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I. Bevezetés

A kémiai és bioldgiai folyamatok kovetése, megértése szempontjabol az analitikai kémia
fejlodésének kiemelt szerepe van. Ennek a fejlédésnek harom irdnyvonala az automatizalas,
miniatiirizalas és egyszerlsités, melyben fontos szerep jut a gyors, megbizhaté érzékelok
(szenzorok) fejlesztésének. A szenzor egy olyan technoldgiai eszkéz vagy bioldgiai alapi
egység, ami detektdlja/érzékeli a jelet vagy fizikai véltozédst. A szenzorok fejlesztését az
elmult szdzadban a szelektivitisnovelés motivélta, s ennek egyik legismertebb eredménye a
pH mérésre haszndlatos hidrogén szelektiv iivegelektréd. A szenzorfejlesztés az analitikai
kémidn beliil egy olyan dinamikusan fejlodo teriilet, melyet els6sorban a kornyezeti €s
egészségiigyl elbirdsok igényei irdnyitanak. A kémiai Osszetételt méré kémiai szenzorok a
kémiai informécié (koncentréacid, szerkezet) fizikai-kémiai jellé vald atalakitasat végzik. A
kémiai szenzor két részegységbdl all: egy molekuldris felismerést biztosité anyagot (példaul
receptort) tartalmazo6 felismerd részbol és egy fizikai-kémiai jelatvivo egységbdl. A felismerd
egység funkcidja kettds: szelektiv kdlcsonhatds révén a szenzor szelektivitdsdnak biztositasa,
és a kémiai paraméter (dltaldban koncentracid) analitikailag mérhetd, hasznos jellé vald
atalakitdsa, amelyre a jelatvivd egység reagdl. Jellemz6 mddon a kémiai felismerést végzo
elem és a jeldtalakitd egység egy analitikai eszkdzben taldlhaté meg.

A bioszenzorok (bioldgiai szenzorok) a kémiai szenzorok alcsoportjat alkotjdk, amelyeknél a
felismer0 anyag bioldgiai eredetii, és a szelektiv felismerési 1épés bioldgiai folyamatra épiil,
igy lehet enzim-szubsztrat, antigén-antitest, receptor-agonista kolcsonhatds vagy nukleinsav
hibridizacié. A kiilonboz6 bioldgiai anyagok koziil legéltaldnosabban az enzimeket
hasznaljdk. A jelatvitel lehet elektrokémiai (amperometrids, potenciometrids), optikai vagy
reakciohd mérésén alapuld. Készitenek feliileti plazmon-rezonancia detektdldson vagy
tomegvaltozds mérésén alapuld (kvarckristdly mikromérleg alapi) és feliileti akusztikus
hullim detektdldson alapul6 kémiai és bioszenzorokat is. Fontos megemliteni, hogy a
szenzorok miikodését megszabd folyamatok daltaldban reverzibilisek, ami biztositja a
szenzorok ismételt felhaszndlhat6sdgét, folyamatos iizemmaodu alkalmazasat.

A 2006 ota az Eszterhdzy Karoly Foiskola keretein beliil inditott egri Regiondlis
Tudaskozpont egyik kutatdcsoportja az élelmiszeripari bioszenzor fejlesztésekre 6sszpontosit,
melyen beliil f6bb élelmiszer dsszetevok (antioxiddnsok, biogén aminok) ellendrzése a cél. A
kutaté laboratérium foként elektrokémiai modszereket (amperometria) alkalmaz munkdjaban.

A kutatasi tevékenységek sordn elengedhetetlen a hazai és nemzetkozi csoportokkal (Lund-
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Svédorszag, Perpignan- Franciaorszag) torténd egyiittmikodés. Egy ilyen egylitmikodés
keretein beliil sikeriilt a magyar dllami E6tvos 0sztondij segitségével, fél éves kutatdmunkat
végeznem a dél-francia perpignan-i egyetemen, ahol jelentésebb immunoszenzor fejlesztések
is folynak.

Jelen disszertacié az egri foiskoldn végzett, L-aszkorbinsav mérésére alkalmas bioszenzor
fejlesztés és a francia kutatocsoportban végzett aflatoxin M; vizsgédlatira alkalmas
méromddszer kifejlesztésének eredményeit foglalja Ossze. Az elsd rész tehat L-aszkorbinsav
(antioxidds) mérésére alkalmas rendszer fejlesztését taglalja, mivel az antioxidansok szerepe
jelentds tobbek kozott az élelmiszertartdsitdsban, mindség megdrzésben, s mennyiségiik
meghatdrozasa fontos visszajelzés lehet a termék élettartamdra vonatkozéan. A masodik rész
az aflatoxin M; mérésére hasznalhat6 moddszer elemzését tartalmazza, melyben egy olyan
élelmiszer szennyezOt vettiink gércso ald, ami az emldsok tejében mutathato ki, s a taplalékkal
elfogyasztott aflatoxin B; metabolikus valtozata. Mennyiségének meghatarozdsa fontos a tej

mindségének, emberi fogyaszthatdsdganak megéllapitasdban.



II. Irodalmi attekintés

Az ipari folyamatokban elddllitott termékek mindségbiztositdsa egyre nagyobb gazdasagi
jelentdséggel bir a rohamosan fejlédo tarsadalmakban. Ezen beliil az élelmiszer mindség és
frissesség egyre inkdbb a figyelem kozéppontjaba keriil mind a fogyasztok, mind az
élelmiszeripar szempontjdbol, melyeknek ellendrzésére id0szakos kémiai és mikrobioldgiai
elemzéseknek vetik ald a termékeket. Az emlitett vizsgdlatok olyan moddszereket
sorakoztatnak fel, mint kromatogréfia, spektrofotometria, elektroforézis, titralds, amelyek
azonban nem teszik lehetOvé az egyszerli, folyamatos elemzést. Tobbségiik draga, lassu és
amellett, hogy minta el0készitésiik Osszetett lehet, jOl képzett személyzetet is igényelnek. Az
élelmiszeripar gyors és koltséghatékony megoldasokat igényel a régi és ujabb kritikus
OsszetevOok foként ellendrzd jellegli meghatdrozasara. Az olcsé €s folyamatos nyomon kovetés
mellett a roncsoldsmentes és gyors vélaszideji mdédszerek tovabbi elonyt élveznek. Az
eldbbiekben felvazolt ipari rutin mérések teljesitésére kindl alternativ megoldast a bioszenzor
fejlesztés [1]. A bioszenzorok a kémiai szenzorok kozé tartoznak, melyekben egy bioldgiai
alapu felismerd egység (enzim, antitest, receptor, mikroorganizmus) egy kémiai vagy fizikai
jellegli jeltovabbitoval torténd kombindcidja nyujt az élelmiszer analizisben is haszndlhaté
mérdeszkozt. A bioszenzor technoldgia egyedi tulajdonsdgai miatt valés mintdkra
alkalmazhaté eljardsok lehetdségét ajanlja, s szdmos eldnye (magasfoku szelektivitas és
specifitds, megvaldsithatdsdg és tarolds relativ alacsony koltsége, miniatiirizalds lehetdsége,
automatizdlhatéva és hordozhatéva tétel) alapanyag és mindségiigyi laborok ellenérzo
rendszereinek részévé teheti. A bioszenzor fejlesztések a legkiilonfélébb felhasznalasi
teriiletekre  koncentrdlnak, mint pl.: klinikai, kornyezetvédelmi, mezdgazdasagi,
biotechnoldgiai [2,3]. Bioszenzorra alapozott fejlesztések ugyanakkor hasznédlhatéak lehetnek
élelmiszertermékeknél 1is, foleg Osszetétel meghatdrozds, nyersanyag é&s késztermék
szennyezettsége, ill. fermenticidés folyamatok beépitett (on-line) ellenérzése terén. Az
élelmiszeripar altal gerjesztett nagy valtozatossdgot mutatd bioszenzor kutatdsok ennek
ellenére még korldtozott alkalmazhatésdgot mutatnak. Mdsrészrdl a valés mintak mérésére
alkalmas prototipusok teszteléseiben olyan kritikusnak mondhaté fazisok taldlhatok, mint a
biokomponens rogzitése gyartds sordn és az elemzés mintaelOkészitése. A bioszenzorok
megfeleld homérséklet és pH igénye a bioldgiai aktivitidsat biztositdsaért sziikséges, tovabba

egyes esetekben a minta elokezelése is ajanlott bizonyos zavard dsszetevok eltdvolitdsara,
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mint pl.: aszkorbinsav, tirozin stb., illetve semlegesitési, higitasi és extrakcids eljarasok is
sziikségesek lehetnek az élelmiszer savassdga vagy hidroféb tulajdonsiagai esetén. Az
élelmiszerek esetén hasznalt, elemzési 1dot csokkentd, feltir6 moddszerek tobbek kozott a
savas vagy ldgos hidrolizis, mikrohulldimos emésztés, szuperkritikus folyadék extrakcio,
parologtatas €s szlrés.
Elelmiszeripari teriileten fontos bioszenzor alkalmazds a peszticidek, patogének,
mikroorganizmusok és toxinok kimutatdsa. Ezen szennyezOk kimutatdsdra alkalmazott
hagyomanyos mddszerek fizikokémiai, bioldgiai és szeroldgiai teszteket foglalnak magukban,
melyek legtobbje hosszi mintaelOkészitést, elemzési idot igényel, nem megfeleld a
szelektivitdsa és érzékenysége, s Osszességében az elemzés néha napokat vehet igénybe.
Eppen ezért az immunoanalitikai médszerek j6 alternativét biztositanak, mivel antitesteket
nemcsak fehérjék felismerésére lehet kifejleszteni, hanem mikroorganizmusok felszini
antigénjeire €s kis molekulatomegii 6sszetevokre is.
A bioszenzorok vagy immunoszenzorok csokkentik az analizis 1d6t és koltséget, s novelik a
termék biztonsdgot. Ezek a modszerek felhasznalhatéak tovabba beépitett (on-line) rendszerti
kontroll meghatdrozasra ¢és mérésre olyan folyamatellen6rz6 mindségbiztositasi
rendszerekben is mint a HACCP (Hazard analysis and critical control points- Kockazat
elemzés és kritikus ellendrzési pontok). Tovabba az enzim alapi bioszenzorok és
immunoszenzorok mikroorganizmusok (E. Coli, Salmonella, S. Aureus), peszticidek,

herbicidek 6rék ill. percek alatt torténd meghatarozasat tették lehetové [4,25].

II.1 Bioszenzorokrol altalaban

Megegyezés alapjan a bioszenzorok a felhasznalt bioldgiai komponens tipusa, a jelatvitel
modja vagy ezek kombindcidja alapjan csoportosithatok. A célmolekula kimutatasdra szamos
biol6giai komponens és jelatvivé eljards all rendelkezésre (1. dbra), azonban a tényleges
modszert a vizsgdlandé minta €s a mérési tartomany hatdrozza meg. Mivel a bioldgiai
felismerd egység kiilonbozo szelektivitasi €s specifitasi fokkal rendelkezhet, ezért ezt harom

csoportra osztjdk: biokatalitikus, bioaffinitds €s hibridizacids receptor alapu.
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Célmolekula (enzim, antitest, antigen, mikrobialis sejt, gaz, ion, mikroorganizmus,
fehérje, oligonukleotid)

Felismerd egyseg (sejt, receptor, antitest, antigan, membran, enzim, organellum,
organizmus, szovet, oligonukleotid)

Elektromagneses
Hémeérsékletvaltozas sugarzas kibocsajtas

v.hécsere vagy elnyelés

Rezgésszam valtozas
tomeg és=vagy
mikroviszkozitas
valtozas hatasara

Elektron csatornazas,
ion mozgékonysag,
elektroaktiv v. toltott
részecske difflzidja

Elektrokemiaijel Termikus jel SlaLcllis
(amperometrias, Piezoelektromos jel
potenciometrias, 7
vezetSkeépesség)
[ | :
~—~ 3

Dupla v. tobbcsatornds jelfeldolgozas kalibraciét kovetd dsszehasonlitassal v.

kivonassal

1. abra: A bioszenzorok 4ltaldnos milkodése és csoportositdsa a generalt jel alapjdn [1]

I1.1.1 Biokatalitikus receptorok

A Dbiokatalitikus felismeré egység enzim (mono vagy multi enzim), egész sejt
(mikroorganizmus: baktérium, gomba, eukariéta sejt, €élesztd), sejt organellum és novényi
vagy éallati szovet tartalmu rendszer lehet. Azok a bioszenzorok, amik mikroorganizmusokat,
allati vagy novényi szovetet tartalmaznak, azzal az eldnnyel birnak, hogy kialakitdsukhoz nem
sziikkséges a biokomponens bonyolult kivondsi és tisztitasi folyamata [5,6,7]. A mikrobidlis
szenzorok tovabbd kevésbé érzékenyek a kiilonbozd egyéb OsszetevOk inhibicids hatdséra,
sokkal jobban tiirik a pH és hdmérsékletvaltozasokat, valamint dltaldban hosszabb életidével

is rendelkeznek. Ezek az eszk6zok az elektréd és annak felszinén megkotott egész sejtek
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kapcsolatdn alapulnak, s konnyen regenerdlhatok tdpanyagokban dis oldatba martdssal.
Ugyanakkor az ilyen tulajdonsdgi szenzorok lassabb valaszidovel és alacsonyabb
szelektivitdssal rendelkeznek az egyszerli enzimes megolddsokhoz képest, mivel egy €10
sejtben szdmos metabolikus folyamat jatszodik egyszerre. Ezek a szenzorok altaldban szerves
Osszetevok beépiilésén vagy metabolikus 1€gzés aktivitds valtozdsainak a nyomon kovetésén
alapulnak. Néhany mikrobidlis bioszenzort mar eddig is alkalmaztak élelmiszer
vizsgalatokban, de elsdsorban Bioldgiai Oxigén Igény (BOI) meghatirozasra.

A mikrobidlis szenzorokban tapasztalhatd szelektivitds és lassd valaszid0 okozta problémék
az enzimes rendszerekben mar kikiiszobolhetok, s ezért is lehetséges, hogy ez utébbi jelenti a
leggyakoribb érzékeld részt a bioszenzorokban. Az enzim szenzorok szamos tipusardl
szdmoltak be potenciometrids, amperometrids, optoelektromos, kalorimetrids é&s
piezoelektromos alapokon. Alapvetden minden enzimszenzor azon alapszik, hogy az enzimet
megkotjiik egy jelatvivo felszinén. A kereskedelmi forgalomban kaphatd enzimek koziil az
oxiddzok a legnépszerlibbek [8], mivel nagy stabilitdst mutatnak, és bizonyos esetekben nem

igényelnek koenzimet vagy kofaktort.

I1.1.2 Bioaffinitas alapi szenzorok

Az affinitdson alapulé bioszenzorok kemoreceptorok, antitestek lehetnek. Ezek a szenzorok
szelektiv kolcsonhatdsba 1épnek egy adott ligandummal, amivel termodinamikailag stabil
komplexet képeznek. Az immunoszenzorok redlis felhaszndlhatésaga  dltalanos
alkalmazhatésagukban rejlik, mivel barmilyen komponens kimutathat6, ha kifejleszthetd
ellene specifikus antitest [9], s mindez ugy kivitelezhetd, hogy specifitdssal, szelektivitassal és
magas érzékenységgel pdrosul. Bar a tapasztalhatd kapcsolddds nem képez elektrokémiai
jelet, az antigén-antitest komplex mindenféle szenzorban felhasznilhatd, mivel enzimmel,
fluoreszcens komponenssel, elektrokémiailag aktiv szubsztrattal, radionukliddal vagy avidin-
biotin kapcsolédassal cimkézhetd az antigén vagy az antitest. A leggyakoribb immunoszenzor

jelatvivok akusztikus €s optikai rendszerek.

11.1.3 Hibridizacios szenzorok

Az olyan hibridizacios receptorok, mint a DNS és RNS szonddk igéretes alkalmazasoknak
bizonyultak az élelmiszerekben taldlhatd mikroorganizmusok kimutatdsara [10,11]. A

szelektiv vizsgélat biztositéka a hibridizdcion keresztiil torténd egyedi nukleinsav szekvencia

-13-



azonositds. A bazisparosodasi tulajdonsdg lehetdvé teszi egyetlen DNS szdlnak is, hogy
»felismerje” a kiegészitd parjat és duplexet alkosson. A DNS szenzorokban egy jol
meghatarozott bazissorrendii DNS szl alkotja a bioldgiai felismerd egységet, amit valamilyen
modszerrel egy adott feliillethez rogzitenek. A szondédt egy ismeretlen DNS-t vagy RNS-t
tartalmazé mintdba juttatjdk, s ha a rogzitett szdl kombindlodik valamelyik ismeretlen
orokitdanyag résszel, akkor lehetdvé vilik a meghatdrozds és azonositds. A DNS alapu
modszerek tlinnek az egyetlen mddszernek, mellyel genetikai médosulasok kimutathatok, ez a
legérzékenyebb mddszer mikroorganizmusok kimutatdsara is. Kereskedelmi forgalomban
olyan élelmiszerekben taldlhat6 patogén baktériumok kimutatdsara alkalmas DNS szonddk

kaphatdk, mint a Salmonella, a Listeria, az E. Coli és a S. Aureus [12,13].

I1.2 Rogzitési modszerek

A bioldgiai alapu szenzor alapanyagok valamilyen szilard felszinen torténo6 rogzitése szamos
modon torténhet [14]. Ezen rogzitési médszerek kozott szerepel az adszorpcid, keresztkotés,
kovalens kotés, valamilyen hordozéba zéards vagy kapszulazas, szilard kotést segitd matrix. A
rogzitd matrix szerepet jatszhat csak és kizardlag a kotésben, de akar a jelatalakitasban is
(mediator). Mindegy, hogy milyen rogzitési modszerrdl beszéliink, mivel minden esetben a
cél a bioldgiai komponens lehetd legmagasabb aktivitdsa, hosszu stabilitds ideje és a jelatviteli
egységhez mért kis tdvolsdga a rogzités utan. Meghatarozo része a rogzités hatékonysaganak,
hogy a vizsgdlandé anyag tudjon ki- és bevandorolni a létrehozott rétegben. A megfeleld
rogzitési modszer kivdlasztisa fiigg magitél az alkalmazandé biolégiai anyagtol, a
jelatalakitas modjatol, a célmolekula fizikai-kémiai tulajdonsagaitdl és a bioszenzor mikodési
feltételeitol (2. abra).

A leggyakrabban rogzités céljabol az adszorpcid és a kovalens kotés modszerét alkalmazzdk.
A van der Waals er6k vonzdsan alapulé fizikai adszorpcié a legegyszeriibb és legrégebben
hasznalt mdédszer. Ebben az esetben dltaldban az enzimoldat, sejt szuszpenzié vagy szdvet
metszet ugy keriil a jelatalakité felszinére, hogy egy a célmolekuléra féligateresztd membran
lefedi. Ezen moddszer esetén nem sziikséges a bioldgiai komponens kémiai modositasa,
lehetdség van a membran matrix regenerdldsdra. FOként az egyszerlis€g a nagy eldnye ennek a
megoldasnak, illetve, hogy egyszerre akar tobbféle bioldgiai komponens is hasznélhatd,
azonban jelentOs aktivitds csokkenés tapasztalhatd, ha pH, ionerdsség és homérsékletvaltozas

1ép fel mérés kozben. A gélekbe, polimerekbe, pasztidkba vagy tintdkba torténd bezards
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jelentdsen novelheti a stabilitdst, s hasonld teljesitményhez vezethet, mint a kovalens

kapcsolas esetén.

Enzim immobilizacios technikak

Szabad oldott
enzimes modszerek

Oldas utan kotéses v. részhen
kotéses modszerek

Nagy
ateresztSkepessegl

membranok (lireges
szalu eszkozok)

Kémiaikotés
(moddositott
biokatalizator)

Beagyazdsos (nem
modositott
biokatalizator)

Hordozd
vald
megkotés

Mikrokapszulazas

1
Gélbe
agyazas

I

Kovalens

Fizikai

adszorpcidé kotés

2. abra: Enzim megkotésekre alkalmazott médszerek osszefoglaldsa [14]

Kovalens kotés sordn a bioldgiai komponens kozvetlen a jeldtalakité felszinéhez vagy a
membrdn matrixdhoz kapcsolhat6. Ezek a mddszerek a fehérje termindlis funkcids
csoportjainak (a katalitikus aktivitdst nem befolydsold) és a felszin szabad funkcids
csoportjainak reakcidin alapszanak. Enzimekben és fehérjékben ezek a lehetséges funkcids
csoportok az aminosav oldalldncokon taldlhatéak (pl.: a lizin e-amino, az aszpartit és
glutamdt karboxil, a cisztein szulthidrid és a tirozin fenil-hidroxil csoportja). A kiillonboz6
aktiv funkciés csoportokat tartalmazé membranok nagy hatékonysdggal képesek a
biokomponensek megkotésére. Emellett arra is lehetdség van, hogy az enzimet példaul
vizoldhat6 részecskékhez kotjiik és két szelektiven dteresztd membran kozé zarjuk.

Enzimek vagy fehérjék esetén ugyancsak hasznélnak bifunkcids (homo vagy hetero funkcids)
reagenseket, mely sordn makroszképikus részecskék és térhdlos szerkezet keletkezik a
kovalens kotések kialakuldsa sordn a hordozé felszinén. A leggyakrabban haszndlt
homofunkciés vegyiiletek a glutdraldehid, karbodiimid, mig heterofunkciésakbdl a trikloro

triazin €s a 3-metoxidifenil metan-4,4' diizocianat.

- 15 -



Egyéb a jelatvivé felszinének 4talakitdsara irdnyulé modszerek kozott szerepel példaul a
biokatalitikus molekula szén kompozit métrixba dgyazdsa. Az ilyenfajta mddositott
bioszenzorok tobbek kozott olyan jelentds elonydkkel rendelkeznek, mint a biokatalitikus
vagy érzékeld rész szoros kozelsége, esetleges kofaktorok, segédanyagok bedgyazisa, a
felszin konnyli megujuldsa, alacsony koltség és nagy stabilitds a biokatalitikus fehérjére
nézve. Az eldbbiekben felsorolt tulajdonsdgokkal rendelkeznek a szén paszta elektrédok, a
nyomtatott elektrodok és a meghatdrozott molekuldris szerkezetll szilard rogzitd matrixok.

Az elektrokémiai polimerizacidval torténd rogzités is gyakran hasznélatos szerves molekuldk
esetén, s szamos eldénye kozz¢€ tartozik a mikroléptékli kivitelezés, film vastagsag

befolyésoldsa, homogenités és ismételhetdség.

I1.3 Jelatvivok

A bioldgiai komponens vizsgalt szubsztratra mutatott aktivitdsa figyelemmel kisérhetd
oxigénfogyasztés, hidrogén peroxid képzddés, NADH koncentracié valtozas, fluoreszcencia,
abszorpcié, pH-, vezetSképesség-, homérséklet- vagy tomegviltozds kovetésével. Igy a
bioszenzorok a kovetkezo kiilonbozd osztilyokba sorolhatdk: potenciometrids (ionszelektiv
elektrodok, ISE), ion érzékeny térvezérlési tranzisztoros (ISFET), amperometrids,
impedimetrids, kalorimetrids, optikai és piezoelektromos. Sok az élelmiszervizsgalatokban
hasznalt bioszenzor valamilyen oxid4z rendszerre alapoz, mintha egy aerob mikroorganizmust

elektrokémiai jeldtalakitoval kombindlnink.

I1.3.1 Elektrokémiai jelatvivok

Az elektrokémiai bioszenzor az [UPAC definicidja szerint az az 6ndllo, integralt szerkezet,
amely képes kvantitativ vagy fél-kvantitativ analitikai informécidt szolgdltatni bioldgiai
felismerd egység segitségével (biokémiai receptor), mely egység kozvetlen és térbeli
kapcsolatban van a jeldtalakité egységgel. Az elektrokémiai jeldtalakitéval kiépitett
bioszenzorok gazdasigosak €és gyors vdlaszidejliek, s az automatizildsi lehetOségiik
sorozatmérésre is alkalmassa teheti Oket [14]. Az elektrokémiai bioszenzorok kiillonboz6

osztalyai a vezetoképesség, impedimetria, potenciometria €s amperometria.
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Vezetoképesség és impedimetria alapu jelatvivok

A vezetOképesség véltozasokat kovetd bioszenzorok a mikroorganizmusok éltal fogyasztott
vagy termelt szubsztratok/koztitermékek koncentracidit vizsgéljak (pl: szénhidrat-tejsav
atalakulds) az adott kozegben, ami Iényegben 2 elektrod kozott bekovetkezd kis
vezetOképesség viltozds kimutatdsat jelenti. A toltéssel rendelkez6 molekuldk mennyisége
egyenes ardanyban van az organizmus novekedésének mértékével, egyszerlien
szamszerlsithetd. Szamos biolégiai membrdn receptora figyelhetd meg beiiltetett
mikroelektrodokkal ion vezetoképesség [15,16], kapacitds [17] vagy impedimetria [18]
valtozasokon keresztiil. A vezetoképesség bioszenzorokat nem szivesen haszndljdk a
gyakorlatban, mivel dltaldban nem specifikusak és nem megfeleld a jel/zaj aranyuk.

Az impedancia alapelvét a Hivatalos Analitikai Kémikusok Egyesiilete (AOAC) is elfogadta,
s elsdsorban mindségi megfigyelésre és élelmiszer patogének (baktériumok) specifikus
meghatdrozasara hasznaljak [19]. Ezek a bioszenzorok arra alapoznak, hogy a mikrobidlis
anyagcsere folyamatok vezetOképesség és kapacitdsnovekedést is okoznak, s igy az
impedancia csokkenését idézik eld. Az impedancidt édltaldban egy hid aramkorrel mérik,
amiben gyakran egy referencia egység is taldlhaté a nem specifikus véltozdsok mérésére és
kivondsara. A referencia egység ugyancsak figyeli a homérsékletvaltozasokat, parolgast,
oldott gdzok mennyiségi véltozdsait és a sejtdllomany véltozdsait inkubdcié sordn.
Kereskedelmi forgalomban is kaphatdéak, mikroorganizmusok meghatdrozasara alkalmas

impedancia alapu technoldgidk.

Potenciometrias jelatvivok

A potenciometrids bioszenzorokban egy adott anyagra érzékeny membrdn vagy érzékeld
felszin ad a koncentraciéval logaritmusos ardnyba hozhaté jelet referencia elektréd
jelenlétében [20,21]. A potenciometrids késziilékek pH és ion koncentricié valtozdsainak
mérésére alkalmas. Lehetdség van jelerOsitoként tranzisztor haszndlatdra, amit az ionszelektiv
elektrédhoz (ISE) kapcsolnak, s ezért Ion Erzékeny Térvezérlésii Tranzisztornak (ISFET)
hivnak [22]. Ezekben a bioszenzorokban a bioldgiailag aktiv anyag (enzim, antitest) egy az
ionszelektiv elektréd felszinét beburkol6 membranon keriil megkotésre, s az enzimreakcid
vagy antigén-antitest komplexképzOdés sordn bekovetkezd valtozdsokat a jeldtalakito

regisztralja. Jelenlegi kutatdsok az ionszelektiv elektrodok jobb detektdldsi hatdra és
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szelektivitisa felé mutatnak, hogy jobban megfeleljenek az ipari igényeknek (elektrod
rendszerek, ujfajta ionoférok, i) miniatiirizalasra alkalmas elektrédok).

Az ISFET nagy jelentosége a folyamatok mikroelektronikai kivitelezésében €és a
miniatiirizalasban rejlik. Az enzim alapd potenciometrids szenzorok alkalmazasi lehetOségei
koziil jelentds az ipari folyamat figyelés és a higiéniai-egészségiligyi mindség ellendrzés

teriilete.

Amperometrias jelatvivok

Az amperometrids bioszenzorok azt az dramot mérik, amit az elektrédon egy elektroaktiv
anyag képez egy adott potencidlon. Ez a mért dram egyenes ardnyban 4ll a kérdéses anyag
oldatbeli koncentracidjdval. Az amperometrids bioszenzorok gyorsak, hiszen nem kell varni a
termodinamikus egyensily bedlldsdig, s érzékenyebbek, pontosabbak, mint a potenciometrids
képviseloik. Ugyanakkor azonban szelektivitds terén a rendszerben jelenlévd elektroaktiv
anyagok redox potencidlja a meghatdrozd, ami ahhoz vezet, hogy a mért aram tobb anyag
egyiittes, kiillonboz6 ardnyud jelébdl tevodik Ossze. Az amperometrids bioszenzorok jelentik
egyenlOre a legsikeresebb osztélyt a bioszenzorok torténetében (3. dbra).

Az els6 gliikkéz mérésére alkalmas amperometrids bioszenzor gliikkéz oxiddz és Clark oxigén
elektrod felhaszndldsdval késziilt [23], s a rendszerben bekovetkezd oxigén fogyasat kovette
nyomon. A termék keletkezésének vagy a reakcidpartner (oxigén) fogydsanak figyelemmel
kovetésével kovetkeztethetiink a vizsgdlandé anyag koncentracidjara. Ezek a bioszenzorok az
ugy nevezett els6 generaciosak.

A medidtorral moédositott amperometrids bioszenzorok jelentik a bioszenzorok mdésodik
generécigjat, hiszen itt a medidtor redox tulajdonsédgai segitik az elektron transzfert az enzim
és az elektréd felszine kozott. Direkt elektrontranszfert tesznek lehetdvé a direkt enzim-
elektréd kapcsolatos vagy medidtormentes bioszenzorok, melyek a szenzorok harmadik
generécigjat jelentik. Ez utdbbi esetben az elektron kozvetleniil jut el az elektr6dtdl az
enzimig, s onnan a szubsztrdt molekuldhoz (vagy forditva). Ebben a mechanizmusban az
elektron egyfajta mdasodlagos szubsztratként van jelen, s katalitikus dram képzodését
eredményezi. A szubsztrat dtalakitdsa alapvetden egy katalitikus folyamat [24].

Az élelmiszerelemzések esetében a bioszenzorok tobbsége az amperometridn és valamilyen
oxidaz kombinacidjan alapszik. Ezek a tipust szenzorok annak koszonhetik népszeriiségiiket,

hogy az enzim &ltaldban j6 aktivitdst mutat, magas érzékenység érhetd el veliik, s konnyl a
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reakci6 nyomon kovetése. Jelentds kiillonbség ugyanakkor, hogy bar a hidrogén peroxid
jelenlétét kimutatd jeldtalakitok érzékenyebbek az oxigén fogydsit kovetOknél, az utébbiak
alkalmasabbak a bioldgiai eredetli anyagokon (sejtek, novényi- vagy dallati szovetek) alapuld
szenzorok esetében.

Mis esetekben amperometrids bioszenzorokat is alkalmaznak a mikrobidlis szennyezddések
indirekt kimutatdsdra, hiszen szdmos mikroorganizmus kimutathaté amperometridsan,
enzimkatalizalt oxid4cid, redukcié vagy bioaffinitasi reakcioban torténd részvételiik alapjan.
Ezekben a rendszerekben enzimcsatolt amperometrids immunoszenzort alkalmaznak a
baktérium kimutatdsara. Ilyen példaul mikor hdvel elolt baktériumot (pl.: S. Typhimurium)
agyazunk antitesttel boritott magneses részecske és
enzimmel kapcsolt antitest kozzé.

Tovabba élelmiszer szennyzoként novényvédo
szerek is mérhetdek amperometridsan

enziminhibicion keresztiil [25].

3. abra: A kereskedelmi forgalomban is kaphat6 egyik gliikk6z oxiddz enzim alapi amperometrids vércukorszint

mérd. Tesztcsikokkal torténik a mérés, a késziilék tarolja és atalakitja a mért eredményeket.

I1.3.2 Optikai jelatvivok

Az optikai szdlak és 1ézerek fejlodésével ezek a tipust bioszenzorok nagy figyelmet kapnak,
tovdabba az analitikai spektrofotometridn beliil is jelentds eldrelépést jelentenek fdleg a
miniatiirizalas terén.

Az optikai bioszenzorok azon alapulnak, hogy a biokatalitikus kolcsonhatds soran UV-VIS
abszorpcid, bio/kemilumineszcencia, fluor/foszforeszcencia, visszaverddés, szorddas és
refraktiv indexben véltozds torténik [26]. Az optikai szenzorokat kezdetben oxigénre,
széndioxidra és pH-ra fejlesztették ki sav-bazis indikdtorok felhasznélasdval, azonban mara
fluoreszcens és lumineszcens optrodokka notték ki magukat. Az optrod nem mads, mint az
optikai szdl egyik végén rogzitett szelektiv biokomponens és a szdl masik végén taldlhato
gerjesztO és érzékelO egység egyiittese. Az elnyelt vagy kibocsdjtott fény intenzitds valtozasa,
ami a kozegben jelatvivé szerepet jatszé indikdtor véltozdsaihoz kothetd, egyenes ardnyba
hozhaté a vizsgdland6 anyag mennyiségével. Bizonyos szdloptikds szonddk alapja a teljes

belsé visszaverddés (Total Internal Reflection- TIR) jelensége a fényvezetdben, ahol azokat a
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gyengiild elektromagneses hulldmokat haszndljdk, melyek az optikai hatarfeliileten
jelentkeznek, s informécidval szolgdlnak a felszin refraktiv index valtozasair6l. A TIR
szenzorok alapja, hogy az elektromdgneses hulldimokbdl csak egy bizonyos hulldimhossz
tartomany jut vissza az optikailag ritkdbb kozegbe, ha a kapcsol6dd kozegbdl beesd fény a
kritikus szognél nagyobb szogben érkezik. Tehat a felszin refraktiv indexében vagy
abszorpcids képességében bekovetkezd valtozas csokkenti a vezetd fénytovabbité képességét.
NAD(P)"/NAD(P)H rendszertdl fiiggd dehidrogendz enzimek nyomonkovethetek, mivel
NAD(P)H erds elnyeld 340 nm-en (UV tartomdny) mig fényt bocsdjt ki 460 nm-en (kék
tartomany). Ilyen rendszereket alkalmaztak mar acetaldehid, alanin, malat, gliikkéz, glicerin,
etanol és galaktdz vizsgélatara [27]. Biolumineszcens baktérium (Vibrio fischeri vagy Vibrio
harveyi) vagy luminolszerli kemilumineszcencids anyagok oxidoreduktdzokkal torténd
kombindciéjaval direkt médon mérhetd az ATP, NAD(P)H vagy a H;0,. Optikai
lumineszcens bioszenzorokat alkalmaznak fermentéaciés folyamatok megfigyelésére (alkohol)
és szénhidratok meghatdrozasara.

A TIR moédszerhez hasonldan a fényvezetdben bekdvetkezd belsd visszaverddés az alapja a
Felszini Plazmon Rezonancia (SPR- Surface Plasmon Resonance) technikanak is [28]. Ezek a
késziilékek a visszaverddést mérd detektort egy biokomponenssel (legtobbszor antitesttel)
kombinaljdk. Az SPR fontos alkalmazasa a jelzés nélkiili immuno vizsgélatoknak. Egy optikai
alapu SPR szenzort egy optikai rendszer, egy az el6z6 rendszerhez kapcsolt jelatvivo és egy
optoelektromos jelfeldolgozé alkot.

A modszer alapja olyan toltés stirlis€g oszcillacio, ami két kiilonbozo eldjelt dielektromos
allandéval rendelkez6 kozeg érintkezésénél johet 1étre, mint pl. fém és dielektrikum. Az SPR
egy quantum elektro-optikai jelenség, melyben a fotonok energidja a fém elektronjainak
adodik at. A folyamat eredménye a plazmon keletkezése, vagyis gerjesztett elektronok a fém
felszinén. A keletkezd plazmon intenzitdsat a fém anyagi mindsége és a felszin kornyezete
befolydsolja, ahol a plazmon mezdben bekovetkezd kémiai tulajdonsdgok véltozasa (pl.
antitest-antigén kolcsonhatds) j6l nyomon kovethetd. A valtozdsok vagy a beesd fény
szogében, vagy az elnyelt fény hullimhossz véltozdsiaban vagy az SPR jelben (rezonancia
egységekben (RU) kifejezve) figyelhetéek meg, de leginkdbb a beesé fény szogének
vizsgalata az elterjedt. Az SPR bioszenzorok abszorpcids tulajdonsdgait kovalensen kotott
molekuldk felhaszndldsaval hatarozzdk meg. Az SPR szenzorok jol haszndlhatéak kornyezeti
és élelmiszeripari mintdk vizsgdlatdra, mivel egyszerli haszndlatukhoz (nem igényelnek
jelolést a molekuldk) a minta tisztitds nélkiili mérése parosul. Az tivegprizma belso felszinén

taldlhaté vékony fémréteg (pl. arany) van kapcsolatban az érzékeld antitest réteggel, mely
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kozvetlen kapcsolatba keriil az antigénnel vagy a meghatirozandé anyaggal. A refraktiv
indexben bekovetkezd valtozdsok a beesd fény teljes abszorpcidjdhoz rendelhetd szog
eltolédasaban kovethetéek. Nagy elony, hogy az ilyen immunoszenzorok nem igényelnek

inkubdcids vagy elvdlasztasi 1épést.

I1.3.3 Termikus és akusztikus hullam alapi jelatvivok

Bar az elektrokémiai és optikai bioszenzorok teszik ki a fejlesztések nagy részét, a termikus
és akusztikus jeldtvitel is teret nyer. Ugyan ezen alkalmazdsok szelektivitdsa nem kiemelkedd,
de a miniatiirizdlasra és parhuzamos vizsgdlatokra mutaté lehetéségeik mindenképpen az

eldnyeik kozott sorolhatd.

Termikus jelatvitel

A termikus jeldtvitelre alapozott bioszenzorok mikrokaloriméterhez hasonléak [29], s az
enzim vagy mikroorganizmus altal katalizalt kémiai reakci6 hdenergia valtozdsait figyelik
(20-100 kJ mol™"). Mivel adiabatikus rendszerrél beszéliink, a mérés mindig magaban foglal
sugarzassal, vezetéssel €s konvekcidval kapcsolatos hoveszteséget is. Alapja legtobbszor
termisztor, mely képes 0,0001-0,05 ° C tartomanyban véltozdsokat rogziteni, s 10° M
koncentraciét meghatarozni. Ilyen jellegli szenzorokkal képesek voltak mar meghatarozni
aszkorbinsavat, gliikkdzt, laktatot, galaktdzt, etanolt, penicillin G-t, cefalosporint és oxalsavat.
Antitesteket felhaszndlé alkalmazdsokkal (TELISAs) mikrobioldgiai szennyezddések is

vizsgalhatdak.

Piezoelektromos jelatvitel

Ezeket a jelatvivoket jelentdsebben az immunoszenzorok esetén alkalmazzdk, ahol az
antitestet vagy antigént a kvarckristdly felszinéhez kotik [30,31,32]. A kristaly folyadékban
adott osszcillacidja adott frekvencidji, azonban tomegvéltozassal ez a rezgés valtozik. A nagy
specifitdsi immunoreakciok sordn a kristdlyhoz kapcsolddé fehérjék okozta tomegvaltozasok
nyomonkovetése olyan komponensek mérését tette lehetévé, mint mikroorganizmusok, gazok,
aromdk, peszticidek, hormonok. Ezen a teriileten a fejlesztések {6 csapasvonala a jeldtvivok

érzékenység és szelektivitds novelése.
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I1.4 Jovobeli fejlesztési iranyvonalak

Felhaszndl6i szempontbdl a fejlesztéseket a valds és gyors valaszidejli, termelési
folyamatokba épitett megfigyelorendszerek igénye hatdrozza meg. A megfelelés ezen
igényeknek olyan technikdkon keresztiil torténhet, amelyek nem igényelnek kiilondsebb
elemzés elokészitést, és zavartalanul tudnak valés idoben mikodni. Ilyen példaul a mar
emlitett SPR technika. Ugyancsak fontos a bioldgiai felismerd rész minél hatékonyabb
elhelyezése a hordoz¢ feliileten, amiben az Onszervez6dé monorétegek (Self Assembled
Monolayer- SAM, [33,75]) vagy a kétrétegli lipid membranok jatszanak fontos szerepet.
Ezeknél a mddszereknél a biomolekuldk olyan szervezett, megfeleléen irdnyitott rogzitése
lehetséges a felszinen, amivel aktivitasuk, stabilitdsuk, élettartamuk ndvelhetd. Ugyanakkor a
bioszenzorok stabilitds novelése mellett enzimnélkiili bioszenzorok fejlesztésére is vannak
torekvések, melyek sordan az elektréd felszint bioldgiailag jelentds, enzim aktiv hellyel
modositjdk. Ez a megoldas jobb elektronatvitelt biztosit az aktivhely és az elektréd felszin
kozott. A mikrobioszenzor technoldgidk fejlesztdi ionszenzitiv térvezérlési tranzisztorok,
mikro oxigén, hidrogén peroxid €s szénszdl elektrodok segitségével olyan chip méretii
szenzorokra koncentrdlnak [34,86,88,90], melyek eldobhatdéak és akar tobb komponens
egyidejii meghatdrozdsara alkalmasak. A mikrotechnikdval ugyancsak jol 6tvozhetd
teriiletnek tlinik a DNS szenzorok felhaszndldsa, melyek patogén mikroorganizmusok
kimutatasdra lehetnek megfeleldek az igényelt specifitds és érzékenység elérése utin. A
kiilonb6z6 szennyezok kimutatdsa is aktiv kutatdsi teriilet, melyek azonban irreverzibilis
receptor kotédésekre épitenek. Igy pl. az antigén-antitest reakcidkkal magasfokd specifitds és
alacsony kimutatdsi hatdrok érhetéek el (107''-10° M). Emellett mesterséges akrilamid
nanorészecskék kialakitdsdval is kisérleteznek, ahol a célmolekuldt jelentd toxint vagy
antigént hasznaljak sablonnak, s igy a célmolekula megkotésére alkalmas kotShely éllithaté
eld [35]. Masik irdnyzat a katalizdland6 reakcié mechanizmusdnak ismeretében mesterséges
enzim eldallitdsa modositott baktérium fehérjeexpresszidjan keresztiil [36].

Emlitést érdemel, hogy az orvosi jellegli fejlesztések is tdmaszkodnak a bioszenzorokra,
melynek ékes bizonyitéka pl. a vércukorszint mérésre alkalmas gliik6z szenzor. Ezen a
teriileten a tavoli jovo célkitlizése a folyamatos lizemii, akar a testbe integralhaté szenzor
kifejlesztése [37]. A jelenlegi piaci igények és az ehhez kapcsol6dd fejlesztési vonalak

Osszefoglaldsa mar megtortént biotechnoldgiai folydiratokban [38].
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A kutatdsi témak kiilonbozdsége miatt a konkrét fejezetekhez kapcsol6d6 irodalmi
osszefoglalok és célkitlizések a Sajit eredményeken beliill az egyes részegységek elott

talalhat6ak.

III. Sajat eredmények

III.1 Az aszkorbinsav mérésére alkalmas bioszenzor fejlesztése

I11.1.1 Bioszenzorral torténé aszkorbinsav mérés el6zményei

Aszkorbinsav meghatdrozdsara szamos mddszer taldlhaté a szakirodalomban, a klasszikus
analitikai eljardsok koziil elsdsorban a titrimetrids meghatdrozast alkalmazzak, amely pontos,
viszont iddigényessége miatt sorozat elemzésekben nem haszndlhaté [39]. A miszeres
modszerek kozott a HPLC-s meghatarozas terjedt el, amely akar rendkiviil koltséges is lehet
[40]. Az aszkorbinsav mérésére eddig kifejlesztett HPLC-s mdédszereket mér dsszefoglaltdk
[41]. Fluorimetrias optikai alapu aszkorbinsav mérésre is volt mar példa [42].

Az eddigi kutatdsok sordn tobbfajta elektrokémiai eljardst dolgoztak ki C-vitamin
(aszkorbinsav) vizsgdlatara, melyek koziil néhany a titrimetridban alkalmazott 2,6-dikl6rfenol
indofenolra alapoz [43,44]. Méas esetben az aszkorbinsav redukdld sajitsdgat haszndltak ki
Fe(Ill) — Fe(Il) reakcion keresztiil, melybdl ezutdn Fe(Il)-ferrozin kelat detektdlasa tortént
spektrometridsan [45]. Szulfonazonnal (III) médositott iiveges szén elektroddal aszkorbinsav,
dopamin és higysav mérését mar meg tudtak valdsitani [46].

Az antioxiddnsok meghatdrozdsara kezdeményezett bioszenzor fejlesztések eredményeit mar
korabban 0Osszefoglaltdk [47]. C-vitamin tartalmu gydgyaszati készitmények elemzésére
probaltdk meg alkalmazni a kalixarénnel modositott szénpaszta elektrédot ciklikus
voltametriaval [48]. Ez direkt elektrokatalitikus moddszernek tekinthetd, Pb(II) ionok
alkalmazasaval sikeriilt az aszkorbinsav levdldsi potencidljat 5-600 mV-r6l 200 mV-ra
csokkenteni, azonban igy sem sikeriilt realis mintdk esetében megfeleld specifitdst elérnitik.
Ugyancsak szénpaszta elektroddal és peroxiddiz enzim tartalmd cukkini extraktum
felhaszndlasaval végeztek aszkorbinsav meghatdrozast hidrokinon redukciéjan keresztiil -140

mV-on [49].
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Szintén direkt amperometrids meghatdrozast valasztottak angol kutatok gylimolcsok
minOségének, érettségének vizsgalatira [50]. A fent emlitett zavard anyagok kikiiszobolésére
méretkizardsos membrant alkalmaztak a valasztott +350 mV potencidlon.

Aszkorbdt oxiddz enzim rogzitésével torok kutatoknak nagyfokd szubsztratspecifitast
sikeriilt elérniiik gyiimolcslevek és C-vitamin tablettdk elemzésénél [S1]. Az enzimet zselatin
gélben rogzitették glutdraldehid alkalmazdsaval oxigén elektréd feliiletén. A mérés sordn az
enzimreakcidban elfogyasztott oxigén mennyiségét mérték, aminek sordn azonban szamos
zavard hatéssal kell szdmolni (hdmérsékletfiiggés, redlis mintdkban az oldott oxigén zavard
hatdsa, nagymértékii hattérzaj, rossz érzékenység).

Brazil kutatok potenciometrids detektdlassal dolgoztak ki enzimatikus moddszert
aszkorbinsav mérésére [22]. Szintén aszkorbinsav oxiddzt haszndltak, amelyet etilén-
vinilacetat kopolimer membran felszinéhez kotottek. A mérést grafit elektréddal végezték, de
a mar emlitett hibdkat nem sikeriilt kikiiszobolnitik.

Ugyancsak brazil kutatok kotottek uborka (Cucumis sativus) extraktumbdl szdrmazéd
aszkorbdt oxidazt nylon haléhoz, s oxigén szenzorral vizsgéltdk a szubsztrdt hatdsara
bekovetkezo valtozasokat -600 mV-on [52].

Az eddigi leghatékonyabb mddszer készitéi SIRE (Sensors based on Injection of the
Recognition Element) tipusu szenzort alkalmaztak [53]. Ebben az esetben atfoly6 rendszerben
végzik a méréseket, az enzimet a mérendd oldathoz keverik, és egyiitt injektaljak. A mérés
sordn az aszkorbinsav enzim nélkiil illetve enzimmel egyiitt mért amperometrids jelének
kiilonbségébdl kovetkeztettek az aszkorbinsav mennyiségére. A mddszer nagyon pontos,
specifikus moddszer, a hattér zavar6 hatdsa sem jelentkezik. Hatranydnak mondhaté a
dragasdga, mivel viszonylag sok enzim sziikséges egy méréshez €s a felhasznalt enzim nem
hasznalhat6 ujra.

A nem atfolyd cellds modszerek hadtranya az atfolyé rendszerti (FIA Flow Injection
Analysis) bioszenzorokkal szemben, hogy sorozat elemzésekre nem hasznalhatok, azaz az
automatizdlhatésaguk korlatozott [54].

Enzim nélkiili szenzor kifejlesztésére is volt példa, ahol hisztidin-réz komplexet hasznaltak

az aszkorbinsav mérésére [55].

II1.1.2 Célkitiizés

Mivel az antioxiddnsok szerepe jelentds tobbek kozott az élelmiszertartdsitdsban, mindség

megdrzésben, s mennyiségiik meghatarozasa fontos visszajelzés lehet a termék élettartaméra
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vonatkozdan, ezért a kutatdsi téma elsé részében a Kozponti Elelmiszerkutaté Intézet
bioszenzor fejlesztésén [63,64] alapulé L-aszkorbinsav (antioxidds) sorozat mérésére
alkalmas rendszer kifejlesztését tliztiik ki célul. A FIA rendszer mérési elve nagyban hasonld
a SIRE tipusd szenzorra [53], azonban a rogzitett, prepardlt enzim illetve az elektréd
elkiilonitése a rendszer nagyobb rugalmassagat teheti lehetdvé (enzimcella egyszerii cseréje).

Tovabba a rogzitett, regeneralhat6 enzim csokkenti a sorozat mérési koltséget.

II1.1.3 Enzim: Aszkorbat oxidaz

Az aszkorbat oxiddz egy 8 réz (II) iont tartalmazé oxidoreduktiz (E.C. 1.10.3.3). A 8
rézatomot spektroszkdpiailag 3 osztidlyba soroljak attdl fiiggéen, hogy milyen a kémiai
kornyezetiik: I, II és III tipusd. Szilard, kristdlyos formédjaban a benne taldlhaté réz miatt kék
szinll. Az enzim egy oxigén molekula 4 elektronos redukcigjat képes elvégezni, ezzel vizet

eldallitva, mikdzben az L-aszkorbinsavat [56] dehidro-aszkorbinsavva alakitja (4. abra).

0 0
HO — 0 —
o
HO | Ox. o —| ©
H H 7J
= —
HO — | H HO — | H + H0
CH,OH CH,OH

4. abra: Az aszkorbét oxid4z 4ltal katalizalt oxiddciés folyamat

Ez a reakci6 a citokrom c oxiddz enzim reakcidjdhoz nagyon hasonld. Csak magasabb rendii
novényekben fordul eld, s dltaldban a tokfélék kozé tartozé Cucurbita fajokbdl végzik a
preparéldsat kiillonbozé modszerekkel. Szerkezetét tekintve dimer, s molekulatomege kozel
140000 Da (a 3D szalagmodellt az 5. dbra szemlélteti).. Az enzim ndovényekben betoltott in
vivo szerepe még nem teljesen tisztizott. In vitro vizsgélatok alapjan elmondhat6, hogy mivel
a katecholokkal és a polifenolokkal is reakcidba 1€p, ezért szerepe lehet olyan bioldgiai
folyamatokban, mint a gyiimolcs érése.

Miikodésének inhibitorai, zavaré ionjai: F, CN', N3, Zn**.
Az aszkorbitra mint szubsztratra megallapitott enzim

kinetikai 4llandok: k., =8x10°s™" és Ky=0,2 mM.

5. abra: Az aszkorbdt oxiddz rontgendiffrakciéval meghatdrozott
szalagmodellje (PBD kéd 1ASO) [57]
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A mechanizmus sordn az I. tipusu rézionnak egy elektront ad 4t az aszkorbat, s keletkezik az
u.n. szemidehidroaszkorbat, mely ezutdn spontdn &4talakuldson megy keresztiil. Az ezutian
bekovetkezd regenerdlddasi folyamat az I-III. tipusd réz atomok kozoétti intramolekuléris

elektrontranszfer €s a kialakul6 réz-oxigén komplex kialakuldsan keresztiil torténik.

I11.1.4 Mérorendszer: FIA (Flow Injection Analysis) rendszer

Az els6 aramlasos befecskendezéses rendszert 1975-ben mutattak be (Ruzicka és Hansen), s
a kémiai elemzés automatizalt modszereiben alkalmaztik. Egy meghatdrozott mennyiségii
mintdt injektalunk folyamatos, megszakitds nélkiili folyadék dramba, s a mintazéna laminaris
aramldssal halad végig a csérendszeren. Az eredeti dugdszerli profil az elérehaladds soran
elmosddik komplex difftizids €s konvekcids folyamatok sordn, s elkeveredik a vivé kozeggel.
Ez kémiai reakcié lejatszodasat is lehetdvé teszi, ha a vive kozeg valamilyen reagenst
tartalmaz. Fotométerek, flouriméterek, pH vagy ionszelektiv elektrédok ill. amperometrids
cellak épithetdek be detektorként a kialakitott atfolyd rendszerbe. Egy FIA rendszer részei
tehat a perisztaltikus pumpa, ami a folyamatos folyadékaramot biztositja, a minta injektor és a
detektor. Egyéb a vizsgdlatokat segitd elemek is bekeriilhetnek a rendszerbe, mint keverd
kamrak, katalitikus vagy affinitas oszlopok, gaz diffuzids vagy dializis kamrak [58,59].

A meghatarozott pumpéldsi sebességnek, az adott csOhossznak €s dtméronek kdszonhetden
pontos iddével irhatéak le a rendszerben lejatsz6dé folyamatok, azt is lehetdové téve, hogy
kémiai reakcidk kinetikai feltételek mellett fussanak az egyensilyi folyamatok bedllta nélkiil,
tehat a minta rendszerbe adagolésa is gyorsabb lehet. A FIA rendszer jele egy meghatarozott
magassiggal és szélességgel leirhat6 csics, aminek az alakjit a beadagolt minta mennyisége,
a rendszerben torténd elmosddas €s a kémiai reakcid gyorsasdga hatdroz meg. Ha a rendszer
feltételeket allandé szinten tartjuk, akkor akdr a csicsmagassdg valtozdsainak figyelemmel
kisérése is elegendo a jel kiért€keléshez.

A FIA megoldas a folyamat megfigyelése, ellendrzése €s beépitett mintdzdsi lehetdsége

alapjan nagyon igéretes megoldds bioszenzor fejlesztésekben.
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Injektorok

Korabban egyszeru fecskendokkel juttattdk a folyadékaramba a mintat, ezutdn kovetkeztek a
manudlis, majd automata injektor szelepek. Altaldban a bejuttatott mintamennyiség 15 ul-tél
300 pl-ig terjed, ahol az alsé hatart a csatlakozok fizikai kozelitésének korldtja, mig a felsd
hatart a feltekerhetd cs6hossz hatdrozza meg. Akkor torténik meg az injektdlds, ha a mintat
tartalmazo6 hurkot beforditjuk a hordoz6 f6 dramba, s igy a vivo kozeg bemossa a rendszerbe a
mintahurok tartalmat. Ismételhetdé eredmények manudlis injektorral csak megfeleld gyakorlat
utdn érhetdek el, mig egy teljesen automatizalt injektor rendszer esetén az ismételhetdség a

pontos iddzitéssel biztositott.

Reakcio kamrak

A legkdnnyebb mddja, hogy kémiai, biokémiai reakciot egy FIA rendszerben hajtsunk végre,
ha oldhaté6 formédban hozzdadjuk a reagenst a vive kozeghez, vagy injektoron keresztiil
bejuttatjuk az aramba. Ez a jelentOs reagens fogyasztas elkeriilhetd, ha a reakci6hoz sziikséges
reagenst egy az daramldsba bekotott reakcié kamraban kotjik meg. Az enzimet, antitestet,
egész sejtet szilard hordozén vagy membridnokon kothetjik meg a fizikai tulajdonsagaik
(méret, toltés, hidroféb domén) felhasznédldsaval. A megkotés sordn az enzim veszit ugyan
mozgékonysagabdl, azonban aktivitisit megdrzi, s regenerdlédds utdn ismételt reakcidba
vihetd. Kiilonbozo feltételeknek kell teljesiilniiik, hogy a reakcidkamra hordoz6 anyaga
megfelelonek bizonyuljon:

- megfeleld stabilitassal kell tudnia megkotni az enzimet/fehérjét ionos vagy funkcionalis

csoportokon keresztiil kovalens kotéssel
- megfeleld6 mechanikai sajatossdgokkal kell rendelkeznie, hogy birja az dallandé
folyadékaramlast

- sem a vizsgdland6 anyag, sem a keletkez6 termék nem adszorbedl6dhat az anyagon
Leggyakrabban a kovalens kotést haszndljdk, ami sordn sokszor ugyan jelentds aktivitds
csokkenés figyelhet6 meg a tobb ponton torténd kotés kialakulds miatt, de hosszu tavd
stabilitdsuk jobb, s kevésbé hatnak rdjuk a pH illetve hdmérsékletvaltozasok.
A felvitt enzim mennyiségét a valasztott reaktor tipus hatdrozza meg els@sorban, s mivel az
enzim vizsgdland6é anyaghoz valé hozzaférése is meghatdrozé a hatékonysdg szempontjabol,
ezért a toltott dgyas kamrdk bizonyultak a legjobbaknak. Ennek a megolddsnak a
mikrostruktirds tovabbfejlesztését jelenti, mikor az enzim az 4tfolyd csatorna belsd felszinén

keriil megkdotésre szilicium rétegeken.

-27 -



Eloszlas

Az atfoly6 rendszerbe beépitett minden Uj elem megvéltoztatja a minta dramldsi profiljat.
Mivel a diffuzi6 1d6fiiggd folyamat, az alacsony aramlasi sebességek is novelik az eloszlasi
hatdst, s a dugdszerien vivédramba juttatott minta hataran kialakulé koncentracié gradiens
valtozdsai idOvel a minta dram kozepének irdnyaba hatnak. A FIA rendszerben bekovetkezd
eloszlast a diszperzios koefficienssel (D) irjak le
D=co/Cmax (1)

ahol c¢( a kezdeti, bejutatott koncentracid, mig a cyax pedig, ami ténylegesen elérte a detektort
(1. egyenlet). Az dramldsi viszonyok miatt a ¢y,.x mindig kisebb, mint a kezdeti koncentracid,
s D a higulds mértékét irja le D >1. A D meghatdrozasdhoz egy adott oldott festék
abszorpcidjanak (Hp) és ugyanezen festék injektalt mintaként kapott abszorpcidjanak (Hpax)
hanyadosaként juthatunk. Tehdt a minta eloszlds hatékonysdga szempontjabdl a nagyobb
térfogat, magasabb dramldsi sebesség, rovidebb csbhosszak és kevesebb dramldsba épitett
elem a kedvezdbb. Az ismételhetd mérések szempontjabol elengedhetetlen az eloszlassal
kapcsolatba hozhato tényezOk dllandon tartasa.

A kutatémunka sordn az elsédleges cél az volt, hogy egy olyan mérési mdodszert fejlessziink
ki, amely alkalmas lehet mas szubsztritok elemzésére is a megfeleld oxiddz enzim
haszndlatdval, enzim cella cseréjével, ill. lehet6ség legyen a rendszer miniatiirizdlasara. Mivel
az enzimcella €s mérocella sorba van kotve, ezért a szubsztrat hosszabb 1don at érintkezhet az
enzimmel, igy az enzimreakcié teljesebb lehet, ami az érzékenység és kimutatdsi hatér
novekedését eredményezheti. A fejlesztés sordn az enzim reakcié hatdsara bekovetkezd
aszkorbinsav jel csOkkenést mértiikk, s az alkalmazott iiveges szén elektréddal pozitiv
potencidlon torténd mérések esetén alacsony alapvonal zajjal és regeneralodasi iddvel

szamolhattunk.

I11.1.5 Anyagok és modszerek

Anyagok

Aszkorbat oxiddz (330 U/mg, Cucurbita sp., EC 1.10.3.3) és HPO; (Merck) keriilt
beszerzésre. Marha szérum albumint (BSA) és a glutardialdehidet a Sigma-Aldrich
szolgaltatta. A sertés vékonybél (természetes fehérje membran) hazai forrdsbdl szarmazott.

Az L-aszkorbinsav, Na,HPO,, KH,PO4, CH3COONa és CH3;COOH-at a Spektrum-3D Kft.
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biztositotta. Minden hasznélt vegyszer analitikai tisztasdgu volt, s az oldat készitéshez Milli-Q

HPLC vizet hasznaltunk.

Mérési eszkozok

A vizsgélatokra alkalmazott 4tfolydsos rendszerben aszkorbédt oxiddz enzimen alapult az L-

aszkorbinsav [56] kimutatas.

Perisztaltikus

pumpa Injektor 1 Enzimcella Injektor 2

Aramlas

Aramlas
ki

Digitalis

Amperometrias
integralas cella

Detektalas

6. abra: Az alkalmazott FIA rendszer sematikus dbrija

Az injektaléasos, dtfolydsos vizsgdlati rendszer (FIA) felépitése a kovetkezd volt (6. dbra):
puffer tarol6 edény, perisztaltikus pumpa (Gilson Minipuls3), 2 manudlis injektor (20 ul
mintabemérd hurok, Rheodyne 7725i, Cotati, CA) és egy vékonyrétegli amperometrids cella
(Model. 5040, ESA, USA) osszekapcsolva egy elektrokémiai detektorral (Coulochem III,
ESA, USA) s digitélis jelfeldogoz6 egységgel (személyi szamitdgép), Assistant® vizfiirdd,
digitdlis kontakt-héméré. Az édlland6 munkapotencidlt az amperometrids celldba beépitett
referenciaelektrod biztositotta (esetiinkben +400 mV az ESA dltal beépitett Cd referencia

elektroddal szemben).

II1.1.6 A késziilék osszeallitasa

Az elsé késziilék osszedllitds (7. dbra) a Kozponti Elelmiszerkutaté Intézetben kifejlesztett
rendszerhez hasonld volt [63,64], s az els6 prébafutdsok alatt kiilonb6z6 mérést befolydsold

tényezoket deritettiink fel:
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- a perisztaltikus pumpa esetén a pumpdt ki kell nyitni minden ledllitdsndl, és az
aktudlisan hasznalt csovet le kell venni a nyulds/eldeformdlédas elkeriilésére és a
hosszabb élettartam érdekében

- az injektorba torténd befecskendezés utdn azonnali injektdldsnak kell kovetkeznie a hiba
csokkentésére

- a vékony HPLC csovek csatlakoztatdsdandl iigyelni kell a pontos illeszkedésre, mivel a

csatlakozdsokndl kialakuld 4tméré novekedések az injektdlt minta detektdlt csicsanak

elhizédésat eredményezheti

7. abra: Az els6 késziilék 6sszedllitds (balrdl: perisztaltikus pumpa, manudlis injektor, enzimcella (injektor
mogott), amperometrids cella, amperometrids detektor, regiszter)

- az elektrod idoszakos tisztitisara és kezelésére elektrodtisztitdé eszkozoket kell

haszndlni, mely megfelel6 mddszeréhez az irodalmi leirdsokat vettiik alapul

Munka
elektrod

Ellenelektrod

Cella
test

Kimenet

+—— Referencia
T elektréd
Bemenet

8. abra: Az amperometrids mérécella képe és metszeti dbrdja
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A munkaelektréd iiveges szén (Glassy carbon), melyet szén alapi polimer kontrollalt

kortilmények kozott torténd pirolizisével (2000 °C) allitanak eld. Az ellenelektréd

rozsdamentes acél. A mérdcellaban taldlhaté kadmium referencia elektréd nem igényel cserét,

tisztitast vagy specidlis toltd folyadékot, s széles pH tartomanyban ad stabil, pH kompenzalt

jelet (8. abran lathaté a mérdcella felépitése). Az elektréd eldkezelését irodalmi leirdsok

alapjan dolgoztuk ki [60,61]. Oxidalt liveges szénnel mér tortént kordbban L-aszkorbinsav

mérés [62].

II1.1.7 Elektrod elokezelési protokoll

1.

4,

fazis: Az elektrédot az elektrédpolirozé kitt segitségével eldszor kozepesen durva
mianyag membranon polirozzuk HPLC viz és 0,3 um szemcseméreti Al,O3
szuszpenzid segitségével (15 perc), majd finom polirozzuk HPLC viz és 0,3 pm
szemcseméretll Al,O3 szuszpenzié segitségével (10 perc). Ezutin HPLC vizzel
oblitjiik, s 30 mp-ig ultrahangos moséban mossuk az esetleges szuszpenzié nyomok
eltavolitdsara (ne torolgessiik, mert megkarcoldodik!) Ha az elektréd feliiletén
szemrevételezés utdn nem lathat6 karcolds, egyenetlenség, folt, akkor tovabbléphetiink
a 2. fazisra ellenkezd esetben az 1. fazist megismételjiik.

fazis: A megmosott elektrodot kevés 0,1M HCI oldatba allitjuk 30 percre, majd ezutan
HPLC vizzel mossuk, s kb. 5 percre HPLC vizbe tessziikk, hogy a savnyom
maradékokat lemossuk.

fazis: A savazott elektrddot a puffer oldattal mossuk a FIA rendszerben 400 mV-on 10
percig (0,55 ml/perc). Ezutdn az elektrédot 5 percig 1,75 V-on oxidaljuk, majd 30 mp-
ig mossuk a cellat kikapcsolva, s végiil 1,5 percig -1,00 V-on redukaljuk.

Az elektrédot hosszabb ideig mosassuk a pufferrel (2 6ra) 400 mV-on, mig az
alapvonal kellden alacsony értékre 4ll be (ez utobbi segithetd minta injektdldsaval!).
Ha az eljards megfeleld sikerli, akkor az elektréd feliilete egységes (folt nélkiili),

nedvesen szivarvanyos, szdrazon kissé€ sargas megjelenésii.

II1.1.8 Enzimcella készités

A pH optimum az enzim szdmdra pH=5,5-7,0-ig terjed szabad formdjiban, ez a

megkotddés hatdsdara természetesen véltozhat, s 4,5 és 8,3 pH-n az enzim aktivitds mér csak

50%-a az eredetinek.
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Az el6zoek figyelembe vétele fontos a cella készitésnél, ahol eldszor a fagyasztott, sdzott
sertés vékonybelet kiolvasztjuk, s alaposan megmossuk a s6t6l. Ezutan 3-4 db 15-20 cm-es
darabot vagunk le beldle, melyeket a nyildsukndl az ujjunkra felhizva 4tvdgunk, majd a
kapott darabokat desztilldlt vizben tovdbb dztatjuk, hogy a konzervalé s6 maradéktalanul
kioldédjon. Az eldkészitett cellat szétszereljiik, s az alsé plexi részre alkoholos filctollal
felrajzoljuk a teflonlap segitségével az elektrolit csatornat. Ezutdn kivdlasztjuk a megfeleld
nagysigu és mindségli béldarabot (ne legyenek rajta kinovések, hibak, fatyolos vagy kemény
rész stb.), rafeszitjiik az elokészitett plexi lapunkra és gumigytiriivel rogzitjiikk az oldalt lel6gé
részeket (szaradds kozben Osszehizddik!). Szaritdszekrényben vagy szobahOmérsékleten
széritjuk (tdlszaritani nem szabad, mert toredezni kezd).

Eldontjiik, hogy mennyi egység (U) enzimet szeretnénk felvinni a membranunkra, s azt a
mennyiséget feloldjuk 2,5-5 mg BSA-val (fehérje stabilizdlé szerep, mennyisége az enzim
mennyiségtol fiigg) az enzimre jellemz6, optimalis 150-200 ul 66 mM, pH=5.6 foszfat
pufferben (a BSA nehezen oldddik). Feloldédas utan 50 pl 2,5% glutdraldehidet adunk az
oldathoz, majd gyorsan felvissziik az eldzdleg felrajzolt elektrolit csatorndnak megfeleléen a
kifeszitett vékonybél membranra. A cellit 12 6rdn keresztiil szobahOn szdritjuk. A sertés
vékonybél megfeleld szaraddsa ahhoz kell, hogy a felvitt BSA+enzim+glutaraldehid oldat ne
folyjék szét rajta.

Dugéfuré készlettel kilyukasztjuk a membrant a csavarok helyén, s dvatosan sszeszereljiik
a cellat (a csavarok meghuzasanal a kerékcserénél jol ismert atlés meghtizasi sor a javasolt,

mert gy nem sériil a membranunk). Az enzimcella felépitése a 9. dbran lathato.

___Elektrolit bemeneti cso

__Plexilemez

Teflon lap
5 az elektrolit csatornaval
D&/
_ Serteéshel a preparilt
" enzimmel
_—Csavarhely 9. abra: A plexi, teflon és

sertésbél alapui cella [63,64]

__Plexi lemez

Az els6 haszndlat eldtt a cella aktivitisa novekedett a 66 mM-os, pH=5,6 foszfat puffer
oldattal val6 egy €jszakas 4ll4s sordn. A rendszerbe kotés utan célszerli volt tovabba nagyobb

aramlasi sebességgel az amperometrids cella eldtt a hulladékgylijtobe mosatni az 1j
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enzimcelldkat, mivel az esetlegesen levalo fehérje részek eltomithették az amperometrias cella

bemeneti nyildsat.

I11.1.9 Elézetes vizsgalatok

A mérések sordn eldszor az aszkorbinsav jel potencidlfiiggését és az aszkorbinsav
koncentraciéban az enzimreakcié hatdsara bekovetkezd valtozast vettiik alapul (10. dbra). 50
mM, pH=5,6 foszfat puffert hasznéltunk, s minden mérési ponthoz 3 injektalas 4tlagét vettiik.
Az enzimmel injektdlt mérésekhez hasznélt oldatot 1000 ul 0,1 mM aszkorbinsav oldat és 1
ul 10 U aktivitdsi enzimoldat szobahdn torténd inkubdaldsaval nyertem. A koncentricid
fliggés vizsgalatandl nehézséget jelentett, hogy a vak cella, enzim cella (50 U aktivitasi) csere

nem volt konnyen kivitelezheto.
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® 0,1 mM aszk. sav 24 | v Vak es Enzimcella jelkulonbseg
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10. abra: Az aszkorbinsav jel és enzimes aszkorbinsav jel potencidl (A) fuggése ill. vak és enzimcelldval nyert
eredmények kiilonbsége (B) 0,5 ml/perc dramlds, 400 mV mellett. (A haszndlt filctollas regiszter miatt a
csucsmagassagok mm-ben megadva.)

Az elbzetes eredményekbdl latszott, hogy az adott aszkorbinsav koncentrécid, viszonylag
magasabb potencidlon (300 mV felett) ad nagyobb jelet, s az enzimreakci6 hatdsara
bekovetkezett jelcsokkenés jol megfigyelhetd. Tovabba a vak és enzim cellds mérésekbdl a
jel kiilonbség koncentracio fiiggése jOl kivehetd, bar a linearitds nem volt egyértelmii. A jelek
kiértékelésénél a csucsmagassagokat vettiik alapul milliméterben, majd késobb korrigéltuk az

értékeket a félértékszélesség figyelembevételével.
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I11.1.10 Aszkorbinsav oldat stabilitasanak vizsgalata

Az elkészitett enzimcelldk esetén nagy ingadozdst tapasztaltam a mért jelekben, ezért
vizsgaltam az aszkorbinsav torzsoldat stabilitdsat eldszor amperometridsan, majd HPLC és
UV-VIS fotometrids médszerrel. A mérések sordn tisztazodott, hogy a stabilizal6 szerként az
oldatokhoz adott 2 g/100 cm® HPO; nagyon eltolja a puffer pH-t (pl.: 0,5 g HPO; hozzdaddsa
25 cm’ pH=5,6-0s puffer oldathoz pH=1,90 eredményezett!), illetve az aszkorbinsav
amperometrids jelének nagysdga nagyban fiigg a pH-tdl. Tovabba, ha a mérések sordn csak a
torzsoldatban taldlhat6 HPO; akkor a higitdsi sor készitésénél a legkisebb koncentracidok
esetén (0,1 mM és 0,25 mM) ez olyan mértékben higul, hogy az oldatok stabilitdsa nagyon

lecsokken. Ezért elkezdtem kisebb metafoszforsav koncentraciok vizsgalatat a késébbi minta
elOkészités hatékonysdgéanak javitdsara.

Aszkorbinsav bomlas mérése

Irodalmi leirdsokban mar kordbban tanulményoztdk az aszkorbinsav bomlasat [65]. A mi
esetiinkben a bomlds megfigyelése el0szor a vakcelldval amperometridsan tortént, de mivel a
jelek instabilitdsa miatt az egyes parhuzamos injektaldsok nem voltak Osszehasonlithatdak,
ezért inkdbb HPLC-s és UV fotometrids mddszereket alkalmaztam a tovabbi vizsgélatokhoz
(11.4abra). Késziilék: Shimadzu LC-10AD, Detektor: Shimadzu SPD-10A, Oszlop: Supelco

Discovery C-18 (5 um toltet, 15 cm x 4,6 mm, eluens: 13,5 g KH,PO, 900 cm’ viz + 1,8 g N-
cetil-N,N,N trimetil amm&énium bromid 100 cm® MeOH) [40].

A —a— pH=5,6 puffer B —=— HPO3
—ua— HPLC viz —=— 5x hig HPO3

" 3000000 | /\-—1 0x hig HPO3
Y
4000000\ &

L e 2750000 - ™
\ [ |
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3000000 \ 2500000 - -

\
2250000 - \\
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{
Csucsterulet

2000000 '\
\ 2000000 S :

1000000 \\ | X

e 1750000 - N\

T T T T T T T T
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11. abra: Aszkorbinsav oldat stabilitds vizsgalata HPLC méréssel 66 mM foszfat pufferben, HPLC vizben (0,75
mM konc.) -A rész és (250 mM, 50 mM és 25 mM) metafoszforsavval (0,4 mM konc.) —B rész.
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HPLC-s moédszerrel vizsgaltam a 2 g/100 cm’ (250 mM), 0,4 g/100 cm’ (50 mM) és a 0,2
g/100 cm’ (25 mM) HPOj; koncentricid, Millipore sziirt viz és csak foszfat puffer mellett az
aszkorbinsav torzsoldat stabilitdsat. Az aszkorbinsav HPLC-s meghatarozasandl a fenti
standard mddszert alkalmaztam.

Amint az a 11. dbréan lathatd, pufferben é€s Millipore szlrt vizben, szobahdn az aszkorbinsav
bomlésa viszonylag gyors (pufferben a 15 perc alatt kozel felére csokken a mennyisége).
Irodalmi koncentricidju [40] metafoszforsav jelenlétében kozel 90 percig stabil, mig 5x

higitasi metafoszforsavval 60 percig megfeleld stabilitdsu az oldat.

AszKkorbinsav oldat stabilitas mérése

HPLC-s eredmények mellett ellendrzésként UV-VIS fotometridt is haszndltam 265 nm
hulldmohosszon. Ebben a kisérletsorban az 50 mM metafoszforsav tartalmi, 66 mM foszfat
pufferben készitett, hiitdben tarolt aszkorbinsav oldat valtozasait figyeltem meg (1. tdblazat).

1. tablazat: 50 mM koncentracidjid HPOj; tartalmd, hiitdben tdrolt aszkorbinsav oldat mért abszorbancidja 66
mM foszfat pufferben

Konc/Id8 | 0 perc 60 perc | 150 perc | 1100 perc
0,02 mM 0,31 0,301 0,315 0,313
0,025 mM 0,394 0,376 0,396 0,399
0,05 mM 0,756 0,755 0,763 0,793
0,1 mM 1,505 1,508 1,515 1,59
0,15 mM 2,224 2,238 2,211 2,294
0,2 mM 2,851 2,841 2,808 2,839

A hiitében tarolt, alap torzsoldatot csak a higitdsok elvégzéséhez vettem ki
szobahOmérsékletre. 0,4 g/100 cm’ HPO; tartalmu pH=8,2 66 mM foszfit pufferben (mért
pH=6,7) oldottam a 88,1 mg (10 mM konc.) aszkorbinsavat, melynek mért pH-ja igy 6,46-0s
volt. Ennek az oldatnak vizsgéltam a stabilitdsat 18,5 6rdan at 0,02 mM-0,2 mM higitasu
kalibracids sorozatméréssel. A kisérlet eredménye alapjan kijelenthetd, hogy az 50 mM
koncentraciéju metafoszforsavval készitett aszkorbinsav oldat legaldbb 18,5 oran keresztiil

stabil hutOben tarolva.

I11.1.11 Rézionok hatasa a regeneralédasra

Az aszkorbat oxiddz enzim egy 8 réz atomot tartalmazd oxido-reduktdz, ahol a
Cu(Il)—>Cu(I) redoxireakci6 jatszédik le. A Cu(Il) ionokat tartalmazé oldat elvben segitheti
az enzim gyorsabb regenerdldddsat és igy a gyorsabb, hatékonyabb reakciét [66]. Azonban

ezen ion jelenléte a HPOs-al stabilizalt aszkorbinsav oldatban gyorsitja az aszkorbinsav
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bomldsat is. A hiitében tarolt 10 mM-os torzsoldat stabilitdsdnak vizsgdlatit 1 mM CuSOq
koncentraciénal, fotometriasan 265 nm hullamhosszon. A kalibraciés sorozat 0,01-0,2 mM
aszkorbinsav koncentraci6 tartomanyban keriilt elkészitésre. A 12. dbran jol megfigyelhetd,
hogy a metafoszforsavval stabilizalt aszkorbinsav oldatban jelenlévé 1 mM Cu (II) ion mér a

hozzaadés pillanatdban eldsegitette a bomlést.

35 —a— Stabil oldat
—e— 1mM Cu(ll) 0 perc =
—4&—1mM Cu(ll) 150 perc P

v 1mM Cu(ll) 300 perc el

Abs.
oo

—T 7T
0,025 0050 0,075 0100 0,125 0,150 0,175 0,200
Koncentracio (mM)

12. abra: 50 mM koncentraciéjui metafoszforsavval stabilizalt aszkorbinsav torzsoldat (Stabil oldat) kalibracids
gorbéje és a hozzdadott 1 mM koncentraci6éji Cu (II) ionok hatdsa idoben (UV-VIS fotometria, 265 nm)

A B
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13. abra: Enzimcella és elektrédregeneralodasi vizsgdlat 1uM Cu (II) jelenléte nélkiil (A) és jelenlétében (B).
Minden mérési pontot 2 mM aszkorbinsav oldat haromszori injektaldsaval kaptuk.

Az enzimcella regenerdl6dads szempontjabdl 1 uM koncentraci6ji Cu (II) ion jelenlétében
vizsgaltam a kapott jelek valtozasait. Vak és enzimcella esetén figyeltem meg a jelek
alakuldsat 0, 1, 2, 3, 4, 5, 7 perccel az alapvonalra visszatérés utin injektdlva. Minden mérési

pont 3 injektalds atlagabol adédott 2 mM aszkorbinsav koncentracival.
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Az elsé kisérletben (13. dbra A) a hasznélt puffer oldatban nem volt hozzdadott CuSO,4, mig
a masodik kisérlet sordan igen (13. abra B). A regeneralodasi 1dok az elsd esetben: vak- 160
mp, enzim- 150 mp, mig a masodik esetben: vak- 150 mp, enzim- 135 mp. Osszességében
megallapithat6, hogy az oldathoz adott kis mennyiségii Cu (II) segitette a regeneral6dasi ido

csokkentését, azonban hosszabb tavon kdrosithatja az enzimcella mikodését.

I11.1.12 Aszkorbinsav méro bioszenzor optimalizalasa

Aramlasi sebesség vizsgilatok (cellacsere, 1 injektor, 7. dbra)

Az enzimreakcié szempontjabdl érdemes volt megnézni az idedlis dramlési sebességet, hogy
maximalis jelcsokkenés legyen megfigyelheto.

Alacsonyabb aramlasi sebességeknél megnovekszik a tartdzkoddsi id6 az enzim celldban, s
igy novekszik a vak és enzimes jel kiilonbsége, azonban az elmosédé dramlds miatt a
detektalasi id6 és elektrodregenerdlodas (visszatérés az alapvonalra) is megndhet. A 14. dbran

néhany cellacserével végzett mérés eredményeit foglaltuk Ossze.
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14. abra: 2 egymadst kdvetd napon (A és B) megismételt dramlési sebesség fliggés vizsgalat 3 mM aszkorbinsav
oldat haszndlataval. J6l megfigyelhetd, hogy az dramldsi sebesség novelésével csokken az aszkorbinsav jel (vak

cella, enzimcella), s reprodukdlhatésdg szempontjabol szamottevd kiilonbség van egymadst kovetd napok mérési
eredményeiben.

Aramlasi sebesség vizsgalatok (enzimcella, 2 injektor, 6. dbra)

Ezutan megvizsgaltuk a 2 injektoros 0sszedllitdssal az dramlasi sebesség fiiggést (15. dbra),
mivel az el6z0 tipusi mérésnél a celldk cseréje sordn dramlési sebesség véltozdsok is voltak.

A 14. és 15. abrén is j6l megfigyelhetd, hogy egymadst kovetd napokon a munkaelektrédon
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kapott jelek csucsteriileteiben is

véltozasokkal magyarazhatok.
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15. abra: 400 mV potencidl, pH=5.5, 100 mM foszfit puffer, 300 U enzimcella, 3 mM aszkorbinsav
paraméterek mellett dramlési sebesség fliggés vizsgdlat 2 egymadst kdvetd napon (A és B). A kapott eredmények

alapjan az alacsonyabb dramldsi sebesség a nagyobb aranyu enzimes jelcsokkenés irdnyéba hat.
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16. abra: A 2 injektoros késziilék osszedllitassal kapott csticsok 100 uM aszkorbinsav cella el6tti és cella utdni

injektdldsdval. A csticsalakok nagy kiilonbsége miatt a digitdlis jelfeldolgozds elengedhetetlen.

Ezen késziilék Osszedllitds esetén azonban mar csak digitdlis integrdlds utidn lehetett

értékelhetd eredményeket kapni, hiszen a cella el6tt €s utan injektdlva mas csicsmagassagu és

alaku jeleket kaptunk (16. 4bra).
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A méréseket 400 mV potencidl, pH=5.5, 100 mM foszfat puffer, 300 U enzimcella
paraméterek mellett végeztem. Az aszkorbinsav torzsoldatbél 3 mM higitast készitettem a
vizsgalathoz. Hasonl6 eredményekre jutottam, mint a cellacserés megoldasndl, hiszen jol
megfigyelhetd, hogy alacsonyabb &dramlési sebességeknél nagyobb ardnyu a detektdlt és
enzimes jel kiillonbség is, mivel hosszabb id6t tolt a minta az enzim €s elektrokémiai cellaban.
Azonban 0sszességében elmondhatd, hogy markdnsabban kimutathaté az dramlési sebesség-
csucsteriilet csokkend tendencidjdnak Osszefiiggése, ill. a cella csere folyamin megfigyelt
aramlasi sebesség €és dramlési profilvaltozasbol eredd bizonytalansdg is megsziintethetd ezzel

a mérési moddal.
Potencialfiiggés és regeneralédasi ido

Annak meghatdrozdsara, hogy milyen potencidlon lehet a legnagyobb aszkorbinsav jelet ill.
jelkiilonbséget kapni, potencidl pdasztizdst végeztink az 50-500 mV tartomanyban. A
megfeleld potencidl kivalasztasdndl fontos, hogy a lehetdségekhez mérten a legalacsonyabb
oxidécids potencidlt alkalmazzuk, hiszen magasabb fesziiltségnél az eloxidal6dd, interferald

anyagok mennyisége is megnd a kapott jelben.
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17. abra: Potencidlfiiggés vizsgdlat (A) az 50-500 mV tartomdnyban ill. elektréd regenerdlédas (B) vizsgdlat
200 uM és 400 uM aszkorbinsav koncentracidkkal. A novekvd oxidacids potencidlnal novekedett a kapott
aszkorbinsav jel, enzimes jel mértéke is (A) ill. a megfeleld dramldsi sebesség meghatdrozasanal a jelkiilonbség
nagysdgan tdl az elektrédjel alapvonalra visszatérése is fontos volt (B —Minta/6ra).

A méréseket 200 uM és 400 uM koncentraciokkal végeztiik, hogy a hasonld tendencidk jol

nyomon kovethetdek legyenek. A mérés alapjan 400 mV oxidécids potencidlt vélasztottuk,
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hisz effolott nem novekszik szdmottevoen az aszkorbinsav jel, s a vak és enzimes jel
kiillonbsége is itt legnagyobb (17. dbra A).

Az dramlési sebesség hatdsa mellett mértem az egyes injektdlasok kozotti regeneralodasi ido
hosszét is (injektalastol az alapvonalig (0,080 pA-es jelig) mért id6), mely a leghosszabbnak
0,35 ml/perc-nél 225-240 mp adddott, mig 0,65 ml/percnél a legrovidebbnek 130-145 mp (17.
dbra B). Erdemes megjegyezni, hogy a legnagyobb regenericids id csokkenés 0,35-0,55
ml/perc kozotti szakaszon volt: 75 mp. A megfeleld regenerdldddsi id0 kivdlasztasa
meghatiroz6 lehet nagyobb mintaszam esetén, hiszen sorozatmérések soran fontos szempont
a mérés gyors kivitelezése. Ezek és a kordbbi dramldsi sebesség vizsgdlatok alapjan 0.5

ml/perc dramlési sebességet valasztottuk a késobbi vizsgalatokhoz.

Ionerdsség fiiggés vizsgalata

Az ionerdsség enzimes reakcidra €s jelre gyakorolt hatdsanak vizsgélatat 20-100 mM foszfat
puffer koncentricié tartomdnyban végeztem, s bar a késObbiekben mads anyagi mindségii
puffereket is haszndltam, ezek esetében mar nem végeztem ilyen jellegii vizsgalatot.

Az alkalmazott paraméterek a kovetkezoek voltak: 400 mV potencidl, 300 U enzimcella,
pH=5.6, szobahd, 0.5 ml/perc aramlési sebesség, 2 mM aszkorbinsav oldat minden puffer
koncentracional. A két mérést 5 nap kiilonbséggel végeztiik el ugyanazzal az enzimcellaval.
Egyértelmiien latszott, hogy nagyobb puffer koncentracidknal nagyobb a kapott jelkiilonbség,
ami elektrokémiai szempontbol magyardzhaté a toltéshordozé ionok koncentracidjanak
novekedésével. Ez a jelndovekedés azonban nem jelentette azt, hogy az enzim aktivitds is
nagyobb az egyes esetekben, mivel a teljes jelek szdzalékdban ardnyos jelcsokkenésekrdl
beszéliink (15% és 12,5%-os 18. abra A és B). A 18. abrdn feltiintetett (A2 és B2)
jelszazalékok a teljes aszkorbinsav jel tovabbd a teljes aszkorbinsav jel és enzimes jel
kiillonbségének szdzalékos viszonyit mutatjik.

Irodalmi leirdsok szerint tovabbi vezet6sé (100 mM KCl) hozzaadasa novelheti a
jelintenzitast, azonban ezen puffer koncentraciokndl mar csak a parhuzamos injektaldsok
eredményén javitott valamelyest. A parhuzamos injektdldsok szérdsa vezetdsd hozzdaddsa

elott RSD +/- 5% volt, ezért hasznalatat nem tartottuk indokoltnak.
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18. abra: Tonerdsség fiiggés mérése Uj enzimcelldval (A1) s 5 nappal késobb ismételve (B1) 20-100 mM foszfat
puffer koncentricio tartomanyban. A jelkiilonbségek novekedése mellett a teljes jelek szazalékdban kozel azonos
enzim aktivitds volt kimutathat6. Paraméterek: 400 mV potencidl, 300 U enzimcella, pH=5.6, szobahd, 0.5
ml/perc dramlédsi sebesség, 2 mM aszkorbinsav

pH és homérsékletfiiggés vizsgalatok

A pH fiiggés vizsgdlat tekintetében az volt a fontos, hogy az enzim pH optimuma eltolédott-
e az immobiliz4ci6 sordn, s ha igen milyen mértékben. A nativ enzimforma pH optimuma
pH=5.5-7.0 (Sigma-Aldrich, Product Information).

Az elsé mérések sordn foszfat pufferben ellendriztiik a pH=5.0-7.0 tartomdanyt (19. dbra A),
s megdllapitottuk, hogy a jelkiilonbségek egyértelmiien novekszenek a savasabb
tartomanyban (19. abra B), s ez az enzim aktivitds novekedésével magyardzhatd, hiszen a
jelkiillonbségek szazalékaban ugyanez a tendencia figyelhetd meg. 2 injektoros 6sszedllitdsban
az alkalmazott paraméterek a kovetkezdk voltak: 400 mV potencidl, 100 mM foszfét puffer,
szobahd, 20 ul mintahurok, 2 mM aszkorbinsav oldat.

Mivel a kapott eredmények alapjan teljesen egyértelmiivé valt, hogy pH=5.0 alatt taldlhat6
az optimum az enzimreakcidé szempontjabol, ezért a pH fiiggés vizsgalatit a 2 injektoros
Osszedllitdsban tdjra vizsgéltam, de ez alkalommal mas puffer (Britton: 0.04 M HzBOs3, 0.04 M
CH;COOH, 0.04 M H3PO4 0.1 M NaOH-al beadllitva ) haszndlataval (20. dbra).
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19. abra: Enzimcella aktivitds pH fiiggésének vizsgdlata a pH=5.0-7.0 tartomdnyban. A pH csokkenésével (A) a
jelkiilonbség szazalékok novekedtek (B), ami az aktivitds novekedését jelezte. Paraméterek: 400 mV potencidl,
100 mM foszfat puffer, szobahd, 20 ul mintahurok, 2mM aszkorbinsav injektalva

A vizsgdlt pH tartomany pH=4.2-6.9, s a paraméterek 400 mV potencidl, 120 mM Britton
puffer, szobahd, 20 upl mintahurok, 300 U enzimcella voltak. 200uM és 400uM

aszkorbinsavat vizsgaltam, mivel ez mar beleesett a késObbi kalibracids tartoményba.
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20. abra: Enzimcella aktivitdis pH fiiggésének vizsgdlata a pH=4,2-6,9 tartomdnyban 200 és 400 uM
koncentraciéji aszkorbinsavval. Paraméterek: 400 mV potencidl, 120 mM Britton puffer, szobahd, 20 pl
mintahurok, 300 U enzimcella
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Elég nagy szorést tapasztaltam a 200 uM aszkorbinsav jelkiilonbség szdzalékainak savas
tartomanyd pH=4.0-5.0 eredményeiben, ami az enzimcella nem megfeleld aktivitisa és
injektaldsi hibdkbol addédhatott. Azonban igy is megéllapithatd, hogy kozelitéleg pH=4.3 és
5.0 kozé teheté a pH optimum. A mérések kiegészitéseként UV (265nm-es) detektdlds is
tortént, de ezt a fajta detektalast nagyban zavarta a pH véltozésa, s ezért az eredmények sajnos
nem hordoztak kiértékelhetd informécidkat.

Mivel az el6zetes mérések alapjan a valdsziniisitett optimélis pH tartomdny pH=4.3 és 5.0
kozottinek adddott, ezért ehhez a tartomanyhoz kerestem jo puffer kapacitasu puffert, s igy
esett a vélasztds az acetdt pufferre (ecetsav pK=4,7). A késébbi redlis mintdkkal torténd
mérések sordn az alkalmazott 200 mM koncentriciéban ennél a puffernél volt tapasztalhat6 a
legkisebb pH ingadozds. A kérdéses pH tartomany ellendrz0 vizsgalata ezért mar acetat
pufferben késziilt (21 B dbra), ami alapjan elmondhat6, hogy a pH optimum pH=4.3-5.0 k6zé
teheto.

A reakcioteret jelentd enzimcella termosztaldsit fém tartoszerkezet €s vizfiirdo segitségével
oldottuk meg. A homérsékletfiiggés vizsgdlatandl nehézséget okozott az enzimcella (igy a

reakcio tér) homérséklet mérése.
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21. abra: Homérsékletfiiggés (A) mérése 400mV potencidl mellett, 0,55 ml/perc dramldsndl, 300 U enzimcella,
pH=4.7, 200mM acetét puffer, 3 mM aszkorbinsav és pH fiiggés (B) mérése 400mV potencidl mellett, 200 mM
acetat puffer, 0,5 ml/perc dramldsndl, 300 U enzimcella

A plexi anyagit cella rossz hddtadasa miatt a goztérbe helyezett hOmérd nem a valdsdgosnak

(az enzimcelldnak) megfeleld6 homérsékletet mutatta, s ezért ezek a mérések nem voltak
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megbizhatéak. Azonban a cella furatoldsa és a héméro furatba helyezése, valamint a cella alsé
rész aluminium anyagra cserélése nagyban megkonnyitette a hOmérséklet mérést. A
késobbiekben az aluminium alsé rész kontakt-hdmérds ellendrz6 mérése tovabb ndvelte a
mérési stabilitdst. Altaldnossdgban elmondhaté, hogy a vdrhaté eredményekkel egybevagé
végeredménnyel zarult a homérsékletfiiggés mérése. A vizsgalt 27-40 °C tartomdnyban (21 A
abra) 36 °C-ig stabil aktivitds volt kimutathat6, azonban felette mér szamottevd aktivitds
csokkenés volt megfigyelheto.

Ezek a mérések 400 mV potencidl mellett, 0,5 ml/perc dramldsndl, 300 U enzimcella,
pH=4.7, 200 mM acetat puffer mellett folytak. A mérési eredmények alapjan a késObbi

mérések kivitelezésére a 33 °C-ot valasztottuk.

I11.1.13 Enzimcella élettartama

A cella élettartam vizsgdlathoz egy adott enzimcella egymast kovetd napokon kapott
kalibraciés gorbéinek meredeksége és a kalibraciés gorbeilleszkedések megfigyelése szolgalt

informacidval (22. abra).
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22. abra: A 250 U aktivitdsi enzimcella kalibricids gorbéinek valtozasai (R"2- illeszkedés, Meredekseg-
illesztett gorbe meredeksége) a vizsgalt id6északban

A kérdéses 250 U névleges aktivitdsi cellat 18 nappal a haszndlat eldtt készitettiik, s
felhaszndldsig szdrazon, hiitében taroltuk (4 °C). Felhaszndlas elott a cella 2,5 6rds acetat
pufferes kondicionaldsa, majd még ugyanazon a napon (marc. 28) kalibracidés mérés tortént.

Az els0 haszndlat utdn az egyes napok kozott a cellat hiitben taroltuk pH=5.6, 66 mM foszfat
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pufferen. Az adott 1 hetes vizsgdlati periddusban a kalibraciokat kovetden a 2. tdblazatban

feltiintetett redlis mintdk mérése tortént meg.

2. tablazat: 250 U aktivitasd enzimcelldval vizsgalt redlis mintdk a megfigyelt 1 hetes id6szakban

29. mérc 30. mérc 03.apr 04. apr 05. apr 06. apr

Mori ezerjé | Méri ezerjé | Méri ezerjé | Multivitamin | Multivitamin | Multivitamin

(bor) (bor) (bor) tabletta tabletta ivolé

Amint az a 22. dbran l4thaté a gorbe illeszkedés javult az id6 elérehaladtaval (kiv. 04.04.,
ami mérési hibabdl adédhat), ami az enzimfehérje hidratdlédasat jelzi. A 04.06. datummal
kapott eredmény, azaz a rosszabb kalibracios illeszkedés eredménye, mar viszont kothetd az
enzimreakcid stabilitds csokkenéséhez. A kalibraciés gorbe meredeksége mindekdzben
tendencidlisan csokkent, ami arra enged kovetkeztetni, hogy csokkent a cellaaktivitds. Kiilon
érdekes, hogy a 03.30-04.03. id6szakban a hosszabb foszfat pufferes allas kis mértékben
segiteni latszott a cella regenerdlédasban, hiszen kis mértékii novekedés volt tapasztalhaté a
kalibracios gorbe meredekségében.

Mivel a gorbemeredekség valtozdsai a kiinduldsi jel nagysdgétdl is fiiggnek, ezért
megfigyeltiikk az enzim nélkiili vak jelek valtozasait is (3. tdbldzat), amik csokkend tendenciat
mutattak, ami viszont mutatja az iivegesszén elektrod redlis mintdkra és azokban taldlhat6
elektroaktiv komponensekre valé érzékenységét. Erdemes megfigyelni a redlis mintdk
vizsgalatindl bekovetkezd elektrédfelszin véltozds hatdsiat, hiszen a jelnagysdgban
bekovetkezd jelentds csokkenések (9,5%, és 12,2%) a bormintdk injektdldsa utan figyelhetod

meg, mig a multivitamin tablettdra irdnyul6 vizsgélatok sordn kisebb mértékii ez a valtozas.

3. tablazat: 100 uM koncentraci6ju aszkorbinsavra mért vak jelek nagysdga és a jelcsokkenésbdl szamolt
enzimaktivitds alakuldsa (szdzalékban) a vizsgalt idészakban.

28.marc| 29.mdrc| 30.marc 03.apr 04.apr 05.apr 06.apr

O1mMvak | 4753y | 17594 | 15888 | 15975 | 14019 | 14702 | 14449
jel (nA*s)

Cella aktivitas
(%)

39,9372535,87587 | 32,47105 | 33,14554 | 29,38869 | 26,83308 | 28,51408

Tovabba a napi szintli aszkorbinsav jelekbdl szamolt enzimaktivitds valtozasok a 22. dbran

tapasztalt cellaaktivitds csokkenést mutattak.
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I11.1.14 Realis mintak vizsgalata

A bioszenzor redlis mintdkon torténd tesztelése sordn elsdsorban folyadék halmazallapotd
mintdk vizsgédlatat végeztem, nevezetesen multivitamin pezsgltabletta, bor (spiking

technikdval), és multivitaminos gyiimolcslé.

Kalibracio

A foszfat pufferes vizsgdlatokndl a mintahigitdsok sordn elég nagy pH (3-5 tized) eltolédast
tapasztaltam, ami a HPO; hatdsara bekovetkezd pufferkapacitds csokkenéssel magyarazhato.
Ezen jelenséget kikiiszobolendd uj, jobb puffer kapacitdsii oldatot kerestem. Kiprébalasra
keriilt Na,HPOy-citrat puffer, és K-acetat-CH3;COOH melyek koziil az acetdt puffer jonak

bizonyult. A stabilabb pH érték biztositasa érdekében a méréseket az ecetsav pK értéke koriili

pH-n végeztem pH=4.7-nél. Az acetat pufferes kalibracié eredménye a 23. dbran lathato.

240004 | Equation y=a +.b‘x.
| Weight No Weighting
| Residual Sum  180598,76271
| of Squares
20000 - .Adj. R-Square 0,90898 3
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23. abra: Kalibraci6 felvétele a 25-400 uM aszkorbinsav koncentricié tartomanyban. Paraméterek: 400 mV
potencidl, pH=4.7, 100 mM acetét puffer, 100 mM KClI, 300 U enzimcella, dramlds 0,5 ml/perc, 33°C
hémérséklet

A mérések sordn 400 mV, pH=4.7, 100 mM acetat puffer, 100 mM KClI, 300 U enzimcella,
aramlds 0,5 ml/perc paraméterek mellett végeztem. A higitdsokat 10 mM aszkorbinsav

torzsoldatbdl végeztem (25-400 uM tartomany).
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Amint l4that6 ebben a pufferes kozegben elég jo illeszkedésii kalibraciét sikeriilt
megvaldsitani (hozzd kell azonban tenni, hogy foszfat pufferes kalibracié sordn nagyobb
ardnyu jeleket kaptam, s ez a hiba szempontjabdl eldnydsebb). Minden nap ) kalibraciot

készitettem el, mivel az elektréd jele néha egymdst kdvetd napokon is szdmottevden valtozott.

Bor mintak

A bor komplex matrixdt (etil-alkohol, gliikdz, almasav, borkdsav, csersav, polifenolok,
glicerin, természetes szinanyagok) tekintve idedlis tesztelésre, s bizonyos bor készitési
eljarasokndl adnak is aszkorbinsavat a borokhoz, forrasban 1évé musthoz az un. oxidativ sokk
megakadalyozdasara (~60-100 uM koncentracid). Mivel az dltalam vizsgalt borokban nem volt

ténylegesen kimutathat6 az aszkorbinsav, ezért hozzdadott anyag visszamérését probaltam.

1. mérés

1. minta: 1 cm® Méri Ezerj6 (2005) + 4 cm’ acetét puffer (minta pH=4.53)

2. minta: 1 cm® Méri Ezerj6 (2005) + 1 cm® 400 uM aszk. s. old. + 3 cm’ acetat puffer (minta
pH=4.53, 80 uM higitédsi koncentricid)

A vak mintdra mért aszkorbinsav tartalom 17 uM-nak mig a 2. mintdra kapott eredmény 97

uM-nak adédott.

2. mérés

1. minta: 1 cm® Méri Ezerj6 (2005) + 4 cm’ acetat puffer

2. minta: 1 cm® Méri Ezerj6 (2005) + 1 cm® 200 uM aszkorbinsav + 3 cm’ acetét puffer

3. minta: 1 cm® Méri Ezerj6 (2005) + 1 cm® 400 uM aszkorbinsav + 3 cm’ acetdt puffer

4. minta: 1 cm® Méri Ezerj6 (2005) + 1,5 cm® 400 uM aszkorbinsav + 2,5 cm’ acetdt puffer
A visszamért mennyiségek rendre: 1. 9 uM, 2. 53 uM, 3. 73,5 uM, 4. 116 uM

3. mérés

1. minta: 1 cm® Méri Ezerj6 (2005) + 4 cm’ acetat puffer

2. minta: 1 cm® Méri Ezerj6 (2005) + 1 cm® 200 uM aszkorbinsav + 3 cm’ acetét puffer

3. minta: 1 cm® Méri Ezerj6 (2005) + 1 cm® 400 uM aszkorbinsav + 3 cm’ acetét puffer

4. minta: 1 cm® Méri Ezerj6 (2005) + 1,5 cm® 400 uM aszkorbinsav + 2,5cm’ acetat puffer
A visszamért mennyiségek rendre: 1. N.A., 2. 15,5 uM, 3. 57,2 uM, 4. 81,1 uM
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A mérések Osszesitett eredményei a 4. tdblazatban lathaték. Mivel a mérések soran tapasztalt

hiba okaként az esetleges zavard anyagok oxiddcidja emelhetd ki, ezért a kovetkezd

méréseket 200 mV-os potencidlon kiséreltem meg, hogy tapasztalhatd-e javulas.

4. tablazat: A Mori ezerj6 fehérbor méréseinek eredményeit 6sszefoglal tdblazat (az 1/5 v/v higitott borra és a

standard addiciéval aszkorbinsav térzsoldatbdl bemért mennyiségekre kapott eredmények)

Mori Bor, mért | Szadmitott | 40 uM | Szamitott | 80 uM | Szdmitott | 120 uM | Elvart

ezerjo (uMm) (uMm) st.add | (uM) st. add | (uM) st.add | (uM)

1. mérés 17 0 40 97 80 120

2. mérés 9 0 53 40 73,5 80 116 120

3. mérés NA 0 15,5 40 57,2 80 81,1 120
4. mérés

1. minta: 1 cm’ Verpeléti Harslevelii (2004) + 4 cm® acetét puffer

2. minta: lcm® Verpeléti Harslevelii (2004) + 1 cm® 200 uM aszkorbinsav + 3cm’ acetdt
puffer

3. minta: lcm’ Verpeléti Hérslevelii (2004) + 1 cm® 400 uM aszkorbinsav + 3cm’ acetat
puffer

A visszamért mennyiségek rendre: 1. 7,25 uM, 2. 42,7 uM, 3. 89,4uM, 4. N.A.

5. mérés
1. minta: 1 cm’ Verpeléti Harslevelti (2004) + 4 cm® acetét puffer

2. minta: 1 cm® Verpeléti Hérslevelii (2004) + 1 cm® 200 uM aszkorbinsav + 3cm® acetit
puffer

3. minta: 1 cm® Verpeléti Harslevelti (2004) + 1 cm® 400 uM aszkorbinsav + 3cm’ acett
puffer

4. minta: 1 cm® Verpeléti Harslevelti (2004) + 1,5 cm’ 400 uM aszkorbinsav + 2,5cm3 acetat
puffer

A visszamért mennyiségek rendre: 1. 24uM, 2. 64,7uM, 3. 132,9uM, 4. 155,2uM

A mérés pontossagan a 200 mV-on torténé mérés sem segitett (a mérések eredményeit a 5.

tdblazat Osszegzi), ezért vak cellds ellen6rzd méréseket végeztem az injektdlds hibdjanak
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kisziirésére. Ezen mérések alapjan megallapitast nyert, hogy az alacsonyabb koncentraciéknal

nagyobb mértékil a hiba, ami viszont valdszinilileg az integrdlas hib4javal magyardzhato.

5. tablazat: A Verpeléti harslevelli fehérbor méréseinek eredményeit 6sszefoglalé tablazat (az 1/5 v/v higitott
borra és a standard addiciéval aszkorbinsav torzsoldatbdl bemért mennyiségekre kapott eredmények)

Verpeléti Bor, mért | Szamitott | 40 uM | Szamitott | 80 uM | Szamitott | 120 uM | Szamitott
(M) (UM) st. add | (uM) st. add | (uM) st.add | (uM)

4. mérés 7,25 0 42,7 40 89,4 80 NA 120

5. mérés 24 0 64,7 40| 1329 80 155,2 120

Mulitivitamin pezsgotabletta mérése

Az acetdtos kalibracioval multivitamin pezsgotablettat is vizsgédltam, s ez alapjan a

kovetkez6 eredményre jutottam kalibracié utdn (Osszesitett eredmények a 6. tdblazatban).

1. mérés

1 tablettat (60 mg aszkorbinsav/4,1162 g tabletta) 100 cm® HPLC vizben oldottam fel (3,406
mM aszkorbinsav), 250 ul oldatot higitottam 4750 ul acetét pufferrel (~170 uM konc.).
Kalibraci6 alapjan visszamért mennyiség 179,3 uM, ami a teljes mennyiségre visszaszdmolva

63,1 mg aszkorbinsav.

2. mérés

1 tablettat (60 mg aszk. s./3,8473g tabletta) 100 cm® HPLC vizben oldottam fel (3,406 mM
aszkorbinsav), ezt higitottam acetét pufferrel 10x, 20x és 40x-ére ( ~340uM,~170uM, ~85uM
konc.).
A kalibraci6 alapjan visszamért mennyiségek 97uM (68,3mg), 172uM (59,2mg) és 328uM
(57,8mg).

6. tablazat: A multivitamin tabletta méréseinek eredményeit 6sszefoglal tiblazat (a 60 mg aszkorbinsav
tartalm tabletta, kiilonb6zd mértékii higitdsaira kapott eredmények)

Multivitamin | 40x hig | Szamitott | 20x hig | Szamitott | 10x hig | Szamitott
tabletta (UM) | (uMm) (UM) | (uwm) (UM) | (uM)

1. mérés 179,3 170

2. mérés 97 85 172 170 328 340
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Multivitamin ivolé vizsgalata

Kalibracié utan Cappy Ice Fruit multivitamin rostos ivOlé vizsgalatat végeztem (9 mg
aszkorbinsav/100 cm® iv61é, ~511 uM koncentrécié) a multivitamin tabletta vizsgalatdnal leirt
modon. Higitdsok 2x (~255 uM), 5x (~102 uM), 10x (~51 uM). Visszamért mennyiségek:
2x- N.A., 5x- 355 uM, 10x- 258 uM.

Amint az eredményekbdl lathaté a minta matrixdban taldlhaté festék és egyéb oxidalhato
zavard anyagok nagyon befolyasoltdk a kapott jelek nagysagit, illetve a meghatdrozas
kivitelezhetoségét, mivel tartosabban megvaltoztatjdk a munkaelektrod feliiletét. Esetleges
szlirés utdn akdr jobban haszndlhat6 a mddszer, bar a legkézenfekvobb a zavard hatdst okozé
komponensek kiszlirése lenne, melyhez azonban az egyes komponensek zavard hatdsat kiilon

kiilon és kombinaciéban vizsgalni kellene.

Osszegzés

A kifejlesztett két injektoros €s egy cellas bioszenzor az optimdlis miikodési paraméterek
meghatdrozasa utdn megfeleld kalibraciora alkalmas volt 25-400 uM tartomanyban.

Redlis mintdk vizsgdlata sordn fehérbor, multivitamin pezsgdtabletta és multivitamin ivélé
elemzését végeztik. A multivitamin tabletta esetén higitastdl fiiggéen ~3,5-14% eltéréssel
lehetett az aszkorbinsav koncentraciét meghatarozni. A masik két matrix eredményei alapjan
a fehérborban és multivitamin ivélében taldlhaté konnyen oxiddlhaté komponensek zavard
hatdsiak az aszkorbninsav meghatdrozds szempontjabol. Valdésziniileg a mintdk polifenol
tartalma (flavonok, fenolsavak, antocianinok, tanninok) jelent a munkaelektrédon lejatsz6dé
oxidacié szempontjdbol nehézséget, ami a munkaelektrod felszinén kialakitott inkdbb kis

molekuldkra pl. aszkorbinsav dtereszt6 membran felhasznéldsdaval akdr kikiiszobolhet6 lehet.
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II1.2 Aflatoxin M; mérésére alkalmas bioszenzor fejlesztése

II1.2.1 Irodalmi hattér

Az  aflatoxinok  vizsgdlatit 4ltaldban  vékonyrétegkromatografia  (TLC) [67],
folyadékkromatografia (LC) [67], nagyhatékonysdgu folyadékkromatogrifia (HPLC) [68] és
hagyomanyosabb immunoelemzéses (mint az enzim csatolt immunokapcsoldsos elemzés —
ELISA) mddszerekkel végzik [69,70]. Mivel azonban ezek a moddszerek érzékenység és
detektdldsi hatar tekintetében korldtozottak [71], ezért az ujabb, hatékonyabb foként
immunoelemzés alapi mddszerek fejlesztése folyamatos [72,73]. Az Ujabban megjelent
élelmiszermindségi és élelmiszerbiztonsagi szabdlyozasok igényelik az 4j tipusd, megbizhatd
elemzési mddszereket.

Az elektrokémiai impedancia spektroszkopia (EIS) a vezetd és félvezetd felszinek véltozasait
roncsoldsmentesen vizsgélja, ezért jOl hasznalhaté a biomolekularis kolcsonhatasok
dinamikdjdnak kovetésére [18]. Mivel, mikor az antitest reakciéba 1ép az antigénnel,
megvaltoznak az elektréd-oldat hatérfeliilet elektromos tulajdonsagai, ezért az EIS [74-76]
megfeleld az adszorpcids €s toltés atviteli folyamatok megfigyelésére olyan technikdk mellett,
mint a Felszini Plazmon Rezonancia (SPR) [77] és Kvarc Kristdly Mikromérleg (QCM) [78].
Impedimetrids mérések jelerdsitésére gyakran haszndlnak vezetd tulajdonsdgu anyagot, igy
arany nanorészecske tartalmu onrendez6d6 monoréteget mar alkalmaztak, hogy noveljék egy
impedimetrids szenzor érzékenységét [79]. Aflatoxin B; kimutatdsdra ugyancsak
kifejlesztettek EIS alapi modszert, mely a felszinen elektropolimerizalt vezetd tulajdonsagu
polimer toltésatviteli ellendllds véltozdasain alapult (Rct) [80]. Madés esetben arany
nanorészecske alapu ireges ,Jlabddt” mddositottak anti-AFB; antitestekkel, hogy QCM
technikdval AFB;-et mérjenek [81]. Ulepitési reakcion keresztiil j6 érzékenységli ligos
foszfatdzzal jelzett SPR alapi immunoszenzort fejlesztettek egérbdl izoldlt IgG
felhasznalasdval [82]. M4s irodalmi leirds alapjan aflatoxin Bl-marha szérum albumin
konjugatum (AFB;-BSA) kotése tortént dextran gélben €s a kompeticids reakcid kovetését

SPR technikdval végezték [83].
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II1.2.2 Célkitiizés

Az aflatoxin M; olyan élelmiszerszennyezd, ami az emldsok tejében mutathaté ki, s a
taplalékkal elfogyasztott aflatoxin B; metabolikus véltozata. Mennyiségének meghatirozasa
fontos a tej] mindségének, emberi fogyaszthatosdganak megéllapitdsdban. A kutatdémunka
masodik részében az aflatoxin M; kimutatdsira és mérésére haszndlhaté egyszert kivitelu
modszer kifejlesztése volt a cél. Tovabbi cél volt, hogy a fejlesztést olyan kis méreti,
eldobhat6 kivitelben valdsitsuk meg, mely impedancia alapi és a sziikséges érzékenységet

valamilyen jelerdsitd modszerrel érjiik el.

I11.2.3 Elektrokémiai Impedancia Spektroszkopia

Az EIS nagyon hatékony moddszer a vezetd tulajdonsdgd anyagok és feliiletek
tanulmanyozdsaban [91-94]. Az elektrokémiai technikdk a feliileti jelenségeket vizsgéljdk a
fesziiltség és az dram kapcsolatin keresztiil. Ebben az esetben gerjesztd aramot vagy
fesziiltséget irdnyitunk a munkaelektrédra, s az erre adott véalaszreakcidkat vizsgaljuk, ami
szamos informdcidval szolgdl a rendszer kinetikai, termodinamikai €s mechanikai
sajatossagairdl. A leggyakoribb elektrokémiai technikdkkal szemben, melyek kozvetlen
aramon alapszanak, mint pl. a kronoamperometria vagy a voltametria, az EIS egy kis
amplitiddji szinusz hullim potencidl szuperpoziciondldsat jelenti egy dllandé polarizicids
potencidlra (2. egyenlet).
E (t) = Epotarizacic + AE(wt) ()
Ahol Ejolarizacis @ munkaelektrod referencidval szemben mért alappotencidlja, AE a
szinuszhulldm amplitid6é és ® a radidlban megadott jelfrekvencia. A kis amplituddji (AE)
gerjesztd potencidl (E(t)) egy fix fesziiltség (Epolarizacis) koriil oszcilldl adott frekvencidval
(o=2nf), s erre a vizsgalt rendszer valaszjellel reagdl. Ha a rendszer linedris (azaz kis
amplitudgju a gerjesztd potencidl), akkor a valasz egy ugyanolyan szinuszos dram, de a
fesziiltségtodl kiillonboz6é amplitiddval és frekvencidval. Nem linedris esetben azonban a vélasz
sokkal Osszetettebb, nem szinuszos természetli, bar tovdbbra is periodikus. Vizsgalati
szempontbdl a szinuszos természetli valaszjel modellezhetd le, melyet a kovetkezd képlet ir le
(3. egyenlet).
i =1Isin (ot+Q) 3)

ahol 1 az dramerdsség, [ az amplitido és wt+e ¢-vel eltolédott frekvencia.
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2n/w (2r+ o)/
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24. abra: A kis amplitidéju gerjesztd potencidl €s az arra adott valaszjel osszefiiggése

ac forras
Py

ac null
detektor

L

Potenciométer
a dc null cella

25. abra: Az impedancia mérésekhez sziikséges gerjesztd jel generdld hid aramkor

A mérés sordn a gerjesztd potencidlra adott jel (24.-25. dbra) az elektrodfeliileti viszonyok

fliggvénye, azaz egy teljesen ,tiszta” ellendllds esetében nem lesz fazis eltolédads a gerjesztd

potencidljel és dramerdsség kozott, mig egy teljesen ,.tiszta” kapacitds esetén a fazis eltolddas

n/2 (90°). Természetesen redlis mérési esetben e két faktor keveredésérdl van sz6 (E(t)= Eyo +

AE sin(omt), I(t)= Al sin(ot+®)). Egy egyszerli rendszerrel kapcsolatban is megjegyezhetd,

hogy minden frekvencia esetén a valaszjel hordoz kapacitiv ill. ellenéllassal kapcsolatos

informdciodkat, csak a silyozottsdguk mas a jelben.

Az altaldnos Ohm torvény tugy irja le az impedanciat (Z(®w) Q-ban), mint az alkalmazott

szinuszos potencidl és a kapott dramerdsség hanyadosat (4-6. egyenlet).

Z(m)=?—

=

E

I sinfwt+ &) -

i

sinwt

sinewt

F—cosd + jsind
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z(m)=—=ZEji =Zicosd tsind) =2 (w)—1Z  (w) (6)

Kizéaro6lag ellendlldst tartalmazé dramkorben a Ze ) (valds) komponens taldlhaté meg inkdbb,
kizdrolag kapacitds jellegli dramkor esetén a Zim,) (imagindrius) a dominald. Az impedanciat
a Zim() €5 a Zre(w) Ordinata és abszcissza tengelyen torténd dbrdzolassal vektorként is meg
szokték jeleniteni. Tovabbi dbrdzolds mdd a két érték altal meghatarozott vektor értékének és
a hozzatartoz6 frekvencidnak a logaritmusos megjelenitése (27. dbra).

A legaltalanosabban haszndlt modell aramkor az tgynevezett Randles féle, mely egyszeru
elemekkel ir le az impedimetria szamdra egy elektrokémiai cellat. A benne taldlhat6 részek az

oldat ellenallassaval (Rg), az elektromos

—_—
H kettOsréteg kapacitdsaval (C4) és a Faraday
R, loff folyamatokat leiré altalanos impedancia (Zy)
Wy ——  elemmel azonosithat6k (26. dbra).
——
<
e - r;,r

26. abra: Az impedimetridban gyakran hasznélt elektrokémiai cellat leiré Randles aramkor modellje, Rg -oldat
ellendllas, C4 -elektromos kettdsréteg kapacitdsa, Z; -altaldnos impedancia [95]

Az éltalanos impedancia elem (Zs) tovabb bonthat6 egy toltés atviteli ellendllas (Rct) és egy
ugynevezett Warburg impedancia elemre (Z,), amit kapacitds jellegi tomegdramlasi
ellendlldsként azonositanak. Az utdbbi elemek a frekvencia valtozédssal ugyancsak jelentdsen
valtoznak, igy az impedimetrids mérések feladata ezen elemek frekvencia fliggésének

meghatdrozasa, s ezéltal kémiai informdcio szolgéltatasa.

log 1Zl

UL UL LN A LA

log frequency

27. abra: Az imagindrius és valds impedancia (Nyquist) dbrdzoldsa ill. az impedancia modulus és frekvencia
logaritmusdnak (Bode) dbrdzoldsa egy egyszerli kapacitds és ellendllds tartalmd dramkorre (2 parhuzamos RC
tipusu elemre modellezve R=100Q2, C=1uF).
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Egy egyszerl rendszer esetén nagyon magas és alacsony frekvencidkon inkabb az ellenéllds
(oldat és feliileti toltésdtviteli) a meghatdrozé a jelben. A mérés optimalizalasa és kiértékelése
szempontjabol azonban lényeges annak ismerete, hogy milyen kozeget befolyasold
részelemekre bonthaté a vizsgdlandé rendszer, azaz milyen egyenértékii aramkorrel irhato le.
Esetiinkben az oldat ellendlldssal (Rg) parhuzamosan kotve egy kapacitds (Cg — az elektrod
felszinen kialakul6 elektromos kettds réteg toltésébdl) és egy ellendllas (R — az elektrédon
végbemend oxidacids redukciés folyamatok eletron-dtmeneti folyamataival szembeni

ellendllds) modellezi legjobban a rendszeriinket (28. dbra).

28. abra: A mért rendszer modellezésére és a mért
adatok kiértékelésére szolgdlé egyenértékii dramkor

Rs
WW —
Wy

RCT

Az impedancids mérések kivitelezése a mar kordbban kifejlesztésre keriilt, s a laborban

s

készitett nyomtatott elektrédokkal tortént (29. dbra). Az elektrdd elkészitésének modszerét a

francia kutatocsoport korabbi kutatomunkdiban irta le [84,85].

1 2 3 4 5

Q! \&

29. abra: A kis méretii (cm 1épték) nyomtatott elektrédok készitési fazisai. (munka és ellenelektrod grafit,
referencia Ag-AgCl). A kész elem kor alaki munkaelektréd részén (5. fazis) jatszodott le a kotddési és
elektrotiilepitési reakcid.

Az elkészitési fazisok sorban a kovetkezdek: 1. Eziist tartalmu vezetd réteg, 2. Az elektrédok alapjit képezd
grafit réteg , 3. Ag/AgCl referencia elektréd kialakitdsa, 4. Szigeteld fedéréteg, 5. Munkaelektréd médositdsa
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II1.2.4 Aflatoxinok

Az aflatoxinokkal kapcsolatos probléma el6szor 1960-ban keriilt az élelmiszerbiztonsag
kozéppontjaba, amikor Anglidban a nagy baromfitelepeken szdzezer szdmra pusztultak el a
fiatal szarnyasok. A kor ,,pulyka *X’betegség”-ként valt ismerté. 1961-ben Sargeant és mtsai
kimutattdk, hogy a betegséget a takarmdnyba kevert penészes foldimogyord, pontosabban a
rajta 1évo Aspergillus flavus altal termelt rdkkeltd anyag okozta. Ezt az anyagot aflatoxinnak
nevezték el.

A mikotoxinok (AFM;, AFB;, AFG, OTA, etc.) altaldban mezdgazdasigi terményekben [96]
és takarmdnyokban [97,98] taldlhatok. Az aflatoxin M1 (AFMI1) az aflatoxin B1 (AFB1)
hidroxildlt metabolitja €s megtaldlhaté olyan tejet adé allatok tejében vagy tejtermékében,
amik Aspergillus flavus vagy Aspergillus parasiticus fajjal fertdzott takarméanyt ettek [99]. Az
aflatoxinok potencidlis mdj karcinogének és DNS-kdrosité anyagok. 1987-ben az
Egészségiigyl Vilagszervezet (WHO) 1. Osztalyu karcinogénnek mindsitette, s a legfrissebb
élelmiszer mindségi szabdlyozdsoknak is targya volt [100], az Eurépai Ko6zosség az aflatoxin
M1 megengedett koncentraciéjat tejben és tejtermékekben 0.050 ppb (ug/kg)-ban [101]
hatarozta meg felndttekre és 0.025 ppb (ug/kg)-ban gyerekekre és csecsemokre [102]. Az
aflatoxinok mérésére irdnyulé kutatdsok és eredményeik Osszefoglaldsat megtaldlhatjuk az

irodalmi leirasokban [103,104].

Aflatoxinok elofordulasa

Az aflatoxinok az aspergillus penészgombak (Aspergillus flavus, Aspergillus nominus és
Aspergillus parasiticus) altal termelt mdsodlagos metabolitok. Leggyakrabban kiilonb6z6
gabondkban (buza, rizs, koles, zab stb), fliszerekben (paprika, bors, chili), olajosmagvakban
(foldimogyord, mandula, piszticia, szdja, napraforgé mag) taldlhaté meg. A legfontosabb
aflatoxin termeld penészgomba az A. flavus. Az egész vildgon elterjedt, talajban, bomlo
novényi részeken, raktdrozott magokon fordul el6. Elsésorban a trépusi, szubtrépusi

éghajlaton jellemzd, de esésebb meleg nyarakon a mérsékelt égdvben is problémét okoz.
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Aflatoxin tipusai

A kutatdsok sordn 18 kiilonb6z0 aflatoxin tipust kiilonitettek el. Ezek koziil a legfontosabbak
az aflatoxin B1 (AfIB1, CAS No: 1162-65-8); aflatoxin B2 (AfIB2, CAS No: 7220-81-7);
aflatoxin G1 (AflG1, CAS No: 1165-39-5); aflatoxin G2 (AflG2, CAS No: 7241-98-7). Az A.
flavusbol és A. parasiticusbdl izolédltak kisebb mennyiségben termelddé M1 és M2, B2A,
G2A tipusu aflatoxint. Az aflatoxin M1 és M2 az aflatoxin B1 és B2 metabolitja, ami fOként

olyan allatok tejébdl mutathato ki, amelyek aflatoxinnal szennyezett takarményt kaptak.

Aflatoxinok szerkezete

Az aflatoxinok difurdn-kumarin szarmazékok, amelyek kémiai szerkezetiik alapjan két nagy
csoportba sorolhaték. Az aflatoxin B1, B2, B2A, M1, M2 a difurokumarociklopentenon
csoportba tartoznak, mig az aflatoxin G1, G2, G2A a difurokumarolakton csoportba
sorolhaték (30. és 31. abra).

HO
0 e} Ocs L g - OCH3

Bza G2a

30. abra: Aflatoxin M1, M2, B2A, G2A szerkezete
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31. abra: Aflatoxin B1, B2, G1, G2 szerkezete

Az aflatoxinok metanolban, acetonban, kloroformban kivdléan, vizben jol oldédnak. Az
aflatoxin B1 és B2 ultraibolya fénnyel megvilagitva kéken fluoreszkal, mig az aflatoxin G1 és
G2 zolden. Nem egyformédn mérgezod hatasuak. Leginkdbb mérgezo koziilikk a B1, majd a G1,
a B2 és végiil a G2 kovetkezik. Az édllatoknak e toxin irdnti érzékenysége is mas és mas foku.
A kacsa és a pulyka haldlos adagja 0,02 mg, vagyis 1 mg 6tven allatnak az elpusztitisdhoz
elegendd. Az emldsallatok koziil a sertés a legérzékenyebb, a szarvasmarha, a 16 €s a juh méar

jobban ellendll e méregnek.

Aflatoxin kémiai tulajdonsagai

7. tablazat: A fontosabb aflatoxinok néhany tulajdonsaga

Aflatoxin Osszegképlet Molekulasuly Olvadéaspont
B, Cy7 H1206 312 268-269

B, C+7 H140¢ 314 286-289

Gy C47 H1207 328 244-246

G, Cy47 H1407 330 237-240

M C47 H1207 328 299

M, Cy7 H1407 330 293

Boa Cy7 H1407 330 240

Goa C47 H140g 346 190
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Az aflatoxinok hostabil vegyiiletek, 160 °C homérsékletet egy oran 4at, valtozas nélkiil
elbirnak (viszonylag magas olvaddspont — 7. tdblazat), és csak 300 °C folott karosodnak
szembetlinden. Ilyen magas homérsékleten valdszintileg a lakton gyurt felnyilik és
dekarboxilezodik.

Ligos oldatokban a lakton hidrolizdlédik, de ez a folyamat reverzibilis. Magas
homérsékleten, ha a lakton gytliri felnyilt a reakcié tovabb mehet és az aromds gytirtirél egy
metoxi csoport valik le.

Az aflatoxin Bl és G1 szervetlen sav jelenlétében, B2A és G2A-v4 alakul (molekulasuly
novekedés — 7. tablazat).

Oxidativ anyagokkal (pl: hidrogén peroxid, 6zon, kdlium-permanganat) az aflatoxin szintén
reakcioba 1ép, amelynek egyik bizonyitéka, hogy a molekula ultraibolya fény alatt kevésbé

fluoreszkél. A pontos folyamat és a reakci6 sordn keletkezett termékek még nem ismertek.

II1.2.5 Immunoszenzorok

Az antitestek (immunoglobulinok, Ig) tobbfunkciés kotd fehérjék, amiket a gerincesek
immunrendszere termel, s fontos szerepiilk van a szervezet védelmi mechanizmusaban.
Specifikusan képesek felismerni baktériumokat, toxinokat, s gyakorlatilag béarmilyen
ligandummal szemben kifejleszthetOk. Az olyan anyagok, melyek szervezetbe jutva antitest
termelést indukdlnak, az antigének. Altaldban ezek makromolekuldk: fehérjék,
oligoszacharidok. Az antigén azon része, mely az antitesthez képes kotddni az d.n. epitdp,
amibdl tobb kiilonbozo is taldlhaté egy antigénen beliil. Ezen részekhez torténd specifikus
kotodés soran alakul ki az antitest-antigén komplex.

Az antitestek molekula felismerd képességével az immunoszenzorok nagymértékii
szelektivitdsa érhetd el, bar nem mell6zhetd, hogy affinitdsi dllandok kiilonbségei jelentdsen
befolyésolhatjdk a szelektivitast.

Az immunoszenzorok két nagy csoportra bonthatok: jelzett és nem jelzett szenzorok
[59,105]. A nem jelzett immunoszenzorokat tugy tervezték, hogy az antigén-antitest
immunokomplex kialakuldsa kozvetleniil meghatdrozhaté legyen fizikai valtozdsok
kovetésével, mig a jelzett modszerek esetén egy konnyen detektdlhatd jelzdanyagot
(jelerdsitd) is alkalmaznak. Az elsd esetben az antigén vagy antitest szildrd matrixba dgyazdsa

adja az érzékeld felszint, s a szilard hordoz6 karakterisztikdjaban bekovetkezd véltozdsok
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kovethetok (leggyakrabban elektréd, membran vagy piezoelektromos anyag). Az oldatban
taldlhat6, meghatdrozand6 antigén vagy antitest felszinhez kapcsoléddsdnak hatdsédra
megviltozik az elektrdd potencidl, transzmembran potencidl, belsd piezofrekvencia vagy
optikai tulajdonsdg. A moddszer nagyfoku szelektivitisa a bedgyazd matrix nem-specifikus
adszorpcidjaval parosul. A szelektivitds €s érzékenység novelése érdekében kiillonbozo jelzo
(nem radioaktiv izotop alapu) anyagokat/molekuldkat haszndlnak (8. tdblazat). Ha enzimet
haszndlnak jelerdsitésre, akkor az antigénhez vagy antitesthez kotik kovalensen a fehérjét pl.

kataldz enzimet, melyet aztan oxigén elektroddal kotnek Ossze.

8. tablazat: Nem-izotépos immunoszenzor jelzé molekulak (FITC- fluoreszcein izotiocianat, DTPA-In -
dietilén triamin pentaecetsav-In komplex)

Jelz6 molekula Meghatarozas
Enzim Katalaz, Gliikkéz oxidaz O, amperometrids
Peroxidaz, Luciferaz Lumineszcens
Ureaz Fenol potenciometrids
Katalizator Hemin Lumineszcens
Fluorofér FITC Floureszcens
Elektroaktiv komponens Ferrocén Amperometrids
DTPA-In Elektrokémiai lumineszcens
Pirén Elektrokémiai lumineszcens
Luminol Elektrokémiai lumineszcens
Liposzoma Ionos jelzo Potenciometrids
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I11.2.6 Anyagok és médszerek
Anyagok

Minden felhaszndlt reagens analitikai tisztasagu volt, s nem igényelt tovdbbi tisztitést.
Marha szérum albumin (BSA), BSA-aflatoxin M; konjugitum (BSA-AFM;), 20 nm
kolloidédlis arany oldat, AMPSO- natrium (3-[(1,1-dimetil-2-hidroxietil) amino] 2-
hidroxipropanszulfon sav) s6, KCI, NaCl, Tween 20®, Na,HPO,, KH,PO, a Sigma-Aldrichtdl
keriiltek beszerzésre. AgNO3 s6 a Flukatdl és a NH4NO; Prolabotdl szdrmazott. Az egérben
kifejlesztett anti-aflatoxin M; antitestet francia forrasbdl szereztiik be. Minden itt nem emlitett

reagens a Sigmatdl volt, s minden oldat desztillalt viz felhasznédlasaval késziilt.

Kolloidalis arany antitest konjugatum készitése

Az antitest-kolloidélis arany konjugélt az irodalmi leirdsoknak megfelelden késziilt [84]. 25
ul 15 mM koncentrici6ji pH=7.4 PBS (phosphate buffered saline) oldatban készitett 0.9
mg/ml koncentraciéju anti-aflatoxin M; antitest oldatot, 100 ul 20 mM pH=9.0 AMPSO
puffert, 1 ml 20 nm kolloidélis arany oldatot és 10 pul 0.1 M NaOH oldatot kevertiink 0ssze.
30 perces inkubdciot kovetden szobahdmérsékleten 100 ul, AMPSO pufferben készitett 1 m/v
% BSA oldatot adtunk az elegyhez és 6000 rpm fordulatszdmmal centrifugéltuk (Eppendorf®
Minispin centrifuga) 30 percig 4 °C-on. Centrifugalds utan a feliildszot eltdvolitottuk, s 1 ml
AMPSO pufferben készitett 0,1 % w/v BSA oldatot adtunk a kivalt anyaghoz, és
megismételtiik a centrifugdlast. A feliildszé Gjboli eltdvolitdsa utdn a visszamaradt anyagot

100 ul 15 mM pH=7.4 PBS oldatban oldottuk fel s 4°C-on taroltuk felhasznélasig.

Immunoszenzor elkészitése

Az elektréd eldkezelést 10 ciklus ciklikus voltametridval végeztiik a -0,5 V és 1,1 V kozti
tartomanyban, 0,1 V/mp pésztazassal, 0,01 V potencidl 1épéskozzel 0,5 M H,SOs-ban. A
maradék sav eltdvolitasara desztillalt vizes mosast alkalmaztunk.

20 pl 15 mM pH=7.4 PBS-ben készitett 15 mg/L koncentraciéji BSA-AFM; konjugitumot
egész éjszakds hiitében (4°C-on) dallassal adszorbedltattunk a nyomtatott elektrédok
munkaelektréd részén vizgdzzel telitett kornyezetben. A felszin blokkolasi 1épést 1% 15 mM

pH=7.4 PBS-ben készitett BSA oldattal végeztiikk 1 6rdn keresztiil szobahdn. A blokkolasi
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1épés utan vagy kotési 1€pés vagy kompeticié kovetkezett. A kotési 1€pés soran 20x — 10000x
higitdsu arany konjugatum (vak elektrodok kotése 20x higitdsu arannyal nem jelzett
antitestekkel tortént) reakciéja ment végbe az elektrdd felszinen szobahdn, 1 6ran keresztiil.
Kompeticié sordn szabad AFM; (15-2500 ng/L. koncentraciéban) és 1/500 v/v higitasi
arannyal jelzett antitestek reakcidja jatszédott le az elektréd felszinen 1 6ran keresztiil
szobahOmérsékleten.

Minden egyes 1épés kozott mosdsi 1épés kovetkezett 15 mM PBS + 0.5% v/v Tween 20
oldat segitségével s kétszer 15 mM pH=7.4 PBS oldattal, hogy a feliiletaktiv anyag

maradékokat eltavolitsuk.

Standard tej oldat készitése

10 g teljes tejport (BD 282 eurdpai referencia anyag -nulla szintli AFM;) oldottunk fel 100
ml 15 mM PBS + 0.5% v/v Tween 20 oldatban, amit eldzetesen a kezelési protokollnak
megfelelden 50 °C-ra melegitettiink. Az oldatot 10 percig centrifugdltuk 6000 rpm
fordulatszamon (Eppendorf® Minispin centrifuga) 4 °C-on. A zsiros réteget eltdvolitottuk, s a
feliiliszot tovéabb higitottuk (1/1 v/v ardnyban) 15 mM PBS + 0.5% v/v Tween 20 oldattal. Ez
az oldat szolgdlta a matrix hatds vizsgdlatdnak alapjat. Visszanyerési vizsgédlathoz a
centrifugalési 1épés eldtt adott mennyiségli AFM; (25, 50, 100 ng/L) antigént adtunk az
oldathoz.

Impedimetrias mérések és linearis pasztazo voltametria (LSV)

Impedimetrids és LSV mérések elott desztillalt vizes Oblitést alkalmaztunk az elektrod
felszinen az esetleges maradék klorid eltdvolitdsara, s minden mérést 0.1 M-os NH4NO;
oldatban végeztiink, hogy elkeriiljiik az eziist kivalasat. Az elektrédokat szobahdmérsékleten
0.1 M-os NH4NOs; oldattal hagytuk 4llni a mérések kivitelezéséig €s az eziist elektroiilepitése
elott.

Az eldkészitett elektrédok felszinérdl torténd NH4NO; oldat eltdvolitds utan 150 ul 0.1 M-os
NH4NOs-ban készitett 1 mM-os AgNO; hozzdadasara keriilt sor. Az eziistréteg
elektroiilepitése -110 mV-on tortént 45 mp-ig kronoamperometridsan. Ezutdn a fenmaradé
oldat eltavolitdsat kovetden desztillalt vizes mosds kovetkezett. A kronoamperometrids,
impedimetrids és linedris pasztdzé voltametria méréseket AUTOLAB PGSTATI2

potenciosztattal végeztiik. Az impedancids mérések kivitelezése 0.1 M-os NH4NO; oldatban
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tortént -20 mV-on 10 mV amplitidéval 1 kHz-t6l 0.1 Hz-ig 30 pontos elemzéssel
(adatfeldolgozés Zview szoftverrel tortént), mig a linedris pasztaz6 voltametridt ugyancsak az
elézdéekben hasznalt 0.1 M-os NH4NOj3 oldattal -100 mV- 700 mV tartomanyban 0.05 V/s

szkennelés ardny és 0.00442 V potencidllépés paraméterek mellett végeztiik.

Kalibracio és kiértékelés
A kalibraciés gorbéket standard AFM; (0-2500 ng/L) oldatok felhaszndldsaval kaptuk, s
elkészitésiikhoz 15 mM, pH=7.4, PBS + 0.5% v/v Tween 20® oldatot haszndltunk. A
kalibracios gorbék illesztése ,,4 paraméteres, nem linedris, logisztikai kalibraciés” egyenlettel
tortént [106]. A 4 logisztikai paraméter funkci6 kozotti 0sszefiiggést a 7. egyenlet irja le:
l-a
f)=——+d (M)
x

I+|—
(4

ahol a és d aszimptotikus maximum és minimum értékek; ¢ az infelxiés pont értéke (ICs) és
b a meredekség.
A detektalasi hatdr (LOD) és a linearis tartomdny (LWR) az irodalmi leirdsok alapjan keriilt

kiszamitasra [107].

I11.2.7 Jelerosités kolloidalis arany és magneses nanorészecskék
alkalmazasaval

A madgneses nanorészecskéket €s a kolloidélis aranyat mér kiilon-kiilon [108-112] maskor is
alkalmaztak immunoreakcidk detektdldsandl, azonban a kettd kombinaciéjahoz kapcsolhat6
impedimetrids mérésrol nem esett emlités. A kolloiddlis arany vezetd tulajdonsigait Ugy
haszndlhatjuk ki, hogy megvaltoztatni képes az elektrodfelszin kapacitds és ellendllds
viszonyait. A magneses részecskék ebben az esetben csak az aranybdl szarmazé jel novelésére
szolgdlnak, hiszen a részecskék segitségével a hozzajuk kotddott kolloiddlis arany

koncentraltan kinyerhetd, s az elektrdd felszinen gytijtheto.

Magneses részecskék elkészitése:

Ademtech GO05030 300 nm IgG egér antitestekkel prepardlt madgneses részecskéket

(névleges felszin <10 m*/g) médositottunk nydlbSl szarmazé aflatoxin M; antitestekkel.
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Els6 mosasi 1épésként 1400 ul 15 mM pH=7.4 PBS, 0,05% Tween 20 oldatba 13 ul gyart6
altal szolgaltatott mdgneses részecske oldatot adtunk. Homogenizédlds utan 10 percig
magneses részecske gylijté dokkolora tettiikk (Lifesep 1.5 s). A kiilonvalt oldat leszivasa utdn
1397,75 pul 15 mM pH=7.4 PBS, 0,05% Tween 20 és 2,25 ul 0,9 mg/ml aflatoxin M; antitest
oldatot adtunk a visszamaradé magneses részecskékhez. Homogenizdlds utdn 20 percig
szobahOn inkubdltuk az oldatot. Homogenizélds utan 10 percig ismét magneses részecske
gyljté dokkoldra tettiik, s a puffer oldat eltdvolitdsa utdn 1400 pl 15 mM pH=7.4 PBS, 0,05%

Tween 20 oldatban homogenizaltuk a preparatumot.

Kolloidalis arany részecskék elkészitése:

Az 5 nm-es kolloiddlis arany oldat anti-HRP (Horse Radish Peroxidase) antitestekkel keriilt
modositasra. 1000 pl kolloidélis arany oldathoz 100 pul 20 mM pH=9.0 AMPSO é&s 30 ul 0,9
mg/ml anti-HRP oldatot adtunk, s szobahon inkubdltuk 30 percig. Ezen 1épés sordn a
kolloidélis arany részecskék €s az antitest fehérjében taldlhaté tiol csoportok kotése torténik
meg. Ezutdn a prepardlt arany 2 lépcsOben Marha Szérum Albuminnal (Bovine Serum
Albumin-BSA) keriilt centrifugélasra (a IV.1.2 pontban leirtak alapjan), mellyel az esetleges

arany felszinen szabadon maradt kétOhelyeket boritjuk be semleges fehérjével.

Kotés és kompeticio:

Kotési vizsgalatokhoz aflatoxin ELISA kit AFM-HRP konjugatumat hasznaltuk 1/80 v/v
higitdsban. Az elOzetesen elkészitett magneses részecskék ELISA tdlcan szétosztott
oldataihoz 1/10 v/v ardnyban adtunk az elkészitett AFM-HRP konjugatum higitdsbdl (kivéve
vak oldat), s szobahdn 20 percig inkubéltuk. A magneses részecskék osszegytijtése és az oldat
eltdvolitisa utdn a preparitumot az elére 15 mM pH=7.4 PBS, 0,05% Tween 20
felhasznalasaval elkészitett Au kolloid oldat higitdsi sor hozzdaddsdaval szobahon 60 percig
inkubdltunk. A méréshez hasznalt elektrod el6kezelését PBS pufferben 10 ciklus, 0-1,1V
tartomanyu ciklikus voltametridval végeztiik. A magneses részecskéket az elektrodra felvitel
utdn a munkaelektrdd ald helyezett magnessel (Ademmag 96-20106) 2 percig gyljtottik. Az
impedancia méréseket 50 mérési pont gyujtésével 1 Hz-10 kHz tartomdnyban 10 mV-on
végeztiik. Mérések kozott az elektréd desztillalt vizes mosésa tortént.

A kompeticio HRP-vel jelzett €s nem jelzett AFM; toxin kozott ment végbe az elokészitett
magneses részecskék felszinén 1-1000 ppt koncentracié tartomanyban. A HRP-vel jelzett

toxin 1/800 v/v higitdsi volt minden esetben, s az inkubdciés idé szobahdn 60 perc. A
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kovetkezd jelerdsitési 1épéshez a kotési vizsgdlatok alapjan kivélasztott Au kolloid higitasi
koncentracié 1/60000 v/v volt, mellyel 20 perc inkubdciét végeztiink szobahdn. Vak
mérésekhez az arany kolloid higitdsanak megfeleld aranymentes anti-HRP antitest oldat
késziilt. A mérés eldtt a magneses részecskék 2 percig magnesekkel keriiltek 0sszegytijtésre
az elektréd felszinén (Ademmag 96-20106). Mérések kozott az elektréd desztilllt vizes
mosdsa tortént. Az eredeti elképzelésben az arannyal jelerdsitett magneses részecskék mds

impedimetrids jelet adnak azokkal szemben, ahol a jelolésmentes toxin van tdlsulyban.

Eredmények

A magneses részecskék kolloidalis arannyal torténd modositasa az elsé6 mérések utan, 2000-
115000 higitast relativ koncentracidoban vizsgdlva megfelelonek tiint. A 32 A dbran jol
lathatd, hogy az alacsonyabb kolloiddlis arany koncentracidk esetén alacsonyabbak voltak a

mért kapacitas értékek is. A gorbe a koncentracié novekedésével (1/10000 v/v alatt) telitésbe

megy at.
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32. abra: 300 nm-es magneses nanorészecskékkel és 5 nm-es kolloiddlis arany felhasznédldsaval kapott
impedimetrids mérési eredmények. Az A dbran lathaté a kolloiddlis arany-anti HRP konjugdtum mdégneses
részecskékhez kotddésének mérési eredménye 1/2000-1/115000 v/v koncentricidkndl (Kezdeti- alap eletréd
mért kapacitdsa, Vak- aranymentes anti HRP kotédése utdn). A B dbrdn a kivélasztott kolloidélis arany
koncentrédci6 mellett elvégzett kompeticié eredménye a 2,5-1000 ppt AFM, tartomdnyban.

A nyomtatott elektréd kezdeti €s vak mérési eredménye is szamottevOen alacsonyabb volt a
legalacsonyabb koncentraciéji aranykolloid mért értékénél. Az eredmény alapjan a 1/60000
v/v aranykolloid higitast valasztottuk a kompeticiés mérések kivitelezéséhez, mivel a gorbe

ezen szakaszdn a kivdlasztott aranykolloid koncentricié mellett kivitelezett kompeticid
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eredményei 2,5-1000 ppt AFM; koncentraci6 tartomanyba a varttdl eltérd tendencidt mutattak
(32. abra B). Az arany kotési eredmények alapjdn a szabad AFM,; koncentricid
novekedésével a kapott jelnek csokkennie kellene, hiszen kevesebb AFM;-HRP konjugatum
kotddésével kolloidalis aranybdl is kevesebb megkotésére keriil sor a magneses részecskéken.

A felszinen lejatsz6dé folyamatok ellendrzésére a kovetkezd impedancia méréseket
végeztiik el egyenként 3-3 elektrodon: (a.) magneses részecskék, (b.) AFM, antitesttel
modositott magneses részecskék, (c.) AFM; antitesttel modositott migneses részecskék és
AFM-HRP konjugit és (d.) AFM; antitesttel médositott magneses részecskék, AFM,;-HRP
konjugat és mddositott kolloidélis arany.

Ezekben a mérésekben tisztdzodott, hogy a mdagneses részecskék nem tavolithatéak el
maraddktalanul az elektrodfelszinrdl két mérés kozott, s a kapott tendencidk (32. dbra) annak
koszonhetéek, hogy a mérések egymds kovetd oblités utdn, de ugyanazon az elektrédon
keriiltek kivitelezésre. Az aranykolloid kotddés vizsgdlatit megismételve cserélt elektrédos
mérés esetén nem volt kimutathaté Osszefiiggés az eredmények kozott. Minden lehetséges
jelhez hozzajarulé faktor kombindcidjanak vizsgélatdara sor keriilt (mdgneses részecskék,
antitestekkel moédositott magneses részecskék, arany nanorészecskék, antitesttel mddositott
arany részecskék, antitestek), azonban szdmottevd jelndvekedés az arany koncentracidjanak
figgvényében nem volt megfigyelheto.

A mérések soran megerdsitést nyert viszont, hogy a cserélt elektrodok hasznélata esetén
fontos az elektrédok megfeleld eldkezelése az Osszehasonlithatésdg érdekében. A
késObbiekben minden elektrédot 10 ciklusban, 0-1,5 V-ig kondiciondltunk ciklikus

voltametridban (10 mV 1épések, 0,1 V/s 1épés gyorsasig).

I11.2.8 Arany nanorészecskék mérése az elektrod felszinen

Az arany nanorészecskék jO vezetOképességiikbdl kifolydlag megvaltoztatjak a felszin
toltésatvitellel kapcsolatban tantsitott ellenédllasat. Ezen elméletre alapozva igyekeztiink

modszeriinkkel az aranyat, s a jel koncentracié fiiggését kimutatni [113-113].

Elkészités:

A 5 nm kolloidalis arany anti-HRP konjugatum ugyanolyan médszerrel késziilt, ahogy az a

I11.2.7/Kolloiddlis arany részecskék elkészitése részben leirdsra keriilt. A mérésekhez
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eldkezelt elektrédokat hasznéltunk, s oldatban illetve felszinen adszorbeédlva vizsgéltuk az
arany konjugatum és anti-HRP jeleit.
Kiilonboz6d koncentracidjid 5 nm kolloidalis arany-antitest konjugdtum és anti-HRP oldat

adszorbealasa a munkaelektrédokon 12 dra alatt 4 °C-on, hiitdben tortént.

Eredmények

Az elkészitett elektrodokkal legeldszor a kolloidélis arany-antitest konjugdtum vizsgéalatara
keriilt sor Differencidl Pulzus Voltametridval (DPV) -0.2-1.1 V tartomédnyban, impedancidval
1 Hz-10 kHz tartomdnyban O V potencidlon a oldatban vagy a felszinen taldlhat6 kolloidalis
arany kimutatdsdra. Ezutan egy kronocoulometrids oxidal6 1épés kovetkezett 140 mp-ig, 1.4
V potencidlon az arany iilepitésére/oxidalasara, amit egy Ujabb impedancia mérés és egy DPV
mérés kovetett, annak megallapitdsara, hogy ilyen oxiddlé moédszerrel sikeriil-e az arany
részecskéket a felszinen kotni/kimutatni. Mivel nem volt szdmottevd valtozds a felszinrdl
kapott jelekben, ezért az oldatok esetén az egész folyamatot megismételtiik 10 perc varakozas
utdn (mely alatt az arany természetesen is kiiilepedhet/adszorbedlodhat az elektrodfelszinen),
de ez utdbbi esetben sem volt megfigyelhetd jel valtozas.

A vizsgélatok utolsé részében 0-1.4 V potencidl tartoményban (0; 0,5; 0,8; 0,9; 1,0; 1,1; 1,2;
1,3; 1,4) impedancia mérések keriiltek kivitelezésre. 1 V-ndl ugyan megfigyelhetd volt
kiillonbség a vak és kolloiddlis arany konjugatumos elektrodok kozott, de ezt a késdbbi

mérések nem igazoltak.

II1.2.9 Jelerosités eziisttel hidrokinon felhasznalasaval

Ahogy arrdl emlitést tettek kordbbi tudoméanyos munkak [86-90], az eziist jol alkalmazhat6
az arany jobb detektdldsdra, mivel ez utébbi katalizdlja az eziist redukalodésat és kitilepedési
reakciéjat. A hidrokinon, mint konnyen oxidal6dé agens, spontan reakcidban is redukalja a +1
oxid4cidés szamu eziistot, azonban kolloidalis arany jelenlétében ez a reakcié gyorsabb, mivel

az eziist az arany részecskéken, mint gécpontokon konnyebben redukélodik.

- 67 -



Az els6 kisérlet sorban (33. A édbra) a vizsgdlatokat 4 mg/ml koncentraciéji 100 mM
pH=7.2 foszfat pufferben készitett hidrokinon, 10 mM AgNOs; oldat és 1/1000 v/v 5 nm Au
kolloid felhasznaldsdval végeztiik.

Késobb (33. dbra) 100 mM pH=7.2 foszfat pufferben készitett 40 mg/ml hidrokinon és 255
mg/ml citromsav elegyitése tortént 3:1 ardnyban, s ennek az elegynek az elektrédon torténd
1/10 v/v higitdsa volt a kiilonb6z6 koncentraciéji AgNOs oldatok redukdlasdnak alapja. A

redukalé oldatot felhasznalasig alufélidval védve hiitében taroltuk 4 °C-on.

Eredmények

A vizsgélatokban eldszor az arany jelenlétében torténd eziist kivélas keriilt gércsd ald, mely
soran (a) eziist és hidrokinon, (b) eziist, hidrokinon és antitestek valamint (c) eziist,

hidrokinon és arany antitest konjugat jelenlétében figyeltiik a valtozdsokat (33. A dbra).
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33. abra: Eziist jelének vizsgalata hidrokinonos redukdlds sordn. Az A 4bran lathat6 az eziist-hidrokinon (Ag-
HQ), eziist-antitest-hidrokinon (Ag-Ab) és eziist-arany konjugat-hidrokinon (Au 1/1000) oldatok iddbeli
véaltozdsai. A B dbran lathaté az egyes oldat komponensek kiilon-kiilon mért eredményei (hidrokinon-HQ vak,
eziist-Ag vak és arany konjugét + hidrokinon -Au-HQ vak) az eziist-hidrokinon oldat jelével 6sszevetve.

Az eredményeket az egyes komponensek vak méréseivel is 6sszehasonlitottuk (33. B 4bra).
Az impedimetrids mérést 1 Hz-10 kHz tartomanyban 1.0 V-on végeztilk. Az eredmények
alapjan kijelenthetd, hogy az egyes oldat komponensek kiilon-kiilon nem adnak jelet
impedancidban, s az aranyat tartalmazé oldat kisebb mért kapacitdssal jellemezhetd, mint az

ugyanolyan koncentricidju antitestet tartalmazo illetve nem tartalmazo6 eziist oldat.
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34. abra: A redukdl6dé kiilonbozd eziist koncentracidk (0,0625-5 mM) impedimetrids jelének vizsgdlata 1/2000
v/v 5 nm Au kolloid és 3 mg/ml hidrokinon jelenlétében 15 perc reakci6id6 utdn -200 mV-on (A). A kivélasztott
1,2 mM AgNO3 koncentricidval elvégzett oldott 5 nm Au konjugit v/v koncentricidk jelei 15 perc utdn (B) -
200 mV-on. Az el6z6 kisérlet ismétlése kiilonbozd elektrédon adszorbedlt 5 nm Au konjugit v/v
koncentraciokkal -200 mV-on (C).

Az eziist koncentrdcié valtozasok elektrod felszinen valé kimutatdsdhoz 0,0625-5 mM
AgNO; redukalédédsat vizsgaltunk 1/2000 v/v 5 nm Au és 3 mg/ml hidrokinon (27 mM)
koncentracié mellett (15 perc reakci6 az elektrodon 150 ul 6sszoldatban: 105 ul NaNO; + 15
ul hidrokinon redukdlé oldat + 15 ul 1/200 v/v Au oldat + 15 ul Ag oldat) -200 mV-on
(redukdlé potencidl), 1 Hz- 10 kHz tartomanyban impedancidval (34 A dbra). Az eredmény
alapjan megdllapithat6 volt, hogy a nagyobb redukdlédott eziist koncentracié magasabb mért
kapacitds értékeket eredményez arany jelenlétében, mint a vak méréseknél. A késdbbi
vizsgalatok kivitelezéséhez az 1,2 mM AgNOs; koncentraciot valasztottuk.

Az eldz6 kisérletben emlitett paraméterek mellett kiilonb6zd koncentracidju kolloidalis
arany konjugatum hatdsa mind oldatban (34 B 4bra), mind elektrodon adszorbedlva
kiprébalasra keriilt (34 C débra), s jelentds hatdst mutatott az eziist redukdléddsara és

ilepedésére vonatkozdan. Az elébb ismertetett vizsgalatok sordn ugyanakkor egy a mérést
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zavard kloridion (fehér AgCl csapadék képzddése) szennyezd forrds is kiszlirésre keriilt, ami

utan az oldatokat 100 mM NaNOs-ban készitettiik.

Altaldnossdgban az arany koncentrcié hatdsa kimutathaté volt az eziist iilepedésére és egy
arany kotédésre vonatkozd gorbét ugyancsak fel lehetett venni, azonban a mddszer
reprodukdlhatésdga nem volt megfeleld tovabbi vizsgilatokhoz, mivel a reakcié oldat
eltdvolitdsandl esetenként valdszinlileg nem ellen6rzott mennyiségll, kililepedett eziist is

eltavolitasra kerult.
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I11.2.10 A kifejlesztett mérési modszer — Jelerosités eziist elektromos
iilepitésével

Az eldz6 részben (I11.2.9 rész) ismertetett katalizalé hatds ellendrzését végeztiik elektromos
ilepitéssel. Ennek a mddszernek az eldnye, hogy ilyen médon az eziist jobban kotédik az

elektrédfelszinen, s igy azt onnan desztillalt vizes mosassal, tisztitdssal nem lehet eltdvolitani.
—— Au nelkul
Au -val
0,000000 4——
-0,000005 -

-0,000010 \

I [A]

-0,000015 e \

-0,000020 ] \ o
-0,000025 - 5
7
| o

-0,000030

T — T ' — T T T T
000 005 -010 -015 -020 025 030 035 -040 -045
E V]

35. abra: Elektrédon adszorbedlt arany antitest konjugatum és antitest jelenlétében mért amperometrias jelek az
eziist elektromos tilepitése kozben a 0-(-400) mV tartomdnyban.

Az elsé kisérletek sordn megéllapitasra keriilt, hogy az eziist elektromos {ilepitését
ugyancsak katalizdlja az arany jelenléte, ezért j6l haszndlhaté6 az elektréd felszinen
adszorbedlt arany jelerOsitésére, hiszen a relativ arany konjugdtum koncentricidk eziist
ilepedésre gyakorolt hatdsa mind a felszini toltés atviteli ellendllasban (R.) és a linedris
pasztazd voltametridban (LSV) jol kimutathatdéak voltak. A 35. dbran megfigyelhetd, hogy az
eziist oldatbdl torténd redukalodédsa kevésbé negativ potencidlon (-130 mV alatt) indul meg
arany-antitest konjugdtum elektrodfelszinen tortént adszorpcidjandl, mint a csak antitestet

tartalmazo oldat adszorpcidja esetén.
Az eziist iilepitése kronoamperometridval tortént, s ezutdn impedancia €s linedris pasztazé

voltametria (LSV) kovetkezett. Az iilepitési potencidl, iilepitési id0 €s az impedancia mérési

potencidlja keriilt optimalizalésra.
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Ha kiilon nincs kiemelve, akkor az arany konjugitum az elektréd felszinen volt

adszorbealva.

Eziist mérhetosége impedanciaban [115]

Kiilonbozd koncentrdciéja (0.0625, 0.125, 0.250, 0.5, 0.75, 1.0, 2.0, 5.0 és 7.0 mM)
eziistnitrat oldatokat iilepitettiink elektromosan kiilon elektrodokra, s figyeltiik a rendszerben
bekovetkezd kapacitds és ellendllds véltozasokat. Ahogy az a 36. dbran lathaté a kapacitds
exponencidlisan novekedett a koncentracidval, mig a toltés atviteli ellendllds ugyanigy
csokkent. Ez a jelenség érthetd is, ha figyelembe vessziik, hogy az eziistnek ugyanuigy, ahogy

az aranynak is, vezetd tulajdonsdgai vannak.
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36. abra: Az eziist elektromos iilepitésének hatdsdra bekovetkezé impedancidban mért kapacitds és ellendllas
véltozdsok a felszinen.

Elektroiilepitési id6

Eldzetesen eldkezelt elektrodokon 20-20 ul 1/250 v/v Au konjugit €s antitest oldatot
adszorbedltunk 1 éjszakan keresztiil hiitdben, 4 °C-on tdrolva. Amint az a 37 dbran is
megfigyelhetd, az iilepitési id6 tekintetében viszonylag nagy kiilonbségek vannak az aranyat
tartalmaz6 s nem tartalmazé elektrodok kozott -130 mV-on végzett kronoamperometriaval, s
az eredmények alapjdn a 45 masodperc tliinik megfeleld iilepitési idonek. Az elektromos
tilepités sordn a fémes eziist egységesen befedi a munkaelektréd felszinét 45 masodpercnél

hosszabb id6 alatt, ami j6l megfigyelhetd azon, hogy bar a felszini ellendllds nem véltozik
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szamottevoen 45 madsodperc feletti idétartamndl, azonban a mért kapacitds és pasztdzd

voltametria eredménye alapjan az eziist mennyisége tovabb novekedett.
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37. abra: 1 mM eziist nitrdt oldat kiilonb6z6 id6tartami elektroiilepitése 1/250 v/v Au és Antitest oldatokkal
adszorbealt elektrodokkal -130 mV-on. A dbra a toltés 4tviteli ellendllds valtozasa, B dbra a felszini kapacitds
véltozasa illetve C dbra a pasztdz6 voltametridval mért csucsteriiletek.

Mivel a mérések ismétlése sordn a toltésatviteli ellendllds megfigyelése egyértelmiibb
Osszefiiggéseket mutatott, ezért a késobbi vizsgilatokban inkdbb ezen mérések eredményeire

tdmaszkodtunk, s a kapacitds mérések eredményeit inkdbb ellendrzo jelleggel alkalmaztuk.

Ulepitési potencial

Eldzetes vizsgalatban (35. dbra) az arany jelenlétének eziist elektromos iilepitésre gyakorolt
katalizdl6 hatdsit mar elemeztik, s ugy taldltuk, hogy az aranyat is tartalmazé
elektrodfelszinen az eziist redukalodasa -130 mV-nédl egyértelmiilen megindul, mig a vak
elektréd esetében ez csak -150 mV-ndl kezdddik el. Elézetesen eldkezelt elektrédokon 20-20
ul 1/250 v/v Au konjugat és antitest oldatot adszorbedltunk 1 éjszakan keresztiil hiitoben, 4
°C-on tarolva. Az elektromos iilepitést meghatarozott ideig (45 mp) végeztiik kiilonb6z6

potencidlokon (-70, -90, -110, -120, -130, -140 mV) 1 mM eziist nitrat koncentraci6é mellett.
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38. abra: Az elektromos iilepitési potencial és id6 9sszefoglalé impedimetrids eredményei 1/250 v/v adszorbealt
aranyat tartalmazé elektrédokkal

Optimalis potencidlként a -110 mV-ot vélasztottuk mivel e potencidl felett mar nem valtozik
szamottevoen a toltésitviteli ellendlldas (38 A 4dbra), azonban az ennél alacsonyabb
potencidlndl az aranyat tartalmazé és aranyat nem tartalmazo elektrodok jele kozti kiillonbség
csokken. A mérés ellendrzésére linedris pasztazé voltametridt alkalmaztunk, mely jé egyezést

mutatott eredményeinkkel.

A megfeleld iilepitési potencidl és id0 alkalmazasdval egységes redukalt eziist réteg
alakithat6 ki az elektrdd felszinen, mely a toltésatviteli ellendllds viszonylagos stabilitdsdban

mutatkozik (38 abra A és B).

Arany konjugatum kotés vizsgalata

Elézetesen az elektrodok felszinén adott koncentraciji BSA-AFM; konjugitum
adszorpcigjara keriilt sor. Majd a kotési reakcid alatt 20-10000 higitott arany konjugdtum
oldattal tortént az elektrodok 1 oras inkubdcidja szobahdn. A kotési reakcid lejatszodasa utan,
amig az elektr6d mérése meg nem tortént, 100 pul 100 mM NH4NO; oldat elektrédra
cseppentése védte meg a munkaelektrédot, igy az adszorbedlt fehérjét a kiszaradast6l. Amint
az az eredményekbdl is latszik (39. dbra) a felszinhez k6t6do arany konjugatum csokkenése

az toltésatviteli ellendlldas novekedését idézi el az elektromos iilepités utdn az
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impedancidban, hiszen adott id6 alatt kisebb mennyiségii eziist redukdléddsa megy végbe (39

B 4bra LSV eredmények).
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39. abra: Az elektrédokra kapott jelek impedancidban (A) és linedris pasztazé voltametridban (B) 1/20-1/10000
v/v koncentracidju arany konjugatummal torténd inkubdacié utan.

A kotési vizsgalat eredménye alapjan az 1/500 v/v Au konjugat higitds keriilt kivalasztasra a

kompeticios vizsgalatokhoz.

Kompeticio, matrixhatas, visszanyerés

A kompetici6 vizsgélatok esetén is BSA-AFM; adszorpcidjara keriilt sor az elektrédokon,
majd adott koncentrdcidju (1:500 v/v) arany konjugitum jelenlétében jatszédott le a
kompeticié a szabad toxin és a felszinhez kotott kozott 5-2000 ng/L koncentracid
tartomanyban. Az elektrodok elkészitési fazisait és a kompeticié utdn lejatszédd eziistot
redukdl6 elektromos iilepitést foglalja 0ssze a 40. dbra. Az antigének felszinen torténd
megkotését egy blokkolasi 1épés kovette marha szérum albuminnal, majd a kompeticids
reakcié lejatszoddsa utdn, a felszinen taldlhat6 kolloiddlis arany koncentraci6janak
fliggvényében redukalt eziistréteg kialakitdsara keriilt sor. A kompeticié €s elektroiilepités
lejatszoddsa utdn pasztazo voltametridval felszinen kivélt eziist mennyisége j6l parhuzamba
allithat6 a kompetici6 szabad toxinjanak koncentracioival (41. abra), hiszen magasabb szabad

toxin koncentraciondl a felszinen kimutathat6 eziist mennyisége csokken.
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40. abra: A kompetici6 utdn felszinen megkotott kolloidélis arany elektrokatalitikus hatdsa az eziist iilepitésére.

1- antigének kotése, 2- elektrodfelszin blokkoldsa BSA-val, 3- arannyal jelzett antitest- aflatoxin kompetici6, 4-
Eziist katalitikus iilepitése
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41. abra: Szabad AFM; és elektrédon adszorbedlt AFM; kompeticié utdni eziist elektroiilepitésének pasztazé
voltametrids eredményei kiilonboz6 (32.6, 125, 250, 500 ppt) szabad toxin koncentrdciéknal.

Amint az megfigyelheté a kompeticiés reakcié hasonlé gorbét adott, mint a kotés esetén
tapasztalt. Ahogy az oldatban levd szabad aflatoxin mennyisége novekszik, kevesebb arany

tud a felszinhez kotddni, s csokken az eziist mennyisége a felszinen, mig a toltés atviteli
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ellendllas novekszik (42. dbra). A kalibraci6 linedris szakaszdnak a 15-1000 ng/L tartomany

adddott pufferben, s a detektdlési hatdr 10 ng/L, relativ standard devidci6 20%.
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42. abra: Pufferben és 1/2 v/v tejben (matrix) kivitelezett AFM,; kompeticids reakcié eredménye az 5-2000 ppt
tartomdnyban.

Standard tej oldatot méatrixként felhaszndlva [116] ugyancsak végrehajtottuk a kompeticiot,
s ekkor az ellendllés jelek novekedését €s a linedris voltametria jelek csokkenését tapasztaltuk
(42. abra) a matrix hatdsa miatt. A tejben elvégzett kalibracié alapjan a lineéris tartomény 25-
125 ng/L-re szlkiilt, a detektdldsi hatir (LOD) 15 ng/L. 25, 50 és 100 ng/L-es standard
addicios visszanyerési szdzalékai sorrendben 112%, 122%, 115%. Visszanyerési atlag

116%+6%-nak adodott.

Osszegzés

A végzett fejlesztdé munka az aflatoxin M; tejben torténd kimutatdsara és mennyiségi
meghatdrozaséara irdnyult, melynek sordn immunoreakcién alapul6 rendszert vizsgéltunk. A
kis kimutatasi mennyiségre (25 ng/L és 50 ng/L) tekintettel kolloidalis arany és redukalt eziist
segitségével tortént jelerdsités. Az arany mennyiségétdl fiiggd, elektréd felszinen kialakitott
eziistréteg impedimetrids mérése szolgaltatta az analitikai informdaciét. Tej matrixban
sikeresen kalibrélds tortént a kialakitott rendszerrel, melynek lineéris tartomanya 25-125 ng/L.

volt. Standard addicids visszanyerési atlag 25, 50 és 100 ng/L koncentracidkra 116%+6%.
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IV.  Osszefoglalas

Az értekezés két fO0 részre oszthatd, melyekben egy amperometrids enzim alapu és egy
impedimetrids immunfehérje alapu szenzor fejlesztés leirdsa keriilt 6sszefoglaldsra.

Az amperometrids bioszenzor esetén az aszkorbdt oxiddz enzimet természetes fehérje

membréanon kotottik meg a Teflon és Plexi alapanyagui enzim celldban. A cella egy FIA
rendszerli amperometrids detektorhoz lett csatlakoztatva. A rendszerben két minta injektor (20
ul mintabemér6 hurok) volt egy az enzimcella eldtt és egy utdna. Az optimalizalds sordn tobb
paramétert vizsgéltunk, s az enzim reakcio és a késziilék dsszedllitds szempontjabol optimalis
paramétereknek a kovetkezoket taldltuk: 400 mV potencidl, 0.5 ml/perc dramlasi sebesség,
pH=4.5-4.8, 200 mmol/L puffer koncentraci6, hdmérséklet 36 °C vagy kisebb. A célvegyiilet
mérésére és kalibraciora az enzimcella el6tt €s az enzimcella utdn injektalt jelek kiillonbségét
alkalmaztuk, s a kiértékeléshez digitdlis jelfeldolgozast haszndltunk. 200 mmol/L
koncentraciéju acetat pufferben kivitelezett kalibracié j6 linedris illeszkedést mutatott a 25-
400 umol/L tartomdanyban, s a kimutatdsi hatar 5 umol/L, RSD 5%-nak addédott.
Kiilonbozd aszkorbinsav tartalom kimérésére keriilt sor multivitamin pezsgOtabletta,
multivitamin ivolé és bor mintdk esetén. A 60 mg aszkorbinsav tartalmi multivitamin
pezsgobtablettandl az eredmények kielégitonek mondhatdk (visszamérés hatékonységa 96%,
101%, 115% 10, 20 és 40-szeres higitdsok esetén), mig bor és multivitamin iv6lé esetében
visszanyerésnél csak az elvart eredmények ardnyai voltak kimutathatéak az Osszetettebb
matrix hatds kovetkezményeként.

Az impedimetrids immunoszenzor esetén arannyal jelolt anti-aflatoxin M antitestek és eziist
elektroiilepitésének egyiittes alkalmazdsara keriilt sor az aflatoxin M; detektdldsara. Az
indirekt tipusi kompeticiés ELISA eljarast nyomtatott elektrédok felszinén valdsitottuk meg.
Az eziist kronoamperometrids elektroiilepitése é4llandé potencidlon, meghatarozott ideig
tortént a jel erdsitése érdekében. A szamitott toltésatviteli ellendllds (R.) j6 egyezést mutatott
az AFM, koncentriciéjaval. A leirdasra keriilt AFM; immunoszenzor linedris tartomanya 15 és
1000 ng/L kozzé teheté 15 ng/L-nek megfeleld kimutatdsi hatdrral (RSD= 20%). Az
impedimetrids eredmények a kontroll linedris pdsztaz6 voltametria eredményeivel j6 egyezést
mutattak.

A tejben torténd matrix hatds tanulmdnyozdsa sordn toltésatviteli ellendllds novekedés volt
megfigyelhetd valdszinlileg az arannyal jelolt AFM, antitesteken adszorbeal6dd fehérje

komponenseknek koszonhetden. Tej matrixban a linedris tartomany egy nagysidgrenddel
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kisebbnek adddott (25-125 ng/L) mint pufferban, és a kimutatdsi hatar 25 ng/L-nek felelt
meg. A visszamérés hatékonysaga atlaga a spike-olt mintdk eredményeinek kiértékelése utan
116+6% volt.

Kisérleteink sordn be akartuk mutatni, hogy az eziist irdnyitott elektroiilepitése megfelelébb
lehet, mint eziist redukal6 oldatoka haszndlata, mert az ut6bbiak reprodukalhatésagét jobban
befolyésolja az 1d6, homérséklet ingadozas és fény kitettség. A toltés atviteli ellendllasban
bekovetkezd  vdltozdsok a  felszinen kozvetleniil —megfigyelhetéek impedancia
spektroszkopiaval. Az ilyen tipusu EIS alapt felszin vizsgdlatnak meg van az az el6nye, hogy
elhagyhat6 a redox parok haszndlata a folyamatban, de az igy kapott jel érzékenyebb lehet a
helyi kdrnyezeti tényezokre, a felszini és az adszorbedlt antitestek altal 1étrehozott réteg hibai
nehezen észlelhetéek. Konkrétan az immunoszenzor készitése soran kialakulé munkaelektréd
felszinén és BSA-AFM; konjugidt megkotddésekor kialakul6 kiilonbségek és/vagy a BSA
kiilonbozoé foki megkotddése befolydsolhatja az EIS jelet, s igy a jel reprodukélhatésidga
nehezen befolyasolhatd. Ugyanakkor ez a tipust impedimetrids immunoszenzor elég érzékeny
volt, hogy ppt tartomdnyban kimutassa az AFM; toxint, azonban a tejben taldlhat6é fehérjék

befolyasoltdk, azaz megemelték a kapott toltésatviteli ellendllasbol szarmazo jelet.
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V. Summary

This thesis can be separated into two main parts, which contain the description of an
amperometric enzyme based and an impedimetric immune based sensor development.

In amperometric biosensor the ascorbate oxidase enzyme was immobilized on a natural
protein membrane in the Teflon and Plexiglass enzyme cell. The cell was connected to a FIA
system with an amperometric detector. In the system two sample injectors with 20 pl loop
were used one before and one after the enzyme cell. During optimization several parameters
were examined. For measuring analyte concentrations and for calibration procedure
substraction of the signal peak area given in the presence of enzyme from the signal peak area
given in the absence of enzyme was applied. The evaluation was made by digital integration.
The optimal parameters are the followings: 400 mV applied potential, 0.5 ml/min flow rate,
pH=4.5-4.8, 200 mmol/L buffer concentration, optimal temperature under 40 °C for this
enzyme reaction in the used system. Calibration made in 200 mmol/L acetate buffer provided
a good linear working range from 25-400 umol/L, limit of detection 5 umol/L, RSD=5%.
Multivitamin tablets and wines with different ascorbic acid contents were measured for test
measurements. With multivitamin tablet of 60 mg ascorbic acid content the results were
satisfactory (recovery 96%, 101%, 115% for 10, 20 and 40 times dilutions respectively),
while with wine and multivitamin juice samples using spiking method only the rates of
expected results could be calculated due to more complex matrix effect.

In case of impedimetric immunosensor gold-labelling of anti aflatoxin M; antibodies
combined with the electrodeposition of silver onto colloidal gold was used for the detection of
aflatoxin M;. The indirect like competitive ELISA procedure was performed on screen-
printed electrodes (SPEs). Silver was chronoamperometrically electrodeposited at a fixed
applied potential and for a determined period of time to amplify the signal. The calculated
charge transfer resistance (R.) was found to correlate well with the concentration of AFM;.
The linear working range of the described AFM1 immunosensor ranged between 15 and 1000
ng/L with a limit of detection (LoD) equal to 15 ng/L. (R.S.D. = 20%) Impedimetric results
were confronted with linear sweep voltametry (LSV) and corresponded well to this technique.
By investigating the matrix effect in milk we observed an increase of charge transfer
resistance possibly attributed to the presence of the proteic compounds adsorbed on the gold-

labelled AFM, antibody. In milk matrix the linear working range was one order of magnitude
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less (25-125 ng/L) than in buffer, and the limit of detection corresponded to 25 ng/L. The
recovery percentage of spiked samples was evaluated and the mean of recovery was 116+£6%.

We also wanted to demonstrate that the controlled electrochemical deposition of silver is
more attractive than the use of silver enhancing solutions, because these are more prone to be
influenced by the time and temperature variations, and also by light exposure. Changes in
charge transfer resistance can be detected and interpreted directly from impedance
spectroscopy observations at the interface. This type of interface interrogation by EIS has the
advantage to eliminate the use of redox species during the process, but in the same time the
signal obtained is very sensible to local environmental conditions and because a redox probe
is not use, small defects in the layer/layers of adsorbed immunoreagents are not easily
detectable. Concretely, during the construction of the immunosensor, differences of
electrode’s working area surface and BSA-AFM,; conjugate and/or BSA different rates of
adsorbtion could influence the EIS signal and, as a result, the reproducibility of the signal can
be hardly influenced. Nonetheless, this type of impedimetric immunosensor was sensitive
enough to detected the AFM,; in the ppt range, but was also influenced by the presence of

milk proteins which generated an increase of charge transfer resistance.
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