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ABSTRACT

The aim of our present work was to improve the flow-through biosensor system previously developed.
Ascorbate oxidase enzyme was immobilized on a natural protein membrane (pig’s small intestine) in a thin
layer enzyme cell. The enzyme cell was connected to a flow injection analysis (FIA) system with an am-
perometric detector. During the optimization of biosensor several parameters were examined and for measur-
ing analyte concentrations subtraction of the signal given in the presence of enzyme from the signal given in
the absence of enzyme was applied.

1. BEVEZETES

Aszkorbinsav meghatarozasara szamos modszer talalhato a szakirodalomban, a klasszikus analitikai el-
jarasok koziil els6sorban a titrimetrids meghatarozast alkalmazzak, amely pontos, viszont iddigényessége mi-
att sorozat elemzésekben nem hasznalhato [1]. A miszeres modszerek kozott a HPLC-s meghatarozas terjedt
el, amely rendkiviil koltséges modszer [2]. Az utdbbi években kezdték el fejleszteni a bioszenzorokat kiilon-
b6z6 szubsztratok elemzésére (pl. glikoz szenzorok), melyek olcsosagukkal, nagy pontossagukkal,
specifitasukkal tinnek ki. A bioszenzorok az analitikai modszerek 1j generaciojat jelentik, ahol a méréfeliile-
ten valamilyen biologiailag aktiv anyag van rogzitve (pl. enzim, sejtorganellum, antitest, stb.). A kapott bio-
kémiai jel detektalasa is tobbféle modon torténhet a reakcioktdl és az igényektdl fiiggden (potenciometria,
amperometria, konduktometria, optikai modszerek).

Az eddigi kutatdsok soran tobbfajta elektrokémiai eljarast dolgoztak ki C-vitamin (aszkorbinsav) vizs-
galatara, azonban a kifejlesztett rendszereknek jelentds hianyossagai voltak minden esetben (specifitas, érzé-
kenység, koltségesség, stb.).

C-vitamin tartalmi gyogyaszati készitmények elemzésére probaltak meg alkalmazni a kalixarénnel mo-
dositott szénpaszta elektrddot ciklikus voltametriaval [3]. Ez direkt elektrokatalitikus moédszernek tekintheto,
Pb(II) ionok alkalmazasaval sikeriilt az aszkorbinsav levalasi potencialjat 5-600mV-r6l 200mV-ra csdkkente-
ni, azonban igy sem sikeriilt realis mintak esetében megfeleld specifitast elérniiik.

Szintén direkt amperometrias meghatarozast valasztottak angol kutaték gylimolcsok mindségének,
érettségének vizsgalatara [4]. A fent emlitett zavard anyagok kikiiszobolésére méretkizarasos membrant al-
kalmaztak a valasztott +350mV potencialon.

Aszkorbat oxidaz enzim rogzitésével torok kutatoknak nagyfoki szubsztratspecifitast sikeriilt elérniiik
gylimdlcslevek és C-vitamin tablettak elemzésénél [5]. Az enzimet zselatin gélben rogzitették glutaraldehid
alkalmazasaval oxigén elektrod feliiletén. A mérés soran az enzimreakcidban elfogyasztott oxigén mennyisé-
gét mérték, aminek soran azonban szamos zavaré hatassal kell szamolni (hémérsékletfiiggés, realis mintakban
az oldott oxigén zavard hatasa, nagymértékii hattérzaj, rossz érzékenység).

Brazil kutatok potenciometrids detektalassal dolgoztak ki enzimatikus modszert aszkorbinsav mérésére
[6]. Szintén aszkorbinsav oxidazt hasznaltak, amelyet etilén-vinilacetat kopolimer membran felszinéhez kotot-
ték. A mérést grafit elektroddal végezték, de a mar emlitett hibakat nem sikertilt kikiiszobolniiik.
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Az eddigi leghatékonyabb modszer készit6i SIRE (Sensors based on Injection of the Recognition
Element) tipusti szenzort alkalmaztak [7]. Ebben az esetben is atfolyd rendszerben végzik a méréseket, az
enzimet a mérendd oldathoz keverik, és egylitt injektaljak. A mérés soran az aszkorbinsav enzim nélkiil illetve
enzimmel egylitt mért amperometrids jelének kiilonbségébdl kovetkeztettek az aszkorbinsav mennyiségére. A
modszer nagyon pontos, specifikus modszer, a hattér zavar6 hatasa sem jelentkezik. Hatranyanak mondhato a
dragasaga, mivel viszonylag sok enzim sziikséges egy méréshez €s a felhasznalt enzim nem hasznalhat6 tjra.
A nem atfoly6 cellas médszerek hatranya az atfolyd rendszerti (FIA Flow Injection Analysis) bioszenzorokkal
szemben, hogy sorozat elemzésekre nem hasznalhatok, azaz az automatizalhatosaguk korlatozott [8].

Az altalunk fejlesztett aszkorbinsav bioszenzort elssorban élelmiszermintak vizsgalatara kivanjuk al-
kalmazni, minthogy szamos élelmiszerhez adnak L-aszkorbinsavat természetes antioxidansként. A FIA rend-
szerli [9,10] bioszenzor alkalmazasa soran az enzimreakcio hatasara bekovetkezd aszkorbinsav jel csokkenés
mérésére keriilt sor a teljes aszkorbinsav jellel szemben. Kisérleteinkben a kovetkezd paramétereket vizsgal-
tuk: aszkorbinsav jel potencial fiiggése, bioszenzor jel koncentracid fiiggése, bioszenzor pH fliggése, ionerds-
ség és vezetd so hatasa a mért jelre, Cu®” ionok hatésa a szenzor miikodésére, optimalis dramlasi sebesség.

2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. A kisérleti miiszer dsszeallitas

A folyadékaramlast Gilson Minipuls3 perisztaltikus pumpa biztositja. A mintak injektalast Rheodyne 77251
injektorral végezziik 50 pl minta beméré hurokkal. A jelek detektalasat ESA Coulochem III elektrokémiai
detektorral, ESA 5040 amperometrias mérdcellaval és széniiveg elektroddal végezziik. Az adatok regisztralasa
Radelkis OH-105 polarograffal torténik. (1. dbra.) Az enzimcella két plexilemezbdl és kdzotte elhelyezkedd
teflonlapbol all. Az enzimet glutaraldehiddel természetes fehérje membranra (sertés vékonybél) rogzitjik.
Meéréseinkhez enzim nélkiili, vak cellat is hasznalunk, ami teljesen megegyezik az enzimcellaval, a kiilonbség,
hogy a sertésbélhez nem régzitiink enzimet.

Perizztaltikus pumpa

Injektar

Enzim cella

—_—

Amperometrias cella

—

Falyadékaram ki

Regizzter Detektor

1. abra
A késziilék sematikus rajza

2.2. Vegyszerek
Aszkorbat oxidaz (EC 1.10.3.3) (Sigma, Calbiochem), HPO; (alt., Merck), L-aszkorbinsav, Na,HPO,,
KH,POy, (alt., Spektrum -3D).

2.3. Aszkorbinsav oldat stabilizalasa és oldat készités
A metafoszforsavbol 20 g/dm’ koncentracioju torzsoldatot készitettiink Milli-Q, HPLC vizzel (hiitSben
tarolva kb. 1 honapig stabil). A torzsoldatbél az irodalmi leirasoknal 5-szor higabb: 4g/dm’ higitast készitet-

crcr

srer

ami stabilnak mutatkozott legalabb 19 oraig hiitében tarolva.
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3. EREDMENYEK ES ERTELMEZESUK

Az elokisérletek soran vizsgaltuk az enzim reakcid kinetikajat, valamint az optimalis aramlasi sebessé-
get.

Az enzim reakcid sebességének tanulmanyozasa sordn megallapitottuk, hogy a megfelelden detektalha-
to atalakulashoz lassabb aramlasi sebesség sziikséges. Figyelembe véve, hogy a hosszabb tartozkodasi id6 az
aramlasi sebességet talaltuk a legalkalmasabbnak (itt a regeneralodasi id6é 3,3 perc). Tovabba ezen a sebessé-
gen mar nem volt megfigyelhetd a csticsok torzulasa sem (2. és 3. abra).
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2. abra 3. dbra
Jel aramlasi sebesség fiiggése Regeneradlodasi ido az aramlas fiiggvényében

Az amperometrias detektalas alkalmazasakor lehet6ség van az O, fogyas mérésére negativ potencialon,
illetve az aszkorbinsav fogyas mérésére pozitiv potencialon, mivel a keletkezé dehidroaszkorbinsav €s viz
nem ad amperometrias jelet. Vizsgalataink soran mi az utobbi mérését valasztottuk, mivel igy szélesebb kon-
centracié tartomanyban miikodik a szenzor, valamint a szenzor érzékenysége is megfeleld. Az aszkorbinsav
amperometrias jelét egymas utan mértiik referencia cellaval majd enzim cellaval, ¢s a két jel kiilonbsége volt
aranyos a minta aszkorbinsav tartalmaval.
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4. abra
Szubsztrat bomlasa 20 U aktivitasu enzimmel
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csucs alatti tertlet
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5. abra

Aszkorbinsav mérése a potencidl fiiggvényében
(ImM stand., 66mM puff., pH=06,7)

fiiggését illetve ugyanezen koncentracional meghatarozott id6 utan enzimmel injektalt jelek valtozasait vizs-
galtuk. Ezek 6sszehasonlitasa alapjan a 400mV potencial tiint a legmegfelelobbnek a vizsgalatok szempont;ja-
bol, mivel 350-450mV potencial szakaszon mutat maximalis értéket a jel, tovabba a gorbe meredeksége itt

egyfajta platdba megy at (5. és 6. abra).
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7. bra

Koncentraciofiiggés, 400 mV, pH=6,7

Az aszkorbinsav injektalasakor mért referencia jelek nem teljesen aranyosak az eredeti koncentracidval
(0,1-2 mM-ig vizsgalva), illetve a késObbiekben, a mintakban 1év6 elektrokémiailag aktiv zavard anyagok is
adhatnak jelet (pl.: élelmiszer minta matrixa), melyeket nem lehet elkiiloniteni az aszkorbinsav jeltdl. Azon-
ban az enzimes cellaval mért jel csokkenése csak az enzimreakcidhoz kothetd igy kovetkeztethetiink az asz-
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8. abra

Kalibracio az enzim cellaval

korbinsav jelenlétére, illetve mennyiségére a megfeleld kalibracids egyenes segitségével. (7. és 8. abra).
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« Aszkorbinsavjel-enzimes jel

A csUcs alatti tertilet

9. abra
Aszkorbinsav mérése a foszfat puffer pH fiiggvényében (66mM puffer, 400mV)

Az enzim miikodésének pH optimum 5,5 és 7,0 kdzott van az irodalmi adatok alapjan. Ez az optimum
azonban az enzim immobilizalasa soran megvaltozhat, ezért sor keriilt a reakciéo pH fliggés meghatarozasara.
A kapott eredmény alapjan inkabb a savas tartomany felé tolodott az enzim mukodésének optimuma, pH=5,5
ala. Tekintettel arra, hogy nemcsak a referencia jel nétt az alacsonyabb pH-n, hanem a két jel kiilonbsége is,
ezért feltételezhetd, hogy az enzim miikddése is aktivabb a pH 5,5 alatt. Ennek pontos meghatarozasara azon-
ban még tovabbi vizsgalatok sziikségesek (9. abra).
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crer

srcr

nak valtoztatasaval vizsgaltuk a hatasokat (20mM-100mM konc.). (10. abra).

Az aszkorbat oxidaz enzim egy 8 réz atomot tartalmaz6 oxido-reduktaz, ahol a Cu(Il)—Cu(I) re-
doxireakcio jatszodik le. A Cu(Il) ionokat tartalmazo oldat elvben segitheti az enzim gyorsabb regeneralodasat
és igy a gyorsabb, hatékonyabb reakcidt. Azonban ezen ion jelenléte a HPOs-val stabilizalt aszkorbinsav ol-
datban gyorsitja az aszkorbinsav bomlasat is (11. abra). A Cu(Il) ion hatasanak vizsgalatat az enzim reakciora
még a tovabbiakban vizsgalni kivanjuk.
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« Stabil aszkorbinsav oldat
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11. abra
Aszkorbinsav oldat stabilitas, fotométerrel 265nm

4. KOVETKEZTETESEK

Az altalunk vizsgalt FIA rendszerben alkalmazott bioszenzor esetén az enzimreakci6 hatdsara bekovet-

kez6 aszkorbinsav jel csokkenés mérésére keriilt sor a teljes aszkorbinsav jellel (referencia cella) szemben
pozitiv potencialon. Mivel ebben az esetben a jel csokkenés csak az aszkorbinsav fogyasahoz kothetd, ezért
zavaré hatasok mellett is lehetdvé valik az aszkorbinsav mennyiségi meghatarozasa. Az altalunk fejlesztett
aszkorbinsav bioszenzor elsésorban élelmiszermintak vizsgalatira lesz alkalmazhatd, minthogy szdmos élel-
miszerhez adnak L-aszkorbinsavat természetes antioxidansként. A kdvetkezd id6szakban szamos valds élel-
miszermintan is optimalizaljuk a fejlesztett szenzort.

A méréseink alapjan az aszkorbat oxidaz enzim cella legalkalmasabb paramétereinek a 400mV-

polarizalé fesziiltséget, 0,55 ml/perc aramlési sebességet, 66mM foszfat ionerdsség felett és pH=5,5 alatt tor-
ténd mérést talaltuk.
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