes mérési pont 5 mérés átlagából származik. 
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Amint a 19. ábra alapján egyértelműen látható, az enzimatikus reakció terméke 

elektrokémiailag redukálódik és a keletkező áram egyenes arányban van a dopamin 

koncentrációval. A hagyományos amperometriás detektálás esetében 3*10-4 mól/dm3, míg PMA 

detektálás esetében 2*10-4 mól/dm3 értékig lineárisak a kalibrációs görbék. Az alsó kimutatási határ 

értékét (limit of detection- LOD) úgy kaptam meg, hogy a pufferben mért áram 3-szoros σ értékeit 

vettem, s ebből az extrapolált kalibrációs görbék alapján kiszámítottam. Hagyományos 

amperometriás detektálás esetében a LOD értéke 1,05*10-5 mól/dm3 dopamin. A bioszenzor 

lényegesen megnövelt érzékenységgel működtethető az optimális elektródpotenciál és reakcióréteg 

vastagság, valamint a PMA méréstechnika alkalmazása mellett. A LOD értéke PMA meghatározás 

mellett 2*10-6 mól/dm3. 

Caruso272 gumós jamszgyökérből nyert (Dioscorea bulbifera) polifenol-oxidáz nyers 

kivonattal módosított, dopamin meghatározásra alkalmas bioszenzor alkalmazását írja le. Ennél a 

bioszenzornál az alsó kimutatási határ értéke 7,5*10-4 mól/dm3 dopamin, foszfát pufferben, pH= 

7,0 és Ecsúcs,k=+0,15 V vs. Ag/AgCl mellett. Az irodalomban ennél alacsonyabb LOD értékekről is 

olvashatunk, burgonya szövet felhasználásával készített bioszenzor esetében 2,5*10-6 mól/dm3 

dopamin értéket közölnek Forzani és munkatársai,273 míg egy alma por felhasználásával készített 

enzim szenzor esetében 4 *10-6 mól/dm3 a feltűntetett LOD érték.151 Hasonló, vagy nagyobb 

kimutatási határokról közölt adatok olvashatók nanoméretű kobalt-ftalocianin részecskékkel 

módosított szénpaszta elektród esetében, miszerint az LOD érték 1*10-6 mól/dm3 dopamin,274 míg 

polipirrol/ferrocianid réteggel történő módosítás esetében ez az érték 3,86*10-5 mól/dm3 

dopamin.275 

A tárolási és munkastabilitást vegyesen jellemző adatokat mutat be a 6. táblázat. A munka 

során öt különböző bioszenzorral, egymást követő napokon végeztem méréseket. A cellákban 

látható adatok sorra: napi átlagos érzékenység az első nap értékéhez képest (%); injektálások száma 

az adott napon; mérési időtartam az adott napon (s). 
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Nap 1. elektród 2. elektród 3. elektród 4. elektród 5. elektród 

  Átlagos érzékenység az első naphoz képest (%); injektálások száma az adott 

napon; mérési időtartam (s) 

1. 100%; 102 db; 

4,51*3600 s 

100%; 6 db; 

0,31*3600 s 

100%; 120 db; 

6,42*3600 s 

100%; 12 db; 

1,79*3600 s 

100%; 54 db; 

2,84*3600 s 

2. 57%; 12 db; 

0,91*3600 s 

75%; 78 db; 

5*3600 s 

88%; 24 db; 

1,78*3600 s 

73%; 42 db; 

4,44*3600 s 

-- 

3. 57%; 12 db; 

0,58*3600 s 

18%; 12 db; 

2,29*3600 s 

69%; 12 db; 

0,48*3600 s 

-- -- 

4. 32%; 24 db; 

2,27*3600 s 

-- -- 8%; 12 db; 

0,91*3600 s 

106%; 12 db; 

1,43*3600 s 

5. -- -- -- -- 16%; 6 db; 

1,11*3600 s 

6. táblázat: Öt bioszenzor mérési és tárolási stabilitását jellemző adatok az egymást követő napokon elvégzett 

mérések alapján. A cellákban látható adatok sorra: napi átlagos érzékenység az első nap értékéhez képest (%); 

injektálások száma az adott napon; napi mérési időtartam (s).  

 

A mérések időszakában többnyire 29-34 °C hőmérséklet volt a laoratóriumban, a 

bioszenzorokat a mérések között ezen a hőmérsékleten, a napi munka befejezését követően puffer 

oldatban, 4 °C-on, hűtőszekrényben tároltam. A 6. táblázat adatai alapján megállapítható, hogy a 

bioszenzorok ezen körülmények mellett az elkészítést követő 1. nap után még 1-2 napig csökkenő 

érzékenység mellett használhatóak, amennyiben ez még kielégítő lehet az adott minta elemzéséhez. 

Az ötödik elektród esetében az első nap után, két nap tárolást követően végeztem újra méréseket, 

meglepően jó érzékenységgel. Ez a tárolási stabilitás szempontjából figyelemreméltó adat.  

A tárolási stabilitás és javíthatóságának szempontjából lényeges információt jelentenek azok 

az előkísérleti tapasztalatok, melyeknél ún. aktív szénpasztával készítettem (szénpasztába kevert 

1-3% banán szövet) a banánotródokat. Ezekben az esetekben az aktív szénpasztát min. 2 hétig 

alkalmazni lehetett szenzorkészítés céljára.  

A doktori munkám során alkalmazott bioszenzor kialakítás esetében (GC alapelektród banán 

réteggel módosítva) az elkészítés napján megkezdtem a munkát, a tárolhatóság javítási 

lehetőségeinek tanulmányozása nem volt célom. A bioszenzorral végzett mérések 

reprodukálhatósága az optimális reakcióréteg működésétől és épségétől függ, melyet szükség 

esetén, gyorsan, költséghatékonyan és jól reprodukálhatóan lehet kivitelezni.  
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A bioszenzor elkészítésének sikeressége több hónapos gyakorlati tapasztalatok elsajáítása 

után: 10 esetből 10 működő bioszenzor. Ezek meredekségéból számolt reprodukálhatóságot 33%-

os szórás adattal lehet jellemezni. Az elkészítés után az első három kalibráció alapján döntöttem az 

adott elektród alkalmazásáról, illetve újbóli elkészítéséről. 

A kalibrálást minden nap minimum egyszer szükséges elvégezni, de célszerű minden 

alkalommal közvetlenül a mérések előtt és ellenőrzésképpen a mérések végén is megismételni. 

4.2 L-aszkorbinsav mérés modell tortuózus közegben 

A tortuózus közegekben kivitelezett kísérleti munkám folyamán L-aszkorbinsav 

elektrokémiai meghatározásának lehetőségeit vizsgáltam. Az LAS megfelelő potenciál 

alkalmazásával, az alábbi reakció szerint elektrokémiailag könnyedén oxidálható (9. egyenlet). Az 

amperometriás mérések során, GC munkaelektródon alkalmazott 0,6 V vs. Hg/Hg2Cl2 

munkapotenciál értékét, előzetesen készített ciklikus voltammogram felvételek alapján 

választottam ki. 

 

(9) 

Amennyiben kronoamperometriás technikát kívánunk koncentráció mérés céljára használni, 

a kiértékeléshez kalibrációs görbe szükséges. Az agyban végzett, monoamin neurotranszmitter 

anyagok mérésére szolgáló in vivo kutatások kezdeti időszakában a kronoamperometriás áram-idő 

görbék bizonyos szakaszait integrálták és az így eredményezett töltésmennyiség értéket használták 

a mintában mérhető koncentráció kiszámításánál.276 A kalibrációt vizes oldatokban végezték, míg 

a mérések a kísérleti állatok központi idegrendszerének különböző területein történtek. Az áram 

integrálást közvetlenül a kondenzátor áram lecsengését követően kezdték, és rövid ideig folytatták, 

hogy az elektródfelület közelében kialakult diffúziós profil, két mérés között, kiegyenlítődhessen. 

A kronoamperometriás technika - kémiai analitikai célokra történő - alkalmazásának másik 

lehetséges módja, hogy a mérési potenciál bekapcsolása után egy meghatározott időpillanatban 

(Δti) mért áram értéket tekintjük analitikai jelként. Ennek megfelelően, nagyszámú, különböző 
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időpillanatokhoz tartozó kalibrációs görbét készíthetünk. A minta koncentráció kiértékeléséhez az 

azonos időpontokhoz tartozó kalibrációs adatokat kell használni. Azaz a kalibráló oldatokban mért, 

adott időpillanathoz (Δti) tartozó koncentráció és áram (Ic,Δti) értékeket kell használni az adott 

időpillanathoz tartozó, mintában mért áram értékekek (IS,Δti) alapján történő minta koncentráció 

meghatározására. Amennyiben a különböző Δti időpillanatokhoz tartozó kalibrációs adatokat és 

ezen megfelelő Δti időpillanatokhoz tartozó, mintában mért áram értékeket (IS,Δti) használjuk, akkor 

mindig azonos minta koncentráció értékeket kell eredményül kapnunk. Ha azonban a minta mátrix 

és a kalibráló sztenderd oldatok diffúziós viszonyai egymástól eltérőek, akkor a különböző Δti 

időpillanatokhoz tartozó, mintabeli számított koncentráció értékek különbözőek lesznek. 

Ennek szemléltetésére a 20. a) ábra, különböző LAS koncentrációknál felvett 0,6 V 

elektródpotenciál mellett készített kronoamperometriás felvételeket mutat. Az LAS koncentráció 

értékek ezen az ábrán - a zöldségek és gyümölcsök esetében szokásos koncentráció tartományt 

magába foglalóan -, rendre 50, 100, 150, és 200 mg/100 g LAS egységben vannak megadva. 
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20. ábra: a) Vizes LAS oldatban felvett kronoamperometriás görbék (d, c, b, a), rendre 50, 100, 150, 200 mg/100 

g oldat koncentráció esetében. Mérési potenciál: 0,6 V vs. Hg/Hg2Cl2, háttérelektrolit: pH=7,0 PBS puffer. b) Rendre, 

2, 4, és 6 másodperchez tartozó Ic,Δti kronoamperometriás adatokból készített kalibrációs görbék. 

 

Az ábrán látható regisztrátumokat úgy készítettem, hogy Δti=0 időpillanatban, álló sztenderd 

oldatba helyezett, membrán bevonatot nem tartalmazó “csupasz” GC elektródra 0,6 V elektród 

potenciált kapcsoltam és regisztráltam az időben az áramot. A három függőleges vonal azokat az 

időpillanatokat jelzi, amelyeknél az Ic,Δti áram értékeket kiválasztva, belőlük a 20. b) ábrán látható 

kalibrációs görbét készítettem. Amint az jól ismert, a planáris elektródok esetében a 

kronoamperometriás görbe a Cottrell-egyenlettel (10) írható le 
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 𝐼 (𝑐, 𝛥𝑡𝑖) = 𝑛𝐹𝐴𝑐(
𝐷

𝜋
)

1

2𝑡−
1

2 = 𝑘𝑐 (10) 

Ahol I: áram (A), F: Faraday állandó: 96485 (C/mól), A: elektrokémiailag aktív felület 

nagysága (cm2), c: elektroaktív anyag koncentrációja a tömbfázisban (mól/cm3), D: elektroaktív 

anyag diffúziós együtthatója (cm2/s), t: idő (s), k: konstans. 

 

A következőkben azt kívántam megvizsgálni, hogy a kronoamperometriás mérési módszer 

mennyire alkalmas elektroaktív anyagok koncentrációjának tortuózus közegben történő 

meghatározására. Ezért bevonatnélküli GC elektróddal kalibrációs görbéket vettem fel vizes 

oldatokban, különböző LAS koncentrációk mellett. Ezt követően 100 g, pH=7,0 PBS pufferből 

készített, 100 mg LAS/100 g oldat koncentrációjú oldatot 100 cm3-es főzőpohárba öntöttem, s 

ehhez kb. 5 g homokot adtam. Ebben a rendszerben Hg/Hg2Cl2 referencia- és platina lemez 

ellenelektród, valamint GC munkalektród alkalmazásával kronoamperometriás méréseket 

végeztem. Egymást követően, öt 10 s hosszúságú kronoamperometriás felvételt készítettem, köztük 

öt perces várakozási időket tartva. A kiértékeléskor az első két felvételt figyelmen kívül hagytam 

és a maradék három átlagolt értékét használtam kalibrációhoz, értékeléshez. 

A mérések egy részében a munkaelektródot az oldatban, a leülepedett homok fölé 

pozícionáltam, míg a másik részükben leengedtem az üledékbe. Ebben az esetben az elektród 

mérőfelülete kb. 5 mm-rel a homok-folyadék határfázis szintje alá került. Az elektród leengedése 

előtt mindig intenzív keverést alkalmaztam, az elektród felületének kopását és a a homok 

összetömörülésének elkerülésére. A mérést a keverés leállítása és az ülepedés után kezdtem. Az 

alkalmazott mérési elrendezést a 21. ábra mutatja. 
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21. ábra: Tortuózus közegekben kivitelezett mérés sematikus elrendezése 

 

A 22. ábra az oldatban (a görbe) és a homokban (b görbe) készített felvételek 

összehasonlítását mutatja be. Amint az előre várható, az üledékben felvett áram görbe az oldatban 

készített felvétel alatt fut, hiszen az üledékben kialakuló diffúziós fluxus kisebb az oldatbelinél.  

  

22. ábra: a) LAS oldatban (a görbe) és üledékben (b görbe), csupasz GC elektróddal felvett 

kronoamperometriás görbék összehasonlítása. LAS koncentráció: 100 mg/100 g oldat, mérési potenciál: 0,6 V vs. 

Hg/Hg2Cl2.  B) Megfelelő koncentráció értékek, melyeket a vizes kalibráció során felhasználásával számítottam. 

 

A 22. a) ábrán látható áram görbéket a vizes sztenderd oldatokkal felvett kalibrációs 

összefüggés alapján értékeltem ki, s az így számított koncentráció értékeket a megfelelő Δti 

időpillanatok függvényében ábrázoltam, amint azt a 22. b) ábra mutatja. Látható, hogy az oldat 

fázisban kivitelezett kalibráció adatai alapján számított koncentráció értékek bármely IS,Δtiértéknél 
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megfelelő eredményt jelentenek, azonban az üledékben mért IS,Δti értékeknél a számított 

koncentráció értékek nem megfelelőek. 

Csupasz elektróddal, az oldatfázisban végzett mérések eredményei az alkalmazott kalibráció 

és kiértékelés után azt a koncentráció értéket adták, amiről tudom, hogy valós, mert az oldatkészítés 

során én magam ilyen koncentráció értéket állítottam be. Tehát ezzel a modell oldatban kivitelezett 

kísérlettel bebizonyítottam, hogy a mérési és kiértékelési módszer alkalmazható erre a célra.  

Csupasz elektróddal, üledékben végzett mérések eredményei az alkalmazott kalibráció és 

kiértékelés után azt a koncentráció értéket adták, amiről tudom, hogy nem valós, mert az 

oldatkészítés során én magam töményebb oldatot készítettem, mint amit itt ezzel a módszerrel 

megmértem és a kiértékelés során eredményként kaptam. Tehát ezzel a modell oldatban kivitelezett 

kísérlettel bebizonyítottam, hogy a csupasz elektróddal kivitelezett, üledékbeli mérési és 

kiértékelési módszer nem alkalmazható erre a célra. 

 Ezen mérések alapján egyértelműen látszik, hogy a diffúziós anyagtranszporton alapuló 

egyéb voltammetriás mérések is hasonló bizonytalansággal rendelkeznek, s előfordulhat, hogy a 

tortuózus közegekben lévő elektroaktív anyagok koncentráció meghatározásai hibásak. Amint az 

analitikai kémia alapjaiként ismeretes, a kalibrációt a mintához hasonló tulajdonságokkal 

jellemezhető sztenderdek segítségével kell végezni. Azonban olyan minták esetében, ahol a 

diffúziós tulajdonságok térbeli és időbeli változékonysága áll fenn, nem könnyű megfelelő 

kalibráló sztenderd oldatokat készíteni. 

 Diffúziós réteggel módosított elektród és rövid idejű kronoamperometriás detektálás 

Elképzelésünk szerint egy vékony, elektródfelületet borító, beépített diffúziós réteg 

alkalmazása megoldást jelenthet. Ilyen módosított munkaelektród használatával, megfelelő 

koncentráció értékek nyerhetők, s ehhez csupán egy kellően rövid mérési idő szükséges. Ilyen rövid 

mérési időket alkalmaznak a kronoamperometriás mérések során. 

A magyarázathoz a Cottrell-kísérlet azon ábrájára szükséges emlékezni, amelyen a 

mérőpotenciál bekapcsolását követően a különböző Δti időpillanatokhoz tartozó, sík elektródfelület 

közelében kialakuló áram-távolság görbéket láthatjuk. Δti=0 időpillanatban a koncentráció az 

elektródfelületen és a tömbfázisban megegyezik. Amint kellően nagy reakció sebességet 

eredményező elektródpotenciált kapcsolunk a munkaelektródra, a felületi koncentráció nullára 

csökken, miközben kis távolságokban, a koncentráció még nem változik. Az idő előrehaladtával, 
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koncentráció gradiens alakul ki a nyugvó közegben, s az elektródfelület és a tömbfázisbeli 

koncentrációval jellemezhető rész között a távolság folyamatosan növekszik. Amennyiben az 

elektródfelületen beépített diffúziós réteget alkalmazunk, ki tudunk választani egy olyan rövid 

mérési időszakot, amelynek során az elektroaktív anyag diffúziós profilja még a diffúziós 

membránban helyezkedik el, természetesen a kondenzátor áram lecsengését követően. 

Amennyiben a mintában, illetve a sztenderd oldatokban lévő mérendő anyag koncentrációja 

minden kronoamperometriás felvétel előtt kiegyenlítődik a diffúziós rétegben, akkor a vizes 

oldatokban felvett kalibrációs összefüggés felhasználásával kiértékelt tortuózus minták 

koncentráció értékei megbízható eredményre kell, hogy vezessenek. 

Ennek az elképzelésnek az alkalmazatóságát úgy teszteltem, hogy a GC elektród 

mérőfelületét dialízismembránnal borítottam és 10-20 s hosszúságú kronaoamperometriás 

felvételeket készítettem, 5 perces várakozási idők közbeiktatásával. A korábban említettekhez 

hasonlóan, öt felvételt készítettem, melyekből az utolsó három átlagait használtam. A 23. ábra a 

vizes oldatban és az üledékben készített felvételek összevetését mutatja. Amint az látható, rövid 

mérési időknél a két görbe átlapol egymással, majd a 2 másodperces mérési időszak körül 

szétválnak és innentől kezdődően, az idő előrehaladtával, fokozatosan távolodnak egymástól. 

  

23. ábra: a) LAS oldatban (a görbe) és üledékben (b görbe), membránnal bevont GC elektróddal felvett 

kronoamperometriás görbék összehasonlítása. LAS koncentráció: 100 mg/100 g oldat, mérési potenciál: 0,6 V vs. 

Hg/Hg2Cl2.  B) Megfelelő koncentráció értékek, melyeket a vizes kalibráció felhasználásával számítottam. 

 

A 23. a) ábrán látható áram tranzienseket a vizes fázisban kivitelezett kalibrációs adatok 

felhasználásával értékeltem ki, s a koncentráció értékeket a Δti időpillanatok függvényében 

ábrázoltam, ezt a 23. b) ábra mutatja. Kis Δti értékek esetén, az üledékre vonatkozó (b görbe) és az 
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oldat fázisra vonatkozó (a görbe), számított koncentráció értékek jól megközelítik egymás. Ez az 

eredmény a fent ismertetett hipotézist támasztja alá. 

 A diffúziós réteg vastagságának hatása 

Tortuózus közegben végzett voltammetriás mérés tervezése esetén az elektródfelületet borító 

diffúziós réteg vastagsága kritikus paraméterként merül fel. Nagyon vékony rétegek nagyon rövid 

mérési időt tesznek lehetővé, azonban igen rövid Δti értékek esetén a kondenzátor áram túl nagy 

értéke jelentkezhet problémaként. Más részről a túl nagy membránvastagság esetén hosszú 

várakozási idő szükséges minden mérést követően. Kísérleteim során, különböző diffúziós 

rétegvastagsággal ellátott elektródokat készítettem, különböző számú dialízismembrán réteg 

alkalmazásával. Különböző LAS koncentrációk mellett, kronoamperometriás felvételeket 

készítettem ezekkel az elektródokkal, az üledékben és az üledék feletti folyadék fázisban. A 

koncentráció értékeket a vizes kalibrációs adatok felhasználásával számítottam ki mind a folyadék, 

mind az üledék fázisra vonatkozóan. A 24. ábra ezeket a koncentráció értékeket a Δti idők 

függvényében ábrázolja. Amint az látható, egy membrán réteggel ellátott elektród esetében az igen 

rövid: 15- kb. 500 ms tartományba eső Δti értékek esetében kapunk megbízható koncentráció 

értékeket, ennél hosszabb időknél az üledék fázisban jelentősen kisebb értékeket mérünk a 

valósnál, ill. a folyadék fázisban meghatározotthoz viszonyítva: 24. a) ábra. Ezen eredmények 

alapján megállapítható, hogy a 15 ms értéknél felvett első Δti időpontokhoz tartozó koncentráció 

értékek már a valós eredményt szolgáltatják és csak a koncentrációval arányos Faraday-áramot 

tükrözik. Jól látható, hogy a folyadék és üledék fázishoz meghatározott C-Δti pontok folyamatosan 

távolodnak egymástól, amint a diffúziós koncentrációprofil elhagyja a membránt és a tömbfázisba 

ér, s ez a különbség az LAS koncentráció növekedésével mind nagyobb mértékű. 
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24. ábra: Koncentráció-idő görbék négy különböző LAS koncentrációra vonatkozóan, oldatban és üledékben, 

a) egy-, b) két-, és c) három membrán réteggel fedett GC munkaelektród alkalmazása esetében. 

 

A 24. a), b), c) ábra mérési eredményei az elméleti feltevést jól alátámasztják, az üledékfázisban is 

valós eredményt szolgáltató Δti idők egyre hosszabbodnak a membrán rétegek számával. A 24. b) 

ábráról leolvasható, hogy a két réteggel ellátott elektród és az alkalmazott mérési módszer kb. 

1500-2000 ms időkig eredményez megfelelő értékeket. A 24. c) ábra alapján megállapítható, hogy 

a három réteggel ellátott elektród és az alkalmazott mérési módszer kb. 3000-4000 ms időkig 

eredményez valós értékeket. Látható, hogy ezek az időtartamok a rétegszám növekedéséhez 

viszonyítva valamivel nagyobb mértékben hosszabbodnak, ami például azzal magyarázható, hogy 

a később rögzített rétegek kissé lazábbak lehetnek, közéjük vastagabb folyadékréteg szorulhatott. 

Megállapítható, hogy a kitűzött analitikai feladat megoldására mindössze 15 ms hosszúságú 

kronoamperometriás mérési idő és egy réteg dialízismembránnal (vagy akár egy még vékonyabb 

diffúziós réteggel) bevont elektród is elegendő. Általánosságban igaz, hogy a réteg tervezésénél 
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érdemes minden esetben az adott analitikai alkalmazás meghatározó szempontjait figyelembe 

venni.  

4.3 Közvetlen L-aszkorbinsav meghatározás paprikában 

Az L-aszkorbinsav vizes oldatokban történő meghatározása, különböző voltammetriás 

módszerek alkalmazásával, viszonylag könnyű feladat. Gyümölcsök és zöldségek leve szintén 

alkalmas háttérelektrolitot jelenthet voltammetriás mérések kivitelezéséhez, a viszonylag nagy 

elektrolit koncentrációnak és a többé-kevésbé pufferelt pH-nak köszönhetően. Ezért feltételezhető, 

hogy a zöldségek és gyümölcsök LAS tartalmát közvetlenül meg lehet határozni voltammogramok 

felvételével, a szövetükbe helyezett, vagy facsart levükbe mártott speciális munkaelektród 

alkalmazásával. 

Célul tűztem ki a sárga paprikában, mintaelőkészítés és elválasztási lépés alkalmazása nélkül, 

közvetlenül kivitelezhető voltammetriás LAS meghatározási módszer kidolgozását. Első lépésként 

a paprika levében, GC munkaelektróddal, egymást követően ciklikus voltammogramokat vettem 

fel 0,1 V/s pásztázási sebesség mellett. A voltammogramok között 60 másodperc várakozási időt 

tartottam. A voltammogramokon jól látható csúcs jelezte az LAS jelenlétét a paprika lében (25. b) 

ábra). Ezeket a méréseket 100 mg/100 g koncentrációjú, pufferelt LAS oldatokban is elvégeztem. 

A foszfát puffer pH-ját 5,9 értékre állítottam be, a paprika lében mérhető értékkel megegyezően 

(25. a) ábra). 
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25. ábra: a) 100 mg/100 g koncentrációjú, pufferelt L-aszkorbinsav oldatban, b) szűretlen paprika lében, GC 

munkaelektróddal felvett ciklikus voltammogramok. A felvételek között 60 s várakozási idő telt el. 

 

Amint az a 25. ábrán megfigyelhető, a pufferelt LAS oldatban kb. 250 mV-nál, míg a paprika 

lépben kb. 600 mV-nál jelentkezik a csúcs. A jelenség egyik, igen valószínűsíthető magyarázható, 

hogy a mérés előtt tisztított, polírozott elektród az LAS oldatban nem (elhanyagolható mértékben) 

szennyeződik, míg a rostos paprika lébe mártott csupasz elektród felületére már az első ciklikus 

voltammogram felvételét megelőzően egy ohmikus potenciálesést eredményező réteg tapad. Ezt 

az elképzelést támasztja alá az is, hogy a további CV-k felvétele során, tehát ahogy az elektród 

egyre több időt van a paprika lében, a csúcspotenciál folyamatosan továbbtolódik a csúcsáram 

értékek csökkenésével összhangban. Tehát ez az ohmikus potenciálesést okozó réteg, ill. hatás 
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folyamatosan növekszik a paprika lében töltött idő múlásával. További lehetséges magyarázatként 

szolgálhat a paprika lében található egyéb biokémiai komponensek interferencia hatása.  

A voltammogramokon a csúcsáramok értékét (Ics) vettem figyelembe az összehasonlító 

értékeléshez. Az első felvételt figyelmen kívül hagytam, a többi esetében a csúcsáramokat (Ics) a 

második voltammogramnál leolvasott értékhez (Ics2) viszonyítva normalizáltam. Az így kiszámított 

ics/ics2 arányokat a sorozatos felvétel sorszámának függvényében ábrázoltam. Ugyanezen méréseket 

dialízismembránnal bevont elektród alkalmazásával is elvégeztem. Az eredményeket a 26. ábra 

mutatja be. 
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26. ábra: Sorozatosan felvett ciklikus voltammogramokhoz tartozó normalizált csúcsáramok, melyeket (■) 

csupasz, illetve (●) membránnal bevont GC elektróddal készítettem, pufferelt LAS oldatban (100 mg/100 g), továbbá 

melyeket (▲) csupasz, illetve (▼) membránnal bevont GC elektróddal készítettem paprika lében. Potenciálablak: 0-

0,9 V vs. Hg/Hg2Cl2, pásztázási sebesség: 0,1 V/s, a CV-okat megelőzően, illetve köztük alkalmazott pihentetési idő 60 

s volt. 

 

Látható, hogy a pufferelt LAS oldatokban felvett, ismételt voltammogramok csúcsáram 

értékei szinte azonosak mindkét elektród típus alkalmazása esetében. Azonban a vizsgált paprika 

lében, csupasz elektróddal készített voltammetriás csúcsok folyamatosan csökkennek. Ez az 

elektród szennyeződését jelzi. A paprikalé néhány összetevője az elektródreakció során 

folyamatosan csökkenti a GC aktív elektródfelületét. A tizedik, paprika lében mért Ics érték a 

második érték 75%-ánál is kisebb. Az elektródszennyeződés által okozott érzékenység csökkenés 

nagy mértékben nehezíti a közvetlen voltammetriás mérés útján történő LAS meghatározást a 

paprika lében. Jóval kisebb mértékű elektródszennyeződés figyelhető meg abban az esetben, 
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amikor a voltammogramokat membránnal borított elektróddal vettem fel. Valószínűsíthető, hogy 

a dialízismembrán, mint egy méretkizárásos réteg viselkedik, s ezáltal csökken a veszélyes 

komponensek elektród felületére irányuló transzportja. 

Ciklikus voltammetriás mérések esetén az oxidáló elektródpotenciált (tartományt) 

viszonylag hosszú ideig alkalmazzuk. A hosszan tartó oxidáló potenciál fennállása pedig 

nagymértékű szennyeződéshez vezet. Megfelelő potenciálon történő, rövid idejű 

kronoamperometriás mérések alkalmazásával, a mérési idő drasztikusan rövidíthető. Várható, hogy 

dialízismembránnal borított elektród és rövid időtartamig alkalmazott kronoamperometriás 

méréstechnika esetén, a paprika lében fellépő elektródszennyeződés zavaró hatása, lényegesen 

csökkenthető. 

Amennyiben a munkaelektródot a paprika húsában történő, közvetlen LAS meghatározásra 

szeretnénk használni, a fentieken kívül figyelembe kell venni a tortuozitás problémáját is. A 

sztenderd addíciós módszer alkalmazása ez esetben nem kínál megoldási lehetőséget, azonban - a 

modell mérések során bemutatottaknak megfelelően -, igéretesnek tűnik egy diffúziós réteggel 

módosított munkalektród, és rövid idejű kronoamperometriás méréstechnika alkalmazása. 

 A módosított elektród feltöltődéséhez szükséges időtartam 

A módszer alkalmazásának kidolgozása során első lépésként, a mérések során diffúziós 

rétegként szolgáló dialízismembrán feltöltődéséhez szükséges pihentetési időtartam hosszát 

állapítottam meg. A kísérletek során egymást követően, tíz kronoamperometriás felvételt 

készítettem LAS oldatban, dialízismembránnal bevont GC munkaelektróddal, egyforma 

várakozási időtartamot alkalmazva a mérések előtt, ill. köztük. A tizes mérési sorozatokat 15, 30, 

45 és 90 másodperc várakozási idők mellett is elkészítettem. A 0,6 V vs. Hg/Hg2Cl2 potenciálugrás 

alkalmazását követően, 0,3 másodpercnél mért, normalizált áram értékeket a pihentetési idő 

függvényében ábrázoltam (27. ábra). Amint az ábrán látható, 15 s-os várakozási idő esetében a 

tizedik kronoamperometriás görbéhez tartozó áram értéke csupán 86%-a második felvételhez 

tartozó értéknek. Jól látható, hogy hosszabb pihentetési idők alkalmazása során a pontok egyre 

közelebb kerülnek egymáshoz. 90 másodperces várakozási idő esetén az utolsó pont kb. 100%-a a 

második pont értékének, tehát igen közel vannak egymáshoz. Ezért a további kísérletek során, 90 

másodperces várakozási időt alkalmaztam a nyugvó közegben lévő elektroaktív komponens 

koncentráció-kiegyenlítődésének biztosítására. 



Eredmények és értékelés 

- 84 - 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

0,80

0,85

0,90

0,95

1,00

t
pihentetési

 (s)

Mérés sorszáma (x):

 2  3  4  5

 6  7  8  9  10

I x
 /
 I

2

 

27. ábra: Különböző várakozási idők mellett, sorozatosan ismételt kronoamperometriás felvételek, 0,3 s-nál 

vett, normalizált áram értékei. Az ismétlésekhez tartozó áram értékeket, a második kronoamperometriás felvételek 

értékeire normalizáltam (Ix/I2). Dialízismembránnal bevont GC munkaelektródot alkalmaztam, pH=5,9 puffer oldatból 

készített LAS oldat koncentrációja: 100 mg/100 g. Az áramkör megszakításához tartozó kiegyenlítődési időt 15, 30, 45 

és 90 másodpercnek választottam. A szimbólumok a sorozatosan felvett I300ms értékek sorszámát jelzik. 

 

Amint az a kísérleti eredmények alapján valószínűsíthető, diffúziós réteggel módosított 

munkaelektród, rövid idejű kronoamperometriás mérések és kellően hosszú pihentetési idő 

alkalmazásával, a sárga paprika LAS tartalma közvetlenül, mintaelőkészítés és elválasztási lépés 

nélkül meghatározható. A minta tortuozitása és az elektródszennyeződést okozó mátrixalkotó 

komponensek zavaró hatása; elfogadható szintre csökkenthető. Azonban a mérés bizonytalanságát 

egy további minta-függő tulajdonság is befolyásolhatja, s ez a viszkozitás. 

 A viszkozitás hatása 

A kronoamperometriában, a diffúziós anyagtranszport körülményei mellett, az áram az e-

lektroaktív anyag diffúziós együtthatójának függvénye. A diffúziós együttható pedig, – többek 

között – a dinamikus viszkozitástól függ. A mátrix komponensek a diffúziós rétegbe juthatnak, 

megváltoztatva a viszkozitást. Ez a hatás megkérdőjelezheti a vizes oldatokban felvett kalibrációs 

adatok megbízhatóságát. 

A viszkozitás változás rövid idejű kronoamperometriás mérésekre gyakorolt, esetleges 

hatásának vizsgálatára, különböző viszkozitású, 150 mg LAS/100 ml oldat koncentrációjú modell 

oldatokat készítettem. Ezen oldatok esetében az oldószer készítése során PBS puffert és glicerint 
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használtam a következő térfogatarányokban (%-ban) keverve: 87,5/12,5; 95/5; 97,5/2,5; 100/0. A 

különböző viszkozitású oldat keverékekben végzett, LAS oxidációs, kronoamperometriás 

méréseket a 28. ábra mutatja. 
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28. ábra: Különböző viszkozitású oldószer keverékekben, LAS oxidáció során készített, kronoamperometriás 

áram tranziensek. A modell oldatok 150 mg LAS és 100 ml oldat felhasználásával készültek, a modell oldatok vizes 

PBS puffert és glicerint változó arányban tartalmaztak: d- 87,5/12,5; c- 95/5; b- 97,5/2,5; a- 100/0. (V/V% puffer/V/V% 

glicerin) Mérési potenciál: 0,6 V vs. Hg/Hg2Cl2, Munkaelektród: csupasz GC. 

 

Amint az a 28. ábrán látható, a kronoamperometriás görbék egyre kisebb áram értékeket 

mutatnak, az oldószer elegyben lévő glicerin arányának emelkedésével összhangban. Amennyiben 

a megfelelő potenciálugrást követően az elektródreakció sebességmeghatározó lépése a lineáris 

diffúzió, a kronoamperometriás görbéket a Cottrell-egyenlet (10) írja le és a diffúziós együttható a 

viszkozitás függvénye – a Stokes-Einstein egyenletnek megfelelően (11): 

 

 𝐷 =
𝑘𝑇

6𝜋𝜂𝑎
 (11) 

, ahol k: Boltzmann állandó: 1,380649•10−23 (J/K); T: abszolút hőmérséklet (K); a: a 

molekula effektív átmérője (m); η: a közeg viszkozitása (Pas), D: elektroaktív anyag diffúziós 

együtthatója (cm2/s) -, ezért az áram (I) és a viszkozitás reciproka négyzetgyöke (η-1/2) között 

lineáris függvénykapcsolat feltételezhető, amennyiben a molekula effektív sugara a vizsgált 

összetételű oldószer tartományban állandó. Méréseim során kapott, Inorm vs. η-1/2 függvényt mutat 

a 29. ábra. Az egyes áram értékeket (Inorm) a 28. ábrán bemutatott kronoamperometriás görbék 
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100% puffer tartalmú LAS oldatban mért áram értékekre vonatkoztattam. A modell oldatok 

hidrodinamikus viszkozitás értékeit kapilláris viszkoziméterrel és piknométerrel határoztam meg. 

Mivel ennek a kísérletnek a célja a vizes LAS oldat és a membrán pórusaiba kerülő paprika 

folyadék viszkozitás eltérésből eredő áram különbség becslése, ezért a centrifugált és szűrt paprika 

folyadék dinamikus viszkozitását ugyanolyan módon határoztam meg, mint ahogy azt a glicerin-

puffer modell oldatelegyek esetében tettem. A mért értékek a 29. ábrán láthatók. A centrifugált, 

szűrt paprika lére meghatározott normált áram (Inorm) értéket, az ugyanezen mintára kísérletileg 

meghatározott η érték alapján számítottam ki. 

 

 

29. ábra: Kísérletileg meghatározott normált áram (Inorm) értékek a mért viszkozitás (η) értékek négyzetgyök 

reciprokának függvényében ábrázolva. A modell oldatok 150 mg LAS és 100 ml oldat felhasználásával készültek, a 

modell oldatok vizes PBS puffert és glicerint változó térfogatarányban tartalmaztak: d- 87,5/12,5; c- 95/5; b- 97,5/2,5; 

a- 100/0. (V/V% puffer/V/V% glicerin). A normált áram (Inorm) értékeket a 100% vizes pufferelt áram értékekre 

vonatkoztattam (Inorm= (I/Ia)x100). A centrifugált, szűrt paprika lére vontakozó normált áram (Inorm) érték számítása 

az ugyanezen mintára kísérletileg meghatározott viszkozitás (η) érték alapján történt. 

 

Amint az a 29. ábrán látható, a modell oldatok pontjai egy egyenes vonalon fekszenek, melyet 

R2=0,996 érték jellemez, tehát a két egyenlet alapján történő feltételezés ezen kísérleti 

körülmények mellett igaznak bizonyult. 

A centrifugált, szűrt paprika lé kísérletileg meghatározott η=1, 111 mPa*s dinamikus 

viszkozitás értékét a 100%-ig pufferrel készült LAS oldat értékéhez (η=1, 011 mPa*s) viszonyítva, 
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az igazolt összefüggés alapján, a paprika lé számított áram értéke a 100%-ban vizes pufferrel 

készült LAS oldat áram értékének körülbelül 96,36%-a. Tehát, amennyiben az effektív sugara az 

LAS molekulának állandónak tekinthető, kb. 3,6%-os áram csökkenés várható a viszkozitás 

különbségből adódóan. 

 L-aszkorbinsav tartalom mérése rostos paprika lében 

A diffúziós réteggel ellátott elektród –és a meghatározott paraméterek: 90 s kiegyenlítődési 

idő, 0,3 s hosszú mérési periódus- analitikai teljesítményjellemzőinek és a paprika lében történő 

alkalmazhatóságának vizsgálatára sztenderd addíciós méréseket végeztem szűretlen paprika lében 

és ezzel párhuzamosan, 100 mg/100 g LAS oldatban. 

A kronoamperometriásan követett sztenderd addíciós mérések során, sorozatosan 20-20 µl 

1000 mg LAS/5 ml PBS puffer törzsoldatot injektáltam, Hamilton-fecskendő segítségével, 10 ml 

mintaoldatba. A mérések előtt és között tíz percen át nagytisztaságú nitrogént buborékoltattam a 

mintaoldat és a sztenderd oldattal addicionált mintaoldatokon át. 

Minden egyes addíciós lépés 40 mg/100 g koncentráció növekedést eredményezett (a 

higulást elhanyagolva). Egy kronoamperometriás mérést követően az elektródot eltávolítottam az 

oldatból, egy adagot injektáltam, majd 30 s keverést követően merítettem ismét az oldatba. 

A 30. b) ábra mutatja a membránnal módosított elektródok esetében kapott eredményeket, 

míg a membrán bevonat nélküli, “csupasz”/borítás nélküli GC elektróddal készített (ugyanezen 

mérési körülmények között felvett) mérési eredményeket a 30. a) ábra mutatja be. 
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30. ábra: 100 mg LAS/100g PBS oldatban és párhuzamosan, szűretlen paprika lében végzett sztenderd addíciós 

mérések. a) membrán nélküli, csupasz GC elektróddal, b) dialízismembránnal borított GC elektróddal felvett 

kronoamperometriás mérések. 

 

Az új elektrokémiai mérési módszerrel kapott eredményeket jodometriás titrálással, mint 

referencia-módszerrel meghatározott eredményekkel vetettem össze. Ebben az esetben 10 ml 

mintaoldatot (LAS oldat vagy paprika lé megfelelően dúsítva), 75 ml desztillált vizet és 1 ml 

keményítő indikátort tartalmazó oldatot Erlenmeyer lombikban, jód oldattal titráltam. A sztenderd 

addíciós mérések eredményeinek összefoglalását az 7. táblázat mutatja be. 

 

 

Csupasz GC, 

kronoamperometriás 

mérés 

Módosított GC, 

kronoamperometriás 

mérés 

Redox titrálással mért 

Linearitás Folyamatos elhajlás Ig.R
2
=0,999 Ig.R

2
=0,996 

Visszanyerés 

% 
--- 

89,5±9,3 

93,1±9,3 # 
93,9±1,6 

LAS konc. 

mg/100g 
--- 115,9±6,11 115,5±1,16 

7. táblázat: Szűretlen paprika lében végzett sztenderd addíciós mérések eredményeinek összefoglalása; # 

viszkozitási korrekcióval számított érték. 

 

A javasolt kronoamperometriás módszerrel mért koncentráció a titrálással kapott 

eredménnyel meglehetősen közelinek bizonyult, kimagasló linearitás érték mellett. A membránnal 
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módosított elektródot alkalmazó, kronoamperometriás módszer visszanyerési értéke 4,3%-kal 

kisebb a titrálási módszerrel mértnél. Ez a különbség nagyrészt a vizes oldat és a paprika lé 

viszkozitása közötti különbségnek köszönhető. A paprikalé viszkozitása a vizes oldathoz képest 

nagyobb - a korábban bemutatott mérésem alapján -, s ez kb. 3,6%-os áram csökkenést eredményez 

(a paprikalében, a vizes oldathoz képest). Ezért a jövőbeli kísérletek során egy korrekciós faktor 

használata javasolt, membránnal módosított elektróddal, ugyanezen mátrixban végzett 

kronoamperometriás mérések esetében. A további 6-7% visszanyerési veszteség valószínűleg a 

szűretlen paprika belső mátrix hatását tükrözi. 

 Különböző anyagból készült kések hatása a paprika hús aszkorbinsav tartalmára  

A kidolgozott módszert különböző anyagból készült pengéjű késsel vágott, sárga paprika 

szeletekben történő közvetlen LAS meghatározásra kívántam használni. Az előkészítő kísérletek 

során a paprikából szűretlen levet nyertem, s három 25 ml-es főzőpohárba szétosztottam. Az elsőt 

fedetlenül, levegőn hagytam pihenni, a másodikba egy rozsdamentes acélkést, míg a harmadikba 

egy régi típusú vas kést állítottam. Egy óra elteltével a késeket eltávolítottam, s amint azt a 31. ábra 

is mutatja, a három paprika lé minta között szemmel is látható színbeli különbséget tapasztaltam. 

 

31. ábra: Szűretlen paprikalé minták 60 perces várakozást követően, a) kezeletlen paprikalé, b) acélkéssel kezelt 

paprikalé, c) vas késsel kezelt paprikalé. 

 

Az acélkéssel kezelt paprikalé színe egy óra elteltével már észrevehetően sötétebb volt, a vas késsel 

kezelt minta esetében pedig, a sötétebb szín szembeötlő. A módosított GC elektród 

felhasználásával, rövid idejű kronoamperometriás méréseket végeztem ezekben a szűretlen, 

különböző késekkel kezelt paprika levekben. (32. ábra) 

a b c 
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32. ábra: Különböző késekkel kezelt, szűretlen paprika lé mintákban, módosított GC elektróddal készített 

kronoamperometriás felvételek: a) kezeletlen, b) acél késsel-, c) hagyományos vas késsel kezelt paprikalé. 

 

A három mintában felvett kronoamperometriás felvételeket összehasonlítva elmondható, 

hogy a kezeletlen paprika lében mért áram értékek a legnagyobbak, az acélkéssel kezelt minta 

esetében mért áram értékek kicsit alacsonyabbak, míg a vas késsel kezelt paprika lében felvett 

kronoamp fut a legalacsonyabb áram értékeknél. 

Sárga paprika szeleteket párhuzamosan kerámia, rozsdamentes acél és egy hagyományos 

típusú vas késsel vágtam fel, majd a felületi sejtfalat ezekkel a késekkel enyhén felsértettem. A 

mintákat a mérésig párás környezetben, főzőpohárban, óraüveggel lefedve tároltam. A mérési 

elrendezést a 33. ábra mutatja. 
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33. ábra: Az elektródok mérési elrendezése közvetlenül paprika szeleten végzett LAS meghatározás során. RE: 

telített kalomel referenciaelektród, ME: membránnal módosított GC munkaeletród, SE: platina tű segédeletród. 

 

A munkaelektródot a mintával érintkezésbe hoztam, s a megfelelő feltöltődési időt követően 

(90 s) kronoamperometriás mérést végeztem, majd az LAS értékeket a vizes oldatokban felvett 

kalibráció alapján számítottam. A méréseket a kerámia kést alkalmazó előkészítést követően pár 

percen belül, mindhárom minta típus esetében pedig 60-80 perc elteltével végeztem el. Az 

eredményeket a 8. táblázat tartalmazza. 

 

Paprika szelet 

Kerámia kés 

 

t=(0-10)*60 s 

Paprika szelet 

Kerámia kés 

 

t=(60-80)*60 s 

Paprika szelet 

Rozsdamentes acél 

kés 

t=(60-80)*60 s 

Paprika szelet 

Vas kés 

 

t=(60-80)*60 s 

Meghatározott 

érték 

110,6±5,6 

mg/100g 

102,4±5,8 

mg/100g 
98,1±6,1 mg/100g 83,4±6,6 mg/100g 

Korrigált 

érték 

114,5±5,8 

mg/100g 

106,1±6,0 

mg/100g 
101,6±6,3 mg/100g 86,4±6,8 mg/100g 

8. táblázat: Különböző anyagból készült pengéjű késekkel előkészített paprika szeleteken, különböző várakozási 

időknél kivitelezett, közvetlen LAS meghatározás eredményei. A korrigált értékek számítása a javasolt viszkozitási 

korrekció figyelembevételével történt. 

 

Látható, hogy az LAS koncentráció meglehetősen nagy mértékben csökkent azon paprika 

szelet felületén, melyet hagyományos vas késsel készítettem. Lényegesen magasabb LAS 

koncentráció értéket mértem rövidesen a kerámia kés alkalmazását követően, s ezen minta esetében 
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az oxidáció is lassabb. A rozsdamentes acél kés nyomán jóval kisebb mennyiségű katalizátor 

kerülhetett a felületre, mint a vas kés nyomán. A 8. táblázatban bemutatott szórás értékek 5 és 5,9% 

között mozognak a kerámia késsel készített- és 6,2-7,9% között a további szeleteken végzett 

mérések esetében. 

Az itt bemutatott technika egy olcsó, hatékony módszer a reagens mentes, gyors, paprikában 

történő in-situ LAS meghatározásra. Az L-aszkorbinsav helyi koncentrációja a mintaelőkészítés 

bizonytalansága nélkül mérhető és megbízható eredmény nyerhető a javasolt viszkozitási korrekció 

figyelembevételével. A helyi LAS koncentráció változása meghatározható, ezáltal becsülhető a 

gyakorlatban alkalmazott különböző késekből a paprikába kerülő fémionok hatása. A diffúziós 

réteggel módosított elektród, a viszonylag hosszú feltöltődési- és igen rövid kronoamperometriás 

detektálási program betartása mellett, jó működési stabilitást mutatott: 30 felvétel után 

megfigyelhető egy gyenge elektród jel csökkenés. Továbbá a mátrix tortuozitásában jelen lévő 

különbségek nem befolyásolják az eredményt, s nem növelik a különböző helyeken végzett 

mérések közötti szórás értéket. 

Azonban a módszer korlátait is meg kell említeni, s az alkalmazásnál javasolt figyelembe 

venni. A paprikában az LAS koncentráció kis mértékben különbözik a zöldség különböző 

részeiben, ezért a meghatározott érték függ a munkaelektród helyétől. Az LAS inhomogenitása az 

eredmények szórás értékeiben mutatkozik meg. Továbbá, ezen technika alkalmazásával, csupán a 

sejtközötti folyadék LAS tartalma becsülhető. Az adszorbeált molekulák vagy az érintkező sejteken 

belül található folyadék csak különböző egyensúlyokon keresztül befolyásolja a sejtközötti 

folyadék LAS tartalmát. 

4.4 Oxigénmérés üledékekben 

A szakirodalom alapján jól látható, hogy az oxigénmérés ún. tortuózus közegekben (az 

üledékekben, silókban, fermentációs folyamatok nyomonkövetése során, stb.) a mai napig valós 

kihívást jelent. A diffúziós réteggel eleve módosított Clark-cellák esetében az oxigén fogyasztás és 

ezáltal a közeg diffúziós viszonyainak változására mutatott érzékenység csökkentésének egy 

hatékony és újszerű módja lehet a hagyományos amperometria (A) helyett a periódikusan 

megszakított amperometriás (PMA) detektálás alkalmazása. Munkám során különböző 

szemcseméretű üledékekben végeztem méréseket, a két mérőprogram alkalmazhatóságának 

vizsgálatára. 
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Az elektród kétpontos kalibrálása során a min. 10 perces nitrogén átbuborékoltatás után mért 

áram értéket tekintettem a nulla koncentrációhoz tartozó pontnak, míg a min. 10 perces levegő 

átbuborékoltatás után mért áram érték a 21%-os oxigén tartalmú levegővel egyensúlyban kialakuló, 

8,6 mg/l oldott oxigén koncentrációnak felel meg (Henry-konstans alapján számolva). 

A mérés során 30 g homokot és 150 cm3 vizet tartalmazó kristályosító csészében 10 perces 

levegő átbuborékoltatást és alapos keverést végeztem, majd az üledéket a csésze egyik felére 

halmoztam. A Clark-elektródot a csésze másik részére pozícionáltam úgy, hogy a folyadékba 

merüljön, s kb. 1 cm távolságban legyen az edény alja felett. A mérést elindítottam és az áram érték 

beállása után hirtelen keveréssel a félrehalmozott homok üledéket a csészében felkevertem, mely 

szabad ülepedéssel az egész csésze aljára terült az elektródot is körülvéve. A teljes ülepedés után 

kb. 1 cm-es mélységbe került az elektród a homokban. Mindeközben és további legalább 200 

másodperc időtartamig regisztráltam az áram értékeket. A kiértékelés során a felülúszóban mért és 

az üledékben a 200 s-os időtartamnál leolvasott áram értékeket hasonlítottam össze. (9. táblázat) 

A mérést hagyományos amperometria esetén -0,7 V vs. Ag/AgCl potenciálon végeztem, míg 

PMA esetében a detektálás: -0,7 V vs. Ag/AgCl potenciálon, 15 ms kondenzátor áram lecsengési 

periódus után 15 ms ideig tartott. A várakozási/regenerálódási szakasz 0,1 V vs. Ag/AgCl 

potenciálon, a táblázatban megjelölt időtartam hosszúságú volt. A mérést ioncserélt víz közegben, 

durva (szemcseméret: 0,315-0,4 mm) és finom (szemcseméret: 0,125-0,16 mm) homok üledékben 

végeztem. 
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Várakozási idő 

Vizes közegű 

kalibráció 

meredeksége 

200 s alatt bekövetkezett áram csökkenés 

  finom üledékben durva üledékben 

s A*l/mg A A 

0,0 5,74*10-8 1,20*10-7 1,12*10-7 

0,5 3,58*10-7 4,12*10-7 3,70*10-7 

1,0 4,42*10-7 3,47*10-7 3,06*10-7 

2,0 5,57*10-7 2,65*10-7 1,77*10-7 

3,0 5,85*10-7 1,93*10-7 7,00*10-8 

4,0 5,99*10-7 1,65*10-7 3,76*10-8 

5,0 5,88*10-7 1,39*10-7 1,70*10-8 

9. táblázat: A különböző várakozási idők mellett végzett amperometriás mérések eredményeinek összefoglalása; 

0 s a hagyományos amperometriás detektálást jelzi, 0,5-5 s közti értékek pedig a PMA programnál alkalmazott 

beállítások. A vizes közegű kalibrálás eredménye a nulla oxigén szint mellett és a levegővel telített oldatban mért 

értékekből származik. Az áram csökkenés adatok a szabad oldatban, majd az üledék réteg kialakítása után 200 s-nál 

mért áram értékek különbségei. 

 

A 9. táblázat mérési eredményei alapján jól látható, hogy a kétpontos kalibrációs egyenes 

meredeksége körülbelül egy nagyságrenddel nő PMA detektálás esetében a hagyományos 

amperometriás detektáláshoz viszonyítva. PMA detektálásnál a várakozási idő növelése kb. 40%-

os érzékenység növekedést eredményezett. A tortuozitás miatt fellépő, üledékekben tapasztalt áram 

csökkenés kb. 200 s után állandósult, ezért választottam ezt az időtartamot a mérés leolvasási 

pontjának. A hagyományos amperometriás detektáláshoz viszonyítva a rövid várakozási idők 

mellett felvett PMA detektálás esetében 3-4-szer nagyobb áramcsökkenés értéket tapasztaltam az 

üledékekben – a megnövekedett érzékenység miatt -, mely jelentősen csökken a várakozási idők 

hosszabodása során, tehát a kisebb oxigén fogyasztás hatása szembeötlő. Az elméletileg vártakkal 

összhangban, a finom üledék esetében, minden programnál nagyobb áram csökkenés mérhető, a 

nagyobb tortuozitásnak megfelelően. 

A 10. táblázat és grafikusan a 34. ábra a különböző detektálási módszerek esetében, a 

kalibráció alapján számított, üledékbeli koncentráció értékeket (Cüledékben) a valós koncentráció 
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értékekhez (Cvalós) viszonyítva tünteti fel. A kiszámított koncentráció meghatározási hiba értékeket 

(Cε=(1-Cüledékben/Cvalós)x100) ) a hagyományos amperometriás detektálás esetében fellépő hiba 

(CA=(1-Cüledékben,A/Cvalós)x100) értékére vonatkoztattam. 

 

Várakozási idő Cüledékben/Cvalós 

Koncentráció meghatározási hiba a 

hagyományos amperometriás 

detektálási értékhez 

viszonyítva 

Cε/CA 

 finom üledékben durva üledékben finom üledékben durva üledékben 

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. táblázat: A különböző várakozási idők mellett végzett amperometriás mérések eredményei; 0 s a 

hagyományos amperometriás detektálást jelzi, 0,5-5 s közti értékek pedig a PMA programnál alkalmazott beállítások. 

A táblázat az üledékben kiszámított koncentráció értékeket a valós koncentráció értékekhez viszonyítva 

(Cüledékben/Cvalós), a PMA detektálás mellett jelentkező koncentráció meghatározási hiba értékeket a hagyományos 

amperometriás detektálás ugyanezen értékeihez viszonyítva (Cε/CA) tünteti fel. 
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34. ábra: A finom és durva üledékben meghatározott a) koncentráció értékek a valós adatokhoz viszonyítva, b) 

koncentráció meghatározási hiba értékek a PMA detektálásnál (Cε= (1-Cüledékben/Cvalós)x100) ) a hagyományos 

amperometriás detektálás melletti hiba (CA = (1-Cüledékben,A/cvalós)x100) értékére normálva. A várakozási időknél 0 s a 

hagyományos amperometriás detektálást jelzi, 0,5-5 s közti értékek pedig a PMA programnál alkalmazott beállításokat 

jelölik. 

 

Az eredmények alapján látható, hogy a hagyományos amperometriás detektálás esetében, 

üledéktől függően, a valós koncentrációnak csupán 75,7% ill. 77,3%-át mértem. PMA program 

alkalmazása esetében a valós értékekhez lényegesen közelebbi eredményt kaptam: 86,6% és 88%-

ot 0,5 s-os várakozási időnél, s ez az érték folyamatosan növekedett a pihentetési érték 

hosszabbodásával. 5 másodperces várakozási periódus esetében a valós érték közel 100%-át 

mértem. A grafikus ábrázolás is jól mutatja, hogy a beépített diffúziós réteggel rendelkező Clark-

elektród esetében, a megfelelően megválasztott PMA mérőprogram alkalmazása jelentősen 

csökkenti, s akár ki is küszöbölheti a környezet diffúziós viszonyai változására mutatott 

érzékenységet. 
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5 Összefoglalás 

Kísérleteim első szakaszában banán szöveten alapuló, dopamin meghatározására alkalmas 

amperometriás bioszenzor érzékenységének és analitikai teljesítmény-jellemzőinek javítása 

céljából végeztem kísérleteket. A dopamin mérésére leginkább alkalmas munkapotenciált -0,2 V 

vs. Hg/Hg2Cl2 értéken állapítottam meg áramló oldatos rendszerben, dinamikus voltammogramok 

felvétele útján. Ez a potenciál érték az, ahol az oxigén vagy más zavaró komponensek árama kicsi 

és a háttéráram is minimális mértékű. A banán szelet mezokarpium belső része esetében 

enzimaktivitásmérő elektrokémiai cella segítségével jelentősen nagyobb tirozináz aktivitást 

mutattam ki, mint a mezokarpium külső részeiben, ezért minden esetben a belső részt használtam 

bioszenzor készítéshez. Az enzimreakcióban résztvevő anyagok koncentráció eloszlását a modell 

bioszenzor reakciórétegében pásztázó elektrokémiai mikroszkóppal vizsgáltam, ennek 

eredményeképp helyi maximum értéket állapítottam meg a dopamin-kinon koncentrációprofilban 

a mintaoldatot és a banán szövetet elválasztó membrán rétegtől 130-160 µm távolságban. Az 

enzimréteg vastagságának optimalizálása rövidebb válaszidőt és nagyobb katódos áramot 

eredményezett. A dinamikus voltammogramok alapján válaszottam ki a periódikusan megszakított 

amperometriás detektálás során alkalmazott pihentetési/feltöltődési periódus -0,02 és -0,03 V vs. 

Hg/Hg2Cl2 közötti optimális potenciál értéket, mivel ezen értéknél nem tapasztaltam mérhető 

anódos vagy katódos áramot. A kísérletek során a PMA detektálás esetében optimalizált 

hosszúságú pihentetési időt (t3) válaszottam, mely 0,5 s értéknek adódott. A dopamin koncentráció 

meghatározására használt banánotród bioszenzor érzékenysége nőtt, a kimutatási határ pedig 

lényegesen csökkent az optimális elektródpotenciálok és reakcióréteg vastagság, valamint a PMA 

detektálási program alkalmazása mellett. Hagyományos amperometriás detektálás esetében a 

dopaminra vonatkozó kimutatási határ értéke 1,05*10-5 mól/dm3, míg PMA detektálás mellett 

2*10-6 mól/dm3 értéknek adódott, ezáltal már a mikromólos koncentrációtartományba tartozó 

vizelet és oldott gyógyszer minták esetében is alkalmazható – akár alumínium-oxid rétegen vagy 

gélen történő elődúsítási lépést követően – az így elkészített bioszenzor. A banán szövet 

reakcióréteg mindezek mellett gyorsan és reprodukálhatóan megújítható. A költséghatékony 

előállíthatóság és a viszonylag hosszú életidő további fontos előnyei ennek a bioszenzornak. 

Egy adott anyag diffúziós együtthatója üledékekben, élő szövetekben, gyümölcsökben, stb. 

lényegesen különbözhet a sztenderd kalibráló oldatokban mérhető értékétől, ezért a diffúziót gátló, 
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akadályokat tartalmazó közegben végzett elektroaktív anyag koncentrációjának voltammetriás 

meghatározása nem megfelelő eredményt ad. Munkám második részében diffúziós membrán 

réteggel módosított glassy carbon munkaelektródot készítettem és rövid idejű kronoamperometriás 

méréstechnikát alkalmaztam. A meghatározandó modellanyag L-aszkorbinsav volt, míg a modell 

minta mátrix homok üledék. Bebizonyítottam, hogy a vizes kalibráló sztenderd oldatokban felvett 

adatok felhasználásával valós koncentráció értékek nyerhetők mindaddig, amíg az 

elektródfolyamat során kialakuló L-aszkorbinsav diffúziós profil a beépített diffúziós rétegben van. 

Megmutattam, hogy ez az időtartam az elméleti elképzeléssel megegyezően a diffúziós 

rétegvastagság növelésével arányosan növekszik. 

További kísérleteimben a friss, sárga paprika szeletek L-aszkorbinsav tartalmának közvetlen, 

mintaelőkészítési és elválasztási lépéseket mellőző meghatározását tűztem ki célul. Ciklikus 

voltammetriás méréssorozattal szemléltettem az elektród passziválódás, szennyeződés komoly 

jelentőségét. A viszkozitás zavaró hatásának tanulmányozását LAS tartalmú víz-glicerin modell 

oldatsorozat segítségével végeztem. Többek között a tortuozitás problémájának megoldására 

alkalmazott diffúziós réteggel módosított glassy carbon elektród és rövid idejű 

kronoamperometriás mérési módszer optimális feltöltődési idejét 90 s hosszúságúnak állapítottam 

meg. Mindezek alkalmazásával méréseket végeztem rostos paprika lében, az ennek során kapott 

eredmények a javasolt viszkozitási korrekciót követően a klasszikus jodometriás titrálási 

módszerhez viszonyítva, már elfogadhatóak. Közvetlenül, paprika szeleteken kivitelezett helyi 

mérések alapján megmutattam, hogy a sárga paprika hús jelentősen gyorsabb ütemben veszít LAS 

tartalmából, amennyiben azokat vas késsel vágtam el, mint rozsdamentes acél- vagy kerámia kés 

alkalmazása esetében. 

Doktori kutatómunkám záró szakaszában az oxigén mérésére elterjedten alkalmazott, 

diffúziós réteget eleve tartalmazó Clark-cella alkalmazhatóságát vizsgáltam tortuózus közegekben. 

A különböző szemcseméretű modell homok üledékekben jelentkező oxigénkoncentráció mérési 

hiba kb. 23-24% a hagyományos amperometriás detektálás esetében, míg optimalizált 5 s 

hosszúságú feltöltődési/pihentetési időszakokat és rövid mérési periódusokat tartalmazó 

periódikusan megszakított amperometriás méréstechnika esetében minimálisra csökkenthető. 
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6 Tézispontok 

 

I. Elsőként szemléltettem dinamikus voltammogramok felvétele útján, hogy a banánotród 

bioszenzor esetében az optimális munkapoteciál kiválasztása kulcsfontosságú, ennek 

alkalmazásával a szelektivitás és az érzékenység javul a mérendő dopamin-kinonra nézve, 

mivel a nem kívánt zavaró hatások minimálisra csökkenthetők, pl. az enzimreakcióban 

szintén résztvevő oxigén árama. Ezt -0,2 V vs. Hg/Hg2Cl2 értéken állapítottam meg. Továbbá 

elsőként alkalmaztam természetes szöveten alapuló bioszenzor esetében periódikusan 

megszakított amperometriás detektálási módszert, a programot az optimális potenciálok és 

mérési időtartamok meghatározásával alakítottam ki. Az így működtetett bioszenzor 

érzékenysége a hagyományos amperometriás detektáláshoz képest jelentősen növekedett, 

míg a kimutatási határ értéke 1,05*10-5 mól/dm3-ről 2*10-6 mól/dm3-re csökkent.  

 

II. A bioszenzor természetes reakciórétegben kialakuló dopamin és dopamin-kinon 

koncentrációprofilok feltérképezésére sikeresen alkalmaztam pásztázó elektrokémiai 

mikroszkópiás módszert és szénpaszta mikroelektród mérőcsúcsot, ezáltal megállapítottam, 

hogy a reakciórétegben a mintaoldat felőli határoló membrántól kb. 130-160 µm távolságban 

a dopamin-kinon koncentrációban lokális maximum alakul ki. A banánotród reakcióréteg 

vastagságát ez alapján terveztem. 

 

III. Helyszíni mérésekkel igazoltam üledékben, mint modell tortuózus közegben kivitelezett 

amperometriás L-aszkorbinsav meghatározás során a mérés hibáját. A zavaró hatás 

kiküszöbölésére módszert dolgoztam ki: diffúziós réteggel módosított glassy carbon 

munkaelektródot és rövid idejű kronoamperometriás detektálást alkalmaztam. 

Bebizonyítottam, hogy a diffúziós rétegvastagság növelésével egyre hosszabbodott az az 

időtartam, amíg a diffúziós koncentrációprofil a módosított rétegben van, ezáltal amíg a 

környezet diffúziós viszonyainak változására érzéketlen. 
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IV. Módszert dolgoztam ki a rostos sárga paprika lé mintelőkészítés nélküli, közvetlen L-

aszkorbinsav tartalmának meghatározására. A kísérletekkel igazolt elektród passziválódás, 

viszkozitás különbség és a tortuozitás okozta mérési hibát dialízismembránnal, mint diffúziós 

réteggel módosított glassy carbon munkaelektród, 90 s hosszúságú feltöltődési idő és rövid 

idejű kronoamperometriás detektálás, valamint viszkozitási korrekció alkalmazásával 

oldottam meg. Közvetlenül, paprika szeleteken kivitelezett elektrokémiai méréseket 

végeztem és ezek alapján bizonyítottam, hogy a sárga paprika hús jelentősen gyorsabb 

ütemben veszít LAS tartalmából, amennyiben azt vas késsel hoztam érintkezésbe, mint 

rozsdamentes acél- vagy kerámia kés alkalmazása esetében. 

 

V. Helyszíni mérésekkel bizonyítottam, hogy az oxigénmérő Clark-cella üledékben történő 

alkalmazása jelentős mérési hibával jár a tortuozitás problémája miatt. Megmutattam, hogy 

az alkalmasan megválasztott periódikusan megszakított amperometriás detektálási program a 

valós értékekhez közeli eredményeket szolgáltat. 
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