1. Bevezetés

A szelektiv elektrokémiai érzékel6k a mult szazad kdzepén indult intenziv
kutatbmunka eredményeként napjainkra a mennyiségi kémiai elemzés fontos,
széles kdrben hasznalatos eszkdzeivé valtak. Segitségikkel rendszerint kiilénb6zd
helyekrél szarmazo oldatok pH-jat, kildonbdzé ionkoncentraciojat, elektroaktiv anyag
tartalmat mérik. Az ilyen hagyomanyos analitikai feladatok megoldasara kezelhet6
méretli, robosztusnak mondhatd, hagyomanyos elektrédokat hasznalnak. Ezek
méréfelilete a néhany négyzetmilliméter és az egy-két négyzetcentiméter kdzotti
tartomanyban talalhaté.

Felépitésik hasonld. A kézi irbeszk6zok mérettartomanyaba esd, konnyen
mérdcelldba vezethetd és rogzithetd elektrédtestbdl, az annak végén képzett
érzékeld fellletbdl, valamint elektromos vezetékekbdl, érintkez8kbdl allnak.
Kulonleges élettani-, elméleti- és méréstechnikai feladatok megoldasara specialis
méréérzekelbket készitettek kuldonbdzé iskoldk. Ezek kdzé sorolhatjuk a
mikroelektrédokat.

Napjainkra a mikroelektrodok készitésével, felépitésével, tulajdonsagaik
vizsgalataval és természetesen a velik megoldott feladatokkal igen nagyszamdu
kézlemény foglalkozik. Méréstechnikai szempontbdl a mikroelektrédok egyik
legfontosabb el6ny6s tulajdonsaga abban rejlik, hogy képesek igen Kkicsiny
térfogatrészben kialakulé koncentracié viszonyokrdl informaciot adni. Ehhez jarul az
az elbny, hogy kis méretiknek kdszonhetben kevéssé zavarjak a vizsgalt kozegben
uralkodé viszonyokat. Mas széval kismérteki invazio okozasa mellett mikodnek.

Nem véletlen ezek alapjan, hogy az elektrokémiai mikro-érzékeldk
alkalmazasanak egyik f6 terllete a kisérletes élettudomanyok. Az élettani
vizsgalatok, az in vivo mérések igényeit figyelembe vev®§ kdvetelmények a
mikroelektrédok fejlesztésére iranyuldé munka egyik f6 hajtderejét képezték és
képezik napjainkban is.

Bard' és Engstrom® 0ttéré munkajanak kdszénhetéen a mikroelektrodok
alkalmazasanak egy fontos Uj terilete jelent meg a mult szazad masodik felében.
Kialakult a pasztazé elektrokémiai mikroszképia (PEKM) angolul Scanning
ElectroChemical Microscopy (SECM). Ez, mint a mér6csucs mikroszképias technika
egyik Ujabb moédszere mikroelektrodot alkalmaz pasztazé mérécesucsként. A jol

hasznalhatd mérécsuccsal szembeni kdvetelményeket az élettani vizsgalatokban



hatékony mikroelektrédok nem megfeleld mértékben elégitik ki. Kilondsen igaz ez
az ultramikro ion-szelektiv elektrodok esetében.

A Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos és Fizikai Kémia Tanszékén intenziv
kutatasok folynak a pasztazoé elektrokémiai mikroszkopias modszerek fejlesztésével,
alkalmazasi teruletének kibdvitésével kapcsolatban. A PTE Természettudomanyi
Karanak Kémiai Doktori Iskolajaban végzett tanulmanyaim soran bekapcsolodtam a
Tanszéken folyd ez iranyu kutatdbmunkaba.

A munkaban célom volt a pasztazé elektrokémiai mikroszképias
vizsgalatokban j6l hasznalhatd, szelektiv mikroelektrédok kifejlesztése, azokat
alkalmazd egyes Ujszerl mddszerek kidolgozasa, a kémiai mikroszkdpias modszer
alkalmazasi teruletének szélesitése, Uj alkalmazasi lehetéségek tanulmanyozasa. A
kisérletekbe célszerli volt mind ion-szelektiv mikroelekirédokat, mind molekula
szelektiv bioszenzorokat bevonni.

A munkahoz rendelkezésre allt a Tanszéken korabban megépitett pasztazo
elektrokémiai mikroszkop. Lehetéseégem volt korszer( elektrokémiai méréallomasok
és mikroelektrod-készitési technikak haszndlatara. Tamaszkodhattam a
kutatocsoport korabbi tapasztalataira.

Anyagtranszport sajatsagok és korrézios folyamatok vizsgalata teruletén
latszott célszerlinek megvizsgalni a tovabbfejlesztett mérécsucsokkal torténd kémiai
mikroszképias méréstechnika alkalmazasanak lehetdségeit, elbnyeit.

A dolgozat a teruleten végzett kutatbmunkam eredményeirél ad attekintést.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Mikroelektrodok

A ,mikroelektréd” elnevezést igen széles kdrben hasznaljak kiilénb6zé kutatasi
terlleteken kulonb6zé eszkdzokre és berendezésekre. A mult szazad kdézepén az
akar 1mm méréfelllet atmérdji elektrodot is mikroelektrédnak nevezték.

Napjainkban a mikroelektrod név rendszerint a néhany mikrométer méréfelilet
atmeérdji érzékelbre utal, ultramikro-, illetéleg nanoelektréd névvel szokas illetni a
mikrométer koruli vagy annal kisebb elektrodokat.

A mikroszondak és mikroérzékelbk fejlesztése, alkalmazasa rendkivuli modon
az érdekl6dés kozpontjaba kerdlt. A veluk kapcsolatos munkaban kulonb6zé
tudomanytertileteken dolgozé kutatok vesznek részt. A szenzorok készitése soran
gyakran alkalmaznak magas technolégiai lépéseket, mint példaul fotolitografias
struktira kialakitast® vagy lézer eszk6zdés megmunkalast.* A mikroelektrodok

kulénféle tipusairdl sz6l6 évente megjelend kézlemények szama rohamosan né.
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lebontasban a Science Direct adatbazisa alapjan.



A dolgozatban nem célom részletes képet adni a mikroelektrodokkal
foglalkoz6 szakirodalomrdl, inkabb csak a munkamhoz kozvetlenul kapcsolodd
irodalmi el6zményeket emlitem vazlatosan.

A voltammetrias mikroelektrédok és az ion-szelektiv elektrodok mikroméreti
verzidi a leggyakrabban tanulmanyozott és legjobban ismert elektroanalitikai
mikroszenzorok. Készitésikrél szamos részletesen leirt, kdnnyen elsajatithatd,
reprodukalhaté moédszer talalhaté a szakirodalomban.>®

Szamos tanulmany foglalkozik a mikroelektrodok specialis tulajdonsagaival. A
mikroelektrédok legnagyobb elénye a hagyomanyos elekirédokkal szemben az,
hogy igen nagy felbontassal képesek informaciot szolgaltatni mikrokérnyezeti
koncentracioviszonyokrol. Az érzékelbk kis méretébdl adoddéan specialis
mintakornyezetbe, mint példaul bioldgiai strukturakba vezetheték, és ott kevéssé

befolyasoljak az uralkodd viszonyokat. Mas szdval csak kismérv(i invaziét okoznak.

2.1.1. Voltammetrias mikroelektrodok

A Kkil6énb6zd célu voltammetridas mérésekben kilénbdzd anyagbdl készlt
mérdfellletli, kalonbd6zd felépitésl, kilonb6zd méretl munkaelektrodokat
alkalmaznak. igy a fémanalizis céljara kidolgozott elektrédok méréfeliiletét megujuld
vagy fiiggé higanycsepp’ - Ujabban higanyfilm - képezi. A fizikai kémiai
vizsgalatokban a pozitiv potencial tartomanyban jol hasznalhaté nemesfém —
leggyakrabban platinabdl illetéleg platina-iridium® étvdzetbdl késziilt - korong, film,
gylrd, ta, félgdomb alaku elektrédok hasznalata valt gyakoriva. Elektrokémiailag
oxidalhatdé, azaz elektroaktiv szerves anyagok koncentracidjanak mérésére
kilonb6zd szénelektrodok munkaelektrédként valo alkalmazasa elényos.

Ezek kozil jol ismertek az Adams® altal kidolgozott szénpaszta-elektrod
kGlébnb6z6 valtozatai, a pirolitikus grafit-elektrodok vagy az Ujabban talan
legszélesebb kérben alkalmazott Uveges szénelektrodok - mas néven Glassy
Carbon elektrodok™. A fent emlitett voltammetrias munkaelektrodok ma mar igen
sok esetben csak alapérzékel6ként hasznalatosak kémiailag mddositott
elektrédokban. Ezek az elektrodok ugyanis ugy készllnek, hogy a megvalasztott

voltammetrias munkaelektréd fellletén el6nyds funkciot biztositd réteget alakitanak



ki, vagy az elektréd anyagat modositjak alkalmas modon. Elektrokatalizatorok™,
biokatalizatorok™, nano-rétegek'®, komplexképzok alkalmazasaval igen nagyszamu
— kl6nb6z8 célra hasznalhatd — elektrod kifejlesztésére, alkalmazasara kerllt sor.
Az illeté munkakrol szold szakirodalom rendkivil kiterjedt, igy nem célom e helyen a

kémiailag médositott elektrodokrol részletes képet adni.

2.1.1.1. A voltammetrias mikroelektrodok specialis sajatsagai

A voltammetria gyakorlataban hasznalt elektrodok méréfeliilete rendszerint
néhany négyzetmilliméter nagysagu. Ezeket az elektrédokat szokasos
hagyomanyos méreti elektrodnak is hivni. Ugyanakkor a voltammetrias elektrodok
miniatUrizalt valtozatai mind nagyobb népszeriiségnek orvendenek. Ennek oka két
tényezdben keresendd.

Egyrészt, amint azt korabban emlitettem bizonyos tipusu mérések csak igen
kisméretl elektrédokkal oldhatok meg. Gondoljunk példaul nagy térbeli felbontast
lehetdvé tevd, minimalis invaziot okozo élettani mérésekre, vagy mikrokérnyezeti
koncentraciomérésekre, fellleti rétegek, aktiv katalitikus helyek kdzelében.

Masrészt a voltammetrids elektrodok miniaturizalasa szamos mas
méréstechnikai el6nyt biztosithat.

Az egyik fontos ilyen méréstechnikai elény abbdl adédik, hogy nagyméreti
elektrédfelllet esetében az oldatminta koncentracidjat jellemzé, az elektrod fellletre
iranyulé diffuziés anyagtranszport nyugvo oldatban planaris jellegii. Elhanyagolhaté
a felllet szélein jelentkezd szférikus diffuzié altal szallitott anyagmennyiség.
Mikroelektrédok esetében mas a helyzet, ott a szférikus diffizid6 dominalhat. A
fellletegységre iranyul6 anyagaram azonos koncentraci6 mellett Iényegesen
nagyobb lehet mikroelektrodok esetében. A sok esetben zavaré kondenzator aram

(icy) viszont a felllettel aranyos kettdésréteg kapacitastél (C) fugg (1).

BB [t

Iy R EXp RC @)



Ahol AE az elektréd potencialvaltozas,
t az idé,

R az ellenallas

A kisebb elektrédfeliilet, azaz kisebb fellileti kettés réteg kapacitas gyors
kondenzator aram csokkenést okoz a potencialvaltozast kévetden.

igy a Faraday-aram / kondenzator aram arany lényegesen nagyobb
mikroelektrédok esetében.

A kondenzator aram mellett az idegen adszorbealt anyagok reakcidjabdl
adédé zavard aramkomponensek nagysaga is a fellilet nagysagatdl fugg. A feliilet
nagysag csokkenésével tehat a jel/zaj viszony jelentésen ndvekszik.

Tovabbi elényt jelenthet bizonyos esetekben, hogy az elektrodfolyamatban
keletkez6 atmeneti termékek kevesebb id6t toltenek az elektréd kozelében.
Gyorsan, szférikus diffuziés uton eltavozva kevesebb komplikaciot, pl. elektrod
passzivalodast okoznak, vagy katalitikus regeneralédast szenvednek masodlagos
kémiai folyamatok eredményeként.

Ismeretes, hogy nyugvo oldatban amperometrias korilmények mellett
hagyomanyos méretl elektrédok esetében az daram nem vesz fel stacionarius
értéket. Folyamatosan csdkken, majd nem kontrollalhaté konvekcids folyamatok
kovetkeztében valtozik. Ezért hagyomanyos méreti elektrédokkal amperometrias
mérést aramlo, vagy kevert oldatokban szoktunk végezni. Gyakran alkalmazott az
elektrod forgatasa vagy vibraltatasa. Mikroelektrodok esetében azonban a diffuzios
folyamatok az alland6 elektrédpotencial bedllitasa utan révidesen stacionarius
viszonyokba jutnak. gy nyugvé oldatokban is nyerheté a koncentraciora, illetéleg a
diffuzios viszonyokra jellemz6 amperometrias jel. A voltammetrias mikroelektrédok
ezen elbnyos tulajdonsaga tette lehetbévé a pasztazd elektrokémiai mikroszkopia
amperometrias, kezdeti valtozatanak kialakulasat.

Mikroelektrodok esetében a mintaoldatokban el6idézett konvekcid
intenzitasanak valtozasa joval kisebb valtozast eredményez a voltammetrias
aramban, mint az hagyomanyos elekirodok esetében észlelhetd. Ennek
megfeleléen &ramlé folyadékban elényds a mikro voltammetrias elektrédok
alkalmazasa.'

Az is jelenthet méréstechnikai elényt, hogy mikroelektrédok esetében kicsiny

az aram, igy kicsiny az IR feszultségesés a voltammetrias mérécellaban. Lehetéség



van ilyen médon kételektrodos Uzemmddban méréseket végezni még relative nagy

oldatellenallas esetében is.

2.1.1.2. A voltammetrias mikroelektrodok néhany tipusa

A voltammetrias mikroelektrédok készitésérdl, sajatsagairdl, alkalmazasardl
tobb 6sszefoglalé tanulmany, monogréfia jelent meg.™

A voltammetrias elektrodok torténetének kezdetét a mult szazad kdzepére
tehetjik. Davis és Brink® kisméretli platina elektrédnak oldott oxigén
koncentraciomérésre torténd alkalmazasardl szamol be 1942-ben megjelent
kézleményében. Az in vivo Aallatkisérletekben alkalmazhaté Clark!’ tipusu
oxigénelektrod kialakitasanak igénye nagymértékben hozzgjarult a voltammetrias
elektrodoknak a miniatirizalas iranyaba t6rténé fejlesztésehez. A platina
mikroelektrédok napjainkban a pasztazo elektrokémiai mikroszkopia terliletén is a
leggyakrabban alkalmazott mérécsucsok. Platina mikrokorong elektréd készitése
nem okoz nehézséget. A kozel azonos hétagulasi egyitthatonak kdszénhetben
platina huzalok tGveg kapillaris elektrodtestbe olvaszthaték. Tébb cég, koztik a
Goodfellow forgalmaz kilénb6zé méretl platina huzalt. Néhany mikrométer
atmeérdji platina huzal darabot vakuum alkalmazasa mellett, zart végl kapillarisba
forrasztva készllnek leggyakrabban a platina mikroelektrodok. A zart vég
lecsiszolasa, a véglapon felbukkané platina mikrokorong polirozasa, az elektrod test
konikusra ,hegyezése” utan a Kkapillaris belsejébe helyezett kontaktus huzal
rogzitésével fejezédik be az elektrod készitése.

Igen kisméretl, 1-2 pym atmeéréjia korongelektrédok készitéséhez ezusttel
bevont ugynevezett Wollaston platina huzal hasznalhaté. Az ezust bevonat
feloldasa a rogzités utan torténik az tveg kapillarisba olvasztas el6tt. A platina huzal
végének beolvasztas el6tti elektrokémiai ,hegyezésével’” a huzalnal jelentGsen
kisebb méretii korongelektrod készithetd.

Talan a legkényelmesebb mddja a szubmikron atmérdji platina
elektrédkészitésnek a kvarc kapillarisba olvasztva végzett ,kihizas”. Ehhez magas

hémérsékletet biztositd Iézer pipettahizd késziilék alkalmazasa sziikséges.®



Thie’baud és munkatarsai'® platina mikroelektrod készitésének modszerérél
szamolnak be. A platinaelektrédokat gyakran alkalmazzak kémiailag mddositott
elektrédok, bioszenzorok alapérzékelbjeként. Ezek készitésekor a platina fellletet
kulénb6z6 mobdositd rétegekkel vonjdk be. A platina alapérzékeldkre épitett
kémiailag modositott mikroelektrédok készitésérdl, alkalmazasairdl, sajatsagairol
szamos tudomanyos értekezés sziiletett.**

Ralph. N. Adams?, a mult szazad hetvenes éveiben kezdett voltammetrias
neuronkémiai vizsgalatokkal foglalkozni. Eszrevette, hogy az él6 szervezetekben
levd extracellularis folyadék allandé ioner6ssége, pH-ja, vezetb6képessége
kovetkeztében jo voltammetrias alapelektrolitként szolgalhat. Kisérleti allatok
kozponti idegrendszerében torténd in vivo monoamin neurotranszmitter mérésekhez
150um atméréji szénpaszta illetéleg grafit-epoxi elektrédokat készitett. Az 6 uttord
munkaja nyoman tobben sikeresen alkalmaztak szénpaszta, grafit-epoxi szén
mikroelektrédokat.?**

In vivo kisérletekben a néhany mikrométer atméréji szénszalbol készitett
elektrédok bizonyultak sikeresnek. Ezeknek, illetbleg ezek elektromosan el6kezelt
véltozatainak alkalmazasaban Buda és Gonon® jartak élen a mult szazad '80-as
éveiben. Az elsd pasztazd elektrokémiai mikroszképias mérésekben Engstrom és
munkatarsai®® 10 pym &atméréjii szénszal mikroelektrédot hasznalt. Dressman és
munkatarsai®’ pedig in vivo kériilmények kdzott dopamin koncentraciot vizsgaltak 1
pm atmeérdéji szénszal elektrdd segitségével.

Szénszal mikroelektrodok bioszenzorok alapérzékel6jeként is
alkalmazhaténak bizonyultak. A '90-es években Cséregi és munkatarsai*®?®
szénszal mikroelektrodokon, torma - peroxidaz és glukoéz - oxidaz enzimeket
immobilizalva készitettek mikroméretli enzimelektrodokat. Ge és munkatarsai*®
avidin-biotin kotésen keresztili fellleti bioréteg készités sajatsagait vizsgaltak.
Osszehasonlitottak a szénszalon és arany fellleten készitett rétegek sajatsagait.
Ugy talaltak, hogy avidin-biotin kapcsolassal immobilizalt enzimek aktivitisa a

biorétegben el6nydsen nagy.



2.1.2. lon-szelektiv elektrodok

A szelektiv potenciometrias elekirédok fejlesztése toébb mint szaz évvel
ezel6tt, Cremer® (1906) pH érzékeny livegelektrod kifejlesztését eredményezd
kisérleteivel kezdddott. Az (vegelektrdd napjainkban is  szelektivitasat,
méréstartomanyat, egyszerli kezelhetéségét, stabilitasat tekintve az egyik legjobb
kémiai érzékel6. Széles korben elterjedt, egyike a leggyakrabban alkalmazott
analitikai méréeszkdzoknek. Kisérletek iranyultak mas ionok mérésére alkalmas
Uvegelektrodok készitésére. JéI hasznalhatdé natriumion-szelektiv elektrodot
Eisenmann® irt le elséként 1957-ben. lon-szelektiv (ivegmembranok fejlesztése
terliletén Lengyel Béla®®, Csakvari és Boksai** értek el kivalé eredményeket a hazai
kutatok kozul.

Az ion-szelektiv elektrodok fejlédésenek fontos mérfoldkdvét jelenti Pungor
és Hollés-Rokosinyi®® ion-szelektiv jodidelektrod kifejlesztésérdl szold kézleménye.
A Pungor iskola els6, kulonb6zé anionok mérésére szolgald elektrodjai paraffin
membranban diszpergalt ezlst-halogenid csapadékot tartalmazd, heterogén
mérémembrannal késziltek. Késébb a paraffin membrant a kedvezébb mechanikai
és elektrokémiai sajatsagu, hidegen vulkanizalt szilikongumi matrixképz6 anyaggal
valtottak ki. A Kkifejlesztett anion-szelektiv elektrédokat a Radelkis hazai cég
gyartotta. A Radelkis elektrédok voltak vilagviszonylatban az els6, kereskedelemben
kaphato, nem Uvegalapu ion-szelektiv elektrédok.

A tématerlleten elért kezdeti sikereknek kdszonhetbéen mind tdbb kutatdiskola
kapcsolédott be az ion-szelektiv elektrédok kutatasaba. Ennek kdszonhetéen fontos
eredmények sziilettek. Kozéttik feltétleniil emlitést érdemel Frant és Ross®
europiummal szennyezett lantan-fluorid szilard, homogén kristaly mérémembrannal
készitett fluorid-szelektiv elektrédja. A fluorid ionkoncentracié mérésére szolgald, jol
mUkodd egyszerl modszer abban az id6ben nem allt rendelkezésre. Ugyanakkor
nagy igény jelentkezett laboratoriumi, kornyezeti mintakban toérténd fluorid
ionkoncentracié mérésre. Nem véletlen, hogy az ion-szelektiv fluoridelektrédok
rovidesen széles kdrben alkalmazast nyertek.

A szilard halmazéllapotu ion-szelektiv mérémembranok alkalmazasa mellett
megjelentek az Ggynevezett folyadékmembran elektrodok.®” Ezek mérémembranja
vizzel nem elegyedd, nem illékony folyadékkal atitatott porézus szlirémembranbdl
készilt, amely klldnleges felépitési elektrédtestbe foglaltan kerilt alkalmazasra. Az

illetd folyadék oldott allapotban tartalmazta a mérenddé ionnal szelektiv



kdlcsonhatast mutaté anyagot, ionofért. Az ionofér szerencsés esetben semleges
molekula, a potenciometrias valasz szelektivitasat igy az ionok kdzotti kdlcsdnhatas
nem zavarja.

Az ionofdr és az ionok kdzétti kdlcsdnhatasnak a reverzibilis valasz biztositasa
erdekében viszonylag gyengének kell lennie, mely rendszerint a szupramolekularis
kdlcsbnhatasok energiatartomanyaba esik. Kulénbdz6 ionokkal szelektiv
szupramolekularis komplexet adé molekulak talalasaval, szintézisével kapcsolatban
igen intenziv kutatasok indultak meg és folynak napjainkban is kilénb6z8
kutatécsoportokban. Az ion-szelektiv elektrédok valaszan keresztll bizonyos
esetekben egyes kolcsOnhatasok sajatsagaira volt lehetséges kisérleti adatokat
nyerni.

Semleges ionoférokkal kapcsolatos fejleszté munkaban W. Simon iskolaja®>°
ért el elsé6ként kimagaslé eredményeket. A Simon iskola dolgozta ki a ma mar a
klinikai gyakorlatban széles koérben alkalmazott valinomicin ionoféros kalium-
elektrédokat. Valinomicin ionoférral miikédd folyadékmembran kaliumelektrédot

Stefanac és Simon*®*

készitettek els6ként. Azonban a folyadékmembran
elektrédok sértlékenysége, kezelésének nehézkessége tdbbeket arra sarkallt, hogy
megkisérelie a folyadékmembrant mechanikailag stabilabb membrannal
helyettesiteni. Szilikongumi membranban oldott ionoférral készultek jol mikodd
ammoénium- és kaliumelektrodok. Azonban széles korben Shatkay*” és J.D.R.
Thomas® munkéja nyoman kifejlesztett, jol kialakitott mérémembran, egy lagyitott
PVC martix hasznalata terjedt el.

A PVC matrix tetrahidrofuran olddszer alkalmazasaval*

egyszerl eljarast
kovetve készitheté. A PVC oldataba juttatva a tébbi fontos membran komponenst, a
szelektiv komplexképz6 ionofért, a lagyitdé anyagot, tovabba a mikoédéshez sokszor
szukséges lipofil s6t, homogén oldat készul. Ezt alkalmas formaba Ontve és
megvarva mig az oldoszer elparolog, készul el a membran, amit alkalmas
elektrédtestre felvive kapjuk az elektrodot. A PVC matrix biztositia a mechanikai
stabilitast. EI6ny0s tulajdonsaga, hogy nem Iép kolcsonhatasba a mérendd ionokkal,
kémiailag inert, valamint nem elegyedik vizzel. Az ionoférok olyan lipofil szerves
molekulak, melyek a mérendd ionnal szelektiv komplexet képeznek. Ezen kivul mas
Osszetevdknek, a lagyitéknak, a lipofil sénak is fontos szerepe van az ion-szelektiv
elektrédok mikddésében. Csokkentik az elektromos ellenallast és megfeleld
rugalmassagot, mechanikai stabilitast biztositanak, valamint névelik a szelektivitast.

Lagyitoként gyakran hasznalnak bisz(2-etil-hexil)-szebacatot (DOS) vagy 2-
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nitrofenil-oktil-étert (oNPOE), lipofil soként kalium-[tetrakisz-4-klorfenil]-borat
alkalmazasa fordul el6 sok esetben.

Napjainkig rendkiviil nagyszamu korona éter, kalixarén®, kriptand*®, podand®’
és egyeéb tipusu ionofor szintézisérdl szolnak kdzlemények. Az egyes mérésekben
sikeresen alkalmazhato ionoférok egy részét a Fluka cég forgalmazza. Az ionoférok
szintézisérdl, sajatsagairol, az ionoférok és membran 6sszetevék kombinaciojaval
készitett ion-szelektiv elektrédokkal szerzett tapasztalatokrél szamos tanulmany
jelent meg. Nem célom ezekr6l Osszefoglalé képet adni. Inkabb itt néhany
dsszefoglalé kdnyvre, tanulmanyra utalok.*®4°°

A kiilénb6z6 ionokat mind jobb analitikai jellemzék mellett mérni tudé ionoférok
szintézisével, membran dsszetételek kidolgozasaval, mérémaodszerek fejlesztésével
foglalkozo kutatasokkal parhuzamosan élettani kutatasokat végzé
laboratériumokban és a klinikai teruleti alkalmazasokat szem el6tt tarto,
elektrédgyartd cégek mdihelyeiben intenziv munka folyik ion-szelektiv elektrodok
miniatirizalasaval, kulonleges feladatok megoldasara alkalmas mikroelektrédok

készitésével kapcsolatban.

A miniaturizalasi munka tébb iranyban folyik:

- A mikroelektronikai eszkozgyarto technoldgiaval rendelkezd iskolakban ion-
szelektiv térvezérlési tranzisztorok (ISFET) véaltozatai késziilnek.>"*

- Készllnek szitanyomassal, vagy vékonyréteg technoldgiaval egyszer
hasznalatos, planaris ion-szelektiv mikroelektrédot tartalmazé celldk kilénb6zé
feladatok megoldasara.

- Készilnek a fenti celldk tobb elektrédos valtozatai kilonbdzé ionokat méré
micro-dot elektrédok soraval vagy lateralis felbontast lehetévé tevé azonos iont
méré micro-dot elektréd haldzattal.*®

- A mikrokapillaris elektrédok néhany mikroliter klinikai minta elemzésére
szolgalnak.

- Utolsoként emlitem a munkamban készitett, fejlesztett, tanulmanyozott és
alkalmazott ion-szelektiv elektrdd tipust. Ez mikroméretli méréfelllettel rendelkezik,
vékony elektrodtestre épul, a pasztazdé -elektrokémiai mikroszkopiaban jol
alkalmazhat6. Nevezhetd PEKM mérdcsucs tipusu ion-szelektiv mikroelektrodnak.

Ez az elektrodforma a kis invaziot okozo in vivo ion-szelektiv elektrodokkal rokon.
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Az elkovetkez6kben csak az ilyen, a PEKM mérésekben alkalmazhaté
formatumu, felépitési mikroelektrodokkal foglalkozé szakirodalomrdl adok vazlatos
képet.

A szakirodalomban meglehetésen nagy gyakorisaggal fordulnak el6 az ion-
szelektiv elektrodok. Ennek alakulasat lathatjuk az alabbi abran a Science Direct,
Springer Link és a Web of Science folyoirat portalokon fellelheté tudomanyos

publikaciok alapjan.

lon-szelektiv elektrédokrél megjelent
kozlemények szama
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2. abra Az ion-szelektiv elektrodok hasznalatardl, készitésérdl megjelent kdzlemények

szamanak publikalas éve szerinti eloszlasa.

2.1.2.1. Az elektrokémiai mikroszképiaban alkalmazhaté kiilonb6z6

felépitésii ion-szelektiv mikroelektrédok

Amint emlitettem az in vivo élettani vizsgalatok céljaira készitett ion-szelektiv
mikroelektrédok egyes tipusai felépitésuknek kdszonhetéen az elektrokémiai
mikroszkép mérécsucs befogdszerkezetéhez rogzithetdk. Alkalmazasukkal
pasztazo elektrokémiai mikroszkopias vizsgalatok végezhetbk. Az ilyen elektrodok

kifejlesztése azonban évtizedekkel megelézte ezen technika bevezetését. Az
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emlitett elektrédok harom csoportba sorolhatok. Az egyik csoportba tartozo
elektrodok H* vagy mas kationok mérésére alkalmas (iveg mérécsuccsal késziilnek.
A masik csoportba a fémet tartalmazé mérdcsucsu potenciometrias elektrédok, mig

a harmadik csoportba az ion-szelektiv mikropipettak tartoznak.

2.1.2.1.1. Uvegmembrannal késziilt mikroelektrédok

Tarisznyardk nagyméretli izomnyalabjaban tortén6 pH mérés céljara
Caldwell™ készitett, a hagyomanyos elektrédokhoz hasonlé felépitésii miniatiirizalt
Uvegelektrodot. A vékony kapillaris elektrodtest és a kisméreti méré gémbocske
azonos Osszetételll Uvegbdl készllt. Az elektrédtest szigetelését lakk bevonattal
oldotta meg.

Hinke® natrium- és kaliummérd tivegekbdl tiiszeri mikroelektrodokat készitett.
Az elektrédokkal intracellularis ionaktivitas méréseket igyekezett végezni. 100 ym
hosszu beforrasztott végl pipettakbdl allt a mérécsucs. Talan nem felesleges
megjegyezni, hogy ilyen hosszu elektréddal nem érheté el elektrokémiai
mikroszkopias mérésekhez sziikséges sztérikus felbontas. Lev és Buzhinsky®®
szigeteld, ragaszté gyanta alkalmazasaval sikeresen csokkentette a mérdfelllet
mélységét néhany mikrométerre, azonban az elektrod mérete meég igy is
meghaladta az atlagos meéreti sejtben valé mérést lehetévé tevd nagysagot.

Thomas® elektrodtestként szolgald nyitott iivegmikropipetta belsejébe vezetve
bezart végl ion-szelektiv Uvegbdl készult mikropipetta alkalmazasaval ugynevezett
visszahuzodott csticsu (recessed tip) mikroelektrodot készitett. Pucacco és Carter™
modszert dolgozott ki arra, hogy a szigetel6 Uvegbdl készilt nyitott mikropipetta
végét igen vékony, igen kisméretli iveg mérédmembran filmmel vonja be. Ezzel
kisméretd, kis mélységl méréfellletet allitottak elé bioldgiai szovetekben torténé pH
mérésekre.

Levy és Coles® 4 pm mérécsics atmérsjii dupla csévi (ivegelektrod
készitésérdl szamol be. Yamaguchi és Stephens® elektrodkészitéshez egy révid pH
érzékeny Uvegkapillarist, szoros illeszkedéssel egy passziv Uvegkapillarisba

vezettek. Ezt a kettds kapillarist huzé készilékkel mikropipettava formaltak. A pH
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erzékeny pipetta vége beforradt, igy kisméretl, visszahuzott (recessed) érzékeljl
mikroelektrédot kaptak.

NAS 11-18 uvegbdl készithetbk natriumion-szelektiv Uvegelektrodok.
Kezdetben kaliumion-szelektiv Uveg mikroelektrédok is készultek NAS 27-8 illetdleg
NAS 27-4 uvegekbdl, de ezek alkalmazasa a sokkal kedvez&bb méréstechnikai

sajatsagokkal rendelkezé mikropipetta elektrodok megjelenésével hattérbe szorult.®*

2.1.2.1.2. Fémet tartalmazé potenciometrias mikroelektrédok

Amint az jol ismert néhany fém/fémoxid felilet képes jol definialt
potenciometrids pH valaszt adni. Az illeté fellletnek megfelelé elektrédtestbe
agyazasaval készithetdk pH méré elektrédok. Kozottik tankdnyvi szinten jol ismert
az antimon elektrod. Az illet6 elektrédok miniaturizalt valtozatairdl szamos
kdzlemény sz6l.%?

Bard és munkatarsai®® irnak le jol alkalmazhaté mddszert antimon
mikroelektréd készitésre. A moddszer szerint eljarva megolvasztott antimon fémet
vastag falu, sziik kapillarisba szivnak, majd a leh(ilés utan az antimont tartalmazé
kapillarisbol vékony szalat huznak. A kapott szalbdl mikroszkop alatt kivalasztva egy
szakadasmentes szakaszt, azt elektromos ellenallashurokkal megolvasztva és
tovabb vékonyitva készithetd, akar szubmikron méretl Uvegtestbe agyazott antimon
mikrokorong elektréd. Erdemes megjegyezni, hogy ez az elektréd a pasztazé
elektrokémiai mikroszkopiaban amperometrias mérécsucsként is alkalmazhaté. Ez a
lehetdség nagy eldnyt jelent, ugyanis amperometrias tzemmaodban az ott jelentkezd
visszacsatolasi hatas lehetéséget nyujt a felllet — méréesucs tavolsag mérésére,
azaz az elektréd poziciondlasara. A kettés funkcidju antimon mérbcsucs
alkalmazasardl szamos tanulmany szél.

Iridium-dioxid film bevonatu pH méré mikroelektrodok sikeres készitésérdl,
alkalmazasarél tébben szamolnak be.*%

Tobb cég forgalmaz iridium-oxid film bevonatu méréfeliletld ,szilard” pH
méréelektrodot. Ezek méréfelllete gyakran a mikroelektrodok mérettartomanyaba
esik. Bezbaruah®® iridium-dioxidos pH mikroelektrodja elektrokémiai redukciéval

készitett mérofellletet alkalmaz.
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Kis atmérdji ezist huzal alkalmazasaval késziltek biolégiai vagy
elektrokémiai mikroszkopias célokra masodfaju mikroelektrodok. igy Mauro®”
tintahal (squid) orias axonjaban mért kloridion koncentraciot 15 ym atmeéréji ezust
huzal felhasznalasaval kialakitott ezist/ezist-klorid elektroddal.

Sokkal kisebb méréfeliiletii eziistelektrodot készitettek Kerkut és Meech.®® Ugy
jartak el, hogy ammaonias ezist-nitrat oldatot juttattak boroszilikat Giveg mikropipettak
belsejébe, majd a pipettakat 20%-o0s formalinoldatba helyezték. A szlk pipetta
nyilason bejuté formalin redukalva az ezistionokat egy fémezist dugot képzett a
pipettahegyben.

Saunder és Brown® eziist huzal végét ,kihegyezte” lligos natrium-cianid
oldatban végzett kontrollalt cellafesziltség alkalmazasa melletti elektrolizissel. A
hegyes huzalvéget megfeleld elekirodtestbe ragasztva készitett a kloridion
koncentracio mérésére alkalmas mikroelektrodot.

Denuault és munkatarsai’® 50 pm atmérsjii eziist/eziist klorid korongelektrédot
hasznaltak a pasztazd elektrokémiai mikroszkopias méréseikben. Sikerult
meghatarozniuk az elektrod kdzelében Iévé polianilinfilm redox ciklizacioja soran a

beéplld, illetbéleg felszabaduld kloridionok fluxusat.

2.1.2.1.3. lon-szelektiv mikropipettak

Uveg mikropipettakat biologiai, mikrobioldgiai kisérletekben, biotechnolégiai
munkak kulonbdzé teriletein szdvettani, farmakoldgiai vizsgalatokban gyakran
hasznalnak. Sejtek, sejt szervecskék izolalasara, anyagok kllénb6z8
mikrokdrnyezeti helyekre torténé bejuttatasara nehéz volna jobb eszkdzt talélni az
atlatszé, szinte tetszéleges alaku, méretli formaban kdénnyen elkészithetd
pipettaknal. Hasznalatosak nyitott végi pipettak iontoforetikus anyag bejuttatasra
vagy lokalis elektromos potencial kulonbségek nyomon kovetésére is.

A kisérletes élettudomanyok muvel6i Uveg mikropipettakat hasznaltak a sajat
céljaikra jol hasznéalhaté elektrodforma kialakitasara. Ezzel létre jottek az ion-
szelektiv mikropipettak.

Az analitikai méréérzékeldk, igy az ion-szelektiv érzékelék fontos

tulajdonsagai a koncentracié valasz (itt elektréd potencial - loga jel fuggvény), a
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szelektivitas, az alsé méréshatar, a kalibracios gorbe meredeksége, a dinamikus
méréstartomany és a valaszidé.

Az ion-szelektiv elektrodok esetében az analitikailag fontos jellemzék kozuil
kitintetett jelent6ségl a potencial valasz, a stabilitas, a reprodukalhatésag, az
elektrédok pH és redox érzékenysége és a valaszid®é.

Amint az jol ismert a potenciometrias elektrédok esetében a mérendd

ionaktivitas és az elektrédpotencial kozotti 6sszefiggést a Nernst-egyenlet irja le

(2).
E=E’ +Eln(ai(l))
z.F

)

Ahol az E, a standard potencial,
R az egyetemes gazallando,

F a Faraday-allandé,

T a hémérséklet,

Z, az ion toltésszama,

a,() pedig az elsédleges ion aktivitasa

Tizes alapu ionaktivitasi skalat figyelembe véve egyértéki ionok esetében (zi=
1) egy nagysagrend ionaktivitas valtozas 59,2 mV elektrédpotencial valtozast
eredményez 25 °C-on. Mig pH-méré (ivegelektrodok esetében ez az elméleti
,valaszmeredekség” rendszerint teljesil, ion-szelektiv mikropipettak kalibraciés
gbrbéjének meredeksége rendszerint eltér ettél. 54/z mV/dekad kordli érték
esetében az elektrod mikoddését a koncentraciomérés gyakorlataban megfelelének
tartjuk.

A valaszgorbe meredeksége az igen kis koncentraciok tartomanyaban
jelentésen csokken (szub-Nernsti meredekség), bizonyos esetekben pedig
meghaladja az elméleti értéket (szuper-Nernsti meredekség).

A jelenséget Sokalski, Pretsch’* és Lewenstam’ vizsgalatai alapjan, a
membranon keresztuli iontranszport hatasanak tulajdonithatjuk. Kis koncentraciok
esetében az elekiréd bels6 toltetében nagyobb az ionaktivitas, mint a
mintaoldatban. Ez a membranon keresztuli diffuzié hajtéerejeként jelentkezik. A
bels§ toltetbdl az ionofér segitségével a minta-mérémembran hatarfellletre
diffundalé ionok megndévelik a tényleges ionaktivitast a méréfellleten. Ennek

kovetkeztében a minta koncentracidjanak csdkkenésével nem jar egyltt a
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hatarfellleti koncentracié azonos méretl csdkkenése. A szuper-Nernsti meredekség
magyarazata a fentiekhez hasonld. Ha a belsé toltetben az illeté ion aktivitasa
rendkivul kicsiny, akkor ellenkezé iranyu a membranon keresztuli diffuzié hajtoereje.
A mérdfeluleti ionok koncentracidjat csokkenti a diffuzio. Ez természetesen a
latszolagos meredekség ndvekedését okozza.

A Kkis koncentraciok mérése esetén, a fentieknek megfeleléen elényds, ha a
bels§ toltet sajation koncentracidja nem kulonbdzik nagymértékben a minta
koncentraciotol. Ekkor a szuper-Nernsti meredekség nem jelentkezik és az alsé
méréshatar jelentésen kiszélesedik a kis koncentraciok iranyaban. Tehat az als6
méréshatar kiszélesitése érdekében az elektréd bels6é toltetében tobben
alkalmaznak komplexképz8 ligandumot a szabad sajation koncentracio értékének
beallitdsara. Az ion-szelektiv mikropipettak als6 méréshataranak komplexképzét
tartalmazd belsé toltettel torténd kiszélesitésével kapcsolatos vizsgalatokrol
szamolnak be Sédergard és munkatarsai’®.

A szelektiv potenciometrias elektrédok masik, analitikailag fontos sajatsaga a
szelektivitas. lon-szelektiv mikropipettak esetében a szelektivitas |ényegében az
alkalmazott koktél altal meghatarozott. Kismértékben az ugynevezett ,csucs

potencial” befolyast gyakorolhat a szelektivitasra.

2.1.2.1.3.1. lon-szelektiv mikropipettak néhany fajtaja

Az élettani vizsgalatok céljaira alkalmazott kalium-szelektiv mikropipettakban
a korabbiakban a Corning cég altal forgalmazott, kalium-tetrafenil-boratot tartalmazé
koktélt hasznaltdk. Az igen kedvezd szelektivitast biztositd ionoférok
kidolgozasaban Simon” csoportja végzett uttéré munkat. A napjainkban széles
korben alkalmazott kalium-szelektiv elektrédok az ¢ altaluk bevezetett valinomicin
ionoféron alapulnak. Pungor’ csoportja biszkoronaéter tipusti, BME 44-nek

nevezett semleges ionofdrt alkalmazott kaliummérésre készitett mikropipettakban.

Gyurcséanyi’ és munkatarsai potenciometrias PEKM méréshez fejlesztettek ki
szilard kontaktusu kaliumion-szelektiv elektrédot. Ez egy 8 um atmérdji szénszalat
tartalmazott kénikus végl Uvegtestbe forrasztva. A kapillaris elkeskenyedd véglapjat

lecsiszoltak, hogy megjelenjen a szénszal mikrokorongként. A véglapot poliroztak,
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majd vezetépolimer sajatsagu polipirrol réteggel vontak be. A polipirrol film
biszkoronaéter tipusu ionofor anyagot — BME 44-et — tartalmazott. Ez az elektrdd jol
mikoédé  kaliumion-szelektiv - elektrodnak  bizonyult. A kalium  mikropipetta
elektrédoknal ez az elektréd lényegesen nagyobb mérécsucs atmerdvel rendelkezik,

ami természetesen el6nytelen.

Kalciummérésre hasznalt korai mikroelektrodok mérémembranja dialkil
foszforsavval kevert dioktilfenil-foszfonatot tartalmaztak ionoférként. Brown™ és
munkatarsai olyan kalcium elektrodrél szamolnak be, mely készitéséhez di-p-
(1,1,3,3-tetrametilbutil)—fenil foszforsavval kevert di-n-oktil-fenilfoszfonatot
alkalmaztak ionoférként. Simon csoportja’’ az ETH 1001-nek nevezett ionofért
talalta leginkabb alkalmasnak kalciumion koncentraciét méré PVC matrixa elektréd
készitéséhez. Az ETH 1001 ionofort tartalmazo, kalcium mikropipetta elektrod
készitésére szolgald koktélt a Fluka cég forgalmazza. A kalciumion-szelektiv
mikropipetta  elektréd alsé meéréshataranak kiterjesztésével kapcsolatos
eredményekrél szamolnak be Sédergrad’® és munkatarsai. Ammonium-ion aktivitas
mérésére nonaktin alapu ionofor bizonyult elénydsnek. Ammaodniumion-szelektiv

mikropipettak alkalmazasardl szamos kdzlemény szal.

Fontossaggal bir a litium-ion koncentracié mérése is. Litium-ionokat a manias
depresszid kontrollalasara lehet alkalmazni.”® Ugyanakkor a terapias doézis szint
litium-ionok esetében igen sziik. A litium-ion koncentraci6 mérése szikséges a

terapias dozis beallitasahoz.

A pH mérés soran hasznalt Uvegelektrodok élen jarnak mas eszkozokkel
szemben a szelektivitasuk és élettartamuk tekintetében, ennek ellenére a
mikroméretli Uvegelektrodok elkészitése kissé bonyolult és nagy odafigyelést
igényel. A pH mérésére is sok esetben ion-szelektiv mikropipettakat hasznalnak. A
pH mérd mikropipettak ion-szelektiv koktélja ionoforként semleges tridodecil-amint
tartalmaz.®® Klusmann és Schultze®' hasznaltak tiveg mikropipetta elektrédot PEKM
mérés soran lokalis pH profil tanulmanyozésahoz. Az A&ltaluk hasznalt elektrod
mérécsucsa 1 um atmérdji volt. Az elekiréd készitéséhez a Fluka cégtdl vasarolt

hidrogén ionofér 11-koktél A —t hasznaltak.
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2.1.2.1.3.1.1.lon-szelektiv cinkelektrodok

Munkamban Uj tipusu ion-szelektiv mikropipettakat készitettem és
hasznaltam. Ezért e helyen révid attekintést adok a potenciometrias cinkelektrédok
sajatsagairdl, alkalmazasardl szo6lo6 irodalmi el6zményekrdl.

A cink az élévilagban esszencialis nyomelem. Az emberi test minden szdvete
tartalmaz cinket, igy testlinkben a cink 6sszes mennyisége 2,3 g korll van. Tébb
mint szaz enzim miikddése fligg a cink jelenlététél. A cink példaul fontos szerepet
jatszik a DNS-transzkripcidban, és az inzulin hormon is tartalmaz cinket.

A cink az emberi taplalék fontos nyomeleme. Szamos iparag, igy a vegyipar, a
festékipar, elektronikus eszkoz- illetéleg elemgyartas hasznal cinket. A fentiek miatt
a cinknek kuldnb6z6é mintakban torténé meghatarozasa az analitikai kémia egyik
fontos feladatat jelenti. A feladat megoldasara szamos maodszer kidolgozasara kerdilt
sor. Kozllik legszélesebb kérben az atomspektroszképiai modszereket
alkalmazzak. A cink-ionok higanyelektrédon redukalhatok, igy kulénbdzd
polarografias modszerek is alkalmazhatdk méréstikre.

Potenciometrias cinkion-szelektiv elektrédok kifejlesztésére, alkalmazasara is
sor kerlilt. Zamani® és munkatarsai olyan cinkion-szelektiv elektrodrél szamoltak
be, mely PVC membranbdl készilt, és 5,6-benzo-4,7,13,16,21,24-hexaoxa-1,10-
diazabiciklo [8,8,8]hexakosz-5-én (BHDE) kriptand ionofért tartalmazott. Ezt az
elektrédot sikerrel alkalmaztdk egyrészt komplexometrids titralasok végpont-
indikalasara, masrészt galvanfurddékbdl szarmazd ipari szennyvizek cink-ion
tartalmanak ellenérzésére.

PVC matrixban®® eloszlatott porfirin szarmazék ionofért tartalmazd membran
alkalmazasaval is késziltek ion-szelektiv cinkelektrodok.

A cinkion-szelektiv elektrodok kifejlesztésére iranyuld kutatasok féleg
kornyezetvédelmi-, klinikai- vagy élelmiszer analitikai perspektivikus alkalmazasi
terlleteket céloztak. Ritkabban szerepeltek az alkalmazasok kozott korrozios
folyamatok vizsgalataval kapcsolatos® mérések. Cink rétegeket, filmeket vagy
diszpergalt cink részecskéket tartalmazo anyagrétegeket gyakran hasznalnak
katodos korroziévédelem céljara. A cink ,0nfeldldozd” korréziovedd sajatsaganak
vizsgalatara a koézelmultban pasztazé vibracidos referencia elektrodos (Scanning
Vibrating Electrode Technique - SVET)®®® és pasztazd elektrokémiai
mikroszkoépias technika (Scanning Electrochemical Microscopy - SECM)%8

alkalmazasara kertilt sor.
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A cinkion-szelektiv PEKM mérécsucs kifejlesztésére iranyuld6 munkankban a
mikropipetta elektrodforma alkalmazasat volt célszeri valasztanunk ugyanis az ion-
szelektiv mikropipetta elektrodok®®* e teriileten is szamos fontos elénnyel
rendelkeznek. Az elektrodforma f6 elénye az, hogy nagyon kis mérécsucs atmérsji
- gyakran a nm tartomanyba es6 — hegyet is kialakithatunk. Az elkészités technikaja
univerzalis. A mér6 "koktél" dsszetételétdl figg, hogy milyen ionra szelektiv valaszt
ad az elektréd. gy azonos készitésmod alkalmazasaval tobbféle ion mérésére
alkalmas elektrédokat lehet preparalni. Meg kell emlitenink, hogy az ion-szelektiv
mikropipettak néhany elénytelen tulajdonsaggal is rendelkeznek. Hatranyos
nagymeértékl torékenyseguk, és rovid élettartamuk. Mechanikai hatasokra,
elektromos sokkra rendkivul érzékenyek, élettartamuk pedig ritkdn hosszabb
néhany napnal. igy készitésiiket a felhasznalas elétti idére célszer(i idéziteni és
hasznalatuk nagy gondossagot igényel.

A PEKM mérésekben torténd alkalmazas szempontjabdl hatranyt jelent, hogy
minél nagyobb a mérdcella ellenallasa, annal hosszabb idére van szikség az illetd
helyen uralkodé ionaktivitas értékének megfeleld elektrodpotencial kialakuldsahoz.

igy kicsiny, tehat nagy ellenallasu mikropipetta alkalmazasa esetében csak
lassu pasztazas mellett készithet6 torzitasmentes kémiai mikroszképias kép.
Tovabba nagyobb ellenallasi mérdékér igen érzékenyen reagal az elektromos
zajokra. Denuault és munkatarsai®® munkdja ad képet a potenciometrias

mikropipetta csucsokkal végezheté PEKM mérések elényeirél és nehézségeirdl.

2.1.3. Enzimelektrédok

Az elsd bioszenzort Clark® készitette 1962-ben oxigén alapérzékeld
alkalmazasaval. Az elektrod glukoz koncentracio meérésére szolgalt. Készitése
soran Clark az altala korabban kifejlesztett amperometrias oxigén elektrédot
hasznalta alapérzékel6ként. Mint az jél ismert a Clark-féle oxigénelektréd platina
munkaelektrédra épll, amely méréfellletét a mintatdl egy csak gazok szamara
atjarhaté membran valasztja el. Clark a gazatereszt§ membran méréfeliiletén

immobilizalt glikéz-oxidaz enzimet tartalmazo filmet alakitott ki.
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Az elektréd mikodése a

GOX
B-D-glukdéz+ O+ H,O - glukonsav + H,0,

enzim katalizalta reakcion alapul.

Clark eredeti elektrodja az elektrdd feluletén jelentkez6 oxigén koncentracioval
linearis fuggvénykapcsolatban levé amperometrias aramot, az oxigén redukcio
hatararamat jelezte. Nagy glikéz koncentracié kicsi aramintenzitast eredményezett,
ugyanakkor a mintaoldat eredeti oxigénkoncentracidja befolyast gyakorolt az aram
intenzitasara. Ez a két jellemzé elénytelen.

Célszeriinek latszott a glikoz-oxidaz enzim altal katalizalt reakcidban
keletkez6 hidrogén-peroxid detektalas alapjan mikodd glikozmérd enzimelektrédot
késziteni. E munkaban a kezdeti lépéseket Guilbault csoportja® tette meg. Ok
platinaelektrod méréfelliletére kdzvetlendl felvive poliakrilamid gélben immobilizalt
glikoéz-oxidaz enzimet készitettek glikozméré bioszenzorként. A platina
munkaelektrodon alkalmas pozitiv elektrodpotencialt beallitva detektaltak a
hidrogén-peroxid oxidacios aramat. Ezzel kis koncentraciok esetében igen kicsiny
jelet kaptak és bizonyos oxigén koncentracio felett a mintaoldat
oxigénkoncentraciéjatél fuggetlenné valt az elektrod valasza. Az oxigén és
kllonb6zb szerves szubsztratok — alkoholok, aldehidek, aminosavak, stb.- kdzotti
hidrogén-peroxidot eredményezd reakcidét katalizalé oxidaz enzimek szama
meghaladja a negyvenet. Ennek megfeleléen az oxidaz enzim katalitikus hatasat
kihasznalva szdmos mas anyag mérésére készultek a gluikéz elektrodhoz hasonlo
felépitési, hasonlé miikddési enzimelektrodok.”

A hidrogén-peroxidot detektald amperometrias elektrédok hatranyos
tulajdonsaga, hogy a mintaoldatban jelenlev®d mas, az adott potencialon
elektroaktivitdst mutatd anyagok is amperometrias jelet adnak. igy a szubsztrat
méréseét zavarjak. A zavard hatas kikliszobolésére tObb megoldas is szlletett.
Tobben alkalmaztak torma-peroxidaz enzimet a reakciérétegben.®® Ezt a hidrogén-
peroxid oxidalja. Az oxidalt enzim a platina elektrodon redukalhato, igy a redukcios
potencialon az oxidalhaté anyagok nem zavarjak a mérést. Mas megoldas szerint®’
a platinaelektrod fellletén méretkizarasos membrant lehet alkalmazni, melyen a
hidrogén-peroxid kismolekula atjut, de a zavaré nagyobb méreti molekulak nem

tudjak megkozeliteni az elektrod fellletét.
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Az ez ideig kidolgozott és alkalmazott nagyszamu amperometrias
enzimelektréd mellett szamos potenciometrias alapérzékelén alapuldé biokatalitikus
elektrodot is kidolgoztak. Kozottuk els6ként a kation-szelektiv Uvegelektrédra épuld
karbamid elektrodrél jelent meg kdzlemény.*® Az elektrod miikddése az alapelektrod
felUletét burkold, immobilizalt ureadz-enzimet tartalmazé réteg katalitikus hatasan
alapul. Az ureaz altal katalizalt hidrolizisben ammoniumionok keletkeznek. Ezt
detektalia az alapérzékels.®**® A karbamidelektrod szamos tovabbfejlesztett
valtozatarél nagyszamu dolgozat sz6l.20-*%2

Késziltek potenciometrias enzimelektrédok pH érzékeny tvegelektrédon, ion-

szelektiv jodid elektrodon,*®

cianid elektrédon stb. Ezen elektrodok gyakorlati
alkalmazasa azonban lényegesen szlikebb Kkor(, mint az amperometrias
elektrodoké. Ennek oka a kevésbé kedvezd als6 méréshatarban és a nagyobb
valaszidében keresendd. Potenciometrias ion-szelektiv mikropipetta elektrédon
alapulé bioszenzorrdl igen ritkan jelennek meg kdzlemények.

Munkamban méretkizarasos réteggel ellatott platina mikroelektrodra épulé
glikozelektroddal  végeztem  méréseket. A bioszenzorok  fejlédésérdl,
alkalmazasairdl, fajtairdl szoldé igen szertedgazd szakirodalomrdl nem kivanok
dsszefoglalé képet adni.’**%

A biokatalitikus szelektiv szenzorok fontos szerkezeti egysége az alapelektréd
feluletén kialakitott reakciéréteg. Ez tartalmazza a szubsztrat és az iranyszelektiv
reakciot katalizalo bioszenzort immobilizalt formaban. Az érzékel§ mikddése a
reakcidrétegben lejatszédd kémiai reakcion alapul. A mérend® anyag (szubsztrat)
és a reakcid partner/ek bejutnak a reakciorétegbe, ott a biokatalizator hatasara
reakcioba |épnek. Lokalis koncentracidvaltozas jon létre. Ezt detektalja az
alapérzékel6. A reakcioréteg szerkezete, vastagsaga jelent6s hatast gyakorol az
erzékel6 mukodésere. A reakcidréteg készitésének maodjaival, mikodésével igen
kiterjedt irodalom foglalkozik. Itt csak megemlitem, hogy az enzim immobilizalasnak
a szenzorkészitésben hasznalt modszereit négy csoportba szokas sorolni. Az
immobilizalas torténhet nagy fajlagos fellletl rétegen térténd adszorpcidval,
kialakithatd a nagymeéretl enzim molekulak transzportjat gatld, a matrix anyagbal
képzett térhaloval, - dializis membrannal gatolhatjuk az enzim eltavozasat- és
kialakithatd alkalmas reagenssel kovalens kotés a matrix anyag és az enzim
molekula kozott. Az iparban szokasos a biokatalizatort mikrokapszulaba zart
formaban is alkalmazni. Ez a szenzorok esetében azonban kevéssé elterjedt.

Munkamban glutaraldehid bifunkcids reagens segitségével térhaldsitott glikodz-
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oxidaz réteget hasznaltam glukoz-mikroelektrod készitéséhez. Ez a mddszer a

bioszenzorok készitése teriiletén jol ismert, széles kérben alkalmazott.**®%

2.1.3.1. Glukéz diffuziés koefficiensének mérésével kapcsolatos

el6zmények

Mint ismeretes a glikéz élettani folyamatokban rendkivil fontos szerepet
jatszik. Ennek megfeleléen a kulonb6z6 kdzegekben végbemend glukoz transzport
sebessége fontos adat fiziolégiai folyamatok tanulmanyozasahoz vagy
biotechnoldgiai lépések optimalasahoz.

Novényi és allati szovetekben, sejt szuszpenzidkban a glikoz felvételét
kllonb6zd aktiv transzport mechanizmusok szabalyozzak. Ugyanakkor a kémiai

potencial altal ,hajtott” passziv transzport, a diffuzi6 is fontos eleme a transzportnak.

Klldbnb6zd membranokon vagy géleken keresztul torténd diffuzio
koefficiensének mérésére gyakran egymastdl az illeté membrannal elvalasztott,
kétkompartment( diffuzids cellat hasznalnak. Alkalmas mdodon kilénb6zé idében
mérik a donor és az akceptor rendszerben a vizsgalt komponens koncentraciojat.
A kllonb6zé elrendezési diffuzids cellakban altalaban lassu és bonyolult a mérés.
Fontos, hogy a diffuziés kézeg vastagsaga ismert és allandé legyen. Zhang és

Furusaki'®®

egyik tanulmanyukban 6sszehasonlitottak a diffuzidmérésre kialakitott
cellakat.

Mint az jél ismert a voltammetrias kisérletekben kapott aramer8sség értéket
megszabd paraméterek kozott az elektrédon atalakuld anyagféleség diffuzids
koefficiense - gyakran annak négyzetgyoke - szorzo6 tényezéként szerepel.

Ennek megfelelden szamos voltammetrias mddszer — igy a polarogréfia,
kronoamperometria, DC voltammetria - alkalmas a diffuzios koefficiens mérésére.
Az elektrodfolyamatok azonban rendszerint szamos konszekutiv [épésbdl allé
komplex heterogén folyamatok. igy a voltammetrias mérések csak akkor adnak
megbizhat6 diffuziés egyutthatd értékeket, ha az elektrodfolyamatban a diffuzié a

sebesség —meghatarozo lépés.
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A glikoz esetében az elektrokémiai diffuziés egyiltthatd mérési modszerek
alkalmazasa nehézségbe Utkdzik. A glikoz vizes oldata nem mutat elektroaktivitast
savanyu és semleges kdzegekben a hagyomanyos voltammetrias elektrodokkal
elérhet6 potencial ablak tartomanyaban. Lugos kozegben réz- és nikkel-
elektrodokon egyes cukor komponensek, koztuk a glikoz is koncentracio-mérést
lehetévé tevé oxidaciés hullamot adnak.'® Lugos kdézegben ugyanis ezen
elektrodok meéréfeliletét elektrokatalitikus sajatsagu fém-oxid film vonja be. Az
elektrokatalitikus oxidacid soran nem keletkezik az elektréd fellletet passzivald
bevonat. Az elektrokatalitikus oxidacié azonban bonyolult reakciémechanizmust
kovet. A diffuzidos koefficiens voltammetrids mérési modszereinek dsszehasonlitd

vizsgalata'*®

mutatta, hogy az egyes modszerek nagy bizonytalansagu
eredményeket szolgaltatnak. Fontos szempont a mddszervalasztashoz az is, hogy
fontosabb adat a semleges kézegben mutatkozé passziv transzportot jellemzé

diffuzidés koefficiens.

A pasztazéd elektrokémiai mikroszkdpias modszer kifejlesztése egy korabban
kidolgozott diffuziés koefficiens-mérd mobdszer megbizhatésagat, pontossagat,
egyszerlségét novelve az illetd moddszert jelentdsen vonzébba teszi. Az illetd
moddszer az elektrokémiai repulési id6 modszer (Electrochemical Time of Flight
method - ECTOF). Angol kezddbetlis névvel nevezhetjuk a médszert SECM-TOF
maddszernek.

Az elektrokémiai repiilési id6 moédszer nevet Feldman és munkatarsai'
vezették be. A TOF mddszerek alkalmazasakor a vizsgalt anyag egy forras és egy
az anyag koncentracid mérésére alkalmas detektor kozotti, a vizsgalt kézeget
tartalmazo diffuziés aton ,repll”. A detektor altal adott idépontban mért
koncentraciotdl fuggb jel és az id6 kozotti figgvénykapcsolat alapjan torténik a
diffuziés koefficiens kiszamitasa a repulési tavolsag és szikséges mas adatok
ismeretében.

Slowinska és munkatarsai'*® mikrosavos elektrodokat, galvanosztatikus
generalast és potenciometrias detektalast hasznaltak a diffuziés egyutthatok
mérésére. Bard és munkatarsai''® valamint Fosset és munkatarsai'* foglalkoztak az
EC-TOF mérések elméletével. Mosbach kutatd csoportja™™® kalium-hexaciano-ferrat
és ferrocén részecskék diffuzids sajatsagat vizsgalta nagy pontossaggal pozicionalt
forras egység segitségével detektaldé mikroelektréd kdzelébe bejuttatva az anyagok

oldatat. Mirkin és munkatarsai*'® brém-ionok diffiziés koefficiensét mérték AgBr
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filmben EC-TOF modszer segitségével. Munkajukban 50-200 ms ideig tartd
elektrédpotencial impulzust alkalmaztak korong alaku Ag / AgBr generator
elektrodon, és mérték az id6t, mig az ionok atlépik a generator és az érzékeld
elektrod kozti repilési hézagot”. Osszehasonlitottak a vizben és AgBr - ban mért

diffuzios koefficiens értékeket.

Ralph Adams™’ laboratériumaban a mult szazad nyolcvanas éveiben
kilonb6z6 neurotranszmitter anyagok és azok metabolitjainak in vivo transzport
sebességét mértek érzéstelenitett kisérleti allatok, patkanyok agyanak kulénb6zé
terlletein. Azokban a kisérletekben pneumatikus ejektor készulékhez kapcsolt
mikropipettat hasznaltak forrasként. Detektorként pedig amperometrias grafit
mikroelektrédot, vagy ion-szelektiv mikropipettat. A detektor és a forras testét
egymashoz rogzitve adott repllési tavolsagot alkalmaztak. A forrasbdl igen
kisméretli cseppecskét kibocsatva az anyag az agyszoveten keresztil diffundalva
jutott el az elektrod terébe, majd a gdmbi diffuzié sajatsagai szerint eloszlott a
kdzegben. Ennek megfeleléen csucs alaku detektor jel — id6 tranziens jelentkezett.
A mobdszer egyszerlisége, gyorsasaga elénydsnek mutatkozott, a mérések fontos
eredményeket szolgaltattak. A tavolsag pontos mérése azonban a mikron skalan
nehezen megoldhaté. Ez hibaforrasként jelentkezett az in vivo kisérleteknél.

A Bard és munkatarsai'®*®

altal kidolgozott pasztazo elektrokémiai
mikroszképos moédszer (PEKM) készllék egylttese, az elektrokémiai mikroszkop
lehetbséget biztosit szamunkra, hogy adott ismert tavolsagokkal valtoztassuk a
forras és a detektor kozotti repiilési tavolsagot. Igy lehetéségiink van szamos
kuldnb6zb tavolsag melletti tranzienst nyerni. Ezek értékelésével nagymértékben
ndvelheté az EC-TOF diffuziés koefficiens adatok megbizhatésaga.

A multirepulési-id6 mddszer alkalmazasaval kapcsolatban kedvezd

k'?° a PTE Altalanos és Fizikai Kémia Tanszékén. Az illeté

eredmények szilette
kisérletekben egyrészt elektrokémiailag reverzibilis elektrédvalaszt adé anyagok
coulometrias generalasaval, masrészt pneumatikus nanocsepp adagoléval tortént a
vizsgalt anyag bejuttatdsa. A detektalas amperometrias mikroelektrod mérécsuccsal
tortént. Megallapitast nyert, hogy a mddszer egyszerliisége, viszonylagos
gyorsasaga mellett azzal az elénnyel is rendelkezik, hogy koherens kdzegekben,
gélekben, iszapban, Uledékekben, él§ szbvetekben torténd diffuziomérésre is
hasznalhaté, ugyanis a mérdcsucs tengelyiranyban mozoghat ezekben a

kézegekben is jelentds szerkezeti sérulés okozasa nelkul.
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Szamos mas diffuziés koefficiens mérémodszer sikeres alkalmazasardl
olvashaték kdzlemények. Az Ujabbak koziil emlitést érdemel Martin és Unwin'?

dolgozata.

2.2. PEKM (Pasztazé elektrokémiai mikroszkopia)

A mikrovilag vizsgalatanak fontos eszkoézei a mikroszképok. A hagyomanyos
mikroszképok elektromagneses hulldm és a vizsgalt céltargy koélcsénhatdsa nyoman
adnak szamot a céltargy sajatsagairdl. Ezen eszkdzok felbontasa, azaz a legkisebb
tavolsag, amely két szélén lathaté pontok elkildndinek, fligg az alkalmazott
sugarzas hullamhosszatdl. Kisebb hullamhossz, nagyobb felbontast tesz lehetévé.
Ennek megfeleléen alakultak ki az elektronmikroszképidas modszerek. A gyorsitott
elektron igen kicsiny hullamhossza kedvezéen nagy felbontas, nagy nagyitas
elérését teszi lehetove.

Az elektronmikroszképia napjainkban is igen fontos, széles kérben alkalmazott
modszer. Hatranya azonban, hogy vakuum szikséges a képalkotashoz, ez kizarja
€l6 mintak vizsgalatat. Azonban a mikroszkdpias modszerek fejlédése igen intenziv.
Az elmult néhany évtizedben igen jelentds eredmények szilettek. Gondoljunk a NIR
(Near InfraRed Spectroscopy) technika, vagy a konfokaciés médszerek fejlédésére.

Az 1980-as évek elején Binning'®

es Roher svajci kémikusok munkaja
nyoman egy egészen ujszerl mikroszkdpias modszer szlletett, a pasztazé alagut
mikroszképia (PAM, angolul Scanning Tunneling Microscopy STM). Ez a médszer
érdekes modon nem elektromagneses sugarzas és az anyag kolcsdnhatasan
alapul. Ennek megfeleléen eltérd sajatsagok vizsgalatat, nagy felbontast tesz
lehetévé. A pasztazo alagutmikroszkopia a felfedezése 6ta eltelt mintegy harminc év
alatt a fellleti folyamatok vizsgalatara szolgalé egyik legfontosabb eszkdzzé valt.
Miikodése pasztazdé mérbesucs, nagy felbontasu pozicionalé szerkezet és
szamitogépes adatgylijto, kiértékel6 programok kombinalt alkalmazasan alapul. A
jelet mikodéséhez a mérécsucs és a minta felllet kdzotti alagutaram segitségével
képezi. A pasztazd alagutmikroszkép kifejlesztését rovidesen mas pasztazo
mérdcsucson alapuld6 modszerek kovették. Elséként létrejott az atomerd
mikroszképia (AEM, angolul Atomic Force Microscopy, AFM).'?® Itt a mérécsics és

a minta kozotti lokdlis er6hatas detektalasan alapul a jelképzés. Az
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elektrokémikusok egyrészt koran alkalmazni kezdték az emlitett mikroszkopias
modszereket az elektrodok fellletén lejatszdédd folyamatok vizsgalatara, masrészt
kifejlesztették a sajat vizsgalataikra alkalmas mérécsucs mikroszkdpias modszert, a
pasztazd elektrokémiai mikroszkopiat (PEKM). A fejleszt6 munkaban két

124125126127 mikroméretli szénszal

kutatocsoport vegzett uttéré munkat. Engstrom
elektrodokkal els6ként tanulmanyozott elektrod fellletek kozelében diffuzios
profilokat. Bard*® kutatdcsoportja alapvetéen hozzajarult a médszer eszkdzeinek
kifejlesztéséhez, a modszerrel kapcsolatos elméletek kidolgozasahoz és a modszer
alkalmazasi terlletének felméréséhez. A modszer nevét is Bard adta. A pasztazo
elektrokémiai  mikroszképpal  kapcsolatos  kutatasairdl Bard  csoportja
koézleménysorozatban szamol be (Scanning Electrochemical Microscopy 1-60.). A
pasztazd elektrokémiai mikroszkopias terlleten elért eredményekrdl kétévenként
nemzetk6zi konferenciat, ugynevezett ,workshopot” tartanak. 2013-ban kertilt sor a
hetedik 6sszejovetel megrendezésére. A PEKM tématerileten elért eredményekrol

sz0l6 kdzlemények évenként megjelend szamardl ad attekintést a 3. szamu abra.

SECM-r0l megjelent kiizlemények évenkénti
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3. abra Pasztazo elektrokémiai mikroszkodpia fejlesztésérdl, alkalmazasardl szo6lo publikaciok

szama éves felbontasban.

A Pécsi Tudomanyegyetemen, az Altalanos és Fizikai Kémia Tanszék
laboratériumaiban két pasztazé elektrokémiai mikroszkopias készllék kialakitasara
kerult sor a korabbiakban. Az illet6 kémiai mikroszkopok harom f6 részbdl allnak,
egy elektrokémiai méréallomasbdl, egy mozgatd egységbdl, és a méréeellabdl. A

készillékhez szamitdgép és optikai kamera csatlakozik.
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A mikroszkop mikddése soran a mikroszkop mikroméretli elektrokémiai
erzékeldje, méréecsucsa a merési program altal meghatarozott uton, sorrendben és
sebességgel, felkeresi a mérdcellaban Iévé mérési célpontokat. Ott az illetdé hely
kémiai kornyezetét jellemzé jelet képez. A szamitogép tarolja az illeté mérési pont
koordinataibdl és a hozzajuk tartozé kémiai jelekb6l allé adatmezdét. Ennek
ertékelésével késziti el a kémiai mikroszképias képet.

Az egyik mikroszkép pozicionalé egysége mechanikus |épteté motorokon
alapul. A legkisebb |épés hossz ez esetben 75 nm. A masik készllék
piezoelektromos nagyfelbontasu linearis motorokra épll. Ez lehetévé teszi a

nanomeéter tort része hosszusagu lépések alkalmazasat is.

mV méro-

erosité

Szamitégép —— potenciosztat

4. abra Pasztazo elektrokémiai mikroszkdp mikodésének vazlata és fényképe.

A méréstechnika kidolgozasa 6ta intenziv kutatasok folynak a pasztazo
elektrokémiai mikroszkopia alkalmazhatosagi teruletének felderitésére. Ennek
megfeleléen egyre bévil a modszer segitségével elénydésen megoldhaté feladatok
kore. Ez ideig harom tobbé-kevésbé elkulonithetd terlleten bizonyult a technika

kivételesen el6nyosnek:

28



- A pasztazé elektrokémiai mikroszkoppal nagy felbontasu, kémiai informaciot
hordoz6 mikroszkopias kép készithetd kulonbozé céltargyakrol, fellletekrdl. A
modszer segitségével koncentracio profilok is megjelenitheték. Meghatarozhato
segitségével kiulénb6zd anyagok adott idében jelentkezd lokalis koncentracidja
biolégiai rendszerekben, katalitikus sajatsagu fellletek kdzelében, gélekben,
filmekben. Korrézids folyamatok tanulmanyozasa soran volt segitségemre ez a
lehetbség.

- A maddszer kivételesen alkalmasnak bizonyult bizonyos fizikai kémiai anyagi
jellemzék, transzport koefficiensek, reakcid sebességi allandék stb. mérésére,
sajatsagok tanulmanyozasara. Talan nem felesleges itt is megemlitenem, hogy a
diffuziés koefficiens mérésével kapcsolatos kisérleti munkamban a modszer ezen a
tertleten jelentkez6 elényeit sikerult kihasznalnom.

- Hasznalhato a PEKM mikroméret( fellleti struktirak kialakitasara, mint egy
mikroeszkoz. Létrehozhatd segitségével mikrolreg, -csatorna, enzim tartalmu
»mikropotty” (microdot), adott helyen inaktivalhaté fellleti katalitikus réteg, stb.

A pasztdzé elektrokémiai mikroszképids technika (PEKM) Kkorrézids
folyamatok tanulmanyozasara szolgalé alkalmazasarél szamos kdzlemény
520 1213013L132 A PEKM-mel (lasd kés6bb) kémiai informaciét tartaimazd, nagy

feloontasu  képeket  készithetiink.™***%*

Informaciét  nyerhetink  kilénbdzé
folyadékfazisokban, hatarfeluletek, aktiv centrumok kodzvetlen kdzelében kialakuld
koncentracio profilokrol.**>%¢137 A legtébb PEKM kisérlet amperometrias detektalast
és voltammetrias ultramikroelektrédot alkalmaz mérdcsucsként. lon-szelektiv
elektrodos méréesuccsal azonban lehetéség kinalkozik az alkalmazhaté potencial
ablakban elektroaktivitast nem mutatdé anyagféleségek koncentraciojanak szelektiv
detektalasara.

A potenciometrias PEKM technika alkalmazhatésaganak igazolasara Bard és
munkatarsai®® mikroméretli cinkion-szelektiv elektrodot készitettek. Azzal
pasztazva kisméretl cink-ion forras felett sikerrel jelenitették meg mikroszképias
kép formajaban a kidiffundalé cink-ionok térbeli koncentracio eloszlasat. Baston és
munkatarsai'*® a kézelmaltban egy Uj cinkion-szelektiv mikroelektrodot alkalmaztak

korrézios folyamatok tanulmanyozasara.
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2.3. Diffuzio

A diffuzié egy adott komponensnek tébbkomponens(i rendszerben lejatszo6do
anyagtranszportja. A diffuzié hajtéereje a kémiai potencial gradiens. Lévén, hogy a

kémiai potencial (3)
M=Mo+RTIna=po+RTIncyzpo+RTINC (3

jol definidlt modon flgg a koncentraciotdl, mondhatjuk, hogy a diffuziét a
koncentracio rendszeren beluli inhomogenitasa hozza létre.
A diffuziés anyagaram sajatsagainak leirasara Fick torvényeit hasznaljuk.
Fick | térvénye azt mutatja, hogy a koncentracié gradiens grad ¢ vagy Ac/Ax és a
fellleten id6egység alatt atlépé anyagmennyiség, a fluxus (/) kozott egyenes arany
all fenn (4).
J=-D A

AX
4)

D a diffuziés egyiitthatd (m%s vagy pm?s,), a diffiziés egyitthatd értéke

mindig pozitiv, és a diffuziés aram mindig a csokkend koncentracio iranyaba folyik.
A diffuziés folyamat soran e kdvetkez6 koncentracio-valtozast Fick Il torvénye
(5) irjale.

2
o _pf o
ot OX
(5)

Ez a parcialis differencial-egyenlet. Azt mutatja, hogy a koncentracié idébeli
valtozasa a koncentracid — hely fuggvény (c(x)) masodik derivaltjatol, azaz a
fuggvény gorbuletétdl figg. Pozitiv gorbilet (homoru c(x)) esetében a koncentracio

né az idében, negativ (domboru) esetben csokken.

A diffuziés anyagtranszport kdvetkeztében adott helyen adott idében kialakuld

anyagkoncentracié meghatarozasahoz ismerni kell az illet§ folyamat kezdeti és
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peremfeltételeit. A kalonb6z6 korulmények kozott kialakuld diffuzidos koncentracio
profilok szamolasaval, szimulalasaval kiterjedt irodalom foglalkozik. A diffuziés
transzport mennyiségi viszonyainak leirasahoz alapvet6 fontossagu adat az illet6
kézegben jelentkezd diffuzios koefficiens.

Az illet6 korulményektdl fuggben a diffuzidos transzport szamos valtozatat
kiildnboztetjilk meg. igy a molekularis diffuzié egyik specidlis formaja az ekvimolaris
szembediffuzid, mely soran nincs eredd aramlas, az 6sszmolnyi mennyiség allando
marad, csak a komponensek cserélédnek ki. A masik eset az unimolaris diffuzio,
amikor csak az egyik alkotd diffundal egy masik, inert komponensen keresztil.
Ezeken kivil talalkozhatunk még a radialis iranyu diffaziéval, mikor egy anyag egy
adott térben minden iranyban diffundal.**°

Akkor beszélink szabad diffuziordl, ha a vizsgalt kdzeg végtelen méreti, és a

diffundalé anyag nem éri el a mintatarté peremét.

2.3.1. Diffazios koefficiens mérés elektrokémiai modszerei

Kulénb6zd anyagoknak kulonbdzd kbézegekben, kildnbozé feltételek mellett
mutatkozé diffuzios sajatsaga fontos anyagi tulajdonsag. A diffuziés anyagtranszport
meghatarozé jelentéségli egyes élettani folyamatokban, kdrnyezetszennyezd
anyagok terjedésében, heterogén katalizist, biotechnoldgiai 1épéseket alkalmazo
ipari  folyamatokban, elektroanalitikai mérések, elektrokémiai vizsgalatok,
technolégiai lépések alkalmazasa soran. Amint az jol ismert, a diffuzids
anyagtranszport jellemzésére a diffuziés koefficiens hasznalatos. Ennek
megfeleléen a diffuzios koefficiens értékének meghatarozasa kiemelt fontossagu.
Napjainkig szamos diffuzios koefficiens-mérésre szolgal6 mddszer kidolgozasara,
alkalmazasara kerilt sor. Sok esetben a méréshez vibracidmentes helyszin és
viszonylag hosszu - a diffuziés profil kifejlédéséhez sziikséges - idd kell.

Elektroaktiv anyagok diffuzios koefficiensének mérésére elénydsen
alkalmazhatok kilénbdzd elektrokémiai modszerek. Jol ismert a polarografias
diffuziés koefficiens-mérési médszer.'**'** Csepegé higanyelektrodon a kiilénbdzd
fémionok redukciéja soran mért diffiziés hatararam értékét (i,) az llkovi€ egyenlet
(6) alapjan kénnyen felhasznalhatjuk a diffuzids koefficiens mérésére, ismerve a

redukcios folyamat elektronszam valtozasat (n) és egy standard anyagnak az illet§
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koralmények koézott mutatkozéd diffuzios  koefficiensét és a vonatkozd egyéb

adatokat.**®

iy =708nD?’m*3tYec (g

Ahol iy - a diffuzios hatararam,
c - a koncentracio,

n az elektronszam valtozas,

m a higany kifolyasi sebessége,

t a csepegési id6

Szilard elektrodon diffuziés karakter(i voltammetrias viselkedést mutaté
elektrokémiailag reverzibilis anyagok esetében a voltammetrids csucsaram
intenzitas (ip ) értékébdél a Randles-Sevcik - egyenlet (7) alapjan szamolhatjuk a
diffazios koefficiens értékét.'**
s L3212 172
lb=kn""D " v “Ac 7)

ip @ csucsaram eértekeét,

Vv a polarizacié sebességét,

c az elektroaktiv anyag koncentraciéjat,

n az elektronszam valtozast,

A az elektrdd felllet nagysagat,

k pedig a Randles-Sevcik allandét (25 “C-on 2.687 x 10° C mol*V™*?) jelenti

A fenti két jol ismert elektrokémiai diffuzios koefficiensméré modszer mellett

szamos mas elektrokémiai modszer kidolgozasara, alkalmazasara keriilt sor.**>*

Az elektrédreakciéd soran mért adatokbdl torténd diffuzids koefficiensmérés
csak abban az esetben ad megbizhaté eredményt, ha az elektrédreakcié sebesség
meghatarozé lépése a diffuzidés anyagtranszport és mas, a kérilményeket jellemzé
adatok pontosan ismertek. Sok esetben az elektrodfolyamat komplikalt. Lassu
kémiai atalakulasok, lassu adszorpcids, deszorpcios folyamatok, elektrdd

passzivalas bizonytalanna teszik a diffuzios koefficiens mérését.
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Altalanosan hasznalhatd és viszonylag egyszeriien elvégezhetd, gyors

" Ennek

eredményt adé mddszer a repliilési id6, azaz ,time of flight’ médszer.™
alkalmazasahoz mikromeéretl detektor és mikroméretli anyagdoézis beadasat
lehetbvé tevd eszkdz, forras szilkséges.

A modszer alkalmazasakor a detektor valaszidejénél Iényegesen nagyobb
repulési id6t biztosito, jol ismert tavolsagba helyezziik a detektort a forrastol az illet
kézegben (oldat, gél, Uledék stb.). Adott, pontosan regisztralt idépillanatban a
forrasbadl igen kicsi, a vizsgalandé anyagot megfelelé6 koncentraciéban tartalmazé
oldatcseppecskét bocsatunk ki. A kibocsatott anyag rezgésmentes térben szférikus
mért jel — id6 fliggvény csucs alaku, mutatvan hogy a diffundalé anyag megérkezik a
detektor fellletére, majd tovabb terjedve koncentracioja lecsokken az illetd helyen.

Feltételezve, hogy a kibocsatott csepp sugara elhanyagolhaté a forras —
detektor tavolsaghoz képest, egyszerl egyenlet vezethetd le a kibocsatasi id6 és a
csucs megjelenési ideje kozotti repllési id6, Afn.x értékére. Az illetd, a diffuzios
koefficiens kiszamitasat lehetévé tevd dsszefliggés a szférikus diffuzio altalanos
egyenletébdl (8) kdnnyen kiszamithaté. Amint az ismeretes, ha pontszerl forrasbél
M mdlnyi anyag t=0 id6pillanatban indulva a gémbi diffuziés transzport sajatsagait
kovetve terjed homogén kdzegben, akkor az illet6 anyag koncentracidja t

idépillanatban a forrastol d tavolsagban (Cq4;) az alabbi egyenlettel adhatdé meg.

4Dt (8)

Egy adott d tavolsagban az egyenlet alapjan meghatarozhatjuk a koncentracio
maximum (C ,ax) megjelenésének (t max illetéleg At ax) idejét.
Képezzik a (8) fuggveény elsd, t szerinti derivaltjat, majd tegyuk azt egyenlévé

nullaval (9).48

du du

Ve —Uu——
E(Ej: dt dt
dt\ v V2
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g2 2
exp{dj X 8(7[Dt)3/2 {d £ —3t3/2}
v 4Dt 4Dt 2

64(7Dt)’

Amint az lathaté a kifejezés csak ugy lehet nulla, ha a szamlald masodik

tényezdje nulla. Tehat ebbdl igen egyszerl 6sszefliggés adodik (10).

d’ 3.1 d’
——— ="t t=—
4Dt 2 6D

(10)

_d2 d2

At =—
mx ~ eh azaz BAL

igy kapjuk, hogy

A forrastél mért tavolsag d és a diffuzié kezdete és a koncentracié maximum
megjelenése kdzotti id6 At ismeretében tehat az illeté anyag diffuziés koefficiense
kiszamithato.

Problémat jelenthet az elméleti viszonyokat megkdzelité kisérleti feltételek
megteremtése. Mikrocseppecske beadasat lehetové tevd injektor, és alkalmas
detektor szilkséges. El6nyds a forras - detektor tavolsagot nagynak valasztani.
Ekkor elhanyagolhatéva valik a csepp sugara a tavolsaghoz képest. A tavolsag
novelésének a detektor als6 méréstartomanya szab hatart. A megfelel6 pontossag
eléréséhez azonban a tavolsagot rendszerint mikrométer pontossaggal kell ismerni.
Ez a feltétel nehezen valdsithatdé meg.

A pasztazo elektrokémiai mikroszkop képes jél ismert |épésekben valtoztatni a
mérdcsucs helyzetét. Ez lehet6séget biztosit a tavolsagmérés bizonytalansagabdl

ered6 hiba csoOkkentésére. Nem ismerjuk pontosan az eredetileg beallitott d
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tavolsagot. Azonban a mikroszkép képes akar nagyszamu dnAx tavolsagot
biztositani, ahol n; a lépés szam, Ax egy |épés hossza. Mérve At nax értékeit
kilénb6zb nAx alkalmazasa mellett d kiszamithato, illetéleg a d pontos ismeretébdl

szarmazo diffuzids koefficiens mérés hibaja jelentésen cstkkenthetd.

_(d+nAx)?  (d +n,Ax)?
B6AL B6AL

1, max

D (11)

2,max

A (11)-es egyenletbe egyszerlien beirva toébb n; mellett kapott Af max
értékeket kdnnyen kiszamithaté d pontos értéke. Ebbdl pedig az adott anyag

diffuziés egyutthatéjara nyerhetlink megbizhatobb értéket.

Munkamban a mikroszkop altal nyujtott lehetéséget kihasznalva multi
repulésid6 moddszert hasznaltam oldatokban és gélekben torténd diffuzids

koefficiens mérésekben.
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3. Kisérleti rész

3.1. Felhasznalt vegyszerek

Méréseim soran valamennyi altalam hasznalt vegyszer analitikai tisztasagu
volt, az oldatokat kétszeresen desztillalt vizzel készitettem.

Az ion-szelektiv cinkelektrodhoz hasznalt ionofért Dr. Bitter Istvan készitette.

5. abra Bitter Istvan altal készitett cink ionofér [N-fenilimino diacetilsav-bisz(N,N-diciklohexilamid)]
szerkezeti képlete

A glikéz elektrodhoz szukséges glukoz-oxidaz enzim pedig a Sigma terméke

(EC 1.1.3.4. az enzim aktivitdsa 18,5 egység/mg) volt.

Az elektrédok fellletének polirozasahoz szikséges kilonbdézé atmérdja

aluminium port a Micropolish Il ( Buehler, USA) — t8l vettik.
A tovabbi felhasznalt vegyszereket pedig a Flukatdl, Sigma-Aldrichtdl,
Interkémiatol valamint a Mercktdl vasaroltuk.
Az a-metildopa fontos gydgyhatdsu molekula. Az EGIS Gyogyszergyar altal

gyartott DOPEGYT tabletta hatéanyaga. Egy tabletta 250 mg hatdéanyagot

tartalmaz.
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6. abra Az a- metildopa szerkezeti képlete

3.2. Alkalmazott méréomiiszerek

A voltammetridas mérésekben Autolab PGSTAT12 (Eco-Chemie, Utrecht,
Hollandia) és CHI tipusu 760C (CH Instruments, Austin, TX, USA) elektrokémiai
mérémuszert alkalmaztunk.

A potenciometrias mérések soran az ion-szelektiv mikroelektrodokat hazi
készitésli feszultségkovetd elberdsitéhodz csatlakoztattuk. Ennek kimenete és a
vonatkozasi elektrod kozotti fesziltséget digitalis multiméter (METEX M-3630D
Digital Multimeter) segitségével mértik.

A mikropipettak készitésére Sutter Instruments (type P-30, Novato, CA, USA)-
tél vasarolt kapillarishuzé készlléket alkalmaztuk.

Munkamban a Fizikai Kémia Tanszéken korabban Kkifejlesztett pasztazoé

elektrokémiai mikroszképot hasznaltam.

3.3. Soéhid elkészitése

0,5 g szaritott agar-agart gazlang felett térténé melegités mellett oldottam fel
10 ml desztillalt vizben, 0,1 g NaCl hozzdadasaval. A gélesedés megindulasa el6tt
az oldatot beletoltottem egy U alaku 0,5 cm atmeéréja Gveges6be, majd megvartam,

mig lehdl és gélesedik, igy elkészllt a méréshez szukséges aramkulcs.
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3.4. Mérocella elkészitése

A cink céltargy elkészitése soran boroszilikat Uvegkapillarisba felszivtam a
megolvasztott cinket, majd kihdlés utan az Uveget évatosan letértem a fellletérdl,
igy kaptam egy 1 mm atmérdju cink szalat. Ezt egy vas szallal egyutt fogaszati
cement korongba agyaztam. A beagyazast ugy végeztem, hogy egy ontéformaként
szolgalé miianyag, 3 cm atmérdji rovid csének a kdzepére helyeztem - egymashoz
kozel, de elektromosan szigetelten a szalakat. A cs6 végét elézetesen atlatszo
mianyag ragasztoszalaggal zartam le. Ebbe ontottem a kereskedelmi forgalomban
kaphaté kétkomponensl folyékony fogaszati cementet. A folyadék néhany ora
mulva megszilardult. Az igy készitett kész, korong alaku céltargyat kivettem a
formabdl és az egyik véglapjat poliroztam. A polirozott fellleten a cink- és
vashuzalok kis korongként jelentek meg. Kérbevéve ragasztdszalaggal a korong
oldalat ugy, hogy - a szalag kb 1 cm magasan tulérve a mianyag szélén - egy
sekély edénykét képezett. Ez az edényke szolgalt mérécellaként. Lehetdség volt a
cink- és a vashuzalok kdzétt a céltargy hatoldalan elektromos kontaktust biztositani.

igy a korréziés folyamat soran a kélcsénhatasok tanulmanyozhatok voltak.

3.5. Alkalmazott eszk6zok

3.5.1. Amperometrias platinaelektrod készitése

Az enzimelektréd alapelektrodjat nagy tisztasagu, 25um atmerdji platina
szalbdl készitettem (GoodFellows, UK) a kdvetkezd eljaras szerint: egy kb 15 cm
hosszu boroszilikat Uvegkapillarist (belsé atméré: 1,16 mm; Sutter Instruments
(Novato, CA, USA) egyik végén gazlang felett beolvasztottam, majd a kapillaris
belsejébe 20 — 25 mm hosszu platina szalat juttattam ugy, hogy a beolvasztott
véggel érintkezzen. Ezutdn vdkuum alkalmazasa mellett elektromos flt6tekercs
segitségével beleolvasztottam a kapillaris végét. igy 4-10 mm hosszan platina szélat
tartalmaz6 Uveg szalat kaptam. Ezutan forraszté ont és rézhuzalt vezettem a
kapillaris belsejébe. Ovatosan melegitve, a forraszté 6n megolvadt. Lehdilés utan kis

ellenallasu elektromos kontaktus allt rendelkezésre a pipettan tulnyulé rézhuzal és a
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platinafém kozott. A mikroelektrod hegyét csiszolé papir segitségével megfelel
méretire és alakura formaztam, majd aluminium-oxid porral (Micropolish II, Buehler,
USA) poliroztam, ehhez rendre 1um, 0,3 um és 0,05 um szemcseméreti
aluminium-oxid port hasznaltam. Ezen mikroelekiréd fellletére vittem fel az

enzimréteget.

3.5.2. lon-szelektiv mikroelektrod készitése

A munkam soran kialakitott szilard kontaktusu, kis ellenallasu cinkion-szelektiv

mikropipetta elektrodok két részbdl allnak Id. 7. abra.

= Cu szal

44 higany

»szénszal

_| . PEDOT réteg
-+ koktél

\/

7. abra lon-szelektiv mikropipetta elektrod vazlatos rajza

Boroszilikat Uvegkapillarisokat (Sutter Instrument, 51 Digital Drive, Novato, CA.
94949) hasznaltam a mikropipettak készitéséhez. Két kilénb6z6 méretl pipettara
volt szikség, mindketté hossza 10 cm, a kisebb kilsé atméréje 1 mm, belsd
atmeérdje 0,5 mm, a nagyobb kuilsé atmérdje 2 mm, belsd atméréje pedig 1,16 mm.
A nagyobb bels6é atmérdji boroszilikat pipetta tartalmazza az elektrodvalaszt
biztosito koktélt (Id. késébb). A kisebb atmérdji pipettat a nagyobb atmérdji
elektrodtest belsejébe vezetve alkalmaztam. A belsé kontaktust a vékonyabb
kapillaris hegyében elhelyezett szénszal biztositja, melyhez higanyon vagy ezlst

epoxi gyantan keresztil, réz kontaktus huzal csatlakozik. Az elektréd belsé részét

39



oldhatd mddon rogzitettem. A kulsé rész sérilése esetén a bels§ részt (j

elektrédtestben uUjra hasznalhatonak talaltam.

A készités soran a kapillarisokat el6szor par éran keresztll ,Piranha-oldatban”
(kénsav: hidrogén-peroxid (30%) 1:1 arany) aztattam a minél nagyobb tisztasag
elérése érdekében, majd alaposan atmostam kétszeresen desztillalt vizzel majd
etanollal, ezutan pedig szaritészekrényben 105 “C-on megszaritottam. A szaradas
utan mindkét kapillaris tipust elektrodhizé készilék segitségével alkalmas
kupszdgl pipettava alakitottam, a hegyet pedig mikroszkép alatt tértem megfeleld
méretlire. A kisebb atmérdjli pipettaba belehelyeztem, és Loctite (Hysol® 9466
A&B, Henkel Magyarorszag Kft.) ragasztéval rogzitettem a 33 um-es szénszalat. A
kontaktus biztositasara higanyt 15 - 20 mm-es vastagsagban, majd réz vezetéket
vittem a pipetta belsejébe. Ezutan a szénszal fellletén kialakitottam
elektropolimerizaciéval a stabil belsé hatarfazis potencidlt biztositdé poli(3,4-
etiléndioxi)tiofén (PEDOT) vezetd polimer réteget (3,4-etiléndioxi)tiofén oldat -
EDOT (H.C. Starck GmbH, D-38615 Goslar) alkalmazasaval.

A nagyobb atméréji pipetta belsd fellletét viztaszitd réteggel kell bevonni,
hidrofébizalni kell. Munkamban a hidroféb bevonat készitéséhez a pipetta hegyét
egy kis mennyiségli dimetil-diklér-szilan széntetraklorid oldoszerrel készitett 5%-o0s
oldataban (Fluka) aztattam, majd szaritdszekrényben 80 °C-on mintegy fél 6ran
keresztll zart Petri-csészében szaritottam. A kész pipettakat szobahédmérsékleten
taroltam. A szilard kontaktusu ion-szelektiv mikropipetta elektrodkészités utolséd
lIépése a mérbkoktélnak a nagyobb pipetta csucsaba juttatdsa. A pipetta hatoldalan
a széles nyilason keresztul hosszura kihuzott Gvegkapillaris és alkalmas fecskendé
segitségével juttattam be a koktélt, 5-10 mm hosszu koktél oszlopot kapva a
mikropipetta hegy csucsaban. A koktél 6sszetétele: 98 mg tetrahidrofuran, 42 ul 2-
nitrofenil-oktil éter, ami a lagyito, 2,26 mg PVC, 0,99 mg ionofér (N-fenilimino
diacetilsav-bisz(N,N-diciklohexilamid), 0,22 mg kalium-[tetrakisz-4-klorofenillborat,
ami a lipofil s6, melynek szerepe az elektromos ellendllas csokkentése, valamint az

,anion zavaras” kikliszobolése.
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3.5.3. Antimon elektrod készitése

Az elektrodkészitéshez porcelan olvasztétégelyben erds gazlangon
megolvasztottam a rendelkezésre allé fémantimon darabkakat. Az olvadékot
nagyméreti (50ml-es) fecskendd segitségével, hirtelen mozdulattal vastag falu
Uvegkapillarisba szivattam (kdlsé atméré6 10mm, bels6é atméré 1,2mm). Ezt
kovetéen gazlangban felmelegitve fém csipesszel kihdiztam az antimont tartalmazoé
kapillarist, hogy minél kisebb atmérdji (0,5um) antimon hegyet kapjak. A kapott
antimon szalat tartalmazé vékony Uveg szalbdl optikai mikroszkoppal vizsgalva
Osszefigg® antimonszalas részt valasztottam. Azt levalasztva szélesebb
kapillarisba ragasztottam, hogy a vékony szal 5-10 mm-re tulnydljon az
elektrodtestként szolgald kapillaris végén. Higany és rézhuzal segitségével

biztositottam a kontaktust.

3.5.4. Réz mikroelektrod készitése

A réz mikroelektréod készitése megegyezik a 3.5.1. fejezetben leirt
platinaelektrod készités technikajaval, azonban itt a kapillaris belsejébe helyezett

platina szal helyett 25um-es réz szalat hasznaltam.

3.6. Enzimréteg felvitele

Glukéz-oxidaz enzimet (EC 1.1.3.4, 18.5 U/mg, Sigma) alkalmaztam a 3.5.1.
fejezetben leirt mikroelektrod fellletén, az enzimréteget keresztkapcsolassal
immobilizaltam glutaraldehid segitségével. A réteget minden alkalommal frissen
készitettem. 1 pl glikdéz-oxidaz enzimet - melynek aktivitdsa 3.2-4.7 U — és 1 pl
4,5%-0s glutaraldehid oldat keverékét mikrofecskendd segitségével vittem a
fellletre, mely 1 O¢ra alatt szobahdmeérsékleten térhaldés réteget képezett a
mikroelektréd méréfeluletén. Végul egy vékony poliuretan filmet (Tecoflex SG-80A,
Thermedics, Woburn, MA, USA) juttattam kllsé véddrétegként a felliletre. Ehhez
0,1g poliuretant oldottam 1 ml tetrahidrofuranban. Ebbél az oldatbdl az elektréd
fellletén szétteritettem 3 pl-t. Becslésem szerint ez 1,2 um vastagsagu réteget

képezett az oldészer elparolgasa utan.
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3.7. A szénszal bevonasa PEDOT réteggel

Butil-metil-imidazolium[hexafluoro-foszfat] (BMIM* PF¢") ionfolyadékban 0,1 M-
0s EDOT oldatot készitettem, melyet nitrogéngaz segitségével
oxigénmentesitettem. EzUst huzal kvazi referenciaelektrod és platina huzal
segédelektrod alkalmazasaval a szénszal elektrédra 15-sz6r -0,9- +1,3 kozotti
ciklikus elektrédpotencial — id6 programot adtam 50mV/s polarizaciés sebességgel.
A keletkezett PEDOT bevonat ,dopolasa” érdekében 10 pasztazast végeztem
BMIM*® PF¢ oldatban 50mV/s polarizacios sebességgel, -0,9 - +0,8V tartomanyban.
Végul 0,1M KCI oldatban 5-szér pasztaztam -0,4 - +0,5 V tartomanyban 50mV/s

sebességgel.

3.8. Agarozgél készitése

A 0,5%-0s gél készitése soran 50ml foszfat pufferben hevités koézben
feloldottam 0,259 alacsony hémérsékleten zselésedd agarozt (type |, low from
Sigma), amit még a gélesedés megindulasa el6tt bedntdttem a meérdcellaba,
melyben mar bent voltak az elektrodok és az injektor mikropipetta is. A mérést a

gélesedés befejez6dése utan kezdtem el.
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4. Eredmények és értékelésuk

4.1. Cinkion-szelektiv mikropipetta elektréddal végzett mérések

4.1.1. A szilardkontaktusi cinkion-szelektiv elektrod miikodésének

vizsgalata

A kdzelmultban a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos és Fizikai Kémia
Tanszeék laboratoriumaban U] tipusu mikropipetta ion-szelektiv elektrédokat sikerult
kifejleszteni.*****® Az illetd elektrodok szilard belsd kontaktussal késziiltek. Az
elektrédok esetében a belsé referencia elektrodot szilard kontaktus helyettesiti. Ez
egy vezet6 polimer filmmel bevont vékony szénszal. A szénszal a mikropipetta
csucsaban 1évd ion-szelektiv koktélba nyulik. A szilard belsé kontaktus
alkalmazasaval jelentésen csdkkent a mikropipetta elektrdd ellenallasa és egyben
megnétt az elektrod élettartama. Korabban csak ammonium- és kalium-szelektiv
mikropipettdk  készlltek ilyen szildrd kontaktussal. Ezek vizsgalatardl,
tulajdonséagairdl és alkalmazasarél tébb tanulmany jelent meg.****° Munkamban a
cink-ionok mérésére szolgald, Uj tipusu mikropipetta ion-szelektiv elektrodokat
készitettem. Vizsgaltam ezek méréstechnikailag fontos tulajdonsagait és
alkalmaztam &ket korréziés folyamatok potenciometrias PEKM méréstechnikaval
torténd tanulmanyozasara.

A potenciometrias mérdcella valaszidejét nagymértékben befolyasolja a cella
ellenallasa. A hagyomanyos mikropipetta elekirodok nagy ellenalldasa miatt a
valaszid6 hosszu, igy a pasztazo elektrokémiai mikroszképias méréseknél célszert
igen lassu pasztazasi sebességet alkalmazni a valaszid6 hosszusaga miatt
bekdvetkez6 torzitas kikiszobodlésére. A mikropipetta ellenallasanak csotkkenése
nagyobb pasztazasi sebesség elérését teszi lehetévé. Ennek megfeleléen a
mikropipetta ellenallasa fontos paraméter a potenciometrias PEKM mérésekben
valé felhasznalas szempontjabdl.

Munkamban a fesziltségoszté technikat hasznaltam a mikropipettak
ellenallasanak mérésére. A mérés soran ugy jartam el, hogy egy nagy ellenallasu
feszultség kovetd, a hozzd kapcsolt fesziltségmérd miszer (METEX Digitélis
multiméter- M-3640D) és szamitdgépes adatgy(ijté segitségével nyomon kévettem a

cinkelektréd és egy vonatkozasi elektréd kozoétti potencial kildnbséget, a
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cinkelektrodot adott cink-ion koncentracioju oldatba meritve. Stacioner
cellafesziltség, azaz elektromotoros eré (e.m.f.) elérése utan egy ismert nagy
ellenallast R, iktattam a mikropipetta és a vonatkozasi elektrod kdze, azaz az
ellenallason keresztll rovidre zartam a telepet és mértem az ellenallas két vege
kozotti elektromos fesziltséget (Uy). Az alkalmazott cellakapcsolast a 8.abra

mutatja.

@
_/_|:|_

H

Ref. Munka-
elektrod  kjektrod

8. abra Cellakapcsolasi rajz

A mérés soran kapott regisztratumot mutat be a 9. abra.
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9. abra lon-szelektiv mikropipetta elektrod ellenallasanak mérésekor készitett regisztratum
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Ismerve R, értékét, mérve az ellenallas bekapcsolasa utani U, értéket és a
cella e.m.f.-jét kiszamithatjuk az elektrod bels6 ellenallasat, Ri-t az alabbi képlet

segitségeével.

AU-R
AU = emf -U, R, = U-R,
Uk

(12)

Természetesen a képlet hasznalatakor feltételezzik, hogy Ry és R, mellett az
aramkorben [évé mas egységek ellendllasa elhanyagolhatd. R, értékét minden
esetben harom parhuzamos mérésnél kapott AU/U, aranyokbdl szamolt értékek
atlagaként hataroztam meg.

Lathatjuk a 12. egyenleten, hogy ez esetben a cella elektromotoros ereje kb
31mV volt. Mint ismeretes a , fesziiltségosztd” ellenallas mérési modszer akkor
adna a legmegbizhatobb eredményt, ha AU =1/2 e.m.f., az optimalis a AU =15,5 mV
erték volna. Nagyobb Ry ellenallas alkalmazasaval volt lehetéség az optimalishoz

kozeli AU értéket kapnunk.

A készitett szilard kontaktusu mikropipettak ellendllasa (R) nagymeértékben
fligg azonos koktél 6sszetétel esetében is a pipetta hegynyilas atmérgjétél, a pipetta
geometriajatdl és attdl, hogy a belsé kontaktus milyen mélyen nyulik be a koktélba.
Minél kdzelebb van a szénszal vége a pipetta nyildasahoz, annal kisebb a
nagyellenallasu koktél rétegvastagsaga, annal kisebb ellenallast kapunk.

A koktél rétegvastagsaga és az elektrod ellenallasa kozotti Osszefiggés
vizsgalatdra az elekiréd belsd kontaktusat tarté Uvegpipettat olyan befogd
szerkezethez rogzitettem, amely tengely iranya mikrométer felbontasi mozgast tesz
lehetévé. igy lehetéségem volt a szénszalat tengely iranyban mozgatni a
mikropipetta elektrod belsejében. A szénszal és a pipetta nyilasa kozott kilonb6z6
tavolsagokat tudtam bedllitani. igy a ,voltage divider” azaz fesziiltségoszté mddszert
alkalmazva mérni tudtam a tavolsag és a R, ellenallas kozbtti fliggvénykapcsolatot.

A 10. abra ad attekintést a kapott eredmeényekrdl. Lathaté, hogy a
fuggvénykapcsolat kozel linearis. Tulajdonképpen a konikus geometria és a
szénszal koktélba merll6 részének valtozé hossza miatt nem feltétlenul varhatunk

linearis fuggvenyt.
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10. abra lon-szelektiv mikropipetta elektréd ellenallas és a belsd kontaktus merilési mélysége

(szénszal és a kiilsé mikropipetta csucsanak tavolsaga) kozétti fliggvénykapcsolat

Ugy talaltuk, hogy 40,9 MQ/mm az R, értéke, de nagyban fiigg a hegy
méretétdl. A korabban leirt kalium és ammaodnium mikropipettak esetében is kisebb
ellenallast mértek, mint a hasonld6 méretli hagyomanyos technikaval készitett

mikropipetta elektrodoknal.

A potenciometrias PEKM mérésekben vald alkalmazhatdosag szempontjabdl —
mint emlitettem - nagy fontossaggal bir az elektréd ellenallasa. Természetesen a
hagyomanyos kémiai analizisben torténdé alkalmazhatésag szempontjabdl a
koncentracid valasz, a szelektivitas és a koncentraciomérés als6é hatara a
meghatarozé tulajdonsag. Az altalam készitett cink mikropipettak vizsgalatahoz a

11. abran lathatd potenciometrias méréelrendezést hasznaltam.
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11. abra lon-szelektiv mikropipetta elektrodok vizsgalatahoz hasznalt méréelrendezés rajza

Az elektrodpotencial és a cink-ion koncentracié logaritmusa kozotti
fuggvénykapcsolatot mutat be a 12. abra. A mérést kb. 7um mérécsucs atméroji
mikropipettaval végeztem cink — szulfatbél készitett kalibrald oldatsor

alkalmazasaval.

1| y=0,026x + 0,205
“ R?=0,997

12. dbra 7 ym mérécsucs atmérdji ion-szelektiv cinkméré mikropipetta kalibracids gérbéje. A

mérések cink - szulfatbdl készitett kalibralo oldatsor hasznalataval torténtek.

Az abrabdl lathatd, hogy 10” — 10" mol/dm® koncentracié tartomanyban az
elektrédvalasz kozel linearis. A kalibraciés goérbe meredeksége ebben a
tartomanyban 26 mV/dekad kozeliti az elméletileg varhatdo értéket. Az
elektrédvalasz megsziinik a 10”7 mol/dm? - nél kisebb koncentraciok tartomanyaban.

Az elektréd valasza csdkkent meredekségii a 10° — 10 koncentracié tartomanyban.
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Az als6 méréshatar a Nernsti valasztol valé AE= 9mV eltérés alapjan 4 x10”° M-nak
adodott.

Vizsgaltam az elektrédvalasz stabilitasat kilonb6z6 koncentracidju cink-szulfat
oldatokban 0,1 mol/dm?® trisz (hidroximetil)-aminometan puffer hattér elektrolit
alkalmazasa mellett. A mérések soran frissen készitett elektrodok esetében
folyamatosan regisztraltam a cellafesziltség értékét aram kulccsal elvalasztott
félcellaba helyezett vonatkozasi elektréddal szemben. A mért cellafesziiltség
adatok atlag kordli oszcillaciéja az elektromos hatasokkal szembeni nagy
eérzékenységet mutatott. A mérdcella koruli mozgas kulondsen nagy zajt generalt.
Faraday - kalitka alkalmazasaval némileg sikerllt csdokkentenem a zajt, de
mindenképpen szikseég volt a regisztratumok zajszilrésére.

Mértem az elektrédok potencial valasza idébeli valtozasanak meredekségét
(AE/At), a potencial-idé fiiggvény ,drift’-jét. Altalaban a frissen készitett elektréd
esetén 0,1-10 mM-os cinkoldatban a drift 0,05-0,08 mV/min kozotti értéknek adodott
24 6ras mérés soran, orankeénti leolvasassal.

A cinkelektréd szelektivitasat kilonoldatos modszerrel mértem. A kapott

szelektivitasi koefficiens értékekrdl az 1. tablazat ad attekintést.

Szelektivitasi vizsgalat kiilonoldatos
modszerrel
Mért érték Irodalmi adat*
logK Zn,Ca -1,9949 -2,83
logK Zn,Mg -2,821 3,17
logK Zn,K -1,8215 -3,77
logK Zn,Na -3,275 -3,28
logK Zn,NH, -3,0835 -3,25

1. tablazat Szelektivitasi egyltthatok értékei cinkion-szelektiv mikropipetta elektréddal mérve

*Sigma-Aldrichnal kaphato cinkionoférra vonatkozé értékek
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4.1.2. Korréziés vizsgalatok cinkion-szelektiv mikropipetta elektréddal

A 3.4 pontban bemutatott mérécella sik, polirozott fenéklemezén egymastol
kis tavolsagra helyezkedik el a vas és a cink korong. A vaskorrozid folyamatanak
vizsgalatara a mérécellaba 3-5 cm®, 10 mmol/dm® koncentraciéju NaCl oldatot
juttattam. A fenéklemezen tulnyulé huzalokat vezet6é huzallal rovidre zarva sikerult
tanulmanyozni a cink korréziévédelemben szerepet jatszd hatasat. A kisérletekhez
a méréeellat az elektrokémiai mikroszkép cellatarté lemezére rogzitettem.
Gondosan vizszintbe allitottam a cella fenéklemezét, majd a cink mikropipetta
elektrédot a fliggbleges mozgast végzd befogd szerkezethez rogzitettem. Az

alkalmazott készllék elrendezés vazlatos rajzat mutatja a 13. abra.
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13. abra A korrézios vizsgalatok soran alkalmazott kisérleti elrendezés

Jél ismert, hogy a vas elektrokémiai korrézids folyamata soran elsé 1épésben
Fe” ionok mennek oldatba, mig a fém feliilleten az oldat oxigénje redukalodik. A
vassal érintkezd fémes cink onfelaldozé médon képes katddos korrézié védelmet
biztositani. A folyamat soran a cink oxidalédik. Az oxidacié soran az anddtérben
keletkezd fémionok az oldatba diffundalnak.’® A mikroszkép segitségével igy
alkalmam volt a cink fém oxidacidéja soran bekdvetkez6 cink-ion koncentracié profil
tanulmanyozasara. Ezzel a pdasztazo elektrokémiai mikroszkop és az altalam
készitett cinkelektréd alkalmazhatdsagi tertiletérél szereztem informaciét. A munka
soran az elektromos kontaktus létesitése utan rovid idével a cink korong felllet folé
pozicionalt mikropipetta elektrod potencialvalasza egyértelmien jelezte a lokalisan
megnovekedett cink-ion koncentraciot. 10-15 perc varakozas utan a mérdcellat X

majd Y iranyban mozgatva megkerestem a korongtdl adott vertikalis (Z) iranyban

49



mutatkozd maximalis cink koncentracio helyét az XY sikon.

E pontban Z iranyu

mozgast végezve az elektroddal, nyertem az elektrodpotencial — tavolsag figgveényt,

lasd 14. abra. Az el6zetesen felvett kalibracidés gorbe alapjan készitettem el a cink-

ion koncentracio — tavolsag fliggvenyt. A 14. abra jobboldali figgdleges skaldja
mutatja a lokalis koncentracio értékeit.
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14. abra Elektrédpotencial - vertikalis tavolsag, illetéleg cink-ion koncentracio — vertikalis

tavolsag fliggvény. Az X iranyu koordinata érték feletti Z=25 um tavolsagban.

A péasztazast a cink korong felett 25 um Z irdnyu tavolsagra végezve a korong

kdézéppontjan atmend X irdnyban kaptam a 15. dbran lathat6 figgvényt.
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15. abra RO&vidre zart korongok mellett készitett, a cink korong kézepén atmend X iranyu vonal

menti pasztazas soran kapott figgvény. A fuggvény az X iranyu koordinata érték feletti Z tavolsagban

Iévé cink- ionkoncentraciot mutatja. A minta korongok helyét a téglalapok jeldlik.
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4.1.3. Korréziés folyamatok vizsgalata antimon elektréddal

A korrézios folyamatok sebesseége, részlépéseinek aranya fligghet a korroziv
kbzegek pH-jatol, illetbleg a fémek Kkorrozidja lokdlis pH valtozasokat
eredményezhet. Ennek megfeleléen a cink - vas fém par korrdzids viselkedésének
PEKM maodszerrel torténd tanulmanyozasara célszerl volt bevonni mikrokornyezeti
pH jelzésére, mérésére alkalmas mérécsucsot.

Az antimon elektrodok pH mér6 sajatsaga jol ismert. Horrocks és

munkatarsai®?

antimon mikroelektrédot fejlesztettek ki PEKM mérésekhez. Az
elektrédot kilonb6zé enzim katalizalta heterogén folyamatok sajatsagainak
tanulmanyozasara hasznaltak. Tudomasom szerint ez iranyd munkam
megkezdéséig antimon mikroelektréd mérécsuccsal nem vizsgaltak korr6zios
folyamatokat PEKM technikaval. Az antimon mikroelekiréd kettds funkciéju. A
potenciometriasan jelentkez6 pH mér6é funkcid mellett bizonyos amperometrias
mérésekben is alkalmazhatdé munkaelektrodként.

Amperometriasan -0,65 V vs 0,1 mol/dm® Ag/AgCl polarizalé fesziiltség mellett
példaul alkalmazhat6 oxigén koncentraciéo mérésére.

Munkamban a 13. abran lathaté kisérleti elrendezés mellett vizsgaltam
0,1mol/dm*® koncentraciéji NaCl oldatban az elektromos kontaktusban 1évé
fémkorong par felett az oldat pH profiljat. Mérécsucsként 15 ym atmérdji antimon
elektrédot alkalmaztam. A fém korongok kdzéppontjan atmené vonal mentén X
irdnyu vonalpasztazast végeztem. A mér6csucs — minta felllet kdzotti Z iranyd
tavolsagot 25 pm-re Adllitottam be. Ennek soran ugy jartam el, hogy évatosan
sullyesztve a mérécsucsot a felllet felé kozelitettem. A felllet elérését
potencialvaltozas jelezte. Ezt a Z koordinatat tekintve nulla koordinatanak, a
mérdcsucsot 25 um-rel feljebbre emeltem. A kapott koncentracié profilt mutatja be

a 16. abra.
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16. abra Elektromos kontaktusban Iévé cink-vas fém par minta felett 25 ym —rel készitett pH —
koordinata profil. Mérécsucs antimon mikroelektréd (atméré 15 pm). Korroziv oldat 0,1 mol/dm® NaCl,

pasztazasi sebesség 5 pm/s, pasztazasi idé 120 perc.

Amint az abra alapjan jol lathatdé a vas korong felett a pH nagymértékben
megndtt a korrozids folyamat kovetkeztében. Ugyanakkor a cink korong felett
kismértékl pH csdkkenés figyelheté meg. A jelenségek a korrdzios folyamatok
jellegének ismeretében kdénnyen értelmezheték. A két fém kdzll természetesen a
vas a ,nemesebb”. Ezért a vas feluleten redukcids folyamatok jatszédnak le.

Savas kézegben végbe mehet a
2H "+ 2e" — H, (g)

reakcid, mig semleges és lugos koérnyezetben az oxigén redukcié a

valészinlbb.
O, + 2H,0 + 2" — 40H"

Mindkét reakcié pH ndvekedést eredményez.
Erdekes modon a korrézié kdvetkeztében a pH kismértékben csdkken a cink
korong felett. Ez magyarazatra szorul ugyanis a cink oxidacioja, a cink-ionok

keletkezését, oldatba jutasat eredményez6 primer folyamat nem jar pH valtozassal.
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Zn — Zn’* + 2¢”

A pH valtozas indoklasara fel kell tételeznunk, hogy az oldatba juté cink-ionok
egy része hidrolizal. Ez a puffer kapacitas nélkuli oldatban lokalis pH valtozast
eredmeényez.

Zn** + nH,O0 — Zn(OH),*" + nH*

Erdekes, hogy a hidroxil-ionok nagy mobilitisa mellett is ez a lokalis pH
csOkkenés viszonylag nagy mertékl. Az oldat belsejében jelentkezé pH - nal 0,5

egységgel kisebb a cink felllettél 25um tavolsagban.

A galvanikus kapcsolatban 1évé fémpar feletti oldatban vizsgaltam PEKM
modszerrel az oxigén koncentracié eloszlasat. Ehhez a pH detektalasra hasznalt,
ott bemutatott antimonelektrédot -0,65 V-ra polarizaltam (vs Ag/AgCl, 3 mol/dm?®
KCl) és igy detektalva az oxigén redukciés amperometrias aramat 5 pm/s
pasztazasi sebességgel egydimenzids pasztazasokat végeztem 25 um tavolsagban
a fémfellletek felett.

A vas korong feletti egydimenzios pasztazas eredményeként kapott értékeket

mutatja be a 17. abra.
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17. abra Vas korong feletti pasztazassal kapott normalt aram — tavolsag fuggvény.
| az illeté helyen mért d&ramot, | i az oldat belsejében mért &ramot jelenti, pasztazasi sebesség 5
um/s, Ziranyu tavolsag 25 pym . Elektréd - antimon mikroelekiréd, mérékorong atméré 15 uym. Az

elektrod amperometriasan miikédott - 0,65V polarizal6 fesziltség mellett.
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Jél l1athatd az abra alapjan, hogy a cink altal védett vas korong feletti oldatban
lecsokkent az oxigén koncentraciot jellemz6 normalt aram. Ez messzemenden
megfelel a varakozasnak.

A PEKM gyakorlataban legtobbszor platina mikrokorong elektrodot
hasznalnak amperometrias mérdcsucsként. A platinaelektrod kivaldéan alkalmas
oxigén koncentracidé detektalasan alapuld imazs készitésre.

A 18. abra 25um mérdécsucs atmérdji platinaelektréddal készitett kémiai
mikroszképias képet mutat. Az abran a redukciés aramintenzitast szinkod jelzi.

A mikroszképias kép a varakozasnak megfeleléen a vas korong felett kisebb
redukcios aramot, azaz kisebb oxigén koncentraciot mutat. A diffuziés folyamat
tehat nem képes poétolni a galvanikus kapcsolatban levé fémkorong par katédjan
redukalédd oxigén mennyiséget.

| / nA
0
g '
-2
1600 -4
1200 -6
v
800
1600 — _ o
1200 /400 Tavalsag W)
800 — |/
Tavalsag (m) 400 0

18. abra Pasztazoé elektrokémiai mikroszkdpos felvétel a vas minta felett mérve az O, szintet (0,1
mol/dm?® NaCl oldatban 7 6ran keresztill aztatva, munkaelektréd Pt korong, atmérd 25 ym, elektrod
potencial -0,65 V, Ag/AgCI referencia elektrdd, elektrdd — minta tavolsag: 25 ym, pasztazasi sebesség
30 um /s)

54



4.2. Diffazios koefficiens mérése PEKM késziilékkel. Repiilési iddé (TOF) -

modszer alkalmazasa

A kulénb6zé anyagoknak kulonb6zé kozegekben mutatkozo diffuzios
transzportjat jellemz6 diffuziés koefficiens fontos fizikai kémiai anyagallando. A
diffuziés koefficiens mérése sok esetben hosszadalmas lehet. A repllési idd
modszer lehetéséget kinal a mérés gyors elvégzésére. Ugyanakkor az el6z6ekben
leirtak alapjan a modszer egyetlen repulési tavolsag melletti alkalmazasa
pontatlansagot eredményezhet. A PTE Kémiai Intézetében kifejlesztésre kerilt a
PEKM készlilék sajatsagat kihasznald repllési idén alapuld diffuziés koefficiens
mérémaodszer. A moddszert a 2.3.1. pontban mutattam be. A mddszer
teljesitbképesseégének vizsgalataba bekapcsolddva kuldnbdzé anyagoknak meértem
meg diffuziés koefficiensét oldatokban, gélekben elektrokémiai mikroszkopias
repulési id6 mddszerrel.

A modszerrel kapott tapasztalataim koézil kettét mutatok be e helyen.
Egyrészt roviden megemlitem az elektroaktiv metildopa (L-a-Metil-3,4-dihidroxi-
fenilalanin) gyogyszermolekula agaréz gélben torténd diffuzidjanak mérésével
szerzett tapasztalataimat. Masrészt a glukéz diffuzios koefficiensének mikroméreti

enzimelektréd alkalmazasaval torténdé méréseimrél szamolok be.

4.2.1. Az a-metildopa diffuziés koefficiensének mérése

A metildopa elektroaktiv anyag, igy voltammetriasan j6I mérhetd platina
munkaelektréd alkalmazasaval. Metildopat vérnyomas csodkkentése céljabdl
alkalmaznak, igy fontos lehet annak diffizi6ja a szervezetben. igy mértem a
metildopa diffuziés koefficiensét 0,8 %-os agardz gélben és foszfat puffer oldatban.

Metildopa diffuziéjanak mérésével foglalkozd szakirodalmat nem talaltam.

A mérést pasztazd elektrokémiai mikroszkoppal végeztem, melyhez a
vizsgalandé minta 5ml 100mM-os HCI oldatban feloldott Dopegyt tablettat
tartalmazott, melyet fecskend6sz(ir§ segitségével atsziirve a mikropipettaba

szivtam. A mikropipettat a mikroszkop Z tengelyére helyeztem, hozzakotve az
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injektorhoz, mely egy nitrogénpalackhoz csatlakozott. A mérékozeg foszfat-puffer
(Sdérensen, pH 7,4) és foszfat-pufferben oldott agar6éz (0,8%) volt, melyet egy
plexinengerbe toltve az elektrokémiai mikroszkép X-Y iranyban mozgathato
asztalara er6sitettem.

A mikropipettaval szembe egy 25um atméréji platina korong munkaelektrodot
pozicionaltam. A mérést a mar korabban ismertetett TOF- modszerrel végeztem 3
elektrédos rendszerben, +0,4V-on — AgCI referencia elektrod, Pt ellenelektrod
alkalmazasaval. A mér8elrendezést a 4.2.2. fejezet 21. abraja mutatja, a kapott

értékeket pedig a 2. tablazat tartalmazza.

Tavolsag |t . ...lPBS Tavolsag (0,8% agarézgél
(um) D/10%cm¥s | (um) [10%cm?s
0 111,02| 5,38 0 2,41
40 127,01 5,42 20 2,45
80 143,04 5,4 40 2,43
120 160,02 5,41 60 2,7

2.tablazat o-Metildopa diffuzids koefficiens értékei 7,4 pH-ju foszfat pufferben és 0,8%-0s

agaréz gélben

A kapott értékek alapjan elmondhatd, hogy jelentés kuldnbség adddott a két
kozeg diffuzids koefficiense kézott. A kildonbdzé repllési tavolsagok mellett kapott
diffuziés koefficiens értékek viszonylagos j0 egyezése alapjan megallapithatjuk,

hogy az alkalmazott médszerrel mérhetd a diffuzioés koefficiens.

4.2.2. Gliuikoéz diffuzidjanak mérése repiilési-idé6 modszerrel

A voltammetridas mérések soran kapott aram jel sok esetben jéI definialt
flggvénykapcsolatban van a munkaelektrédon reagalé anyagféleség diffuzios
koefficiensével. Ennek megfeleléen tébb voltammetrias mddszer felhasznalhatd
elektroaktiv anyagok diffuziés koefficiensének mérésére. Természetesen, lévén

hogy az elektrodfolyamatok egymas utan kdvetkezé tébb 1épésbdl allnak, ezért
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hagyomanyos voltammetrias méréssel csak olyan esetben mérhet6 a diffuzids
koefficiens, amikor a nevezett konszekutiv reakcidésor sebesség-meghatarozé
lépése a diffuziés anyagtranszport. Keémiailag bonyolult, irreverzibilis elektrod
folyamatok esetében ez a feltétel nem teljesul. Voltammetridas modszerrel nem
sikerulhet megbizhaté diffuzios koefficiens értéket nyernink.

Az B-D(+)-glukéz kulonbozbé kozegekben mutatkozd diffuzids koefficiense
fontos adat. Ugyanakkor az illet6 diffuziés koefficiens voltammetrias modszerrel
torténé mérése nehézségbe utkozik. Egyrészt a glikéz savas és semleges
kézegben nem mutat elektroaktivitast a voltammetria gyakorlataban altalanosan
hasznalt munkaelektrodokon, az azokkal vizes oldatokban elérhet6 potencial
tartomanyban.

Masrészt a glukdéznak egyes elektrédokon lugos kozegben mutatkozé
elektrokémiai oxidacioja rendkivil bonyolult, semmiképpen sem diffuzié kontrollalt
folyamat.'*3%*

Munkamban megvizsgaltam, hogy a hagyomanyos voltammetrias
modszerekkel kielégité pontossaggal nem mérhetd glikéz diffuzids koefficiens
milyen hatékonysaggal mérhet6 a PEKM —repUlési id6 modszerrel.

A kisérletekben két eltéré detektalasi technikat alkalmaztam. Az egyik esetben
lugos kbzegben dolgozva elektrokatalitikus sajatsagu rézoxid réteggel bevont réz
mikrokorong elektrodot hasznaltam mérécsucsként.

A masik esetben, semleges kobzegben (pH = 7,4) mikroméreti
enzimelektréddal detektaltam a glukéz lokalis, pillanatnyi koncentracidjat.
Feltételeztem, hogy a mért koncentracié — id6 fuggveény kialakitdsaban a viszonylag
hosszu diffuzios ut megtételéhez szikséges id6hoz képest kisebb reakcioidét
igényl6 egyéb folyamatok csak elhanyagolhaté mértéki torzitast hoznak létre.

A két detektalasi méd kozul természetesen az enzimelektrodos gyakorlati
jelentésége nagyobb, hiszen ritkdn van szikség lugos kozegben valé glukoz
transzport jellemzésére.

A kisérletekben hasznalt mérécella és injektor egység elrendezését mutatja a
19. abra.
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19. abra PEKM repllési idé (TOF) modszer soran alkalmazott mérdcella.

Az anyag nanocseppecskéjének bejuttatasara hasznalt mikropipettak nyilas
atmérdjét 0,2-1 pm-nek allitottam be. A pipettakat fiiggbéleges pipettahizé
készllékkel (Sutter Instrument. Novato, CA, USA) készitettem. A mérérendszerben
pedig megtdltés utan a pipettat csatlakoztattam egy Rheodyne tipusu (Rheodyne
9125i, CA, USA) hurok injektorhoz, mely egy magas nyomasu nitrogén palackhoz
csatlakozott. A cseppecskét manualisan, az injektor segitségével juttattam a
mérdcelldba. Nagyon rovid nyomdas impulzust alkalmaztam, hogy a pipettabdl
nagyon kis anyagmennyiség jusson a cellaba. Talan nem felesleges
megjegyeznem, hogy a modszer elénye, hogy nem szikséges azonos, vagy ismert
anyagmennyiség bejuttatasa.

Az elektrdd tesztelését kis atmérdji Gvegpoharban, mig a mérést egy ehhez a
pasztazo elektrokémiai mikroszképhoz kialakitott plexihengerben végeztem. A cella
aljan egy gumidugo helyezkedett el, mely kézepére lyukat furtam, hogy azon éppen
atférjen a munkaelektrod. Ez a cella helyezkedett el azon a tartélemezen, mely
vizszintesen az Y és a X tengely irdnyaba mozgathatd, mig a mikropipetta pontosan
szemben a munkaelektroddal, raerésitve a fuggdlegesen mozgathaté tartélemezen
foglalt helyet.

Az oldatkészitéshez hasznalt analitikai tisztasagu D(+)-glikézt a Sigma-
Aldrich cégtél rendeltiink, hattér elektrolitként pedig frissen készitett 7,4 pH-ju
foszfat (Sorensen) puffert alkalmaztam. Minden oldat készitéséhez kétszer
ioncserélt vizet (fajlagos vezetéképessége kevesebb, mint 0,5 uS cm™) hasznaltam.
Diffuziés koefficiens méréseket végeztem foszfat pufferrel készitett 0,5%-o0s agaréz

gélben is.
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4.2.2.1. Diffaziés koefficiens-mérés Ilugos oldatban elektrokatalitikus

rézelektroddal

Kisérleteimben vizsgaltam a ldgos kozegben torténd voltammetrias
glikézmérés lehetéségét. Ennek kapcsan 100 mmol/dm®  nétrium-hidroxid
hattérelektrolit alkalmazasa mellett egyenaramu voltammogramokat vettem fel réz

mikrokorong munkaelektroddal. llyen voltammogramot mutat be a 20. abra.
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3,00E-07 -
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0,00E+00 f ‘
0 0,2 0,4 0,

» 4_______
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20. abra 100mV/s polarizacios sebességgel készitett egyenaramu voltammogramok.
Hattér-elektrolit 100 mmol/dm® NaOH, Ag/AgCl referencia elektrod. A gérbe gliikoz
koncentracié = 0, B gorbe gliikéz koncentracio = 1mmol/dm?®

Az abran lathatd, hogy a voltammogram jelzi a glikéz jelenlétét. A
voltammogramok alapjan megallapithattam az amperometrids detektalashoz

célszerlien alkalmazhato elektrédpotencialt. Amint ez lathatd, ennek értéke 0,65 V.

Kérdés mertllhet fel, hogy vajon nyugvd, nem kevert natronlig oldatban
nyerhet-e allandé amperometrias aram a diffuziés koefficiens-mérésekhez
tervezett koriilmények kdzott. Ennek vizsgalatara 4 cm? natrium-hidroxid alapoldatot
pipettaztam a mérécellaba és 0,65 V elektrdd potencial mellett regisztraltam az
amperometrids aramintenzitdst. Stabil aramerésség elérése utan I1épésenként 100yl
térfogata 100mmol/dm® koncentracidju gliikéz oldatddzisokat adtam az oldathoz. Az

oldatdézis beadasa utan par masodpercig magneses keverést alkalmaztam.
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A meérések soran kapott aram — idd regisztratumot és az abbdl szerkesztett

aram — koncentracio fuggvényt a 21. abra mutatja.
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21. abra Glikoz kalibraciés gorbe és allé oldatban készitett amperometrias aram — id6

regisztratum, elektrod potencial 0,65 V, Hattérelektrolit 100 mmol/dm® NaOH

Az abra alapjan lathaté, hogy a réz mikroelektrod all6 oldatban a glikoéz
koncentraciotdl linearisan fliggd, jél definialt, stabil amperometrias aramjelet ad.
Tehat alkalmazhatd PEKM mérésekben repulési id6 moddszerrel végzett glukoz

diffuziés koefficiens mérésekre.

A diffuziés koefficiens mérések soran az injektort, azaz forras mikropipettat
100 mmol/dm® gliikéz oldattal téltéttem meg, amely 0,1 mol/dm®-es natronldg
oldattal készult.  Kuldonbdzd repulési tavolsagok (d=di+ nAx) mellett mikro
cseppecskeéket injektaltam és folyamatosan regisztraltam az amperometrias aramot
0,65V elektrédpotencial mellett. Minden mikrocsepp beadasa utan a varakozasnak
megfeleléen csucs alaku aram — idd tranziens jelent meg. Nulla idének, t=0-nak

tekintettem a cseppecske beadas pillanatat. Kilénb6z6 replilési tavolsagok melletti
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regisztratumokat mutat be a 22. abra. 22/A abra mutatja a regisztratumokat, 22/B
abra pedig az illetd i {max €rtékekre normalt aramcsucs - id6 tranzienseket, azaz (i-
ini tmax — t flggvényeket. i; jelenti az injektalas utani t idében mérhetd
aramintenzitast, i, jelenti a maradék aram értékét, i;nax a tranziens csucsanal mért

aramintenzitas.

Ararn (&)

Tavolsag (m)

[dd (=)

22/A. abra Kuilonboz6 repllési tavolsagok mellet kapott aram — id6 regisztratumok.

Réz mikrokorong munkaelektrdd, elektrod potencial = 0,65V

- 10

E)
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22/B. dbra A 22/A. &bran lathato kilénb6z6 repllési tavolsagok mellet kapott dram —idé
regisztratumok a maximum értékeire normalva, réz mikrokorong munka elektrdd, elektrod potencial
0,65V.
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Amint azt a korabbiakban (2.3.4.) lattuk a repulési id6 modszerrel torténé
diffuzios koefficiens-mérés modszer elméleti alapjat az el6z6ekben emlitett egyenlet
jelenti.

Természetesen a mérés csak ugy ad pontos eredményt, ha az alkalmazott
kisérleti feltételek nem térnek el nagymértékben az egyenlet levezetéséhez hasznalt
modell sajatsagaitdl. Célszerl volt megvizsgalnunk, hogy a kapott aram - idd
tranziensek mennyire térnek el az idealizalt kisérleti feltételek mellett varhaté
tranziensektél.

Munkamban ismert D és d=(di+n4x) adatparok alkalmazasaval a 8. egyenlet
alapjan generaltam C 4, —t fliggvényt. Origin 7 programot hasznaltam e munkahoz.
Ezt a generalt elméleti tranzienst illesztettem az egyik mért tranzienshez a
kovetkez6 modon. A K illesztési konstans szamitasahoz (13) a mért tranziens
maximumanal mért aramertékbdl kivonva a maradékaram (i;) értékét képeztem az i-
ir = Aiggmax €rtéket. Ezt osztottam a generélt figgvény C;q4 maximum értékével
(Crdima)-

K — Ait,d,max

t,d,max (13)

Az elméleti (szamitott) tranziens készitéséhez K értékével szoroztam az
egyes t értékekhez tartozd generalt C 4 értékeket és ezeket abrazoltam az id6
fuggvényében (14). A 23. abra mutatia az igy egymashoz illesztett szamitott

(pontsorral jelzett) és mért (folyamatos vonallal jelzett) tranzienseket.

AIt,d,theoreticai = Ct,d K
(14)

Lugos kdzegben végezve a méréseket a glukoz diffuzios koefficiense 6,3 x 10°
® cm?/s —nak adddott a kapott értékek 3,5 x 107 cm?/s standard deviacidja mellett.
Ez viszonylag j6 egyezésben van a szakirodalomban talalhat6*>® 6,76 x 10° cm?/s
értékkel.

Az elméleti értékeket abrazolva, és a mérés soran egy maximummal (Atpay)

rendelkez6 gorbét kapunk.
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23. abra Szamitott €és mért i max €értékre normalt tranziensek. Folyamatos vonal jelenti a mérés soran
kapott regisztratumbdl készitett tranzienst (mérési kériilmények), a pontsor jelzi az (13) egyenlet

alapjan szamitott értékeket.

4.2.2.72. Gliik6éz diffuzidos koefficiensének mérése enzimelektrédos

detektalassal

Gyakorlati szempontbdl a glikéznak semleges kézegben mutatkozé diffuzids
koefficiense joval fontosabb adat, mint a lugos kézegli. Célszer( volt megvizsgalni,
hogy a glukéz koncentraciét semleges kbdzegben mérni képes bioszenzor
alkalmazhato e repilési idén alapulé diffuziés koefficiens-mérésre. A bioszenzorok
méréfellletét biokatalitikus reakciod réteg boritja. Ez feltehetéen ndveli az elektréd
valaszidejét. Kérdéses, hogy ez mekkora torzulast okozhat az elektrod valasz — id6
tranziensben.

A diffuzié6 meghatarozasahoz amperometrias glik6zmérd enzimelektrod mikro
méretl valtozatat készitettem el, a 3.6. fejezetben leirtak szerint. A valaszid6-
méréshez az elektrédra eziist huzal kvazi referencia elektréddal szemben 0,65 V
polarizalé fesziiltséget kapcsoltam és 10cm® pH = 7,4 foszfat puffer oldatban
regisztraltam az amperometrias aramot. Stacioner aram elérése utan 10 pl,

100mmol/dm?® koncentraciéju gliikéz oldatot juttattam a mérécellaba. A gliikoz oldat
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beadas utan révid idejl keveréssel homogenizaltam az oldatot. A kapott aram- id6

regisztratumot a 24. abra mutatja.

Az abra alapjan lathatd, hogy az &ltalam készitett kisméretli bioszenzor
valaszideje viszonylag rovid. A viszonylag nagy és hirtelen koncentracié valtozas
esetében a teljes aramintenzitas valtozas 95%-anak eléréséhez 5-10 masodperc
szikséges. A reakcid réteggel nem boritott fellletli elektrodok esetében
tapasztalhatonal kissé nagyobb valaszidé csak kismértékben torzitja az aram — id6
tranzienst, igy csak kicsiny pontatlansagot eredményez a diffizids

koefficiensmérésben.

9,0E-10
keverés keverés
be l Ki
—~ B60E-10 1
<
£ gliikkéz
I hozzaadasa
.
<L
3,0E-10 -
959%
0,0E+00 : : : : i
50 100
Id6 (sec)

24. abra Mikroméretli, amperometrias gliikézelektrod valaszgorbéje (10 cm? puffer,
100 pl 100mmol/dm® glukéz oldat, elektréd potencial 0,65 V)

Szikséges volt megvizsgalni az enzimelektréod allé oldatban mutatkozo
valaszanak stabilitdsat és koncentraciéfuggését. Ehhez a 22. abrat eredményezd
kisérletet megismételtem glukozelekirod alkalmazasaval. Hattérelektrolitként 10
cm?® foszfat puffer oldatot juttattam a mérécellaba, és eziist szal kvazi referencia
elektréoddal szemben +0,65 V elektréd potencialt kapcsoltam a glikoz
enzimelektrédra.  Stacioner elektréddpotencial elérése utan  100mmol/dm?®
adagok bejuttatasa utan rovid ideji magneses keverés alkalmazasaval

homogenizéltam a mér6cella tartalmat. A kisérlet soran kapott daram - id6
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regisztratumot és az annak alapjan szerkesztett kalibracios gorbét, azaz aram —

koncentracio fuggvényt a 25. abra mutatja.

A 25. abra alapjan megallapithatd, hogy az altalam készitett glikoz-elektrdd a
glukéz koncentraciotol fuggd stabil aramintenzitéas jelet ad. Ennek megfelel6en
alkalmas semleges pH-ju kdzegben, repullési-id6 mobdszerrel torténd diffuzids

koefficiensmérésre.

2,50E-09
keverés
ki-be ”
2,00E-09 1 giukoz e
hozzaadas
<
~ 1,50E-09 - __ 18] y=1,0546x-0,0117
S < R?=0,9957
3] £ 12
=
g 1.00E-09 ] E .
P
<L
0,44
5,00E-10 - .
05 ' 1 15
Koncentracié ( mmol/dm®)
0,00E+00 i : i : i : : : |
0 100 200 300 400 500

Idé (sec)

25.abra Gllkoéz elektroddal kapott aram-id6 regisztratum. Az aram lépcsék 50ul 50mmol/dm?®
koncentraciéju glikéz oldat dozisok hozzadadas hatédsara jottek létre. Alapelektrolit 10 cm?® foszfat
puffer, pH = 7,4, elektrdéd potencial 0,65 V. A beékelt fliggvény a regisztratum alapjan készitett

kalibraciés gérbe

A korabban leirt repulési id6 kisérletet pH = 7,4 foszfat puffer oldatban,
glikéz-mérd enzimelektrodos detektalassal, kulonbdz6 repullési tavolsagok

alkalmazasaval elvégezve nyertem a 26. abran lathaté aram — id6 tranzienseket.
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D.DDE

DDDS

D.DDA

D.DDd

Aram )

R ]

TavolSag (Un) san N e T

P . s 14D
20D ;

26./A abra Kilonboz6 repllési tavolsag (d) mellett , 7,4 pH-ju foszfat pufferben kapott aram-idé

tranziensek, detektalas 0,65V polarizacios fesziltség mellett enzimelektroddal.

1.4

095

15“ . " . . m
Tavolsag (m) " ogg -

220 lda (s)

26/B. dbra A 26/A. dbran mutatott tranziensek imax értékekre normalt (i-ir)/imax képe

A tavolsagok (di+nAx) és kapott t maximumok (tmaxi) felhasznalasaval a (15)

egyenlet alapjan kiszamitottam d; legvaloszinlibb értékét, majd ennek ismeretében
az egyes adatparokbdl adodo diffuzios koefficiens értékeket.

5 [@d+nA)” _ (d+n,ax)°
6AL, 6AL, ., (15)
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A kapott eredményekrdl ad attekintést a 4. tablazat.

s PEKM

Repulési D

taz’°:§‘)ag tmax(S) | griekek
H (cm?/s)
100 13 6,1*10®
120 15 6,4*10°
140 17 6,5*107
160 19 7,2*107
180 23 5,810
200 26 6,2*10°
220 30 6,4*10°
240 35 6,1*10°

3.tablazat Glikéznak foszfat puffer oldatban, kilénb6z6 repulési tavolsagok mellett mért

diffuzios koefficiens értékei és a szamitashoz hasznalt kisérleti adatok 6sszessége.

A glukoz enzimelektréd kis mérete és konikus alakjanak kdszdonhetéen képes
tengely iranyban mozogni gélekben, szovetekben, Uledékekben anélkul, hogy
megseriine, illetbleg, hogy komolyabb sérulést okozna a vizsgalt kodzeg
szerkezetében. Ennek megfeleléen pH = 7,4 pH - ju foszfat pufferrel készitett
agar6z gélekben is mértem a glukoz diffuzios koefficiensét. Az el6z6ekben leirt
maodon, 0,5%-0s agardz gélben végzett kisérletek eredményeit foglalja 6ssze a 4.

tablazat.
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o PEKM

Repuilési D

tazlorlﬁs’:lg tmax (8) | artekek
v (cm?/s)
100 62 |5610°
120 66 | 6,3*10°
140 69 |51*10°
160 | 71 |534107
180 83 | 61*10°
200 88 | 6,7*10°
220 95 |6810°

4.tablazat Glukoz diffuzios egyltthatdinak értéke glikoz enzimelektroddal mérve agaroz

geélben

A diffuziés egyutthatd értékek kiszamitasahoz minden egyes kombinaciot
(tavolsag part) figyelembe véve kiszamitottam d; értékét. A kapott értékek atlagat
fogadtam el d-nek. A két tablazat D adatainak 6sszehasonlitasaval megallapithatjuk,
hogy jelentés kuldénbség nincs az ilyen hig gélben és az oldatban kapott diffuziés

koefficiens értékek kozott.
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5. Osszefoglalas

A pasztazé elektrokémiai mikroszképia egy viszonylag Uj médszer. Szamos
terlleten bizonyult j6l alkalmazhaténak. Munkam soran célom volt néhany ujszer
méréstechnikai feladat megoldasa kapcsan vizsgalni a kémiai mikroszkép illetd
terlleten torténé alkalmazasanak lehet8ségét, annak elényeit.

Kisérleteimben a pasztazo elektrokémiai mikroszképot korrézids folyamatok
tanulmanyozasara és diffuzios koefficiens mérésére hasznaltam.

A korrézids vizsgalatok céljara alkalmas pasztazo elektrokémiai mikroszkopias
mérécellat készitettem milanyag korongba agyazva vas és cink huzalokat. A
mérdcella fenék lapjan megjelené kis atmérdji fém korongok felett kulonb6zé
elektrodokkal pasztazva lehetéségem volt korrozids folyamatok soran a feluleten
végbemend folyamatok altal létrehozott mikrokérnyezeti koncentracidé profilok
tanulmanyozasara. A cink korrézio-védd hatasanak tanulmanyozasara Uj tipusu, kis
ellenallasu, kedvezdéen megndvelt élettartamu ion-szelektiv cink mikropipettat
fejlesztettem ki. Az elektrod elektrokémiailag kialakitott vezetd polimer réteggel
bevont szénszalbdl készitett szilard kontaktust tartalmaz. A vezetd polimer stabilis
hatarfazis potencialt biztosit. Az elektréd kialakitasanak — néhany mikron atméréja
mérécsucs atmerd, kis ellenallas - kdszonhetéen elbnydsen alkalmazhaté PEKM
mérécsucskent.

Vizsgaltam az illet§ elektrod méréstechnikailag fontos tulajdonsagait. Az
elektréddal sikerlilt a vassal elektromosan Osszekapcsolt cink fellletén mérni az
oldatba mend cink-ionok koncentracidjat. A fémkorongok fellletének kozelében
sajat készitésl antimon mikroelektroddal pasztazva kémiai képet sikerult késziteni a
lokalis pH és oxigén koncentracio profilokrol.

Méréseimben folytattam a tanszéken korabban kifejlesztett repdulési id6
detektalasan alapuld diffuzids koefficiens mérémodszer alkalmazasi teruletének
tanulmanyozasat. A korabban alkalmazott repulési idén alapuld diffuzié
mérémabdszerek esetében a repllési tavolsag mérés bizonytalansaga kedvezétlenil
befolyasolta a kapott eredményeket. A PEKM készllék specialis sajatsaga, azaz a
pontosan kontrollalt Iépéshossz lehetéséget biztosit arra, hogy egy sorozat mérést
végezzink kilénbdzd repllési tavolsagok mellett ugy, hogy a repllési tavolsagok
kozotti  kdldonbség pontosan ismert. Ez nagymértékben megnéveli a kapott

eredmények pontossagat, megbizhatésagat.
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A mérésekhez sajat készitésl elektrodokat, meérécellakat alkalmaztam. A
glikoz rendkivil fontos szerepet tolt be az emberi szervezetben, igy fontos annak
diffuzi6janak tanulmanyozasa. Munkamban meghataroztam glikéz diffuzios
koefficiensét kulonb6z6 kdzegekben. Erbsen bazikus kbdzegben elektrokatalitikus
oxid filmmel bevont fém réz mikrokorong elektrédot, mig kézel semleges kdzegben
amperometrias enzimelektrédot hasznaltam. Méréseket végeztem agardéz gélben

is.
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