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Elektromos térre érzékeny folyadékok és elasztomerek 1.
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1. Bevezetés

Az utobbi évtizedben a szamitastechnika és az
anyagtudomany egyarant latvanyos fejlédésen ment
keresztiil. Mindkét teriileten az informacidaramlas
fontossaganak felismerése hozta az attorést. Kézenfekvonek
tlinik olyan anyagok kifejlesztése, amelyek a szamitogéptol
kapott informaciot ,,megértik”, majd tulajdonsagaikat ennek
megfelelden valtoztatjak. A szamitdégéppel befolyasolhatod
anyagi tulajdonsagoknak hatart szab az a kapcsolat, amit a
szamitogép €s az anyag kozott 1étesithetiink. Ezt az attételt
csak olyan hatasok biztosithatjak, amelyek indukalasanak és
megsziintetésének sebessége Osszemérhetd vagy nagyobb
a vezérlés, valamint az anyagi tulajdonsag valtozasanak
sebességénél. Szabalyozastechnikai szempontbdl elektromos
vagy magneses tér alkalmazasa tiinik a legkedvezébbnek.
Ezeket a tercket wugyanis szamitogéppel vezérelt
elektronikaval pillanatszertien kelthetjiikk, valtoztathatjuk
és megsziintethetjiik. Az intelligens anyagok megjelenése
lehetdséget kinalt a térerével torténd (érintkezésmentes)
iranyitas alkalmazasara. Intelligens anyagoknak azokat a
multifunkcionalis anyagokat nevezziik, amelyek kozvetlen
kornyezetiik fizikai, vagy kémiai allapotanak egy vagy tobb
jellemzgjét érzékelik, e jelzéseket feldolgozzak, majd pedig
ezekre, allapotuk jelentds megvaltoztatasaval, gyors ¢és
egyértelmii valaszt adnak'2.

A feladat szempontjabdl az intelligens anyagokat két nagy
csoportra oszthatjuk. Az egyik csoportba tartoznak azok
az anyagok, amelyek a természetes kornyezet valtozasaira
(hémérséklet, kémiai kornyezet, mechanikai hatas, fény
stb.) reagédlnak. A masik csoportba pedig azok, amelyek
a valtozasukhoz sziikséges informaciot a szamitogépbdl
elektronikus jel formajaban kapjak.

Az anyagi tulajdonsagok  szamitogéppel  tdrténd
befolyasolasahoz elektromos ¢és/vagy magneses térre
érzékeny anyagok sziikségesek. Az elektromos és a
magneses tér hatasa altalaban néhany fémes anyagra erds,
polimerekre és folyadékokra tobbnyire gyenge. Az egyre
dinamikusabban fejlédé vilagunkban azonban a milanyagok,
a polimerek, az elasztomerek ¢és a kompozit anyagok a fémek
felhasznalasat egyre nagyobb mértékben kiszoritjak.

Onként adédik a kérdés, hogy hogyan lehetne a folyadékokat
és/vagy a polimereket az emlitett terekre érzékennyé tenni.
Ennek egy lehetséges modja: 6tvozzik a szilard és a
folyadék halmazallapot tulajdonsagait, olyan elasztomer
eléallitasaval, amelynek polimer matrixa térre érzékeny
és egyenletesen eloszlatott részecskéket tartalmaz. Az
elasztomer duzzasztofolyadéka olyan elektroreologiai
(ER) vagy magnetoreologiai (MR) folyadék lehet, mely
mikro- vagy nanoméretii, térre érzékeny részecskéket
tartalmaz homogén eloszlasban. Kiilsé tér nélkil a
folyadékokra jellemz6 tulajdonsagokat mutatnak, azonban

elektromos vagy magneses térbe helyezve a folyadék folyasi
tulajdonsagai jelentés mértékben megvaltoznak. Homogén
térben a tér irdnyaba mutatd lancszerli aggregatumokat
képeznek, inhomogén térben pedig a részecskék a nagyobb
térerd iranyaba elmozdulnak.

A polimer térhaloba zart részecskék elmozdulasa nem
lehetséges, igy a polarizalt részecskékre hatd, a nagyobb
térerdsség-gradiens irdnyaba mutato erdk érvényesiilhetnek
¢és az elasztomer vazat alkotd polimer molekuldkra hatva,
az elasztomer alakvaltozasat idézik el6. Alkalmasan
megvalasztott tér segitségével nyujthatok, hajlithatok,
forgathatok és Osszehuzhatok. Az alakvaltozas jelentds
meértéki és igen gyors lehet. Az elemi mozgasok mindegyike
konnyedén megvalodsithatd. Dinamikusan valtakozo térben
az elasztomer alakja periodikusan valtozik. Ez lehetdvé
teszi olyan 0j tipusu gépek konstrualasat, amelyek nem
tartalmaznak strlodasnak kitett alkatrészeket, uj utat nyitva
ezzel a lagy robottechnika vagy a lagy miiszaki szerkezetek
(példaul lagy és nedves dugattyuk, hengerek és szelepek)
kifejlesztésére.

smert permittivitasG gomb alaki  nanorészecskével
elektromos térben. Sajnos a valdsagos esetekben, amikor
szamtalan részecske van szuszpendalva egy szigeteld
folyadékban, nem konnyti elére megjosolni, hogy elektromos
tér hatasara milyen folyamatok jatszodnak le a rendszerben,
hiszen a részecskék sokféle alakuak és méretiiek lehetnek;
ezen kivil a részecskék a rajuk hatd elektromos mezot is
torzithatjak.

2. Az elektromos mez6 hatasa az anyagra

Ha az elektromos mezd ¢és az anyag kdolcsonhatasat
vizsgaljuk, a probatest méretének csokkentésével egyre
nehezebb a megfigyelhetd jelenségek értelmezése. Az
anyagtudomany alapproblémaja, hogy a mikroszkopikus és
a makroszkopikus torvényszeriségek kozott nem vonhatd
egyértelmi parhuzam. A kovetkezékben az idében allandd
elektromos tér és a kolloid, vagy kozel kolloid méretli
részecskék kozotti kdlecsonhatéassal foglalkozunk.

Elészor nézzilk meg, hogy mi torténik, ha egyetlen
részecskét tesziink ki az elektromos mezdé hatasanak. Ha
a részecskének van toltése, akkor igyekszik az ellentétes
polus felé elmozdulni. Ezt a jelenséget elektroforézisnek
nevezziik.

Bonyolultabb a helyzet, ha a részecskének nincs toltése.
Ekkor két eset lehetséges: a részecskének van eredd
dip6élusmomentuma, vagy a mezé hatasara a részecskében
toltésszétvalas kovetkezik be, indukalt dipolus keletkezik.
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A kérdés, tehat a kovetkezd, mi torténik egyetlen elemi
fizikai dipdlussal, ha elektromos térbe helyezziik? Legyen
a dipolusban két ellentétes -q és +q, egymastol d tavolsagra
E térerésségii elektromos térben az 1. abranak megfeleléen,
ahol r a-qtdltés helyvektora. Jelenleg semmit sem mondunk
arr6l, hogy hogyan jott 1étre a tér, mindossze annyi kikotést
tesziink, hogy a dipolus nem torzitja az elektromos mezot.

inhomogén tér [

E(r+d)
dip6lus /
N\,

homogén tér

,qE
1. Abra. Az elemi dipélus inhomogén illetve homogén elektromos
mezoben

Ha a mez6 inhomogén, akkor valoszinli, hogy a +q ¢és
-q toltéseknél a térerdsség kiilonbdzd értékli, melynek
eredményeként a dipdlusra hatd nett6 eré (F) nem zérus:

Az 1l-es egyenlet egyszer(sithetd, ha ‘d‘ értéke a mezd
inhomogenitasanak jellemzdé dimenziojahoz viszonyitva
kicsi. Ekkor az E térerésség vektort kozelithetjiik
vektoridlis Taylor soraval:

E(+d)-E() aV—E(})ga’zvz_E(r)Jr... @)

Ha a masodfokutdl kezd6dé tagokat elhanyagoljuk, az 1-es
és a 2-es egyenlet Osszevonasaval a kovetkezd egyszer(
egyenlethez jutunk:

F-qdvE() G)
Ha ’al ugy tart a nullahoz, hogy af) = qa dip6élusmomentum
egy veges érték marad, akkor az infinitezimalisan kicsi elemi
dipdlusra hato er6t kapjuk eredményként:

Fap = pVE 4)

A 4-es egyenletbdl kiolvashatjuk, hogy inhomogén
elektromos térben egy elemi dipdlusra olyan eré hat, amely
a dipolust transzlaciés mozgasra kényszeriti a nagyobb
térer0sség iranyaba, vagyis dielektroforézis kovetkezik
be. A 4. egyenlet valdjaban az elemi dipélusra hatd erd
kozelitése, mivel a dipdlus véges méreti. Ez az tigynevezett
dielektroforetikus kozelités, altalaban adekvat becslést
jelent a dielektroforetikus erdre, hiszen a gyakorlatban az
elektrodok mérete joval nagyobb, mint a részecskék mérete,
ami azt jelenti, hogy a részecskeméret sokkal kisebb Iéptékii
skalan mozog, mint a mezd inhomogenitasa. Masrészrol
viszont a dielektroforetikus kozelités gyakran szignifikans
hibdhoz vezet, ha az elektromos mezd inhomogenitasa
Osszemérhetd a részecskék méretével’. Ebben az esetben,
ugyanis a 2-es egyenletben szereplé nagyobb hatvanykitevos
tagokat is figyelembe kell venni.

Homogén elektromos mezOben az elemi dipolusra
forgatonyomaték hat, amely igyekszik a dipdlust a tér
iranyaba elforditani. Ez az er6 (T) két részbdl tevédik
0ssze:

— d — _d — -

T —EqE+7(—qE)— qdE = pE 5)
Vegylik észre, hogy az elemi dipolusra homogén elektromos
térben hatd forgatd erd csak a térerdsség vektortol fiigg,
nem annak gradiensétdl. Ezen erd fellépésének egyetlen
feltétele, hogy a p dipélus-momentum vektor ne legyen
parhuzamos a térerGsséggel. Tehat a fenti egyenlet jo
kozelitéssel hasznalhatdé inhomogén térben is, amig a
részecskék kicsik az elektromos mezd inhomogenitasanak
Iéptékéhez képestAz elektroforézis és a dielektroforézis
jelenségét Osszehasonlitva azt a lényeges kiilonbséget
allapithatjuk meg, hogy az elektroforézis az elektromos
térerdsség vektortol, a dielektroforézis pedig a térerdsség
vektor gradiensétdl* fliigg (2. abra). Masik fontos eltérés,
hogy a dielektroforézishez inhomogén elektromos mezdre
van sziikség, az elektroforézis pedig homogén térben is
megfigyelhetd.
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2. Abra. A bal oldali abran az elektroforézis, a jobb oldali dbrén a
dielektroforézis sematikus abraja lathato

A 4-es ¢és 5-0s egyenleteck semmit sem mondanak Q
dipolusmomentum vektor természetérdl, pedig tudjuk, hogy
ez a vektormennyiség lehet permanens és lehet, hogy az
elektromos mezd indukalta 1étrejottét. Els6sorban az utdbbi
esettel foglalkozunk, mivel nanorészecskéknél altalaban ez
a gyakoribb. A kovetkez6 feladat ilyenforman az effektiv
dipolusmomentum meghatarozasa egy permanens dipolussal
nem rendelkezd nanorészecskére. Képzeljiink el egy gomb
alakt nem vezetd nanorészecskét egy szigeteld folyadékban,
példaul szilikonolajban, amelyet homogén elektromos
tér hatasanak tesziink ki. Az elektromos tér polarizalja a
részecskét, azaz dipolusmomentumot indukal benne. Az
effektiv dipolusmomentum vektor, P parhuzamos lesz
az Ot létrehozd mezdvel, és képzeletben helyettesithetd
egy olyan valodi dipodlussal, amely ugyanazzal a dipolaris

elektrosztatikus potenciallal (@ 4,) rendelkezik:
Py COS O
o, o=
dipélus 47_[81',2 (6)

ahol &, kozeg permittivitasa, r és © a polarkoordinatak.
Legyen a részecske sugara R, €, a permittivitdsa, Eja tér
erdssége a 3. abranak megfelelden.

Tételezziik fel, hogy a kdzegben nincs jelen szabad to6ltés,
¢és a részecske nem torzitja az elektromos teret. A részecskén
beliili és kiviili potencialra a kovetkezd egyenleteket irhatjuk

fel’:
A
@, (r,0)=—E,r cos® + C()ZS®,r<R (7
r
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D, (r,@)):—Br cosO,r >R ®)
ahol A ¢és B a hatarfeltételektdl fiiggd allandok.

Részecske: &

. AR
Kozeg: g

3. Abra. Gomb alaku szigetel6 részecske homogén elektromos térben

Mivel a részecske és a kozeg hatarfeliletén (is) a
potencialnak, és az elektromos eltolas vektor normalis
komponensének folytonosnak kell lennie, a hatarfeltételek
a kovetkezdk lesznek:

® (r=R,0)=0,(r=R0) ©)
¢,E,(r=R®)=¢,E,(r=RO) (10)

ahol E,, =—0®, /or és Eg, =—-0D,/0r az elektromos tér
normalis komponensei a részecskében és a folyadékban. A
hatarfeltételek felhasznalasaval:

€ —g, . 3¢,

A €, +2¢, RE & B €, +2¢, an
Tehat gomb alakt részecskére homogén elektromos térben
az effektiv dipolus momentum a kovetkezd egyenlettel
adhatd meg:

Beﬁ = 4ne, KR’ E (12)

ahol K Clausius-Mosotti fiiggvény.

A Clausius-Mosotti (K) fiiggvény értéke adja meg,
hogy milyen mértékben ¢és iranyban polarizalhatdo egy
€, permittivitasu részecske €, permittivitdst fluidumban:

€,

K(Snﬁz)—m (13)
Ha €,>¢;, akkor K>0 ¢és az effektiv dipélusmomentum
vektor ( Py ) azonos iranyt az elektromos térerdsség
vektorral ( Eo ), ha €, <€, ,akkorK<0és Py és Eo ellentétes
iranyl. Fontos még megjegyezni, hogy —0,5< K <1, tehat
hiaba noveljiik a részecske és a kozeg permittivitasanak
kiilonbségét, ha az effektiv dipélusmomentum értéke
korlatozott.

Idealis esetben tehat meg tudjuk mondani, hogy mi torténik
egy ismert permittivitdsi gomb alak(i nanorészecskével
elektromos térben. Sajnos a valdsagos esetekben, amikor
szamtalan részecske van szuszpendalva egy szigeteld
folyadékban, nem konnyti elére megjosolni, hogy elektromos
tér hatdsara milyen folyamatok jatszodnak le a rendszerben,
hiszen a részecskék sokféle alakuak és méretiiek lehetnek;
ezen kivill a részecskék a rajuk hatd elektromos mezét is
torzithatjak.

3. Elektroreologiai (ER) folyadékok

Az ER folyadékok tobbnyire olyan diszperziok, amelyek
szigetel folyadékban diszpergalt szigeteld vagy félvezetd
részecskékbdl allnak. Az ER aktivitdas né a folyadék és a
részecskék permittivitasanak kiilonbségével. Minél nagyobb
ez a kiilonbség, annal nagyobb aktivitasra szamithatunk™®.

Az ER folyadékok egyik f6 ismérve, hogy statikus
koriilmények mellett nagyfesziiltségli elektromos térben
az elektrodok kozott szalasodas figyelheté meg benniik,
ami az elektromos polarizaci6 kovetkezménye. Erds
elektromos tér hatdsara a részecskékben toltésszétvalas
kovetkezik be, polarizalt dipolusok alakulnak ki, vagy
az allando dipdlusmomentummal rendelkezé részecskék
a tér iranyanak megfelelden elfordulnak. A dipolusok
egymas kozotti, €s a dipolusok és a tér kozotti kdlcsonhatas
eredményeként lancok, szalak johetnek létre. A 4. dbran ER
folyadékbdl elektromos tér hatasara kialakulo6 szalak, lancok
sematikus abrazolasa lathato. Az abra bal oldala a tér nélkiili
rendezetlen allapotot mutatja, mig a jobb oldali kép a tér
hatéasara kialakult rendezett szerkezetet szemlélteti.

4. Abra. Nagyfesziiltségii elektromos tér hatésara az ER folyadékbol
kialakulo lancok sematikus abrazolasa

A szédlasodas bizonyitja, és megfigyelhetové teszi az
elektroreologiai aktivitast. Az 5. abran 12 m/m%-—os anataz
(TiO,) diszperzié szalasodasa lathato. A bal oldali képen
elektromos tér nélkdil, illetve a jobb oldali képen elektromos
tér (E=6 kV/cm) jelenlétében. Az elektromos térben optikai
mikroszkoppal készitett felvételeken a képek alsé és felsd
részén lathato fekete sav a targylemezen elhelyezett nikkel
elektrod.

5. Abra. Anataz szilikon olaj kozegii diszperziojanak mikroszkopikus
képe elektromos tér nélkiil (bal oldal), illetve a jobb oldali képen
elektromos tér (E=6 kV/cm) jelenlétében

A szalasodas jelensége elektroreologiai modszerrel is
tanulmanyozhat6é. E mddszer segitségével az ER folyadék
nyirofesziiltségének valtozasat kovethetjiik  kiilonbozo
erdsségli elektromos teret alkalmazva. A 6. abran 20 m/m%-
os anataz diszperzid nyirofesziiltségének valtozasa lathatod
az 1d6 fiiggvényében, 1épcsdsen novekvd térerdsség sordn,
5 /g nyirésebességet alkalmazva.

Az elektromos térerdsséget novelve az ER folyadék
nyirofesziiltsége jelentésen megnd, mely az elektromos
tér hatasara kialakult szalaknak koszonhets. 10 kV/
cm fesziiltséget alkalmazva kozel hétszer nagyobb
nyirofesziiltséget kell alkalmazni a kialakult szerkezet
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megbontasara, mint 2 kV/cm elektromos térben, ahol még
csak kezdetleges szalak alakulnak ki.
140 -
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6. Abra. 20 m/m%-os anatdz diszperzié nyiréfesziiltség valtozasa az
iddben, a térerésségnek 180 masodpercenként, 2 kV/cm-rel torténd,
Iépcsés megvaltoztatasa soran

4. Elektromos térre érzékeny elasztomerek alak-
valtozasanak vezérlése

Elektromos térre érzékeny elasztomereket elektroreologiai
folyadékok felhasznalasaval allithatunk el6. Ahhoz, hogy
ezen elasztomerek fizikai kémiai tulajdonsagait jellemezziik
¢és megértsiik elengedhetetlen az elektromos mezd és a térre
érzékeny részecske kolcsonhatasanak ismerete.

Az elektroreologiai hatast felhasznalva elektromos térre
érzékeny poli(dimetil-sziloxan) gélek allithatok el§”*.
A polimer térhaloba bedgyazott anatdz részecskék kiilsé
elektromos tér hatdsara polarizdlodnak és a nagyobb térerd
iranyaba mozdulnanak el, azonban a térhalé megakadalyozza
arészecskék mozgasat. E két ellentétes hatas eredményeként
a kiils6 szemléld az elasztomer alakvaltozasat érzékeli. A 7.
abran egy henger alaku elasztomer egyenaramu elektromos
térben torténd alakvaltozasa lathato.

7. Abra. Anatdz toltdanyagot tartalmazo elasztomer alakvaltozasa
inhomogeén, egyenaramu elektromos térben

A 7. abran lathato viselkedés megfelel a varakozasoknak,
hiszen a gémb alaku elektrod felé haladva az elektromos tér
inhomogenitasa no, tehat a dielektroforetikus er6k a gomb
fel¢ mutatnak. Az elasztomer felsd részének elmozdulasat
a gravitacio segiti, mig az alsd rész hajlasat gatolja. Ha a
részecskékre hato dielektroforetikus eré hatasa dominal,
akkor a részecskék igyekeznek a Clausius-Mossotti
fliggvénynek megfelelden, a nagyobb inhomogenitas
iranyaba elmozdulni. A dielektroforetikus erd attevédik a
polimer vazra és makroszkopikus mozgast eredményez’.

e

magneses térre érzékeny elasztomerek is eléallithatok.
Ezekrdl kovetkezd kozleményiinkben szamolunk be.
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Electric Field Sensitive Fluids and Elastomers I.

Today it is one of the challenging tasks is to manufacture
and characterize new multifunctional materials possessing
“intelligence” at the material level. We refer material intelligence
in terms of three main functions: sensing changes in environmental
conditions, integrating the sensed information and finally making
judgment by moving away from or to the stimulus. The innovative
functions of these new materials are in many respects similar to
living organisms.

The current generation of intelligent materials can be divided into
two main parts: Hard and dry materials such as metals, ceramics
and plastics. The other class includes soft and wet materials like
electrorheological fluids, magnetic fluids and polymer gels.

Attempts at developing stimuli-responsive gels for technological
purposes are complicated by the fact that structural changes, like
shape and swelling degree changes that occur, are kinetically
restricted by the collective diffusion of chains and the friction
between the polymer network and the swelling agent. This
disadvantage often hinders the effort of designing optimal gels for
different applications.

A new driving mechanism was discovered to induce deformation
and movement of neutral polymer gels in non-conducting medium.
The main idea was to incorporate finely distributed colloidal
particles responding to electric field into a swollen network. Since
the particles can not leave the gel matrix, so that all of the forces
acting on the particles are transmitted directly to the polymer
chains resulting in either the locomotion or the deformation of
the gel. Bending of weakly crosslinked poly(dimethyl siloxane)
gels containing finely distributed TiO, particles has been studied
in silicon oil. Under electric field these gels undergo a significant
and quick bending. Scaling down the geometry may provide a new
principle of building soft micromechanical actuators.
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Deprotonalhaté koronaéterek®

HUSZTHY Péter, TOTH Tiinde

Budapesti Miiszaki és Gazdasdagtudomanyi Egyetem, Szerves Kémia Tanszék

1111 Budapest, Szt. Gellert tér 4, Magyarorszdg

Bevezetés

Annak érdekében, hogy egy ionofor (pl. egy koronaéter)
a gyakorlatban is hasznosithaté modon, a koncentracio-
gradiens ellenében is transzportaljon fémionokat (M") egy
vizes adofazis — lipofil szerves folyadékmembran — vizes
szed6fazis rendszerben, ahol a két vizes fazist lvegfal,
ill. a membran valasztja el (egy ilyen rendszert mutat be
az 1. abra)!, az adofazis/membran hatarfelileten nagy,

o

- Adofizis (0,8 ml H,0, M")

b : Szedéfézis (5 ml H,0) a

¢ : Lipofil szerves folyadékmembran b b
(3 ml CH,CL,)

d : Keverémag (120 fordulat/perc) c

— "
1. Abra. Folyadéktomb-membran cella fémiontranszport
tanulmanyozasara

membran/szed6éfazis hatarfeliileten pedig kis ionmegkdtd
képességgel kell rendelkeznie. Ezt a latszolag ellentmondo
kovetelményt gy valdsithatjuk meg, hogy az ionofor jol,
ill. rosszul komplexalé formajat az adofazis/membran,
ill. a membran/szed6fazis hatarfeliileten valamilyen kiilsé
hatéssal reverzibilis modon hozzuk 1étre. Ez utdbbi kiilsé
hatast el lehet idézni példaul valamilyen redoxireakcioval?,
fény hatasara®, h6 alkalmazasaval®, valamint pH-gradiens
létrehozasaval®.

Az  adofazis/membran, ill. a  membran/szed6fazis
hatarfeliiletén a fémionokat jol, ill. rosszul komplexalo
format a kornyezet pH-janak valtoztatasaval megvalositd
un. deprotondlhaté koronaéterek (LH) nagy érdeklddésre
tartanak szamot>%’8. Az ilyen tipust koronaéterek (LH) az
adofazis/membran hatarfeliileten a pKs értékiiknél joval
nagyobbra allitott pH-ji kdzegben ligandum anionokat (L")
szolgaltatnak, amelyek igen erésen kotik a fémionokat (M"),
semleges ML komplex képzddik, mig a membran/szed6fazis
hatarfeliileten pK  értékiiknél joval kisebbre allitott pH-
ju kozegben visszaalakulva semleges ligandumma (HL)
eleresztik azokat.

A deprotonalhaté ligandumokkal a fentiekben vazolt
un. anion nélkili fémion-komplexalas- és transzport®
energetikailag is kedvezébb, mint a nem deprotonalhatod
koronaétereké, ugyanis az elébbi esetben a fémionokkal
(M") semleges komplex (ML) képzédvén nincs sziikség
az anion deszolvataldsara és szallitdsara. Az anion nélkiili
fémion-komplexalas- és transzport esetében a szelektivitas
novekedésére is szamithatunk, mivel itt az ion-dipdl

§ Liptak Andras professzor irnak ajanljuk 70. sziiletésnapja alkalmabél
* Tel.: 463-1071; fax: 463-3297; e-mail: huszthy@mail.bme.hu

kolcsonhatas (ami a nem deprotonalhaté koronaétereknél
is fellép) mellé egy tovabbi, nevezetesen az elektrosztatikus
vonzas is jarul. A kolcsonhatasok szamanak ndvekedése
pedig a szelektivitas novekedését hozza magaval',
A fentiekben vazolt transzport megvalosulasa érdekében a
deprotonalhaté koronaétereknek elegendden lipofileknek
kell lenniiik ahhoz, hogy mind semleges ligandumként
(HL), mind anionként (L"), ill. fémionokkal (M") alkotott
komplexeik (ML) formajaban a szerves lipofil membranban
tartozkodjanak. Amennyiben ez a feltétel nem valosul meg a
ligandum (HL), az anionja (L"), ill. a komplexe (ML) a vizes
fazisba keriil, igy nem lévén ionofor a membranban nem
lehetséges az iontranszport sem'!.

A deprotonalhatd koronaéterek nemcsak hatékony fémion-
transzportalo ligandumok, de széleskorii alkalmazast nyernek
fémionok szelektiv folyadék/folyadék extrakcidjaban®,
ill. hig vizes oldataikbol ion-flotacidval torténd szelektiv
kinyerésében'? is.

A deprotonalhatd ~ koronaétereket  két  osztalyba
sorolhatjuk, amelyeken beliil ezutan tovabbi csoportokat
kiilonboztethetiink meg. Az egyik osztdlyba azok a
ligandumok tartoznak, amelyeknél a deprotonalhatd egység
a makrogyiriin kiviil helyezkedik el, mig a masik osztalyba
azok sorolhatok, amelyekben a savany( protont hordozd
heteroatom a makrogytri része.

1. A savanyu protont a makrogyiiriin kiviil tartalmazoé
deprotonalhat6 koronaéterek

1.1.Szulfonsav, foszfonsav és karbonsav szarmazékok
R X

/
N 4
C C
/ A
HO o) o) OH
k(\/C)\)J
n

o} (o)

NN

1:R=CH, X=0O(CH,),SOH

2:R=C,H,, X=0(CH,),SOH 5:n=3
3:R=C,H, X=OCH,PO(OH)OC,H,) 6:n=4
4:R=C,H,, X=0CH,COH

2. Abra. A savany protont oxigén heteroatomon tartalmazé deprotonalhaté
lariat koronaéterek

Az1-4 deprotonalhatd lariat (lasszo) koronaéterek Zn>*és Cd**

V4
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mélto szelektivitast mutattak Cd*" ionra Zn?" ionnal szemben.
Bartsch és munkatarsai azt is kimutattak, hogy a legnagyobb
szelektivitassal a 3  monoetil-foszfonat oldallanccal
rendelkezé  deprotonalhatd  koronaéter rendelkezik'?.
Erdekes szerkezetli ,koronafan” vazat tartalmazd 5 és 6
dikarbonsav (Id. 2. &bra) eldallitasarol ¢és vizsgalatarol
szamoltak be Inokuma ¢és munkatarsai tavaly. Ezek a
deprotonalhat6é makrociklusok vizb6l diklormetanba torténd
extrakcio soran kiemelkedé szelektivitast mutattak Zn?*
ionra alkali-, alkalifold- és nehézfémionokkal szemben'?.

1.2. N-szulfonil-karboxamid oldallancot tartalmazé
deprotonalhato lariat éterek

Huber ¢és munkatarsai allitottak eld és vizsgaltak a 3. dbran
bemutatott 7 lipofil lariat étert, melynek oldallancan 1évo
nitrogénatomhoz kapcsolddd protont az acil és trifluoro-
metilszulfonil csoportok erds elektronvonzasa igen
savanyuva teszi.

I
Clonl/OCHzCNHSOZCFg
O O,

S 7

Lo
7
CsHrn__OCH,CNHSO; Q
,CHs
O N\

CHs

3. Abra. N-szulfonil-karboxamid oldallancot tartalmazé deprotonalhato
koronaéterek

Az  amerikai  kutatok  viz/kloroform  kompetitiv
extrakcios kisérletek alapjan kimutattadk, hogy a 7
deprotonalhaté lariat éter igen nagy szelektivitast mutat
Na' ionra mas alkalifémionokkal szemben'®. Tong és
munkatarsai  szintetizaltdk a 8 dibenzo-16-korona-5
vazzal rendelkezd laridt éter tipusu fluoroionofort (Id.
3. abra), melynek oldalkarjaban 1év6 nitrogénatomrdl a
proton leszakadva egy ambidens aniont szolgaltat. Ez
utobbinak a szénatomhoz kapcsolodo negativ toltési
oxigénje elektrosztatikus kolesonhatassal stabilizalja a
makrogytliriben 1évé alkalifémiont. Az amerikai kutatok
fluoreszcencia spektroszkopia segitségével kimutattak, hogy
a 8 deprotonalhatd ligandum bazikus kozegben kiemelkedd
szelektivitast mutat Na® ionra a tobbi alkalifémionnal
szemben, vizb6l 1,2-dikloretanba térténd extrakcid soran's.

1.3. Pikrilamino oldallancot tartalmazo lariat éterek

A 9-11 pikrilamino oldallancot tartalmazo
kromoionoforok  (Id. 4.  abra)  tanulmanyozasa
Talanovénak ¢és munkatarsainak a nevéhez flizdik.
Az amerikai kutatok igazoltdk, hogy a deprotonalhatod

NO,
H_ /NH NO; 9: X=-CH,-CH,-CH,
% 10: X = -CH,-CH,-O-CH,-CH,-
N

5 o 07 11: X = -CH,(CH,-O-CH,) CH -
0,0

4. Abra. Pikrilamino oldallancot tartalmazé deprotonalhato lariat éterek

pikrilamino oldallanc és a makrogylri egyarant jelentos
szerepet jatszik a szelektivitasban alkali- és alkalifoldfém-
ionok vizbdl kloroformba torténé extrakcioja soran's.

2. A savanyd protont a makrogylirii heteroatomjan
tartalmazé deprotonalhaté koronaéterek

Az el6zéekben targyalt lariat éter tipusi deprotonalhatd
koronaéterektdl eltérden, melyeknél az oldalkaron 1évo
negativ toltésii heteroatom a kationnak a makrogytrli
heteroatomjai altal ion-dip6l kolcsonhatassal —torténd
komplexalasahoz axialis iranyu elektrosztatikus vonzassal
jarul hozza, itt a deprotonalassal nyert anion a makrogytri{i
része lévén, az elektrosztatikus vonzas az ion-dipol
kolesonhatasok sikjaval azonos, vagy kozel azonos sikban
hat. Ez az eltérés gyakran a komplexképzés szelektivitasaban
¢s a mar kialakult komplexek stabilitdsaban is jelentds
mértékben kifejezésre jut.

2.1. Fenolos
koronaéterek

hidroxilcsoportot tartalmazé

Néhany évvel ezel6tt Inerowicz szamolt be arrol, hogy a
12 ¢és 13 (Id. 5. abra) azo-kromofor egységgel is ellatott
hidroxilcsoportot tartalmazo6 koronaéter (kiilondsen a kisebb
tiregméretii 12 kromoionofor) tetraetil-ammonium-hidroxid
bazis jelenlétében nagy szelektivitast mutat Li* ionra egyéb
alkalifémionokkal szemben.

CH3 tBu

tBu
12:n=1
13:n=2 14

5. Abra. Fenolos hidroxilcsoportot tartalmazé deprotonalhato
koronaéterek

A lengyel kutatd a komplexképzddés egyensulyi allandoit
spektrofotometriaval dioxan-viz elegyben hatarozta meg!”.
A Black és munkatarsai 4ltal eldallitott 14 H L tipust
deprotonalhaté makrociklus (Id. 5. abra) kimagaslo
szelektivitassal rendelkezik mind a transzport, mind az
extrakcios kisérletekben Cu?" ionokra mas fémionokkal
szemben'®,
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2.2. Piridon, pirimidon és akridon egységet tartalmazé
deprotonalhaté koronaéterek

A Nakatsuji és munkatarsai altal eldszor eldallitott 15
piridono-18-korona-6 éter (Id. 6. abra) pK_ érteke vizben
10,98-nak adodott', melynek racém 16 oktilcsoporttal
szubsztitualt lipofil szdrmazéka (Id. 6. &bra) kitind
szelektivitassal  transzportalt kalium ionokat 13-nal
nagyobb pH-ju ad6fazis alkalmazasa esetén, amikoris abbol
majdnem teljes mértékben a megfeleld ligandum anionok
képzddtek!!.

Magyar és amerikai kutatok egytittmiikddésével sikertilt a
piridon egységben két nitrocsoportot tartalmazé lipofil 17
ligandumot (1d. 6. abra) is eléallitani.

15:R=H
16:R=CH,, 17

6. Abra. Piridon egységet tartalmazé deprotonalhaté koronaéterek

A 17 konnyen deprotonalhatdé ligandum eldallitasanak
kettds oka volt: egyrészrdl a nitrocsoportok nagy —I és —-M
effektusa miatt a makrociklus pK ért¢ke sokkal kisebb 1évén,
mint a 16 koronaéter¢, joval alacsonyabb pH-nal valdsithatja
meg az igen szelektiv és energetikailag is kedvezd ,,anion-
nélkiili” komplexképzddést, extrakciot &s transzportot,
masrészrél a ligandumnak kromofor tulajdonsaga 1évén a
fenti folyamatok az igen érzékeny fotofizikai modszerekkel
is kovethet6k?.

Tavalyel6tt magyar kutatok rontgendiffrakcios vizsgalatok
alapjan igazoltak, hogy a 15 piridono-18-korona-6 éter
nemcsak fémionokkal, de protonalt primer aminokkal
is stabil komplexet képez. A 7. dbran lathato, hogy a 15
ligandum, amely egyébként szabad formaban ugyancsak
rontgendiffrakciéval korabban igazolt piridon tautomer
formaban van jelen", benzil-amin-hidrogén-perklorattal
(BA-tal), ill. (R)-1-feniletilamin-hidogén-perklorattal ((R)-
PEA-tal) képzett komplexében hidroxipiridin tautomerré
alakul, igy lehet6ség van azammoéniumsoé harom protonjanak
harompontos hidrogénkotést 1étrehozni a  makrociklus
piridin nitrogénje és két alternalo oxigénje kozott?!.

Az utoébbi megfigyelés 0Osztondzte a magyar kutatokat
arra, hogy a 15 ligandum szerkezetéhez hasonld, de
enantiomertiszta kiralis lipofil makrociklusokat (R,R,R,R)-
18-at és (S,S,S,5)-19-ct (1d. 8. abra) allitsanak eld, amelyek
alkalmasak lehetnek racém, protonalt primer aminok
rezolvalasara enantioszelektiv komplexképzés és/vagy
extrakcio és/vagy transzport segitségével?'.

7. Abra. A 15 piridono-18-korona-6 éter BA-tal és (R)-PEA-tal alkotott
komplexének szerkezete

R

L X

R”*~O 0" *°R
K/O\)

(RR,RR)-18:R=Bu
(S,5,5,9) - 19: R =CH,0BuU

8. Abra. Piridon egységet tartalmazé enantiomertiszta kiralis koronaéterek

Kétértektt fémek szelektiv komplexképzésének és/vagy
extrakciojanak és/vagy transzportjanak tanulmanyozasa
céljabol Bradshaw és munkatarsai eldallitottak a két piridon
egységet tartalmazd 20 deprotonalhato lipofil koronaétert
(1d. 9. abra) mezo és racém vegyiiletek keverékeként?.

O

o
|| | |
y y
@O H O@ R:,EO H OIR
O ||—| (@) R™*™0 II-| O *"R
N. N
|| | |
[e]

20 (R,RR,R)-21:R=Bu
(S,5,5,8) - 22:R=CH,0Bu

9. Abra. Bisz-piridono-18-korona-6 éter tipusu deprotonalhatod
ligandumok

Tavaly magyar kutatok a 20 makrociklussal analog
szerkezetli, de enantiomertiszta kiralis, deprotonalhato,
lipofil bisz-piridono-18-korona-6 éterek ((R,R,R,R)-21 ¢és
(S,5,5,5)-22, 1d. 9. abra) elballitasarol is beszamoltak?.
Redd és munkatarsai 1998-ban szamoltak be a 23 akiralis, a
24 racém és az (S,5)-25 enantiomertiszta pirimidon egységet
tartalmazo 18-korona-6 éter tipusu ligandumok (I1d. 10. abra)
eléallitasarol és vizsgalatarol.

A pirimidon egységet tartalmazo 23-(S,S)-25 ligandumok
pK_ értékei 8,5 koriil vannak, tehat joval er8sebb savak,
mint a piridon egységet hordoz6 analogonok. Ennek az a
kovetkezménye, hogy a primer aminokat is protonaljak, és
azokat primer ammoniumsokka alakitva stabil komplexet
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¢y
ook

23:R'=R?=H
24:R'=H, R*?=CH

8 17

(S,S)-25:R'=CH, R?=H
10. Abra. Pirimidon egységet tartalmazo deprotonalhaté koronaéterek

képeznek veliik. Ezért nem meglepd, hogy az (S,5)-25 kiralis
enantiomertiszta makrociklus nemcsak az 1-(1-naftil)-etil-
amin-hidrogén-perklorattal, hanem az 1-(1-naftil)-etil-
aminnal szemben is figyelemreméltd enantioszelektivitast
mutat.

Redd és munkatarsai azt is igazoltak, hogy szilard fazisban
a 23 ligandum a 10. dbrdn bemutatott tautomer formaban
van jelen, mig oldatban mindkét pirimidon tautomerje
(tehat az a tautomer forma is, amikor a proton a makrogy{ir{i
iregének  kozéppontja  felé iranyul) kimutathatd™.
fgéretes deprotonalhaté koronaéterek kozé sorolhatok az
akridon, ill. a dinitroakridon egységet tartalmaz6 26, ill. 27
ligandumok (Id. 11. abra).

26: X=H
27: X = NO,

11. Abra. Akridon, ill. dinitroakridon egységet tartalmazé makrociklusok

Ezeknek a makrociklusoknak két eldnyds tulajdonsdguk
is van a piridon, ill. a pirimidon egységet tartalmazo
tarsaikkal szemben. Egyrészt ezek a ligandumok fluoro-,
ill. kromogének, igy komplexképzésiik az igen érzékeny
fotofizikai modszerekkel is jol vizsgalhatok, masrészt,
hogy joval merevebb konformacidéval rendelkeznek;
kovetkezésképpen szelektivitdsuk is varhatdéan nagyobb
lesz®.

2.3. Triazol egységet tartalmazé deprotonalhaté
koronaéterek

Az egy triazol egységet tartalmazé deprotonalhato
koronaéterek esetében a 28 akiralis®, a 29 racém® és az
(S,5)-30 enantiomertiszta® koronaétert szintén eldallitottak.
Ezen ligandumok pK  értékei 9,5 koriil vannak, és jollehet a
rontgenkrlsztallograﬁal vizsgalatok szerint szilard fazisban
semleges kémhatas esetén a savanyu proton a 12. abran
bemutatottak szerint helyezkedik el, a deprotonalodas utan
keletkez6 anion a makrociklus részévé valik®.

A
T O

ok, )

N—N
H
28:R'=R2=H
29:R'=H, R2=CJH,,
(S,5)-30: R*=CH, R?=H 31

12. Abra. Triazol egységet tartalmazé makrociklusok

Az oktilcsoportot tartalmazo lipofil 29 triazolo-ligandum a
varakozasnak megfeleléen a 16 piridon egységet tartalmazo
analogonhoz képest alacsonyabb pH-jii adofazis esetén is
mar jelent6sen transzportal alkalifémionokat az 1. &bran
vazolt folyadékmembran celldban, de K" ionra nézve
annal joval kisebb szelektivitast mutat!!. A 31 lipofil
bisz-triazolo-18-korona-6  éter tipusu  deprotonalhatd
ligandum szuperkritikus széndioxiddal végzett extrakcios
kisérletekben kitin szelektivitast mutat Hg?>" ionra mas
fémionokkal szemben?’.

2.4. Szulfonamid egységet tartalmazé deprotonalhaté
koronaéterek

Biernat és munkatarsai olyan deprotonalhaté koronaéterek
eléallitasarol és vizsgalatarol szamoltak be, amelyek
makrogytrtjében két szulfonamid egység talalhato (ld.
13. 4bra)®®*. Ezen makrociklusok pKs, érteke 9, pKs,
értéke pedig 12 koriil van, és a 32 ligandum 14-es pH-ju
adofazis esetén, amikoris az tilnyomorészt dianionként
van jelen, kitind szelektivitassal transzportal K* ionokat
a tobbi alkalifémionokkal szemben az 1. dbran bemutatott
folyadékmembran cellaban®.

X
HN/ \NH

| |
tBu \O\/SOZ OZS\/Q/tBu
¢} O

n

32:X = Q n=1 34: X = /O\,nzl
33X = Q n=2 35: X = /O\

13. Abra. Szulfonamid egységet tartalmazé deprotonalhaté koronaéterek

2.5. Dialkil-hidrogén-foszfat egységet tartalmazé
koronaéterek

Bradshaw ¢és munkatarsai altal eldallitott dialkil-hidrogén-
foszfat egységet tartalmazo ligandumok® (1d. 14. abra) igen
savanyu protont tartalmaznak.
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o)
[

o— P\o

(o)
(0] (@)
o
h R
36:n=1, R=H
37:n=1, R=CH,
38:n=2 R=H
39:n=2, R=CH

8" 17

40:n=2, R=C H

100 21

41:n=2, R=C H

16 33

14. Abra. Dialkil-hidrogén-foszfat egységet tartalmazé koronaéterek

A 40 ligandum pK_ érteke példaul 70 % dioxan-30 % viz
elegyben 4,43 -nak adodott®>. A 39-41 lipofil deprotonal-
hatdo ligandumok a varakozasnak megfeleléen mar
viszonylag alacsony pH-ju adofazis esetén is szelektiven
transzportaltak K" ionokat az 1. &bran bemutatott
folyadékmembran cellaban az energetikailag igen kedvezd
sanion nélkiili” mechanizmus szerint, kiilondsen savas
szedofazis alkalmazasakor. A legnagyobb szelektivitast az
oktilcsoporttal szubsztitualt 39 makrociklus mutatta K*
ionra a tobbi alkali- és alkalifoldfém-ionokkal szemben32,
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Proton-ionizable crown ethers

In order for an ionophore (a crown ether for example) to perform a
practically useful, so-called “active transport” (i.e. transport against
the concentration gradient) across the membrane of an aqueous
source phase/lipophilic membrane/aqueous receiving phase system,
it should posses a relatively high ion-binding ability at the source
phase/membrane phase interface, and have a relatively low ion-
binding ability at the membrane phase/receiving phase interface.
The solution for this seemingly contradictory requirement is to
engineer into the ionophore a so-called “’switching mechanism”
which can create two different binding states. These two states can
be reversibly interconverted by external forces such as redox, light,
temperature and pH gradients.

Proton-ionizable crown ethers having a pH switching mechanism
have attracted the attention of many researchers, because at
higher pH than their pK values they are mostly ionized to ligand
anions which increase the cation-ligand complex stability with
enhancement of selectivity, and avoid the need for a counter anion
in cation transport through different membrane systems or in
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solvent extraction. The latter factor is of immense importance to
potential practical application in separations in which hydrophilic
aqueous phase anions, such as chloride, nitrate and sulfate, would
be involved.The transport of cations in most of these cases is pH
dependent so that transport can be turned on and off by adjusting
the pH. The proton-ionizable macrocyclic carriers should have
lipophilic substituents to ensure that they remain in the organic
membrane. Without a lipophilic substituent, no transport occures,
because the crown ether distributes into the aqueous phase so that it
is not available as a carrier.

There is always a great desire to prepare proton-ionizable
macrocyclic ligands with pK_values that allow the transport of
cations at relatively low (at around physiological pH value for
example) pH values. These more acidic pH-switched ligands
can also be used to transport some of the heavy metal cations,
ammonium and primary organic ammonium ions at relatively low
aqueous source phase pH values.

Proton-ionizable crown ethers can be divided into two classes:

1. Macrocyles posses the proton-dissociable group on a sidearm.
2. Ligands in which the proton-dissociable group is part of the
macroring (the complexation sphere).

Both classes (class 1. and class 2.) can be subdivided into smaller
groups.

1.1. The pedant side arm contains sulfonic acid, phosphonic acid
diester and carboxylic acid proton-dissociable groups.

1.2. Crown ethers containing N-sulfonyl-carboxamide proton-
ionizable groups.

1.3. Lariat ethers with picrylamino chromogenic proton dissociable
sidechains.

2.1. Crown ethers containing phenolic hydroxyl groups directed
into the cavity.

2.2. Ligands with pyridone, pyrimidone and acridone subcyclic
units.

2.3. Macrocycles containing the triazole unit in the macroring.

2.4. Crown ethers with sulfonamide groups in the coordination
sphere.

2.5. Ligands containing the dialkylhydrogenphosphate moiety.
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Az elektrokinetikai potencial szamitasara hasznalt Smoluchowski
egyenlet alkalmazhatosagarol

BARANY Séandor

Miskolci Egyetem, Kémiai Tanszék, 3515 Miskolc- Egyetemvaros, Magyarorszag

Ismeretes, hogy a diszpergalt részecskék elektroforetikai (ef)
sebességébol vagy a szemcsés kdzegen athalado folyadék
elektroozmotikus sebességébdl a részecskék zéta -potencial
(€) értékét az esetek tilnyomo tobbségében a klasszikus
Smoluchowski-féle egyenletbdl szamitjak!-> :

V=eCE/4nn )

Ahol V- a részecskék ef sebessége, ill. a kiilsé tér hatasa
alatt a szemcsés rétegen athaladd folyadék sebessége ,
e- a kozeg permittivitdsa, (- az elektrokinetikai potencial
érteke (mV), E- a kiils6 elektromos tér gradiense (V/cm),
n- a kozeg viszkozitdsa. A fenti egyenlet nemvezetd,
illetve a kozegnél kisebb vezetésii részecskékre és vékony
elektromos kettdsréteg (az utdobbi Debye-sugar reciproka
értékében kifejezett k vastagsaganak kisebbnek kell lennie
arészecske asugaranal, azaz ka>>1) feltételeknél helytallo.
Az V ¢és E kozotti egyenesen aranyos Osszefliggés csak kis
elektromos terekben (altalaban néhany V/cm) érvényes.
Kozelmultban megjelent tanulmanyunkban* targyaltuk
azokat a feltételeket, melyeknél a V~E proporcionalitas
helytallo, ill. melyeknél az erds elektromos terekben
(altaldban néhany szaz V/em) nem-linedris (elsésorban
V~BE%) elektroforézis megjelenésével kell szamolnunk.

Lathato, hogy az elektrokinetikai potencial nem mas
mint a V=f(E) figgvény koefficiense. Hiickel figyelembe
vette az elektromos kettdsréteg (EKR) ion-felhdjének a
részecskékkel ellentétes iranyba vald mozgésat, ami a
kornyezé folyadékréteg mozgasat eredményezi, ennek
kovetkezményeként az elektromos térben a részecskék
nem nyugvo, hanem ellentétes irdnyba mozgd folyadékban
vandorolnak, tehat csdkken az effektiv sebességiik. A Hiickel
altal levezetett egyenlet a kovetkez6':

V=eClE/6mn 2)

Henry® kimutatta, hogy a két fenti egyenlet kozott nines elvi
kiilonbség. A nevezdben 1évo eltérést a kolloidrészecske
altal a kiils6 elektromos térre kifejtett deformacié okozza, az
elektroforetikai sebesség minden esetben egyenesen aranyos
a kiilso tér fesziiltségével:

V=fecCE/nn 3)

ahol a f koefficiens értéke az xa fiiggvénye. Jelentds ka
értékeknél (ka>>1), fliggetleniil a részecske formajatol
f=1/4, mig gomb alakii részecskék esetében ka <1 feltételnél
f=1/6"3.

Az irodalomban talalhatdé nagyszamu (tobb ezer) (-
potencial értéket széleskoriien alkalmaztak diszpergalt
részecskék, olajcseppek, biokolloidok feliiletének, tobbek
kozott feliileti  toltésének ¢€s elektromos kettOsrétege

Tel./Fax: 46-565110, E-mail: akmbsab@gold.uni-miskolc.hu

szerkezetének jellemzésére, a kolloidstabilitas DLVO-
elmélet alapjan vald szamitasok soran stb. Vilagcégek
(Malvern, Brookhaven, Rank Brothers, Dispersion Analysis
és masok) kifejlesztettek - kiilonb6zd effektusokon alapuld
- igen ¢érzékeny miszercket a részecskék/cseppek/sejtek
stb. elektroforetikus sebességének mérésére, amibdl a
Smoluchowski egyenlet alapjan automatikusan kiszamitjak
¢és megadjak a C-potencial értéket vagy akar ennek részecskék
szerinti eloszlasat. Ugyanakkor az irodalomban kozolt
értekek ardnylag ritkdn hasznalhatok az EKR mennyiségi
leirasara, mert a szerzok legtobbszor nem vették figyelembe
az elektrokinetikai potencialt 1ényegesen befolyasold
tényezoket, olyanokat mint hidrodinamikailag kevésbé
mozgékony rétegek képzodését hatarfeliileteken, a szilard
feliiletek egyenetlenségét és a kettOsréteg polarizaciojat
kiils6 elektromos térben. Mi az utobbit vessziik részletesen
szemiigyre.

Az EKR polarizacidjat elséként Overbeek és Booth®’ vették
figyelembe, akik a kettosréteg kiilsé elektromos térben
azaz olyan deformdciét, amikor a polarizalt toltések p
stirisége és az ezeknek megfeleld pp(x) toltés- és v (x)
potencial-eloszlas 1ényegesen kisebb az egyensulyi EKR
peq(x) toltésénel, ill. y_(x) potencidljanal. Elméletik a
hasadasi sikon kiviil es6 qhatélrrétegben, azaz csak az EKR
hidrodinamikailag mozgékony részében lokalizalt toltések
polarizaciojat, deformalddasat vette figyelembe, €és csak kis
zéta- potenciallal rendelkez6 részecskékre érvényes. Erre a
hataresetre megadtak az ef sebességnek a ka paramétertol
valo fiiggését. Ugyanakkor nem helyes az a feltevés,
hogy a kettdsréteg gyenge polarizacidja csak kismértékben
befolyasolja a részecskék elektroforetikus mozgékonysagat.
Ha a zéta- potencial értéke nem tul kicsi, akkor a \Veq(x)
és \|/p(x) értékei lehetnek Osszemérheték, azaz mar a
kettdsréeteg kismértékii polarizacidja is nagymeértékben
megvaltoztathatja a részecskék ef sebességét. Az Overbeek-
Booth-féle elméletet Wiersema® fejlesztette tovabb nagy
C- potenciallal rendelkezdé részecskék esetére, aki - mar
szamitogépet is alkalmazva - tdblazatokba foglalva megadta
az ef sebesség numerikusan szamitott valtozasat az ka/A
paraméter fiiggvényében, ahol A? =(z" + z)/2z ( z- az ionok
toltése).

Az xa>>1 sziikséges, de nem elégséges feltétele a
Smoluchowski- féle egyenlet alkalmazhatosaganak,
amelynek levezetése a hidrodinamikai és elektromos terek
polarizalt kettdsréteg elektromos tere, azaz minél jobban
kozeliti a kiilsé tér erdsségét, annal pontatlanabb a fenti
analogia és a Smoluchowski egyenlet alkalmazhatosaga’.
A fenti nehézség athidalasara célszeri az EKR bonyolult
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szerkezete helyett szemiigyre venni a kettosréteg egyik
fontos integrans jellemz6jét, az indukalt dipdlus nyomaték
un. d ,.toltés” komponensét. Mint ismeretes”!®!, egy
kolloidrészecske dip6lus nyomatéka egy, az EKR toltésétol
fliggetlen d_ és az EKR toltésétdl fliggd d komponensbél
tevodik dssze.

Konnyl kimutatni, hogy vékony kettésréteg esetében az
indukalt dipolus altal 1étrehozott tér tangencialis 0sszetevoje
csak kismértékben valtozik az EKR polarizacidja hatasara,
ha d <<dU Az EKR polarizéci(')ja érzékeny a részecske
Az aszimmetrikus részecskék dipdlus nyomatekanak
hosszanti és merdleges komponense eltér egymastol, ennek
kévetkeztében az elektroforetikus sebesség is véltozni fog
Tehat, ha klasszikus feltételeknél (a polarizacio hlanyaban)
az elektroforézis sebessége barmilyen formaju részecske
esetében szamithatdé a Smoluchowski dsszefiiggés alapjan,
akkor a polarizacio fennallasa feltételnél minden formaju
részecskére kiilon-kiilon egyenlet levezetése sziikséges.
Fridrichsberg és munkatarsai'*", jomagam''> és masok'
komplex elektromos feliileti mérései (amely magaba
foglalta a feliileti toltésstirliség, felilleti vezetés ¢és
elektrokinetikai potencial méréseit) alapjan nyilvanvalo,
hogy:(1)a részecskék tobbségének feliiletén meglehetdsen
vastag  hidrodinamikailag ~ immobil  folyadékréteg
talalhato, (2) ennek kovetkeztében a feliileti-(y,), Stern
(y,)- €és zéta-potencial értékek kiilonboznek egymastol,
altalaban , y, >C,, (3) a Stern- réteg hatara €s hasadasi
sik kozotti vizrétegben lokalizalt ionok koncentracidja
jelentdsen meghaladja az EKR ,,mobil” részében, azaz a
hasadasi sik uta’mi periférikus tartoményban 1évé ionok
1évé ionok vezetSképessége kozeliti a folyadékfazisban
lokalizalt ionok vezetoképességét. Tehat a Stern- réteg
hataran tali tartoményban léV('S ,,mobil” ionok széma
ionfelhot alkotjak, jelentésen meghalad_]a az elektrokinetikai
potencialnak ¢és toltésnek megfelelé ionok szamat. Ez
sziikségszerien azt jelenti, hogy az EKR polarizacidjat
ezen ionok hozzajarulasaval sziikséges figyelembe venni.
Megjegyzem, hogy a ¥, = C feltétel, ami a jelentés immobil
hidrat-réteg hianyara utal a feliileten, a gyakorlatban csak
igen kevés rendszerben fordul el6, ilyenek pl. az Agl
részecskék, vagy kis mennyiségli adszorbealt ionos tenzidet
tartalmazé olaj/ viz emulziok>®- 1013,

Mint emlitettem, az EKR polarizacidjanak jellemzésére
az egyik legalkalmasabb integrans paraméter a
részecskék dipolus-momentuma, amely szamithato a
diszperzi(') elektromos Vezetése méréseibdl a részecskék

Monodiszperz gdmb
alaku részecskék esetében ezt az é')sszeﬁiggést a feliileti
vezetOképesség Dukhin altal kifejlesztett elmélete adja meg °.

K/K =1+ [4mn)/E [(d, +d )] =
=1-3/2p (1+d /d ) 4)

Ahol n- a részecskék szama egységnyi térfogatban, K- a
diszperzid elektromos vezetése, K- a kozeg vezetése, E- a
kiils6 elektromos tér gradiense.

A nemvezetd gomb alakil részecskék  indukalt

dipélmomentuma® %!

d = -32°E/2 [Du /(1+Du)] )

ahol Du- az EKR polarizacigjat jellemzé dimenzio-nelkiili
paraméter (1. alabb).

Az ellipszis vagy nyujtott alaku részecskék polarizacidja
nagymértékben fiigg a részecske kiilsd elektromos
térben  felvett orientaciojatol. Ennek  megfelelden
megkiilonboztetjiik a dipélmomentum hosszanti  (d,)
és merdleges (d ) komponensét. Dukhin®!' kimutatta,
hogy tiiszeri vagy hosszu ellipszis alaku részecskék
dipélmomentumat, ha a részecske hosszanti iranya
tengelyének orientacidja egybeesik a kiils6 tér iranyaval,
a dipélmomentum hosszanti komponense hatarozza
meg. A henger alaki részecskék dipélmomentumainak
hosszanti (d,) és merdleges (d ) komponense a diszperzid
vezetOképessége - részecskék térfogat tortje fliggvényekbol
szamithatok °:

W Il | Il |
5_1 4mn( d +£ =1+4nn y—+2L (6)
K E| 3 3 3 3

ahol a részecskék " és y*
polarizalhatosaga.

a hosszanti és merdleges

A Dukhin altal kifejlesztett és ma mar altalanosan elfogadott
elmélet szerint>*!%11:15 az EKR polarizicidjanak mértéke az
un. Rel dimenzionélkiili szammal (Lyklema ezt Du szamnak
nevezte el?) jellemezheto:

Rel=Du=x%/Ka=[exp( y,/2-1))ka (7

itt kO - a fajlagos feliileti vezetOképesség, K- a kozeg
vezetése, Y, - a dimenzionélkiili Stern-potencial (v = zey
/KT).

Ha a Du szam lényegesen kisebb az egynél (Du<<l) a
kettésréteg polarizacidja elhanyagolhato, ha pedig Du>>1,
akkor az elektromos kettdsréteg polarizaciojat a kiilsé
térben kotelezéen figyelembe kell venni. A Du paraméter
a szuszpenziok vezetdképességébdl, illetve a szuszpenzid
permittivitasanak kis frekvencidkon mért szorasabol
szamithatd. Az els6 esetben gdmb, illetve henger alaku,
nemvezetd ¢és nem aggregalodd részecskékre az alabbi
Osszefiiggések érvényesek?*15:

K /K= 143 p [-1/2+3/2{Du/ (1 + 2 Du)}] ®)
és
K / K=1+ p[-5/3+2/3{Du(1+2/[1+2Du])}] )

itt p- a diszpergalt fazis térfogati tortje. A kisérletileg
mért K/K (p) fiiggések (nem aggregalodd részecskéknél
ezek altalaban egyenesek, lasd alabb) hajlasszogébdl
kiszamithatdo a Du szam értéke és megbecsiilhetd az EKR
polarizaciojanak mértéke.

Egy masik kisérleti modszer azon alapszik, hogy a
kettosréteg  kiilsd  elektromos  térben  bekovetkezd
polarizacidja lokalis koncentracio-kiilonbségeket idéz el
a részecskék méreteivel dsszemérhetd tavolsagokon. Ez az
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un. koncentracids polarizacié kis v frekvencidkon jelentds,
ahol a dipdlus momentum is frekvenciafiiggé. A Dukhin-
Shilov- féle elmélet a részecskék szamaval aranyosan
novekvd permittivitdas és Stern-potencial kozott az alabbi
Osszefliggést adja'’:

Age =9/4pefexp(z y)/{(1+2/ka)exp(z y/2)}
v—0 (10)

ahol Ae =e-g, a szuszpenzi6 és kozeg permittivitisanak
kiilonbsége.

A Du szam értékét durvan megbecsiilhetjik a mért
elektrokinetikai potencial alapjan is, behelyesitve a
(7) képletben a w-potencidlt a C-potencial értékével.
Természetesen ennek az eljarasnak a korlatit meghatarozza
mind a C-potencidl szamitasanak pontossdga, mind az v €s
€ kozotti kiilonbség.

Alapul véve a fenticket, fontos aldhuzni, hogy az
elektrokinetikai potencial szamitasanal figyelembe kell
venni az EKR egész diffuz részének, tehat a Stern-réteg
hatarain tal elteriil6 tartomanyanak polarizaciojat, ¢€s
nemcsak a hasadasi sikon tali tartomany polarizaciojat,
mint ezt a korabbi szerzok tették. Az utobbi hozzajarulasa
a polarizacidhoz a legtdobb esetben sokkal kisebb az
immobilizalt folyadékrétegben 1€v6 ionok hozzajarulasahoz
képest.
A C-potencial szamitasa az EKR teljes diffuz

0,9

0,85

1. Abra. Polisztirol latex szuszpenzio relativ elektromos vezetésének
valtozasa a részecskék térfogati tortjének fiiggvényében kiilonbdzé NaCl
koncentracioknal: 5.10° (1), 104(2), 2.10%#(3), 5.10 (4), 10 (5) mol/dm?

része polarizaciojanak figyelembevételével ka>>1 feltételnél
a Dukhin és Semenikhin altal levezetett egyenlet alapjan
valosithatoé meg'®:

u=3/2 {[(1-Du {4 In cosh ¢/4}/ €)/(1+2Du)] (11)

ahol u a dimenzionélkiili mozgékonysag, (pﬁ és ( a
dimenzionélkiili potencialok.

Lathato, hogy a {-potencial szamitasahoz ismerniink kell a

W s -potencial értékét, ami fliggetlen- konduktometrias vagy
relativ permittivitas - mérésekbdl hatarozhatdé meg.

A fentiek illusztraldsara bemutatom emulgedtortol
mentes gomb alaki polisztirol latex részecskéken
végzett konduktometrias és elektroforetikai vizsgalataim
eredményét, melyek jol szemléltetik az EKR polarizacioja
figyelembevételének  fontossagat az  elektrokinetikai
potencial szamitasanal. A részecskék sugara 530 nm volt, az
elektroforetikus vandorléds sebességét mikroelektroforetikus
cellaban, az elektromos vezetést pedig 2, 5 kHz frekvenciaja
valtofesziiltség mellett platina elektrodok kozott — a'
tanulmanyban leirt moédon mértem. Az alkalmazott
frekvencia 1ényegesen kisebb a részecskék kettdsrétegének
polarizaciojabol szarmazo kritikus frekvenciajanal, amit
a v, = D/na’ (D-az ellenionok diffuzios koefficiense)
Osszefliggésbol”!® szamoltam.

Az 1. abran a szuszpenzi6 K /K relativ elektromos
vezetésének valtozasat mutatom be a részecskék p térfogati
tortjének fiiggvényében kiilonb6zé NaCl koncentracioknal.
Lathato, hogy a fiiggvények az adott rendszerben egyenesek
(ez arra utal, hogy a részecskék kozott nincs szamottevd
aggregacio), hajlasszogiik az elektrolit-koncentracioval
csokken, és 5. 10 moél/l NaCl tartalom alatt K>K, azaz
a szuszpenzid vezetése- az EKR fejlett diffuz részében
1év6 ionok hozzajarulasa kovetkeztében - nagyobb, mint a
kozegé. A fiiggvények meredekségébdl a Du-szam értékét
az (8) egyenletbdl szamitottam, s ebbdl az (7) Osszefiiggés
alapjan meghataroztam tovabba az adott elektrolit-
koncentraciora érvényes Stern-potencial, ill. a részecskék
fajlagos feliileti vezetése nagysagat. Az elektrokinetikai
potencial értékét a részecskék ef mozgékonysagabol harom
elképzelés alapjan szamoltam: (1) a Smoluchowski-féle
egyenlettel, azaz az EKR polarizacidjanak mell6zésével-
Co (2) Wiersema tablazatainak adatai felhasznalasaval,
azaz a kettésréteg hidrodinamikailag mobil része
polarizacidjanak figyelembevételével-C, és (3) a Dukhin-
Semenikhin Osszefiiggés alapjan, azaz a kettosréteg egész
diffaz része polarizaciojanak figyelembevételevel-C .. Ay,
feliileti potencial értékét a részecskék potenciometrikusan
meghatarozott o, feliileti toltéssiirliségébdl szamoltam
a klasszikus Guy-Champan 0sszefliggésbol a 141520
tanulmanyaimban leirtak alapjan. A kapott eredményeket
az alabbi tablazatban dsszegeztem (1. Téablazat). A fenti (és
mas rendszerekre érvényes hasonl6'>") adatokbodl az alabbi
kovetkeztetések vonhatok le:

1. Alatex részecskek feliileti potencialjakozeliti a szuszpenzid
relativ  vezetésébdl szamolt Stern-potencial értékeket,
de mindkettd 1ényegesen meghaladja az elektrokinetikai
potencial nagysagat még abban az esetben is, ha az
utobbit (C, ) az EKR teljes difftz része polarizaciojanak
figyelembevételével szamoltam. Ez jelentds vastagsagu
hidrodinamikailag immobil folyadékréteg jelenlétére utal
a feliilet és hasadasi sik kozotti térrészben. Ez azt jelenti,
hogy téves az irodalomban elterjedt nézet, hogy elegendé a
C- potencialt helyesen, azaz a kettdsréteg polarizaciojanak
figyelembevételével meghatarozni és ez egyenld lesz a -
potencidl értékével”. A y, >> feltételt szamos rendszerben,
pl. agyagisvany-, oxid-, antimon-szulfid részecskék,
¢élesztd-sejtek, kiillonbozé olaj a vizben emulzideseppek
esetében  figyeltem  meg  (lasd'®?® Gsszefoglalot).
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1.Téablazat: Polisztirol részecskék elektromos feliiletei paraméterei

NaCl

W, mVo, - Vs, mV x°.10%, Conm Gy, Cos
1;:’;1171 Ka b6l Du K/K-bol U Hm-em/Visee Ohm'! o omv Ly
5.10° 6.3 257 35 4570
104 9,0 240 42 53 86
2.10% 126 22 7.0 225 44 49 s6 88 137
5,104 193 199 13 163 5.1 37 66 100 126
10° 286 182 064 158 32 45 £ 50 66
5.10° 64,1 142 031 145 29 45 36 40 48
102 908 125 014 120 26 44 3 34 38
5.102 202 86 003 76 1,4 43 18 18 8
10 320 47 001 45 0.9 43 1 11 1

2. Az elektrokinetikai potencidl értékek az ionerdsség
novekedésével maximumot mutatnak, ami nézetem szerint
szintén az EKR polarizdcidjanak kovetkezménye, ti. az
elektrolit-koncentracié csokkenésével a Du szdm és az
ennek megfeleld dipolmomentum nodvekszik, lasd az (5)
egyenletet. Mivel ez az indukalt dipolus nyomaték ellentétes
iranya a kiilsé elektromos tér vektoraval, a novekvd
dip6lmomentum a részecskék fékezéshez, elektroforetikus
mozgékonysaguk csokkenéséhez vezet, ami magyardzza az
u(C) vagy ¢(C) fiiggvények maximum eldtti felszallo agat.

3. Hig és mérsékelten hig elektrolit-oldatokban (vizsgalt
polisztirol latex szuszpenzidban < 10 mol/l), melyeknél
a Du paraméter értéke nem sokkal kisebb egynél,
jelentds kiilonbségek figyelhetok meg az elektrokinetikai
potencialnak az EKR polarizacidjanak figyelembevétele vagy
e nelkiil szamitott értékei kozott, az adott rendszerben G <
Cy <C - Hasonlo Gsszefliggéseket tapasztaltam a legtobb-
Agl kivételével- altalam vizsgalt kolloid rendszerben'*!520,
A kiilonb6zé modszerekkel szamolt C-potencial értékek
csak aranylag tomény elektrolit oldatokban, melyekben Du
<<1, kozelitenek egymashoz, azaz - bizonyitva a fent vazolt
elképzelések helyességét - amikor az EKR polarizacioja
elhanyagolhato.

Osszegezve a fent vazolt elképzeléseket, elmondhaté, hogy:
(1) az irodalomban talalhatd nagyszamu adat a diszpergalt
részecskék elektrokinetikai potencidljarol sok esetben
nem helytalld, mert a szerzék a C-potencidl szdmitasanal
nem vették figyelembe az EKR polarizacidjat, (2) az
elektrokinetikai potencial szamitasoknal nem elegendd
az EKR hidrodinamikailag mobil részében 1évé ionfelhd
polarizaciojanak figyelembevétele (Wiersema modszere
szerint), mert a redlis kolloidrendszerek tobbségében az
ellenionok donté hanyada a Stern-réteg ¢s hasadasi sik
kozott elteriilé immobilizalt folyadékrétegben talalhato,
(3)az EKR teljes diffuz rétegében lokalizalt ionfelhd
polarizaciojanak figyelembevétele Du>1 feltételnél kotelezo,
ebben az esetben a pontos {-potencial szamitasokhoz (pl. a
Dukhin-Semenikhin 0sszefiiggésbodl) sziikséges a Stern-
potencial értékének ismerete, ami fliiggetlen feliileti vezetés
vagy dielektromos permittivitas- szorasi mérések alapjan
hatarozhat6 meg.

Osszefoglalo.

Osszefoglaltam  az  elektromos  kettdsréteg  kiilsd
elektromos térben megvaldsuld polarizacidjanak hatasat
a kolloidrészecskék elektroforetikai mozgékonysagara ¢és
ebbdl szamitott C-potencial értékére. Kimutattam, hogy:
(1) az irodalomban talalhaté nagyszamu adat a diszpergalt
részecskék elektrokinetikai potencialjarél sok esetben nem
helytalld, mert a szerz6k a C-potencial szamitasanal- a
klasszikus Smoluchowsi-egyenlet alkalmazasaval- nem
vették figyelembe az elektromos kettdsréteg (EKR)
polarizaciojat, (2) az elektrokinetikai potencial szamitasoknal
nem elegendé az EKR hidrodinamikailag mobil részében
1évé ionfelhd polarizacidjanak figyelembevétele (Wiersema
modszere szerint), mert a realis kolloidrendszerek
tobbségében az ellenionok donté hanyada a Stern-réteg és
hasadasi sik kozott elteriild immobilizalt folyadékrétegben
talalhato, (3) az EKR teljes diffuz rétegében lokalizalt
ionfelhd  polarizacidjanak  figyelembevétele  Du>1
feltételnél kotelezd, ebben az esetben a pontos C-potencidl
szamitasokhoz (pl. a Dukhin-Semenikhin 6sszefiiggésbdl)
sziikséges a Stern-potencial értékének ismerete, ami
fiiggetlen feliileti vezetés vagy dielektromos permittivitas-
szorasi mérések alapjan hatarozhat6 meg, (4) a fent vazolt
elképzelések helyességét polisztirol latex szuszpenzid
elekrokinetikai potencial és feliileti vezetéképesség mérések
¢és szamitasok alapjan bizonyitottam.

Kdszonetnyilvanitas.

Akutatastaz OTKAT043360 sz. téma keretében valositottam
meg. A tamogatast halasan kdszonom.
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The effect of the electrical double layer polarization in external
electric field on the electrophoretic mobility of dispersed particles
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shown that: (1) a considerable number of literature data on
electrokinetic potential of dispersed particles is not acceptable
because the authors did not take into account the electric double
layer (EDL) polarization, using by calculations the classical
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colloid systems the main part of counterions is localized in the
hydrodynamically immobilized liquid layer situated between the
Stern-layer and the slip plane, (3) the account of the EDL whole
diffuse layer polarization is compulsory at Du>1 condition, in
this case calculations of the exact values of the C-potential can
be perfomed by Dukhin-Semenikhin equation with using also the
Stern-potential values that should be determined by independent
measurements of surface conductivity or dispersion of low-
frequence permittivity of the suspension, (4) validity of the above
mentioned considerations was proved by electrokinetic and surface
conductivity measurements and calculations of polystyrene latex
suspensions.
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Molekularis lenyomata polimerek: kombinatorikus eloallitas,
nemlinearis kromatografia és pszeudo-immunanalitika

TOTH Blanka, PAP Timea, HORVATH Viola®, HORVAI Gyérgy

Budapesti Miiszaki és Gazdasdagtudomanyi Egyetem Kémiai Informatika Tanszék és *MTA Miiszaki Analitikai Tanszéki

Kutatocsoport 1111, Budapest Szt. Gellért tér 4.

Bevezetés

A molekularis lenyomati  polimerek (,,molecularly
imprinted polymer”, MIP) szelektiv szorbensek. Kiilonleges
tulajdonsagaikat eléallitasi modjuknak koszonhetik. A
polimert a szelektiven megkotni kivant anyag — ami lehet
viszonylag egyszer(i szerves molekula, pl. gyogyszer vagy
novényvédoszer, de lehet akar makromolekula vagy sejt
is — jelenlétében allitjak eld. Kovalens kotésen alapuld
lenyomatképzés esetén a célmolekula (,templat”) és a
monomerek kozott eldzetesen alakitanak ki reverzibilis
kovalens kotést, ami a templat €és a monomerek
kapcsolodasi modjat és geometrigjat rogziti. Nemkovalens
kolesonhatason alapuld lenyomatképzéskor a monomer(ek)
és a kozeg célszerli megvalasztasaval altalaban elérhetd,
hogy a polimerizacios elegyben a megkdtendé anyag és a
monomer molekulak kozott onrendezddés révén jelentds
intermolekularis kolcsonhatasok jojjenek létre. Az igy
kialakult térbeli elrendezés a polimerizacio soran keresztkotd
segitségével rogziil, kialakul a szilard polimer, a MIP.

1. Abra. A molekuléris lenyomatképzés sematikus menete (T=templat)

A templatot a MIP-hez kotd reverzibilis vagy masodlagos
kotéer6k valamilyen alkalmas, tobbnyire kompetitiv
reagens segitségével megbonthatok, ¢és igy a megkotott
anyag a polimerrdl leoldhaté. Visszamaradnak azonban
a mar kialakult kotohelyek, vagyis a kivalasztott anyag
térbeli és kémiai lenyomata. Ezért beszéliink molekularis
lenyomatképzésrdl. A polimer a templatot képes oldataibol
szelektiven adszorbedlni az emlitett lenyomatszeri
kotShelyekre. Az adszorbedlt anyag azutdn alkalmas
lemososzerrel ismét eltavolithato. Igy a molekularis
lenyomatu polimer ujrahasznalhat6.

A molekuléris lenyomata polimerek iranti nagy érdeklédést
elsésorban az indokolja, hogy a fent ismertetett eljaras
szinte barmilyen molekuldra szelektiv szorbens eldallitasat
lehetéve teszi az 6nrendezddési elv alapjan, azaz a bonyolult

szintézisek elkeriilésével. A MIP készités legegyszeriibb
modja a tdombpolimerizacios eldallitas (2. abra). Az elsd
1épés a templat, az oldoszer és a monomer dsszekeverése,
ekkor kialakulnak a templat-monomer komplexek.
Ezutdn adjuk hozzd a keresztk6td és az iniciatort, majd
oxigénmentesitett (altalaban nitrogénnel) atmoszféraban
lejatszatjuk a polimerizaciét. A kapott tombpolimert
Osszetorjiik és szitaljuk, majd a templatot kioldjuk beldle.

AVb 4

Oldoszer  Monomer
Templat

Keresztkots Imiciitor

2. Abra.A polimer szintézis menete (nem kovalens kélcsénhatason

Polimerizacio
alapulva).

Az igy kapott szemcsés szorbens fizikai ¢és kémiai
modszerekkel tesztelhetd (szemcseméret, porusméret
eloszlés, stiriség, valamint - kromatografias vagy szilard
fazisa extrakcios (SPE) oszlopba toltve - elcios és
szelektivitas jellemzok), de a gyakorlati felhasznalas és
nagy mennyiségben valo eldallitas hatékonyabb modszerek
kifejlesztését igényli.

Az 1. tablazatban néhdny példat mutatunk be molekularis
lenyomata polimerekre és azok lehetséges alkalmazasara. A
téma boséges irodalmabodl csupan néhany friss dsszefoglalo
kozleményt'>, egy konyvet® és két magyar nyelvil
értekezést”® emlitiink.

Kozleményiinkben a tovabbiakban csak a kis molekuldk
nemkovalens kolcsonhatason alapuld polimer lenyomataival
foglalkozunk. Célunkbemutatninéhanyj, altalanos modszert
e kiilonleges polimerek eldallitasara és alkalmazasara.
Hangsulyosan targyaljuk azokat a modszereket €s szamitasi
eredményeket, amelyek létrejottében aktivan részt vettiink.

A nemkovalens lenyomatképzés technologiajabol adédoan a
kapott polimerek sajatsagos tulajdonsagokkal rendelkeznek.
Az onrendezddés a tapasztalatok szerint altaldban nem
elég erds ahhoz, hogy csupa egyforma kotohely alakuljon
ki. Emiatt a kot6helyek kotéserdssége és szelektivitasa
elég széles skalan valtozhat egyazon anyagon beliil is. A
kotohelyek hozzaférhet6sége sem egyforma. Gyakorlati célra
késziilo szorbenseknél természetesen fontos a kdtéhelyek
konny, vagyis gyors hozzaférhetdsége. Ezért a molekularis
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lenyomata polimereket u.n. porogén oldoszerekben szoktak
elballitani. Igy nagy fajlagos feliiletii, mezoporusos anyag
jon létre és a kothelyek elsésorban a porusfeliileteken
alakulnak ki.

1. Tablazat. Molekularis lenyomati polimerek néhany alkalmazasa

Célvegyiilet Minta Modszer
Clenbuterol Vizelet SPE
L-fenilalanin anilid Puffer, oldoszer Kiralis HPLC

Teofillin Vér Mesters. ellenanyag
Oxidacios termékek Motorolaj Tomeg szenzor
Triazinok Vizek SPE

Kombinatorikus eloallitas

A molekularis lenyomati polimerek eldallitasanal szamos
technikai nehézséget kell megoldani. Ilyenek példaul:

- alkalmas monomert és keresztkotot kell talalni, amely(ek)
a lenyomatképzé molekulaval megfelelé kolcsdnhatasba
tudnak 1épni,

- a porogén oldészer oldja jol a monomercket és a
lenyomatképzé anyagot, de ugyanakkor ne Iépjen erds
masodlagos koélcsonhatasba a lenyomatképzdvel, mert akkor
gatolna a monomerek és a lenyomatképzo kozti kotodést,

- a lenyomatképz6t konnyen és teljesen el lehessen tavolitani
a polimerbdl a szintézis utan.

Ezek a problémak gyakran nehéz helyzet elé allitjadk még a
legrutinosabb szintetikus vegyészeket is. Ezért célszerlinek
latszott a vegyész altal elképzelhetonek tartott nagy szamu
lehetdség kozil egy gyors eldkisérlet sorozattal valasztani
ki a legmegfeleldbbeket. A feladat nem volt egyszer(i, mert
a hagyomanyos modszerekkel egy 1Uj polimer tisztitdsa
¢és jellemzése tobb napos feladat, ezért til sok alternativa
kiprobalasanem johetett szoba. Amegoldasta mas teriileteken
mar divatos kombinatorikus mddszer alkalmazasa jelentette.
(Tulajdonképpen nem a kombinatorikus jelleg dominalt
itt, hanem a kombinatorikus modszereknél hasznalt nagy
ateresztOképességll automatizalt technika atvétele).

A megoldast egy konkrét példan mutatjuk be. A cél a
fenitoin (difenil-hidantoin, 3. &bra) nevl gyodgyszerre
szelektiv MIP eldallitasa volt. A fenitoint az amid csoportjai
miatt célszerlinek latszott hidrogén hidas kotéssel kotni
a polimerhez. Ezt a célt — elvben — sokféle monomerrel
el lehet érni. Keresztkotoként a mar jol bevalt EDMA-t
(etilén-glikol-dimetakrilat, 3. abra) akartuk hasznalni. A
fenitoin a szokasos porogénekben (pl. diklérmetan, toluol,
acetonitril) rosszul oldodik, a jo oldoszerei (pl. alkoholok,
éterek) viszont gyengitik a monomerrel képzett masodlagos
kotéseket. Ezért a jo porogének ¢€s a jo oldoszerek elegyeivel
probalkoztunk.

O H\(O i

O\/\o

NH
O
O

3.Abra. Fenitoin és EDMA

El6észor is tizenkét kiilonb6zé monomert vizsgaltunk meg,
a polimerizaciot acetonitril és tetrahidrofuran 70/30 v/v
elegyében hajtva végre, fenitoin jelenlétében illetve anélkiil.
Utobbi modon a kontroll, nem-imprintelt polimereket
(NIP) allitottuk eld. A tizenkét monomer koziil csak kettd
bizonyult alkalmasnak a fenitoinnal val6 lenyomatképzésre.
Ezekkel a monomerekkel azutan négyféle oldoszerelegyben
készitettink MIP-et illetve NIP-et, és a kapott polimerek
kotéképességét két-két kozegben vizsgaltuk. fgy Osszesen
negyven polimert allitottunk eld ¢és vizsgaltunk be. A
hagyomanyos modszerekkel mindez kozel egy évi munkat
adott volna egy kémikusnak. Ehelyett — a polimerizacié és a
tesztelés miniatiirizalasaval, integraldséval és robotizalasaval
— a teljes vizsgalat egy hét alatt valosult meg®.

Nemlinearis kromatografia

A molekularis lenyomati polimerek potencialis alkalmazasi
teriileteinek egyike az elvélasztastechnika. Mar szamos
példat irtak le a kromatografias, szilard fazisu extrakcios,
elektroforetikus és hasonld alkalmazédsokra. Kiilonosen
sokat foglalkoztak a kiralis kromatografiai alkalmazasokkal.
A MIP-ek szelektiv adszorpcids tulajdonsagai bizonyos
fokig tervezhetden valtoztathatok az egyetlen vegyiiletre
vald szelektivitdas és egy adott vegyiiletcsoportra valo
szelektivitas kozott. Mindez jol hasznosithatdé példaul a
mintael6készitésben. Erre a célra mar kereskedelemben is
kaphatd MIP €s ujabb termékek forgalmazasat is igérik.

A nagy teljesitménytl = kromatografiass = (HPLC)
alkalmazéasokat bemutaté kozleményekben altalaban olyan
elvalasztasokat mutatnak be, ahol a szelektivitas kivald
de az oszlop hatékonysaga rendkiviil alacsony. A rossz
hatékonysag, vagyis a jelentds csucsszélesedés, valamint a
csucsok feltling aszimmetridjanak (tailing) magyarazataul
altalaban a MIP szemcsék nem gombszerti alakjat, tal
nagy méretét és a méreteloszlas széles voltat hozzak fel.
Ezek a tulajdonsagok a MIP-ck legegyszeriibb eléallitasi
modszerének (tdmbpolimerizacié) a kovetkezményei.
Az utobbi években szamos eredményes kisérletet tettek
homogén, gomb alakt és néhany mikrométer atméréji MIP
szemcsék eldallitasara. Mindez azonban nem sokat javitott
a helyzeten. Egy masik magyardzat szerint az emlitett
problémakat a MIP kotéhelyeinek inhomogenitasa okozza.
Ezért tobben is foglalkoznak a kotéserdsség szempontjabol
homogénebb MIP-ek eléallitasaval.

A hosszan elnyuldé csucsalakra a legjobbnak tiind
magyarazatot azonban Guiochon és munkatarsai adtak'®.
Ok néhany MIP esetében sikeresen bizonyitottdk, hogy
a csucsok torzulasa els6sorban termodinamikai okokra
vezethetd vissza, nevezetesen az adszorpcids izoterma
nemlinearis voltara.

A nemlinedris izoterma az analitikai kromatografidban
egy ismert, de lehetdleg elkeriilenddnek tartott jelenség.
A vegyészmérnokok, illetve a preparativ kromatografusok
szamara viszont éppen ez a megszokott, ugyanis a preparativ
munkaknal olyan nagy koncentraciokkal dolgoznak,
ahol az izoterma mar gyakorlatilag mindig -elhajlo.
Raadasul az elvalasztandé anyagok egymas adszorpcidjat
és igy retencidjat is befolyasoljadk, ami az analitikai
kromatografidban szintén szokatlan.
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A MIP-eknél ugyanezek a jelenségek fellép(het)nek, de mar
az analitikai koncentracid-tartomanyban, s6t még akar az
als6 méréshatarnal is.

Guiochon ¢és munkatarsainak eredményei a MIPekkel
foglalkoz6 analitikusok ¢és szerves kémikusok korében
nem taldltak nagy visszhangra. Ebben szerepe lehet a
nemlinearis kromatografia er6sen matematizalt voltanak.
Ugyanilyen fontos azonban, hogy a szerzék nem mutattak
rda a nemlinearis kromatografias viselkedésnek azokra
az altalanos kovetkezményeire, amelyeket a MIP-ekkel
dolgozoéknak feltétleniil figyelembe kellene venniiik. Az
alabbiakban ezeket a kovetkezményeket tekintjiik at.

A MIP-ek legfontosabb tulajdonsaganak, a lenyomatképzés
kovetkeztében 1étrejott szelektivitasnak a jellemzésére
kétféle mérdszamot hasznalnak: a kromatografias MIP
oszlop szelektivitasat (a), illetve a MIP oszlopon ¢és a
kontroll polimerbdl (NIP) késziilt oszlopon a templatra
mért retenciés tényezOk hanyadosat (IF: imprinting
factor). A szamitashoz sziikséges retencios tényezoket a
csticsmaximumok helyébdl allapitjak meg. Ezek az adatok
sajnos értelmiiket vesztik ha a vizsgalt anyagok adszorpcios
izotermaja annyira nemlinearis, hogy a csucsalakot dontden
az izoterma szabja meg.Marpedig Guiochon szerint és a mi
tapasztalataink szerint is ez a helyzet, s6t az irodalomban
kozolt kromatogramok alapjan joggal feltételezhetd, hogy
masok MIP-jei is igy viselkedtek.

Az elobbi allitds bizonyitdsara megmutatjuk, hogy a
szelektivitas mért értéke nagymértékben fiigg a beinjektalt
anyagok koncentraciojatol illetve a minta mennyiségétol.
Ennél is élesebben fogalmazva: minél alacsonyabb alsé
méréshatari detektort hasznalunk, annal szelektivebbnek
fogjuk taldlni ugyanazt a MIP oszlopot. A 4. abra sajat
méréseink alapjan mutatja, hogy egy fenitoin lenyomatu
polimerbdl késziilt oszlopon (50x3mm) a fenitoin és a timin
elvalasztasa javul a minta higitasaval.

A nemlinedris kromatografia sajatsagaibol kovetkezden
helytelenek azok a torekvések, amelyek a kotohelyek
kémiai sajatsdgainak homogenizalasaval vagy a tanyérszam
novelésével probaljak a csticsok alakjat javitani. A
kotéhelyek homogenitasa esetén az izoterma nem linearis,
hanem Langmuir tipust lesz, ami szintén egy nemlinearis
izoterma. Ez csak akkor tekinthetd koézel linearisnak,
ha a telitési kapacitasnak csak a toredékét hasznaljuk
ki, tehat az izoterma kezdeti szakaszan. A kotohelyek
homogenitasa tehat csak akkor hatdsos, ha egyidejlileg nagy
koncentracioban tudjuk eldallitani 6ket, ami viszont jelenleg
nem oldhat6 meg konnyen. A tanyérszam novelésével sem
sikeriilt eddig jelentds javulast elérni. Ennek oka — legalabb
részben - hogy a nemlinearis kromatografidban a tanyérszam
alig befolyasolja a csticsok szélességét.

A gyakorlat szamara talan legfontosabb kovetkeztetés az
elmondottakbo6l az, hogy az ujonnan eléallitott MIP-ek
jellemzésére feltétleniil meg kell mérni a lenyomatképzd
anyag izotermajat. Hasznos lehet tovabba a potencialis
zavard illetve elvalasztandd anyagok izotermajat is
megmérni, sOt vizsgalni kell a lenyomatképzd és az
elvalasztand6 anyag egyiittes adszorpcidjat is, mert
kolcsonhatasok lehetségesek. A kolcsonhatas (amitél a

fentiekben az egyszerliség kedvéért eltekintettiink) tobbféle
tipusu lehet. Leggyakrabban a kotéhelyekért valo versengés
fordul eld, de mi arra is talaltunk példat, amikor a két anyag
kolesondsen novelte egymas adszorpciojat!!.
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4. Abra. Fenitoin (F) és timin (T) elvalasztisanak javulasa a minta
higitasaval. A megadott koncentracioértékek mindkét anyagra
vonatkoznak. F=0,5ml/min, eluens: acetonitril, A=220nm, Vinj=10pl

Pszeudo immun-analitika

A molekularis lenyomati polimerek érdekes alkalmazasi
teriilete az immunreagensek helyettesitése. Egyes MIP-ek az
ellenanyagokhoz hasonl6 szelektivitassal és nagy egyensulyi
allandoval kotik meg a lenyomatképzé anyagot. Ugyanakkor
a MIP sokkal stabilabb mint az ellenanyag, reprodukalhatéan
allithato el6 és alkalmazasaval elkeriilhetok az allatkisérletek
is.

Tobben alkalmaztak mar sikerrel MIP-eket olyan mérésekre,
amelyeket hagyomdnyosan ellenanyagok segitségével
oldanak meg. Legtobbszor valamelyik versengé modszert
hasznaltak, vagyis a mérendd anyag egy jelzett anyaggal
versenyzett a polimer kotShelyeiért. Jelzett anyagként
gyakran alkalmazték a lenyomatképz6 molekula triciummal
nyomjelzett valtozatat. Ebben az esetben a versengd anyagok
kémiailag azonosnak tekinthetdk. A tovabbiakban csak ezzel
az esettel (u.n. homolog versengés) foglalkozunk.

Azellenanyagok helyettesitésére hasznalt MIPekkel a kutatok
ugyanugy optimaltak a mérési kdriilményeket mint ahogy az
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az immunanalitikdban régota szokasos. Ezek a mddszerek
rengeteg kisérletet igényelnek ¢és nem szolgaltatnak olyan
adatokat, amelyek birtokaban a mérés egy masik feladathoz
konnyen Gjra optimalhatd lenne. A kozelmultban sikeriilt
megmutatnunk'?, hogy az els6 optimalaskor elvégzett
mérésekb6l meghatarozhaté a MIP izotermdja, ez utobbi
ismeretében pedig a modszer mas feladatokra, példaul mas
linearis tartomanyra, mas als6 méréshatarra, mas jel/zaj
viszonyu detektorra egyszer(i szamitassal ujra optimalhato.
Az 5. abra példaul azt mutatja, hogy ha megvaltoztatjuk
a minta és a polimer mennyiségének viszonyat, az
Gj jelleggorbe konnyen szamithaté. fgy céljainknak
megfelelden valtoztathatjuk példaul az alsé méréshatart
¢és rogton lathatjuk ennek kovetkezményeit a tobbi mérési
jellemzokre, példaul a hasznos méréstartomanyra.

Kalibracios gorbe (ns* vs. Ig Canal)
_ 1,2E-12
3 I
£
« 1,0E-12
c ,X
8,0E-13 / ff
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;—o—m:SOmg
2,0E-13 cmexe---M:20mMg
—2—m:200mg
0,0E+00 ; ; . : : :
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5. Abra. (S)-propranolol izotermajabol szamitott kalibracios gorbék
kiilonboz6 polimer mennyiség esetén (assay térfogat és a jelzett
propranolol mennyiség allando)

Munkank érdekes kovetkeztetéseként azt talaltuk, hogy mig
a kromatografias alkalmazasoknal a nemlinedris izoterma
megnehezitiaMIP-ek alkalmazasat, addigazimmunanalitikai
tipusu alkalmazas kizardlag akkor lehetséges, ha az izoterma
nemlinedris. A kétféle alkalmazashoz tehat masképp kell
optimalni a MIP eldallitasi eljarasokat.

Molecularly imprinted polymers: optimization of their
preparation by combinatorial methods and applications
in non-linear chromatography and binding assays.

Molecularly imprinted polymers are selective polymeric sorbents.
They may be prepared for almost any adsorband by self-
organization principles. Miniaturization and automation of their
preparation and testing is feasible and speeds up the optimization
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Osszefoglalas

A kozlemény onrendezddéssel képz6do, szelektiv polimer
szorbenseket, u.n. molekuldris lenyomatu polimereket
ismertet. Megmutatja, hogy az eldallitdas és tesztelés
miniatiirizalasaval és automatizalasaval felgyorsithaté és
gépesithetd az a folyamat, amelyben tetszdleges megkotni
kivant vegyiilethez megtalaljuk a megfeleld polimerizacios
recepturat. A molekularis lenyomata polimerek alkalmazasi
lehetéségei koziil két fontos teriiletet mutat be a cikk: a
kromatografiat és a polimerek mesterséges ellenanyagként
valo felhasznalasat. Konkrét példakon keresztiill ramutat
arra, hogy a molekularis lenyomatu polimereket alkalmazé
technikdk optimaldsadt a polimer adszorpcids egyensulyi
izotermajanak ismeretére célszerd alapozni.
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process. Two important fields of application for the imprinted
polymers are chromatography and binding assays. Method
optimization in both applications may be accelerated by measuring
and using the corresponding adsorption isotherms.
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Kapcsolt termoanalitikai modszerek vékony filmek
technologiajanak fejlesztésében
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1. Bevezetés

A termikus analizis, amelynek Magyarorszdgon is nagy
hagyomanyai vannak,'? leggyakrabban poritott, ill.
apritott formaju analitikai mintakat vizsgal. Azonban a
termoanalitikai technikdk és mérdberendezések, jelenlegi
magas Osszetettségi  szintjiknek kdszonhetéen mar
ma is képesek vizsgalni olyan homérséklet indukalta
valtozasokat, amelyek vékony filmekben jelennek meg, ahol
a rendelkezésre all6 mintamennyiség csekély, rendszerint
1 mg/ecm? alatt van. Ez kiszélesiti a termikus analizis
alkalmazhatésagi korét a  vékonyfilm-technologiahoz,
mely kulcsszerepet jatszik 0j anyagok, folyamatok ¢és
eszkozok kifejlesztésében, kiillondsen a mikroelektronikai és
optoelektronikai ipar szamara. >*

Egyik nem tal régi példija a mind vékony rétegek
mind porok formajaban igen jelentds alkalmazasi
potenciallal biré 0j anyagoknak a magas hémérsékleti
szupravezetOk. A termikus analizist ezen 0j oxidkeramia
anyagok tanulmanyozédsara mar rogton a felfedezésiik
utan alkalmazni kezdték, és kiilonésen a szupravezetk
szintézisében ¢és a kivanatos oxigéntartalmuk, ill.
oxigénsztochiometrigjuk jellemzésére a termoanalitikai
modszerek elengedhetetleneknek bizonyultak.>”’

Altalaban elmondhatd, hogy a termikus analizis most valik
azon technikaknak az egyik gyakran hasznalt csoportjava,
amelyek képesek problémamegoldasra a vékonyfilmek
formajaban levalasztasra és jellemzésre keriilé6 anyagok
korében. A termikus analizis megndvekedett hasznalatanak
egyik oka, tobbek kozott, a vékony filmek kémiai
levalasztasi modszereinek a mind gyakoribb alkalmazasa,
amelyek sordn a prekurzoranyagok és levalasztas kémiai
folyamatai kényelmesen tanulmanyozhatok a termikus
analizis eszkozeivel.

2. Vékony filmek és alkalmazasuk

Altalanos elfogadott definicié a vékony filmekre nincsen,
de szokasosan a vastagsaguk alapjan definialjak oket, azaz
az lpum alatti rétegeket vékony filmeknek nevezik. Egy
masik definicio szerint vékony filmek mindazok a rétegek,
amelyeket egy vékonyfilm-levalasztasi modszerrel allitottak
elé, még akkor is ha a tényleges rétegvastagsaguk a néhany
pm-t is meghaladja. Altaldban a legtobb mikroelektronikai
¢és optoelektronikai eszkdz olyan vékony filmeket alkalmaz,
amelyek rétegvastagsaga 1 mikron alatt van.

1. Tablazat. Vékony filmek alkalmazasasanak néhany példaja

Elektromos kontaktusok Fémek, pl. Al Cu,

Ag, Au, W, Pt
o B In,0,:Sn* (ITO)
,0, >
Atlatsz6 vezetdfilmek SnO.:F (FTO)"
Félvezetd filmek GaAs*

Fotovoltaikus filmek napelemekhez* CdTe, CulnSe,

YBa,Cu,0, , 4

3778
ALO,, SiO,,

. A e > 27
Szigetel6 filmek, ‘high k (Z10., HfO,)"

ZnS:Mn, SrS:Ce*"4

Szupravezet6 filmek’

Elektrolumineszcens filmek*

Kopasallo rétegek TiN, TiC

Gaz szenzorok SnO,
Vékonyfilm kondenzatorok BaTiOy PbTiO3
Piezoelektromos filmek LiNbO,
Anti-reflexios rétegek CeO,

3. Vékony filmek levalasztisanak modszerei

Praktikus moédon ugy oszthatjuk két csoportba a vékonyfilm-
levalasztasok modszereit, hogyha levalasztasi folyamat
természetét tekintjiik, ami lehet fizikai avagy kémiai. A
fizikai modszerek a termikus és lézeres elparologtatas,
a molekulasugar-epitaxia (MBE) ¢és az ionmaratas
(sputtering) modszereit foglaljadk magukba. A kémiai
modszerek gazfazisi és oldatos levalasztasi technikak
lehetnek. Gazfazisi modszer a kémiai gbzlevalasztas
(CVD)* és annak egy érdemileg Ujszerii variansa, az
atomréteg-levalasztas/epitaxia (ALD, korabban ALE).>!°
A porlasztasos pirolizis, a szol-gél, a spin- és dip-befedés
modszerei viszont prekurzor oldatokat alkalmaznak. Mivel
a végtermék szilard halmazallapoti film, a CVD és ALD
folyamatok magukba foglaljak a szilard vagy folyadék
halmazallapota prekurzorok elparologtatdsat, a gdézok
mozgasat, és az azt kovetd reakciot a hordozolap feliiletén,
azaz naluk a halmazallapotvaltozasok sorozata: sz/f > g >
sz. Az oldatos technikaknal a szekvencia csupan f > sz.

4. Termoanalitikai technikak a vékony filmek kozvetlen
tanulmanyozasaban

Bar a termoanalitikai alaptechnikdk ¢és kombinacidik
alapvetoek régi ¢és Uj anyagok vizsgalatiban ¢és
fejlesztésében, csak ritkan alkalmazzak ket kdzvetleniil
magukra a vékony filmekre. Ez tobbek kozott amiatt van,

“ Fészerzb. Tel.: +36-1-463-4047 ; fax: +36-1-463-3408 ; e-mail: madarasz@mail.bme.hu
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hogy a szokasos termoanalitikai technikdk kimutatési
also hatara, ill. érzékenysége az esetek tobbségében nem
megfeleld a filmminta nagyon kis mennyisége miatt, ill. azt
is szamba véve, hogy az a kevés filmminta is egy kiterjedtebb
hordoz6 anyag tetején helyezkedik el Gyakorlatilag egy
modszer tekinthetd kivételnek ez aldl, mégpedig a magas
hémérsékletli rontgendiffrakci6 (HTXRD),!'?!  amely
képes kozvetleniil is felvenni a diffraktogrammot egy-egy
olyan vékony filmrdl is, amely csak kb. fél mikrométer
vastagsagban fekszik a hordozo tetején (1. abra).
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1.Abra. In situ magas hémérsékletii rontgendiffrakcioval (HT-XRD)
(a) 28, (b) 600, (c) 800 ¢és (d) 1000°C-on mért SrS thin film minta (630
nm). A csucsok azonositasa 1000°C-on azt mutatja, hogy a vékony SrS
film reagalt a leveg6vel és a szilicium hordozo lapkaval. Az azonositott
fazisok: a=SrSO,, b=SrSiO,, c=SrSi0, ."

Kedvez6 esetben, nagy érzékenységli DTA/DSC
berendezések  iképesek  lehetnek  fazisvaltozasokat
kozvetleniil is detektalni vékonyfilmekben. Leggyakrabban
viszont a hordozordl eltavolitott és Osszegytjtott filmet
lehet érdemben megvizsgalni ilyen modon.* Kiilondsen
jo megoldas lehetdségét jelenti az, ha a vékonyréteget
kozvetleniil a vékonyréteg eldallitasi  modszerekkel
mikrofabrikalt ,, nanokalorimetrias”, ill. ,,vékonyréteg DSC
(TF-DSC)” Si,N,/Pt szenzoregység feliiletére valaszthatjuk

le 22-23

Az Un. mikro-termikus analizis (UTA) vagy mas néven
pasztazo termikus mikroszkopia (SThM)* pedig oly mddon
teszi lehetdvé a mintak kiillonbozo teriileteinek jellemzését
termikus tulajdonsagaikkal (pl. olvadasponttal, lagyulasi
ponttal), hogy kombindlja az atomi térerd mikroszkopia
képalkotd képességét a lokalisan elvégezhetd termikus
analizissel (kalorimetrias és termomechanikus mérések
formajaban). Ez a szerves polimer filmeken tulmenden
szervetlen vékonyfilmek elemzésére is lehetdséget nytjthat®,
masfeldl a tliszonda az aktiv fiité és hdarammérd voltan tal
pirolizalo kalorifer szerepet is nyerhet, amikor is a keletkez6
gbzoket, gazokat csapdazas utdin GC-MS berendezésbe
deszorbealtathatjak, ill. kozvetleniil tomegspektrométerbe
juttathatjak?. A tliszonda passziv hOmérsékletmérd
szerepbe keriilhet, ha a mintara szélessava IR-forrast
fokuszalnak reflektald optikaval, s a mintahdmérsékletnek
az abszorbealt sugarzas miatti emelkedését a szondaval
detektaljak és felhasznaljak a minta reflexios spektrumanak
rekonstrualasara.?*?’.

A fejlodégaz-analizis  (EGA)
kovetleniil  vékonyfilmekre — torténd

modszerei  koziil
alkalmazasra a

tomegspektrometria latszik legalkalmasabbnak.?® Tobb
szerz0 is tomegspektrométerrel vizsgalta GaAs tipusu
félvezetok aranykontaktussal valo ellatasakor megjelend As
eltavozasat.”*! Hasonlé vizsgalat ala vetették GeSe filmeket
is, ahol H,Se tavozasat figyelték meg.*

Az emandcidés termikus analizis (ETA) érzékenysége is
elegendéen magas a vékonyfilmek kozvetlen vizsgalatara,
de a nyert adatok interpretalasa nem igazan egyszerd, ill.
egyértelmii.

Egy igen hatékony 1j termikus mérOberendezés a
rontgendiffrakciéval szimultan kapcsolt  differencialis
pasztazdé  kaloriméter  kombinacioja  (XRD/DSC),*
amely kedvezd esetekben talan vékonyfilmek kozvetlen
vizsgalatara is alkalmas lehetne.*

5. Termoanalitikai technikak a vékony filmek képzdédési
folyamatainak tanulmanyozasiaban

A kép az eddigiektdl egészen kiilonboz6 lesz, ha a
termoanalitikai  moddszerek  alkalmazasi  lehetéségeit
az eldallitasi folyamatok teljes lancolatdban nézzik, a
prekurzoroktol a kiilonbozo alkalmazasi célokat szolgalo
vékonyfilmekig (2.4bra). Kiilonosen az els6é 1épés, a
prekurzorok szintézise ¢és jellemzése kivanja meg a
termoanalitikai technikak széles skalajanak hasznalatat.
Példaul, alapvetd informaciok nyerheték az oldatos
levalasztasi (szol-gél, porlasztasos pirolizis) technikak
folyamatair6l, amikor a prekurzorok hébomlasi reakcioit
tanulmanyozzuk a vékonyfilmek -eldallitasat szimuldlo
kortilmények kozott, célszerlien szimultan termogravimetria
és differencialis termoanalizis (TG/DTA) segitségével.

Prekurzorok szintézise és jellemzése

- olvadaspontok, forraspontok mérése (DTA, DSC)

- tisztasagvizsgalat (DSC, DTA)

- illékonysagvizsgalat (TG)

- gazfazisu specieszek felderitése (TG-MS, TG-FTIR)

- a vékonyfilm-novekedési reakciok szimulacioja (TG/DTA-ban)

Vékonyfilm-novesztés CVD-vel, ALD-vel

in situ monitoralasa

- a reaktor atmoszférajanak MS-sel, FTIR-gazelemzével
- a hordozo feliiletének spektroszkopiai modszerekkel

- a filmtomeg novekedésének kvarckristaly-mérleggel

A vékonyfilmek jellemzése, vizsgalata
- termikus degradaciojuk, TG-vel, EGA-MS-sel, ETA-val
- fazisatalakulasaik, magas homérsékletti XRD-vel

- reakciojuk a hordozojukkal, DTA/DSC, XRD

2. Abra. Vékony filmek gazfazist kémiai (CVD, ALD) modszerekkel
torténd levalasztasaban alkalmazhato termoanalitikai modszerek.?

Avékony filmek gazfazist kémiai (CVD, ALE) modszerekkel
torténd levalasztasanak in situ nyomonkdvetésében,
a levalasztasra  leginkabb  alkalmas  hdémérsekleti
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tartomanyokban  leginkdbb  hasznalhatd  analitikai
mérémiszercknek a kvarckristaly mérlegek (QCM) és
kvadrupol tomegspektrométerek (QMS)  bizonyultak,

egyrészt a vékonyfilm tomeggyarapodasanak, masrészt a
kovetésére.™¥ Az oldatos technikdk koziil a szol-gél
eljarasok szinte mindig megkovetelik a levalasztott rétegek
megfeleld gazatmoszféraban torténd utodlagos hékezelését,
igy a TG-hez kapcsolhaté fejlédégaz analitikai miiszerek
kiilonosen a tomegspektrométerek (TG-MS) igen jelentds
szerephez jutnak a nem kivant filmalkotok eltavozasanak,

Magyar Kémiai Folyoirat - Eldadasok

elbomldsdnak a nyomonkovetésében pl. elektrokatalitikus
filmként alkalmazando 1IrO,/SnO,, RuO, vezetdoxidok
esetén. 340

A porlasztasos pirolizis technikdk esetében az egyes
prekurzorok, ill. szerencsés esetben az egyforrasu, azaz
a sziikséges elemeket lehetéleg mar a vékony filmnek
megfeleld aranyban tartalmazod prekurzorok termikus
stabilitasanak és reakcioképességének vizsgalatara az 0sszes
eddig emlitett termoanalitikai modszer alkalmazasara van
példa.

o CS, (1490-1550)
. 0.15 T = 235°C, air
3
5 0.10
=
S . ] NH; (966)
"2.: 0.051 NH, (3333) (S, (-2190-) \N/H;{%E)
— NH, (-1600-) l o Il HCN (714)
0 CO(2361)
oo a1 o 5 5 3 1 5 3 3 o 0 35 3 3 s 1 5 5 3 3 0 3 3 3 3 0 3 2 3 3
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber / ecm”
50, HCN (714)
. 015 T=245°C.air 8 (1300-1400) |
o 0.10‘ "
£ NH,CN (2284) Nﬂiﬁ%@w)
E ik - NH.CN (2251) i
S (200-3400)  S02(2500)
O‘ N.Ii;l(3§35l] L 1 .“_hh“p_’l g s 0 5 3 3 a1l
4000 350( 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber / cm’

3. Abra. ZnS filmek porlasztasos pirolizises eléallitasara ajanlott,* (Zn- és S-tartalmi) egyforrasi Zn,(tiokarbamid),Cl, prekruzor vegyiilet termikus
bomlasasa soran keletkezé g6zok és gazok FTIR spectrumai egy on-line kapcsolt TG-FTIR-gazcellas mérérendszerrel in situ mérve. A 235°C-on intenziven
keletkezd széndiszulfid (CS,) (felsd spektrum) az aramlo levegdben meggyullad és 245°C-on mar az égéstermékei, Gigymint kéndioxid (SO, ) és karbonil-
szulfid (COS) jelennek meg, ill. hidrogéncianid gaz, HCN intenziv fejlodése is tapasztalhaté (also spektrum), (fiitési sebesség 10°C min™!, kezdeti

mintatomeg 24,10 mg, az interferogramok kumulalasi ideje kb. 30 s).*!

A magasabb informdaciodtartalom elérése és az adatok jobb
interpretalasa érdekében a prekurzorok elézetes vizsgalata
soran is elény0s, ha két vagy tobb egymast kiegészitd
termikus és analitikai modszer egylittes kombinacidjat,
azaz szimultan, ill. on-line kapcsolt termoanalitikai
mérdberendezéseket (TG/DTA-MS, TG-FTIR, XRD-DSC)
hasznalunk (3.4bra).3* 142
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gas analysis (EGA) are applied for precursors and processes. For
enhanced information content and a better interpretation of the
data it is advantageous to use, instead of a single technique, two or
three of simultaneous and/or online coupled TA methods (e.g. TG/
DTA-MS, TG-FTIR, or XRD/DSC) which complement each other.
For studies on organic polymer films, newly developed micro-
fabricated thin film DSC (T-DSC) sensors, and various hyphenated
EGA-methods of micro(u)-TA or scanning thermal microscopy
(SThM) provide very promising means.
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Az élelmiszerbiztonsag és -minoség kihivasai az
¢lelmiszeranalitikaban

VARADI Maria’
Kozponti Elelmiszer—tudomdnyi Kutatointézet, 1022. Budapest, Herman Otto-ut 15.,

1. Bevezetés

Napjainkban vilagszerte az érdeklddés kozéppontjaba
keriilt az élelmiszerbiztonsag ¢és mindség kérdése. Az
orvostudomany, a biologia, a kémia ¢és fizika 0j eredményei
alapjan lehetéség nyilik arra, hogy a taplalkozas soran
az emberi szervezetbe jutd anyagok pozitiv €s negativ
hatasait mind jobban megismerjik. A globalizacid, az
¢élelmiszerek szabad kereskedelme a vilagban, sziikségessé
teszi az élelmiszerbiztonsag feltételeinek megteremtését,
a kockazatelemzés megvaldsitasait az emberi egészség
védelme érdekében.

Az élelmiszerekbdl szarmazd egészség-veszélyeztetés
megitélése kockazat becsléssel lehetséges. A kockazatbecslés
nem nélkiilézheti olyan analitikai modszerek alkalmazasat,
amelyek biztositjak a vizsgaland6é anyagok/komponensek
nagy érzékenységli (ppm, ppb) szelektiv mérését,
kimutatasat, valamint a gyors eredményszolgaltatast.

Sok esetben a hagyomanyos analitikai moddszerek
nem alkalmazhatok a minGségbiztositasi rendszerek
kiépitésénél.

A modern élelmiszervizsgalati modszerek mellett, mint
a nagyhatékonysagt folyadék-kromatografia (HPLC),
gazkromatografia  (GC), tomegspektrometria  (MS),
HPLC-MS, GC-MS, atom- és molekula-spektroszkopia,
magmagneses rezonancia (NMR), egyre inkabb eldtérbe
kertilnek a kiilonb6z6 biologiai és molekularis biologia
modszerek. fgy a bioszenzorok kiilonboz6 tipusai, az
enzimalapi szenzorok, az immunszenzorok, az affinités
szenzorok, tovabba az egyéb immunanalitikai modszerek,
valamint a DNS alapu eljarasok.

Jelen kozlemény keretében ismertetjik azokat az
¢élelmiszerekbdl szarmazo6 veszélyeket, amelyek bizonyos
esetekben szervezetiink karosoddsahoz vezethetnek. A
kozlemény rovid attekintést ad a szennyezék mérésére
alkalmas analitikai modszerekr6l, néhany példan keresztiil
bemutatja az ujonnan kifejlesztett modszerek hatékonysagat,
alkalmazhatosagat.

2. Elelmiszerbiztonsag és -minéség

Az ¢lelmiszerbiztonsag ¢és élelmiszermindség egymassal
szoros kapcsolatban levd, egymastdl el nem valaszthatd
fogalmak. Az élelmiszermindség, amint az 1. abra mutatja,
magaban foglalja az élelmiszerbiztonsag kovetelményét,
azaz az ¢lelmiszer fogyasztasa nem okozhat ételmérgezést, -

“ Tel: 355 8982; Fax: 212 9853; e-mail m.varadi@cfri.hu

fert6zést, egészségkarosodast. Az élelmiszernek ugyanakkor

a fogyasztd igényének megfeleléen egészségesnek,
taplalonak,  élvezetesnek és  ezen  tulajdonsagait
romlasmentesen megodrizve fogyasztasra alkalmasnak

kell lenni. A fogyaszthatésag fogalma ezen kiviil mas
paramétereket is tartalmaz, igy példaul a csomagolas-,
jelolés-, feldolgozottsag jellemzéit, stb. .

ELELMISZERMINOSEG
Egészségre
-_— ]
artalmatlan hasznos mindség
EGESZSEGES FOGYASZTASRA
BIZTONSAG TAPLALO ALKALMAS
ELVEZETES

1. Abra. Elelmiszermin8ség fogalma

3. Az élelmiszerek mindségét, biztonsagat veszélyeztetd
és Kkarosito tényezok, valamint ezek kimutatasara,
meghatarozasara alkalmas analitikai médszerek.

3.1. Biolodgiai szennyezettség

3.1.1. Baktériumok

Az élelmiszerekkel kozvetithetd mikrobak koziil az utobbi
idében szamos fertézést okozott a Salmonella enteritidis,
amely els6sorban szarnyasokbol, sertésekbdl, feldolgozo
eszkozok feliiletérdl, nyers tengergyiimolcseib6l mutathatod
ki. Tovabba szédmolni kell a huskészitményekben,
gytimoélceslevekben, nyers tejben az Escherichia coli, a nyers
tejben, lagy sajtokban, fagylaltban, nyers husokban, nyers,
ill. fustolt halakban a Listeria monocytogenes, valamint
els6sorban vizekben a Vibrio cholerae jelenlétével.

A mikroorganizmusok vizsgalata, kitenyésztése igen
hosszu id6t igényel (5-7 nap), ezért egyre fontosabb a gyors
tesztek, elektrokémiai immunszenzorok >3, jel6lés mentes
immunszenzorok *° fejlesztése.

Az immunszenzorok kozil a kvarckristaly mikromérleg
(QCM) jelolésmentes detektalason alapuld eljaras sémajat
mutatja be a 2. dbra, mig a 3. abran az e detektorral mért
jelek lathatok kiilonb6z6 E. coli standardok esetén ©.
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2. Abra. A kvarckristaly mikromérleg (QCM) analizator mitkodési elve
a) puffer oldat, b) perisztaltikus pumpa, c) minta injektor, d) atfolyo cella,

e) hulladék, f) oszcillator, g) kvarckristaly analizator, h) potenciosztat, i)
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standardokra a) 0, b) 2.3x10°, ¢) 1.8x107, d) 2.2x107, €) 3.1x107 f) 8.7x10’
CFU/ml E. coli.

3.1.2. Penészgombak altal termelt mikotoxinok

A gombak jelenléte az élelmiszerek ill. élelmiszer-
nyersanyagok  mindségét  hatranyosan  befolyasolja,
hiszen jelentds szerepiik van az élelmiszerek érzékszervi
tulajdonsagainak romlasaban, tapértékének csokkenésében és
az altaluk termelt mikotoxinok egészségkarosito hatasaban 7.
Aflatoxinokat elsésorban az Aspergillus flavus, A. parasiticus,
termeli. A nvényi terményekben a B, és G, toxin fordul eld
leggyakrabban és a legnagyobb mennyiségben, a tejben az
aflatoxin M, és M, hidroxilalt metabolitok valasztédnak ki. A
kozvetlen emberi fogyasztasra vagy felhasznalasra szolgalo
arura 4 g/kg osszes aflatoxin, ill. 2 ug/kg B, a felhasznalas
elétt még valogatasra, tisztitasra kerilé termékekben 5
vagy 8 pg/kg Osszes aflatoxin, ill. 10 vagy 15 pg/kg B, a
megengedett hatarerték. A tej és tejtermékek aflatoxin M,
tartalma legfeljebb 0,05 pg/kg lehet. Ochratoxinokat az
Aspergillus és Penicillin torzsek termelik és leggyakrabban,
és legnagyobb mennyiségben a gabonanemiickben,
hiivelyesekben (kakao-, kavé- és szdjababban) rizsben,
borban, aszalt gylimdlcsokben, fiiszerekben fordulnak eld. A
gabona magvak fizikai kezelésével (mosas, feliileti koptatas)
az ochratoxin-A szennyezettségnek tobb mint a fele
eltavolithatd. Az élelmiszerek megengedhetd ochratoxin-
A szintjeire nemzetkozileg elfogadott hatarértékek még
nincsenek, néhany orszagban ezt 5-50 pg/kg értékben
hataroztdk meg. A Fusarium gombakultirakbol izolalt
zearalenon-szarmazékok koziil a zearalenon (F-2 toxin)
a legjelent6sebb, mint a ndvényi termékek természetes
szennyezdje. A Fusarium a gabonaféléket mar a foldeken
megtamadja. A gomba novekedése és a toxin képzodése

a betakaritas utan is folytatddik, ha a termény kezelése és
szaritasa nem megfelels. A zearalenon a gabonaféléken
felilleti szennyezddésként jelenik meg, a malomipari
feldolgozas utan a korpaba keriil. Hatarértéket csak kevés
orszagban allapitottak meg az F-2 toxinra 30-1000 pg/kg
kozotti értékben. A patulint az Aspergillus, Penicillin
és Byssochlamys torzsek termelik. A patulin penészes
gylimolcsokben, zoldségekben ¢és cerealidkban, illetve
takarmanyokban, valamint feldolgozott gylimoéles és
z6ldségkészitményekben fordul eld, leggyakrabban a sériilt
feliiletli ,,kék penész” miatt romlott almafélékben mutathaté
ki. A hatarérték Magyarorszagon azonos a jelenleg
nemzetkozileg elfogadott 50 pg/1 értékkel.

Az igen alacsony hatarértékeknek megfelelden a
mikotoxinok azonositasara és mennyiségi meghatarozasara
egyre kisebb kimutatasi hatarral rendelkezé analitikai
moédszerekre van sziikség. Napjainkban az altalanosan
alkalmazott  vékonyréteg-kromatografia,  tulnyomasos
réteg-kromatografia & kapillar elektroforézis ® mellett egyre
gyakrabban HPLC technikat hasznalnak fluoreszcencias
vagy tomegszelektiv detektalassal '°. A gyors modszerek
koziil kifejlesztésre keriiltek immunoassay (ELISA teszt
csomagok) 7, fluoreszcens polarizacios assay ', radio-
immunoassay alapu eljarasok '¢ (0,2 ng/ml), SPR (surface
plasmon resonance) detektalason alapulo jelolés mentes
immunszenzorok ' ¥ (0,2 ng/g aflatoxin,0,1 ng/g OTA,
0,01 ng/g ZON), monitorozasra pedig antitest alapu
immunaffinitdas kolonnakat '+ ' (0,1 ppb aflatoxin) és
immunteszt csikot forgalmaznak '2. A 4. és 5. abra bemutatja
egy korszerti technikan, az optikai hullamvezetdé fénymaodus
spektroszkopian (OWLS) alapulé immunszenzor mitkodési
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3.1.3. Prionok, BSE

Az eddigi kutatasi eredmények alapjan legvaldsziniibbnek
tekinthetd elmélet szerint fert6z6 természetii fehérjék:
prionok (protein of infectious nature, proteinaceous infectious
particles, roviditve a PrP-k) valtjak ki a kerge marha kort
(Bovine Spongiform Encephalopathy, BSE), amely emberre
atjutva okozhatja a CJD betegséget. A fertdz6 prionok olyan
kis molekulatomegt fehérjék, amelyek a beteg allatok (¢és az
ember) idegsejtjeiben képzddnek, s a kozonséges PrP-ktdl
,csupan” néhany aminosavban, illetve a PrP-k megvaltozott
térszerkezetében kiilonboznek egymastol. A fert6zo
prionokat a fehérjebonté enzimek nem képesek elbontani,
ellendlld képességiik igen nagy, ferttlenitdszerekkel nem
tehet6k artalmatlanna, biztos elpusztitasukhoz 133 °C-on
legalabb 20 percnyi hékezelési idore van sziikség. A fert6zés
lehetéségének kizarasa érdekében mindennemti allati eredetii
fehérjetakarmany (husliszt, vérliszt, csontliszt) behozatalat,
tovabba ezen anyagok takarmanyba valé bekeverését és
etetését megtiltottak.

Mivel a prion viszonylag apro fehérje és kis mennyiségben
van jelen, rendkiviil nehéz a kimutatasa. Megbizhato
megoldast erre elsdsorban a Western Blot, illetve LIA
(luminescence immunoassay) technika alkalmazasa kinal
2, Szamos affinitas alapu bioszenzort fejlesztettek ki, ilyen
példaul: a fluoreszcein isotiocianattal jelolt prion epitop

kompetitiv meghatarozasa 2!, nanorészecskék felszinén

rogzitett fluoreszcens prion epitop alkalmazasa >, SPR

felszinén rogzitett antitesttel jelolésmentes eljaras .
3.2. Elelmiszerek természetes toxikus vegyiiletei

A soska- és parajfélékben talalhatdo oxalsav, a mandula és
barackmag, valamint a csonthéjas gylimdlcsokbdl késziilt
gytimolespalinkdk cianhidrogén- és metilalkoholtartalma,
valamint a zoldségfélékben akkumulalodd nitratokbol
esetleg keletkez6 nitrozaminok kozismerten veszélyt
jelenthetnek az egészségre bizonyos koncentracid tartomany
felett. Ezek mérése mar régota fontos részét képezi az élelm
iszervizsgalatoknak.

A biogén aminok az élelmiszerek egy részének természetes
alkotoelemei, fontos szerepet jatszanak az aroma és
izanyagok kialakulasaban. A biogén aminok mennyisége
az ¢lelmiszer frissességét, higiéniai allapotat, gyartasi és
tarolasi koriilményeit jelzi. A biogén aminok mérésére
els6sorban a HPLC és OPLC technikakat alkalmazzak,
de ELISA tesztek is bevezetésre keriiltek, valamint enzim
reakcion alapuld bioszenzor kutatasok is megindultak . A
6. abra FIA rendszerbe illesztett diamino oxidaz enzim alapu
bioszenzor mitkodési elvét mutatja be, amelyet az 6sszbiogén
amin meghatarozasara hasznaltak, mint romlasindikator 2.

Az alkaloidok koziil a burgonyaban, kiilonosen szélsOséges
iddjarasi korilmények kozott a szolanin tartalom jelentGsen
megndvekedhet. Az étkezésre alkalmas burgonya szolanin
tartalma nem haladhatja meg a 180 mg/kg-ot. A mak
alkaloidok koziil a morfin, narkotin, tebain és kodein
étkezési makban megengedhetd mennyiségét rendelet irja
el6, a morfin tartalma nem haladhatja meg a 30 mg/kg
értéket.
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6. Abra. Enzimalapi amperometrids bioszenzor miikodési elve

Az alkaloidok meghatarozasara jol bevaltak a kiilonb6z6
nagyhatékonysagi kromatografias modszerek 2% . A
gyors vizsgalatok céljara ELISA teszteket, liposzomakat
tartalmazo fluoreszcencias tesztet, kolinészteraz alapti FET-
et és molekularis meghatarozason alapulé amperometris
modositott elektrodot is fejlesztettek 2 2.

3.3. Vegyi szennyezettség
3.3.1. Toxikus fémek és elemek

Az olom a talaj, a viz és a levegd kozvetitésével jut a
ndvényekre, az élelmiszer-nyersanyagokra. Az allati eredetli
¢lelmiszerek — a tej kivételével — altalaban tobb o6lmot
tartalmaznak, mint a ndvények. Kadmiumot elsésorban
a gabonafélék, zoldségek és a burgonya tartalmazza. Az
arzén a bioszféraban természetesen lejatszodd metabolikus
folyamatok eredményeként kiilonboz6 szerves és szervetlen
formaban fordul el6 az egyes ¢lelmiszerekben. A szervetlen
arzéntrioxid kozismert méreg, a metilalt formanak (pl.
dimetil-arzenat) azonban kicsi az akut toxicitasa, mig
a halakban ¢és rakfélékben eléforduld legfontosabb
arzénvegyiilet, az arzenobetain, nem tekinthetd toxikusnak.
Leggyakrabban az ivovizbol, gombakbol, rizsbdl keriil az
emberi szervezetbe. Higanyt, illetve higanyvegyiileteket
sokféle célra hasznalnak, tobbek kozott fungicidek és
csavazoszerek, egyes gyogyszerek ¢és kozmetikumok
hatoanyagaként. Az élelmiszerek koziil a zoldségfélékben és
a burgonyaban altalaban csak 1-2 g/kg, a gabonafélékben 5-
6 mg/kg, a husokban 6-15 mg/kg, a halakban olykor 20-2000
mg/kg higany talalhato.

A fémtartalmi anyagok vizsgélatanal a szerves anyagok
eliminalasa utan a fémtartalom meghatarozasara az
¢lelmiszerek dont6 tobbségénél az atomabszorpcids
spektrofotometrias (AAS) eljaras kiilonféle technikait
alkalmazzak, igy a fémek oldatanak langba porlasztasat,
langmentes hidegg6zos eljarast, vagy grafitkdlyhaban
torténd atomizalast. Korszer(i vizsgalati eljaras az induktivan
kapcsolt plazmaemisszids spektroszkopia (ICP), amely MS
detektorral 6sszekapcsolva még szelektivebbé és pontosabba
tehetd. Az egyes elemek oxidacios formainak, illetve a
kiilonbozé szerves molekuldkhoz valé kapcsolodasanak
fontos szerepe van a toxicitds megitélésében, ezért
napjainkban széles korben terjednek a kiilonb6z6 technikak
Osszekapcesolasaval végezhetd speciacidos vizsgalatok. A
mintak extrahdlasakor és szeparaciojakor iigyelni kell arra,
hogy az egyes molekuldk megtartsak kémiai integritasukat
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(pl. fémionok oxidacids foka, szerves molekulak dsszetétele).
A minta elOkészitéshez enzimes emésztést, ioncseréld
oszlopot, ionpar kromatografiat, szuperkritikus folyadék
extrakciot, szilard fazisa extrakciot alkalmaznak 30 3% 32,

3.3.2. Radioaktiv anyagok

Az altaluk okozott szennyezettsége az élelmiszereknek
normal koriilmények kozott minimalis. Kozvetleniil egy
baleset vagy kibocsatas utan elsdsorban a tej €s tejtermékek,
tovabba a leveles z6ldségek és bogyosgylimolesok jod-131
izotop tartalma, késobb a radioaktiv cézium és stroncium
izotopok (Cs-134, Cs-137, Sr-90) koncentracidja jelzi
a szennyez6dés mértékét. Kimutatasukra tobbek kozott
folyadék szcintillacios méréseket ¥, f— és y—spektroszkopiat
3% alkalmaznak.

3.3.3. Szermaradvanyok (novényvédo szer, rovarirto,
miitragya), antibiotikumok

Rendkiviil sokféle vegyiiletcsoport, melyek szamat
Iényegesen noveli, hogy a névényben, ndvényi termékben,
illetve a kdrnyezetben kimutathaté ezek bomlas-, illetve
reakcioterméke is.

Az allatgydgyszerek révén az allati eredeti élelmiszerekkel
az emberi szervezetbe jutd maradékok allergiat, enzim
defektust, baktérium rezisztenciat okozhatnak, karosithatjak
a vérképzorendszert, rakkeltd, mutagén, teratogén stb. hatéast
vélthatnak ki. Ezért igen fontos pl. a tej és tejtermékek
antibiotikum-tartalmanak vizsgalata.
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7. Abra, Trifluralin névényvéds szermaradvéany koncentraciojanak
meghatarozasa OWLS detektalason alapulé immunszenzorral

A szermaradvanyok vizsgalata igen szerteagazo analitikai
feladat, bizonyos csoportok ko6zds meghatarozasara
fejlesztettek ki eljarasokat, elsésorban TLC, HPTLC, SPME/
GC/MS, ECD, LC/MS, APCI, PI, MS/MS modszereket 1%
3%, Tonszelektiv elektrodot, elektrokémiai bioszenzorokat
fejlesztettek ki, amelyekkel a biokémiai reakciok gatlasa
szermaradvany jelenlétére (26 nM carbaryl, 0,6 mM
fenithrothion *°, 1-2 ill. 0,1 ng/ml atrazin, szimazin %, 5ng/g
inszekticid *!). Szamos ELISA eljaras ¥ és jelolésmentes
immunanalitikai eljaras is kifejlesztésre keriilt SPR (1 ng/ml
triazin 2, 2,6 ng/g penicillin G #*), vagy QCM detektalassal *+
6. A 7. abra a trifluralin ndvényvédészer bioszenzorral torténd
mérését mutatja be OWLS detektalas alkalmazasaval 3%

3.3.4. Ipari szerves szennyezok

A levegbben 1évo flistgazokbol, porbdl, korombol, kipufogd
gazokbol a novényi élelmiszerek feliiletére rakodott
policiklusos aromas szénhidrogén vegyiiletek (PAH-ok)
a vegetacids iddszak alatt lassan beleoldédnak a zoldség-
, gyumolcs- és gabonafélék kiilsé viaszrétegébe, vizes
mosassal nem tavolithatok el. A kozel 200 féle anyag
legfontosabb képviseldje, a 3,4-benzpirén erésen rakkeltd. A
PAH alapvegyiileteken kiviil mintegy 1000 derivalt vegytilet
jelenlétével is szamolni kell, ezek egyrésze karcinogén.

A poliklorozott bifenilek (PCB-k) valamint a dioxinok
(poliklorozott  dibenzo-para-dioxinok  (PCDD-k)  és
poliklorozott-dibenzofuranok  (PCDF-k) hosszii  ideig
megmaradnak mind a kornyezetben, mind az €16
szervezetekben, erdsen lipofil vegytiletek, a taplaléklancon at
feldiisulnak, a zsirszovetben raktarozodnak, igy elsésorban
édesvizi halakban, husban, tejben, tejtermékekben, tojasban
talalhatok. Az élelmiszerekben a dioxinok rendszerint a
PCB-kel egyiitt fordulnak eld.

A PAH-ok, PCB-k, PCDD-k élelmiszerekben valo
meghatarozasdnak legfontosabb feltétele a megfeleld
mintael6készités, extrakcid és elvalasztas, az eldkészitett
mintakat elsésorban GC-vel és HPLC-vel vizsgaljak, MS,
elektronbefogasos (ECD), tobbdimenzios GC-t (MDGC),
atom emisszios (AED) detektorokat alkalmazva >4, Utobbi
id6ben egyre tobb RIA (0,01 mg/kg PCB #7), ELISA eljarast
(0,1-50 ppm PCB *), biologiai folyamatok gatlasan alapulo
bioszenzorokat “* valamint gyors ellendrzésre immunteszt
csikot * fejlesztettek ki.

3.3.5. Elelmiszerfeldolgozas soran keletkezo toxikus
anyagok

Egyes élelmiszerekben megtalalhato a ditiokarbamat tipusu
fungicid ndvényvéddszerek bomlasterméke, az etiléntiourea
(ETU), amely rakkeltd hatdsu. F6zés hatdsdra az ETU
tartalom novekszik, ezért, mivel a ditiokarbamatokat
gyakran hasznaljak komlo kezelésére elsésorban sorben
kell ETU maradékot ellendrizni. Nitrézaminok a nitritek
és tercier aminok reakcioja soran keletkeznek. Ez a
reakci6 végbemehet a nitratot vagy nitritet és amin forrast
(fehérje) tartalmazd élelmiszerben (pacolt husok, sor). A
klorpropanolok, ezeken beliil is els6sorban a 3—monoklor-
propan-1.2-diol (3-MCPD) ¢és a 1,3-diklor-2-propanol
(1,3-DCP) bizonyos ¢lelmiszer tipusokban keletkezik,
zsiradékok és klor reakcioja kovetkeztében. Leggyakrabban
a sosavval hidrolizalt névényi fehérjékben (HVP), és a
savas korilmények kozott fermentdlt szojaszoszban lehet
kimutatni, de kisebb mennyiségben talaltak mar kenyerekben,
szalamikban is. Elsésorban nagyobb keményit6 tartalmu és
magasabb hémérsékleten kezelt élelmiszerekben (burgonya)
akrilamid keletkezhet. A reakcié mechanizmusa még nem
ismert, azt viszont bizonyitottak, hogy csak a 120 OC felett
készitett élelmiszerekben keletkezik akrilamid.

Az emlitett szennyez6k meghatarozasara altaladban HPLC,
HPLC-MS és GC-MS modszereket dolgoztak ki #- 5,
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3.3.6. Elelmiszeripari adalékanyagok

Ebbe a csoportba tartoznak az élelmiszer szinezékek, az
antioxidansok (aszkorbinsav, BHT, BHA, gallatok, tokoferol,
borkdsav, citromsav, foszforsav, tejsav), a tartdsitdoszerek
(konyhaso, cukor, alkohol, ecetsav, tejsav), a mesterséges
édesitdszerek (szacharin, ciklamat, aszpartam, aceszulfam-
K, taumatini, neoheszperidin DC), az allomanyjavitok,
valamint a természetes ¢s mesterséges aromak.

Vizsgalatuk az érvényes hazai és nemzetkdzi szabvanyok
szerint torténik. Az aroma vizsgalatokat jelentGsen
megkdnnyitette a szilard fazisu mikroextrakcio (SPME)
kidolgozasa és elterjedése, majd a GC-MS alkalmazasa
1. Tobb szerz6 beszamol az elektronikus orr és nyelv
berendezés kifejlesztésérél és sikeres alkalmazasarol,
amellyel példaul sajtok érettsége, borok aromaja gyorsan
ellenérizhetd 2.

3.4. Transzgenikus, génmodositott (GM) élelmiszerek

GM élelmiszerek koz¢é a kozvetleniil élelmiszerként torténd
felhasznalasra szant genetikusan modositott szervezeteket
(GMO-kat), az azokat tartalmazé vagy azokbol eldallitott
¢élelmiszereket soroljuk. A GM élelmiszereknél az elvart
pozitiv valtozasok mellett azonban szamos 10 hatassal is
szamolni kell, pl. az idegen génrdl olyan fehérje irodik
at, amelyet a szervezet eredetileg nem tartalmazott, és
ez a fehérje lehet toxikus vagy allergén, antibiotikum
rezisztenciaért felelds gének atjuthatnak emberbe, allatba.
Kiilondsen nagy jelentdsége van a ,,nyomonkovethetdség”
megkdvetelésének, hogy a GMO-kat vagy a GMO-bol
eléallitott termékeket az eléallitasi és értékesitési lancokon
keresztiil, forgalomba hozataluk minden szakaszaban
kovetni lehessen.

A GMO-t tartalmazé élelmiszerek vizsgalatanal két
iranyban folynak a kutatdsok, a fehérjék meghatarozasara,
illetve az ismert promoter DNS szakaszok meghatarozasara
fejlesztettek ki eljarasokat . A fehérjék vizsgalatanal
elsésorban az ELISA moddszerek és a Western blot terjedt
el, de immunteszt csikot is forgalmaznak gyorsmérésekre
3. A beépitett génszakasz altal termelt 01j fehérjék gyors
vizsgalatdira  biochipek, = microarray-k  alkalmazasa
lehetséges. A DNS alapu eljarasok kozott emlithetjik a
Southern blottot, a polimeraz lancreakcion alapuld (PCR) és
real-time PCR modszereket . Tobbféle ismert génszakasz
gyors meghatarozasat teszi lehet6vé a multiplex PCR .

4. Osszefoglalas

Jelen  kozleményben  bemutatott  nagyhatékonysag
méréstechnikak mutatjak, hogy az élelmiszeranalitika
legijabb  eredményei  jelentdésen hozzajarulnak az
¢lelmiszerbiztonsag €s —mindség  kovetelményeinek
teljesités¢hez, eldsegitik a kockazatelemzés elvégzését és
ezaltal a fogyasztok egészségének védelmét.

A modszerfejlesztések  soran  elért  alapkutatasi
eredmények fokozatosan keriilnek at az élelmiszervizsgalo
rutinlaboratoriumokba, miutan nemzetkdzi szervezetek
(ISO, AOAC, FAO/WHO Codex Alimentarius, stb.)
elfogadtak  ezeket, ¢és nemzetkdzi  korvizsgalatok
bizonyitottak alkalmazhatosagukat.
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research activities based on enzyme reactions also got under way.
Thus, a biosensor has been developed based on diamino oxidase
enzyme and applied by the authors in an FIA system and for serial
measurement of total biogenic amines.

As for chemical contamination, toxic metals and elements,
industrial organic contaminants (polycyclic aromatic hydrocarbons,
polychlorinated ~ biphenyls, dioxins and polychlorinated
dibenzofurans) should be mentioned. For the analysis of metals
different methods of atomic absorption spectroscopy and the
inductively coupled plasma emission spectroscopy provide
adequate sensitivity. For the determination of industrial organic
contaminants, GC and HPLC instruments with various detectors
have become common.

Measurement of chemical residues such as those of herbicides,
insecticides and artificial fertilisers require highly sensitive
analytical techniques. Apart from diverse coupled techniques,
numerous ELISA and label-free immunoanalytical methods
have been elaborated as well. The authors have reported on the
development of an immunosensor capable of measuring trifluralin.
With OWLS detection, 10-6 ng/ml lower detection limit has been
achieved.

Health impairing and toxic materials are also produced in the
course of food processing. In addition, unit operations machinery
and packaging materials can contaminate foods with toxic
substances as well. Analysis of various additives (colourants,
antioxidants, preservatives, artificial sweeteners, texture enhancers)
as well as natural and artificial aromas is significant, too. A
number of authors have reported on the successful application
of electronic nose or tongue, primarily for aromas. Nowadays,
one of the most important challenges for those in food analytics
is the investigation of transgenic and genetically modified (GM)
foods. Methods development has been pursued in two directions;
namely, determination of protein or DNA segments. The high
performance measurement techniques introduced in this
article demonstrate that the latest results of food analysis
significantly contribute to complying with the requirements
of food safety and quality, facilitate risk analysis and thereby
protection of consumer health.
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1. Bevezetés

Az emberi szervezetbe bejuto, ott szamottevo bioldgiai hatast
kifejteni képes vegyliletek harom csoportba sorolhatok:

o gybgyszerek
o kabitdszerek
e doppingszerek.

Jellemzésiikben, a szervezetb6l vald kimutatasukban és
meghatarozasukban, hatosagok altali engedélyezésiikben,
visszautasitasukban kiemelkedd szerep jut az analitikai
kémianak.

A dopping fogalmat a tarsadalom — ha nem is szabatosan
—alapvetéen ismeri. Definicidszerien doppingon értjikk
a sportteljesitményt tiltott modon fokozé anyagok és
modszerek Osszességét. A dopping kérdés tarsadalmi
méretekben altaldban egy-egy jelentds sportesemény
alkalmaval keriil el6térbe, els6sorban nyari olimpiakon, ahol
jelentds azon sportagak szama, melyekben erés a kisértés a
doppingolasra. A 2004-es athéni olimpiai jatékokon dsszesen
2796 esetben végeztek dopping vizsgalatot vizeletbdl, 709
esetben vérbol. Ezen vizsgalatok soran 24 esetben, azaz a
tesztek 0,68%-aban taldltak pozitiv mintdt. Nem tartozik
ezek kozé a nagy publicitast kapd Annus Adrian és Fazekas
Robert eset, melyeknél mas tipust dopping vétség tortént.
A dopping kérdéskorével vilagviszonylatban az 1990-ben
alakult World Anti Doping Agency, a WADA hivatott
foglalkozni.

2. A tiltott anyagok és modszerek tipusai

A WADA szerint' a tiltott anyagok korébe tartoznak a
barmely id6szakban (all time; in-and -out-of-competition)
tiltott szerek, a verseny kozben (in-competition) tiltottak,
¢és a csak bizonyos sportagakban tiltott anyagok, melyek
tobbségiikben szintén csak verseny kozben tiltottak. A
tiltott modszerek elsé csoportjaba tartoznak az oxigénatadas
novelését eldsegité modszerek, a vérdopping, valamint az
oxigéntranszportot ndveld szerek, melyek kozé tartoznak a
hemoglobin készitmények és a perfluoro-szénhidrogének>.

cres

kémiai, fizikai manipuldcidés modszerek tartoznak, amilyen
példaul a vizeletcsere, katéterezés és infuzio, végiil a tiltott
modszerek harmadik csoportjat a géndopping képezi.

A géndopping napjaink legstlyosabb, legnagyobb
kérdése, amellyel a WADA-nak szembe kell néznie. Errdl
a kozlemény végén részletesebben is szo lesz. A tiltott
anyagok csoportositasa, néhany példaval, az 1. tablazatban
talalhato.

1 .Tablazat: A tiltott szerek WADA szerinti csoportositasa'

Tiltott anyagok

Csoportok Példak

Barmely idészakban tiltott anyagok

S1. Anabolikus hatasu anyagok
(66 szteroid, 3 nem szteroid
tipusu*)

tesztoszteron, sztanozolol,
klenbuterol*

S2. Peptidhormonok ¢és
szarmazékaik

eritropoietin, gonadotropin,
kortikotropin

S3. B,-agonistak

(kivételek: formoterol, szalbutamol,
szalmeterol, terbutalin, inhalacios
alkalmazasa, asthma bronciale
roham megel6zésére)

fenoterol

S4. Antiosztrogének

(12 vegyiilet*) anesztrezol

SS. Diuretikumok és egyéb
maszkirozo szerek furoszemid, epitesztoszteron

(21 vegyiilet*)

Verseny kozben tiltott anyagok

efedrin® amfetamin®’ metiléndioxi-
metamfetamin

S6. Stimulansok
(42 anyag*)

S7.Kabito6 fajdalomesillapitok

(11 anyag*) morfin, heroin

S8. Kannabinoidok A’-tetrahidro-kannabinol

S9. Gliikokortikoidok
(kivéve a dermatologiai
felhasznalasok esetét)

prednizolon, dexametazon

Csak bizonyos sportagakban tiltott anyagok

P1. Alkohol

(sportagtol fiiggéen eltérdek a
megengedett plazmakoncentracio
hatarok)

P2. Béta-blokkolok

(20 anyag*) metoprolol, atenolol

*A szamok a konkrétan felsorolt vegytiletekre vonatkoznak, de a WADA
listajaban a csoportok tobbségénél szerepel a ,,but not limited to” kitétel,
tehat a felsoroltakon kiviil egyéb ismert anyagokat is szamitasba kell
venni.

A WADA altal tiltott vegytiletekrdl lathatd, hogy szamos
kémiai vegyiilettipust képviselnek, talalunk koztiik egészen

“ Fészerz6. Noszal Béla , Tel.: 247-0891 ; fax: 247-0891; e-mail: .nosbel@hogyes.sote.hu
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kis molekuldkat (példaul az alkohol, a stimulansok), és
makromolekulékat: peptideket, fehérjéket, koztiik példaul az
eritropoietin nevi, 35 ezres molekulatomegii glikoproteint.
Hogy mennyire fontos ennek a kérdésnek a kezelése, a
doppingolas megel6zése, vagy az esetleges doppingvétség
kimutatasa, azt néhany példa illusztralja.

3. Néhany doppingeset az élsport teriiletérol

A sportdopping egyik legnagyobb nyilvanossagot
kapott esete Ben Johnson 1988-as olimpiai gy6zelme
Széulban, a 100 méteres sikfutds dontdjében, ahol 9:
79 masodperces eredménnyel, nagy folénnyel utasitotta
maga mogé a mezonyt, koztilkk Carl Lewist, minden idok
egyik legkivalobb atlétajat. Ben Johnson szervezetében
azonban a doppingvizsgalat sztanozololt mutatott ki, aminek
kovetkeztében olimpiai aranyérmétdl megfosztottak.

CH,PH

1.Abra. A sztanozolol és a nandrolon.

Ennél feltétlentil kisebb jelentdségii, de szintén nagy port vert
fel az eset 1994-ben, a labdarugd vilagbajnoksagon. Diego
Maradona (egyike a vilag valaha volt legnagyobb tehetségili
labdartgoinak) szervezetében efedrint talaltak, aminek
kovetkeztében a tovabbi jatektol azon a vilagbajnoksagon
eltiltottak.

HOH H OH
N. N.
- CH, - CH,
H CH, H,C H

2.Abra. Az efedrin két sztereoizomerje

Egy harmadik eset Florence Griffith Joyneré, aki az 1980-
as években jeles atléta volt, de az 1988-as szduli olimpiai
jatékokig aranyérmet jelentds versenyen nem tudott elérni.
Elsésorban 200 méteres ndi sikfutasban versenyzett. Az
1988-as szouli olimpiai jatékokra, szemmel is lathatd
modon, egészen férfias, ultramaszkulin izomzatra tett
szert, amit igyekezett ellenpontozni a ndiesség kiilsd
jegyeinek hangstlyozasaval. Florence Griffith Joyner az
1988-as nyari olimpiai jatékokon 100 méteres sikfutasban,
200 méteres sikfutasban és ndi négyszer 100-as valtoban
is aranyérmet szerzett, tehat haromszoros olimpiai
aranyérmes lett. Egy évvel késébb, 1989-ben valogatott
atlétatarsa, Darrel Robinson azt nyilatkozta, hogy tdle
kért novekedési hormonokat. 1989-ben Florence Griffith
Joyner a versenyzéstdl és a kozélettdl is visszavonult, €s a
nagykodzonség szamara az volt a legkdzelebbi hir réla, hogy
1998-ban, 38 éves koraban elhunyt.

4. Az analitikai kémia feladatai a doppingellen6rzésben

A doppingvizsgalatra szant mintak kb. 80 %-a vizelet, kb. 18
%-a vér. Hajbol, nyalbol, székletbol, kilélegzett levegdbdl
a mintavételnek kb. 2 %-a torténik. A két legfontosabb
mintatipusra, a vizeletre és a vérre vonatkozd analitikai,
illetve mintavételi eldnydk és hatranyok olvashatoak a 2.
tablazatban
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2.Téblazat. A vizeletbdl ill. vérbdl torténd mintavétel elényei €s hatranyai.

A minta Y o
tipusa Elény Hatrany
Kényelmes
Vizelet | Noninvaziv Metab,ohtok
sokasaga
Gyors
Peptidhormonok
nagyobb
koncentracioja Invaziv
Manipulécié Kis molekulék kis
Vér kizarasa koncentracidja
Hematologiai Gyors
paraméterek feldolgozast
igényel
Genetikai
ujjlenyomat

Az analitikai feladat fazisai:

e Mintael6készités, mely all az adott komponensre, vagy
komponensekre torténd esetenkénti bekoncentralasbol, a
hattértdl (endogén és exogén anyagoknak az dsszessége)
vald elkiilonitésbol. Eszkozei a folyadék-folyadék
extrakcio, a folyadék-szilard extrakcio és a preparativ,
nagyhatékonysagu folyadékkromatografia. Szintén a
mintael6készités lehetséges része a szarmazékképzés,
ami elsOsorban gazkromatografias vizsgalatok esetén
fordul eld.

e Az elvalasztastechnikdban a gazkromatografia, a
nagyhatékonysagu folyadékkromatografia®®, valamint
bizonyos immuno-assay modszerek'? talalhatok meg, de
ujabban megjelent a kapillaris elektroforézis is.

o Adetektalds, azonositas, meghatarozas fazisdbana WADA
ma mar azonositasi célra nem tekinti elfogadhatonak
a retenciés faktor, vagy a Kovats-index hasznalatat.
Valamilyen tomegspektrometrias'' detektalasra van
szikség. Ujabban a tandem tomegspektrometria, a
nagyfelbontasu tomegspektrometria és az izotop aranyon
alapuld tomegspektrometria is hasznalatos. Esetenként
ultraibolya abszorpcids spektroszkopias detektalassal is
talalkozunk'? A tiltott szerek vizeletben illetve vérben,
meglehetdsen széles hatarértékek szerint fordulhatnak
elé. Példaul, az anabolikus agensek koziil tobb olyan is
van, amely 1 vagy 2 ng/ml koncentracioban engedhetd
meg!t3, ami figyelembe véve a molekulatdmegeket,
10® — 10 mol/dm3-es koncentraciot jelent. Az Osszes
tobbi kismolekulaju szer tobbségénél, (stimulansoknal,
kabito fajdalomcsillapitoknal'?, B-blokkoldknal,
diuretikumoknal', glitkokortikoidoknal'®), ennél
jelentésebben, két vagy harom nagysagrenddel magasabb
a megengedett koncentracio. A peptidhormonoknal,
példaul az eritropoietinnél'®!7, a doppinganalitikai feladat
rendkiviil dsszetett, amit a késGbbiekben részletesebben
attekintiink.

A doppinganalizisnek tobb sajatsaga is van. Az egyik
az, hogy doppingszerként endogén anyagok, azaz olyan
vegyiiletek is hasznalhatok, melyeket maga a szervezet
is termel. Ezért doppingolasi célra vald alkalmazasuk
kimutatdsa igen nagy koriiltekintést igényel. A masik
jellegzetesség a doppinganalizisben a metabolizmus.
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Azaz a szervezetbe bekeriild doppingszer a metabolizalo
rendszerben atalakul, az esetek tilnyomo tobbségében
nagyobb vizoldhatdsagi szarmazékka. Mivel azonban
egy vegyiletbél szamos metabolit képzddik, amelyek
maguk is aktivak lehetnek biologiai folyamatok
befolyasolasaban, ezért ezen metabolitokat is sziikséges
detektalni és meghatarozni ahhoz, hogy tudjuk, hasznalt-
e a sportold doppingszert. Harmadik jellegzetessége a
doppinganalizisnek, hogy doppingnak jelenleg olyan
szerek és modszerek tekinthetok, melyeket a WADA annak
nyilvanit. fgy, ha készitenek valahol szintetikusan olyan
szert, amely a WADA doppinglistdjan még nem szerepel, azt
de jure a sportol6 hasznalhatja. Természetesen ezen szernek
az analitikai kimutatdsa és meghatarozasa, Gjabb kiilon
feladatot jelent, mégpedig akkor, ha majd a WADA listajan is
szerepel az adott szer. Ezek a kabitoszeranalitikaban ,,design
drug”-nak nevezett szerek analdgjai, azzal a kiilonbséggel,
hogy mig kabitoszerek esetén az ujabb szerek altaldban
nagyon primitiv koriilmények kozott késziilnek a kiilonb6zo
rejtett laboratoriumokban, addig doppingszerek esetén
jo ok van feltételezni azt, hogy a szerek a legmodernebb
technologiak alkalmazasaval, a tudomany eredményeinek
felhasznalasaval késziilnek, eléggé el nem itélhetd és igen
sajnalatos modon. (Ennyiben hasonlitanak a gyogyszerek
kifejlesztéséhez)

cHOH

o

3.Abra. Egy kizarolag dopping célra kifejlesztett anyag, a trenbolon.

A doppinganalizisnek igy tovabbi jellegzetessége a
versenyfutds a dopping ellenérzéséért felelds szervezet,
a WADA, és ennek tamogatdi, valamint a doppingolast
alkalmazo, tamogatd, és — sajnalatos modon — a versenyzok
egészségével €s a fair-play-jel mit sem t6rodo szakemberek
és szervezddések kozott.

5. Néhany érdekes példa a doppinganalitikabdl

A tesztoszteron. abba a kategoridba tartozik, amikor
a doppingként hasznalatos anyagot a szervezet maga
is termeli. Megoldas lehetne, ha a szervezet szamadra
sziikségesnél nagyobb mennyiségben jelen levd szert mar
doppingszernek tekintenék. Szamos anyag esetében ez igy
igaz. A tesztoszteronnal azonban az a nehézség adodik,
hogy koncentracioja az egyének testnedveiben tag hatarok
kozt tud valtozni. Onmagéban tehat egy viszonylag magas
tesztoszteron koncentracidé nem feltétlentl bizonyitéka
a doppingolasnak. Ezért a tesztoszteronra vonatkozd
doppingvizsgalat az  epitesztoszteronra  vonatkozd
vizsgalattal egésziil ki. Az epitesztoszteron, amelyben a
tesztoszteronhoz képest a 17-es szénatomnak ellentétes
a konfiguracidja, és amely szintén endogén anyag,
viszonylag allando koncentracidoban fordul el az egyének
szervezetében. Ezért a WADA 2005-t6] érvényes eljarasa
szerint, tesztoszteron dopping vétségnek az bizonyul,
ha a tesztoszeron-epitesztoszteron koncentracio aranya
meghaladja a 4:1 értéket. Hogy ez mennyire megbizhato,
arra az ad informaciot, hogy 2005 elétt ez a bizonyos
érték  6:1 volt. Ezen tesztoszteron tesztnél megbizhatobb

eljaras az izotoparany mérésén alapul.'®'® Ennek Iényege,
hogy az emberi szervezet altal termelt tesztoszteronban a
BC illetve a "?C izotop koncentraciok aranya nem ugyanaz,
mint az exogén modon a szervezetbe vitt tesztoszteronnak
az esetében.

4.Abra. A tesztoszteron és az epitesztoszteron

A tdmegspektrometria igen nagy érzékenysége és kicsiny
hibaja miatt alkalmas a "“C/"?C arany nagy pontossaggal
torténd meghatarozasara, igy segitségével a szervezetbol
szarmazo, természetes illetve a kiils6 modon Dbevitt
tesztoszteron koncentracidinak aranya is megadhat6, tehat a
doppingvétség megallapithato'.

Korunk egyik legnagyobb doppingolasi problémaja,
egyben vegyiilete az eritropoietin, réviden EPO'Y. Az
EPO a vesében termelddik, a csontveldben a vordsveértestek
eléalakjainak képzddéséhez nélkiilozhetetlen, termelddését
fokozza. Vesekarosodasban az EPO életmentd gydgyszernek
mindsiil. Kémiailag 165 aminosavbdl allo glikoprotein, 2
diszulfid-hiddal, szialinsav részvételével. Kb. harmincotezer
Dalton molekulatomegti, 40%-ban szénhidratot tartalmazo
molekula. A vérben 10-12 mol/dm3 koncentracioban
fordul el6. A kiilsé moédon bevitt EPO felezési ideje 6 ora.
Tehat ha EPO-t juttatnak a szervezetbe, annak a fele 6 ora
alatt elbomlik és 12 6ra multan az eredetileg bejuttatott
mennyiségnek mar csak a negyede talalhaté meg a vérben.
Ujabban, biotechnolégiai modszerekkel —eléallitottak a
human EPO-hez hasonld, rekombinans human EPO-
féleségeket. Ilyenek a rHuEPO-a és a rHuEPO-p,
valamint a darbepoetin. A darbepoetin a nativ human
EPO-t6l az aminosav szekvenciaban és az oligoszaccharid
oldallancokban tér el. Hatdsuk — a rekombinans human
EPO-knak ¢és a darbepoietinnek is — azonos az endogén
EPO-ével. Az EPO-féleségek elsdsorban alloképességi
sportokban (orszaguti kerékparozas, cross-country sielés,
maratoni futas, triatlon) keriiltek a doppingszerek k6zé. Az
EPO-nek a doppinganalitika szempontjainak is eleget tévo
meghatarozasa 2000-re, a Sydney-i olimpiai jatékokra alakult
ki. Onmagiban az EPO vérkoncentracio meghatarozisa
nem eclegendd a doppingolas megallapitasara. A Sydney-i
olimpiai jatékokra elfogadott modszer tartalmazza a vér
hematokrit értékének, harom alakos elem — az eritrocita,
makrocita és retikulocita — szamanak (1 ml vérre
vonatkozoan), az eritropoietin koncentracionak, valamint az
a meghatarozasat. Ezen értékek Osszességébdl allapithatd
meg, hogy a sportold hasznalt-e EPO-t doppingolasi célra.

6. A géndopping

Korunk legsulyosabb doppingolasi problémajaa géndopping,
ami a biotechnologia rohamos fejlédésével és a human genom
mind részletesebb megismerésével valt lehetévé. Mara
tudjuk, hogy az emberi génkészlet mintegy 30 000 génbdl
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all. Ebbdl 2003-as adatok szerint, 126 olyan gént sikeriilt
azonositani, amely a sportteljesitmény valamely valtozatat
befolyasolja. Ilyen a vorosvértestszamot meghatarozo, ezért
az oxigénszallitast és a hemodinamikai tulajdonsagokat
befolyasold gén, vagy az antropometriaval, testdsszetétellel
¢és a szervezetben talalhatd izommennyiséggel dsszefliggo,
azt megszabo gén. Tovabbi ilyen gének az inzulinképzddést,
szénhidrat haztartast, valamint a lipidanyagcserét befolyasold
gének. A sportteljesitmény genomikdja napjainkban két,
Osszefiiggd fogalomra épiil. Egy élsportold kivalasztasakor,
két tipusi munkat végeznek el: Az egyik a sportoldjeldlt
fiatalember genotipizalasa, amely magaban foglalja a DNS,
RNS, fehérje 0sszetétel jellemzését. A masik a fenotipizalas,
amely magaban foglalja a sportold sziileinek, felmendinek
a sportolasi hajlam, sportteljesitmény szempontjabol vald
felmérését. Nyilvanvalo, hogy akkor van tdbb esélye
valakinek arra, hogy élsportold legyen, ha a sziilei kdzott
is talalhato volt élsportol6. Hazankban ismeretes szamos,
kivald sportolokat magaba foglalé dinasztia, példaul
vizilabdazasban ilyen a Szivos csalad, vizisportokban a
Gyarmati Dezs6t, Székely Evat, Gyarmati Andreat, Hesz
Mihalyt, Hesz Matét magaba foglald csalad.

Ha tehat egy sportold genotipusaban és fenotipusaban
egyardnt jo esélyl, akkor érdemes vele foglalkozni a
tovabbiakban is, mondjak a kivalasztassal foglalkozo
szakemberek. Eddig a folyamat talan el is fogadhato.

Kérdés azonban egyrészt, hogy szabad-e genetikai
modszerrel beavatkozni egy ember életébe, a sportold
olyan eszkozokkel, amelyek egy sportolojeldlt embernek
a génallomanyat megvaltoztatni képesek? A molekularis
biologia eszkdztara napjainkra olyan szintre fejlodott, hogy
adott DNS szakaszt bevinni egy sejtbe mar megoldhato
feladat. Ennek elsé fazisa az, hogy azt a DNS szakaszt,
mely egy adott sporttulajdonsagot kodol, valamilyen
kémiai hordozdhoz kell kapcsolni. Ez lehet liposzoma, vagy
patogénmentesitett virusfehérje. Ezzel be lehet juttatni a
komplexet a sejtbe, igy a sejtmag génallomanya megvaltozik.
A sejtmag génallomanyanak a megvaltozdsa ennek
megfeleld expresszalodast jelent a riboszéman, a mRNS-
en és a fehérjéken. Vagyis a sportold fehérjéi — példaul az
izomzataban — a megujitott, megvaltoztatott génallomany
szerint fognak alakulni. Ma vannak genetikailag mddositott,
transzgenetikus allatok, példaul egerek. Ismert példaja ennek
a knock-out egér, a Schwarzenegger-egér, vagy a maratoni
egér. A Schwarzenegger-egér — természetesen — a tulfejlett
izomzatar6l ismert, a maratoni egér pedig a rendkiviili
munkabirasardl. A legnagyobb, legstlyosabb kérdés ma
az, hogy vannak-¢ genetikailag modositott sportolok? Erre
ma nem lehet egyértelmii valaszt adni. Annyi biztos, hogy a
WADA-nak napjainkban nincs még modszere a géndopping
kimutatasara. Ha géndopping torténik, vagyis a sportold
genetikailag modositott, akkor az uj génallomanynak
megfelelden miikodik a szervezete, példaul izomzata, amely
taplalékbol keletkezik, dsszetételét tekintve ugyanolyan lesz,
mintha nem lenne moédositott a génallomanya. A kimutatas
tehat rendkiviil nehéz. Teljes mértékben tamogathatod
¢és helyeselhet az az allaspont, hogy el kell keriilni azt,
hogy tenyésztett sportolok legyenek a jovoben. Jelenleg a
WADA minden nyilvanos palyazata — nagyon helyesen - a
géndopping megeldzését, elkeriilését célozza.

7. Kovetkeztetések

Az analitikai kémianak tehat, a dopping kimutatasaban igen
nagy szerepe van napjainkban. A géndopping kimutatasa
a jelenlegi analitikai kémia lehetOségeit, eszkdztarat
meghaladja, de biztosan allithatd, hogy a jovo analitikai
kémidja a géndopping kimutatasaban is igen nagy szerepet
fog jatszani.
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competition prohibited substances, the groups are: stimulants,
narcotic analgesics, cannabinoids, glucocorticosteroids. The
sport-specific prohibited substances are the beta-blockers and the
ethanol. Some examples from the history of olympic games, and
soccer championships to confirm the importance of the doping
problem, are cited: the Ben Johnson scandal in Seoul, Maradona’s
doping affair in the Soccer World Cup in 1994. The advantages
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compounds, occurring of some doping substances, the wide range
of concentrations in biofluids, the complicated and diversified
metabolism and the high-tech support of doping substance
production. In the last part of the article three major problems
are covered: the novel trends in the anabolic steroid doping, and
doping analysis — especially, the emerging role of isotope ratio
mass spectrometry — the upcoming use of haematopoietic agents
with special regard to recombinant human erythropoiethin, rHu-
EPO These drugs are applied in endurance sports, demanding long-
range, long-time physical efforts, and the concomitant enhanced
oxygen consumption. The bioanalytics of EPOs is highly complex,
not only chemical but haematological task, because counting of
certain blood cell forms is necessary. The third, most challenging
task is: fighting gene doping. It is well-known that genetic factors
affect sporting capabilities of humans, and some efforts were made
to select the genetically and phenotypically appropriate persons.
The most important ethical problem is, however, to set the border
between the acceptable genetic modifications and the harmful (and
therefore illegal) gene doping manipulations. This is very similar to
that doubtful gene manipulations in food production.
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Uj vizsgalati iranyzatok a farmakokinetika és
gyogyszermetabolizmus kutatasban

KLEBOVICH Imre
Semmelweis Egyetem Gyogyszerészeti Intézet, Hogyes E. u. 7., 1092 Budapest

1. Bevezetés

A XXI. szazad gyogyszerkutatasaban a farmakokinetika
és a gyogyszermetabolizmus kiemelt szerephez jutott.
Egyediili tudomany teriilet, amely a felfedez6 kutatastol

a torzskonyvezés utani vizsgalatokig a gydgyszer
innovacié teljes K+F vertikumat atfogja. A kapott
informacié eszencidlisan hozzajarul az 1) farmakon
alapveté  biztonsagi, hatasmechanizmus, doézis-hatas,

dozis-kivalasztas, interakciok, aktiv metabolitok, stb.
teriileteinek megismeréséhez. Igy a farmakokinetika,
illetve  gydgyszermetabolizmus  kiilonb6z6  teriiletei'?
atvitt értelemben egy ,,allandd kapocs”-nak nevezhetdk a
farmakon szervezetbeni sorsa, koncentracio-id6 valtozasai
¢és azok elméleti és gyakorlati terapias vonatkozasai kozott.
A testidegen anyagok — a xenobiotikumok — (a gyogyszerek
is) szervezetbeni sorsanak kvantitativ és kvalitativ nyomon
kovetését az ADME bettiszoval lehet jellemezni.

A farmakokinetikai és metabolizmus kutatasban az analitikai
és bioanalitikai, radioanalitikai, valamint a metabolitok
szerkezetkutatasahoz alkalmazott spektroszkopiai
modszerek tematikus 6sszefoglalasat szemlélteti az 1. Abra.

INVITRO IN-VIVO
N ADME

KIOLDODAS|

VIZSGALAT

FELSZIVODAS MEGOSZLAS METABOLIZMUS KIURULE €

>R >

BIOANALITIKA
RADIOANALITIKA
SPEKTROSZKOPIA

ANALITIKA
BIOANALITIKA

1. Abra. Analitikai/bioanalitikai modszerek dsszefoglald sémaja az
in-vitro kioldodas és in-vivo ADME vizsgalatokban

2. Farmakokinetika és metabolizmus kutatasban
alkalmazott médszerek és (j vizsgalati irdnyzatok

A kiilonbo6zo tipusu farmakokinetikai, metabolitkinetikai
¢és toxikokinetikai vizsgalatokat csak a szigoru hatosagi
eléirasok és szabalyozasok alapjan kidolgozott és validalt
bioanalitikai mddszerekkel lehet végezni, amelyek az évek
soran jelentdsen valtoztak, altalaban szigorodtak®.

A szervezetben lejatszodo részletes ADME folyamatokat
csak a kiilonb6z6é biologiai matrixokbol, bioanalitikai
modszerekkel kapott kvalitativ (pl. szerkezetazonositas) €s
kvantitativ informacioval (koncentracio-idé fiiggvénybdl
szamitott farmakokinetikai paraméterek) lehet leirni.

*Klebovich Imre. Tel./Fax: (1)-217-0914; e-mail: klebovich@hogyes.sote.hu

Az extra igényekhez (érzékenység, szelektivitds, stb.)
csak igen korszerii bioanalitikai, elvalasztastechnikai,
radiokromatografias, spektroszkopiai modszerekkel
felelhetiink meg, amelyek jelentds atstrukturalddason estek
at az elmult néhany évben. Az itt alkalmazhatd metodikak
jelentdsen eltérnek a klasszikus ,,szubsztancia analitikdban”
hasznalt szélesebb palettaju  vizsgalati, detektalasi
lehetdségektdl, mivel a kémiai jel/zaj viszony szignifikdnsan
kiilonbozik a bioldgiai matrixokban (plazma, vizelet,
széklet, nyal, epe, szovet, stb).

Az 1. és 2. Téblazat osszefoglalja a XXI. szdzadban a
farmakokinetikai és metabolit kutatdsban alkalmazott
legfontosabb bioanalitikai, radioanalitikai és spektroszkopiai
modszereket.

1. Téblazat.A farmakokinetikai gyakorlatban alkalmazott legfontosabb
bioanalitikai technikak és detektalasi modjai*

Technikak Detektalasi mod
1. Gazkromatografia FID
GC NPD
ECD
RD

MSD (P/N-EI, P/N-CI)

II. Nagyhatékonysagu UV, DAD
folyadékkromatografia
FLD
HPLC
EC
RD
RD-MS

MSD (ESI, APCI, APPT)
MS/MS (ESI, APCI, APPT)

III. Kapillaris elektroforézis UV, DAD
CE FLD
MSD
IV. Kapillar elektrokromatografia DAD
CEC FLD

Egyre hatékonyabb, korszerlibb gyogyszerek keriilnek
torzskonyvezésre, azaz az alkalmazott do6zis alacsonyabb
lett és ennek kovetkeztében a szisztémas keringésbe jutd
hatdéanyag ¢és a keletkez6 metabolit(ok) koncentracidja
is jelentésen csokkent. Mindezek a tendencidk, a
farmakokinetikai és metabolizmus vizsgalatokat végzdket
egyre ¢érzékenyebb ¢és  specifikusabb  bioanalitikai,
elvalasztastechnikai, radioanalitikai (CH-, 'C-) és
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szerkezetkutatdsi modszerek fejlesztésére késztették. Ezt
lehetévé tette az elmult idészak igen intenziv miszer
fejlesztési trendje, a kapcsolt technikak intenziv elterjedése:
LC-MS/MS, LC-NMR, OPLC-RD, stb.), amely atiit6
eredményeket hozott a bioanalitika, radioanalitika, igy
a farmakokinetika ¢és a metabolitok szerkezetkutatasa
teriiletén*®. A vildgon  jelenleg  tdrzskonyvezett
legjelentésebb forgalmu hatéanyagok koziil a legfontosabb
50 készitménynek, tobbmint 56 %-a csak igen alacsony
plazmakoncentraciot (fg/ml, pg/ml) ér el emberben, tovabbi
40%-a a ng/ml atlagos plazmakoncentracié tartomanyba
esik. Csak a készitmények 4%-anak a vérszintje esik a
magasnak szamité pg/ml koncentracid-tartomanyba. A
2. Abra szemlélteti az elmilt 25 év “dramai vérszint-
valtozasat” a legjelentdsebb 50 hatdanyag esetén’.

e pme=—— p— —

100% -
90%
80% "
70% 1
60% 1
50% 1
40% 1
30% "
20%7
10% 1

0% -

Gyakorisiag

1980 2000 2002 2005*

mmikroginl gogml  0pgiml

2. Abra. A vilagon torzskonyvezett legjelentésebb 50 gyogyszer-
készitmény plazmaszintjeinek (LLOQ) megoszlasa emberben (*2005
aprilisi adat)

Ezek a plazmakoncentracio aranyok jelentsen valtoztak
az elmult 25 év alatt, amely kdvetkezménye a vegyiiletek
egyre javuld farmakologiai hatékonysaganak (alacsony
dozis), valamint a programozott hatdanyag leadast
retard készitmények jelentGs elterjedésének a terapiaban
(alacsonyabb C_ plazmakoncentracio) (3. Tablazat).

Ezért a ma farmakokinetikai gyakorlataban a legtobb
korszerii bioanalitikai mddszer kidolgozasanal igen nagy
érzékenységet (fg/ml, pg/ml, ng/ml) és szelektivitast
biztosité modszert (pl. LC/MS/MS) sziikséges alkalmazni.

A fenti okok ¢és az analitikai kémia intenziv fejlédése
atstrukturalta a szdzadfordulé kornyékén a rutinban”
alkalmazott nagy érzékenységli bioanalitikai moddszerek
tarhazat.

A vilag vezeté nagy ,,CRO”-inak (contract research
organisation) statisztikai adatai (2004) alapjan, a kiilonb6z6
kapcsolt MS technikakat alkalmazzak (78%) messze a
leggyakrabban: LC-MS/MS 58%; LC-MS 10%; GC-MS
8%; CE-MS 2%. Ezt koveti a kissé hattérbe szorult HPLC

(15%) technika: HPLC-UV/DAD 9%; HPLC-FLD 4%;
HPLC-EC 2%. A korabban jelentds gazkromatografia is
nagymértékben veszitett (7%) a gyakorisagabol: GC-NPD
4%; GC-ECD 2%. Az egyéb alkalmazott mdodszerek koziil
a kapillaris elektroforézis (CE) és a RIA mintegy 3%-ot
képvisel az alkalmazott technikak gyakorisagaban.

2. Tablazat A XXI. szazad kezdetének metabolizmus kutatasaban
alkalmazott vizsgalé modszerek komplex osszefoglalasa

Metabolitok Mobdszer
izolalasa,
elvalasztasa €s
szerkezetkutatasa
I. On-line kapcsolt | e GC-MS (P/N-EI; P/N-CI)
technikak
e GC-FTIR
 LC-MS (ESI; APCT; APPI)
o LC-MS/MS (ESI; APCI; APPI;
TOF; TOF/TOF;
Ion Trap; PDA)
o LC-NMR
o LC-NMR-MS/MS
e OPLC-RD
e OPLC-RD-MS/MS
e OPLC-RD-NMR
II. Off-line o NMR
technikak
© Nanoprobe®-NMR
e FAB-MS(-MS)
e EI-MS
e MALDI
III. ,,Kvazi” on- ¢ OPLC-DAR-FAB/MS/MS

line technika

IV. Kiilonboz6é
spektroszkopiai

o Szerkezetkutatasban kiilonféle technikak
kombinaciojanak alkalmazasa

modszerek
kombinacidja
V. Specialis o Folyadék szcintillacios spektroszkopia (LSC)
nuklearis e L
technikak o Tradicionalis film kontakt autoradiografia
o Teljes test autoradiografia
o Nuklearis égetés
e RIA
e DAR
o PIT Foszfor imaging technikak
(radioluminografia)
VI. Egyéb e Egyensulyi dializis (fehérjekotodés)
technikak

e Enzimes hidrolizis (metabolizmus)

o Kombinalt eljarasok (metabolizmus)
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3. Tablazat Extrém alacsony plazmakoncentraciok lehetséges okai

Farmakologiai aspektus:

. Nagy farmakologiai hatékonysag (alacsony dozis)
. Alacsony biologiai hasznosithatosag (F)

° Intenziv metabolizacio (First-pass metabolizmus)
. Jelentds szoveti kotodés (V)

. Igen er6s kotédés a plazmafehérjékhez

(albumin, o - AGP, globulin)
Gyogyszer-technologiai aspektus:

. Programozott hatéanyagleadasu retard készitmények

= e

100%
90%
80%
T0%
60%
50% 9
40%
30%
20%
10% ~

0% T 7
2002 2004

RIA B CE-FLD B GC-ECD MHPLC-EC

EHGC-NPD BLC-MS 0 GC-MS HPLC-FLD

OHPLC-UV  OLC-MS/MS

42

58

Gyakorisag

3. Abra. A vildgon torzskonyvezett legjelentdsebb 500 gydgyszer-
készitmény meghatarozhatosaga human plazmaban

100%o~

9090~

o 15
80% 33

Gyakorisag

70%-

60%0+

50%-

40%0 78

30%0-

20%o-

10%
000 T T

2002 2004

EMLC-MS/MS, LC-MS, GC-MS OHPLC-UV/DAD, FLD, EC
O GC-NPD, ECD OEgyeéb modszer

4. Abra. A huméan farmakokinetikai gyakorlatban alkalmazott human
bioanalitikai modszerek megoszlasa

A mai farmakokinetikai gyakorlatban a kiilonb6z6
GC/MS, de elsésorban az LC/MS/MS technika mar
»elsopré”gyakorisagi  tendenciat mutat. A ,,CRO”-k
jelen vizsgalati gyakorlata mutatja, hogy az LC/MS/MS
technikat kiilonbdzd ionizacios mddjaival (ESI, APCI és
APPI), mar nem csak az extrém érzékenységli (fg/ml, pg/
ml) metodikdkndl alkalmazzdk, hanem az ng/ml és pg/ml
nagysagrendii koncentracid tartomanyban is, mivel relative
érzékeny, szelektiv, gyors és olcsobb a hagyomanyos GC és
HPLC technikakhoz képest.

A 3. és 4. Abra j6] demonstralja, hogy a XXI. szazad els6
évtizedének elején két év alatt a HPLC-MS/MS technika
42%-r6l 58%-ra “dramaian” elGretort az alkalmazasban.
Ha az 6sszes MS kapcsolt technikakat szemléljiik a valtozas
még szembetlindbb, két év alatt 55%-rol 78%-ra emelkedett
a farmakokinetikai gyakorlatban alkalmazott gyakorisaguk.

Az utdbbi években ujra felértékel6dott a radiokémiai on-line
tobbféle detektalasti kapcsolt technika (HPLC-RD; GC-
RD; OPLC-RD), amely komplex képet ad az anyavegytilet
és a metabolit(ok) farmakokinetikai, metabolitkinetikai
viselkedésérol, tovabba az off-line TLC/OPLC-DAR/
Foszfor imaging kapcsolt technikak, amelyek esszencialisak
a metabolit izolalas és tisztitas terliletén. A teljestest
autoradiografias, valamint az off-line OPLC-RD vizsgalatok
napjainkban szinte kizar6lagosan csak a radioluminografia
(PIT) és/vagy a DAR technikaval végezhetek®!°.

A metabolit kutatasban az alkalmazott metodikak valtozasa
még szembetlin6bb. A ma ismert 6sszes ,,kapcsolt technikat”
alkalmazzak a metabolit izolacidban, tisztitasban és a
metabolit szerkezetazonositasaban (2. Tablazat).

3. Osszefoglalas

Az originalis gyodgyszerek igen sokrétii, komplex preklinikai
és klinikai aspektusai bizonyitjak, hogy a teljes innovacios
idészak alatt (K + F) szikséges a kiilonbozé tipusu
farmakokinetikai és metabolizmus vizsgalatok végzése'
13 amihez a bioanalitikai és spektroszkopiai modszerek
egész tarhazat kell alkalmazni*. A farmakokinetika
és gyogyszermetabolizmus kutatdsa tipikusan
multidiszciplinaris teriiletet &lel fel, ami az originalis
gyogyszervegyliletek esetében csak igen jelentds szellemi,
valamint anyagi raforditassal lehetséges.

Fehérjekotdd s Kioldodas Farmakokinetikai
Mellékhatas vizsgilatok preklinikai
vizsgalatok

Bioanalitika
Radioanalitika
Spektroszkopia
Analitika

Biztonsagi Toxikokinetika
vizsgalatok (Kumulicié)

5. Abra. Bioanalitikai médszerek és a gyogyszerkutatas kapcsolata

Klinikai
farmakokincika

Hatasmechanizmuy
vizsgilatok

Szervek, szovetek
expozicioja
(kumulacio)

Mctabolizmus
vizsgalatok
Anyagmérleg

Metabolitkinetika
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Osszefoglalasképpen a 4. tablazat bemutatja, hogy egy
origindlis gyogyszervegyiilettel végzett preklinikai ¢és
klinikai farmakokinetikai és metabolizmus vizsgéalatok a
torzskonyvezést milyen alapvetd informacidval segitik.

A bemutatott bioanalitikai, spektroszkopiai modszerek
nélkiill az alabbi esszencidlis informaciok (ADME,
biztonsagi, terapids, hatdsmechanizmus, mellékhatas, stb.)
nem lennének elérhetdek.

4. Tablazat Bioanalitikai modszerek altal kapott farmakokinetikai és
metabolizmus informaciok, amelyek hozzdjarulnak a térzskonyvezéshez

. Gyogyszer sorsanak kvalitativ és kvantitativ nyomon
kovetése a szervezetben: ADME, ADMEtgx

e Dozis - hatas kapcsolat megismerése
. Dozis kivalasztas segitése
. Inter- és intra- individualis kiilonbségek bizonyitasa

e  Gyogyszer interakciok feltérképezésének — segitése:
gyogyszer-gyogyszer, gyogyszer-étel, -alkohol, -nikotin,
-drog, stb.

e Mellékhatasok megismerésének segitése

. Farmakologiailag aktiv metabolitok és farmakokinetikajuk
megismerése

e Metabolitok esetleges sztereoizomériajanak bizonyitasa

Mindez alatamasztja a farmakokinetikai és
gyogyszermetabolizmus vizsgalatok'*!'7 évek Ota tartd
jelentés szakmai felértékelodését, sulyat és ezzel

parhuzamosan egyre novekvo koltség- és id6-igényeét.
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These tendencies inspired the experts dealing with pharmacokinetic
and metabolism investigations, to develop more sensitive and
specific bioanalytical, separation techniques, radioanalytical
(*H-, C-) (LSC, GC-RD, HPLC-RD, on-line-OPLC-RD, Digital
Autoradiography DAR, Phosphor Imaging Technique PIT /
Radioluminography) and structural investigation methods. The
latter was enabled with the intensive spreading of hyphenated
techniques (LC-MS/MS, LC-NMR, OPLC-RD....), which resulted
in great achievements in the field of bioanalytics, radioanalytics
and consequently in pharmacokinetics and metabolism research.
In the everyday pharmacokinetic practice, GC/MS, and principally
the LC/MS/MS techniques are the most frequently applied
methods. According to up-to-date CRO investigations, the LC/
MS/MS technique with its different ionization methods (ESI,
APCI and APPI) is used not only for determination of extreme
sensitive concentrations (fg/ml, pg/ml), but in ng/ml and pg/ml
concentration range, as well.
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Uj iranyok a biomolekularis felismerés detektalasaban

GYURCSANYI E. Rébert™
Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomdanyi Egyetem, Altaldnos és Analitikai Kémiai Tanszék, Szt. Gellért tér 4, 1111 Budapest

1. Bevezetés

A Dbiologiai eredetli, illetve jelentéségli molekulak
meghatarozasa a huszadik szazad analitikai kémidjanak
egyik legfontosabb, kiemelkedd nehézségt feladata volt.
Tekintettel az élettudomanyok el6tt 4allo  kihivasokra
varhatéban a Dbioanalitika nemcsak megdrzi kiemelt
fontossagat az elkovetkezendd években, hanem jelentdsége
tovabbra is noni fog. Sokaig sorolhatnank a bioanalitika
alkalmazasi teriileteit, de talan néhany cimszo is
meggy6z0 lehet fontossaganak megitéléséhez. Tobbek
kozott meghatarozéan hozzajarult az ¢€lovilag biokémiai
folyamatainak megértéséhez, az orvostudomany ¢és a
biotechnologia fejlédéséhez. Ugyanakkor az analitikai
meghatarozasokkal tarsuldé nehézségeket is konnyli
atlatni, ha figyelembe vesszilk a biomolekuldk szerkezeti
komplexitasat, valtozatossagat, szamat, idében valtozo
Osszetettségét, amelybdl a biomolekulakat szelektiv
azonositasuk utan legtobbszor mennyiségileg is meg kell
hatarozni. A biomolekulak szelektiv felismerése érdekében
az analitika gyakran a természetben fellelheto tag értelemben
vett bioreceptor-ligandum kdlcsonhatdsokra tdmaszkodik. A
biomolekularis felismerés biokatalitikus reakciokon vagy
affinitasi kolcsonhatasokon keresztiil valosul meg. Ennek
megfelelden megkiilonboztethetiink katalitikus aktivitasu
(enzimek, mikroorganizmusok, szovetek, sejtek, stb.), illetve
bioaffinitasu felismeré komponenseket (antitestek, lektinek,
nukleinsavak, protein receptorok, stb.), amelyeket az esetek
dont6 tobbségében szilard hordozo feliileten immobilizalnak
¢és az analitikai eszkoz/rendszer részét képezik. Mindkét
tipusit molekularis kolcsonhatast sikeresen alkalmaztak
bioanalitikai célokra. A rendkiviil szelektiv, esetenként
specifikus biomolekularis kdlcsonhatasok —alkalmazésa
jelentdsen befolyasolta az  analitika metodologidt és
miiszerezettséget. Bevezetésiik a bioanalitikaba sok esetben
lehetové tette a mintael6készitési eljarasok és az analitikai
miiszerezettség egyszeriisitését és ezaltal bioszenzorok
kialakitasat. A kémiai szenzorok alcsoportjat képezd
bioszenzorok a molekularis felismerést biztositd bioldgiai
eredetii felismerd részbdl és a fizikai-kémiai jelatvivo
egységbdl allnak, amelyek egy analitikai eszkdzben vannak
integralva. Jellemzd példaként emlithetd a vércukormérd
bioszenzor, amely alkalmas a gliikkoz vérbol torténd kozvetlen,
mintael6készités nélkiili meghatarozasara. Emellett a
szelektiv biomolekularis felismerés kihasznalasa lehetdséget
nyujtott, az adott minta tobb komponensének egyidejii
meghatarozasara alkalmas analitikai eszk6zok és modszerek
kifejlesztésére is. Ez forradalmi valtozasnak tekinthetd
az analitikai kémidban, amely a biochip technologia és a
nagy atereszté képességii bioanalizatorok kifejlesztéséhez
vezetett. Ezekben a rendszerekben a szelektiv molekularis
felismerést Dbioaffinitasi kolcsonhatasok biztositjak ¢és
ennek megfelelden nagyszami, kiilonb6z6 komponensekre

" Foszerz6. Tel.: 463 1592 ; fax: 463 3408 ; e-mail: robertgy@mail.bme.hu

szelektiv felismeré molekulakat alkalmaznak, amelyeket
ismert és kontrollalt térelosztdsban immobilizalnak egy
szilard hordozo feliiletén. A bioaffintasi kdlcsonhatasokon
keresztiil (pl. antigén-antitest, receptor-ligandum, nukleinsav
hibridizacié) rendkivill nagyszami és a bioanalitika
terliletén kiemelt fontossagli komponens hatarozhaté meg.
Ezek kozott emlithetok a biologiai eredetii makromolekulak
(fehérjek, DNS szalak, stb.), viszonylag kis molekulatomegii
komponensek (gyogyszermolekuldk, hormonok, stb.) és
mikroorganizmusok (virusok, baktériumok, stb.). Jelen
kozlemény elsddleges célja, hogy a fehérjék és nukleinsavak
affinitason alapuld felismerésének detektalasaban kialakult
altalanos iranyvonalakat és tjabb eredményeket réviden
szemléltesse. Az Ujabb és Ujabb detektalasi modszerek
fejlesztésének hajtoereje a legtobb esetben a szelektivitas
és ¢érzékenység novelése. Ugyanakkor fontos kiemelni,
hogy az affinitasi kdlcsonhatasokon alapul6 rendszerekben a
miszeres detektalas csak egyike azon tényezOknek amely a
kimutatasi hatart és a szelektivitast meghatarozza. Emellett,
¢s a jelen kozleményben nincs erre mod részletesen kitérni, a
nem-specifikus kotddések és az affinitasi kdlcsonhatas soran
kialakult receptor-ligandum komplex stabilitasi allandoja is
alapvetéen befolyasolja az analitikai mddszer teljesitmény
paramétereit.

2. Bioaffinitasu felismeré komponensek

A legnagyobb alkalmazasi teriilettel rendelkez6 bioaffinitast
felismerd komponensek az antitestek és nukleinsavak, de a
biotechnologia fejlodésének kdszonhetden folyamatosan 1j
felismer6 molekulak is alkalmazasra keriilnek a bioanalitikai
rendszerekben. Ilyenek az aptamerek, peptid-nukleinsavak,
illetve a genetikailag modositott proteinek és receptorok.

Antitestek Az antitestek az immunrendszer elséként
azonositott elemei voltak. A ma antitest néven ismert
specifikus  szérumproteineket, amelyek feladata a
kiilonbozo fertdzd dgensek hatastalanitasa, az 1800-as évek
végén felfedezték fel.! Az antitestek fehérjemolekulak,
amelyeket az immunrendszer egy adott antigén hatasara
termel. Tekintettel arra, hogy az antitestaktivitas altalaban
a szérumfehérjék y-globulin frakcidjaval tarsithato,
immunglobulinoknak nevezik 6ket. Az emberi ¢s allati
immunglobulinok diszulfidhidakkal ¢s nem kovalens
kotésekkel 6sszekapesolt polipeptid lancokbol, két ’nehéz”
és két “konnyd” peptidlancbol allnak. A peptidlancok
N-terminalis szakaszan talalhaté valtozékony, primer
szerkezetet variabilis szakasznak hivjuk és ez a szakasz felelds
az antigén ¢€s az antitest kdzotti kotodés 1étrejottéért (FAB -
fragment antigen binding). Ezzel szemben a peptidlancok
C- terminalis fele allando primer szerkezetli (FC-fragment
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crystalline). Az antitest-antigén kotodés tobb nem kovalens
jellegli kolcsonhatas kialakulasan alapul (hidrogén hidak,
elektrosztatikus ¢és hidrofob kolesonhatasok). A megfeleld
funkcionalitasok mellett, a szelektiv kdlcsonhatast a FAB
és az antigén térbeli illeszkedése (komplementaritasa)
hatarozza meg. Az antitestek azon jellemzd tulajdonsaga,
hogy a megfeleld antigéneket nagy szelektivitassal képesek
megkotni (immunreakcid) az immunanalitika kifejlodését
tette lehetdvé. Az immunanalitika tehat azoknak a
modszereknek a gyljténeve, amelyek specifikus antitest-
antigén reakciokon keresztiil szolgaltatnak analitikai
informacioét egy adott minta komponenseirdl.

Nukleinsavak A nukleinsavak természetben fellelhetd
két {6 csoportjat a ribonukleinsavak (RNS) és
dezoxiribonukleinsavak (DNS) alkotjak. A nukleinsavak

polimer makromolekuldk, melynek monomerjei, a
nukleotidok,  purin-  illetve  pirimidinszarmazékok
glikozidjainak foszforsav észterei. A DNS szdlak

szerkezetében el6forduld pirimidin bazisok a citozin és
timin, mig purin bazisok a guanin és adenin. Az RNS
szalakban is hasonl6 bazisok fordulnak el6 de a timin helyett
uracil talalhato. A nukleinsavak elsodleges szerkezetét
a nukleotidok sorrendje (szekvencia) hatarozza meg. A
nukleinsavak szerkezetében taldlhaté bazisok funkcios
csoportjai alkalmasak hidrogén hidak kialakitasara és ez
képezi a két nukleinsav szal kozotti affinitasi kolesonhatas
alapjat. Hidrogén hidak két nukleinsav lanc kdzott azonban,
csak a donor, illetve akceptor csoportok megfeleld térbeli
elhelyezkedése esetében alakulnak ki, amely a két lanc
legstabilabb helikalis szerkezetében a guanin a citozinnal,
¢és az adenin a timinnel kapcsolodik hidrogén-hidak altal.
Amennyiben a két szal elsddleges szerkezete egymassal
komplementer, azaz a guanin és citozin, illetve adenin
és timin bazisok egymassal szemben helyezkednek el a
két lancon, kialakul a DNS-DNS duplex (kettds csavar).
A nukleinsavak esetében tehat a szelektiv molekularis
felismerést a két komplementer szekvencidju lanc
hibridizacioja biztositja.

Aptamerek Az aptamer név a latin aptus sz6bol képzodott,
amelynek jelentése illeszkedés. Az aptamer olyan DNS
vagy RNS oligonukleotid molekula, amely képes olyan
masodlagos térbeli szerkezetet felvenni, amely nem kovalens
jelegl kolcsonhatasokon keresztiil egy adott célvegyiilet
szelektiv megkdtésére alkalmas. A célvegytiletek lehetnek
makromolekuldk (pl. fehérjék), de kis molekulatomegii
vegyiiletek is (pl. metabolitok, toxinok). Az a tény, hogy DNS
vagy RNS a komplementer szekvenciaju nukleinsavakon
kivil egyéb molekuldkhoz is kotddhetnek ismert volt.
Ugyanakkor itt nem lehet elére megallapitani, hogy egy
adott molekuldnak a felismeréséhez milyen elsddleges
szerkezettel rendelkezd nukleinsav sziikséges. FErre az
alapvetd kérdésre adott valasztaz 1990-ben bevezetett SELEX
modszer (Systematic evolution of ligands by exponential
enrichment) azaz ligandumok exponencialis kinyerése in-
vitro evolucioval.>* A kovetkezOkben ennek az aptamer
eléallitasi folyamatnak a leegyszertsitett elvét ismertetjiik.
A modszer soran a célvegyiiletet egy szilard hordozéra
immobilizaljak, majd nagyszamu (tipikusan 10'%) random
szekvenciaju, 30-70 nukleotid hosszii olignukleotidok
kotodését tesztelik. A célvegyiilethez gyengébben kotodott

oligonukleotidokat megfeleld szelekcids mosasi 1épéssel
valasztjak el a rogzitett célvegyiilettdl. Ezt kovetden a tobbi,
erdsebben kotddott oligonukleotidot kinyerik és polimeraz
lancreakcioval sokszorositjak. Ezeket 0jbol reagaltatjak
a célvegytilettel ¢és az elébb leirt folyamatot 3-5 cikluson
keresztiil megismétlik a végleges szekvencidk kinyerése
elott. A végleges szekvencidk lesznek a célvegyiilethez
szelektiven és er6sen kotddd, ugynevezett aptamerek.
Osszehasonlitva az antitestekkel az aptamerek alkalmazéasa a
kovetkez6 elonydkkel jar: in-vitro elallitas (nem igényelnek
aktiv immunizaciot); nagytisztasagu preparatum kinyerés;
stabilabbak a fehérjéknél; iranyitott kémiai szintézissel a
molekula kémiai stabilitdsa és affinitdsa tovabb javithato;
kisebb molekulatomegiikbdl kifolyodlag szilard hordozdkon
nagyobb receptor siirlisséget lehet biztositani; elvileg
barmilyen molekulara szintetizalhatd aptamer. Hatranyuk a
kiindulasi oligonukleotid konyvtar szintézisének igénye.

Peptid-nukleinsavak A peptid-nukleinsavak (PNS, PNA-
peptide nucleic acid) szintetikus molekuldk, amelyek
abban kiilonbdznek a DNS molekulatol, hogy a dezoxiriboz
foszfatészter lanc helyett a bazisok N-(2-aminoetil)glicin
vazon vannak.* Ez a vaz a DNS lancokhoz hasonlo
helyezkedést biztosit a bazisoknak és ezaltal a PNS, a
DNS molekuldkhoz hasonlé hibridizacios tulajdonsagokkal
bir.’ Ami viszont lényeges, hogy a PNS szalak semleges
toltéstick, mig a DNS molekulak a foszfat csoportok
miatt negativ toltéssel rendelkeznek és ennek fontos
kovetkezményei vannak. fgy mig a DNS-DNS duplexben
a szalak kozotti elektrosztatikus kolcsonhatasok a duplex
kialakulasat gatoljak, amelynek kikiiszobolésére nagy
ionerdsségli  kozeg sziikséges, addig a PNS-DNS duplex
esetében ilyen jellegi kdlcsonhatas nincs és  a duplex
kialakulasat az ionerésség gyakorlatilag nem befolyasolja.
A PNS molekulak alkalmazasa DNS analizisre® nemcsak
nagyobb érzékenységre ¢és specificitdsra nyujtanak
lehetéséget, hanem a PNS szalak kivald hoémérséklet,
pH és bioldgiai stabilitassal is rendelkeznek (ellenallnak
nukleazok €s proteazok hatasanak). Alkalmazasuk tobbek
kozt a pontmutaciok vizsgalataban lehet nagyon elényos.

Receptorok A bioldgiai receptorok biomolekulak specifikus
megkotésére alkalmas peptidek, fehérjék. A receptor-
ligandum kozotti  kolesonhatds  olyan  konformacios
atalakulasokat eredményez a receptor szerkezetében, amely
bizonyos sejtvalaszt indukal, mint példaul egy ioncsatorna
megnyitasat vagy egy bizonyos enzim aktivalasat, illetve
az intracellularis receptorok esetén génaktivacios-profil
valtozasat. Jelenleg a receptorok (ioncsatornak, G-protein
kapcsolt receptorok, stb.) analitikai célokra valé alkalmazasa
toxinok, agonistak illetve antagonistak meghatarozasara
jelenleg rendkiviil korlatozott.” Ennek okai kozott emlithetd
a viszonylag kis stabilitdsuk, estenként a megfeleléen
érzékeny jelatalakitas hidnya és magas eléallitasi koltségiik.
Ugyanakkor a gyogyszerfejlesztésben vald fontossaguk
miatt a jovében nagyobb mértékii alkalmazasuk varhato.

3. Affinitison alapulé biomolekularis felismerés

detektalasa. Rovid torténeti attekintés

A bioaffinitason alapul6 analitikai médszerek fejlodését tobb
tudomanyagban elért eredmények egyiittesen hataroztak
meg. Ezek kozott emlithetd a biokémia, biotechnologia,
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immunoloégia, molekularis bioldgia és analitikai kémia.
A Dioaffinitasi felismerés nyilvanvaléan csak akkor
detektalhatd ha ez a reakciokozegben megfeleld fizikai-
kémiai valtozasokat okoz. Kezdetben a modszerek
tobbsége a kotodés soran kialakult komplex valamilyen
belsé tulajdonsadganak vizualis vagy rendkivill egyszer(
miszerezettségli (pl. turbidimetrias) detektalasan alapult.
Jellemz6 példa az 1897-ben® Kraus altal leirt specifikus
agglutinacion alapuld tifuszteszt. Az agglutinacion alapuld
immunanalitikai tesztek koziil érdemes még kiemelni
a Coombs-tesztet, amely a szervezet vordsvérsejtjei
elleni autoimmunvalasz diagnosztikajara szolgal ¢és a
hemolizis eredetére ad informaciot’. A direkt Coombs-teszt
esetében a pdaciens vorosvérsejtjeihez poliklondlis anti-
human globulin szérumot adnak és pozitiv valasz esetén
agglutinacio 1ép fel. Az 1940-es években kifejlesztett
immundiffuzion®  és  az  immuncsapadékképzésen
(immunprecipitacid) alapulé modszerek, majd az 1953-ban
bevezetett immunelektroforézis'' is még csak elsdsorban
mindségi illetve félmennyiségi eredményeket szolgaltattak.
Az analitikai teljesitményparaméterek  szempontjabol
forradalmi eldrelépést a kiilonbdzd jeloléses modszerek
bevezetése jelentett. Ilyen az 1960-as évek elején, a
Berson ¢és Yalow altal bevezetett radioimmunoassay,
amelyet a plazma inzulintartalmanak meghatdrozasara
dolgoztak ki.'? A mobdszer késébbi népszeriiségét és
elterjedését részben annak is koszonheti, hogy az elsd
radioimmunoassay modszerek hormonok meghatarozasat
szolgaltak'>'. A hormonokat, melyek a bels6 elvalasztast
mirigyek termékei, rendszerint nagyon kis mennyiségben
kell meghatarozni, rdadasul hatasuk és szerkezetiik kozott
rendkiviil szoros Osszefliggés van, ezért a legcsekélyebb
szerkezeti valtozas is valtoztathat az élettani hatason. Az
immunoassay bevezetése eldtt a hormonok meghatarozasa
rendkiviil nehézkes volt, a fehérje természetli hormonok
meghatarozasara, mint példaul az inzulin, gyakorlatilag
nem létezett megfeleld analitikai moddszer. Nagy
jelent6ségli az 1960-as évek kozepén Wide' illetve Miles

és Hales!® altal kidolgozott eljaras az antitestek radioaktiv
izotopokkal valo jelolésére, amely az immunradiometrikus
assay (immunoradiometric assay, IRMA) modszer
kialakulasdhoz vezetett. A radioimmunoassay modszerek
viszonylag kdnnyl automatizalhatésaguknak és széleskori
alkalmazhatésaguknak koszonhetden lehetdséget
teremtettek nagyszamu, rutin analizis elvégzésére. Az
1970-es évek elején a kereskedelmi forgalomban mar tobb
szaz radioimmunoassay allt a felhasznalok rendelkezésére,
elsésorban klinikai analizisre, de kornyezeti, élelmiszer-
analitikai célokra is. A radioimmunoassay bevezetése utan
gyorsan megjelentek a nem-izotopos jeldlésen alapuld
immunoassay moédszerek. fgy méar 1961-ben Dandliker
és Feigen'” a Coons altal bevezetett fluoreszcens jelolést
hasznalva, fluoreszcencia polarizacion alapuld immunoassay
modszert dolgozott ki, mig 1969-ben Avrameas'® az
immunreagensek enzimekkel valo jeldlését irta le. Az
utébbi munka az 1970-es évek elején bevezetett enzim
immunoassay technikak alapjat képezte'>2. A késébbiekben
az enzimes ¢s fluoreszcens jelolést alkalmazo immunoassay
modszerek gyors fejlodésének korszaka kovetkezett. A DNS
analizisben forradalmi elérelépést a polimeraz lancreakcio
(PCR-polymerase chain reaction) bevezetése jelentette az
1980-as években?!24,

4. Affinitdison alapulé6 biomolekularis felismerés

detektalasa. Altalanos iranyelvek

Az affinitdson alapuld biomolekularis felismerés esetében,
egy bioreceptor-ligandum komplex alakul ki. A komplex
kialakulasa altalaban csak nagyon kismértékben valtoztatja
meg a kozeg fizikai-kémiai tulajdonsagat és ezért, ahogy azt
a rovid torténeti attekintésben emlitettem az elsé kvantitativ
nagyérzékenységli analitikai modszerek esetében jeldlo
anyagokat kellett alkalmazni. Ugyanakkor ma mar olyan
érzékeny modszerek is rendelkezésre allnak, amelyekkel
akar jelolés nélkiil is nyomonkovethetd a receptor-ligandum
komplex kialakulasa. Ennek megfeleléen a detektalas
szempontjabdl a bioaffinitason alapul6 analitikai modszerek
két csoportra oszthatdak: jeldléses, illetve jeldlés nélkiili
modszerek. A jelolést alkalmazd modszerek esetében
az affinitdsi kolcsonhatds egyik reakcidpartnere olyan
komponenssel van megjeldlve, amely miiszeres analitikai
modszerrel nagy érzékenységgel detektalhatd. A jeldld
anyag lehet: fluoreszcens molekula, enzim, radioaktiv
izotdp, kemilumineszcencias reagens, fém karbonilok,
szilard részecskék, stb. A jelolést alkalmazd modszereket
is két csoportba oszthatjuk. Amennyiben a detektaldsi
technika kiilonbséget tud tenni a kotott és nem kotott
reagensek altal szolgaltatott analitikai jel kozott, akkor
ezek elvalasztasa nem sziikséges és homogén modszerekrol
beszéliink. Ezeknél sokkal elterjedtebbek az un. heterogén
modszerek, ahol az affinitasi reakcié végeztével, de még
a detektalas elétt a szabad és kotott reagens-frakcidkat
elvalasztjak. Az elvalasztast jelentdsen megkonnyiti,
hogy a felismerd molekuldkat altalaban egy szilard
hordozo feliiletére immobilizaljak. A heterogén modszerek
esetében két alapvetd eljarast kiilonboztethetiink meg. A
vetélkedésen alapuld (kompetitiv) modszerek esetén (2.
abra), az antitest mennyisége korlatozott és versengés alakul
ki a kotéhelyekért a meghatarozando antigén ¢és konstans
mennyiségi jelzett antigén kozott. Az immunkomplex
kialakulasa utan a kotott és szabad antigéneket elvalasztjak.
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Altalaban az antitesthez kotddott jelzett antigénmennyiséget
hatarozzak meg és ekkor az analitikai jel ellentétes modon
valtozik a minta antigéntartalmaval. A nem vetélkedd
modszerek legismertebb valtozata a szendvics eljaras (lasd
2. abra), amely nukleinsavak ¢és legalabb két kotohellyel
rendelkezé antigének meghatarozasara alkalmazhato.
Ebben az esetben a felismerd antitestet a meghatarozandé
antigénhez  viszonyitva  feleslegben = immobilizaljak
egy szilard hordozora. A mintaban levé antigén ¢és az
immobilizalt antitest kozotti immunkomplex kialakuldsa
utan egy masodik jelzett antitestet adnak a reakci6 kdzeghez.
A felismerd és jelzett antitestek “szendvicsszertien” zarjak
kozre az antigént. A jelzett antitest feleslegének eltavolitasa
utan meghatérozzék a szendvicskomplex mennyiségét

V4

Vetélkedésen alapulé médszer

Osszekeverés és inkubacio Elvalasztas Mennyiségi meghatarozas
< o & -
< e R T
& *
'( O -<

Nem vetélkedésen alapuldé mddszer, Szendvics eljaras

& Meghatéarozandé antigén K Szilard hordozéhoz kétott antitest

J
o% Jelzett antigén >-alt- Jelzett antitest

2. Abra. A vetélkedésen és a nem vetélkedésen alapuld (esetiinkben
szendvics) immuneljarasok sematikus abraja

5. Uj iranyzatok a biomolekularis kolcsonhatisok
jelolésen alapulé detektalasaban

Nyilvanvaléan a jeldlésen alapuléd detektdlasok egyik
meghataroz6 kutatasi iranyvonala az 01 tipusu jel616 anyagok
és eljarasok fejlesztése. Az utobbi idészakra elsésorban a
nanoszerkezetli jel6lé anyagok bevezetése és alkalmazasa
a meghatarozo.

Arany nanorészecskék Az arany nanorészecskék
bioanalitikai célti alkalmazdsa nem 1j keleti. Ot és
O6tven nanométer atmérGji  arany nanorészecskéket
nagy elektronsiiriségiik miatt mar az 1970-es években
széleskorben alkalmaztak pasztazo elektronmikroszkopias
méréseknél jelolé anyagként és ezaltal lehetdséget
nyujtottak nagy térfelbontasti immunocitokémiai vizsgalatok
elvégzésére.® Ennek megfeleléen az immunanalitikai
terliletén az arany nanorészecskék alkalmazasa ma mar
rutinszer(inek tekinthet6.?® Ugyanakkor a DNS analizisben
valo bevezetésik és a megfeleld oligonukleotid-arany
nanorészecske konjugatumok eldallitasa csak az 1990-
es évek masodik felében tortént meg.?’?* Jellemz6 példa
az arany nanorészecskéken alapuld nagyérzékenységl
eljarasokra a Mirkin csoportja altal kidolgozott szendvics
modszer az anthrax-specifikus szekvencia meghatarozasara
(3. abra). Ennek soran a szilard hordozéra immobilizalt

oligonukleotid felismerd szal, a célszekvencia ¢és az
arany nanorészecskéhez konjugalt masodik felismerd
szekvencia szendvics komplexet alkot. A célszekvencia
100 pM feletti koncentracidja esetében, a nagy optikai
stirliségli arany jeldlésnek koszonhetdéen, a szendvics
komplex kialakuldsa akar vizualisan is detektalhatd. A
kimutatasi hatar tovabbi csokkentése érdekében a szerzok
kihasznaltak az arany nanorészecskék azon tulajdonsagat,
hogy megfelelé redukaloszer jelenlétében az eziist
ionok levalasat katalizaljak. Az Un. eziist-amplifikacios
technika &t nagysagrenddel csokkentette a kimutatasi
hatart, rdadasul a dinamikus koncentracidtartomany az
eziistlevalasztas idejével szabalyozhatonak bizonyult.?
Erdekes modon a fluorofor jelzéssel Osszehasonlitva az
arany nanorészecskékkel konjugalt oligonukleotidok
alkalmazasa nagymértékben megndvelte az analizis
szelektivitasat, amely alkalmasnak bizonyult a tokéletesen
komplementer €s pontmutacios szalak megkiilonboztetésére
(SNP analizis). A moddszer érzékenysége tovabbndvelhetd
az un. oligonukleotid bio-vonalkdédok alkalmazasaval.
Ebben az esetben az aranynanorészecskék feliiletén a
felismer6 szal mellett nagy feleslegben immobilizalnak egy
masik DNS szalat, amely a vele komplementer szekvenciaju
bio-vonalkdd oligonukleotiddal duplexet képez. Az eljaras
hasonlé modon zajlik le, viszont a szendvics komplex
kialakulasa utan az emlitett duplexet dehibridizaljak és az
oldatba keriil6 bio-vonalkod oligonukleotidokat hatarozzak
meg az ezilist-amplifikaciés modszerrel. Tekintettel arra,
hogy minden egyes célvegyiilet bekotédése esetén szaz-
ezerszeres szamu bio-vonalkdéd szabadul fel a modszer
kimutatasi hatéara eléri az 500 zM koncentraciot.>* Megfelel6
modositassal és immunreagensek alkalmazasaval ez a
rendkiviil érzékeny eljaras proteinek, pl. prosztata specifikus
antigén, meghatarozasara is alkalmazhato.?!

A Arany nanorészecskehez
konjugat felismerd szekvencia
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3. Abra. Eziist-amplifikacios modszer anthrax-specifikus DNS szekvencia
meghatarozasara. (A) miikodési elv (B) kalibracios gorbék kiilonbozo
eziistlevalasztasi id6k esetében
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Kvantum pontok A kvantum pontok (quantum dots)
olyan félvezetd nanokristilyok amelyeknek mindharom
karakterisztikus ~ dimenzidja az 1-10 nanométeres
tartomanyba esik. Kvantum pontok eldallitasara alkalmas
szervetlen félvezetd anyagok kozott emlithetok a GaN, GaP,
GaAs, InP, InAs, ZnO, ZnS, ZnSe, CdS, CdSe és CdTe.?
Ezek a nanokristalyok fluoreszcencids tulajdonsaggal
rendelkeznek. Rendkiviil fontos, hogy a fluoreszcencias
emisszid hullamhosszat a félvezetd nanokristaly atmérdje
hatdrozza meg. A kvantum pontok megfelelé biologiai
eredetii felismerd molekuldkhoz kothetok és ezaltal jelold
anyagként alkalmazhatok  bioaffinitdsi  reakciokban.
Annak ellenére, hogy a kvantum pontok fluoreszcencias
kvantum hatasfoka nem feltétleniill nagyobb a szerves
fluoreszcencias vegyiiletekénél, a fotostabilitasuk jelentdsen
jobb ¢és ez megkonnyiti gyakorlati alkalmazasukat.
Osszehasonlitasképpen mig egy 0,5 mW teljesitményii
Ag" lézer gerjesztés eseté¢ben a rodamin 6G molekula
fluoreszcenciaja kb. 10 perc alatt a felére csokkent, addig
a CdSe kvantum pont emisszidja 4 ora alatt semmit nem
valtozott. 33A nanokristalyok tovabbi elényds tulajdonsaga,
hogy a méretiik valtoztatasaval egyszeriien szabalyozhatd
az emisszios hullamhossz. Ezt a tulajdonsagot kombinalva
a monodiszperz kvantum pontok keskeny emisszids
spektrumaval (mindossze 30 nm koriili felértek-szélesség)
lehetdség nyilik tobb célvegyiilet egyidejii meghatarozasara
kiilonboz6 szinid jelzémolekulak alkalmazasaval. Mindezek
mellett a kvantum pontok nemcsak optikai hanem
elektrokémiai detektalasra is lehetdséget nyujtanak (4.
abra). Ebben az esetben szendvics eljarast alkalmaznak
ahol a masodik felismeré DNS szal kvantum ponttal jelolt.
A szendvics komplex kialakuldsa utan a nanokristalyokat
kis térfogatban feloldjak majd a fémionokat inverz
voltammetriaval meghatarozzak. Ezek a modszerek
rendkiviil nagy érzékenységgel rendelkeznek hiszen
minden egyes szendvics komplex kialakuldsdhoz mérett6l
fliggben par szaztdl par ezer fématomot tartalmazo kvantum
pont tartozik.** Emellett kiillonb6z6 anyagbol késziilt
kvantum pontok alkalmazasaval tobb célvegyiilet egyidejii
meghatarozasa is lehetséges. Ilyen meghatarozas elvét
mutatja be a 4. dbra ahol harom felismerd oligonukleotid
szalat (F1-F3) harom kiillonb6zo célvegyiilet (C1-C3)
meghatarozasara alkalmaznak.*

ZnS Cd  PbS pp2+

ms 2§ 3 I(A)

4. Abra. T6bb DNS szekvencia egyméasmelletti meghatarozasara
alkalmas elektrokémiai detektalason alapulo szendvics eljaras mikodési
elve. A diagram a szendvics komplex kialakulasa utan, kis térfogatban
feloldott félvezetd nanokristalyok fémionjainak inverz voltammetrids
valaszgorbéjét mutatja be.*

Donor-akceptor kozotti tavolsag modulalasan alapulé
detektalasi modszerek

Mint ismeretes az elektron és energia atadas hatékonysaga

egy donor és egy akceptor csoport vagy molekula kdzott
tavolsagfiiggd. A Forster tipusu rezonancia energiatranszfer
hatékonysaga a tavolsag hatodik hatvanyaval csokken, mig
az elektronatlépés sebességi allanddja exponencialisan
csokken a tavolsag fiiggvényében. Ennek megfelelden
donor-akceptor kozotti tavolsdg modulalasa rendkiviil
érzékeny bioérzékelési eljarasok alapjat képezik.* Példaként
emlitheték a proteaz és egyéb enzimek meghatarozasara
alkalmas modszerek. A modszer leegyszerisitett elve, hogy
kezdetben a fluoreszcenciat kiolté molekula egy megfeleld
peptid lancon keresztiil fluoreszcencias hordozé feliiletére
van rogzitve és ezért a hordoz6 fluoreszcencids intenzitasa
kicsi. A protedz enzim a peptid lancot felszakitva a kioltd
molekula eltavolitasat eredményezi és ennek kovetkeztében
enzimaktivitas fliggd fluoreszcencia intenzitasnovekedést
okoz.*” A rezonancia energiatranszfer jelenségen alapul az
un. molekularis villogék (molecular beacon) mikddése is.*
4 A molekularis villogod egy olyan 6nmagahoz hibridizalo
oligonukleotid, amelynek egyik vége altaldban egy
fluoreszcens (5°-vég), a masik pedig egy fluoreszcenciat
kiolto (3’-vég) molekulaval modositott. Az dnhibridizacio
miatt a kialakult hurok konformacié a két molekula
kozelségét és ezaltal a fluoreszcencia kioltasat eredményezi.
A komplementer célvegyiilet hibridizacidja soran kialakult
duplex a hurok konformaciot felnyitja. Ezaltal a jelolt
oligonukleotid két vége eltavolodik egymastol és a
fluoreszcencia intenzitdsa megnd. A molekularis villogok
elektronikus analogjai esetében az oligonukleotid lanc
egyik vége az elektrod feliiletén rogzitett mig a masik vége
elektroaktiv molekulaval (pl. ferrocén) jelzett.* A hurok
konformacid esetében a legkisebb az elektroaktiv molekula
és az eclektrodfelillet kozotti tavolsag ¢és legnagyobb
az eclektronatlépés sebessége. Hibridizacid esetén az
elektroaktiv komponens eltavolodik az elektrodfeliilettdl
ami az elektrokémiai jel (dramerdsség) csokkenését
eredményezi.

errocén I::>
1 AA

5. Abra. Molekularis villogok és elektronikus analogjaik mitkodési elve

Rezonancia  energiatranszferen  alapuldé  moddszerek
protein analizisre is alkalmazhatok. Ebben az esetben a
megfeleld aptamer lanc két végét jeldlik meg az energia
donor és akceptor molekuldkkal. Az aptamerek oldatbeli
konformacidja atrendezédik a fehérjéhez vald specifikus
kotodés soran. Ez az akceptor-donor kozotti tavolsag
és ezaltal a fluoreszcencia intenzitds megvaltozasat
eredményezi.** Fontos megjegyezni, hogy a molekularis
villogékon alapuld eljarasok homogén bioanalitikai
moédszernek tekinthetd, azaz itt nem sziikséges a kotott és
nem kotott reagens frakciok egymastol vald elvalasztasa.
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6. Iranyzatok a biomolekuldris kolcsonhatasok jelolés
nélkiili detektilasaban

A nagyérzékenységgel detektalhato jelold anyagok
bioanalitikai célu alkalmazéasanak elényei nem szorulnak
kiilon magyarazatra. Mindazonaltal t6bb lépéses eljarasokat
¢és koltséges jelold anyagok alkalmazasat igénylik. Emellett
az esetek tobbségében nincs lehetéség a biomolekularis
kolcsonhatas  valos id6ben torténé nyomonkdvetésére,
amely lehetévé tenné a kotddési reakcio kinetikajanak
meghatarozasat. Ezért a bioanalitikai rendszerek fejlesztési
iranyzatain beliil a jelolés nélkiili, de nagyérzékenységet
biztosité modszerek kialakitasa rendkiviili fontossaggal bir.

Feliileti plazmonrezonancia elvén alapulé bioérzékelés

A bioanalitikdban 1980-as évek elején Liedberg ¢és
munkatarsai®®** 4ltal bevezetett analitikai moddszer, a
feliileti plazmon rezonancia (surface plasmon resonance,
SPR) sikere harom tényezével magyarazhaté: a) az
SPR spektroszkopiaval valds idében meghatarozhatd a
biomolekularis kolcsonhatasok kinetikaja, b) a biomolekulak
kotodése jelolés nélkiil nyomonkdvethetd c) az SPR technika
a feliileti tulajdonsagokra mutatott nagy érzékenysége
lehetévé teszi akar relativ gyenge feliileti kdlcsonhatasok
vizsgalatat is. A feliileti plazmonok egy fém (az esetek
tobbségében arany)-dielektrikum hatarfeliileten a vezetési
elektronok mozgasahoz kapcsolodo  elektronsiiriiség-
hullamok. A plazmonok fénnyel valoé gerjesztéséhez a
fény impulzusdnak feliilettel parhuzamos komponense
meg kell egyezzen az azonos energiaju feliileti plazmon
impulzusaval.* Ebben az esetben a fény energiaja atadodik
az clektronsiiriség hullamnak és egy rezonancia jellegl
csatolas torténik. A feliileti plazmonok kialakitasahoz
leggyakrabban hasznalt konfiguraci6 esetében a fényt egy
prizma (Kretschmann elrendezés) segitségével csatoljdk be
a tipikusan 50 nm vastag fémrétegbe. A plazmon-gerjesztés
a fény egy adott beesési szogénél torténik meg és ilyenkor a
fém feliiletrél visszavert fény intenzitdsaban egy minimum
észlelhetd (6 abra). A rezonancianak megfeleld beesési szog
érteke érzékenyen fiigg a megvilagitott fémréteg masik
oldalaval érintkezd kozeg torésmutatojatol. A generalt
evaneszcens hullamok intenzitdsa a fém/dielektrikum
hatarfeliileten maximalis. Az intenzitds a hatarfelilettol
tavolodva exponencialisan csokken és par szaz nanométeres
behatolasi mélységben biztositja a feliileti detektalast. A
biomolekularis kolcsonhatasok vizsgélatakor az affinitasi
reakcié egyik komponense a fém felilletén immobilizalt,
mig a masik komponens a fémmel érintkez6 mintaoldatban
talalhato. A  bekotdédés megvaltoztatia a  feliilettel
kozvetleniil érintkez6é réteg (ahol az evaneszcens hullam
intenzitasa a legnagyobb) torésmutatojat amit a késziilék a
rezonancia szog eltolodasan keresztiil érzékenyen detektal.
Az analitikai ¢és kinetikai informdciét a rezonancia szog
idébeli  valtozasanak nyomonkdvetése szolgaltatja. A
meghatarozas érzékenységét elsédlegesen a biomolekularis
kolcsonhatas soran kialakult komplex stabilitdsa ¢és a
vizsgalt komponens molekulatdmege hatarozza meg. Az
SPR alkalmazasa rendkiviil széles korti.*e4” Kiterjedten
hasznalhato ellenanyag-antigén, DNS hibridizacio, protein-
protein, receptor - biomolekula, stb. k6zotti kdlecsonhatasok
vizsgalatara. Az SPR mérések a kinetikai allandok és
molekularis kolesonhatasok specificitasanak meghatarozasan
tul alkalmasak nyomanalitikai meghatarozasokra is. *
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6. Abra. Az SPR rendszer detektalasi elvének sematikus diagramja.
Mikrokonzol (mikromechanikai) szenzorok

A mikrokonzol szenzorok az atomerd €s mas mérdszondas
mikroszképiakban alkalmazott mikrokonzolok megfeleld
kémiai érzékenyitéssel kialakitott valtozatain alapulnak. A
mikrokonzolok szenzorokba valo atiiltetése az 1990-es évek
elejére tehetd. Ekkor alkalmaztak onalld detektorokként
femtojoule felbontast fototermikus  spektroszkopias
mérésekhez®, illetve hémérséklet, nedvességtartalom ¢és
higanykoncentracid6 meghatarozasara.*® A mikrokonzolok
tipikusan 0,2-1 pm vastag, 20-100 pm széles és 100-500 pm
hosszu rugalmas lapkak, amelynek egyik vége egy szilard
tartohoz van rogzitve. Altaldban a mikrokonzol elhajlsat
a lapka végére iranyitott Ilézersugar visszaverddésén
keresztiil optikai detektorral kovetik nyomon. A mért
paraméter, eclhajlas vagy rezonancia frekvencia, szerint
megkiilonboztetlink  statikus és dinamikus mikrokonzol
szenzorokat. Dinamikus tizemmoddban a mikrokonzolok
mikromechanikai  oszcillatorokként miikodnek és a
mikrokonzol tdmegvaltozdsa a rezonanciafrekvencia
valtozasan keresztill hatarozhaté meg. A kvarckristaly
mikromérlegen®?  alapul6  bioszenzorokkal  analdg
modon ha a felilet megfeleld bioaffintasu reagenssel
modositott akkor a ligandum bekdtddése megvaltoztatja a
mikrokonzol tomegét és ez a tomegvaltozas valos idében
nyomonkovethetd a rezonanciafrekvencia valtozasan
keresztiil. A statikus mikrokonzol szenzorok a receptor-
ligandum kolcsonhatds energiajat mechanikai energiava
alakitjak at. Ennek megfelelden tobbrétegii mikrokonzolok
esetében a molekulak adszorpcidja/kotodése differencialt
felilleti fesziiltség valtozast okoz ami a mikrokonzol
elhajlasat eredményezi. A mikrokonzol szenzorok rendkiviil
érzékenyek a hémérsékletre (a rétegek kiillonbozo linedris
hétagulasi egyiitthatdja miatt) és a konvektiv hatasokra.
Ezért a mikrokonzol szenzorokat szinte kizarolag csak
differencialis felépitésben alkalmazzak. Ebben az esetben
mikrokonzol sorokat hasznalnak amelyek egy része szelektiv
felismeré molekulakkal modositott, a masik részét pedig a
nem specifikus adszorpcionak ellenallé réteggel vonjak be.
Mint ahogy a 7. bran lathat6 rendszer is mutatja, az analitikai
jelet a DNS-el moédositott és a referencia mikrokonzol
elhajlasanak kiilonbsége adja. A komplementer DNS
bekdtddése mind az elektrosztatikus mind pedig a sztérikus
taszitast noveli a felismerd rétegben ezért a megfeleld
mikrokonzol elhajlasat okozza.’* Aptamerekkel*, illetve
antitestekkel modositott mikrokonzol szenzorokat sikeresen
alkalmaztak kiillonbozé fehérjék meghatarozasara is.
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7 Abra. Tébbkonzolos mikromechanikai szenzor abraja és alkalmazasa
DNS hibridizacio detektalasara

Nanohuzalokon alapulé térvezérlésii tranzisztorok
alkalmazasa bioérzékelésre

A félvezetd nanohuzalok kontrollalt eldallitdsaban
elért eredmények® lehetdvé tették ezek térvezérlést
tranzisztorokon alapuld kémiai szenzorokba (CHEMFET)
valdo integralasat. Mint ismeretes a  térvezérlési
tranzisztorok  esetében a forras- ¢és nyel6-elektrodok
kozott talalhato félvezetd csatorna vezetoképességét (a
toltéshordozok koncentracigjat) egy vékony szigeteld
rétegen keresztiil kapacitiven csatolt vezérlelektroddal
modulaljak. A CHEMFET szenzorok esetében a csatorna
vezetdképességének valtozasat a kémiailag érzékenyitett
vezérléelektroda és mintaoldat hatarfeliletén lejatszodo
kémiai folyamat befolyasolja. Ugyanezt az elvet kdvetik a
nanohuzal tipusu térvezérlésti kémiai szenzorok itt azonban
a félvezetd csatorna kialakitdsara altalaban borral adalékolt
szilicium egykristaly nanohuzalt alkalmaznak.*’
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8. Abra. A nanohuzal térvezérlésii tranzisztorokon alapulé bioérzékelés
miikodési elve.

Az erre a célra alkalmazott nanohuzalok tipikusan 10-20 nm
atmérdjiiek és 2-6 mikrométer hosszuak. Itt a toltéshordozok

koncentracidja a  planaris  felépitésti  térvezérlésti
tranzisztoroktol eltéréen a nanohuzal “teljes tomegében
valtozik” amely az érzékenység jelentds novekedését, akar
egy molekula kimutatasanak elvi lehet6ségét is magaban
hordozza. A szelektiv felismerést a nanohuzal feliiletére
immobilizalt biomolekuldkkal biztositjak. Tekintettel
arra, hogy a csatornan atfolyé aram megvaltozasahoz
a nanohuzal feliileti toltésstiriség valtozasa sziikséges,
ezért a beko6tddd ligandumnak mindenképpen elektromos
toltéssel kell rendelkeznie. Az elsé bioanalitikai jellegli
alkalmazas soran Lieber ¢és munkatarsai a nanohuzal
feliiletét biotinnal modositottak ¢és sztreptavidin illetve
monoklonalis anti-biotin antitest szelektiv detektalasdnak
lehetéségét vizsgaltak.’” Az altaluk alkalmazott pH-n a
sztreptavidin negativ, mig az anti-biotin pozitiv tdltéssel
rendelkezett és ennek megfeleléen bekotddésiik a p-tipusa
félvezeté nanohuzal vezet6képességének novelését illetve
csokkentését okoztak Jelenleg megfeleld biomolekulakkal
modositott nanohuzalokat fehérjék mellett mar DNS szalak®®
s6t virusok® meghatarozasara is sikeresen alkalmaztak.
A kimutatasi hatar proteinek esetében legfeljebb 10 pM,
a DNS szalak esetében 10 fM, mig az influenza A virus
esetében 80 aM (50 virus/ pl) volt.®

Ioncsatorna tipusi bioszenzorok

Az ioncsatorna tipusu bioérzékelés rendkiviil érzékeny
analitikai modszer, amely akar egy molekula detektalasara
is lehetéséget nyujt. Az ioncsatorna tipusu érzékeldk
esetében megfeleld receptorok/nanopérusok  vannak
egy  elektromosan szigetel6 membranban integralva.
A receptorok/porusok  szelektiv  kolcsonhatasa  a
meghatarozando komponenssel megvaltoztatjak a membran
ateresztOképességét a detektalt marker ionok szamara és ez
a fluxus valtozas szolgaltatja az analitikai jelet. A modszer
érzékenysége azzal magyarazhatd, hogy a meghatarozandé
komponens mar rendkiviil kis mennyiségének bekotédése
is jelentés modulacidt okozhat a nagy koncentracioban
alkalmazott marker ionok fluxusaban. Az ioncsatorna tipust
szenzorok esetében megkiilonboztetiink egycsatornaju és
tobbcsatorndji szenzorokat.
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9. Abra. Egy — és tbbcsatornas ioncsatorna tipust szenzorok miikodési
elvének és az ionaram-1d6 valaszgorbéinek sematikus vazlata. A
meghatarozand6 komponenssel valo kolcsonhatas soran az effektiv
porusatmérd lecsokken, ami egyiitt jar a membranon keresztiil mért
aramerdsség csokkenésével !

Az egycsatornas szenzorok esetében az egyedi porus és a
meghatarozandé komponensek kdolcsonhatasa bonyolult,
ujlenyomatszerti aramtranzienst eredményez. A csatorna
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blokkolasa egy olyan sztochasztikus esemény, amelynek
eléfordulasi frekvencidgja a meghatarozanddé molekulak
koncentraciojatol fiigg. Ugyanakkor a jel amplitiddja,
illetve a csatorna nyitott és zart allapotainak iddtartama
a vizsgalandd komponens anyagi mindségétol fiigg.
A tObbcsatornas szenzorok esetében ezek az egyedi
kolcsonhatasok idében nem bonthatok fel és csak az
Oszionaram valtozasa detektalhato. A gyakorlati megvaldsitas
soran leggyakrabban a-haemolysin proteint alkalmaznak,
amely a lipid kettésréteg membranban oOnrendezodéssel
egy 100 A hosszi és legsziikebb részén kb. 15 A atmérdji
pérust képez. A membrant két elektrolitot tartalmazé félcella
kozott alakitjak ki, majd altalaban 100 mV kortili fesziiltség
alkalmazasa mellett mérik a membranon keresztiil atfolyo
aram erdsségét (pA).

Egyszala DNS illetve RNS molekuldk elongalt
konformacidban at tudnak hatolni az a-haemolysin poéruson
¢és ennek megfelelden kisérletet tettek ezek szekvendlasara
az egyedi lancok athatolasa soran regisztralt aramtranziensek
alapjan.®>® Ennek ellenére proteinek ¢és nukleinsavak
szelektiv meghatarozasat valojaban csak a géntechnologia
segitségével modositott o-haemolysin porusok tették
lehetévé. fgy egyszali oligonukleotid kovalens rogzitése a
pérus belsejében nemcsak a komplementer szal szelektiv
felismerésére adott lehetéséget,* hanem a duplexképzOdés
kinetikajarél is informaciot szolgaltatott.* A protein
meghatarozas soran, tekintettel arra, hogy a proteinek nem
férnek be az a-haemolysin nanoporusba a receptort polimer
tavtarton keresztiil kotik a poérus belsé falara. Ebben az
esetben a poruson kiviili szelektiv ligandum-receptor kotodés
modulalja a csatornan keresztiili ionaramot.®® A biologiai
nanoporusokon alapulé szenzorok alkalmazasat elsdsorban
a lipid kettOsréteg stabilitasa és a megfelel6 receptorokkal
modositott porusok elérhetdsége korlatozza.*®  Erre a
problémara megoldést jelenthet a szintetikus poérusok és
receptorok mint példaul a kémiailag modositott nanocsovek
alkalmazasa.®

Osszefoglalas

A biomolekularis kdlcsonhatasok analitikai céli alkalmazasa
egy dinamikusan fejl6dé interdiszciplinaris teriilet.
Az utobbi idészakban kifejlesztett rendkiviil érzékeny
detektalasi eljarasok az analitika, anyag- és ¢élettudomanyok
egylittes alkalmazasanak kdszonhetd. Kiilonbdzo bioldgiai,
kémiai vagy fizikai jellegli jelfelerdsitési sémak kiilon vagy
egylittes alkalmazasa megkozeliti és egyes esetekben eléri
az analitikai detektalas elvi kimutatasi hatarat. A jeloléses
modszerekre az 1) tipusu nanoszerkezetli anyagok és
szintetikus receptorok bevezetése ¢és alkalmazasa jellemzd.
Ugyanakkor az affinitdsi kolcsonhatasok valds ideji
nyomonkdvetésének igénye, 0j jelolésmentes jelatvivok és
detektalasi elvek kifejlesztéséhez vezetett.

Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom az OTKA (F037977, M041969) és az
MTA Bolyai Janos Kutatoi Osztondij tamogatasaért.
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methods of affinity interactions were based on the use of different
labels, such as enzymes, nanoparticles, fluorophores, etc.. In the
recent years the implementation of novel nanostructures such as
quantum dots, nanoparticle-receptor conjugates as well as different
biological and chemical type amplification schemes are pushing to
the limits the analytical performance parameters. The application
of nanostructures for sensing and biosensing is especially a quickly
emerging area, gaining popularity from the intimate molecular
level control of the detection process. It has been shown by several
groups the tremendous amplification with which nanoparticle
labels can assist the analysis of proteins and DNA strands. The
high optical density of metal nanoparticles in certain cases made
possible the visualization of target concentrations down to 100
pM with the naked eye. The catalytic effect of metal nanoparticles
can also be used to induce electroless deposition of silver, which
improves with another five orders of magnitude the detection
limit of analytical techniques based on gold nanoparticle labels.
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Moreover, since each individual molecular binding event is
associated with the presence of a nanoparticle consisting of
thousands of atoms, their dissolution and detection with stripping
voltammetry in minute volumes provides another route for the
high sensitivity detection of bioaffinity interactions. However,
the use of labels can often result in laborious multi-step detection
procedures and most often prohibit the real time monitoring of
the affinity interactions. Therefore, there is a considerable effort
directed towards the development of novel label-free, but sensitive

approaches for biosensing. Well established label-free techniques
such as quartz crystal microbalance and surface plasmon resonance
are providing means not only for the trace analysis of biomolecules,
but also to follow binding events in real time and by that to
determine the kinetic parameters of the affinity reactions. Recently
emerging biosensing technologies such as microcantilever sensors,
nanowire based field effect transistors and stochastic sensors have
demonstrated the tremendous potential of biological and synthetic
nanostructures for label-free bionalysis.
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Chiptechnoldgia a gyogyszerkutatasban

PUSKAS Laszl6 G.
MTA, Szegedi Biologiai Kozpont, Funkciondlis Genomika Laboratorium, Szeged, Temesvari krt. 62.

Osszefoglalas

A gyogyszerkutatasok soran olyan gydgyszer-jellegii
kismolekulakat probalnak azonositani, amelyek specifikus
kolcsonhatasba 1épnek kiilonbozo, betegséget meghatarozo
célfehérjékkel. Ahagyomanyos megkozelitések mellett egyre
fontosabbak az olyan 0j modszerek, amelyek atfogo globalis
szlirémodszerekkel dolgoznak, mint amilyen a kismolekula-
, DNS- és fehérje-chip technoldgia. Ezekkel a modszerekkel
nem csak a hatéanyagok nagy ateresztOképességl szlirésére
nyilik moéd, hanem a hatéanyagok mechanizmusanak,
esetleges mellékhatasainak  korai  azonositdsara s
felhasznalhatok. Gyogyszerhatdoanyagok hatasanak
felderitésére a DNS- ¢és fehérje-chip technika olyan
esetekben lehet nagyon hasznos, amikor a potencialis
gyogyszermolekula hatdsmechanizmusat vagy molekularis
célpontjait nem ismerjiik. A chipmddszereknél nagy elény,
hogy néhéany kisérletben nem csak néhany, gyantsithato
célmolekula mennyiségi vagy minbségi valtozasa
hatarozhaté meg, hanem eclvileg lehet6ség van tobb ezer
fehérje vagy akar a teljes génallomany valtozasainak
detektalasa is. fgy olyan informacié halmazhoz jutunk,
amely az eddigi modszerekkel nem volt lehetséges. Ennek
a forradalmi technoldgianak a 1étrejottét a miniatiirizalas, a
robot-technika és az informatika fejlodése tette lehetové.

Ebben a cikkben roviden megemlitjiik a DNS- és fehérje-
chip technologia lényegi elemeit. Az egyik legmodernebb
moddszerrél, a kémiai-chiptechnolégiarol is beszamolunk,
els6sorban a gyogyszerkutatdsban betdltott és a jovoben
betdltendd szerepérol.

I. DNS-chip technolégia

A human genom projekt keretében ma mar korlatlan
hozzaférési lehetdség van a gének szekvencidit és
lokalizaciojat tartalmazé adatbazisokhoz, nagyban segitve
ezzel a kromoszoéma rendellenességek felderitését, a
génexpresszids mintdzat szisztematikus meghatarozasat,
mely nemcsak a sejtek normalis mikodésének megértése
szempontjabol nagyon fontos, hanem hozzajarul olyan uj
gének azonositasahoz, melyek adott betegségcsoportra
markerként jellemzdek €s terapias szempontbol potencialis
gyogyszercélpontok  lehetnek. A  huszadik  szazad
masodik feléig a gének funkcdjanak és szabalyozasanak
tanulmanyozasa egyedi gének Iépésrdl 1épésre torténd
vizsgalatan alapult. Tekintve, hogy egyre tobb organizmus
genomjanak szekvencidja valt és valik teljesen vagy
részlegesen ismertté, szdmos Uj technika fejlédott ki,
melyek a génfunkcidk szisztematikus analizisét teszik
lehetévé. A technikak koziil egyik nagykapacitasu, konnyen
automatizalhaté modszere a DNS-csip technologia, mely
forradalmasitotta a molekularis biologiat, a funkcionalis

E-mail: pusi@brc.hu

genomikat és napjainkban a klinikai diagnosztikai
modszereket is [1-3].

A DNS-chip egy olyan meghatarozott mintazatban felvitt
¢és kihorgonyzott nagy szamu (100-1.000.000) koélesonhatd
DNS mintat tartalmazé szilard hordozo6 (legtobbszor iiveg,
de lehet arany, vagy specialis miianyag feliilet is), amely
a hibridizalas soran (az egyszali DNS komplementer
szakaszok specifikus kdlcsonhatdsabol adodo kettds szal
képzddés) alkalmas adott biologiai mintabdl kinyert DNS
vagy RNS mennyiségi jellemzésére (1. abra). Minden egyes
kdlesonhato minta egy génre vagy DNS szakaszra specifikus,
amelynek poziciojat ismerjiik a szilard feliileten.

1. Abra. A DNS-chipen t6bb ezer (akar szézezer) kiilonbozé gén
aktivitasat is nyomon tudjuk kdvetni. Minden egyes pont egy génre
jellemz6 szekvenciat tartalmaz. A bioldgiai mintabol kinyert, majd
fluoreszcensen megjelolt RNS a gén aktivitasaval aranyos fluoreszcens
jelet ad.

Két (gyogyszerrel kezelt illetve kezeletlen kontroll) mintabol
szarmazd RNS két spektralis tulajdonsagaiban eltérd
fluoreszcens festékkel jeldlhetd, amelyeket egy DNS-chipen
hibridizadlva, majd egy nagyfelbontasi lézerszkenneres
leolvasas utdn meghatarozhatok az egyes gének relativ
kifejez6dése. A gén aktivitasa az adott pontban detektalhato
fluoreszcens jel intenzitasaval aranyos. Ha egy pontban
a kezelt mintabol szarmazé fluoreszcens jel erdsebb, az
azt jelenti, hogy a kezelés hatasara az adott gén aktivitasa
megemelkedett. Ha torténetesen az a gén egy olyan majban
kifejez6d6 gén, amely a toxikus anyagok lebontasaért
felelos fehérjét kodol, akkor nagy valdsziniiség szerint a
gyogyszerhatdanyag toxikus mellékhatasu is.

111 évfolyam, 3. szam, 2005. szeptember



144 Magyar Kémiai Folyoirat - Eléaddsok

Il. Fehérje-chip technolégia

Az emberi genomot alkotd mintegy 30.000 fehérjét
expresszald gén koziil csak egy relative kisebb alcsoport johet
szamitasba terapias alkalmazas céljabol. A hatdoanyagokkal
megcélozhatd géntermékek szamos esetben nem vart és
kivételes lehetéséget nyujtanak a kutatoknak betegségek
kivaltd okainak tanulmanyozasara. Ebbe az alcsoportba
kb. 3000 olyan fehérje tartozik, amelyek gyogyszer-
hatéanyagszeri kismolekulakkal (molekulatomeg < 500,
kozepesen lipofil) kolcsonhatasba képesek 1épni. Masfeldl,
nagyszamu “knock-out” egereken végzett kisérletek alapjan
jelenleg kb. 3000-re becsiilik az olyan gének szamat,
amelyek valamilyen kéros folyamat kialakulasaval hozhatok
kapcsolatba [4]. A két csoport koz0s része képviseli azt
a koriilbelil 600-1500 fehérjébdl allo csoportot, amely
gyogyszerhatdbanyagok szamara célpont lehet, azaz
célfehérjének (targetnek) tekinthetd. Egy kozelmultban
kozolt felmérés szerint a mostandig azonositott célfehérjék
szdma mindossze 500-ra tehetd [5].

A DNS-chip technologiaval hasonlé modon késziilnek el a
fehérje-chipek, azzal a kiilonbséggel, hogy a lecseppentett
pontokban nem kolcsonhato DNS molekulak, hanem
fehérjékkel specifikus kolcsonhatasba 1ép6 (altalaban)
antitestek vannak kihorgonyozva. A bioldgiai mintabol
nem RNS-t vagy DNS-t vonunk ki, hanem fehérjét, amelyet
szintén fluoreszcens festékkel jelliink, majd a fehérje-chip
feliiletén inkubaljuk a jelolt fehérjék elegyét. A detektalas
szintén a DNS-chipeknél mar emlitett Iézerszkenneres
leolvasas, amelyet az intenzitasértékek meghatdrozasa és
kezelt és kezeletlen mintak relativ fehérje mennyiségének
meghatarozasa kovet. Ezzel a mddszerrel egy kisérletben
tobb szaz vagy akar ezer fehérje mennyisége hatarozhato
meg, igy azonosithatok olyan fehérjék, amelyeknek
mennyisége egy gyogyszeres kezelés soran megvaltozott.

[ll. Genomikai farmakoldgia, kémiai genomika

Amig a megfejtett génszekvencidk szama évek soran
gyorsan nott, addig funkcioik legtobb esetben ismeretlenck
maradtak. E nem vart mennyiségii informacié kezelése a

posztgenomika korszakanak egyik legfobb kihivasa.

A posztgenomikai farmakologiaban az olyan tdbb iranyu

megkozelitést — amelyekben  kismolekula  kezeléssel
kivaltott sejtvalaszt mériink genomikai (génexpresszids
mintazat) illetve proteomikai (fehérje expresszios

valtozasok) modszerekkel Osszefoglaldo néven kémiai
genomikanak nevezziik. A kémiai genomika tobbnyire
azokat a kolcsonhatasokat vizsgalja, amely egy valtozatos
kismolekulastlyt kémiai molekulakdnyvtar és a human
genom Osszes génterméke kozott fennallhat. Szlikebb
értelemben a  kémiai genomika  gydgyszer-jellegli
kismolekulak tesztelését jelenti, annak érdekében, hogy
a kevésbé jellemzett, betegséggel kapcsolatos fehérjék
felhasznalhatosdgat a gyogyszerfejlesztés szempontjabol
meghatarozza.

Kisméretii molekulakkal azonosithatjuk a
gyogyszerkolcsonhatasra  és  -fejlesztésre  alkalmas
célfehérjéket ¢és igazolhatjuk elsé szinten a sejtszintll
funkcioikat, ugyanakkor a fehérjeszintli kdlcsonhatasbol

visszakovetkeztethetink a  kismolekuldk  bioldgiai
aktivitdsara, aminek ismerete a hatdanyag-tervezéshez
nytjt segitséget. Igy pl. az elsd sziirdvizsgalat alkalméaval
kivalasztott hatast mutatdé molekulakkal (un. “hit”-
vegyliletekkel) nyert sejt ill. genom-szinti ismeretanyag
lehetové teszi a gydgyszeripar szamara Uj hatéanyagok
hatékonyabb kifejlesztését.

Laboratoriumunkban egy olyan 10j megkozelitést
fejlesztettiink ki, mely egy valtozatos molekulakonyvtar
egyes elemeibdl adott fehérjével torténd kolcsonhatast
kémiai-chip felhasznalasaval oldja meg [6]. A kémiai-
chip segitségével tobb ezer kémiai vegyiilet gyors, egy
Iépésben torténd tesztelését tudjuk megvalositani, igy egy
elészelektalt kisebb konyvtar szolgalhat tovabbi sziirésre
vagy kémiai genomikai alkalmazasra [7-9].

A sejt allapotanak valtozasait gyakran komplex hatasok sora
idézi eld. A sejteken végzett kémiai genomikai vizsgélatokkal
a kismolekula kolcsonhatdsait tobb ponton (valdjaban
egy adott jelatviteli utvonalhoz a membrantdl a sejtmagig
tartozo6 Osszes fehérjén) teszteljiik, amely nem korlatozodik
egyetlen sejtfelszini receptor vagy rekombinans géntermék
kotodéséhez, mint a tisztan fehérje szintli bioldgiai szlirés
esetén [8, 9]. Itt valdjaban sejtvalaszt mériink a jelatviteli
utvonal kismolekula altal kivaltott gatlasa vagy aktivalasa
révén. A sejtvalaszok fenotipusos, funkciondlis vagy
génexpresszios  (génkifejezOdéses) valtozasok szintjén
jonnek létre.

A kémiai genetikaval ellentétben, amely egyedi gének
megfigyelését célozza, a kémiai genomika a teljes genomot
tanulmanyozza gyakran felhasznalva a funkcionalis
genomika eszkoztarat is [7].

IV. Kismolekula v. Kémiai chipek

A kémiai chipek létrehozéasa valdjaban gyogyszer illetve
gyogyszerjelolt vegyiiletek feliileti immobilizalasat jelenti
olymodon, hogy azok a biologiai aktivitasukat és a kotGhely
szelektivitasukat megtartsak.

A kémiai-chip egy altalunk szabadalmaztatott kémiailag
modositott liveg feliiletre nagy stiriségben felcseppentett
¢és felkotott molekulakdnyvtarat tartalmaz [7, 9]. A mintak
felcseppentése elétt mind a molekulakdnyvtarat alkotd
vegyileteket mind az alkalmazott iiveg feliiletet mdodositani
kell az allandd felileti mintamennyiség biztositasa
érdekében. A mintak modositasa a szintézis utan hozzajuk
kapcsolt tavtartd kar (linker) létrehozasaval jar, amely
egyben tartalmazza a moddositott iivegfeliilettel kovalens
kapcsolatot 1étrehoz6 funkcids csoportot is (amino csoport).
Kémiai chipek Ilétrehozéasara szilard hordozoként iiveg
mikroszkop lemezek alkalmazhatok. Az altalunk alkalmazott
iveg feliileteket tobb 1épéses kémiai reakciok soran
modositottuk. Igy a feliileten egy elagazo lancu, fa-szerii
rendszert alakitottunk ki, melyen a lancok végén aktivalt
funkciés csoportok talalhatok, melyek a kikotni kivant
molekulak megfelelé részeivel kémiai kotéseket hozhatnak
létre. Az ilyen tipusu szerkezetek eldnye, hogy az elagazasok
kovetkeztében nd a feliilet kapacitasa (nagyobb mennyiségii
minta kothetd a feliiletre), illetve megfeld tavolsagot képez a
felvitt molekula és az iiveg feliilete kozott, ami a molekulak
hozzaférhetdséget biztositja.
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Az altalunk modositott feliiletre 500 linkerrel ellatott
kismolekulatomegli ~ vegyiiletet  vittink  fel  egy
nagypontossagli chip készitd robot segitségével. (Az 500
linkerrel eldallitott vegyiilet CMT [10] nagykapacitast
parhuzamos  szintézistechnologiaval a  ComGenex
laboratoriumaban késziilt egy 240,000 vegyiiletbdl allo
molekulatar felhasznalasaval) (2. bra).

A kémiai-chip segitségével kémiai vegyiiletek gyors, egy
lépésben torténd tesztelését tudjuk megvalositani, ahol
meghatarozhatjuk adott fluoreszcensen jelolt fehérjéekkel
kolesonhaté molekuldkat.

melanémabol és melanocitakbol nyert jeldlt fehérjék
vizsgalatara hasznaltuk fel. A jelolt fehérjék a kémiai-
chipen torténd inkubalasa utan intenziv fehérje specifikus
fluoreszcens jeleteket kaptunk a megfeleld feliiletre
kotott kolesonhatd molekuldk helyén. Azokra a pontokra
Osszpontositottunk (és igy azokra a kémiai anyagokra),
amelyek erdsebb jelet adtak a melanéma mintaval, mint a
melanocita esetében. Ezek koziil egy anyagot melanoma
sejtvonalon (A375) is kiprobaltunk, ahol erds citotoxikus
hatast tapasztaltunk. Human majkarcinoma sejtvonalakon
specifikus fenotipust és sejtelhalast detektaltunk. Tovabbi
kisérleteinkben a molekula fehérjecélpontjat kivanjuk
meghatarozni €s tovabbi in vitro és in vivo kisérleteket
terveziink.

e

Laboratoriumunkban az altalunk gyartott kémiai-chipeket
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2. Abra Kémiai-chip létrehozasa elére megszintetizalt linkerrel ellatott molekulakényvtarbol. A vegyiiletek egyenként kis foltokban vannak kihorgonyozva

egy specialisan aktivalt tiveg feliileten.

Osszefoglalva, az emberi géntérkép befejezésével, egy
kérdéses betegség megértéséhez és gyogyitasahoz sziikség
van a genomika, proteomika, és ujabban a kis molekulakbol
all6 konyvtarak korai alkalmazasanak integralasara abbol
a célbol, hogy sokkal hatasosabb hatéanyag-felfedezési
megkozelitést épitsiink fel. A posztgenomikai felfedezés
o6 feladata a célfehérjék novekvo szama és a kis molekulak
kozotti szinergizmus szamos szempont figyelembevételével
torténd megalapozasa. Az 0j célpontok a hagyomanyos és az
Ujabban felmertild betegségekre specifikusabb, hatékonyabb
¢és biztonsagosabb kismolekuldkkal torténd, uj terapids
beavatkozasokat biztositanak, mig a hatdanyag-felfedezésre
forditott id6 jelentdsen lecsokken és megnovekszik a
felfedezési folyamat valosziniiségének sikere.
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protein targets. By using complex molecular biological tools (like
chemical- or DNA-microarrays) it studies those interactions, which
are among the specific gene products of the human genome and a
diverse chemical library. We used chemical-microarray technology
to reveal the mechanisms of action of potential drugs by monitoring
protein expression changes caused in melanoma cell cultures.
A novel approach by using chemical-microarrays, where a hit
molecule (interacting with a specific protein) can be selected from
a complex library with one step has been developed. Identification
of new compounds by these novel approaches and application of
microarrays in pharmacological studies serve for more effective
drug development strategies.
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Antus Sandor, Matyus Péter:Szerves
Kémia I-11l

Nemzeti Tankényvkiado

Az Antus-Matyus szerzéparos ,,Szerves kémia” tankonyve
hianyp6tldé munka. Bar egyetemi jegyzetekbdl —és
abragyijteményekbdl az elmult negyed-szdzadban nem volt
hiany, magyar nyelvii tankonyv irasara kevesen vallalkoztak.
Furka Arpad ,,Szerves kémia” cimii konyve (1. kiadas, 910
oldal) 1988-ben jelent meg. Novak Lajos és Nyitrai Jozsef
»Szerves kémia” tankonyve (541 oldal) pedig 1998-ban.
Utobbi meglehetdsen tomor, a miiegyetemi vegyészmérnok
képzés igényeihez igazodé munka. Igy recenzor érthetd
modon nagy érdeklédéssel vette kézbe a nemrég megjelent
konyvet. A harom kdtetes munka 566 oldal terjedelmti, de a
betliméretet és a tablazatok tobbségének méretét figyelembe
véve ez 800-1000 ,,normal” oldalnak felel meg. (A
kis betliméret a Nemzeti Tankonyvkiadd szokasava valt az
elmult években, jo szemekkel még tlirhetden olvashato, de
a tablazatcimek ¢és abraaldirasok mar bantdéan apré betiivel
lettek szedve.)

Az els6 kotet Iényegében egyetlen fejezet (,,Szerves kémiai
alapismeretek”, ezt egésziti ki a ,,Szerves vegyiiletek
nevezéktana” ¢és a ,,Gyogyszerek nevének képzése” rész,
Osszesen 120 oldal). Minden megtalalhatd benne, ami a
szerves kémia megértéséhez sziikséges, a Lewis-elmélettdl
kezdve a Nobel-dijas Olah Gyodrgy szupersavainak
rovid targyalasan at egészen a sztereokémia alapjaig €s
a szerves vegyiletek Osszetételének és szerkezetének
meghatarozasaig. Bar a munka alaptankonyvnek szamit,
szinvonala vetekszik a kivalo és gyakran sztarolt amerikai
vagy angol kiaddék gondozdsaban megjelent angol nyelvii
,basic” szerves kémia tankonyvekével.

A 1II. kotet (2-12. fejezet, 137-443. oldal) a szerves
vegyiileteket targyalja hagyomanyos, funkcidés csoportok
szerinti csoportositasban, de szempontként megjelenik
a természetben vald el6forduldas és az élettani hatés is.
Ugyanebben a kotetben keriil sor a szerves reakciok
targyalasara is. Itt a hangstly nem a reakciok végtelen hossza
felsorolasan van hanem az elektron- €s térszerkezetbdl
kovetkezd reakcidkészség értelmezésén. Emlités torténik
»modern” reakciokrol és reagensekrél is (pl. Net-
reakcid). Szerzok tomoren, de érthetd moddon kezelik a
reakcidémechanizmusokat. A példak kozott gyakran talalunk
biomolekularis reakciot is, pl. a 4. fejezetben szerepel a
cisztein oxidaciodja cisztinné.

Az 5. fejezet (,Eterek és kéntartalmi analogjaik™) az
egyszerli ¢terektdl a gylirlis éterekig terjedd vonulat.
Lényegesen rovidebb a 6. fejezet (,,Nitrovegyiiletek™),
dicsérendé modon itt példaként felbukkan a kléramfenikol
és a metronidazol gydgyszerek képlete. A 7. fejezet
(,,Aminok, diazo-diazonium- ¢és azovegyiiletek™) ismét
rovid, a példak kozott megjelennek az ingeriiletatvivo
acetilkolin és mas biomolekuldk, valamint gyogyszerek

st kabitészerek is (pl. amfetamin). A 8. fejezet
(,,Oxovegyiiletek™) ¢és a 9. fejezet (,Karbonsavak ¢&s
szarmazékaik”) targyalasa megfelel a szokasoknak, a
reakcidmechanizmusok kell6 stllyal szerepelnek, a képletek
jol tiikrozik az elemi torténéseket. A 9. fejezet részletesen
ismerteti a savszarmazékok elnevezésének szabalyait. A 10.
fejezet (,,Helyettesitett karbonsavak™) a biokémia targyat
alapozza meg. Hasznosnak tartom a ,,Szénsavszarmazékok™
kiilon fejezetben (11.) valo targyalasat. A ,,Heterociklusos
vegyiiletek” (12. fejezet, 389-443. oldal) fontos része a
konyvnek, foglalkozik a vegyiiletek elektronszerkezetével,
eléallitasaval és reakcioival is, de nem feledkeznek meg a
szerzOk a nevezéktanrdl sem. A példak kozott szép szammal
talalhatok gyogyszerek és természetesen biomolekulak.
A diazinok alfejezetben felbukkan harom vitamin (B, -
, B,-vitamin és a folsav). Osszességében elmondhato,
hogy a II. kotetben targyalt leiro, illetve reakcid-orientalt
szerves kémia aranyos, szerepel benne minden, ami egy
alapozo-tankonyvben sziikséges — a terjedelmi korlatok
figyelembevételével — kelld részletességgel.

A TII. kotet recenzesben vegyes érzéseket valtott ki.
A ,,Szénhidratok” alfejezettel nincs semmi probléma,
minden szerepel ami alapszinten fontos. Az ,Izoprénvazas
vegyiiletek” alfejezetet (513-522. oldal) célszertibb lett
volna a lipidek vegyiiletetcsalad egyik tagjaként targyalni.
A ,Flavonoidok” alfejezet talzott stlya (522-538. oldal)
érthetd, (az egyik szerzo altal mivelt kutatasi teriilet), de
nem indokolt. Kell6 terjedelmii alfejezetek az ,,Alkaloidok™
(538-546. oldal) és a ,,Porfinvazas vegyiiletek” (555-559.
oldal), kicsit hosszinak tiinik az ,,Antibiotikumok” rész
(546-555. oldal). Két tertilet szenvedte meg a III. kotet
terjedelmi korlatokbol is adodo ,,sziikmarkisagat”. Az
egyik az ,,Aminosavak, peptidek, fehérjék” alfejezet (557-
576. oldal), amelyben dicséretes moédon emlités torténik a
kombinatoérikus kémiarol, de nem sok sz6 esik a fehérjékrol.
A masik a , Nukleinsavak, nukleiotidek, nukleozid” alfejezet
(500-513. oldal). A genomika ¢és proteomika korszakaban
mindkettd tobb figyelmet érdemelt volna.

E recenzi6 ir6ja nem foglalkozott szisztematikus
,hibavadaszattal”. A szaréproba jellegli ellendrzések
azt mutattak, hogy alig akad hiba a szdveges részekben,
a képletek, egyenletek is jok és konnyen érthetdék. Ez
elsésorban a szerzdket, de a lektorokat is dicséri.

Szerz6k a konyvet elsésorban a gyogyszerészeti karok
hallgatoinak szantak, de recenzens meg van gy6zddve arrol,
hogy a munka a természettudomanyi karok, orvoskarok
és miiszaki egyetemek szerves kémia oktatasanak is
alaptankonyve lehet. Sét, fontos szerepet jatszhat a B.Sc.
képzésben is a bolognai rendszer beindulasa utan.

Hollosi Miklos
tanszékvezetd egyetemi tanar
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Antus Sandor, Matyus Péter:Szerves
Kémia I-111

Nemzeti Tankényvkiado

Merész vallalkozas, ha manapsag valaki szerves kémia
targyl tankonyv irdsara adja a fejét, hiszen nem konny(
a nagynevli elddok (pl. Bruckner Gy6zd, Lempert
Karoly, Szantay Csaba ¢és Kajtar Marton) nyomdokaba
Iépni, masrészt a kozelmultban Novak Lajos és Nyitrai
Jozsef jelentetett meg szerves kémia tankOnyvet, igaz
vegyészmérndk hallgatok szamara és a Miiszaki Egyetemi
Tankonyvkiad6 gondozasaban.

Antus Sandor és Matyus Péter professzorok Szerves
Kémia I, II és III cimli kdnyvsorozatat kézbe véve és
betekintve a tartalomjegyzékbe rogton kideriil, hogy a
szerzéparosnak sikeriilt valami nagyszer(t alkotnia, ugyanis
a szokasos szerves kémiai ismeretanyagot egyedi modon,
a gyogyszerészek szempontjabol ,kihegyezve” és az Gjabb
ismeretekkel aktualizalva targyalja. A haromrészes mi
igen értékes része az 1. kotet. Az altalanos ismeretanyagot
véleményem szerint jol valogattdk Ossze és — a tOmorség
miatt — a targyalas is kivalo. Az éabrak érthetden és
szinvonalasan szemléltetik a leirtakat. A spektroszkdpiai és
nevezéktani 0sszefoglalo beiktatasa szintén jo dtlet volt. ATI.
kotet a kiilonféle szénhidrogénektdl indulva, a helyettesitett
szarmazékokon, az étereken, aminokon ¢és karbonsavak
valamint szdrmazékain és a szénsavszarmazékokon at a
heterociklusos vegyiiletekig szisztematikusan targyalja az

adott csaladhoz tartozéd vegyiiletek szerkezetét, eldallitasat
és reakcioit. A III. kotet a természetes vegyiiletek
legfontosabb csoportjait, igy az aminosavakat, peptideket/
fehérjéket, szénhidratokat, nukleinsavakat, alkaloidokat,
flavanoidokat, antibiotikumokat és egyéb fontos, de
kisebb vegytiletcsoportokat targyalja. A szoébanforgd kotet
értekét noveli az egyedi és szines targyaldsmod. Kiilon
megemlitendé az alkotoszerkesztd, Antusné Dr Ercsényi
Agnes szinvonalas munkaja, amellyel Osszefésiilte és
egységesitette a két szerzd fejezeteit.

Az esztétikus megjelenést a kiilsé ¢és belsdé boritdlap
biztositja. A hallgatdsdg szamara a Név- €s targymutaton
kiviil (amelyet Dr Wolfling Janos készitett) hasznos segitség
a ,,Szakkifejezések magyarazata” c. rész is.

Nyugodt lelkiismerettel lehet allitani, hogy az Antus-
Matyus szerzéparos altal irt haromrészes szerves kémiai
tankonyv nemcsak gyogyszerész-, hanem vegyész-,
vegyészmérnok- és biomérnok hallgatok, valamint kémia
szakos tanarjeloltek szamara is hasznos segitség lehet a
szerves kémiai ismeretanyag elsajatitasaban, de a kémiaval
foglalkozo6 szakemberek szamara is érdekfeszit6 és hasznos
olvasmany.

Keglevich Gyorgy
egyetemi tanar, tanszékvezetd
BME, Szerves Kémiai Technologia Tanszék
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