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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 anali-

tikai 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 gya-

korlatba. 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 elektró-

dok 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 fel-

tárására. 

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 

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, 
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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 munkámban 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 teljesítő képességét növelve azok alkalmazási területét 

kiszélesíteni. 

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 

fontos összekötő kapocsként szolgál az újszerű amperometriás detektálás továbbfejlesztése, 

alkalmazása. 
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2. Célkitűzések 

 A polifenol-oxidáz enzimtartalmú, natív banán szövet felhasználásával készült dopaminmérő, 

amperometriás bioszenzor méréstartománya kiszélesítési lehetőségének vizsgálata. 

o Ennek részeként, enzim aktivitás méréseken alapuló, a szenzor készítés céljára leginkább 

alkalmas banán szövet kiválasztása. 

o Dinamikus voltammogramok felvételén keresztül, a legkedvezőbb szelektivitást és 

érzékenységet biztosító detektálási potenciál kiválasztása.  

o Pásztázó Elektrokémiai Mikroszkóp (PEKM) alkalmazásával, a reakciórétegben zajló 

kompetitív folyamatok eredményeképpen kialakuló dopamin és dopamin-kinon 

koncentráció profilok feltérképezése, s ezen alapulva, az optimális reakcióréteg vastagság 

megállapítása. 

o Célul tűztem ki a vizsgált bioszenzornál a legkedvezőbb detektálási program kidolgozását. 

Ehhez szem előtt tartottam, hogy amperometriás detektálás esetén az elektród felületén a 

dopamin-kinon koncentrációja nulla, ezáltal csak a környezetből a felületre jutó anyag 

mérhető, miközben az elektródhoz közeli réteg elszegényedik. A kutatócsoportunkban 

elsőként alkalmazott periódikusan megszakított amperometriás detektálás esetében 

pihentetési időszakok vannak a mérési periódusok között, melyek során a réteg 

feltöltődhet és a jel növekszik. 

 Modell tortuózus közegekben lévő L-aszkorbinsav közvetlen amperometriás meghatározását 

lehetővé tevő módosított elektród és voltammetriás detektálási módszer kidolgozása. 

 A valódi minták, konkrétan a sárga paprika mérése során gyakran fellépő elektród 

passziválódás, valamint a sztenderd oldatok és a minta mátrix viszkozitás különbségéből 

adódó zavaró hatások és csökkentésük lehetőségeinek vizsgálata. 

 Minta előkészítés nélküli, közvetlen voltammetriás C-vitamin meghatározás paprikában, az 

élelmiszer feldolgozás során használt acél és fém késekről bekerülő ionok hatásának 

vizsgálata, a levegővel érintkezésben lévő paprika L-aszkorbinsav tartalmára. 

 Az oxigén mérésre elterjedten alkalmazott, beépített diffúziós réteget eleve tartalmazó 

amperometriás Clark-elektród működésének vizsgálata tortuózus közegekben, üledékekben. 

A periódikusan megszakított amperometriás detektálási program bevezetésének 

tanulmányozása olyan minták esetében, ahol az elektroaktív anyag elektród felületre történő 

diffúziója gátolt. 
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3. Alkalmazott eszközök és módszerek 

Nyers enzimkivonat készítése banánból, polifenol-oxidáz enzimaktivitás mérés céljára 

A hámozott, feldarabolt banánt főzőpohárban foszfátpufferbe (pH=7,33) helyeztem. A főzőpoharat 

vízfürdőbe tettem hőkezelés céljából. Ezt követően a pufferoldatot leszűrtem a banánról és kézi 

mozsár segítségével homogenizáltam. Az így kapott mintát centrifugáltam, melynek 

eredményeként, a szövettörmelék felett, egy enzimtartalmú folyadékfázist kaptam. A létrejövő 

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

Polifenol-oxidáz enzim aktivitásának mérése 

Munkám során speciális amperometriás vékonyréteg cellát készítettem a különböző növényi 

szövetekből származó katalitikus rétegek enzimaktvitásának összehasonlító vizsgálatára. A 

mérőcella teste EpoFix (Struers GmbH) polimerből készült. A polimerbe glassy carbon (GC) (d=1 

mm) munkaelektródot, ezüst kvázi referenciaelektródot (d=2 mm) és platina ellenelektródot (d=3 

mm) ágyaztam. A vékonyréteg típusú reakcióteret (térfogata 60 μl) úgy alakítottam ki, hogy 

gyűrűszerű távtartót ragasztottam a cella véglapjára úgy pozicionálva, hogy a gyűrű üres része az 

elektródok felett foglaljon helyet. 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 kupakkal fedtem le, a 

reakcióelegy párolgás okozta térfogatcsökkenésének megelőzésére. A reakciótér aljára helyezendő 

szűrőpapír-korongot foszfát pufferrel itattam át, majd kiszárítottam. Ezt követően enzim tartalmú 

kivonatot pipettáztam a mikrocella reakcióterébe, és az elektródokat a potenciosztáthoz 

kapcsoltam, -0,2 V potenciál alkalmazása mellett figyeltem az amperometriás áramot. Állandó 

áramerősség érték megjelenése után mikrofecskendővel a vékonyréteg cellába juttattam a 

dopaminoldatot. A reakció következtében a dopamin-kinon az elektród felületén megjelent és 

redukciós amperometriás áramot kaptam. Az áramerősség-változás sebessége jelzi az enzim 

katalizálta reakció sebességét.  

Referencia-módszer az enzimaktivitás meghatározásához 

A banánból készített enzimkivonat polifenol-oxidáz aktivitásának meghatározásához refer-

enciamódszerként a Sigma-Aldrich spektrofotometriás enzimaktivitás mérési sztenderd módszerét 
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követtem.  A meghatározás alapja egy indirekt spektrofotometriás eljárás, amely a polifenol-oxidáz 

aszkorbinsav-oxidáló képességét használja ki. 

Redox tirtálás, mint referencia-módszer a C-vitamin tartalom méréséhez oldatokban 

Az L-aszkorbinsav tartalmú mintákat keményítő indikátor jelenlétében kálium-jodidos jód oldattal 

titráltam, a végpontot az oldat enyhe kékülése jelezte. 

Alkalmazott 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. 

Áramló oldatos rendszer 

A házilag készített áramló oldatos rendszer (Flow Injection System) házilag készített wall-jet típusú 

mérőcellát tartalmaz. 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. 

Modell bioszenzor mérőcella 

A banánotród bioszenzor optimális vastagságú enzimrétegének meghatározása céljából modell 

bioszenzor mérőcellát készítettem. A reakcióréteg egy üvegcső alsó részében helyezkedett el. A 

jelátvivő PEKM mérőcsúcs szénpaszta mikroelektród volt. A reakcióréteg kialakítására banán 

szövetet foszfátpufferrel (pH=7,33) homogenizáltam, majd a kapott pépet az üvegcsőbe töltöttem, 

melynek egyik végét előzetesen dialízismembránnal (Technikon Autoanalyzer accessories) zártam 

le. A bioszenzort modellező üvegcső mintaoldatot tartalmazó mérőcellába nyúlik. Mágneses 

keverővel intenzív konvekciót idéztem elő a mérőcellában, mellyel a membrán mintaoldat felőli 

oldalán stacionárius transzport viszonyok kialakulását kívántam biztosítani. A vonatkozási- és az 

ellenelektródokat a pufferbe helyeztem és a potenciosztáthoz csatlakoztattam. A PEKM-hoz 

rögzített szénpaszta mikroméretű munkaelektród az enzimréteget tartalmazó csőben mozoghatott. 
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Elektródok 

A méréseknél általában OP-0830P típusú telített kalomel referenciaelektródot (Radelkis, Buda-

pest, Magyarország) és 1 cm2 felületű platina lemez ellenelektródot használtam. 

Szénpaszta mikroelektród készítése 

Grafit port (<20 µm szemcseméret, ALDRICH Chemistry) és paraffin olajat (Pannon Patika) 

porcelánmozsárban homogenizáltam. Az elektródtest elkészítéséhez 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 poírozó porral simára 

políroztam. Az így elkészített kapillárisba hátsó vége felől vékony réz szálat fűztem az elektromos 

kontaktus biztosítására, a kapillárist elkeskenyedő vége felől pedig a szénpasztával megtöltöttem, 

felületét simára políroztam. 

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 kontaktust, majd ezt egy megfelelő átmérőjű üvegcsőbe 

helyezve, EpoFix (Struers GmbH) polimerbe ágyaztam. A polimerizáció után az elektródfelületet 

csiszolással és nedves polírozással készítettem el. 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.  

GC munkaelektród L-aszkorbinsav mérésére, tortuózus közegben 

Az 1 mm átmérőjű, házilag készített GC munkaelektródot használat előtt megtisztítottam, 

políroztam. Amennyiben az elektródfelület kellően tisztának és megfelelő aktivitásúnak 

mutatkozott, megnedvesített dialízismembránnal (Technikon TM Pre-mount type “C”, Technikon 

Instruments, USA) borítottam, vigyázva arra, hogy a felület és a membrán közé levegő ne 

szoruljon, s a membránt cérnával szorosan rögzítettem. 
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Clark-elektród 

A kísérletekben használt oxigén-mérő Clark-cellát házilag készítettem. 1 mm átmérőjű platina 

drótot kapilláris végébe olvasztottam, majd a kapilláris hátsó vége felől behelyeztem egy kis darab 

forrasztóónt, s egy vékony rézdrótot. Láng felett kialakítottam az elektromos csatlakozást. Az 

üvegcső beolvasztott végét óvatosan csiszoltam, míg a közepén megjelent a platina korong. Ezt 

követően aluminium-oxid polírozó porral nedvesen políroztam. A munkaelektród mellé ellen- és 

referenciaelektródként szolgáló, kloridozott ezüst szálat rögzítettem. Az üvegcső végét kifeszített 

poli(tetrafluoroetilén) membrán (Radelkis, Budapest, Magyarország) sapkával zártam le. A 

cellatest belsejébe 0,1 M KCl koncentrációjú, 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. 
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4. Eredmények, tézisek 

 

A munka során elért eredményeimet az alábbiakban megadott tézispontok foglalják össze: 

 

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 L-aszkorbinsav 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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