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ABSTRACT

Iron(Ill)-protoporphyrin-1X (hemin, Hm) was attached by adsorption on the surface of a graphite (G).
On the graphite/hemin modified electrode (G/Hm) was attached horseradish peroxidase (HRP) into a
chitosan polymer film (Chit) in order to obtain an amperometric biosensor. Both modified graphite/hemin
electrode (G/Hm) and the biosensor were used to amperometrically detect the hydrogen peroxide (H,0,).
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OSSZEFOGLALO

A grafit(G) elektrod feliiletére, vas(Ill)-protoporfirin-IX(Fe(Il)P), azaz hemin (Hm) adszorpcidjaval,
grafit/hemin (G/Hm) modositott elektrod allithato eld. Ezen feliiletre peroxidaz (HRP) rogzitésével kitozdn
(Kit) polimerben, amperometridas bioszenzor nyerhetd. A modositott grafit/hemin (G/Hm) elektrod illetve az
enzimes bioszenzor egyarant alkalmas a hidrogén-peroxid kimutatdsdra.

Kulcsszavak: bioszenzor, grafit elektdd, kitozan, torma-peroxidaz, H,O..

1. BEVEZETES

A kémiai és biologiai folyamatok kovetése, megértése szempontjabol az analitikai kémia fejlodésének
kiemelt szerepe van. Ennek a fejlédésnek harom iranyvonala az automatizalas, miniatiirizalas és egyszertsités,
melyben fontos szerep jut a gyors, megbizhatd érzékeldk (szenzorok) fejlesztésének. A szenzor egy olyan
technologiai eszkdz vagy bioldgiai alapu egység, ami detektalja/érzékeli a jelet vagy fizikai valtozast.[1]

A bioszenzorok (bioldgiai szenzorok) a kémiai szenzorok alcsoportjat alkotjak, amelyeknél a felismerd
anyag biologiai eredetii, és a szelektiv felismerési 1épés bioldgiai folyamatra épiil. A kiilonboz6 biologiai
anyagok koziil legaltalanosabban az enzimeket hasznaljak. A jelatvitel lehet elektrokémiai (amperometrias,
potenciometrias), optikai vagy reakciohd mérésén alapuld. A bioszenzor technologia egyedi tulajdonsagai
miatt valos mintakra alkalmazhato eljarasok lehetdségét ajanlja, s szamos elonye (magasfoku szelektivitas és
specifitas, megvalosithatdsag és tarolas relativ alacsony koltsége, miniatiirizalas lehetdsége, automatizalhatova
¢és hordozhatova tétel) alapanyag és mindségiigyi laborok ellendrzo rendszereinek részévé teheti. A bioszenzor
fejlesztések a legkiillonfélébb felhasznalasi teriiletekre koncentralnak, mint pl: klinikai, koérnyezetvédelmi,
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mezogazdasagi, biotechnologiai [2,3]. Bioszenzorra alapozott fejlesztések élelmiszertermékeknél is hasznalha-
toak lehetnek, foleg Osszetétel meghatarozas, nyersanyag és késztermék szennyezettség, illetve fermentacios
folyamatok beépitett (on-line) ellenérzése terén. A bioszenzorok megfelelo homérséklet és pH igénye a biolo-
giai aktivitas biztositasaért sziikséges. Az amperometrias bioszenzorok azt az aramot mérik, amit az elektrédon
egy elektroaktiv anyag képez egy adott potencialon. Ez a mért d&ram egyenes aranyban all a kérdéses anyag
egyensuly beallasaig, s érzékenyebbek, pontosabbak, mint a potenciometrias képvisel6ik. Ugyanakkor azonban
szelektivitas terén a rendszerben jelenlévo elektroaktiv anyagok redox potencialja a meghatarozo, ami ahhoz
vezet, hogy a mért aram tobb anyag-egylittes, kiillonbdz6 aranyu jelébol tevédik Ossze. Az amperometrias
bioszenzorok jelentik egyenlore a legsikeresebb osztalyt a bioszenzorok torténetében.[1]

Az elso, gliikoz mérésére alkalmas amperometrids bioszenzor gliikoz oxidaz és Clark oxigén elektrod fel-
hasznalasaval késziilt [4], s a rendszerben bekovetkez6 oxigén fogyasat kovette nyomon. A termék keletkezé-
sének vagy a reakciopartner (oxigén) fogyasanak figyelemmel kovetésével kovetkeztethetliink a vizsgalando

srer

crer

donsagai segitik az elektron transzfert az enzim és az elektrod felszine kozott. Direkt elektrontranszfert tesz-
nek lehetove a direkt enzim-elektrod kapcsolatos vagy medidtormentes bioszenzorok, melyek a szenzorok
mig, s onnan a szubsztrat molekuldhoz (vagy forditva) (1. abra). Ebben a mechanizmusban az elektron egy-
fajta masodlagos szubsztratként van jelen, s katalitikus aram képz6dését eredményezi. A szubsztrat atalakitasa
alapvetden egy katalitikus folyamat [5].
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1. abra

Amperometrias bioszenzorok: A-elsé generdcio, B-masodik generdcio, C-harmadik generacio [7].

Az ¢élelmiszerelemzések esetében a bioszenzorok tobbsége az amperometrian és valamilyen oxidaz kom-
binacidjan alapszik. Ezek a tipust szenzorok annak kdszonhetik népszeriiségiiket, hogy az enzim altalaban jo
aktivitast mutat, magas érzékenység érhetd el veliik, s konnyl a reakcié nyomon kdvetése[6].

A bioldgiai alapt szenzor alapanyagok valamilyen szilard felszinen torténd rogzitése szamos modon
torténhet [8]. Ezen rogzitési modszerek kozott szerepel az adszorpcio, keresztkotés, kovalens kotés, valamilyen
hordozoba zaras vagy kapszuldzas, szilard kotést segité matrix. A rogzitd matrix szerepet jatszhat csak és
kizardlag a kotésben, de akar a jelatalakitasban is (mediator). Mindegy, hogy milyen rogzitési modszerrol
beszéliink, mivel minden esetben a cél a biologiai komponens lehetd legmagasabb aktivitasa, hosszl stabilitaside-
je és a jelatviteli egységhez mért kis tavolsaga a rogzités utan. Meghatarozo része a rogzités hatékonysaganak,
hogy a vizsgalando anyag tudjon ki- és bevandorolni a 1étrehozott rétegben. A megfelel6 rogzitési modszer
kivalasztasa fiigg magatol az alkalmazando bioldgiai anyagtol, a jelatalakitds modjatol, a célmolekula fizikai-
kémiai tulajdonsagaitol és a bioszenzor miikodési feltételeitdl (2. dbra).
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2. abra
Enzim megkétésekre alkalmazott modszerek osszefoglalasa [8]
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A leggyakrabban rogzités céljabol az adszorpcid és a kovalens kotés modszerét alkalmazzak. A van der
Waals er6k vonzasan alapuld fizikai adszorpcid a legegyszertibb és legrégebben hasznalt modszer. Ebben az
esetben altalaban az enzimoldat, sejt szuszpenzid vagy szovet metszet ugy kertil a jelatalakito felszinére, hogy
egy, a célmolekulara féligatereszt6 membran lefedi. Ezen moddszer esetén nem sziikséges a bioldgiai kom-
ponens kémiai mddositasa, lehetdség van a membran matrix regeneralasara. Féként az egyszeriiség a nagy elo-
nye ennek a megoldasnak, illetve, hogy egyszerre akar tobbféle biologiai komponens is hasznalhato, azon-
ban jelentds aktivitas csokkenés tapasztalhato, ha pH, ionerdsség és hdmérsékletvaltozas 1ép fel mérés kdzben. [1]
A gélekbe, polimerekbe, pasztakba vagy tintakba torténd bezaras jelentOsen novelheti a stabilitast, s hasonlo
teljesitményhez vezethet, mint a kovalens kapcsolas.

Kovalens kotés soran a bioldgiai komponens kozvetlen a jelatalakitd felszinéhez vagy a membran
matrixahoz kapcsolhato. Ezek a modszerek a fehérje terminalis funkcids csoportjainak (a katalitikus aktivi-
tast nem befolyasold) €s a felszin szabad funkcios csoportjainak reakcidin alapszanak. Enzimekben és fehér-
jékben ezek a lehetséges funkcios csoportok az aminosav oldallancokon talalhatoak (pl.: a lizin g-amino, az
aszpartat és glutamat karboxil, a cisztein szulfhidrid és a tirozin fenil-hidroxil csoportja). A kiilonb6z6 aktiv
funkcids csoportokat tartalmazé membranok nagy hatékonysaggal képesek a biokomponensek megkotésére.
Emellett arra is lehetdség van, hogy az enzimet vizoldhato részecskékhez kotjiik és két szelektiven ateresztd
membran kozé zarjuk. Enzimek vagy fehérjék esetén ugyancsak hasznalnak bifunkcios (homo vagy hetero funk-
ciés) reagenseket, mely soran makroszkopikus részecskék és térhalos szerkezet keletkezik a kovalens kotések
kialakulasa soran a hordozo felszinén. A leggyakrabban hasznalt homofunkcios vegyiiletek a glutaraldehid,
karbodiimid, mig heterofunkciosakbdl a trikloro triazin- és a 3-metoxidifenil metan-4,4' diizocianat.[1]

Az elektrokémiai polimerizacidval torténd rogzités is gyakran hasznalatos szerves molekulak esetén, s
szamos elénye kozzé tartozik a mikroléptékli kivitelezés, film vastagsag befolyasoldasa, homogenitas és
ismételhetdség.

1.1. Kitozan

A kitin a masodik leggyakoribb természetes polimer a celluléz utan. Megtalalhat6 a rakok pancélja-
ban, gombakban. A kitozan, amelyet a kitin ligos deacetilezésével allitanak el6 (3. abra), egy linearis, kris-
talyos szerkezetli biopolimer, mely szamos elényos tulajdonsaggal rendelkezik: bioldgiailag lebonthato,
nem mérgez6, valamint antimikrobidlis hatdsu. A deacetilezési fok (DD) 60-100%-ig terjedhet. Ezen jel-
lemzoknek koszonhetden széles korben alkalmazzak akar onmagaban, akar egyéb, természetes illetve mes-
terséges polimerekkel keverve. [9]
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3. 4bra
Kitozan eléallitasa a kitin deacetilezésével [10,11]

A kitozan biokompatibilis, nem toxikus, és jo adszorpcios tulajdonsadgokkal rendelkezik, ezért kivalo-
an alkalmas funkciondlis anyagok eldallitasara. Hig savakban, példaul ecetsavban és hangyasavban konnyen
oldodik. Az aminok jellegzetes reakcidit mutatja, ezek kozil a legfontosabbak az N-acilezés és a Schiff-
bazis képzés. Alkalmazasa rendkiviil széles korti. Kelatképzo tulajdonsaga miatt képes megkdtni a mérgezo
nehézfémeket, példaul a higanyt, a nikkelt és a kadmiumot, ez lehetdvé teszi hasznalatat a szennyviztiszti-
tasban. Antibakterialis és gombadlé hatasa miatt el0szeretettel hasznaljak kozmetikumok, pl. testapolok,
krémek, koromlakkok adalékolasara. A protonalt aminocsoport kotést 1étesit a mikroorganizmusok alkotoi-
nak anionos csoportjaval, ami meggatolja a szaporodasukat. A kitozan rendelkezik az eddig emlitetteken
kiviil minden olyan kedvez6 tulajdonsaggal (optikai tisztasag, mechanikai stabilitas, nedvesedés stb.), ami
lehetdvé teszi, hogy kontaktlencséket készitsenek beldle. A kitozan zsirmegkotd hatasa sem elhanyagolhato:
képes kotést 1étesiteni vele a gyomorban még mieldtt az megemésztddne, ezzel megakadalyozza a felszivo-
dasat a béltraktusban.

Az igy megkotot zsirok természetes modon iiriilnek ki a szervezetbdl. A kitozan az aminocsoport re-
aktivitasanak kdszonhetéen megfeleld koriilmények kdzott konnyen térhalosodik.[12]

Ez lehetséges ionos mechanizmussal: mivel a kitozdn aminocsoportja savas, semleges és gyenge lu-
gos kdzegben protonalddik, ilyen koriilmények kozott képes reverzibilis kotést 1étesiteni negativ toltést
molekulakkal. A térhald 1étrehozasanak masik lehetésége elsérendii kémiai kotések létrehozasa a
polimerlancok és egy tobbfunkcios molekula kdzott.

4. dbra
H-kotesekkel téerhalosodott kitozan molekulak [13]
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A kitozan polimer O6nmaga is egy fizikai térhaldéval Osszetartott rendszer. Ha van olyan
aminocsoport, ami nem protonalddott (és mindig van ilyen), akkor annak hidrogénje a szemkozti
hidroxil csoport oxigénjével hidrogénkotést 1étesit (4.4bra). Ennek a kolcsonhatasnak a valoszinlisége
a pH csokkenéssel (-NH?"-csoportok szamanak ndvekedésével) egyiitt csdkken.[12]

A kitozanlancok kozotti kapcsolat kiépithetd kismolsulya molekuldk segitségével is (pl. dialdehidek).
Az aldehidcsoportok a kitozan aminocsoportjaival Schiff-bazist képeznek, végiil iminkotések jonnek 1étre
koztiik (5. abra). A reakcid segédanyagok nélkiil, vizes kdzegben is végbemegy, ami a biokompatibilitas
szempontjabol nagyon fontos. A dialdehidek azonban gyakran mérgezdek (pl. a glutaraldehid kézepesen
erés idegméreg), ezért a felhasznalas el6tt a szabad aldehidmaradékot alaposan ki kell mosni. Teljesen
azonban lehetetlen, és ez egyeldre gatat szab az alkalmazasnak.[12]
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5. abra

Terhalositas glutaraldehiddel [14]

A kovalens keresztkotés allandd vazat biztosit (kémiai térhalo), ami lehet6vé teszi a viz szabad diffu-
ziojat a szerkezetbe, és javitja a mechanikai stabilitast is. Az igy eldallitott rendszer tulajdonképpen porozus
anyagként viselkedik, ennek k6szonhetéen a hatéoanyag-hordozoként torténd felhasznalasakor a hatdoanyag
szabadon diffundal ki belble. A kevéssé térhalds rendszerek szuperadszorbens hidrogélként viselkednek, a
keresztkotések stirliségének ndvekedésével csokken a duzzadasi fok és a halé ,,porusmérete”. A
kotések kialakulasanak valdszin(iségét.

Minél kisebb a térhald stirtiség, annal hosszabb a polimerlancok relaxacios ideje, ami lassitott hato-
anyag-leadast jelent. [13]

1.2. HEMIN (C34H3,CLFEN,O,) (HM)

A hemben levo kétértékii vas haromértékiivé oxidalhatd, mikoris ferihemnek nevezik. Ez képezhet
hidroxidot (hematint) €s kloridot, ez a hemin-Cs4H;3,CIFeN,O, (M=651,94). Ez utobbiak a Teichmann-féle
kristalyok: hosszukas, vékony lemezkék vagy jellegzetes letompitott €l prizmakristalyok, amelyek atnézés-
sel barnak, raes6 fényben acélkéken csillognak. Vizben és higitott savakban oldhatatlanok, erés szerves
savakban és natrum-hidroxidban, tovabba ammoniaoldatban oldodnak, mik6zben hematinna alakulnak. A
hemin (a hemoglobin nem fehérje komponense) és a klolofill (a ndvényi sejtek kloroplasztiszainak alkoto-
eleme) a bioldgiai oxidacioban, ill. a szén-dioxid asszimilacidban dont6 szerepet jatszo vegyiiletek. A hemin
és a klorofill kiilonboznek egymastol: a pirrolgytirikon eltéré szubsztituensek talalhatok. A hemin
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koordinative Fe*" jont kot meg, mig a klorofill Mg”" iont. Fischer szintetizalt elészor hemint 1928-ban. Ezért,
illetve a hemin és klorofill rokonsaganak bizonyitasaért Nobel-dijat kapott 1930-ban. A hemin szerkezeté-
nek (6.4abra) felderitése soran kezdetben a reduktiv lebontési termékek vizsgalataval valoszintsitették a négy
pirrolvaz jelenlétét.

Kiister vazolta fel els6ként a hemin szerkezetét az oxidativ lebontasi termékek alapjan.[15,16,17]

6. abra
A hemin szerkezete

Mind a négy peptidlanc egy hemokromogénhez kapcsolodik, amelyben a vas hat koordinacios helye
koziil négyet a porfiringyliri nitrogénjei foglalnak el. Az 6todik koordinacidés helyhez kapcsolodik a
peptidlanc egyik hisztidinje, a hatodik hely szabad, illetve nagyon gyengén vizet koordinal. A bioldgiai
rendszerekben igen fontos szerepe van a pH valtozasnak, hiszen sok fiziologias paraméter fiigg a pH-tol,
példaul az enzimek aktivitdsa, a membranok permeabilitasa. A hemin csak semleges vagy lugos kdzegben
stabilis, savak hatasara lebomlik. A bomlas és az azt kisér6 csapadékkivalas az oldat hemin- és savkoncent-
racigjatol is fiigg. A hemin pH = 6-ig stabilis, pH > 6 értékek esetén még nagyobb heminkoncentracional
sem torténik csapadékképzodés. Viszont egész kis pH-csokkenés hatasara ez megvaltozik: mar pH = 5,5-6n
is — a heminkoncentraciotol fiiggéen — néhany perc, esetleg néhany ora elteltével kivalik a csapadék. Ala-
csonyabb pH-ju oldatokban ez mar egészen kis heminkoncentracid esetén is szinte azonnal megtorténik. A
leggyorsabb csapadékkivalas pH = 3 esetben tapasztalhato, ez alatt a csapadék kivalasa a savkoncentracio
novelésével kismértékben lassul.[16, 24-27]

1.3. Tormaperoxidaz (HRP- horseradish peroxidase)

A tormaperoxidaz (horseradish peroxidase - HRP) egy glikoprotein, amelyet eldszor a torma ndvény
gyOkerébdl izolaltak. Nagyszamt aromas szubsztratot képes hidrogén donorként felhasznalni. Az enzim
nativ allapotban egy ferri (Fe*") protoporfirint-IX-et (hem) tartalmaz, mint prosztetikus csoportot, amelyben
a Fe’" 6tos koordinacioji helyzetben a proximalis His-hez kotddik. Pontos szerkezetét Gajhede és tarsai
deritették fel (1997) rontgen krisztallografias modszerekkel. Funkcids csoportja és negyedleges szerkezete
nagy hasonldsagot mutat a tobbi névényi peroxidazzal. A molekula tdmege 44 kDa, amelynek kb. 18 %-at
az aktiv centrumot koriilvevo aminosavak, az ugynevezett zseb teszi ki.

A fehérje két Ca®* — disztalis és proximalis — iont, négy diszulfid hidat és egy Trp-t tartalmaz. A tér-
szerkezetet a két Ca®" jon stabilizalja (7.abra), amelyek sziikségesek a megfeleld felgombolyodashoz, vala-

mint a fehérjén beliil a hem csoport szamara kedvez6 kérnyezet megteremtéséhez. [20]
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7. abra
A tormaperoxiddz rontgenkrisztallografiaval meghatarozott térszerkezete a PDB
(Protein Data Bank) adatbazis alapjan

A hem peroxidazok szerepe az, hogy H,O, mint elektron akceptor felhasznalasaval, oxidativ reakcio-
kat katalizalnak. A peroxidazok altal elektron akceptornak hasznalt szubsztratok nagyon kiilonbozéek lehet-
nek az inorganikus ionoktol a nagy molekulatomegii szerves vegyiiletekig. A reakcié mechanizmusa nagyon
hasonld mindegyik peroxidaz esetében[20]

Célul thztiik ki a modositott G/Hm (grafit/hemin), G/Hm/Kit. (grafit/hemin/kitozéan) elektrodok elekt-
rokémiai jellemzését és az amperometrias G/Hm/Kit/HRP/Ga bioszenzor eldallitasat illetve alkalmazasat a
hidrogén-peroxid detektalasaban.

2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Anyagok

Grafit rud (Ringsdorff Németorszag), Hemin (vas protoporfirin IX) (Fluka), Kitozén (Sigma chemica
CO), Tormaperoxidaz (HRP) (Boehringer Németorszag), Glutaraldehid (Sigma chemica CO), TRIS
(trishidroximetilaminometan — C4,H;;NO; (M=121,1) (Sigma chemica CO), Na,HPO, és NaH,PO, (Sigma
chemica CO), HCI oldat (Reactivul Bukarest), ecetsav 96% (Reactivul Bukarest), H,O, 33% oldat (Merk N¢é-
metorszag), desztillalt viz.

Ot alapoldat késziilt a modositott elektrodok eldallitisa és elektrokémiai viselkedésiik tanulman-
yozésara:

— 3.25pug/uL Hemin (Hm) oldat, SmM, pH10 TRIS pufferoldatban

— 10,67pg/pL Kitozan (Kit) oldat 0.1% -os ecetsavban (HAc)

— 10pg/uL Tormaperoxidaz (HRP) SmM, pH8 TRIS pufferoldatban. S6sav adagolasaval csokkent a

pH értéke.

—  2.5% Glutaraldehid (GA) desztillaltvizes oldat

—  H,0, 0,1M oldat, desztillaltvizbdl ¢s megfeleld mennyiségii HO, 33% oldatbol.

A megmaradt Hm ¢és Kit oldatokat hiitészekrényben taroltunk; a HRP és GA oldatokbdl annyi késziilt
amennyi el lett hasznalva.

2.2. Miiszerek és mérési koriilmények

A voltammetrias mérésekhez hasznalt miiszer egy PGStat 10 (Autolab, Hollandia), az amperometrias
mérésekhez hasznalt miiszer a PAR volt. A haromelektroédos cellaban a munkaelektrod: G/Hm; G/Hm/Kit
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illetve G/Hm/Kit/HRP/Ga; a vonatkozasielektrdd, Ag|AgC1,KCISat. (Radiometer, Franciaorszag), a segéd-
elektrod 1 cm’ feliiletii Pt volt. A kombinalt iivegelektroddal elltott pH-mérd (Pracitronic, Németorszag) az
oldatok pH értékének mérésére és beallitasara szolgalt.

Kisérleti koriilménnyek: foszfatos puffer oldat 0,1M, pH 7.02, hémérséklet:25+2°C, argon (Ar) at-
moszféra.

2.3. Modszerek

2.3.1. A G/Hm, G/Hm/Kit és G/Hm/Kit/HRP/Ga electrodok eléallitasa

A grafit felliletének csiszolopapirral (320 illetve P1200C) vald megtisztitasat 2 perces ultraszonalas ko-
vette. pH 7.02 foszfatos pufferoldatban (PB), 0 V kezdeti potencialon vs. Ag/AgClKClg, 20 mV/s pasztazasi
sebességgel ciklikus voltamogrammok késziiltek, a feliilet tisztasagat bizonyitandd. Mikropipetta segitségével,
Sul, 3.25ug/uL Hm oldat keriilt a grafit feliiletére és G/Hm elektrod keletkezett. A mddositott G/Hm/Kit
elektrod eldallithatdo a Hm rétegre, Sul, 10.67pg/pL Kit oldat csepegtetésével. Szaradas utan Sul, 10ug/ul
tormaperoxidaz (HRP) és Sul, 2.5% glutaraldehid (Ga) oldat pipettaval valo adagolasaval bioszenzor allithatd
elé, melynek jelolése: G/Hm/Kit/HRP/Ga.

3.MERESI EREDMENYEK

3.1. A G/HM, G/HM/KIT elektrodok elektrokémiai viselkedése

Szaradas utan, masnap keriilt sor a G/Hm és G/Hm/Kit elektrédok elekrokémiai viselkedésének ta-
nulmanyozasara CV modszerrel.
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8. abra

Voltamogrammok a G, G/Hm és G/Hm/Kit elektrodok esetében pH 7.02 (A)
illetve a G/Hm elektrodra vonatkoztatva ha pH: 4.02, 5.7, 7.02, 8.02. (B).

Kisérleti koriilmények : foszfatos pufferoldat 0,1M, kezdeti potencial 0 V vs. Ag/AgCI/KCl,,, Ar atmoszféraban,
homérséklet 25+2°C, ciklikus voltammetriaban (CV), 30 ciklus, pasztazasi sebesség 50mV/s (A),
2 ciklus, pasztazasi sebesség 20mV/s (B).

Osszehasonlitva a G/Hm és G/Hm/Kit voltamogrammyjait, lathaté a katédos dramerdsség novekedése il-
letve az anddos aramerdsség csokkenése a kitozan jelenlétében (8 abra, A). Az E-pH viszonya, a pH: 4-8 tar-
tomanyban linearis. V/ApH eltér (kisebb) mint 0.059, ami 1H', le” cserére érvényes. Jelen esetben CV: V/ApH= -
0.041£0.005, R=0.962 /N=4; értckeket eredményezett. A szakirodalom emlit a Hm és a hozza hasonld szerkezetii
hemoglobin (Hb) esetében hasonlo eltéréseket. Mivel 7.02 pH-ju kozeg a legalkalmasabb bioszenzorok eléallita-
sara és viselkedésiik tanulmanyozasara, a tovabbiakban ezen a pH értéken torténnek a mérések.
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A pasztazasi sebesség hatasa a G/Hm es G/Hm/Kit elektrodok elektrokémiai viselkedésére (4, B)
illetve az I - v viszonya a G/Hm és G/Hm/Kit elektrodokra vonatkoztatva (C).
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Kisérleti koriilmények: foszfatos pufferoldat 0,1M, pH 7.02, kezdeti potencial 0 V vs. Ag/AgCIl/KClsat,
2 ciklus, Ar atmoszféraban, hémérséklet 25+2°C, (CV).

1. tablazat: I vs. v G/Hm és G/Hm/Kit elektrédok esetében

Elektrod Logl.vs. LogvVv R/n
G /Hm log I,,=-6.907 + 1.184 log v 0.990/6
G / Hm/Kit log I, ,=-6.754 + 1.045 log v 0.999/6

Mivel a log I, , vs. log v liniarizalasi egyenletben az 1.184 illetve 1.045 meredekségi értékek (1. tabla-
zat) megkdzelitik az elméleti értéket, 1, elmondhatd, hogy a hemin az elektrod feliiletén rogzitve talalhato. A
pasztazasi sebesség fliggvényében valtozik az anddos (E, ,) illetve katodos (E, ) csucspotencial értéke. A mo-
dositott G/Hm elektrod esetében: E, ,~-314 mV, E, ~-343 mV, mig a G/Hm/Kit elektrod esetében: E, ,~ -306
mV, E, .~ -356 mV koriil van. AE, a G/Hm és G/Hm/Kit esetében 100mV/s pasztazasi sebességen egyarant a
legnagyobb: 34mV illetve S0mV.

3.2. A hidrogén-peroxid (H,0,) elektrokatalizise a modositott G/Hm elektréd illetve a
g/hm/Kkit/hrp/ga bioszenzor esetében

A moédositott G/Hm elektréd hasznalhatd H,0, (10. dbra A) (illetve NO*) kimutatasara, ugyanakkor al-
kalmas bioszenzorok eldalitasara.

(A)

B)

0.6 -

f A

oz

o4

os o0& 10
[H O ]/mM
2 2

1z

10. abra

crer

illetve az I — [H,0,] viszonya a G/Hm/Kit/HRP/Ga bioszenzorra vonatkoztatva (B).

Kisérleti koriilmények: foszfatos pufferoldat 0,1M, kezdeti potencial 0 V vs. Ag/AgCI/KClsat, Ar atmoszféraban, homérséklet 25+2°C,
PH 7.02, 2 ciklus, pasztizasi sebesség 20mV/s, az adagolt H,O, 107°M volt (4); 500 rpm, potencial —500mV vs. Ag/AgCl/Kclsat.(B)
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Esetiinkben a biologiai médositd a tormaperoxidaz (HRP). A G/Hm/Kit/HRP/Ga bioszenzor viselkedé-
se H,O, jelenlétében lathato a 10. abran (B), a kalibracios gérbén mely amperometrias méréstehnikaval ké-
szilt.
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11. abra

Lineweaver-Burk: 1/I=f(1/[H,0,]) (4), Eadie-Hofstee: I=f(I/[H,0,]) (B) és Hanes-Woolf:
([H,O,]/D=f([H,0,]) (C) liniarizalasok a G/Hm/Kit/HRP/Ga bioszenzorra vonatkoztatva,
amperometrids mérési modszer alkalmazasakor.

A 11. abran lathat6 linearizalasbol szarmazo 1, Kv, S, R/ n értékek az alabbi, 2. tablazatban talalhatok.

2. tablazat: A elektrokinetikus paraméterek értékei a G/Hm/Kit/HRP/Ga bioszenzorra vonatkozodan.

Linearizalas Elektrokinetikai paraméterek

Loae / A Ky / mM S=I,ue/Ky (WA/mM) | R/n
Hyperbola (Origin) | 0.71574+0.02285 | 0.45636+0.03172 | 1.56837+0.15909 | 0.99 /40

Lineweaver-Burk 0.88396 +0.13808 | 0.609678 +0.1124 1.44989 + 0.04076 0.99/49

Eadie-Hofstee 0.65582+0.019597 | 0.38805 +0.01426 1.69004 £ 0.112612 | 0.98 /27
Hanes-Woolf 0.702524+0.01898 | 0.433569+0.02557 1.620325 +£0.05177 | 0.99/34
Foario F??: By ':‘U Iirrllld 1
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12. abra.
A H,0, elektrokatalizisének mehanizmusa
Hm jelenlétében.
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A szakirodalom a H,O,, Hm jelenlétében torténé elektrokatalizisére a 12. abran lathaté mehanizmust je-
161i meg, mely harom 1épésben torténik, két intermedier képzédésével. A folyamat hasonlit a HRP jelenlé-
tében torténd elektroredukciohoz, mivel a két anyag HRP és Hm szerkezete igen hasonlo.

HRP(Fe™) + H,0,=HRP-I + H,O0 (1)
HRP-I +AH, = HRP-II + HA* (2)
HRP-II + AH, = HRP(Fe"™)+H,0 (3)

A harom 1épésben torténé mehanizmus mellett az alabbi, két 1épésben torténé folyamatot is emlit a
szakirodalom. [21,22] [23]

HRPFe(III) + H;O,— compound I + H,O (1)
compound I + 2e— +2H"— HRPFe(11I) + H,0 (2)

3.3. A G/Hm elektrod stabilitas

Az élettartam, stabilitds meghatarozo az elektrod elektrokémiai viselkedésében. A G/Hm elektrod ese-
tében a rovidtava (672s) illetve hosszatava (18300s) stabilitds megfigyelése soran: a katdédos dramerdsség
értéke csokken az id6 fliggvényében. Két ora elteltével a csokkenés 2.017% (0.104 pA), 6t ora elteltével pedig
2.735% (0.123 pA), ha a kisérleti koriilmények: foszfatos pufferoldat 0,1M, pH 7.02, kezdeti potencial 0 V vs.
Ag/AgCl/KClsat, pasztazési sebesség 20mV/s, argon atmoszféraban, hdmérsé¢klet 25+2°C. A révidtava stabi-
litas (672s) a pasztazasi sebesség S0mV/s. Az elektrod tarolasa, pufferoldatot tartalmazé kozegben,
hiitészekrényben torténik, 4°C hémérsékleten.

4. KOVETKEZTETESEK

— A Hemin szerkezetében jelenlévd Fe(Ill) konnyen redukalodik Fe(Il) - re, reverzibilis folyamatban.
Ezért elektrokémiai szempontbol aktiv anyag, mely igen jol rogzithetd adszorbcidval, polimérbe
(Kitozan) valo bedgyazassal, a grafit feliilletére és modositott elektrod allithatdo eld, gyorsan,
egszerlien, j6 reproduktibilitassal: G/Hm illetve G/Hm/Kit.

— A vizsgélat targya: a pH hatasa a stabilitas, a hidrogén-peroxid elektrokatalizise (G/Hm) illetve a
pasztazasi sebesség hatasa a G/Hm és G/Hm/Kit elektrod viselkedésére.

Az E — pH viszonya, a pH: 4-8 tartomanyban linearis. V/ApH=-0.041+£0.005, R=0.962 /N=4, eltér
(kisebb) mint 0.059, ami 1H", le” cserére érvényes.

— Az aramer0sség linearisan valtozik a pasztazasi sebességgel mindkét elektrod esetében, CV
méréstehnika alkalmazasakor. Az elektrodok stabilitasa jonak mondhato.

—  G/Hm/Kit/HRP/Ga szerkezetli amperometrias bioszenzor allithatd eld, mely a H,O, kimuttasara
szolgal. A valaszid6 5-10 s. Tarolas 4°C, hiitészekrényben foszfatos pufferoldattal telitett kozeg-
ben.
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