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1. BEVEZETES, CELKITUZESEK

A kémiai és biologiai folyamatok kovetése, megértése szempontjabol az analitikai kémia
fejlodésének kiemelt szerepe van. Ennek a fejlodésnek harom irdnyvonala az automatizalas,
miniatiirizalds és egyszerlsités, melyben fontos szerep jut a gyors, megbizhaté érzékelok
(szenzorok) fejlesztésének. A  szenzorok fejlesztését az elmult szdzadban a
szelektivitisnovelés motivalta, s ennek egyik legismertebb eredménye a pH mérésre
hasznalatos hidrogén szelektiv iivegelektrod. A szenzorfejlesztés az analitikai kémidn beliil
egy olyan dinamikusan fejlodd teriilet, melyet els6sorban a kornyezeti €s egészségiigyi
eldirdsok igényei irdnyitanak. A kémiai Osszetételt méré kémiai szenzorok a kémiai
informdcié (koncentriciod, szerkezet) fizikai-kémiai jellé vald atalakitasat végzik. A kémiai
szenzor két részegységbdl 4ll: egy molekularis felismerést biztosité anyagot tartalmazoé
felismerd részbdl és egy fizikai-kémiai jeldtvivd egységbdl. A felismerd egység funkcidja
kettOs: szelektiv kolcsOonhatas révén a szenzor szelektivitasanak biztositdsa, €s a kémiai
paraméter (altaldban koncentricid) analitikailag mérhetd, hasznos jellé val6 4talakitdsa,
amelyre a jelatvivo egység reagdl. Jellemz6 modon a kémiai felismerést végzd elem és a
jelatalakito egység egy analitikai eszkdzben taldlhaté meg.

A bioszenzorok a kémiai szenzorok alcsoportjat alkotjak, amelyeknél a felismerd anyag
bioldgiai eredetll, és a szelektiv felismerési 1épés bioldgiai folyamatra €piil, igy lehet enzim-
szubsztrat, antigén-antitest, receptor-antagonista kolcsonhatds vagy nukleinsav hibridizacié. A
kiillonbozd bioldgiai anyagok koziil legdltaldnosabban az enzimeket hasznaljdk. A jelatvitel
lehet elektrokémiai (amperometrids, potenciometrids), optikai vagy reakciohd mérésén
alapuld. Készitenek feliileti plazmon-rezonancia detektdldson vagy tomegvaltozds mérésén
alapul6 (kvarckristdly mikromérleg alapui) kémiai és bioszenzorokat is. Fontos megemliteni,
hogy a szenzorok miikodését megszabd folyamatok altalaban reverzibilisek, ami biztositja a
szenzorok ismételt felhasznalhat6sagét, folyamatos iizemmodu alkalmazdsat.

A mindségbiztositdsi folyamatok sordn az élelmiszer mindség €s frissesség egyre inkabb a
figyelem kozéppontjdba keriil mind a fogyaszték, mind az élelmiszeripar szempontjabadl,
melyeknek ellendrzésére idoszakos kémiai és mikrobioldgiai elemzéseknek vetik ald a
termékeket. Az emlitett vizsgélatok olyan médszereket sorakoztatnak fel, mint kromatogréfia,

spektrofotometria, elektroforézis, titrdlas, amelyek azonban nem teszik lehetové az egyszer,



folyamatos elemzést. Olcsd, gyors, roncsoldsmentes vizsgdlati moddszer lehetOséget a
bioszenzor, mely a valés mintdkra is megvaldsithatd szelektivitidson és specifitdson til a
miniatiirizalas és automatizélds lehetdségét biztositja.

A 2006 ota az Eszterhdzy Karoly Foiskola keretein beliil inditott egri Regionélis
Tudéaskozpont egyik kutatdcsoportja az élelmiszeripari bioszenzor fejlesztésekre 6sszpontosit,
melyen beliil f6bb élelmiszer Osszetevok (antioxiddnsok, biogén aminok) ellendrzése a cél. A
kutaté laboratérium foként elektrokémiai modszereket (amperometria) alkalmaz munkdjdban.
A kutatasi tevékenységek sordn elengedhetetlen a hazai és nemzetkozi csoportokkal (Lund-
Svédorszag, Perpignan- Franciaorszag) torténd egyiittmikodés. Egy ilyen egylitmukodés
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.

Alapvetd célkitlizésiink volt egy L-aszkorbinsav mérésére alkalmas amperometrids
bioszenzor kialakitidsa, mivel az antioxiddnsok szerepe jelentds tobbek kozott az
élelmiszertartdsitdsban, mindség meglrzésben, s mennyiségiik meghatdrozdsa fontos
visszajelzés lehet a termék élettartamara vonatkozdan. Az L-aszkorbinsav (antioxidds)
mérésére alkalmas rendszer fejlesztésében az optimédlis elemzési paraméterek kivalasztdsa
utdn, redlis mintdk vizsgdlatit végeztilk (multivitamin pezsgbtabletta, multivitamin ivolé,
fehér bor).

A francia kutatécsoport segitségével aflatoxin M; vizsgdlatira alkalmas mérOmoddszer
kifejlesztését tiiztikk ki célul. Ez a toxin egy olyan élelmiszer-szennyezd, ami az emldsok
tejében mutathaté ki, s a tdpldlékkal elfogyasztott aflatoxin B; metabolikus valtozata.
Mennyiségének meghatdrozdsa fontos a tej mindségének, emberi fogyaszthatdsdganak
megallapitdsdban. A toxin mérésére haszndlhat6 modszer kifejlesztésénél megfeleld
jelerdsitési eljards kidolgozdsa utdn a toxin tejben, mint matrixban torténd kimutatdsat és

mennyiségének mérését végeztiik el.



2. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

Amperometrids bioszenzor: Az injektdldsos, atfolydsos vizsgalati rendszer (FIA) felépitése

a kovetkezd volt (1. abra): puffer tdrolo edény, perisztaltikus pumpa (Gilson Minipuls3), 2
manudlis injektor (20 ul mintabemérd hurok, Rheodyne 77251, Cotati, CA), plexi alapanyagu
enzimcella és egy vékonyrétegi amperometrids cella (Model. 5040, ESA, USA)
Osszekapcsolva egy elektrokémiai detektorral (Coulochem III, ESA, USA) s digitélis
jelfeldogozo egységgel (személyi szamitogép), Assistant® vizfiirdd, digitalis kontakt-héméro.

Perisztaltikus
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2.abra: A 2 injektoros késziilék Osszeallitassal kapott csicsok 100 uM aszkorbinsav cella elétti és cella

utani injektalasaval. A csicsalakok nagy kiilonbsége miatt a digitalis jelfeldolgozas elengedhetetlen.
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Az élland6 munkapotencidlt az amperometrids celldba beépitett referenciaelektréd
biztositotta. A jelek digitdlis jelfeldolgozdsa (2. édbra) utdn a kiértékeléshez Agilent
Chemstation® programot hasznaltunk.

UV-lathat6é spektrofotometria: Az L-aszkorbinsav oldat stabilitisanak méréséhez 265 nm-

hez tartozo elnyelést figyeltiik meg, mivel az oxidéaciés folyamatok sordn bekovetkezd L-
aszkorbinsav csokkenése jol nyomon kdvethetd ezen csics nagysdginak véltozdsain.

Ciklikus voltametria: Az impedimetrids immunoszenzor fejlesztéséhez alkalmazott

nyomtatott elektrédok munkaelektrédjanak elokezelését a grafitfelszin mddositasa elott 10
ciklus ciklikus voltametridval végeztik a -0,5 V és 1,1 V kozti tartoméanyban, 0,1 V/mp
pasztazassal, 0,01 V potencial 1épéskozzel 0,5 M H,SO4-ban. A kondiciondlés sziikségessége
a mérések reprodukdlhatésdga és 0sszehasonlithatdsdga szempontjabol volt jelentds.

Kronoamperometria: Az elektrodfelszinen lejatsz6d6 immunoreakcié utdn az

impedimetrids mérési modszer jelerdsitéséhez eziist elektroiilepitését végeztiikk a nyomtatott
elektroédon. Az elektroiilepitést katalizdlta az antitestekhez kapcsoléd6 kolloiddlis arany
jelenléte. Az eziistréteg elektroiilepitése -110 mV-on tortént 45 mp-ig. Az adott
idointervallum alatt egyenletes eziistréteg alakult ki a munkaelektrdd feliiletén.

Elektrokémiai impedancia spektroszképia (EIS): Az EIS hatékony moddszer a vezetd

tulajdonsagu anyagok és feliiletek tanulmanyozasaban, melynek sordn gerjesztd dramot vagy
fesziiltséget irdnyitunk a munkaelektrédra, s az erre adott valasz reakcidkat vizsgéljuk, ami
szdmos informdcidval szolgdl a rendszer kinetikai, termodinamikai €s mechanikai
sajatossdgairdl. Az impedancids mérések kivitelezése 0.1 M-os NH4NOj3 oldatban tortént -20
mV-on 10 mV amplitidéval 1 kHz-t61 0.1 Hz-ig 30 pontos elemzéssel (adatfeldolgozas

Zview szoftverrel tortént).

Linedris pdsztdzd voltametria: Az EIS-ben kapott mérési eredmények Osszefiiggésben
allnak az elektrod felszinen elektroiilepitett eziist mennyiségével, melynek ellendrzésére
alkalmaztuk a linedris pasztdz6 voltametriat 0.1 M-os NH4NOj; oldattal -100 mV- 700 mV

tartomanyban 0.05 V/s szkennelési ardny és 0.00442 V potencidllépés paraméterek mellett.

A ciklikus voltametriét, a kronoamperometrids, impedimetrids €s linedris pasztazé voltametria

méréseket AUTOLAB PGSTAT12 potenciosztattal végeztiik.



3. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Az L-aszkorbinsav mérésére egy amperometrids detektort és egy enzimreakcidt
kombindltunk. Az aszkorbat oxiddzt tartalmazé enzimcella egy injektdldsos atfolyd
rendszerrel kapcsolédott az amperomterids detektor iiveges szén elektrédjdhoz. Kidolgoztuk
az amperometrids mérdcelldban haszndlt iiveges szén elektrod megfeleld elokezelési
modszerét. A mérések optimalizdldsa sordn két minta injektort alkalmaztunk a zavaré héttérjel
kikiiszobolésére, egyet az enzimcella eldtt és egyet utdna. A kapott jelek feldolgozasa digitélis
forméban tortént. Az enzimcella eldtti mintainjektdlds jelentette az enzimes ill. a cella utdni a
vak aszkobinsav jelet, melyek kiillonbsége ardnyos az aszkorbinsav tartalommal. Az
injektaldsokat adott, folyamatos pufferaramlasi sebesség mellett végeztiik.

Az aflatoxin M; mérésére alkalmas bioszenzor fejlesztésnél antitest-antigén kolcsonhatdsra
alapozott indirekt ELISA tipusi kompeticié szolgéltatta a kimutatdsi alapot. Az eldre
legyartott kis 1éptékli (cm) nyomtatott elektrédok munkaelektrodjan adszorbedltattuk az
aflatoxin M, ellen kifejlesztett antitesteket, s a kolloidédlis arannyal moédositott antigének és
szabad antigének kompeticidja utdn eziist elektroiilepitésével erdsitettiik az impedimetrids

jelet, melyek tej méatrixdban is j6 0sszefiiggést mutattak a szabad antigén koncentricidval.
3.1. Aszkorbinsav kalibracié

A Dbioszenzor alapjat képezd enzim tulajdonsidgai a fehérjemembranhoz kotés soran
megvaltoznak, ezért sziikséges volt a legnagyobb aktivitds érdekében a megfeleld miikodési
paraméterek megéllapitdsa. A vizsgdlatok sordn a késziilék kovetkezd paramétereit és azok
jelre gyakorolt hatdsat elemeztiik: oxiddlasi potencidl, aramldsi sebesség, puffer pH, cella
homérséklet, ionerdsség, regenralddasi id6. Az optimélis paraméterek meghatdrozdsa utdn a
pufferes kalibracié a 25-400 uM aszkorbinsav koncentracié tartomdnyban jé linedris
illeszkedést mutatott R* = 0.99 (3. abra). A relativ standard deviacié (RSD) 5% alatt (5
ismételt mérés, 400 uM konc.) és a detektalasi hatar (LOD) 5 uM volt.

3.2 Realis minta mérése aszkorbinsavra

A realis mintdk mérése esetén a mintaban taldlhat6 adott oxidéacids potencidlon elektroaktiv
anyagok adnak amperometrids jelet, azonban az enzim specifitdsa biztositja, hogy a jelek
kiillonbsége az aszkorbinsav koncentracioval ardnyos. Acetit pufferes kalibracidval

multivitamin pezsgotablettat, mint élelmiszer matrixot vizsgaltuk, melynek 1 tablettdjaban 60
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mg aszkorbinsav taldlhat6. A

visszamérés hatékonysdga 96-114%+5% volt a 85-340 uM

vizsgdlt koncentricié tartomanyban. A bor és multivitamin ivolé esetén konnyen oxidalhatod

és az elektréd felszint befolydsolé matrix komponensek (valdsziniileg polifenolok) zavar6

hatdsuak voltak a standard addiciés aszkorbninsav meghatdrozasra.
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3.abra: Az aszkorbat oxidaz alapu bioszenzor kalibracio felvétele a 25-400 uM aszkorbinsav koncentracio

tartomanyban.

3.3 Aflatoxin M; mérése eziist jelerdsitéssel

Az impedimetrids immunoszenzor esetén arannyal jelolt anti-aflatoxin M antitestek és eziist

elektroiilepitésének egyiittes alkalmazasdra keriilt sor az aflatoxin M, (4. dbra) detektdldsara.

o o
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4.abra: Az aflatoxin M, szerkezete

Az indirekt tipusu kompeticids ELISA eljardst nyomtatott elektrédok felszinén valositottuk

meg. Az eziist kronoamperometrids elektroiilepitése dlland6 potencidlon, meghatirozott ideig

tortént a jel erdsitése érdekében. A nyomtatott elektrédok megfeleld eldkezelési mdodszerét

meghataroztuk. Az elektréd felszinen tortént antitest adszorpcidt és blokkoldsi 1€pést

optimalizaltuk. Kivélasztottuk az eziist megfelel? iilepitési potencidljat €s iilepitési idejét.
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5.abra: Pufferben és 1/2 v/v tejben (matrix) kivitelezett AFM; kompeticiés reakcio eredménye az 5-2000

ng/L tartomanyban.

A szamitott toltésétviteli ellendllds (R.) jO egyezést mutatott az AFM; koncentracidjaval. A
leirdsra keriilt AFM; immunoszenzor linedris tartomédnya 15 és 1000 ng/L kozzé tehetd (5.
abra) 15 ng/L-nek megfeleld kimutatdsi hatdrral (RSD= 20%). Az impedimetrids eredmények
a kontroll lineéris pasztaz6 voltametria eredményeivel j6 egyezést mutattak.

Kisérleteink sordn be akartuk mutatni, hogy az eziist irdnyitott elektroiilepitése megfelelobb
lehet, mint eziist redukdld oldatok haszndlata, mert az utébbiak reprodukélhatésdgat jobban

befolyésolja az id0, hdmérséklet ingadozds €s fény kitettség.

A toltés 4tviteli ellendllasban bekovetkezd valtozdsok a felszinen kozvetleniil
megfigyelhetdek impedancia spektroszképidval. Az ilyen tipusi EIS alapu felszin
vizsgalatnak megvan az az elonye, hogy elhagyhat6 a redox parok hasznélata a folyamatban,
de az igy kapott jel érzékenyebb lehet a helyi kornyezeti tényezdkre, a felszini és az

adszorbedlt antitestek 4ltal 1étrehozott réteg hibai nehezen észlelhetbek.
3.4 Tej matrixban végzett aflatoxin mérések

A tejben torténd métrix hatds tanulmanyozdsa soran toltésétviteli ellendllas névekedés volt
megfigyelhetd valdszinlileg az arannyal jelolt AFM, antitesteken adszorbeal6dd fehérje

komponenseknek koszonhetéen. Tej matrixban a lineéris tartomany egy nagysagrenddel



kisebbnek adddott (25-125 ng/L) mint pufferban, és a kimutatdsi hatar 25 ng/L-nek felelt
meg. 25, 50 és 100 ng/L-es koncentraciok standard addicids visszanyerési szdzalékai
sorrendben 112%, 122%, 115%. A visszamérési hatékonysdg atlaga a standard addicids
mintdk eredményeinek kiértékelése utin 116+6% volt. Az elektréd felszin modositasat és a

kompeticids reakciét a 6. dbra szemlélteti.

6.abra: A kompeticié utan felszinen megkotott kolloidalis arany elektrokatalitikus hatasa az eziist
iilepitésére. 1- Antigének kotése, 2- Elektrodfelszin blokkolasa BSA-val, 3- Arannyal jelzett antitest-

aflatoxin kompeticid, 4- Eziist katalitikus iilepitése

Ez a tipusd impedimetrids immunoszenzor elég érzékeny volt, hogy ppt tartomanyban
kimutassa az AFM; toxint, azonban a tejben taldlhat6 fehérjék befolydsoltdk, azaz

megemelték a kapott toltésatviteli ellenallasbol szarmazo jelet.
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4. AZ EREDMENYEK VARHATO HASZNOSITASI LEHETOSEGEI

A fejlesztett aszkorbat oxiddz alapu bioszenzor tovéabbfejleszthetové tehetdé minden olyan
oxid4cion alapuld enzim reakcid esetére, ahol a kiinduldsi anyag jol detektdlhat6 jelet ad
pozitiv potencidlon, de a keletkez$ termékek nem (esetiinkben viz, dehidro-aszkorbinsav). Igy
megfeleld kivitelezés esetén a mérendd komponenstdl fiiggden csak az enzimcella kicserélése,
Uj paraméterek bedllitdsa és Uj kalibracio sziikséges az 1j enzimen alapuldé bioszenzor
haszndlatdhoz. A viszonylag egyszerii kivitelezés a hordozhatéva tétel €s a miniatiirizalas
lehetdségét is magdban hordozza.

Az aflatoxint tej maétrixban is mérni képes fejlesztés az eurdpai szabvanyok alapjan
megadott 25 ng/L hatarérték felett mar képes kimutatni €s mennyiségileg meghatarozni a
toxin mennyiségét, mely a gyerekeknél felhaszndlt tej gyors és egyszeru ellendrzését teheti
lehetdvé. A vizsgdlati modszer nyomtatott elektrédos kivitele viszonylag olcséd és

eldobhatdsédg lehetdségét erdsiti.
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1. INTRODUCTION, PURPOSE

Analytical chemistry has an important role in terms of understanding chemical and
biological processes. The three main directions of development are automation,
miniaturization and simplification, inwhich the development of quick, reliable sensors have
great importance. In the last century the main motivation for developing sensors was the
increase of selectivity, thus one of the most famous result is the hydrogen selective glass
electrode measuring pH. The development of sensors within analytical chemistry is an area,
which is directed by the regulations of environment, health and safety. The chemical sensors
measuring chemical composition transform the chemical information (concentration,
structure) into physico-chemical signal. A chemical sensor has two main parts: material for
molecular recognition and physico-chemical transducer unit. The function of recognition unit
is dual: providing sensor selectivity through selective interaction and transforming the
chemical parameter (generally concentration) into useful, analytical signal, which triggers the
transducer. Usually the unit of chemical recognition and transducer is inside of one analytical
device.

A subgroup of chemical sensors is biosensor, where the recognition element is of biological
origin and the selective recognition step is based on a biological process such as enzyme-
substrate, antigen-antibody, receptor-antagonist or nucleic acid hybridization. The most
common biological materials in use are enzymes. The transducing can be based on
electrochemical (amperometry, potentiometry), optical or reaction heat measurement.
Chemical and biosensors based on surface plasmon resonance or weight changes (quartz
crystal microbalance) are also made. Important to mention, that the regeneration of sensors
and the continuous application is due to reversible reaction mechanisms.

In quality assurance processes there is more and more focus on food quality and freshness
from customer and food industry point of view, thus regular chemical and microbiological
control analyses are performed on products. These methods such as chromatography,
spectrophotometry, electroforesis, titration do not allow continuous and simple analysis.
Biosensor could be an offer for the request of cheap, quick, damageless analysis method,
where selectivity and specifity can be combined with miniaturization and automation.

Since 2006 one of the research groups of Regional Research Center in Eger at Eszterhdzy

Karoly College have been working on biosensor development for food industry focusing on
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food components (antioxidants, biogenic amines). The research laboratory mainly uses
electrochemical methods (amperometry). In research activities the cooperation with local and
foreign groups 1is inevitable (Lund- Sweden, Perpignan- France). During one of these
cooperations the Eotvos Hungarian State Fellowship helped me to work six months in
University of Perpignan, South France, where significant immunosensor development is
going on.

One of our main purposes was to develop an amperometric biosensor measuring L-ascorbic
acid, since the role of antioxidants in preserving food and keeping food quality is remarkable,
and their quantification is valuable feedback of food lifetime. After finding the optimal
process parameters for the system L-ascorbic acid (antioxidant) real samples were analysed
(multivitamin effervescent tablet, multivitamin juice, white wine).

With the help of French research group a development of measurement method for aflatoxin
M, was another goal. This food-contaminating toxin can be found in milk of mammals after
the metabolism of consumed aflatoxin B;. The quantification of the toxin is a key question
from milk quality and human health point of view. After developing a signal amplification for
the method able to detect the toxin the quality and quantity analysis of milk matrix was

performed.
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2. APPLIED ANALYSIS METHODS

Amperometric biosensor: The elements of flow injection analysis system (FIA) were the

following (Figure 1.): buffer container, peristaltic pump (Gilson Minipuls3), 2 manual injector
(20 pl sample loop, Rheodyne 77251, Cotati, CA), enzymecell made of plexi and thin layer
amperometric cell (Model. 5040, ESA, USA) connected with a elektrochemical detector
(Coulochem III, ESA, USA) and digital analysing unit (personal computer), Assistant®

waterbath, digital contact-thermometer.

FefEiae Injector 1 Enzymecell Injector 2
pump
Flow in
Signal Flow out
I P Tl .‘__ .
Digital . Amperometric
integration Bitection cell
Figure 1.: The schematic drawing of FIA system
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2.figure: The peaks of 100 uM ascorbic acid given by the system with 2 injectors after injection before and

after the enzyme cell. Because of the difference of peak shapes the digital evaluation is inevitable.
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The constant working potential was provided by the reference electrode built into the
amperometric cell. For the evaluation of digital signals (Figure 2.) Agilent Chemstation®
software was used.

UV-VIS spectrophotometry: For the measurement of L-ascorbic acid solution stability

absorption at 265 nm was followed, since L-ascorbic acid oxidation process can be monitor
through the changes of peak at this wavelength.

Cyclic voltametry: The pretreatment of working electrode of screen-printed electrodes used

in impedimetric immunosensor was performed with 10 cycles of cyclic voltametry between -
0,5 V and 1,1 V potential range, 0,1 V/s scanrate, 0,01 V potential step in 0,5 M H,SO,. The
need of conditioning was significant from measurement reproducibility and comparability
point of view.

Cronoamperometry: For the signal amplification of impedimetric method electrodeposition

of silver was performed on the electrode surface after the competition reaction. The
electrodeposition was catalysed by the colloidal gold attached to antibodies. The
electrodeposition of silver layer was done at -110 mV potential for 45 s. During this time
interval an even silverlayer built up on working electrode surface.

Electrochemical impedance spectroscopy (EIS): EIS is efficient method for studying

conducting type materials and surfaces. During measurement an exciting potential is
superposed on working electrode and the feedback signal is monitored which contains
information about kinetic, thermodynamic and mechanical features of system. The
impedimetric measurements were made in 0.1 M NH4NOj5 solution at -20 mV potential with
10 mV amplitude from 1 kHz to 0.1 Hz in 30 point analysis (data processing with Zview
software).

Linear sweep voltametry: The measurement results of EIS have a relation to the quantity of

silver electrodeposited on electrode surface which was checked by linear sweep voltametry in
0.1 M NH4NOs; solution from -100 mV to 700 mV range with 0.05 V/s scan rate and 0.00442
V potential step.

Cyclic voltametry, chronoamperometry, impedimetry and linear sweep voltametry was

performed with AUTOLAB PGSTATI2 potentiostat.
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3. NEW SCIENTIFIC RESULTS

An amperometric detector and an enzymatic reaction were combined for the measurement of
L-ascorbic acid. The enzyme cell (containing immobilized ascorbate oxidase) was connected
to a flow injection analyzer (FIA) system with a glassy carbon electrode as an amperometric
detector. The pretreatment protocol of glassy carbon electrode was found. During
optimization and measurements two sample injectors were used, one before and one after the
enzyme cell, thus eliminating the background interferences. The signals were digitally
processed. Subtraction of the signal area given in the presence of enzyme from the one given
in the absence of enzyme was applied for measuring analyte concentrations. Injections were
performed in given, continuous buffer flow.

For the detection of aflatoxin M; (AFM,) an impedimetric immunosensor based on colloidal
gold and silver electrodeposition was developed. An indirect like competitive ELISA
procedure was performed on screen-printed electrodes (SPEs) in presence of anti-AFM1 gold-
labelled antibodies. Silver was chronoamperometrically electrodeposited at a fixed applied
potential and for a determined period of time to amplify the impedimetric signal. The signals

also showed good correlation with free aflatoxin concentration in milk matrix.
3.1. Ascorbic acid calibration

The fetures of enzyme change during the binding reaction to protein membrane, so the
optimal process parameters were determined for activity as high as possible. During
examinations the following parameters and their effect to signal was analysed: oxidation
potential, flow speed, buffer pH, cell temperature, ionic strength, regeneration time. After
finding the optimal parameters the calibration in buffer showed a good linear fit in 25-400 uM
ascorbic acid concentration range R*=0.99 (Figure 3.). The relative standard deviation (RSD)
was below 5% (5 times repeated, 400 uM conc.), linearity up to 400 uM, limit of detection
(LOD) 5 uM.

3.2 Measurement of real samples

In case of real samples the electroactive components of sample provide the amperometric
signal at given oxidation potential, although the specifity of enzyme ensures that the signal
differences are directly proportional to ascorbic acid concentration. With calibration in acetate

buffer multivitamin effervescent tablet containing 60 mg ascorbic acid, as food matrix was
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examined. The recovery efficieny was 96-113%+5% in 85-340 uM examined concentration

range. At low potential oxidating and electrode influencing matrix components (probably

polyphenols) disturbed the standard addition determination of ascorbic acid in wine and

multivitamin juice.
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Figure 3.: The biosensor calibration based on ascorbate oxidase in 25-400 uM concentration range.

3.3 Measurement of aflatoxin M; with silver signal amplification

An impedimetric immunosensor based on colloidal gold and silver electrodeposition for the

detection of aflatoxin M; (AFM,) (Figure 4.) was developed.

o

o o

(8] s

Figure 4.: Structure of aflatoxin M,

An 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 right conditioning method of

screen-printed electrodes was found as well as the antibody adsorption and blocking of

electrode was optimized. The proper silver electrodeposition time and potential was chosen.
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Figure 5.: Result of AFM,; competition reaction carried out in buffer and 1/2 v/v milk (matrix) in the

range of 5-2000 ng/L.

The calculated charge transfer resistance (Rct) was found to correlate well with the
concentration of AFM1. The linear working range of the described AFM1 immunosensor
ranged between 15 and 1000 ng/L (Figure 5.) 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.

We 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.
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3.4 Aflatoxin measurements in milk matrix

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
less (25—-125 ng/L) than in buffer, and the limit of detection corresponded to 25 ng/L.

The recovery percentages of 25, 50 és 100 ng/L standard addition concentrations were 112%,
122%, 115%. The recovery percentage of spiked samples was evaluated and the mean of
recovery was 116+6%.

The modification of electrode surface and the competition reaction demonstrated on Figure

Figure 6.: The electrocatalytic effect of bound colloidal gold on silver electrodeposition after competition.
1- Adsorption of antigens, 2- Blocking of surface with BSA, 3- Competition between gold labelled

antibody-aflatoxin, 4- Electrocatalytic deposition of silver

The developed impedimetric immunosensor was sensitive enough to detect the AFM; in ppt
range, but was also influenced by the presence of milk proteins which generated an increase

of charge transfer resistance.
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4. POSSIBLE APPLICATION OF RESULTS

The biosensor based on ascorbate oxidase could be developed further with all kind of
oxidizing enzyme reactions where only the substrate gives a signal on positive potential but
the products do not (in our case water and dehidro-ascorbic acid). Thus with proper
application only the change of enzyme cell would be necessary depending on the analyte, then
after new process parameters settings and calibration the system could be used. The relatively
simple design support the possibility of portability and miniaturization.

The method measuring aflatoxin in milk matrix is able to detect and quantify the toxin, thus
meets the requirements of detection limit (25 ng/L) in European Regulations. The method
makes possible the quick and simple control measurement of milk used for children. The

screen-printed design provides a relatively cheap and disposable analysis method.
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