Zardjelentés

Az OTKA paélyazat cime: Szintetikus receptor alapu kémiai szenzorok fejlesztése, tanulmdnyozdsa
A palyazat azonositd szama: OTKA T 46403
A palyazat futamideje: 2004-2009

A kutatasi eredmények 6sszefoglalasa:

Uj, molekularis felismerésre alkalmas receptor molekuldkat (szenzormolekuldkat,
ionoforokat), elsGsorban koronaéter és kalixarén szarmazékokat terveztiik és az el6allitott
vegylleteket fizikai-kémiai modszerekkel jellemeztiik kémiai szenzorok elGallitdsahoz. A
receptor molekuldkat kilonb6z6 jeldtvivé egységekkel egy eszkozben integralva
szenzorokat alakitottunk ki élettanilag és kornyezetvédelmi szempontbdl fontos ionok,
valamint élelmiszerszennyez6k meghatarozasara. Membrdntechnoldgiai fejlesztéseink a
szenzor paraméterek javitasat céloztak. A munka eredményei az aldbbi terilleteken
jelentkeztek:

o Uj tipusu folyadékmembran alapu potenciometrias érzékel6k fejlesztése;

e Membrdantranszport folyamatok vizsgalata; az aktiv membrankomponensek diffuzios

egyltthatdjanak meghatdrozasa;

e Fluoreszcens optikai szenzorok fejlesztése;

e Analitikai moddszerek kidolgozdsa élelmiszerek  mikrobioldgiai és  kémiai

szennyez@inek vizsgdlatara.

Az egyes fent emlitett témdkban elért eredményekrdl folydirat cikkekben, konferencia
el6addsokban szamoltunk be. Az eredményeket réviden az alabbiakban részletezem.

1. lonszelektiv folyadékmembran elektrédok fejlesztése

Originalis, 1,3-alterndld-tiakalix 4]mono- és biszkoronaéter molekulak (1. &bra)
szerkezete és potenciometrids ionszelektivitdsa kozotti kapcsolatot vizsgdlva cézium
ionszelektiv folyadékmembran elektrodot fejlesztettiink ki. A korona gyf(rivel athidalt
tiakalixarének, az un. tiakalixkorona vegyiiletek egy viszonylag fiatal molekulacsalad tagjai,
melyek a kalixarének metilén hidjai helyett kén atomot tartalmaznak. Molekula dinamikai
szamitasok és kristalyszerkezeti vizsgdlatok szerint a tiakalixarének gylr(i mérete a
megfelels kalixarének gylrl méreténél 0.5 A-el nagyobb.

I. n=2,R=H III. n=2,R=Pr
II. n=2,R=Bu'

1. abra. 1,3-alterndlo-tiakalix 4] mono- és bis(korona-6) éterek.



Potenciometrias ionszelektivitasi vizsgalataink ramutattak arra, hogy a vizsgalt
molekuldk mindegyike kitlintetett cézium ionszelektivitast mutat a tobbi alkalifémionnal,

és kilonésen az alkéliféldfém-ionokkal szemben (szémos esetben a logK®', <5).

Megallapitottuk, hogy az atmeneti fémionok nem zavarjak jelentésen az elektrédok
szelektiv valaszat, ami arra utal, hogy a kén atomok nem vesznek részt a
komplexképzésben. Az optimalizdlt membran Osszetételli elektrédok elektroanalitikai
jellemzGit Osszevetve kitlint (2. dbra), hogy analitikai kémiai szempontbdl a legjobb
paraméterekkel a tiakalix[4]Jmonokoronaéter alapu érzékel6k rendelkeznek; szelektivitasi
adataik elérik, s6t bizonyos esetekben meghaladjak az irodalomban leirt legjobb cézium
elektrodok megfelel6 adatait. A kialakitott érzékelék, illetve receptor molekuldk radioaktiv
hulladékok **’Cs-tartalmanak meghatarozasa, valamint a **’Cs radioaktiv hulladékokbdl
torténd kinyerése szempontjabdl jelentdsek (1,2).
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2. abra. Optimdlis membrdn-dsszetételd, tiakalixkorona vegydiiletek kalibrdcids tulajdonsdgai és
reprodukcids adataik.

Uj ionoforon (N,N,N’,N’-tertraciklohexil-3-tiaglutarsavdiamid) alapuldé ionszelektiv
elektrodot  fejlesztettlink ki ivoviz  rézion-tartalmanak  meghatarozdsara. A
folyadékmembran és a belsé elektrolit 6sszetételének a valtoztatdsaval optimalizaltuk az
elektréd szelektivitdsat és méréshatarat, mely utdbbi kis hattér-elektrolit koncentracié
esetén 2x 10° M Cu®, mig az ivoviznek megfelel§ Gsszetételli mintakban 1x107 M cu®,
ami mintegy 50-szer kisebb a megengedett hatarértéknél. A potenciometrias vizminta
elemzéseket ICP-MS madszerrel validaltuk (3).

Az ionszelektiv elektrédkutatds Uj tavlatait inditotta el az a felfedezés, hogy az
ionszelektiv membranelektrodok méréshatdra a kis koncentracidk felé nagysagrendekkel
csokkenthet6 a membranon keresztili transzport folyamatok kontrollaldsaval (4).

A membrantranszport folyamatok csokkentésének egyik mddja a receptor molekulak
kovalens rogzitése a membrant alkotd polimer vazhoz. Ez a membrdan technoldgiai [épés
nemcsak a megfelel6 ionszenzorok elektroanalitikai paramétereinek a javitdsa és
élettartamanak novelése miatt bir rendkivili jelent6séggel, hanem lehet6vé teszi Uj tipusu,
szelektiv ionelvalasztasra és kinyerésre alkalmas ioncserélé polimerek kifejlesztését is.
Munkank sordn a mdanyagiparban elterjedten alkalmazott monomerekkel
kopolimerizacidra alkalmas kaliumion szelektiv (biszkoronaéter tipusu) ionofort allitottunk
el6, melyet sikeresen immobilizaltunk metil-metakrilat/n-butil-akrilat (4n. 6nlagyitd)
kopolimerben, majd az ionfort vinilklorid monomerrel polimerizélva els6ként allitottunk



el6 olyan PVC-t, amely a polimer lancban kovalensen kotott ionofort tartalmaz. A
polimerhez kotott ionofor alapu elektrédok analitikailag fontos paraméterei kozil
els6sorban az elektrodok valaszidejének és élettartalmdnak a javuldsat lehetett
megfigyelni. Az egyéb szenzor-paraméterek szignifikans javuldsanak elmaradasa a PVC
alacsony ionofor tartalmaval magyarazhaté (5).

Szintetikus receptor kutatdsaink soran olyan eziistion szelektiv kalixarén ionofort
elGallitottunk el6, mely kovalensen kapcsolhatéd arany nanorészecskékhez. ElsGként
mutattuk meg az ionofor-arany nanorészecske konjugatumok alkalmazdsat, mint egy Uj
lehet6séget ionoforok ionszelektiv membranban vald rogzitésére. Az origindlis Otlet
alapjan ezlist szenzort fejlesztettlink ki, mely nanomdlos kimutatdsi hatdrral jelzi az
ezlstionok jelenlétét (3. dbra).
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3. abra. A receptor-nanorészecske njugdtum sematikus bemutatdsa és
feliiletmddosito vegyiiletek szerkezeti képlete (I: receptor molekula; DDT:1-
dekantiol).

Membranvizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy az arany nanorészecskékhez
rogzitett ionofor diffuziés allandéja nagysagrendekkel kisebb, mint a lagy PVC-
membranban oldott, ,szabad” ionoforé, és ennek tulajdonithaté a felhasznalasaval
készilt szenzor rendkivil el6nyds kimutatasi hatara. Az eziist szelektiv szenzor példajan
megmutattuk az ilyen tipusd érzékel6k nyomanalitikai alkalmazhatdsagat. A
potenciometrias ezlist szenzor alkalmassa tehet6 fém nanorészecskékkel jelolt
biomolekularis kélcsonhatasok nagyérzékenységli potenciometrids jelzésére is (6).

Uj elektréd-konstrukciot és eljarast dolgoztunk ki szilard belsd elvezetésii ionszelektiv
mikroelektrédok kialakitasara, mely a torékeny mikropipetta elektrodok robusztus
vdltozatanak tekinthet6. A konstrukcié Ujszer(isége abban van, hogy az ionszelektiv
érzékel6 egy mikro-Uregben helyezkedik el, melyet egy voltammetrids arany
mikroelektréd kémiai visszaoldasaval alakitottunk ki. Az lreg térfogata kb. 25 plL,
atmérGje pedig 25 um, mely tartalmazza az arany és az ionszelektiv membran kozotti,
termodinamikailag jol definidlt kontaktust biztositd elektromosan vezet6 polimer filmet,
valamint az ionszelektiv membréant. Alapkutatdsaink ezen elektrédok reprodukalhaté
elGallitdsara és méréshataranak csokkentése iranyaban folytak. Az elektrod konstrukcid
elényos kis térfogatu bioldgiai mintdk analizise és pdsztazé elektrokémiai mikroszképpal
kombinalva ion-koncentracié valtozasok térben és id6ben torténé nyomon kovetésére

(7).



2. Membrantranszport folyamatok vizsgalata; az aktiv membrankomponensek
diffazids egyiitthatdjanak meghatarozasa

Potenciometrids modszert dolgoztunk ki ionofor alapi membrdanelektrédok valds
(,torzitatlan”) miikodési tartomanyanak, méréshatdranak és valds szelektivitasi adatainak a
meghatdrozasdra. A moddszerrel Uj ionoforok e szempontok szerinti gyors sz(lirése
valdsithatdé meg. A Kkisérletileg meghatarozott méréshatar és szelektivitasi adatok
helyességét a kordbban mar jellemzett (,optimalizalt”) kalium és kalcium elektrédok
megfelel6 adatainak a meghatdrozasa alapjan, az irodalmi adatokkal valé 6sszehasonlitva
bizonyitottuk. A moddszer jelentésége abban van, hogy irdnyt ad az anyagtranszport
kontrollalt szenzorok fejlesztéséhez, membran-optimalizalasi kisérletekhez (8-9).

Ismert, hogy az ionszelektiv membranok aktiv komponenseinek diffuzids adatai dontéen
befolyasoljdk a felhasznalasukkal késziilt elektrédok élettartamadat, mérési alsdhatarat és
szelektivitdsat. Ezért a kedvez6 analitikai paraméterekkel rendelkez6 elektrédok
fejlesztéséhez elengedhetetlenil szlikséges a diffuzids koefficiens adatok pontos ismerete.
Munkank soran  elektrokémiai  moddszereket;  kronoamperometridas  (CA)  és
kronopotenciometrids (CP) mddszereket adaptaltunk a szabad ionoforok diffuzids
egyUtthatdjanak a meghatdrozdsara és nagyszamu ionofor diffuzids adatat hataroztuk meg
ionszelektiv PVC-membranokban. ElIméletileg meghataroztuk azokat a feltételeket, melyek
teljesiilése esetén az ion-ionofor komplex diffuzids allanddja is meghatdrozhaté a
regisztralt CA és CP tranziensek alapjan. Membrantranszport vizsgalatainkat kiterjesztettik
akrilat-metakrilat membranokra is, szines kromoionofor alkalmazasaval.
Spektrofotometrids vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy az ionok diffuzidja akrilat-
metakrildt membranokban ezerszer kisebb, mint ldgy PVC-membranokban, mely az
akrilatok, mint membran-matrixok elényos alkalmazasara hivja fel a figyelmet (10-14).

3. Fluoreszcens molekulak optikai jellemzése; optikai szenzorok fejlesztése

Optikai szenzorok fejlesztését szemel6tt tartva foglalkoztunk kromofor, ill. fluorofor
jelzGegységgel kapcsolt originalis receptor molekulak (host molekuldk: kromofor vagy
fluoreszcens tiakalixkoronaéterek és koronaéterek) spektroszkopiai jellemzésével és
vendégmolekuldkkal valé kdlcsonhatdsuk fizikai-kémiai jellemzésével és tanulmanyoztuk e
molekuldk kiilonb6z6 tipusu jelatalakitd egységhez vald rogzitési mddozatait.

Uj optikai szenzor molekulat allitottunk eld tiakalix[4](N-fenilazakorona-5)éter és borono-
dipirrol-metén  (BODIPY) fluorofor kapcsolasaval. Spektroszkdpiai  mérésekkel
meghataroztuk a szenzormolekula kilonb6z6 fémionokkal alkotott komplexeinek
sztochiometridjat és stabilitasi allanddjat acetonitriles kozegben. Megdllapitottuk, hogy a
BODIPY fluoroforral kapcsolt tiakalixkoronaéter molekula jelentGs off-on tipusu valaszt ad
atmeneti fémionokra, elssorban rézionokra. E vegyilet fluoreszcencias viselkedése az un.
PET (fényindukalt elektronvandorlds) mechanizmus alapjan értelmezheté. A fotostabil
fluoreszcens szenzormolekula affinitds tipusi kolcsonhatasok nagyérzékenységi
detektalasa szempontjabdl igéretes (15).

BODIPY fluoroforral kozvetlenil kapcsolt enantiomer tiszta monoaza-18-korona-6 éter
szenzormolekuldk komplexképzési tulajdonsagat kiralis primer ammoédnium soék (énium-
ionok) enatiomerjeivel és fémionokkal UV-VIS és fluoreszcencia spektroszkdpiaval
vizsgdltuk Megallapitottuk, hogy a molekula jelentés off-on fluoreszcens valaszt ad



kiilonb6z6 fémionokra és kirdlis primer aralkil-ammonium ionokra, de jelentGs
ionszelektivitast csak a kalcium- és 6lomionokra mutat. A ligandumok fluoreszcencias
viselkedését az intramolekuldris toltésvandorlds alapjan értelmeztiik. Az izobutilcsoportot
tartalmazé kiralis ionofor igéretes fluoreszcens kalcium, illetve 6lom ionszelektiv szenzor
kialakitasa szempontjabdl (16).

Optikai szenzorkutatasaik fontos iranya fluoreszcens cinkion szelektiv szenzorok
fejlesztése volt, mely az ionos cink bioldgiai szerepének tisztdzdsa szempontjabdél nagy
jelent6ségl. Fluoroforokkal kapcsolt iminodiacetamid szenzormolekuldkat allitottunk el6,
melyek spektroszkdpiai viselkedését, fémkomplexeik sztdochiometridjat, illetve egyensulyi
alladdit acetonitriles kdzegben vizsgalva megallapitottuk, hogy a naftil jeladd-csoporttal
kapcsolt ligandum jelent@s cinkion szelektivitast mutat. E szenzormolekula felhasznalasaval
kialakitott optikai érzékel8 a cinkionokat fluoreszcencia intenzitas csokkenéssel detektalja.
Megallapitottuk, hogy szenzormembran cinkion érzékenysége a nagymértékben fligg a
membran Osszetételétsl és idedlis esetben a méréstartomany 3-10™ és 1-10° M
koncentracid tartomanyra hangolhaté. A szenzor cinkion szelektivitdsa alkali- és
alkalifoldfém ionok jelenlétében is kitlintetett, mely a bioldgiai alkalmazas szempontjabol
igéretes (17).

4. Analitikai modszerek kidolgozasa élelmiszerek mikrobioldgiai és kémiai
szennyezG@inek vizsgalatara

Vizsgalatokat végeztiink a Staphylococcus aureus meghatarozasara alkalmas, gyors és
érzékeny bioanalitikai mddszer fejlesztésére, a mikréba altal kivalasztott extraceluldris
protein, a hdstabil Staphylococcal thermonuclease enzim (TNase) detektdldsa alapjan. A
hé-stabil enzim nagyérzékenységli meghatdrozasara alkalmas gyors maddszer kifejlesztése
lehetdséget adna a mikrobidlis szennyezés gyors tesztelésére, szemben a rendelkezésre allo
tobb 6rat, illetve napokat is igénybe vevé mddszerekkel. A hdstabil enzim aktivitasanak a
meghatdrozasdara a DNS enzim-katalizalt bomlasa ad alapot, mely felileti plazmon
rezonancias detektalassal kovethetd. Az SPR mérésekhez az Au-chip fellletére 81 bazis
hosszusagu tiol-csoportot tartalmazé DNS-t rogzitettink. Az Au-chip feliiletének teljes
boritottsaganak, illetve a réteg kompaktsaganak biztositasa végett a DNS szalak kozotti
szabad Au fellletet merkapto-hexanollal toltottik ki. Az Au feliilet e molekularis szintd
maodositasa soran azonban atlagosan minddssze 25,4 m° SPR jelndvekedést kaptunk és a
TNase enzim hatasara sem tapasztaltunk jelentGs jelcsokkenést. Munkank tovabbi részében
a fellilethez kotott 81 bdzis hosszisagi DNS szdlhoz (a merkaptohexanollal torténdé
térkitoltést kovetben) egy azzal komplementer, 21 bdzis hosszu, 5’ végén biotinnal jel6lt
DNS szdlat kapcsoltunk, majd az igy kialakitott fellletet 10 nm arany részecskékhez
kapcsolt Streptavidinnel mddositottuk. A kialakitott hdromkomponensl (DNSg;, biotinnel
kapcsolt DNS, Au gdmbokkel mdodositott Streptavidin) fellleti réteg mar jelent6s (165-100
m’) SPR jelndvekedést eredményezett. Sajnalatos médon azonban a TNase mennyiség
novekedés hatasara ebben az esetben sem kaptunk jelentGs jelcsokkenést, ami a nagy DNS
fellleti boritottsagra, illetve sztérikus okokra utalhat. Tovabbi vizsgalatokat a felileti réteg
szerkezet mdAdositasa és a mérési korilmények optimalizdlasa irdnydban érdemes lenne
folytatni, de a munka tovabbi folytatasat Kiss Gergely munkatarsunk munkaviszonyanak a
megsziinése akadalyozta.

Acetilkolin-észterdz enzimmel érzékenyitett, stabil, polimerbe zart, lipidmembran alapu
bioszenzort fejlesztettiink ki karbamat tipusi novényvéddGszerek, mint a Carbofuran



élelmiszer mintakban vald meghatarozasara. A lipidfilm hordozoja metilakrilat polimer volt,
mig a felismer6 anyag az acetilkolin-észterdz enzim. Az acetilkolin enzim katalizalt
hidrolizise sordn keletkez6 hidrogéniont a lipidfilm detektalja, és ez biztositja az acetilkolin
szelektiv mérését. A peszticid mérése az enzimmi(ikddés inhibicidja (az enzimaktivitas
csokkenés mértékének a mérése) alapjan valdsult meg. Mivel az enzim inhibicié Carbofuran
esetében reverzibilis, a bioszenzor regeneraldsat acetilkolin szubsztrat adagolasaval sikerilt
megvaldsitani. A Carbofuran sorozat elemzését a bioszenzort, mint detektort alkalmazé
aramlo oldatos injektdldsos (Flow Injection Analysis) mddszerrel valdsitottuk meg. A
maodszert sikerrel alkalmaztuk Carbofuran névényvédGszer maradvany meghatarozasara 50
kilonb6z6 élelmiszerben (gyimolcsokben, zoldségfélékben és tejtermékekben). A
kidolgozott szenzor el6dllitdsi stratégia lehetGséget ad a toxikus komponensek
meghatarozasara alkalmas miniatlirizalt szenzorok és szenzor sorok kialakitdsara is (18).

A toxikus fémek nagyérzékenységl szimultan meghatdrozasara és specidcios vizsgdlatara
kémiailag maédositott voltammetrias bizmutfilm elektrédot és stripping voltammetrias
modszert fejlesztettiink ki. Az elektrédmddositasra egyfeldl 2,2’-dipiridilt, és originalis
kalix[4]arén tetratioamid ionofort hasznaltunk. A bizmutfilm elektrod nagy elénye, hogy
kiklszoboli a kornyezetlinkre veszélyt jelenté higanyt, mint elektrodanyagot a
voltammetrids eljdrasok sordan, moddositasa, pedig noveli a szenzor érzékenységét és
szelektivitdsat. A moddositott elektrédokkal kombindlt stripping voltammetridas modszer
érzékenysége (als6 méréshatara) a nyomanalitikdnak megfelel6, ppb-s, illetve nM-os
koncentracio-tartomanyban van. E mddszerrel élelmiszermintdk nehézfémion tartalmat
hatdroztuk meg sikerrel és az elektroanalitikai moédszert ICP-MS mddszerrel validaltuk. A
kidolgozott mddszer tovdbb fejlesztve alkalmas lehet élelmiszer-, és kornyezeti mintak
fémion tartalmanak a mintavételezés helyén, un. ,in-field” nyomon kdvetésére (19,20).

Bizmutfilm munkaelektréd alkalmazasaval elektroanalitikai mddszert dolgoztunk a
neonikotinoidhoz tartozé tiametoxam novényvéddszer mennyiségi meghatarozasara. A
voltammetrids mddszer alkalmasnak bizonyult a novényvéd&szerek mezégazdasagi
termékekben valé meghatarozasara, valamint a neonikotinoidok fotokatalitikus
degradacidjanak nyomon kovetésére is. Az elektrokémiai mérési eredmények alapjan
meghatarozott reakcio kinetikai adatok jé egyezést mutattak a HPLC/DAD és FTIR mérések
alapjan meghatdrozott relevans adatokkal. A kidolgozott eljaras javasolhatd, mint
kornyezetbarat ,screening” maédszer élelmiszerek gyors ellen6rzésére (21,22).
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