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Immobilizalt vezet6 polimerek

ENZIMROGZITES \\

* insitu polimerizacio, elektrokémia indukalas
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* EI8nydk:
- Sokféle monomer, egyszerd elektrdd alapanyag \ / \ /

- Egyszerd, alap elektrokémiai mlszerezettség

* Nehézség:
- Feliileti polimer (monomer oldat) tulajdonsagai -> reprodukalhatdsag,
cellageometria, elektrdd alapanyag, hidrodinamikai kérdlmények
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Immobilizalt vezet6 polimerek

—

Az enzim molekula fizikailag beszorul a polimer matrixba:

Kénnyen kontrolldlhaté, rugalmas, egyszeriien kivitelezhet6 technika

Nagy enzimaktivitasu téltetet eredményez

T6bb enzim régzithetd, tobb rétegen (csak a vezetd polimerek!)

Térben lokalizalt enzimlerakédas (Elektréd feliiletén, mikroelektrédak)
Példa: Pt elektrdd feliiletén -> Polipirrol + Gliikdz-oxidaz csapdazas
- Pirrol oxidacidja, filmnovekedés -> a- o’ kapcsolas (B-> p’)

- Polimer netté téltése pozitiv -> tombfazis anionokkal vegyiil (t6ltés neutralitas)

( Hivatkozas: Bartlett and Cooper 1993, Foulds and Lowe 1986, Bartlett és Withaker 1987)



Immobilizalt vezet6 polimerek

—

Osszegezve a régzitett enzimeket (félvezetd) polimerekben:

Empirikus (lehetnek szigetel6/vezet6 polimerek: polifenol, polipiridin, polianilin...
Immobilizaciénak készénhet6 valtozasok:

- kémiai kornyezet befolyasolja az aktiv centrumot - fizikai valtozas (matrix kornyezet)
- diffazid lassitja gatolja az enzim szubsztrat kapcsolatot

- enzim komformaciés mozgékonysaga valtozhat

- latszélagos aktivitas valtozahat

Probléma:
Egy pozitivan téltott polimer matrix kizarja a protonokat, igy az enzim aktivitasahoz
sziikséges pH nem feltétleniil lesz optimalis (alacsonyabb pH!)



Transzduktorok = ‘““atalakitok’

—

Jelatalakitok:
- energia
- elektromos impulzus

Aspecifikus (Konduktometria) Specifikus: Kitlintetett paramétereket mér
/ - Termisztor (reakcié entalpia)
- lonszelektiv elektrédok - Témegvaltozas
(Na*, K*, F', NH,*...) (Piezoelektromos kristdly oszcillator)

Az ionszelektiv elektrédok olyan Amperometrias elektréd (O, , H, O,)

potenciometrias erzekelok, Kontroll4lt egyenfesziiltség mellett, két elektréd
melyek valamely ion aktivitasanak k6z6tt &tfolyd dram er8sségét mérjiik . Ennek
tobbe—k?vesl’)e,szelelftlv L értékét az elektrédokon (munka-referencia)
meghatarozasat teszik lehetove. lejatsz6d6 elektrolizis hatarozza meg.

Komponens koncentracid -> dramerdsség az
elektrodon



Transzduktorok = ‘““atalakitok’

—_—

Enzimes elektrodokon harom féle elektrokémia transzduktor:

- Konduktometrids (nem specifikusak, gyenge jel-zaj ardny)
- Potenciometrias:
Elektrolitoldatba meritett elektrodok feliiletén kialakulé elektrédpotencialok
kilonbségének mérésén alapul. Az elektrokémiai cella (pl.: galvancella) egy
indikator- és egy referenciaelektrodbdl 3ll, e két félcella kozotti fesziltséget

mérjuk, mikézben aram nem folyik at a cellan :

- Amperometria



lonszelektiv elektrod

(Potenciometria)

Ahol:
RT E = a mért potencial (V)
T - (abszoldt hémérséklet; K )
n-azion toltése
a;- a valasztott ion aktivitasa

Nerst-egyenlet:

AG (szabadentalpia valtozas) -> az iongradienssel, ami a membranon létrejon

PI: HoN + Urease . .
Karbamid mérés urazzal LN i C=0+2 HZO +H 4 HCO3 + NH,
2

Amikor egy immobilizalt enzim kdzel van az érzékeld fejhez, az enzimes reakcio a kérdéses

részecskével generadl egy valtozast a potencidlban, az ion felhalmozédas vagy elfogyasztas
kovetkeztében.



Tipikus pH mér6 (lonszelektiv

elektréd)

elektromos kivezetés \.

elektrolit a kiilso nyilas a levegd
(referencia) bejutasahoz
elektrodban e e
Miikodés:
elektrolit a belsé |
{ichaon) Az elektréd aktiv része a vékony (100
elektrodban i4lis & stelii alumini
Y telitett KCl és AgCl um) specialis 6sszetétell aluminium-
Ag huzal ‘») oldat szilikat ( Na*, Ca**, La*, ) ivegmembran.
_—dli—
S ) Ennek a membrannak, a mintaoldatbeli
AgCl az eziist huzal | j proton koncentracié hatarozza meg a
feltleten ‘ potencialjat.
‘ kisméreti
e ! K
szilard KCI Ptigoiia E =E,-0.0591-Igc
ésAgCl +— § | dugd 0 H
= bran =\ . E =E,; +0.0591. pH
Gvegmembran (\ - N



lonszelektiv elektrodok

S

gliikdz oxidaz pH, I
L-amino acid oxidsz NH,, I
L-tirozin dekarboxilaz co,
glutminaz kation
glutamat dehidrogenaz kation
asparaginaz kation
D-aminosav oxidaz kation
nitrat reduktiz NH,
nitrit reduktsz NH,



Amperometria

—

- Kontrollalt egyenfesziiltség mellett, két elektrod kozott atfolyé aram erdsségét mérjiik . Ennek
értékét az elektrédokon (munka-referencia) lejatsz6dé elektrolizis hatarozza meg.

Definicié:

- Az elektrdd potencialja adja a hajtéerejét az elektrokémiai reakciéonak.

- Potencial valtozik: Reduktiv (-) vagy oxidativ (+) elektréd folyamatok dominalnak

A Faraday-féle aram: egy direkt mérése az elektrokémiai reakcionak, amely az elektrdd felszinén
valdsul meg, és két dologtdl fugg:

- az adott ion fajtdnak az elektrdéd felszinére valé vandorlasatdl (anyagtranszport)
- a toltott fellletek kozotti elektron szallitas nagysaga (toltés szallitas)

Faraday-torvény: m=——-1-t =
- F - F



Amperiometrias enzim elektrodok

1. Redox enzimeken alapulnak \
~

Példaul: glukdz- oxidaz

Ez a fajta enzim osztaly katalizalja az oxidaciéjat tobbféle szubsztratnak, mint példaul zsirsavaknak,
cukroknak, aminosavaknak, aledehideknek, fenoloknak, oxigén felhaszndlasaval, mint
elektronakceptor.

Termék: Hidrogénperoxid -> detektalhaté amperiometriasan.
Limitalé tényez6:  Oxigén fogyas -> mérhetd ( zart térben!)

Az oxigén vagy a hidrogénperoxidon alapu elektréddokat er8sen befolyasolja az oxigéntenzid helyi
valtozasa:

- pH-ban

-T

- ionerdsség

- parcialis nyomas valtozas

Emellett, a hidrogénperoxid elektré6dak gyengéje, hogy interferdlhat a jelilkk a nem-specifikus
elektrokémiai oxidacidkkal, mint az aszkorbat, urea, glutation és cisztein.



Amperometria

—

Kémiailag modositott elektrodok, amelyeken az enzimek a természetes elektronakceptort
hasznaljdk (dioxigént — molekularis oxigént) Ezeket helyettesitették oxidaldszerekkel
(kozvetitok, mediatorok) utanzatokkal mint, a ferricinium, metilén kék, ferrocianid...

Kozvetito = mediator:

_ —_ — N —
“
HiC /@ D\ ~CHs H"‘:\':-.Ir ? .-.'-':-r:.::'h'I
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A kozvetitdk felvihetSk az elektrddra: B 3 N ¢ N
N

- adszorpcidval, (biofilm, mégs6zése -> elparologtatas)

- kovalens kotéssel biopolimerekhez (carbon paste elektrédak)
- kovalens kotéssel polimerekhez az elektrdd feliiletére

- in situ létrehozas az elektropolimerizacio alatt



Amperometria

S s
\

Szamos eszkozt (szenzort) fejlesztettek ki ezen alapelv mentén. Ezek
kozott szerepelnek az alabbi fontos gyakorlati alkalmazasok:

* oldott oxigén mérése (Clark elektrod)

* vérculcorszint méro bioszenzor
* toxilkus gazok mérése

Forras: Szegedi Tudomany Egyetem: Dr. Galbics Gabor



Oldott oxigén méreése:

Clark-modszer

Ebben a szenzorban -0.6 V potencialon
tartjak a Pt elektrodot a referencia
Ag/AgCl elektrodhoz kepest. A felig
atereszto fluoropolimer membranon at
percek alatt bediffundal az oxigén és a
Pt katodon elreagal:

O,+4H"+4e < 2H,0
az aramerosseg tehat az [0, ] fuggvénye.

Az eszkoz miniatdr kivitelben s
elkészithetd. Az orvostudomanyban
hasznalatos tipikus mérete kb. 1 mm, (pl.
ujszulottek legzesfunkcioinak
ellenorzése koldokzsinoron keresztil),
de készitettek mar ilyen mikroszenzort
egyetlen sejten belul valo mérésre is.

— b _ - To polarizer
—= and to readout

- Cap

-

-~ Duter body

-~ Elagtrelyio

- Ci-ring and
s R — eilicons rubbar

- conll diaphragm

Platinum

e Ag | AgCl anode



Vércukorszint mérés

Enzim: Gliikdz-oxidaz
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A munkaelektrédot +0.6V potenciadlon tartva az Ag/AgCl referencia elektroddal
szemben a

H,0, > O, + 2H* + 2e-

reakci6 miatt aram mérhetd, ami aranyos a H,0, végilis a glikéz
koncentracidval.



Modernebb vércukorszint mérés:

Ezzel az elsé generaciés konstrukcidval két probléma volt. Egyfeldl a jel az oxigén
koncentraciotol is fuggdtt, masfelol a mikodési potencialon mas anyagok, pl
aszkorbinsav, acetaminofén, stb. is oxidalédtak, vagyis mérési hibat okoztak. Emiatt
ma mar egy mediator molekulat (dimetilferrocén) is tesznek az enzim mellé, ami
szikségtelenné teszi az oxigén jelenlétét a reakciéhoz. A masodik problémat egy
masik, enzimmel nem bevont munkaelektréod alkalmazasaval (hattérjel) oldjak meg.
A meghatarozasi hatar 2 fM, 30 ulL oldatban, vagyis kb. 36000 glikéz molekula.

Az enzim+mediator rétegben lejatszodo realkcio:
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i
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Termikus bioszenzor

—

Elvi alapja: enzimes reakcidk exoterm természete.

Ez a tény felhaszndlhaté arra, hogy adott mennyiségli szubsztrat termékké alakulasa
kalorimetrikusan meghatarozhaté az enzimes reakciok soran. A molaris entalpia az
enzimkatalizalt reakcidkndl 5-100 KJ/mol értékek k6zott valtozik.

A modern termisztorok: hémérséklet mérését 104°C pontosan.
Mint az enzim az elektrdddal, az enzim kozvetlenil a termisztor fellletére rogzitett,
keresztkotéssel vagy csapdazassal.

Egy elrendezési alternativa, ha az enzim helyére egy hémérséklet kontrollalt ,,reaktor
oszlopot” helyezink és a reakcidé h8t mérve regisztraljuk a hémérsékletkiilonbségeket az
oszlop ,,befolyd és kifolyd” kozott

Két hatrany:
- a nem-specifikus termikus hatasok miatt tulbecsiilhet6 a szubsztrat koncentracié
- alapvonal valtozas a méréberendezés hiitése miatt (h(it6 hatdsa miatt)



Termikus bioszenzorok

Enzyme Amplifier
pre-column P‘
_’—| > aste

Injection —

Aluminium block

Polyurethane foam
insulation

-~ Metal casing

Peristaltic

pump Electrical leads

Thermistor

- Enzyme column
Reference column

-

Biokémiai folyamatokbdl ered6
héelnyelést vagy —fejlodést
detektaljuk termisztorral.

A mintat egy enzimoszlopon vezetjiik
at, a reakcio altal homeérsékletvaltozas
torténik.



Optikai bioszenzor

—

* Aglikdz oxidaz enzim adja a specifitast és a reakcié monitorozhatdé az optikai
valtozasokbdl.

Optikai valtozast mér:

* Példaul (Huang 1991): leirt egy kemilumineszcencias detektalé sémat, amelyet FIA
hasznalataval kotott egybe.

* On-line tudta vele vizsgalni a glikdz szinteket allatsejtes kulturakban.

* Itt a gliukdézt 3atalakitotta az immobilizdlt - glikéz oxidaz és a keletkezett
hidrogénperoxid reagalt luminollal és az emittalt fényt mérték 425 nm-en.

* Madsoknak sikerilt ezzel a metddussal glutaminaz és glutamat oxidaz haszndlataval
glutamin koncentraciojat meghatarozni.



Optikai bioszenzor

—_—

Szal-optikai megoldasokon alapulé oxigénszenzorok szintén kapcsolhatdak glikdz
oxidazon alapulé mérésekhez:

Az oxigén optrédok 3ltalaban szal-optikan alapulnak amihez hozza van adva egy gumi
film, amely tartalmaz dekaciklant , fluorescens festéket, amely reagal az oxigén
parcialis nyomasara.

Szlrt mintakkal valdsithaté meg a mérés, amelyet a immobilizalt reaktor oszlopokon
engedink at, és az oxigén parcidlis nyomasanak valtozasa detektalhato az optréddal.



Osszefoglalas

—

A bioszenzorok egyszerti és specifikus méréeszk6zok, amelyek hasznalhatdak in situ
és off-line technikdknal. (Optikai — on-line)

A bioszenzorok valaszideje elég gyors, hogy lehetdvé tegye a valos idejl
adatgylijtést és feldolgozast.

Bioszenzorok sokféle analitra készithetoek.

Még mindig elegendd érdekl8dés van a kutatodi k6zdsségben, hogy biztositva legyen
a szignifikans fejlédés a tertleten.

A tdmeggyartoktdl megbizhatd technikdk érhetdek el a bioszenzor eszkdz6khoz.
A bioldgiai érzékel8elemek parosithatdak tébbféle transzduktorral, aminek az

eredményeként a végleges szenzorkonfiguracié méretre szabott a mdkodési
koralményekhez



KOszonom a figyelmet!

e
——

Kérdések:
Mi az a vezetd polimer?
Mi az elve a Clark féle oxigén mérésnek?

Mi az a mediator?



