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Ipari molekula-szelektiv érzékel6 és eljards annak
elédllitasdra

A talilmdny ipari molekula-szelektiv elektro-
analitikai érzékelG, amely alkalmas folyadékban pl.
ipari szennyvizekben oldott vegyiiletek vagy ionok
pl. diklérfenol, cianid-, higany(il)-ionok szelektiv
meghatdrozdsira, tovabba eljards molekula-szelektiv
elektroanalitikai érzékels elgallitasara.

Ismeretesek olyan molekula-szelektiv elektro-
analitikai érzékelsk, un. enzimelektrédok, amelyek
alkalmasak folyadékmintdkban oldott vegyiiletek
koncentriciGjdnak meghatdrozdsira. A molekula-
szelektiv érzékeldk elektrokémiai viselkedésével és
alkalmazdsaval az irodalom [P. L. Bailey: Elemzések
szelektiv elektrédokkal. Heyden and Son Ltd. Lon-
don (1976), Nagy. G., Pungor, E.: Hung. Sci.
Instr. 32, 1-10. (1975)] részletesen foglalkozik.
Az ismert, elektroanalitikai mérécellinak tekintendé
molekula-szelektiv érzékelsk kozés tulajdonsiga,
hogy ionszelektiv vagy fém jelzGelektrodot és
masodfaji vonatkozdsi elektrédot hordozé elekt-
rodtestik  olyan elektrolit oldatot tartalmazé
csGszerli burkold-testben van elhelyezve, amelynek
a jelzéelektrod érzékels feliilete felé esé vége giz
vagy giz és oldott anyag 4tjarhaté hartyaval pl.
dializis hdrtydval van lezdrva és a hértya a meg-
hatdrozandé komponensre nézve szelektiv, hatas-
specifikus kataliztort, kémiailag vagy fizikailag
kotott allapoti enzimet tartalmazé réteggel, un.
reakcid-réteggel pl. akrilamid gél-réteggel, vagy
rendre: giz vagy giz é oldott anyag dtjdrhaté
hirtydval pl. cellofin hartydval, szelektiv enzimet
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szuszpenddlt dllapotban tartalmaza  oldat-réteggel.
mint reakcid-réteggel, giz és oldott anyag atjirhato
hdrtyaval pl. cellofan hdrtydval van érintkezésben.

Ismeretes olyan magyar talilmdnyi leirds (No.
7577, 1978) is, amelynél a reakcié-réteg feliletén
kémiai kotéssel immobilizdlt enzimet tartalmazo
fehérje alapi természetes membran.

Az ismert molekula-szelektiv érzékelok ugy
miikodnek, hogy a meghatdrozandé komponens un.
szubsztratum pl. glikéz molekuldi, valamint adott
esetben a reagens pl. oxigén molekuldi a szelektiv
enzimet, mint hatdsspecifikus katalizdtort  pl.
glikdz-oxiddzt tartalmazoé reakcio-rétegbe  diffun-
dilnak és ott kémiai reakciot hoznak létre. A
jelzbelektrod az enzim altal katalizdlt reakcigban
résztvevé reagens vagy a reakcidban keletkezett
anyagok egyikének koncentrdcigjdval vagy aktivi-
tdsdval jol definialt fuggvénykapcsolatban levé sze-
lektiv jelet szolgaltat. Az aktivitds vagy a koncent-
racié lokdlis értéke egyéb tényezdk dllanddsiga
eseién a reakcio sebességétol fugg, amely a szubsst-
ritum koncentrdctéjdval egyértelini figgvénykap-
csolatban van. lgy staciondrius dllapotban az aram-
erésség vagy a cellafesziltség jel mérése utjdn
tehdt kozvetleniil meghatdrozhatd a minta keresett
koncentrdcié értéke.

Az ismert molekula-szelektiv érzékelék elké-
szitése korilményes, idGigényes és kilonleges szak-
értelmet igényld feladat, amely — annak ellenére,
hogy az enzim-immobilizdlds problémdjanak meg-
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oldésdra igen nagy- szdmu kilonféle moédszer 4li
rendelkezésre [Q.R. Zaborsky: Immobilized En-
zymes. CRC Press. Cleveland, Ohio. (1974)] —
csak tobbé-kevésbé reprodukdihatd.

Az érzékeldk legkedvez§tlenebb sajdtsdga a rovid
élettartam pl. néhdny nap, egy-két hét, amely a
reakcio-réteg kedvezdtlen felépitésével és kiképzé-
sével van kapcsolatban. A haszndlat sordn jelent-
kez6 tovdbbi hdtriny, hogy az érzékeldket, illetvé
a kotott 4llapotd enzimet tartalmazd gél-rétegeket
aktivitdsuk megérzése céljabdl haszndlaton kiviil
alacsony hémérsékleten pl: —1...2°C kell ta-
rolni,

Az ismert elektrédok sériilékenyek, mechanikai
szildrdsaguk kicsi és vilaszidejiikk hosszd pl.:
2...8 perc, amely Kkoriilmény laboratériumi — de
féként ipari alkalmazdsukat korlitozza. A felsornlit
hitrdnyok elegendéek voltak arra, hogy a. igényelt
egyszeri és szelektiv méréstechnikit *iztosité
érzékel6k a gyakorlatban ne terjedjenek el, 20

A taldlmdny szerinti érzékeld konstrukciGjanak
tovibbi eldnye az ismert érzékeliktdl elté:den,
hogy kikiiszob6li a vonatkozdsi elekirédbdl ereds
ezlistionok okozta enzimgdtld hatdst.

A taldlmdny célja olyan ipari molekulaszelektiv 25
érzékeld biztositdsa, =~ ~ly egyszerfien. rovid id6
alatt, kiilonleges szakertelem nélkil és reprodukal-
hatgan dllithaté el, tovibbd, amelynek a mecha-
nikai szildrdsiga nagy, az érzékel§ élettartama az
ismertekének tobbssorose pl. 1év, a vilaszideje 39
r3vid pl. 40 ... 60 mdsodperc.

A taldlmdny alapjdt az a felismerés képezi-,
hogy a célkitiizéseknek megfelels minSségli érzé-
kelg ugy dllithaté eld. hogy reakcio-rétegét fehérje
alapu természetes hdrtyan pl. bélfalon, vagy mi- 35
anyag pl. polipropilén filmen vagy fehérjeszeri
anyagbol készult hdléban pl. selyemhdléban vagy
milanyag hdloban pl. poliészter hédléban, mint hor-
dozén vagy hordozéban, utébbiakkal kémiai vagy
fizikai kotésben levs, vagy hordozé nélkiili enzim 40
katalizdtort vagy katalizdtorokat kovalens kotéssel
tartalmazé Un. hdlé a haléban szerkezeti memb-
rdnbol alakitjuk ki. A hdlé a hdléban szerkezet(i
membrdn lényegében olyan térhdlgsitott mijanyag
pl. poliakrilamid, polivinilklorid film, amelynek 45
inert térhdljdban inert fehérje ésfvagy enzim mo-
lekuldkbol dllé aktiv térhdls helyezkedik el

A taldlmdny szerinti érzékeld membranjdnak
szilirdsdga struktdrdja, tovdbbd a hordozdként
haszndlt anyagoknak az enzimekkel kémiailag ro-50
kon sajdtsiga és mechanikai szildrdsaga, valamint a
hordozéhoz kémiai vagy fizikai erskkel kotott dl-
lapota kovetkeztében kivdlo. Ugyancsak kimagas-
I6an j6 a membrdnban a leirt mddon immobilizalt
enzimek kémiai ellendlloképessége és stabilitdsa, 55
- gy az érzékeld hosszi ideig funkciéképes, hasz-
ndlaton kiviil pedig — adott esetben szobahSmér-
sékleten is — hosszu ideig pl. 1 év tdrolhaté anédl-
kil, hogy aktivitdsa jelentésen megvdltozna, EIG-
ny6sen vdltozik meg a hdlé a haléban szerkezetii 60
reakcié-rétegben  elhelyezkedd enzimek fizikai-
kémiai sajdtsiga is, pl. a mobilis enzimekhez vi-
szonyitva jelentsen megnG az a pH-tartomdny, —
amelyben katalizdtor sajdtsdguk kifejtésére alkal-
masak.
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A taldlmdny szerinti membrdn tovdbbi kedvezd
sajatsdga, hogy szildrdsiga és az immobilizilt en-
zimek koncentrdciéja tetszés szerint viltoztathatd.

A hordozéként haszndlt természetes alapd
membranok (halfélék légholyagja, emlSsok, hiliSk
bérrészlete, egyes dllatfajok szaruhdrtydja, bélfala,
stb.) viz, gdz és iondtjirhatésdga a méréstechnikai
feladatok szempontjdbdl idedlis. Tovdbbi hasznos
sajatsdguk, hogy a reagensként vagy reakciétermék-
ként szerepld gizok vagy ionok &atjdrhatésdgdnak
biztositdsa mellett a mérést esetleg zavaré nagy
molekulas lvii  anyagokkal — ez lehet maga a
szubsztrdt: vy egyéb a mintdban levd anyag —
szemben &t .. 7§ réteggént viselkednek.

A taldlmédny szerinti érzékel§ Kkialakithaté ugy
is. hogy reakcié-rétegének kiképzésére egy, két
reakdio-réteggel rendelkezd vagy tobb egymdsra
rétegezett egy vagy két reakcio-réteggel rendelkezd
membrdnt hasznilunk fel, Ebben az elrendezésben
mindegyik membrinfeliilet mds é mds sajdtsagd
enzimet tartalmaz immobilizalt dllapotban. g-glitkozid
szelektiv érzékeld esetében a minta felé es§ memb-
rin felillete B-glikoziddzt, a jelzbelektréd felé esd
membrdn glikozoxiddzt tartalmaz. Az els§ memb-
rdnon levé enzim, a B-glikoziddz a meghatdrozandé
komponens, a B-glikozid (pl. amigdalin, szalicin) és
a viz kozott hidrolizis reakciét hoz 1étre, amelynek
egyik terméke glikéz. A mdsodik membrinon levd
enzim, a glikozoxiddz a keletkezett glikdz és az
oxigén Kkozotti reakciét katalizdlja. Az oxigén a
membrinok mogott elhelyezkedd jelzGelektrédon
koncentrdcigjdval ardnyos mérSjelet hoz létre. Az
oxigén-koncentrdci6 csokkenéssel ardnyos jel a
meghatdrozandé komponens koncentriciéjdval jol
definidlt fiiggvénykapcsolatban van. Ezzel a kiviteli
elrendezéssel méréstechnikai egyszer(isitések és sze-
lektivitds novelés érhetd el, ugyanakkor olyan ter-
mékek meghatdrozdsdra is lehet8ség van, amelyek
egylépcsGs reakciéban nem hoznak létre elektro-
analitikai mddszerrel mérhet§ terméket vagy vil-
tozdst a mérhet6 anyag koncentrdcidjdban vagy
aktivitasaban.

A taldlminy szerinti érzékel6 megvaldsithaté
ugy is, hogy a reakcid-réteget képezS membrin
vagy természetes struktirdja hértya, vagy halé sze-
paralt feliletrészletében(ein) vagy adott feltletrész-
letében(én) statisztikusan homogén eloszlisban mds
és mds enzim-fajta van megkotve és a feliiletrész-
lethez egy vagy tobb jelz8elektréd tartozik. Ezzel
az elrendezéssel méretnovelés nélkil toébbfunkcids
molekula-szelektiv érzékelsk allithaték els, mialtal
ugyanabban a mintdban egyidejlileg tobb kompo-
nens meghatdrozdsa valésithaté meg, vagy a mérést
zavary anyagok koncentricidjdnak pdrhuzamos
mérésével azok hatdsa automatikusan vagy kézi
Uton szdmitdsba vehetd.

A taldlmdny szerinti molekula-szelektiv érzé-
kel6k mds valtozataingl a reakcié-réteg mechanikai
hatisokka: szembeni fokozott védelme és szildrd-
sdguk tovdbbi novelése céligbsl a membréannal
érintkezésben inert milanyag hdlé vagy szovedék
van elhelyezve. Mds vdltozataikndl — az'igen rovid
vilaszid§ elérése érdekében — a membrin egyik
oldaldnak feliileti rétegében impregndlist kovetd
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térhdldsitdssal létrehozott gdzdtjdrhaté vagy ioncse-
rél8 sajatsagu réteg van kialakitva.

A taldlmény szerinti molekulaszelektiv érzékeld-
ket tgy dllitjuk el6, hogy az inert térhdlé
képzésére alkalmas monomer vagy polimereket pl.
akrilamid és/vagy polivinilalkohol oldatit &ssze-
keverjiik az aktiv térhdlé képzésére alkalmas inert
fehérje és/vagy enzim pl. szérumprotein és glikoz-
oxiddz pufferolt oldatival. Az oldatkeverékhez
adunk még bifunkciés térhdldsité anyagokat pl.
N, N’-metilén-bis-akrilamidot és glutdraldehidet, ini-
cidgtort pl. perszulfitot, és adalékanyagokat pl. fe-
noszulfdtot és glicerint. Az oldatkeveréket sima
feliileten elhelyezett fehérje alapi természetes
membrdnra pl. bélre vagy mifanyag pl. polipropilén
filmre vagy anyag hdldjdra pl. folyamhdléra vagy
inert miianyag hdléra pl. nylon hdléra vagy magdra
a sima feliletd anyagra visszikk fel. Az oldatkeve-
rék térhdlosoddsa és szdraddsa utdn a kész memb-
rdnokat a sima felilleti anyagrél levilasztjuk, majd
desztilldlt vizes fiird6be helyezziik, ahol az oldhaté
dllapotban maradt 1észeket kioldjuk. A kiolddsi
miivelet befejeztével a membrdnok mérékész alla-
potban vannak. A kész membrdnt adott esetben
gdz vagy gdz és oldott anyag szdmdra &tjirhatd
filmmel egyiitt felhelyezzilkk az érzékel6 burkolé
testére, a jelz6 és vonatkozdsi elektrédot pedig
belemeritjitk a burkolé testben lev§ elektrolit ol-
datba, oly mdédon, hogy a jelzGelektrod felilete a
membrin kozvetlen koézelében helyezkedjen el. Az
elektrodokat rogzitjilk. Ezzel az érzékelSt mér6képes
dllapotba helyeztiik.

1. példa
Az 1, dbra a taldlmédny szerint gliikéz-szelektiv
érzékeld példakénti kiviteli alakjit szemlélteti

részben metszetben,

1 burkol$ test iiregében van elhelyezve a puffer
sajdtsdgu, klorid-tartalmu 2 elektrolit oldat, amely-
be 3 hordozé testbe foglalt platina 4 jelzGelektréd
és eziist-eziist-klorid 5 vonatkozdsi elektréd meriil.

1 burkol6 test végét 4 jelzGelektréddal érint-
kez8 polipropilén 6 gizitjirhaté hdrtya zdrja le. 6
gdzatjirhaté filmmel Kkereskedelmi seitésbélhez
kémiailag kétott dllapotii, N,N’-metilén-bisz-akril-
amiddal térhdl6sitott polivinilalkohol inert héléban
elhelyezett, glutdraldehiddel térhdldsitott, albumin
és gliikozoxiddz enzimet (E.C.1.1.3.4.) tartalmazé
aktiv hdlobsl felépitett 7 membran érintkezik. 6
gdzatjarhaté hdrtyat é 7 membrint 8 gumigyilrd
rogziti 1 burkold testhez.

1 burkolé test mdsik végét mianyag 9 elektréd-

kupak zirja le, 4 jelz8elektroddal és 5 vonatkozdsi s

elektr6ddal osszekotott 10 kabel polarizdld fesziilt-
ségforrdssal és 4ramerGsség mér8 dramkor beme-
neteivél van kapcsolatban,

A gliikéz-szelektiv érzékels el6dllitdsat a kovet-
kez6 modon valésitiuk meg. A kereskedelmi for-
galomban kaphaté sézott sertésbél adott részletét
desztilldlt vizben 10...15 percig dztatjuk. A duz-
zasztott membrdnt 15 u vastag gédzdtjarhatd pl.
polipropilén hértydval egyiitt kifeszitett dllapotban
az érzékelS burkolé testének végére rogzitjiik. (A
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polipropilén membrdan burkolé test urege 1210
oldalon helyezkedjen el.) 20 percig szdradni hagy-
juk a membrint. Edénybe bemériink 8) mg o 'n
albumint, 80 mg glikdzoxiddzt (SIGMA Che .iucat
Company, Type IL) és 100 mg N,)N’-metilén-bis-
akrilamidot  és  rdzogatdssal  feleidjuk ¢ oinl
7,08 pH-értékii pufferoldatban. Mdsik edéuyi« be-
mériink 10 sdly %-os polivinilalkoholbsl 2.9 g-ot.
Ezutdn az els6 edényben lev§ oldathoz 7,3 1xnl
glicerint, a mdsodik edényben levShér 100 ul
25%-0s glutdraldehid oldatot, 100 ul 5%-c« frissen
készilt fenoszulfit oldatot adunk. Mindkettét
osszekeverjilk, majd az oldatokat Osszedntjuk &s
ismét megkeverjiikk. Az oldatkeverékhez 2 ..3 mg
kdlium-perszulfdtot adunk, Osszekeverjik és 40 ul,
illetve 2 ml-ét, illetve 8 cm? felillet{i sertésbélre
vagy polirozott feliilletii miianyaglapra vagy a poli-
propilén filmre ontjiikk. 12 6rai szobahSmérsékleten
torténG dllds utdn a burkold testen levs vagy a
miianyaglaprél levélasztott membrdn feliiletérdl
desztilldlt vizes mosdssal eltdvolitjuk az immobili-
zdlatlan enzimet és a glutdraldehid maradékrt. Az
igy elkészitett, a glikoézoxiddzt immobilizdlfcn tar-
talmazé membrdn mérdkész vagy tdroldsro kész
dllapotban van.

Az aktivilt membrédn elkészitése utdn a hordozé
testbe ismert moédon elhelyezett platina jelzs-
elektrédot készitjilk el6. A jelzSelektréd felilletét
tiveglapra cseppentett 6 mol/dm?® koncentrécidju sa-
létromsavban dztatjuk 2...3 percig. A salétrom-
savat desztillilt vizzel mossuk. A mosds befejez-
tével a jelzGelektréd mérésre kész dllapotban van.
(A salétromsavas mosdsi miiveletet a mérések sordn
2...3 hetente meg kell ismételni.)

Az el6készitési miivelet utdn az 1.4dbrdnak meg-
felelGen oOsszeszereljikk a glikkéz-szelektiv érzékelét,
majd polarizdlé fesziiltségforrdshoz és dramerdsség
mér§ egységhez csatlakoztatjuk,

Az érzékelGvel a minta keresett glikéz-koncent-
racidjdnak moghatdrozdsa kalibricids gorbe felvé-
telével vagy addiciés mddszerrel valdsithaté meg.
Az aldbbiakban az addiciés mddszer elényOs vil-
tozatdt a sorozatos minta-addiciés mddszert ismer-
tetjik.

Megéllapitdst nyert, hogy a mért &dramerdsség
csokkenés (Ai) és az oldat glikéz-koncentricidja
(c) kozott az aldbbi Osszefiiggés 4ll fenn:

A%
Ai=k —— :
1+—
c
Ahol V. — a maximilis reakciésebesség,
K - az enzim-szubsztrdt reakcid
Michaelis-dllandéja,
k — ardnyossdgi tényezd.

Két ismert koncentrdci6ji glikéz oldatban mért
dramerdsség cstkkends értékbsl meghatdrozzuk az
adott mérési koriilményektSl és az érzékelStsl
fiiggd V és K értékeket, amelynek alapjdn az
n-edik mintdt tartalmazé oldat koncentriciéja a
mért dramerdsség csOkkenésbdl az aldbbiak szerint
szdmithaté:
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. (Cay tKY? A meghatdro- Az immobilizlt A jelz6-
Cn =k K+V @ zand6 anyag enzim elektrod
oxdlacetdt oxdlacetdt dekarb- hidrogénion-
(2) egyenlet alapjan a minta koncentracidja 5 oxildz -szelektiv
EC4.1.13.
acetoacetdt acetoacetdt dekarb-  hidrogénion-
C,= R_Y_“:_i_%_a“_ 3 oxildz szelektiv
a, EC4.1.14.
10 L-valin valin dekarb- hidrogénion-
ahol a, — az n-edik minta térfogata, oxildz -szelektiv
Vi — a standard oldatok adagoldsa utdn E.C4.1.1.14.
az oldat térfogata, L-glutamit glutamdt dekarb- hidrogénion-
oxildz -szelektiv
A példa szerinti médon mds molekula-szelektiv 15 EC4.1.1.15.
érzékeldk is elgdllithaték. Az 1.tdblizatban néhény L-ornitin ornitin dekarb- hidrogénion-
tovébbi példdt mutatunk be. A tdblizatban az elsd oxildz -szelektiv
oszlopban azt a molekulafajtit szerepeltettiik, . EC4.1.1.17,
amelyre az érzékeld szelektiv, mdsodik oszlopban a L-lizin lizin dekarb- hidrogénion-
gdztjirhaté filmmel érintkezS, membrénban immo- 20 oxildz -szelektiv
bilizdlt enzimet, a harmadikban a jelzGelektréd o EC4.1.1.18. ‘
fajtéjat jelottiik. penicillin Jaktaméz I hidrogénion-
E.C.3.5.2.6. -szelektiv
25
1. Téblazat 2. példa
A 2. dbra a taldlmdny szerinti karbamid-szelek-
A meghatiro- Az immobilizalt A jelzé- tiv érzékeld példakénti kiviteli alakjdt szemlélteti
zandé anyag enzim elektrod 30 részben metszetben. 1 burkolé testben van elhe-
lyezve kloridtartalmG 2 elektrolit oldat, amelybe
higysav urdt oxidédz platina ammoéniumion-szelektiv 4 jelzGelektrdd és eziist-
EC.1.7.3.3. -eziist-klorid 5 vonatkozisi elektréd meriil, 4 jelzs-
koleszterin koleszterin platina elektrdot 1 burkolé test végében 2 elektrolit
oxiddz 35 oldat szamira dtjarhatatlan kotéssel korong alaki
EC.1.1.3.6. 11 szigetel§ réteg rogziti, 4 jelzdelektréddal immo-
L-aminosav L-aminosav oxidiz platina bilizdlt uredz enzimet (E.C.3.5.1.5.), selyem vagy
EC.1432. milanyag hdlét tartalmazo, vagy hordozé nélkiili
D-aminosav D-aminosav oxiddz platina hilé a hdléban szerkezetdi 7 membrdn érintkezik.
EC.1433. 40 A 7 membrint 1 burkolé testhez 8 gumigyirii
D-galaktéz Galaktoz oxiddz platina rogziti. 1 burkolé test faldban 2 elektrolit oldat
EC.1.139. szamdra &tjarhaté 12 sz(ir§ réteg pl. kerdmia rdd
szulfit szulfit oxiddz platina van elhelyezve. Az 1 burkolé test mdsik végét
EC.183.1. mianyag 9 elektrédkupak zdija le. 4 jelzGelektréd-
oxaldt oxalit oxiddz platina 45 da] és 5 vonatkozasi elektréddal Osszekététt 10
. EC.1234. kdbel elektronikus fesziiltség mérd egység bemene-
xantin xantin oxidaz platina teivel van kapcsolatban.
EC.1232. A karbamid-szelektiv érzékeld reakcié-rétegének
O-difenol O-difenol oxiddz platina kialakitdsa ugyantgy torténik, mint az 1. példdban
E.C.1.10.3.1. 50 leirtuk. A kiilonbség annyi, hogy a membrinban
p-difenol p-difenol oxidéz platina uredz (E.C.3.5.1.5) enzimet immobilizdlunk és a
E.C.1.10.3.2. sertésbél helyett selyem vagy nylon hdlét haszni-
hidrogén- kataldz platina lunk. Az érzékels Osszedllitdsa a 2.4abrdn bemu-
-hiperoxid EC.1.11.1.6. tatott moédon torténik. A mérend6 komponens
laktat laktat oxiddz platina 55  koncentrdcidjdnak meghatdrozdsa ismert médon cek
EC.1.1.32. lafesziiltség-koncentricié kalibriciés gorbével vagy
piruvit piruvdt oxiddz platina addiciés mdédszerrel valésithaté meg. .
E.C.1.2.3.3. A 2. példa szerint mds molekula-szelektiv
alkohol alkohol oxidéz platina érzékelsk is megvalsithaték, A 2. tdbldzatban
E.C.1.1.3.1.3. 60 Gsszefoglalva néhany tovdbbi péld4t ismertetiink. A
L-fenilalanin fenilalaningz platina tébldzatban az els6 oszlopban azt a molekula-fajtat
E.C.1.14.3.1. jeloltik, amelyre az érzékel szelektiv, a mésodik
2-o0x0sav piruvit dekarb- hidrogénion- oszlopban az immobilizdk enzimfajtit, -a harma-
oxildz -szelektiv . dikban az alkalmazand$ szelektiv jelzGelektr6dot
EC4.1.1.1. 3

szerepeltettiik,
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A meghatdro- Az immobilizdlt A jelzo-
zand¢ anyag enzim elektrod
L-dioxifenil- L-aminosav oxiddz Ammdnium-

alanin EC.14.3.2. szelektiv

L-fenilalanin L-aminosav-oxiddz Amménium-
E.C.1.4.3.2. szelektiv

L-aminosavak  L-aminosav oxiddz Amménium-
E.C.14.3.2. szelektiv

D-szerin D-szerin dehidra- Ammonium-
taz . szelektiv
EC4.2.1.14,

L-homoszerin homoszerin Amménium-
dehidratiz szelektiv
E.C.4.2.1,15,

L-treonin treonin dehidra- Ammoénium-
tdz szelektiv
EC4.2.1.16.

L-hisztidin hisztidindz Ammonizm-
EC.4.3.1.3. szelektiv

nitrit nitrit reduktdz Ammoénium-
EC.1.6.64. szelektiv

3. példa

A taldlmdny szerinti arginin-szelektiv érzékels
példakénti kiviteli alakjdnak felépitése lényegében
azonos a 2.példdban leirt karbamid-szelektiv
érzékels felépitésével, Az eltérés annyi, hogy az 1
burkols test végén két egymdst fed6 7 membrin
van 8 gyiirtivel rogzitve, amelyek kozil a 4 jelzg-
elektrdd felé es6 membran feliiletén uredz enzim, a
mdsik perfordlt membrdn felilletén argindz enzim
van immobilizdlt 4llapotban megkotve. Az arginin-
-szelektiv érzékels igy két reakcid-réteggel van ki-
képezve,

A taldlmdny szerinti arginin-szelektiv érzékels
elgdllitdsa a kovetkezSképpen torténik. Eldszor ki-
alakitjuk a 2.példdban leirt moédon a karbamid-
szelektiv érzékelSt. Ezutdn az uredz enzimet tartal-
mazd membridnon még egy perfordlt membrdnt
helyeziink el, amely argindz enzimet (E.C.3.5.3.1.)
tartalmaz, Utébbi el@éllitdsa az 1. példaban leir-
takkal azonos médon torténik.,

Az arginin-szelektiv érzékeld megvalGsithatd gy
is, hogy csak egy olyan 7 membrdnt haszndlunk
fel az érzékeld kialakitdsira, amelyben statisz-
tikusan homogén eloszldsban két fajta enzim, az
argindz és az uredz van immobilizdlva, Ennél a
viltozatnal az érzékels tovabbi felépitése és eld-
dllitdsa értelemszeriien az el6zéekben ismertetett
véltozatndl leirtakkal azonos.

Az érzékeld miikodése kétlépéses reakcion ala-
pul: ' argindz
—_—
E.C.3.5.3.1.

L-ornitin + karbamid

L-arginin + H, 0

ureaz
e
E.C.3.5.1.5.
szén-dioxid + ammonia

karbamid + H, O
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A mérend§ arginin koncentricié meghatirozdsa
ismert mdédon kalibriciés gorbe felhaszndldsdval
vagy addiciés médszer alkalmazdsdval torténik.

A 3. példdhoz hasonléan két reakci6-réteggel vagy
a két enzimfajtit statisztikusan homogén eloszlds-
ban tartalmazé reakci6-réteggel készithets taldl-
mény szerinti molekula-szelektiv érzékeldkrsl a
3.tdbldzat ad dttekintést. A tdbldzat els§ oszlo-
pdban a molekula-szelektiv érzékelével meghatd-
rozhaté molekula 4ll, misodik oszlopban a kiilsg
membrinban immobilizdlt enzim katalizdtor taldl-
haté. A harmadik oszlopot a bels6 — a jelzgelekt-
r6dhoz kozelebb elhelyezett — membrinban immo-
bilizdlt enzim katalizdtorok alkotjdk. A negyedik
oszlopba a jelz&elektrédokat soroltuk.

4. példa

. A 4, példdban a taldlmdny szerinti két funkcids
molekula-szelektiv érzékeld példakénti kiviteli alak-
jat és elGéllitasat mutatjuk be.

Az 1 burkol6 testben levd puffer sajitsign,
kloridion-tartalmi 2 elektrolit oldatban két 3 hor-
dozé testbe épitett, platina 4 jelzGelektréd van
ethelyezve. 4 jelzdelektrédok feliletével 1 burkolé
test nyildsdra rogzitett gdzatjdrhaté polipropilén 6
hirtya van érintkezésben. 6 hdrtya feliletét 7
membrin fedi. 7 membrin egyik 4 jelzGelektréddal
€érintkez6 részletében D-aminosav oxiddz, a mésik 4
jelzéelektréddal érintkezd részletében L-aminosav
oxiddz enzin van immobilizdlt dllapotban megkét-
ve. A két funkciés molekula-szelektiv érzékels fel-
épitése a tovibbi részleteket tekintve értelemsze-
riien olyan, mint az 1. példiban leirt érzékeldé.

Az aminosav oxiddzt tartalmazé reakcié-rétegek
el@éllitisa lényegében az 1. példdban leirtakkal azo-
nos modon torténik, a kiilonbség az, hogy a
sertésbél helyett bért haszndlunk, a glikéz oxiddz
helyett az egyik membrin 1észletben 8,3
pH-értéknél 2—-3 mg D-aminosav enzimet
(EL.1.4.3.3., Sygma, kristilyos), a mdsik membrdn
részletben 6,5 pH-értéknél 2—3 mg L-aminosav en-
zimet (E.C.1.4.3.2., Sygma, IV.) enzimet immobili-
zdlunk. Az érzékel§ eldéllitdsira vonatkozd lépések
értelemszertien azonosak az 1. példdban leirtakkal.

A két funkcids molekula-szelektiv érzékelGvel
amino-savak D és L izomerjeinek egymds melletti
szelektiv mérésére van lehetéség. A mérést dgy
végezziikk, hogy a szelektiv érzékelSt elCszor a
mérni kivint egyik aminosav pl. fenilalanin L for-
mdjdbol készitett standard oldatokkal, aztin a
mdsik aminosavbol pl. D-formdbél késziteit stan-
dard oldatokkal kalibrdljuk. A kalibrdciét ugy vé-
gezziikk, hogy az elektrédot kevert, foszfit puffer-
oldatbsl (pH =8) azonos pH4ud dllandé intenzitdssal
kevert standard oldatba téve mérjik a —0,6V
polarizalo fesziiltség hatdsdra létrejott draminten-
zitds valtozdst (Ai), A Ai értékeket a standard
oldatok koncentrdciéjdnak fiiggvényében dbrizolva
készitjiik €l a Kkalibrdcios gorbéket, melyek segit-
ségével kiilonb6z6 aminosav mintdk optikai izomer
ardnya a Ai mérése utdn meghatdrozhatd.
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3. Tabldzat

12

A meghatdrozandé

A membrdnban immobiliz4lt

A jelz()’eléktréd

anyag
egyik enzim-fajta madsik enzim-fajta
inosin uridin nukleozidiz xantin oxiddz platina
E.C.3.2.22. E.C.1.2.3.2.
adenosin adenosin nukleoziddz adenin deamindz ammoniumion-szelektiv
~EL322. a. E.C.3.5.4.2. vagy hidrogénion-
-szelektiv
guanosin guanosin foszforildz guanaz smmoéniumion-
E.C.24.2.15. EC.3.54.3. szelektiv
vagy hidrogénion-
-szelektiv
guanin guandz xantin oxiddz platina
EC.3.543. E.C.1.2.3.2.
kreatinin kreatinindz uredz ammaéniumion-
E.C.3.5.3.3. E.C.35.1.5. -szelektiv
g-D-glikézidok, B-glik6zidaz gliik6z oxiddz platina
diszaharidok, E.C.3.2.1.21. EC.1.1.34.
amigdalin,
szalicin
a-Dglitk6zidok a-gliikoziddz glitkéz oxidéz platina
(pl. maltoz) E.C.3.2.1.20. E.C.1.1.3.4,
D-gliik6z-1-foszfét gliik6z-1-foszfatdz glitkk6z oxiddz platina
EC.1.1.34.
E.C.3.1.3.10.
D-gliik6z-6-foszfat glik 6z-6-foszfatdz gliik6z oxiddz platina
E.C.3.1.39. E.C.1.1.34.
barbiturdt barbiturdz uredz ammdniumion-szelek tiv
EC.35.2.1. E.C.3.5.1.5. vagy hidrogénion-
szelektiv
4. Tdbldzat

A meghatdrozandé
anyag

A membrin egyik rész-
letében immobilizdlt

enzim

A meghatdrozandé
anyag

A membrian madsik részletében

immobilizdlt enzim

glikoz
glikoz

karbamid

glikoz
glitk6z
karbamid

glitkoz

gliilkéz oxidiz
E.C.1.1.34.
gliikéz oxidaz
EC.1.1.34.
uredz
E.C.35.15.

gliikkdz oxiddz
E.C.1.1.34.
gliikéz oxiddz
EC.1.1.34.
uredz
EC.3.5.15.
gliik6z oxiddz
EC.1.1.34.

alkohol
mannéz

kreatinin

hugysav
L-fenilalanin
arginin

amigdalin

alkohol oxidédz
E.C.1.1.3.1.9.
hex6z oxiddz
E.C.1.1.35.
kreatinindz
E.C.3.5.3.3.
uredz
E.C.3.5.1.5.
urat oxidédz
E.C.1.7.3.3.
fenilalaningz
E.C.1.14.3.1.
arginin dekarboxildz
EC4.1.1.19.
gliikkézidaz
E.C.3.2.1.21.
gliik6z oxiddz
E.C.1.1.34.
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A példa szerinti Osszetett szelektiv érzékeld
haszndlata resolvdciés folyamatok hatékonysdgdnak
vizsgdlata esetében rendkiviil elényos.

J6l alkalmazhat6 az izomer ardny meghatdro-
zdshoz az 1.példa kapcsin leirt addicids
mérémodszer is. A 4. példdhoz hasonldan szdmos
mds el6nyosen haszndlhatd taldlmdny szerinti két
funkciés molekula-szelektiv érzékel§ készithets.
Ezekrol ad attekintést a 4, tiblizat.

A tdblizat mdsodik oszlopdban az egyik feliileti
részleten, a harmadik oszlopban a madsik felileti
részleten immobilizdlt enzim megnevezése van fel-
tiintetve.

5. példa

Az 5. példdban a taldlmdny szerinti, aminosavak
egymds melletti szelektiv meghatdrozasira alkalmas
tobbfunkciés molekula-szelektiv érzékelé példakénti
felépitését és el@allitdsi modjat ismertetjiik,

A tobbfunkcids érzékel§ felépitése hasonlé a
4. példdban bemutatott két funkcids érzékelGjéhez,
az eltérés annyi, hogy 6 gédzdtjirhaté filmet nem
tartalmaz, tovdbbd 1 burkolé testben levd 2
elektrolit oldatban hdrom hidrogénion-szelektiv
iiveg 4 jelzbelektrod van elhelyezve, amelyekkel
érintkez6 7 membrin hdrom szepardlt részletében
mds-mds szelektiv aminosav dekarboxildz: I-izin
dekarboxildz, L-tirozin dekarboxildz, L-fenilalanin
dekarboxildz immobilizdlt dllapoti enzimet tartal-
mazé reakcid- reteg van kiképezve.

Az érzékel6 és a reakcid-rétegek klalakltasa a
4, példdban leirtakkal azonos médon torténik,

A példaként megvalésitott molekula-szelektiv
érzékelvel aminosav tartalmu mintdk L-tirozin,
L-lizin, L-fenilalanin tartalma hatdrozhaté meg sze-
lektiven. A meghatarozasok hdrom, egy-egy amino-
savra vonatkozd fesziiltségkoncentrdcié kalibracids
gorbe felhaszndldsdval valdsithaték meg.

A példaként bemutatott tébbfunkcios érzékeld
mintdjadra mds valtozatok is készithetSk. Az egyes
reakcié-réteg mez8k az aldbbi enzimeket tartal-
mazzdk immobilizdlt dllapotban: L-arginin dekarb-
oxildz, L-glutaminsav-dekarboxildz, L-glutamin de-
karboxildz, L-hisztidin dekarboxildz, uredz.

Szabadalmi igénypontok.

1. Ipari molekula-szelektiv érzékel, amely po-
tenciometrids, voltametrids jelzgelektrédot és vonat-
kozdsi elektrédot hordozd, myitott, iireges burkold
testében elhelyezett elektrolit oldatba merils elekt-
rédtestével, a burkolé test jelzdelektréd feldli
nyildsit lezdré gdz vagy gdz és oldott anyag
dtjdrhaté filmmel és a filmmel érintkez8 meghats-
rozandé komponensre nézve szelektiv, kémiailag
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kotott dllapotd enzimet tartalmazé reab. ... éte-
givel, az érzékeld elektrodjaihoz kapcsolédo polari-
zdlé fesziiltségforrdsdval és éramﬂr(’issc‘g mérd egy-

ségével vagy fesziiltség mér§ egységé-el alk lnas
oldatban jelenlevé molekuldk vagy ionok ket . nt-
rdcidjdnak meghatdrozdsdra. amelvre -z jeih mud.
hogy - a burkolé test (1) jeizbelekrod (v i-i6li
nyildsit olyan egy vagy tobb, folyamates vag,

perfordlt membrin (7) zdr le, amely fehérjc aapi
természetes hdrtydn vagy inert mianyag filmen
vagy fehérjeszerii anyagbol vagy inert mi: »aghdi
késziilt hdléban, mint hordozén vagy hordezéban.
utébbiakkal kémiai vagy fizikai kotésben levd, vagy
hordozé nélkuli, miianyag inert térhdléjdhan el-
helyezked6 fehérje és/vagy egy vagy tobo fajta
enzim molekuldkbdl felépitett, aktiv térhdlébol 4ll,
a membrdn (7) adott esetben gdz vagy pgdz &
oldott anyag 4atjarhaté filmmel van érintkezésben,
tovdbbd adott esetben a burkolé test (1) és a
jelzbelektréd (4) teste kozott szigetels réteg (11),
a burkolé test (1) faldban elektrolit 4tjarhaté sziird
réteg (12) van elhelyezve,

2. Az 1. igénypont szerinti ipari moick: -u-sze-
lektiv érzékeld, amelyre az jellemzdG, hogy a memb-
rdn (7) inert anyagbol késziilt védShaléval vagy
szovedékkel van érintkezésben,

3. Az 1. é 2. igénypont szerinti ipari molc-
kula-szelektiv érzékelS, amelyre az jeliemed, hogy
tobb jelzc’ielektr()dot ‘(4) tartalmaz.

4, Az 1., 2, & 3. igénypont szerinti ipari mo-
lekula-szelektlv érzékels, amelyre az jellemz6, hogy
a membran (7) adott feluletl részletében gdiz vagy
giz és oldott anyag dtjarhaté réteg van Kkialakitva

5. Eljaras molekula-szelektiv  érzékeld  elgalli-
tésdra, amelyre az jellemzs. hogy fehérje alapu
hartya vagy incrt mianyag folia vagy fehérjeszeri
anyugb6l hdlo vagy inert miauyagbo! elddllitott
hdlo hordozén vagy L ordozéban, utdbbiakkal ké-
miai vagy fizikai kotésben levs, 1-20 suly % mo-
nomert(eket) ésivagy 1-20sily % polie*leket)
pl. akrilamidet ésfvagy polivinilalkcholt.
0,1-5 stly % térhalésité anyagot, fémsui. -
tort, tovdbbd 0,01-10suly % fehérjét ésjvagy
0,001-5 sily % enzimet, 0,15 sdly % térhdlosité
anyagot, glicerin adalékanyagot tartalmazé puffe-
rolt oldatok Osszetntésével, vagy hordozé nélkil
1-20sily % akrilamidot és'vagy 1-20 suly % poli-

vinilalkoholt, 0,1-5stly % térhdlésité anyagot.
féms6t, inicidtort, tovdbbd 0,0i--10 sily 7 feherjct
ésfvagy  0,001--5 sily 9 enzimet, 0,1-5 sdly %

térhdlGsité anyagot, glicerin adalékanyagot tarta)»
mazé pufferolt oldatok Osszedntésével immobilizdlt
enzimet tartalmazé membrdnt alakitunk ki és az
immobilizdlt enzimet tartalmazé membrdnt, adott
esetben gdz vagy gdz és oldott anyag dtjarhar’
filmmel egyliti, nyitotr, iireges test nyildsdra
rogzitjiik, az ireghen elektrolit oldatot, egy vagy
tobb jelzdelektrédot és vonatkozdsi elektrédot me-
lyeziink el.

2 rajz, 2 dbra

A kiaddsért felel: a Kozgazdasigi és Jogi Konyvkiadd igazgatéja

824401 — Zzinyi Nyomda, Budapest
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