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Roviditések jegyzéke

CHIT/BMIM-BF, citozan/butil-metil-imidazolium tetrafluoro-bétr
CME Chemically modified electrod, kémiailag modotielektréd
DAO diamin-oxidaz enzim

DPV differencial impulzus voltammetria

5-HIAA 5-hidroxi-indolecetsav

HPLC High-performance liquid chromatography

5-HT 5-hidroxi-triptamin

HSAB principe Pearson féle ,kemény-lagy” sav-B&lmeélet
ELISA ’enzyme-linked immuno sorbent assay’

ESL  2,5-dihidroxi-benzolszulfonsav-dietanolamith@&@msylate)
FAD/FADH, flavin adenin dinukleotid

FIA 'flow injection’ analizis, aramlo oldatos anzal

FIA  fluorescence immuno assay

FPIA fluorescence polarisation immuno assay

IC-IPAD ionkromatografia - integralé pulzalo ampmetrias detektalas
ISE ionszelektiv elektrodok

IUPAC International Union of Pure and Appliededhistry

MAO monoamin-oxidaz enzim

MK meldola kék

MWCNT tobbréte§ szén nanocsévek

NAD/NADH nikotinsav adenin dinukleotid

PA pulzal6 amperometria

PAD pulzalé amperometrias detektélas

PAN polianilin

PAN-NAS anilin éf3-naftalin-szulfonsav elektrokémiai kopolimer
PEDOT poli(3,4-etiléndioxitiofén)

PIA  Periodically interrupted amperometry

PMA periodikusan megszakitott amperometria

PuO  putreszcine-oxidaz enzim

PV pulzalo voltammetria

QCMB kvarc kristaly mikromérleg

RIA  radioactive immuno assay

SAW akusztikus fellleti hullam érzékel

SELEX systematic evolution of ligands by expondrgiichment
SPR ’'Surface Plasmon Resonance’, fellleti plazreanmancia szenzor
TEOS tetraetil-ortoszilikatot

TKE telitett kalomelelektrod

WHO World Health Organization
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1. BEVEZETES

Az amperometria az elektroanalizis voltammetridsdsaéreinek soraba tartozik. A
legegyszdibb voltammetrids méprogramnak tekinthét Napjainkig igen nagyszamu,
egymastol tobbe-kevésbé kulonBamltammetrids modszer kidolgozaséara kerlt sor.

Altalanosan sz6lva, a voltammetrids modszerek mltafisakor az elektrolizises ibeésllaba
helyezett munkaelektrédra valamilyenséfidggveény altal meghatarozott elektrodpotencialt
adva a cellan atfolyd aram értékét regisztraljuldamilyen alkalmas adatgjjyési program
szerinti idspillanatokban. A célszéen meghatarozott aramértékek és a mintaoldat
koncentracioja kozoétti figgvénykapcsolat alapjdnni az analitikai informaciohoz.

A hagyomanyos amperometrias modszerek esetébenddllalektrédpotencial, esetleg
allando cellafesziltség mellett folyamatosan regigimk az aramot. A cellaban jelentev
elektroaktiv anyag koncentracidjat a pillanatnyaraintenzitds és a maradékaram kozotti
kilonbség jelzi. A méicelldban rendszerint intenziv konvekciot idézink &t elektrod
forgatasaval, az oldat aramoltatasaval vagy kKeatitalmazasaval.

Az amperometria kedvéen kis als6 méréshatar elérését tesz deidetazonban az altala
biztositott szelektivitas nem kielégitEmellett gyakran jelenthet probléméat a munkaebekt
feliletének, az elektrolizis terméke altali@ézett passzivalodasa, beszenibgése.

A miszeres elemzés féflésének korai szakaszaban az emlitett hatranyokt ram
amperometrias moddszereket dslgrban redoxi titrdlasok végpontjanak indikalaséara
hasznaltdk. Folk és Badwen [1] a mult szdzad hideaiben jodometrias titralasok esetében
jol hasznalhato ,,0j tipusu elektrometriads” mods&eszamolt be.

A jol ismert, két egyforma elektrodot hasznald pemometrids, ,dead stop” technikarol
Stock [2] k6zOl tanulmanyt, a modszert ekkor marparometrias titrdlasnak nevezve.
John.T. Stock (1911-2005) hosszl, aktiv élete somagymeértékben hozzgjarult az
amperometrias végpontindikacio népgségének noveléséhez. Osszefoglalé monografiajat
[3] napjainkig alaprinek tekintik az elektrokémikus szakmai korok.

A voltammetrias modszerek féfését dortien meggyorsitotta Heyrowsky iskolaja a
csepe§ higany munkaelektréd alkalmazaséaval, a polarogrdfidolgozasaval [4]. A
csepegése soran Onmagat reprodukald, megujuld yatpatrod kikliszoboli az elektréd
passzivalodashol erédizonytalansagot. A csepedpiganyelektroddal méar kékn pontos
direkt analitikai mérések is elvégezént valtak voltammetrids Gton. A szilardelektrédos
detektalast alkalmazo titrimetrias eljarasok ilydad kissé hattérbe szorultak. Rovidesen a
polarografia az 6tddik leggyakrabban alkalmazoftsmeres analitikai modszerré valt. A
mérések elektrodpotencial — aram fliggvények fele€jelentették, az értékelés az aram —



potencial (i = f (E)) fuggvények alapjan torténtpalarogréafia analitikai alkalmazaséidég a
fémanalizis tertletére koncentralddtak [5].

A potencial pasztdzasos technika szerves analizigiieerd elterjedését lassitotta, hogy a
cseped higanyelektroddal alkalmazhatdé potencidlablak etgllcsak viszonylag kevés
analitikai szempontbol fontos szerves anyag multtmaktivitast. Emellett a szikséges
potencialablakot biztositd szilardelektrodok voltaetrias alkalmazasatol a mar emlitett
elektrod passzivalodas gyakori jelentkezése solai@ttoritott.

Annak ellenére, hogy mind hatékonyabb polarografifdédszerek jelentek meg, a
polarografia népszésége a mult szazad hetvenes éveire nagymértéklmmdkleent.
Megjelentek a hatékony atomspektroszkopiai modkzése a gyors méréseket biztositd
készullékek.

A voltammetrias modszert fejlegziskolak érdelddése a szerves analizis felé fordult. Ezek
jelens része elektrokémiailag oxidalhato. igy a szerweslekuldk elektrokémiai
oxidaci6jahoz szikséges potencidlablakot biztogigktrodokra volt szikseg. &érbe
kertltek a szilard munkaelektrodok. A szilardeléltrkkal kapcsolatos elektrokémiai
munkarél, az elektrédok sajatsagairdl, vizsgala@idezereibl, alkalmazasairdl Ralph N.
Adams [6] irt napjainkban is hasznalt, ,klassziklepmniinek” szamité monografiat.

A voltammetriAs mérések soran hasznalt szilard melektrodok sok esetben pusztan
elektronforrasként vagy elektronnykeént szerepelnek. Természetesen anyagi sajatsagaik,
feluleti allapotuk dori hatast gyakorolhat az elektrédreakcio kulortbdépéeseire. A
munkaelektrod méfellletén kialakulhat, vagy kialakithatd olyan walhs, fellleti
rétegképzeés, amely az elektréd fs&jatsagait valamilyen médon kedéem befolyasolja.
Ennek a lehéségnek tudatos kihasznalasa hozta létre a kémimitadpsitott elektrodokat.
Napjainkban a kémiailag modositott elektrodok kagat alkalmazasa az elektroanalizis
egyik legdinamikusabban féf6 teriletét jelenti.

Az alkalmasan megvalasztott moédositd réteg bizongsstekben képes az elektrodok
passzivalodasanak megakadalyozasara, biztositleddkszitast is. Ily moédon kémiailag
megfeleben modositott elektrodok alkalmazasakor az amper@gmemaodszer hatranyos
tulajdonséagai kikiiszobolh#k. Az amperometria néps#sege ennek megfet@n jelenssen
megrott. Igen elterjedtek példaul a szelektiv detektabastositdé enzimréteggel modositott
amperometrias bioszenzorok.

A masik, az amperometria alkalmazéasi korét kitetfesjelentsegét novél tényesd az
elvalasztastechnikai modszerek ddgse. A folyadékkromatografias oszlopon, vagy
elektroforetikus kapillaris segitségevel elvaladztelektroaktiv anyagok ,csucsainak”
detektaldsara szamos amperometrias detektorcédgekrtésere kertlt sor. Kozuluk sok a
kereskedelemben is kaphat6 napjainkban.

Mintegy tiz éve kapcsoldodtam be a voltammetrias nyesggi elemé& modszerek
fejlesztéseére irdnyuld kutatbmunkaba. A munka clidinikai diagnosztikaban, élelmiszer-
és kornyezeti analizisben 6alyosen hasznalhaté nagyhatékonysagu é ménodszerek,
szelektiv szenzorok kifejlesztése volt. A munka kezglésekor kirajzolodott, hogy a



terlleten tortéh elorelépés kémiailag modositott elektrédok fejlesatéstkalmazasat
igényli. Célszeinek latszott a voltammetrias modszerek koziul azesiompetrias detektalas
alkalmazasat, fejlesztését, amperometridas mérésejitehasznalhatdo specialis ndées

detektor cellak kialakitasatéérbe helyezni.

A munkat a Pécsi Tudomanyegyetem Természettudomi&asanak Kémiai Intézetében,
valamint a Memphisi Egyetem ’'Biomedical Engeneéririgaranak Elektroanalitikai
Laboratériumaban rendelkezésre allo eszkdzokketidzerekkel vegeztem.

A dolgozat munkam harom, tobbé-kevésbé elkilorithetileten elért eredmeényélirad
attekintést.

- gy szamot adok oxidoredoktaz enzimeken alamrtperometrias bioszenzorok
fejlesztésével, alkalmazasaval kapcsolatos vizegaieol.

- Kllén részben irom le az elektrokatalitikus t&g§u rézoxid réteggel bevont fémréz
elektrodon lejatszodo elektrédreakcid tanulmanyaedlskapcsolatos vizsgalataimat. Ennek
kapcsan beszamolok a rézelektrodra &pubamperometrias HPLC detektorcellak
kifejlesztéséfl, azok cukor analizisben téri@alkalmazéasaval kapcsolatos tapasztalataimrol.

- Munkam soran Ujszémeéréestechnika kidolgozésaval, a diffuzids rétegglelenzim
tartalmu reakcioréteggel bevont elektrodok alséésigatarat jeleds mértékben sikerilt a
kis koncentraciok iranydban kiterjeszteni. A dolgoharmadik része szamol be az Uj
periodikusan megszakitott amperometrias (PMA, @ically Interrupted Amperometry’,
PIA) modszer kifejlesztésély vizsgalatarodl, alkalmazasarol.



2. IRODALMI RESZ

Munkamban kémiailag médositott elektrodok tovaldbgztesével, sajatsagaik vizsgalataval,
azok alkalmazasaval foglalkoztam. Sikeresen alkziama és tovabbfejlesztettem az
amperometrias méréstecnikat, az amperometrias eteedgilasztastechnikai alkalmazéasait.

Ennek megfelélen a munkammal kapcsolatos szakirodalmizmiények attekintését e két

terlletre koncentralva adom meg.

2.1. KEMIAILAG MODOSITOTT ELEKTRODOK

A szilardelektrédokon lejatszdodd elektrédfolyamasalfatsagait, sebességét nagymértékben
befolyasolja az elektrodfeliilet anyaga, kristalytanientacidja, adszorpcids készsége, a
méfelllet geometridja, azaz alakja és tényleges mgfelilleti durvasaga. Lelésteg van,
ennek megfeléen arra, hogy a felllet céls#anodositasaval az elektrod-folyamat bizonyos
sajatsagait az alkalmazas szempontjabdl kedvemnyba megvaltoztassuk. Az
elektrédfelllet médositasaval szamos terlletenaigglvanelemgyartasban, az elektrolizises
iparokban, a tlizéhnyag-cella fejlesztésben, a korrozid géatlasabktrekrom kijeldk
fejlesztésben értek el jelést eredményeket, illéleg ezeken a terlleteken folyik az
elektrodfelllet célszériranyba tortéth megvaltoztatadséara iranyuld intenziv kutatdmunka.

A modositott munkaelektrodok [7] a voltammetridsalézis terlletén is mind nagyobb
népszeiiségre tesznek szert. Fejlesztésiikkel, alkalmazasukkdkivul kiterjedt irodalom
foglalkozik. A voltammetriaban kémiailag modositetektrodoknak (Chemically Modified
Electrodes, CME) nevezett munkaelektrodok széles &lterjesztésében az Eszak-Karolinai
Allami Egyetemen (UNC, Chapel Hill, USA) tanit6 Rey W. Murray kutaté csoportja
jatszott uttdé szerepet. A munkardl kdzleménysorozatban [8-1dhykfejezetben [12],
monografidban [13] szamolt be.

A kémiailag médositott elektrédokrol szamos 6ssgledé tanulmany [14-18] jelent meg. Az
egyes terileteken vald alkalmazésaikat kilon koéeferak tekintik at. Baldwin és Thomsen
[19] a kromatogréfias detektalas tertletén haszkéhiailag modositott elektrédokrél ad
attekintést, Wang [20] az aramlé oldatos meérésekisgicsolatos eredmeényeket foglalja
dssze. Kulon kézlemény szol a gyogyszeranalizi§, [@21kdrnyezeti fémanalizis [22], az
ionkromatogréfia [23] terlletén valo alkalmazaseldkégeit!.

A voltammetrias analizis szempontjabdlérslos kémiailag modositott elektrédokkal
kapcsolatos kutatasok eredmén§leszolo kdzlemények nagyszamu feliletmddositdo anyag
készitésdil, alkalmazasarol szamolnak be. Az egyes moédogfesek az elektrodok
kilénb62d sajatsagait befolyasoljak kedven, esetleg Uj feladatok megoldasara teszik azt
alkalmassa. Szoélnak kozlemények kulérbhoelonydsen hasznalhaté elektrodmodosito



eljarasokrol, foglalkoznak a kémiailag modositdekeddok sajatsdgainak magyarazataval,
azokkal kapott aram — potencial, aram 6 idiggvények értelmezésével, a fliggvények
alakjat befolyasolo hatasokkal.

Az irodalom rendkivili kiterjedt volta miatt nemrékszem annak részletes, rendszerezett
attekintésére. Inkdbb e helyltt csak rovid altatariisszefoglalast adok a kémiailag
modositott elektrodokkal kapcsolatos ismerdiekRészletesebben targyalom a munkamhoz
szorosan kapcsol6do irodalmbeiményeket.

2.1.1. A médosité réteg hatasa

A voltammetrids elektrodon végrehajtott modositas esedeti alapelektrod kilonb®z
sajatsagait valtoztathatja meg a kedvieanyba. Ezek a valtozasok a kdveilleiehetnek:
Szelektivitas biztositasa, nbvelése
Méretkizarasos réteg segitségével
Permszelektiv réteg alkalmazasaval
Hidrofil - hidrofob kdlcsénhatés alapjan
A dinamikus tartomany kedvielkefolyasolasa
Fellleti mintaanyag dusitastiglez film alkalmazasaval, ez lehet;
Extrakcios sajatsagu film
Komplexképé réteg
Anyagtranszportot sebességét cstkkedtieg
Az elektronatlépési folyamat befolyasolasa
- Az atlépési folyamat gyorsitasa fellleti kidd@tor alkalmazéasaval
- Az alkalmazando elektrédpotencial cstkkentése
- Az elektréd passzivalodas megakadalyozasdrelekalizator
segitségeével
Uj anyagféleség szelektiv mérését léhete feliileti szelektiv szenzor-
réteg kialakitasa
- Biokatalitikus reakciéréteg alkalmazasa
Kulonleges funkciot biztosité elektrodmaodositas
- Kis mennyiség)anyag adott mennyiségének elektrolizissel tértén
bejuttatasa
- Nem elektroaktiv anyag voltammetrids mérésénegvalositasa
- Kapcsolo funkcio létrehozasa
Az alkalmazott modositdé rétegek gyakran tobb iramatast gyakorolnak az elektrod
miikodésére. Igy példaul kation csérdajatsagi permszelektiv réteg az anionok szamaéra
atjarhatatlan, ugyanakkor egyes kationos anyagfgiset dusithat a fellleten. Egyben
befolyast gyakorolhat a diffuzios viszonyokra is.

Szamos eljarast dolgoztak ki az alapelektrodok Bémbdositasara. Ezek két tobbé-kevéshe
elkilonub csoportba sorolhatok Beszélhetidknbben modositott-ésfellileten modositott
elektrodokrol.

A tdmbben mdédositott elektrodok készitésekor aktld anyagadba agyazzuk a modositd
anyagot, és igy viszonylag vastag szenzorrétegetrho létre. Modositott szénpaszta
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elektrédok, grafit-epoxi elektrodok, médosité anyalgadalékolt szol-gél rétégelektrodok
tartoznak ezen elektrodok kozé.

A fellleti réteg mddositasara, a modositod felliéteg felvitelére szamos eljaras ismeretes.
Szén elektrodok esetében elektromoéketeléssel sikerllhet dglyds sajatsagu fellleti
filmet kialakitani [24]. Az elektromos &kezelés puffer oldatban tori@rviszonylag nagy
pasztazasi sebesség melletti potencial ciklizalagho (-0.5 - +3.0 V, v = 5 V/s).
Elektromosan ékezelt szénszal elektrodot hasznéltak Gonon és atardai [25]in vivo
agykémiai mérésekben. Azokbzelt elektrod képes volt kis koncentracidban njiehe
dopamin voltammetrids meghatarozasara aszkorbijedemlétében. Nagy €s munkatarsai
[26] Uvegszel szén (Glassy Carbon) elektrodfeliiletének adszospképességét ndvelték
meg elektromos ékezeléssel.

A korabban emlitett 6sszefoglaldé tanulmanyokhoZlakazva emlitést érdemel néhany, a
kémiailag modositott elektrodok sajatsagaival fik@iad kozlemény [7,12, 13,27].

2.1.2 Kémiailag javitott sajatsagu voltammetrias mu  nkaelektrodok

Az elozéekben felsorolt ényos sajatsagok egyik masik elektréd tipus esetélggiittesen
jelentkeznek. igy példaul a szelektivitast kediar befolyasold kémiai modosité réteg, vagy
adalék gyakran elektrokatalitikus sajatsaga kowéten megakadalyozza az elektrod
passzivalodasat, vagy alacsonyabb elektrodpotemetiétti detektalast tesz leldge. Ennek
megfeleben az aldbbiakban — harom tobbé-kevésbé atfédzben — néhany kémiailag
mabdosito réteget, modositott elektrédot ismertetek.

2.1.2.1. Elektrokatalitikus hatassal, vagy mas médon szelektivitast biztositoé elektrédok

A kllonbd® anyagok elektrodfolyamatai gyakran géatoltak. Aekalod fellletén csak
viszonylag nagy tulfesziltség hatasara mennek végtié sebességgel. llyen esetekben
elektrokatalizator alkalmazasaval van Iéiség a szikséges tulfesziltség csokkentésére, az
illeté6 anyag redoxi reakcidjanak gyorsitaséra. Elektadkidus folyamatok alkalmazasa,
kutatdsa az elektrolizis iparokkal, a szenzorfejiessel, a megujulé energiahordozok
eléallitasaval foglalkozd elektrokémikusok érdikdsének a kézéppontjaban van. Szamos
kozlemény foglalkozik (] elektrokatalitikus sajgsaanyagok kifejlesztésével, sajatsagaik
megismeresével, alkalmazasi terlletének feldekigdsé Az elektrokatalizi€i t6bb
dsszefoglalo tanulmany jelent meg [28-30].

Elektrokatalitikus folyamat esetében, az elektrtidétén a katalizator anyag alakul &t
megfeleb sebességgel végbenterlektronatlépési reakcioban. A vizsgalt, atalaldta
anyag talalkozva a katalizator megféletdoxi allapotu forméjaval, azzal kémiailag reagal
Az elektrokatalitikus reakcid heterogén, ha a kaéébr anyag az elektrodfellletén kotott
allapotban kerll alkalmazasra. Ha a katalizatorekektrolizis-cellaban |&y folyadékban
oldott, homogén kataliziék beszélink. A homogén és a heterogéen elektrokftedi
folyamat niikddési sémajat mutatja be az alabbi két abra.
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2.1 abraHeterogén elektrokatalitikus reakcié sémaja
S—atalakitand6 anyag, P — a termék
Ox és Red a katalizator oxidalt és redukalt formaja
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2.2. &braHomogén elektrokatalitikus reakcio sémaja

A heterogén folyamat az alabbi |épésaiddl:
1. Az elektréd és a fellilethez kotott elektrokat@ior [31] kozott gyors elektronatlépési
folyamat gondoskodik arrdl, hogy a katalizator fieég6 oxidacios allapotban legyen.
2. Az atalakitando anyag transzportja az elekti@tifthez (és adszorpcio).
3. Az elektronatlépés (redukcid, oxidacio) az imitipélt elektrokatalizator
segitségével az elektrdd és azdligtszecske kozott.
4. A termék eltavozasa a felll@t(deszorpcid utan).

Az elektronétlépés gyakran két lépésben torténik:ekektrodfelllet és az immobilizalt
katalizator kozoétt, majd pedig a katalizator ésasalakitandé anyag kozott. A katalizator
sokszor elektronatvdként (‘electron shuttle’) rikddik. Szokasos az elektrokatalizatort
mediatornak, az &talakitandé anyagot az enzimkathdl vett analogia alapjan

szubsztratnak nevezni.

A homogén elektrokatalitikus folyamat esetében mansizubsztrat, mind a mediator oldott
formaban van jelen. Az elektrédfeliletén a medidép elektrédreakcioba. Az atalakult

mediator az oldat belsejébe jutva ott kémiai reab@n alakitja at a szubsztratot.

Mind ipari folyamatok, mind analitikai alkalmazasetén dnyos, ha heterogén katalizis

jatszodik le. Ipari folyamatok esetében igy ninesikség a termék és a mediatoranyag
elvalasztdsara a reakcid befejeztével. Analititledlanazas esetén az immobilizalt mediator
.reagens nélkuli” szenzorfunkciot biztosithat.
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A klloénbdz anyagok elektrodreakcidjanak katalizisére rendkndgyszamu, kilénbdz
tipusu elektrokatalizator kifejlesztésére, kipréisaka, alkalmazaséara kertlt sor. Kozottik
nagyszamu benzofenoxazin, fenotiazin szarmazéekonkdl®y atmeneti fémek szerves
ligandummal alkotott komplexei, fémoxidok, diszp@tgfémrészecskek, egyéb szervetlen
anyagok, nanoméiiet bevonatok, 0Onszervédé redoxicsoportot tartalmazd rétegek
talalhatok.

A ruténium oxokomplexeinek mediatorként valé alkab@sa igen népszerPéldaképpen
emlitem Meyer és munkatarsai [32,33] kozleményedtmelyek a cis[RU'(2,2-
bipiridil) »(piridin)(OH.)]?*-nek kiildnbo# anyagok elektrokatalitalitikus oxidaciéra tordén
sikeres alkalmazasairdl szolnak.

Mind a RU/RUY, mind a RU/RUY reverzibilis redoxpart képez. igy a hidroxokomplex
oxokomplexszé alakithatd az elektrodfeliletén. Ankomplex oxidaloszerként kodik
bizonyos anyagok jelenlétében. Vas-[34], mangan-[@®m-[36], nikkel-[37], kobalt-[38],
palladium-[39] porfirinkomplexek ugyancsak haszaédhelektrokatalizatornak bizonyultak.
A nitrogén-monoxid (NO) voltammetrias méréséhezedtetifémek ftalocianin komplexeit
[40,41] is sikerrel alkalmaztak.

A glikéz maga a voltammetrias analizisben altaldhasznélt munkaelektrodokkal, vizes
oldatokban, az elérh#t potencialtartomanyban nem elektroaktiv, nem mérhet
voltammetriasan. A glikézm&amperometrias szenzorok enzim katalizisen alagulna

A glikéznak glukéz-oxidaz enzim altal katalizalekeidjdban az enzim redukalt formajat
regenerald reakcidpartner az oxigén. Ennek hebjgdgére, az enzim oxidalt form4janak
visszanyerésére @lyos volna elektrokémiai oxidaciét hasznalni. Azienredoxi csoportja
(FAD/FADH,, flavin adenin dinukleotidazonban a fehérjestruktira belsejében foglal helyet
igy kozvetlen elektrodreakcioba nem vihetKilénbo® elektrokatalizator anyagok
haszndlataval sikertlt a glik6z enzimatikus oxididciak oxigénkoncentraciotol valo
flggését kikliszobolni. Kozottuk kulonkdterrocén [42] szarmazékok €s ozmium-bipiridil
komplexek [43,44] terjedtek el széles korben.

Heller és Gregg [45,46] polimer lancra fedbétt ozmium komplexl molekularis huzalt
készitett, amely segitségével léisety van arra, hogy hidrogél rétegbe agyazott enziloxi
csoportjat az elektrod anyagahoz ,drotozzukgsebitve az elektrod és a FAD csoport
kozotti elektron forgalmat”. Ez a molekularis huiz@47] kaphato a kereskedelmi
forgalomban is a BAS cég termékeként.

Sikerult tébbeknek atmenetifém-organikus ligandukabkalkotott egyes komplexeit a
glukdz oxidaciojat seditelektrokatalizatorként hasznalni.

gy Kokoh és munkatarsai [48] Ru2-phenylazopiridin) mediatorral szereztek kedvez
tapasztalatokat. Araki csoportja [49,50] elektrapelizalt porfirin szarmazék segitségével
oxidaltak glukdzt elektrokatalitikus folyamatbaniilgnboz fémektdl, igy réztdl, nikkelbdl
készilt elektrodok fellletét bevond oxid film lugk&zegben képes szénhidratok, egyes
karbonsavak elektrokémiai oxidacidjat katalizalhidolgozat egy részének anyagat képez
kisérleti munkdmban fémréz munkaelektrédok visatkétl tanulmanyoztam. Ezért a
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fémoxid bevonatl elektrodokkal kapcsolatos irodaletbizményeket kulon fejezetben
foglalom Ossze.

A nikotinsav adenin dinukleotid — NAD/NADH (NAD(RYAD(P)H) — koenzim szadmos
enzimatikus redox folyamatban vesz részt. Nagysz&néiles terileten hasznalt analitikai
mobdszer alapul a NADH koncentraciovaltozas spestovhetrias nyomon kovetésen. Annak
ellenére, hogy a NADH/NAD reakcio, kedvesen kicsiny standard elektrédpotenciallal
rendelkezik (-0,65 Ws TKE (telitett kalomelelektrod) semleges pH-n,°250n) kdzvetlen
elektrokémiai oxidacion keresztil, voltammetridsaem mérhét [51]. A folyamat a
kilonbodz elektrodok fellletén igen nagy tulfesziltséggedzadik le. Még kellemetlenebb,
hogy az oxidacio terméke az elektrodfellletét bgvorpasszivalja azt. Kulonbdz
elektrokatalizatorok alkalmazésaval sikerllt a NADidItammetrids meérésén, nyomon
kovetésén alapuldé voltammetrias analitikai méddagdreidolgozni. Egy benzofenoxazin
szarmazék, a meldola kék (MK) kivalo elektronatvimediatornak bizonyult. Példaul a MK
jOl adszorbedlddo réteg formgjaban képes néhangmapkatalizatorként tikodni [26,52].

A réteg stabilitasanak novelésére szamos probakuméént. Ujabban szén nanocsévekre
adszorbealt MK katalitikus hatasardl [53], elek&okailag készitett, megfetelstabilitasu
cink-oxid/MK fellleti filmnek [54] a NADH oxidacioelssegitt mikodésédl jelentek meg
tanulmanyok.

Kinai kutatok kozlik [55], hogy citozan/butil-meiiinidazolium tetrafluoro-borat/tébbfald
szén-nanod@s (CHIT/BMIM-BF4/MWNT) kompozit elektréd anyag hasznalataval a NADH
oxidacio tulfeszlltségét jeleigen sikerllt csokkenteni. Az elektrod passzivalodém
jelentkezett ezen elektrodanyag hasznalatakor.

Glutamat-méf, amperometrias bioszenzort irnak le Maalouf és katamsai [56]. Az
elektrod médositott Uvegstieszén elektrod alapérzéked épul. Az elektrodfellleténd,N-
bipiridil szarmazékot, metil-viologént tartalmazéeldrokatalitikus filmet hoznak létre. A
metil-viologén jol oldddik vizben, igy a fellleteartért rogzités kalon gondot igényel. A
szerdk nafion filmmel vonjak be az elektrodfellletét. metil-viologén hidroféb része a
nafion hidroféb részeivel 1ép kolcsonhatasba, migaton természét piridinium rész a
nafion polimer lanc szulfonalt csoportjaival ioneséolyamatban vesz részt. igy a mediator
helyhezkotése, immobilizdlasa megvalosul. Az etelfgliletén glutaraldehiddel
térhaldsitott glutamat-oxidaz reteget képeztek Az elektrod ntikddésekor az enzim
szelektiven katalizalja a glutamat és az oxigéensidejatszodo reakcidt. A jelet a lokalis
oxigén koncentracio csokkenés amperometrias dédskizal képzik az oxigén redukcid
alabbi, metil-viologén altal ,medialt” reakcio ajap.

[(SO3)2MV 2] + 16— [(SOs)MV ']
[(SO5).MV™] + 1/20, + H — [(SO3),MV ] + 1/2H,0,
Uvegszeit szén elektrodfellletén a fenotiazin szarmazékpluidin-kék multiciklusos
voltammetrias program alkalmazaséaval elektrokdtabt polimer réteggé alakithatd. Nafion

filmmel befedve nitrogén-oxid (NO) mérésére alkadmmen kedvek als6 meéréshatarral
(1.8x10® mol/dnT) mikkdds elektrédot sikeriilt késziteni [57].
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Elektrokatalitikus sajatsagu elektrodmodosité fidészitésére sok esetben jél bevalt a berlini
kék ('Prussian blue’) réteg H&e(CN)]s [58,59]. A berlini kék elektrokatalitikus sajatséga
mar a mult szdzad hetvenes [60], nyolcvanas [6&]bén vizsgaltak. Kafi és munkatarsai
[62] Uvegszel szén elektrod (Glassy Carbon) fellletén az ugyretvecsepp modszerrel
készitettek berlini kék réteget. A készitéskor j@myak el, hogy savas kalium-[hexaciano-
ferrat(ll)] és vas(lll)-klorid savas oldatabol egyseppet (20ul) az elektrodfeliletén
szétoszlattak. 15 perc reakcidichllva az elektrodot lemostak, és 1os kemencében
stabilizéltdk a réteget. Tiol vegyuletek (2-amirnérdiol) amperometrids meérésére jol
alkalmazhat6 elektrodot kaptak.

A berlini kék redox mediator anyagként valé hasatél némileg korlatozza, hogy pH>6
esetben Fe(OH)képzidés mellett oldédik. Ennek megfdleh kisérletek torténtek mas
atmeneti fém hexaciano-komplexeinek elektrodmodosiédox mediatorként tortén
felhasznélasara. Gallium-hexacianoferrat adalélagrsegitségével sikertlt [63] a semleges
pH-n is kelb stabilitasu elektrédot késziteni, amely a hidregéroxid redukcion keresztili
méreésére [0l alkalmazhatonak bizonyult. A hidrogénexid redukcidja olyan
elektrodpotencial mellett torténik (0.2 V) ahol mékektrokémiai folyamatok szénpaszta
elektrodon nem igen mennek végbe jedensebességgel biologiai kdzegekben. igy az
elektrod alapérzéké&ként hasznalhatd oxidaz enzimen alapulé amperafisetsioszenzor
készitésére is.

Az amperometrias hidrogén-peroxid mérés az aldektrekatalitikus reakcio soron alapul:

Gd'[Fe" (CN)g] + K* +&— Gd"K[Fe (CN)g]
Gd"K[Fe"(CN)g] + ¥ HO, —Gd"[Fe" (CN)g] + K* + OH

Elektropolimerizécioé alkalmazasaval készitett mhillén-hexacianoferrat réteggel médositott
Uvegszeil szén elektrodot neurotranszmitterek kromatogréafiédizisére sikerrel hasznaltak.
Patkanyok agyabdl mikrodializissel vett mintakadlezdltak kinai kutatok [64].

Az elektrodok sajatsagainak modositasara haszrdtvetlen anyagok sordban nagy
fontosséagra tettek szert a kilonbdermészetes vagy szintetikus hidratalt aluminds#ibk,

a zeolitok. A (M)(AIO, )x(SiOz)y] M(H,O) (M=kation) altalanos Gsszegképlettel
jellemezhet zeolitokat széles kdrben hasznaljdk adszorbenskéntser&l anyagként,
katalizatorként, molekulaszitaként. Szerkezetiklgdjatsagaikkal, alkalmazasukkal igen
kiterjedt irodalom foglalkozik (pl. [65, 66]).

A zeolitok aluminium és szilicium kdzpontu, egym@sioxigén ketis hidakkal kapcsoldédd
tetraéderekdl felépuls térbeli struktiradk. Ezek kozott kulondomeéreti csatornék, tregek
talalhatok, amelyek meghatarozzdk a zeolitok mdésaita sajatsadgait. Az aluminium
kozpontl tetraéderek extra negativ toltést hordazezek toltéskiegyeniitkationok (M™)
jelenlétét igénylik. A kationok tobbé-kevésbé szhba mozoghatnak a struktaran bell,
helyettesithéik, részt vehetnek ioncsere folyamatokban. A stmdktabelll talalhato
csatorndk mérete méretkizarasos jdilegelektivitast biztosithat.
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A megfeleb sajatsagu zeolittal médositott elektrod képes tleikumulalni a mérerid
elektroaktiv kationt, megakadéalyozhatja interferattyagoknak az elektrodfellletre jutasat,
eléosegitheti potenciometrias elektrodpotencial vakaatakulasat.

A zeolittal modositott elektrodok készitésére kblim mdodszerek valtak be [67, 68]. Ezek a
kovetked csoportokba sorolhaték:

1. A zeolit részecskék szilard matrixban toétéinszpergalasa.

2. A zeolit poranak és vezZetinyagnak (pl. grafit pornak) 6sszesajtolasa.

3. Szilard elektrédfelliletének bevonasa zeolitdabaazd polimer filmmel.

4. Zeolit részecskék kovalens kotése elektrodftiéle

Elektrodok fellletén képzett vedepolimer rétegek is rendelkezhetnek elektrokakalgi
sajatsaggal [69]. Bello és munkatéarsai [70] aszksdy elektrokémiai oxidacioja esetében,
platinaelektrodra levalasztott poli(3,4-etilendimfien) (PEDOT) réteg elektrokatalitikus
sajatsagat tanulmanyozva tapasztaltak ketlvezréstechnikai jellendket.

Az elektrodok fellletén kialakitott polianilin (PANfilmek sajatsagait, alkalmazasuk
lehetségeit sokan tanulmanyoztdk. A megfédsl képzett réteg a pH<4 tartomanyban
rendelkezik elektrokatalitikus sajatsaggal [71-7A).pH tartomany kiszélesitésére tdbben
tettek kisérletet. Savas komponens membranba tbkéapitésével értek el eredményeket
[76,77]. A kémiailag képzett PAN oldatba vikigis savas szennyikkel keverhet. Sikerllt

ily médon mind az elektromos ve#etmind az elektrokatalitikus sajatsagot a semleges
tartomanyban is mégzé filmeket késziteni [78,79].

Zhang [80] platina elektrodfellletén anilin  éB-naftalin-szulfonsav elektrokémiai
kopolimerizaciojaval elektrokatalitikus PAN-NAS eg¢et hozott 1étre. Az igy mddositott
elektrédon az aszkorbinsav oxidacioja jetesein alacsonyabb elektrodpotencial mellett megy
végbe, a voltammetrids csucspotencial 0.62V-rol4 O\Bra valtozik a kompozit film
hatasara. Ciklikus voltammetrias és forgoelektrodasgalatok soran a képaott naftalin-
szulfonsavval dépolt polianilin réteg kedden stabilnak bizonyult. A beégiilnaftalin-
szulfonsav hatasara a fellleti réteg elektrokdtabtsajatsaga intenzivebbé valt és a fellleti
réteg altal medialt elektroncsere folyamat a gyeriggos pH tartomanyban is végbement.

A pirrol elektropolimerizacidjaval készitett polipil,- nano huzalokbol all6 - vezepolimer
réteggel moédositott szénelektrédon a nitrit ionadukcioja igen nagy sebességgel,
viszonylag alacsony elektrédpotencial mellett megggbe [81]. A nanohuzal réteg
elektrokatalitikus sajatsaga nagyon stabilnak bymdtn

Igen nagyszadmu kozlemény jelent meg kilob@nyagok, festékek elektrodfellletén
tortérs elektropolimerizacidjaval képzett, kémiailag moitlois elektrédok készitésslr
vizsgalatarol. A festékek elektropolimerizacidjaraao megnovekedett elektrokatalitikus
sajatsagu térhalds oligomerek keletkezhetnek [82].

A Coccus cacti rovar rosténye altal kibocsatott festékanyag, a carmin [83]
elektropolimerizaciojaval allitott &ligen kedveé elektrokatalitikus sajatsagu polimer filmet
Wang és munkatarsai [84]. Az elektrdd jol hasznéiak bizonyult trinidazol mérésére.

Uvegszeit szén elektrodfeliletén bromfenol kék festéket tetgolimerizalva stabil
elektrokatalitikus réteget sikertlt kialakitani [85 Az igy maodositott elektrod
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folyadékkromatogréafias detektorként is jolikddott. Segitségével vizelet mintakban
kielégio pontossaggal sikerllt a klinikai diagnosztikdbagmligjdas markerként hasznalhato
5-hidroxi-indolecetsav (5-HIAA) és 5-hidroxi-triptan (5-HT) kromatografias meéréseét
elvégezni.

Kationcser& sajatsagu titan foszfat réteggel bevont szilikag@inbmddositd anyag
segitségével sikerllt [86] a neurotranszmitter dapa koncentracié aszkorbinsav
jelenlétében tortéh meghatarozasra alkalmas szénpaszta elektrodoitdmszA biologiai
kdzegekben gyakran, viszonylag nagy koncentracigdanleb aszkorbinsav mellett nehéz
a nagysagrendekkel kisebb koncentracioju transzmainyagokat merni. Ez esetben a
mobdosité anyag kationcsefedajatsaga teszi leli@e a szelektiv mérést. A dopamin ugyanis
a semleges pH mellett kationként fordub,eimig az aszkorbinsav anion. A titAn-foszfat
maodosité anyag taszitja az anionokat.

Katalitikus sajatsagu fém részecskék elektrodfedaleraldo immobilizalasaval az elektrodok
analitikai sajatsagai kedwéan befolyasolhatok. Nano méigt hidrofobizalt arany
részecskéket kotottek kinai kutatok Uvegszzén elektrodfellletéhez [87] oktadodecilamin
kapcsolé agens segitségével. igy sikerilt stalekt®katalitikus sajatsagu, a 2,5-dihidroxi-
benzolszulfonsav — dietanolamin (Ethamsylate, E8&jésére kivaloan alkalmas elektrodot
késziteni.

2.1.2.2. Az elektrokatalitikus rézelektréd

Munkéam soran az elektrokatalitikus rézelektrodkirdését részletesen vizsgaltam, ezért itt
részletesebben emlitem az illeiektréddal kapcsolatos irodalméeményeket.

A potencial pasztazo voltammetrids modszerek aldafwakor munkaelektrodnak a széles
potencial ablakot biztosito, elektronforrasként,gwaelektronnyaiként niik6dé inert
nemesfém vagy szénelektrédokérelosek. Amperometrids mérésekben azonban ol
mikodhetnek a gk potencidl ablak mellett stabil elektrodok is. EZA&zott taldljuk a
femréztdl készitett elektrodokat, a szénpasztdban diszjpered vagy nikkel szemcséket
tartalmazo méifelllettel készitett elektrédokat.

A mult szazad nyolcvanas évei kozepén Stulik és kamdmsai [88] vizsgaltdk a
voltammetrias rézelektrodnak HPLC detektalas oédté alkalmazhatdésagat. Két kilonboz
detektorcellat készitettek és kulonBoparamétereknek a rézelektrédos detektorcellara
gyakorolt hataséat vizsgaltdk. Minta anyagként am@vakat és kolint hasznaltak. Mas
munkaikban dipeptideket [89] és etilén tiokarbanif@®] analizaltak HPLC technikaval. A
réz munkaelektrodos detektorcella hasznalata sgtide@né tette a mas detektoroknal
szikséges szarmazékkeépzést. Baldwin és munkatd®ddi a kilencvenes években
aminosavak és peptidek elektrokémiai oxidaciojatsgaltak réz elektrodfeliletén. Két
kilénb62d oxidaciés mechanizmust valdsisitettek. Gyengén Iugos kdzegben 0 V kordli
potencidlon az elektréd anyaga oxidalédott*’Ckomplexet alkotva az aminosavakkal,
peptidekkel. Efsen ligos kdzegben magasabb elektrodpotencial tireetlelektrokatalitikus
oxidaciot talaltak dominansnak.
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Singhal és Kuhr [92] sikeresen detektalt réz milaktedddal nukleotidokat. Munkajukban
szinuszos valtéaramu voltammetrias épéogramot hasznaltak. Ez leteé tette a pmol

tartomanyban torténdetektalast. Megfigyelésik szerint a molekuldkocuksze biztositotta
az elektrodvalaszt.

Lin, Xu és Chen [93] kapillaris elektroforézisesd@bsztasokhoz hasznaltak amperometrias
detektalast. Purin bazisokat, ribonukleozidokatibenukleotidokat valasztottak el. Széles
koncentraciotartomanyban érzékeny, linearis valasii réz mikroelektrodot tartalmazoé
'wall jet’ tipusu cellat hasznaltak munkajukban.

Casella, Guascito és Benedetto [94] rézzel médositanyelektrodot alkalmaztak tiocianat
ionok ionkromatografids (IC) elvalasztasahoz és hatgozasahoz. Ennek tkbdését
megfelebnek taléltak vizeletmintak analizise soran. Hasamlgizelet mintakat elemeztek
Hong és Baldwin [95]. IC elvalasztast és rézelaldro tortéié oxidacion keresztili
detektalast alkalmaztak. Modszerukkel a kémiai bwizacio szamos fontos markerét,
aldolitokat, szénhidratokat, aminosavakat meg tutietarozni megfelél érzékenyseggel és
precizitdssal. Baldwin [96] kapillaris elektroforges elvalasztas detektaldsara is sikerrel
alkalmazott korong alakd réz mikroelektrédot amawak €s peptidek analiziséhez. Korabbi
munkéjukban [97] UvegsZerszénelektrédot elektrokémiailag levalasztott réteggel
madositottak. igy alkalmassa tették azt szénhiblratoperometrias detektalasara.

Tizenot kulonbé& cukor komponens kapillaris zona elektroforézisdgalasztassal

megoldott analiziséhez sikerrel alkalmaztak lugaszegben mkéds amperometrias

rézelektrodot Colon és munkatarsai [98]. Munkajukb25 pm atméijia rézdrotbol

készitettek elektrodot, igy femtomol tartomanybé asyagmennyiségeket tudtak analizalni.
A kalibracios gorbe harom nagysagrenden at lineakisnutatkozott.

2.1.2.3. Elédusitas kémiailag modositott elektrodokkal

Szénpaszta elektrodok esetében gyakran az elektrédositd anyagot a szénpaszta
készitésekor a szénporhoz adjak oldat vagy por &am. Az anyagot €s a szénport a
pasztasitdo adalékként hasznalt paraffinolajjal @dap elkeverve készitik az ugynevezett
tombben modositott szénpasztat. Természetesen,nmddasité anyag koltséges, akkor az
elektrod Osszeallitdsakor a pasztacsésze aljabasitdcanyagot nem tartalmazo ,passziv
pasztat” préselnek és csak az elektrod felszindtiezeli részbe juttatjak az ,aktiv”
maodositott pasztat.

Riboflavin mérésre alkalmas, koronaéterekkel témbip@dositott szénpaszta elektrédokkal
végzett sikeres kisérleteket irnak le Kotkar éskatarsai [99].

A szén nanocstvek szénpasztaban valé agyazasdwvaflagasaval tobbeknek sikerilt
kedveden befolyasolni az alapelektrod analitikai sajaaétag). [100,101].

A todmbben moddositott szénpaszta elektrod alkalmasagvalasztott modositdé anyag
alkalmazasakor a minta ¢elisitdsaval hozzajarulhat az als6 méréshatar kédvez
kiterjesztéséhez. Kubai kutatok [102] furoil tiokamid szarmazékokat vizsgalva készitettek
nyomnyi mennyiségben jeleni@&kadmium meérésére alkalmas szénpaszta elektrodot. A
illeto6 komplexképéd tiokarbamid szarmazekok, amelyek az ionszelektigkteddok
készitéseéhez korabban alkalmasnak bizonyultak, sztfi@an eloszlatva akkumulaljak a

18



mintaban leg kadmium ionokat. Az analizis sordn az 0ss#ggit kadmium ionokat az
elektrodfeluletén redukaljak, majd az anédos sging analizis munkamddszerét kdvetve
képzik az inverz voltammetrias jelet.

A szol-gél technika szadmos esetben mutatkozottralkenak biokatalitikus sajatsagu rétegek
kialakitasara. Ezek készitésekor a gélképzilikatot pl. tetraetil-ortoszilikatot (TEOS) a
bedgyazanddé anyag oldataval és a reagenssel oOssmaekeképezik a rendszerint
Uvegszelen atlatszo, a kis molekulak szamara atjarhato géroSzén nanoésréteggel
maodositott Uvegszérszén elektrodfellletéen laktat-oxidaz enzimet taréa 6 szol-gél réteget
kialakitva stabil, gyors véalaszu laktatiébioszenzort készitettek Huang é€s munkatarsai
[103].

Szol-gél matrixba agyazott, Osszetett modosito ggete ellatott keramia szénelektrod
alkalmasnak bizonyult inzulin koncentracié méredéfl]. Amperometridsan detektalt FIA
készilék alkalmazasakor, kozel semleges kozeghidr7(d ) az elektroddal 4 pM also
méréshatart és 100-500 pM dinamikus méréstartomértgk el. Az elektrod maodosito
rétegébe 2-m atmésji nikkel féemrészecskéket és [oktacianomolibdat(lig)jt tartalmazo
(K4[Mo(CN)g]) mediator anyagot agyaztak be. Az elektrdtkidése az alabbi reakcié soron
alapul:

Mo(CN)s*— Mo(CN)g>™ +e-
Mo(CN)g®~ +Inzulin(redukalt forma}>Mo(CN)s*+Inzulin(oxidalt forma)
A nikkel az elektronatlépési folyamatot katalizalja

A p-tercbutil-calix[6]arénnel tdombben mddositott szénpasziektrodfellletén a mintdban
levé folsav akkumulalodik [105]. Az elektrod ugy készililogy a kalixarén szarmazéek
acetonos oldatat szénporral homogenizaljak. AZkagtked zagybdl az aceton elparolgasa
utan paraffinolaj pasztasito anyaggal, hagyomamyédon készilt a kémiailag médositott
szénpaszta. A folsavmérés alsé meéréshatarat diffiddleimpulzus voltammetrias (DPV)

technika alkalmazasaval 1.24xf0nol/dn?-nek talaltak a szebk.

A kadmium sztripping analiziséhez hasznalt, tomblmeddositott szénpaszta elektrod
készitésekor Hernandez és munkatarsai [102] a eeémgott szazaléknyi mennyiségét
helyettesitik szilard porként hozzaadott modosihyaggal, példaul 1-furoil-3-benzil-3-
feniltiokarbamiddalA porkeverékhez adva pasztésito olajat, készitik el a szénpasztat. Az
analizis sordn a mintaoldatbdl a kadmium az eldkétdletén komplexké@més hatasara
akkumulalédik. A komplexképzés utani elektrokémedukcio, majd a differencial impulzus
voltammetriasan detektalt anddos sztripping lépészmalataval igen kis koncentracioju
oldatokban volt lehéség a kadmium mérésére.

Diacetildioximmal, tdmbben maddositott szénpasztektebddal [106] 6lom és kadmium
mérés bizonyult éhybsen megoldhatonak differencial impulzus voltartmias
méréstechnikat alkalmazva. A modosité anyagot alksh szuszpenzié formaban
homogenizéaltdk a szénporral.
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Szitanyomassal készitett, kulonBpz elbdusitdé agenssel kémiailag moddositott szén
elektrodokrol tdbben szamolnak be [107,108]. Vizbem old6do6 kalixarén szarmazékkal
modositott, szitanyomassal készitett elektroddabzet kisérletekil szol Hart és
munkatarsai [109] kdzleménye. Modszert dolgoztaknkomnyi mennyiségben jeleniév
o0lom mérésére. Modszeruk szerint az elektrodddd asgdmkor mellett 10 percig tartdo kémiai
elodusitast végezve, az elektrodot ezutdn lemosva,fetedg puffer oldatba helyezve
differencial impulzus anédos sztripping voltammésrimédszerrel 5-100 ng/éartomanyba
ey 6lomion koncentracié meghatéarozhaté.

Uvegszeit szén elektrodfelilletét Langmuir-Blodget filmbenosalatott komplexkégz
sajatsagu p-allil-kalix[4]arén szarmazékkal modositottdk kindtutatok [110]. Jol
alkalmazhaténak talaltak az elektrodot nyomokbdenjews kadmium és tallium anddos
sztripping technikaval torténmérésére. A sztripping mérésekkor alkalmazottted&kmiai
dusitas sordn nagy koncentracioban jelehlélom, vagy indium ionok redukalédva az
elektrod feliletén, és az anddos visszaoldaskory nagamcsucsot produkédlva a
meghatarozast zavarhatjak. A kalixarén szarmazészupramolekularis kolcsénhatason
alapul6 kelatképzésben az elektrod fellletén tikawesbé szelektiven akkumulalja a tallium
és kadmium ionokat. A szelektiv kelatképzés a Pede ,kemény-lagy” sav-bazis elmélet
alapjan magyarazhat6 (HSAB principe) [11A]tallium' (TI*) és a kadmiuth (CoP") ionok
ugyanis kénnyen polarizélhatd, kis effektiv magisilt viszonylag nagy ionradiuszu lagy
,SOft” ionok (savak). Az illed kelatképs mint (az allil csoport és a benzoligi miatt) lagy
bazis, ebnyben részesiti a lagy ionokat a kemeény indium 2Zgtaneneti jelleg 6lom
ionokkal szemben.

2.1.2.4. Kilénleges funkcioju modositott elektrédok

Megfeleben készitett, kémiailag modositott elektrodokkiésilt egyes esetekben [112,113]
elektroaktivitdst nem mutatd anyagféleségek méeésdtalmas modszert kidolgozni. Az
illet6 dolgozatok szefd detektaldsra pulzadlé amperometrias moddszert ldtskn
Munkaelektrodként vezétpolimer sajatsagu polipirrol réteggel bevont eléfttszolgalt. A
polipirrol réteget az analizaland6 fenol tipustu agokra szelektiv antitestet tartalmazé
oldatbél elektrokémiai polimerizacioval allitottas. igy a polipirrol réteg magaba zart
jelentbs mennyiség antitestet. A mérés soran az elektrodpotenciajéagfeleb program
szerinti potencial pulzusok alkalmazasaval valtbaka és regisztraltak a pulzusok hatasara
kialakult aram - id jelet. A potencial pulzus hatdsara a vézsblimer réteg periddikusan
redukalt allapotabdl oxidalt allapotaba jutott, chajsszaalakult. A redoxi reakcio ilyenkor
egyutt jar a toltést egyensulyozo ionoknak az offah membran kozotti transzportjaval. Az
oxidacié soran az anionok a membranba jutnak, @n@lit pedig elhagyjak azt. Redukcio
esetén a transzport irdnya forditott. Az dleanok mobilitasa nagymeértékben befolyasolhatja
az egymassal ellentétes ionmozgas mennyiségi ataAyamlo oldatos (FIA) izemmodban
az analizdlandoé antigén anyagok annak ellenérey hogm elektroaktivak, injektéalt
mennyiséguldl fiiggé pulzalé amperometrias jelet hoztak Iétre. A jell&kulasat a szatk
annak tulajdonitottdk, hogy az antigén — antitastkés megvaltoztatta a toltés kiegyehlit
transzport folyamatok sajatsagait.

A jelenséget nyul Ig antigén minta anyag - antiliglantitest- ('rabbit IgG antigen - anti-
rabbit 1IgG antibody’) esetében 200 ms hosszlUsag@ -0+0.4V vs. Ag/AgCl potencial
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pulzus alkalmazésaval részletesebben megvizsgdltd] gzelektiv, reverzibilis pulzald
amperometrias valaszaptak FIA kdrtlmények kozott.

A jelenség szokatlan. Az antigén- antitestkiés ugyanis nem reverzibilis. Az
immunokomplex nehezen bonthatd. Az dleizenzor azonban egymas utani mintainjektalas
soran reprodukalhat6 jelet adott. Magyarazatkészexdk feltételezik, hogy az antigén-
antitest koddeési reakcid két lépésball. Az elsidleges lépés coulomb és van der Waals
erdhatdsokon alapul. Ezek viszonylag nagy kotéstagolsé&eresztil (100 nm) hatookr
Gyorsan hatnak, de a teljes kotési energidhoz kisakeértekben jarulnak hozza. A masodik
lépés rovidtavu éhatasokon, azaz hidrogén hidak kialakulasan, hidiréfatasokon alapul.

A kotési energia nagy részeét ezek a viszonylagiledgamatok szolgaltatjak. Ezek fadskk

az immunkaotdés effektiv irreverzibilitasaeért.

A pulzalo amperometrias FIA kortlmeények kozottiedetlas a reakcid dlsgyors |épésén
alapul. Valoszifisithet, hogy ez a I1épés reverzibilis.

2.2. ELEKTROKEMIAI BIOSZENZOROK : A KEMIAILAG MODOSITOTT ELEKTRODOK
SPECIALIS TiIPUSAI

A kémiai érzékdlk az analitikai kémia fontos, napjainkban igen gwor fejbdé eszkozei.
Segitségukkel informéacié szerezh&iilonb6d anyagok kulonbdz kozegekben, mintdkban
lévé koncentracidjardl. A kémiai szenzoroKikddését a vizsgalt anyagok jelenlétiéadddd
valtozasok, jelenségek teszik lehat. A szenzorfunkcid alapulhat abszorbancia-,
vezetképesség-, torésmutato-ovezeteési tényée, frekvencia-, elektrodpotencial- stb.
valtozason, reakciéh detektalasan, hogy csak néhanyat emlitsek. Ennelfeteben
rendkivil sokféle kémiai szenzort fejlesztettekdézulik szamos alkalmazésa szélegkér
valt napjainkra.

A kémiai szenzorok dkodése, teljestképessege is széles skalan mozog. Egyes szenzorok
csak bizonyos anyagféleségek jelenlétét, kiszdlmtrtdeghalado koncentraciojat kepesek
jelezni, masok egy anyagra vonatkozo, szelektimtggkoncentraciéo adatot szolgaltatnak.
Egyes szenzorok képesek reverzibilisefikduni, megbizhatéan hasznalhatok folyamatos
monitoralasra, mas szenzorok csak egyszer hasroligllrageneralasuk nehéz, vagy nem is
lehetséges. Jeldit kulonbségek lehetnek az egyes kémiai szenzor&laroaasi és
munkastabilitasai kozott.

A IUPAC az alabbiak szerint definialja a kémiairszerok fogalmat [115]:

.,Chemical sensor. A device that transforms chemigaflormation, ranging from the
concentration of a specific sample component t@lta@omposition analysis, into an
analytically useful signal. The chemical informationentioned above, may originate from a
chemical reaction of the analyte or from a physipabperty of the system investigated.
Chemical sensors contain two basic functional umiteeceptor and a transducer part. Some
sensors may include a separator which is, for exarmpnembrane.”
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Azaz

'A kémiai szenzor olyan eszkdz, amely analitikaiteagsznos jellé alakitja a specialis minta
komponens koncentraciojatél egészen a teljes niisgaetétel analizisig terj@dkémiai
informaciét. A nevezett kémiai informacio szarmazlez analizalanddé minta kémiai
reakciojabol vagy a vizsgalt rendszer fizikai sgaibol. A kémiai szenzorok ket
funkciondlis alapegységet tartalmaznak: a recepfartyag felismer egyseéget) és a
transzducert (jelkégz alapegységet). Egyes szenzorok tartalmazhatnaiashktd részt,
amely példaul egy membran is lehet.’

gy kémiai szenzor a pH mgrivegelektrod, az éghietgazok jelenlétét jelz zart téri
monitor, vagy a kdrnyezeti NGnonitor.

A kémiai érzékelk specialis csoportjat képezik a bioszenzorok. jdolképpen a
bioszenzor név, — kulondsen a régebbi kdzleményekbe jelenthetett olyan szenzort,
amely felépitése, meérete, sajatsagai kovetkeztdhdandsen alkalmas volt biologiai
kozegekben torténmeérésekre. lly modon a Klinikai gyakorlat szamkészult pH mé&r
gyomor-szonda, vagy a kisérleti allatok testszobete tortés mérésekre hasznalatos
tiszel voltammetrias vagy potenciometrias elektrédokateigezhetjik bioszenzoroknak.

A bioszenzorok név napjainkban inkdbb az olyan Baek megkulonboztetésére

hasznalatos, amelyek esetében a szenzor recepy@gfalismes) alapegysége valamilyen

bioldgiai jelledi mechanizmus alapjanikodik. (Nevezhetjik [116] ezt a fajta bioszenzort
biomimetikus szenzornak, mig a biologiai mintak |eisere haszndélatosat biomatrix
szenzornak).

A ,biomimetikus” bioszenzorok tehat a bioldgiabdirert, sok esetben nagy szelektivitast
biztositd anyagfelismér jelenségeket hasznaljak az analizis céljaira. Asz@nzor
készitéshez természetesen megbelgelképd (szignal transzdukciés) egysébris
gondoskodni kell. Ennek megfebein a viszonylag nagyszamu biologiai jelleg
anyagfelisme¥ receptor és a lehetséges szamos jetkégapegység kombinacioja igen
nagyszamu, kulonbdz bioszenzor kifejlesztését tette, ibktg teszi lehéivé. A
bioszenzorok kutatasaval, alkalmazasaval igenj&derszakirodalom, a széles spektrumu
analitikai és biokémiai szakfolydiratok mellett Bjbcsak erre specializal6odo folyoirat,
illetdleg nemzetkdzi konferencia sorozat foglalkozik.. (Blosensors and Bioelectronics,
Sensors _(http://www.mdpi.org/sens@rs/World Congress on Biosensors Series). A
bioszenzorok kutatasa kozel fél évszazados mékiattvissza.

Az els bioszenzort az amperometrias oxigén elektrodlkgejésével hiressé valt Leland C.
Clark (1918-2005) irta le 1962-ben [117]. Amunkaja nyoman 1974-ben a Yellow Springs
Instruments cég bocsajtotta piacra ad ddereskedelmi bioszenzort. A korai bioszenzorok
elektrokémiai jelképikre épultek és biokatalitikus reakciot alkalmaztak szelektiv
anyagfelismerési 1épés biztositasara. Ezeket admasrokat szokasos enzimelektrodoknak
nevezni. Igen gyakran az enzimelektrodokat a kéaganddositott elektrédok egy fontos
csoportjaként szokasos targyalni.

Ez a szemlélet tukrédik a IUPAC ,Orange Book’[115] kiadvanyaban szeéepl
definiciéban is:
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.Biosensor

A special type of International Union of Pure anppfed Chemistry based on a biochemical
recognition process; the biosensor surface is neutllfy the attachment of a biocomponent
(e.g., enzyme, antigen/antibody, certain LangmuiadBett films, liposomes, plant or animal

tissue, etc.) which functions as the chemorecepidternative termbioanalytical sensgr’

Azaz

A bioszenzorok a kémiailag modositott elektrodokME) vagy ionszelektiv elektrodok
(ISE) egy specidlis tipusat képezik, amelyek biakénmanyagfelismei folyamaton
alapulnak; a bioszenzorok fellletét egy ahhoz kalpd® bioldgiai komponens (pl. enzim,
antigén/antitest, bizonyos Langmuir-Blodget filmégpszomak, névényi és allati szovetek)
modositja. Ez a biokomponens kémiai receptorkérkdaik.

A IUPAC 0sszefoglald fogalomgjtemény és nevezéktan megjelenése, 1997 oOta eltelt
idében a bioszenzorok jelésien fejbdtek, a fenti definicibba nem illesztBetyj
bioszenzorok jelentek meg. A kdzelmdultban szilettedg példaul az elsaptamer tipusu
kémiai receptorokon alapulé bioszenzorok. A jelli@&pe hasznalt alapegységek fajtai is
jelentbsen Ibviltek, igy optédmembranokon, kvarc mikromérlegplazmon rezonancias
detektoron, felUleti akusztikus hullam detetektoadapuld bioszenzorok széles skalajanak
kifejlesztéséfl, alkalmazasardl olvashatunk a szakirodalomban.

A bioszenzorokrél szamos monogréfia és dsszefotgaldlmany jelent meg [118,119]. Ezen
helyen nem célom a tertleten folyd munkéarodl, az akzibglakozé igen kiterjedt
szakirodalomrol részletes 0sszefoglalast adni. ligettea terileten folyd munka irdnyainak
rovid emlitése mellett részletesen csak a munkarktpezetlentl kapcsolodo, a munka soran
tanulmanyozott irodalmi 8gményekél adok szamot.

2.2.1. Szelektiv felismer 6 biol6giai rendszerek
2.2.1.1. Biokatalitikus reakcion alapul6 bioszenzorok

Amint azt kordbban emlitettem, az @ként kidolgozott bioszenzorok {tkddése enzim
katalizisen alapul. Ezek készitése soran valamelyéezékel méwifeliletét biokatalitikus
réteggel vonjak be, immobilizaljak a biorétegetkhileten. A szenzor tikbdése a szubsztrat
és reakcioirany specifikus kémiai reakcion alapAgaz, ha a szenzor szubsztratot nem
tartalmazd kozeggel érintkezik, akkor az alapériiekméfeliletén 1év koncentracio
viszonyok megegyeznek az oldat belsejébekiésl, nem megy végbe kémiai folyamat.
Azonban, ha a kdézegbe szubsztratot juttatunk, akdkmint az a fellleti reakciorétegbe jut,
koncentraciotol fugg sebességgel kémiai folyamat indul. Ennek hatasaralapérzékél
feluletén lokalisan megvaltoznak a koncentraci@atigyok, entalpiavéltozas is létrejon. Az
alapérzekel a valtozast jelezve képzi az analitikai jelet.mészetesen a diffGzid igyekszik a
lokalis koncentracié kulonbséget kiegyenliteni. &hkn megfeleben gyors reakcio
eredményez érzékeny detektalast. A stacionariuel@kse érdekében céldzdwonstans
diffuzios rétegvastagsagot biztosito intenziv kdwmi@ alkalmazni az illét kbzegben. A
biokatalitikus rétegben kialakulé koncentracio gok mennyiségi viszonyainak leirasaval,
modellezésével szamos kdzlemény foglalkozik [128}12
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A szenzorkészitésre alkalmazott biokatalitikus doiatok sokfélék. Sok esetben az analitikai
funkcio tobb enzim szekvencialis, kompetitiv vagyszaubsztratot reciklizaléo hatasara jon
létre.

2.2.1.2. A bioldgiai felismerést végzé anyag (enzim) immobilizalas

A bioszenzorok szelektiv anyagfelismerést wefymkcionalis egységét, — enzimszenzorok
esetében az enzimet magat — az alapérgdkklletéhez kell rogziteni.

Szilard hordozohoz kotott enzimek alkalmazasa széledti. A bioszenzorok
reakciorétegenek készitése melletbngbs egyes ipari biokémiai folyamatokban is
immobilizalt enzimeket hasznélni [125,126]. Reakiszlopokban lev toltethez, vagy egyeb
formaban alkalmazott enzim katalizator ugyanis g#dib felhasznalhatd, emellett a reakcio
lejatszédasa utan nem jelent kulon, — sokszor néd@mologiai — problémat az enzim
katalizator eltavolitdsa. Immobilizalt enzimek dtkazdsanak a gydgyaszatban iséfov
josolnak [127-129].

Az enzimek immobilizalasarfezikai éskémiai médszereket hasznalnak.

A fizikai immobilizalas mddszerek kdzott fontos helyet foglhh szilard pordzus fellileten
tortérd adszorpcio. A nagy molekulatomegnzimek szivesen adszorbeélodnak porozus
aluminium oxid, szilikagél vagy aktiv szén fellletdermészetesen a deszorpcio is kénnyen
bekovetkezhet, igy az adszorpcidval készitett badiza@torok esetében nem zarhaté ki, hogy
az enzim eltavozva a reakcioelegybe jut. Az immpdif enzimekkel foglalkozé korai
kdzlemények [130] az adszorbedlt invertaz sajatedigazoltak.

loncseréb sajatsagu hordozén stabilabb fizikai jellegnzimkoédés alakithatdo ki. A
bioszenzorok készitésekor gyakran alkalmazott dizénzimkotési médszer a hidrofil gélbe
zaras. Ekkor a gélkéffzanyag oldatdban oldjak az immobilizalni kivant ieret, illetleg
enzimeket, majd alkalmas térhaldsité agenssel agkgélesedését idézikselA nagymeéret
fehérje molekuldk mozgasat a gél szerkezete megblata, mig az enzim katalizalta
reakcioban résztvévkisebb molekulak gélen belilli mozgasa kevésbéligdty az enzim
katalitikus hatdsa érvényesilhet. Gélképanyagként sok esetbeil,N-metilén-bisz-
akrilamid &genssel térhalositott akrilamid-oldablgal [131]. Amint az jol ismert, ezt
hasznaljdk némileg mas aranyua terhalésitas medHetgélelektroforézis gyakorlataban
elvalaszto faziskent.

Ujabban ebnydsen alkalmaznak alkoxi-szilan szarmazékokbokikeés szol-gél matrixot
[132] gélbe zart enzimkészitményekodlitdsara. A szol-gél tipusu xerog&lbapro
szemcseméretkatalizator toltet élallitasaval a diffaziés gat csokkentbet

Ugynevezett mikrokapszulas enzimkatalizator kégaityek [133] preparalhatok oly médon,

hogy enzim oldat cseppecskéket vizzel nem elggyeanomer oldatban eloszlatnak, majd
szal vagy membran alaku polimer matrixot képezaetkely tartalmazza a mikrokapszulakba
zart enzim oldatot. Az igy készitett enzim preparak mind ipari folyamatokban, mind a

gyogyaszatban alkalmazast nyertek.

Langmuir-Blodget filmbe zart enzimkészitmények [[L34zsgélatardl is olvashatunk a
szakirodalomban. Az enzim Kkatalizisen alapul6 lBogprok esetében sokszor az
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alapérzekeél méwfellletére viszkdzus enzim oldatot viszink fel. Agfeleb rétegvastagsag
biztositaséara tavtartd &b, papirszovet korong vagy nylonhal6é szolgalhat. dviajfeliletet
féligatereszt sajatsagt membrannal burkoljuk be. Ez a megoldiéanzas a nikodesi
koncepciéo elle6rzésére, rovid ideig tartd vizsgalatara. Alapérk&kdelliletének
biokatalitikus réteggel torténbevonasara alkalmazhato, hasonléan egiisnédszer agaroz
gélbe zarason alapul. Az enzim pufferrel késziktatat alacsonydiokon gélesed agardz
oldatba keverjiuk, a szenzor fellletén szétterigloldatot. A gélesedés utan az enzimréteg
mitkodésre kész. igy példaul katekol @hésioszenzort készitettek Tembe és munkatarsai
[135] tirozinaz enzimet agardz és guar gumi kevgrébe zarva.

Az enzim és a hordozo kozott kialakitott kovalengtéken alapulékémia enzim-
immobilizalassal igen sokan foglalkoztak. A kidolgozott modskefgarom csoportba
sorolhatok.

A modszerek jeleids része elslépésben vizoldhatatlan matrix anyagot alkalmagegassel
aktival, annak feltletén az enzim fehérje OH- vathy,- csoportjaival enyhe korilmények
kozott reagalni képes csoportot alakit ki. Masdépésben torténik az enzim és az aktiv
hordozé anyag reakcioja. A Kités ilyen esetben stabil, ugyanakkor a kovalengskot
létrejottével megvaltozhatnak az enzim tulajdonsagglentsen csokkenhet az aktivitasa,
megvaltozhat a ikédés pH optimuma, kedvéen alakulhat a dstabilitasa, élettartama. A
kémiai kotési procedurak nagy gondot igényelneknig@n ebfordul, hogy a kapott
preparatum nem rendelkezik kielktivitassal.

A bioszenzorok készitése soran igen gyakran alkaiala polirozott arany felllettel
rendelked alapérzékeéit. Az amperometrias alapelektréd mellett az SPRr{&e Plasmon
Resonance’) detektor, a kvarc mikromérleg, vagyesgyullamvezét vagy egyes fellleti
hullam terjedési sebesség detektorokdtediiletén is talalhatunk vékony arany filmet. Amint
az j0l ismert, megfelélszerkezdt, SH- csoportot tartalmaz6 molekulak hajlamosak pakb
onszerve&ds bevonatot képezni arany fellleten szulfhidril catjpkkal a fém felé fordulva,
egymassal parhuzamosan elreddee. Ha az SH-csoportot tartalmazéd molekula masik
részén alkalmas reaktiv csoportot tartalmaz, alddunez kovalensen bioreagenst kotve
elonyos tulajdonsagu, gyors valaszu bioszenzor késitkzt tobbeknek sikerilt pl. [136]
kilénb62 bioszenzorok esetében kétséget kizaréan igazolni.

A masik leheiség az enzim fehérje oldatanak alkalmas bifunke&mgenssel tortén
térhaldsitasa. A célra jol megfelel a glutaraldet@dgens oldata vagybze. A térhalositas
elétt az enzim oldatdhoz szokasos inert fehérjét, enagerum-, vagy tojas albumint adni,
ezzel mintegy higitani azt, igy csoOkkenteni a térh&otohelyeinek kialakulasa
kovetkeztében blokkolt katalitikusan aktiv helye@mat az enzimgélben.

Néhany gyakran alkalmazott kovalens kotéssékadd enzim immobilizalas modszer
reakciésémajat mutatja be a kévetk@z3. abra.
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Sepharose-cidbromidos enzim immobilizalas
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Enzim immobilizaldsa acil-izo-karbamiddal karbogylokkel rendelke matrixra
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Enzim immobilizaldsa Uvegre tri-etoxi-amino-prop#ilannal és tiokarbonil-kloriddal (tio-
foszgén)
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2.3. AbraNéhany enzim-immobilizalasra alkalmazott kémiaik@o sémaja

Munkamban a glutaraldehides térhalositds modszexébioszenzor készitédr szolo
szakirodalomban olvashatd, elterjedten hasznaidf@sast alkalmaztam kissé méodositva.

A dolgozatha foglalt bioszenzoros kisérleteimbenik@zmét és putreszcinmér
amperometrias bioszenzorokat készitettem, azokkodeseét, alkalmazhatosagi korét
tanulmanyoztam. Mindkét elektrodfajta oxidoreduktémzimet, glukoz-oxidazt, illetve
putreszcin-oxidazt tartalmazo reakciorétegben. kkteddok ntikddése az illét szubsztrat
enzim-katalizalta oxidacioja soran keletéelzidrogén-peroxid amperometrias detektaldsan
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alapul. Ez a megoldas jol ismert. A kereskedelemkaphatdé bioszenzorok kozil tdbb
mikddése alapul erre a sémara.

2.2.2. Gluk6éz mér 6 bioszenzorok

A glukéz bioszenzorok kutatdsa igen széleskohmint azt mar emlitettem, az 8ls
bioszenzor is a glikdéz meghatarozaséara szolgalt.

A fejlett orszagok lakossaganak toébb mint 6t sz&malszenved a diabetes mellitus
valamelyik valfajaban. Az 1-es tipusu diabéteszaangalmirigy sejtjeinek autoimmun
destrukcidja kovetkeztében jon létre, mig a 24asstit az inzulinnal szembeni érzéketlenség
kialakuldsa okozza. 2000-ben a WHO (World HealtgaDization) 171 milliéra becsilte a
cukorbetegek szamat. Ugy vélik, hogy az azsiaidmsk lakossaganak étkezési szokasainak
megvaltozasa miatt ez a szam megduplazodik 2030-ra.

A betegség kontrollalasa a vércukorszint gyakdenétzését, és ha sziikséges, az azt kovet
megfeleb beavatkozast jelenti. Ideédlis megoldast jelentanketegség kezelésére glikéz
szenzorbdl és visszacsatolt inzulinadagoldbdl &iyamatosan ritkddé, a betegbe épithiet
vércukorszint szabalyozo készllék kifejlesztéskalalazasa. A glikoéz szenzorokrol,
glukézelektrédokrol sz6lo, a Scienece Direct adathaltal szamontartott tudomanyos
kdozlemények szamarol, azok megjelenéséneabbdlil eloszlasarél adnak attekintést a
kdvetkez abrak.

1,E+05
O 5 éves periddusban
. LE+057 | Az eltetl ids alatt
3 8,E+04-
2
g 6,E+04
o y = 29,67 - 516,61X + 3689,2X - 8450,2x + 6098,5
N 4E+041
2 R’ =0,9972
2, E+04 y= 366’38,4262>< R = 0,9658
0,E+00 T T T T T T T T

1960- 1965- 1970- 1975- 1980- 1985- 1990- 1995- 2000- 2005-
1964 1969 1974 1979 1984 1989 1994 1999 2004 2010

2.4. abral1964-6l a Scienece Direct adatbazis altal szamontartokibg szenzorokrol,
glukdzelektrédokrél sz6l6 tudomanyos kdzleményelnsanak valtozasa
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2.5. abra A Scienece Direct adatbazisban megtaldlhaté glilgzenzorokrol és
glukozelektroédokrol sz6l6 tudomanyos kdzleménydasmak valtozasa 2006-hapjainkig

A kilonboz iskoldk szinte minden enzim immobilizalas modszenmninden

szelektivitasnovél megoldast, minden alapérzéieimegkiséreltek alkalmazni kilonk®Hz
szempontbol ényds mérdt-, stabilitdsu-, funkcidju glikoz szenzor kifejlédszere. Kozullk
tobb, kilonboé cégek termékeként a kereskedelmi forgalombanszdrezhéi.

2.2.3. Putreszcin bioszenzorok
A putreszcin koncentraciomérés gyakorlati jeleege Iényegesen kisebb, ennek

megfeleben putreszcin mér bioszenzor kifejlesztésével is lényegesen kisebéms
kdzlemény foglalkozik.
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2.2.3.1. Putreszcin elektrokémiai Uton torténé meghatarozdsa

A poliaminok ebfordulnak névényekben, részt vesznek azok biokéfaigamataiban. igy a
putreszcin, a spermin és a spermidin a ndvekedBgirhat szabalyozasaban jatszik szerepet
[137,138]. Ebfordulnak kulonboé élelmiszerekben, borban [139,140], soérben [141],
salatédkban. Tulajdonképpen toxikusak az emberivezet szaméra, de szervezetinkbe
kertilb kis mennyiségilka monoamin-oxidaz, diamin-oxidaz, és poliamin-oxidg&nzimek
katalitikus hatasara atalakulva indifferenssé vlik2]. Nagy mennyiségben fogyasztva
hanyingert, légzési nehézséget, izzadast, hipergy vaiipotenziot, szivitkddési
rendellenességeket okozhatnak [143].

Alkohol vagy antidepresszans gyogyszerek [l144],olgat az amin-oxidaz enzimek
mukddéseét, a poliaminok toxicitasi kiiszobét lesz#liak.

A poliaminok nagy koncentracioban valo jelenlétréiszer mintakban utalhat az élelmiszer
romlottsagara. Klinikai mintak putreszcin tartalmaakterialis fedzottségre utalhat
[145,146]. A vérben I&y megndvekedett poliamin koncentracié daganatosfoatot [147]
jelezhet.

A bioldgiai jelentsédi poliaminok kilénb6& mintdkban tortésh analizisére leggyakrabban
HPLC mdbdszerek Kkerilnek alkalmazasra. A detektalAshgyakran szikséges
szarmazékképzéses modszert valasztani.

A biogén aminok mérésére tobben készitettek sZelddibszenzort. igy oxigénelektrod
alapérzékéit és monoamin-oxidaz enzimet (MAO) alkalmaz a TésilMacholan [148] és
Karube és munkatéarsai [149] altal kifejlesztettresitcin szenzor.

Palleschi és munkatéarsai [150] platina elektrodétéie vitt nylon-halé membranon diamin-
oxidaz enzimet (DAO) glutaraldehid reagenssel imilig#lva alakitottak ki szelektiv
méérzékebt. Az elektrod nikddése az enzimatikus reakciéban keletka@drogén-peroxid
amperometrias detektaldsan alapul. A slesdzott szardella mintak putreszcin, kadaverin,
hisztamin, tiramin és spermidin tartalmanak méesstét vizsgalva dsszehasonlitottak a
bioszenzorral végzett analizis és az IC-IPAD (iomkatografia - integralé pulzalo
amperometria) (lasd kéksb) modszer teljediképességét. A bioszenzor alkalmasnak
bizonyult a teljes amin koncentracié jelzésére. &\ mintaban a putreszcin volt & &min

sz

kadaverint azonos, a hisztamint és a spermidirkkatdtzel azonos érzékenységgel jelezte.

Chemnitius és Bilitewski [151] szitanyomassal kestriés szililezett platinaelektréd
feliletén immobilizalt glutaraldehid térhalositéeag segitségével micrococcus rubedis-b
szarmazo putreszcine-oxidaz (PuO) enzimet. Az igy keészitbtbszenzort dkehal
frissességének jelzésére tudtak hasznalni. Azrékkkd putreszcin enzimatikus oxidacioja
soran keletkezett hidrogén-peroxidot detektaltaenmpetriasan.

A hidrogén-peroxid amperometrids detektalasavalkdds bioszenzorok esetében a
szelektivitas biztositasara alkalmazhatdo méretagads fellleti film. Ennek készitése
torténhet elektrokémiai uton megfélainonomer anyag elektropolimerizaciojaval. Buck és
Madaras [152] fenilén-diaminokbdl készitett hatékaméretkizardsos membrant platina
elektrodfeluleten. Ujabban Carelli és munkatarsal53] végeztek kisérleteket,
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dsszehasonlitva elektrokémiailag készitett Patiaftol, taloxidalt poli-pirrol/poli-o-
feniléndiamin, polie-feniléndiamin, tuloxidalt poli-pirrol, taloxidaltpoli-pirrol/poli-o-
feniléndiamin és tuloxidalt poli-pirrol/po[s-naftol méretkizarasos rétegekkel és térhaldsitott
diamin-oxidaz (DAO diszn6 veséb’Porcine kidney' E.C. 1.4.3.6) enzim Kkatalizatrr
készitett biogén amin mg&enzimelektrédok ritkddéseét.

Az alapérzékél feluletét bevoné méretkizarasos filmet biogén aslgktrodok esetében is
gyakran készitik celluléz-acetat oldatabdl [154]195 cellul6z-acetéat film talan kevésbé
sérulékeny, de rendszerint a hidrogén-peroxid &git is gatolva jeletsen csokkenti az
amperometrias jelet. A cellul6z-acetét film atjddsagat tomény kalium-hidroxidban adott
ideig valé aztatassal lehet novelni, vigyazva alragy nehogy az interferdl6 nagyobb
molekulak szaméra is atjarhatova valjon.

Rochette és munkatarsai [156] Uveg8zeszén elektrodfeliletén poli-(diallil-dimetil-
ammonium)-kloridsegitségével tobbréteégszén nanocstveket (MWCNT) és putreszcin-
oxidaz enzimet diszpergéaltattak. Ugy talaltak, hogynanocsévek direkt elektromos
kontaktust biztositanak az enzim elektroaktiv FASdportja és az elektrod kozott. igy az
enzim elektrokémiai regeneralasavalikindd amperometrias putreszcin elektrodot sikertilt
késziteniuk.

Az elektrod ntikddése az alabbi reakcidkon alapul:

Putreszcint PUO(FAD) - 4 -aminobutaal + PUO(FADHp )
PUO(FADH ) 0 TN A A¥Y - pucFAD) +2H* + 2

2.2.4. Katalitikus sajatsagu természetes anyagon al  apul6 bioszenzorok

A kulénb6z biologiai forrasokbol, noévényi szoéveteitb mikroorganizmusokbal, allati
testrészekll szarmazd kipreparalt, megtisztitott, majd az aapnzor fellletén kialakitott
rétegben immobilizalt enzimek alkalmazéasa helyelt essetben éhydsnek bizonyult magat
a katalitikus sajatsagu szévetet, organellat kdemét felhasznalni bioszenzor készitésre. Az
igy készitett elektrodok kozul hiressé valt, SidwslRechnitz [157] banan szévet katalitikus
hatdsan alapul6 dopamin elektrodja. A sékraz elektrédot ,bananotrode” —nak neveztek.
Talan ez a név alapozta meg a szenzor hirét. Kékadlgs kutatd didk tanitvanyaimmal
laboratériumunkban is készitettiink jolik®dé ,bananotrod”-ot. A ndvényi vagy allati
szovetek felhasznalasaval késziilt bioszenzorokterjédt irodalom szol (pl.[158]).

Bioszenzor készithét €l6 mikroorganizmus kultarat tartalmazo reakciorétéggaz
alapérzekeél ebben az esetben detektalhatja a méramyagbdl a mikroorganizmusok altal
termelt és a kdrnyezetbe kibocséatott anyagféleseggy az élettevékenységhez szikséges, a
kornyezetldl felvett reagens, példaul oxigén, lokélis koncéaith csokkenését. Mas esetben
a szenzor az illét kultara élettevékenységét, metabolizmusat kethezil befolyasolo
toxikus anyag mérésére szolgdl. llyenkor a jelanetabolizmus altal |étrehozott lokalis
koncentraciovaltozds — pl. oxigén koncentracio ketiks, vagy pH véltozas — jelentheti. A
toxikus anyag jelenlétével a metabolizmus sebessigésokkenése jar egyitt. Ezt jelzi az
alapérzékédl.
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Erdekes bioszenzor tipus alapul génsebészetteflekifeett fénykibocsatd baktérium
kultarédkon [159].

A toxicitas jeld mikroorganizmus egy olyan maédositott plazmidotalanaz, amelyben a
luciferaz enzim-termelést kédol6 géneket a jeldemahyagféleséget felisnierpromotor
kontrollalja [160,161]. Az illei toxikus anyag jelenléte aktivalja a promotor géigkzzel
genetikus jel keletkezik, amely a bioreporter egpr&dt nem csak kivaltja, hanem annak
intenzitasat is szabalyozza. A toxikus anyag jétgtlen a mikroorganizmus fényt bocsat ki.

2.2.5. Receptor-agonista kélcsdnhatason alapulé bio  szenzorok

A sejtmembranokban lévreceptorok gyakran agy fejtik ki hatasukat, hogy agonista
megjelenése és Kkiitése hatdsara a receptorhoz tartozd, a membran@szikdi ion
forgalmat lehdivé tewb szelektiv ioncsatorna rovid ok megnyilik. Ez a membran két
oldalan elhelyezkeivezetképességi elektrodok segitségével detektalhatGoAzsatorna
megnyilaséat a vezetés novekedése impulzussagelzi. Szamos kisérlet tortént [162] ennek
a biologiai mechanizmusnak kémiai szenzorok mokekidlismeé funkciojaként valo
alkalmazasara. A legtdbb esetben azdllencsatorna receptort valamilyen elektromosan
szigeteb, vékony, lipid karaktdr ketids réteg membranba épitik. Technikai problémat jelen
a membran mechanikai stabilitasanak, &elosszisagu élettartamanak biztositasa.
Membrankészitésre gyakran a Langmuir—Blodget tédhralkalmazzak. Az ion csatornat
szabalyozo receptoron alapuld bioszenzoroknak denimapi analitikai gyakorlatban tortéen
elterjedése még varat magara. Itt példaképpenamlikuwana és munkatarsai [163] korai
kdzlemeényét, amely patkany agybol kipreparalt gh&aioncsatorna receptorokon alapulo,
L- glutamatot detektalé bioszenzorrél szdl. A sékran. 'patch-clamp’ tipusd mikropipetta
végében kialakitott foszfolipid kéd rétegbe zéart receptorral egycsatornas szenza@s is
multicsatornas szenzort is készitettek. Ujabbamhizenza A virus detektéalasara dolgoztak
ki ioncsatornas detektélast alkalmazé- kapcsoldtgwtipusu” bioszenzort ausztral kutatok
[164]. A szenzor a gazda-vendég ddi#s altal szabdalyozott Gramicidin ioncsatorna
elektromos vezetését nyomon kovetve képezi aztiadiielet.

2.2.6. Antitest — antigén kolcsdnhatason alapulé bi  oszenzorok

Amint az jol ismert, az antitestek a globulinok &bsorolhatd, hatarozott struktaraval
rendelked fehérjek. Ezeket a gerincesilények immunrendszere hasznalja idegen anyagok
karos hatasanak kivédésére. B sejteknek nevezwdt fgrtestek termelik az antitesteket.
Szerkezetiket szokasos Y-dmegk abrazolni, feltintetve, hogy két hosszu landbbl) és

két révidebb fehérje lancbdl (L) allnak. ADkEnyek vérében, testnedveiben fordulnak el

Elettani funkciojuknak megfelégn a B sejtek a behatol6, keth nagymeérdit molekulakhoz
szelektiv kdthellyel rendelke antitesteket termelnek. Ezek megfélelvalasztasi eljaras
alkalmazasaval kinyerhgk az illetb antigénnel immunizalt allatok véréb és kulénboa
célra, igy bioszenzor készitésre is felhasznalhatakimmunizalt allatokbol poliklonalis
antitestek nyerhék. A poliklonalis antitestek sajatsagai, igy kogsssege, specificitdsa
kUlonbo.
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Ujabban egérl szarmazé immunizalt 1ép sejtet mieloma sejtteidnalva, ennek klonjait
tartalmazo sejttenyészeteket hoznak létre és eggskges monoklondlis antitest reagenseket
termeltetnek. A monoklondlis antitest egyseégesnévatékonyabban hasznalhatdé. Emellett
elonyds, hogy termeléséhez nincs szukség az allsitvédlital gyakran tamadott,
megleheisen inhumanus immunizaldssal, nagymennyiségrvétellel jaré gyartasi
folyamatra.

Az antigén-antitest (‘host—guest’) reakciot az dikali kémia a klinikai analizisben,
sportolék dopping hasznalatdnak ellerésére széles terileten hasznédlja. Rendszerint a
kotodeést jelzett reagens alkalmazasaval detektaljdkalitiai tankdnyvek részletesen
targyaljak a radioaktivan— (RIA, radioactive immuagsay), a fluoreszcencidsan— (FIA,
FPIA, fluorescence polarisation immuno assay) azinemel— (ELISA, 'enzyme-linked
immuno sorbent assay’) jelzett immuno analitikai dseereket, a kompetitiv immuno
analizist és a két kulonbdantitestet igényl szendvics modszert.

Az antigén—antitest kétiésen alapuld bioszenzorok harom kuilordbdetektalasi moédszert
kdvethetnek.

- Torténhet a detektalas valamilyen nyomjelzeigens alkalmazasaval. Ekkor az
optikai, elektrokémiai, fluoreszcencias, stb. atapkeb a kotodést a jetz anyag lokalis
koncentraciojanak novekedésén keresztil jelzi. lanml jelzett reagens kiilésekor a
lokdlis enzimaktivitas lehet az analitikai jel. Igyéldaul alkalikus foszfataz jélzenzim
aktivitAsdanak amperometrias detektalasavakadd bioszenzort készitettek Gyurcsanyi és
munkatarsai [165].

- Alkalmas alapérzéké&h immobilizalt immun reagens é€s a minta anyagidését
lehetséges kozvetlendl is detektalni. Ha sikerimiatabdl a fellleten nem szelektiven
adszorbealt anyagtdl megszabadulni, akkor ez a Teédslegdinytsebb. A kdidést kvarc
kristaly mikromérleg (QCMB), feluleti plazmon rezmcia szenzor (SPR), akusztikus
feluleti hullam érzékél (SAW), vagy az evanescens rétegen keresztul alefefi
bekovetked valtozast jelé hullamvezei szenzor jelezheti. Ezek kozul mindegyik
alapérzékel alkalmazasaval tikodo bioszenzor készitédrolvashatunk a szakirodalomban.
Gyurcsanyi és munkatarsai [166] B2 membran lyukaiban elektrokémiailag arany
nanocstveket készitettek. A nanocstvek héddan kialakitott szenzor réteg segitsegeével
érzékenyen tudtak szelektiv immuno-kémiaicki@st kdzvetlenil detektalni a membran két
oldala kozétti vezetés regisztralasaval.

-A liposzoma belsejébe zart j8lanyag oldataval tkods, nagy jelebsitést biztosito,

a lizisen alapul6 bioszenzorokrdl is szélnak koAeyek [167].

2.2.7. Aptamer receptorok

A molekula felismef biolégiai receptorok kézelmultban felfedezett autjat képezik az
aptamerek. Ezek tulajdonképpen oligonukleotidek, SDMagy RNS szerkeZegk. A
génprébakban alkalmazott oligonukleotidoktol abbeionbéznek, hogy ezek nem a
komplemens részt tartalmazo lanc hibridizacion sedi felismeréseére, detektalasara
szolgalnak, hanem segitségukkel a kulodbizrget molekuldk széles spektruma jeleghet
analizalhaté. Az aptamerek analitikai alkalmazdsaréazokkal végzett kezdeti kisérlew@kr
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sz0l6 kozlemények megjelenése [168-170] utan nekkasort dsszefoglald tanulmanyt
Mascini [171]. Az adott molekula jelzésére alkalmegstamert rendkivil sokféle random
szekvencidju oligonukleotidot tartalmazo eledlybkonyvtarbol” in vitro valasztjak ki a
SELEX ,acronym”- mel nevezett (systematic evolutimf ligands by exponential
enrichment) moddszerrel. A target molekulaval 6sezett konyvtarbol az illét
anyagféleséghez szelektiven és nagy affinitdsgédd&ptamert viszonylag hosszadalmas
tobb Iépéses technikaval kivalasztjak, majd muk#jak és hasznaljak analitikai célokra,
koztik bioszenzor készitésrez aptamer — target kédlés detektalasara az antigén - antitest
kotodés detektaldasahoz hasonld nyomjelzéses vagy dit@R] modszerek hasznalhatok.
Gyakranalkalmaznak ,beacon” tipusu aptamert. Ezek eset@zealigonukleotid lanc két
vége egymasnak komplemense, igy 6sszekapcsolodikarkozéps rész hurkot képez. A
szelektiv kb hely a hurok részben taladlhatd, mig a két vég alggiralja a detektélas
megkonnyitését teskehetivé. Példaképpen emlitem, hogy beacon aptameren, métien
elektroaktiv jeld anyagon alapuld, trombint néerbioszenzorrél olvashatunk [173] a
szakirodalomban.

Az aptamerek antitestekkel szemberfdingbs tulajdonsaga, hogy szintetikusadé#lthatok,
nincs szukseg allatok, allati sejttenyészet alkamara élallitasukhoz. Az oligonukleotid
tipusu aptamerek stabilitdsa jel&s®#n nagyobb, mint a fehérje tipusu antitesteké.

Az aptamerek perspektivikus alkalmatasi kore megdkenyllik a bioszenzor készités
terlletén. Kiléndsen a gyogyaszatban jésolnak nagit ezeknek a specifikusan kdini
képes anyagoknak.

2.3. AMPEROMETRIAS PULZALO DETEKTALAST ALKALMAZO TECHNIKA K

A szilardelektrodok voltammetrids analitikai alk@pndsat neheziti, hogy sok esetben
eléfordul, hogy az elektrodreakciéban keletkeanyagok nem tavoznak el az elektrod
feliiletésl. igy megvaltoztatjak az elektrodfelillet sajatsagamint az jol ismert a ritlszeres
analizis tankonyveid [174] a csepefy higanyelektréd egyik & elbnye a periodikus
megujulasban rejlik. A redukalt fém részecskékbdesd higanycsepp magéaval viszi, igy az
elektrodfelilete regeneralodik. Szilardelektrodthkabmazasakor akar a méréndnyagbal,
akar mas jelenlgs anyagokbdl keletkezhet az elektrod feluletét béyopasszivalo
lerakddas, film. Ez esetben nincs léisély a voltammetrias aramjélba koncentraciora
kovetkeztetnlnk.

A szilardelektrodok fellletének megujitasara kulibmddszerek hasznalatosak. Gyakran
kielégi polirozo por és szbvet alkalmazasa a felllet nekhaan megujitasdhoz. Platina-
elektrodok esetében az O&vatos izzitds is célra tlveze Természetesen a minden
voltammetrias felvétel utan szikséges fellletmégglja mérési protokollt bonyolitja, az
analizis reprodukalhatosagat keditenil befolyasolja. A kromatografias detektorceda
épitett, folyamatosan #kodé amperometrias munkaelektrod, vagy az érzékémgiieggel
(bioréteggel) bevont elektrodok esetében a mechaniagy izzitdsos megujitds nem johet
szamitasba.
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2.3.1. Pulzalé amperometria

A mult szdzad 80-as évei kezdetée§ D.C. Johnson [175,176] és munkatarsai Gttor
munkdja nyoman elektrokémiai felUletmegujitasi nzé&dek fejbdtek ki. Ezek
alkalmazasakor az elektrodra rovid ideig a paskzivéateget erélyes oxidaciéval vagy
redukcidval eltavolitd potencialt kapcsolnak. Ennb&tasara, az elektrodfolyamatban
atalakult anyag oldhatéva valik, és az elektrodéahtkez oldatba tavozik. Gyakran
szikséges a székegesen polarizalt elektrodfellilet teljes regedsédh egy alkalmas
regenerald potencial pulzust alkalmazni, @iielaz ismételt mérési lépést beiktatjuk. A
elektromos regenerélas jol reprodukalhatd. Alkalmaéa a méicella vagy a modositott
elektrod kiszerelése, mechanikai megujitasa néelkdl.

Az elektromos regeneralast alkalmazd modszerekefbkan pulzalé voltammetridnak
nevezték (PV). A kromatografids detektélas jels@fjének koszonhidn napjainkban a
pulzalo amperometrids detektadlas (PAD ’'Pulsed Ampetric Detection’, vagy PA
Detector) név valt uralkodova.

Munkam egyes részei és a PAD detektalas kozottidaat ket vonatkozasban szeniinét

- Egyrészt az elektrokatalitikus sajatsagu rézebekmunkamban vizsgalt sajatsagai,
az annak alkalmazéasaval kidolgozott detektor cedlaletektalasi modszer a PAD-nak cukor
analizisben tortéhalkalmazasat nem igérylegyszei lehetséget ajanl.

- Masrészt a membrannal bevont elektrodok (bioszerk) analitikai paramétereit
javitd, periodikusan megujul6 amperomertia (PMAridtcally Interrupted Amperometry,
PIA) mérési programja latszik formailag hasonlonflk77] a kromatografias PAD
modszerekkel. (Itt kell megemlitenem, hogy a pdlzdéprogram alkalmazasanak célja a
két modszer esetében gydkeresen mas.)

A pulzalé amperometrias detektorok alkalmazasavdketektalasos modszerek fejlesztésével
igen kiterjedt irodalom foglalkozik. A dolgozat agéba foglalt kisérleti munkamban

szigorian véve nem hasznéltam pulzalé amperometeésktalast. Ezért az alabbiakban
csak roviden emlitek meg néhany, a PAD modszesdéfiével, alkalmazasaval kapcsolatos
kdzlemeényt.

LaCourse és Johnson [178] kiterjedt vizsgélatokatytdttak szénhidratok arany
munkaelektrédon tortén HPLC detektalasdhoz sziikséges, alkalmas mérésirgmo
kidolgozaséara. Harom résiballo periddikusan isméttls E—t programot dolgoztak ki,
amely méé, oxidaciés és redukcidos pulzusokbdl &ll. Az oxidacpulzus szolgal az
elektrodfelllet tisztitaséara.

Négylépéses, az elektrod tisztitdsat redukciovajz&séméBprogram segitségevel jobb
reprodukcio volt elérhét[179].

Possari és munkatarsai [180] az I|-cisztein mérédéigoztak ki pulzalo amperometrias
mobdszert. Kdzismert, hogy a cisztein elektrokéroidacios terméke ésen szennyezi az
elektrodot, passzivalja azt. igy kozvetlen elekémmkai mérése nehézségekbe Utkozik. A
kidolgozott mddszer érdekessége, hogy anodos patadi mellett, 0.1 V (vs. TKE)
alkalmazasavah+700 ms ideig akkumulaljdk a ciszteint megfébel polirozott és tisztitott
arany munkaelektréd fellleten. Ezutan -0.6 V-oktebelpotencial mellett,£30 ms ideig
gyijtik az aramintenzitas adatokat. A redukcios araemnitas adatokbdl képzik az analitikai
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jelet. Az elektréd tisztitdsara egy viszonylag lzass=2000 ms idperidodus szolgal, amely
alatt az elektrodpotencialjat -1.3 V-ra allitjak.
Tiolok arany fellleten az aldbbi reakcio szerirkuakulalodnak.

X(CH5),SH+AU - X(CH5),S-Au+e +H"

A mé pulzus sordn az akkumulalodott anyag redukciojeetéezik be. Az elektrédot a
hosszu redukciés pulzus megtisztitja.

A kromatogréafiaban a pulzald6 amperometrias detéktél kedvedbb als6 méréstartomanyt
érnek el, ha a mérési pulzus esetében kapott ardmmonyos id intervallum alatt
integraljak. Ezt a detektalasos médszert szokégiialt pulzald6 amperometrias detektalasnak
(IPAD, ’Integrated Pulsed Amperometric Detectiongvezni. llyen detektaldsi modszernek
tiokarbamid mérésére tori@sikeres alkalmazasarol szamol be Joon-Woo Lee-gg/éong
Yeo [181]. Munk&jukban 0.1 mol/dmNaOH eluens oldattal tort&nkromatogréfias
elvalasztds mellett, vékonyréteg tipusu, arany raalgktrodot tartalmazé amperometrias
detektorcellat alkalmaztak. Az elektrokémiai ggogram 400 ms ideig tartd, 620 mV-o0s
mérs pulzusbdl, 50 ms-ig tartd, 1000 mV-os tisztitdzusbol és egy 300 mV potencial, 600
ms paraméterekkel jellemezBidtondicionald pulzusbal allt.

A pulzalé amperometrias detektalashoz alkalmazgedyszdibb harom pulzusbdl allé

mérési program mellett tobb pulzusbdl all6 &Gpgogramok kiprébaldsara sikeres
alkalmazésara is sor kerult. Clarke és munkatdt&#] hatlépéses programot dolgoztak ki
aminosavak IPAD detektdlasara. Japan $kerfd83] hasonldéan hatlépéses programot
alkalmaznak. A hulldm adszorpcid/inicialé (E1, Eulzusokbol, két aram integralo

pulzusbol (E3, E4) és tisztitd/aktivalo elektrodputial-idh pulzusokbal all.

Pulzalé amperometrias detektalas a kapillaris edédtetikus elvalasztasok esetében is
alkalmazhato. Itt problémat jelenthet, hogy madalgamat gyors, igy a kellfelbontassal
tortérs detektalashoz minél révidebb ciklust kell valaskta

Ruttinger és Drager [184] novényi kaliszteginek ikaps elektroforetikus analiziséhez
alkalmazott haromlépéses PAD detektalast.

A kereskedelmi gyakorlatban beszereéhetektrokémiai detektorok kozul néhany képes
PAD mérési program szerint funkciondlni. Kézuluk i@mert a Dionex cég ED40 tipusu
készlléke [185]. A detektor gépkonyve arany murdddebddal tortéé szenhidrat
analizishez harom kulonb&zmérési programot javasol. Mindharom program, kit
hosszUsagu és kulonkbzlektrodpotencial mellett m&r tisztitd és relaxacios pulzus,
egymast folyamatosan kovgbulzusok sorozatabol all.

Mindharom program mérpulzusa két szakaszra oszlik. Azéels elektrédpotencial melletti
tqel ideig tartd id periodus a kondenzator aram ,lecsengéseéhez” sgé&s@00 ms). A
tulajdonképpeni detektalds @:t(200 ms) masodik szakaszban torténik. Lébeg van az
aram integraldsara, az ezené idlatt atfolyd toltésmennyiség regisztralasara. t&zu
kovetkezik a tisztitdo potencial pulzus,(E.ean alkalmazasara, amit a relaxaciés pulzus (E
tre) kKOvet. Az B, tiean €S B, tel értékek a késziléken beallithatok, de a javasolgramok
egyike redukcios tisztitast 4£2,0 V, tear10 ms), mig a masik két oxidacios tisztitast
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E,=+0.75, ill. +0.6 V-on, ésita=20, ill. 10 ms ideig irja él Az oxidacios tisztitds esetében
az arany elektrod elektrokémiai aktivitdsa csoklegnh

A redukcids tisztitas esetében legjobb a reproduksi ekkor akar 500 ms-os teljes mérési
ciklus is alkalmazhat6. Az érzékenyseég viszont keatlb az oxidacios tisztitas esetében, bar
ekkor a teljes ciklus 11000 ms.
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3. KISERLETI RESZ

3.1. A KISERLETI MUNKA SORAN FELHASZNALT MER OBERENDEZESEK ES
MEROESZKOZOK

Az elektrédok készitése, vizsgalata, alkalmazasanseégzett voltammetrias kisérletekben
szamitogépes Princeton Applied Research 273A (EG&FAR, USA) tipusu
potenciosztat/galvanosztat egységet, Autolabl2 npaisztat/galvanosztat munkaallomast
(EchoChemie B.V., Hollandia) és CHI 760C elektroklinmunkaallomast hasznaltam
(Shanghai CH Instruments, Kina). Az Autolab késkiit#kodtetéséhez a GEPES 4.9.005
mé, értékeb programot alkalmaztam, mig a CHI 760C munkadlldroasa cég &ltal
biztositott szoftvert (6.20 verziét) hasznaltam.ntiiét munkaéllomas bipotenciosztatos
kiépitettség és rendelkezik mikroelektrédosselssitsvel.

A CHI készulékhez Faraday kalitka tartozik. A miglektrédos kisérletek jelefd részét a
Faraday kalitkdban voltam kénytelen végezni.

Az elektronszam valtozas méréséhez, tovabba aiéesdwenékek analiziséhez sziikséges
makroelektroliziseket az integrator egysélgipotenciosztatbdl és kontroller egyséillo
Radelkis (Magyarorszdg) OH 404-es coulométerrel extgn, hasznalva a készilék
elektrolizis cellgjat és magneses kéyetr

Perkin-Elmer (Perkin-Elmer Germany) 372 tipusu, gitomizaciés atomabszorpcios
spektrofotométert hasznaltam a réz munkaelektroaksoelektrolizis soran kapott oldatok
kisebb alsé6 mérési hatar elérése érdekében sz&@pédadatdijté megjelenid egységre
csereéltik. A nikodési programot a tanszék munkatéarsai irtak.

A pH méréseket Orion 720 A és Thermo Orion 420Aspl(Orion Research Inc. Beverly,
MA, USA) készilekeken végeztem.

Putreszcin-oxiddz és glukdz-oxidaz enzimoldatok lafmjs aktivitasat standard
spektrofotometrias eljarasokat kovetve lathato otaényban, spektrofotometrias aton,
szaloptikds Ocean Optics (Ocean Optics Inc. DunedinUSA), valamint hagyomanyos
felépités Zeiss gyartmanyd (Carl Zeiss Jena, Németorszagekdsg UV-VIS
spektrofotométerekkel hataroztam meg.

Az elektrodkészités lépéseit, a beforrasztasokggisaa csiszolt felllet simasagat, az
egymasra helyezett rétegek helyzetét Zeiss gyasimdKarl Zeiss Jena, Németorszag)
optikai mikroszkoppal vizsgéltam.

A mikrochip alapu elektréd rétegeinek folytonosgd@iympos CKX31 (Olympos UK
LTD.) inverzios mikroszkoppal elléniztem.

Forgokorong elektroddal veégzett kisérletekhez disek® elektrédos Radiometer

Copenhagen (Radiometer Analytical S.A. Franciagps#DI101 forgo testet és CVT101
sebesseég szabalyoz6 egységet hasznaltam.
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Bandelin Sanorex RK 52H tipusu ultrahang készul@Bandelin electxonics, Németorszag)
hasznaltam esetenként oldatkészitéshez és azdelptlirozast kovéttisztitishoz. Az 1 din
térfogatl berendezésben, 15 perétadamig 1 perces pontossaggal beallithato és hedgte
ideig tart6 ultrahangos kezelés, maximalisafi@®n végezhét

Az elektrodok, illebleg detektor celldk vizsgalatara Osszeallitott &aoidatos analizis
(flow injection analizis’ FIA) készulék vazlatosjeat a 3.1. abra mutatja. A készilék
miikddésekoHPLC pumpaszallitotta az alapoldatot (100 mmol/fimatrium hidroxid) a tarté
edényldl a megfeled térfogatd bemér hurokkal (leggyakrabban 2@l) rendelke?
Rheodyne gyartmanyu injektorba (9725i). A huroknugZ oldat egy diszperzios spiralba
jutott. Ezt 1 m hosszu, 1 mm bé&latmésji miianyag cébdl készitettem, azt egy kb. 4 mm
atménji Uveg botra csévélve. A diszperzios szakaszt ethaigat a detektorcellaba jutott.
A detektor cella kimet &gadhoz csatlakozott a vonatkozasi- és a segedmekttartalmazo
edény. A cella és az edény kozotti elektromos Kdonsh az aramld oldat biztositotta. Az
edényldl az oldat perisztaltikus szivattyun (Ismatec MSZI@20) keresztil a lefolydba
jutott.

- Ismatec
Oldat tartaly szivattyu
[
HPLC
pumpa Rheodyne Diszperzids spirél Detektor
Injektor cella
|
Méres- és

Adatfeldolgozéas

3.1. &braFIA mérberendezés elrendezési rajza

Az ionkromatografias mérésekhez hasznalt késziMkeers 600 HPLC (Waters, Milford,
MA, USA) és Dionex ionkromatograf (Sunnyvale, CASA) alabbi készilék egységekb
allitottam Ossze.

Waters 600E komputer egység

Waters SSV oldat kivalaszt6 szelep

Waters 610 Fluid Unit (HPLC pumpa)

Rheodyne kézzel tikddtethed bemééd szelep — a modell szama 9725i

Dionex CarboPac PAL és lonPac AS5A analitikai és&tszlopok

Dionex AMMS-III tipusu szupresszor

Dionex CD25 vezéképesseégi detektor

Hazi készités detektor cellak
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Formiat analizishez elvalasztdé oszlopként DionexPkc AS5A-5u tipusu kolonnéat
hasznaltam, amely pm atmeééji hordozoéra felvitt anioncsetelatex anyagot tartalmazott.
A kolonna ioncserekapacitasa 2@qv/kolonna. Az elvalaszté kolonna (4 x 250 mm)
szervetlen anionok és szerves sav anionok széddrgmanak natrium-hidroxid eluenssel
torténs elvalasztasat, analizisét teszi léhét Az elvalasztashoz 1.0 &perc sebességgel
aramoltatott 3 mmol/dimatrium-hidroxid eluens oldat sziikséges.

Dionex AMMS-III tipusu szupresszor egységet és BiokD25 vezéiképességi detektort
hasznaltam. Ez nagy érzéekenységtektalast biztositott.

A szupresszort max. 0.75 Stperc térfogatsebességgel aramoltatott 25 mmdlidmsavval
regeneraltam folyamatosan.

A cukrok elvalasztasahoz éaltalanos felhasznél&smat Dionex CarboPac PA1 (2 x 250 mm)
anioncserd kolonnat, és 0.2-0.25 éfperc térfogatsebességgel aramoltatott 100 mmdl/dm
natrium-hidroxid eluenssel tort@izokratikus elvalasztast hasznaltam.

A mintakat 5 ésl10ul-es bemés hurokkal ellatott, 9725i tipusl, Rheodyne injektor
segitségével mértem be.

3.2. ALKALMAZOTT ELEKTROKEMIAI CELLAK

3.2.1. Kissinger — Adams tipusu vékonyréteg cellar  éz munkaelektroddal

Magam készitettem Kissinger — Adams tipusu dete&tiét. Ezt két 6 mm vastagsagu 20x20
mm mérel plexi lemezBl alakitottam ki. A két lemezt a sarkainal négywesaartja 6ssze.
Az egyik lemez kdzép vonalan szimmetrikusan, egydhd9 mm tavolsagra furt lyukakba
oldat be- és kivezét csovet ragasztottam. A masik lemez kdzéppontjdartatyukba
ragasztottam a 1.2 mm vastag rézhuzalbol készinkarliektrodot megfeléltomitettsegil
gondoskodva. A munkaelektrod korongjat a plexi |lere¢ egy sikba pozicionalva
poliroztam. Az elektromos kontaktust a huzal &iNegén keresztiil csatlakoztattam. A két
lemez kdzé 10Qum vastagsagu 20x20 mm-—es teflon lemezt helyeztemalyaek kozepébe
az oldat be- és kivezenyiladsokat 0sszekdtoldatvezet csatornat (15x 3 mm) vagtam. A
detektorcella vazlatos rajza a 3.2. abran lathato.

Be!?l

Plexi blokk

I
E 4 =z Teflon lemez
T

rézelektrod

3.2. dbraKissinger — Adams tipusu vékonyréteg cella réz raetéktréddal
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3.2.2. Nyitott kolonnavég detektorcella mikro-szal rézelektroddal

A munkaelektrod miniatlrizalasaval lebség van a detektorcella altal okozott
visszakeveredés minimalizalasara. Ennek egyik $éigets modja a munkaelektrod nyitott
kolonna végébe vezetett huzal form4ju kialakitdsdetektalas ekkor kdzvetlenll a kolonna
végeénél torténik. Ezt a ritkan alkalmazott detekteltat a 3.3. abran mutatom be.

Vonatkozasielektrod

Oldatki <=f) | e —

Munkaelektréd

<— QOldat be

T — Kolonnavég
\Ellenelektréd

3.3. &braMikro-szal rézelektréddal készuilt nyitott kolonngwietektorcella

3.2.3. Wall-jet tipusu detektorcella 1.2 mm atmér  6jii rézelektroddal

Ebben az esetben a kolonnat elhagyd eluens oldat sebességgel egy iz fuvokan
athaladva az elektrod fellletére, annak a centran@ékezik (Id. 3.4. 4bra). Az elektrod
feliletéen radialisan aramolva a tovabbi elektrodoleatalmazo térbe jut, majd onnan a
lefolyOba. A detektdlas utan az oldat keveredik, ehzdlasztott komponensek a teljes
cellatérfogatba jutnak. Nincs lellseg az egyes csucsokat tartalmazé eluens frakciok
szeparalt g§jtésére. Az eluens a munkaelektrodot korUévenagyobb térfogatu edénybe
érkezve hagyja el a cellat. Az effektiv cellatédggamit csak az elektroddal érintkez
vékony folyadékréteg képez, sokkal kisebb, min¢laktrodot tartalmazo edényrész. A wall-
jet tipusu celldk a vékonyrétiegeellakkal 6sszehasonlitva érzékenyebben reagéhzak
aramlasi sebesség pulzalaséra.

Ellenelektréd Vonatkozasielektrod

= Oldat ki

|____Munkaelektrod

T Kapillaris

Oldat be

3.4. abral.2 mm atméiji rézelektroddal készult wall-jet tipusu detektdecel
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3.3. A KISERLETEK SORAN ALKALMAZOTT ELEKTRODOK
A kisérleti munkdmat sajatkészitiéadikator-, illetve munkaelektrédokkal végeztem.

Vonatkozasielektrodként a mérések jebentészében ezist huzalbdl vagy ezist-kloriddal
bevont ezlist huzalbdl készitett kvazi referencldsdeot hasznaltam. Bizonyos mérésekben
kereskedelmi forgalombdl szarmaz6 vonatkozasidldktkat valasztottam. Alkalmaztam
kettbs sOhidas OP-0820P Ag/AgCl elektrédot, és OP-08B&IBmelelektrodot (Radelkis,
Budapest, Magyaroszag).

Kereskedelemben beszerezheH Triode™ 91-57 Orio® (Orion Research Inc. Beverly,
MA, USA) kombinalt pH mé&¥ elektrod segitségeével elléztem, illetleg allitottam be a
puffer oldatok pH-jat.

3.3.1 Voltammetrias mikroelektrédok, k  orong alaku réz mikroelektréd

20 ym atmeéjii szigeteles nelkdli nagy tisztasagu rézhuzalbol ofdelow, Egyesuilt
Kirdlysag) kb. 30 mm hosszUsagu szakaszt vagtarkae két Uveglemez kozott sodorva
kiegyenesitettem, majd kb. 10 cm hosszl, 1.2 mmbhkid 1.8 mm ks atmébjt, egyik
végén beforrasztott kapillaris belsejébe vezettAnkapillarist ebzetesen cc. kénsav:30%
hidrogén-peroxid 3:1 (pirhana oldat) oldatban &ztatezt koveten desztillalt vizzel
alaposan atoblitve tisztitottam, majd szaritészefsén 105°C-on széritottam. A kapillaris
végének beforrasztasdhoz mikro gazlangot, és kégéssivegtechnikai fogast hasznaltam.
Ejtocsd segitségével a rézszalat a beforrasztott végséligréajtottam ére, a pozicidjat
mikroszképpal elledriztem. Ezutdn a kapillaris nyitott végéhez vizsugéivattyl vakuum
csovét csatlakoztattam, a kapillarist a laboratdtiokban 6sszedllitott elektromos
készulékhez illesztettem, és a beforrasztott végddulva lassu Gtemben a kapillérist izzitott
hurok kdzepén éatvezetve beolvasztottam a rézhazalivegbe kb. 10-20 mm hosszan. A
kapillaris belsejébe kis darab huzalszdorraszté 6nt, 0.5 mm atm#@t szigeteléesét
megfosztott rézhuzalt juttattam. Mikro langgal Kiéli melegitve, razogatva
megolvasztottam a forrasztd6 ont. igy a mikrohuzal & kivezet rézhuzal kozott
megteremtettem az elektromos kontaktust. A befptoftsvéget a kapillaris hossztengelyére
meleges irdnyban dorzspapirral nedvesen lecsiszoltang, mikroszkoppal lathatolag
megjelent a véglapon a réz korongocska. Ezutan eseduminium-oxid polirozé porok
alkalmazasaval a véglapot poliroztam. Bvelet soran szekvencialisan alkalmaztam 1, 0.3,
0.05 majd végil 0.03 szemcsemaérpblirozo port. Az egyes Iépések kozott az elekdtdd
ultrahangos, desztillalt vizes fifiden razattam. Szikség esetén az elektréd vegaisavat
kihegyeztem.

Rézhuzal mikroelektrod készitése

A nyilt kolonna végbe vezetltetmikrohuzal elektrod készitésekor ugy jartam elgyho
nagytisztasagu rézhuzal (2én atmeéji) vagy elektronikai alkatrész tekercéélszarmazo
szigetelt rézhuzal (3@m atméédjii) adott hosszusagu (4-5 cm) darabjat blgett véd
kapillarisba forrasztottam. Forrasztdo 6n és rézhsagyitségével elektromos kontaktust
biztositottam a kapillaris belsején keresztul. 8y készitett elektréd mikrohuzal részét az
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elvalasztd kolonna végébe tudtam bevezetni. A hualalakban meghajlitva a tarto
kapillarist a kolonndhoz, azzal parhuzamosan rétiein a kromatografias vizsgalatokban.

Réz munkaelektréd Forrasztd 6n Réz huzal

3.5. &braA nyitott kolonnavég detektor cella réz munkaeaiédja

Az ellenelektrodként haszndlt platindekektrodot hasonld képpen készitettem, amelyhez
1mm atmésjii 1 cm hosszu szélat hasznaltam fel.

3.3.2. Voltammetrias makroelektrédok
Makroméretii rézelektrod

A makroelektrolizisekhez hasznalt réz munkaelekitod mm atméijti rézhuzalbdl
készitettem. Elld egy kb. 20 mm-es szakaszt levagtam, egyik végékezkontaktust
forrasztottam. Ezutan a huzalt alaposan megtisiztiteegc$é végébe vezettem ugy, hogy
egyik végén 6 mm-rel talnyuljon a&ségéen, masik oldalon pedig a kontaktus huzal oydlj
tul az Gvegen. Az lvegédelsejét fogaszati cementtel (Duracryl) ontdttamAz elektrod
szemcsemérétaluminium-oxid polirozé por alkalmazaséaval. Blbaz elektrodbdl csak egy
darabot készitettem.

Platina korong elektrod

A bioszenzor munkaelektrédjat 1 mm atfjér és 8 mm hosszusagu platina huzalbdl
készitettem. A levagott huzal egyik végéhez réztakinst forrasztottam. Ezutan azt az
alaposan megtisztitott, 4 mm belatmesji, egyik végén beforrasztott Uvegcsljara
helyeztem. Az (vegés belsejét fogaszati cementtel (Duracryl) kiontotteAz elektrod
méfellletét durva nedves csiszolassal szabadda tetteayd tobb lépésben kilénkbz
szemcsemérétaluminium-oxid polirozé por alkalmazéasaval neduwegeliroztam. Ebdl az
elektrodbdl harom darabot készitettem.

Voltammetrias forgo korong elektrédok

Nagy tisztasagu 1.2 és 2 mm atéjérréz huzalt alkalmaztam réz korong alaku hengeres
testi munkaelektrod készitéséhez.

Forgokorong elektrédos vizsgalatokhoz, a cserélAatflon csavaros kupak sikra csiszolt
lapjanak kozepébe 1.95 mm atgjér lyukat fartam, amelybe 10 mm hosszu rézhuzalt
illesztettem. A teflon sik fellletébe elhelyezéithuzalt simara poliroztam.
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3.4. ELEKTROKATALITIKUS OXIDRETEG KIALAKITASA REZELEKTROD
FELULETEN

A megtisztitott, Ujra polirozott rézelektréd felidda kialakitott elektrokatalitikus oxidréteget
elektrokémiai Gton hoztam létre. Ugy jartam el, yn6gl mol/dni natrium-hidroxid oldatban,
600 mV polarizacids potencialon, haromelektréddkban, ezlsthuzal referenciaelektrod és
platina ellenelektréd alkalmazasa mellett néhangadgercig elektrolizist végeztem. Mas
mérésekhez ket sohidas telitett Ag/AgCl referenciaelektrodotd&lkis) vagy ezusthuzal
kvazi referenciaelektrodokat hasznaltam.

3.5. BIOSZENZOROK KESZITESE
3.5.1. Platina korong munkaelektrodos szenzor

Az elektrédtestbe dltetett harom elekiréd egy sorbizelyezkedik el (3.6. abra).
Platinahuzalbdl késziul a korong alaki munkaelekfidizépen) és az ellenelektrod, mig a
vonatkozasielektrod készitéséhez eziisthuzalt higgumaAz elektrodokat Duracryl fogaszati
cementbe agyaztam. A készitéshez megfélptoformat készitettem.

3.5.1.1. Az elektrodfellletek polirozasa és tisztitasa

Az elektrodok fellletén nedves polirozast alkaln@gz\.1-0.05 um aluminiumoxid
csiszoloporral, karcolasmentes fellleteket hoztatrel A felllethez tapadt csiszol6anyag
szemcséket az egyes csiszolasi fazisok kozott,sevalt vizes furében ultrahanggal
eltavolitottam, majd az elektrédot ioncserélt viz46.8 uS) oblitettem. A szerves
szennyezéseket alkoholos ultrahangos mosassalisigévolitani.

&
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3.6. abraElektrodtest és csatlakozoja
3.5.1.2. Enzimelektrdd készitése
Méretkizarasos réteg készitése

A szelektiv HO, detektalas érdekében a platina munkaelektrod eft@liil elektrokémiai
polimerizéciéval, pH= 7.4 0.1 mol/dmfoszfat pufferrel készilt 0.01 mol/dm m-
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feniléndiamin oldat alkalmazéséaval, polimenfeniléndiamin, meéretkizarasos réteget
alakitottam Ki.

Elektrokémiai tisztitas

A munkaelektrod feliiletét a bevonat képzésted.5 mol/dni kénsavoldatban, 2 ciklusban,
elektrokémiai uton tisztitottam. 0.2 - 0.8 V potdfttartomanyban, Ag/AgCl
referenciaelektroddal szemben, 2 mV/sec pasztéebsisseget alkalmaztam.

Polimer m-feniléndiamin réteg készitése

A polimer mfeniléndiamin réteget ciklikus voltammetrias efjigsal alakitottam ki oly
moédon, hogy a munkaelektréd potencidljat 0.2 — &8 tartomanyban, Ag/AgCl
referenciaelektroddal szemben, 2 mV/sec sebessdiggiimazva pasztaztam 5 ciklusban
[152].

Polimer m-feniléndiamin réteg ellérzéese

A modositott platinaelektrodokon kialakitott patHfeniléendiamin méretkizardsos réteg
megfeleb mikddésésl minden esetben kronoamperometrias mérésekkebgyem meg.
Foszfat puffer oldathoz L-aszkorbinsav, acetaminafs hugysav oldatot adagoltam. 0.2 m
mol/dn fiziolégids koncentraciéju L-aszkorbinsav, 0.2 mifthm® acetaminofen és 0.50 m
mol/dn? hagysav oldatokat készitettem. Ha a médositotinalelekirédon, a hozzaadéasok
utani jelvaltozas a zavaré elektroaktiv anyag jéi&en 5 nA-nél nagyobb lett, (jelezve a
szelektivitas nem kielédit voltat) a réteget hibasnak tekintettem, és Ujremédasarol
gondoskodtam.

Enzimtartalmu reakciéréteg készitése

Az enzimtartalml reakciéréteg, kozvetlenll aikgdési helyszinen, a munkaelektréd
feliletén készll. Ez bovine szérum albumint (BSA) @lkoz-oxidaz enzim oldat és
glutaraldehid bifunkciondlis térhalésitd agensttaianazé oldat kozvetlen egymas uténi
felcseppentésével tortént. Az 1-il oldatrészeket Hamilton mikro-fecskefidkel
cseppentettem fel az elektrodfeliletre, igy az 10800U/cnt enzimet és azonos ténieg
BSA-t tartalmazé oldatot és az 5%-0s koncentracigiiitaraldehid oldatot. A polimer
kialakuldsa szobdmérsékleten rendszerint 20 perc alatt megtérté@iendszerint a
felcseppentés utariitdszekrényben 6 6ras pihentetést alkalmaztam.)

Diffaziot szabalyozo réteg kialakuldsa

Az enzim réteg kialakulaséat kovein poliuretan 1%-os tetrahidrofurannal készitetatfbol
2 pl-t cseppentettem az enzim tartalmd, térhalosipolimer rétegre. Az oldat gyorsan
megszarad.

Kilss véds réteg készitése

A diffaziét szabdlyozd réteg megszaradasa utan 3peti(2-hidroxi-etil-metakrilat)

(PHEMA) metanolos oldatabdl gl-t helyeztem az elektrédokra. Ez a réteg fedi ménd
harom elektrédot, rogziti az enzimréteget a murdtdedd fellletére, Osszeflgg
biokompatibilis réteget képez és a mérés soraneitinil érintkezik a méreddnintaval.
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3.5.1.2. Az elkészitett elektrodok tarolasa

Az elkészitett elektrodokat a hasznalaton kiviibieh hitészekrény normal terében (%6-
on) taroltam. Megfelél tarolassal egy elektrod egy honapig is hasznallistégfeleb
mikodésésl, alkalmankénti kalibraciéval ggédtem meg.)

3.5.1.3. Az elkészitett elektrédok tesztelése

A szarazon tartott elektrodoknak a méreridbzegbe helyezés utan bizonyo$ral van
szukséguk, hogy stabil mérési funkciora alkalméapatba keriljenek. A mérésre alkalmas
alaparam értéket az elektrod rendszerint 1000 npésodel az oldatba helyezeés utan elérte.

Az elektrod teszteléséhez alkalmazott 375 m mal/Brgliikdz oldatot szobd@mérsékleten,
24 oraval a felhasznéalasod készitetem, hogy a mutarotaciés egyensuly kidjak.

3.5.2. Mikrochip alapu bioszenzor készitése

Putreszcin detektalasra alkalmas enzimelektrod&taohip alapu elektrodra készitettem. A
mikrochip elektréd alapjaul szolgalé biokompatibiKapton®-ra vitt krom, arany vékony
(125um) réteges nyers wafer-t a Biomedical Microsensaldratory North Carolina State
University munkatarsai készitették egytiiadésben, kdzos projektiinkén dolgozva.

Az elektrédok geometria méretei: munkaelektro@g.767 mm,
ellenelektrod (Ag)6.872 mm
referenciaelektrod(4) 2.291 mm

ACE _39 CE -39
ARE ANE

3.7. abralLapos mikrochip alapu elektrod cella

Az arany munka- és ellenelektrodot elektrokémiaijaréksal platinaztam, a
referenciaelektrodot eziistdztem, majd a fellletistekloridot valasztottam le.

Az enzimréteg készitése

A putreszcin-oxidaz enzimet a munkaelektréd feliilet gazfazisa glutaraldehiddel
immobilizaltam.

A foszfat pufferrel frissen készitett enzim olddtdopl térfogatot mikrofecskerivel a
munkaelektrod fellletére mértem. Az elektrodfelidebelyezett enzim oldat 140-210 U
putreszcin-oxidaz/cfrkdzott valtozott.

Ezutan az elektrodot glutaraldehiddel telitett §dx helyeztem, ahol a szikséges mérték
polimerizacié szobamersekleten 10 perc alatt lejatszodott.
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3.6.FELHASZNALT ANYAGOK , VEGYSZEREK
3.6.1. Elektrédok készitéséhez hasznalt anyagok

Az amperometrias elektrodok készitéséhez sziukdegeszalakat a Goodfellow Corporation
(Cambridge, Nagy Britannia) és Sigma-Aldrich (S1id, Mo, USA) cegekil szereztik be.

3.1. tdblazat
Elektrodok készitéséhez hasznalt fémszalak
és elektrod anyagok

Anyag Atmés
Réz 20um
Réz 1.2 mm
Réz 2 mm
Réz 4 mm
Platina 1 mm
Platina 2 mm
Arany 2 mm
Ezlst 1.5 mm
Ezlst 1 mm
Uvegszeii 3mm
szénelektréd

Az elektrodtestkent szolgélo alacsony lagyulasitpdioroszilikat Gvegkapillarisokat a Sutter
Instrument (Novato, Ca. USA) cég szallitotta.

3.6.2. Alkalmazott enzim készitmények

A putreszcin enzimelektrodok elkészitéséhez Miocrons Roseussal éllitott putreszcin-
oxiddz (EC 1.4.3.10) Toyobo (Osaka, Japan) altajdionazott enzimet hasznéltam. A
putreszcin-oxidaz enzim, a gyarto altal garantahimmalis fajlagos 37 U/mg aktivitasa a
méreseim szerint 38 U/mg-nak adodott.

Asperillus nigerBl elédllitott glukéz-oxidaz (EC 1.1.3.4.) enzimet alkalrtam
glukdzelektrédok készitéséhez, amelyeket Sigmai&idrss SEMPEX termékek voltak.

A Serva Electrophoresis (Heidelberg, Németorszdgkog-oxidaz gyartdé éaltal garantalt
enzim minimalis fajlagos aktivitdsa 220 U/mg. E202J/mg-nak mértem.

A tormabol ebéllitott peroxidaz enzimet (EC 1.11.1.7), amelynektivithsa 298
purpurogallin egység/mg volt, a Sigma-Aldrich vexgrellatotdl (St. Luis Mo. USA és
Steinheim, Németorszag) vasaroltam.

Az enzimeket szuikség szerinitbszekrényben 2-8-on és fagyasztdészekrényben °C8on
taroltam.

Felhasznélaskor az enzim aktivitasat spektrofotodset@iton ellefiriztem.
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3.6.3. Elektrédkészitéshez alkalmazott egyéb anyago  k

Az elektrod testeket kétkompondnskril alapu polimerdl, az un. fogaszati cemeritb
(Duracryl Fast-Setting Basal Resin, Dental a.sh&r&észitettem.

Az elektrédok felliletét nedves polirozassal cstszolaluminium-oxiddal (BUEHLER, Lake
Bluff, IL, USA) csiszol6 barsonyon (Microcloth withdhesive backing, (BUEHLER Gmbh
Dusseldorf, Németorszag). Ebben a folyamatban3l,, @05 és 0.03m atmédju polirozo
port hasznaltam csokkérszemcseméret sorrendjében. A hasznalat sorargitkaégesnek
mutatkozott az elektrodfellletének megujitdsa, eedpolirozassal, a 0.03m atmééji
aluminium-oxid polirozéporral dolgoztam.

Enzim elektrodkészitéskor az 14 enzim oldatot 5 és 1Qul térfogatd Hamilton
mikrofecskendkkel mértem ki és cseppentettem a munkaelektradeteéire.

3.6.4. Egyéb vegyszerek

Az alkalmazott vegyszerek kozil a putresZHCI, és a glutaraldehid (25%-o0s oldat) a
glikdéz, fruktdéz, aszkorbinsav, 30% hidrogén-peroxiditromsav, borésav Sigma
(Steinheim, Németorszag) termékek. Az arabinoziakgdzt, D(+)-glik6z monohidratot,
szacharOzt, az eluens készitéshez hasznalt kaldnoxidot a Fluka-tol (Bucch, Svajc), a
hagysavat Reanal Kftt (Budapest, Magyaroszag) vettem.

Az enzimelektréd készitéshez felhasznéHeniléndiamin, poli-(2-hidroxi-etil-metakrilat),
acetaminofen, bovine szérum albumin Aldrich ternkékaltak.

Standard puffer oldatokat pH=4.01, pH= 7.01 és gH&1 Hanna Instrument Hungary Kft-
tol (Szeged, Magyarorszag) vasaroltam.

Izotonias foszfat puffert alkalmaztam az enzimeledkok készitéshez és a velik valdo munka
soran.

Az ionkromatogréafias elvalasztashoz ultra-tisztatrind-hidroxid pelletldl (Panreac
(Barcelona, Spanyolorszag)) készitettem az eluédetad. A hidrogénkarbonét-ion d@en
kotodik az ionkromatografids kolonndhoz, kéarositva adetpntva elvalaszté képességét
[186]. A levedbdl szarmaz6 széndioxid elnyelése miatti karbonatasodhértékének
csokkentésére igyekeztem az eluenst tarold0 edénybelégcserét gatolni csak kis
nyomaskiegyenlét rést hagyva. Az eluens oldatot naponta frisserziteitem és azt a
felhnasznélas étt ultrahanggal gdz-mentesitettem.

Felhaszndltam még Linde gyartmanyu 4.6 tisztasagwiogén gazt (Linde Géaz
Magyarorszag). Nitrogén gaz atbuborékoltatdsavalgémmentesitettem az oldatokat,
amikor arra sziikség volt.

A beszerzett nagytisztasdgu vegyszereket tovastiiths nélkul hasznaltam. Az oldatokat és
a kromatografias eluenst kétszer ioncseréltdljziaponta frissen készitettem.
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3.7. ALKALMAZOTT MODSZEREK

3.7.1. Putreszcin-oxidaz aktivitasanak mérése

Az enzimaktivitas mérés elve [187]

putreszciroxidaz
Putreszcin- O + HoO O O HEB ]D4E’T)'1ET(BD — 4—amino —butyraldelid + NH3 + H202

2H209 +4—amino—antipirint 24 —diklor— fenold Beﬁoﬁlﬁi kinon-i minfestél 4H->0

A kinon-imin festék fotometriasan 510 nm hullamlamss mérhet. A putreszcin-oxidaz
aktivitasanak meghatarozésa folyamatos kinetiktenfetrias detektalassal tortent.

Az egységnyi enzimaktivitas definicidja: Az aldbdtiian ismertetett korilmények kozott egy
perc alatt egy egységnyi enzimaktivitas egy mikrbnimdrogén-peroxid kégést
eredményez (amely fél mikromol kinon-imin festékmmgiség valtozasnak felel meg.)

Reagensek
Putreszcin oldat:

Trisz—HCI puffer:
4-aminoantipirin oldat:
2,4-diklor-fenol oldat:
Peroxidaz oldat:

Enzimhigit6 oldat:

Enzim oldat*

Az eljaras lépései

10 mmol/dmputreszcin (32mg putreszcin hidrogén-
kloridot M,,=161.07) oldunk 20 ml vizben.

koncentracitja 0.1 mol/dnpH=8.0,

12 % (1200 mg 4-aminoantigioldunk 1000 ml vizben
0.48% ( Feloldunk 480 mgtliklor-fenolt 100 ml 40%
(V/V) etanolban.)

400 U/ml (feloldunk 400 mg per@atd(110 purpurogallin
egyseég/mg) 10 ml vizben.)

20 mmol/dintrisz—HCI puffer, pH=8.0 felhasznalasig
jégen Hitjuk.

0.1-0.3 U/ml enzim oldatokat jégeritdit enzimhigito
oldattal készitjuk. Az enzim oldatok higitasahomten
enzimhigité oldatot hasznalunk. * Az oldatot kdiset
felhasznélas étt mérjuk 6ssze.

1. Kombinalt oldat készitése, amelyet sotét lvegiseliitve tarolunk.
20 ml putreszcin oldat
97 ml Trisz—HCI puffer, pH=8.0
1.0 ml 4-aminoantipirin oldat
1.0 ml 2,4-dikl6r-fenol
1.0 ml peroxidaz oldat
Az elkészult kombinalt oldat alkotéinak koncentéai

putreszcin 1.58 m mol/dm
Trisz—HCI puffer 78  m mol/di
4-aminoantipirin 0.47 m mol/din
2,4-dikl6r-fenol 0.23 m mol/din
peroxidaz 3.2 U/mi
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2. A kombinalt oldatbdl 2.85 ml-t kiivettaba (d=1)goipettazunk és 3BC-on tartjuk a
hékiegyenlitdésig, kb.5 percig.

3. A kuvettaba 0.15 ml frissen készitett enzim wtamérink, és Ovatosan
dsszekeverjuk.

4. A mintat 5 perces 30C-os termosztalas utan, vizzel szemben 510 nm-ejukné
fotometriasan. A meérési gorbe linearis szakaszdtldpitjuk meg a percenkénti
jelvaltozas QA) értékét.

Ugyanakkor megmeérjik a 'vak oldat’ percenkénti gdozasat ABv), alkalmazva az
enzimoldatok mérésére alkalmazott modszert. A 'sldat’ készitésekor az enzim
oldat helyett az enzimhigit6 oldatot mérjik a kidies.

Enzimaktivitas kiszamitasa

fajlagos— aktivitagU / ml) = (an/ pezr‘;):i /A’;Q_OA\E;V WV xH
0XVm

Enzimaktivitas (U/mg)=(U/ml)x1/C

Ahol: V¢ . teljes térfogat (3 ml)

Vm  : minta térfogat

29 : a kinonimin festék milimolos abszorbanciafkoegnse a vizsgalati
kértlmények kozott (cffumol)

Yo : Egy molekula KD, hataséra képzik egy fél molekula kinonimin
festék

1.0 : a fényat hossza (cm)

H : higitasi tényey

C : az enzimoldat koncentréacioja (mg/ml)

3.7.2. Glukéz-oxidaz aktivitasanak mérése

Az aktivitds mérési elve [188]
Gluko6z-oxidaz
B —D -Glukoz+Oo + HoO OO dEDC&T]J?DA'b - D —glukono- 15 - lakton+ H2O2

H 205 + 0 - dianizidir( redukalty 0 BEPHNZ. o - dianizidin( oxidalt) + H 0

A dianizidin (oxidalt) fotometriasan 500 nm hullaogszon mérhét Az egységnyi
enzimaktivitas definiciéja: az alabbiakban ismettekorilmények kdzoétt egy perc alatt egy
egysegnyi enzimaktivitas egy mikromol hidrogén-pédképzddést eredményez (amely egy
mikromdl dianizidin mennyiség valtozasnak felel mecAz aktivitas meghatarozas
folyamatos kinetikus fotometrids detektalassakidirt

Reagensek

Natrium-acetat puffer: 200 ml 50 mmol/dméatrium-acetat puffer (pH=5.1) 35
°C-on. A pH bedllitasa 1 mol/dhsésavval torténik.
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o-dianizidin oldat: 0,21 m mol/diwo-dianizidin oldatotot készitiink, 50 mg
o-diazinidin dikloridot 7.6 ml ioncserélt vizben élshval.
Az oldat 1 ml-ét 100 ml-re higitjuk az 50 mM nétniu
acetat pufferrel.

Reakcio elegy: 10 ml 10% (w/v) R-D(+)glukédz szubézoldat.

29 ml 0.17 mMo-dianizidin és 1.72% (w/v) gliikz oldat.
Kozvetlenll felhasznélas &t készitjuk 24 ml 0.21
mmol/dn? o-dianizidin oldat és 5 ml 10% (w/v) R-
D(+)glukdz szubsztrat oldat

Peroxidaz enzim oldat: Hideg ioncserélt vizzel, vaitenil felhasznélas dt
készitjuk a peroxidaz 60 purpurogallin egység/rdatit.
(Peroxidaz Il, Prod No. P-8250)

Glikoz-oxidaz enzim oldat: Lé&bdtt natrium-acetat pufferrel készitink el 20-40
egység/ml oldatot. Kézvetlenil felhasznalasttefovabb
higitjuk 0.4-0.8 egység/ml koncentraciorgdit natrium-
acetat pufferrel.

Az eljaras lépései

1. A kovetked oldatokat pipettazzuk 1 cm-es klvettaba.
Minta (Am) (ml) Vak (Av) (ml)

Reakci6 elegy 2.9 2.9
Peroxidaz enzim oldat 0.1 0.1

Keverés utdn 35°C-on temperdljuk a kivettaban elkészitett oldatoRarmosztalhatd
fotométerben 500 nm-en allandé abszorbancia (Angkigr mérjuk. Ezutan adjunk az
oldatokhoz az enzim oldatot és az enzimoldatnakfetedd térfogatu puffer oldatot.

Minta (Am)(ml) Vak (Av)(ml)
Enzim oldat 0.1 -
Natrium-acetét puffer - 0.1

Azonnal keverjik meg az oldatot (a zéart kivetta foietitasaval) s mérjuk az abszorbancia
novekedését 500 nm hullamhosszon kb. 5 percig. Aan@s a vak oldat esetére szamitsuk ki
alAA/perc értékeket.

Enzimaktivitas kiszamitasa

AAm/ perc—AAv/ perc )XV xH
75xV
Enzimaktivitas (U/mg)=Térfogati-aktivitds(U/ml)x1/C

Térfogati— aktivitaU / ml) =

Ahol: V7 : teljes térfogat (3.1 ml)
H : higitas
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7.5 : az oxidalt o-dianizidin 500 nm hullamhossnoért milimélos abszorbancia

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

Percenként egy egység oxidal lydol 3-D-gliikdzt D-glukonolaktonné és,Bh-d4, ha a
mérési korulmények a kovetkez pH=5.1 , a bmérséklet 35C. Az O, felhasznalas 22.4
ul-nek felel meg percenként. Ha a reakcioelegy axigé telitett, az aktivitas 100 %-ig
novelheb.

A 3.10 ml reakcitelegy vegsoncentracioja:
48 mmol/dni natrium-acetat,
0.16 mmol/dm o-dianizidin,
1.61% (w/v) glikdz
6 egység peroxidaz, (a koncentracié valtozik a
hozzéadott glikéz oxidaztol fugegn).

3.7.3. Mikrochip alapl szenzor aranyelektrédok elek  trokémia platinazasa

A szenzor arany munka- és segédelektrodjat elefangd Gton platina réteggel vontam be.
A platinazé vizes oldatot klor-platina savbol, ammuin-hidrogénfoszfatbol és néatrium-

hidrogénfoszfatbél készitettem receptura alapj&9].1

Egy liter platinazé oldat elkészitéséhez a kovdtkeegyszerekre van szikség a jelzett
mennyiségben:

HoPtCk (B H,O 13 g
(ami Pt" ekvivalens 5g)
(NHg)2HPOy 459
NaHPO, 12H,0 240 g

Az oldat egyes komponenseit vizben kulon-kalon Itetam. Az ammonium-
hidrogénfoszfat oldatot a klor-platina sav oldattalegyitettem. Reakciotermékként
ammonium-[hexakloro-platinat(1V)], (Nh[PtClg], sarga csapadék keletkezik i8zs nélkil
ehhez az oldathoz adtam a natrium-hidrogénfostiatat. Az igy kapott elegyet néhany
oran at enyhén forraltam, mig az ammonium szagatnma éreztem, mikdzben az oldat
fakoé citrom sarga lett.

A keletkezett oldat a platinat Ptallapotban, ammin komplexként tartalmazza. A platést
70°C-on 0.2-0.5 A/drharamsiriiség alkalmazasaval végezziik.

A platinazé 1épést az aranyfeliilet elektrokémiakrtitasa élzte meg (+500 mA/cf, 25
perc) a platinazé oldatban.

A fényes platinafeliiletet galvanosztatikus Gton,mA/cnf aramsriiséggel, 15 percig 5 cm
atménji platinahalé ellenelektrédot alkalmazva végeztem.
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3.7.4. Mikrochip alapu szenzor referenciaelektrédja  nak kialakitasa

Elektrodfelllet tisztitas

A referenciaelektrod arany fellletét annak elelérolai ezlstozése d@t, az ezlstiz
oldatban elektrokémiai tisztitasi folyamatnak veetet ala. A tisztitd 1épéshez 30 masodperc
idtartamig 5 mA/crfioxidaciés aramstiséget alkalmaztam.

Mikrochip arany elektréd elektrokémiai eziistozése

A pszeudo Ag/AgCI referenciaelektrodot galvanosizist ezlistozéssel készitettem 1% (m/v)
K[Ag(CN),] oldatban -5 mA/crh aramsriiséggel 10 perc idartamig végezve az
elektrolizist.

Ag/AgCl referenciaelektrod készitése elektrokémiaiiton

Az aranyfellletre levalasztott ezlstréteg egy egz25%-at) AgCl-da alakitottam 1

mol/dn® NaCl elektrolitban 5 mA/cf aramsriiséggel 2.5 perc ddartamig végezve az
elektrolizist.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. AZ ELEKTROKATALITIKUS OXIDFILMMEL BEVONT REZELEKTROD
VISELKEDESE LUGOS KOZEGBEN

Amint azt a korabbiakban emlitettem, a réz munkdeld nem tekinthét az analitikai
kémiaban elterjedten hasznalatos eszktzok egyikéAeiéz nem nemes fém, oxidaciés
potencial alkalmazasakor viszonylag kénnyen oxidi&léemellett nem rendelkezik a higany
felllet esetében tapasztalhatérslosen nagy hidrogén levalasi tulfesziltséggel.aSags
semleges vizes kbdzegben, igeriikspotencialablakot képes biztositani. Az elektrdidés
oxidaciés, korrdzids viselkedését komplexkéipelenléte jelertisen befolyasolhatja.

Kisérleti munkam soran ligos kbézegben vizsgaltanelektrod sajatsagait. A 4.1. akta?
mm atmédjii korong alaki munkaelektroddal, 100mV/s polarizacigebességgel, 50
voltammogramokat (CV) mutat. Az abran lathaad voltammogram friss polirozassal
megujitott elektroddal, mig & CV massziv oxidaciét eredményezelektrokémiai
elokezelésnek alavetett elektroddal készilt. Az etddédmiai ebkezelés abbadl allt, hogy 120

alapoldatban Ag/AgCl vonatkozéasielektroddal szenth@rv-on tartottam.

250

150 |

i /10°°A
o)
o
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-1000 -500 0 500
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4.1. dbraRéz munkaelektrédon felvett ciklikus voltammogranf5& mmol/dni NaOH, v=
100mV/s)
a) frissen polirozassal megujitott elektr®) elektrokémiai oxidacionak alavetett elektrod
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Lathatd, hogy az elektromosan dletzelt rézelektréddal jelefgen intenzivebb, de
lényegében azonos potencidlon jelentkeslcsokat, illéleg hullamokat kaptam, mint a
frissen megujitottal. Lugos kdzegben tehéat eleftigdmatban résztvévredoxi sajatsagu
film vonja be az elektrodfeliletét.

A 4.2. dbra azonos korulmények kozotthkelzeles és megujitas nélkdli 1.2 mm ajper
rézelektroddal készitett voltammogramokat mutat be.

3.8E-O4f:

L = 6x10-6M gliik6z 50

3 mM NaOH oldatban
2.8E-O4f:

i —— 50 mM NaOH
1.8E-04 3.

< I B
8.0E-O5f: 5
1.

-2.0E-05¢ A
-1.2E-O4i A
22E04 L

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

4.2. abraElokezelés nélkili 1.2 mm atnigt rézelektrédon készitett voltammogramok
A) elektroaktiv anyagot nem tartalmazo alapoldatban,

sz

B) 6 mmol/dni koncentréciéju gliikdzt tartalmazé alapoldatban

Mindkét voltammogram oxidacidés szakaszdban a dbitarélathaté voltammogramokkal
megegyeéen felfedezhetink két viszonylag kicsiny csucsoz égyik —320 mV-nal
(1.csucs), a masik =107 mV-nal (2.csucs) taladlhatéedukcios szakaszban két éles, sokkal
szembeinobb csucs talalhatd, -530mV-nal (4.csics) és -850 @®\Wsucs) (Az
elektrodpotencial adatok ké#t sohidas ezist/ezist klorid elektroddal szembemvemé
értendk).
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A potenciél ablak végéhez kozel, 600 mVtelegy nehezen észrevebietn 4.2. abran
azonban ol lathato hullamot lathatunk. A glikotefgetének tudhato be a 750 mV-nal csak
a B voltammogramon talalhatd csucs (3.csucs). Fontosgjegyezni, hogy aB
voltammogramon a két redukcios csucs (4. és 5.x&isebb, mint aA gorbén.

A glukoz tartalmi oldatokban jelentkezvoltammetrias csucs analitikai jelként valo
hasznélhatosaganak vizsgalatara, kuloéabgliikdz koncentraciéju, 50 mmol/dnmatrium-
hidroxid alapoldatban 0.0-1.0 V tartomanyban, egyamu voltammogramokat vettem fel
allé oldatban 10-200 mV/s tartomanybad gsasztdzasi sebességek alkalmazésaval. Két
voltammogram készitése kozott 30 s ideig magness®iivel intenziv oldatkevereést
alkalmaztam.

A kisérlet alapjan két é&hyos tulajdonsagot sikerllt igazolnom. Egyrészt azonos
korilmények kozoétt, egyméas utdn kapott voltammogdamnmem mutattak a mérések
sorszamatol fugy tendencidozus valtozast, emlékezési jelenséget,y vatektrod
passzivalodast. Masrészt az azonos felvételi sébgeb készitett voltammogramokon
jelentke® csucsokhoz (3.csucs) tartozé aramintenzitasplési a glikdz koncentracio kozott
linearis fliggvénykapcsolatot talaltam.

A 4.3. abramutat be egy 100 mV/s pasztazasi sebességgeldtégzit gliikdz koncentracio
kalibracios gorbét a regresszids egyenes adatagaltt. Hasonld viselkedést tapasztaltam
mas szacharidok esetében is. igy az irodalmi wikidek megfelélen megallapithatd, hogy a
rézelektrod, igy az altalam készitett is, alkalnaatszénhidratok voltammerias analizisére.

100
90 -
80 -
70 -

< 601

S 50

= 40 -

y = 15.838x
R?=0.9977

¢/10° mol/dm?®

4.3. abraGlukéz kalibracios gorbéje
csucsaram §) — glikoz koncentracio (c), v=100mV/s, 100 mmoltNaOH a lapoldatban
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Az elektrod niikbdésének, stabilitdsanak, kilonba@nyagokkal szembeni érzékenységének
dsszehasonlitoé vizsgalatara forgé korong elektriodagerometrias méréseket végeztem. A
kisérletek soran 25 ml-e$zBpoharba 10 cth50 mmol/dni natrium-hidroxid alapoldatot
juttattam és a 1000 ford/perc sebességgel forgatatimm atméija rézelektréddal 0.6 V
polarizacios potencial mellett regisztraltam azndotiaz idben. Stacionarius aramértékek
adtam a cellaba. gy lépiszefi aram-id regisztratumokat kaptam. Glikéz esetében kapott
regisztratumot mutat be a 4.4. abra.
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4.4. abra Forg6 korong elektroddal (1000 fordulat/perc, elé#tpotencial 0.6 V) felvett

aram (i)-ids (t) gorbe. A nyilak 20ul 10 mmol/dni gliikéz oldat hozzaadasat jelzik. Az
alapelektrolit 10 ml 50 mmol/dfriNaOH.

Az abran az oldatdézisok beadasbpdntjat nyilak jelzik. Lathatd, hogy az aramléfics
alakja nem utal elektréd passzivalddasra. A tdt@mscentracio fuggvényeben dbrazolva az
amperometrias aramot a vizsgalt tartomanyban liséadggvéenyeket kaptam. A mérés soran
kapott aramlépdsk glikoz lIépcére normalt értékét mutatja a 4.1. tablazat.

4.1. tablazat A réz forgokorong elektréd relativ érzékenysége
0.1 mmol/dri cukor oldatban

Vizsgalt Glikodzra vetitett relati
anyagok i /10°A érzékenysége
Arabin6z 0.37 1.6
Galaktoz 0.39 1.7

Glukoz 0.23 1.0

Mannéz 0.29 1.2
Borkésav 0.13 0.56

°A forgasi sebesség 1000 fordulat/ perc. 50 mmolaOH alap-
elektrolit, az elektrédpotencial 0.6 V.
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A voltammetrias goérbén jelentk&zcstcsok természetének vizsgalatara 100 mmdl/dm
koncentracioju natrium-hidroxid oldatban kilénBopolarizacios sebességekkel ciklikus
voltammetrias felvételeket készitettem. Vizsgaltam egyes csicsmagassagol €s a
polarizacié sebesseq)( kozotti fuggvénykapcsolatot. Amint az ismeretéagaris iy-v
fuggvény adott mennyiségaz elektrodfellleten adszorbedlt anyag atalakrdéstal. Ha az

ip - v'? fliggvény mutatkozik linearisnak, az a nyugvd dddat végzett mérés esetére
érvényes Randles-Sevcik egyenlet értelmében, &ir@lolyamat diffuzio altal kontrollalt
jellegét valoszitisiti.

A vizsgalt négy csucs kozul egyik sem mutatotttéiszdifflziés sajatsagot, de mindegyik
eseteben ag, — VM2 fliggvény inkabb kozelitette a linearis viselkeddsint azip — v. A
4.csucs és 5.csucs keskeny, éles alakja nagymeénékdszorbedlt anyagféleség redukciojara
utal.

A két redukcios csucs alatti tertlet altal kepvigéltésmennyiség €s a pasztazasi sebesség
kozotti figgvénykapcesolatot mutatja be a kovetkdsd. abra. AZA gorbe a 4. csucsrd
gorbe pedig az b5.csucsra vonatkozik. A meéréshez M@ atmeésji korong alaku
rézelektrodot hasznaltam.
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4.5. abraA csucs alatti toltésmennyiség (Q) és a pasztéehssseg (v) kozotti
fluggvénykapcsolat vizsgélata

Amint lathatd, kicsi polarizacidos sebességek nagyakamintegralt, nagyobb mennyigég
redukalhato, az elektrédfelileten adszorbedlt arkedgtkezését eredményezik. A ciklikus
voltammetrias gorbék alapjan lathatjuk, hogy a potd pasztazas sordn a réz
elektrodfelllete Iugos kdzegben oxidalodik. Az @dimb soran keletkezett anyag a fellleten
marad és ez megfetetlektrodpotencial mellett redukalhato.

Kisebb pasztadzasi sebességek mellett hosszabbidacids folyamatok reakcidideje, igy
tobb oxidalt, fellleten adszorbealdédd anyagfélésdetkezik.

A ciklikus voltammogrammok alapjan az is megallapi6, hogy ligos kbdzegben az
elektrokémiai oxidacioé soran keletkezett anyag passzivalja a rézelektrod fellletét.
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Amint az a 4.5. 4bran lathato, glikéz jelenléteasiatgyakorol a két redukcidés csucs
nagysagara. Méréseimben megvizsgaltam a glikozekdrdcionak a 4. csucs €s 5.csGcs |
értéke és a gliikdz koncentracid kozotti flggvéngkafatot. A méréseket 1.2 mm atijér
korong elektréddal 100 mV/s polarizaciés sebesdéenmol/dni koncentraciéju natrium
hidroxid alapoldatban végeztem. A 4. és 5. csuUesokapott csucsaram és glukoz
koncentracio figgveényeket a 4.5. abra mutatja.
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4.6. abra A -530 mV-on A gorbe) és -823 mV-orB(gorbe) mért redukciés aramintezias
(ip)és glukoz koncentracio (c) fuggvénykapcsolata

Lathatd, hogy nagyobb glikéz koncentracié kiseblulukeidos csucsokat (4.csucs)
eredményez. Az 5.csucsot kevéssé befolyasolja lkdglioncentracié. A glikoz jelenléte
kevéssé csOkkenti az alacsonyabb redukcios potencidétalakuld anyag fellleti
mennyiségeét.

A rézelektrodon lugos kdzegben lejatszodd elek&akiiokrol a pasztazési sebességqi
vizsgalatok és a redukcidos csucsok alakja alapj@uyaftapithatd, hogy az oxidacios
reakciéban keletkézanyag adszorbealddik a fellleten. Valé8zikorabbi kozlemények is
ezt mondjak, hogy az 1.cstcs a’@Qui" reakcid lejatszodasat jelzi, mig 2.cstcs létrejott
CW/Cu" és CU/CU* reakcidk egyiittes lejatszéddasanak koszdnhéz 50-300 mV
tartomanyban jelentkézhullam a CG'/Cu** oxidaciot jelzi. 730 mV kdzelében, a potencial
ablak hataran az oxidfilm oldédasa és egyéb oxiddtilyamatok jatszodnak le.

A redukcios agon lathato két éles csucs a rézidieépesben, féemrézzé tortemedukcidja
kovetkeztében jon létre. EUCU' redukcié —530mV-nal (4.cslcs) és*@Il redukcié —823
mV (5.csucs). (Mindkét potencial értek Ag/AgCl dleékidal szemben érteéd

A redukcios csucsok alatti aramintegral értékétuméismerve a korongelektrod fellletének
nagysagat, durva becslést tehetlink az oxid filnlegssigara vonatkozoéan.

60



A rendszeresen hasznalt elektréod esetében, a calat8 terllet altal reprezentélt
toltésmennyiség alapjan szamitott, a redukci6 satakakult rézion mennyiség a 7-9 x40
mél tartomanyba esik. Erdekes médon az 5. cstUégeterrendszerint nagyobbnak adédik,
mint a 4. csucse. Elektromosailazelt elektréd esetében, amint az nyilvanvaldydéesen
nagyobb, 4.7 x 1Bmél értéket kaptam.

Ha egy oxid molekula sugaranak nagysagat 0.6 Abwsiiljik, az oxid film vastagsaga
kissé nagyobbnak adddik a monomolekularisnél (10@/smpolarizaciés sebességgel,
alapoldatban kapott ciklikus voltammogrammok alapjade jelenisen kisebbnek a
bimolekularis boritottsagnal. Az elektrokémiailagokezelt elektrédnal a fellleti film
vastagséga a tiz monomolekularis réteg kortili.

Megvizsgaltam, hogy a vastagabb fellleti film miybkatast gyakorol a glikéz oxidacios
hulldamara. A 4.7. 4bra frissen regeneralt és eakbsan dlkezelt elektrod voltammetrias
viselkedését hasonlitja 6ssze. Mindharom voltamanmogtO0 mV/s polarizacios sebességgel
azonos, 1.2 mm &tm#t réz elektréddal készilt 50 mmol/dmnétrium-hidroxid
alapelektrolitban,a és b gorbék polirozassal frissen megujitott elektroddal gorbe
elektrokémiailag frissen @éhkezelt rézelektroddal készilth és c voltammogramot 1
mmol/dn? glikéz koncentraci6ji oldatban készitettem, még voltammogram az
alapelektrolit voltammogramja.

20 1

154

104

i /20°A

150 350 550 750 950
E/ 10%V

4.7. abraRézelektrod voltammetrias viselkedésének dsszelitmanNaOH alapoldatban
a) — megujitott Cu elektroddal NaOH alapoldatband#lvoltammogram
b) — meguijitott Cu elektréddal mért 1 mmol/igiiikézoldat voltammogramja
c) — elektromosan &kezelt Cu elektrédon 1 mmol/drgliikézoldat
voltammogramja

Az abra alapjan lathatd, hogy az elektromasketelés jelerfisen csokkentette a glikoz
oxidaciés hullamanak elektrédpotencidljat. Emgbs a szelektivitas szempontjabdl, ugyanis
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ha mas anyagok oxidaciés potencialja nem csokkigkoraa kisebb detektalas potencidl
alkalmazasaval kisebb a mérésiinket esetlegesenrnzaképes anyagok szama. A
koncentraciora jellentz aramintenzitas értéket azonban csak jelentéktetentékben
novelte. Ez 6sszhangban van Torto és munkatar88j gredményeivel. Tehat a vastagabb
oxid film nem noévelte a voltammetrias mérés érzgkégégét. A tuloxidalt felllet ével
valtozasokat szenvedhet, ezzel a detektalas patesaialtozhat. Mérlegelve azéalyoket és
hatranyokat, a tovabbi méréseimben nem hasznalekit@mosan élkezelt rézelektrédokat.

4.1.1. Az elektrédreakcio jellegének vizsgalata

Kérdéses, hogy a szénhidratok, vagy mas vicinéioki csoportokat tartalmazé molekulak
jelenléte milyen mechanizmus szerint valtoztatjagnae fellleti folyamatokat. A glikéz

esetében a hatas jol latszik a 4.2. A és B., valband.6. A és B abrakon. A gliikoz jelenléte
csokkenti a redukcios csucsok nagysagat. Két kidlzinthatasnak tulajdonithatjuk a
jelenséget. Az egyik elképzelés szerint a jelehl@éanyag, a glikoz, redukalja az
elektrodfellletén az oxidacios reakcioban kelaeikemyagot, igy sajat maga oxidalodik. A
masik mechanizmus szerint a gliikdz oldoédé komplexbe az elektrodot bevono oxidalt
anyagféleséget. A Faraday éaram a fellleti film negécidjat eredményezi. Ennek
megfeleben a 4. csucsot eredmén§efolyamat lehet elektrokatalitikus vagy korrdzios
karaktefi. A szakirodalomban mindkét elképzelésre talalhattiibbé-kevésbé bizonyitott

példakat.

A folyamat jellegére vonatkozd fontos informacioz alektrédreakcio elektronszam
valtozasanak meghatarozaséaval, valamint a reakcidékeinek azonositasaval, a reakcio
elegy analizisével szerezhetiink. Az elektronszdtozds meghatarozasara szamos modszer
ismeretes, azonban a modszerekkel kapott eredméage&sa rendszerint nagy.

Munkamban két mdédon hataroztam meg kulodb@nyagoknak rézelektrédon, lagos
kozegben végbeménoxidacios reakciojanak elektronszam valtozasat. efgik esetben
makroelektrolizist végezve mértem a fu&llan athaladd toltésmennyiséget és a vizsgalt
anyag koncentraciojanak csokkenését a reakcid ldegy Az anyagmérleg alapjan
szamitottam az elektronszam valtozas értékét.

A masik esetben forgo elektrod alkalmazasaval wégeanéréseket a Koutecky-Levich
modszert kovettem. Ez a modszer a heterogén, ekaltdlitikus reakcido sebességi
koefficiensének méréseét is lebet teszi.

Az elektrolizis termékének vizsgélatara a nagyntiéretektroddal makroelektrolizist
végeztem, és a kapott reakcidelegyet ionkromat@gr&s voltammetrias uton elemeztem,
mérve a reakcidban keletkeés atalakulé anyagok koncentracidjat, és az eldkis soran, a
cellan athaladt toltésmennyiséget. A makroelektisdel kapott elegy réztartalmét
atomspektroszkdpias modszerrel hataroztam meg.
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4.1.2. Elektronszam valtozas mérése makroelektroliz  issel

A coulométer livegcellajaba 1-5 mmol/koncentraciéji minta anyagot tartalmazé, 5 cm
100 mmol/dm koncentraciéju natrium-hidroxid alapoldatot jutzam. A cellaba helyeztem a
nagymeérei réz munkaelektrodot, nagyméreplatina segédelektrédot (Radelkis) és agar-
agar kocsonya aramkulccsal elvalasztotti t&ig/AgCl vonatkozasielektrodot. Magneses
kevebt, nagytisztasadgu nitrogén bevezetést alkalmazva®.®. V elektrodpotencial mellett
hosszan tartd elektrolizist végeztem. Mértem aktrelézis idejét és a cellan athalado
toltésmennyiséget.

A makroelektrolizist azonos ideig alapoldatban z&gemeghataroztam a maradékaramkent
a cellan éatfolyd toltésmennyiségét. Ezzel korragyalta minta esetében kapott aramintegralt.
A mintaoldat elektrolizisekor kapott oldatot kvaativ 10 cni-es méslombikba vittem és
allo oldatban végzett voltammetrias méréssel mégbziam a vizsgadlandé anyag
koncentraciojat. A meérések soran harom parhuzanwtammogramot vettem fel. A
csucsaram intenzitasok atlagabdl kalibracios godegitségével hataroztam meg az
elektrodreakcioban at nem alakult anyag koncerdjdicilsmerve az eredeti koncentraciot és
a toltésmennyiséget, leldisegem volt az elektronszam valtozas (n) kiszam#édasa alabbi
egyszeii képlet segitségével.

4
100F
4cC = Ceredeti ~ Cmegmaradt

4Q = Qminta ~ Qalapoldat

Természetesen a higitast figyelembe kell vennQglegeti megadasakor. A kilonbéz
anyagok esetében harom parhuzamos meérést végeatdrapott elektronszam valtozas
adatokat a 4.2. tablazat tartalmazza.

4.2. tablazatMonoszacharidok elektrokatalitikus
oxidaci6jakor mért elektronszam valtozas

Vizsgalt mintak .N” értéekek
Arabinéz 8.2
Galakt6z 10.5
Glukoz 11.5
Manndz 9,7
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4.1.3. A Koutecky- Levich modszerrel végzett mérése  k

A jol ismert [191], széles kdrben hasznalt Kouteelyevich egyenlet lehéséget biztosit az
elektrédfolyamatok egyes sajatsdgainak meghatéozadz egyenlet a teljesen transzport
kontrollalt esetre vonatkozd Levich egyenlet ésaadzport altal egyaltalan nem befolyasolt
kinetikus aramot leiré egyenlet kombinaciojabdl diko

Forgd korong elektrédra a Levich egyenlet:
ic =0620nFAD2/ 301/ 2,-1/6¢

aholn az elektronszam valtozas,az elektrodfeliilet nagysaga (OnD az atalakulé anyag
diffaziés koefficiense (chs?), C annak koncentraciéja (mol/ &nwa forgas sebesség (rad
s1), v a koézeg kinematikus viszkozitasa (si).

A kinetikus aramoti() leiré egyenlet:

ik =NFAKC
ki a reakcio sebességi koefficienst jelenti
Az elektrédfelileten adszorbealt mediator anyadébsm a kémiai reakcid masodrénd

reakcio sebessége figg a mediator fellleti konéeidjatol, a boritottsagtol() is. Ekkor a
tisztan kinetikus aram komponenst leir6 egyenlgivetkes:

I, =NFAKI'C
A teljes aram a két komponens dsszege:

it =ik +ig
A Koutecky — Levich egyenlet egys#en a fenti aramintenzitds dsszeg reciprokabdl &dodi

1_1.1
—=—+t—
It Ik Id
azaz,
i__ 1 1
i, NFAK,.C 062nFAD**v*°Cw'"?
vagy

" NFAK IC  062nFAD?*Y°Ce¥?

1 1 1
= +
It
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Jol lathaté, hogy az egyenletek jobb oldalanak ¢dgjja tartalmazza a reakcié sebességi
koefficiensét, tovabba, hogy a jobb oldal masodigjdban nem szerepel a sebességi
koefficiens, sem a katalizator feluleti koncentégei(/, mol/cnf). Lathatd, hogy ha az
egyenlet érvényességi tartomanyaban valasztott mgaesek mellett, forgé korong
elektroddal végzink méréseket, akkor a kilédbdargassebességw) mellett kapott
aramintenzitas értékek reciprokat a forgassebassgygyetgyoke reciprokanak fliiggvényében
abrazolva, azaz képezve (14 1/w'? fuggvényt, egyenest kell kapnunk. Az egyenes
tengelymetszetéib n, A és C(és elektrokatalitikus reakcié esetépismeretében & érték
kiszamitasara van leléstegink. Az egyenes meredeksége a tobbi paranigtet,(A, V)
ismeretében a folyamat elektronszam valtozasamakéghatarozasara ad lebsdget.

A Koutecky — Levich egyenlet alapjan nyert adatokandszerint csak tajékoztato
pontossagunak tekinthetjik.

A lugos kozegben rézelektroddal végzett voltamrastimérésekkor az elektrédfellletét
bevono oxid film szerepel — feltételezésink szerimiektrokatalizatorként. Ennek, az adott
elektrodpotencial mellett katalizatorként valdakiidésekor kialakuld pontos sztéchiometriai
Osszetételét nem ismerjuk. Tekinthetjik CuO-nagyvawO-nak. A feltételezett 6sszetdtel
filmek fellleti koncentraciéjanak becslésére aikild voltammogramokon mutatkozo jol
definialt redukcios csucsok altal képviselt aramgnélok alapjan van lehietégink, amint
azt kordbban megmutattam.

A rézelektrod fellletén lejatsz6dd folyamat vizegata kovetve a Koutecky — Levich
modszert, forgo elektrédos vizsgalatokat végeztdRadiométer gyartmanyu forgo elektrod
test végéhez csavarosan illeszkadflon henger centrumaba préselt rézhuzalbdl teiszi
megfeleben polirozott, és ékészitett elektroddal.

Az elektrodot kismérét f6zopoharbdl kialakitott mécellaba helyezve, ezist huzal
vonatkozasielektrodg(=1mm) és platina huzal segédelektr@d=Cmm) alkalmazésaval az
el6zetesen megallapitott 0,650 & Ag kvazi vonatkozasielektrdéd polarizacidés potéhci
mellett, kilonbodé elektrod forgassebesség mellett regisztraltamnazesometrias aramot.
Ugy jartam el, hogy a mécellaba a 100 mmol/dirkoncentraciéju frissen készitett natrium-
hidroxid alapoldat pontosan bemeért térfogatat ftetta, majd kilénbdk forgassebességek
mellett regisztraltam az alaparamot. Ezutan a altsmyag adott oldatanak, adott térfogatat
juttattam a méicelldba és elvégeztem az aram - forgassebesseégéfilggegisztralasat.
Ujabb oldatd6zisok beadasa utan a doéla oldattartalmanak megujitasa nélkil 4-6

sz

sz

néhanyat.

65



1.E-04

—0 ——1.298 10-3 mol dm-3
2.596 10-3 mol dm-3 3.876 10-3 mol dm-3
8.E057  ——519510-3 mol dm-3 ——6,393 10-3 mol dm-3

6.E-05+
P I
o
=2 I

4.E-05+

2.E-05F

0.E+00 t t t t t t t
0 20 40 60 80 100 120 140
t/s

4.8. dabraAram (i) - id5 (t) regisztratumok killénbdzgliikdz koncentracioji oldatok esetében.
A jelentke® lépck a forgassebességet indikaljak.

A kapott aram értékeket korrigaltam az alapoldatnaatkozé értékekkel. Az igy kapogtw
értekektdl képeztem a Koutecky- Levich fuggvényeket. Kulénbd&oncentraciéju glikédz
oldatok esetében kapott Koutecky — Levich flggv&eyenutat a 4.9. abra.(A fliggvények
szerkesztéséhez a 4.8 dbran lathato regisztratuwheéth adatokat hasznaltam.)

0.02 - 3% % — X
0.00 ‘ 1 : ; ‘ ;
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

1if@ (li+rad/s)

4.9. dbra1.3-6.4 mmol/dmgliikz oldatok mérésével kapott Koutecky — Leviatigvények
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A 4.3. tébldzat példa képpen a kulonbomeérési paraméterek mellett kapott és az
értékeléshez hasznalt adatokat mutatja a 6.4 mmdkKdncentréacioja glikéz meghatarozas
esetén.

4.3. tablazat Kulonboz meérési paraméterek mellett kapott és az érteketestasznalt
adatok

w/rad & It aIa}:/lO-GA It gIUkc’;z/]-O-6A Aiy /106A 1/ \/Z) 1/Ai¢

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 meredekségiédzamoltam a reakcio elektronszam valtozasanakért
A szdmoldshoz a Faraday konstanst 96486.6 C/molatém. A diffazioé allando és a 100

mmol/dn? koncentraci6ju, 25C-os natrium-hidroxid oldat kinematikus viszkozigsékeit
Dyiiksz = 6.7x10° CN/S,V 100 mmolidm naon= 0.01023 crfis az irodalombol [192] vettem.

A meredekség adatokbdl kapott elektronszam valtérékeket a 4.4. tdblazat foglalja 6ssze.

4.4. tablazatKoutecky — Levich fliggvény meredekségetzamolt
Elektronszam valtozas értékek

Vizsgalt anyagok n Szoéras
Glukoz 12.11 +0.33
Galaktoz 11.60 +0.41
Arabin6z 9.65 +0.25

A Koutecky — Levich egyenesek tengelymetszete ataggamolhatjuk a reakcié sebességi
koefficienseket. Ehhez, mivel elektrokatalitikugkeiorol van sz6, meg kellett hataroznom
az oxid film felUleti koncentracigjat, a boritottgd (/~ ). Ennek meghatarozasdhoz 100
mmol/dn? koncentraci6ji NaOH oldatban ciklikus voltammetrigorbéket készitettem
kilénb6d modon ebkezelt, kulonbd& meéreti réz korongelektrodokkal az éebekben
megadott vonatkozasi- és segédelekiréd mellett dtdétban. A két hatarozott redukcios

csucs alatti aramintegralokbdl (lasd 4.2. abrad &erong alaku elektrodfeliletek geometriai

Ve

Az alabbi tdblazat tartalmazza a fellleti boritagt® vonatkozo6 kisérleti eredmeényeimet.
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4.5. tblazatFeluleti boritottsagra vonatkozo kisérlet eredneény
Elektrod Geometria| Redukcids | Boritottsag| Redukcids | Boritottsag

méret /cM 4.cstcs | Mumol cni? 5.cstics | I/umol cni?

(Ep=-0.560V) (Ep=-0.820V)
(119) uC)

Frissen polirozott 0.0234 44.5 0.0197 56.0 0.0124
Huzamosan 0.0234 34.1 0.0151 30.27 0.0067
hasznalt
Elektrokémiailag | 0.0234 306.7 0.1358 279.8 0.062¢
elokezelt

A szamolas eredményeként kapott heterogén masddedekirokatalitikus reakcidé sebességi
koefficienseket a 4.6. tablazat tartalmazza.

4.6. tabldzatA heterogén masodreti@lektrokatalitikus
reakcio szamitott sebességi koefficiensei

Vizsgalt anyagok| k/10%dm’ mol's®
Glukoz 3.9
Galaktéz 4.9
Arabin6z 2.9

A vizsgalt anyagok esetében mindkét moddszerrel omigag nagy értéket kaptam
elektronszam véltozadsra. A két mobdszerrel kapotdmények, a mddszerek nem
kilénosebben j6 reprodukalhatésagat figyelembe \@yanassal elfogadhatdé egyezésben
vannak. Hasonl6an nagy elektronszam valtozasokatakakilonbo# cukrokra Torto és
munkatarsai [190], Kano és munkatéarsai [194] vatarBaldwin csoportja [195].

Kérdéses, hogy mi az elektrokémiai oxidacié termékenonoszacharidok esetében kapott
nagy elektronszam valtozas csak a C-C kotés habamlaoxidalt allapotu fragmentumok
keletkezésével kéepzelldeel. A makroelektrolizis soran kapott elegyek iarkatogréafias
analizise alkalmasnak latszott arra, hogy az oxd&ermékeiél informaciot szerezzek
[193].

Ennek megfelélen az elzéekben leirt médon végzett makroelektrolizissel kiaptlatokat
ionkromatogréafias analizisnek vetettem ala. Az leb#&ast lonPac ASS5A kolonnan
végeztem, eluensként 0.5 ¥perc sebességgel aramoltatott 3mmof/dréatrium-hidroxid
oldatot hasznaltam. A benéhurok téerfogata 1@l volt. A makroelektrolizissel készitett és
10 cni-re kiegészitett mintaoldatokat 21-szeres higftas injektaltam.

Szupresszor kolonna alkalmazéasa mellett v@&gtességi detektorral kdvettem nyomon az
elvalasztast. Példaképpen egymas utani injekt@lénsregisztralt kromatogramokat mutat
be a 4.10. &bra. Az &bran ,1. minta” az 50 mmof/#omcentrécioju frukt6z. a ,2. minta” 50
mmol/dn? koncentracioju glikdz makroelektrolizisével késttioldatot jeloli.
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4.10. abraVezetképesség mérdetektorral regisztralt kromatogrammok
,1. minta” az 50 mmol/drhkoncentraciéju fruktdz -,
,2. minta” 50 mmol/dm koncentracioju glikéz makroelektrolizisével késttibldatot jeloli.

A kromatogréafias meérések segitségével minden emagoelektrolizissel kapott oldatban
jelentts mennyiség formiat jelenlétét sikertlt kimutatnom. Kalibrasi@orbe segitségével
kiertékeltem a kromatogramokat. Voltammetrias nmegEsneghataroztam az elektrolizis
soran oxidalédott, azaz az eledybeltint szénhidrat mennyiséget. Ismerve a
makroelektrolizis soran, a cellan athaladt kortig@itésmennyiségeiNQ), lehebségem volt
anyagmerleget késziteni. Glukdzra vonatkozé eregeiédl ad attekintést a 4.7. tablazat.
Az oxidalt glukéz molekulak szaméat a talalt formiablekuldk szamaval 6sszevetve agy
taladltam, hogy a moélarany kozel 1:6, azaz egy gtuklekula oxidacidja hat formiation
keletkezéssel jar egyaitt.

Korrozios jelled elektrod folyamat esetében a makroelektroliziqsgelenss mennyiség
rézion keril az oldatba. A makroelektrolizissel d&#ap elegyek rézion tartalmat
atomspektroszképias modszerrel mértem réz vajtkdgat és 324.7 nm hullamhosszat
hasznalva. A makroelektrolizissel kapott, 10>ee kiegészitett oldatot kdzvetleniil, higitas
nélkdl porlasztottam a készulék acetilén — Iévégngjaba. Az értékelést kereskedelmi
standardok alkalmazasaval készitett kalibraciob@8egitségével végeztem. A 4.7. tablazat
tartalmazza az atomabszorpciés mobdszerrel kapatiokat is. A tabldzatba foglaltam a
rézoldédast éidéz szamitott toltésmennyiség és az dsszes toltéalékas aranyat) -t is

nF
n= ‘Mcunr 11.00
McudQ
ahol,mc,a talalt réz mennyisédylc, a réz atomtdmege = 65.55¢
naCu’ — Cu' reakci6 elektronszam valtozasa, n=1
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Lathatod, hogy a réz elektrodfellletén lagos kdzegidgbemet elektrokémiai oxidacioban
f6 termékként formiat ionok keletkeznek. A reakciobarelektrodfeliletén Iéwéezoxid film
elektrokatalizatorként vesz részt. Egy glukéz molakoxidaciojakor hat formiat ion
keletkezik. Tovabba a réz korrdzié igen kis méitéek

4.7. tablazatGlukoz oldat makro-elektrolizisének analitikai erezhyei

#
Glukoz Mért Glukoz Tomeg Mért Cu| mgy n /%
c/10°mol | Toltés/ formiat eqv. |glikézeqv, n ¢/ ppm
Cb m/10°mol | formiat | /10°mol /110°g
/10°mol

1| 30.0 9.4069 50.82 8.47 6.50 11.50 2.51 75| 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 alapjan valodmiek latszik az, hogy az elektrodreakcio az alabdn,
és Baldwin altal javasolt [195], de ezideig tudoomasszerint két oldalrdl senki altal nem
bizonyitott mechanizmus szerint jatszédik le.

O

Hf(\:ﬁ e
H=g—OH HO—C—H
2e” -t 2e- 2e" 2e" o 2e" 2e” -

HO—C—H \ HCHO HCOO

‘ ﬁ) H—C—OH /—\ /—\ /—\ 7?* ﬁ’
H=C~OH o4~ HCOO- y_(_oy OH  HCOO™OH™ HCOO™OH™ HCOO™OH™ HCOO- OH™ oyt
H—C—OH 2Ht I 2H* 2H* 2H* 2H*

CH,0H Cr,0n

2

Korabban'H és*C jelzett NMR mérések alapjan indirekt ton igadola formiat ionok
jelenlétét a reakcié elegyben. [194]. Masok [195]lagtoz lagos kbzegben végzett
elektrokatalitikus oxidacidja soran csak nyomnynmgsédi formiatot talaltak.

Erdemes dsszevetniink a 4.2 és a 4.4 tablazatokbeepé elektronszam valtozasok adatait
a 4.7 téblazat adataival. Ennek megfideal a feltételezhéf hogy a 4.7 tablazat adatai
alapjan tett megallapitasok némiképpen Aaltalanaisikh Feltételezhéf hogy mas
szacharidok esetében is a rézelektrodon lugos kéregegbemeh oxidacios reakcio o
terméke formiat ion. Ugyancsak igaznaknik, hogy mas szacharidok esetében is
elektrokatalitikus jellety a ligos kdzegben végbenteglektrooxidacio. Az elektrod korrdzid
pedig elhanyagolhaté mériekA 4.4. tablazat adatai — elektronszam valtozéaglikoz,
fruktéz, arabin6z esetén — vildgosan mutatjak, hoggdegyik monoszacharid esetében
szénatomonként kételektronos oxidacioval kell szaomk: a hat szénatomos glikdznal és
fruktoznal az elektronszam valtozas 12, az 6t dnémas arabindéznal 10. Korabbi, a
dolgozat anyagaban nem szeéepizsgalataim soran vicinalis hidroxi csoportottdémazo
mas vegylletek, pl. bobkav is elektroaktivnak bizonyultak lagos kozegbeézaelektroéddal
nézve. Minden bizonnyal az elektrokatalitikus oxidé reakcié soran a vicinalis hidroxi
részt tartalmazo lancrész szén-szeén kotése felhasad
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A kapott elektronszam valtozas szokatlanul nagysddBban hex6zok elektrokémiai
oxidacioja esetében 12 koruli elektronszam valtataszamolnak be svéd kutatok [30].
Termeészetesen a nagy elektronszam véltozas aaaitikmpontbdl éhyos.

4.2. AZ ELEKTROKATALITIKUS REZELEKTROD ALKALMAZASAI

Az elektrokatalitikus rézelektréd stabilisikbdése kézenfekwé tette, hogy megvizsgéaljam
kromatografids elvalasztasok detektdlasaban vé&idirahzhatosdganak lebiségeit. Ennek
megfeleben harom kilénbdz felépité§ kromatografias detektorcellat készitettem és
tanulmanyoztam azok thodését. Modellanyagként bddavat, mono- és diszacharidokat
hasznaltam. Ezek alkalmas ionkromatografias osmnofimos kodzegben elvalaszthatok.
Szerencsés egybeesés, hogy a rézelektrokbaése is bazikus kozeget igényel. Cukor
komponensek analizisére az élelmiszeranalizis, &énybani kutatdsok, a Klinikai
diagnosztika stb. terliletén szamos probléma kapesaszikség.

Amint az a kordbbiakban bemutatéasra kerult, Adamdgsinger tipusu atfolyé vékonyréteg
cellat, wall jet tipusu detektorcellat és nyitotbldnna végbe helyezett huzal tipusu
mikrocellat készitettem.

A detektorcelldk rikodését aramlo oldatos injektalasos (‘flow injestianalysis’, FIA)
rendszerbe iktatva vizsgéltam. Tanulmanyoztam ektidtis érzékenysegeét, az effektiv cella
térfogatot, a ikbdés reprodukélhatosagat, a kezéibéget [196].

Adams — Kissinger cellaval FIA technikaval készitam — id regisztratumot mutat be a
4.11. &bra. A mérések soran 13fmerc aramlasi sebességet, 0.6 V elektrédpoterésdoul
térfogatd minta hurkot hasznaltam. A kisebb csicssktében 10 mol/dn?, mig a
nagyobbak esetében 1énol/dnT koncentréciéju bodsavat injektaltam.

A 4.12. dbran hasonl6 korulmények kozotti injeksalaesetében kapott aramcsucsok alapjan
szerkesztett glikdz kalibracios gorbét mutatok be.

900

800 -

0 200 400 600 800
t/s

4.11. abraFIA technikaval készitektészilt &ram (i) — i@l (t) regisztratum. (1 ci¥perc 50
mmol/dn? natrium-hidroxid viwoldat aramlasi sebesség, 0.6 V elektrédpotencidlOgs
minta hurok térfogat. Injektalt oldat: 1@s 10 mol/dn? koncentraciéju boidsav oldat.)
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¢/ 10° mol dm™

4.12. abraFIA technikaval készitett gliikoz kalibracios gofbeérési korilmények
megegyeznek az@o dbran kozoltekkel)

A cella megfelalen mikédoétt, viszonylag kis alsé meéréshatar elérésée tithebveé,
azonban amint az a csucsok ,tailinges” karaki@r&iihato, kedvedtlenil nagy diszperziot
okozott. Az oldatvezét csatorndba bejutd levégbuborékok eltavolitasa technikai
nehézséget okozott. Tovabbi kromatografias mérdsmnezért a masik két cella tipust
elonyben részesitettem.

4.2.1. Méz és nektar f 6 cukor komponenseinek analizise

A természetes mintakban kEwukor komponensek koncentracidjanak, azok egynzasho
viszonyitott ardnydnak meghatarozédsa gyakori, kidéh terileteken jelentkézanalitikai
feladat. igy példaul viragos névények nektarjansszététele botanikusokat, a rgazdasag
terlletén dolgoz6é kutatOkat érdekli [197]. A mézalimise az élelmiszeripari minég-
ellendrzés, a forras azonositas vagy a hamisitas fedtdzmmpontjabdl fontos [198].

A feladat megoldaséra igen nagyszamu analitikai spéd dolgoztak ki. Szilanizélassal
illékonnya tett komponensek gazkromatografiasanheiék (pl. [198,199]). A HPLC
modszerek gyakran a kevésbé érzékeny torésmutatidktalast alkalmazzak (pl.[199]).
Justino és munkatérsai [200] HPLC moddszerrel taénojroztak méz Oregedésekor az
Osszetételben bekovetikez/altozasokat, NMR és FTIR-ATR detektalasos teddnils
hasznaltak.

A kulonb6z novények altal kivalasztott nektarok komponensei a glikoz, fruktdéz és
szachar6z. A mézben csak a glikéz és a fruktédeatjea © cukor komponenseket. A
szachar6z koncentracio ritkan haladja meg a tedEnhidrat mennyiség 4%-at. Nagy
szachar6z koncentracié mézhamisitast jelez [201].

Kereskedelemben kaphaté kromatografias oszlopokhgdiznalhatok cukor komponensek

elvalasztdsara natrium-hidroxid eluens alkalmazisatévén, hogy lugos kodzegben
nemesfém elektrédon a mono- di- és oligo-szachlkradadalhatok, a kbzismertendselyos
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alsé méréshatart biztosit6 amperometrids detektdlésmazaséara is sor kerdlt [202].
Azonban a nemesfém elektrod passzivalddik, igy gdlzamperometrids méréstechnika
hasznalatara van szikség.

Botanikus kollegak javaslatara kézenfékvolt megkisérelni a munkamban készitett és
vizsgalt rézelektrédok, illéteg detektor cellak nektar, ilideg méz analizisre tortén
alkalmazéasat.

4.2.2. Detektor mér 6potencialjanak megallapitasa

A meézben eifordulé cukor komponensek amperometriasan detektéimatografias
analizisével tobben foglalkoztak [203-205]. A haték detektalashoz alapveelentsed: a
detektalasi elektrédpotencial helyes megvalasztazaceélszdar az ugynevezett dinamikus
voltammogram alapjan meghatarozni. A dinamikus amihogramot FIA vagy
kromatografias készilék alkalmazaséaval készitjidy Jarunk el, hogy az elektrédpotencial
lépésenként tortén valtoztatasa mellett azonos koncentracioju oldaéakbnos dozisait
injektaljuk. A kapott regisztratumok alapjan csdesa intenzitas ) — elektrodpotencial
figgvényt szerkesztunk. Ezt azi E fliggvényt nevezzuk dinamikus voltagrammnak.

Munkamban a dinamikus voltammogramot Ugy készitetteogy CarboPac PA1 analitikai
kolonnaval ellatott kromatografhoz kapcsoltam nyitkolonna végbe vezetett réz huzal
detektor cellat. Ennek munkaelektrédjan rendre 280, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550,
600, 650, 700 mV elektrédpotencialt allitottam bkpzben 0.1 mol/dimnatrium-hidroxid
eluens oldatot aramoltattam. 1f-es bemé& hurok alkalmazasaval azonos mintaoldat
dozisait injektaltam és regisztraltam a kialakuétrdot az idben. A mintaoldat 1@ul-e 0.55
nmol glikdzt, 0.83 nmol fruktdzt és 1.46 nmol szadat tartalmazott. A kilonbéz
potencialok mellett kapott kromatogramokat muthgeaa 4.13. 4bra.

4.13. abraKilénb6oad elektrédpotencialok mellett kapott kromatogramok
(CarboPac PAL1 analitikai kolonna, {il@s bemés hurok, 0.1 mol/dmnatrium-hidroxid
eluens, 0.55 nmol gliikdz, 0.83 nmol fruktoz és hrtbl szachardz 10 mintaban)
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A regisztralt kromatogramokat egybe¥étbra (4.13.) alapjan lelis€giink van a dinamikus
voltammogramok megrajzolasa nélkil is megvéalaszaanoptimalis detektor potencialt. A
kromatogramok kezdeti szakaszan 0l latszik a bémaltal okozott aram tranziens. Ezutan
a fruktdz csucsa mar 0.2 V elektrédpotencial melteegjelenik. A fruktoznal kisebb
retencios iddj glikoz csucs 0.35 V-nal, mig a szachardz csuasa @gl V-nal mutatkozik.
Az egyes csucsok az elektrodpotencial noveléséérely majd 0.6 V utan csokkenés
kovetkezik be.

A kromatogramok 0sszevetése alapjan célsmk tartottam 0.6 V elektrédpotencial mellett
végezni a kromatografids meréseket.

A kromatogramokon lathatdo egyes csucsmagassagokdetektalasi elektrédpotencial

fuggvényeben abrazolva nyerjik a dinamikus voltagramokat. A harom anyagra

vonatkozé, a kromatogramok adataibdl szerkesziatintkus voltammogramokat mutatja

be a 4.14. abra. A dinamikus voltammogramok is tjaka hogy mérési potencialnak

célszett 0.6 V —ot valasztani. Emellett a 0.6 V-nal jeleseki, értékek és a bemeért egyes
anyagmennyiségek ismeretében a detektalds relati@kenysége az egyes anyagokra
vonatkozoan kdnnyen kiszamithato.
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4.14. 4braA 4.13 abra alapjan szerkesztett dinamikus voltagramok

A CarboPac PAl analitikai kolonnan 1mol/finmatrium-hidroxid eluenst hasznalva
elvégeztem néhany cukorkomponens, arabindéz, marglitk6z, frukt6z, szachardz
kromatogréfias elvalasztasat. Az eluens aramladiess®gét 0.20-0.25 Eipercnek

valasztottam. A bemeért minta mennyiség 141 @06z6tt valtozott.

A kulonboz nektarokban esetlegeseiiferdulé szacharidok fleg monoszacharidok) kozul
néhany elkiulond@ komponens kromatogramjat szemléltetem a 4.15.-4&ldrakon.
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4.15. dbraArabin6z és mannit kromatogramja (aramlasi sebe@gcni/perc)
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4.16. abraGliikdz, fruktéz és szachar6z kromatogramja (ararekisesség 0.20 éfperc)

75



40

30+ . 0
g3 £ =
Ex s ©
20 + % = e
oL < S
o n
o
~ 10+
0 4
-10 —t
0 2 4 6
t/perc

4.17. abraArabindz, glukéz, fruktdz és szachardéz kromatogeam;
(aramlasi sebesség 0.25%perc)

4.2.2.1. A komponens azonositasa és reprodukalhatésaga

lonkromatografias elvalasztas esetén a komponeasahositasara a retencio$ isizolgal.
50 meérés atlagabdl kiszamitottam az egyes kompekeretencios idejének szorasat. Az
egyes retencios éttet €s a hozzatartozo szoras értékeket 4.8. tdbtaréoglaltam 6ssze.

4.8 tablazatGlikoz. fruktdéz és szacharéz retenciés édtékei és szérasa

Komponens Retencidsdfperc Széras | %
Glikoz 4.26 2.33
Frukt6z 4.91 2.24
Szacharéz 9.32 2.25

A glikéz, fruktéz és szachar6z mennyiségének mamjédlsahoz 0 — 2 nmol/dm
tartomanyban kalibracios gorbéket készitettem. dyes kalibracios gorbéket a 4.18. dbran
mutatom be.
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4.18. abraGlukoz, fruktdéz és szacharoz kalibracios egyenesei
4.2.2.2. Az amperometrias detektalas als6 méréshataranak megallapitasa

A modszer analitikai paramétereit, igy az elvalasittatékonysagat, a detektalas alsé hatarat
glukdz és fruktoz komponensekre hataroztam megaléa méréshatar meghatarozasahoz a
nA-nek adddott. Ennek haromszoroséat a kalibracibeyextrapolalt szakaszara vetitettem.
Glukdz esetére 13 pM, fruktdzra 20 pM als6 méréstatéket szamoltam.

4.2.2.3. Visszanyerési kisérlet

A kromatogréafias meghatarozas valds mintak esetébetatkoz6 megbizhatésaganak
ellendrzésére mezlh készitett mintamatrixhoz ismert mennyigégukor komponenseket
adtam és kromatografidsan mértem a hozzaadésésl a hozzdadas utani koncentraciokat.
Az igy végzett ,szpdjking” kisérletek eredményétatia a 4.9. tablazat.

A méz matrixot 0.1 mol/dfhnatrium-hidroxid hozzéadassal, higitassal késeftetA matrix
mintdhoz 0.1 mol/dfh natrium-hidroxid oldatban késziilt standard gliikdaktéz és
szachar6z oldat ismert mennyiségét adtam. Az egyd®r meghatarozasokat o6tszor
megismételtem. Az illét cukor komponensek koncentracidjat kalibracios gaegitségével
hataroztam meg.
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4.9. tablazatGlukoz, fruktdz és szachar6z visszanyerési vizégdl@ul méz matrixban

Minta | Cukor mennyiség | Hozzdadott mennyisédalalt mennyiségVisszanyerés/
m/ 10°g +S.D.% m/10°%y m/10°g +R.S.D.% %+R.S.D.%
a matrixban

1 |Glukéz: 0.59+1.08 0.26 0.86+1.35 101.2+1.46
2  |Frukt6z: 0.63+2.31 0.38 0.99+1.82 97.914.21
3 |Szachar6z: 0.01+£3.1% 0.91 0.89+2.01 98.31+6.33
4 |Glikoz: 0.27+2.78 0.26 0.51+2.65 99.7+7.10
5 |Frukt6z: 0.34 +3.11 0.38 0.69+2.06 98.0+6.41
6 |Szachar6z: 0.00+3.94 0.91 0.90+1.93 96.0£7.,60

4.2.3. A médszer alkalmazasa valés mintakban
Mintaelbkészités és mérés

Virdg mintaul piros arvacsalant (Lamium purpureuss) pongyola pitypangot (Taraxacum
officinale) valasztottam.

A nektarminta készitéséhez a viragokat kistérfag@tli mol/dni koncentréciéji natrium-
hidroxid oldatba helyeztem és 5 perces folyamatmogatas mellett kioldottam cukor
tartalmukat. A piros arvacsalan virdgzatanak kudimibrészeiél valasztottam egy - egy
virdgot. Az egyes viragokhoz 2 émmig a pongyola pitypang egy viragjahoz 20°dil
mol/dnT koncentraci6ju natrium-hidroxid oldatot adtam alé#té&shoz.

Az ily médon keészitett nektar mintabol, Ulepitéssésés utan 1Qul térfogatot injektaltam,
majd 0.25 crifperc aramlasi sebesséd.1 mol/dni natrium-hidroxid eluenssel CarboPac
PAl1 oszlopon kromatografaltam. A 4.19 — 4.20. abrak nektarmintakbol nyert
kromatogramok.
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4.19. abraA piros arvacsalan nektaroldatanak kromatograrb@mnfum purpureum)

A viragzaton felll-a), k6zépmagassagbanm)és alulc) elhelyezked viragok
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4.20. abraPongyola pitypangbdl (Taraxacum officinale) szarextraktum kromatogramja

A nektarokban éfordulé mintegy 32 féle cukor komponeish CarboPac PA1 oszlopon 0.1
mol/dn? natrium-hidroxid eluenst alkalmazva, & komponenseket a glikkéz, fruktéz és
szachardz komponenseket azonositottam retenciG@dgjan a vizsgalt viragok nektérjaiban.

Az arvacsaldn minden egyes viraga tartalmazottdgjruktdzt, szacharédzt, azonban ezek
mennyisége eltérvolt. Ennek oka valosziiteg az alsobb virdgok 6regedése és a kevesebb
napfényellatottsag.

A fé komponensek mellett kisebb mennyiségben egyéb &pemsek pl. arabindz is
megtalalhatok a nektarban. A kromatogramok alapj@gallapithato volt, hogy a pongyola
pitypang tobb cukorkomponenst tartalmaz, mint apérvacsalan.

4.3. BIOSZENZOROK

4.3.1. Putreszcin meghatarozas vérben

Tanulmanyi utam keretében az Eszak-Karolinai Dulgeimen a klinikai mérések céljara
szolgdalo lapos mikrocellak fejlesztésével, alkalasdwal kapcsolatos kisérleteket végeztem.
Ez a munka folytatdédott a PTE laboratériumaibdetdleg a Memphisi Egyetem Biomedical
Engeneering fakultasan nyari tanulmanyutak soratadatként jelentkezett, hogy a korabban
viszonylag nagy putreszcin koncentracioju klinikaintak analizisére kidolgozott mikrocella
méréstartomanyat a kis koncentracidk irdnydba jkisrik. A vérben lév igen kis
koncentracidju putreszcin szintjenek kisméiit@kvekedése ugyanis rosszindulati daganatos

megbetegedésekkel jar egyitt. A feladat megoldégktd kisérleteimil szamolok be az
aldbbiakban.
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Munkamban flexibilis 125um vastagsagu poliimid (Kaptéh DuPont) filmen, vékonyréteg
technoldgiaval éallitott haromelektrodos alapelektrod rends#erkészitettem putreszcin
mér amperometrids enzimcellat. A cella felépitése?4 .4abran lathato

Kulséréteg (PU)

Belssréteg (p-m-PDA) Enzimréteg

Ellenelektrod Platin
(plati Referenciaelektrod

(Ag/AgCI)

Kapton
(poliimid)

Referencia
elektrod

Munkaelektrod

Ellenelektrou

4.21. braA réteges szerkezetlapos mikrochip alapu bioszenzor

Az amperometrias alapcellak 10x10 cm-es lemezremigtva késziltek, egy lemez 27
egységet is tartalmazott. A kapton lemezen kromdreat beboritdé arany fiist réteg szolgalt
az egyes elektrodok, a vezetékek és az elektromosalktus kialakitasara. A kontaktus
lemezeken és az elektrodok fellletén kivili részekmeted film fedte be. Az egyes lapos
cellakat olloval szeparaltam. A kontaktus lemezeklae végukon a szigetelrétegukdl
megfosztott vékony rézdrétot kdtdttem ezlist epéieg segitségével. Az eziist epoxi paszta
kotését gyorsitandd a cellat egy orara €Dos szaritd szekrénybe helyeztem. Ezutan
szilikongumi ragasztobol szigetelréteget képeztem a kontaktus lemezek tartomanyat
beboritva.

A munkaelektréddként szolgald kor alak( kozépektrodot (felillet nagysag 1.77 Mnés a
hosszabb koncentrikus korgy: szakaszt elektrokémiailag kialakitott platina géel vontam
be. A korgyiri kisebb részére ezistot, majd ezist-klorid rétegdasztottam le az
el6zéekben leirt recepteket kbvetve.

A bioszenzoros mécella mikodése az alabbi enzimkatalizalta reakcion alapult.

HoN-(CHop )q — NH2 + Og + Ho0 0 PUBESZSROMAE? . HoN - (CH 2 )3 - CHO+ NH3 + H 205
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A korabban masok altal alkalmazott poliamin-oxidgzC. 1.5.3.3.) és diamin-oxidaz (E.C.
1.4.3.6) enzimek helyett sikerilt kedvetajlagos aktivitasu és stabilitasu, és igen keflvez
specificitasu putreszcin-oxidaz (E.C. 1.4.3.10ienkészitményt beszereznunk.

A analitikai jel a reakcioban keletk&zidrogén-peroxid amperometrias oxidacidja soran
kialakult &ram. A hidrogén-peroxid viszonylag magasktrodpotencial mellett mérléet
aperometriasan. igy a mérést szamos elektroakiagajelenléte zavarna. Szikséges volt az
elektréd fellletét szelektivitast biztositd rétegbevonni. Irodalmi ézmények [206,207],
valamint sajat kisérleti munka alapjan kialakitdektrokémiai eljarast kovetve készitettem a
kisméreti hidrogén-peroxidot atengédmas molekulak transzportjat gatlé ugynevezetdbel
réteget a munkaelektrod fellletén.

0.1 mol/dnt koncentraciéju pH= 7.2 foszfat pufferben oldottrihol/dn? koncentraciojim-
feniléndiamin oldatban. 0.2—-0.8 V (vs. Ag/Ag Cl)teacial tartomanyban 2 mV/s polarizacio
sebességgel ciklikusan polarizaltam az elektroddtszer pasztazva a tartomanyt. A
keletkezett belsréteg méretkizarasi hatékonysagat minden esetlegwinsgaltam. A mérést
agy végeztem, hogy kevert foszfat pufferbe (pH=) helyeztem az elektrodot, és 0.65 V
polarizaciés feszlltség mellett mértem az aréswmiget. Az oldatban acetaminofen
koncentraciéjat nullarél 0.21 mmol/dma valtoztatva meghataroztam az araisség
valtozast. A méretkizarasos réteget megbelek fogadtam el, ha a valtozas kisebb volt 5 pA-
nal.

Két kilonbd®d mobdszert hasznaltam a szenzor biokatalitikus sagét reakcio rétegének
kialakitasara. Mindkét modszer glutaraldehid (GAumikcidés reagenssel val6 térhaldsitason
alapul. Az egyik mddszer esetében a térhalésitosigddat formaban alkalmaztam. Oldatban
alkalmazott reagenssel végzett modszer szerintvaljdul (2.5-3.7 U) putreszcin-oxidaz
enzim oldatot és Jul 9%-os glutaraldehid oldatot (mindké&étpH = 8.0 foszfat pufferrel
készllt) frissen elegyitettem és az elekirédfefiietazonnal szétteritettem Hamilton
mikrofecskend segitségével. Egy 6ran at szobakrsékleten tartva az elektrodot létrejott a
térhalosodas.

,,,,,

juttattam az enzim tartalmu filmbe. Ekkonud (2.5-3.7 U ) putreszcin-oxidaz enzim oldatot
szétteritettem a munkaelektréd fellletén. 20 peszdgbalifokon tartva megszaritottam.
Ezutan az amperometrias mikrocellat 50°aérfogattl hengeres tiveg immobilizalé edény
|égterébe juttattam. Az aktiv fellletet vizszintgskefelé forditva poziciondltam. Az edény
aljaba ebzetesen 10 cinl2.5%-os glutaraldehid oldatot juttattam és ezekassi dramban
nitrogén gézt buborékoltattam. Az edényt elhagy@d geam gazmosé palackon keresztil
tavozott az edényh A nedves, 25C-os glutaraldehid tartalm atmoszféraban 5, 10,285
és 30 percen at tartva a cellat végeztem a téibddos Ezutan a cellat 4£C-os
hiitészekrényben taroltam egy €jszakan at.

A biokatalitikus réteget vékony poliuretan vééteggel (kuls réteg) vontam be, amelyefil2
ciklohexan: tetrahidrofuran 1:1 aranyu elegével zké#t poliuretan oldatot a fellleten
szétteritve készitettem. A kidlgéteg vastagsagat Alpha-Step model 500 profilomadte
(KLA-Tencor. San Jose. CA) mértemul21%-os poliuretan oldatbdl (Thermedics 85A) kb.
3.5um vastagsagu réteg kéuiott a feliileten (0.16 cth Vastagabb membran készitéséhez a
teljes szaradas utan ismételten pP poliuretdn oldatot teritettem szét a felileten. A
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megszaritott, kész elektrodokat pH= 8 foszfat puffemostam és 4C-os hitészekrényben
taroltam.

Az amperometrids mikrocella szelektivikbdését mutatja a 4.22 abra. Az 4bra készitésekor
egy kismérdt fozépoharbdl készitett mécellaba 30 crh PBS (pH= 7.2) pufferoldatot
juttattam. Oldatkeverés és 0.6 V (vs. Ag/AgCl) pidacios elektrodpotencial mellett
regisztraltam az &ramot azgidfliggvényében. Alkalmas dgillanatokban 5 mmol/din
koncentraciéju aszkorbinsav 5Ql-es dézisait, illefleg 10 mmol/dm koncentracioj
hidrogén-peroxid 2Qul-es dozisait adtam a celldba. Az 4bran, amely @otkaaram — id
regisztratumot mutatja, lathatd, hogy a puolfeniléndiamin méretkizarasos reteg jol
miikddik. Az amperometrias cella érzékenyen jelzidrdgén-peroxid jelenlétét, ugyanakkor
az ugyancsak elektroaktiv aszkorbinsav beadas aéretit e aramintenzitas novekedeést.

1000

800 +

600 +

i/10° A

400 4

200 + AA

0 100 200 300 400 500 600

t/s

4.22. dbraAz elektrodfellleten kialakitott p+feniléndiamin méretkizarasos réteg ellerd
vizsgalata.

A putreszcin bioszenzor valasza aszkorbinsav ésdpa-peroxid koncentracibnévekedésre.

A cellaban 30 crh kevertetett (pH=7.2) PBS pufferoldat, elektrédpetél 0.6 V ¢s

Ag/AgCl), 50 ul 5mmol/dnt aszkorbinsav (AA) és 20 10 mmol/dnt H,O, hozzaadasok.
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4.3.2. A putreszcin szenzor érzékenysége

A putreszcin-oxidaz enzim iikddési pH optimuma pH 8.0 — 8.5 kodzott van. Erdekes
maddon a putreszcin-oxidazon alapuld, munkam soéiaitett szenzor érzékenyégét 8.5 pH-
ju borat pufferben nagyobbnak talaltam, mint aznagopH-ju foszfat vagy Trisz pufferben.
Azonban azonos koncentracioju  putreszcin-oxidaz inenz oldatok aktivitasat
spektrofotometriasan vagy elektrokémiailag vizsgad kiulonb6é pufferekben pH = 8.5
mellett kbzel egyforménak talaltam.

Tekintettel arra, hogy célunk volt az alsd6 mérésmak a kis koncentraciok iranyaba
valo kiterjesztése, borat pufferben végeztem tovatsréseimet.

A mikrocella niikddésének vizsgalatara 50 tintenziven kevert borat puffer oldatban 0.65
V (vs Ag/AgCI) elektrodpotencidl mellett regisztraltamz amperometrias aramot az id
fliggvényében. A stacionarius jelszint elérése dt@mmmol/dni koncentraci6ju putreszcin
oldat ismert mennyiségeit (5-2@) adtam az oldathoz. Az egyes dozisok beadasa aitan
varakozasoknak megfeteln az aram novekedett, majd allandd értéket véttAfekapott

arameésség értékekid (i) kivonva a puffer esetében kapott ararfigl képeztem ali =i -

Ig értéket, amelyet a koncentracio fliggvényében abranyertem a kalibracios gorbét (lasd
4.23 abra). A mikrocella készitésekor gaz fazisemegztil tortéh enzim térhalositast
alkalmaztam.
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4.23. abra A mikrocellaval készitett putreszcin kalibracidgggvény di=(i -ig)— C)

Kevert 50cm boréat puffer alapoldat (pH=8.5), elektrédpoten6idls V (vs. Ag/AgCl). A
felsd sarokban a kis koncentraciok tartomanyéara vonatkamgyitott szakasz lathato.

Megvizsgéltam, hogy az enzimréteg készités modja K8l$ réteg vastagsaga mennyiben
befolyadsolja a putreszcin meghatarozas eérzékenysémgaz a kalibraciés egyenes
meredekségét. Ugy talaltam, hogy a gaz fazisorskdit glutaraldehid bejuttatassal végzett
enzim térhalésitas mindig nagyobb meredekségetrgnegezett, mint a glutaraldehid oldat
form4jaban tortéh alkalmazasa. A gaz fazison keresztili térhaloségsozicios idejének
novelése és a kilgéteg vastagsaganak novelése (tobb réteg alkabdmeaiq csokkentette a
mérés érzékenységét. A 25 perces expozicibeelkEs egyrétegkilss membrannal készitett
mikrocella 0.57 + 0.035 nAumol/dn? meredekséget eredményezett optimumként.
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Az ,oldatos immobilizalds” modszerrel készitett, utgyanolyan vastagsagu kéilmembrant
hordoz6 cella korilbelll fele akkora putreszcin ésér érzékenységet mutatott (0.24
nA/umol/dnt). A gaz fazison keresztil bejuttatott glutaraldelel tortéw térhaldsitas
esetében mutatkozéselyokrsl masok [208] is beszamolnak acetil-kolint thdrioszenzorral
végzett méréseétirva.

Kilonb6z modon készitett mikrocellakkal kapott kalibracgisbéket mutat a 4.24. abra.
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4.24. dbraGazfazisos immobilizalas és a kiilsoliuretan réteghatasa a kalibracios gorbe
meredekségére

Kilonb6 modon készitett mikrocellakkal pH= 8.5 borat prbfén kapott putreszcin

kalibracios gorbék.

a) nem immobilizalt enzim réteg

b) gézfazisos immobilizalassal késziilt enzim réteg g2bces expozicios ddel készitett
elektrod kul$ membran néelkal

c) gazfazisos immobilizalassal készilt enzim egy résegum) kilss membrannal készitve

d) gazfazisos immobilizalassal készilt enzim két réte@um) kil membrannal ellatva.

A gazfazisos immobilizalas expozicids ideje és lakieteg vastagsaga befolyast gyakorol a
valaszidre is. A valaszift azzal az ifszakasszal jellemeztem, amely szikséges a
koncentricidvaltozast (novekedés iranydban) Kovétljes &ramintenzitas 95%-anak
eléréséhez. A legkisebb valasitie— kb 45 szekundunzc = 0-20 umol/dnt - akkor kaptam,
amikor az enzim oldatot a munkaelektréd fellletéazaritottam és glutaraldehid térhaldsitas
nélkul kil membrannal bevontam. Az oldatos immobilizalasgakkett elektrodok adtak a
legnagyobb valaszidértéket (kb. 65 szekundumc — 0-rél 20pmol/dnt).

A gazfazisu glutaraldehiddel térhaldsitott cellaidaszideje a fenti két érték kodzottinek
mutatkozott. A kil§ membran vastagsaganak névelése minden esetbetbgelcilaszid
novekedéssel jart egytt.
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4.3.3. Putreszcin meghatérozas vérben és plazmaban

A human vér és plazma mintakban t6étéputreszcin meghatarozasok szempontjabal
diagnosztikailag fontos a 1.25-4%mol/dnt koncentracidtartomany. Egészséges személy
vérében a putreszcin koncentracié 0.7-1.6xa6l dm® , beteg vérében 7.2-24x3@ol dm?®
[209]. Ez kozel egy nagysagrenddel kisebb, minbiliban k6zolt [210] als6 méréshatar. A
munkamban készitett optimalis sajatsagu mikrock#iblpuffer oldatokban sikerilt 0.05-1
umol/dn? kozétti tartomanyba ésalsé méréshatart elérni. Kérdéses volt a diagiaszt
alkalmazhat6sag megitélése szempontjabol, hogy\efa detektalasi hatar eléidretteljes
vér, illetve vérplazma mintakban. Ez a kimutataaiah még a klinikai mintak kismérték
higitasat is megengedné. A higitas |ébége fontos éhy. Lehebséget biztosithat a mérést
esetleg zavaré anyagok maszkirozasara, tovabbgpamids beallitasara.

A mikrocellaval megvizsgaltam érzéstelenitett tengealac kisérleti allatbdl frissen vett
vérminta putreszcin tartalmat. Ehhez 1°cméagneses mikropélcaval kevert, pH= 7.7 borat
pufferboen mértem 0.65 V polarizald fesziltség ntellaz amperometrias aramot. A
stacianarius aramésség elérése utan 1 theparinozott vér, illetve plazma mintat juttattam
cellaba. Ezek hatasara szignifikans ardisetg valtozast nem észleltem, igy a tengerimalac
vérmintakat putreszcinmentesnek tekintettem.

fgy lehetségem volt kalibracios gorbéket késziteni puffeiatban és pufferrel higitott vér és
plazma oldatokban putreszcin standard oldatok $eim@asaval. A kapott kalibracios
fluggvényeket a 4.25. 4bra mutatja.

14 1

12 4

& Borat puffer
B Plazma
A Vér

0 5 10 15 20

¢/10%mol dm’

2.25. dbraKiilénbo® kézegekben, 0-18nol/dnt koncentracié tartomanyban készitett
putreszcin kalibraciés gorbék 6sszehasonlitasa.

1- pH=7.7 borat puffer kzegben

2- tengerimalac vérplazma : borat puffer 1:1 térfaganyu elegyében

3- tengerimalac heparinozott teljes vér : borat putfértérfogat aranyu elegyében

A kalibracios gorbékben mutatkozo jelésiteltérések szemligik. Adodhatnak a diffazids

alland6 és a viszkozitas kulonkozkdzegekben jelentkéz kilonbségébl, vagy a
munkaelektrod fellletére rakodé anyagok transzpattd hatasabodl. A jelenség vizsgalata
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helyett inkabb a standard addiciés méréstechnikalmhzaséaval vizsgaltam a kialakitott
mikrocellaval végzett putreszcin meghatarozasokimzbgtosagat.

Ugy jartam el, hogy adott kis térfogati putreszeldat térfogatokat (I mol/dnt) adva
tengerimalac (putreszcinmentes) plazma és teljesmintkhoz ismert, 2, 5, 10, és 37.5
pmol/dn? koncentraciéji oldatmintakat allitottaméelEzek 250l térfogatd részét 1:1
térfogat aranyban higitottam pH= 7.7 borat puffdatial. A mikrocellat az elegybe juttatva a
vonatkozasielektrédhoz képest 0.6 V feszlltségealiiba intenziv konvekcid biztositasaval
regisztraltam az &ramot. A stacionarius &aramintészielérése utan 10 mol/dn?
koncentracidju putreszcin oldat 5, 12.5, 25 és llO@rfogatat adtam a cellaba. Igyekeztem
az eredeti koncentracio kétszeresét elérni a bsaldds mért aramintenzitas ndveked&géb
az ismert adatok alapjan szamoltam a ,mért” konéeiit. llyen médon minden esetben 6t
parhuzamos standard addiciés analizist végeztelmeatlott és a ,visszanyert”, azaz mért
ertékektl és az 6t méregb szamitott standard deviaciés adatokrol a 4.16lawat ad
attekintést.

4.10. tAblazatVvér és plazma mintakhoz adott putreszcin visszasger

Vér : Borat puffer (1:1) Plazma : Borat puffer (L:1
Hozzaadott| Visszanyerés |Visszanyerés/ % Hozzaadott Visszanyerés |Visszanyerés/ %
standard [m/10°mol +S.D.| +R.S.D % standard | m/10°mol +S.D.| +R.S.D %
m/ 10° mol 10° mol m/ 10° mol 10° mol
2.00 2.060.07 100.23.5 4.99 4.980.07 99.33.3
10.00 10.020.17 100.21.87 10.00 9.98.07 99.82.2
37.48 37.520.27 100.10.7 37.48 37.18.07 99.30.7

A tablazatba foglalt eredmények igazoljak, hogy iarotellaval vér és plazma mintakban
lévé putreszcin koncentrdcid a Klinikai diagnézis szemj@bdl fontos koncentracio
tartomanyban detektalhato.

Osszefoglalasként megallapithatd, hogy a mikrockélazitési mddszerének és a mérési
mddszer finom hangolasaval, az enzim immobilizétéglszerének fejlesztésével sikerllt a
bioszenzorral tortéh putreszcin meghatarozas alsé meéréshatarat kites[211]. A
Klinikai diagnozisban tortén alkalmazhatésag felmérése azonban tovabbi részlete
vizsgalatra szorul.

4.4. GLUKOZMERO ENZIMELEKTROD ALKALMAZASA ALLATKISERLETEKBEN

A glukdz-tolerancia teszt a klinikai gyakorlatban egyik leggyakrabban hasznalt médszer,
melynek segitségével informacié szereéhe¢ a pankreaz thkodéesésl [212]. A mddszer
alkalmazasakor nagy koncentracidban glikoz oldattdtnak a vizsgalt személy gyomraba,
eés nyomon koévetik a gliikoz koncentracioé valtozagatllets vérében, vagy testszdveteiben.
Megfeleben mikodé hasnyalmirigy esetén a glikéz koncentricié hinetévekedés utén
rovid id6 alatt a fiziologias értékre csokken. A vizsgalathiendszerint megfel&lidékben
vett mintak glikéz koncentraciéjanak analizisétaiégA glikéz szint folyamatos nyomon
kovetése azonban nyilvanval@eyoket nyajthat.
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Allatkisérletekhez eszkdzoket fejledzegyuttmikods partnerek kérésére érzéstelenitett
kisérleti allatok testsztveteibe vezethdlisméreti haromelektrédos glikézmébioszenzort
készitettem. Ennek allatkisérletekben taftémkalmazhatdésagat szakavatott kollegakkal
k6zosen tanulmanyoztuk. A munkaban érzéstelenipetkanyokkal glik6z tolerancia
teszteket végeztink.

Az alabbiakban réviden bemutatom a vizsgalatokatllkémh hogy részletesen kitérnék a
levonhato élettani kbvetkeztetésekre, vagy stétiszan elemezném a viszonylag nagyszamu
mérés soran kapott eredményeket.

A kisérletekben 150 g toméga kisérlet €itt 12 oran at eheztetett him Wistar patkanyokat
alkalmaztunk. Az érzéstelenitésre 50 mg/kg ip.rdperitondlis) Trapanolt hasznaltunk. Az
erzestelenitett allatok tracheajaba, az egyik odefkria carotis cummunisaba és a vena
jugularisaba kandlt kététtink, a gyomraba szondaettiink. Az artérids és vénas kanuloket
kevés heparint tartalmazo (10 NE/ml) fiziolbégiaslgattal, a gyomorszondat 40 %-os glikoz
oldattal toltottuk fel. A kisérleti allatokat meliég ,pad”-ra helyeztik (Supertech), rektalis
hémérsékletiiket digitalisdmével ellerriztik. A vérveszteség kompenzalasara az allatok
idénként intravénas (iv.) fizioldgias séoldatot kaptélz artérias kanulon keresztilékEnt
vérmintat vettink a parhuzamos gluikéz meghatarazfjara. A bioszenzort a medianon
végzett bemetszés utan a hashla, a hasizom felszinére helyeztiik. Ugyeltiink,anogy a
behelyezéskor ne keletkezzen vérzés, és az elekinidi tokban felgyulend szévetnedv
biztositsa a voltammetrias méréshez szikségeslaldatezetet, és az elektromos kontaktust.

A belltetés ditt elvégeztem a bioszenzor kalibraciojat. Ezt nmegieltem a Kkisérlet
befejezése utan, kivéve a szenzort a felaldozdatbél. A kalibraciét 5 crh pH = 7.4
izotonias foszfat pufferben végeztem, amelyet 16 trfogatl 8zépoharba pipettaztam.
Ezutan a szenzort aéZ6poharba helyeztem. Intenziv magneses keverést, .&s 0
elektrédpotencialt alkalmazva megvartam a staciosaaram kialakulasat. Ezutan 375
mmol/dnT koncentréciéju glilkdzoldat kis térfogatt dozisaitam a cellaba, megvarva az
egyes dozisok utdn a stacionarius aramintenzitasakkilasat. A regisztratum alapjan
szerkesztett kalibracids gorbét mutat be a 4.26. ab

1
0.8
$ o6
o
-
= 041
y = 0.0579x + 0.0512
0.2 1 2
R =0.9835
0 - T T
0 5 10 15

¢/103 mol dm

4.26. dbraGlukdz bioszenzor kalibracios gorbéje pH = 7.46nids foszfat pufferben,
0.65 V elektrédpotencial mellett.

88



A kisérleti allatba helyezett elektrédra is 0.65 élektrodpotencial kapcsoltam, majd
folyamatosan regisztraltam az amperometrias araemaitasat. A stacionarius ararbeség
érték elérése utanidpontban a gyomorszonda segitségével bejuttatunkr 8rfogatt 40
% -0s glukoz oldatot.

Amint az varhato volt, az érzékejelezte aramintenzitas novekedéesével a testszéwetb
létrejovd glikdz koncentracidondvekedést. Majd hosszabb +det id mulva az aram az
eredeti értéket megkozdlitszintre csokken. A folyamat soran vett vermintakikgz
koncentraciéjanak becslését kolorimetrias kis kézmiziilékkel (Accu Check gukdznieel)
végeztik. A novekedés — cstkkenés jelensége ramsze periddikusan vett vérmintak
esetében is jelentkezett.

A jugularis vénaba helyezett kanllon keresztil tiégtegink volt inzulin beadasra is. Ez

esetben a varakozasnak megfidal a beadast az amperometrias aram viszonylag ozham
csokkenése jelezte (lasd 4.28.4bra). Osszehasidiittia gyomorszondan keresztiil beadott
glukozra kapott amperometrias aram valtozas gé&denlélteti a 4.29. abra.

A Kkiterjedt, itt nem részletezett vizsgalatok ta@ga alapjan megallapithatd volt, hogy a
kidolgozott bioszenzor alkalmas kisérleti allatakbaégzett glikoz tolerancia vizsgalatok

soran a valtozasok nyomon kovetésére. Azonbaniaztejt amperometrias aramintenzitas

és a tényleges, lokalis glikozkoncentracio koZatgvenykapcsolat a vizes oldatban végzett
kalibraciéval csak jelefis bizonytalansaggal adhaté meg.

A kisérletek soran alkalmazott elrendezés fényké&pea kisérletek soran nyert aramé id
regisztratumok lathatok a 4.27., 4.28. és a 4 B&kan.

4.27. dbraAz érzestelenitett kisérleti allat a belltetetkgiimes cellaval.
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4.28. &bra Erzéstelenitett patkany hasizmanak felszinére hetye amperometrias
glikozméb cella arama - idl regisztratuma. Nyilak jelzik a gyomorszondan ketis glik6z
oldat beadas és az iv. inzulin beadas idejét.

0.0240

10000 11000 12000 13000 14000 15000 16000
time (5)

4.29. abraErzéstelenitett patkany hasizmanak felszinére hetyamperometrias
glukozmésb cella arama - idregisztratuma. Nyil jelzi a gyomorszondan kerdsgtiik6z
oldat beadast.
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4.6. PERIODIKUSAN MEGSZAKITOTT AMPEROMETRIAS MERESEK

4.6.1. A mobdszer elve

Amint azt az irodalmi részben megemlitettem, a g@dlzamperometrias (PAD. IPAD)
modszerek jol ismertek az elektrokémiai detektorakiealmazd kromatografias szakemberek
korében. A pulzalo elektrédpotencial -6ighrogram ekkor az elektréd passzivalodasanak
megakadalyozasara, a passzivalodast okozo bevieidto&eémiai eltavolitadsara szolgal. A
mérs pulzus uténi tisztitd majd, kondicionald pulzugeeeralja magat a fellletet.

A kromatografids detektorok araml6 oldatokbatikiidnek, a munkaelektrod felllete aramlé
oldattal érintkezik. Mas a helyzet a membrannalobévelileti elektrodok esetében. Ekkor
viszonylag nagy vastagsagu all6 réteg talalhatélarodfeliletén. Az anyagtranszport ezen
keresztil, diffazioval tortéenik. llyen diffaziés teget hordoznak egyes kémiailag modositott
elektrodok. Az amperometrids enzimelektrédok fegil@éldaul immobilizalt biokatalizatort
tartalmazo réteg vonja be.

A folyamatos, vagy ,klasszikus” amperometrias deiks alkalmazasa esetében jdisah
lecsokken a diffuzidos rétegben az elektrodfelllet&talakuld anyag koncentracidja.
Periodikusan megszakitva az aramot, léheget adunk arra, hogy a diffuzios réteg
feltéltédjon, igy nagyobb amperometrias aram jelet nyeritetiLathatdé tehat, hogy a
periodikusan megszakitott amperometrias (PMA, guBcally interrupted amperometry’,
PIA) méoprogram alkalmazasanak mas a célja, mint a PAD pneddké. A bevonattal
ellatott elektrédok esetébenseyos — tudomasom szerint korabban nem alkalmazBtA
moddszerek méprogramja csak formalis hasonlésagot mutat a beavoékkili elektrodok
esetében mar elterjedten alkalmazott PAD moédszetekk

A PMA modszer mikbdéseét, éinyeit kbnnyen magyarazhatjuk a Cottrell kisérlapgn. Jol
ismert, hogy 4&ll6 oldatban planéris korongelektrodanért &ram i) alkalmas
elektrédpotencial bekapcsolasa utani ilopontban az alabbi egyenlettel irhato le, ha az
elektrolizis sebesség-meghatarozé |épése a sikziff

it = nFAcoﬂ/t/D7

aholn az elektronszam valtozas.az elektrodfelilet nagysaga.ésD az elektroaktiv anyag
koncentracidja és diffuzios allanddja az dlédzegben. Az aramintenzitas csokken, mivel a
diffaziés rétegben az elektroaktiv anyag koncemjaccstkken. Ha ishként megszakitjuk
az elektrolizist, akkor it adunk arra, hogy a diffazié kiegyenlitse az el@itellletén
bekdvetke# koncentracid csokkenést.

Egyik munkatarasam altal irt verzativ PMA @@rogram illusztraciéjara szolgal a 4.30 abra.
Az elektrodpotencidhtideig E értéket vesz fel; tideig pedig kértéket. k& potencial mellett
megy végbe a detektalas alapjat képéayamat. & potencialon ez az elektrodfolyamat
szlnetel. Az é&bran lathatd az elektrédpotenciallatiekialakul6 aramintenzitas — t
fuggveny. (Aze; melletti aram kilonbdzids flggvény szerint valtozhat az elektrédpotencial
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és az illed anyag elektrokémiai reverzibilitasatol fiigo). A t; id6 perioduson beldl
valaszthatjuk meg a mérési adatok (Faraday arari}éggre szant i (t;) (kb. 10 ms).
Elétte egyts varakozasi il periddust sziukséges beiktassunk, hogy a kondenaéoot
Kikisz6boljuk (kb. 25ms)t; —(ts+t,4) id6 alatt tovabb folyik az elektrolizis, ezért eztidét

célszet rovidre, célszdren nullanak valasztani.

——i
3 by
I 1y I i

4.30. braA PMA éltalanos méiprogram.E, mérési elektrédpotencidh az adatggjtés
ideje,t3 a kondenzator aram lecsengési idgjeglaxacios id, E; relaxacioés elektrodpotencial

Az egyenlet alapjan lathatd, hogy a PMA-val végketicentraciomérés érzékenysege flgg
az adatggijtési idstol.

Aco t/7

Adiy F D

A E; potencial elektrédra adasa utan hosszabb varakesgish érzékenységet eredményez.

A jelenség vizsgalatara 3mm atriygrszénpaszta elektrod nééeliletét dializis membrannal
burkoltam. Az elektroddal kulonbdzkoncentracidju, pH=7.4 izotonias foszfat pufferrel
készitett, intenziven kevert aszkorbinsav oldatokbd@onoamperometrias felvételeket
készitettem. A kapott, azonos kezdetigtlanatra hozott gorbéket hasonlitja 6ssze azbalab
4.31. 4bra.
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4.31. dbraKulonb6s koncentracidju, kevert aszkorbinsav oldatokbaalizis membrannal
burkolt szénpaszta elektroddal készitett kronoaometrids gorbék (elektrédpotencial 0.4 V
vs.Ag/AgCl)

Lathato, hogy révidebb ideig tartd polarizacido nalgly Ai/Ac hanyadost, azaz rovidebb
polarizacios id nagyobb érzékenységet eredményez. A folyamat@sipatio tehat a bevont
elektroddal tortééh amperometrias mérés érzékenysége szempontjab@iden.

A t, adatgyijtési ido alatt lehefiség van az aramértékek atlagolasara. Megvizsgattgii=
dializis membrannal bevont, 1mm at@jér platina elektréddal - hogy az alkalmazajt
idéperiodus hossza hogyan befolyasolja a mért kroneawnpetrias aramot. A 4.32. dbran az
atlagolt aram intenzitds adatokat az adétg@gi periddus hosszanak figgvenyeben lathatjuk.

4]
a4

i/106 A

404

i/10° A

H [ a

¢/104 mol dm-3

a0+

t,/10%s

3.32. dbraAz adatgyyjtesi periodus hatasa az atlagost aramertekekiregn/.93x10

s

membrannal burkolt Pt korongelektr6d=H.6V vs. Ag/AgCl)
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A rovidebb t,. a vérakozdsnak megfaéleh nagyobb &tlagolt aramot eredményez.
Természetesen a rovidebb integralasindgyobb zajjal jar egyutt. Ezért 10 ms-nal rovideb
idok alkalmazasa célszdtennek latszott.

A 4.33. abra hagyomanyos amperomertiaval és PMAsmertel készitett regisztratumokat
hasonlit 6ssze. A regisztratum készitése soran 10@Imin sebességgel forgatott dializis
membrannal bevont, 3 mm atriir szénpaszta elektrédot polarizaltam 10 i = 7.4 PBS
pufferben. (konstans elektrédpotencial, illetve #£0.4 V. Ag/AgCI vonatkozasielektroddal
szemben). Bizonyos dpillanatokban 100 mmol/din aszkorbinsav oldat 25pl-es
mennyiségeit adtam az oldathoz. A PMA méréshe25 ms,t, = 10 ms, regeneraciosdid,

= 1500 ms (E=0.0V) idsprogramot allitottam be. Az abran jol latszik, hagyaszkorbinsav
doézisok beadasat — az dbran ezt nyilak jelzik -dikéhesetben az aramintenzitas ndvekedése
koveti. A PMA mddszer esetében kapott érzékenysiaghkedées azonban szembét Az
regisztratumok alapjan készilt d&ram- koncentracithéket a 4.34 4bra mutatja. Lathato,
hogy az illet feltételek mellett a PMA modszer alkalmazasa ngytézszeres érzékenység
ndvekedést eredményezett. A legkisebb koncentesaében nyert 50 aramintenzitas adatok
kalibracios gorbék extrapolélt szakaszara vetiteptdm az als6 méréshatar becslésére
szolgal6 adatokat. (D4a = 4.5x10'mol/dn?. DLca=4.5x10°mol/dn?)

i/10° A

T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200

t/s

4.33. abra Hagyomanyos (CA) és periodikusan megszakitott aompetrias (PMA)
technikaval, 1000 ford/perc sebességgel forgataténmpaszta elektréddal készitett
regisztratumok. (munkaelektréd potencial 0.4 V Ag/AgCl; 100 mmol/dm aszkorbinsav
oldat 25pl-es dézisai adagolva 10 émpH = 7.4 PBS puffer oldathoz. A PMA méréshez
hasznalt program paraméterer25 mst, = 10 ms, regeneraciosdith = 1500 ms.
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4.34. dbraAz elbz6 4bra alapjan szerkesztett kalibracios gorbék. ibeketett diagram a

,,,,,,

haromszorosanél 3 megszerkesztett szakaszok az als6 méréshatdkt jel

Az enzimelektrodok egy széles korben hasznalt sipeiszim altal katalizalt reakciéban
keletked hidrogén-peroxid amperometrias detektalasaval épe analitikai jelet. A
szelektivitas biztositasa érdekében az alapelektefiletén igen vékony filmet célsZer
alkalmazni, amely a hidrogén-peroxidot atengedgyoab molekuldk transzportjat azonban
gatolja.

Glukéz- és putreszcin mer enzimelektrodokat  vizsgalva mfenilén-diamin
elektropolarizéciojaval kialakitott méretkizarasésegeket alkalmasnak taldltam a jelefilév
elektroaktiv anyagok zavaré hatasanak kikiszobi#eskévén, hogy a PMA modszer
alkalmazasanak @&@hyei amperometrias enzimelektrodok esetében nyilén ebnydket
nyujthatnak, célszérvolt megvizsgalni, hogy ez a réteg hogyan befaljasa PMA jelet.

Méréseimben méretkizarasos réteggel ellatott eéslki@nél mm atmébjia platina
korongelektrédokkal végeztem kisérletet hagyomanyss periddikusan megszakitott
amperometrids méréstechnikat alkalmazva. Az eléai@t intenziven kevertetett 10 tm
térfogtl pH=7.4 PBS pufferbe helyeztem, 0.7 V pe&ids potencialt alkalmaztam és 0.01
utdn megvarva az egyes hozzaadasok utan a staosrjal kialakulasat. A méréshez
AUTOLAB 12 meéallomas programcsomagjabdl vélasztottam dpérgramot. A PMA
vonatkozasaban ez csak az alabbi abran (4.353tdatpulzalé program alkalmazasat tette
lehetvé.
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4.35. abraAz Autolab 12 pulzalé amperometrias grogramija. A legrévidebb periddus 30
ms, t kondenzator arakikiiszobolés,tadatgyijtés, t relaxacio, E mérési. k& relaxacios
elektrédpotencial

A méréshez;t0, = 30ms (0-30) é5130, b= 60 ms (30-60)st 1s idbket, =0 V relaxaciés
potencialt valasztottam. A kilonb®anodszerekkel és elektrodokkal kapott koncentracio
aram flggvényeket a 4.36. abra mutatja. Mint |&hatind a négy fuggvény lineéaris. A
meredekségeik azonban jelésgn eltérnek.

2
¢ Pt elektrod - CA
- m Pt-MKR- CA
1.5+
I A Pt-MKR- PMA 0-30 ms
0 Pt-MKR- PMA 30-60 mg
< 4
©
o
—
= y = 0.0067x
f R?=0.9964
0.5+
y = 0.0025x
i R?=0.9848
0 f : : : : f
0 50 100 150 200

¢/102 mol dm

4.36. abra Kilonboz modszerrel, kulénbd@z elektrédon készitett hidrogén-peroxid
kalibracios gorbék. 1 mm atnégii platinaelektrod, 0.7 V mérési potencial, kevedat) pH
=7.4 PBS puffera., méretkizarasos réteggett0, £=30. b., méretkizarasos rétegget80,
t,=60. c., méretkizarasos réteg nélkil hagyomanyos amper@settechnikaval, d.,
méretkizarasos réteggel hagyomanyos amperomegahnikaval.

Lathato, hogy a legnagyobb meredekségrévidebb iddj PMA mdodszerrel kapott, bevont

elektrédos egyenes, mig a hagyomanyos tecnikayadtka&s bevont elektréddal kapjuk a
legkisebb meredekséy A hosszabb idé) PMA egyenes is a bevonat nélklli elektrodos
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hagyomanyos amperometrias kalibraciés gorbe feletA rendkivil vékony méretkizarasos
réteg esetében is jelentkezik tehat a PMA mddszékénységet novehatasa.

A glukoz-, illeleg a putreszcin-mérenzimelektrod alapelektrédjanak rdfaliletén, a
méretkizarasos rétegen felll egy annal jéleen vastagabb réteg, a reakcié réteg helyezkedik
el. Ez esetben varhaté, hogy a PMA modszer alkassmabnyos.

Munkamban azonos glikdéz enzimelektrod dhdémkciojat vizsgaltam hagyomanyos és a
PMA moddszerrel végezve a meérést intenziven kevert=p7.4 PBS pufferben 0.7 V
munkaelektrod potencidl alkalmazasavaHB.7 V; = 0.0V vs.Ag/AgCl). A hagyomanyos
amperometriaval kapott aram -6idegisztratum a 4.37/a abran lathatd. Ennek késkits 5
cm® pufferhez 90 mmol/dkoncentraciéju glikéz oldat 0.5 érres részleteit mértem a
stacionarius jelszint elérése utan. A 4.37/a. dbtsd részére beillesztett regisztratumot
kisebb koncentraciok estében kaptam. Ekkor 30 numdlkoncentracioju gliikkéz oldat 100
ul mennyiségeit adtam a kevert alapoldat 5°-em térfogatdhoz. Az abran lathaté a
regisztratum alapjan készult kalibracios gorbe is.

A 4.37b abran lathatdo a PMA mddszerrel végzett mérésalnadrye. Ez esetberD, =30
ms, = 700 ms mérési tiprogramot hasznaltam. A regisztratum készitéseRomshol/dnt
koncentraciéju glilkéz oldat 10Qul-es dézisait adtam a kevert alapoldat 5°ew
térfogatahoz. Az abra fdélssarkaban lathatd a regisztralt léficsalapjan szerkesztett
kalibraciés goérbe. A jobb fels sarokba illesztett regisztratum pedig 30 mmof/dm
koncentracioju glukéz oldat 0.5 émas dézisanak hozzaadasa utan kapott PMA elektréd
vélaszt mutat.

A kalibraciés gorbék meredekségai/fic ) alapjan 0sszehasonlithatjuk a két kilowboz
maddszerrel, de azonos elektrodokkal végzett mérésmikenységét.

Ai agyomanys
Shagyomé\nyxa = Ahg# = 19251A(m0|/ dms)

hagyomanys

Al PMA

= 1.204uA(mol/ dm?®)

SPMA =
PMA

_ S _ 625
agyomanys
Ez esetben a PMA mddszer tehat 625-sz6rds érzégmywekedést okozott. A periddikusan

megszakitott amperometrias detektalas enzimszessgieben megnyilvanuldéelyods volta
nyilvanvalo.
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4.37. dbraUgyanazzal a glukdzelektroddal, de kilonb@mperometrias mddszerrel kapott

eredmények

o0sszehasonlitasa.

1Imm  djtaér platina

korong

elektrodra

el

gliikézelektréddal 5 chPBS pufferben tortént a mérés intenziven kevetatban =0, ill.

E>=0.7 V.

(a) Hagyomanyos amperometrias technikaval kapott regisanok és kalibraciés gorbe.

(b) PMA modszerrel kapott regisztratumok és kalibragabe (1=0, £t=30 ms, = 700
ms).

Az illeté glukdzelektrod kétféle detektaldsos modszerreh&tpvalaszat 6sszehasonlitottam
a klinikai kémiai mérések szempontjabdl fontos lemiracio tartomanyban. A két modszerrel
kapott kalibracios gorbék lathatok a 4.38/a. (hagdoyos) és 4.38/b. (PMA) abran. A
linearis szakaszokon a meredekségek aranya 40@ztEelenti, hogy a klinikailag fontos
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koncentracié tartomanyban a PMA moddszer alkalma4@8aszoros érzékenység novekedeést
eredmeényezett.

A PMA kalibraciés gorbe a nagy koncentraciok tardoyéban elhajlik. Ez a jelenség enzim
szenzorok esetében gyakran megfigyélheAz enzim katalizis Michaelis Menten
kinetikajaval magyarazhat6. Itt azonban a PMA dgiék természete is hozzgjarulhat a
jelenség kialakulasahoz.

70
60

50
y =1.788x

407 R’ = 0.9994

i/10°A

30
20

(@) 10

0 : : : : : :
0 10 20 30 40

¢/10° mol dm’®

60

50 S

40 -

30

i 110°A

20 |
(b)

10 A

0 1 1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

¢/10° mol dm™

4.38. abraKulonbo6z modszerrel, a klinikai diagndzis szempontjabokdsrkoncentracio
tartomanyban készilt glikdz kalibracios gorbéek. &dsi korilmények az &6 braval
azonosak.

A PMA alkalmazasakor a meérésiomlogram megvalasztasa kritikus. Célszeninden

feladathoz optimalni azt. Ennek illusztralasara atak be két azonos elektréddal, azonos
korilmények kozott, de eli@PMA idéprogrammal regisztralt aram -Gidiiggvényt. A mérés
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soran 5 cr kevertetett puffer oldathoz, 100 térfogati oldat mennyiségeket adtam 30
mmol/dnT koncentraci6ju gliikéz oldatbél. A 4.39/a. braztésekor 0, =30 ms, $=700
ms mééprogramot, 4.39/b. abra készitésekor pedrg3@ ms, =30 ms, =700 ms
méprogramot hasznaltamy£0.0V, b= 0.7 V /s Ag/AgCl)

Lathatd, hogy a it O program (a regisztratum) esetében nagyobb dramértem.
Természetesen a kondenzator aram kikiszoboléslzmeticalkalmas tidét a programba
épiteni.

4.25E-05 !
1.75E-05+
4.00E-05 - 1.65E-05 |
< < -
= = 155E-05Ff
3.75E-05 - -
1.45E-05

3.50E-05 ‘ ‘ 1.35E-05F ‘ ‘
200 400 600 200 400 600
t/s t/s
(a) (b)

4.39. dbraKulonbo® idéprogramokkal készitett gliikdzelektrod valaszgorbék
a. t;=0, ,=30ms, $=700ms, b. t;=30ms, $=30ms, $=700ms.

A t3 periodus hossza nyilvanvaloan jelenthatast gyakorol a PMA mddszerrel végzett
mérések érzékenységére. Tul royddd esetében a diffuzios réteg feltiilése kismérték
Igen hosszu idl alkalmazasara ugyanakkor nincs szikség, hiszéiraammentes allapotban
kialakul6 stacionarius viszonyok elérése utan tbvabrzékenység novekedésre nem
szamithatunk. A mondottak igazolasara mutatom bel@bekben leirtak szerint készitett
putreszcin elektroddal kapott mérések alapjan teiszi — t3 fuggvényt a 4.40 abran. A
mérést 1 mmol/drhkoncentraciéju, intenziven kevert puffer oldatvaégeztem (E0V, E=
0.7V, 4=30ms, $= 30ms ). A idét 0-10s tartomanyban valtoztattam.
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4.40. abra.A relaxacios (pihentetési)dchatasa a PMA jelre.

Az abran |0l latszik, hogy az illékorilmeények és reakcioréteg vastagsag es szenkedlett
1 s-nal hosszabb relaxacié$ ialkalmazasa nem eredményez érzékenyég ndévekedést.

Osszefoglalva megallapithaté, hogy a laboratérikhan kidolgozott PMA mddszer

bevonattal ellatott amperometrias elektrédok esgtéjelents meréstechnikai &hyoket
nyujthat kis koncentracidban jelenteanyagok mérése soran.
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5. OSSZEFOGLALAS

Az elvalasztastechnikai modszerek széles i kdlterjedésének és a bioszenzorok
megjelenésének, fégiésének kdszonhien az amperometrids méréstechnika az éfdekl
kozéppontjdba kerllt. Kisérleti munkdmban amperdéetméréstechnika fejlesztésével,
alkalmazasi teriletének felmérésével, kiszélesitdsés valdés problémak megoldasahoz
tortérs alkalmazasaval foglalkoztam.

A dolgozat el§ része rézelektrod lugos kézegben mutatkozo6 vidék@bl szol. Munkam
soran kilonbdz méreti és alaku rézelektrodokat készitettem és vizsgadigyes mono- €s
diszacharidoknak a rézelektrod fellletén lejatszod@aciojat. Kulonboé elektrokémiai
eljarassal meghataroztam az oxidaciés folyamatakteinszam-valtozasat. Kimutattam,
hogy az elektrodfolyamat elektrokatalitikus jelfledg=gyben igazoltam, hogy szénhidratok
elektrokémiai oxidacidja soran, lugos kozegben aelektrod korrozidjat eredményiez
folyamat elhanyagolhaté meériigk

A kimerité elektrolizis termékét ionkromatografias modszeamdlizalva igazoltam, hogy a
szénhidratok rézelektrodon, lugos kdzegben végbémeidacios reakciojabard termékként
formiat ionok keletkeznek. Ezzel igazoltam egy kdua@n feltételezett reakcio mechanizmust.

Harom kiloénboé tipusu kromatografias detektorcellat készitettémdkb 6 méreti fém réz
munkaelektrodok alkalmazasaval. A cellakikiddését tanulmanyoztam. Azokat FIA vagy
kromatografias rendszerekhez kapcsolva gyakonptilantos feladatok megoldasara
dolgoztam ki mé& modszereket.

- Méz és viragos novényekbextrahalt nektar& cukor komponenseinek elemzésére
sikerdlt jol mikodé kromatografias modszert kidolgoznom.

- A’wall jet’ tipusu detektorcellamat FIA rendshez kapcsolva tanulmanyoztam egy
mikromeéreti elétét kolonna glikoz megkotesi és ellcios sajatsdtel sikeresen jarultam
hozz4 a kolonna megcélzott alkalmazasahoz szikségésilmények helyes
megvalasztasahoz.

- Amperometrids enzimelektrodokat, enzim rétegdmivont munkaelektrédos
mikrocellakat készitettem gliikdz és putreszcin nagdlozasra.

- A putreszcin mér cella als6 méréshatarat Uj tipust enzim-immob#dgzandodszer
adaptalasaval, az amperometrias meérés finom hasayah sikerllt jelerdsen, a kis
koncentracidk iranyaba kiterjeszteni. Sikerilt imikhai diagn6zis szempontjabdl fontossaggal
bir6 koncentraciéo tartomanyban, tengerimalac vérpészma mintakban jol tikodo,
amperometrias putreszcin miénddszert kidolgozni.

- A készitett glikoz mér cellat hasznaltam a méar emlitettétét kolonna
miikodésének vizsgalatara.

- Tanulmanyoztam a celia vivo glikdéz meghatarozasokra torééalkalmazasanak
lehetségeit és korlatait. Sikertlt modszert kidolgozngléakdz koncentracio —
érzéstelenitett kisérleti allatok testszéveteib@méts — valtozdsainak nyomon
kovetésére. A munkamban kialakitott haromelektrddpes méscellat kisméret
résen keresztil alvé patkanyokba vezetve a hasifaszinére pozicionalva,
folyamatosan regisztraltam az amperometrias ara@wodmor szondan keresztul
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tortérd glukéz beadast, illetve iv. inzulin bejuttatast lasiocella arama
megbizhatdan jelezte.

Az als6 méréshatarnak a kis koncentraciok iranytiyeérd kiterjesztése az analitikai
kémiaban gyakran jelentkéZeladat. Altalaban éhyos, ha egy érzékehagyobb analitikai
jelet produkal adott mintakoncentracio esetén. béval, a nagyobb érzékenység rendszerint
elényds. Munkamban kidolgoztam egy Ujdzea membrannal boritott feltleelektrédok,

igy amperometrias bioszenzorok esetében alkalmazhaérési moddszert, melynek
alkalmazasaval jelebgen sikerilt az amperometrias detektalas érzékgéysalso detektalas
kiiszbbét kedveriranyba befolyasolni.

A periodikusan megszakitott amperometridnak (PM&yeazett modszer formailag rokon a
kromatografias mérésekben Ujabban hasznalatosl@wn#perometrias detektalassal (PAD).
Ahhoz hasonldéan a hagyomanyos amperometridban oilegtzllandé elektrodpotenciélos
méwprogram helyett periddikusan isnt&b elektrodpotencidl szakaszok sorozatat
alkalmazza. Itt azonban a pulzald program célja, méast PAD modszernél. Ott az elektrédot
passzivalo réteg eltavolitasara tisztitd majd kdodélé pulzus szolgal. Az elektrodfelilet
aramlé oldattal érintkezik, amely magéval ragadja elektrokémiailag eltavolitott
szennyeddéseket.

A kidolgozott méémaodszer esetében az elektrodfeliletén membran filmenzim tartalmu
reakcioréteg foglal helyet. Ezen keresztul diffzid jut az elektroaktiv anyag az
elektrédreakcio helyéhez. Az elektrolizis periodikanegszakitasaval dt biztositunk arra,
hogy az elektrolizissel @dézett koncentracidohidny cstkkenjen az elektradielkozelében,
ily moédon nagyobb jelet kapjunk.

A dolgozatban kulonb@ modell kisérletek bemutatasaval igazoltam a PMAdsaér |6
miikodését, éinyds sajatsagait. A méréseket passziv cellofan mé@mhbl bevont elektrdd,
glik6z és putreszcin enzimelektrod alkalmazasavabemtem. Osszehasonlitottam a
hagyomanyos és a PMA maddszerrel kapott kalibréaitadokat.
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