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1. BEVEZETES

Az enzimes mindségi analizis elsd 1épéseit mar a XIX. szdzad kdzepén
megtették, amikor Osann 1845-ben torma peroxiddzzal (HRP) mutatta ki
hidrogén-peroxid jelenlétét. Néhany évvel késobb Schonbein (1851) a
hidrogén-peroxid legkisebb kimutathaté koncentradciojat is meghatarozta.
Néhany olyan enzimes analitikai eljards bevezetésére is sor keriilt, amelyek
romlas indikatorként mutattdk egyes élelmiszerek hdkezelésének elégséges
illetve elégtelen voltat. A mennyiségi enzimes analizis kezdetét a mult szazad

30-as éveire tehetjiik, amikor Warburg és munkatarsai (1935, 1948) felfedezték

a hidrogénatvivé enzimeket és koenzimjeiket.

Az enzimek szerves fazisban valo alkalmazisar6l mar 1913-ban kozdltek
eredményt (Laane és mtsai., 1987). A biotechnoldgiaban kétségteleniil az egyik
legnagyobb attorés a reakcid olyan kozegben torténd lejatszédasa, amelynek
polaritdsa joval kisebb, mint a vizé. Természetes dallapotban sok enzim
kapcsolédik nem polaris, sejtes elemhez, kiilonésen membranokhoz. Ezért a
vizes, erdsen polaris kornyezet gyakran kedvezdtlenebb a biokatalizator
szamara, mint egy kevésbé polaris kdrnyezet, amelyben csdkkenhet az
aktivitds, a specifitds ¢és a stabilitds (Brink ¢és mtsai., 1988). Az elmult
évtizedek kutatdsai igazoltak, hogy az enzimek hatékonyan mikoédnek nemcsak
vizes, hanem szerves fazisban is (Kazandjian ¢és Klibanov, 1985, Klibanov,

1986).

Jollehet az enzimolégusok bizonyitottak, hogy az enzimek aktivitisa
megmarad, sét sokszor ndvekszik a szerves fazisban, mégis a bioszenzorok
fejlesztése sordn majd két évtized kellett ahhoz, hogy szerves fazisban miik6dé
bioszenzorok is kifejlesztésre keriiljenek. Az elsd, nagy érdeklddést kivalto
leirast Hall ¢és munkatarsai (1988a,b) publikaltdk, majd ezutdn tobb
kutatocsoport kezdett ezzel a témaval foglalkozni (Iwuoha és mtsai., 1994,

Saini és mtsai., 1991, Wang ¢és mtsai., 1992, 1993, Campanella és mtsai.,

1992b).

A vizes féazisban alkalmazott bioszenzorok vizsgalata a kiilonb6zd
pufferoldatok Osszetételére, pH-jara, hémérsékletére korlatozoédott. A szerves

oldoszerek alkalmazhatosdganak vizsgélata elsdsorban az enzim aktivitdsanak,



a szubsztrat stabilitasanak €s specifitdsanak valtozasara, valamint a kiilonb6z6
valds mintak nehézkes és munkaigényes minta-elékészitésének
egyszerlisitésére iranyult. A szerves fazisu bioszenzorok alkalmazasakor az
oldoszer a szubsztrat oldhatésdgaban, valamint a szubsztrat, az enzim és az
enzim-szubsztrat komplex stabilitdsaban jatszik fontos szerepet. Az enzimek
szerves fazisban valé miikodésének felderitése jelentdsen novelte a bioszenzor
technika alkalmazasi lehetdségeit. Kinetikai vagy termodinamikai okokbol
vizes kozegben nem alkalmazhatd reakciok ezen til a megfeleld szerves
kozegben vizsgalhatok. Az alkalmazott szerves kdzeg hatdsara, a reakcidelegy
fizikai-kémiai tulajdonsagainak fiiggvényében (pl. a hidratdcid foka, polaritas
¢s hidrofobicitas) azonban véltozhat az enzim specifitdsa. Az enzim elektrodok
szerves fazisban valo alkalmazasdnak lehetdségeit szamos publikacid foglalta
0ssze (Saini és mtsai, 1991, Wang és mtsai, 1993). Ugyanakkor ki kell emelni,
hogy a szerves féazisu bioszenzorok alkalmazisanak legfobb eldénye, hogy
kozvetlen vizsgalati lehetdséget biztosit egy sor vizben egyaltaldn nem, vagy
csak részben oldhaté szubsztrat szaméra, amelyek azonban bizonyos szerves
oldészerekben jol oldodnak. A kiilonb6z6 olddészerek alkalmazasa tehat
lehetdséget biztosit arra, hogy a megfeleld olddészer kivalasztisaval minden
olyan vegylletet meghatdrozhassunk a megfeleléen kialakitott szerves fazisu

bioszenzorral, amely redox enzimnek szubsztratja.

Az irodalmi Osszefoglaloban ismertetett publikdciokban egy-két kivételtol
eltekintve (Wang, 1990, Mannino ¢és mtsai, 1994), a szerzék kevert, ill. 4llo
rendszerben végzett mérésekrél szamoltak be. Sokan megemlitik, hogy az
elektrodokat hosszabb-rovidebb ideig pufferoldatban kondicionaltdk a szerves

fazisban valo alkalmazas elott és utan.

A Kozponti Elelmiszer-tudomanyi Kutatointézet (KEKI) Analitikai Osztalyan kb.
15 ¢éve foglalkozunk enzim alapi bioszenzorok fejlesztésével. A kutatdsainkban
gyuimolcslevekbdl glikkoz, fermentlevekbdl maltoz, galaktéz, tejtermékekbdl
lakt6z, sormintakbol alkohol, valamint a D- ¢és L-aminosavak aranyéanak
kimutatdsara dolgoztunk ki eljaradst. Egy illetve két enzim rogzitésével
vékonyrétegeellat készitettiink, €s az enzimes reakcid vagy reakciok sordn
keletkezd hidrogén-peroxidot amperometrias celldban mértiikk. Ezen eredményeink

alapjan a bioszenzorok alkalmazdsi korét szerves fazisban torténd mérésekre



kivantuk kiterjeszteni.

Munkank soran folyamatosan dramld szerves fazist rendszerben miik6dé enzim
alapi amperometrids bioszenzorok kialakitasat tlztik ki célul. Glikoéz,
hidrogén-peroxid valamint koleszterin meghatdrozasara fejlesztettiink ki
eljarasokat. Vizsgalni kivantuk az enzimek mikodési feltételeit, a legfontosabb
biokémiai ¢és elektrokémiai paramétereket optimalizaltuk. A kidolgozott
eljarasokat ¢élelmiszerek vizsgalatanal alkalmaztuk, egyszerti minta eldkészitéseket

dolgoztunk ki.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A szerves fazist bioszenzorok alkalmazasa a bioanalitikai eljardsok 0j agat
képviseli. Olyan egyszerli, gyors mérési modszerek kidolgozasara nyilik
lehetdség, amelyek pl. a petrolkémia, gyodgyszer- és ¢élelmiszeripar teriiletén
szerves fazisban el6fordulé szubsztrdtok mennyiségi meghatarozasara
alkalmasak. Fontos feladat pl. az étkezési olajok zsirsavosszetételének, illetve
az Osszetétel valtozdsanak nyomon kovetése, amely tdjékoztatast adhat az
avasodds  mértékérdl. Ugyancsak  lehetéség  nyilik a  gazolajok
alkoholtartalmanak meghatdrozasdra alkalmas bioszenzorok kifejlesztésére

(Saini és Turner, 1991).

2.1. Oldoszerek alkalmazasa enzimes folyamatokban

A szerves olddszerek jelentds valtozast idéznek eld az enzim aktivitasdban és
specifitdsaban. Ennek oka, hogy az enzimek strukturdja szdmos nem-kovalens
kotéstol fiigg, mint amilyen a hidrogénkdtés, az ionos kotés, hidrofob
kolcsonhatas, valamint a van der Waals féle kotderdk, amelyekkel az enzimek
szerkezeti stabilitdsa vizes kozegben kialakul. A szerves oldoszerek azonban
ezeket a kolcsonhatdsokat moédosithatjak, megvaltoztatva ezaltal az enzimek
kinetikai ¢és termodinamikai tulajdonsagait. Az olddészer hidrofobicitasa,
permittivitasa, viztartalma befolyasolhatja az enzim-szubsztrat kotés
kialakulasat, ezaltal modositva az enzim szubsztrat specifitasat és aktivitasat is

(Dordick 1991; Dordick 1992).

Az enzimek katalitikus mikodésiiket csak akkor fejthetik ki, ha megdrzik
természetes tulajdonsagaikat. A szerves oldoszerekben az enzimmolekulat,
természetes konformacidjanak biztositdsa érdekében, jol definialt vizburok
veszi koriil. A vizburok elvesztése, vagy erds deformacidja, amelyet a szerves
oldoszerek okozhatnak, felboritja a mar emlitett kdlcsonhatdsok rendszerét,
csokkentve ezaltal a katalitikus aktivitast. Ha a szerves oldoszer specifikusan
reagdl az enzim molekuldval, akkor gétolja, ill. részben vagy teljesen
denaturélja azt. Ett6l a hatdstol ismét csak a hidratalt allapot védheti meg az

enzimeket a szerves oldoszerben gazdag rendszerekben.



Mivel a hidrofil old6szerek elvonjdk az enzim kodrnyezetébdl az esszencidlis
vizet, az elsé szerves fazisi bioszenzorok miukodését hidrofob oldoészerek
jelenlétében vizsgaltak (Hall ¢és mtsai, 1988a,b). A hidrofob oldoszerek
bioszenzoros alkalmazasakor kiilonds figyelmet forditottak az enzim aktiv

centrumanak hidratdlasara, a vizburok megtartasara.

2.1.1. Szerves oldoszerek hatasa a biokatalizatorokra

Az egyfazisi szerves olddszerekben az enzimek oldhatésaga, illetve
oldhatatlansaga jelentésen befolyasolja az enzimkatalizis kinetikajat, hiszen
mind a részecskéken beliili, mind pedig a kiilsé diffuzidé csokkenti az enzimek
reakcid sebességét. Az enzimeket diffuziés tulajdonsagaik szerint két

csoportba lehet osztani.

e A kevéssé aktiv enzimek esetében a diffizié6 nem befolydsolja jelentdsen az
enzim kinetikajat. Zaks ¢és Klibanov (1986) az N-acetil-L-fenilalanin
atészterezési reakcidjat vizsgaltak oktanban. Tapasztalataik szerint a reakcio
sebessége nem valtozott, ha az a-kimotripszin enzim szemcséinek mérete 5-
270 um kozott valtozott. Ennek oka, hogy az a-kimotripszin aktivitasa

harom nagyséagrenddel kisebb szerves fazisban, mint vizes kozegben.

e Az aktiv enzimek esetében azonban sokszor a diffuzié6 a sebesség-
meghatdrozoé 1épés. A részecskék kozotti és a kiilsé diffuzié kikiiszobolésére
a heterogén fazisi rendszerekben alkalmazott eljardsok bizonyultak
eredményesnek. Kazandjian és munkatarsai (1986) nagy feliileti hordozoéra
porlasztva rogzitették az enzimeket. Mivel az enzimek nem oldodtak az
adott oldoszerekben, nem volt sziikséges kovalens kotések kialakitasa. HRP
enzimet {liveggydongydn rdgzitve az o-fenilén-diamin oxidécidjanak
sebessége benzolban 160-szor volt nagyobb, mint rogzités nélkiil. Hasonlo
ndvekedést tapasztaltak, ha a p-krezol oxidacidjat rogzitett HRP enzimmel

dioxanban végezték.

Az enzim molekulak és a szerves olddszerek térbeli szétvalasa csokkent, ha az
enzimeket szerves olddszerekben oldhatéo oldallanccal (pl. polietilén-glikol,
PEG) modositottdk. Ezek a moddositott enzimek oldhatéak egy sor polaris és

apolaris oldoszerben, az aktivitds megdrzésére azonban tovabbra is sziikség



van bizonyos mennyiségi viz jelenlétére. Feltehetd, hogy a PEG lancok az
enzim koriil viz-megtarté véddoburkot alakitanak ki (Khmelnitsky és mtsai.,

1988).

A diffuzi6 csokkentése a reakcidelegy intenzivebb keverésével is elérhetd volt.
A vizes vagy folyadék-folyadék rendszerektdl eltérden az egyfazisu szerves
oldoszerekben végbemend reakciok sordn az erds keverés nem vezetett az

enzim molekuldk degradaciojahoz.
A szerves oldoszerek az enzimreakciot tobbféleképpen is befolydsolhatjak:

e Az oldészerek, megvaltoztatva az enzimfehérje masodlagos illetve
harmadlagos szerkezetét, a hidrogénkotéseket, a hidrofob kdlcsonhatasokat,
enzim gatlast vagy inaktivalédast okozhatnak. Ez a hatas megfigyelhetd
mind a kétfazisi rendszerekben-, mind pedig a vizoldhatdé szerves
oldoszereket kis koncentraciéban tartalmazd vizes rendszerekben oldott
enzimek esetében. Ugyanakkor az egyfazisi olddszerekben oldhatatlan

enzimek gyakran kedvezden stabilnak és aktivnak mutatkoznak (Klibanov,

1989).

e Az olddszer reakcidoba léphet a termék vagy a szubsztrat molekuldkkal, eziton
befolydsolva az enzim aktivitasat. Kazandjian és munkatarsai (1986) kutatdsai
szerint a kloroform jelenléte szignifikdnsan csdkkentette a peroxidaz aktivitasat

a fenolok oxidacidja soran.

e A szerves oldoszerek reakcioba léphetnek az enzim kozvetlen kdrnyezetében
1évo esszencialis vizzel is, megbontva az enzimmolekulat védd hidratburkot. Az
erésen polaris oldoszerek nagyobb mennyiségli vizet oldhatnak, eltdvolitva
ezzel a sziikséges vizburkot az enzim aktiv centruméanak kornyezetébdl, mig a
hidrofob oldoszerek kevésbé képesek megbontani az enzimhez kot6do

vizburkot.

2.1.2. A viz szerepe az enzimek szerves kozegben valo mikodésében

Amint mar tobbszor emlitettiik, az enzimek miikodéséhez feltétleniil sziikség
van bizonyos mennyiségii viz jelenlétére a szerves fazisban. Ez a megallapitas

a hidrofil olddészerek esetében fokozottan igaz, mivel a vizmentes oldoszerek



elvonjak a vizet az enzim kornyezetébdl.

Az enzimek fizikai ¢és kémiai tulajdonsagai a viz direkt vagy indirekt
szerepétdl fiiggenek minden nem-kovalens kolcsonhatasban, amelynek az
enzim konformdcié megtartdsdban van jelentds szerepe. Amig azonban az
egyértelmii, hogy a biokémiai reakciokhoz sziikség van viz jelenlétére, kevéssé
tisztazott, hogy mennyi is az optimdalis viz mennyisége. A minimdalisan
sziikséges viz mennyisége adott koriilmények kozott fiigg az oldoszertdl, az

alkalmazott enzimt6l, valamint a szubsztrattol.

Korabban feltételezték, hogy a hidratdlt enzimmolekuldk mindegyikét néhany
molekula rétegvastagsagu vizburok veszi koril (Dordick, 1989). A viz
rétegvastagsaganak becslése kiilonb6z6 meggondoldsokat tett sziikségessé.
Zaks ¢és Klibanov (1988) feltételezése szerint egy vékony hidratburok jelenléte
sziikkséges, ami az enzim mikrokornyezetét védi. Ez a burok pufferként
miikddik az enzim felszine és az oldoszer tomege kozott. Az enzim aktivitasat,
mikodését a hidratburkon kiviili molekuldk ebben az esetben nem
befolyasolhatnak. Ezt a gondolatot a szerves olddészerekre kiterjesztve,
lehetévé valna, hogy a sértetlen hidratburokban az enzim megdrizze
aktivitasat, a szerves olddszer tomeghatdsa tehat nem befolydsolnd az enzim
mikrokornyezetét. Kisérletekkel igazoltak, hogy oktdnban az a-kimotripszin
mikodéséhez enzim molekulanként kb. 50 molekula viz kell (Zaks, Klibanov,
1986). A polifenoloxidaz kloroformban kb. 0,5% vizes puffer jelenlétében (kb.
3,5x107 db vizmolekula/enzimmolekula), mig a HRP toluolban mar 0,25%
pufferral hatékonyan miikédik (Dordick,1989).

A hidratalas hatasat vizsgaltdk a katalitikus aktivitdsra ¢és a fehérje
szerkezetére nézve szubtilizin esetében kiillonb6zé oldoszerekben (pl.
ciklohexan, dikléormetan, acetonitril), és megallapitottadk, hogy a kezdeti
hidrataci6o okozhatja a fehérje masodlagos szerkezetének merevvé valdsat az
oldészerrel valo kezelés nyoméan. Az enzimeket kiilonb6zé mennyiségli vizet
tartalmazd szerves oldoszerrel vizsgalva kideriilt, hogy néhany enzim optimalis
mennyiségli viz és megfeleld olddszer jelenlétében nagyobb aktivitast mutat,

mint vizes fazisban (Partridge ¢s mtsai, 1998a).

10



2.1.3. A szerves oldoszerek kivalasztasa

Az adott bioreakciohoz alkalmas oldoszer kivalasztasakor szamos tényez6t kell

figyelembe venni.

e Az elsé fontos szempont, az oldoszer kompatibilitdsa a szubsztrattal.
Cukrok, pl. csak hidrofil, vizzel elegyedé oldoszerekben oldédnak, pl.
piridinben vagy dimetil-formamidban. A hidrofob oldoszerek tehat nem
alkalmasak az enzimkatalizalta cukor modositasokhoz, mivel nem jon létre

reakcid az oldhatatlan szubsztrat és enzim kozott (Dordick, 1989).

e Ehhez hasonlé jelentdségli a keletkezd termékek ¢és az oldoszer
kompatibilitasa is. A polaris termékmolekuldk az enzim kozvetlen kozelében
maradnak, ezaltal termék gatlds, vagy nem kivanatos mellékreakcid
kovetkezhet be, pl. polifenoloxiddz reakcidja soran hexanban. A polaris
kinonszarmazékok nem oldédnak az apoldris hexdnban, hanem az enzim
molekula kozvetlen kozelében polimerizalodnak, ezzel jelentdsen
csokkentve az enzim aktivitdsat. Polaris oldoszert (pl. kloroformot)
alkalmazva azonban a kinonok nem polimerizalodnak (Kazandjian ¢és

Klibanov, 1985.).

e A kivalasztott oldoszer a reakcié szempontjabol inert legyen, pl.
atészterezési reakciokndl az olddszer nem lehet észter, vagy alkohol, mert

nemkivanatos mellékreakcidk 1éphetnek fel.

e Az oldoszerek kivalasztasat jelentdsen befolyédsoljak azok fizikai
tulajdonsagai, a surtiség, a viszkozitas, a felileti fesziiltség, nem
utolsosorban pedig a biztonsagtechnikai problémak, a toxicitids, az

éghetdség, a hulladék elhelyezése, valamint a jarulékos koltségek.

Tekintettel arra, hogy a megfeleld olddszer kivalasztisdra nincsenek bevalt
modszerek, szamos oldészer johet szoba, a valasztas sokszor onkényes. Ezeket
a problémakat felismerve tobb kutatocsoport modelleket dolgozott ki,
Osszefliggést teremtve az egyes oldészerek fizikai-kémiai tulajdonsagai és a

vizsgalt enzim aktivitasa kozott.
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2.1.4. Oldoszerek osztalyozasa Ray szerint

Az enzimek katalitikusan aktiv forméajanak megdérzésében a hidrofob
kolecsonhatdsok jatsszak a legfontosabb szerepet. A konforméaciéo megdrzésének
mértékére utalhat az a valtozas, amely a vizburokban kotott molekulak szerves
oldoszer molekuldkra torténd kicserélddésekor 1ép fel a fehérje szerkezetében.
Az enzim molekuldkkal valé kdlcsonhatasra vonatkozé tapasztalati eredmények

alapjan Ray (1971) az oldészereket harom csoportba osztotta:

1. Az enzim — olddészer kdlcsonhatds erds: pl. viz, glicerin, etilénglikol,

etanol-amin, és formamid, stb.

2. Az enzim — olddszer kolcsonhatas kozepes: pl. metil-formamid, dimetil-

formamid, stb.
3. Az enzim — oldoészer kdlcsOnhatds gyenge: pl. metanol, etanol, toluol, stb.

Az enzimekkel vald kolcsonhatds az elsé csoportba tartozé oldoszereknél a
legerdsebb, kevésbé intenziv a masodik csoportba tartoz6 oldoszerek esetében,
mig a harmadik csoportba tartoz6 oldoszerekkel szinte nincs kdlcsdnhatés. Ray
szerint az elsé csoportba tartoz6 olddészerek hatasanak fo oka, hogy ezekben a
molekuldkban legalabb két olyan kozpont van, ami koriil hidrogénkdtés
alakulhat ki. A molekuldk kozotti kotések hatdsara a hidrogénhidkotések egy
merev, termodinamikailag kedvezdtlen szerkezetet biztositanak az oldott,
szolvofob molekuldk koril. Az elsé osztalyba tartozo oldoszerek koziil ezek a

hatasok a vizben és a glicerinben a legerdsebbek (Khmelnitzky és mtsai, 1988).

A fentiek alapjan feltételezték, hogy a fehérje molekuldk szerkezetének
megdrzésében az elsddleges szerepet a hidrofob kdlcsonhatdsok jatsszak, az
enzimes reakcidkban tehat az elsé csoportba tartozé olddszerek vehetnének
részt, pl. a glicerin. A kisérletek azt bizonyitottdk, hogy az elsd csoportba
tartozd glicerin és etilénglikol tényleg kevésbé inaktivalja az enzimeket, mint
pl. a masodik csoportba tartozé dimetil-formamid. Novekvd szerves oldoszer
aranynal az enzimaktivitds sokszor csdkken. Ugyanakkor szamos esetben
tapasztalhaté, hogy nagy mennyiségli szerves oldoszert (10-30% felett)
alkalmazva bizonyos enzimek jelentds aktivitds ndvekedést mutatnak a vizes

reakcidohoz képest. (Martinek, Semenov, 1981, Martinek és mtsai., 1977.) Ez az
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aktivitas novekedés néha igen jelentds, tobb

tizszeres 1is lehet, mivel a szerves oldoszer alkalmazasdval egyrészt
konformacié valtozas kovetkezik be, masrészt a szerves oldodszer kozvetleniil is
részt vehet az enzimes reakcioban mint egy tovabbi nukleofil dgens (Singh és

Wang, 1979).

Az enzimes reakciok kdézegeként sokszor igen eldnyds a vizoldhatd szerves
olddészerek haszndlata, pl. az amino- €s karboxilsav észter szintézisek esetében
(Weetall, 1985), karbamid-, glicerofoszfat- és peptidkotések kialakitasakor
peptidekben (West, Wong, 1986) ¢és fehérjékben (Homandberg, Laskowski,
1979.). A fenti alkalmazasok soran a szerves oldoszerben kis viz koncentracié

mellett a reakcio-egyensuly a szintézis iranyaba tolodik el a hidrolizis helyett.

Ezek a reakcidok azonban csak a nemvizes komponens 50-70%-4ig jatszddnak
le, nagyobb koncentracid esetén az enzimaktivitas hirtelen csdkken. Ilyenkor a
szerves olddszer helyettesiti a vizmolekulakat a fehérjemolekula felszinén, oly
mértékig megbontva ezzel az enzim molekula hidratacios allapotat, hogy a
katalitikusan aktiv konforméci6 jelenléte az oldatban megsziinik, a molekula
denaturalodik és/vagy kicsapddik. Bizonyos esetben a szerves olddszer aranya
még a 80-90%-ot is elérhet anélkiil, hogy az enzim inaktivdlédna, bar ez
inkabb a kivételek kozé tartozik. Glicerin és mas poliol adagolésaval az
enzimek katalitikus aktivitdsa még 5-10% viz koncentrdcié mellett is
megmarad. A fehérjék a polialkoholok hatasara ugyanis alig denaturalodnak a
tobbi szerves oldoszerhez képest, a fehérjét koriilvevd vizburok pedig sokkal
erdsebben hidratalja a molekulakat, mint ha csak vizes oldatban lennének.
Poliolok oldatdban tehat az enzimmolekuldkat koriilvevd hidratburok sértetlen
marad és ezaltal nem bomlik meg a természetes szerkezeti konformacié sem.
Ezek az olddszerek latszolag megfelelé kdrnyezetet biztositanak az enzimek
szamara, azonban a pozitiv tapasztalatok ellenére sem ajanlhaték az enzimes
reakciok kozegeként. FO hatrdnyuk részint nagy viszkozitdsuk, valamint az,
hogy kis polaritdst szubsztratok nem oldhatoéak benniik (Homandberg ¢és mtsai,

1978, Homandberg ¢és Laskowski, 1979, Nilsson és Mosbach, 1984).

Nem szabad figyelmen kiviil hagyni azonban azt a tényt sem, hogy a szerves

fazisban teljesen denaturdlt enzim még a mesterségesen eldidézett valtozas
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ellenére is igen gyakran miikddik katalizatorként, amint ezt az a-kimotripszin
vizsgalata is igazolta (Klysov és mtsai, 1975). Az enzim dimetil-szulfoxidban
denaturalt allapotban is katalizdlta kiilonb6z6é szubsztratok hidrolizisét, mivel
képes nemspecifikus polifunkcios polimer katalizatorként miitkddni, nukleofil
csoportja kiilonb6zd, kiilondsen kdzepes és kis polaritasu szubsztratokat hasit

le.

2.1.5. A szerves oldoszerek jellemzése

A szerves fazisu bioszenzorok készitéséhez felhasznilhatd olddszerek szama

korlatozott, mivel sok oldoszer inaktivalja vagy denaturalja az enzimet.

Szamos vizsgalatot végeztek annak érdekében, hogy megfeleld Osszefiiggést
taldljanak az enzim aktivitdsa és az olddszer polaritasat jellemzd valamely
ismert paraméter kozott, mint a dipolus momentum (p), a permittivitas (g),
vagy a viszkozitas (1n). A dip6élus momentum az olddészer molekula szerkezettdl
fiiggd fizikai tulajdonsdga, amig a permittivitds az olddszer egész tomegére
vonatkozik. Mindkét fizikai jellemzd mutat bizonyos 0Osszefiiggést az oldat
polaritdsaval, azonban egyik paraméter sem alkalmazhat6 4ltalanosan (Laane és

mtsai, 1987).

Brink ¢és Tramper (1985) az un. Hildebrand oldhatosagi egyiitthatét (90)
hasznaltdk a szerves oldoszerek polaritdsdnak jellemzésére. A Hildebrand
oldhatdésagi egyiitthatdo nem mas mint az oldoszer kohézids energiastiriségének
négyzetgydoke, amely az egységnyi mennyiségre vonatkoztatott teljes
molekulakohéziot mutatja. Az adott olddészerre vonatkozo Hildebrand
oldhatosagi egyiitthato a kovetkezd egyenlet segitségével hatdrozhatdé meg
(ahol p - nyomas, AH - molaris parolgéasi hd, R — gazalland6, T - hdmérséklet,

M - moléris tdmeg, v - kinematikai viszkozitas):

p(AH"—RT) v

M

S=

Az egyenlet szerint tehat a Hildebrand oldhatésagi egyiitthatdé automatikusan

csokken a novekvd molekulatomeg mellett. Kisérletek alapjan megallapitottdk,
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hogy nagy a biokatalitikus aktivitas az olyan olddszerekben, amelyeknél igen
kicsi az oldoszer polaritasa (6<-8), ¢és viszonylag nagy az oldoszer
molekulatomege (M>150). Tovabbi vizsgalatok bizonyitottdk azonban, hogy a
Hildebrand oldhatésagi egyiitthatdé nem jellemzi a polaritast megfelelden,
kivaltképpen az apolaris olddszereknél nagy az eltérés, valamint a Hildebrand
oldhatésagi egyiitthatd ¢és a molekulatomeg az egyenlet alapjan nem

fliggetlenek egymastol.

Az enzim ¢€s az olddszer kapcsolatanak jellemzésére adott olddszerben a Laane
¢s munkatarsai (1987) altal bevezetett log P érték (ahol P az adott oldoészer
megoszlasi hanyadosa viz és l-oktanol kétfazisu rendszerben) fogadhato el a
legtagabb hatarok kozott.

P = [oldészer ], / [oldészer ],
A log P értékek az olddszerek hidrofobicitasanak jellemzésére alkalmasak és

igen egyszerlien meghatdrozhaték az egyes hidrofob csoportok 4allanddi

alapjan. (Rekker, Kort, 1979).

Minél nagyobb az adott oldészer log P értéke, annal inkabb hidrofob jellegii (1.
tablazat). Az oldoészerek molekulasulya nem befolyasolja a hidrofob, ill.
hidrofil tulajdonsagot. A log P szamitott és tapasztalati értékei kozott csak a
viszonylag bonyolult molekuldk polaritasi értékeinél taldltak eltérést, ezért

ezeket az allandokat kisérletekkel kellett meghatarozni.

Két oldészerbdl allo keverékek esetében az oldat polaritasat a kovetkezd

altalanos, félig empirikus egyenlet alapjan lehet meghatdrozni:
logP,..crec = X,10gP, + X, logP,

everék —

ahol X1 és X2 az 1., ill. a 2. old6szer mdltortje.
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Oldoszer log P Vizoldhatosag
dimetilszulfoxid -1,3 o0
dioxan -1,1 o0
metanol -0,76 o0
acetonitril -0,33 o0
etanol -0,24 o0
aceton -0,23 0
ecetsav -0,23 ©
metilacetat 0,16 33%
propanol 0,28 o0
propionsav 0,29 0-10% 18 °C, 0-40% 25 °C
tetrahidrofuran 0,49 jol oldodik
dietilamin 0,64 jol oldodik
etilacetat 0,68 8,5% v/v
piridin 0,71 0-40% v/v
butanol 0,80 n 0-20%v/v, 1 0-14-16%v/v
dietiléter 0,85 1.2% v/v 20 °C
fenol 1,5 8,2% v/v
hexanol 1,8 0,6% v/v
kloroform 2,0 0,17% v/v
toluol 2,5 0,067% v/v
oktanol 2,9 0,096% v/v
tetraklormetan (széntetraklorid) 3,0 0,08% v/v
hexan 3,5 0,0013% v/v

1. tdblazat Oldoszerek log P értékei és oldhatdsaga

(Laane és mtsai. 1987, Perry 1968 )
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2.1.6. Szerves olddoszerek csoportositasa

Osszevetve a log P értékeket az enzimek katalitikus aktivitdsanak
eredményeivel, megallapitottdk, hogy az oldoszer polaritdsa és az enzim
aktivitasa kozott felallithatdé bizonyos Osszefiiggés, amely arra utal, hogy az
adott szerves oldészer mennyire dehidratdlja az enzimet, megbontva a
biokatalizatort stabilizdlé esszencialis hidratburkot. Az oldatok polaritdsanak
jellemzésére leginkabb a log P érték alkalmas minden egyéb mérdszammal
szemben, a log P ¢és az enzimek aktivitdsa kozott fennallo korrelacio fiiggetlen
az alkalmazott rendszertdl. A log P teljesit minden olyan kdvetelményt, aminek

egy jo indikator szam eleget tesz:

e A log P az oldoészer polaritas direkt mérészama, nem pedig indirekt, mint a

0, €, U €s a.

e A log P ¢értéke standard moédszerrel konnyen meghatarozhatd, vagy

szamithato a hidrofob csoport dllandok alapjan.

e A log P igen széles ¢értéktartomanyban érzékenyen reagal a polarités

kiilonbségekre.

Sokkal pontosabban lehetne azonban az oldoszereket aszerint jellemezni, hogy
mennyire torzitjak, befolyasoljdk a biokatalizator - viz kapcsolatot, vagy azzal,
hogy a szerves olddszer behatol-e a vizburok szerkezetébe, vagy egyszeriien
félretolja a sziikséges vizburkot. A vizburok torzitdsdnak mértékét a szerves

olddészerek vizben valo oldhatésagaval jellemezték.

Az olddszereket ezen tulajdonsaguk alapjan harom csoportba soroltak be.

log P vizben valé oldhatosag 20 °C, % v/v
log P<2 >0,4
2<log P<4 0,04-0,4
log P> 4 <0,04

2. tablazat Osszefiiggés az oldoszerek tulajdonsdgai kozott
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Kulonb6z6 biokatalizatorok szerves oldoszerben vald viselkedésének

vizsgalata alapjan a kovetkezd altalanos szabalyok vonhatok le:

e Azok az oldoszerek, amelyek log P értéke kisebb 2-nél, nem alkalmasak
biokatalitikus reakciok kozegének, mivel nagyon erdsen torzitjak a

sziitkséges vizburkot, ezaltal inaktivdlva, vagy denaturdlva a biokatalizatort.

e Azok az oldoszerek, amelyek log P értéke 2 és 4 kozott van, gyengén
torzitjak a vizburkot és biologiai aktivitasra valdo hatasuk mértéke nem

josolhatd meg eldre.

e Azok az oldészerek, amelyeknél a log P nagyobb, mint 4, nem befolyasoljak

/ torzitjak a vizburkot, a biokatalizator aktiv marad.

A log P-t mint a polaritds kvantitativ mértékét alkalmazzak, nem egészen
korrekt azonban az a meghatarozas, hogy log P a hidrofobicitéast jeldli, amely a
polaritassal ardnyos. A hidrofobicitds helyett a tudomanyos nyelvben egyre

gyakrabban hasznaljak a polaritést.

A log P értékek ismerete alapjan sem lehet azonban egyértelmiien eldonteni,
melyik oldészer alkalmazhatdo hatékonyan, hiszen méar tobben leirtdk, hogy
olyan olddszerek is jol alkalmazhatoak enzimes reakcidk olddszeréiil, amelyek

esetében a log P < 2.

2.1.7. A szubsztrat és a termék polaritasanak szerepe

Eddig csak az oldoészerek polaritasdnak a biokatalitikus reakcidkra gyakorolt
hatasat vizsgaltuk. A biokatalizis tovabbi optimdlasanal azonban figyelembe
kell venni a szubsztrat, a termék, valamint a koztesfazis polaritasdnak hatésat
is. A koztesfazisok kozotti tomegtranszport folyamatok figyelmen kiviil
hagyéasaval, csak a polaritdsok hatdsat vizsgdlva megdllapithato, hogy akkor
érhetd el nagy biokatalitikus reakciosebesség, ha a kovetkezd feltételek szerint

valasztjak ki a szerves olddszereket (kivéve a szubsztat inhibicio esetét):

1. llog Pi - log Ps| valamint [log Pcph - log Pp| értéke legyen minimalis,

hogy a koztesfazisban biztositva legyen a nagy szubsztrat koncentracio.

2. [log Pcph - log Ps| -[log Pi - log Pp| ¢értéke legyen elég nagy, hogy a

szubsztrat koncentracidja a folytonos fazisban alacsony legyen.
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ahol, log Pg - a szubsztrat polaritdsa, log Pj - a koztesfazis polaritasa, log

Pcph - a folytonos fazis polaritasa, log Pp - a termek polaritasa.

2.1.8. Vizzel telitett oldoszerek alkalmazasa

A vizelvoné hatds csak a vizzel elegyedd vagy vizzel nem telitett
oldoszerekben érvényesiil. A bioszenzorok alkalmazasakor azonban a szerves
oldoszer rendszerint vizzel telitett, az oldoszer vagy tartalmazza mindkét

folyadék fazist, vagy hasznalat el6tt vizzel telitik.

A modell alapjan azok az olddszerek, amelyek log P értéke nagyobb 4-nél (pl.
dekanol, hexadekan, diftalat észterek), alkalmasak pl. a propén epoxidalasanak
biokatalitikus reakcidjdhoz. Ezzel szemben azonban azok az oldoészerek,
amelyeknek log P értéke kisebb, mint 2, (pl. rovid lanct alkoholok, vizben
0ld6do oldészerek, rovid szénlancu észterek és éterek, stb.) nem alkalmasak a
biokatalizis oldoszeréiil. Azonban ez a modell sem ad megfeleld6 magyarazatot
pl. a lipaz piridinben, a szubtilizin dimetil-formamidban, vagy a HRP hidrofob,
vizben oldhatatlan oldoszerekben valé igen nagy aktivitasara. Ezt az eltérést a
log P értelmezésének kiterjesztésével lehet megmagyardazni. A vizzel telitett
oldoszerek alkalmazasakor a log P a kovetkezd egyenlet szerint szamithatd ki:

(x - a vizoldhatosag moltortben).

|Og P = (1 - X)lOg I:)oldészer + X IOg I:)viz

korrigalt

A fenti kisérletek értelmezése soran azonban nem egyértelmii a katalitikus
aktivitas definicioja. Szigoru kiilonbséget kellene tenni az enzim stabilitdsa ¢és
a szorosan vett katalitikus aktivitdsa kozott. A log P értékek legtobbjének
értelmezése soran az enzimet tobb o6rdn at az adott olddszerben aztattdk, majd
ezutan mérték az aktivitast. Ez az adat inkabb a stabilitasra, és nem az
aktivitasra jellemz6. Sokkal pontosabb lenne a modell, ha az enzimek kinetikai
paramétereit mérnék, a ki, és a Ky értékeket. igy az oldoszerek hatasat az
enzim aktivitdsara igen pontosan meg lehetne hatarozni a mért kezdeti szakasz

kinetikai paraméterei alapjan.
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2.2. Enzimek alkalmazasa szerves kozegben

2.2.1. Az enzimek aktivitisanak novelése szerves kozegben

Liofilizalt enzimeket szerves olddszerekben szuszpenddlva igen kis aktivitast
tapasztaltak. Kamat és munkatarsai (1992) matematikai modellek segitségével
bizonyitottak, hogy az egyes szemcséken beliil és kiviil a szemcsék méretétdl
fiiggben n6 a diffuzio. Arra is ramutattak, hogy szuperkritikus oldatokban a
diffiziéo novekedtének kovetkeztében ndtt az enzimek aktivitdsa. Az enzimek
aktivitasanak ill. stabilitasanak novelésére kiilonb6z6 eljarasok
alkalmazhatoak, els6sorban az immobilizalas, az enzimek kémiai modositasa és

az enzim fehérje szerkezetének modositasa (Janecek, 1992).

Rees ¢s Halling (2001) kutatdsai szerint a biokatalizdtor aktivitdsa a
részecskék elokészitésétdl fiigg. Szerves fazisban alkalmazott matrixon
adszorbedlt enzim kdonnyen hozzaférhetd, aktivitasa Iényegesen nagyobb, mint
a liofilizalt enzimé. Partridge és munkatarsai (1998b) uj eljarast dolgoztak ki
enzimek gyors, gazdasdgos dehidratdldsara, amelynek eredményeként nagy
enzimaktivitasu preparatumok készithetok. Az enzimeket szilikagélen
adszorbedltdk, igy az enzim igen nagy feliileten oszlott el, biztositva ezaltal a
szerves fazisban a jo hozzaférést. A vizes fazis eltavolitasa utan a rogzitett
enzimet n-propanolban 4ztattdk, ahol az olddszer gyorsan elvonta a vizet az
enzim kornyezetébdl, azonban az enzim nagy része aktiv maradt. A

készitményt felhaszndlasig propanolban taroltak.

Enzimeket feliilet aktiv anyagokkal egyiitt apolaris szerves olddszerekbe
keverve a feliilet aktiv molekuldk spontdn reverz micelldkat képeznek, amelyek
belsejében az oldott enzim aktivitdsa megmarad, pl. a pirogallol peroxidaz
katalizalta oxidacidjanak sebessége akar szazszorosa lehet, mint vizes
fazisban. A feliiletaktiv anyagok toltésének fiiggvényében valtozik a micellak

mérete (Dickinson, Fletscher, 1989).

Guo ¢s Dong (1997) ugyancsak az enzimek rogzitéséhez alkalmazott matrix
hatasat vizsgaltak, ¢és megallapitottak, hogy polihidroxil celluléz alapt

kriohidrogél vagy szerves-hidrogél formaban az enzimek vizmentes kdzegben
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is mukodnek.

Almarsson és Klibanov (1996) kutatasai szerint vizmentes oldoszerekben (pl.
1,4-dioxan, acetonitril, széntetraklorid) szuszpendalt proteaz aktivitdsa az
atészterezési reakcidokban akar szazszorosara is nott, ha denaturald hatasu
szerves oldoszert (dimetil szulfoxid vagy formamid) adagoltak. Ugyanezek a
vegyiiletek vizes fazisban nem Dbefolyasoltdk az enzim mikodését.
Feltételezésiik szerint e hatdsnak oka az enzim molekulak kozotti fehérje-
fehérje kapcsolat médositasdban keresendd. Kermasha és munkatéarsai (2001)
hasonld vizsgalatokat végeztek a tirozinaz enzimmel. Az enzim aktivitasat
heptanban, toluolban, diklérmetanban, ¢és dikloretdnban vizsgaltdk. Az
oldészerekbe acetont adagolva minden esetben ndétt az aktivitas, azonban

12,5% to6lotti aceton koncentracid mar gatolta a tirozindz mikodését.

Az enzimeket szerves oldoszerekben oldhatéd oldallanccal (pl. PEG, lipidek,
feliiletaktiv anyagok) modositva olyan komplex vegyiileteket készitettek,
amelyek nem  vizes fazisban oldhatoak. PIl. hidrofob alkoholok
transzglikoldlasa sikeresen elvégezhetd [-galaktoziddz lipid komplexével
vizmentes diizopropil éterben (Khmelnitsky, O Rich, 1999, Khmelnitsky ¢és
mtsai., 1988).

Az enzimek felszinén 1évé aminosavak toltésének megvaltoztatasaval
befolyasolni lehetett az enzim molekula kozvetlen kozelében az aktivitas
megorzéséhez sziikséges vizmolekuldk mennyiségét. Az enzim felszinén a
polaros aminosavakat apolarisra cserélve kevesebb vizre volt sziikség az
aktivitdas megodrzéséhez, mint az eredeti szerkezetet megtartva (Gorman,

Dordick, 1992, Arnold, 1988).

2.2.2. Hostabilitas novelése

Az enzimek biotechnologiai alkalmazasanak egyik akadalya a magasabb
hémérséklet iranti érzékenységiik. Vizes fazisban magas hOmérsékleten a
fehérjék elsédleges szerkezetének megvaltozasa miatt az enzimek
inaktivalédnak. A homérséklet hatdsara végbemend inaktivalodashoz vezetd
karos reakciokhoz azonban viz jelenléte sziikséges. Igy nem meglepd, hogy az

enzimek igen hdstabilakkd valnak szerves kdzegben. A lipaz pl. vizes fazisban
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100 °C-on masodpercek alatt teljesen denaturalodik. Ezzel szemben tributilint
tartalmazo heptanolban a lipaz fél élet ideje 100 °C-on 12 6ra (Zaks, Klibanov,
1984). Ayala és mtsai (1986) a citokrém oxidazt ¢s az ATP-azt vizsgaltdk 90
°C-on toluolban és megallapitottdk, hogy a felezési id6 100-szorosara nétt, ha

az oldoszer viztartalmat 0,3%-ra csokkentették.

2.2.3. A pH hatasa

Az enzimek szerves kozegben valdo mikddésének kovetkezd kérdése a reakcid
pH-ja. Szerves fazisban (a vizes fazis hianyaban) a pH nem hatarozhaté meg,

bar az enzim kdzvetlen kdrnyezetében kis mennyiségben vannak protonok.

Korabbi kutatasok szerint a szerves fazisban hasznalt enzimek "emlékeznek" a
liofilezésnél 1ill. a rogzitésnél haszndlt oldat pH-jara, a puffer sodinak
jelenlétére. Szerves oldoszerekben méar nem valtoznak meg a fehérjék kordbban
ionizalt csoportjai, ezért az enzim kémiai 4llapota valtozatlan marad az utolsé
oldott allapotdhoz képest. Ezek szerint a biokémiai reakcid optimalizdlasa
soran azt kell figyelembe venni, hogy az alkalmazott enzimet milyen
Osszetételi ¢és pH-ju pufferbdl liofilizaltdk (Zaks, Klibanov, 1986).
Triantafyllou és munkatarsai (1997) kutatdsai szerint az enzim aktivitasat az
elokészités soran jelentdsen befolyasolni lehet. Ha az enzimet megfeleld sokkal
egyltt immobilizdljuk, vagy liofilizaljuk, akkor megvéltozhat az enzim

mikodése, els6sorban a diffuzids gatlas csokkenése miatt.

Halling (2000) szerint a fehérjékben a toltéssel rendelkezd aminosavakhoz
rendszerint ellen-ion kapcsolddik, intramolekularis ion-part alkotva. Az
ellenionok jelenléte szorosan Osszefligg a fehérje toltéssel rendelkezd

csoportjainak protonaltsagi allapotaval, sav-bazis tulajdonsagaval.

Xu ¢s Klibanov (1996) az enzimek pH-memoria hatdsat vizsgalva
megallapitottdk, hogy a szubtilizin enzim csak liofilizalds utdn mutatta ezt a
hatast, mig ugyanazt az enzimet keresztkotéseket tartalmazo kristalyos
formaban alkalmazva nem mutatott pH-memoéria hatast. Ennek alapjan
feltételezhetd, hogy a kétféle készitményben az enzim kiilonb6zd protonalt
forméaban volt jelen. A kristalyos enzim mechanikai tulajdonsagai jobbak

voltak, azonban a liofilizalt készitmény aktivitdsa novelhetd volt az eldkészités
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soran.

Harper ¢s munkatarsai (2000) az enzimek szerves fazisban valé miikodésének
vizsgalata sordn szerves fazisban oldodoé puffereket illetve sokat alkalmaztak.
Kutatésaik szerint a tridodecil-amin (TDA) és annak hidroklorid s6ja (TDA.
HCIl) jelenlétében a szubtilizin aktivitasa apolaris oldészerekben (pl. toluol,
hexan) befolyasolhat6. A s6k aranyat valtoztatva, az enzim aktivitdsa a TDA
mennyiségének novelésével ardnyosan ndétt. A kutatdok feltételezése szerint
ennek egyik lehetséges oka, hogy a TDA ionpart képez az enzim karboxil
csoportjaival, stabilizdlva ezaltal az enzim ionizacidés 4allapotat, ezaltal

befolyasolva a katalitikus aktivitasat.

2.2.4. Szubsztrat specifitas valtozasa

Az enzimeket kis viztartalmu oldoészerekben szuszpendalva megvaltozik a
vizburok korilottiik, és rigidebbé valnak. Ennek kovetkeztében a nagyobb
szubsztrat molekuldk nehezebben tudnak az aktiv centrumhoz keriilni, pl. a
lipaz a tercier-alkoholokat csak vizes oldoszerben képes atalakitani, mig a
kisebb els6- és masodrendii alkoholokat minden kdzegben (Zaks, Klibanov,
1984). A szerves oldoszerek a szubsztratok kotését a latszolagos Ky értékének
valtozasa miatt is befolydsoljak. Az oldoszerek polaritdsa az enzimek

enantioszelektivitasat is modositja.

Fukui és munkatarsai (1980) egész sejteket rogzitettek szteroidok atalakitasara
majdnem (kdzel) vizmentes kozegben. A Nocardia rhodocorus sejteket

kiilonb6z6 hidrofobicitasu poliuretan gélekbe rogzitve vizsgaltak a koleszterin

crer

s

oldo6szernek.

Brink és Tramper (1986) szadmos bioldgiai epoxidalo és hidroxilezd katalizatort
vizsgaltak kozel vizmentes kozegben. Mikrobialis uton allitottak elé metil-
oxirant n-hexadekdn oldatban Mycobacterium sp. sejteket kalcium-alginat
gélben rogzitve. Kazandjian és Klibanov (1985) a térspecifikus aromas

hidroxilezést vizsgaltadk. Rogzitett polifenol oxidazzal a fenolok o-kinonokké
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valo katalitikus oxidalasat vizsgaltdk kiilonb6zé oldoészerekben. Az enzim
vizes fazisban gyorsan inaktivalédott, mivel a keletkezett o-kinonok

polimerizalddtak, kloroformban azonban nem lépett fel ez a mellékreakcio.

A szerves oldoszerekben az egyik leggyakrabban alkalmazott enzim a torma
peroxidaz (HRP). A reakci6 soran a fenolok peroxidativ uton torténd
polimerizacidjat katalizdlja az enzim. Vizes fazisban kis molekula tomegi
termékek keletkeznek mivel a dimer és trimer termékek mar oldhatatlanok, és
polimerizacidjuk sordn az enzimet bevonva akadalyozzak annak mikdodését,
mig pl. a p-fenilfenol polimerizacidja soran dioxdnban (15% vizben) kb. 50-

szer nagyobb molekulatomegili termék keletkezett (Dordick és mtsai. 1987).

Rariy ¢s Klibanov (2000) szaraz liofilizalt, illetve elézdéleg hidratélt
enzimkészitmények enantioszelektivitdsdt hasonlitottdk Ossze kiilonbdzd
vizmentes olddszerben, és megallapitottdk, hogy szubtilizin és a-kimotripszin
esetében a hidratalt enzim flexibilitdsa n6tt, azonban az enantioszelektivitasa

nem valtozott, vagy csokkent.

2.3. Szerves fazisu bioszenzorok

A bioszenzorok csoportositasa tobb szempont szerint torténhet, azokat pl. az
alkalmazott biokatalitikus anyag alapjan, vagy a detektalas tipusa szerint lehet
osztalyozni. Tekintettel arra, hogy korabbi munkankban mar részletesen
ismertettiilk ezen csoportositdsokat, jelen disszertdcioban ezekre nem kivanunk

kitérni (Adanyiné Kisbocskoi, 1993).

Mintegy két évtizede ismeretes, hogy az enzimek szerves fazisban is képesek
mikoédni. Ennek értelmében, tehdt olyan bioszenzorok kifejlesztésére is
lehetéség van, amelyben a rogzitett bioldgiai komponens szerves fazisban
mikodik. A legnyilvanvalébb eldnye ennek a bioszenzoros Osszedllitdsnak a
detektalhato analitikumok tartomanyéanak kiszélesitése olyan vizoldhatatlan,
hidrofob komponensek iranyaba, amelyek kozvetlen meghatarozasara vizes
fazisban nincs lehetdség. Masik, talan kevésbé nyilvanvald eldnye az, ha a
bioldgiai reakciot egy organikus réteggel elvalasztjuk a vizes fazist mintatoél, a

hidrofil komponensek okozta interferencia csdkken és konnyen megvaldsithato
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a mintaban jelenlévd hidrofil analitikumokbo6l egy komponens kinyerése,

elkiilonitése.

A bioszenzorokat alkalmazd analitikai eljarasok kezdetét Clark és Lyons
(1962) gliikkoz oxidaz alapu enzim elektrédot leird cikke jelentette. Azodta az
enzim alaptl amperometrias szenzorok tobb figyelmet kaptak, mint barmelyik
mas biomolekulat tartalmaz6é amperometrids rendszerek. Ennek oka az enzimek
kiilonleges szelektivitdsa ¢és nagy katalitikus aktivitdsa. Az enzim alapu
bioszenzorokban az enzim szelektivitdsat az elektrod felszinén vald gyors
elektron atmenettel kapcsolhatjuk 0ssze. Az amperometrids bioszenzorokat
rendszerint az érzékenységiik, a valasz linearitasa, miikodési stabilitasuk és
tarolasi tulajdonsagaik alapjan értékeljiik. Az elektron atvitel biztositasanak,
gyorsitdsdnak  érdekében a  bioszenzoroknal  gyakran  alkalmaznak
elektrokatalitikus sajatsagu vegyiileteket, mediatorokat. Az alkalmazott
vegyiiletek sokasaga, az egyéb elektron kozvetitd technikdk, az enzim
immobilizaldsanak széles kore, valamint az elektr6d médositasanak lehetdségei
igen tag teret biztositanak a bioszenzor kutatok szdmara. A bioszenzorok
alkalmazéasdnak legfobb célja, hogy Osszetett matrixbdl is egyszeriien
meghatdrozhatd6 legyen az adott szubsztrat koncentracidja. Ennek
megvaldsitasahoz nagy hangsulyt kell fektetni az enzim immobilizalasanal
alkalmazott matrix kivalasztisara, a rogzités technikdjdra, valamint az enzim
¢s elektrod kozott elektron kdzvetitd szerepet jatszo vegyiiletek vizsgalatara. A
sz¢leskorii fejlesztések ellenére is a komplex mintdk eldkészitése maradt a

bioszenzoros vizsgalatok legfontosabb feladata.

Az elsd szerves fazisban mikodé enzim elektrodot Hall és munkatarsai
(1988a,c) fejlesztettek ki, akik kloroformban mik6dé amperometrids szenzort
készitettek. Polifenoloxiddzt hasznaltak fenol szarmazékok (pl. p-krezol)
meghatarozasara. Az enzimelektréd grafit-foliabol késziilt nylon membrannal
bevonva, amelyen eldzetesen adszorpcioval rogzitették az enzimet. A p-krezol
mérése sordn a linearis mérési tartomany 1-100 uM volt. Valtozé intenzitasu
hasznalat és megfeleld tarolds esetén az enzimelektrédot mintegy 200-204

napig lehetett haszndalni.

Hall és munkatdrsai (1988a) hivtak fel a figyelmet a szerves fazisban miikodd
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enzimelektrodok hasznélatanak masik eldnyére. Az apolaris reagensek nagyobb
koncentracioban alkalmazhatdk, a vizsgdlando analitikum meghatarozasanak
linearis tartomanya n6, a mellékreakcidk szama csdkken (pl. polifenol oxidéaz

reakcidja).

Miyabayashi ¢és  munkatarsai (1989) potenciometrids enzimelektrod
kifejlesztésérél szamoltak be. Magneses részecskékhez o-kimotripszint
adszorbealtak, amelyet magneses mezd kialakitasaval kotottek az elektrod
hegyére. A magneses teret modositva valtoztatni tudtdk a rogzitett enzim
mennyiségét, ¢és igy kiilonbozd hidrataltsdgi fokt diizopropil-étert, illetve
toluolt haszndlva nyomon tudtdk kovetni a kimotripszin katalizdlta
észterszintézist. Az enzimreakcio eredményeként bekovetkezd
potencidlvaltozas detektalasdhoz Pt-elektrédot hasznéltak. Vizsgalataik soran
kimutattdk, hogy a kapott jel nagysaga jelentésen fiiggdtt az olddszer

hidrataciojatol (Dordick, 1989, Zaks, Klibanov, 1988).

2.4. A biokatalitikus anyag rogzitése

Az oldott enzimekhez képest az immobilizalt enzimek gyakran nagyobb
katalitikus aktivitdst mutatnak, jobban ellendllnak a tomény szerves
oldoészereknek az aktivitds teljes elvesztése nélkiil, illetve az enzim
féléletidejének novekedését is megfigyelték. Ezeknek az adatoknak az
altalanositdsa elég nehéz, mivel nagyon kevés tanulmany foglalkozik az
enzimek szerves oldoszerekben vald viselkedésével. A rogzités kovetkeztében
eléfordulhat, hogy a vizkoncentracié a hordoz6 hidrofil tulajdonsédgai miatt az
immobilizalt enzimmolekuldk kozvetlen kérnyezetében nagyobb, mint az oldat
teljes toOmegében. Masrészt pedig tobbnyire hidrolitikus enzimeket vizsgaltak,
amelyekrdél ismert, hogy akkor is képesek a hidrolizist nem specifikusan

katalizalni, amikor az aktiv centrum denaturaldédott.

e Adszorpcido - A legegyszerlibb eljaras, amikor az elektr6od felszinén a
biokatalitikus anyag van der Waals erdkkel és H-kotésekkel kapcsolodik.
Rendszerint grafit folian, aluminium-oxidon ¢és szénszdlon lehet ezt az
eljarast alkalmazni. Fizikai adszorpcidval igen egyszerlien lehet hidroféb

oldoszerekben alkalmazhatd elektrodokat késziteni, feltéve, hogy az enzim
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¢s az elektrod egyéb anyagai nem oldéodnak. Némely hidrofil oldoszerben
vagy oldoszer-viz keverékében azonban az elektrod feliiletén 1évo
enzimfilm kozvetlen kapcsolata esetenként megszakad, mivel az oldoszer
verseng az enzimfilmmel az elektrod feliilletén az elektrosztatikus

kolcsonhatasért.

Konjugalas — Az enzimeket az elektrod, vagy egy membran felszinén
bifunkcids keresztkotd vegyiileteket alkalmazva (pl. glutaraldehiddel, vagy
1-etil-3(3-dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklorid és N-
hidroxiszukcinimid (EDC/NHS) reagensek segitségével szukcinimid észter
képzéssel) rogzitették (Palmer, 1991). A szenzorok stabilak, mind hidrofil,
mind pedig hidrofob olddszerekben. Polietilén-glikolt (PEG) is alkalmaztak
pl. tirozindz rdgzitéséhez fenolok meghatdrozasara cigaretta filterbdl
(Adeyoju ¢és mtsai, 1996). Annak ellenére, hogy a keresztkotd vegyliletek
alkalmazasakor megndvekedett a szenzorok enzimkotd képessége ¢és
stabilitdsa, az enzimek aktiv centruméban ¢és annak kornyékén talalhatd
aminosav maradékok is részt vehetnek a keresztkotési reakcidokban, gatolva
ezzel az aktiv centrumhoz valé hozzaférés lehetéségét a szubsztrat
molekulak szamara. Ez a zavard hatas csokkenthetd, ha kis molekula
tomegli természetes fehérjéket (pl. BSA-t) is rogzitiink a szenzor készitése
soran. Ennek eredményeképpen stabil ¢és rovid valaszidejii szenzorok

nyerhetdek.

Gélbe- vagy filmbezards - Az egyik legelterjedtebb rogzitési mod mind a
vizes, mind pedig a szerves fazisban alkalmazott enzim elektrodok (OPEE)
fejlesztése soran. Cosnier és munkatarsai (1998) gliikdz oxidazt és polifenol
oxidazt rogzitettek elektrokémiai modszerrel. Oxidativ
elektropolimerizacioval két-, illetve haromrétegli poli(pirrol-laktobioz-
amid) filmet képeztek az elektrod felszinén, amelyben az enzimeket
rogzitették. A  kialakitott filmréteg hatdsara nodtt a bioszenzorok

érzékenysége ¢és ¢lettartama a szerves fazisban.

Vidal ¢s munkatarsai (1999, 2000) ugyancsak elektroszintézissel készitettek
polimer rétegeket az elektrod felszinén. A polipirrol polimer filmben

rogzitették a gliik6z oxidaz és a koleszterin oxidaz enzimeket.
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Kinai kutatocsoport amperometrids bioszenzort készitett tirozindz enzim
rogzitésével fenolok vizsgalatira. Az enzimet optimalizdlt Osszetételll
szilikon szol-gél matrixban rogzitették. A szubsztratok sorrendje a tirozinaz
enzim specifitdsa alapjan a vizsgalt szerves olddszerben a kovetkezd volt:
katechin>fenol>p-krezol (Wang, Dong, 2000, Wang és munkatarsai, 2000).
Hall ¢és munkatarsai (1988a) tirozindz enzimet alkalmaztak fenol
meghatarozasara kloroformban. Ebben a hidroféb kdrnyezetben a tirozinaz a
fenolok oxidacidjat katalizalja a megfeleld elektroaktiv kinonna. Connor és
munkatdrsai (1989) az enzimet szilikon-pasztaban oszlattdk el grafit
elektrodon valdé immobilizadlas eldtt. Az enzimelektrod érzékenységét
jelentésen befolyasoltdk a gél ¢és az analitikum ko6zotti  hidrofob
kolecsonhatasok. Li és munkatarsai (1998) HRP enzimet rogzitettek szilikon-
gélben szénpaszta elektroéd feliilletén. Vizsgaltdk a szubsztratok aktivitdsi
sorrendjét és a latszolagos Ky értékeket.

Iwuoha ¢s munkatarsai (1997a) peroxid bioszenzort készitettek, gy hogy
platina korong elektrédon polianilin (PANI) filmmel rogzitették az enzimet,
majd  polivinil-szulfonattal vontak be. Az elektrod acetonban,

acetonitrilben, propanolban, tetrahidrofuranban is aktiv volt.

Biokompozit elektrédok - Ezek az elektrodok reagens nélkiili elektrodként
alkalmazhatok ugy, hogy az elektrokatalizator a szenzor anyagéanak része.

Szerves fazisban két f6 tipusuk hasznélatos:

1. Szénpaszta elektrod: Wang ¢és munkatarsai (1991) HRP enzimet
rogzitettek grafit por és epoxi gyanta keverékében. Az enzimelektroddal
peroxidok koncentréciojat mérték acetonitrilben. Hatranyt jelentett az
alkalmazéas soradn, hogy szerves olddszerben a kotdéanyag vagy az
elektron szallitdsaért felelds medidtor egy része kioldodott az
alapoldatba és ezzel még bonyolultabba valt a rendszer kinetikédja.
Nistor és munkatarsai (1999) tirozinaz alapt bioszenzort készitettek
kiilonb6z6 Osszetételi polimer membranokkal (Eastman AQ, Nafion).
Osszehasonlitottdk az enzim elektrédok miikodési paramétereit,
alkalmazhatoséagat.

Vieira és Fatibello-Filho (2000) szénpaszta elektrodot készitettek ugy,

hogy az elektrod alapanyagat édes burgonya levével és paraffinnal
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keverték Ossze, az ¢des burgonya leve ugyanis jelent6s mennyiségi
peroxidazt tartalmaz. Az igy készitett bioszenzor alkalmasnak bizonyult

kozmetikai szerekben 1év6 hidrokinon meghatarozéasara szerves fazisban.

A redox enzimek felszinén levdé anionos aminosavak (lizin) megkdtésére
hosszt lancu polikationos vezetd polimert alkalmaztak. A keletkezett
komplexeket keresztkotésekkel rogzitették az elektrod felszinén, tehat
kozvetlen kapcsolat keletkezett az elektrod és az enzim redox katalitikus
centruma kozott a vezetd polimerldnc révén. Iwuoha és munkatarsai
(1994) nagy molsulyt redox Os-polimerhez ([Os(bpy)2(PVP),,CI1]Cl)
kapcsoltak a gliikdz oxidaz enzimet glutaraldehid keresztkotésekkel. Az
enzim ¢€s a makromolekuldk ko6zott a szubsztrat és termék molekulak
szdmara konnyen atjarhaté haromdimenziés halo képzdédott. A viz
szerepét vizsgalva a szerzék megallapitottak, hogy a polarités
novelésével nott az aktiv kotéhelyek flexibilitas. Ennek koszonhetden 1-
2% v/v viz jelenléte szerves oldoszerben mar jelentdsen ndvelte egyes

enzimek katalizalta reakciok sebességét.

2.5. A szerves oldoszerek alkalmazasanak elényei és hatranyai

A

szerves oldoészerek alkalmazdsanak szdmos eldnye van mind a

biotechnologiai eljarasok soran, mind pedig a bioszenzorok alkalmazasakor,

azonban néhany hatranyt is meg kell emliteni: (Dordick, 1989, Brink és mtsai.,

1988, Cosnier, 1999)

A szerves olddészerek alkalmazasanak elényei:

csOkken a szubsztrat illetve a termék gatlas,

nagyobb szubsztrat illetve termék koncentracié érhetd el, nd az apoldaris

szubsztratok oldhatdsaga,

a reakcidegyensuly eltolhatd a szubsztrat és / vagy termék megosztasaval a

megfeleld fazisok kozott,

a szubsztrat illetve a termék hidrolizise megakadalyozhato,

a

biokatalizator immobilizadlas nélkiill, vagy adszorpcidéval rogzitve
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alkalmazhato,

» csOkken a mikrobidlis szennyezés lehetdsége,

= aviz jelenlétében fellépd nemkivanatos mellékreakciok visszaszorithatok,

= egyszerl a termék kinyerése az alacsony forrponta olddszerekbdl,

= aszerves olddszerekben sokszor nd az enzimek termikus stabilitasa.

A szerves oldoszerek alkalmazasanak hatranyai:

* a biokatalizdtor denaturdlodhat, bizonyos esetben miikddését a szerves olddszer
gatolja,

» oldoészer jarulékos koltségeivel ¢és kornyezeti hatdsdval (megsemmisités,

tisztitds) is szamolni kell.

2. 6. Enzim alapu bioszenzorok miikodése szerves kiozegben

Roviden oOsszefoglaljuk azokat az eredményeket, amelyeket kiilonbdzd
kutatécsoportok szerves fazisban miik6dé elektrokémiai bioszenzorok,

enzimelektrodok fejlesztése terén értek el.

2.6.1. Gliik6z meghatarozasa szerves kozeghen

A glikéz oxidaz enzim (GOx) a bioszenzoros kutatasoknal az egyik
legismertebb, ¢és legtobbet alkalmazott enzim. Népszerliségének oka, hogy
konnyen hozzaférheté és viszonylag olcsd. Az enzimreakcid sajatsagai jol
ismertek, gyakran 0j méréstechnikak kikisérletezéséhez, elsé bemutatasahoz
gliik6z oxidazt hasznalnak. Ennek ellenére kevesen tanulmanyoztdk a GOx

mukddését szerves oldoszerekben.

Kroger ¢és munkatarsai (1998) a GOx aktivitasat vizsgaltak kiilonb6zo
koncentracidju viz-alkohol elegyekben, alkoholként metanolt, etanolt, i-
propanolt hasznalva. A mérést amperometriasan végezték az oxidacid soran
keletkezett hidrogén-peroxid detektaldsaval. A kisérletek eredménye alapjan
megallapitottak, hogy etanol jelenlétében az oxidacios reakcid sebessége nott,

mig a metanol csdkkentette azt.
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Iwuoha ¢és Smyth (1994a) forgdé Glassy Carbon elektrédon BSA ¢és
glutaraldehid segitségével immobilizaltdk a GOx-ot, a méréseket 2-butanolban
ferrocén- monokarbonsav (FMCA) mediator jelenlétében +0,3 V polarizalo
fesziiltségnél végezték. A gyors elektréodvalasz miatt az FMCA alkalmas
mediatornak bizonyult, az eredmények alapjan azonban a 2-butanolban az
enzim aktivitdsa nem haladta meg a vizes oldatban elérhetd értéket. Ugyanez a
szerzoparos ciklikus voltammetrids méréseket 1is végzett acetonitril-viz
rendszerben (90%+10% v/v), amely 0,1 M KCI-t és 2,5 mM FMCA-t
tartalmazott. A voltammogramot gliik6z jelenlétében 0 - +0,6 V kozott felvéve
az optimalis féllépcsd potencial +0,27 V-nal volt, ami megegyezett az FMCA
oxidacios féllépcsd potencialjanak. Acetonitrilben az FMCA oxidaciés arama
(96 nA), majdnem a kétszerese a vizes fazisban mért értéknek (52, ill. 55 pA).
Ezek szerint a reakcio sebesség acetonitriles kozegben nagyobb volt, mint

vizes kozegben (Iwuoha és Smyth, 1994b).

Campanella ¢s munkatarsai (1998a) a gliik6z oxidaz enzimet k-karragén gélben
immobilizaltdk, majd az enzimet tartalmazd gélkorongot oxigénelektrodon
dializis membrannal rogzitették és 15 percig foszfat pufferban aztattak. A
gliik6z oxiddz vizsgalata sordan kloroform (0,09% viz), etilacetat (1,5% viz),
acetonitril (2,45% viz) hasznalatakor kaptak értékelhetd jeleket, kevesebb viz

jelenlétében a bioszenzor nem adott valaszt.

Iwuoha ¢és munkatarsai (1994) a GOx enzimet redox Os-makromolekulaval
komplexben FAD-dal egylitt rogzitették. Bar 100% acetonitrilben is kaptak
enzimes jelet a szerzOk, a maximadlis jelet 20% viz jelenlétében (igen ¢éles
csucs) nyerték. Mas oldoszer alkalmazasakor gyakran 1-2% viz jelenléte is

elegenddnek bizonyult.

2.6.2. Katalaz enzimet tartalmazo bioszenzorok miikodése

A katalaz enzim a hidrogén-peroxid és mas hidroperoxid szarmazékok bomlasat
katalizalja. Magner ¢és Klibanov (1995) kisérletei igazoltdk, hogy az enzim
szerves oldoszerekben is megdrzi aktivitasat, ezért lehetévé valt szerves fazisu
bioszenzorokban valo alkalmazdsa. Vizsgdlataik szerint a marha majbol izolalt

kataldz enzim a t-butil hidroperoxid bomlasat szerves olddészerekben sokkal
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gyorsabban katalizalja, mint vizes oldatban.

Wang ¢és munkatdrsai (1995) Glassy Carbon elektrod felszinén poli(észter-
szulfonsav)polimerrel (Eastman-AQ) immobilizaltdk a katalaz enzimet. Az
elektrodot 0,05 M  tetraetil-ammoénium-toluén-4-szulfonatot (TEATS)
tartalmazé acetonitrilben, illetve acetonban alkalmaztak. Horozova ¢és
munkatarsai (2002) grafit elektrod felszinén Nafion alapu gélbe agyazva
rogzitették a katalaz enzimet, majd acetonitrilben vizsgaltdk a peroxid
koncentraciot 0-40 uM méréstartomanyban a felszabaduld oxigén mérésén

keresztil.

Olasz kutatocsoport kataldz enzimet tartalmazd szenzort készitett, az enzimet
k-karragén gélben rogzitve hidrogén-peroxid nem vizes kozegben vald
meghatarozasara. Vizzel telitett ¢és vizmentes oldészereket - kloroformot
(0,03% viz), kléorbenzolt (0,01%), toluolt (0,02%) és etilacetatot (0,02%)
hasznalva  vizsgaltdk a  szerves fazisat enzim elektrod (OPEE)
alkalmazhatosagat. A kifejlesztett kataldz alaptt OPEE-t gyodgydszati- ¢és
kozmetikai-alapanyagok €s termékek hidrogén-peroxid tartalmanak
meghatarozasara alkalmaztik. Ezekhez a vizsgdlatokhoz a dioxan (0,4% viz)
bizonyult alkalmas olddszernek, mivel a krémek, kendcsdk feloldasara ez volt
a legmegfelelobb. Oliva olajok mesterségesen eldidézett avasodasat is
vizsgaltak és megallapitottdk, hogy a szerves hidroperoxidok koncentracidja
kb. 45-50 o6ra siités utdn jelentdsen megnd, ami aldtamasztotta korabbi
eredményeiket, miszerint kb. ugyanennyi id6 kellett az olivaolajokban 1évd
polifenol tartalom csdkkenéséhez (Campanella és mtsai. 1996a,b, 1998c, 2001,

Campanella és Tomassetti, 1996).

Hyun ¢és munkatarsai (1996) polivinil-alkohol (PVA) membranban rogzitve
vizsgaltadk a kataldz enzim stabilitasat ¢és megdllapitottdk, hogy PEG-gel
keverve jelentdsen nétt az enzim aktivitdsa ¢és stabilitdsa szerves
oldészerekben. Az enzim aktivitasa fiiggdétt a PEG moltomegétdl, a legjobb
eredményt a 3350-6000 moltomegii PEG-gel érték el. A hatdst Khmelnitsky ¢és
munkatarsai (1988) ugyancsak bemutattdk, és arra vezették vissza, hogy a PEG
molekuldk  erésen  hidratdlt lancai  vizburokkal veszik koril az

enzimmolekuldkat, ezaltal megdrizve aktivitasukat. Az enzimet koriilvevod
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vizburok jelent6ségét ugyancsak bizonyitotta, hogy vizoldhatdo szerves
oldoszerek teljesen inaktivaljdk az enzim-PEG komplexet, mivel a viz

eltavolitasaval tonkreteszik a vizburkot.

2.6.3. Koleszterin oxidaz enzimet tartalmazé bioszenzorok miikodése

A koleszterin koncentraciéjanak meghatarozasa a klinikai analitika teriiletén
fontos feladat. A vér koleszterin szintje felvilagositast adhat a beteg
allapotarol. Az egészségre gyakorolt hatdsa miatt a koleszterin koncentracid
mérése az ¢élelmiszeriparban is nagy jelentdséggel bir, hisz a koleszterin
szegény diéta segitségével szdmos érrendszeri betegség megeldzhetd. Ennek
koszonhetd, hogy széles korben alkalmazhaté eljardsokat dolgoztak ki,
elsésorban a GC és TLC technika terjedt el. Ezeknek az eljardsoknak a
kétségteleniil nagy pontossaga, jo reprodukalhatdésaga mellett azonban jelentds
hatranya, hogy igen sok munkat igényel a mintak mérésre valo eldkészitése. Az
élelmiszerekben a koleszterinnek csak kb. 30 %-a szabad, kb. 70%-a azonban
kotott forméaban taldlhatd, elsésorban észterkotéssel kapcsolodik zsirsavakhoz
(Karam ¢és Chang, 1994). Ebbdl kovetkezik, hogy a mintdk koleszterint
tartalmazé része nem, vagy rendkiviil csekély mértékben oldédik vizben,
illetve puffer oldatban. A koleszterin élelmiszerekbdl valdo meghatarozasahoz a
mintdt kaliumhidroxid oldattal vald elszappanositas utdn extrahdljdk, majd a
szerves fazist beparoljak. Mivel ez a minta eldkészitési mdd rendkiviil
munkaigényes, a kutatok a modszer egyszeriisitésére torekedtek, és vizsgaltak,
miként lehet a nagy szelektivitast biztositdé enzimes reakciokat alkalmazni. A
klinikai  vizsgéalatok sordn megfelelének bizonyult a  vérszérumok
koleszterintartalmanak meghatarozdsdra az a modszer, miszerint a mintakat
TRITON-X 100-ban, illetve i-propil-alkoholban oldva vizes fazisban

hatdrozzdk meg (Situmorang és mtsai, 1999).

Ram ¢és munkatarsai (2001) a koleszterin észterazt (CE) és a koleszterin
oxidazt (COD) kollagén membranon, illetve vezeté polimer matrixban
rogzitettéek, és a felszabadult hidrogén-peroxidot amperometridsan mérték.
Vidal és munkatarsai (2000) ugyancsak amperometridasan hataroztdk meg a

koleszterin tartalmat vizes fazisban mesterséges (FMCA) ¢és természetes
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mediatorok (flavin nukleotidok) jelenlétében, mig Gobi és Mizutani (2001)
poli-sztirol-szulfonat segitségével a peroxiddzzal bevont Au-alkantiolat
mikroelektrédon monomolekularis rétegben rdgzitetteck a COD-ot. A
bioszenzor linearis mérés tartomdanya 0,2-3,0 mM volt 0 V polarizacios
potencialt allkalmazva. Brahim ¢és munkatarsai (2001, 2002) elektrokémiai
polimerizacidéval polipirrol hidrogélben rogzitették a COD-ot platina-folia
elektrod felszinén. Bongiovanni ¢s munkatarsai (2001) pirolitikus
grafitelektrod feliiletén polimer filmben rdgzitették az enzimeket, majd az

enzimelektrodot aramlé injektalasos rendszerben (FIA) alkalmaztik.

Tobb kutatocsoport FIA rendszerben alkalmazhato toltott oszlopban rogzitette
az enzimeket, majd a keletkezett hidrogén-peroxidot amperometrias peroxidaz
elektroddal (Yao és mtsai., 1985), illetve szinreakcidéval (Krug és mtsai., 1992,

Baticz, Tomdskozi, 2002) hatarozta meg.

Mar a hetvenes évek oOta ismert, hogy a CE és COD enzimek szerves
oldészerekben i1s mukodnek. Buckland ¢és munkatarsai (1975) ismertették
elsdként, hogy a Nocardia sejtekben 1évé enzimek szerves fazisban bontjak a
koleszterint, elsdsorban apolaris oldoszerekben, toluolban, hexadekanban,
széntetrakloridban, éterben bizonyitottdk az enzim aktivitasat. Liu és
munkatéarsai (1996) szerint a hosszu szénldnct szénhidrogénekben, amelyeknek
log P értéke nagy (hexan, dodekan, hexadekan), sokkal jobb a konverzid foka,
mint kis log P értékli oldészerekben (etilacetat, dietil éter). Az enzim reakcid
sebességét egymagdban nem hatarozza meg sem az olddszer apolaritdsa sem
pedig a vizzel valo elegyedési készsége (Narayan, Klibanov, 1993, Zaks,
Klibanov, 1988). Kazandjian és munkatarsai (1986) a viz jelenlétének hatdsat
sebessége toluolban 0,4% v/v foszfat puffer (0,1 mM, pH 7,0) jelenlétében volt

maximalis, 27 nM/perc.

Dordick (1989) COD-ot, Pineiro-Avila és munkatarsai (1998) pedig HRP ¢és
COD keverékét adszorbealtak iiveggyongyon majd a hordozét enzimreaktorba
toltve pufferral telitett toluolban oxidaltdk a koleszterint. Az adott tartézkodasi
1d6 alatt keletkezé hidrogén-peroxid mennyiségét szerves fazisban p-anizidin

szinreakcidjaval hatdroztdk meg. Kumar ¢és munkatarsai (1999) uj
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hordozbéanyagot, a Formvart (polivinil formal) alkalmaztdk az enzim
rogzitésére. A hidroféb jellegi membran élettartama szerves olddszerben igen
hossztnak bizonyult (10 nap). Vizsgalataik szerint a membranban rogzitett

enzim pH és ho stabilitdsa nagyobb volt, mint a nativ enzimé.

Campanella és munkatarsai (1996b) vizzel telitett kloroformban tetrabutil-
ammonium-toluol-4-szulfonat (TBATS) vezetd elektrolit alkalmazasat
javasoltak. Pena ¢és munkatarsai (2001) ferrocianid mediator jelenlétében COD
¢s HRP rogzitésével, teflonnal modositott grafitelektroddal hatdrozta meg

tojassargajanak koleszterintartalmat.

Klibanov (1986) a vizben rosszul oldodoé koleszterint kismennyiségli szerves
oldészerrel extrahdlva mérte. Ez az eljaras alkalmas volt egyrészt a vizes
fazisban a kimutatdsi hatarnal alacsonyabb koncentrdcioban jelenlevd
szubsztrat toményitésére, masrészt pedig a szelektiv extrakcio segitségével
csokkent a zavard vegyiiletek hatasa. Rong-Zhen-Zhang és munkatéarsai (1999)
tojassargajanak minta-eldkészitésére dolgoztak ki egy igen egyszeri eljarast. A
tojassargajat vizben oldottdk, majd éter és petroléter elegyével extrahdltdk a
mintab6l annak koleszterin tartalmat. Forditott fazist HPLC-vel (acetonitril-2-
propanol, 80%+20% v/v) mérve a koleszterin tartalmat, nem volt kiilonbség az
elszappanositas, illetve az extrakcido utan vizsgalt mintdk esetében kapott
koncentraciéo értékek kozott. Johnson ¢és munkatarsai (1995) a minta-
eldkészités soran a korabban alkalmazott metanol-kloroformos extrakcid

helyett az n-hexan-2-propanol elegyét alkalmaztdk megfelelé eredménnyel.

Hall és Turner (1991) COD alapt bioszenzort készitettek koleszterin vajban ¢és
margarinban torténd meghatarozasara. Koleszterin oxiddz enzimet aluminium
oxid szemcséken rdgzitettek, amelyet az oxigénelektrod mérdeleménél
helyeztek el. Kloroform ¢és hexan elegyében a szenzor 1-10 mM

méréstartomanyban mikodott.

2.6.4. Tirozinaz enzimet tartalmazo bioszenzorok mikodése

A szerves fazisban végzett mérések esetében az egyik leggyakrabban
alkalmazott enzim a polifenol oxiddz enzim, mas néven tirozindz, amely

regioszelektivitisa miatt fontos szerepet tdlt be a fenolok hidroxildlasdban.
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Mivel a kinon vizes fazisban polimerizalodik, célszerli szerves fazisban valo

alkalmazasuk.

Zhang ¢és munkatarsai (2001) vizes €s szerves fazisban egyarant alkalmazhaté
tirozindz alapt bioszenzorrdl szdmoltak be. Az elektrod az enzimmel és a
pufferoldattal egyiitt egy hidrofil dializis membrannal volt elzarva a szerves
kozegtdl, igy téve lehetdvé az enzimelektrod alkalmazasat szerves kozegben is.
A mérés érzékenysége, a linearis méréstartomany és a valaszidé az oldoszerek

¢s a szubsztratok relativ hidrofobicitasatol fliggden valtozott.

Wang ¢és munkatarsai (1993) modositott Glassy Carbon elektrodot készitettek,
amelyet FIA rendszerben hasznéltak. Az elektrod felszinére Eastman-AQ
polimer oldattal kevert tirozindz ¢és peroxiddz enzimet vittek fel, majd
megszaritottdk. Az enzimelektrédot acetonitril-viz (96%+4% v/v) 0,05 M
tetraetil-ammonium-toluol-4-szulfonatot tartalmazo keverékében hasznaltak,
amely alkalmasnak  bizonyult antibakteridlis  gyogyszerkészitmények

fenoltartalmanak meghatarozasara.

Campanella és kutatocsoportja tobb éve vizsgaljak a tirozinaz immobilizaldsdnak
lehetdségeit, tanulmanyozzak az enzimet tartalmazé OPEE-k mikddését kiilonbozo
kozegekben, és a kifejlesztett enzimelektrod sokszinli gyakorlati alkalmazasardl is
szamos cikkben szdmoltak be. A tirozindz enzimet k-karragénen rogzitették,
illetve 1-etil-3(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriddal és N-hidroxi-
szukcinimiddel (EDC-NHS) immobilizaltdk egy nylon membranon, majd ezt
dializis membrannal Clark-tipusu oxigénelektrédra rogzitették és -0,65 V-on
polarizaltak az elektrédot.

Vizsgéltak, hogy kiilonb6zé olddszerekben, illetve azok keverékében hogyan
valtozik a tirozindz enzim specifitdsa alapjan a szubsztratok sorrendje. A
kisérletek soran n-hexan; n-hexan-kloroform (75%+25% v/v); n-hexan-kloroform
(50%+50% v/v); n-hexan-kloroform (25%+75% v/v); kloroform és vizzel telitett
kloroform alkalmassagat vizsgéltdk a kiilonb6z6 szubsztratok meghatirozasanak
érdekében. A fenti szerves olddszerek koziill az n-hexan bizonyult a
legmegfeleldbbnek, a reakcidsebességet illetben a szubsztratok sorrendje a
kovetkez6 volt: p-Cl-fenol >> o-krezol > o-Cl-fenol > p-krezol > gvajakol. A

polifenolok  kimutatasara alkalmas OPEE szenzort oliva olajok
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polifenoltartalmanak meghatarozasara alkalmaztak. A kifejlesztett OPEE-t

mintegy 15 napig tudtdk hasznalni (Campanella és mtsai., 1992b, 1994a,b, 1996a).

A boérgyogyaszatban alkalmazott kendcsdk, olajok gyakran tartalmaznak kb.
0,1% koncentracioban Cl-krezolt, amely sem vizben, sem pedig a mar korabban
alkalmazott szerves oldoszerekben nem olddédott maradéktalanul, azonban a

s

meghatarozasara (Campanella és mtsai., 1992a).

Hall és munkatarsai (1988a, b) polifenol oxiddz enzim miikodését vizsgaltak
kloroformban. Az enzimet grafit folia elektrodon rogzitve 0,1 M TBATS
kloroformos oldatdba meritették. A szenzorral  p-krezol koncentracidjat
vizsgaltak szennyvizekben. A kisérleteket allo rendszerben végezték, a
kloroformos oldatot hasznélat elétt Na-foszfat pufferral (50 mM, pH 7,0)

telitették.

Mannino ¢és munkatarsai (1994) a tirozindz alapi enzimelektréod rendkiviil
érdekes alkalmazasi teriiletérdl szamolnak be. Allandé szubsztratkoncentraciod
biztositasa mellett lehetdéség nyilik a kiilonb6zé ¢élelmiszerek (pl. zsirok,
olajok) viztartalmanak meghatarozasara. A viz ebben az esetben aktivatorként
szerepel, hiszen az enzimek szerves fazisban valdé mikodéséhez jelenléte
feltétleniil sziikséges. A szerzdk kimutattdk, hogy 1% viztartalomig az enzim

aktivitasa linearisan fiigg a viz koncentraciojatol.

2.6.5. Peroxidaz alapu bioszenzorok

Schubert és munkatarsai (1991) hexacianoferrat(Il)-tal kevert HRP oldatot
porlasztottak az elektrodként alkalmazott grafit folidra, majd TBATS mint

vezetdsot oldottak a szerves olddszerekben.

A peroxiddz enzim a szerves oldoszerekben igen kdnnyen denaturdldédott,
elvesztette aktivitasat. Stabil, szerves fazisban is alkalmazhato bioszenzorok
készitésére az enzimet komplex képzéssel modositottak. Iwouha és munkatarsai
(1997a) az NHS-sel modositott peroxiddz enzimet osmium bis(bipiridil)poli(4-
vinilpiridin) polimeren glutaraldehiddel rogzitették. A mérések soran

alkalmazott szerves oldoszerekben vezetdsoként 0,1 M TEATS-ot oldottak.
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Késébbi munkajukban Pt korong elektrédon PANI és polivinil-szulfonat (PVS)
elegyét elektropolimerizaltdk. A HRP enzimet az igy képzett filmben
ugyancsak elektrokémiai kotéssel immobilizaltdk. A bioszenzor megfeleld
aktivitast mutatott a kiilonbozo szerves olddszerekben, bar a kinetikai
vizsgalatok szerint minden olddszernél mas €s mas a linedris méréstartomany

(Iwouha ¢és mtsai, 1997b).

2.6.6. Foszfolipaz D és kolin oxidaz alkalmazasa bioszenzorokban

Foszfolipaz D és kolin oxiddz rogzitésével Campanella és munkatarsai (1998b)
bienzimes  szenzort  készitettek  lecitin  szerves  fazisban  torténd
meghatarozasara. A meghatarozashoz sziikséges enzimeket dializis membranon,
illetve x-karragén gélben rogzitették. Az enzimeket tartalmazé membranokkal
Clark-tipust elektrod méréfeliiletét vontdk be. Elelmiszerek (tojassargaja,
sz6jaliszt ¢és olaj, tejcsokoladé, stb.) lecitintartalmat mérték, ¢és az
eredményeket enzimes-fotometrids modszerrel  kapott eredményekkel
hasonlitottdk 6ssze. A méréseket n-hexan-kloroform (50%+50% v/v) elegyében
végezték. A reakcido rétegek kozil a «-karragén gélben torténd rogzitést
javasoljak, mivel igy rovidebb a valaszidd, hosszabb a szenzor ¢lettartama,

valamint alacsonyabb a szenzor alsé méréshatara is.

2.6.7. Butiril Kkolin észteraz és kolin oxidaz alkalmazasa

bioszenzorokban

Montesinos ¢és munkatdrsai (2001) acetilkolin észterdz aktivitdsdnak gatlasa
alapjan hataroztdk meg vizzel elegyedd olddszerekben a mezdgazdasdgban

sokszor alkalmazott klérpirifosz-etil-oxon peszticid koncentracidjat.

Campanella és munkatarsai (1999) szerves fazisban alkalmazhatd, az enzim
mikodésének gatldsa alapjan mikédd bienzimes elektrodot készitettek
peszticidek és karbamat meghatdrozasara. A kisérletek sordn az emlitett
enzimeket egyrészt dializis membrannal kozvetleniil rogzitették Clark-tipusu
oxigén elektrédra, masrészt «-karragén-gélben adszorbedltatva ugyancsak
membrannal erdsitették az elektréd feliiletére. A mérések sordn paraoxon,

malathion, etilparation, aldicarb, carbaril szubsztratokkal vizsgaltdk az
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amperometrias jelek nagysaganak alakuldsat. A méréseket -650 mV potencialon
végezték, szerves fazisként pedig vizzel telitett kloroform-n-hexan (50%+50%
v/v) elegyét hasznaltak. A kisérletek sordn x-karragénes reakcid réteg
bizonyult jobbnak, a vizsgalt szubsztritok kozil pedig a legnagyobb
amperometrias jelet a paraoxon adta, mindemellett ennél volt a valaszidé a

legrovidebb is (6 sec).
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3. KISERLETI RESZ

3.1. Anyagok és eszkozok

Kisérleteinkhez az alédbbiakban felsorolt anyagokat, vegyszereket ¢és

miiszereket hasznaltuk fel:

Bovine serum albumin (BSA), mikrobioldgiai tisztasagu, Phylaxia
Fehérjemembran (sertésvékonybél), kereskedelmi

Ferrocén-monokarbonsav (FMCA), Sigma Chemical Co. (St. Louis, MA, USA)

Sucrose / D-Glucose / D-Fructose teszt csomag, Boehringer (Mannheim,

Németorszag)

Glikoz oxiddaz enzim (E.C.1.1.3.4.), 23.900U/g, Aspergillus niger, Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MA, USA)

Katalaz enzim (E.C.1.11.1.6), 2390 U/mg, Bovine liver, Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MA, USA)

Koleszterin észterdz enzim (E.C.3.1.1.13) 638 U/g, Bovine Pancreas, Sigma

Chemical Co. (St. Louis, MA, USA)

Koleszterin oxiddz enzim (E.C.1.1.3.6.) 150 U/mg, Pseudomonas, ICN
Biomedicals Inc.(Aurora, Ohio, USA)

Koleszterinoleat, Sigma Chemical Co. (St. Louis, MA, USA)

Tetrabutilammoénium-p-toluolszulfonat (TBATS), ALDRICH (Steinheim,

Németorszag)
Szerves oldoszerek HPLC mindségiieck, CARLO ERBA (Milano, Olaszorszag)

A munkank sordn alkalmazott tovabbi vegyszerek alt. mindségli kereskedelmi

termékek voltak.

pH-mér6 - OP-271 pH-lon Analyzer, Radelkis

ESA Coulochem II Elektrokémiai detektor - ESA Coulochem II (USA)
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Vékonyréteg tipusu amperometrias cella, Mo. 5040 (ESA, USA)
HPLC pumpa - ESA (USA)

Polarograf - OH-105 Universal Polarograph, Radelkis

Injektor - 20 pl-es mintahurokkal, Rheodyne Inc., (Cotati, CA, USA)

UV-VIS fotométer, SP6-550 Pye Unicam

3.2. A FIA rendszer leirasa

Méréseinket a  kitlizott célunknak megfeleléen folyamatosan 4ramlo
rendszerben injektalasos méréstechnikaval végeztiikk. Mérdcellaként a gliikoz és
mas szubsztratok meghatdrozasara alkalmas bioszenzort fejlesztettiink ki,
amely kialakitasakor egyarant figyelemmel kellett lenni az &raml6 rendszernek
megfeleld geometriai kialakitdsra, a kémiai, biokémiai reakcidokhoz sziikséges
optimalis koriilmények megteremtésére, ez esetben a szerves oldoszerek
alkalmazéasanak kovetelményeire is. Tekintettel arra, hogy a kiilonb6zé
enzimek alkalmazasakor a kialakitott mérérendszer elrendezésén valtoztatni

kellett, az &ramlasi diagramot az adott fejezetben kiilon ismertetjiik.

Az enzimek rogzitésére kisérleteink sordn a Havas és mtsai. (1981) otlete
alapjan mar kordbban tovabbfejlesztett (Adanyiné Kisbocskoi, 1993)
vékonyréteg cellat alkalmaztuk, azonban a szerves oldoszerek hasznalata miatt
ezt a konstrukcidét is modositani kellett. A kialakitott vékonyréteg cella
felépitését az 1. abra mutatja be. A kordbban plexibdl késziilt tomb helyett
most olyan anyagot kerestiink, amely a szerves oldoszereknek ellenall, és
konnyen megmunkalhat6. Ennek a feltételnek a teflon jol megfelelt, ezért az
enzimcellat teflon tombbol készitettiik el. Az alsé teflon tombon (4) keriilt
kifeszitésre az a természetes fehérje membran (3), amelyre az enzimet
immobilizaltuk. Erre egy 0,5 mm vastag teflon lapot helyeztiink (2), amelyen
egy 120mm hosszt, 2,5 mm széles U alaku jaratot alakitottunk ki. Ez az a
vékony réteg, ahol az oldat aramlik ¢és kolcsOnhatdsba keriill a rogzitett
enzimmel. A (1) teflon tombbel fedtiik le a cellat, ezen a teflonlapon kialakitott

jaratnak megfelelden 2 furat van, amelyek fém kivezetéssel (5,6) végzddnek. A
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két furat az oldat be-, illetve kilépésének a helye. A cellat hat csavarral

rogzitettiik.

To|— =

1 1. teflon tomb
2. teflon lap
3. protein membran
<L
i ) 4. teflon tomb

5. bevezetés
6. kivezetés

1. abra Vékonyrétegcella

A vékonyréteg cella készitésekor olyan fehérje membrant hasznaltunk,
amelyhez konnyen ¢és stabilan lehet az enzimeket rdgziteni. Ennek a
kovetelménynek igen jol megfelelt a sertésvékonybél, amely mint érdes
felileti természetes fehérjemembran megfeleld rogzitést biztositott az

enzimeknek.

A fehérjemembrant tobb o6ran at desztillalt vizben aztattuk, hogy a konzervalo
s6 kioldédjon beldle. Tobbszori atmosas utan a membrant pufferoldattal is
atoblitettiik. A teflontombon kifeszitettik a fehérjemembrant, leitattuk a
felesleges pufferoldatot, szikkadni hagytuk, majd rédhelyeztiik a teflonlapot. A
furatoknak  megfeleléen Ovatosan  atlyukasztottuk a  membrant. A
fehérjemembranra a teflonlapnak megfeleld jaratba felkentiik a mar eldkészitett
enzimoldatot. A glutaraldehid oldatbdél 50 pl-t gyors, hatarozott mozdulattal
elteritettiink az enzimrétegen és egy kicsit Osszekevertiik. Az igy elkészitett
immobilizalt enzimréteget szobahdfokon szaradni hagytuk, ratettik a

teflonlapot, majd a fels6 teflonlappal lefedve 6sszecsavaroztuk.

A fent leirtak szerint elkészitett cellat beillesztettiik a mar korabban leirt
folyamatos aramlasti mérési rendszerbe, majd el6szor glicinoldattal alaposan

atmostuk, hogy a foloslegben levd glutaraldehidet eltavolitsuk.
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3.3. Eredmények

Feladatunk a szerves fazisban alkalmazhatéo bioszenzorok kifejlesztése,
biokémiai ¢és elektrokémiai mukdédési paramétereik optimalizdlasa volt, a
szenzort jellemzd statisztikai paraméterek meghatdrozasa, majd pedig a

kidolgozott eljarasok alkalmazasa ¢lelmiszer mintadkon.

3.3.1. Gliik6z mérés szerves kozegben

A glikéz koncentracié meghatarozasdnak alapjaul a glikoz gliikéz oxidaz
enzim altal katalizalt reakcidja szolgalt. A reakcid soran keletkezd hidrogén-
peroxid mennyisége ardnyos a glikéz mennyiségével, amelyet az
amperometridas mérdcellaval detektalhatunk. A vizsgalt reakcido a kovetkezd

volt:

O gliikozoxidaz

D —gliikoz+ O, + H > gliikonsav+ H >0

H,0, >0,+2e +2H"

3.3.1.1. A mérorendszer kialakitasa és az enzimcella készitése

Méréseink soran a gliikozbol keletkezett hidrogén-peroxid mennyiségét
koézvetleniil hataroztuk meg az atfolyé amperometrias elektrod celldban. A
vizsgalatokhoz a kovetkezdkben ismertetett folyamatosan aramld rendszerii
miszer Osszeallitast alkalmaztuk (2. abra). A vivdoldat tarolé edényébdl a
megfelelé Osszetételll oldat a HPLC pumpa kozvetitésével folyamatosan,
allando  térfogatsebességgel  aramlott az  analiziscsatorndn  at. A
standardoldatokat és a mintaoldatokat az injektorral (20 pl térfogati looppal)
adagoltuk a rendszerbe. A biokatalitikus anyag, az enzim a vékonyréteg
celldban volt rogzitve, amelynek felépitését és készitését mar ismertettiik. A

s

vékonyréteg kialakitasu mérdcellaban elhelyezett elektrédokkal mértiik. A
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mérdelektrod Glassy Carbon elektrod, a vonatkozasi elektrod platina volt. A
mérdcellabol az oldat a hulladékgylijtdbe jutott. Az amperometrids detektor
biztositotta a mérdcelldban a polarizacidés fesziiltséget ¢és mérte az
amperometrids aramot. A mért jeleket szamitégépen gyijtottik, vagy a

voltammogramok alapjan kozvetleniil feldolgoztuk.

injektor

enzim cella vrk. amp.
HPLC cella

amp.
pumpa U U_ detektor

'?

regisztrald

puffer tartaly

2. dbra A mérdérendszer felépitése

Méréseinkhez az enzimet az altalunk kifejlesztett vékonyréteg-celldban
rogzitettiik. Az enzim rogzités modjanak kidolgozasa sordn alapvetd feladat
volt, hogy a keletkezett enzimréteg kelléen stabil legyen, ugyanakkor ne
inaktivalodjék. Ennek érdekében kordbbi kutatasaink sordn részletesen
vizsgaltuk, illetve meghataroztuk az enzimoldat ¢és a keresztkotések

s

mtsai., 1995). Mind az enzimoldat, mind pedig a glutdraldehid oldat
egyenletes felhordashoz, elteritéshez, de egyuttal elég tomény is ahhoz, hogy

mechanikailag stabil réteg keletkezzen.

Glikoéz oxidazt, bovine serum albumint ¢&s glutaraldehidet kiilonboz6
koncentraciéban tartalmazé oldatokkal készitettiink vékonyréteg-cellakat.
Gliko6z oxidazbol 5,0 - 15 mg-ot, mig bovine serum albuminbo6l 2,5 - 10 mg-ot
oldottuk fel 200 ul pufferoldatban. A 25 %-os glutaraldehidbdl pufferrel 1,5 és
2,5 %-o0s oldatot készitettiink.
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A cellak készitése alapjan megallapithattuk, hogy ha 7,5-10 mg bovine serum
albumint adtunk az enzimoldathoz, akkor az enzimréteg mechanikailag nem
stabil, a szaritds utan konnyen megsériil, lepattogzik. Ha a glutaraldehid-oldat
tal hig (1,5%), a hasznéalat kézben hamarabb lemosédik az enzimréteg, a
rogzités kevésbé hatékony, a cella élettartama csak par nap. Haa 12,5 — 15 mg
glik6z oxidédz enzimet mértiink be, a rogzitett réteg a mérés kozben levalt és
eltomitette a rendszert. A celldk készitése ¢és vizsgalata szerint a kovetkezd
oldatok alkalmazasaval tudtuk a legstabilabb vékonyrétegcellat késziteni

(Adanyiné Kisbocskoi, 1993):

1. Enzimoldat: 10 mg gliikk6z oxiddz enzim (23.900 U/g) + 5 mg BSA 200
ul acetat pufferben (pH 6) oldva.

2. Glutéaraldehid-oldat: 50 ul 2,5 %-os glutdraldehid oldat.

Fenti eredmények csak a gliikéz oxidaz enzim rogzitésére vonatkoznak,
azonban tajékoztatasul szolgaltak a tovabbi enzimek rogzitéséhez is. Altalanos
kovetkeztetésként azonban levonhatod, hogy a glutaraldehid koncentracioja
minden esetben 2,5% v/v legyen, a BSA koncentracidja pedig nem haladhatja
meg az 5 mg/200 ul koncentraciot, mert kiilonben sériilékeny réteg keletkezik.
Az enzimek rogzitésre alkalmas mennyiségét minden esetben kiilon kell

vizsgalni, mert az a molekuldk eltérd fehérjeszerkezetétdl is fligg.

3.3.1.2. A polarizalo fesziilltség megvalasztasa

A hidrogén-peroxid detektalasdhoz alkalmazhaté elektrédpotencial
meghatarozasara acetonitril (+1 mg/100ml TBATS + 6% v/v Na-acetat puffer,
pH 6) vivéoldatban vizsgéaltuk a hidrogén-peroxid jelét a polarizdlo fesziiltség
fiiggvényében. Méréseink soran a mérdelektrod potencialjat 300-800 mV kozott
lépésenként valtoztatva vizsgaltuk az 4aramlé oldatban a hidrogén-peroxid
standardoldatok aramintenzitas jelét. A standardoldatok jele mellett az
alapvonal jelének ndvekedését is vizsgaltuk, hiszen az alapvonal stabilitdsa
befolyasolja a mérések megbizhatosagat. A mért pontokbdl szerkesztett
dinamikus voltammogram (3. dbra) alapjan lathat6, hogy a hidrogén-peroxid
standardokra mérhet6 amperometrids jel 400 mV polarizdld fesziiltség folott

kezd el ndéni. Az alapvonal 630 mV-ig stabil, majd ndvekszik. A hidrogén-
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peroxid jele az alapvonalhoz képest 600 mV-nal volt a legnagyobb, azonban
ezen a potencidlon az alapvonal mar enyhén ndtt és nagyobb volt a jelek
szorasa is. Ezért a méréseinkhez 590 mV-on polarizdlt elektrodot

alkalmaztunk.

ip, nA

“=alapvonal
-=hidrogén peroxid, 5,0 uM

polarizal¢ fesziiltség, mV

3. dbra Hidrogén-peroxid amperometrias jele a polarizacio fesziiltség fliggveé-

nyében (acetonitril + 1 mg/100ml TBATS + 6% v/v Na-acetat puffer, pH 6)

3.3.1.3. Oldoszerek kivalasztasa oldott gliik6z oxidaz enzimmel

Munkank kezdeti Iépéseként vizsgaltuk, hogy melyik szerves oldoszer
alkalmazhat6 a folyamatosan d4ramldé rendszerben. Az irodalmi részben
megismert eljardsok esetében jonak talalt vivéoldat Osszetételt nem volt
célszeri atvenni a mérd rendszer felépitésébdl adodod jelentds kiilonbségek
miatt. {gy valtoztatni kellett az alkalmazott vivooldatok sszetételén, mivel az
enzimeket gyakran kvazi vizes kozegben rogzitették (pl. membrannal
hatarolva) az OPEE-k készitésekor, illetve gyakran volt lehetdség az elektrodot
pufferben regenerdlni az egyes mérések kozott. Az oldoszerek kivalasztasa
soran tobb szempontot kellett figyelembe venni, igy a szerves oldoszerek
hidroféb tulajdonségait, a viszkozitast, a lobbanas pontot. Vizsgalataink sordn
n-butilalkohollal (log P:0,8), dioxannal (log P:-1,1), acetonitrillel (log P:-
0,33), 2-propanollal (log P:0,28), n-oktanollal (log P:2,9), n-hexénnal (log
P:3,5) készitettiink oldatokat. Kisérleteinkben 1, illetve 10%-ban foszfat (0,2
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M, pH 6) és acetat (0,2 M, pH 6) puffert adagoltunk a felsorolt szerves
oldoszerekhez. Megfigyelésiink szerint az oldoészerekhez mind 1%-ban, mind
pedig 10%-ban foszfat puffert adagolva csapadék képzddott. Acetat puffert
alkalmazva csapadékképzddést nem tapasztaltunk, ezért a tovabbiakban az

acetat puffert alkalmaztuk.

Az n-oktilalkohol - puffer keverék minden esetben gyorsan szétvalt, két fazis
keletkezett, az oldészer ugyanakkor rendkiviil stirti, viszkézus folyadék, amely
nem alkalmas a FIA rendszerben valo haszndlatra. Az n-hexdn az Osszekeverés
utan ugyancsak rendkivil gyorsan szétvalt, nem lehetett megfelelden
injektalni, illetve folyamatosan d4ramoltatni a rendszerben. Ezzel a két
oldészerrel nem dolgoztunk tovabb, annak ellenére, hogy sok kutatd sikerrel

alkalmazta 4116 rendszerben torténd mérések soran.

A tovabbiakban tehat n-butilalkohollal, dioxannal, acetonitrillel, 2-propanollal
folytattuk vizsgalatainkat. Az adott olddészerekhez 1 illetve 10% v/v
alkalmaztuk a standardok elkészitéséhez, valamint vivOoldatként az
amperometrias detektorhoz. A kiilonb6zd olddészerekben mértiik a hidrogén-
peroxid standard oldat (5uM) amperometrids jelét 590mV polarizacios
fesziiltségnél. Az oldott enzim katalitikus hatdsdnak vizsgéalatara a fenti
50 pl 2 mg/ml toménységti gliik6z oxidaz enzim oldatot adagolva vizsgaltuk, hogy
mérhetd-e a keletkezd hidrogén-peroxid koncentracioja az ido fiiggvényében.
Az enzim oldatot Na-acetat pufferrel készitettiik. A méréseket az enzimes
oldatot injektalva az enzim hozzaadéasatdél szamitott 0., 60., 150. és 300.

masodpercben végeztiik.

Az oldott enzimmel végzett kisérletek soran (4. dabra) acetonitrillel, 2-
propanollal, n-butanollal és dioxannal kaptunk értékelhetd jeleket 10% v/v
puffert adagolva, azonban az acetonitril+1% puffer és a dioxan+1% puffer
elegyében nem kaptunk jeleket, az enzim szemmel lathatéan kicsapodott. Az n-
butanolban, illetve a dioxanban nyert jelek igen alacsonyak voltak az
acetonitrillel és a 2-propanollal mért értékekhez képest. Iwuoha és munkatarsai

(1995) mérései alapjan az oldoszerek sorrendje a mért adramintenzitas jelek
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alapjan acetonitril, tetrahidrofurdn, aceton,és 2-butanol volt. Megallapitottak,
hogy a GOx/Pt elektroddal szerves fazisban mérve gyorsabban érték el a
maximalis jelet. A valaszidé pedig az dramlo rendszerekben rendkiviil fontos

szerepet jatszik.

ip. nA
2500 7
2000 +
=Ecetonitril, 10%
1500 4+ =*2-propanol, 10%
2-propanol, 1%
=-n-butanol, 10%
1000 T ==h-butanol, 1%
===dlioxan, 10%
500 4

T —
= —T
0 50 100 150 200 250 300

1d0, sec

4. dbra Ip-ido fliggvény kiilonb6zd viz-organikus oldoszer elegyekben oldott
gliik6z oxidaz enzimmel (2 ml ImM gliik6z oldat + 50 pl 2 mg/ml GOx
oldat, 590 mV vs. Pt)

Az 5. 4bra alapjan megallapitottuk, hogy mind a hidrogén-peroxid standard
(0,01 mM), mind pedig a gliik6z standard (0,5 mM) jele az acetonitrilben ¢és a
2-propanolban volt a legnagyobb, azonban a 6. abra szerint a gliikéz és a
hidrogén-peroxid jelének aradnyat abrdzolva az acetonitrilben ¢és az n-
butanolban volt a legnagyobb a konverzi6. Annak ellenére, hogy ez az
értelmezés vitathaté (mediator szerepe miatt), a konverziot mint hidrogén-
peroxid koncentracidt tiintettilk fel. A tovabbiakban a vizsgalatainkat az

amperometrias jelek nagysaga miatt acetonitrillel és 2-propanollal folytattuk.
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acetonitril, 10%

i-propanol, 10% Ogliikoz, 0,5 mM

CH202, 0,01 mM

i-propanol, 1%

n-butanol, 10%
n-butanol, 1%

dioxan, 10%

500 1000 1500 2000 2500
ip, nA

REIEIEIN

[w)

5. dbra Amperometrias jelek kiilonb6z6 olddszerekben (2 ml ImM gliik6z oldat

+ 50 ul 2 mg/ml GOx oldat, polarizacids fesziiltség 590 mV vs. Pt)

acetonitril, 10%

i-propanol, 10%

i-propanol, 1%

n-butanol, 10%

n-butanol, 1%

dioxan, 10%

I
0 0.01 0.02 0.03 0.04

hidrogén-peroxid, mM

6. abra A gliik6z és a hidrogén-peroxid amperometrias jelének ardnya a
kiilonb6z6 oldoszerekben (2 ml 1mM gliik6z oldat + 50 pl 2 mg/ml GOx

oldat, polarizacids fesziiltség 590 mV vs. Pt)
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3.3.1.4. Gliikkéz mérése Kkiillonb6zo vezetdosé6 Kkoncentraciojanak

fiiggvényében

Miutan az oldott enzimes mérésekkel kivalasztottuk, hogy a tovabbiakban a
FIA rendszerben az acetonitrilt és az n-propanolt alkalmazzuk, elkészitettiik az
vizsgaltuk. Két szerves sO6, az FMCA ¢és a TBATS viselkedését
tanulméanyoztuk. Kutatdsok szerint az FMCA helyettesitheti a természetes
oxigént, mint reakcidpartnert az enzim katalizdlta oxidacio soran, kikiiszobdlve
ezzel az oxigénkoncentrdcidé analitikai jelre gyakorolt hatidsat. Az FMCA
medidtor reverzibilis redox rendszerként vesz részt az enzim reakcioban a

kovetkez6 egyenletek szerint (Toth, Gyurcsanyi, 2002).

D —glikoz+ GOD,,, .y, — gliikonsav+ GOD,, ;..

GOD

ity + 2FEMCA™ —— GOD, 4y + 2FMCA

2FMCA——> 2FMCA" +2e”

Kisérleteink sordn mind a FMCA-t, mind a TBATS-t 0-1,5 mg/100 ml
koncentracié tartomanyban adagoltuk a 6% acetat puffert tartalmazo szerves
oldészerhez. A mérésekhez sziikséges hidrogén-peroxid standardot (5 uM) ¢és a
glikéz mintdkat (0,5 és 1,0 mM) minden esetben az aktudlis Osszetétell
oldészer eleggyel készitettiik és azzal a vivéoldattal mértiik, az aramlasi
sebesség 0,8 ml/perc volt. Kiilon elemeztiik a hidrogén-peroxid standardra és a
gliik6z mintédkra kapott jelek nagysagat, mert ennek alapjan lehet elddnteni,
hogy bizonyos valtozdsok az enzimes reakciét vagy az amperometrids
detektalast befolyasoljadk. Abban az esetben, amikor az olddészer vezetOsot
tartalmazott, a gérbék a varakozasnak megfelelden minden esetben jelentdsen

nottek.

A ferrocén-monokarbonsav adagoldsakor az acetonitrilben a hidrogén-peroxid
standard amperometrias jele mar 0,25-0,75 mg FMCA/100 ml adagolasakor
jelentdsen, kb. 2,5-szeresére noétt. I-propanolban azonban sokkal kisebbek

voltak az amperometrias jelek, és csak akkor tapasztaltunk valtozast amikor az
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oldat 0,75 mg FMCA/100 ml- nél tobb szerves sot tartalmazott.

A gliik6z standardokra mért dramintenzitas értékek kicsit mas képet mutattak a
mintakat a rogzitett glikéz oxiddz enzimet tartalmazo vékonyréteg-cellan
keresztiil aramoltatva. Azt tapasztaltuk, hogy mindkét oldoészernél a 0,50 mg
FMCA/100 ml volt az optimalis koncentracié (7. 4bra). Amig a ferrocén-
monokarbonsavat ennél kisebb koncentracioban adagoltuk, jelentésen néttek a
jelek, azonban ha 0,50 mg FMCA/100 ml-nél toményebb oldattal mértiink, az
amperometrias jelek nagysdga csdkkent. Az acetonitriles mérések sordn a jelek
az optimalis ferrocén-monokarbonsav koncentracional a kiindulasi érték
kétszeresére noéttek, ennél toményebb oldat hasznalatakor azonban a jelek
csokkentek, a mérések reprodukalhatéosaga romlott, valamint a gliikoz oxidaz
enzimet tartalmazd enzimcella élettartama hirtelen csdkkent, feltételezheto

volt, hogy a ferrocén-monokarbonsav gatolja az enzim miikodését.

ip, nA =*H202, 0,005 mM/i-propanol
3500 T “gliikéz, 0,5 mM/i-propanol
3000 4+ == gliikoz, 1,0 mM/i-propanol
02, 0,005 rrﬂ%?f/acetonitrli
2500 1 ==gliikoz, 0,5 mM/acetonitril
2000 4 =aliikoz, 1,0 mM/acetonitril

I
0 0.25 0.5 0.75 1 1.25 1.5
FMCA koncentracioja, mg/100ml

7. dbra Amperometrias jelek a FMCA koncentraciojanak fiiggvényében
(5% v/v Na-acetat puffer, pH 6)

Ennek a feltételezésnek az igazolasara megvizsgaltuk, hogy a mért gorbék
alapjan az adott gliik6z standard amperometrids jele mekkora hidrogén-peroxid
jelnek felel meg (8. dbra). Az eredmények alapjan megallapitottuk, hogy bar i-
propanolban nagyobb volt a konverzido, az enzim aktivabb volt, az

amperometrias detektdlasndl azonban az acetonitriles vivéoldatban kaptunk
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nagyobb jeleket a hidrogén-peroxid mérése soran. A gorbék alapjan is latszik,
hogy 0,5 mg/100 ml-nél nagyobb koncentraciéban adagolt FMCA hatasara
mindkét oldoszerben csokkent a GOx aktivitasa. A tovabbiakban tehat 0,50
mg/100 ml FMCA jelenlétében mértiink.

A ferrocén-monokarbonsav  jelenléte jelentds szerepet jatszott az
amperometrias jel novekedésében a szerves oldészerben. Ennek oka elsésorban
az lehet, hogy nincs sziikség oxigén jelenlétére az olddszerben, az
amperometrids jel kialakuldsdhoz az enzim katalizalta oxidacioban redukalt

ferrocén szarmazék is hozzajarulhat.

hidrogén peroxid, mM

0.025
=~gliikdz, 0,5 mM/i-propanol
0.02 - == glitkoz, ImM/i-propanol
. #-gliikdz, 0,5 mM/acetonitril
== glitkoz, 1 mM/acetonitril
0.015 1
0.01
0.005 = r
0 T —
0 0.25 0.5 0.75 1 1.25 1.5

FMCA koncentracidja, mg/100ml

8. abra Gliikkéz/hidrogén-peroxid konverzidja a ferrocén-monokarbonsav

crcr

Az oldészerekhez TBATS-t adagolva a hidrogén-peroxid amperometrids jele
mindkét olddszert vizsgalva ndtt, az acetonitril esetében 0,27 mg TBATS/100
ml, mig 2-propanollal 0,80 mg TBATS/100 ml adagolasakor kaptuk a
legnagyobb jelet, de ez a jel csak kb. tizede volt az acetonitrilben mért jelnek.
A gliikéz standardokra mért eredmények, hasonléan a hidrogén-peroxid mérési
eredményeihez, Iényegesen nagyobbak voltak acetonitrilben. A gdrbék
optimum  értékei megegyeztek a  hidrogén-peroxidra kapott gorbék
maximumaval (9. abra). A mérések reprodukédlhatdésdgat és az enzimcella

¢lettartamat vizsgdlva nem tapasztaltunk hirtelen valtozast a TBATS
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mennyiségének novelésekor.

1800 P> 1A —H202, 0,005 mM/i-propanol
1600 4 =~gliik6z, 0,5 mM/i-propanol

=o1iikoz, 1,0 mM/i-propanol
1400 + ’

=202, 0,005 MMA0eToTitri——

=~gliikoz, 0,5 mM/acetonitril
== likoz, 1,0 mM/acetonitril

1200

800 -

600 -

400 )

200 VE\
0 |

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
TBATS koncentracidja, mg/100ml

9. abra Amperometrias jelek a TBATS mennyiségének fiiggvényében (5% v/v
Na-acetat puffer, pH 6)

hidrogén peroxid, mM (1E-3)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
TBATS koncentracidja, mg/100ml

10. abra Gliik6z/hidrogén-peroxid konverzidja a TBATS koncentracidjanak

fiiggvényében (5% v/v Na-acetét puffer, pH 6)

A mért jelek alapjan a keletkezett hidrogén-peroxid mennyiségét abrazolva (10.
abra) azt tapasztaltuk, hogy a propanolos oldatban sokkal kisebb hatdsa van a
TBATS-nek, mint az acetonitril alkalmazédsakor. Ismét nagyobb volt a

konverzié a propanolos vivdoldattal, az enzim aktivitdsa nagyobb volt, az
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amperometrias detektdlas viszont az acetonitriles vivdoldatban volt
hatékonyabb. A gorbék alapjan azt is megdllapithattuk, hogy nagyobb
koncentraciéban adagolt TBATS hatdsara csak az acetonitrilben csdkkent a
GOx katalizalta reakcid sebessége. A tovabbiakban tehat 0,27 mg TBATS-t

adagoltunk az acetonitriles oldathoz, mig a propanoloshoz 0,80 mg-ot.

3.3.1.5. Gliik6z mérése szerves oldoszerekben a puffer mennyiségének

fliiggvényében

A vezetdsok optimalis mennyiségének meghatarozasa utan vizsgaltuk, hogy a
szerves oldoszereknek mennyi vizet, illetve puffert kell tartalmaznia ahhoz,
hogy az enzim megdrizhesse aktivitdsat, ne denaturalodjon. Ehhez a
méréssorozathoz az acetonitrilt mindkét vezetdsod jelenlétében 3-30% v/v, mig
a 1i-propanolt 3-40% v/v mennyiségli acetadt pufferrel elegyitettiik. A
standardokat mindig az aktudlis vivdoldattal higitottuk és vizsgaltuk hogyan

alakul a hidrogén-peroxid ¢és a gliikoz standardok amperometrias jele.

A hidrogén-peroxid jele mindkét vezetdsod jelenlétében csokkent a puffer
torténd mérések soran a gliikkoz standardokra akkor kaptunk maximalis jeleket,
mikor a vivOéoldat 6% acetat puffert tartalmazott. A puffer koncentrdciot
novelve mar nem csak a hidrogén-peroxid, hanem a gliik6z jele is folyamatosan

csokkent (11. 4bra).

A cella élettartamat vizsgalva feltiint, hogy amikor a vivéoldat 4% puffernél
kevesebbet tartalmazott, a cella néhany mérés, illetve viszonylag rovid mosas
utan kimeriilt, nem lehetett a gliikoz standardok jelét mérni. Ennek oka az
irodalmi adatok alapjan valdészinlileg abban rejlik, hogy a rogzitett
enzimmolekuldk koriil nem volt megfeleld a hidratburok. Az enzimcellat
pufferral mostuk hosszabb ideig, azonban ez utan sem kaptunk jeleket, az
enzim denaturalodott. Mikor az oldat 4%-ndl tobb acetat puffert tartalmazott, a
cella élettartama jelentdsen megndtt, 6%-nal tobb mint 100 mérést végeztiink

el jelentdsebb aktivitascsokkenés nélkiil.

TBATS-t tartalmazo6 acetonitriles oldatban a hidrogén-peroxid jele hasonloan

alakult, mint FMCA-val mérve, igaz, hogy a jelek kisebbek voltak. A puffer
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optimalis koncentracidja a gliikk6z mérésekor 8% v/v-nak adodott. Bar a gliikoz
standardokra kapott jele a 3-4% v/v puffert tartalmazé vivéoldat hasznalatakor
a TBATS jelenlétében is joval kisebbek voltak, mint 6-8% v/v-nal, az
enzimcella nem meriilt olyan gyorsan ki, mint a ferrocén-monokarbonsavas
oldat alkalmazasakor. Feltételezhettiik tehat, hogy nemcsak a vizburok
megbomlasa, hanem a FMCA jelenléte is hozzajarult az enzim aktivitdsanak

irreverzibilis csokkenéséhez.

ip, nA
3500 -
=H202, 0,005 mM/FMCA
3000 T < gliiko6z, 0,5 mM/FMCA
2500 < gliikoz, 1,0 mM/FMCA
=202, 0,005 mM/TBATS
2000 + = gliikoz, 0,5 mM/TBATS
<=glikoz, 1,0 mM/TBATS
1500 +
1000 +
500 T
0
0

s

fliggvényében (0,27 mg/100 ml TBATS, 0,5 mg/100 ml FMCA)

A gliko6z konverzidjat acetonitrilben vizsgalva (12. abra) megallapithattuk,
hogy FMCA jelenlétében 6-8% puffernal tobbet tartalmazo oldatban kb. 20%-
kal csokkent a jel, mig a TBATS-t tartalmazé oldatot aramoltatva 10% puffer
koncentracié folott nem valtozott szamottevden, a puffer koncentracidja tehat
nem befolydsolta az enzim mikodését. A 10. és 11. abrakat dsszehasonlitva
megallapithattuk, hogy a standardokra mért jelek nagysdganak csdokkenése a
hidrogén-peroxid amperometrias jelének valtozadsabol adddott. A tovabbiakban
az FMCA/acetonitril vivéoldatot 6% v/v pufferral kevertik, mig a

TBATS/acetonitril alkalmazasakor 8% v/v puffert hasznéltunk.

Iwuoha és Smyth (1994b) all6 fazisban végzett mérései soran TEATS vezetdsot

alkalmazva 80% v/v acetonitrilben kaptak maximalis jeleket.
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==gliik6z, 0,5 mM/FMCA

hidrogénperoxid, mM (1E-3) <=glikoz, 1 mM/FMCA
[ ~+=gliikéz, 0,5 mM/TBATS

=t gliikoz, 1 mM/TBATS

acetat puffer, % v/v

12. 4bra Glikoz/hidrogén-peroxid konverzioja acetonitrilben (0,27 mg/100 ml
TBATS, 0,5 mg/100 ml FMCA)

ip, nA

[ =202, 0,005 mM/ferroc.
700 T =*-gliikdz, 0,5 mM/ferroc.
== gliikoz, 1,0 mM/ferroc.
-4202, 0,005 mM/TBATS /
500 T +=glitkags '
400 <+ “=gliikoz, "

800 -

600 T

A

300
w+ A e
100 + P
0 | | | |

acetat puffer, % v/v

13. abra Amperometrias jelek i-propanolban a puffer mennyiségének

fliggvényében (0,8 mg/100 ml TBATS, 0,5 mg/100 ml FMCA)

A puffer mennyiségét az i-propanolos oldatban novelve a hidrogén-peroxid

standard jele FMCA jelenlétében kb. 6tdodére csokkent, mig a TBATS hatasara
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alig valtozott, kb. masfélszeresére nott. A gliikkoz standardok jelét vizsgdlva
azonban megallapithattuk, hogy a gorbék nagysagat jelentésen befolyasolta a
puffer mennyisége (13. 4abra). A csucsok nagysidga 20%-os puffer
koncentracioig ndétt, majd TBATS alkalmazédsakor csdokkent, mig FMCA
jelenlétében a gorbék nagysdga nem valtozott szamottevéen. Ferrocén-
monokarbonsav jelenlétében a jel a kiinduldsi érték hétszeresére ndtt a puffer
mennyiségének ndvelése soran. A glikéz konverzidjat vizsgalva (14. abra)
hasonlo lefutast gorbéket kaptunk, mint az eléz6 esetben, mivel a hidrogén-
peroxid jele sem valtozott 20% puffer mennyiség folott. A FMCA-t tartalmazoé
oldat esetében azonban a jelek kb. huszszorosara néttek, hiszen a hidrogén-
peroxid jele csdkkent, a gliik6oz¢é azonban ndétt. Az eredmények alapjan
feltételeztiik, hogy a 20%-nal tobb puffert tartalmazé FMCA/i-propanol
oldattal mérve a szerves olddszerhatasa jelentdsen csokkent, az eredmények a

pufferrel mérhetd amperometrias jelekkel kézel azonosak.

hidrogénperoxid, mM

0.025 -
=+-gliik6z, 0,5 mM/FMCA y
0.02 ~=gliikoz, | mM/FMCA == il
’ ~+-gliikéz, 0,5 mM/TBATS
~=gliikoz, 1 mM/TBATS
0.015 <+
0.01
0.005 +
O I I I |

acetat puffer, % v/v

14. abra Gliikk6z/hidrogén-peroxid konverzidja 2-propanolban (0,8 mg/100 ml
TBATS, 0,5 mg/100 ml FMCA)

3.3.1.6. Gliik6z mérése a puffer pH-janak fiiggvényében

Kovetkezdkben azt vizsgaltuk, hogyan befolydsolja az acetatpuffer pH-ja a
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méréseinket. A kisérleteket csak acetonitrilt alkalmazva végeztiik el, mivel
ebben az esetben a jelek lényegesen nagyobbak voltak, amint azt mar az
elézéekben bemutattuk. Az acetatpuffer pH-jat 5-8 érték kozott valtoztattuk,
(annak ellenére, hogy az acetat puffert pH 4-6 kozott célszerli alkalmazni) és a
korabbiakban optimalisnak taldlt koncentracidoban (6% v/v) adagoltuk a

vezetdsot tartalmazod acetonitrilhez.

Megallapithato, hogy a pH sokkal kisebb mértékben befolyasolta a méréseket,
mint ahogyan vizes kdzegben. A mért gdorbék pH-7-nél voltak a legnagyobbak
mindkét vezetdsdé alkalmazéasakor (15. abra). A gliikéz oxiddz enzim
milkddésének optimuma pH 5,5-nél van nativ 4llapotban, mig a
glutaraldehiddel rogzitett enzimet vizes kdozegben alkalmazva pH optimuma 6.0

volt. (Véaradi és mtsai, 1995).

. —==H202, 0,005 mM/FMCA +-H202, 0,005 mM/TBATS
3000 P 4 gliikoz, 0,5 mM/FMCA  =-gliikéz, 0.5 mM/TBATS
<+ gliikéz, 1,0 mM/FMCA  +=gliikoz, 1,0 mM/TBATS

pH

15. &bra Puffer pH-jdnak hatdsa a gliikozmérésre (acetonitil + 0,27 mg/100 ml
TBATS + 8% v/v acetat puffer, illetve 0,5 mg/100 ml FMCA, + 6% v/v acetat
puffer)

3.3.1.7. Az aramlasi sebesség hatasanak vizsgalata

Eddig els6sorban a biokémiai és elektrokémiai reakciokra kozvetleniil hato
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paraméterek hatédsait vizsgaltuk, azonban az 4ramlé rendszerek egyik
legfontosabb miitkodési paramétere az aramlasi sebesség. Tekintve, hogy az
aramléasi sebesség hatasa fiiggetlen az alkalmazott vivéoldattdl, ezért mind a
biokémiai reakciora mind pedig az elektrokémiai detektaldsra vald hatasat csak
egy oldoszer Osszeallitasndl vizsgaltuk, mégpedig az eddig legnagyobb jeleket
ad6 acetonitril + 0,5 mg FMCA/100ml + 6% v/v puffer dsszetételli oldatnal.

ip, nA
2000 -

—=H202, 0,005 mM
== 2liikoz, 0,5 mM
=~gliikoz, 1,0 mM

0 i i i i i i

0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 1.1

aramlasi sebesség, ml/perc

16. abra Amperometrias jelek az dramlasi sebesség fliggvényében

acetonitril/0,5 m m +6% v/v acetat putfer, 5
itril/0,5 mg/100 ml FMCA+6% v/ it puffer, pH 6,0

Amint a 15. abran lathato, a H,O, standardra mért amperometrids jelek alig
valtoznak mérés sordn. Ez az amperometrids vékonyréteg cella geometriai
kialakitdsanak koszOonhetd, mivel az Aaltalunk vizsgaltnal sokkal nagyobb
aramlasi sebesség tartomdnyban ad kozel azonos jeleket. A glikoz
oxidacidjanak elemzése alapjan megallapitottuk, hogy lassabb dramlasi
sebesség esetén, amikor a minta tobb 1d6t toltott a vékonyréteg celldban, a
csucs alatti teriiletet figyelembe véve tobb szubsztrat molekula alakult at,
nagyobb d4ramintenzitast mértiink, azonban a diszperzid kovetkeztében a
csucsok szélesebbek voltak. Ezzel szemben nagyobb sebességnél kisebb
amperometrids jel keletkezett, a csicsok azonban igen keskenyek, kompaktak
voltak. A gliikéz standardokra mért gorbék nagysagat elsdésorban a

vékonyréteg-cellaban végbemend enzimreakcid hatasfoka befolyasolta, nem a

hidrogén-peroxid mérése volt a meghatarozo6 Iépés. A két hatds eredményeként
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a legnagyobb gorbéket 0,8 ml/perc aramlasi sebességnél mértik, ezért a

tovabbiakban ezt a sebességet alkalmaztuk.

3.3.1.8. Kalibracios gorbék

ip, nA
3000
=®FMCA /acetonitril

2500 4 TTBATS/acetonitril

=-FMCA/i-propanol

<=TBATS/i-propanol
Na-acetat, pH 6

2000

1500

1000

500

gliikoz koncentracié, mM

17. abra Kalibraci6s gorbék

A mérdrendszer miikodésének optimaldsa utdn a megfeleld paraméterek
alkalmazéasadval a legfontosabb kisérleti 0Osszedllitdsokhoz 0,1-1 mM
koncentracid tartomanyban kalibracids gorbét készitettiink a gliikd6z méréséhez
(17. abra). Az 0Osszehasonlitas kedvéért az acetat pufferral mérhetd gorbét is
feltiintettiik. Olddszerként acetonitrilt alkalmazva mindkét vezet6sot hasznalva
nagyobb jeleket kaptunk, mint vizes fazisban. Az FMCA-val mérve mintegy
Otszorosére nodttek a jelek a kezdeti, linearis mérési szakaszon, a TBATS-sel
mérve pedig kb. kétszeresére. A linearis mérési tartomany azonban mindkét
esetben kisebb volt, 0,5 mM gliik6z koncentracié felett mar nem volt linearis a
kalibracios gorbe. Az FMCA-val 2-propanolt &ramoltatva kozel azonos
nagysagu jeleket kaptunk, mint az acetat pufferral, mig TBATS-t hasznalva a
jelek kb. harmadéara csokkentek a vizes fazisban mért jelekhez képest. Az

eredményeket a 3. tablazatban foglaltuk 0Ossze, feltiintetve egy kdzepes
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standard amperometrias jelének ¢és a mérés szorasanak (n=5) valtozasat is a

kiilonb6z6 oldészer elegyekben.

Linearis mérési tartomany 0,25 mM gliikk6ézra mért
(mM gliik6z) amp. jel (nA, n=5)
FMCA/acetonitril 0,05-0,5 1280 + 63
TBATS/ acetonitril 0,05 -0,5 680 + 32
FMCA/2-propanol 0,05 -1,0 230 + 14
TBATS/2-propanol 0,05-1,0 80 £ 11
acetat puffer 0,05-1,0 270 £ 32

3. tablazat Glikozmérés statisztikai értékelése

3.3.1.9. Elelmiszermintak vizsgalata

Az altalunk kifejlesztett szerves fazist bioszenzorral olyan élelmiszermintak
gliikoztartalmat kivantuk meghatarozni, amelyek vizes fazisban nem oldhatok,
ezért a minta-el6készités hosszadalmasabb munkat igényelt volna. A mintak
kereskedelemben kaphatdo majonézek, saldta Ontetek, mustarok, fliszeres szdsz
készitmények voltak. A mintdk eldkészitése rendkiviil egyszerii volt, mivel
elég volt a minta bemérése (0,1-0,2 g) utdn azt 5 ml acetonitrilben enyhén
felmelegiteni (kb 40 °C-ra), ekkor a zsirok, olajok megolvadtak, a
vizesfazisban oldott szubsztratok az acetonitrillel elegyedtek. A mintdkbol
hiités és centrifugalas utan 0,1 ml-t 2, illetve 10 ml-re higitottuk az FMCA-t és

puffert tartalmazé vivdéoldattal.

A mintak glikdztartalmat enzimes spektrofotometrids eljarassal s
meghataroztuk, az eredményeket Osszehasonlitottuk (18. abra). A referencia
mérést vizes fazisban végeztiik. A gliikozt ATP jelenlétében hexokindz enzim
katalizalta reakcioban foszforilaltuk, majd NAPD" jelenlétében gliikoz-6-
foszfat dehidrogendzzal D-gliikonat-6-foszfat és NADPH keletkezett. A

s

334, 340 vagy 365 nm-en mértiik.
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Vizsgalataink alapjan az eredmények jol megfelelnek egymasnak, a szerves
fazisban a gliikozcella alkalmas szdmos nagy zsir-, illetve olajtartalmu
¢lelmiszer gyors, megbizhato vizsgalatara. Az eredmények alapjan csak a
mustarok gliikkoztartalmanak eredményében addodott eltérés, ennek oka azonban
tovabbi vizsgalatokat igényel, ami mar nem tartozik e munka korébe.
Feltételezésiink szerint az eltérés a mustarban taldlhatdo gliikozinolat
jelenlétébol adddhat. Mirozindz enzimmel viz hataséara i-tiocianat és gliikéz
szabadul fel, a keletkezd gliikoz novelheti a jelet, mig az i-tiocianat gatolhatja

a GOx mukodését.

Az immobilizalt glikéz oxiddz enzimmel elsésorban modellként kivantuk
vizsgalni a FIA rendszerben alkalmazott szerves fazisu bioszenzorok
viselkedését, az egyes paraméterek hatdsdt az enzim mikodésére. Fenti
eredményeink alapjan lehetdségiink nyilt mas enzimek rogzitésével tovabbi

szerves fazisban miikodé bioszenzor kifejlesztésére.

MaJ.OH?Z L B bioszenzor
Majonéz II.
Salata ontet UV-teszt
kapros
mediteran korr. koeff.: 0,976
flszeres R2: 0,952
1000 sziget a: 0,33
rokfortos b: 0,95

Maggi szosz =
Szbja szdsz
Mustér I1.

Pizza sz6sz P — . . . . |
0 2 4 6 8 10 12 14

gliikoz (g/100g)

18. abra Elelmiszermintak gliikoztartalma

3.3.2. Katalaz alapu bioszenzor

A kataldz enzim is megdrzi aktivitasat kiillonb6zd szerves oldoszerekben, ezért

valt lehet6vé szerves fazisu bioszenzorban vald alkalmazasa. A katalaz a
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hidrogén-peroxid vagy mas hidroperoxid szarmazékok bomlasat katalizalja.

2 H,0, 4% 5> 11,0+ 0,

Az egyenlet szerint egyarant lehetdség lenne a hidrogén-peroxid fogydasat
nyomon kovetni, illetve a keletkezett oxigén koncentraciéjat mérni.
Amperometrias direkt oxigén mérést csak akkor végezhettiink volna, ha a
felszabaditott oxigént alacsonyabb fesziiltségen mérnénk, mint a peroxid
vegyiileteket. Kisérleteink sordn a hidrogén-peroxid fogyasat kdvettiik nyomon
a mar korabban is alkalmazott +590 mV polarizacidos fesziiltségen, igy a
mintdkban 1évd adalékanyagok, esetlegesen elektrokémiailag aktiv anyagok

hatasa is kisziirheté volt, amint arra a tovabbiakban még utalunk.

3.3.2.1. Méro rendszer

injektor
HPLC amp. cella
pumpa |
= = minta —— —>
puffer tartaly amp.
detektor

U

enzim cella

'?

rekorder

19. dbra A mérdrendszer felépitése

A kataldz enzimet rogzitve az oldatban [évé hidrogén-peroxid fogydasat
hataroztuk meg, ezért minden esetben mértiikk a kiinduldsi értéket és az

enzimreakcid utan megmaradt szubsztrat mennyiségét. A mérési elrendezést a
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glik6zméréshez képest a fentiek miatt modositanunk kellett (19. 4bra). Az
enzimes vékonyrétegeellat az injektor mintahurok helyére csatlakoztattuk,
ezaltal a mintat kozvetleniil a cellaba injektaltuk. A mintat injektalds utan
azonnal a méréd agba forditva mértiik a minta kiinduldsi hidrogén-peroxid
utan pedig a csdkkenés szintjét. Minden mintat kétszer mértiilk egymas utadn. Az
amperometrias jel és a minta hidrogén-peroxid koncentracidja jol definidlt
fliggvénykapcsolatban van egymassal. Az igy kialakitott stopped-flow
tipusunak nevezhetd rendszerben igen egyszerien Ilehetett a mintak
tartozkodasi idejét valtoztatni, nem volt sziikséges bonyolult dramlési rendszer

Osszeallitasa.

A mérd rendszer kialakitdsa utdn az enzim rogzitésének modjat is vizsgaltuk,
O0sszehasonlitottuk, hogyan médosulnak az eredmények ha az eddig alkalmazott
BSA mellett PEG 6000-rel egyiitt immobilizaljuk a kataldz enzimet a cella
készitésekor. A PEG 6000 alkalmazasara azért keriilt sor, hogy a katalaz
molekuldk kozvetlen kornyezetében biztositsa a mikodésiikhoz sziikséges

megfeleld vizburkot. A kovetkezd 0sszetételben rogzitettiik az enzimet:

1. 30 mg kataldz enzim (2390 U/mg), 5 mg BSA 200 pl pufferban, majd 50

pl 2,5%-o0s glutdraldehiddel 6sszekeverve.

2. 30 mg kataldz enzim (2390 U/mg), 20 mg PEG 6000, 4 mg BSA 200 pl
pufferban, majd 50 pl 2,5%-0s glutaraldehiddel 6sszekeverve.

Az immobilizaldsban valé moddositas hatasa a sziikséges pufferoldat

s

kisérletek ismertetésekor tériink erre ki.

3.3.2.2. Hidrogén-peroxid bomlasa az ido fiiggvényében

A  mérérendszer kialakitasdnak érdekében eldszor a katalaz enzim
mikodésének iddébeli alakulasat vizsgaltuk (20. 4bra). A mintat az
enzimcelldba injektdlas utan megallitottuk, majd az enzimcellaban eltoltott ido
csokkenését. A méréseket tehat ugynevezett stopped-flow rendszerben

végeztik. A maximalis jelcsokkenést kb. 2 perc elteltével detektaltuk, azonban
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1 perc utdn mar a csdkkenés kb. 80%-a mérhetd. A jelcsokkenés vizsgalatakor
nem tapasztaltunk jelentds kiilonbséget az acetonitrilben a két kiilonbdzd

vezetdso esetében kapott eredmények kozott.

ip, nA
500
“=FMCA
-==IBATS
400 =puffer
300 +
raa N 2
= o =)
== == == 1
100 I I I I
0 1 2 3 4
id6 (perc)

20. dbra Hidrogén-peroxid amperometrids jele acetonitrilben az idd
fiiggvényében (0,02 mM H,0,, 0,5 mg FMCA/100ml, ill. 0,5 mg
TBATS/100ml, + 6% v/v acetat puffer)

Kisérleteink sordn a tovabbiakban a mintdkat kétszer, kozvetleniil az injektalas
utdn ¢és két perc tartéozkodéasi i1dd elteltével mértiik, az amperometrids jel
eldkisérletek alapjan minden esetben szoba hdmérsékleten és 0,8 ml/perc

aramlasi sebességet alkalmazva végeztiik.

3.3.2.3. Amperometrias jelek a vezetosok mennyiségének fiiggvényében

Korabbi vizsgalatokra és a rogzitett kataldz enzimmel végzett elOkisérletekre

alapozva a tovabbiakban vivéoldatként csak acetonitrilt alkalmaztunk.

FMCA-t ¢és TBATS-t 0-2 mg/100 ml koncentracioban adagoltuk az acetat
puffert (6% v/v, pH 6) tartalmazo szerves olddszerhez és vizsgaltuk, miként
valtoznak az amperometrias jelek a vezetds6k koncentrdcidjanak
fiiggvényében. FMCA-t adagolva az oldathoz kb. 10%-kal ndétt az

amperometrias jelek kiilonbsége (21. abra), a kiilonbség maximuma 0,75
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mg/100 ml koncentracional volt. A ferrocén-monokarbonsavat nagyobb
koncentracioban adagolva a  jelek kozotti  kiillonbség, a mérések
reprodukalhatosaga, valamint a kataldz enzimet tartalmazé enzimcella
¢lettartama egyarant csokkent. Feltételezésilink szerint az FMCA 0,8 mg/100ml-

nél nagyobb koncentracioban gatolja az enzim miikodését.

=+0,01 mM

0 0.5 1 1.5 2
FMCA, mg/100ml

21. abra Amperometrias jelek kiillonbsége a ferrocén-monokarbonsav

crcr

Az acetonitrilhez TBATS-t adagolva az enzim inaktivalasara utald jeleket nem

tapasztaltunk, maximalis jeleket 0,27 mg/100 ml adagoldsakor kaptunk.

3.3.2.4. Rogzitett katalaz enzim aktivitasa a pH fiiggvényében

Acetat puffert alkalmazva vizsgaltuk a kataldz enzim aktivitasdt a pH
fiiggvényében (22. dbra). A vivdoldat acetonitril + 0,75 mg FMCA/100 ml +6%
(0,01 ill. 0,005 mM) mértiink. Vizsgalataink sordn megéallapitottuk, hogy a
maximalis értéket a rogzitett enzim esetén pH 6,0-nél taldltuk, mig a nativ

enzim optimalis pH-ja irodalmi adatok szerint 7,0.
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+=0,02 mM

0 I I I I
5.5 6 6.5 7 7.5

pH

22. abra Amperometrias jelek kiilonbsége a puffer pH-janak fliiggvényében
(Acetonitril + 0,75 mg FMCA/100 ml + 6% puffer)

3.3.2.5. Amperometrias jel a vivéoldatban levé puffer mennyiségének

fiiggvényében

A vezetdsok optimalis mennyiségének meghatarozdsa utan vizsgaltuk, hogy a
szerves oldoszereknek mennyi puffert kell tartalmaznia ahhoz, hogy az enzim
megodrizhesse aktivitasat, ne denaturalédjon. Ennek vizsgalatdhoz mindkét
vezetdso jelenlétében az oldat 7% v/v puffert tartalmazott, a standardok
készités¢hez pedig 0-7% v/v koncentracio tartomanyban adagoltuk a puffert,
majd vizsgaltuk, hogyan alakult a hidrogén-peroxid csokkenés amperometrids
jele. Ebben a kisérletsorozatban a PEG 6000-et tartalmaz6 és nem tartalmazoé

cella mukodését is 0sszehasonlitottuk.

A PEG 6000-et nem tartalmazé enzimcelldval mérve a jelek maximalis
kiilonbségét kvazi vizmentes kozegben kaptunk az FMCA-t tartalmazé
acetonitril alkalmazasa sordn (23. 4bra). Az oldészerek mindig tartalmaznak
minimélis mennyiségli  vizet, HPLC mindségli acetonitrilnél <0,01%.
Feltételezhetd, hogy a kataldaz molekuldk biokatalitikus aktivitdsa nagyobb a
minimalis vizet tartalmazo kozegben. A puffer mennyiségét 2%-ig ndvelve
drasztikusan csdkkent a jel nagysaga, majd 2-5% kozott enyhén nétt. A puffer

mennyiségét 5% folott tovabb ndovelve a hidrogén-peroxid jelének kiilonbsége
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ismét folyamatosan csdkkent. Az eredményeket a PEG 6000-et tartalmazo
enzimcelldval mért eredményekkel Osszehasonlitva megallapithattuk, hogy a

vizburok stabilitasat biztosito6 PEG jelenlétében alig volt eltérés a jelek

s

1800
1600 “=FMCA
1400 =TBATS
1200 =FMCA + PEG
1000
800
600 -
400 N
| =) = . -
200 = - e —
O W | | 1 |

puffer koncentracioja, %

23. dbra Hidrogén-peroxid amperometrids jele az oldatban 1évé puffer
mennyiségének fliggvényében (0,02 mM H,0,, acetonitril +0,75 mg FMCA/100
ml, illetve 0,27 mg TBATS/100ml)

A PEG 6000 nyilvdanvaldéan megdrizte az enzim molekulai koriil a vizburkot
azaltal, hogy a vivOoldat ataramoltatasa soran feltoltodott vizzel. Igy kozel
fiiggetlen a reakcid sebessége a vizkoncentrdciotol. Ha a viz, illetve puffer
mennyisége novekedett, akkor 0-0,5% kozott alig a kétszeresére noétt a jelek
nagysaga, majd 2%-t6l folyamatosan csOkkent. A TBATS-t tartalmazo
oldoszerrel hasonld lefutasu gorbét kaptunk, mint az FMCA-val, a jelek
kiilonbsége azonban lényegesen kisebb volt. A vizsgalt gorbék alapjan a 2-7%
puffert tartalmaz6 standardok mérésekor nem volt jelentds kiilonbség az
FMCA-t és a TBATS-t tartalmazo acetonitrillel mért jelek kozott. Ebben a
tartomanyban TBATS esetén a jelek maximuma 5%-nal, mig FMCA-t

tartalmaz6 oldatban 6%-nal volt.
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3.3.2.6. Kalibracio gorbék, statisztikai értékelés

Az optimalis miikodési paraméterek meghatdrozasa utan a vizsgalt kisérleti

Osszeallitdsokhoz kalibracios gorbét készitettiink hidrogén-peroxid

s

Aip, nA
800 o m
++=0,5% FMCA
600 + 6% FMCA
-==0,5% FMCA, PEG
==6% FMCA, PEG
400 - 5% TBATS
puffer
200 +
0 | I I |
0 0.005 0.01 0.015 0.02

H202, mM
24. dbra Kalibracids gorbék kiilonb6zd vivéoldatokban

Az Osszehasonlitas kedvéért feltiintettiik a vizes fazisban mért gorbét is. A
standardok hidrogén-peroxid tartalmadnak meghatarozdsdhoz a legnagyobb
jeleket a 0,5% v/v puffert tartalmaz6 mintakbol mértiik, amikor az enzimcella
nem tartalmaz PEG 6000-et. PEG 6000 jelenlétében a jelek nagysdga azonos
kortilmények kozott egyharmadéaval volt kisebb, mint az el6z6 esetben, azonban
a parhuzamos mérések kozotti szoérds kisebb volt. Az 5-6% v/v puffert
tartalmazé vivooldatban kdzel azonos nagysaguak a jelek, de a PEG 6000-et
tartalmazé cellaval mérhetd jelek ebben az esetben is kisebbek. A legkisebb
jeleket vizes fazisban mértiik. Az 4. tablazatban a standardok amperometrias

jelét és szoras értékeit (n=5) hasonlitottuk dssze.

A 25. abran a PEG n¢lkiil és PEG jelenlétében rogzitett kataldzzal egymasutan
mért jeleket mutattuk be. J6l megfigyelhetd, hogy PEG 6000 nélkiil 0,5% v/v
pufferral végzett mérések soran a jelek folyamatosan csokkentek, mig PEG
6000 jelenlétében jol reprodukalhatd, stabil eredményeket kaptunk. Ha a
kifejlesztett mddszert hidrogén-peroxid meghatarozasara kivanjuk alkalmazni

(pl. kozmetikumok, kendcsdk vizsgalatanal), célszeri a PEG 6000-et
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tartalmazo enzimcellaval mérni.

0,01 mM H,0,| Széras | 0,02 mM H,O, | Szoras

(nA) (%) (nA) (%)
0,5% puffer, FMCA 418 £ 19 4,5 790 £ 28 3,5
6% puffer, FMCA 108 £ 5 4,6 206 £ 9 4,4
5% puffer, TBATS 123 £ 6 4,9 237 £ 10 4,2
0,5% puffer, FMCA, PEG 270 £ 9 3,3 512 + 13 2,5
6% puffer, FMCA, PEG 142 £ 5 3,5 257+ 7 2,7
Puffer 98 £ 6 6,1 198 £ 8 4,2

4. tablazat Hidrogén-peroxid standardok amperometrids jele és szorasa (n=5)

I I R — T 1
0.50.50.5 6 6 6 0.50.50.5 6 6 6 0.50.50.5

Aip, nA
500 1
0 n COPEG 1
OBSA m [l ~
400 1+ -
300 + | | |
200 1+
“1 “_’_“_h mmm |—|_||—|_||_h
0 P | | | |
6 6

6
Puffer, %

25. dbra Hidrogén-peroxid amperometrids jele kiillonb6z6 celldkkal mérve

(0,01 mM H,0,, FMCA/acetonitril)

Mint mar a 23. abran bemutattuk, a PEG 6000-c¢t nem tartalmazo6 enzimcellaval
mérve FMCA jelenlétében 0-2% puffer koncentracié kozott a jelek hirtelen
csokkentek. Az eredmények alapjan alkalmas moddszert dolgozhattunk ki kis
viztartalmi mintak nedvességtartalmanak indirekt meghatdrozasara, ha a
mintdkat azonos koncentraciéju szubsztrattal higitjuk, ¢és mérjik az

aramintenzitas jeleket. A kdzvetett mérés soran az azonos szubsztratra kapott

jel és a minta viztartalma kozott szoros negativ Osszefiiggés van. A mérésre
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alkalmas méréstartomany 0,05-1% viz volt (26. dbra). A kalibracidés pontokra
exponencialis gorbét illesztve a korrelacios koefficiens: -0,912, mig az R?

:0,949 volt.

Aip, nA
1800 =P

1600 )

1400

korr. koeff.: -0,912
R2: 0,949

1200

1000
800
600 T

400 1

200 T

0 I I I I I
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Viztartalom, %

26. abra Kalibracios gorbe mintdk viztartalmanak meghatarozasara

3.3.2.7. Mintak vizsgalata

Kereskedelmi vaj és margarinmintdk viztartalmat hatdroztuk meg rdgzitett
kataldz enzimen alapuld bioszenzorral a kifejlesztett kozvetett eljarassal. A
mintdk eldkészitése rendkiviil egyszerli volt, mivel elég volt 0,1-0,2 g
homogenizalt mintat 5 ml acetonitrilben 40 °C-ra felmelegiteni, ekkor a zsirok,
olajok megolvadtak, a viz az acetonitrillel elegyedett. Az oldatot hirtelen
lehiitve a zsirok, olajok kivaltak, az acetonitriles fazist lecentrifugaltuk, majd a
mintdbol 0,1 ml-t kivéve elegyitettiik a minta varhato viztartalmatol fiiggden 2,
vagy 10 ml szubsztratot tartalmazo oldattal. Mint az eredményekbdl lathato,
igen széles tartomdnyban vizsgdltuk a mintdkat, hiszen a kozel 0% vizet
tartalmaz¢ libazsirtdl a 65% tartalmu light margarin termékekig igyekeztiink
valogatni. Eredményeinket az AOAC szerinti hivatalos (AOAC Method

920.116) gravimetrids modszerrel hasonlitottuk 06ssze (27. 4bra) és
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megallapitottuk, hogy az eredmények jol megfelelnek egymasnak, valamint a

termékeken deklaralt maximalis viztartalom értékeknek

kozotti

koefficiens 0,993 volt.

Etkezési libazsir
Teavaj (Sole)

Teavaj (Profi)

Teavaj édes tejszin vaj
Joghurtos vaj

Rama margarin, kocka

Hera f6z6margarin

Rama, dobozos
Rama cream margarin

Delma multivit. marg.

Linco margarin

0%

|

korrelaciét mutatja be a 28.

20%

1S.

abra,

CIBioszenzor (%)
OIGravimetria (%)

30%

¥ 40%

T |48%

r— 60%

A két moddszer

amely szerint a korrelacios

65%
]
70
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60

27. abra Mintak viztartalmédnak meghatdrozéasa bioszenzorral

A 3.3.2. fejezetben utaltunk méar arra, hogy a mérés sordn nem a keletkezd
oxigént mértiik, hanem a hidrogén-peroxid fogyasat. Igaz, hogy igy két mérés
kiillonbségét kellett vizsgdlnunk, azonban a mintdkban levd, ¢és az
amperometrias mérést zavard elektroaktiv anyagok hatdsa kiszlirheté. A 29.
abran a kozel azonos viztartalmi mintdk amperometrids jeleit hasonlitottuk
O0ssze. Lathato, hogy a jelek az adalékanyagoktol fiiggden valtoztak, (pl.
vitaminok, sok) azonban a jelek kiilonbsége, ¢és ez utal a viztartalomra, kozel
allando. Az abran az eltérések a kiilonboz6é mintabemérésekbdl szarmaznak,

amit a kiértékelés soran természetesen figyelembe vettiink.
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gravimetria, %
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28. abra Mintak viztartalmanak 6sszehasonlitasa
|
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29. abra Mintak viztartalmara mért amperometrias jelek

Az altalunk kidolgozott eljardsnak még tobb felhasznaldsi lehetdsége is
kinalkozik, pl. szerves fazisban végbemend folyamat nyomonkdvetése,

amennyiben az viz keletkezésével vagy fogyasaval jellemezhetd.
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3.3.3. Koleszterin meghatarozasara alkalmas bioszenzor

A koleszterin nagy része az ¢élelmiszerekben zsirsavakhoz kotve talalhato, ezért
az Osszes koleszterin meghatdrozdsdhoz elsd 1épésben az észterkotést kellett
bontani koleszterin észterazzal, majd a szabadda valt koleszterinbdl koleszterin
oxidaz segitségével keletkezd hidrogén-peroxid mennyiségét mértiik. A szabad
koleszterin meghatarozasara koleszterin oxidaz (COD) enzimet, mig az dsszes
koleszterin vizsgéalatdhoz koleszterin ¢észteraz (CE) ¢és COD enzimeket

tartalmazd szerves fazisu bioszenzorokat fejlesztettiink ki.

koleszterin észteraz

koleszterinoleat + H,O > Koleszterin + olajsav

koleszterin + O, + H,0 Koleszterin oxidaz

> kolesztenon + H,05

3.3.3.1. Méro rendszer

A méréseinket a kataldz alapu bioszenzornal mar ismertetett stopped-flow
rendszerben végeztiik (3.3.2.1. fejezet). Az enzimes vékonyrétegcellat ismét az
injektor mintahurok helyére csatlakoztattuk, ezaltal a mintat kozvetleniil a

cellaba injektaltuk.

Kisérleteink soran eldszor a szabad koleszterin meghatdrozasara alkalmas
COD-ot tartalmazdé enzimcella miikodésének feltételeit vizsgaltuk, majd az
O0sszes koleszterin meghatarozasara alkalmas moddszert dolgoztunk ki a két

enzimet rogzitve. A kovetkezd enzimcelldk készitésére keriilt sor:

1. 12 mg COD enzim, 150 U/mg, 5 mg BSA 200 ul acetat pufferban (pH 7),
majd 50 pl 2,5% v/v-os glutaraldehiddel 6sszekeverve.

2. 12 mg COD enzim, 150 U/mg, 12 mg CE enzim 638 U/g, 5 mg BSA 200
ul acetat pufferban (pH 7), majd 50 pl 2,5% v/v-os glutaraldehiddel

O0sszekeverve.

3.3.3.2. Inkubacios id6 hatasa a koleszterin mérésre

A mérdrendszer kialakitdsdnak érdekében eldszor a rogzitett COD enzim

mikodésének idébeli alakuldasat vizsgaltuk (30. abra). A mérések soradn a
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mintat a celldban megdallitva noveltiik az enzimcelldban eltoltott idot. Az
O0sszehasonlitas kedvéért a COD enzim aktivitdsat puffer oldatban, puffer +
TRITON X-100 keverékében ¢és acetonitril + 40% toluol keverékében
vizsgaltuk. Eredményeink alapjan megéllapitottuk, hogy a puffer oldatban
mérhetd jelekhez képest a TRITON X-100 alkalmazésakor kb. kétszer akkora
jeleket kaptunk, 6-8 perc elteltével mar jol mérhetd jeleket kaptunk. A szerves
oldészerek alkalmazasaval 4 perc elteltével 1ényegesen nagyobb dramintenzitas
csucsokat mértiink, mint vizes fazisban. Szerves fazisban az amperometrids
jelek folyamatosan ndttek a celldban toltott idé hosszaval, két perc utan mar jol
mérhetd jeleket kaptunk, azonban figyelembe véve, hogy a késObbiek soran két
enzim egyiittes katalizal6 hatdsanak jelét kivanjuk mérni, ezért minden esetben
4 perc elteltével mértiilk az amperometrids jelet. Ennél hosszabb tartézkodasi

1d6 alkalmazéasa nem volt indokolt, mivel a jelek mar nem valtoztak jelentdsen.
ip, nA
140 -

=puffer
120 -=puffer+ TRITON-X

=+40% toluol

100 +

80 1T

60 -

40 -

20

inkubécios 1d6, perc

30. &bra Amperometrias jel az inkubécids idd fiiggvényében (0,2 mM

koleszterol)

3.3.3.3. Homérséklet hatasa a koleszterin mérésére

Az enzimreakcié optimalis hémérsékletének meghatdrozasdra vizsgaltuk a
koleszterinbdl keletkezd hidrogén-peroxid mérésekor keletkez6 amperometrids

jelek nagysagat. Az enzimcellat egy termosztalhaté vizfiirdodbe helyeztiik, majd
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a termosztat hdmérsékletét 21-32 °C kdzott valtoztatva megallapitottuk, hogy a
homérséklet emelésének hatdsara 4 perc elteltével lényegesen nagyobb
aramintenzitas csucsokat mértiink, mint 21 °C-on (31. abra). A legnagyobb
jeleket 30 °C—nal kaptuk, azonban ekkor a szerves olddszerekben mar jelentds
buborékképzddés indult meg, amely zavarta az amperometrias mérést. A
biztonsdg kedvéért a méréseket 28 °C-on végeztiikk, ahol a jelek mar elég

nagyok, de még nem keletkeznek buborékok.

ip, nA

600 - koleszterin
=0.05 mM
500 + <=0.2 mM
=+=0.4 mM
400 +
300 +
200 +
100 +
0 I I I I I I
20 22 24 26 28 30 32

hémérséklet, °C

31. abra Hémérséklet hatasa a koleszterin mérésre (acetonitril + 0,4 mg

FMCA/100 ml + 40% v/v toluol+ 2,4 % v/v puffer, pH 6,6)

3.3.3.4. Amperometrias jel a vivooldatban levé toluol mennyiségének

fiiggvényében

Korabbi eredményeink alapjan oldoszerként acetonitrilt hasznaltunk, azonban az
irodalmi hivatkozasok szerint a COD aktivitdsa a hidrofob oldoészerekben nagyobb,
mint hidrofilban (2.6.3. fejezet). Az apolaris olddszerekben azonban csak olyan kis
mennyiségli viz oldhatd, amely nem biztositja aramlo6 rendszerben az enzimet védo
hidratburok jelenlétét. Ezért a korabbi méréseinkhez jol alkalmazhaté FMCA-t
tartalmazd acetonitriles oldathoz adagoltunk toluolt, és vizsgéltuk a koleszterin
enzimes oxidacidja sordn keletkez6 amperometrias jeleket (32. 4bra). 10% v/v-nal

kevesebb toluolt tartalmazé oldattal a jelek alig voltak kiértékelhetdek. A toluol
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mennyiségét 10-40% v/v koézott valtoztatva az amperometrias jelek kétszeresére
néttek, ennél toményebb toluolt alkalmazva azonban a jelek hirtelen csdkkentek.
Pineiro-Avila ¢s munkatarsai (1998) pufferrel telitett toluolban COD-ot ¢s HRP-t
tartalmazé bienzimes reaktorral fotometrids detektalassal mérték a mintdk
koleszterin  koncentracidjat.  Megallapitdsaikat a mi  eredményeinkkel
Osszehasonlitva azt a kovetkeztetést vonhattuk le, hogy bar az enzimreakcio

szamara a nagyobb toluol koncentracié megfeleld volt, a keletkezett hidrogén-

peroxid dramintenzitas jele azonban csdkkent.

700 _i_p, nA koleszterin
=+0.4 mM
600 - 0.2 mM
500 4 0.1 mM
==0.05 mM
400 +
300 +
200 +
100 4+
0 I I I I
5 15 25 35 45

toluol koncentracioja, % v/v

32. abra Hidrogén-peroxid amperometrids jele a vivdoldatban 1év6 toluol

s

v/v puffer, pH 6,6)

3.3.3.5. Amperometrias jelek a vezetésok mennyiségének fiiggvényében

A vezetdésok optimalis mennyiségének a meghatdrozasdhoz a TBATS-t 0-3

mg/100 ml, az FMCA-t pedig 0-0,8 mg/100 ml koncentracié tartoméanyban

«yoey

tartalmazé acetonitril elegyhez.
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ip, nA

250
koleszterin konc.
200 + =0.05 mM
=+0.2 mM
150 + 0.4 mM
100 +
50 +
0 I I I I |
0.5 1 1.5 2 2.5 3

s

(acetonitril + 40% v/v toluol + 2,4% v/v acetat puffer, pH 6,6)

ip, nA
700 2
koleszterin
600 +— =+0.05 mM
==0.2 mM
00T +04mMm
400 1+
300 +
200 1+
100 ¢+
0 | | | I
0 0.2 0.4 0.6 0.8

FMCA koncentracidja, mg/100ml

s

(acetonitril + 40% v/v toluol + 2,4% v/v acetat puffer, pH 6,6)

Az acetonitril-toluol keverékhez TBATS-t adagolva azt tapasztaltuk, hogy a
jelek kismértékben ndttek (33. 4bra). Jelentésebb jelndovekedést a 1,5-2,5
mg/100 ml tartoményban észleltiink, kb. kétszeresére ndttek a jelek, azonban 3

mg/100 ml koncentraciot alkalmazva mar ismét kissé csdokkentek.
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A ferrocén-monokarbonsavat adagolva az acetonitril-toluol keverékébe az
optimalis koncentracié 0,375 mg/100 ml-nek addédott (34. abra). Az FMCA
adagolasakor 0,1-0,4 mg/100 ml kozott néttek az amperometrids jelek, utdna
azonban hatdrozottan csdokkentek. Ezért a tovabbiakban 0,375 mg/100 ml
FMCA-t alkalmaztunk.

3.3.3.6. Amperometrias jelek a puffer mennyiségének és pH-janak

fliiggvényében

Acetat puffert alkalmazva vizsgaltuk a COD enzim aktivitdsat a puffer
soran, amikor az acetonitriles oldathoz adagoltuk a megfeleld6 mennyiségl
puffert, nem voltak oldhatésdgi problémak, azonban a koleszterin méréséhez
alkalmazott vivéoldatban az acetonitrilt toluollal elegyitettiik, a toluolban
pedig csak igen kis mennyiségii viz oldodik (>0,05%). Az acetat puffer
szempont volt, hogy a mérés soran stabil vivé oldatot alkalmazzunk, ne legyen
szétvalas. 0-3,2% v/v kozott adagolva a puffert, 0-0,8% v/v koz6tt nem
kaptunk értékelhetd jeleket, mig 0,8-2,4% v/v pufferral a jelek egyre néttek.
Mikor az oldat 2,8%-nal tobb puffert tartalmazott, az amperometrias jelek

csokkentek. A tovabbiakban tehat 2,4% v/v puffer koncentraciot alkalmaztuk.

A nativ COD enzim optimalis pH-ja irodalmi adatok alapjan vizes fazisban 7,6.
Vizsgaltuk, hogyan valtozott az immobilizalas hatdsdra az enzim optimalis pH-
ja, illetve a puffer pH-ja hogyan befolydsolja a jelek nagysagat.
Bebizonyosodott, hogy ebben az esetben a puffer pH-ja nem jatszik olyan
fontos szerepet, mint korabbi kisérleteink soran, pH 5,8-7 kdzott a jelnagysag
kézel 4llandonak mutatkozott, a tovabbi méréseinkhez pH 6,6 puffert

hasznéaltuk.
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ip, nA
700 -

==0,2 mM koleszterin
==0,4 mM koleszterin

600 1T

500 -+

400 =+

300 1+

200 +

100 1+

pufter, % v/v

35. abra Amperometrias jelek a puffer mennyiségének fliggvényében

(acetonitril + 0,375 mg FMCA/100 ml + 40% toluol)

3.3.3.7. Koleszterinoleat konverzidoja koleszterinné bienzimes cella

alkalmazasakor

Az 0Osszes koleszterin meghatarozasara a CE ¢és COD enzimeket egyiitt
rogzitettik az enzimcelldban. Az 0Osszes koleszterin meghatarozéasakor
standardként a koleszterinoledt bomlasdanak hatasfokat vizsgaltuk. Az
alkalmazott enzimek ardnyat a 5. tébldzat szerint vizsgaltuk. A cellakkal
mértilk az azonos toménységli koleszterinoleat és koleszterin injektalasakor
kapott aramintenzitds nagysagat, és ezek aranyabdl kiszamitottuk a konverzid
mértékét. A tovabbiakban a 12 mg COD enzimet, 12 mg CE enzimet és 5 mg
BSA-t tartalmazo6 enzimcellat alkalmaztuk, amint azt a 3.3.3.1. fejezetben mar

emlitettik.

Az eldkisérleteink alapjan a két enzimet tartalmazd cella alkalmazaséaval
hasonlé eredményeket kaptunk, mint amiket a COD alkalmazisanal
ismertettiink. A koleszterin-oleat konverzidja elsésorban az oldatban 1évo
toluol mennyiségétol fiiggden valtozott (36. abra). 10-40% toluolt tartalmazo
vivo folyadékban a koleszterin-oleatbdl keletkezd koleszterin mennyisége 37-
40%-16l 71-75%-ra no6tt. Ha az oldat 40%-nal tobb toluolt tartalmazott, akkor a

konverziéo mértéke nem csdkkent, csak az amperometrias jel. Ebbdl ismét arra
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kovetkeztethettiink, hogy a toluol mennyiségének novelése az enzimek reakcid

sebességét nem befolyasolja negativan.

COD enzim | CE enzim BSA Konverzio foka (%)
7 mg 12 mg 5 mg 65
12 mg S mg 5 mg 57
12 mg 10 mg 5 mg 70
12 mg 12 mg 5 mg 75
15 mg 15 mg 5 mg lepereg az enzim réteg

5. tablazat Koleszterin-oleat konverzidja koleszterinné a cellaban rogzitett

s

ml + 40% toluol + 2,4% v/v acetat puffer, pH 6,6)

koleszterin oleat/koleszterin, %

60 +
40 + ==0,25 mM koleszterin oleat
=<=0,5 mM koleszteril oleat
20 +
0 i I I I I
0 10 20 30 40 50

toluol koncentracioja, % v/v

36. abra Koleszterin-oleat konverzioja koleszterinné (acetonitril + 0,375 mg

FMCA/100 ml + 40% toluol + 2,4% v/v acetat puffer, pH 6,6)
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3.3.3.8. Koleszterin mérésének statisztikai paraméterei

Az optimalis mikodési paraméterek meghatarozasa utdn kalibracidés gorbét
készitettiink a szabad és az 0sszes koleszterin meghatdrozdsahoz (37. 4dbra). A
koleszterin és a koleszterin-oledt standardok mérésével készitett kalibracids
gorbék eltérésének oka az észter bomlasanak kb. 75%-0s konverzids foka. A 6.
tablazatban az egyes standardok amperometrids jelét ¢és annak szorasat
mutatjuk be. A szdérdsokat minden esetben 5 parhuzamos mérés eredményébdl

szamoltuk ki.

Az eredmények alapjan megdallapithatjuk, hogy mindkét szubsztrat mérésekor a
méréstartomany 0,05-0,5 mM kozott volt. A korrelacios koefficiens a

koleszterin esetében 0,967, mig a koleszterin-oledt mérésekor 0,972 volt.

ip, nA
800 P
=~koleszterin
600 - -f=koleszterin oleat
400 H
200
0 | I | I I

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

standard, mM

37. abra Kalibracids gorbék a szabad és 0sszes koleszterin meghatdrozasahoz

A kidolgozott modszer segitségével vajak, margarinok, étkezési zsir,
tojassargaja és kiilonb6z6 mindségli szdraztésztdk Osszes koleszterintartalmat
hatdroztuk meg. A minta eldkészités a kiilonb6zé mintdk esetében a

matrixoknak megfeleléen valtozott. A mintdk higitasakor alkalmazott
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acetonitriles oldat 100 ml-e 0,625 mg FMCA-t és 4 ml acetat puffert (0,2 M,
pH 6,6) tartalmazott.

Standard Koleszterin RSD (%) Koleszterin-oleat | RSD (%)
(mM) (nA) (nA)
0.10 255.0 £ 254 9.2 186.8 +18.3 10.2
0.25 415.3 +28.9 6.7 296.7 + 18.8 6.4
0.50 630.0 =294 4.6 472.5 +£22.1 4.7

6. tablazat Koleszterin és koleszterin-oleat standardok mérésének

statisztikai értékelése (n=5)

3.3.3.9. Tojassargak koleszterintartalmanak vizsgalata

Két kiilonb6z6 helyrdl szarmazo tojassarganak vizsgaltuk az 6sszes koleszterin
tartalmat. A tojassargajat elvalasztottuk a fehérjétél, majd a homogenizalt
tojassargajabol 0,2 g-ot mértiink be 10-10 parhuzamos mintdhoz. A mintdk
koziil 6tot kozvetleniil vizsgaltunk, 6thoz pedig a higitas el6tt koleszterin-oleat
standardot adtunk (0,25 ml 10mM koleszterin-oleat standard) annak érdekében,
hogy a minta eldkészités hatékonysagat vizsgaljuk. Ezzel a hozzdadott
A mintakat razotdlcsérben 20 ml desztillalt vizzel 10 percig 0sszeraztunk. A
razatas utan 10 ml toluolt adtunk az oldathoz, majd 10 percig kirdztuk, hogy a
koleszterin a szerves fazisban olddédjon, majd kétszeres desztillalt vizzel
torténd mosas utan a toluolos fazis 2 ml-ét 3 ml acetonitriles oldattal elegyitve

mértuk az oldatok koleszterintartalmat.

A 7. tablazatban 0Osszefoglalt eredmények alapjan megéllapitottuk, hogy a
koleszterin-oleat standardot 86-93%-ban nyertiik vissza a fent ismertetett minta
eldkészités soran. Az eredmények alapjan elmondhaté, hogy a minta
elokészitése megfeleld a mintak 0sszes koleszterintartalméanak
meghatdrozasara. A tojassargak altalunk mért koleszterintartalma (1135, ill.

1310 mg/100 g) megfelelt az ¢élelmiszer OsszetevOket Osszefoglald tablazat
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adatainak (1120 mg/100 g, McCance, Widdowson, 1992).

Minta Osszes Standard addicié | Visszanyerés Osszes
koleszterin utan mért osszes (%) koleszterin
(mM) koleszterin (mM) (mg/100g)
Tojassargajal. |0.235+0.018 0.328 + 0.013 93 1135 + 87
Tojassargaja II. | 0.271 £ 0.015 0.357 £ 0.019 86 1310+ 73

7. tablazat Tojassargaja koleszterintartalmanak meghatdrozasa (n=5)

3.3.3.10. Vajkészitmények, zsir és margarinok koleszterintartalmanak

vizsgalata

Az altalunk vizsgalt vajak kiilonb6zdé gyartok termékei voltak, a margarinok
kozott volt csak novényi zsiradékot tartalmazd, valamint ndvényi és allati
zsiradékot egyarant tartalmazo zsirszegény termék. A homogenizalt mintakbol
0,5g-ot mértiink be 5-5, illetve a margarinok vizsgalatahoz 10-10 parhuzamos
mintdhoz. A margarin mintak kozil 6t6t kdzvetleniil vizsgaltunk, 6thoz pedig a
toluol adagolasa el6tt koleszterin-oledt standardot adtunk (0,125 ml 10mM
koleszterin-ole4at standard) annak érdekében, hogy a minta eldkészités
hatékonysagat vizsgaljuk. Ezzel a hozzdadott standarddal a minta
toluollal 10 percig kevertettiik. Az oldatbodl centrifugdlas utan 2 ml-t kivéve 3

ml acetonitriles oldattal elegyitve mértiik az 6sszes koleszterintartalmat.

A vajak, margarinok, libazsir 6sszes koleszterin tartalménak eredményeit a 38.
abra mutatja be. Az eredmények alapjan megallapithattuk, hogy a vaj mintak
(214,6-235,8 mg/100g) koleszterintartalma megfelelt az  ¢élelmiszer
OsszetevOket 0Osszefoglald tablazat adatainak (230 mg/100mg, McCance,
Widdowson, 1992).
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Margarin 1. [FH

Margarin II. | 25
Margarin III. | ]

Libazsir

Vaj L. =

Vaj IL =

Vaj II1. ; ; : = :
0 50 100 150 200 250

koleszterintartalom, mg/100g
38. abra Mintak Osszes koleszterintartalmanak meghatarozasa bioszenzorral

A margarinok mérése soran a csak novényi zsirokat tartalmazdé mintara 7,5
mg/100g koleszterin koncentraciot, mig a csOkkentett energiatartalmu
margarinokra 45,0 illetve 49,1 mg/100g koleszterintartalmat mértiink. Az
eredményeket standard addicidval is ellendriztiik, mert a kalibraciés gorbék 0,1
mM alatt nem adtak megfelelé eredményt. A 8. tdblazatban 0Osszefoglalt
eredmények alapjan lathatd, hogy a hozzaadott standard visszanyerése 83-88%

volt, ami megfelelt a mintaeldkészités kovetelményeinek.

Minta Osszes Standard addicié Osszes
koleszterin utan mért osszes koleszterin
(mM) koleszterin (mM) (mg/100g)
Margarin L. 0,025 £ 0,012 0.108 £ 0.006 7,5+ 4,8
Margarin II. 0,059 £ 0,015 0.147 £ 0.009 45,0 + 8,3
Margarin III. | 0,068 + 0,015 0.154 £ 0.008 49,1+ 7,5

8. tdblazat Margarin mintdk koleszterintartalmanak meghatarozasa

A margarinok a napraforgora jellemzd szterineket tartalmazzak, amelyek a f-
szitoszterin, a brassicaszterin és a camposzterin (Choong és mtsai. 1999). A
Pseudomonas eredeti COD enzim vizes fazisban elsésorban a 3fB-hidroxi
csoportokat tartalmazd szubsztratokra specifikus (39. 4bra): koleszterin

(100%), dihidroxi-koleszterin (78%), ergoszterin (51%), sztigmaszterin (40%),
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sztigmasztanol (32%), valamint 7-dehidro-koleszterin (24%) (Lee ¢és
mtsai.1989). Feltételezziik, hogy a [P-szitoszterin oxidalasanak sebessége

lényegesen kisebb, mint a koleszteriné és az altalunk alkalmazott dinamikus

o

rendszerben alig befolydsolja a mérésiiket.

.

HO
koleszterin B-szitoszterin
Ho/@\/@/ Ho/(j;(/;g\)ﬁ/
B-szitosztenol kamposzterin

S

N
HO HO
sztigmaszterin ergoszterin
@ )
HO
HO
7-dehidro-koleszterin brasszikaszterin

39. abra Szterin vegyliletek kémiai felépitése

Ezt a feltételezést Hall és Turner (1991) vizsgalata is alatdmasztja, miszerint
all6 rendszerben alkalmazott bioszenzorral 30 perc utdn volt kimutathatd a
B-szitoszterin jelenléte, de a mért koncentracio 1ényegesen kisebb volt, mint a
referencia modszerrel mért érték. Annak ellenére, hogy nem tudtunk

egyértelmilen kiilonbséget tenni az egyes szterinek kozott, azonban a
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bioszenzoros mérés igen alkalmas a mintdk gyors ellendrzésére (pl. a margarin
minta tartalmaz-e 4allati zsiradékot, a vajak zsiradék Osszetétele, mindsége

megfeleld-e).

3.3.3.11. Szaraztésztak tojastartalmanak vizsgalata

A tovabbiakban kiilonb6zdé tojastartalmu (0, 4, 6, 8) szaraztésztdk Osszes
koleszterintartalmat  vizsgaltuk. A  ledardlt szaraztésztab6él 2  g-ot
razotolesérben 20 ml (1:1) higitasu sésav oldattal 10 percig raztuk, majd 10 ml
toluolt adtunk az oldathoz és ismét 10 percig raztuk. A toluolos fazist kétszer
mostuk desztillalt vizzel és 2 ml-t 3 ml acetonitriles oldattal elegyitve mértiik a
mintdk Osszes koleszterintartalmat. Az eredmények alapjan (40. 4abra)
megallapithattuk, hogy jol elkiilonithetdoek a kiillonb6z6 tojastartalmu mintak
egymastol. Az eljarads alkalmasnak bizonyult tésztamintdk mindségének gyors

ellendérzésére, amellyel kisziirhetéek a nem megfeleld termékek.

koleszterin mg/100g

120 1
100

80 1

40 +

0 4 6 8

szaraztészta mindsége, db tojas

40. abra Szaraztésztak koleszterintartalma
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4. OSSZEFOGLALAS

Kutatésaink sordn szerves fazisban miik6dé bioszenzorokat fejlesztettiink ki,
amelyeket folyamatosan aramlé rendszerben alkalmaztuk. A korédbban altalunk
kidolgozott modositott enzimcelldban rogzitett gliilkéz oxiddz enzim
viselkedését, mint modell-rendszer, részletesen tanulmanyoztuk szerves
oldoszerekben. Az eredmények alapjan készitettiink kataldz alapu mérdcellat,
majd pedig szabad és Osszes koleszterin meghatdrozasara alkalmas eljarést
dolgoztunk ki. Minden esetben vizsgdltuk a mddszerek alkalmazhatdsagat az

¢lelmiszerekben 1év6 szubsztratok mennyiségi elemzésére.
Vizsgalataink a kovetkezékre terjedtek Ki:
A gliik6z meghatarozéasara alkalmas mérdrendszer kifejlesztése soran:

o Oldott gliikoz oxiddz enzimmel végzett kisérletekkel megallapitottuk,
hogy acetonitrilben és 2-propanolban mutatott az enzim aktivitast, a

tovabbiakban ezeket az olddszereket alkalmaztuk.

. Ferrocén-monokarbonsavat (FMCA) és a tetrabutil-ammonium-toluol-
4-szulfonat (TBATS) vezetdsok hatdsat tanulmanyoztuk a 6% v/v acetat
puffert (pH 5) tartalmaz6 szerves olddszerekben, és az amperometrias

jelek alapjan meghataroztuk optimalis mennyiségiiket.

o Vizsgaltuk a puffer mennyiségének ¢és pH-janak szerepét a

vivboldatban.

. A FIA rendszerben 0,8 ml/perc 4ramléasi sebességet talaltuk

megfeleldnek.

o Kalibréacios gorbék segitségével kiilonb6z6 elegyekben
O0sszehasonlitottuk a linearis méréstartomanyt, az eredmények szorasat,

a gorbék meredekségét.

. Az altalunk kifejlesztett szerves fazisu bioszenzorral kereskedelemben
kaphato majonézek, salata ontetek, mustarok, fliszeres
sz6szkészitmények gliikoztartalmat hatdroztuk meg, ¢s megallapitottuk,
hogy az eredmények jo egyezést mutatnak a vizes fazisban végzett

enzimes UV-spektrofotometrias modszerrel mért értékekkel
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(korrelacids koefficiens: 0,976).
A katalaz enzim alapl mérdérendszer kifejlesztése soran:

. Stopped-flow tipust aramlasi elrendezést alakitottunk ki annak érdekében,
hogy a standardok és a minta megfeleld id6t tolthessen az enzimcellaban.
A kataldz enzim mukodésének  idébeli  alakuldsat  vizsgalva
megallapitottuk, hogy 2 perc elteltével mar megfeleld nagysagu és stabil

jeleket detektalhattunk acetonitrilben (5% v/v puffer).

o Az enzim rogzitésének modjat vizsgdlva Osszehasonlitottuk, hogyan
modosulnak az eredmények, ha a cella készitésekor az eddig
alkalmazott bovine serum albumin (BSA) mellett polietilén-glikol

(PEG) 6000-rel egyiitt immobilizaljuk a kataldz enzimet.

. FMCA mediator ¢és TBATS vezet0sé hatasat tanulmanyoztuk a szerves
oldoszerekben, és meghataroztuk az enzim mikodéséhez, illetve az

amperometrids jel detektdlasdhoz sziikséges mennyiségét.

o Vizsgaltuk a puffer mennyiségének és pH-janak szerepét az oldatban,
és igen nagy kiilonbséget talaltunk a polietilén-glikolt 6000-et (PEG)

tartalmazé és nem tartalmazo enzimcelldval mért eredmények kozott.

. PEG jelenlétében 0,5% puffert tartalmazod vivéoldattal a standardok
jele ugyan kisebb volt, mint a PEG 6000 nélkiil, azonban a parhuzamos
mérések kozotti szords kisebb, a cella élettartama pedig hosszabb volt.
Megallapitottuk, hogy ha a kifejlesztett eljardst hidrogén-peroxid
meghatarozasara kivanjuk alkalmazni (pl. kozmetikumok, kendcsok),

célszert a PEG 6000-et tartalmazo enzimcellaval mérni.

o PEG 6000-et nem tartalmazé cellaval indirekt mérési eljarast
dolgoztunk ki  kis viztartalmu mintdk nedvességtartalmanak
meghatarozasara. A vizmentes olddszerben oldott mintdkhoz minden
esetben azonos mennyiségili szusztratot (hidrogén-peroxid) adagoltunk
¢s mértilk az amperometrias jeleket. A kdzvetett mérés soran az azonos
szubsztratra kapott jel a minta viztartalmaval szoros Osszefiiggést

mutatott. A mérésre alkalmas tartomany 0,05-1% viz volt.

o Kereskedelmi vaj- ¢és margarinmintak viztartalmat hatdroztuk meg

89



rogzitett katalaz enzimen alapuld bioszenzorral a kifejlesztett kdzvetett
eljarassal. Eredményeinket az AOAC szerinti hivatalos (AOAC Method
920.116) gravimetrias modszerrel hasonlitottuk 0ssze €s
megallapitottuk, hogy az eredmények jo egyezést mutattak egymassal
(korrelacios koefficiens: 0,993), valamint a termékeken deklaralt

maximalis viztartalom értékekkel is.
A szabad és 6sszes koleszterin meghatdrozasara kifejlesztett mérérendszer:

o A szabad koleszterin meghatarozasara alkalmas koleszterin oxidazt
(COD) tartalmazé enzimcella miikodésének tanulmanyozésa érdekében
elészor a rogzitett COD enzim miikddésének idobeli alakulasat
vizsgaltuk, és megallapitottuk, hogy 4 perc tartozkodasi idé szilikséges

a koleszterin katalitikus oxidalasdhoz és a megfeleld jel eléréséhez.

o Az enzimreakcid optimdalis hdmérsékletének meghatarozdsara utdn a

méréseket 28 °C-on végeztiik.

o Tekintettel arra, hogy a COD aktivitdsa a hidrofob oldoszerekben
nagyobb, mint hidrofilban, ezért a korabbi méréseinkhez jol
alkalmazhatd  ferrocén-monokarbonsavat tartalmazé  acetonitriles
oldathoz toluolt adagoltunk, ¢és vizsgdltuk az enzim aktivitadsara
gyakorolt hatdsat. Az amperometrias jelek néttek a toluol adagolasanak

hatasara.

. FMCA ¢és TBATS hatéasat tanulméanyoztuk a szerves oldoszer elegyben,
¢s meghataroztuk az enzim mikdodéséhez, illetve az amperometrias jel

detektalasdhoz sziikséges koncentraciot.

o Acetat puffert alkalmazva vizsgaltuk a COD enzim aktivitadsat a puffer
mennyiségének ¢és pH-janak fliggvényében. A toluol jelenlétében a
puffer mennyiségét csak szlik hatarok kozott valtoztattuk, majd a

sorozatmérésekhez 2,4% pufferkoncentraciot alkalmaztunk.

. Az 0Osszes koleszterin meghatarozasara a koleszterin észteraz (CE) és
COD enzimeket egyiitt rogzitettiik az enzimcelldban. Az 0Osszes
koleszterin meghatdrozasakor standardként a  koleszterin-oleat

bomlasanak hatdsfokat vizsgaltuk, és megallapitottuk, hogy toluol
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jelenlétében a CE gyorsabban bontja az észtert.

o Az optimélis mikodési paraméterek meghatdrozasa utan vizsgaltuk a
linedris méréstartomanyt és az eredmények szorasat és megdallapitottuk,
hogy a méréstartomany mindkét szubsztrat mérésekor 0,05-0,5 mM
kozott volt. A korreldcios koefficiens a koleszterin esetében 0,967, mig

a koleszterin-oleat mérésekor 0,972 volt.

o Két kiilonb6zé helyrdl szarmazd tojasmintdk sargdjanak vizsgaltuk az
O0sszes  koleszterin  tartalmat. A  mérések megbizhatosaganak
ellendrzésére hozzaadott standarddal vizsgdltuk a visszanyerést (86-
93%). A tojassargak altalunk mért koleszterintartalma (1135 ill. 1310
mg/100 g) megegyezett az ¢élelmiszer Osszetevoket oOsszefoglalo

tablazat adataival.

o Kereskedelmi vaj, margarin és libazsir 6sszes koleszterin tartalmanak
meghatarozasakor az eredmények jO egyezést mutattak az élelmiszer

OsszetevOket 0sszefoglald tablazat adataival.

o Vizsgaltuk a kiilonb6z6 tojastartalmu (0, 4, 6, 8) szaraztésztak Osszes
koleszterintartalmat, az esetleges mindségi hibadk kiszlirésére. Az

eljaras alkalmasnak bizonyult tésztamintdk gyors mindségellendrzésére.

Munkank alapjan megallapithatd, hogy az enzimek szerves olddszerekben vald
alkalmazasanak lehetdségét jelentdsen befolyasolta az alkalmazott oldoszer
Osszetétele, a bioszenzoros eljarasok fejlesztésekor rendkiviil koriiltekintd

vizsgalatokra volt sziikség.

Az ¢lelmiszermintak eldkészitése sordn arra torekedtiink, hogy lehetdleg egyszeri
eljarasokat dolgozzunk ki, ezért a kiilonbozd tipusu élelmiszerek sorozatvizsgéalata
elott minden esetben ellendrizni kell, hogy az adott eljards megfelel-e, vagy

bizonyos modositasra szorul.
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5. AZ ERTEKEZES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEI

1. Gliikkéz oxidaz enzimet vékonyréteg cellaban rogzitve szerves FIA rendszerben
alkalmazhaté amperometrias bioszenzort fejlesztettem ki, és igazoltam, hogy a
korabban vizes fazisban alkalmazott gliikozméré szenzor alkalmas szerves

fazisban valdé mérések elvégzésére.

2. Megfeleléen hosszu reakcioiddt biztositd mérési elrendezést dolgoztam ki és
rogzitett kataldz enzimet immobilizdlva hidrogén-peroxid meghatarozasara
alkalmaztam. Az enzim rogzitése soran vizsgaltam a polietilén-glikol 6000-et
tartalmazo, illetve nem tartalmazé cellak kozotti  kiilonbséget, ¢és

megallapitottam, hogy a cella PEG jelenlétében alkalmas a hidrogén-peroxid

crer

3. Katazalaz alapu cellaval a szubsztratot azonos mennyiségben adagolva elsének
fejlesztettem ki  indirekt mérési eljardst az alacsony viztartalmu

¢lelmiszerekben 1év6 viz mennyiségének gyors meghatarozasara.

4. Szabad koleszterin meghatdrozasara koleszterin oxiddz enzimet tartalmazé
cellat fejlesztettem ki, €és vizsgaltam az enzim aktivitdsanak valtozasat apolaris

olddszerek jelenlétében.

5. Osszeskoleszterin meghatarozasara koleszterin észteraz és koleszterin oxidaz
enzimeket rogzitve bienzimes vékonyréteg cellat készitettem, és vizsgaltam a

koleszterin-oleat bontasanak hatékonysagat.

6. A kifejlesztett modszerek haszndlhatdésdgat minden esetben élelmiszermintak
vizsgalataval bizonyitottam. Az ¢lelmiszermintak eldkészitésére gyors,

egyszerl eljarasokat dolgoztam ki.

92



6. ROVIDITESEK JEGYZEKE

BSA marha szérum albumin

CE koleszterin észteraz

COD koleszterin oxidaz

EDC 1-etil-3(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid
FIA aramlo injektalasos rendszerben

FMCA ferrocén-monokarbonsav

GOx gliko6z oxidaz

HRP torma peroxidaz

NHS N-hidroxiszukcinimid

OPEE szerves fazist enzim elektrod

PANI polianilin

PEG polietilén-glikol

PVA polivinil-alkohol

PVS polivinil-szulfonat

TBATS tetrabutil-ammonium-toluol-4-szulfonat
TDA tridodecil-amin

TEATS tetraetil-ammonium-toluol-4-szulfonat
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