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1. BEVEZETÉS 
 
 
 
 
Az amperometria az elektroanalízis voltammetriás módszereinek sorába tartozik. A 
legegyszerőbb voltammetriás mérıprogramnak tekinthetı. Napjainkig igen nagyszámú, 
egymástól többé-kevésbé különbözı voltammetriás módszer kidolgozására került sor.  
 
Általánosan szólva, a voltammetriás módszerek alkalmazásakor az elektrolízises mérıcellába 
helyezett munkaelektródra valamilyen idıfüggvény által meghatározott elektródpotenciált 
adva a cellán átfolyó áram értékét regisztráljuk, valamilyen alkalmas adatgyőjtési program 
szerinti idıpillanatokban. A célszerően meghatározott áramértékek és a mintaoldat 
koncentrációja közötti függvénykapcsolat alapján jutunk az analitikai információhoz.  
 
A hagyományos amperometriás módszerek esetében állandó elektródpotenciál, esetleg 
állandó cellafeszültség mellett folyamatosan regisztráljuk az áramot. A cellában jelenlevı 
elektroaktív anyag koncentrációját a pillanatnyi áramintenzitás és a maradékáram közötti 
különbség jelzi. A mérıcellában rendszerint intenzív konvekciót idézünk elı az elektród 
forgatásával, az oldat áramoltatásával vagy keverı alkalmazásával. 
 
Az amperometria kedvezıen kis alsó méréshatár elérését tesz lehetıvé, azonban az általa 
biztosított szelektivitás nem kielégítı. Emellett gyakran jelenthet problémát a munkaelektród 
felületének, az elektrolízis terméke által elıidézett passziválódása, beszennyezıdése.  
 
A mőszeres elemzés fejlıdésének korai szakaszában az említett hátrányok miatt az 
amperometriás módszereket elsısorban redoxi titrálások végpontjának indikálására 
használták. Folk és Badwen [1] a múlt század húszas éveiben jodometriás titrálások esetében 
jól használható „új típusú elektrometriás” módszerrıl számolt be.  
A jól ismert, két egyforma elektródot használó biamperometriás, „dead stop” technikáról 
Stock [2] közöl tanulmányt, a módszert ekkor már amperometriás titrálásnak nevezve. 
John.T. Stock (1911-2005) hosszú, aktív élete során nagymértékben hozzájárult az 
amperometriás végpontindikáció népszerőségének növeléséhez. Összefoglaló monográfiáját 
[3] napjainkig alapmőnek tekintik az elektrokémikus szakmai körök. 
 
A voltammetriás módszerek fejlıdését döntıen meggyorsította Heyrowsky iskolája a 
csepegı higany munkaelektród alkalmazásával, a polarográfia kidolgozásával [4]. A 
csepegése során önmagát reprodukáló, megújuló higanyelektród kiküszöböli az elektród 
passziválódásból eredı bizonytalanságot. A csepegı higanyelektróddal már kellıen pontos 
direkt analitikai mérések is elvégezhetıvé váltak voltammetriás úton. A szilárdelektródos 
detektálást alkalmazó titrimetriás eljárások ily módon kissé háttérbe szorultak. Rövidesen a 
polarográfia az ötödik leggyakrabban alkalmazott mőszeres analitikai módszerré vált. A 
mérések elektródpotenciál – áram függvények felvételét jelentették, az értékelés az áram – 
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potenciál (i = f (E)) függvények alapján történt. A polarográfia analitikai alkalmazásai fıleg a 
fémanalízis területére koncentrálódtak [5].  
 
A potenciál pásztázásos technika szerves analízisben történı elterjedését lassította, hogy a 
csepegı higanyelektróddal alkalmazható potenciálablak mellett, csak viszonylag kevés 
analitikai szempontból fontos szerves anyag mutat elektroaktivitást. Emellett a szükséges 
potenciálablakot biztosító szilárdelektródok voltammetriás alkalmazásától a már említett 
elektród passziválódás gyakori jelentkezése sokakat eltántorított.  
 
Annak ellenére, hogy mind hatékonyabb polarográfiás módszerek jelentek meg, a 
polarográfia népszerősége a múlt század hetvenes éveire nagymértékben lecsökkent. 
Megjelentek a hatékony atomspektroszkópiai módszerek és a gyors méréseket biztosító 
készülékek.  
 
A voltammetriás módszert fejlesztı iskolák érdeklıdése a szerves analízis felé fordult. Ezek 
jelentıs része elektrokémiailag oxidálható. Így a szerves molekulák elektrokémiai 
oxidációjához szükséges potenciálablakot biztosító elektródokra volt szükség. Elıtérbe 
kerültek a szilárd munkaelektródok. A szilárdelektródokkal kapcsolatos elektrokémiai 
munkáról, az elektródok sajátságairól, vizsgálati módszereirıl, alkalmazásairól Ralph N. 
Adams [6] írt napjainkban is használt, „klasszikus alapmőnek” számító monográfiát. 
A voltammetriás mérések során használt szilárd munkaelektródok sok esetben pusztán 
elektronforrásként vagy elektronnyelıként szerepelnek. Természetesen anyagi sajátságaik, 
felületi állapotuk döntı hatást gyakorolhat az elektródreakció különbözı lépéseire. A 
munkaelektród mérıfelületén kialakulhat, vagy kialakítható olyan változás, felületi 
rétegképzés, amely az elektród mérısajátságait valamilyen módon kedvezıen befolyásolja. 
Ennek a lehetıségnek tudatos kihasználása hozta létre a kémiailag módosított elektródokat. 
Napjainkban a kémiailag módosított elektródok kutatása, alkalmazása az elektroanalízis 
egyik legdinamikusabban fejlıdı területét jelenti.  
 
Az alkalmasan megválasztott módosító réteg bizonyos esetekben képes az elektródok 
passziválódásának megakadályozására, biztosíthat szelektivitást is. Ily módon kémiailag 
megfelelıen módosított elektródok alkalmazásakor az amperometriás módszer hátrányos 
tulajdonságai kiküszöbölhetık. Az amperometria népszerősége ennek megfelelıen jelentısen 
megnıtt. Igen elterjedtek például a szelektív detektálást biztosító enzimréteggel módosított 
amperometriás bioszenzorok. 
 
A másik, az amperometria alkalmazási körét kiterjesztı, jelentıségét növelı tényezı az 
elválasztástechnikai módszerek fejlıdése. A folyadékkromatográfiás oszlopon, vagy 
elektroforetikus kapilláris segítségével elválasztott elektroaktív anyagok „csúcsainak” 
detektálására számos amperometriás detektorcella kifejlesztésére került sor. Közülük sok a 
kereskedelemben is kapható napjainkban. 
 
Mintegy tíz éve kapcsolódtam be a voltammetriás mennyiségi elemzı módszerek 
fejlesztésére irányuló kutatómunkába. A munka célja a klinikai diagnosztikában, élelmiszer- 
és környezeti analízisben elınyösen használható nagyhatékonyságú mérı módszerek, 
szelektív szenzorok kifejlesztése volt. A munka megkezdésekor kirajzolódott, hogy a 
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területen történı elırelépés kémiailag módosított elektródok fejlesztését, alkalmazását 
igényli. Célszerőnek látszott a voltammetriás módszerek közül az amperometriás detektálás 
alkalmazását, fejlesztését, amperometriás mérésekhez jól használható speciális mérı és 
detektor cellák kialakítását elıtérbe helyezni.  
A munkát a Pécsi Tudományegyetem Természettudományi Karának Kémiai Intézetében, 
valamint a Memphisi Egyetem ’Biomedical Engeneering’ Karának Elektroanalitikai 
Laboratóriumában rendelkezésre álló eszközökkel és mőszerekkel végeztem.  
 
A dolgozat munkám három, többé-kevésbé elkülöníthetı területen elért eredményeirıl ad 
áttekintést.  
 - Így számot adok oxidoredoktáz enzimeken alapuló amperometriás bioszenzorok 
fejlesztésével, alkalmazásával kapcsolatos vizsgálataimról. 
 - Külön részben írom le az elektrokatalitikus sajátságú rézoxid réteggel bevont fémréz 
elektródon lejátszódó elektródreakció tanulmányozásával kapcsolatos vizsgálataimat. Ennek 
kapcsán beszámolok a rézelektródra épülı, amperometriás HPLC detektorcellák 
kifejlesztésérıl, azok cukor analízisben történı alkalmazásával kapcsolatos tapasztalataimról. 
 - Munkám során újszerő méréstechnika kidolgozásával, a diffúziós réteggel, pl. enzim 
tartalmú reakcióréteggel bevont elektródok alsó méréshatárát jelentıs mértékben sikerült a 
kis koncentrációk irányában kiterjeszteni. A dolgozat harmadik része számol be az új 
periódikusan megszakított amperometriás (PMA, ’Periodically Interrupted Amperometry’, 
PIA) módszer kifejlesztésérıl, vizsgálatáról, alkalmazásáról.  
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2. IRODALMI RÉSZ 
 
 
 
 
Munkámban kémiailag módosított elektródok továbbfejlesztésével, sajátságaik vizsgálatával, 
azok alkalmazásával foglalkoztam. Sikeresen alkalmaztam és továbbfejlesztettem az 
amperometriás méréstecnikát, az amperometriás mérések elválasztástechnikai alkalmazásait. 
Ennek megfelelıen a munkámmal kapcsolatos szakirodalmi elızmények áttekintését e két 
területre koncentrálva adom meg.  
 
 
2.1. KÉMIAILAG MÓDOSÍTOTT ELEKTRÓDOK  
 
A szilárdelektródokon lejátszódó elektródfolyamatok sajátságait, sebességét nagymértékben 
befolyásolja az elektródfelület anyaga, kristálytani orientációja, adszorpciós készsége, a 
mérıfelület geometriája, azaz alakja és tényleges mérete, felületi durvasága. Lehetıség van, 
ennek megfelelıen arra, hogy a felület célszerő módosításával az elektród-folyamat bizonyos 
sajátságait az alkalmazás szempontjából kedvezı irányba megváltoztassuk. Az 
elektródfelület módosításával számos területen, így a galvánelemgyártásban, az elektrolízises 
iparokban, a tüzelıanyag-cella fejlesztésben, a korrózió gátlásában, elektrokróm kijelzık 
fejlesztésben értek el jelentıs eredményeket, illetıleg ezeken a területeken folyik az 
elektródfelület célszerő irányba történı megváltoztatására irányuló intenzív kutatómunka.  
 
A módosított munkaelektródok [7] a voltammetriás analízis területén is mind nagyobb 
népszerőségre tesznek szert. Fejlesztésükkel, alkalmazásukkal rendkívül kiterjedt irodalom 
foglalkozik. A voltammetriában kémiailag módosított elektródoknak (Chemically Modified 
Electrodes, CME) nevezett munkaelektródok széles körő elterjesztésében az Észak-Karolinai 
Állami Egyetemen (UNC, Chapel Hill, USA) tanító Royce W. Murray kutató csoportja 
játszott úttörı szerepet. A munkáról közleménysorozatban [8-11], könyvfejezetben [12], 
monográfiában [13] számolt be.  
 
A kémiailag módosított elektródokról számos összefoglaló tanulmány [14-18] jelent meg. Az 
egyes területeken való alkalmazásaikat külön közlemények tekintik át. Baldwin és Thomsen 
[19] a kromatográfiás detektálás területén használt kémiailag módosított elektródokról ad 
áttekintést, Wang [20] az áramló oldatos mérésekkel kapcsolatos eredményeket foglalja 
össze. Külön közlemény szól a gyógyszeranalízis [21], a környezeti fémanalízis [22], az 
ionkromatográfia [23] területén való alkalmazás lehetıségeirıl. 
 
A voltammetriás analízis szempontjából elınyös kémiailag módosított elektródokkal 
kapcsolatos kutatások eredményeirıl szóló közlemények nagyszámú felületmódosító anyag 
készítésérıl, alkalmazásáról számolnak be. Az egyes módosító lépések az elektródok 
különbözı sajátságait befolyásolják kedvezıen, esetleg új feladatok megoldására teszik azt 
alkalmassá. Szólnak közlemények különbözı elınyösen használható elektródmódosító 



  10 

eljárásokról, foglalkoznak a kémiailag módosított elektródok sajátságainak magyarázatával, 
azokkal kapott áram – potenciál, áram – idı függvények értelmezésével, a függvények 
alakját befolyásoló hatásokkal.  
 
Az irodalom rendkívüli kiterjedt volta miatt nem törekszem annak részletes, rendszerezett 
áttekintésére. Inkább e helyütt csak rövid általános összefoglalást adok a kémiailag 
módosított elektródokkal kapcsolatos ismeretekrıl. Részletesebben tárgyalom a munkámhoz 
szorosan kapcsolódó irodalmi elızményeket.  
 
 
2.1.1. A módosító réteg hatása 
 
A voltammetriás elektródon végrehajtott módosítás az eredeti alapelektród különbözı 
sajátságait változtathatja meg a kedvezı irányba. Ezek a változások a következık lehetnek: 
  Szelektivitás biztosítása, növelése 
   Méretkizárásos réteg segítségével 
   Permszelektív réteg alkalmazásával 
   Hidrofil - hidrofób kölcsönhatás alapján 
  A dinamikus tartomány kedvezı befolyásolása 
   Felületi mintaanyag dúsítást elıidézı film alkalmazásával, ez lehet;  
    Extrakciós sajátságú film  
    Komplexképzı réteg 
    Anyagtranszportot sebességét csökkentı réteg  
  Az elektronátlépési folyamat befolyásolása 
   - Az átlépési folyamat gyorsítása felületi katalizátor alkalmazásával 
   - Az alkalmazandó elektródpotenciál csökkentése 

   - Az elektród passziválódás megakadályozása elektrokatalizátor 
      segítségével 

  Új anyagféleség szelektív mérését lehetıvé tevı felületi szelektív szenzor- 
  réteg kialakítása  
   - Biokatalitikus reakcióréteg alkalmazása 
  Különleges funkciót biztosító elektródmódosítás 
   - Kis mennyiségő anyag adott mennyiségének elektrolízissel történı 
      bejuttatása 
   - Nem elektroaktív anyag voltammetriás mérésének megvalósítása 
   - Kapcsoló funkció létrehozása 
Az alkalmazott módosító rétegek gyakran több irányú hatást gyakorolnak az elektród 
mőködésére. Így például kation cserélı sajátságú permszelektív réteg az anionok számára 
átjárhatatlan, ugyanakkor egyes kationos anyagféleségeket dúsíthat a felületen. Egyben 
befolyást gyakorolhat a diffúziós viszonyokra is.  
 
Számos eljárást dolgoztak ki az alapelektródok kémiai módosítására. Ezek két többé-kevésbé 
elkülönülı csoportba sorolhatók Beszélhetünk tömbben módosított- és felületen módosított 
elektródokról.  
A tömbben módosított elektródok készítésekor az elektród anyagába ágyazzuk a módosító 
anyagot, és így viszonylag vastag szenzorréteget hozunk létre. Módosított szénpaszta 



  11 

elektródok, grafit-epoxi elektródok, módosító anyaggal adalékolt szol-gél rétegő elektródok 
tartoznak ezen elektródok közé. 
A felületi réteg módosítására, a módosító felületi réteg felvitelére számos eljárás ismeretes. 
Szén elektródok esetében elektromos elıkezeléssel sikerülhet elınyös sajátságú felületi 
filmet kialakítani [24]. Az elektromos elıkezelés puffer oldatban történı viszonylag nagy 
pásztázási sebesség melletti potenciál ciklizálásból áll (-0.5 − +3.0 V, v = 5 V/s). 
Elektromosan elıkezelt szénszál elektródot használtak Gonon és munkatársai [25] in vivo 
agykémiai mérésekben. Az elıkezelt elektród képes volt kis koncentrációban jelenlevı 
dopamin voltammetriás meghatározására aszkorbinsav jelenlétében. Nagy és munkatársai 
[26] üvegszerő szén (Glassy Carbon) elektródfelületének adszorpciós képességét növelték 
meg elektromos elıkezeléssel. 
A korábban említett összefoglaló tanulmányokhoz csatlakozva említést érdemel néhány, a 
kémiailag módosított elektródok sajátságaival foglalkozó közlemény [7,12, 13,27].  
 
 
2.1.2 Kémiailag javított sajátságú voltammetriás mu nkaelektródok 
 
Az elızıekben felsorolt elınyös sajátságok egyik másik elektród típus esetében együttesen 
jelentkeznek. Így például a szelektivitást kedvezıen befolyásoló kémiai módosító réteg, vagy 
adalék gyakran elektrokatalitikus sajátsága következtében megakadályozza az elektród 
passziválódását, vagy alacsonyabb elektródpotenciál melletti detektálást tesz lehetıvé. Ennek 
megfelelıen az alábbiakban — három többé-kevésbé átfedı részben — néhány kémiailag 
módosító réteget, módosított elektródot ismertetek.  
 
 
2.1.2.1. Elektrokatalitikus hatással, vagy más módon szelektivitást biztosító elektródok  
 
A különbözı anyagok elektródfolyamatai gyakran gátoltak. Az elektród felületén csak 
viszonylag nagy túlfeszültség hatására mennek végbe kellı sebességgel. Ilyen esetekben 
elektrokatalizátor alkalmazásával van lehetıség a szükséges túlfeszültség csökkentésére, az 
illetı anyag redoxi reakciójának gyorsítására. Elektrokatalitikus folyamatok alkalmazása, 
kutatása az elektrolízis iparokkal, a szenzorfejlesztéssel, a megújuló energiahordozók 
elıállításával foglalkozó elektrokémikusok érdeklıdésének a középpontjában van. Számos 
közlemény foglalkozik új elektrokatalitikus sajátságú anyagok kifejlesztésével, sajátságaik 
megismerésével, alkalmazási területének felderítésével. Az elektrokatalízisrıl több 
összefoglaló tanulmány jelent meg [28-30]. 
 
Elektrokatalitikus folyamat esetében, az elektródfelületén a katalizátor anyag alakul át 
megfelelı sebességgel végbemenı elektronátlépési reakcióban. A vizsgált, átalakítandó 
anyag találkozva a katalizátor megfelelı redoxi állapotú formájával, azzal kémiailag reagál.  
Az elektrokatalitikus reakció heterogén, ha a katalizátor anyag az elektródfelületén kötött 
állapotban kerül alkalmazásra. Ha a katalizátor az elektrolízis-cellában lévı folyadékban 
oldott, homogén katalízisrıl beszélünk. A homogén és a heterogén elektrokatalitikus 
folyamat mőködési sémáját mutatja be az alábbi két ábra.  
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immobilizált réteg 

   
 
 
 
 

 
 
 

 
2.1 ábra Heterogén elektrokatalitikus reakció sémája 

S–átalakítandó anyag, P – a termék 
Ox és Red a katalizátor oxidált és redukált formája 

. 
 

 
 

2.2. ábra Homogén elektrokatalitikus reakció sémája  
 
A heterogén folyamat az alábbi lépésekbıl áll: 

1. Az elektród és a felülethez kötött elektrokatalizátor [31] között gyors elektronátlépési 
 folyamat gondoskodik arról, hogy a katalizátor megfelelı oxidációs állapotban legyen. 

2. Az átalakítandó anyag transzportja az elektródfelülethez (és adszorpció). 
3. Az elektronátlépés (redukció, oxidáció) az immobilizált elektrokatalizátor 
    segítségével az elektród és az illetı részecske között. 
4. A termék eltávozása a felületrıl (deszorpció után).  
 

Az elektronátlépés gyakran két lépésben történik: az elektródfelület és az immobilizált 
katalizátor között, majd pedig a katalizátor és az átalakítandó anyag között. A katalizátor 
sokszor elektronátvivıként (’electron shuttle’) mőködik. Szokásos az elektrokatalizátort 
mediátornak, az átalakítandó anyagot az enzimkatalízisbıl vett analógia alapján 
szubsztrátnak nevezni.  
 
A homogén elektrokatalitikus folyamat esetében mind a szubsztrát, mind a mediátor oldott 
formában van jelen. Az elektródfelületén a mediátor lép elektródreakcióba. Az átalakult 
mediátor az oldat belsejébe jutva ott kémiai reakcióban alakítja át a szubsztrátot. 
Mind ipari folyamatok, mind analitikai alkalmazás esetén elınyös, ha heterogén katalízis 
játszódik le. Ipari folyamatok esetében így nincs szükség a termék és a mediátoranyag 
elválasztására a reakció befejeztével. Analitikai alkalmazás esetén az immobilizált mediátor 
„reagens nélküli” szenzorfunkciót biztosíthat.  
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A különbözı anyagok elektródreakciójának katalízisére rendkívül nagyszámú, különbözı 
típusú elektrokatalizátor kifejlesztésére, kipróbálására, alkalmazására került sor. Közöttük 
nagyszámú benzofenoxazin, fenotiazin származék, különbözı átmeneti fémek szerves 
ligandummal alkotott komplexei, fémoxidok, diszpergált fémrészecskék, egyéb szervetlen 
anyagok, nanomérető bevonatok, önszervezıdı redoxicsoportot tartalmazó rétegek 
találhatók.  
 
A ruténium oxokomplexeinek mediátorként való alkalmazása igen népszerő. Példaképpen 
említem Meyer és munkatársai [32,33] közleményeit, amelyek a cis-[Rull(2,2-
bipiridil)2(piridin)(OH2)]2+-nek különbözı anyagok elektrokatalitalitikus oxidációra történı 
sikeres alkalmazásairól szólnak.  
 
Mind a RuII/RuIV, mind a RuIII /RuIV  reverzibilis redoxpárt képez. Így a hidroxokomplex 
oxokomplexszé alakítható az elektródfelületén. Az oxokomplex oxidálószerként mőködik 
bizonyos anyagok jelenlétében. Vas-[34], mangán-[35], króm-[36], nikkel-[37], kobalt-[38], 
palládium-[39] porfirinkomplexek ugyancsak használható elektrokatalizátornak bizonyultak. 
A nitrogén-monoxid (NO) voltammetriás méréséhez átmenetifémek ftalocianin komplexeit 
[40,41] is sikerrel alkalmazták. 
 
A glükóz maga a voltammetriás analízisben általában használt munkaelektródokkal, vizes 
oldatokban, az elérhetı potenciáltartományban nem elektroaktív, nem mérhetı 
voltammetriásan. A glükózmérı amperometriás szenzorok enzim katalízisen alapulnak. 
 
A glükóznak glükóz-oxidáz enzim által katalizált reakciójában az enzim redukált formáját 
regeneráló reakciópartner az oxigén. Ennek helyettesítésére, az enzim oxidált formájának 
visszanyerésére elınyös volna elektrokémiai oxidációt használni. Az enzim redoxi csoportja 
(FAD/FADH2, flavin adenin dinukleotid) azonban a fehérjestruktúra belsejében foglal helyet, 
így közvetlen elektródreakcióba nem vihetı. Különbözı elektrokatalizátor anyagok 
használatával sikerült a glükóz enzimatikus oxidációjának oxigénkoncentrációtól való 
függését kiküszöbölni. Közöttük különbözı ferrocén [42] származékok és ozmium-bipiridil 
komplexek [43,44] terjedtek el széles körben.  
Heller és Gregg [45,46] polimer láncra felfőzött ozmium komplexbıl molekuláris huzalt 
készített, amely segítségével lehetıség van arra, hogy hidrogél rétegbe ágyazott enzim redoxi 
csoportját az elektród anyagához „drótozzuk”, elısegítve az elektród és a FAD csoport 
közötti elektron „forgalmat”. Ez a molekuláris huzal [47] kapható a kereskedelmi 
forgalomban is a BAS cég termékeként.  
 
Sikerült többeknek átmenetifém-organikus ligandumokkal alkotott egyes komplexeit a 
glükóz oxidációját segítı elektrokatalizátorként használni.  
Így Kokoh és munkatársai [48] RuCl2(2-phenylazopiridin) mediátorral szereztek kedvezı 
tapasztalatokat. Araki csoportja [49,50] elektropolimerizált porfirin származék segítségével 
oxidáltak glükózt elektrokatalitikus folyamatban. Különbözı fémekbıl, így rézbıl, nikkelbıl 
készült elektródok felületét bevonó oxid film lúgos közegben képes szénhidrátok, egyes 
karbonsavak elektrokémiai oxidációját katalizálni. A dolgozat egy részének anyagát képezı 
kísérleti munkámban fémréz munkaelektródok viselkedését tanulmányoztam. Ezért a 
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fémoxid bevonatú elektródokkal kapcsolatos irodalmi elızményeket külön fejezetben 
foglalom össze.  
 
A nikotinsav adenin dinukleotid — NAD/NADH (NAD(P)/NAD(P)H) — koenzim számos 
enzimatikus redox folyamatban vesz részt. Nagyszámú, széles területen használt analitikai 
módszer alapul a NADH koncentrációváltozás spektrofotometriás nyomon követésén. Annak 
ellenére, hogy a NADH/NAD+ reakció, kedvezıen kicsiny standard elektródpotenciállal 
rendelkezik (-0,65 V vs. TKE (telített kalomelelektród) semleges pH-n, 25 oC-on) közvetlen 
elektrokémiai oxidáción keresztül, voltammetriásan nem mérhetı [51]. A folyamat a 
különbözı elektródok felületén igen nagy túlfeszültséggel játszódik le. Még kellemetlenebb, 
hogy az oxidáció terméke az elektródfelületét bevonja, passziválja azt. Különbözı 
elektrokatalizátorok alkalmazásával sikerült a NADH voltammetriás mérésén, nyomon 
követésén alapuló voltammetriás analitikai módszereket kidolgozni. Egy benzofenoxazin 
származék, a meldola kék (MK) kiváló elektronátvivı mediátornak bizonyult. Például a MK 
jól adszorbeálódó réteg formájában képes néhány napon át katalizátorként mőködni [26,52]. 
A réteg stabilitásának növelésére számos próbálkozás történt. Újabban szén nanocsövekre 
adszorbeált MK katalitikus hatásáról [53], elektrokémiailag készített, megfelelı stabilitású 
cink-oxid/MK felületi filmnek [54] a NADH oxidációt elısegítı mőködésérıl jelentek meg 
tanulmányok. 
 
Kínai kutatók közlik [55], hogy citozán/butil-metil-imidazolium tetrafluoro-borát/többfalú 
szén-nanocsı (CHIT/BMIM·BF4/MWNT) kompozit elektród anyag használatával a NADH 
oxidáció túlfeszültségét jelentısen sikerült csökkenteni. Az elektród passziválódás sem 
jelentkezett ezen elektródanyag használatakor.  
 
Glutamát-mérı, amperometriás bioszenzort írnak le Maalouf és munkatársai [56]. Az 
elektród módosított üvegszerő szén elektród alapérzékelıre épül. Az elektródfelületén a N,N-
bipiridil származékot, metil-viologént tartalmazó elektrokatalitikus filmet hoznak létre. A 
metil-viologén jól oldódik vízben, így a felületen történı rögzítés külön gondot igényel. A 
szerzık nafion filmmel vonják be az elektródfelületét. A metil-viologén hidrofób része a 
nafion hidrofób részeivel lép kölcsönhatásba, míg a kation természető piridinium rész a 
nafion polimer lánc szulfonált csoportjaival ioncsere folyamatban vesz részt. Így a mediátor 
helyhezkötése, immobilizálása megvalósul. Az elektródfelületén glutáraldehiddel 
térhálósított glutamát-oxidáz réteget képeztek ki. Az elektród mőködésekor az enzim 
szelektíven katalizálja a glutamát és az oxigén között lejátszódó reakciót. A jelet a lokális 
oxigén koncentráció csökkenés amperometriás detektálásával képzik az oxigén redukció 
alábbi, metil-viologén által „mediált” reakció alapján.  
 

[(SO3
−)2MV2+] + 1e−

→ [(SO3
−)2MV+] 

 
[(SO3

−)2MV +] + 1/2O2 + H+ → [(SO3
−)2MV2+] + 1/2H2O2 

 

Üvegszerő szén elektródfelületén a fenotiazin származék, o-toluidin-kék multiciklusos 
voltammetriás program alkalmazásával elektrokatalitikus polimer réteggé alakítható. Nafion 
filmmel befedve nitrogén-oxid (NO) mérésére alkalmas, igen kedvezı alsó méréshatárral 
(1.8x10-8 mol/dm3) mőködı elektródot sikerült készíteni [57]. 
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Elektrokatalitikus sajátságú elektródmódosító film készítésére sok esetben jól bevált a berlini 
kék (’Prussian blue’) réteg Fe4[Fe(CN)6]3 [58,59]. A berlini kék elektrokatalitikus sajátságát 
már a múlt század hetvenes [60], nyolcvanas [61] éveiben vizsgálták. Kafi és munkatársai 
[62] üvegszerő szén elektród (Glassy Carbon) felületén az úgynevezett csepp módszerrel 
készítettek berlini kék réteget. A készítéskor úgy jártak el, hogy savas kálium-[hexaciano-
ferrát(II)] és vas(III)-klorid savas oldatából egy cseppet (20 µl) az elektródfelületén 
szétoszlattak. 15 perc reakcióidı múlva az elektródot lemosták, és 100 oC-os kemencében 
stabilizálták a réteget. Tiol vegyületek (2-amino-etántiol) amperometriás mérésére jól 
alkalmazható elektródot kaptak.  
 
A berlini kék redox mediátor anyagként való használatát némileg korlátozza, hogy pH>6 
esetben Fe(OH)3 képzıdés mellett oldódik. Ennek megfelelıen kísérletek történtek más 
átmeneti fém hexaciano-komplexeinek elektródmódosító redox mediátorként történı 
felhasználására. Gallium-hexacianoferrát adalék anyag segítségével sikerült [63] a semleges 
pH-n is kellı stabilitású elektródot készíteni, amely a hidrogén-peroxid redukción keresztüli 
mérésére jól alkalmazhatónak bizonyult. A hidrogén-peroxid redukciója olyan 
elektródpotenciál mellett történik (0.2 V) ahol más elektrokémiai folyamatok szénpaszta 
elektródon nem igen mennek végbe jelentıs sebességgel biológiai közegekben. Így az 
elektród alapérzékelıként használható oxidáz enzimen alapuló amperometriás bioszenzor 
készítésére is.  
Az amperometriás hidrogén-peroxid mérés az alábbi elektrokatalitikus reakció soron alapul: 
 

GaIII [FeIII (CN)6] + K+ +e−
→ GaIIIK[FeII(CN)6] 

 
GaIIIK[FeII(CN)6] + ½ H2O2 →GaIII [FeIII (CN)6] + K+ + OH- 

 
Elektropolimerizáció alkalmazásával készített palládium-hexacianoferrát réteggel módosított 
üvegszerő szén elektródot neurotranszmitterek kromatográfiás analízisére sikerrel használtak. 
Patkányok agyából mikrodialízissel vett mintákat analizáltak kínai kutatók [64]. 
 
Az elektródok sajátságainak módosítására használt szervetlen anyagok sorában nagy 
fontosságra tettek szert a különbözı természetes vagy szintetikus hidratált aluminoszilikátok, 
a zeolitok. A (Mn+)x[(AlO -

2 )n*x(SiO2)y] m(H2O) (M=kation) általános összegképlettel 
jellemezhetı zeolitokat széles körben használják adszorbensként, ioncserélı anyagként, 
katalizátorként, molekulaszitaként. Szerkezetükkel, sajátságaikkal, alkalmazásukkal igen 
kiterjedt irodalom foglalkozik (pl. [65, 66]). 
 
A zeolitok alumínium és szilícium központú, egymáshoz oxigén kettıs hidakkal kapcsolódó 
tetraéderekbıl felépülı térbeli struktúrák. Ezek között különbözı mérető csatornák, üregek 
találhatók, amelyek meghatározzák a zeolitok molekulaszita sajátságait. Az alumínium 
központú tetraéderek extra negatív töltést hordoznak, ezek töltéskiegyenlítı kationok (Mn+) 
jelenlétét igénylik. A kationok többé-kevésbé szabadon mozoghatnak a struktúrán belül, 
helyettesíthetık, részt vehetnek ioncsere folyamatokban. A struktúrán belül található 
csatornák mérete méretkizárásos jellegő szelektivitást biztosíthat.  
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A megfelelı sajátságú zeolittal módosított elektród képes lehet akkumulálni a mérendı 
elektroaktív kationt, megakadályozhatja interferáló anyagoknak az elektródfelületre jutását, 
elısegítheti potenciometriás elektródpotenciál válasz kialakulását.  
 
A zeolittal módosított elektródok készítésére különbözı módszerek váltak be [67, 68]. Ezek a 
következı csoportokba sorolhatók:  

1. A zeolit részecskék szilárd mátrixban történı diszpergálása. 
2. A zeolit porának és vezetı anyagnak (pl. grafit pornak) összesajtolása. 
3. Szilárd elektródfelületének bevonása zeolitot tartalmazó polimer filmmel. 
4. Zeolit részecskék kovalens kötése elektródfelülethez. 
 

Elektródok felületén képzett vezetı polimer rétegek is rendelkezhetnek elektrokatalitikus 
sajátsággal [69]. Bello és munkatársai [70] aszkorbinsav elektrokémiai oxidációja esetében, 
platinaelektródra leválasztott poli(3,4-etiléndioxitiofén) (PEDOT) réteg elektrokatalitikus 
sajátságát tanulmányozva tapasztaltak kedvezı méréstechnikai jellemzıket. 
 
Az elektródok felületén kialakított polianilin (PAN) filmek sajátságait, alkalmazásuk 
lehetıségeit sokan tanulmányozták. A megfelelıen képzett réteg a pH<4 tartományban 
rendelkezik elektrokatalitikus sajátsággal [71-75]. A pH tartomány kiszélesítésére többen 
tettek kísérletet. Savas komponens membránba történı beépítésével értek el eredményeket 
[76,77]. A kémiailag képzett PAN oldatba vihetı és savas szennyezıkkel keverhetı. Sikerült 
ily módon mind az elektromos vezetı, mind az elektrokatalitikus sajátságot a semleges 
tartományban is megırzı filmeket készíteni [78,79]. 
Zhang [80] platina elektródfelületén anilin és β-naftalin-szulfonsav elektrokémiai 
kopolimerizációjával elektrokatalitikus PAN-NAS réteget hozott létre. Az így módosított 
elektródon az aszkorbinsav oxidációja jelentısen alacsonyabb elektródpotenciál mellett megy 
végbe, a voltammetriás csúcspotenciál 0.62V-ról 0.34 V-ra változik a kompozit film 
hatására. Ciklikus voltammetriás és forgóelektródos vizsgálatok során a képzıdött naftalin-
szulfonsavval dópolt polianilin réteg kedvezıen stabilnak bizonyult. A beépülı naftalin-
szulfonsav hatására a felületi réteg elektrokatalitikus sajátsága intenzívebbé vált és a felületi 
réteg által mediált elektroncsere folyamat a gyengén lúgos pH tartományban is végbement.  
A pirrol elektropolimerizációjával készített polipirrol,- nano huzalokból álló - vezetı polimer 
réteggel módosított szénelektródon a nitrit ionok redukciója igen nagy sebességgel, 
viszonylag alacsony elektródpotenciál mellett megy végbe [81]. A nanohuzal réteg 
elektrokatalitikus sajátsága nagyon stabilnak bizonyult.  
 
Igen nagyszámú közlemény jelent meg különbözı anyagok, festékek elektródfelületén 
történı elektropolimerizációjával képzett, kémiailag módosított elektródok készítésérıl, 
vizsgálatáról. A festékek elektropolimerizációja során megnövekedett elektrokatalitikus 
sajátságú térhálós oligomerek keletkezhetnek [82].  
A Coccus cacti rovar nısténye által kibocsátott festékanyag, a carmin [83] 
elektropolimerizációjával állított elı igen kedvezı elektrokatalitikus sajátságú polimer filmet 
Wang és munkatársai [84]. Az elektród jól használhatónak bizonyult trinidazol mérésére. 
 
Üvegszerő szén elektródfelületén brómfenol kék festéket elektropolimerizálva stabil 
elektrokatalitikus réteget sikerült kialakítani [85]. Az így módosított elektród 
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folyadékkromatográfiás detektorként is jól mőködött. Segítségével vizelet mintákban 
kielégítı pontossággal sikerült a klinikai diagnosztikában gyulladás markerként használható 
5-hidroxi-indolecetsav (5-HIAA) és 5-hidroxi-triptamin (5-HT) kromatográfiás mérését 
elvégezni. 
 
Kationcserélı sajátságú titán foszfát réteggel bevont szilikagél tömbmódosító anyag 
segítségével sikerült [86] a neurotranszmitter dopamin koncentráció aszkorbinsav 
jelenlétében történı meghatározásra alkalmas szénpaszta elektródot készíteni. A biológiai 
közegekben gyakran, viszonylag nagy koncentrációban jelenlevı aszkorbinsav mellett nehéz 
a nagyságrendekkel kisebb koncentrációjú transzmitter anyagokat mérni. Ez esetben a 
módosító anyag kationcserélı sajátsága teszi lehetıvé a szelektív mérést. A dopamin ugyanis 
a semleges pH mellett kationként fordul elı, míg az aszkorbinsav anion. A titán-foszfát 
módosító anyag taszítja az anionokat. 
 
Katalitikus sajátságú fém részecskék elektródfelületén való immobilizálásával az elektródok 
analitikai sajátságai kedvezıen befolyásolhatók. Nano mérető, hidrofobizált arany 
részecskéket kötöttek kínai kutatók üvegszerő szén elektródfelületéhez [87] oktadodecilamin 
kapcsoló ágens segítségével. Így sikerült stabil, elektrokatalitikus sajátságú, a 2,5-dihidroxi-
benzolszulfonsav – dietanolamin (Ethamsylate, ESL) mérésére kiválóan alkalmas elektródot 
készíteni.  

 
2.1.2.2. Az elektrokatalitikus rézelektród 
 
Munkám során az elektrokatalitikus rézelektród mőködését részletesen vizsgáltam, ezért itt 
részletesebben említem az illetı elektróddal kapcsolatos irodalmi elızményeket.  
 
A potenciál pásztázó voltammetriás módszerek alkalmazásakor munkaelektródnak a széles 
potenciál ablakot biztosító, elektronforrásként, vagy elektronnyelıként mőködı inert 
nemesfém vagy szénelektródok elınyösek. Amperometriás mérésekben azonban jól 
mőködhetnek a szők potenciál ablak mellett stabil elektródok is. Ezek között találjuk a 
fémrézbıl készített elektródokat, a szénpasztában diszpergált réz- vagy nikkel szemcséket 
tartalmazó mérıfelülettel készített elektródokat.  
 
A múlt század nyolcvanas évei közepén Stulik és munkatársai [88] vizsgálták a 
voltammetriás rézelektródnak HPLC detektálás célra való alkalmazhatóságát. Két különbözı 
detektorcellát készítettek és különbözı paramétereknek a rézelektródos detektorcellára 
gyakorolt hatását vizsgálták. Minta anyagként aminosavakat és kolint használtak. Más 
munkáikban dipeptideket [89] és etilén tiokarbamidot [90] analizáltak HPLC technikával. A 
réz munkaelektródos detektorcella használata szükségtelenné tette a más detektoroknál 
szükséges származékképzést. Baldwin és munkatársai [91] a kilencvenes években 
aminosavak és peptidek elektrokémiai oxidációját vizsgálták réz elektródfelületén. Két 
különbözı oxidációs mechanizmust valószínősítettek. Gyengén lúgos közegben 0 V körüli 
potenciálon az elektród anyaga oxidálódott Cu2+ komplexet alkotva az aminosavakkal, 
peptidekkel. Erısen lúgos közegben magasabb elektródpotenciál mellett az elektrokatalitikus 
oxidációt találták dominánsnak. 
 



  18 

Singhal és Kuhr [92] sikeresen detektált réz mikroelektróddal nukleotidokat. Munkájukban 
szinuszos váltóáramú voltammetriás mérıprogramot használtak. Ez lehetıvé tette a pmol 
tartományban történı detektálást. Megfigyelésük szerint a molekulák cukor része biztosította 
az elektródválaszt.  
 
Lin, Xu és Chen [93] kapilláris elektroforézises elválasztásokhoz használtak amperometriás 
detektálást. Purin bázisokat, ribonukleozidokat és ribonukleotidokat választottak el. Széles 
koncentrációtartományban érzékeny, lineáris választ adó réz mikroelektródot tartalmazó 
’wall jet’ típusú cellát használtak munkájukban. 
 
Casella, Guascito és Benedetto [94] rézzel módosított aranyelektródot alkalmaztak tiocianát 
ionok ionkromatográfiás (IC) elválasztásához és meghatározásához. Ennek mőködését 
megfelelınek találták vizeletminták analízise során. Hasonlóan vizelet mintákat elemeztek 
Hong és Baldwin [95]. IC elválasztást és rézelektródon történı oxidáción keresztüli 
detektálást alkalmaztak. Módszerükkel a kémiai metabolizáció számos fontos markerét, 
aldolitokat, szénhidrátokat, aminosavakat meg tudtak határozni megfelelı érzékenységgel és 
precizitással. Baldwin [96] kapilláris elektroforézises elválasztás detektálására is sikerrel 
alkalmazott korong alakú réz mikroelektródot aminosavak és peptidek analíziséhez. Korábbi 
munkájukban [97] üvegszerő szénelektródot elektrokémiailag leválasztott réz réteggel 
módosítottak. Így alkalmassá tették azt szénhidrátok amperometriás detektálására.  
 
Tizenöt különbözı cukor komponens kapilláris zóna elektroforézises elválasztással 
megoldott analíziséhez sikerrel alkalmaztak lúgos közegben mőködı amperometriás 
rézelektródot Colon és munkatársai [98]. Munkájukban 25 µm átmérıjő rézdrótból 
készítettek elektródot, így femtomol tartományba esı anyagmennyiségeket tudtak analizálni. 
A kalibrációs görbe három nagyságrenden át lineárisnak mutatkozott.  

 
2.1.2.3. Elıdúsítás kémiailag módosított elektródokkal 
 
Szénpaszta elektródok esetében gyakran az elektród módosító anyagot a szénpaszta 
készítésekor a szénporhoz adják oldat vagy por formában. Az anyagot és a szénport a 
pasztásító adalékként használt paraffinolajjal alaposan elkeverve készítik az úgynevezett 
tömbben módosított szénpasztát. Természetesen, ha a módosító anyag költséges, akkor az 
elektród összeállításakor a pasztacsésze aljába módosító anyagot nem tartalmazó „passzív 
pasztát” préselnek és csak az elektród felszínéhez közeli részbe juttatják az „aktív” 
módosított pasztát.  
Riboflavin mérésre alkalmas, koronaéterekkel tömbben módosított szénpaszta elektródokkal 
végzett sikeres kísérleteket írnak le Kotkar és munkatársai [99].  
A szén nanocsövek szénpasztában való ágyazásával, eloszlatásával többeknek sikerült 
kedvezıen befolyásolni az alapelektród analitikai sajátságait pl. [100,101]. 
 
A tömbben módosított szénpaszta elektród alkalmasan megválasztott módosító anyag 
alkalmazásakor a minta elıdúsításával hozzájárulhat az alsó méréshatár kedvezı 
kiterjesztéséhez. Kubai kutatók [102] furoil tiokarbamid származékokat vizsgálva készítettek 
nyomnyi mennyiségben jelenlevı kadmium mérésére alkalmas szénpaszta elektródot. Az 
illetı komplexképzı tiokarbamid származékok, amelyek az ionszelektív elektródok 
készítéséhez korábban alkalmasnak bizonyultak, a pasztában eloszlatva akkumulálják a 
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mintában levı kadmium ionokat. Az analízis során az összegyőjtött kadmium ionokat az 
elektródfelületén redukálják, majd az anódos sztripping analízis munkamódszerét követve 
képzik az inverz voltammetriás jelet.  
 
A szol-gél technika számos esetben mutatkozott alkalmasnak biokatalitikus sajátságú rétegek 
kialakítására. Ezek készítésekor a gélképzı szilikátot pl. tetraetil-ortoszilikátot (TEOS) a 
beágyazandó anyag oldatával és a reagenssel összekeverve képezik a rendszerint 
üvegszerően átlátszó, a kis molekulák számára átjárható xerogélt. Szén nanocsı réteggel 
módosított üvegszerő szén elektródfelületén laktát-oxidáz enzimet tartalmazó szol-gél réteget 
kialakítva stabil, gyors válaszú laktátmérı bioszenzort készítettek Huang és munkatársai 
[103]. 
Szol-gél mátrixba ágyazott, összetett módosító réteggel ellátott kerámia szénelektród 
alkalmasnak bizonyult inzulin koncentráció mérésére [104]. Amperometriásan detektált FIA 
készülék alkalmazásakor, közel semleges közegben (pH=7.4 ) az elektróddal 4 pM alsó 
méréshatárt és 100-500 pM dinamikus méréstartományt értek el. Az elektród módosító 
rétegébe 2-3 µm átmérıjő nikkel fémrészecskéket és [oktacianomolibdát(IV)]-iont tartalmazó 
(K4[Mo(CN)8]) mediátor anyagot ágyaztak be. Az elektród mőködése az alábbi reakció soron 
alapul: 
 

Mo(CN)8
4−
→ Mo(CN)8

3− +e− 
 

Mo(CN)8
3− +Inzulin(redukált forma) →Mo(CN)8

4−+Inzulin(oxidált forma) 
 

A nikkel az elektronátlépési folyamatot katalizálja. 
 
A p-terc-butil-calix[6]arénnel tömbben módosított szénpaszta elektródfelületén a mintában 
lévı fólsav akkumulálódik [105]. Az elektród úgy készül, hogy a kalixarén származék 
acetonos oldatát szénporral homogenizálják. Az így keletkezı zagyból az aceton elpárolgása 
után paraffinolaj pasztásító anyaggal, hagyományos módon készült a kémiailag módosított 
szénpaszta. A folsavmérés alsó méréshatárát differenciál impulzus voltammetriás (DPV) 
technika alkalmazásával 1.24x10-12 mol/dm3-nek találták a szerzık. 
 
A kadmium sztripping analíziséhez használt, tömbben módosított szénpaszta elektród 
készítésekor Hernandez és munkatársai [102] a szénpor adott százaléknyi mennyiségét 
helyettesítik szilárd porként hozzáadott módosító anyaggal, például 1-furoil-3-benzil-3-
feniltiokarbamiddal. A porkeverékhez adva a pasztásító olajat, készítik el a szénpasztát. Az 
analízis során a mintaoldatból a kadmium az elektródfelületén komplexképzıdés hatására 
akkumulálódik. A komplexképzés utáni elektrokémiai redukció, majd a differenciál impulzus 
voltammetriásan detektált anódos sztripping lépés használatával igen kis koncentrációjú 
oldatokban volt lehetıség a kadmium mérésére.  
Diacetildioximmal, tömbben módosított szénpaszta elektróddal [106] ólom és kadmium 
mérés bizonyult elınyösen megoldhatónak differenciál impulzus voltammetriás 
méréstechnikát alkalmazva. A módosító anyagot alkoholos szuszpenzió formában 
homogenizálták a szénporral.  
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Szitanyomással készített, különbözı, elıdúsító ágenssel kémiailag módosított szén 
elektródokról többen számolnak be [107,108]. Vízben nem oldódó kalixarén származékkal 
módosított, szitanyomással készített elektróddal végzett kísérletekrıl szól Hart és 
munkatársai [109] közleménye. Módszert dolgoztak ki nyomnyi mennyiségben jelenlevı 
ólom mérésére. Módszerük szerint az elektróddal nyílt áramkör mellett 10 percig tartó kémiai 
elıdúsítást végezve, az elektródot ezután lemosva, megfelelı puffer oldatba helyezve 
differenciál impulzus anódos sztripping voltammetriás módszerrel 5-100 ng/cm3 tartományba 
esı ólomion koncentráció meghatározható.  
 
Üvegszerő szén elektródfelületét Langmuir-Blodget filmben eloszlatott komplexképzı 
sajátságú p-allil-kalix[4]arén származékkal módosították kínai kutatók [110]. Jól 
alkalmazhatónak találták az elektródot nyomokban jelenlevı kadmium és tallium anódos 
sztripping technikával történı mérésére. A sztripping mérésekkor alkalmazott elektrokémiai 
dúsítás során nagy koncentrációban jelenlevı ólom, vagy indium ionok redukálódva az 
elektród felületén, és az anódos visszaoldáskor nagy áramcsúcsot produkálva a 
meghatározást zavarhatják. A kalixarén származék a szupramolekuláris kölcsönhatáson 
alapuló kelátképzésben az elektród felületén többé-kevésbé szelektíven akkumulálja a tallium 
és kadmium ionokat. A szelektív kelátképzés a Pearson féle „kemény-lágy” sav-bázis elmélet 
alapján magyarázható (HSAB principe) [111]. A talliumI (Tl+) és a kadmiumII (Cd2+) ionok 
ugyanis könnyen polarizálható, kis effektív magtöltéső, viszonylag nagy ionrádiuszú lágy 
„soft” ionok (savak). Az illetı kelátképzı mint (az allil csoport és a benzol győrő miatt) lágy 
bázis, elınyben részesíti a lágy ionokat a kemény indium és az átmeneti jellegő ólom 
ionokkal szemben.  
 
2.1.2.4. Különleges funkciójú módosított elektródok  
 
Megfelelıen készített, kémiailag módosított elektródokkal sikerült egyes esetekben [112,113] 
elektroaktivitást nem mutató anyagféleségek mérésére alkalmas módszert kidolgozni. Az 
illetı dolgozatok szerzıi detektálásra pulzáló amperometriás módszert használtak. 
Munkaelektródként vezetı polimer sajátságú polipirrol réteggel bevont elektród szolgált. A 
polipirrol réteget az analizálandó fenol típusú anyagokra szelektív antitestet tartalmazó 
oldatból elektrokémiai polimerizációval állították elı. Így a polipirrol réteg magába zárt 
jelentıs mennyiségő antitestet. A mérés során az elektródpotenciálját megfelelı program 
szerinti potenciál pulzusok alkalmazásával változtatták, és regisztrálták a pulzusok hatására 
kialakult áram - idı jelet. A potenciál pulzus hatására a vezetı polimer réteg periódikusan 
redukált állapotából oxidált állapotába jutott, majd visszaalakult. A redoxi reakció ilyenkor 
együtt jár a töltést egyensúlyozó ionoknak az oldat és a membrán közötti transzportjával. Az 
oxidáció során az anionok a membránba jutnak, a kationok pedig elhagyják azt. Redukció 
esetén a transzport iránya fordított. Az illetı ionok mobilitása nagymértékben befolyásolhatja 
az egymással ellentétes ionmozgás mennyiségi arányait. Áramló oldatos (FIA) üzemmódban 
az analizálandó antigén anyagok annak ellenére, hogy nem elektroaktívak, injektált 
mennyiségüktıl függı pulzáló amperometriás jelet hoztak létre. A jel kialakulását a szerzık 
annak tulajdonították, hogy az antigén – antitestkötıdés megváltoztatta a töltés kiegyenlítı 
transzport folyamatok sajátságait.  
 
A jelenséget nyúl Ig antigén minta anyag - anti nyúl Ig antitest- (’rabbit IgG antigen - anti-
rabbit IgG antibody’) esetében 200 ms hosszúságú −0.2 - +0.4V vs. Ag/AgCl potenciál 
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pulzus alkalmazásával részletesebben megvizsgálva [114] szelektív, reverzibilis pulzáló 
amperometriás választ kaptak FIA körülmények között.  
 
A jelenség szokatlan. Az antigén- antitestkötıdés ugyanis nem reverzibilis. Az 
immunokomplex nehezen bontható. Az illetı szenzor azonban egymás utáni mintainjektálás 
során reprodukálható jelet adott. Magyarázatként a szerzık feltételezik, hogy az antigén- 
antitest kötıdési reakció két lépésbıl áll. Az elsıdleges lépés coulomb és van der Waals 
erıhatásokon alapul. Ezek viszonylag nagy kötéstávolságon keresztül (100 nm) ható erık. 
Gyorsan hatnak, de a teljes kötési energiához csak kis mértékben járulnak hozzá. A második 
lépés rövidtávú erıhatásokon, azaz hidrogén hidak kialakulásán, hidrofób hatásokon alapul. 
A kötési energia nagy részét ezek a viszonylag lassú folyamatok szolgáltatják. Ezek felelısek 
az immunkötıdés effektív irreverzibilitásáért.  
 
A pulzáló amperometriás FIA körülmények közötti detektálás a reakció elsı gyors lépésén 
alapul. Valószínősíthetı, hogy ez a lépés reverzibilis.  
 
 
 
2.2. ELEKTROKÉMIAI BIOSZENZOROK : A KÉMIAILAG MÓDOSÍTOTT ELEKTRÓDOK 
SPECIÁLIS TÍPUSAI  
 
A kémiai érzékelık az analitikai kémia fontos, napjainkban igen gyorsan fejlıdı eszközei. 
Segítségükkel információ szerezhetı különbözı anyagok különbözı közegekben, mintákban 
lévı koncentrációjáról. A kémiai szenzorok mőködését a vizsgált anyagok jelenlétébıl adódó 
változások, jelenségek teszik lehetıvé. A szenzorfunkció alapulhat abszorbancia-, 
vezetıképesség-, törésmutató-, hıvezetési tényezı-, frekvencia-, elektródpotenciál- stb. 
változáson, reakcióhı detektálásán, hogy csak néhányat említsek. Ennek megfelelıen 
rendkívül sokféle kémiai szenzort fejlesztettek ki. Közülük számos alkalmazása széleskörővé 
vált napjainkra.  
A kémiai szenzorok mőködése, teljesítıképessége is széles skálán mozog. Egyes szenzorok 
csak bizonyos anyagféleségek jelenlétét, küszöbértéket meghaladó koncentrációját képesek 
jelezni, mások egy anyagra vonatkozó, szelektív, pontos koncentráció adatot szolgáltatnak. 
Egyes szenzorok képesek reverzibilisen mőködni, megbízhatóan használhatók folyamatos 
monitorálásra, más szenzorok csak egyszer használhatók, regenerálásuk nehéz, vagy nem is 
lehetséges. Jelentıs különbségek lehetnek az egyes kémiai szenzorok raktározási és 
munkastabilitásai között.  
 
A IUPAC az alábbiak szerint definiálja a kémiai szenzorok fogalmát [115]:  
 
„Chemical sensor: A device that transforms chemical information, ranging from the 
concentration of a specific sample component to total composition analysis, into an 
analytically useful signal. The chemical information, mentioned above, may originate from a 
chemical reaction of the analyte or from a physical property of the system investigated. 
Chemical sensors contain two basic functional units: a receptor and a transducer part. Some 
sensors may include a separator which is, for example a membrane.” 
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Azaz  
’A kémiai szenzor olyan eszköz, amely analitikailag hasznos jellé alakítja a speciális minta 
komponens koncentrációjától egészen a teljes minta-összetétel analízisig terjedı kémiai 
információt. A nevezett kémiai információ származhat az analizálandó minta kémiai 
reakciójából vagy a vizsgált rendszer fizikai sajátságaiból. A kémiai szenzorok két 
funkcionális alapegységet tartalmaznak: a receptort (anyag felismerı egységet) és a 
transzducert (jelképzı alapegységet). Egyes szenzorok tartalmazhatnak elválasztó részt, 
amely például egy membrán is lehet.’ 
 
Így kémiai szenzor a pH mérı üvegelektród, az éghetı gázok jelenlétét jelzı zárt téri 
monitor, vagy a környezeti NOx monitor.  
 
A kémiai érzékelık speciális csoportját képezik a bioszenzorok. Tulajdonképpen a 
bioszenzor név, — különösen a régebbi közleményekben — jelenthetett olyan szenzort, 
amely felépítése, mérete, sajátságai következtében különösen alkalmas volt biológiai 
közegekben történı mérésekre. Ily módon a klinikai gyakorlat számára készült pH mérı 
gyomor-szonda, vagy a kísérleti állatok testszöveteiben történı mérésekre használatos 
tőszerő voltammetriás vagy potenciometriás elektródokat is nevezhetjük bioszenzoroknak.  
 
A bioszenzorok név napjainkban inkább az olyan szenzorok megkülönböztetésére 
használatos, amelyek esetében a szenzor receptor (anyagfelismerı) alapegysége valamilyen 
biológiai jellegő mechanizmus alapján mőködik. (Nevezhetjük [116] ezt a fajta bioszenzort 
biomimetikus szenzornak, míg a biológiai minták analízisére használatosat biomátrix 
szenzornak).  
 
A „biomimetikus” bioszenzorok tehát a biológiából ismert, sok esetben nagy szelektivitást 
biztosító anyagfelismerı jelenségeket használják az analízis céljaira. A bioszenzor 
készítéshez természetesen megfelelı jelképzı (szignál transzdukciós) egységrıl is 
gondoskodni kell. Ennek megfelelıen a viszonylag nagyszámú biológiai jellegő 
anyagfelismerı receptor és a lehetséges számos jelképzı alapegység kombinációja igen 
nagyszámú, különbözı bioszenzor kifejlesztését tette, illetıleg teszi lehetıvé. A 
bioszenzorok kutatásával, alkalmazásával igen kiterjedt szakirodalom, a széles spektrumú 
analitikai és biokémiai szakfolyóiratok mellett több, csak erre specializálódó folyóirat, 
illetıleg nemzetközi konferencia sorozat foglalkozik. (Pl. Biosensors and Bioelectronics, 
Sensors (http://www.mdpi.org/sensors/), World Congress on Biosensors Series). A 
bioszenzorok kutatása közel fél évszázados múltra tekint vissza.  
Az elsı bioszenzort az amperometriás oxigén elektród kifejlesztésével híressé vált Leland C. 
Clark (1918-2005) írta le 1962-ben [117]. Az ı munkája nyomán 1974-ben a Yellow Springs 
Instruments cég bocsájtotta piacra az elsı kereskedelmi bioszenzort. A korai bioszenzorok 
elektrokémiai jelképzıkre épültek és biokatalitikus reakciót alkalmaztak a szelektív 
anyagfelismerési lépés biztosítására. Ezeket a bioszenzorokat szokásos enzimelektródoknak 
nevezni. Igen gyakran az enzimelektródokat a kémiailag módosított elektródok egy fontos 
csoportjaként szokásos tárgyalni.  
Ez a szemlélet tükrözıdik a IUPAC „Orange Book”[115] kiadványában szereplı 
definícióban is:  
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„Biosensor 
A special type of International Union of Pure and Applied Chemistry based on a biochemical 
recognition process; the biosensor surface is modified by the attachment of a biocomponent 
(e.g., enzyme, antigen/antibody, certain Langmuir-Blodgett films, liposomes, plant or animal 
tissue, etc.) which functions as the chemoreceptor. (Alternative term: bioanalytical sensor).” 
 
Azaz  
A bioszenzorok a kémiailag módosított elektródok (CME) vagy ionszelektív elektródok 
(ISE) egy speciális típusát képezik, amelyek biokémiai anyagfelismerı folyamaton 
alapulnak; a bioszenzorok felületét egy ahhoz kapcsolódó biológiai komponens (pl. enzim, 
antigén/antitest, bizonyos Langmuir-Blodget filmek, liposzómák, növényi és állati szövetek) 
módosítja. Ez a biokomponens kémiai receptorként mőködik.  
 
A IUPAC összefoglaló fogalomgyőjtemény és nevezéktan megjelenése, 1997 óta eltelt 
idıben a bioszenzorok jelentısen fejlıdtek, a fenti definícióba nem illeszthetı új 
bioszenzorok jelentek meg. A közelmúltban születtek meg például az elsı aptamer típusú 
kémiai receptorokon alapuló bioszenzorok. A jelképzésre használt alapegységek fajtái is 
jelentısen bıvültek, így optódmembránokon, kvarc mikromérlegen, plazmon rezonanciás 
detektoron, felületi akusztikus hullám detetektoron alapuló bioszenzorok széles skálájának 
kifejlesztésérıl, alkalmazásáról olvashatunk a szakirodalomban.  
 
A bioszenzorokról számos monográfia és összefoglaló tanulmány jelent meg [118,119]. Ezen 
helyen nem célom a területen folyó munkáról, az azzal foglakozó igen kiterjedt 
szakirodalomról részletes összefoglalást adni. E helyett a területen folyó munka irányainak 
rövid említése mellett részletesen csak a munkámhoz közvetlenül kapcsolódó, a munka során 
tanulmányozott irodalmi elızményekrıl adok számot.  
 
2.2.1. Szelektív felismer ı biológiai rendszerek 
 
2.2.1.1. Biokatalitikus reakción alapuló bioszenzorok 
 
Amint azt korábban említettem, az elsıként kidolgozott bioszenzorok mőködése enzim 
katalízisen alapul. Ezek készítése során valamely alapérzékelı mérıfelületét biokatalitikus 
réteggel vonják be, immobilizálják a bioréteget a felületen. A szenzor mőködése a szubsztrát 
és reakcióirány specifikus kémiai reakción alapul. Azaz, ha a szenzor szubsztrátot nem 
tartalmazó közeggel érintkezik, akkor az alapérzékelı mérıfelületén lévı koncentráció 
viszonyok megegyeznek az oldat belsejében lévıkkel, nem megy végbe kémiai folyamat. 
Azonban, ha a közegbe szubsztrátot juttatunk, akkor, amint az a felületi reakciórétegbe jut, 
koncentrációtól függı sebességgel kémiai folyamat indul. Ennek hatására az alapérzékelı 
felületén lokálisan megváltoznak a koncentráció viszonyok, entalpiaváltozás is létrejön. Az 
alapérzékelı a változást jelezve képzi az analitikai jelet. Természetesen a diffúzió igyekszik a 
lokális koncentráció különbséget kiegyenlíteni. Ennek megfelelıen gyors reakció 
eredményez érzékeny detektálást. A stacionárius jel elérése érdekében célszerő konstans 
diffúziós rétegvastagságot biztosító intenzív konvekciót alkalmazni az illetı közegben. A 
biokatalitikus rétegben kialakuló koncentráció profilok mennyiségi viszonyainak leírásával, 
modellezésével számos közlemény foglalkozik [120-124].  
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A szenzorkészítésre alkalmazott biokatalitikus folyamatok sokfélék. Sok esetben az analitikai 
funkció több enzim szekvenciális, kompetitív vagy a szubsztrátot reciklizáló hatására jön 
létre.  
 
2.2.1.2. A biológiai felismerést végzı anyag (enzim) immobilizálás  
 
A bioszenzorok szelektív anyagfelismerést végzı funkcionális egységét, — enzimszenzorok 
esetében az enzimet magát — az alapérzékelı felületéhez kell rögzíteni.  
 
Szilárd hordozóhoz kötött enzimek alkalmazása széles körő. A bioszenzorok 
reakciórétegének készítése mellett elınyös egyes ipari biokémiai folyamatokban is 
immobilizált enzimeket használni [125,126]. Reaktor oszlopokban levı töltethez, vagy egyéb 
formában alkalmazott enzim katalizátor ugyanis többször felhasználható, emellett a reakció 
lejátszódása után nem jelent külön, — sokszor nehéz technológiai — problémát az enzim 
katalizátor eltávolítása. Immobilizált enzimek alkalmazásának a gyógyászatban is jövıt 
jósolnak [127-129].  
Az enzimek immobilizálására fizikai  és kémiai módszereket használnak.  
 
A fizikai immobilizálás módszerek között fontos helyet foglal el a szilárd porózus felületen 
történı adszorpció. A nagy molekulatömegő enzimek szívesen adszorbeálódnak porózus 
alumínium oxid, szilikagél vagy aktív szén felületén. Természetesen a deszorpció is könnyen 
bekövetkezhet, így az adszorpcióval készített biokatalizátorok esetében nem zárható ki, hogy 
az enzim eltávozva a reakcióelegybe jut. Az immobilizált enzimekkel foglalkozó korai 
közlemények [130] az adszorbeált invertáz sajátságairól szóltak. 
 
Ioncserélı sajátságú hordozón stabilabb fizikai jellegő enzimkötıdés alakítható ki. A 
bioszenzorok készítésekor gyakran alkalmazott fizikai enzimkötési módszer a hidrofil gélbe 
zárás. Ekkor a gélképzı anyag oldatában oldják az immobilizálni kívánt enzimet, illetıleg 
enzimeket, majd alkalmas térhálósító ágenssel a közeg gélesedését idézik elı. A nagymérető 
fehérje molekulák mozgását a gél szerkezete megakadályozza, míg az enzim katalizálta 
reakcióban résztvevı kisebb molekulák gélen belüli mozgása kevésbé gátolt. Így az enzim 
katalitikus hatása érvényesülhet. Gélképzı anyagként sok esetben N,N-metilén-bisz-
akrilamid ágenssel térhálósított akrilamid-oldat szolgál [131]. Amint az jól ismert, ezt 
használják némileg más arányú térhálósítás mellett a gélelektroforézis gyakorlatában 
elválasztó fázisként.  
Újabban elınyösen alkalmaznak alkoxi-szilán származékokból készített szol-gél mátrixot 
[132] gélbe zárt enzimkészítmények elıállítására. A szol-gél típusú xerogélbıl apró 
szemcsemérető katalizátor töltet elıállításával a diffúziós gát csökkenthetı.  
 
Úgynevezett mikrokapszulás enzimkatalizátor készítmények [133] preparálhatók oly módon, 
hogy enzim oldat cseppecskéket vízzel nem elegyedı monomer oldatban eloszlatnak, majd 
szál vagy membrán alakú polimer mátrixot képeznek, amely tartalmazza a mikrokapszulákba 
zárt enzim oldatot. Az így készített enzim preparátumok mind ipari folyamatokban, mind a 
gyógyászatban alkalmazást nyertek.  
 
Langmuir-Blodget filmbe zárt enzimkészítmények [134] vizsgálatáról is olvashatunk a 
szakirodalomban. Az enzim katalízisen alapuló bioszenzorok esetében sokszor az 
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alapérzékelı mérıfelületére viszkózus enzim oldatot viszünk fel. A megfelelı rétegvastagság 
biztosítására távtartó szőrı, papírszövet korong vagy nylonháló szolgálhat. Majd a felületet 
féligáteresztı sajátságú membránnal burkoljuk be. Ez a megoldás alkalmas a mőködési 
koncepció ellenırzésére, rövid ideig tartó vizsgálatára. Alapérzékelı felületének 
biokatalitikus réteggel történı bevonására alkalmazható, hasonlóan egyszerő módszer agaróz 
gélbe záráson alapul. Az enzim pufferrel készített oldatát alacsony hıfokon gélesedı agaróz 
oldatba keverjük, a szenzor felületén szétterítjük az oldatot. A gélesedés után az enzimréteg 
mőködésre kész. Így például katekol mérı bioszenzort készítettek Tembe és munkatársai 
[135] tirozináz enzimet agaróz és guar gumi keverék-gélbe zárva. 
 
Az enzim és a hordozó között kialakított kovalens kötésen alapuló kémia enzim-
immobilizálással igen sokan foglalkoztak. A kidolgozott módszerek három csoportba 
sorolhatók.  
 
A módszerek jelentıs része elsı lépésben vízoldhatatlan mátrix anyagot alkalmas reagenssel 
aktivál, annak felületén az enzim fehérje OH- vagy NH2- csoportjaival enyhe körülmények 
között reagálni képes csoportot alakít ki. Második lépésben történik az enzim és az aktív 
hordozó anyag reakciója. A kötıdés ilyen esetben stabil, ugyanakkor a kovalens kötés 
létrejöttével megváltozhatnak az enzim tulajdonságai. Jelentısen csökkenhet az aktivitása, 
megváltozhat a mőködés pH optimuma, kedvezıen alakulhat a hıstabilitása, élettartama. A 
kémiai kötési procedúrák nagy gondot igényelnek. Könnyen elıfordul, hogy a kapott 
preparátum nem rendelkezik kellı aktivitással.  
 
A bioszenzorok készítése során igen gyakran alkalmaznak polírozott arany felülettel 
rendelkezı alapérzékelıt. Az amperometriás alapelektród mellett az SPR (’Surface Plasmon 
Resonance’) detektor, a kvarc mikromérleg, vagy egyes hullámvezetı, vagy egyes felületi 
hullám terjedési sebesség detektorok mérıfelületén is találhatunk vékony arany filmet. Amint 
az jól ismert, megfelelı szerkezető, SH- csoportot tartalmazó molekulák hajlamosak kompakt 
önszervezıdı bevonatot képezni arany felületen szulfhidril csoportjukkal a fém felé fordulva, 
egymással párhuzamosan elrendezıdve. Ha az SH-csoportot tartalmazó molekula másik 
részén alkalmas reaktív csoportot tartalmaz, akkor ehhez kovalensen bioreagenst kötve 
elınyös tulajdonságú, gyors válaszú bioszenzor készíthetı. Ezt többeknek sikerült pl. [136] 
különbözı bioszenzorok esetében kétséget kizáróan igazolni.  
 
A másik lehetıség az enzim fehérje oldatának alkalmas bifunkciós reagenssel történı 
térhálósítása. A célra jól megfelel a glutáraldehid reagens oldata vagy gıze. A térhálósítás 
elıtt az enzim oldatához szokásos inert fehérjét, marha szérum-, vagy tojás albumint adni, 
ezzel mintegy hígítani azt, így csökkenteni a térháló kötıhelyeinek kialakulása 
következtében blokkolt katalitikusan aktív helyek számát az enzimgélben.  
Néhány gyakran alkalmazott kovalens kötéssel mőködı enzim immobilizálás módszer 
reakciósémáját mutatja be a következı 2.3. ábra. 
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Sepharose-ciábromidos enzim immobilizálás 

 
 
 
 
Cellulóz – hangysav-klorid-etilészter immobilizálás 
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Enzim immobilizálása  acil-izo-karbamiddal karboxil gyökkel rendelkezı mátrixra 
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Enzim immobilizálása üvegre tri-etoxi-amino-propil szilánnal és  tiokarbonil-kloriddal (tio-
foszgén) 

 
 

2.3. ábra Néhány enzim-immobilizálásra alkalmazott kémiai reakció sémája 
 
Munkámban a glutáraldehides térhálósítás módszerét, a bioszenzor készítésrıl szóló 
szakirodalomban olvasható, elterjedten használatos eljárást alkalmaztam kissé módosítva.  
 
A dolgozatba foglalt bioszenzoros kísérleteimben glükózmérı és putreszcinmérı 
amperometriás bioszenzorokat készítettem, azok mőködését, alkalmazhatósági körét 
tanulmányoztam. Mindkét elektródfajta oxidoreduktáz enzimet, glükóz-oxidázt, illetve 
putreszcin-oxidázt tartalmazó reakciórétegben. Az elektródok mőködése az illetı szubsztrát 
enzim-katalizálta oxidációja során keletkezı hidrogén-peroxid amperometriás detektálásán 
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alapul. Ez a megoldás jól ismert. A kereskedelemben kapható bioszenzorok közül több 
mőködése alapul erre a sémára.  
 
2.2.2. Glükóz mér ı bioszenzorok 
 
A glükóz bioszenzorok kutatása igen széleskörő. Amint azt már említettem, az elsı 
bioszenzor is a glükóz meghatározására szolgált.  
 
A fejlett országok lakosságának több mint öt százaléka szenved a diabetes mellitus 
valamelyik válfajában. Az 1-es típusú diabétesz a hasnyálmirigy β sejtjeinek autoimmun 
destrukciója következtében jön létre, míg a 2-es típusút az inzulinnal szembeni érzéketlenség 
kialakulása okozza. 2000-ben a WHO (World Health Organization) 171 millióra becsülte a 
cukorbetegek számát. Úgy vélik, hogy az ázsiai országok lakosságának étkezési szokásainak 
megváltozása miatt ez a szám megduplázódik 2030-ra. 
A betegség kontrollálása a vércukorszint gyakori ellenırzését, és ha szükséges, az azt követı 
megfelelı beavatkozást jelenti. Ideális megoldást jelentene a betegség kezelésére glükóz 
szenzorból és visszacsatolt inzulinadagolóból álló, folyamatosan mőködı, a betegbe építhetı 
vércukorszint szabályozó készülék kifejlesztése, alkalmazása. A glükóz szenzorokról, 
glükózelektródokról szóló, a Scienece Direct adatbázis által számontartott tudományos 
közlemények számáról, azok megjelenésének idıbeli eloszlásáról adnak áttekintést a 
következı ábrák. 
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2.4. ábra 1964-tıl a Scienece Direct adatbázis által számontartott glükóz szenzorokról, 
glükózelektródokról szóló tudományos közlemények számának változása 
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2.5. ábra A Scienece Direct adatbázisban megtalálható glükóz szenzorokról és 
glükózelektródokról szóló tudományos közlemények számának változása 2000-tıl napjainkig 

 
A különbözı iskolák szinte minden enzim immobilizálás módszert, minden 
szelektivitásnövelı megoldást, minden alapérzékelıt megkíséreltek alkalmazni különbözı 
szempontból elınyös mérető-, stabilitású-, funkciójú glükóz szenzor kifejlesztésére. Közülük 
több, különbözı cégek termékeként a kereskedelmi forgalomban is beszerezhetı.  
 
 
2.2.3. Putreszcin bioszenzorok 
 
A putreszcin koncentrációmérés gyakorlati jelentısége lényegesen kisebb, ennek 
megfelelıen putreszcin mérı bioszenzor kifejlesztésével is lényegesen kisebb számú 
közlemény foglalkozik.  
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2.2.3.1. Putreszcin elektrokémiai úton történı meghatározása 
 
A poliaminok elıfordulnak növényekben, részt vesznek azok biokémiai folyamataiban. Így a 
putreszcin, a spermin és a spermidin a növekedési folyamat szabályozásában játszik szerepet 
[137,138]. Elıfordulnak különbözı élelmiszerekben, borban [139,140], sörben [141], 
salátákban. Tulajdonképpen toxikusak az emberi szervezet számára, de szervezetünkbe 
kerülı kis mennyiségük a monoamin-oxidáz, diamin-oxidáz, és poliamin-oxidáz enzimek 
katalitikus hatására átalakulva indifferenssé válik [142]. Nagy mennyiségben fogyasztva 
hányingert, légzési nehézséget, izzadást, hiper- vagy hipotenziót, szívmőködési 
rendellenességeket okozhatnak [143].  
Alkohol vagy antidepresszáns gyógyszerek [144], gátolva az amin-oxidáz enzimek 
mőködését, a poliaminok toxicitási küszöbét leszállíthatják.  
A poliaminok nagy koncentrációban való jelenléte élelmiszer mintákban utalhat az élelmiszer 
romlottságára. Klinikai minták putreszcin tartalma bakteriális fertızöttségre utalhat 
[145,146]. A vérben lévı megnövekedett poliamin koncentráció daganatos folyamatot [147] 
jelezhet.  
A biológiai jelentıségő poliaminok különbözı mintákban történı analízisére leggyakrabban 
HPLC módszerek kerülnek alkalmazásra. A detektáláshoz gyakran szükséges 
származékképzéses módszert választani.  
 
A biogén aminok mérésére többen készítettek szelektív bioszenzort. Így oxigénelektród 
alapérzékelıt és monoamin-oxidáz enzimet (MAO) alkalmaz a Toul és Macholan [148] és 
Karube és munkatársai [149] által kifejlesztett putreszcin szenzor.  
 
Palleschi és munkatársai [150] platina elektródfelületére vitt nylon-háló membránon diamin-
oxidáz enzimet (DAO) glutáraldehid reagenssel immobilizálva alakítottak ki szelektív 
mérıérzékelıt. Az elektród mőködése az enzimatikus reakcióban keletkezı hidrogén-peroxid 
amperometriás detektálásán alapul. A szerzık sózott szardella minták putreszcin, kadáverin, 
hisztamin, tiramin és spermidin tartalmának mérési esetét vizsgálva összehasonlították a 
bioszenzorral végzett analízis és az IC-IPAD (ionkromatográfia - integráló pulzáló 
amperometria) (lásd késıbb) módszer teljesítıképességét. A bioszenzor alkalmasnak 
bizonyult a teljes amin koncentráció jelzésére. A hal mintában a putreszcin volt a fı amin 
komponens. Azonos koncentrációjú biogén aminok közül a szenzor a putreszcint és a 
kadáverint azonos, a hisztamint és a spermidint azokkal közel azonos érzékenységgel jelezte.  
 
Chemnitius és Bilitewski [151] szitanyomással készített és szililezett platinaelektród 
felületén immobilizált glutáraldehid térhálósító ágens segítségével micrococcus rubens-bıl 
származó putreszcine-oxidáz (PuO) enzimet. Az így készített bioszenzort tıkehal 
frissességének jelzésére tudták használni. Az elektród a putreszcin enzimatikus oxidációja 
során keletkezett hidrogén-peroxidot detektálta amperometriásan.  
 
A hidrogén-peroxid amperometriás detektálásával mőködı bioszenzorok esetében a 
szelektivitás biztosítására alkalmazható méretkizárásos felületi film. Ennek készítése 
történhet elektrokémiai úton megfelelı monomer anyag elektropolimerizációjával. Buck és 
Madaras [152] fenilén-diaminokból készített hatékony méretkizárásos membránt platina 
elektródfelületen. Újabban Carelli és munkatársai [153] végeztek kísérleteket, 
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összehasonlítva elektrokémiailag készített poli-β-naftol, túloxidált poli-pirrol/poli-o-
feniléndiamin, poli-o-feniléndiamin, túloxidált poli-pirrol, túloxidált poli-pirrol/poli-o-
feniléndiamin és túloxidált poli-pirrol/poli-β-naftol méretkizárásos rétegekkel és térhálósított 
diamin-oxidáz (DAO disznó vesébıl ’Porcine kidney’ E.C. 1.4.3.6) enzim katalizátorral 
készített biogén amin mérı enzimelektródok mőködését.  
Az alapérzékelı felületét bevonó méretkizárásos filmet biogén amin elektródok esetében is 
gyakran készítik cellulóz-acetát oldatából [154,155]. A cellulóz-acetát film talán kevésbé 
sérülékeny, de rendszerint a hidrogén-peroxid átjutását is gátolva jelentısen csökkenti az 
amperometriás jelet. A cellulóz-acetát film átjárhatóságát tömény kálium-hidroxidban adott 
ideig való áztatással lehet növelni, vigyázva arra, hogy nehogy az interferáló nagyobb 
molekulák számára is átjárhatóvá váljon.  
 
Rochette és munkatársai [156] üvegszerő szén elektródfelületén poli-(diallil-dimetil-
ammónium)-klorid segítségével többrétegő szén nanocsöveket (MWCNT) és putreszcin-
oxidáz enzimet diszpergáltattak. Úgy találták, hogy a nanocsövek direkt elektromos 
kontaktust biztosítanak az enzim elektroaktív FAD csoportja és az elektród között. Így az 
enzim elektrokémiai regenerálásával mőködı amperometriás putreszcin elektródot sikerült 
készíteniük. 
Az elektród mőködése az alábbi reakciókon alapul: 
 

)2PuO(FADHalaminobutan-4PuO(FAD)Putreszcin +→+  

e2H2)FAD(PuO
)AgCl/Ag(V45.0

)2FADH(PuO +++ →−
 

 
 
2.2.4. Katalitikus sajátságú természetes anyagon al apuló bioszenzorok 
 
A különbözı biológiai forrásokból, növényi szövetekbıl, mikroorganizmusokból, állati 
testrészekbıl származó kipreparált, megtisztított, majd az alap szenzor felületén kialakított 
rétegben immobilizált enzimek alkalmazása helyett sok esetben elınyösnek bizonyult magát 
a katalitikus sajátságú szövetet, organellát közvetlenül felhasználni bioszenzor készítésre. Az 
így készített elektródok közül híressé vált, Sidwell és Rechnitz [157] banán szövet katalitikus 
hatásán alapuló dopamin elektródja. A szerzık az elektródot „bananotrode” –nak nevezték. 
Talán ez a név alapozta meg a szenzor hírét. Középiskolás kutató diák tanitványaimmal 
laboratóriumunkban is készítettünk jól mőködı „banánotrod”-ot. A növényi vagy állati 
szövetek felhasználásával készült bioszenzorokról kiterjedt irodalom szól (pl.[158]). 
 
Bioszenzor készíthetı élı mikroorganizmus kultúrát tartalmazó reakcióréteggel. Az 
alapérzékelı ebben az esetben detektálhatja a mérendı anyagból a mikroorganizmusok által 
termelt és a környezetbe kibocsátott anyagféleséget, vagy az élettevékenységhez szükséges, a 
környezetbıl felvett reagens, például oxigén, lokális koncentráció csökkenését. Más esetben 
a szenzor az illetı kultúra élettevékenységét, metabolizmusát kedvezıtlenül befolyásoló 
toxikus anyag mérésére szolgál. Ilyenkor a jelet a metabolizmus által létrehozott lokális 
koncentrációváltozás – pl. oxigén koncentráció csökkenés, vagy pH változás – jelentheti. A 
toxikus anyag jelenlétével a metabolizmus sebességének csökkenése jár együtt. Ezt jelzi az 
alapérzékelı.  
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Érdekes bioszenzor típus alapul génsebészettel kifejlesztett fénykibocsátó baktérium 
kultúrákon [159].  
 
A toxicitás jelzı mikroorganizmus egy olyan módosított plazmidot tartalmaz, amelyben a 
luciferáz enzim-termelést kódoló géneket a jelzendı anyagféleséget felismerı promotor 
kontrollálja [160,161]. Az illetı toxikus anyag jelenléte aktiválja a promotor géneket, ezzel 
genetikus jel keletkezik, amely a bioreporter expressziót nem csak kiváltja, hanem annak 
intenzitását is szabályozza. A toxikus anyag jelenlétében a mikroorganizmus fényt bocsát ki. 
 
   
2.2.5. Receptor-agonista kölcsönhatáson alapuló bio szenzorok 
 
A sejtmembránokban lévı receptorok gyakran úgy fejtik ki hatásukat, hogy az agonista 
megjelenése és kötıdése hatására a receptorhoz tartozó, a membránon keresztüli ion 
forgalmat lehetıvé tevı szelektív ioncsatorna rövid idıre megnyílik. Ez a membrán két 
oldalán elhelyezkedı vezetıképességi elektródok segítségével detektálható. Az ioncsatorna 
megnyílását a vezetés növekedése impulzusszerően jelzi. Számos kísérlet történt [162] ennek 
a biológiai mechanizmusnak kémiai szenzorok molekula felismerı funkciójaként való 
alkalmazására. A legtöbb esetben az illetı ioncsatorna receptort valamilyen elektromosan 
szigetelı, vékony, lipid karakterő kettıs réteg membránba építik. Technikai problémát jelent 
a membrán mechanikai stabilitásának, kellı hosszúságú élettartamának biztosítása. 
Membránkészítésre gyakran a Langmuir–Blodget technikát alkalmazzák. Az ion csatornát 
szabályozó receptoron alapuló bioszenzoroknak a mindennapi analitikai gyakorlatban történı 
elterjedése még várat magára. Itt példaképpen említem Kuwana és munkatársai [163] korai 
közleményét, amely patkány agyból kipreparált glutamát ioncsatorna receptorokon alapuló, 
L- glutamátot detektáló bioszenzorról szól. A szerzık, un. ’patch-clamp’ típusú mikropipetta 
végében kialakított foszfolipid kettıs rétegbe zárt receptorral egycsatornás szenzort is és 
multicsatornás szenzort is készítettek. Újabban az influenza A vírus detektálására dolgoztak 
ki ioncsatornás detektálást alkalmazó- kapcsoló „switch típusú” bioszenzort ausztrál kutatók 
[164]. A szenzor a gazda-vendég kötıdés által szabályozott Gramicidin ioncsatorna 
elektromos vezetését nyomon követve képezi az analitikai jelet.  
 
 
2.2.6. Antitest – antigén kölcsönhatáson alapuló bi oszenzorok 
 
Amint az jól ismert, az antitestek a globulinok közé sorolható, határozott struktúrával 
rendelkezı fehérjék. Ezeket a gerinces élılények immunrendszere használja idegen anyagok 
káros hatásának kivédésére. B sejteknek nevezett fehér vértestek termelik az antitesteket. 
Szerkezetüket szokásos Y-szerőnek ábrázolni, feltüntetve, hogy két hosszú láncból (H ) és 
két rövidebb fehérje láncból (L) állnak. Az élılények vérében, testnedveiben fordulnak elı.  
 
Élettani funkciójuknak megfelelıen a B sejtek a behatoló, kellıen nagymérető molekulákhoz 
szelektív kötıhellyel rendelkezı antitesteket termelnek. Ezek megfelelı elválasztási eljárás 
alkalmazásával kinyerhetık az illetı antigénnel immunizált állatok vérébıl, és különbözı 
célra, így bioszenzor készítésre is felhasználhatók. Az immunizált állatokból poliklonális 
antitestek nyerhetık. A poliklonális antitestek sajátságai, így kötés erıssége, specificitása 
különbözı. 
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Újabban egérbıl származó immunizált lép sejtet mieloma sejttel fuzionálva, ennek klónjait 
tartalmazó sejttenyészeteket hoznak létre és ezzel egységes monoklonális antitest reagenseket 
termeltetnek. A monoklonális antitest egységes lévén hatékonyabban használható. Emellett 
elınyös, hogy termeléséhez nincs szükség az állatvédık által gyakran támadott, 
meglehetısen inhumánus immunizálással, nagymennyiségő vérvétellel járó gyártási 
folyamatra. 
 
Az antigén-antitest (’host–guest’) reakciót az analitikai kémia a klinikai analízisben, 
sportolók dopping használatának ellenırzésére széles területen használja. Rendszerint a 
kötıdést jelzett reagens alkalmazásával detektálják. Analitikai tankönyvek részletesen 
tárgyalják a rádióaktivan– (RIA, radioactive immuno assay), a fluoreszcenciásan– (FIA, 
FPIA, fluorescence polarisation immuno assay) az enzimmel– (ELISA, ’enzyme-linked 
immuno sorbent assay’) jelzett immuno analitikai módszereket, a kompetitív immuno 
analízist és a két különbözı antitestet igénylı szendvics módszert. 
 
Az antigén–antitest kötıdésen alapuló bioszenzorok három különbözı detektálási módszert 
követhetnek. 
 - Történhet a detektálás valamilyen nyomjelzett reagens alkalmazásával. Ekkor az 
optikai, elektrokémiai, fluoreszcenciás, stb. alapérzékelı a kötödést a jelzı anyag lokális 
koncentrációjának növekedésén keresztül jelzi. Enzimmel jelzett reagens kötıdésekor a 
lokális enzimaktivitás lehet az analitikai jel. Így például alkalikus foszfatáz jelzı enzim 
aktivitásának amperometriás detektálásával mőködı bioszenzort készítettek Gyurcsányi és 
munkatársai [165]. 
 - Alkalmas alapérzékelın immobilizált immun reagens és a minta anyag kötıdését 
lehetséges közvetlenül is detektálni. Ha sikerül a mintából a felületen nem szelektíven 
adszorbeált anyagtól megszabadulni, akkor ez a módszer a legelınyösebb. A kötıdést kvarc 
kristály mikromérleg (QCMB), felületi plazmon rezonancia szenzor (SPR), akusztikus 
felületi hullám érzékelı (SAW), vagy az evanescens rétegen keresztül a felületen 
bekövetkezı változást jelzı hullámvezetı szenzor jelezheti. Ezek közül mindegyik 
alapérzékelı alkalmazásával mőködı bioszenzor készítésrıl olvashatunk a szakirodalomban. 
Gyurcsányi és munkatársai [166] szőrı membrán lyukaiban elektrokémiailag arany 
nanocsöveket készítettek. A nanocsövek belsı falán kialakított szenzor réteg segítségével 
érzékenyen tudtak szelektív immuno-kémiai kötıdést közvetlenül detektálni a membrán két 
oldala közötti vezetés regisztrálásával. 
 -A liposzóma belsejébe zárt jelzı anyag oldatával mőködı, nagy jelerısítést biztosító, 
a lízisen alapuló bioszenzorokról is szólnak közlemények [167]. 
 
 
2.2.7. Aptamer receptorok 
 
A molekula felismerı biológiai receptorok közelmúltban felfedezett csoportját képezik az 
aptamerek. Ezek tulajdonképpen oligonukleotidek, DNS vagy RNS szerkezetőek. A 
génpróbákban alkalmazott oligonukleotidoktól abban különböznek, hogy ezek nem a 
komplemens részt tartalmazó lánc hibridizáción keresztüli felismerésére, detektálására 
szolgálnak, hanem segítségükkel a különbözı target molekulák széles spektruma jelezhetı, 
analizálható. Az aptamerek analitikai alkalmazásáról az azokkal végzett kezdeti kísérletekrıl 
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szóló közlemények megjelenése [168-170] után nem sokkal írt összefoglaló tanulmányt 
Mascini [171]. Az adott molekula jelzésére alkalmas aptamert rendkívül sokféle random 
szekvenciájú oligonukleotidot tartalmazó elegybıl, „könyvtárból” in vitro választják ki a 
SELEX „acronym”- mel nevezett (systematic evolution of ligands by exponential 
enrichment) módszerrel. A target molekulával összehozott könyvtárból az illetı 
anyagféleséghez szelektíven és nagy affinitással kötıdı aptamert viszonylag hosszadalmas 
több lépéses technikával kiválasztják, majd multiplikálják és használják analitikai célokra, 
köztük bioszenzor készítésre. Az aptamer – target kötıdés detektálására az antigén - antitest 
kötıdés detektálásához hasonló nyomjelzéses vagy direkt [172] módszerek használhatók. 
Gyakran alkalmaznak „beacon” típusú aptamert. Ezek esetében az oligonukleotid lánc két 
vége egymásnak komplemense, így összekapcsolódik, míg a középsı rész hurkot képez. A 
szelektív kötı hely a hurok részben található, míg a két vég dupla spirálja a detektálás 
megkönnyítését teszi lehetıvé. Példaképpen említem, hogy beacon aptameren, metilén kék 
elektroaktív jelzı anyagon alapuló, trombint mérı bioszenzorról olvashatunk [173] a 
szakirodalomban.  
Az aptamerek antitestekkel szembeni elınyös tulajdonsága, hogy szintetikusan elıállíthatók, 
nincs szükség állatok, állati sejttenyészet alkalmazására elıállításukhoz. Az oligonukleotid 
típusú aptamerek stabilitása jelentısen nagyobb, mint a fehérje típusú antitesteké.  
 
Az aptamerek perspektívikus alkalmatási köre messze túl nyúlik a bioszenzor készítés 
területén. Különösen a gyógyászatban jósolnak nagy jövıt ezeknek a specifikusan kötıdni 
képes anyagoknak. 
 
 
 
 
2.3. AMPEROMETRIÁS PULZÁLÓ DETEKTÁLÁST ALKALMAZÓ TECHNIKÁ K 
 
A szilárdelektródok voltammetriás analitikai alkalmazását nehezíti, hogy sok esetben 
elıfordul, hogy az elektródreakcióban keletkezı anyagok nem távoznak el az elektród 
felületérıl. Így megváltoztatják az elektródfelület sajátságait. Amint az jól ismert a mőszeres 
analízis tankönyveibıl [174] a csepegı higanyelektród egyik fı elınye a periodikus 
megújulásban rejlik. A redukált fém részecskéket a leesı higanycsepp magával viszi, így az 
elektródfelülete regenerálódik. Szilárdelektródok alkalmazásakor akár a mérendı anyagból, 
akár más jelenlevı anyagokból keletkezhet az elektród felületét bevonó, passzíváló 
lerakódás, film. Ez esetben nincs lehetıség a voltammetriás áramjelbıl a koncentrációra 
következtetnünk. 
A szilárdelektródok felületének megújítására különbözı módszerek használatosak. Gyakran 
kielégítı polírozó por és szövet alkalmazása a felület mechanikusan megújításához. Platina- 
elektródok esetében az óvatos izzítás is célra vezethet. Természetesen a minden 
voltammetriás felvétel után szükséges felületmegújítás a mérési protokollt bonyolítja, az 
analízis reprodukálhatóságát kedvezıtlenül befolyásolja. A kromatográfiás detektorcellába 
épített, folyamatosan mőködı amperometriás munkaelektród, vagy az érzékenyítı réteggel 
(bioréteggel) bevont elektródok esetében a mechanikus vagy izzításos megújítás nem jöhet 
számításba.  
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2.3.1. Pulzáló amperometria 
 
A múlt század 80-as évei kezdetén fıleg D.C. Johnson [175,176] és munkatársai úttörı 
munkája nyomán elektrokémiai felületmegújítási módszerek fejlıdtek ki. Ezek 
alkalmazásakor az elektródra rövid ideig a passzíváló réteget erélyes oxidációval vagy 
redukcióval eltávolító potenciált kapcsolnak. Ennek hatására, az elektródfolyamatban 
átalakult anyag oldhatóvá válik, és az elektróddal érintkezı oldatba távozik. Gyakran 
szükséges a szélsıségesen polarizált elektródfelület teljes regenerálására egy alkalmas 
regeneráló potenciál pulzust alkalmazni, mielıtt az ismételt mérési lépést beiktatjuk. A 
megfelelıen kidolgozott, a minta anyaghoz és a mérési körülményekhez is illeszkedı, 
elektromos regenerálás jól reprodukálható. Alkalmazható a mérıcella vagy a módosított 
elektród kiszerelése, mechanikai megújítása nélkül.  
Az elektromos regenerálást alkalmazó módszereket korábban pulzáló voltammetriának 
nevezték (PV). A kromatográfiás detektálás jelentıségének köszönhetıen napjainkban a 
pulzáló amperometriás detektálás (PAD ’Pulsed Amperometric Detection’, vagy PA 
Detector) név vált uralkodóvá.  
 
Munkám egyes részei és a PAD detektálás közötti kapcsolat két vonatkozásban szembetőnı: 
 - Egyrészt az elektrokatalitikus sajátságú rézelektród munkámban vizsgált sajátságai, 
az annak alkalmazásával kidolgozott detektor cella és detektálási módszer a PAD-nak cukor 
analízisben történı alkalmazását nem igénylı, egyszerő lehetıséget ajánl. 
 - Másrészt a membránnal bevont elektródok (bioszenzorok) analitikai paramétereit 
javító, periódikusan megújuló amperomertia (PMA, Periodically Interrupted Amperometry, 
PIA) mérési programja látszik formailag hasonlónak [177] a kromatográfiás PAD 
módszerekkel. (Itt kell megemlítenem, hogy a pulzáló mérıprogram alkalmazásának célja a 
két módszer esetében gyökeresen más.) 
 
A pulzáló amperometriás detektorok alkalmazásával, a detektálásos módszerek fejlesztésével 
igen kiterjedt irodalom foglalkozik. A dolgozat anyagába foglalt kísérleti munkámban 
szigorúan véve nem használtam pulzáló amperometriás detektálást. Ezért az alábbiakban 
csak röviden említek meg néhány, a PAD módszer fejlıdésével, alkalmazásával kapcsolatos 
közleményt.  
 
LaCourse és Johnson [178] kiterjedt vizsgálatokat folytattak szénhidrátok arany 
munkaelektródon történı HPLC detektálásához szükséges, alkalmas mérési program 
kidolgozására. Három részbıl álló periódikusan ismétlıdı E–t programot dolgoztak ki, 
amely mérı, oxidációs és redukciós pulzusokból áll. Az oxidációs pulzus szolgál az 
elektródfelület tisztítására. 
Négylépéses, az elektród tisztítását redukcióval végzı mérıprogram segítségével jobb 
reprodukció volt elérhetı [179].  
Possari és munkatársai [180] az l-cisztein mérésére dolgoztak ki pulzáló amperometriás 
módszert. Közismert, hogy a cisztein elektrokémiai oxidációs terméke erısen szennyezi az 
elektródot, passziválja azt. Így közvetlen elektrokémiai mérése nehézségekbe ütközik. A 
kidolgozott módszer érdekessége, hogy anódos polarizáció mellett, 0.1 V (vs. TKE) 
alkalmazásával t1=700 ms ideig akkumulálják a ciszteint megfelelıen polírozott és tisztított 
arany munkaelektród felületen. Ezután -0.6 V-os elektródpotenciál mellett t2=30 ms ideig 
győjtik az áramintenzitás adatokat. A redukciós áramintenzitás adatokból képzik az analitikai 
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jelet. Az elektród tisztítására egy viszonylag hosszú t3=2000 ms idıperiódus szolgál, amely 
alatt az elektródpotenciálját -1.3 V-ra állítják.  
Tiolok arany felületen az alábbi reakció szerint akkumulálódnak.  
 

+− ++−→Α+ HeAuSCHXuSHCHX nn )( )( 22  

 
A mérı pulzus során az akkumulálódott anyag redukciója következik be. Az elektródot a 
hosszú redukciós pulzus megtisztítja.  
 
A kromatográfiában a pulzáló amperometriás detektálásnál kedvezıbb alsó méréstartományt 
érnek el, ha a mérési pulzus esetében kapott áramot bizonyos idı intervallum alatt 
integrálják. Ezt a detektálásos módszert szokás integrált pulzáló amperometriás detektálásnak 
(IPAD, ’Integrated Pulsed Amperometric Detection’) nevezni. Ilyen detektálási módszernek 
tiokarbamid mérésére történı sikeres alkalmazásáról számol be Joon-Woo Lee és In-Hyeong 
Yeo [181]. Munkájukban 0.1 mol/dm3 NaOH eluens oldattal történı kromatográfiás 
elválasztás mellett, vékonyréteg típusú, arany munkaelektródot tartalmazó amperometriás 
detektorcellát alkalmaztak. Az elektrokémiai mérıprogram 400 ms ideig tartó, 620 mV-os 
mérı pulzusból, 50 ms-ig tartó, 1000 mV-os tisztító pulzusból és egy 300 mV potenciál, 600 
ms paraméterekkel jellemezhetı kondicionáló pulzusból állt. 
 
A pulzáló amperometriás detektáláshoz alkalmazott legegyszerőbb három pulzusból álló 
mérési program mellett több pulzusból álló mérıprogramok kipróbálására sikeres 
alkalmazására is sor került. Clarke és munkatársai [182] hatlépéses programot dolgoztak ki 
aminosavak IPAD detektálására. Japán szerzık [183] hasonlóan hatlépéses programot 
alkalmaznak. A hullám adszorpció/iniciáló (E1, E2), pulzusokból, két áram integráló 
pulzusból (E3, E4) és tisztító/aktiváló elektródpotenciál-idı pulzusokból áll. 
 
Pulzáló amperometriás detektálás a kapilláris elektroforetikus elválasztások esetében is 
alkalmazható. Itt problémát jelenthet, hogy maga a folyamat gyors, így a kellı felbontással 
történı detektáláshoz minél rövidebb ciklust kell választani. 
Ruttinger és Drager [184] növényi kaliszteginek kapilláris elektroforetikus analíziséhez 
alkalmazott háromlépéses PAD detektálást. 
 
A kereskedelmi gyakorlatban beszerezhetı elektrokémiai detektorok közül néhány képes 
PAD mérési program szerint funkcionálni. Közülük jól ismert a Dionex cég ED40 típusú 
készüléke [185]. A detektor gépkönyve arany munkaelektróddal történı szénhidrát 
analízishez három különbözı mérési programot javasol. Mindhárom program, különbözı 
hosszúságú és különbözı elektródpotenciál mellett mérı, tisztító és relaxációs pulzus, 
egymást folyamatosan követı pulzusok sorozatából áll. 
Mindhárom program mérı pulzusa két szakaszra oszlik. Az elsı E1 elektródpotenciál melletti 
tdel ideig tartó idı periódus a kondenzátor áram „lecsengéséhez” szükséges (200 ms). A 
tulajdonképpeni detektálás a tdet (200 ms) második szakaszban történik. Lehetıség van az 
áram integrálására, az ezen idı alatt átfolyó töltésmennyiség regisztrálására. Ezután 
következik a tisztító potenciál pulzus (E2, tclean) alkalmazására, 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 



  38 

E2=+0.75, ill. +0.6 V-on, és tclean=20, ill. 10 ms ideig írja elı. Az oxidációs tisztítás esetében 
az arany elektród elektrokémiai aktivitása csökkenhet. 
A redukciós tisztítás esetében legjobb a reprodukció és ekkor akár 500 ms-os teljes mérési 
ciklus is alkalmazható. Az érzékenység viszont kedvezıbb az oxidációs tisztítás esetében, bár 
ekkor a teljes ciklus idı 1000 ms. 
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3. KÍSÉRLETI RÉSZ 
 
 
3.1. A KÍSÉRLETI MUNKA SORÁN FELHASZNÁLT MÉR İBERENDEZÉSEK ÉS 

MÉRİESZKÖZÖK  
 
Az elektródok készítése, vizsgálata, alkalmazása során végzett voltammetriás kísérletekben 
számítógépes Princeton Applied Research 273A (EG&G, PAR, USA) típusú 
potenciosztát/galvanosztát egységet, Autolab12 potenciosztát/galvanosztát munkaállomást 
(EchoChemie B.V., Hollandia) és CHI 760C elektrokémiai munkaállomást használtam 
(Shanghai CH Instruments, Kína). Az Autolab készülék mőködtetéséhez a GEPES 4.9.005 
mérı, értékelı programot alkalmaztam, míg a CHI 760C munkaállomáshoz a cég által 
biztosított szoftvert (6.20 verziót) használtam. Mindkét munkaállomás bipotenciosztátos 
kiépítettségő és rendelkezik mikroelektródos elıerısítıvel. 
A CHI készülékhez Faraday kalitka tartozik. A mikroelektródos kísérletek jelentıs részét a 
Faraday kalitkában voltam kénytelen végezni.  
Az elektronszám változás méréséhez, továbbá a reakció termékek analíziséhez szükséges 
makroelektrolíziseket az integrátor egységbıl, potenciosztátból és kontroller egységbıl álló 
Radelkis (Magyarország) OH 404-es coulométerrel végeztem, használva a készülék 
elektrolízis celláját és mágneses keverıjét. 
Perkin-Elmer (Perkin-Elmer Germany) 372 típusú, lángatomizációs atomabszorpciós 
spektrofotométert használtam a réz munkaelektródos makroelektrolízis során kapott oldatok 
réz koncentrációjának mérésére. A készülékhez eredetileg x-t regisztráló csatlakozott. Ezt a 
kisebb alsó mérési határ elérése érdekében számítógépes adatgyőjtı megjelenítı egységre 
cseréltük. A mőködési programot a tanszék munkatársai írták. 
 
A pH méréseket Orion 720 A és Thermo Orion 420A plusz (Orion Research Inc. Beverly, 
MA, USA) készülékeken végeztem. 

 
Putreszcin-oxidáz és glükóz-oxidáz enzimoldatok fajlagos aktivitását standard 
spektrofotometriás eljárásokat követve látható tartományban, spektrofotometriás úton, 
száloptikás Ocean Optics (Ocean Optics Inc. Dunedin, Fl. USA), valamint hagyományos 
felépítéső Zeiss gyártmányú (Carl Zeiss Jena, Németország) Spekord UV-VIS 
spektrofotométerekkel határoztam meg. 
Az elektródkészítés lépéseit, a beforrasztások jóságát, a csiszolt felület simaságát, az 
egymásra helyezett rétegek helyzetét Zeiss gyártmányú (Karl Zeiss Jena, Németország) 
optikai mikroszkóppal vizsgáltam. 
 
A mikrochip alapú elektród rétegeinek folytonosságát Olympos CKX31 (Olympos UK 
LTD.) inverziós mikroszkóppal ellenıriztem. 
 
Forgókorong elektróddal végzett kísérletekhez cserélhetı elektródos Radiometer 
Copenhagen (Radiometer Analytical S.A. Franciaország) EDI101 forgó testet és CVT101 
sebesség szabályozó egységet használtam. 
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Bandelin Sanorex RK 52H típusú ultrahang készüléket (Bandelin electxonics, Németország) 
használtam esetenként oldatkészítéshez és az elektródpolírozást követı tisztításhoz. Az 1 dm3 
térfogatú berendezésben, 15 perc idıtartamig 1 perces pontossággal beállítható és végtelen 
ideig tartó ultrahangos kezelés, maximálisan 80 oC-on végezhetı. 
 
Az elektródok, illetıleg detektor cellák vizsgálatára összeállított áramló oldatos analízis 
(’flow injection analízis’ FIA) készülék vázlatos rajzát a 3.1. ábra mutatja. A készülék 
mőködésekor HPLC pumpa szállította az alapoldatot (100 mmol/dm3 nátrium hidroxid) a tartó 
edénybıl a megfelelı térfogatú bemérı hurokkal (leggyakrabban 20 µl) rendelkezı 
Rheodyne gyártmányú injektorba (9725i). A hurok után az oldat egy diszperziós spirálba 
jutott. Ezt 1 m hosszú, 1 mm belsı átmérıjő mőanyag csıbıl készítettem, azt egy kb. 4 mm 
átmérıjő üveg botra csévélve. A diszperziós szakaszt elhagyó oldat a detektorcellába jutott. 
A detektor cella kimenı ágához csatlakozott a vonatkozási- és a segédelektródot tartalmazó 
edény. A cella és az edény közötti elektromos kontaktust az áramló oldat biztosította. Az 
edénybıl az oldat perisztaltikus szivattyún (Ismatec MS-CA2/620) keresztül a lefolyóba 
jutott. 
 

 
3.1. ábra FIA mérıberendezés elrendezési rajza 

 
Az ionkromatográfiás mérésekhez használt készüléket Waters 600 HPLC (Waters, Milford, 
MA, USA) és Dionex ionkromatográf (Sunnyvale, CA, USA) alábbi készülék egységekbıl 
állítottam össze.  

Waters 600E komputer egység 
Waters SSV oldat kiválasztó szelep 
Waters 610 Fluid Unit (HPLC pumpa) 
Rheodyne kézzel mőködtethetı bemérı szelep – a modell száma 9725i 
Dionex CarboPac PA1 és IonPac AS5A analitikai és elıtétoszlopok 
Dionex AMMS-III típusú szupresszor 
Dionex CD25 vezetıképességi detektor 
Házi készítéső detektor cellák 

Oldat tartály 

HPLC 
pumpa 

Mérés- és  
Adatfeldolgozás 
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Formiát analízishez elválasztó oszlopként Dionex IonPac AS5A-5µ típusú kolonnát 
használtam, amely 5 μm átmérıjő hordozóra felvitt anioncserélı latex anyagot tartalmazott. 
A kolonna ioncserekapacitása 20 µeqv/kolonna. Az elválasztó kolonna (4 x 250 mm) 
szervetlen anionok és szerves sav anionok széles spektrumának nátrium-hidroxid eluenssel 
történı elválasztását, analízisét teszi lehetıvé. Az elválasztáshoz 1.0 cm3/perc sebességgel 
áramoltatott 3 mmol/dm3 nátrium-hidroxid eluens oldat szükséges. 
Dionex AMMS-III típusú szupresszor egységet és Dionex CD25 vezetıképességi detektort 
használtam. Ez nagy érzékenységő detektálást biztosított.  
A szupresszort max. 0.75 cm3/perc térfogatsebességgel áramoltatott 25 mmol/dm3 kénsavval 
regeneráltam folyamatosan. 
 
A cukrok elválasztásához általános felhasználásra szánt Dionex CarboPac PA1 (2 x 250 mm) 
anioncserélı kolonnát, és 0.2-0.25 cm3/perc térfogatsebességgel áramoltatott 100 mmol/dm3 
nátrium-hidroxid eluenssel történı izokratikus elválasztást használtam. 
 
A mintákat 5 és10 µl-es bemérı hurokkal ellátott, 9725i típusú, Rheodyne injektor 
segítségével mértem be. 

 
3.2. ALKALMAZOTT ELEKTROKÉMIAI CELLÁK  
 
3.2.1. Kissinger – Adams típusú vékonyréteg cella r éz munkaelektróddal  

Magam készítettem Kissinger – Adams típusú detektorcellát. Ezt két 6 mm vastagságú 20x20 
mm mérető plexi lemezbıl alakítottam ki. A két lemezt a sarkainál négy csavar tartja össze. 
Az egyik lemez közép vonalán szimmetrikusan, egymástól 10 mm távolságra fúrt lyukakba 
oldat be- és kivezetı csövet ragasztottam. A másik lemez középpontján átfúrt lyukba 
ragasztottam a 1.2 mm vastag rézhuzalból készült munkaelektródot megfelelı tömítettségrıl 
gondoskodva. A munkaelektród korongját a plexi lemezzel egy síkba pozícionálva 
políroztam. Az elektromos kontaktust a huzal külsı végén keresztül csatlakoztattam. A két 
lemez közé 100 µm vastagságú 20x20 mm–es teflon lemezt helyeztem, amelynek közepébe 
az oldat be- és kivezetı nyílásokat összekötı oldatvezetı csatornát (15x 3 mm) vágtam. A 
detektorcella vázlatos rajza a 3.2. ábrán látható. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

3.2. ábra Kissinger – Adams típusú vékonyréteg cella réz munkaelektróddal 
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3.2.2. Nyitott kolonnavég detektorcella mikro-szál rézelektróddal 
 
A munkaelektród miniatürizálásával lehetıség van a detektorcella által okozott 
visszakeveredés minimalizálására. Ennek egyik lehetséges módja a munkaelektród nyitott 
kolonna végébe vezetett huzal formájú kialakítása. A detektálás ekkor közvetlenül a kolonna 
végénél történik. Ezt a ritkán alkalmazott detektor cellát a 3.3. ábrán mutatom be.  

 

 
 

3.3. ábra Mikro-szál rézelektróddal készült nyitott kolonnavég detektorcella 
 

3.2.3. Wall-jet típusú detektorcella 1.2 mm átmér ıjő rézelektróddal 
 
Ebben az esetben a kolonnát elhagyó eluens oldat nagy sebességgel egy szők fúvókán 
áthaladva az elektród felületére, annak a centrumába érkezik (ld. 3.4. ábra). Az elektród 
felületén radiálisan áramolva a további elektródokat tartalmazó térbe jut, majd onnan a 
lefolyóba. A detektálás után az oldat keveredik, az elválasztott komponensek a teljes 
cellatérfogatba jutnak. Nincs lehetıség az egyes csúcsokat tartalmazó eluens frakciók 
szeparált győjtésére. Az eluens a munkaelektródot körülvevı nagyobb térfogatú edénybe 
érkezve hagyja el a cellát. Az effektív cellatérfogat, amit csak az elektróddal érintkezı 
vékony folyadékréteg képez, sokkal kisebb, mint az elektródot tartalmazó edényrész. A wall-
jet típusú cellák a vékonyrétegő cellákkal összehasonlítva érzékenyebben reagálnak az 
áramlási sebesség pulzálására. 

 

3.4. ábra 1.2 mm átmérıjő rézelektróddal készült wall-jet típusú detektorcella  
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3.3. A KÍSÉRLETEK SORÁN ALKALMAZOTT ELEKTRÓDOK  
 
A kísérleti munkámat sajátkészítéső indikátor-, illetve munkaelektródokkal végeztem. 
 
Vonatkozásielektródként a mérések jelentıs részében ezüst huzalból vagy ezüst-kloriddal 
bevont ezüst huzalból készített kvázi referenciaelektródot használtam. Bizonyos mérésekben  
kereskedelmi forgalomból származó vonatkozásielektródokat választottam. Alkalmaztam 
kettıs sóhidas OP-0820P Ag/AgCl elektródot, és OP-0830P kalomelelektródot (Radelkis, 
Budapest, Magyaroszág).  
 
Kereskedelemben beszerezhetı pH Triode™ 91-57 Orion (Orion Research Inc. Beverly, 
MA, USA) kombinált pH mérı elektród segítségével ellenıriztem, illetıleg állítottam be a 
puffer oldatok pH-ját. 
 
3.3.1 Voltammetriás mikroelektródok, k orong alakú réz mikroelektród 
 
20 μm átmérıjő szigetelés nélküli nagy tisztaságú rézhuzalból (Goodfellow, Egyesült 
Királyság) kb. 30 mm hosszúságú szakaszt vágtam le. Ezt két üveglemez között sodorva 
kiegyenesítettem, majd kb. 10 cm hosszú, 1.2 mm belsı és 1.8 mm külsı átmérıjő, egyik 
végén beforrasztott kapilláris belsejébe vezettem. A kapillárist elızetesen cc. kénsav:30% 
hidrogén-peroxid 3:1 (pirhana oldat) oldatban áztatva, ezt követıen desztillált vízzel 
alaposan átöblítve tisztítottam, majd szárítószekrényben 105 0C-on szárítottam. A kapilláris 
végének beforrasztásához mikro gázlángot, és közönséges üvegtechnikai fogást használtam. 
Ejtıcsı segítségével a rézszálat a beforrasztott vég eléréséig hajtottam elıre, a pozícióját 
mikroszkóppal ellenıriztem. Ezután a kapilláris nyitott végéhez vízsugár szivattyú vákuum 
csövét csatlakoztattam, a kapillárist a laboratóriumunkban összeállított elektromos 
készülékhez illesztettem, és a beforrasztott végérıl indulva lassú ütemben a kapillárist izzított 
hurok közepén átvezetve beolvasztottam a rézhuzalt az üvegbe kb. 10-20 mm hosszan. A 
kapilláris belsejébe kis darab huzalszerő forrasztó ónt, 0.5 mm átmérıjő szigetelésétıl 
megfosztott rézhuzalt juttattam. Mikro lánggal kívülrıl melegítve, rázogatva 
megolvasztottam a forrasztó ónt. Így a mikrohuzal és a kivezetı rézhuzal között 
megteremtettem az elektromos kontaktust. A beforrasztott véget a kapilláris hossztengelyére 
merıleges irányban dörzspapírral nedvesen lecsiszoltam, míg mikroszkóppal láthatólag 
megjelent a véglapon a réz korongocska. Ezután nedves alumínium-oxid polírozó porok 
alkalmazásával a véglapot políroztam. E mővelet során szekvenciálisan alkalmaztam 1, 0.3, 
0.05 majd végül 0.03 szemcsemérető polírozó port. Az egyes lépések között az elektródot 
ultrahangos, desztillált vizes fürdıben rázattam. Szükség esetén az elektród végét óvatosan 
kihegyeztem.  
 
Rézhuzal mikroelektród készítése 
 
A nyílt kolonna végbe vezethetı mikrohuzal elektród készítésekor úgy jártam el, hogy 
nagytisztaságú rézhuzal (20 µm átmérıjő) vagy elektronikai alkatrész tekercsébıl származó 
szigetelt rézhuzal (30 µm átmérıjő) adott hosszúságú (4-5 cm) darabját beszőkített végő 
kapillárisba forrasztottam. Forrasztó ón és rézhuzal segítségével elektromos kontaktust 
biztosítottam a kapilláris belsején keresztül. Az így készített elektród mikrohuzal részét az 
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elválasztó kolonna végébe tudtam bevezetni. A huzalt U alakban meghajlítva a tartó 
kapillárist a kolonnához, azzal párhuzamosan rögzítettem a kromatográfiás vizsgálatokban.  
 

 

 
 

3.5. ábra A nyitott kolonnavég detektor cella réz munkaelektródja 
 
Az ellenelektródként használt platina tőelektródot hasonló képpen készítettem, amelyhez 
1mm átmérıjő 1 cm hosszú szálat használtam fel. 
 
  
3.3.2. Voltammetriás makroelektródok 
 
Makromérető rézelektród  
 
A makroelektrolízisekhez használt réz munkaelektródot 4 mm átmérıjő rézhuzalból 
készítettem. Ebbıl egy kb. 20 mm-es szakaszt levágtam, egyik végéhez réz kontaktust 
forrasztottam. Ezután a huzalt alaposan megtisztított üvegcsı végébe vezettem úgy, hogy 
egyik végén 6 mm-rel túlnyúljon a csı végén, másik oldalon pedig a kontaktus huzal nyúljon 
túl az üvegen. Az üvegcsı belsejét fogászati cementtel (Duracryl) öntöttem ki. Az elektród 
kb. 100 mm2 nagyságú aktív mérıfelületét nedvesen políroztam több lépésben különbözı 
szemcsemérető alumínium-oxid polírozó por alkalmazásával. Ebbıl az elektródból csak egy 
darabot készítettem.  
 
Platina korong elektród 
 
A bioszenzor munkaelektródját 1 mm átmérıjő és 8 mm hosszúságú platina huzalból 
készítettem. A levágott huzal egyik végéhez réz kontaktust forrasztottam. Ezután azt az 
alaposan megtisztított, 4 mm belsı átmérıjő, egyik végén beforrasztott üvegcsı aljára 
helyeztem. Az üvegcsı belsejét fogászati cementtel (Duracryl) kiöntöttem. Az elektród 
mérıfelületét durva nedves csiszolással szabaddá tettem, majd több lépésben különbözı 
szemcsemérető alumínium-oxid polírozó por alkalmazásával nedvesen políroztam. Ebbıl az 
elektródból három darabot készítettem.  
 
Voltammetriás forgó korong elektródok 
 
Nagy tisztaságú 1.2 és 2 mm átmérıjő réz huzalt alkalmaztam réz korong alakú hengeres 
testő munkaelektród készítéséhez.  
Forgókorong elektródos vizsgálatokhoz, a cserélhetı Teflon csavaros kupak síkra csiszolt 
lapjának közepébe 1.95 mm átmérıjő lyukat fúrtam, amelybe 10 mm hosszú rézhuzalt 
illesztettem. A teflon sík felületébe elhelyezett rézhuzalt simára políroztam. 
 

Réz munkaelektród Forrasztó ón Réz huzal 
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3.4. ELEKTROKATALITIKUS OXIDRÉTEG KIALAKÍTÁSA RÉZELEKTRÓD  
FELÜLETÉN  

 
A megtisztított, újra polírozott rézelektród felületén kialakított elektrokatalitikus oxidréteget 
elektrokémiai úton hoztam létre. Úgy jártam el, hogy 0.1 mol/dm3 nátrium-hidroxid oldatban, 
600 mV polarizációs potenciálon, háromelektródos cellában, ezüsthuzal referenciaelektród és 
platina ellenelektród alkalmazása mellett néhány másodpercig elektrolízist végeztem. Más 
mérésekhez kettıs sóhídas telített Ag/AgCl referenciaelektródot (Radelkis) vagy ezüsthuzal 
kvázi referenciaelektródokat használtam.  
 
3.5. BIOSZENZOROK KÉSZÍTÉSE  
 
3.5.1. Platina korong munkaelektródos szenzor 
 
Az elektródtestbe ültetett három elektród egy sorban helyezkedik el (3.6. ábra). 
Platinahuzalból készül a korong alakú munkaelektród (középen) és az ellenelektród, míg a 
vonatkozásielektród készítéséhez ezüsthuzalt használtam. Az elektródokat Duracryl fogászati 
cementbe ágyaztam. A készítéshez megfelelı öntıformát készítettem. 
 
3.5.1.1. Az elektródfelületek polírozása és tisztítása 
Az elektródok felületén nedves polírozást alkalmazva, 0.1-0.05 µm alumíniumoxid 
csiszolóporral, karcolásmentes felületeket hoztam létre. A felülethez tapadt csiszolóanyag 
szemcséket az egyes csiszolási fázisok között, ioncserélt vizes fürdıben ultrahanggal 
eltávolítottam, majd az elektródot ioncserélt vízzel (0.8 µS) öblítettem. A szerves 
szennyezéseket alkoholos ultrahangos mosással sikerült eltávolítani. 
 

 
 

3.6. ábra Elektródtest és csatlakozója 
 
3.5.1.2. Enzimelektród készítése 
 
Méretkizárásos réteg készítése 
A szelektív H2O2 detektálás érdekében a platina munkaelektród felületén elektrokémiai 
polimerizációval, pH= 7.4 0.1 mol/dm3 foszfát pufferrel készült 0.01 mol/dm3  m-
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feniléndiamin oldat alkalmazásával, polimer m-feniléndiamin, méretkizárásos réteget 
alakítottam ki. 
 
Elektrokémiai tisztítás 
A munkaelektród felületét a bevonat képzés elıtt 0.5 mol/dm3 kénsavoldatban, 2 ciklusban, 
elektrokémiai úton tisztítottam. 0.2 – 0.8 V potenciáltartományban, Ag/AgCl 
referenciaelektróddal szemben, 2 mV/sec pásztázási sebességet alkalmaztam. 
 
Polimer m-feniléndiamin réteg készítése 
A polimer m-feniléndiamin réteget ciklikus voltammetriás eljárással alakítottam ki oly 
módon, hogy a munkaelektród potenciálját 0.2 – 0.8 V tartományban, Ag/AgCl 
referenciaelektróddal szemben, 2 mV/sec sebességet alkalmazva pásztáztam 5 ciklusban 
[152]. 
 
Polimer m-feniléndiamin réteg ellenırzése 
A módosított platinaelektródokon kialakított poli-m-feniléndiamin méretkizárásos réteg 
megfelelı mőködésérıl minden esetben kronoamperometriás mérésekkel gyızıdtem meg.  
Foszfát puffer oldathoz L-aszkorbinsav, acetaminofen és húgysav oldatot adagoltam. 0.2 m 
mol/dm3 fiziológiás koncentrációjú L-aszkorbinsav, 0.2 m mol/dm3 acetaminofen és 0.50 m 
mol/dm3 húgysav oldatokat készítettem. Ha a módosított platinaelektródon, a hozzáadások 
utáni jelváltozás a zavaró elektroaktív anyag jelenlétében 5 nA-nél nagyobb lett, (jelezve a 
szelektivitás nem kielégítı voltát) a réteget hibásnak tekintettem, és újra formálásáról 
gondoskodtam. 
 
Enzimtartalmú reakcióréteg készítése 
Az enzimtartalmú reakcióréteg, közvetlenül a mőködési helyszínen, a munkaelektród 
felületén készül. Ez bovine szérum albumint (BSA) és glükóz-oxidáz enzim oldat és 
glutáraldehid bifunkcionális térhálósító ágenst tartalmazó oldat közvetlen egymás utáni 
felcseppentésével történt. Az 1-1 µl oldatrészeket Hamilton mikro-fecskendıkkel 
cseppentettem fel az elektródfelületre, így az 1000-1500U/cm2 enzimet és azonos tömegő 
BSA-t tartalmazó oldatot és az 5%-os koncentrációjú glutáraldehid oldatot. A polimer 
kialakulása szobahımérsékleten rendszerint 20 perc alatt megtörténik. (Rendszerint a 
felcseppentés után hőtıszekrényben 6 órás pihentetést alkalmaztam.) 
 
Diffúziót szabályozó réteg kialakulása 
Az enzim réteg kialakulását követıen poliuretán 1%-os tetrahidrofuránnal készített oldatából 
2 µl-t cseppentettem az enzim tartalmú, térhálósított polimer rétegre. Az oldat gyorsan 
megszárad. 
 
Külsı védı réteg készítése 
A diffúziót szabályozó réteg megszáradása után 30% poli(2-hidroxi-etil-metakrilát) 
(PHEMA) metanolos oldatából 4 µl-t helyeztem az elektródokra. Ez a réteg fedi mind a 
három elektródot, rögzíti az enzimréteget a munkaelektród felületére, összefüggı 
biokompatibilis réteget képez és a mérés során közvetlenül érintkezik a mérendı mintával. 
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3.5.1.2. Az elkészített elektródok tárolása 
Az elkészített elektródokat a használaton kívüli idıben hőtıszekrény normál terében (~5 oC-
on) tároltam. Megfelelı tárolással egy elektród egy hónapig is használható (Megfelelı 
mőködésérıl, alkalmankénti kalibrációval gyızıdtem meg.)   
 
3.5.1.3. Az elkészített elektródok tesztelése 
 
A szárazon tartott elektródoknak a mérendı közegbe helyezés után bizonyos idıre van 
szükségük, hogy stabil mérési funkcióra alkalmas állapotba kerüljenek. A mérésre alkalmas 
alapáram értéket az elektród rendszerint 1000 másodperccel az oldatba helyezés után elérte. 
 
Az elektród teszteléséhez alkalmazott 375 m mol/dm3 D-glükóz oldatot szobahımérsékleten, 
24 órával a felhasználás elıtt készítetem, hogy a mutarotációs egyensúly kialakuljon. 
 
3.5.2. Mikrochip alapú bioszenzor készítése 
 
Putreszcin detektálásra alkalmas enzimelektródot mikrochip alapú elektródra készítettem. A 
mikrochip elektród alapjául szolgáló biokompatibilis Kapton®-ra vitt króm, arany vékony 
(125µm) réteges nyers wafer-t a Biomedical Microsensor Laboratory North Carolina State 
University munkatársai készítették együttmőködésben, közös projektünkön dolgozva.  
 
Az elektródok geometria méretei:   munkaelektród (AWE)1.767 mm2,  

ellenelektród (ACE)6.872 mm2 
referenciaelektród(ARE) 2.291 mm2 

0.3
REA
CEA

=  9.3
WEA
CEA

=  

 
 

  
 

3.7. ábra Lapos mikrochip alapú elektród cella 
 
Az arany munka- és ellenelektródot elektrokémiai eljárással platináztam, a 
referenciaelektródot ezüstöztem, majd a felületen ezüst-kloridot választottam le. 
 
Az enzimréteg készítése 
A putreszcin-oxidáz enzimet a munkaelektród felületén gázfázisú glutáraldehiddel 
immobilizáltam.  
A foszfát pufferrel frissen készített enzim oldatból 1 µl térfogatot mikrofecskendıvel a 
munkaelektród felületére mértem. Az elektródfelületre helyezett enzim oldat 140-210 U 
putreszcin-oxidáz/cm2 között változott. 
Ezután az elektródot glutáraldehiddel telített gáztérbe helyeztem, ahol a szükséges mértékő 
polimerizáció szobahımérsékleten 10 perc alatt lejátszódott. 
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3.6. FELHASZNÁLT ANYAGOK , VEGYSZEREK  
 
3.6.1. Elektródok készítéséhez használt anyagok 
 
Az amperometriás elektródok készítéséhez szükséges fémszálakat a Goodfellow Corporation 
(Cambridge, Nagy Britannia) és Sigma-Aldrich (St. Luis, Mo, USA) cégektıl szereztük be. 
 

3.1. táblázat 
Elektródok készítéséhez használt fémszálak 
és elektród anyagok 
Anyag Átmérı 
Réz 20 µm 
Réz 1.2 mm 
Réz  2 mm 
Réz 4 mm 
Platina 1 mm 
Platina 2 mm 
Arany 2 mm 
Ezüst 1.5 mm 
Ezüst 1 mm 
Üvegszerő 
szénelektród 

3 mm 

 
Az elektródtestként szolgáló alacsony lágyulási pontú boroszilikát üvegkapillárisokat a Sutter 
Instrument (Novato, Ca. USA) cég szállította. 
 
3.6.2. Alkalmazott enzim készítmények 
 
A putreszcin enzimelektródok elkészítéséhez Micrococcus Roseussal elıállított putreszcin-
oxidáz (EC 1.4.3.10) Toyobo (Osaka, Japán) által forgalmazott enzimet használtam. A 
putreszcin-oxidáz enzim, a gyártó által garantált minimális fajlagos 37 U/mg aktivitása a 
méréseim szerint 38 U/mg-nak adódott. 
 
Asperillus nigerbıl elıállított glükóz-oxidáz (EC 1.1.3.4.) enzimet alkalmaztam 
glükózelektródok készítéséhez, amelyeket Sigma Aldrich és SEMPEX termékek voltak. 
A Serva Electrophoresis (Heidelberg, Németország) glükóz-oxidáz gyártó által garantált 
enzim minimális fajlagos aktivitása 220 U/mg. Ezt 299 U/mg-nak mértem. 
 
A tormából elıállított peroxidáz enzimet (EC 1.11.1.7), amelynek aktivitása 298 
purpurogallin egység/mg volt, a Sigma-Aldrich vegyszerellátótól (St. Luis Mo. USA és 
Steinheim, Németország) vásároltam. 
 
Az enzimeket szükség szerint hőtıszekrényben 2-8 oC-on és fagyasztószekrényben -18 oC-on 
tároltam. 
 
Felhasználáskor az enzim aktivitását spektrofotometriás úton ellenıriztem. 
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3.6.3. Elektródkészítéshez alkalmazott egyéb anyago k 

Az elektród testeket kétkomponenső akril alapú polimerbıl, az ún. fogászati cementbıl 
(Duracryl Fast-Setting Basal Resin, Dental a.s. Praha) készítettem. 

Az elektródok felületét nedves polírozással csiszoltam alumínium-oxiddal (BUEHLER, Lake 
Bluff, IL, USA) csiszoló bársonyon (Microcloth with adhesive backing, (BUEHLER Gmbh 
Düsseldorf, Németország). Ebben a folyamatban 1, 0.3, 0.05 és 0.03 µm átmérıjő polírozó 
port használtam csökkenı szemcseméret sorrendjében. A használat során, ha szükségesnek 
mutatkozott az elektródfelületének megújítása, nedves polírozással, a 0.03 µm átmérıjő 
alumínium-oxid polírozóporral dolgoztam. 
 
Enzim elektródkészítéskor az 1-2 µl enzim oldatot 5 és 10 µl térfogatú Hamilton 
mikrofecskendıkkel mértem ki és cseppentettem a munkaelektród felületére. 
 
 
3.6.4. Egyéb vegyszerek 
Az alkalmazott vegyszerek közül a putreszcin.2HCl, és a glutáraldehid (25%-os oldat) a 
glükóz, fruktóz, aszkorbinsav, 30% hidrogén-peroxid, citromsav, borkısav Sigma 
(Steinheim, Németország) termékek. Az arabinózt, galaktózt, D(+)-glükóz monohidrátot, 
szacharózt, az eluens készítéshez használt kálium-hidroxidot a Fluka-tól (Bucch, Svájc), a 
húgysavat Reanal Kft-tıl (Budapest, Magyaroszág) vettem. 
 
Az enzimelektród készítéshez felhasznált m-feniléndiamin, poli-(2-hidroxi-etil-metakrilát), 
acetaminofen, bovine szérum albumin Aldrich termékek voltak. 
 
Standard puffer oldatokat pH=4.01, pH= 7.01 és pH=10.01 Hanna Instrument Hungary Kft-
tıl (Szeged, Magyarország) vásároltam. 
 
Izotóniás foszfát puffert alkalmaztam az enzimelektródok készítéshez és a velük való munka 
során. 
 
Az ionkromatográfiás elválasztáshoz ultra-tiszta nátrium-hidroxid pelletbıl (Panreac 
(Barcelona, Spanyolország)) készítettem az eluens oldatot. A hidrogénkarbonát-ion erısen 
kötıdik az ionkromatográfiás kolonnához, károsítva azt, lerontva elválasztó képességét 
[186]. A levegıbıl származó széndioxid elnyelése miatti karbonátosodás mértékének 
csökkentésére igyekeztem az eluenst tároló edényben a légcserét gátolni csak kis 
nyomáskiegyenlítı rést hagyva. Az eluens oldatot naponta frissen készítettem és azt a 
felhasználás elıtt ultrahanggal gáz-mentesítettem. 
 
Felhasználtam még Linde gyártmányú 4.6 tisztaságú nitrogén gázt (Linde Gáz 
Magyarország). Nitrogén gáz átbuborékoltatásával oxigén-mentesítettem az oldatokat, 
amikor arra szükség volt. 
 
A beszerzett nagytisztaságú vegyszereket további tisztítás nélkül használtam. Az oldatokat és 
a kromatográfiás eluenst kétszer ioncserélt vízbıl, naponta frissen készítettem. 
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3.7. ALKALMAZOTT MÓDSZEREK  
 
3.7.1. Putreszcin-oxidáz aktivitásának mérése 
 
Az enzimaktivitás mérés elve [187] 
 

2O2H3NHidbutyraldehomina4
1.4.3.10) EC(

oxidázputreszcin

O2H2OPutreszcin ++−− →
−

++  

O2H4festékminikinon
peroxidáz

fenoldiklór4,2antipirinomina42O2H2 +− →−−+−−+  
 
A kinon-imin festék fotometriásan 510 nm hullámhosszon mérhetı. A putreszcin-oxidáz 
aktivitásának meghatározása folyamatos kinetikus fotometriás detektálással történt. 
 
Az egységnyi enzimaktivitás definíciója: Az alábbiakban ismertetett körülmények között egy 
perc alatt egy egységnyi enzimaktivitás egy mikromol hidrogén-peroxid képzıdést 
eredményez (amely fél mikromol kinon-imin festék mennyiség változásnak felel meg.) 
 
Reagensek 

Putreszcin oldat: 10 mmol/dm3 putreszcin (32mg putreszcin hidrogén-
kloridot Mw=161.07) oldunk 20 ml vízben. 

Trisz—HCl puffer: koncentrációja 0.1 mol/dm3, pH=8.0,  
4-aminoantipirin oldat: 12 % (1200 mg 4-aminoantipirint oldunk 1000 ml vízben 
2,4-diklór-fenol oldat: 0.48% ( Feloldunk 480 mg 2,4-diklór-fenolt 100 ml 40% 

(V/V) etanolban.) 
Peroxidáz oldat: 400 U/ml (feloldunk 400 mg peroxidázt (110 purpurogallin 

egység/mg) 10 ml vízben.) 
Enzimhígító oldat: 20 mmol/dm3 trisz—HCl puffer, pH=8.0 felhasználásig 

jégen hőtjük. 
Enzim oldat* 0.1-0.3 U/ml enzim oldatokat jégen hőtött enzimhígító 

oldattal készítjük. Az enzim oldatok hígításához szintén 
enzimhígító oldatot használunk. * Az oldatot közvetlen 
felhasználás elıtt mérjük össze. 

Az eljárás lépései 
1. Kombinált oldat készítése, amelyet sötét üvegben és hőtve tárolunk. 

20 ml putreszcin oldat 
97 ml Trisz—HCl puffer, pH=8.0 
1.0 ml 4-aminoantipirin oldat 
1.0 ml 2,4-diklór-fenol 
1.0 ml peroxidáz oldat 

Az elkészült kombinált oldat alkotóinak koncentrációja: 
putreszcin     1.58 m mol/dm3 
Trisz—HCl puffer  78      m mol/dm3 
4-aminoantipirin   0.47 m mol/dm3 
2,4-diklór-fenol   0.23 m mol/dm3 
peroxidáz     3.2 U/ml 
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2. A kombinált oldatból 2.85 ml-t küvettába (d=1 cm) pipettázunk és 30 oC-on tartjuk a 
hıkiegyenlítıdésig, kb.5 percig. 

3. A küvettába 0.15 ml frissen készített enzim oldatot mérünk, és óvatosan 
összekeverjük. 

4. A mintát 5 perces 30 oC-os termosztálás után, vízzel szemben 510 nm-en mérjük 
fotometriásan. A mérési görbe lineáris szakaszából állapítjuk meg a percenkénti 
jelváltozás (∆A) értékét. 
Ugyanakkor megmérjük a ’vak oldat’ percenkénti jelváltozását (∆Bv), alkalmazva az 
enzimoldatok mérésére alkalmazott módszert. A ’vak oldat’ készítésekor az enzim 
oldat helyett az enzimhígító oldatot mérjük a küvettába. 
 
Enzimaktivitás kiszámítása 
 

( ) ( )
mxV0.1x2/1x29

xHTxV)BvAm(xperc/A
ml/Uaktivitásfajlagos

∆∆∆ −
=−  

Enzimaktivitás (U/mg)=(U/ml)x1/C 
 
Ahol:  VT  : teljes térfogat (3 ml) 

Vm  : minta térfogat  
29  : a kinonimin festék milimolos abszorbancia koefficiense a vizsgálati 

körülmények között (cm3/µmol) 
½  : Egy molekula H2O2 hatására képzıdik egy fél molekula kinonimin 

festék 
1.0  : a fényút hossza (cm) 
H  : hígítási tényezı 
C  : az enzimoldat koncentrációja (mg/ml) 

 
3.7.2. Glükóz-oxidáz aktivitásának mérése  

  
Az aktivitás mérési elve [188] 

2O2Hlakton5,1glükonoD
 1.1.3.4) (EC

oxidázGlükóz

O2H2OGlükózD +−−− →
−

++−−β  
 

O2H)oxidált(dianizidino
Peroxidáz

)redukált(dianizidino2O2H +− →−+  
 
A dianizidin (oxidált) fotometriásan 500 nm hullámhosszon mérhetı. Az egységnyi 
enzimaktivitás definíciója: az alábbiakban ismertetett körülmények között egy perc alatt egy 
egységnyi enzimaktivitás egy mikromól hidrogén-peroxid képzıdést eredményez (amely egy 
mikromól dianizidin mennyiség változásnak felel meg). Az aktivitás meghatározás 
folyamatos kinetikus fotometriás detektálással történt. 
 
Reagensek 

Nátrium-acetát puffer:  200 ml 50 mmol/dm3 nátrium-acetát puffer (pH=5.1) 35 
oC-on. A pH beállítása 1 mol/dm3 sósavval történik. 
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o-dianizidin oldat: 0,21 m mol/dm3 o-dianizidin oldatotot készítünk, 50 mg 
o-diazinidin dikloridot 7.6 ml ioncserélt vízben oldásával. 
Az oldat 1 ml-ét 100 ml-re hígítjuk az 50 mM nátrium-
acetát pufferrel. 

Reakció elegy:  10 ml 10% (w/v) ß-D(+)glükóz szubsztrát oldat. 
29 ml 0.17 mM o-dianizidin és 1.72% (w/v) glükóz oldat. 
Közvetlenül felhasználás elıtt készítjük 24 ml 0.21 
mmol/dm3 o-dianizidin oldat és 5 ml 10% (w/v) ß-
D(+)glükóz szubsztrát oldat  

Peroxidáz enzim oldat: Hideg ioncserélt vízzel, közvetlenül felhasználás elıtt 
készítjük a peroxidáz 60 purpurogallin egység/ml oldatát. 
(Peroxidáz II, Prod No. P-8250) 

Glükóz-oxidáz enzim oldat: Lehőtött nátrium-acetát pufferrel készítünk el 20-40 
egység/ml oldatot. Közvetlenül felhasználás elıtt tovább 
hígítjuk 0.4-0.8 egység/ml koncentrációra hőtött nátrium-
acetát pufferrel. 

Az eljárás lépései 
 

1. A következı oldatokat pipettázzuk 1 cm-es küvettába. 
 

 Minta (Am) (ml) Vak (Av) (ml) 
Reakció elegy 2.9 2.9 
Peroxidáz enzim oldat 0.1 0.1 

 
Keverés után 35 oC-on temperáljuk a küvettában elkészített oldatokat. Termosztálható 
fotométerben 500 nm-en állandó abszorbancia (Am) értékig mérjük. Ezután adjunk az 
oldatokhoz az enzim oldatot és az enzimoldatnak megfelelı térfogatú puffer oldatot. 
 

 Minta (Am)(ml) Vak (Av)(ml) 
Enzim oldat 0.1 - 
Nátrium-acetát puffer - 0.1 

 
Azonnal keverjük meg az oldatot (a zárt küvetta megfordításával) s mérjük az abszorbancia 
növekedését 500 nm hullámhosszon kb. 5 percig. A minta és a vak oldat esetére számítsuk ki 
a ∆A/perc értékeket. 

 
Enzimaktivitás kiszámítása 
 

( )
xV5.7

xHTxV)perc/Avperc/Am
ml/UaktivitásTérfogati

∆∆ −
=−  

Enzimaktivitás (U/mg)=Térfogati-aktivitás(U/ml)x1/C 
 

Ahol: VT  : teljes térfogat (3.1 ml) 
 H : hígítás 



  53 

7.5  : az oxidált o-dianizidin 500 nm hullámhosszon mért milimólos  abszorbancia 
koefficiense  

0.1 : az alkalmazott enzimoldat térfogata (ml) 
C :enzim oldat koncentrációja (mg/ml) 
 

Percenként egy egység oxidál 1,0 µmol ß-D-glükózt D-glukonolaktonná és H2O2-dá, ha a 
mérési körülmények a következık: pH=5.1 , a hımérséklet 35 oC. Az O2 felhasználás 22.4 
µl-nek felel meg percenként. Ha a reakcióelegy oxigénnel telített, az aktivitás 100 %-ig 
növelhetı. 
 
A 3.10 ml reakcióelegy végsı koncentrációja: 

48 mmol/dm3 nátrium-acetát,  
  0.16 mmol/dm3 o-dianizidin, 
  1.61% (w/v) glükóz  
  6 egység peroxidáz, (a koncentráció változik a 

hozzáadott glükóz oxidáztól függıen). 
 
3.7.3. Mikrochip alapú szenzor aranyelektródok elek trokémia platinázása 
 
A szenzor arany munka- és segédelektródját elektrokémiai úton platina réteggel vontam be. 
A platinázó vizes oldatot klór-platina savból, ammónium-hidrogénfoszfátból és nátrium-
hidrogénfoszfátból készítettem receptúra alapján [189]. 
Egy liter platinázó oldat elkészítéséhez a következı vegyszerekre van szükség a jelzett 
mennyiségben: 

H2PtCl6 ⋅ 6 H2O   13 g 
(ami Pt IV ekvivalens       5 g) 
(NH4)2HPO4    45 g 
Na2HPO4 ⋅12H2O  240 g 

 
Az oldat egyes komponenseit vízben külön-külön feloldottam. Az ammónium-
hidrogénfoszfát oldatot a klór-platina sav oldattal elegyítettem. Reakciótermékként 
ammónium-[hexakloro-platinát(IV)], (NH4)2[PtCl6], sárga csapadék keletkezik. Szőrés nélkül 
ehhez az oldathoz adtam a nátrium-hidrogénfoszfát oldatot. Az így kapott elegyet néhány 
órán át enyhén forraltam, míg az ammónium szagát már nem éreztem, miközben az oldat 
fakó citrom sárga lett. 
 
A keletkezett oldat a platinát Pt IV állapotban, ammin komplexként tartalmazza. A platinázást 
70 oC-on 0.2-0.5 A/dm2 áramsőrőség alkalmazásával végezzük. 
 
A platinázó lépést az aranyfelület elektrokémiai tisztítása elızte meg (+500 mA/cm2 , 25 
perc) a platinázó oldatban. 
 
A fényes platinafelületet galvanosztatikus úton, 10 mA/cm2 áramsőrőséggel, 15 percig 5 cm 
átmérıjő platinaháló ellenelektródot alkalmazva végeztem. 
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3.7.4. Mikrochip alapú szenzor referenciaelektródjá nak kialakítása 
 
Elektródfelület tisztítás 
 
A referenciaelektród arany felületét annak elektrokémiai ezüstözése elıtt, az ezüstözı 
oldatban elektrokémiai tisztítási folyamatnak vetettem alá. A tisztító lépéshez 30 másodperc 
idıtartamig 5 mA/cm2 oxidációs áramsőrőséget alkalmaztam. 
 
Mikrochip arany elektród elektrokémiai ezüstözése 
 
A pszeudo Ag/AgCl referenciaelektródot galvanosztatikus ezüstözéssel készítettem 1% (m/v) 
K[Ag(CN)2] oldatban -5 mA/cm2 áramsőrőséggel 10 perc idıtartamig végezve az 
elektrolízist. 
 
Ag/AgCl referenciaelektród készítése elektrokémiai úton 
 
Az aranyfelületre leválasztott ezüstréteg egy részét (~25%-át) AgCl-dá alakítottam 1 
mol/dm3 NaCl elektrolitban 5 mA/cm2 áramsőrőséggel 2.5 perc idıtartamig végezve az 
elektrolízist. 
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4. EREDMÉNYEK ÉS ÉRTÉKELÉSÜK 
 
4.1. AZ ELEKTROKATALITIKUS OXIDFILMMEL BEVONT RÉZELEKTRÓD  

VISELKEDÉSE LÚGOS KÖZEGBEN  
 
Amint azt a korábbiakban említettem, a réz munkaelektród nem tekinthetı az analitikai 
kémiában elterjedten használatos eszközök egyikének. A réz nem nemes fém, oxidációs 
potenciál alkalmazásakor viszonylag könnyen oxidálódik, emellett nem rendelkezik a higany 
felület esetében tapasztalható elınyösen nagy hidrogén leválási túlfeszültséggel. Savas és 
semleges vizes közegben, igen szők potenciálablakot képes biztosítani. Az elektródfelület 
oxidációs, korróziós viselkedését komplexképzık jelenléte jelentısen befolyásolhatja. 
 
Kísérleti munkám során lúgos közegben vizsgáltam az elektród sajátságait. A 4.1. ábra 1.2 
mm átmérıjő korong alakú munkaelektróddal, 100mV/s polarizációs sebességgel, 50 
mmol/dm3 koncentrációjú oxigénmentesített nátrium-hidroxid alapoldatban készített ciklikus 
voltammogramokat (CV) mutat. Az ábrán látható a voltammogram friss polírozással 
megújított elektróddal, míg a b CV masszív oxidációt eredményezı elektrokémiai 
elıkezelésnek alávetett elektróddal készült. Az elektrokémiai elıkezelés abból állt, hogy 120 
másodpercen át az elektródpotenciálját 50 mmol/dm3 koncentrációjú nátrium-hidroxid 
alapoldatban Ag/AgCl vonatkozásielektróddal szemben 3.0 V-on tartottam.  
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4.1. ábra Réz munkaelektródon felvett ciklikus voltammogramok (50 mmol/dm3 NaOH, v= 

100mV/s)  
a) frissen polírozással megújított elektród, b) elektrokémiai oxidációnak alávetett elektród  
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Látható, hogy az elektromosan elıkezelt rézelektróddal jelentısen intenzívebb, de 
lényegében azonos potenciálon jelentkezı csúcsokat, illetıleg hullámokat kaptam, mint a 
frissen megújítottal. Lúgos közegben tehát elektródfolyamatban résztvevı redoxi sajátságú 
film vonja be az elektródfelületét.  
 
A 4.2. ábra azonos körülmények között, elıkezelés és megújítás nélküli 1.2 mm átmérıjő 
rézelektróddal készített voltammogramokat mutat be. 
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4.2. ábra Elıkezelés nélküli 1.2 mm átmérıjő rézelektródon készített voltammogramok 

A) elektroaktív anyagot nem tartalmazó alapoldatban,  
B) 6 mmol/dm3 koncentrációjú glükózt tartalmazó alapoldatban 

 
Mindkét voltammogram oxidációs szakaszában a 4.1. ábrán látható voltammogramokkal 
megegyezıen felfedezhetünk két viszonylag kicsiny csúcsot. Az egyik –320 mV-nál 
(1.csúcs), a másik –107 mV-nál (2.csúcs) található. A redukciós szakaszban két éles, sokkal 
szembetőnıbb csúcs található, –530mV-nál (4.csúcs) és –850 mV (5.csúcs) (Az 
elektródpotenciál adatok kettıs sóhidas ezüst/ezüst klorid elektróddal szemben mérve 
értendık). 
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A potenciál ablak végéhez közel, 600 mV-elıtt egy nehezen észrevehetı, a 4.2. ábrán 
azonban jól látható hullámot láthatunk. A glükóz jelenlétének tudható be a 750 mV-nál csak 
a B voltammogramon található csúcs (3.csúcs). Fontos megjegyezni, hogy a B 
voltammogramon a két redukciós csúcs (4. és 5.csúcs) kisebb, mint az A görbén.  
 
A glükóz tartalmú oldatokban jelentkezı voltammetriás csúcs analitikai jelként való 
használhatóságának vizsgálatára, különbözı glükóz koncentrációjú, 50 mmol/dm3 nátrium-
hidroxid alapoldatban 0.0-1.0 V tartományban, egyenáramú voltammogramokat vettem fel 
álló oldatban 10-200 mV/s tartományba esı pásztázási sebességek alkalmazásával. Két 
voltammogram készítése között 30 s ideig mágneses keverıvel intenzív oldatkeverést 
alkalmaztam.  
 
A kísérlet alapján két elınyös tulajdonságot sikerült igazolnom. Egyrészt az azonos 
körülmények között, egymás után kapott voltammogramok nem mutattak a mérések 
sorszámától függı tendenciózus változást, emlékezési jelenséget, vagy elektród 
passziválódást. Másrészt az azonos felvételi sebességgel készített voltammogramokon 
jelentkezı csúcsokhoz (3.csúcs) tartozó áramintenzitások (ip) és a glükóz koncentráció között 
lineáris függvénykapcsolatot találtam.  
 
A 4.3. ábra mutat be egy 100 mV/s pásztázási sebességgel készített ip – glükóz koncentráció 
kalibrációs görbét a regressziós egyenes adataival együtt. Hasonló viselkedést tapasztaltam 
más szacharidok esetében is. Így az irodalmi utalásoknak megfelelıen megállapítható, hogy a 
rézelektród, így az általam készített is, alkalmazható szénhidrátok voltammeriás analízisére. 
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4.3. ábra Glükóz kalibrációs görbéje 

csúcsáram (ip) – glükóz koncentráció (c), v=100mV/s, 100 mmol dm-3 NaOH a lapoldatban
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Az elektród mőködésének, stabilitásának, különbözı anyagokkal szembeni érzékenységének 
összehasonlító vizsgálatára forgó korong elektróddal amperometriás méréseket végeztem. A 
kísérletek során 25 ml-es fızıpohárba 10 cm3 50 mmol/dm3 nátrium-hidroxid alapoldatot 
juttattam és a 1000 ford/perc sebességgel forgatott 1.2 mm átmérıjő rézelektróddal 0.6 V 
polarizációs potenciál mellett regisztráltam az áramot az idıben. Stacionárius áramértékek 
elérése után a vizsgálandó anyag 10 mmol/dm3 koncentrációjú oldatából 20 µl-es dózisokat 
adtam a cellába. Így lépcsıszerő áram-idı regisztrátumokat kaptam. Glükóz esetében kapott 
regisztrátumot mutat be a 4.4. ábra.  
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4.4. ábra Forgó korong elektróddal (1000 fordulat/perc, elektródpotenciál 0.6 V) felvett 
áram (i)-idı (t) görbe. A nyilak 20 µl 10 mmol/dm3 glükóz oldat hozzáadását jelzik. Az 
alapelektrolit 10 ml 50 mmol/dm3 NaOH. 
 
Az ábrán az oldatdózisok beadási idıpontját nyilak jelzik. Látható, hogy az áramlépcsık 
alakja nem utal elektród passziválódásra. A teljes koncentráció függvényében ábrázolva az 
amperometriás áramot a vizsgált tartományban lineáris függvényeket kaptam. A mérés során 
kapott áramlépcsık glükóz lépcsıre normált értékét mutatja a 4.1. táblázat. 

 
4.1. táblázat A réz forgókorong elektród relatív érzékenységea 

0.1 mmol/dm3 cukor oldatban  
Vizsgált 
anyagok 

 
i /10-6A 

Glükózra vetített relatív 
érzékenysége 

Arabinóz 0.37 1.6 
Galaktóz 0.39 1.7 
Glükóz 0.23 1.0 
Mannóz 0.29 1.2 
Borkısav 0.13 0.56 

  aA forgási sebesség 1000 fordulat/ perc. 50 mmol/dm3 NaOH alap- 
    elektrolit, az elektródpotenciál 0.6 V. 
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A voltammetriás görbén jelentkezı csúcsok természetének vizsgálatára 100 mmol/dm3 
koncentrációjú nátrium-hidroxid oldatban különbözı polarizációs sebességekkel ciklikus 
voltammetriás felvételeket készítettem. Vizsgáltam az egyes csúcsmagasságok (ip) és a 
polarizáció sebesség (v) közötti függvénykapcsolatot. Amint az ismeretes, lineáris ip-v 
függvény adott mennyiségő, az elektródfelületen adszorbeált anyag átalakulására utal. Ha az 
ip - v-1/2 függvény mutatkozik lineárisnak, az a nyugvó oldatban végzett mérés esetére 
érvényes Randles-Sevcik egyenlet értelmében, az elektródfolyamat diffúzió által kontrollált 
jellegét valószínősíti.  
 
A vizsgált négy csúcs közül egyik sem mutatott tisztán diffúziós sajátságot, de mindegyik 
esetében az ip – v1/2 függvény inkább közelítette a lineáris viselkedést, mint az ip – v. A 
4.csúcs és 5.csúcs keskeny, éles alakja nagymértékben adszorbeált anyagféleség redukciójára 
utal. 
 
A két redukciós csúcs alatti terület által képviselt töltésmennyiség és a pásztázási sebesség 
közötti függvénykapcsolatot mutatja be a következı 4.5. ábra. Az A görbe a 4. csúcsra, B 
görbe pedig az 5.csúcsra vonatkozik. A méréshez 1.2 mm átmérıjő korong alakú 
rézelektródot használtam.  

0

250

500

750

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

v/V/s

Q
/1

0-3
 C

b

B
A

 
 

4.5. ábra A csúcs alatti töltésmennyiség (Q) és a pásztázási sebesség (v) közötti 
függvénykapcsolat vizsgálata 

 
Amint látható, kicsi polarizációs sebességek nagyobb áramintegrált, nagyobb mennyiségő 
redukálható, az elektródfelületen adszorbeált anyag keletkezését eredményezik. A ciklikus 
voltammetriás görbék alapján láthatjuk, hogy a potenciál pásztázás során a réz 
elektródfelülete lúgos közegben oxidálódik. Az oxidáció során keletkezett anyag a felületen 
marad és ez megfelelı elektródpotenciál mellett redukálható. 
Kisebb pásztázási sebességek mellett hosszabb az oxidációs folyamatok reakcióideje, így 
több oxidált, felületen adszorbeálódó anyagféleség keletkezik.  
 
A ciklikus voltammogrammok alapján az is megállapítható, hogy lúgos közegben az 
elektrokémiai oxidáció során keletkezett anyag nem passziválja a rézelektród felületét. 
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Amint az a 4.5. ábrán látható, glükóz jelenléte hatást gyakorol a két redukciós csúcs 
nagyságára. Méréseimben megvizsgáltam a glükóz koncentrációnak a 4. csúcs és 5.csúcs ip 
értéke és a glükóz koncentráció közötti függvénykapcsolatot. A méréseket 1.2 mm átmérıjő 
korong elektróddal 100 mV/s polarizációs sebességgel 50 mmol/dm3 koncentrációjú nátrium 
hidroxid alapoldatban végeztem. A 4. és 5. csúcsokra kapott csúcsáram és glükóz 
koncentráció függvényeket a 4.5. ábra mutatja.  
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4.6. ábra A -530 mV-on (A görbe) és -823 mV-on (B görbe) mért redukciós áraminteziás 
(ip)és glükóz koncentráció (c) függvénykapcsolata  

 
Látható, hogy nagyobb glükóz koncentráció kisebb redukciós csúcsokat (4.csúcs) 
eredményez. Az 5.csúcsot kevéssé befolyásolja a glükóz koncentráció. A glükóz jelenléte 
kevéssé csökkenti az alacsonyabb redukciós potenciálon átalakuló anyag felületi 
mennyiségét. 
 
A rézelektródon lúgos közegben lejátszódó elektródreakciókról a pásztázási sebességi 
vizsgálatok és a redukciós csúcsok alakja alapján megállapítható, hogy az oxidációs 
reakcióban keletkezı anyag adszorbeálódik a felületen. Valószínő, korábbi közlemények is 
ezt mondják, hogy az 1.csúcs a Cuo/Cu+ reakció lejátszódását jelzi, míg 2.csúcs létrejötte 
Cuo/Cu+ és Cu+/Cu2+ reakciók együttes lejátszódásának köszönhetı. Az 50-300 mV 
tartományban jelentkezı hullám a Cu2+/Cu3+ oxidációt jelzi. 730 mV közelében, a potenciál 
ablak határán az oxidfilm oldódása és egyéb oxidációs folyamatok játszódnak le.  
 
A redukciós ágon látható két éles csúcs a rézion kétlépésben, fémrézzé történı redukciója 
következtében jön létre. Cu2+/Cu+ redukció –530mV-nál (4.csúcs) és Cu+/Cu0 redukció –823 
mV (5.csúcs). (Mindkét potenciál érték Ag/AgCl elektróddal szemben értendı.) 
 
A redukciós csúcsok alatti áramintegrál értékét mérve, ismerve a korongelektród felületének 
nagyságát, durva becslést tehetünk az oxid film vastagságára vonatkozóan. 
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A rendszeresen használt elektród esetében, a csúcs alatti terület által reprezentált 
töltésmennyiség alapján számított, a redukció során átalakult rézion mennyiség a 7-9 x 10-10 
mól tartományba esik. Érdekes módon az 5. csúcs területe rendszerint nagyobbnak adódik, 
mint a 4. csúcsé. Elektromosan elıkezelt elektród esetében, amint az nyilvánvaló, lényegesen 
nagyobb, 4.7 x 10-9 mól értéket kaptam. 
 
Ha egy oxid molekula sugarának nagyságát 0.6 Å-nak becsüljük, az oxid film vastagsága 
kissé nagyobbnak adódik a monomolekulárisnál (100 mV/s polarizációs sebességgel, 
alapoldatban kapott ciklikus voltammogrammok alapján), de jelentısen kisebbnek a 
bimolekuláris borítottságnál. Az elektrokémiailag elıkezelt elektródnál a felületi film 
vastagsága a tíz monomolekuláris réteg körüli.  
 
Megvizsgáltam, hogy a vastagabb felületi film milyen hatást gyakorol a glükóz oxidációs 
hullámára. A 4.7. ábra frissen regenerált és elektromosan elıkezelt elektród voltammetriás 
viselkedését hasonlítja össze. Mindhárom voltammogram 100 mV/s polarizációs sebességgel 
azonos, 1.2 mm átmérıjő réz elektróddal készült 50 mmol/dm3 nátrium-hidroxid 
alapelektrolitban, a és b görbék polírozással frissen megújított elektróddal, c görbe 
elektrokémiailag frissen elıkezelt rézelektróddal készült. b és c voltammogramot 1 
mmol/dm3 glükóz koncentrációjú oldatban készítettem, míg a voltammogram az 
alapelektrolit voltammogramja.  
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4.7. ábra Rézelektród voltammetriás viselkedésének összehasonlítása NaOH alapoldatban 
a) – megújított Cu elektróddal NaOH alapoldatban felvett voltammogram 
b) – megújított Cu elektróddal mért 1 mmol/dm3 glükózoldat voltammogramja 
c) – elektromosan elıkezelt Cu elektródon 1 mmol/dm3 glükózoldat 
       voltammogramja 

 
Az ábra alapján látható, hogy az elektromos elıkezelés jelentısen csökkentette a glükóz 
oxidációs hullámának elektródpotenciálját. Ez elınyös a szelektivitás szempontjából, ugyanis  
 



  62 

 
ha más anyagok oxidációs potenciálja nem csökken, akkor a kisebb detektálás potenciál 
alkalmazásával kisebb a mérésünket esetlegesen zavarni képes anyagok száma. A 
koncentrációra jellemzı áramintenzitás értéket azonban csak jelentéktelen mértékben 
növelte. Ez összhangban van Torto és munkatársai [190] eredményeivel. Tehát a vastagabb 
oxid film nem növelte a voltammetriás mérés érzékenységégét. A túloxidált felület idıvel 
változásokat szenvedhet, ezzel a detektálás potenciál is változhat. Mérlegelve az elınyöket és 
hátrányokat, a további méréseimben nem használtam elektromosan elıkezelt rézelektródokat.  
 
4.1.1. Az elektródreakció jellegének vizsgálata  
 
Kérdéses, hogy a szénhidrátok, vagy más vicinális hidroxi csoportokat tartalmazó molekulák 
jelenléte milyen mechanizmus szerint változtatja meg a felületi folyamatokat. A glükóz 
esetében a hatás jól látszik a 4.2. A és B., valamint a 4.6. A és B ábrákon. A glükóz jelenléte 
csökkenti a redukciós csúcsok nagyságát. Két különbözı hatásnak tulajdoníthatjuk a 
jelenséget. Az egyik elképzelés szerint a jelenlévı anyag, a glükóz, redukálja az 
elektródfelületén az oxidációs reakcióban keletkezı anyagot, így saját maga oxidálódik. A 
másik mechanizmus szerint a glükóz oldódó komplexbe viszi az elektródot bevonó oxidált 
anyagféleséget. A Faraday áram a felületi film regenerációját eredményezi. Ennek 
megfelelıen a 4. csúcsot eredményezı folyamat lehet elektrokatalitikus vagy korróziós 
karakterő. A szakirodalomban mindkét elképzelésre találhatunk többé-kevésbé bizonyított 
példákat. 
 
A folyamat jellegére vonatkozó fontos információt az elektródreakció elektronszám 
változásának meghatározásával, valamint a reakció termékeinek azonosításával, a reakció 
elegy analízisével szerezhetünk. Az elektronszám változás meghatározására számos módszer 
ismeretes, azonban a módszerekkel kapott eredmények szórása rendszerint nagy.  
 
Munkámban két módon határoztam meg különbözı anyagoknak rézelektródon, lúgos 
közegben végbemenı oxidációs reakciójának elektronszám változását. Az egyik esetben 
makroelektrolízist végezve mértem a mérıcellán áthaladó töltésmennyiséget és a vizsgált 
anyag koncentrációjának csökkenését a reakció elegyben. Az anyagmérleg alapján 
számítottam az elektronszám változás értékét. 
 
A másik esetben forgó elektród alkalmazásával végezve méréseket a Koutecky-Levich 
módszert követtem. Ez a módszer a heterogén, elektrokatalitikus reakció sebességi 
koefficiensének mérését is lehetıvé teszi. 
 
Az elektrolízis termékének vizsgálatára a nagymérető elektróddal makroelektrolízist 
végeztem, és a kapott reakcióelegyet ionkromatográfiás és voltammetriás úton elemeztem, 
mérve a reakcióban keletkezı és átalakuló anyagok koncentrációját, és az elektrolízis során, a 
cellán áthaladt töltésmennyiséget. A makroelektrolízissel kapott elegy réztartalmát 
atomspektroszkópiás módszerrel határoztam meg. 
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4.1.2. Elektronszám változás mérése makroelektrolíz issel  
 
A coulométer üvegcellájába 1-5 mmol/dm3 koncentrációjú minta anyagot tartalmazó, 5 cm3 
100 mmol/dm3 koncentrációjú nátrium-hidroxid alapoldatot juttattam. A cellába helyeztem a 
nagymérető réz munkaelektródot, nagymérető platina segédelektródot (Radelkis) és agar-
agar kocsonya áramkulccsal elválasztott terő Ag/AgCl vonatkozásielektródot. Mágneses 
keverıt, nagytisztaságú nitrogén bevezetést alkalmazva 0.5-0.6 V elektródpotenciál mellett 
hosszan tartó elektrolízist végeztem. Mértem az elektrolízis idejét és a cellán áthaladó 
töltésmennyiséget. 
 
A makroelektrolízist azonos ideig alapoldatban végezve meghatároztam a maradékáramként 
a cellán átfolyó töltésmennyiségét. Ezzel korrigáltam a minta esetében kapott áramintegrált. 
A mintaoldat elektrolízisekor kapott oldatot kvantitatív 10 cm3-es mérılombikba vittem és 
álló oldatban végzett voltammetriás méréssel meghatároztam a vizsgálandó anyag 
koncentrációját. A mérések során három párhuzamos voltammogramot vettem fel. A 
csúcsáram intenzitások átlagából kalibrációs görbe segítségével határoztam meg az 
elektródreakcióban át nem alakult anyag koncentrációját. Ismerve az eredeti koncentrációt és 
a töltésmennyiséget, lehetıségem volt az elektronszám változás (n) kiszámítására az alábbi 
egyszerő képlet segítségével. 
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Természetesen a hígítást figyelembe kell vennünk ceredeti  megadásakor. A különbözı 
anyagok esetében három párhuzamos mérést végeztem. A kapott elektronszám változás 
adatokat a 4.2. táblázat tartalmazza. 
 

4.2. táblázat Monoszacharidok elektrokatalitikus  
oxidációjakor mért elektronszám változás 
Vizsgált minták „n” értékek  

 
Arabinóz 8.2 

Galaktóz 10.5 

Glükóz 11.5 

Mannóz 9,7 
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4.1.3. A Koutecky- Levich módszerrel végzett mérése k 
 
A jól ismert [191], széles körben használt Koutecky - Levich egyenlet lehetıséget biztosít az 
elektródfolyamatok egyes sajátságainak meghatározására. Az egyenlet a teljesen transzport 
kontrollált esetre vonatkozó Levich egyenlet és a transzport által egyáltalán nem befolyásolt 
kinetikus áramot leíró egyenlet kombinációjából adódik. 
 
Forgó korong elektródra a Levich egyenlet: 
 

C6/12/13/2nFAD620,0ci
−= νω  

 
ahol n az elektronszám változás, A az elektródfelület nagysága (cm2) D az átalakuló anyag 
diffúziós koefficiense (cm2s-1), C annak koncentrációja (mol/ cm3), ω a forgás sebesség (rad 
s-1), ν a közeg kinematikus viszkozitása (cm2s-1). 
 
A kinetikus áramot (ik) leíró egyenlet: 
 

CfnFAkki =  

      kf  a reakció sebességi koefficienst jelenti 
 
Az elektródfelületen adszorbeált mediátor anyag esetében a kémiai reakció másodrendő. A 
reakció sebessége függ a mediátor felületi koncentrációjától, a borítottságtól (Γ ) is. Ekkor a 
tisztán kinetikus áram komponenst leíró egyenlet a következı: 
 

ΓCnFAki fk =  

 
A teljes áram a két komponens összege: 

dikiti +=  

A Koutecky – Levich egyenlet egyszerően a fenti áramintenzitás összeg reciprokából adódik. 
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Jól látható, hogy az egyenletek jobb oldalának elsı tagja tartalmazza a reakció sebességi 
koefficiensét, továbbá, hogy a jobb oldal második tagjában nem szerepel a sebességi 
koefficiens, sem a katalizátor felületi koncentrációja (Γ, mol/cm2). Látható, hogy ha az 
egyenlet érvényességi tartományában választott paraméterek mellett, forgó korong 
elektróddal végzünk méréseket, akkor a különbözı forgássebesség (ω) mellett kapott 
áramintenzitás értékek reciprokát a forgássebesség négyzetgyöke reciprokának függvényében 
ábrázolva, azaz képezve 1/it - 1/ω1/2 függvényt, egyenest kell kapnunk. Az egyenes 
tengelymetszetébıl n, A és C (és elektrokatalitikus reakció esetén Γ) ismeretében a kf érték 
kiszámítására van lehetıségünk. Az egyenes meredeksége a többi paraméter (D, C, A, ν) 
ismeretében a folyamat elektronszám változásának (n) meghatározására ad lehetıséget. 
 
A Koutecky – Levich egyenlet alapján nyert adatokat rendszerint csak tájékoztató 
pontosságúnak tekinthetjük. 
 
A lúgos közegben rézelektróddal végzett voltammetriás mérésekkor az elektródfelületét 
bevonó oxid film szerepel – feltételezésünk szerint – elektrokatalizátorként. Ennek, az adott 
elektródpotenciál mellett katalizátorként való mőködésekor kialakuló pontos sztöchiometriai 
összetételét nem ismerjük. Tekinthetjük CuO-nak, vagy Cu2O-nak. A feltételezett összetételő 
filmek felületi koncentrációjának becslésére a ciklikus voltammogramokon mutatkozó jól 
definiált redukciós csúcsok által képviselt áramintegrálok alapján van lehetıségünk, amint 
azt korábban megmutattam. 
 
A rézelektród felületén lejátszódó folyamat vizsgálatára követve a Koutecky – Levich 
módszert, forgó elektródos vizsgálatokat végeztem a Radiométer gyártmányú forgó elektród 
test végéhez csavarosan illeszkedı teflon henger centrumába préselt rézhuzalból készített, 
megfelelıen polírozott, és elıkészített elektróddal. 
 
Az elektródot kismérető fızıpohárból kialakított mérıcellába helyezve, ezüst huzal 
vonatkozásielektród (φ =1mm) és platina huzal segédelektród (φ =1mm) alkalmazásával az 
elızetesen megállapított 0,650 mV vs. Ag kvázi vonatkozásielektród polarizációs potenciál 
mellett, különbözı elektród forgássebesség mellett regisztráltam az amperometriás áramot. 
Úgy jártam el, hogy a mérıcellába a 100 mmol/dm3 koncentrációjú frissen készített nátrium- 
hidroxid alapoldat pontosan bemért térfogatát juttattam, majd különbözı forgássebességek 
mellett regisztráltam az alapáramot. Ezután a vizsgált anyag adott oldatának, adott térfogatát 
juttattam a mérıcellába és elvégeztem az áram - forgássebesség függvény regisztrálását. 
Újabb oldatdózisok beadása után a mérıcella oldattartalmának megújítása nélkül 4-6 
különbözı koncentrációjú oldatra vonatkozó regisztrátumot készítettem. A 4.8. ábra 
különbözı glükóz koncentrációjú oldatok esetében kapott regisztrátumok közül mutat be 
néhányat. 
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4.8. ábra Áram (i) - idı (t) regisztrátumok különbözı glükóz koncentrációjú oldatok esetében. 

A jelentkezı lépcsık a forgássebességet indikálják. 
 
A kapott áram értékeket korrigáltam az alapoldatra vonatkozó értékekkel. Az így kapott it–ω 
értékekbıl képeztem a Koutecky- Levich függvényeket. Különbözı koncentrációjú glükóz 
oldatok esetében kapott Koutecky – Levich függvényeket mutat a 4.9. ábra.(A függvények 
szerkesztéséhez a 4.8 ábrán látható regisztrátumokból vett adatokat használtam.) 
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4.9. ábra 1.3-6.4 mmol/dm3 glükóz oldatok mérésével kapott Koutecky – Levich függvények 
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A 4.3. táblázat példa képpen a különbözı mérési paraméterek mellett kapott és az 
értékeléshez használt adatokat mutatja a 6.4 mmol/dm3 koncentrációjú glükóz meghatározás 
esetén. 
 
4.3. táblázat Különbözı mérési paraméterek mellett kapott és az értékeléshez használt 
adatok 

ω /rad s-1 i t alap/10-6A  it glükóz /10-6A ∆i t /10-6A ω/1  1/∆it 

7.2 2.0 7.00 5.00 0.37211 0.20000 
15.0 1.9 14.55 12.65 0.25848 0.07905 
31.0 2.0 16.29 14.29 0.17966 0.06998 

47.2 2.0 17.70 15.70 0.14555 0.06369 
63.4 2.0 18.32 16.32 0.12556 0.06127 
79.2 2.0 18.77 16.77 0.11234 0.05963 
94.8 2.0 18.85 16.85 0.10269 0.05935 
110.5 1.8 19.07 17.27 0.09512 0.05790 

 
 
A kapott egyenesek meredekségébıl számoltam a reakció elektronszám változásának értékét.  
A számoláshoz a Faraday konstanst 96486.6 C/mol-nak vettem. A diffúzió állandó és a 100 
mmol/dm3 koncentrációjú, 25 oC-os nátrium-hidroxid oldat kinematikus viszkozitás értékeit 
Dglükóz = 6.7x10-5 cm2/s, ν 100 mmol/dm

3
 NaOH = 0.01023 cm2/s az irodalomból [192] vettem. 

 
A meredekség adatokból kapott elektronszám változás értékeket a 4.4. táblázat foglalja össze.  
 

4.4. táblázat Koutecky – Levich függvény meredekségébıl számolt 
Elektronszám változás értékek 
Vizsgált anyagok  n Szórás 
Glükóz 12.11 ± 0.33 
Galaktóz 11.60 ± 0.41 
Arabinóz 9.65 ± 0.25 

 
 
A Koutecky – Levich egyenesek tengelymetszete alapján számolhatjuk a reakció sebességi 
koefficienseket. Ehhez, mivel elektrokatalitikus reakcióról van szó, meg kellett határoznom 
az oxid film felületi koncentrációját, a borítottságot (Γ ). Ennek meghatározásához 100 
mmol/dm3 koncentrációjú NaOH oldatban ciklikus voltammetriás görbéket készítettem 
különbözı módon elıkezelt, különbözı mérető réz korongelektródokkal az elızıekben 
megadott vonatkozási- és segédelektród mellett álló oldatban. A két határozott redukciós 
csúcs alatti áramintegrálokból (lásd 4.2. ábra) és a korong alakú elektródfelületek geometriai 
nagyságából számoltam a réz-oxid film felületi koncentrációját (Γ mol/cm2).  
 
Az alábbi táblázat tartalmazza a felületi borítottságra vonatkozó kísérleti eredményeimet. 
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4.5. táblázat Felületi borítottságra vonatkozó kísérlet eredményei 
Elektród Geometriai 

méret /cm2 
Redukciós 

4.csúcs  
(Ep=-0.560V) 

(µC) 

Borítottság 
Γ/µmol cm-2 

Redukciós 
5.csúcs  

(Ep=-0.820V) 
/µC) 

Borítottság 
Γ/µmol cm-2 

Frissen polírozott 0.0234 44.5 0.0197 56.0 0.0124 
Huzamosan 
használt 

0.0234 34.1 0.0151 30.27 0.0067 

Elektrokémiailag 
elıkezelt 

0.0234 306.7 0.1358 279.8 0.0620 

 
A számolás eredményeként kapott heterogén másodrendő elektrokatalitikus reakció sebességi 
koefficienseket a 4.6. táblázat tartalmazza. 
 

4.6. táblázat A heterogén másodrendő elektrokatalitikus  
reakció számított sebességi koefficiensei 

Vizsgált anyagok k /10-3dm3 mol-1s-1 
Glükóz 3.9 
Galaktóz 4.9 
Arabinóz 2.9 

 
A vizsgált anyagok esetében mindkét módszerrel viszonylag nagy értéket kaptam 
elektronszám változásra. A két módszerrel kapott eredmények, a módszerek nem 
különösebben jó reprodukálhatóságát figyelembe véve egymással elfogadható egyezésben 
vannak. Hasonlóan nagy elektronszám változásokat kaptak különbözı cukrokra Torto és 
munkatársai [190], Kano és munkatársai [194] valamint Baldwin csoportja [195]. 
 
Kérdéses, hogy mi az elektrokémiai oxidáció terméke. A monoszacharidok esetében kapott 
nagy elektronszám változás csak a C-C kötés hasadásával, oxidált állapotú fragmentumok 
keletkezésével képzelhetı el. A makroelektrolízis során kapott elegyek ionkromatográfiás 
analízise alkalmasnak látszott arra, hogy az oxidáció termékeirıl információt szerezzek 
[193].  
 
Ennek megfelelıen az elızıekben leírt módon végzett makroelektrolízissel kapott oldatokat 
ionkromatográfiás analízisnek vetettem alá. Az elválasztást IonPac AS5A kolonnán 
végeztem, eluensként 0.5 cm3/perc sebességgel áramoltatott 3mmol/dm3 nátrium-hidroxid 
oldatot használtam. A bemérı hurok térfogata 10 μl volt. A makroelektrolízissel készített és 
10 cm3-re kiegészített mintaoldatokat 21-szeres hígítás után injektáltam.  
 
Szupresszor kolonna alkalmazása mellett vezetıképességi detektorral követtem nyomon az 
elválasztást. Példaképpen egymás utáni injektálás során regisztrált kromatogramokat mutat 
be a 4.10. ábra. Az ábrán „1. minta” az 50 mmol/dm3 koncentrációjú fruktóz. a „2. minta” 50 
mmol/dm3 koncentrációjú glükóz makroelektrolízisével készített oldatot jelöli.  
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4.10. ábra Vezetıképesség mérı detektorral regisztrált kromatogrammok 

„1. minta” az 50 mmol/dm3 koncentrációjú fruktóz -, 
„2. minta” 50 mmol/dm3 koncentrációjú glükóz makroelektrolízisével készített oldatot jelöli. 

 
A kromatográfiás mérések segítségével minden egyes makroelektrolízissel kapott oldatban 
jelentıs mennyiségő formiát jelenlétét sikerült kimutatnom. Kalibrációs görbe segítségével 
kiértékeltem a kromatogramokat. Voltammetriás méréssel meghatároztam az elektrolízis 
során oxidálódott, azaz az elegybıl eltőnt szénhidrát mennyiséget. Ismerve a 
makroelektrolízis során, a cellán áthaladt korrigált töltésmennyiséget (∆Q), lehetıségem volt 
anyagmérleget készíteni. Glükózra vonatkozó eredményekrıl ad áttekintést a 4.7. táblázat. 
Az oxidált glükóz molekulák számát a talált formiát molekulák számával összevetve úgy 
találtam, hogy a mólarány közel 1:6, azaz egy glükóz molekula oxidációja hat formiátion 
keletkezéssel jár együtt. 
 
Korróziós jellegő elektród folyamat esetében a makroelektrolízis során jelentıs mennyiségő 
rézion kerül az oldatba. A makroelektrolízissel kapott elegyek rézion tartalmát 
atomspektroszkópiás módszerrel mértem réz vájtkatód lámpát és 324.7 nm hullámhosszat 
használva. A makroelektrolízissel kapott, 10 cm3-re kiegészített oldatot közvetlenül, hígítás 
nélkül porlasztottam a készülék acetilén – levegı lángjába. Az értékelést kereskedelmi 
standardok alkalmazásával készített kalibrációs görbe segítségével végeztem. A 4.7. táblázat 
tartalmazza az atomabszorpciós módszerrel kapott adatokat is. A táblázatba foglaltam a 
rézoldódást elıidézı számított töltésmennyiség és az összes töltés százalékos arányát, η -t is 

100
QCuM

nFCum
∗=

∆
η  

  ahol, mCu a talált réz mennyiség, MCu  a réz atomtömege = 65.55g 
  n a Cuo  

→
  Cu+ reakció elektronszám változása, n=1 
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Látható, hogy a réz elektródfelületén lúgos közegben végbemenı elektrokémiai oxidációban 
fı termékként formiát ionok keletkeznek. A reakcióban az elektródfelületén lévı rézoxid film 
elektrokatalizátorként vesz részt. Egy glükóz molekula oxidációjakor hat formiát ion 
keletkezik. Továbbá a réz korrózió igen kis mértékő. 
 
 

4.7. táblázat Glükóz oldat makro-elektrolízisének analitikai eredményei  
 

#  
Glükóz  

c/10-6mol  

 
 

Töltés/  
Cb 

 
Mért 

formiát 
m/10-6mol 

 
Glükóz 

eqv. 
formiát 
/10-6mol 

 
Tömeg 

glükóz eqv. 
 /10-5mol 

 

 
 
n 
 

 
Mért Cu 
c/ ppm 

 
mCu  

 
/10-6g  

 
η /% 

1 30.0 9.4069 50.82 8.47   6.50 11.50 2.51 7.5 0,121 
2 30.0 8.1760 42.90 7.15   7.15 11.85 1.10 4.5 0.084 
3 30.0 7.2052 37.98 6.33   6.33 11.79 2.72 8.1 0.171 

 
A kapott eredmények alapján valószínőnek látszik az, hogy az elektródreakció az alábbi, Lou 
és Baldwin által javasolt [195], de ezideig tudomásom szerint két oldalról senki által nem 
bizonyított mechanizmus szerint játszódik le. 
 

 
Korábban 1H és 13C jelzett NMR mérések alapján indirekt úton igazolták a formiát ionok 
jelenlétét a reakció elegyben. [194]. Mások [195] galaktóz lúgos közegben végzett 
elektrokatalitikus oxidációja során csak nyomnyi mennyiségő formiátot találtak.  
Érdemes összevetnünk a 4.2 és a 4.4 táblázatokban szereplı elektronszám változások adatait 
a 4.7 táblázat adataival. Ennek megfelelıen a feltételezhetı, hogy a 4.7 táblázat adatai 
alapján tett megállapítások némiképpen általánosíthatók. Feltételezhetı, hogy más 
szacharidok esetében is a rézelektródon lúgos közegben végbemenı oxidációs reakció fı 
terméke formiát ion. Ugyancsak igaznak tőnik, hogy más szacharidok esetében is 
elektrokatalitikus jellegő a lúgos közegben végbemenı elektrooxidáció. Az elektród korrózió 
pedig elhanyagolható mértékő. A 4.4. táblázat adatai — elektronszám változások glükóz, 
fruktóz, arabinóz esetén — világosan mutatják, hogy mindegyik monoszacharid esetében 
szénatomonként kételektronos oxidációval kell számolnunk: a hat szénatomos glükóznál és 
fruktóznál az elektronszám változás 12, az öt szénatomos arabinóznál 10. Korábbi, a 
dolgozat anyagában nem szereplı vizsgálataim során vicinális hidroxi csoportot tartalmazó 
más vegyületek, pl. borkısav is elektroaktívnak bizonyultak lúgos közegben a réz elektróddal 
nézve. Minden bizonnyal az elektrokatalitikus oxidációs reakció során a vicinális hidroxi 
részt tartalmazó láncrész szén-szén kötése felhasad.  
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A kapott elektronszám változás szokatlanul nagy. Hasonlóan hexózok elektrokémiai 
oxidációja esetében 12 körüli elektronszám változásról számolnak be svéd kutatók [30]. 
Természetesen a nagy elektronszám változás analitikai szempontból elınyös. 
  
4.2. AZ ELEKTROKATALITIKUS RÉZELEKTRÓD ALKALMAZÁSAI   
 
Az elektrokatalitikus rézelektród stabilis mőködése kézenfekvıvé tette, hogy megvizsgáljam 
kromatográfiás elválasztások detektálásában való alkalmazhatóságának lehetıségeit. Ennek 
megfelelıen három különbözı felépítéső kromatográfiás detektorcellát készítettem és 
tanulmányoztam azok mőködését. Modellanyagként borkısavat, mono- és diszacharidokat 
használtam. Ezek alkalmas ionkromatográfiás oszlopon lúgos közegben elválaszthatók. 
Szerencsés egybeesés, hogy a rézelektród mőködése is bázikus közeget igényel. Cukor 
komponensek analízisére az élelmiszeranalízis, a növénytani kutatások, a klinikai 
diagnosztika stb. területén számos probléma kapcsán van szükség. 
 
Amint az a korábbiakban bemutatásra került, Adams - Kissinger típusú átfolyó vékonyréteg 
cellát, wall jet típusú detektorcellát és nyitott kolonna végbe helyezett huzal típusú 
mikrocellát készítettem. 
 
A detektorcellák mőködését áramló oldatos injektálásos (’flow injection analysis’, FIA) 
rendszerbe iktatva vizsgáltam. Tanulmányoztam a detektálás érzékenységét, az effektív cella 
térfogatot, a mőködés reprodukálhatóságát, a kezelhetıséget [196]. 
 
Adams – Kissinger cellával FIA technikával készült áram – idı regisztrátumot mutat be a 
4.11. ábra. A mérések során 1 cm3/perc áramlási sebességet, 0.6 V elektródpotenciált és 50 µl 
térfogatú minta hurkot használtam. A kisebb csúcsok esetében 10-7 mol/dm3, míg a 
nagyobbak esetében 10-5 mol/dm3 koncentrációjú borkısavat injektáltam.  
A 4.12. ábrán hasonló körülmények közötti injektálások esetében kapott áramcsúcsok alapján 
szerkesztett glükóz kalibrációs görbét mutatok be. 
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4.11. ábra FIA technikával készített készült áram (i) – idı (t) regisztrátum. (1 cm3/perc 50 
mmol/dm3 nátrium-hidroxid vivıoldat áramlási sebesség, 0.6 V elektródpotenciál és 50 µl 
minta hurok térfogat. Injektált oldat: 10-7 és 10-5 mol/dm3 koncentrációjú borkısav oldat.) 
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4.12. ábra FIA technikával készített glükóz kalibrációs görbe (mérési körülmények 
megegyeznek az elızı ábrán közöltekkel) 

 
A cella megfelelıen mőködött, viszonylag kis alsó méréshatár elérését tette lehetıvé, 
azonban amint az a csúcsok „tailinges” karakterébıl látható, kedvezıtlenül nagy diszperziót 
okozott. Az oldatvezetı csatornába bejutó levegı buborékok eltávolítása technikai 
nehézséget okozott. További kromatográfiás méréseimben ezért a másik két cella típust 
elınyben részesítettem. 
 
 
4.2.1. Méz és nektár f ı cukor komponenseinek analízise 
 
A természetes mintákban lévı cukor komponensek koncentrációjának, azok egymáshoz 
viszonyított arányának meghatározása gyakori, különbözı területeken jelentkezı analitikai 
feladat. Így például virágos növények nektárjának összetétele botanikusokat, a mezıgazdaság 
területén dolgozó kutatókat érdekli [197]. A méz analízise az élelmiszeripari minıség-
ellenırzés, a forrás azonosítás vagy a hamisítás feltárása szempontjából fontos [198]. 
 
A feladat megoldására igen nagyszámú analitikai módszert dolgoztak ki. Szilanizálással 
illékonnyá tett komponensek gázkromatográfiásan mérhetık (pl. [198,199]). A HPLC 
módszerek gyakran a kevésbé érzékeny törésmutatós detektálást alkalmazzák (pl.[199]). 
Justino és munkatársai [200] HPLC módszerrel tanulmányozták méz öregedésekor az 
összetételben bekövetkezı változásokat, NMR és FTIR-ATR detektálásos technikát is 
használtak.  
 
A különbözı növények által kiválasztott nektárok fı komponensei a glükóz, fruktóz és 
szacharóz. A mézben csak a glükóz és a fruktóz a jelenti a fı cukor komponenseket. A 
szacharóz koncentráció ritkán haladja meg a teljes szénhidrát mennyiség 4%-át. Nagy 
szacharóz koncentráció mézhamisítást jelez [201]. 
 
Kereskedelemben kapható kromatográfiás oszlopok jól használhatók cukor komponensek 
elválasztására nátrium-hidroxid eluens alkalmazásával. Lévén, hogy lúgos közegben 
nemesfém elektródon a mono- di- és oligo-szacharidok oxidálhatók, a közismerten elınyös 
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alsó méréshatárt biztosító amperometriás detektálás alkalmazására is sor került [202]. 
Azonban a nemesfém elektród passziválódik, így pulzáló amperometriás méréstechnika 
használatára van szükség.  
 
Botanikus kollegák javaslatára kézenfekvı volt megkísérelni a munkámban készített és 
vizsgált rézelektródok, illetıleg detektor cellák nektár, illetıleg méz analízisre történı 
alkalmazását.  

 
4.2.2. Detektor mér ıpotenciáljának megállapítása  
 
A mézben elıforduló cukor komponensek amperometriásan detektált kromatográfiás 
analízisével többen foglalkoztak [203-205]. A hatékony detektáláshoz alapvetı jelentıségő a 
detektálási elektródpotenciál helyes megválasztása. Ezt célszerő az úgynevezett dinamikus 
voltammogram alapján meghatározni. A dinamikus voltammogramot FIA vagy 
kromatográfiás készülék alkalmazásával készítjük. Úgy járunk el, hogy az elektródpotenciál 
lépésenként történı változtatása mellett azonos koncentrációjú oldatok azonos dózisait 
injektáljuk. A kapott regisztrátumok alapján csúcsáram intenzitás (ip) – elektródpotenciál 
függvényt szerkesztünk. Ezt az ip – E függvényt nevezzük dinamikus voltagrammnak.  
 
Munkámban a dinamikus voltammogramot úgy készítettem, hogy CarboPac PA1 analitikai 
kolonnával ellátott kromatográfhoz kapcsoltam nyitott kolonna végbe vezetett réz huzal 
detektor cellát. Ennek munkaelektródján rendre 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 
600, 650, 700 mV elektródpotenciált állítottam be, eközben 0.1 mol/dm3 nátrium-hidroxid 
eluens oldatot áramoltattam. 10 µl-es bemérı hurok alkalmazásával azonos mintaoldat 
dózisait injektáltam és regisztráltam a kialakult áramot az idıben. A mintaoldat 10 µl-e 0.55 
nmol glükózt, 0.83 nmol fruktózt és 1.46 nmol szacharózt tartalmazott. A különbözı 
potenciálok mellett kapott kromatogramokat mutatja be a 4.13. ábra. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.13. ábra Különbözı elektródpotenciálok mellett kapott kromatogramok 
(CarboPac PA1 analitikai kolonna, 10µl-es bemérı hurok, 0.1 mol/dm3 nátrium-hidroxid 

eluens, 0.55 nmol glükóz, 0.83 nmol fruktóz és 1.46 nmol szacharóz 10 µl mintában) 
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A regisztrált kromatogramokat egybevetı ábra (4.13.) alapján lehetıségünk van a dinamikus 
voltammogramok megrajzolása nélkül is megválasztani az optimális detektor potenciált. A 
kromatogramok kezdeti szakaszán jól látszik a bemérés által okozott áram tranziens. Ezután 
a fruktóz csúcsa már 0.2 V elektródpotenciál mellett megjelenik. A fruktóznál kisebb 
retenciós idejő glükóz csúcs 0.35 V-nál, míg a szacharóz csúcsa csak 0.4 V-nál mutatkozik. 
Az egyes csúcsok az elektródpotenciál növelésével nınek, majd 0.6 V után csökkenés 
következik be.  
 
A kromatogramok összevetése alapján célszerőnek tartottam 0.6 V elektródpotenciál mellett 
végezni a kromatográfiás méréseket.  
 
A kromatogramokon látható egyes csúcsmagasságokat a detektálási elektródpotenciál 
függvényében ábrázolva nyerjük a dinamikus voltammogramokat. A három anyagra 
vonatkozó, a kromatogramok adataiból szerkesztett dinamikus voltammogramokat mutatja 
be a 4.14. ábra. A dinamikus voltammogramok is mutatják, hogy mérési potenciálnak 
célszerő 0.6 V –ot választani. Emellett a 0.6 V-nál jelentkezı ip értékek és a bemért egyes 
anyagmennyiségek ismeretében a detektálás relatív érzékenysége az egyes anyagokra 
vonatkozóan könnyen kiszámítható. 
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4.14. ábra A 4.13 ábra alapján szerkesztett dinamikus voltammogramok 

 
A CarboPac PA1 analitikai kolonnán 1mol/dm3 nátrium-hidroxid eluenst használva 
elvégeztem néhány cukorkomponens, arabinóz, mannit, glükóz, fruktóz, szacharóz 
kromatográfiás elválasztását. Az eluens áramlási sebességét 0.20-0.25 cm3/percnek 
választottam. A bemért minta mennyiség 1-10 µl között változott.  
 
A különbözı nektárokban esetlegesen elıforduló szacharidok (fıleg monoszacharidok) közül 
néhány elkülönülı komponens kromatogramját szemléltetem a 4.15.-4.17. ábrákon.  
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4.15. ábra Arabinóz és mannit kromatogramja (áramlási sebesség 0.25 cm3/perc) 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

4.16. ábra Glükóz, fruktóz és szacharóz kromatogramja (áramlási sebesség 0.20 cm3/perc) 
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4.17. ábra Arabinóz, glükóz, fruktóz és szacharóz kromatogramja 
(áramlási sebesség 0.25 cm3/perc) 

 

4.2.2.1. A komponens azonosítása és reprodukálhatósága  
 
Ionkromatográfiás elválasztás esetén a komponensek azonosítására a retenciós idı szolgál. 
50 mérés átlagából kiszámítottam az egyes komponensek retenciós idejének szórását. Az 
egyes retenciós idıket és a hozzátartozó szórás értékeket 4.8. táblázatban foglaltam össze. 
 

4.8 táblázat Glükóz. fruktóz és szacharóz retenciós idı értékei és szórása 
Komponens Retenciós idı/perc Szórás / % 
Glükóz 4.26 2.33 
Fruktóz 4.91 2.24 
Szacharóz 9.32 2.25 

 
A glükóz, fruktóz és szacharóz mennyiségének megállapításához 0 – 2 nmol/dm3 
tartományban kalibrációs görbéket készítettem. Az egyes kalibrációs görbéket a 4.18. ábrán 
mutatom be. 
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4.18. ábra Glükóz, fruktóz és szacharóz kalibrációs egyenesei 
 
4.2.2.2. Az amperometriás detektálás alsó méréshatárának megállapítása  

 
A módszer analitikai paramétereit, így az elválasztás hatékonyságát, a detektálás alsó határát 
glükóz és fruktóz komponensekre határoztam meg. Az alsó méréshatár meghatározásához a 
detektor eluens oldat esetében mutatkozó jelének standard deviációját számoltam (σ). Ez 4.2 
nA-nek adódott. Ennek háromszorosát a kalibrációs görbe extrapolált szakaszára vetítettem. 
Glükóz esetére 13 pM, fruktózra 20 pM alsó méréshatár értéket számoltam.  
 
4.2.2.3. Visszanyerési kísérlet  
 
A kromatográfiás meghatározás valós minták esetében mutatkozó megbízhatóságának 
ellenırzésére mézbıl készített mintamátrixhoz ismert mennyiségő cukor komponenseket 
adtam és kromatográfiásan mértem a hozzáadás elıtt és a hozzáadás utáni koncentrációkat. 
Az így végzett „szpájking” kísérletek eredményét mutatja a 4.9. táblázat. 
A méz mátrixot 0.1 mol/dm3 nátrium-hidroxid hozzáadással, hígítással készítettem. A mátrix 
mintához 0.1 mol/dm3 nátrium-hidroxid oldatban készült standard glükóz, fruktóz és 
szacharóz oldat ismert mennyiségét adtam. Az egyes cukor meghatározásokat ötször 
megismételtem. Az illetı cukor komponensek koncentrációját kalibrációs görbe segítségével 
határoztam meg.  
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4.9. táblázat Glükóz, fruktóz és szacharóz visszanyerési vizsgálata 10µl méz mátrixban 

 
Minta Cukor mennyiség 

m/ 10-9g ±S.D.%  
a mátrixban 

Hozzáadott mennyiség 
m/10-9g 

Talált mennyiség 
m/10-9g ±R.S.D.% 

Visszanyerés/ 
%±R.S.D.% 

1 Glükóz: 0.59±1.08 0.26 0.86±1.35 101.2±1.46 

2 Fruktóz: 0.63±2.31 0.38 0.99±1.82 97.9±4.21 

3 Szacharóz: 0.01±3.15 0.91 0.89±2.01 98.3±6.33 

4 Glükóz: 0.27±2.78 0.26 0.51±2.65 99.7±7.10 

5 Fruktóz: 0.34 ±3.11 0.38 0.69±2.06 98.0±6.41 

6 Szacharóz: 0.00±3.94 0.91 0.90±1.93 96.0±7.60 

 
 
 
 
4.2.3. A módszer alkalmazása valós mintákban  
 
 
Mintaelıkészítés és mérés 

 
 

Virág mintául piros árvacsalánt (Lamium purpureum) és pongyola pitypangot (Taraxacum 
officinale) választottam. 
 
A nektárminta készítéséhez a virágokat kistérfogatú, 0.1 mol/dm3 koncentrációjú nátrium-
hidroxid oldatba helyeztem és 5 perces folyamatos rázogatás mellett kioldottam cukor 
tartalmukat. A piros árvacsalán virágzatának különbözı részeirıl választottam egy - egy 
virágot. Az egyes virágokhoz 2 cm3, míg a pongyola pitypang egy virágjához 20 cm3 0.1 
mol/dm3 koncentrációjú nátrium-hidroxid oldatot adtam a kioldáshoz.  
Az ily módon készített nektár mintából, ülepítés és szőrés után 10 µl térfogatot injektáltam, 
majd 0.25 cm3/perc áramlási sebességő, 0.1 mol/dm3 nátrium-hidroxid eluenssel CarboPac 
PA1 oszlopon kromatografáltam. A 4.19 – 4.20. ábrák a nektármintákból nyert 
kromatogramok.
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4.19. ábra A piros árvacsalán nektároldatának kromatogramjai (Lamium purpureum)  

A virágzaton felül- a), középmagasságban- b) és alul- c) elhelyezkedı virágok 
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4.20. ábra Pongyola pitypangból (Taraxacum officinale) származó extraktum kromatogramja  
 
A nektárokban elıforduló mintegy 32 féle cukor komponensbıl a CarboPac PA1 oszlopon 0.1 
mol/dm3 nátrium-hidroxid eluenst alkalmazva, a fı komponenseket a glükóz, fruktóz és 
szacharóz komponenseket azonosítottam retenciós idı alapján a vizsgált virágok nektárjaiban. 
 
Az árvacsalán minden egyes virága tartalmazott glükózt, fruktózt, szacharózt, azonban ezek 
mennyisége eltérı volt. Ennek oka valószínőleg az alsóbb virágok öregedése és a kevesebb 
napfényellátottság. 
 
A fı komponensek mellett kisebb mennyiségben egyéb komponensek pl. arabinóz is 
megtalálhatók a nektárban. A kromatogramok alapján megállapítható volt, hogy a pongyola 
pitypang több cukorkomponenst tartalmaz, mint a piros árvacsalán. 

 
 
 
 

4.3. BIOSZENZOROK 
 
 
 
4.3.1. Putreszcin meghatározás vérben 
 
 
Tanulmányi utam keretében az Észak-Karolinai Duke Egyetmen a klinikai mérések céljára 
szolgáló lapos mikrocellák fejlesztésével, alkalmazásával kapcsolatos kísérleteket végeztem. 
Ez a munka folytatódott a PTE laboratóriumaiban, illetıleg a Memphisi Egyetem Biomedical 
Engeneering fakultásán nyári tanulmányutak során. Feladatként jelentkezett, hogy a korábban 
viszonylag nagy putreszcin koncentrációjú klinikai minták analízisére kidolgozott mikrocella 
méréstartományát a kis koncentrációk irányába kiterjesszük. A vérben levı igen kis 
koncentrációjú putreszcin szintjének kismértékő növekedése ugyanis rosszindulatú daganatos 
megbetegedésekkel jár együtt. A feladat megoldását célzó kísérleteimrıl számolok be az 
alábbiakban. 
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Munkámban flexibilis 125 µm vastagságú poliimid (Kapton, DuPont) filmen, vékonyréteg 
technológiával elıállított háromelektródos alapelektród rendszerbıl készítettem putreszcin 
mérı amperometriás enzimcellát. A cella felépítése a 4.21. ábrán látható  

 
Külsıréteg (PU)

Belsıréteg (p-m-PDA)

PlatinaEllenelektród
     (platina)

Arany
Króm

Kapton
(poliimid)

Referencia- 
elektród

Munkaelektród

Ellenelektród

Referenciaelektród
(Ag/AgCl)

Enzimréteg

 
 

4.21. ábra A réteges szerkezető, lapos mikrochip alapú bioszenzor 
 
Az amperometriás alapcellák 10x10 cm-es lemezre nyomtatva készültek, egy lemez 27 
egységet is tartalmazott. A kapton lemezen króm, majd ezt beborító arany füst réteg szolgált 
az egyes elektródok, a vezetékek és az elektromos kontaktus kialakítására. A kontaktus 
lemezeken és az elektródok felületén kívüli részeket szigetelı film fedte be. Az egyes lapos 
cellákat ollóval szeparáltam. A kontaktus lemezekhez a végükön a szigetelı rétegüktıl 
megfosztott vékony rézdrótot kötöttem ezüst epoxi réteg segítségével. Az ezüst epoxi paszta 
kötését gyorsítandó a cellát egy órára 60 oC-os szárító szekrénybe helyeztem. Ezután 
szilikongumi ragasztóból szigetelı réteget képeztem a kontaktus lemezek tartományát 
beborítva.  
 
A munkaelektródként szolgáló kör alakú középsı elektródot (felület nagyság 1.77 mm2) és a 
hosszabb koncentrikus körgyőrő szakaszt elektrokémiailag kialakított platina réteggel vontam 
be. A körgyőrő kisebb részére ezüstöt, majd ezüst-klorid réteget választottam le az 
elızıekben leírt recepteket követve. 
  
A bioszenzoros mérıcella mőködése az alábbi enzimkatalizálta reakción alapult.  
 

2O2H3NHCHO-3)2(CH-N2H
oxidáz-putreszcin

 O2H+2O+2NH4)2(CH-N2H ++ →−   
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A korábban mások által alkalmazott poliamin-oxidáz (E.C. 1.5.3.3.) és diamin-oxidáz (E.C. 
1.4.3.6) enzimek helyett sikerült kedvezı fajlagos aktivitású és stabilitású, és igen kedvezı 
specificitású putreszcin-oxidáz (E.C. 1.4.3.10.) enzim készítményt beszereznünk.  
 
A analitikai jel a reakcióban keletkezı hidrogén-peroxid amperometriás oxidációja során 
kialakult áram. A hidrogén-peroxid viszonylag magas elektródpotenciál mellett mérhetı 
aperometriásan. Így a mérést számos elektroaktív anyag jelenléte zavarná. Szükséges volt az 
elektród felületét szelektivitást biztosító réteggel bevonni. Irodalmi elızmények [206,207], 
valamint saját kísérleti munka alapján kialakított elektrokémiai eljárást követve készítettem a 
kismérető hidrogén-peroxidot átengedı, más molekulák transzportját gátló úgynevezett belsı 
réteget a munkaelektród felületén. 
 
0.1 mol/dm3 koncentrációjú pH= 7.2 foszfát pufferben oldott 10 mmol/dm3 koncentrációjú m-
feniléndiamin oldatban. 0.2–0.8 V (vs. Ag/Ag Cl) potenciál tartományban 2 mV/s polarizáció 
sebességgel ciklikusan polarizáltam az elektródot 10-szer pásztázva a tartományt. A 
keletkezett belsı réteg méretkizárási hatékonyságát minden esetben megvizsgáltam. A mérést 
úgy végeztem, hogy kevert foszfát pufferbe (pH= 7.2) helyeztem az elektródot, és 0.65 V 
polarizációs feszültség mellett mértem az áramerısséget. Az oldatban acetaminofen 
koncentrációját nulláról 0.21 mmol/dm3-ra változtatva meghatároztam az áramerısség 
változást. A méretkizárásos réteget megfelelınek fogadtam el, ha a változás kisebb volt 5 pA-
nál. 
 
Két különbözı módszert használtam a szenzor biokatalitikus sajátságú reakció rétegének 
kialakítására. Mindkét módszer glutáraldehid (GA) bifunkciós reagenssel való térhálósításon 
alapul. Az egyik módszer esetében a térhálósító ágenst oldat formában alkalmaztam. Oldatban 
alkalmazott reagenssel végzett módszer szerint eljárva 1µl (2.5-3.7 U) putreszcin-oxidáz 
enzim oldatot és 1 µl 9%-os glutáraldehid oldatot (mindkettı pH = 8.0 foszfát pufferrel 
készült) frissen elegyítettem és az elektródfelületén azonnal szétterítettem Hamilton 
mikrofecskendı segítségével. Egy órán át szobahımérsékleten tartva az elektródot létrejött a 
térhálósodás. 
 
A második, kevésbé szokványos módszer esetében a térhálósító ágenst a gázfázison keresztül 
juttattam az enzim tartalmú filmbe. Ekkor 1 µl (2.5-3.7 U ) putreszcin-oxidáz enzim oldatot 
szétterítettem a munkaelektród felületén. 20 percig szobahıfokon tartva megszárítottam. 
Ezután az amperometriás mikrocellát 50 cm3 térfogatú hengeres üveg immobilizáló edény 
légterébe juttattam. Az aktív felületet vízszintesen, lefelé fordítva pozicionáltam. Az edény 
aljába elızetesen 10 cm3 12.5%-os glutáraldehid oldatot juttattam és ezen át lassú áramban 
nitrogén gázt buborékoltattam. Az edényt elhagyó gáz áram gázmosó palackon keresztül 
távozott az edénybıl. A nedves, 25 oC-os glutáraldehid tartalmú atmoszférában 5, 10, 15, 25 
és 30 percen át tartva a cellát végeztem a térhálósítást. Ezután a cellát 4 oC-os 
hőtıszekrényben tároltam egy éjszakán át. 
 
 
A biokatalitikus réteget vékony poliuretán védıréteggel (külsı réteg) vontam be, amelyet 2µl. 
ciklohexán: tetrahidrofurán 1:1 arányú elegével készített poliuretán oldatot a felületen 
szétterítve készítettem. A külsı réteg vastagságát Alpha-Step model 500 profilométerrel 
(KLA-Tencor. San Jose. CA) mértem. 2µl 1%-os poliuretán oldatból (Thermedics 85A) kb. 
3.5 µm vastagságú réteg képzıdött a felületen (0.16 cm2). Vastagabb membrán készítéséhez a 
teljes száradás után ismételten 2 µl poliuretán oldatot terítettem szét a felületen. A 
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megszárított, kész elektródokat pH= 8 foszfát pufferrel mostam és 4 oC-os hőtıszekrényben 
tároltam. 
 
Az amperometriás mikrocella szelektív mőködését mutatja a 4.22 ábra. Az ábra készítésekor 
egy kismérető fızıpohárból készített mérıcellába 30 cm3 PBS (pH= 7.2) pufferoldatot 
juttattam. Oldatkeverés és 0.6 V (vs. Ag/AgCl) polarizációs elektródpotenciál mellett 
regisztráltam az áramot az idı függvényében. Alkalmas idıpillanatokban 5 mmol/dm3 
koncentrációjú aszkorbinsav 50 µl-es dózisait, illetıleg 10 mmol/dm3 koncentrációjú 
hidrogén-peroxid 20 µl-es dózisait adtam a cellába. Az ábrán, amely a kapott áram – idı 
regisztrátumot mutatja, látható, hogy a poli-m-feniléndiamin méretkizárásos réteg jól 
mőködik. Az amperometriás cella érzékenyen jelzi a hidrogén-peroxid jelenlétét, ugyanakkor 
az ugyancsak elektroaktív aszkorbinsav beadás nem idézett elı áramintenzitás növekedést. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.22. ábra Az elektródfelületen kialakított p-m-feniléndiamin méretkizárásos réteg ellenırzı 
vizsgálata. 

A putreszcin bioszenzor válasza aszkorbinsav és hidrogén-peroxid koncentrációnövekedésre. 
A cellában 30 cm3 kevertetett (pH=7.2) PBS pufferoldat, elektródpotenciál 0.6 V (vs. 
Ag/AgCl), 50 µl 5mmol/dm3 aszkorbinsav (AA) és 20 µl 10 mmol/dm3 H2O2 hozzáadások. 
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4.3.2. A putreszcin szenzor érzékenysége 
 
 A putreszcin-oxidáz enzim mőködési pH optimuma pH 8.0 – 8.5 között van. Érdekes 
módon a putreszcin-oxidázon alapuló, munkám során készített szenzor érzékenyégét 8.5 pH-
jú borát pufferben nagyobbnak találtam, mint az azonos pH-jú foszfát vagy Trisz pufferben. 
Azonban azonos koncentrációjú putreszcin-oxidáz enzim oldatok aktivitását 
spektrofotometriásan vagy elektrokémiailag vizsgálva a különbözı pufferekben pH = 8.5 
mellett közel egyformának találtam.  
 Tekintettel arra, hogy célunk volt az alsó méréshatárnak a kis koncentrációk irányába 
való kiterjesztése, borát pufferben végeztem további méréseimet.  
A mikrocella mőködésének vizsgálatára 50 cm3 intenzíven kevert borát puffer oldatban 0.65 
V (vs. Ag/AgCl) elektródpotenciál mellett regisztráltam az amperometriás áramot az idı 
függvényében. A stacionárius jelszint elérése után 10 mmol/dm3 koncentrációjú putreszcin 
oldat ismert mennyiségeit (5-20 µl) adtam az oldathoz. Az egyes dózisok beadása után a 
várakozásoknak megfelelıen az áram növekedett, majd állandó értéket vett fel. A kapott 
áramerısség értékekbıl (ic) kivonva a puffer esetében kapott áramot (i0) képeztem a ∆ic=i c-
i0 értéket, amelyet a koncentráció függvényében ábrázolva nyertem a kalibrációs görbét (lásd 
4.23 ábra). A mikrocella készítésekor gáz fázison keresztül történı enzim térhálósítást 
alkalmaztam. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
4.23. ábra  A mikrocellával készített putreszcin kalibrációs függvény (∆ic=(i c-i0)– c) 

Kevert 50cm3 borát puffer alapoldat (pH=8.5), elektródpotenciál 0.65 V (vs. Ag/AgCl). A 
felsı sarokban a kis koncentrációk tartományára vonatkozó kinagyított szakasz látható.  

 
Megvizsgáltam, hogy az enzimréteg készítés módja és a külsı réteg vastagsága mennyiben 
befolyásolja a putreszcin meghatározás érzékenységét, azaz a kalibrációs egyenes 
meredekségét. Úgy találtam, hogy a gáz fázison keresztüli glutáraldehid bejuttatással végzett 
enzim térhálósítás mindig nagyobb meredekséget eredményezett, mint a glutáraldehid oldat 
formájában történı alkalmazása. A gáz fázison keresztüli térhálósítás expozíciós idejének 
növelése és a külsı réteg vastagságának növelése (több réteg alkalmazásával) csökkentette a 
mérés érzékenységét. A 25 perces expoziciós idıvel és egyrétegő külsı membránnal készített 
mikrocella 0.57 ± 0.035 nA/µmol/dm3 meredekséget eredményezett optimumként. 
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Az „oldatos immobilizálás” módszerrel készített, de ugyanolyan vastagságú külsı membránt 
hordozó cella körülbelül fele akkora putreszcin mérési érzékenységet mutatott (0.24 
nA/µmol/dm3). A gáz fázison keresztül bejuttatott glutáraldehiddel történı térhálósítás 
esetében mutatkozó elınyökrıl mások [208] is beszámolnak acetil-kolint mérı bioszenzorral 
végzett mérésekrıl írva.  
 
Különbözı módon készített mikrocellákkal kapott kalibrációs görbéket mutat a 4.24. ábra.  
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4.24. ábra Gázfázisos immobilizálás és a külsı poliuretán réteghatása a kalibrációs görbe 
meredekségére  

 
Különbözı módon készített mikrocellákkal pH= 8.5 borát pufferben kapott putreszcin 
kalibrációs görbék.  
a) nem immobilizált enzim réteg  
b) gázfázisos immobilizálással készült enzim réteg (25 perces expozíciós idıvel készített 

elektród külsı membrán nélkül 
c) gázfázisos immobilizálással készült enzim egy réteg (3.5 µm) külsı membránnal készítve 
d) gázfázisos immobilizálással készült enzim két réteg (7.0 µm) külsı membránnal ellátva. 
 
A gázfázisos immobilizálás expozíciós ideje és a külsı réteg vastagsága befolyást gyakorol a 
válaszidıre is. A válaszidıt azzal az idıszakasszal jellemeztem, amely szükséges a 
koncentrációváltozást (növekedés irányában) követı teljes áramintenzitás 95%-ának 
eléréséhez. A legkisebb válaszidıt — kb 45 szekundum. ∆c = 0-20 µmol/dm3 - akkor kaptam, 
amikor az enzim oldatot a munkaelektród felületén beszárítottam és glutáraldehid térhálósítás 
nélkül külsı membránnal bevontam. Az oldatos immobilizálással készített elektródok adták a 
legnagyobb válaszidı értéket (kb. 65 szekundum. ∆c → 0-ról 20 µmol/dm3). 
A gázfázisú glutáraldehiddel térhálósított cellák válaszideje a fenti két érték közöttinek 
mutatkozott. A külsı membrán vastagságának növelése minden esetben jelentıs válaszidı 
növekedéssel járt együtt. 
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4.3.3. Putreszcin meghatározás vérben és plazmában  
 
A humán vér és plazma mintákban történı putreszcin meghatározások szempontjából 
diagnosztikailag fontos a 1.25-45 µmol/dm3 koncentrációtartomány. Egészséges személy 
vérében a putreszcin koncentráció 0.7-1.0x10-6mol dm-3 , beteg vérében 7.2-24x10-6mol dm-3   
[209]. Ez közel egy nagyságrenddel kisebb, mint a korábban közölt [210] alsó méréshatár. A 
munkámban készített optimális sajátságú mikrocellákkal puffer oldatokban sikerült 0.05-1 
µmol/dm3 közötti tartományba esı alsó méréshatárt elérni. Kérdéses volt a diagnosztikai 
alkalmazhatóság megítélése szempontjából, hogy vajon ez a detektálási határ elérhetı-e teljes 
vér, illetve vérplazma mintákban. Ez a kimutatási határ még a klinikai minták kismértékő 
hígítását is megengedné. A hígítás lehetısége fontos elıny. Lehetıséget biztosíthat a mérést 
esetleg zavaró anyagok maszkírozására, továbbá a pH pontos beállítására. 
 
A mikrocellával megvizsgáltam érzéstelenített tengeri malac kísérleti állatból frissen vett 
vérminta putreszcin tartalmát. Ehhez 1 cm3, mágneses mikropálcával kevert, pH= 7.7 borát 
pufferben mértem 0.65 V polarizáló feszültség mellett az amperometriás áramot. A 
stacianárius áramerısség elérése után 1 cm3 heparinozott vér, illetve plazma mintát juttattam a 
cellába. Ezek hatására szignifikáns áramerısség változást nem észleltem, így a tengerimalac 
vérmintákat putreszcinmentesnek tekintettem. 
  
Így lehetıségem volt kalibrációs görbéket készíteni puffer oldatban és pufferrel hígított vér és 
plazma oldatokban putreszcin standard oldatok felhasználásával. A kapott kalibrációs 
függvényeket a 4.25. ábra mutatja. 
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2.25. ábra Különbözı közegekben, 0-18µmol/dm3 koncentráció tartományban készített 
putreszcin kalibrációs görbék összehasonlítása. 

1- pH = 7.7 borát puffer közegben 
2- tengerimalac vérplazma : borát puffer 1:1 térfogat arányú elegyében 
3- tengerimalac heparinozott teljes vér : borát puffer 1:1 térfogat arányú elegyében 

 
A kalibrációs görbékben mutatkozó jelentıs eltérések szembetőnık. Adódhatnak a diffúziós 
állandó és a viszkozitás különbözı közegekben jelentkezı különbségébıl, vagy a 
munkaelektród felületére rakódó anyagok transzport gátló hatásából. A jelenség vizsgálata 
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helyett inkább a standard addíciós méréstechnika alkalmazásával vizsgáltam a kialakított 
mikrocellával végzett putreszcin meghatározások megbízhatóságát.  
  
Úgy jártam el, hogy adott kis térfogatú putreszcin oldat térfogatokat (10-4 mol/dm3) adva 
tengerimalac (putreszcinmentes) plazma és teljes vérmintákhoz ismert, 2, 5, 10, és 37.5 
µmol/dm3 koncentrációjú oldatmintákat állítottam elı. Ezek 250 µl térfogatú részét 1:1 
térfogat arányban hígítottam pH= 7.7 borát puffer oldattal. A mikrocellát az elegybe juttatva a 
vonatkozásielektródhoz képest 0.6 V feszültséget beállítva intenzív konvekció biztosításával 
regisztráltam az áramot. A stacionárius áramintenzitás elérése után 10-4 mol/dm3 
koncentrációjú putreszcin oldat 5, 12.5, 25 és 100 µl térfogatát adtam a cellába. Igyekeztem 
az eredeti koncentráció kétszeresét elérni a beadással. A mért áramintenzitás növekedésébıl 
az ismert adatok alapján számoltam a „mért” koncentrációt. Ilyen módon minden esetben öt 
párhuzamos standard addíciós analízist végeztem. A beadott és a „visszanyert”, azaz mért 
értékekrıl és az öt mérésbıl számított standard deviációs adatokról a 4.10. táblázat ad 
áttekintést. 
 

4.10. táblázat Vér és plazma mintákhoz adott putreszcin visszanyerése 
Vér : Borát puffer (1:1) Plazma : Borát puffer (1:1) 

Hozzáadott 
standard 

m/ 10-6 mol 
 

Visszanyerés 
m/ 10-6 mol + S.D. 

10-6 mol 

Visszanyerés/ % 
+ R.S.D % 

Hozzáadott 
standard  

m/ 10-6 mol 
 

Visszanyerés 
m/ 10-6 mol + S.D. 

10-6 mol 

Visszanyerés/ % 
+ R.S.D % 

2.00 2.00+0.07 100.2+3.5 4.99 4.95+0.07 99.3+3.3 

10.00 10.02+0.17 100.2+1.87 10.00 9.98+0.07 99.8+2.2 

37.48 37.52+0.27 100.1+0.7 37.48 37.15+0.07 99.3+0.7 

 
A táblázatba foglalt eredmények igazolják, hogy a mikrocellával vér és plazma mintákban 
lévı putreszcin koncentráció a klinikai diagnózis szempontjából fontos koncentráció 
tartományban detektálható. 
 
Összefoglalásként megállapítható, hogy a mikrocella készítési módszerének és a mérési 
módszer finom hangolásával, az enzim immobilizálás módszerének fejlesztésével sikerült a 
bioszenzorral történı putreszcin meghatározás alsó méréshatárát kiterjeszteni [211]. A 
klinikai diagnózisban történı alkalmazhatóság felmérése azonban további részletes 
vizsgálatra szorul.  
 
4.4. GLÜKÓZMÉRİ ENZIMELEKTRÓD ALKALMAZÁSA ÁLLATKÍSÉRLETEKBEN  
 
A glükóz-tolerancia teszt a klinikai gyakorlatban az egyik leggyakrabban használt módszer, 
melynek segítségével információ szerezhetı be a pankreáz mőködésérıl [212]. A módszer 
alkalmazásakor nagy koncentrációban glükóz oldatot juttatnak a vizsgált személy gyomrába, 
és nyomon követik a glükóz koncentráció változását az illetı vérében, vagy testszöveteiben. 
Megfelelıen mőködı hasnyálmirigy esetén a glükóz koncentráció hirtelen növekedés után 
rövid idı alatt a fiziológiás értékre csökken. A vizsgálathoz rendszerint megfelelı idıkben 
vett minták glükóz koncentrációjának analízisét végzik. A glükóz szint folyamatos nyomon 
követése azonban nyilvánvaló elınyöket nyújthat.  
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Állatkísérletekhez eszközöket fejlesztı együttmőködı partnerek kérésére érzéstelenített 
kísérleti állatok testszöveteibe vezethetı, kismérető háromelektródos glükózmérı bioszenzort 
készítettem. Ennek állatkísérletekben történı alkalmazhatóságát szakavatott kollegákkal 
közösen tanulmányoztuk. A munkában érzéstelenített patkányokkal glükóz tolerancia 
teszteket végeztünk. 
 
Az alábbiakban röviden bemutatom a vizsgálatokat anélkül, hogy részletesen kitérnék a 
levonható élettani következtetésekre, vagy statisztikusan elemezném a viszonylag nagyszámú 
mérés során kapott eredményeket. 
 
A kísérletekben 150 g tömegő, a kísérlet elıtt 12 órán át éheztetett hím Wistar patkányokat 
alkalmaztunk. Az érzéstelenítésre 50 mg/kg ip. (intraperitonális) Trapanolt használtunk. Az 
érzéstelenített állatok tracheájába, az egyik odali arteria carotis cummunisába és a vena 
jugularisába kanült kötöttünk, a gyomrába szondát vezettünk. Az artériás és vénás kanülöket 
kevés heparint tartalmazó (10 NE/ml) fiziológiás sóoldattal, a gyomorszondát 40 %-os glükóz 
oldattal töltöttük fel. A kísérleti állatokat melegítı „pad”-ra helyeztük (Supertech), rektális 
hımérsékletüket digitális hımérıvel ellenıriztük. A vérveszteség kompenzálására az állatok 
idınként intravénás (iv.) fiziológiás sóoldatot kaptak. Az artériás kanülön keresztül idıként 
vérmintát vettünk a párhuzamos glükóz meghatározás céljára. A bioszenzort a medianon 
végzett bemetszés után a hasbır alá, a hasizom felszínére helyeztük. Ügyeltünk arra, hogy a 
behelyezéskor ne keletkezzen vérzés, és az elektród körüli tokban felgyülemlı szövetnedv 
biztosítsa a voltammetriás méréshez szükséges oldat környezetet, és az elektromos kontaktust. 
 
A beültetés elıtt elvégeztem a bioszenzor kalibrációját. Ezt megismételtem a kísérlet 
befejezése után, kivéve a szenzort a feláldozott állatból. A kalibrációt 5 cm3 pH = 7.4 
izotóniás foszfát pufferben végeztem, amelyet 10 cm3 térfogatú fızıpohárba pipettáztam. 
Ezután a szenzort a fızıpohárba helyeztem. Intenzív mágneses keverést, és 0.65 V 
elektródpotenciált alkalmazva megvártam a stacionárius áram kialakulását. Ezután 375 
mmol/dm3 koncentrációjú glükózoldat kis térfogatú dózisait adtam a cellába, megvárva az 
egyes dózisok után a stacionárius áramintenzitás kialakulását. A regisztrátum alapján 
szerkesztett kalibrációs görbét mutat be a 4.26. ábra. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.26. ábra Glükóz bioszenzor kalibrációs görbéje pH = 7.4 izotóniás foszfát pufferben, 
0.65 V elektródpotenciál mellett. 
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A kísérleti állatba helyezett elektródra is 0.65 V elektródpotenciál kapcsoltam, majd 
folyamatosan regisztráltam az amperometriás áram intenzitását. A stacionárius áramerısség 
érték elérése utáni idıpontban a gyomorszonda segítségével bejuttatunk 1.3 cm3 térfogatú 40 
% -os glükóz oldatot. 
 
Amint az várható volt, az érzékelı jelezte áramintenzitás növekedésével a testszövetben 
létrejövı glükóz koncentrációnövekedést. Majd hosszabb – rövidebb idı múlva az áram az 
eredeti értéket megközelítı szintre csökken. A folyamat során vett vérminták glükóz 
koncentrációjának becslését kolorimetriás kis kézi készülékkel (Accu Check gükózmérıvel) 
végeztük. A növekedés – csökkenés jelensége rendszerint a periódikusan vett vérminták 
esetében is jelentkezett. 
 
A jugularis vénába helyezett kanülön keresztül lehetıségünk volt inzulin beadásra is. Ez 
esetben a várakozásnak megfelelıen a beadást az amperometriás áram viszonylag rohamos 
csökkenése jelezte (lásd 4.28.ábra). Összehasonlításként a gyomorszondán keresztül beadott 
glükózra kapott amperometriás áram változás görbét szemlélteti a 4.29. ábra. 
A kiterjedt, itt nem részletezett vizsgálatok tanulsága alapján megállapítható volt, hogy a 
kidolgozott bioszenzor alkalmas kísérleti állatokban végzett glükóz tolerancia vizsgálatok 
során a változások nyomon követésére. Azonban a regisztrált amperometriás áramintenzitás 
és a tényleges, lokális glükózkoncentráció közötti függvénykapcsolat a vizes oldatban végzett 
kalibrációval csak jelentıs bizonytalansággal adható meg. 
 
A kísérletek során alkalmazott elrendezés fényképe és a kísérletek során nyert áram- idı 
regisztrátumok láthatók a 4.27., 4.28. és a 4.29. ábrákon. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

4.27. ábra Az érzéstelenített kísérleti állat a beültetett glükózmérı cellával. 
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4.28. ábra Érzéstelenített patkány hasizmának felszínére helyezett amperometriás 
glükózmérı cella árama - idı regisztrátuma. Nyilak jelzik a gyomorszondán keresztüli glükóz 
oldat beadás és az iv. inzulin beadás idejét. 
 
 

 
 
 

4.29. ábra Érzéstelenített patkány hasizmának felszínére helyezett amperometriás 
glükózmérı cella árama - idı regisztrátuma. Nyíl jelzi a gyomorszondán keresztüli glükóz 
oldat beadást. 

 inzulin 

  40 % glükóz oldat 

 

 40 % glükóz oldat 
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4.6. PERIÓDIKUSAN MEGSZAKÍTOTT AMPEROMETRIÁS MÉRÉSEK  
 
 
 
4.6.1. A módszer elve  
 
Amint azt az irodalmi részben megemlítettem, a pulzáló amperometriás (PAD. IPAD) 
módszerek jól ismertek az elektrokémiai detektorokat alkalmazó kromatográfiás szakemberek 
körében. A pulzáló elektródpotenciál – idı program ekkor az elektród passziválódásának 
megakadályozására, a passziválódást okozó bevonat elektrokémiai eltávolítására szolgál. A 
mérı pulzus utáni tisztító majd, kondicionáló pulzus regenerálja magát a felületet. 
 
A kromatográfiás detektorok áramló oldatokban mőködnek, a munkaelektród felülete áramló 
oldattal érintkezik. Más a helyzet a membránnal bevont felülető elektródok esetében. Ekkor 
viszonylag nagy vastagságú álló réteg található az elektródfelületén. Az anyagtranszport ezen 
keresztül, diffúzióval történik. Ilyen diffúziós réteget hordoznak egyes kémiailag módosított 
elektródok. Az amperometriás enzimelektródok felületét például immobilizált biokatalizátort 
tartalmazó réteg vonja be. 
 
A folyamatos, vagy „klasszikus” amperometriás detektálás alkalmazása esetében jelentısen 
lecsökken a diffúziós rétegben az elektródfelületén átalakuló anyag koncentrációja. 
Periódikusan megszakítva az áramot, lehetıséget adunk arra, hogy a diffúziós réteg 
feltöltıdjön, így nagyobb amperometriás áram jelet nyerhetünk. Látható tehát, hogy a 
periódikusan megszakított amperometriás (PMA, ’periodically interrupted amperometry’, 
PIA) mérıprogram alkalmazásának más a célja, mint a PAD módszereké. A bevonattal 
ellátott elektródok esetében elınyös – tudomásom szerint korábban nem alkalmazott – PMA 
módszerek mérıprogramja csak formális hasonlóságot mutat a bevonat nélküli elektródok 
esetében már elterjedten alkalmazott PAD módszerekkel. 
 
A PMA módszer mőködését, elınyeit könnyen magyarázhatjuk a Cottrell kísérlet alapján. Jól 
ismert, hogy álló oldatban planáris korongelektródon mért áram (i t) alkalmas 
elektródpotenciál bekapcsolása utáni (t) idıpontban az alábbi egyenlettel írható le, ha az 
elektrolízis sebesség-meghatározó lépése a sík diffúzió; 
 

Πt
D

onFActi =  

 
ahol n az elektronszám változás. A az elektródfelület nagysága. c0 és D  az elektroaktív anyag 
koncentrációja és diffúziós állandója az illetı közegben. Az áramintenzitás csökken, mivel a 
diffúziós rétegben az elektroaktív anyag koncentrációja csökken. Ha idınként megszakítjuk 
az elektrolízist, akkor idıt adunk arra, hogy a diffúzió kiegyenlítse az elektródfelületén 
bekövetkezı koncentráció csökkenést.  
Egyik munkatárasam által írt verzatív PMA mérıprogram illusztrációjára szolgál a 4.30 ábra. 
Az elektródpotenciál t2 ideig E1 értéket vesz fel, t1 ideig pedig E2 értéket. E2 potenciál mellett 
megy végbe a detektálás alapját képezı folyamat. E1 potenciálon ez az elektródfolyamat 
szünetel. Az ábrán látható az elektródpotenciál mellett kialakuló áramintenzitás i t – t 
függvény. (Az E1 melletti áram különbözı idı függvény szerint változhat az elektródpotenciál 
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és az illetı anyag elektrokémiai reverzibilitásától függıen). A t1 idı perióduson belül 
választhatjuk meg a mérési adatok (Faraday áram) győjtésére szánt idıt (t4) (kb. 10 ms). 
Elıtte egy t3 várakozási idı periódust szükséges beiktassunk, hogy a kondenzátor áramot 
kiküszöböljük (kb. 25ms). t1 –(t3+t4) idı alatt tovább folyik az elektrolízis, ezért ezt az idıt 
célszerő rövidre, célszerően nullának választani. 
 
 
 

 
 

4.30. ábra A PMA általános mérıprogram. E2 mérési elektródpotenciál. t4 az adatgyőjtés 
ideje, t3 a kondenzátor áram lecsengési ideje, t2 relaxációs idı, E1 relaxációs elektródpotenciál 
 
 
 
Az egyenlet alapján látható, hogy a PMA-val végzett koncentrációmérés érzékenysége függ 
az adatgyőjtési idıtıl.  
 

Π∆
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t

D
nFA
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A E2 potenciál elektródra adása után hosszabb várakozás kisebb érzékenységet eredményez. 
 
A jelenség vizsgálatára 3mm átmérıjő szénpaszta elektród mérıfelületét dialízis membránnal 
burkoltam. Az elektróddal különbözı koncentrációjú, pH=7.4 izotóniás foszfát pufferrel 
készített, intenzíven kevert aszkorbinsav oldatokban kronoamperometriás felvételeket 
készítettem. A kapott, azonos kezdeti idıpillanatra hozott görbéket hasonlítja össze az alábbi 
4.31. ábra. 
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4.31. ábra Különbözı koncentrációjú, kevert aszkorbinsav oldatokban, dialízis membránnal 
burkolt szénpaszta elektróddal készített kronoamperometriás görbék (elektródpotenciál 0.4 V 

vs. Ag/AgCl) 
 
Látható, hogy rövidebb ideig tartó polarizáció nagyobb ∆i/∆c hányadost, azaz rövidebb 
polarizációs idı nagyobb érzékenységet eredményez. A folyamatos polarizáció tehát a bevont 
elektróddal történı amperometriás mérés érzékenysége szempontjából kedvezıtlen. 
 
A t4 adatgyőjtési idı alatt lehetıség van az áramértékek átlagolására. Megvizsgáltam, - pH= 
7.4 PBS pufferrel készített 7.93x10-4 mol/dm3 koncentrációjú hidrogén-peroxid oldatban, 
dialízis membránnal bevont, 1mm átmérıjő platina elektróddal - hogy az alkalmazott t4 
idıperiódus hossza hogyan befolyásolja a mért kronoamperometriás áramot. A 4.32. ábrán az 
átlagolt áram intenzitás adatokat az adatgyőjtési periódus hosszának függvényében láthatjuk.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
3.32. ábra Az adatgyőjtési periódus hatása az átlagost áramértékekre. (mérés: 7.93x10-4 
mol/dm3 koncentrációjú pH= 7.4 PBS pufferrel készített hidrogén-peroxid oldatban. Dialízis 
membránnal burkolt Pt korongelektród. E2= 0.6V vs. Ag/AgCl )  
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A rövidebb t4. a várakozásnak megfelelıen nagyobb átlagolt áramot eredményez. 
Természetesen a rövidebb integrálási idı nagyobb zajjal jár együtt. Ezért 10 ms-nál rövidebb 
idık alkalmazása célszerőtlennek látszott.  
 
A 4.33. ábra hagyományos amperomertiával és PMA módszerrel készített regisztrátumokat 
hasonlít össze. A regisztrátum készítése során 1000 ford/min sebességgel forgatott dialízis 
membránnal bevont, 3 mm átmérıjő szénpaszta elektródot polarizáltam 10 cm3 pH = 7.4 PBS 
pufferben. (konstans elektródpotenciál, illetve E2 = 0.4 V. Ag/AgCl vonatkozásielektróddal 
szemben). Bizonyos idıpillanatokban 100 mmol/dm3 aszkorbinsav oldat 25 µl-es 
mennyiségeit adtam az oldathoz. A PMA méréshez t3 =25 ms,  t4 = 10 ms, regenerációs idı t2 
= 1500 ms (E1=0.0V) idıprogramot állítottam be. Az ábrán jól látszik, hogy az aszkorbinsav 
dózisok beadását – az ábrán ezt nyilak jelzik – mindkét esetben az áramintenzitás növekedése 
követi. A PMA módszer esetében kapott érzékenység növekedés azonban szembetőnı. Az 
regisztrátumok alapján készült áram- koncentráció görbéket a 4.34 ábra mutatja. Látható, 
hogy az illetı feltételek mellett a PMA módszer alkalmazása mintegy tízszeres érzékenység 
növekedést eredményezett. A legkisebb koncentráció esetében nyert 50 áramintenzitás adatok 
standard deviációját mindkét esetben kiszámítottam és annak háromszorosát (3σ) a 
kalibrációs görbék extrapolált szakaszára vetítve kaptam az alsó méréshatár becslésére 
szolgáló adatokat. (DLPIA = 4.5x10-7mol/dm3. DLCA=4.5x10-6mol/dm3) 
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4.33. ábra Hagyományos (CA) és periódikusan megszakított amperometriás (PMA) 
technikával, 1000 ford/perc sebességgel forgatott szénpaszta elektróddal készített 
regisztrátumok. (munkaelektród potenciál 0.4 V vs. Ag/AgCl; 100 mmol/dm3 aszkorbinsav 
oldat 25 µl-es dózisai adagolva 10 cm3 pH = 7.4 PBS puffer oldathoz. A PMA méréshez 
használt program paraméterei t3 =25 ms, t4 = 10 ms, regenerációs idı t2 = 1500 ms. 
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4.34. ábra Az elızı ábra alapján szerkesztett kalibrációs görbék. A beillesztett diagram a 
kalibrációs görbe kezdeti szakaszait mutatja. Az áramértékek standard deviációjának 

háromszorosánál (3σ) megszerkesztett szakaszok az alsó méréshatárt jelzik. 
 
Az enzimelektródok egy széles körben használt típusa enzim által katalizált reakcióban 
keletkezı hidrogén-peroxid amperometriás detektálásával képezi az analitikai jelet. A 
szelektivitás biztosítása érdekében az alapelektród felületén igen vékony filmet célszerő 
alkalmazni, amely a hidrogén-peroxidot átengedi, nagyobb molekulák transzportját azonban 
gátolja.  
 
Glükóz- és putreszcin mérı enzimelektródokat vizsgálva m-fenilén-diamin 
elektropolarizációjával kialakított méretkizárásos rétegeket alkalmasnak találtam a jelenlévı 
elektroaktív anyagok zavaró hatásának kiküszöbölésére. Lévén, hogy a PMA módszer 
alkalmazásának elınyei amperometriás enzimelektródok esetében nyilvánvaló elınyöket 
nyújthatnak, célszerő volt megvizsgálni, hogy ez a réteg hogyan befolyásolja a PMA jelet. 
 
Méréseimben méretkizárásos réteggel ellátott és anélküli 1 mm átmérıjő platina 
korongelektródokkal végeztem kísérletet hagyományos és periódikusan megszakított 
amperometriás méréstechnikát alkalmazva. Az elektródokat intenzíven kevertetett 10 cm3 
térfogtú pH=7.4 PBS pufferbe helyeztem, 0.7 V polarizációs potenciált alkalmaztam és 0.01 
mol/dm3 koncentrációjú hidrogén-peroxid 20 µl térfogatú dózisait adtam az oldathoz egymás 
után megvárva az egyes hozzáadások után a stacionárius jel kialakulását. A méréshez 
AUTOLAB 12 mérıállomás programcsomagjából választottam mérıprogramot. A PMA 
vonatkozásában ez csak az alábbi ábrán (4.35.) látható pulzáló program alkalmazását tette 
lehetıvé. 
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4.35. ábra Az Autolab 12 pulzáló amperometriás mérıprogramja. A legrövidebb periódus 30 

ms, t1 kondenzátor áram kiküszöbölés, t2 adatgyőjtés, t3 relaxáció, E2 mérési. E1 relaxációs 
elektródpotenciál 

 
A méréshez t1=0, t2= 30ms (0-30) és t1=30, t2= 60 ms (30-60) t3= 1s idıket, E1=0 V relaxációs 
potenciált választottam. A különbözı módszerekkel és elektródokkal kapott koncentráció – 
áram függvényeket a 4.36. ábra mutatja. Mint látható, mind a négy függvény lineáris. A 
meredekségeik azonban jelentısen eltérnek.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.36. ábra Különbözı módszerrel, különbözı elektródon készített hidrogén-peroxid 
kalibrációs görbék. 1 mm átmérıjő platinaelektród, 0.7 V mérési potenciál, kevert oldat, pH 
=7.4 PBS puffer. a., méretkizárásos réteggel t1= 0, t2=30. b., méretkizárásos réteggel t1=30, 
t2=60. c., méretkizárásos réteg nélkül hagyományos amperometriás technikával, d., 
méretkizárásos réteggel hagyományos amperometriás technikával. 
 
Látható, hogy a legnagyobb meredekségő a rövidebb idejő PMA módszerrel kapott, bevont 
elektródos egyenes, míg a hagyományos tecnikával kapott és bevont elektróddal kapjuk a 
legkisebb meredekségőt. A hosszabb idejő PMA egyenes is a bevonat nélküli elektródos 
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hagyományos amperometriás kalibrációs görbe felett fut. A rendkívül vékony méretkizárásos 
réteg esetében is jelentkezik tehát a PMA módszer érzékenységet növelı hatása. 
 
A glükóz-, illetıleg a putreszcin-mérı enzimelektród alapelektródjának mérıfelületén, a 
méretkizárásos rétegen felül egy annál jelentısen vastagabb réteg, a reakció réteg helyezkedik 
el. Ez esetben várható, hogy a PMA módszer alkalmazása elınyös. 
 
Munkámban azonos glükóz enzimelektród mérıfunkcióját vizsgáltam hagyományos és a 
PMA módszerrel végezve a mérést intenzíven kevert pH = 7.4 PBS pufferben 0.7 V 
munkaelektród potenciál alkalmazásával (E2= 0.7 V; E1= 0.0V vs. Ag/AgCl). A hagyományos 
amperometriával kapott áram - idı regisztrátum a 4.37/a ábrán látható. Ennek készítésekor 5 
cm3 pufferhez 90 mmol/dm3 koncentrációjú glükóz oldat 0.5 cm3 –es részleteit mértem a 
stacionárius jelszint elérése után. A 4.37/a. ábra felsı részére beillesztett regisztrátumot 
kisebb koncentrációk estében kaptam. Ekkor 30 mmol/dm3 koncentrációjú glükóz oldat 100 
µl mennyiségeit adtam a kevert alapoldat 5 cm3-es térfogatához. Az ábrán látható a 
regisztrátum alapján készült kalibrációs görbe is.  
A 4.37/b ábrán látható a PMA módszerrel végzett mérések eredménye. Ez esetben t1=0, t2=30 
ms, t3= 700 ms mérési idıprogramot használtam. A regisztrátum készítésekor 30 mmol/dm3 
koncentrációjú glükóz oldat 100 µl-es dózisait adtam a kevert alapoldat 5 cm3-es 
térfogatához. Az ábra felsı sarkában látható a regisztrált lépcsık alapján szerkesztett 
kalibrációs görbe. A jobb felsı sarokba illesztett regisztrátum pedig 30 mmol/dm3 

koncentrációjú glükóz oldat 0.5 cm3-es dózisának hozzáadása után kapott PMA elektród 
választ mutat. 
 
A kalibrációs görbék meredeksége (∆i/∆c ) alapján összehasonlíthatjuk a két különbözı 
módszerrel, de azonos elektródokkal végzett mérések érzékenységét.  
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Ez esetben a PMA módszer tehát 625-szörös érzékenység növekedést okozott. A periódikusan 
megszakított amperometriás detektálás enzimszenzor esetében megnyilvánuló elınyös volta 
nyilvánvaló.  
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4.37. ábra Ugyanazzal a glükózelektróddal, de különbözı amperometriás módszerrel kapott 
eredmények összehasonlítása. 1mm átmérıjő platina korong elektródra épülı 
glükózelektróddal 5 cm3 PBS pufferben történt a mérés intenzíven kevert oldatban E1=0, ill. 
E2 = 0.7 V.  

(a) Hagyományos amperometriás technikával kapott regisztrátumok és kalibrációs görbe. 
(b) PMA módszerrel kapott regisztrátumok és kalibrációs görbe (t1=0, t2=30 ms, t3= 700 

ms). 
 

Az illetı glükózelektród kétféle detektálásos módszerrel kapható válaszát összehasonlítottam 
a klinikai kémiai mérések szempontjából fontos koncentráció tartományban. A két módszerrel 
kapott kalibrációs görbék láthatók a 4.38/a. (hagyományos) és 4.38/b. (PMA) ábrán. A 
lineáris szakaszokon a meredekségek aránya 400. Ez azt jelenti, hogy a klinikailag fontos 
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koncentráció tartományban a PMA módszer alkalmazása 400 szoros érzékenység növekedést 
eredményezett.  
 
A PMA kalibrációs görbe a nagy koncentrációk tartományában elhajlik. Ez a jelenség enzim 
szenzorok esetében gyakran megfigyelhetı. Az enzim katalízis Michaelis Menten 
kinetikájával magyarázható. Itt azonban a PMA detektálás természete is hozzájárulhat a 
jelenség kialakulásához.  

 
 

4.38. ábra Különbözı módszerrel, a klinikai diagnózis szempontjából fontos koncentráció 
tartományban készült glükóz kalibrációs görbék. A mérési körülmények az elızı ábrával 

azonosak.  
 

A PMA alkalmazásakor a mérési idıprogram megválasztása kritikus. Célszerő minden 
feladathoz optimálni azt. Ennek illusztrálására mutatok be két azonos elektróddal, azonos 
körülmények között, de eltérı PMA idıprogrammal regisztrált áram - idı függvényt. A mérés 
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során 5 cm3 kevertetett puffer oldathoz, 100 µl térfogatú oldat mennyiségeket adtam 30 
mmol/dm3 koncentrációjú glükóz oldatból. A 4.39/a. ábra készítésekor t1=0, t2=30 ms, t3=700 
ms mérıprogramot, 4.39/b. ábra készítésekor pedig t1=30 ms, t2=30 ms, t3=700 ms 
mérıprogramot használtam, E1= 0.0V, E2= 0.7 V (vs. Ag/AgCl) 
Látható, hogy a t1= 0 program (a regisztrátum) esetében nagyobb áramot mértem. 
Természetesen a kondenzátor áram kiküszöbölésére célszerő alkalmas t1 idıt a programba 
építeni.  

 

 
 

4.39. ábra Különbözı idıprogramokkal készített glükózelektród válaszgörbék 
a. t1=0, t2=30ms, t3=700ms,   b. t1=30ms, t2=30ms, t3=700ms. 

 
A t3 periódus hossza nyilvánvalóan jelentıs hatást gyakorol a PMA módszerrel végzett 
mérések érzékenységére. Túl rövid t3 idı esetében a diffúziós réteg feltöltıdése kismértékő. 
Igen hosszú idı alkalmazására ugyanakkor nincs szükség, hiszen az árammentes állapotban 
kialakuló stacionárius viszonyok elérése után további érzékenység növekedésre nem 
számíthatunk. A mondottak igazolására mutatom be az elızıekben leírtak szerint készített 
putreszcin elektróddal kapott mérések alapján készített it – t3 függvényt a 4.40 ábrán. A 
mérést 1 mmol/dm3 koncentrációjú, intenzíven kevert puffer oldatban végeztem (E1=0V, E2= 
0.7V, t1=30ms, t2= 30ms ). A t3 idıt 0-10s tartományban változtattam. 
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4.40. ábra. A relaxációs (pihentetési) idı hatása a PMA jelre. 

 
Az ábrán jól látszik, hogy az illetı körülmények és reakcióréteg vastagság és szerkezet mellett 
1 s-nál hosszabb relaxációs idı alkalmazása nem eredményez érzékenyég növekedést. 
 
Összefoglalva megállapítható, hogy a laboratóriumunkban kidolgozott PMA módszer 
bevonattal ellátott amperometriás elektródok esetében jelentıs méréstechnikai elınyöket 
nyújthat kis koncentrációban jelenlevı anyagok mérése során. 
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5. ÖSSZEFOGLALÁS 
 
 
 
Az elválasztástechnikai módszerek széles körő elterjedésének és a bioszenzorok 
megjelenésének, fejlıdésének köszönhetıen az amperometriás méréstechnika az érdeklıdés 
középpontjába került. Kísérleti munkámban amperometriás méréstechnika fejlesztésével, 
alkalmazási területének felmérésével, kiszélesítésével és valós problémák megoldásához 
történı alkalmazásával foglalkoztam.  
 
A dolgozat elsı része rézelektród lúgos közegben mutatkozó viselkedésérıl szól. Munkám 
során különbözı mérető és alakú rézelektródokat készítettem és vizsgáltam egyes mono- és 
diszacharidoknak a rézelektród felületén lejátszódó oxidációját. Különbözı elektrokémiai 
eljárással meghatároztam az oxidációs folyamatok elektronszám-változását. Kimutattam, 
hogy az elektródfolyamat elektrokatalitikus jellegő. Egyben igazoltam, hogy szénhidrátok 
elektrokémiai oxidációja során, lúgos közegben a rézelektród korrózióját eredményezı 
folyamat elhanyagolható mértékő.  
 
A kimerítı elektrolízis termékét ionkromatográfiás módszerrel analizálva igazoltam, hogy a 
szénhidrátok rézelektródon, lúgos közegben végbemenı oxidációs reakciójában fı termékként 
formiát ionok keletkeznek. Ezzel igazoltam egy korábban feltételezett reakció mechanizmust.  
 
Három különbözı típusú kromatográfiás detektorcellát készítettem különbözı mérető fém réz 
munkaelektródok alkalmazásával. A cellák mőködését tanulmányoztam. Azokat FIA vagy 
kromatográfiás rendszerekhez kapcsolva gyakorlatilag fontos feladatok megoldására 
dolgoztam ki mérı módszereket.  
 - Méz és virágos növényekbıl extrahált nektár fı cukor komponenseinek elemzésére 
sikerült jól mőködı kromatográfiás módszert kidolgoznom.  
 - A ’wall jet’ típusú detektorcellámat FIA rendszerhez kapcsolva tanulmányoztam egy 
mikromérető elıtét kolonna glükóz megkötési és elúciós sajátságát. Ezzel sikeresen járultam 
hozzá a kolonna megcélzott alkalmazásához szükséges körülmények helyes 
megválasztásához.  
 - Amperometriás enzimelektródokat, enzim réteggel bevont munkaelektródos 
mikrocellákat készítettem glükóz és putreszcin meghatározásra.  
 - A putreszcin mérı cella alsó méréshatárát új típusú enzim-immobilizálás módszer 
adaptálásával, az amperometriás mérés finom hangolásával sikerült jelentısen, a kis 
koncentrációk irányába kiterjeszteni. Sikerült a klinikai diagnózis szempontjából fontossággal 
bíró koncentráció tartományban, tengerimalac vér és plazma mintákban jól mőködı, 
amperometriás putreszcin mérı módszert kidolgozni.  
 

- A készített glükóz mérı cellát használtam a már említett elıtét kolonna 
mőködésének vizsgálatára. 

- Tanulmányoztam a cella in vivo glükóz meghatározásokra történı alkalmazásának 
lehetıségeit és korlátait. Sikerült módszert kidolgozni a glükóz koncentráció — 
érzéstelenített kísérleti állatok testszöveteiben történı — változásainak nyomon 
követésére. A munkámban kialakított háromelektródos lapos mérıcellát kismérető 
résen keresztül alvó patkányokba vezetve a hasizom felszínére pozícionálva, 
folyamatosan regisztráltam az amperometriás áramot. Gyomor szondán keresztül 
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történı glükóz beadást, illetve iv. inzulin bejuttatást a biocella árama 
megbízhatóan jelezte. 

 
Az alsó méréshatárnak a kis koncentrációk irányába történı kiterjesztése az analitikai 
kémiában gyakran jelentkezı feladat. Általában elınyös, ha egy érzékelı nagyobb analitikai 
jelet produkál adott mintakoncentráció esetén. Más szóval, a nagyobb érzékenység rendszerint 
elınyös.  Munkámban kidolgoztam egy újszerő, a membránnal borított felülető elektródok, 
így amperometriás bioszenzorok esetében alkalmazható mérési módszert, melynek 
alkalmazásával jelentısen sikerült az amperometriás detektálás érzékenységét, alsó detektálás 
küszöbét kedvezı irányba befolyásolni.  
 
A periódikusan megszakított amperometriának (PMA) nevezett módszer formailag rokon a 
kromatográfiás mérésekben újabban használatos pulzáló amperometriás detektálással (PAD). 
Ahhoz hasonlóan a hagyományos amperometriában megszokott állandó elektródpotenciálos 
mérıprogram helyett periódikusan ismétlıdı elektródpotenciál szakaszok sorozatát 
alkalmazza. Itt azonban a pulzáló program célja más, mint PAD módszernél. Ott az elektródot 
passzíváló réteg eltávolítására tisztító majd kondicionáló pulzus szolgál. Az elektródfelület 
áramló oldattal érintkezik, amely magával ragadja az elektrokémiailag eltávolított 
szennyezıdéseket.  
 
A kidolgozott mérımódszer esetében az elektródfelületén membrán film, pl. enzim tartalmú 
reakcióréteg foglal helyet. Ezen keresztül diffúzióval jut az elektroaktív anyag az 
elektródreakció helyéhez. Az elektrolízis periodikus megszakításával idıt biztosítunk arra, 
hogy az elektrolízissel elıidézett koncentrációhiány csökkenjen az elektródfelület közelében, 
ily módon nagyobb jelet kapjunk.  
 
A dolgozatban különbözı modell kísérletek bemutatásával igazoltam a PMA módszer jó 
mőködését, elınyös sajátságait. A méréseket passzív cellofán membránnal bevont elektród, 
glükóz és putreszcin enzimelektród alkalmazásával végeztem. Összehasonlítottam a 
hagyományos és a PMA módszerrel kapott kalibrációs adatokat.  
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