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Osszefoglalés:

A voltammetrids modszerek szamos valtozata az elektrod felliletén atalakulé anyag
transzportjatdl flggo jelet produkal. Ennek megfeleléen elektrokémiai moddszerek széles
korben hasznélatosak kilénbdz6 kozegekben végbemend difflziés anyagtranszport
vizsgalatara. A palyazat keretében végzett munkaban elektrokémiai mddszerekkel
tanulméanyoztuk diffuzidés anyagtranszportok sajatsagait. A munka eredményei az alabbi
teruleteken jelentkeztek:

-a., Ujszeri, a pasztazé elektrokémiai mikroszkdpia ( scanning electrochemical
microscopy, SECM)specidlis sajatsagan alapulo egyszerii, gyors, megbizhaté diffazié allandé
mér6 maddszert dolgoztunk ki.

-b., Megépitettiink az elektrokémiai mikroszkop egy Uj, a kordbbi sajat épitési
készlléknél nagyobb térbeli felbontast lehetéveé tevé valtozatat.

-c., Uj, a pasztaz6 -elektrokémiai mikroszkopos mérések sajatsagaihoz jol
alkalmazkodd, kisméretii, de egyben kis ellenallasu, nagy stabilitasu mérécsucs elektrédokat
fejlesztettunk ki és alkalmaztunk.

-d., Vizsgélatokat vegeztiink hagyomanyos elektrokémiai diffuzié &llandé méro
elektrokemiai modszereket 6sszehasonlitva az altalunk kidolgozott mérémadszerrel.

-e., Kidolgoztuk a periddikusan megszakitott amperometria modszerét. Amely egyes
kémiailag mddositott amperometridss munkaelektrod esetében nagysagrendekkel képes a
detektalas érzékenységét megndvelni. A ndvekedés abbdl adddik, hogy az elektrdd folyamat
periddikus megszakitasaval id6t biztositunk a diffuzios réteg feltéltodésére, az elektroaktiv
anyag lokalis koncentraciojanak diffazio altal tortén6 ndvekedesere.

-f., Ha a voltammetrids mérés ismeretlen difflzids karakterti kbzegben torténik, akkor
a vizes oldatokban készitett kalibracios gorbe csak korlatozottan hasznalhat6 a voltammetrids
jel koncentracid adatta torténé konverzidjara. llyen esetek az in vivo voltammetrias mérések,
vagy szuszpenzidkban, bonyolult matrix( ismeretlen viszkozitdsd, tortuozus kozegekben
torténé méreések. Kisérleteinkben vizsgaltuk az ilyen esetekben torténé koncentraciomerések
megbizhatosagat, illetéleg a megbizhatésag ndvelésének lehetéségeit.

Az egyes fent emlitett terlleteken kapott eredményeinkrél folyoirat cikkek, el6adasok,
poszterek és egy megvédett és egy Osszeallitas alatt levé Ph.D. disszertacio szél. Az
alabbiakban réviden 6sszefoglaljuk az eredményeket.

a., Ujszerii diff(zio allandd méré maodszer kidolgozasa.

A kidolgozott mddszer az elektrokémiai repulesi id6, (elektrokémiai time of flight ETOF)
madszerek kozé sorolhatd. Ezt a kifejezést — tudomésunk szerint- elséként Murry * hasznélta.
Az6ta szamos mas, tobbé-kevéshé killonbozé?>*>® ETOF médszerrél olvashatunk a
szakirodalomban.

A kidolgozott mddszer elézményének tekinthets egy korabbi ’ munkank, amely soran
érzéstelenitett kisérleti allatok kdzponti ideg rendszerében kildnb6zé anyagok migraciojanak
sebességét mertik elektrokémiai uton. Ez esetben egy mikroinjektorbol és egy ultramikro
elektrodbol allé egyuttest készitettlink, ezt az illetd vizsgalandd agy szOvetbe vezettik. Az
injektorvol egy nano cseppecskét — alkalmas pneomatikus készilék alkalmazasaval-
kibocsatva regisztraltuk az ultramikro elektrodon kialakulo elektrokémiai jel tranzienst. A
tranziens jel maximumanak megjelenése és az injektalas idépontja kozotti id6 és az injektor —
detektor kozotti repilési tdvolsag adatokbol szamoltuk a transzport sebességét. A mddszer
alkalmazasakor bizonytalansagot jelentett, hogy a repilési tavolsag mikron skalan tértené
meghatarozasa meglehetsen pontatlan.
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Mas a helyzet, ha a repilési tavolsagot pasztatd elektrokémiai mikroszkoppal allitjuk
be. Jollehet az eredeti tavolsag altaldban nem ismert, de a mikroszkdp pozicionald
szerkezetének Iépés hossza nagy pontossaggal beallithato. Igy szamos 1épés hossz allithatd be.
Az igy Kkilénb6z6 repulési idok melletti id6 adatok keészletébél nagy pontossaggal
meghatarozhaté a transzport sebesség.

A kidolgozott diffGzio allandé meéré modszer mikodése kénnyen megertheté az alabbiak
alapjan.
Az alkalmazott késziilékek vazlatos képei az 1.a és 1b. abran lathatok
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1.a. bra. Az alkalmazott késziilék vazlatos rajza (mikropipettas injektoros valtozat).
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A mérés a pasztazd elektrokémiai mikroszkép celldjaban torténik. A Z iranyd
pozicional6 motorhoz régzitett mikropipettat (1a abra) a vizsgalandé anyag oldataval toltjik
meg. A pipetta a pneumatikus injektorhoz kapcsolodik. Az injektorral szembe pozicionaljuk a
mérdelektrodot. A masik, elektrokémiailag bejuttathaté anyagok esetében sikerrel alkalmazott
megoldas esetében (1.b. abra) a mikroszkdp detektald csdcsat rogzitjik a Z pozicionald
motorhoz. Vele szemben helyezziik el a generéld elektrédot amely az elektrdd folyamathoz
sziikséges szabalyozott aramforrashoz kapcsolddik.

Az injektor — detektor illet6leg generator — detektor kozotti repulési tavolsadg kezdeti,
nagy pontossaggal be nem allithatd eértéke di. A pozicionald szerkezet n szdmu pontosan
ismert lépéssel (Ax) meg tudja valtoztatni a tavolsagot igy szamos forras - detektor repiilési
tavolsag értek allithato be amelyek kozotti killonbséget pontosan ismerjik (d= d; £ nAx ).

A diffazios koefficiens meréshez a kisméretii forrasbdl miko-mennyiségii anyagot (M)
bocsatunk ki adott idépontban és regisztraljuk a detektor jel - id6 fliggvényt. Ha a konvekcid
elhanyagolhatd mértéki és ugyancsak kicsiny a repulési tavolsdghoz kepest a forrds és a
detektor mérete, tovabba ezek “arnyékolasi hatasa” is elhanyagolhatd, akkor érvényes a jol
ismert, a szférikus diffaziora vonatkozd
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egyenlet, amely megadja a kezdeti idépontban bejuttatott M anyag mennyiség koncentracidjat
t idépontban d helyen. (C 4 ), D az illet6 anyag diffazio allandoja az illeté kozegben.

Az anyag bejutasa utan d tavolsagban nyomon kdvetve a koncentracio — id6é (C 4 —t)
fuggvenyt egy maximummal rendelkezé gorbét kapunk. A maximum megjelenési ideje
»repllési id6” (Atmax) a fenti egyenlet alapjan konnyen kifejezheto:
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Lathato, hogy a repulési id6 és a diffuzio allando kozotti fliggvenykapcsolat nem
tartalmazza M értékét. d és Atnax ismeretében a difflzio allando kiszdmithato. Felhasznélva a
pasztazo elektrokémiai mikroszkop sajatsagat szamos d= (d; # NAX) - Atmax értékpar nyerheto
igy a diffazié allandé merés megbizhatdsaga jelentésen novelhet6é a viszonylag egyszerti,
gyors meéréstechnika alkalmazasa mellett. Lévén, hogy a mikropipetta, illetéleg mikro
elektrodok képesek gélekben szuszpenzidkban, biologiai szovetekben is mozogni, mikddni
igy a diffazids allandd méré modszer széles korben alkalmazhato.

A repulési idén alapul6 diffazios allandé mérés megbizhatdsaganak noveléset tehat a pasztazo
elektrokémiai mikroszkdp alkalmazasa eredményezi. Tébb repiilési tavolsag alkalmazasaval a
d; érték pontosan kiszamithatova valik felhasznalva a kapott Atynax - di + nAx adatparokat az
alabbiak szerint:

Hasznaljunk itt csak két adat part (di - At maxt €S d2 — At maxe) az egyszertiség kedveeért
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Ahol  dj = di+n14x, d, = di+n,Ax
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Mivel A, ni,n,, Ax és a megfelelé Atyay értékek ismertek, a masodrendii egyenletet megoldva
d;i értéke meghatarozhatd. A difflzié allandé értéke igy a Stokes Einstein egyenlet alapjan
kiszamithat6. Tobb mérést végezve, a kapott értékeket atlagolva a mérés megbizhatdsaga

nagymeértékben névelhetd.

b., Uj pasztazo elektrokémiai mérékésziilék (SECM) megépitése

A korabbi munkéankban az OTKA tadmogatasa segitségével megepitett pasztazo
elektrokémiai mikroszkép Iéptet6 motoros pozicionalé szerkezeten alapult. A harom
tériranyl mozgatast lehetévé tevé motorokat egy régi, hasznalaton kivil helyezett optikai
mikroszkOp véazara szereltiik. A manualis mozgatast, ,,durva” pozicionalast az optikai
mikroszkop fogas léces célzd eés beallitd szerkezete teszi lehetévé. A kesziilék szamitd
gépes finom pozicionalé6 mechanizmusa 75nm-es lateralis felbontast tesz lehetové.

Az illeté keszulék megépitése Ota a sokkal nagyobb, akar atomi méretti felbontast is
lehetové tevé piezoelektromos linedris motorok 4&ra jelentésen csokkent ezért
lehetéségunk volt egy piezoelektromos pozicionalon és megfelelé manualis pozicionalo
szerkezeten alapuld Kkorszeriibb pasztdzd elektrokémiai mikroszképot épiteni. A
mikroszkop mero, adatgyajté es kiértékelé programjat a munka keretében magunk
fejlesztettik ki. A korabbi készulék tovabbra is miikddoképes maradt.

c., Kisméretii, Kis ellenéllasu stabil méracsucsok kifejlesztése pasztazo elektrokémiai
mikroszkopos mérések céljara.

A potenciometrias szelektiv méréerzékelok kozott legkisebb, ultramikro mérécsiccsal
a mikropipetta tipust elektrodok készithetok. Sajnélatos modon ezek ellenallasa igen
nagy. Ennek megfeleléen csak igen nagy ellenallasu, nagy RC id6 allanddval rendelkez6
méré kor alkalmazasaval hasznalhatok koncentraci6 mérésre. A nagy idéallando
megneheziti pasztazé elektrokémiai mikroszkopids alkalmazasukat. Csak igen Kis
pasztazasi sebesség mellett képesek koncentracio profilokrol, lokalis viszonyokrol realis,
torzitds mentes képet adni. Hasonl6an a repulési idén alapuld diffuzié allandd mérések
esetében is a mérokor ,,bedllasi ideje” a tényleges koncentracio — id6 fuggvényt jelentésen
torzithatja. Szlikség volt nagy felbontast lehetévé tevo rendkivil kisméreti, de egyben kis
elektromos ellenallasi  stabilisan mikdédé potenciometridss SCEM  meéréesucs
kifejlesztésére.

Munkéankban szilard kontaktusu mikropipetta elektrod tipus kifejlesztésével értiink el
jelent6s eredményt. Az elektrod két részbol all. Az elektrod mintaval érintkezo része egy
megfeleléen kicsiny mérécsicesal készitett mikropipetta. Ennek csucsat hidrofobizaljuk



és a mérdcsucs belsejébe vissziik az alkalmas ionofort tartalmazo, vizzel nem elegyedd
szerves oldoszerrel készitett olyan oldatat, amely 5-10%-ban nagymolekula tdmegt PVC-t
is tartalmaz. Az elektrdéd masik része a belsé szilard kontaktus. Ezt egy kisméreti
Uvegcsébe forrasztott 33um atméréji  szénszalbol keépezzik. A szénszalat 3, 4-
etilendioxithiofen (EDOT) elektrokémiai polimerizaciojaval képzett vezeté polimer
PEDOT réteggel vonjuk be. A polimer réteg megfelel6 elokészités (dopolas) utan képes
stabil belsé hatérfellileti kontakt potencidlt biztositani. Az illet6 szénszalat a mikropipetta
belsejébe vezetjik. Ott ugy rogzitjik, hogy a szénszal vége a pipetta nyilasahoz kozel
kerljon. Ezzel minimdlis vastagsagura valasztjuk a szilard kontaktus és a mintaoldat
kozotti organikus folyadék réteg vastagsagat. Az elektrod belsé vizes toltetet, belsé
vonatkozasi elektrddot nem tartalmaz. Az elektrod ellendlldsa a konstrukcionak
kdszdnhetoéen jelentésen csokkent.

A konstrukciébdl adodd nem vart elényds tulajdonsag a megndvekedett mikddési és
raktarozasi stabilitas. A hagyomanyos felépitésii, belsé toltettel készitett ion szelektiv
mikropipettak élettartama ritkan hosszabb egy két napnél. A mérési funkcid elvesztését
valdszintileg az tivegfal hidrofob karakterének megsziinése, a fal atnedvesedése okozza. A
szilard kontaktusu elektrdd esetében a belso vizes toltet hianya késlelteti az atnedvesedést,
kilénosen, ha az elektrodot szarazon taroljuk. Tapasztalataink szerint a készitett Kis
ellenallasu ultramikro mikropipettdk méré funkciojukat honapokig megérizték.

El6ny6s sajatsag, hogy az elektrod mikropipetta részének meghibasodasa, torese
esetén a belsé kontaktus mas mikropipettaba vezetve tovabbra is hasznalhato.

Két féle szilard kontaktusi mikropipetta elektroddal végeztink Kisérleteket.
Készitettink ion szeletiv. ammonium és ion szelektiv kalium elektrodokat. Mindkeét
elektréd méréstechnikailag fontos sajatsagait tanulmanyoztuk. Alkalmaztuk 6ket pasztazé
elektrokémiai mikroszkopias mérésekben. Az ammoénium mikropipettarél szo6lé
kézleményiink megjelent®, a kalium szelektiv elektrod sajatsagairdl, alkalmazaséarél sz6l6
kézlemény megjelenés alatt van® az Elektroanalizis folydiratban. A kélium elektrodot
sikerrel alkalmazuk a SECM alkalmazasok mellett névényekben és érzéstelenitett kisérleti
allatok (patkanyok) agyaban térténé mérésekben is.

Elektrokémia diffGzié allandé méré modszerek o6sszehasonlitasa az altalunk
kidolgozott ECTOF mddszerrel

Elektrokémiai modszerek sok esetben jol alkalmazhatok diffazios allandé mérésre. Az
ismert modszerek akkor adnak jé eredményt, ha az elektrod folyamat komplikacié mentes,
és a jelképzesben a transzport folyamat a sebesség meghatarozo lépés. A kidolgozott, és
az elézoekben ismertetett ECTOF mddszeriink alkalmazhatdsaganak igazolasara egy
elektrokemiailag bonyolult folyamatot valasztottunk. Az illet6 elektrdd reakcion keresztil
megkiséreltink kilonbdzé anyagok diffazios koefficienseinek meghatarozasat kilénbdzo
elektrokemiai modszerekkel. Az eredményeket 6sszehasonlitottuk az illeté reakcion
alapul6 ECTOF modszerrel kapott eredményekkel.

Az 06sszehasonlitashoz egyes cukrok lugos kdzegben, elektrokatalitikus sajatsagu rez
elektrédon végbemend oxidacidjat valasztottuk. Ez esetben az elektrdd folyamat rendkiviil
bonyolult, az illeté6 cukor molekula szénatom szdmanak kétszereset éri el az oxidacios
folyamat elektron szam valtozasa.

Méréseket végeztiink hagyomanyos méretii rézelektroddal a Cottrell modszert, és a
Randles Sevcik egyenletet alkalmazé moddszerrel meghatarozva a difflzids allandot.
Mikro rézelektrodokkal kronoamperometrias kisérleteket végezve kovettik Aoki -
Osteryoung, Shoup-Szabo modszerét, es a hosszU idejii kronoamperometrids egyenlet
szerinti diffuzios alland6 szamitasok maddszereit. A kapott eredményeket dsszehasonlitva



a mikro méreti réz elektrodos ECTOF diffuzio allandé mérés eredményeivel az ut6bbi
maodszer elényds megbizhatd voltat sikerult kétséget kizaréan igazolnunk. A kisérletekrol
egy kozleményiink megjelent™ és egy megjelenés alatt van**

e., Periddikusan megszakitott amperometria (PIA) mddszerének kidolgozasa
membrannal bevont fellleti kémiailag modositott amperometrias elektrédok
érzékenységének novelésére

A kémiailag modositott amperometrias elektrodok egyes tipusai, példaul az enzim
szenzorok mérofeliletikdn kisebb nagyobb vastagsagu diffazids réteget hordoznak. A
hagyoméanyos amperometrids mérés soran az elektréd potencialja allandd, igy a jelet biztosito
rétegben az elektrod folyamat csokkenti. Difflzids folyamat juttatja az illet6 anyagot a
rétegbe, vagy azt lokalis kémiai reakcio, példaul enzim altal katalizalt folyamat termeli a
rétegben. Nyilvanvalo, ha az elektrdd reakciot megszakitjuk, akkor az elektrod reakcidban
atalakulo anyag koncentracidja ndvekedhet a fellleti rétegben. A nagyobb lokalis
koncentracié az elektrod reakcid ismételt megindulasakor nagyobb jelet, nagyobb aramot
eredményezhet.

Ezt a hatast hasznélja ki a periodikusan megszakitott amperometria, munkank nyoman
kidolgozott modszere. Kisérleteinkben kilonbdzé feluleti réteggel ellatott amperometrias
elektrodokkal, enzim szenzorokkal végeztiink kisérleteket. Részben sajat magunk altal irt
méré6 programokat, részben korszerii elektrokemiai munkaallomasok altal biztositott
méroprogramokat hasznaltunk. A mddszerrel nagysagrendekkel sikerllt megndvelni az
amperometrias mérések érzékenységét. A kapott eredményekrdl kozlemény™ szél. A munka
egyes részleteit summa cum laude minésitéssel megvédett Ph.D. dolgozat foglalja dssze.

f., Kisérlet ismeretlen difflzids viszonyokkal rendelkezé kdzegben torténo
voltammetrias koncentracio merési modszer kidolgozésara.

In vivo korilmények kozotti voltammetrids mddszerekkel kilonbdzé szovetekben
elvileg lehetséges kilonb6zé élettanilag fontos anyagok, példaul monoamin neurotranszmitter
extra cellularis terében 1év6 folyadék nagy, viszonylag allandé sé koncentréacioja,
homérséklete, pH-ja alapjan voltammetrias mérések hatterelektrodjaként alkalmazhatd, azaz
in vivo kortlmények kdzott végezhetok voltammetrias mérések a szévetbe vezetett megfelelé
mikroelektrédokkal.

Az in vivo voltammetrids méréseket elterjedten alkalmazzak a Kkisérletes élettan
tudomanyok teruletén. Az in vivo korilmények kdzott készitett voltammogramoknak lokalis
koncentraciok becslésére vald alkalmazéasa azonban nem problémamentes. A koncentracid
becslés ugyanis voltammogramok kalibracios adatok alapjan torténhet. Az él6 szovetekben a
kiilénbdz6 anyagok difflzids transzportja jelentés mértékben eltér a kalibraciora hasznalhatd
oldatokban jelentkez6 diffuzids viszonyoktol. In vivo koérilmények kozott a transzport
rendelkezésre 116 oldattérfogat toredéke az egész szdveti térfogatnak. Emellett a diff(zio zeg-
zugos, tortuozus uton torténhet.

Munkéankban igyekeztiink az in vivo voltammetrias koncentracidé merést lehetévé tévo
madszereket kidolgozni. EI8 gilisztak testszOveteiben valé méréseinkrdl kozlemények™**
szOlnak. Tanulmanyoztuk az oxidativ stressz altal okozott szdveti hatasok in vivo
allatkisérletekben, voltammetrias Gton torténé vizsgalatanak lehetéségeit. Az eredményekrol
kézlemény™ szol.



Az eltér6 diffuzids karakteri kdzegben torténé voltammetrias koncentracio mérés
lehetéségenek tanulmanyozasara szuszpenziokat valasztottunk modell rendszernek. Diffuzios
réteggel bevont és anélkili munkaelektrédokkal végeztiink kronoamperometrids méréseket a
vizes oldat fazisban és a vizes fazisbdl lellepedett, kblonb6z6 szemcseméretii kvarc por
szuszpenzidban. A kapott, a tortuozus kdzegben 1évé koncentraciok mérése szempontjabol
biztato eredményekrél a kozeljovoben készilink tanulmanyt irni.
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