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A dihidroxi-acetont (DHA) az élelmiszeripar mint aromafokozo6t és
antioxiddnst haszndlja fel, a kozmetikai ipar pedig, mint mesterséges
barnité szert. Meghatdrozasara tobb modszer ismert. Az egyik
legelterjedtebb moddszer a Schoorl-féle redukdld cukor meghatarozas,
melynél alkalmazott reakcié azonban nem szelektiv. A vékonyréteg
kromatografids eljards a DHA kvalitativ meghatdrozédsdra alkalmas.
Géazkromatografids és folyadékkromatogrdfias meghatdrozdssal mind
kvalitativ, mind pedig kvantitativ elemzések végezhetdk. Rutin
analitikai célokra az enzimes-tesztcsomagot alkalmazzdk leginkdbb.
Ezek a médszerek azonban dragdk, munka- és idéigényesek.

Célul tdztik ki gyors, rutin moédszer kidolgozdsit a DHA
meghatdrozdsara, amely mind sorozatmérések elvégzésére, mind
fermentacios folyamatok nyomon-kovetésére alkalmas.

Az utdobbi években a rogzitett enzimek analitikai alkalmazésa uj
lehet&ségeket nyitott. El&térbe keriiltek a bioszenzor kutatdsok és
alkalmazasok (Scheller, Schubert, 1992).

A Kozponti Elelmiszeripari Kutaté Intézetben mar tobb éve
foglalkozunk  bioszenzorok  kutatasdval. Az  elmult években
gylimolcslevekbdl glikoz (Varadi és mtsai. 1994), fermentlébsl maltdz
(Varadi és mtsai. 1993) és kiilonb6z6 tipusi sormintdkbdl alkohol
meghatdrozdsdra alkalmas enzimcelldat fejlesztettiink ki. Jelen
kutatdsaink a galakt6zoxiddz enzim alkalmazasan alapuld szenzorok
kifejlesztésére irdnyulnak.

A galaktozoxidaz (EC.1.1.3.9.) a széles specifitdsu enzimek kozé
tartozik. Az é&ltala katalizdlt reakcié sordn a szubsztrdton 1évé primer
alkohol csoport aldehid csoporttd alakul, mikdozben H,0, keletkezik az
alabbi reakci6 szerint:

galaktézoxidaz

RCHzOH + 02

> RCHO + H202

Az enzim szubsztritja a galaktéz és a galaktéz tartalmu
szénhidratokon kiviil az aceton, dihidroxi-aceton, glicerin és a
glicerinaldehid lehet.

A galaktézoxidaz 4altal katalizdlt oxiddci6 mechanizmusa nem
teljesen ismert folyamat. Whittaker (1988) azonositott egy nem
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fémtartalmd, aminosavakat tartalmazé gyokot az enzimben. Véleménye
szerint ez az enzimgydk az enzimben a Cu II - Cu I atalakulast
katalizalja.

Schumacher és mtsai. (1994) galaktoz-szenzorral galaktdz, laktoz,
melibiéz, raffinéz, keményité és dihidroxi-aceton mérésérdl szamoltak
be. Az altaluk készitett galaktéz mérd bioszenzorral, melynél platina
elektrodon rogzitették a két féligateresztd membran kozé zart galaktdz-
oxidazt, a dihidroxi-acetonra kaptak a legnagyobb liatszolagos aktivitas
értéket (mintegy 5,99-szer nagyobbat, mint galaktdéz esetén).

Lundbick és Olsson (1985) rogzitett enzimmel t6ltdtt oszloppal
elemezték a dihidroxi-aceton mérésének lehet§ségét. Vizsgdlataik sordn
tanulmdnyoztak a galaktéz, raffin6z és dihidroxi-aceton szubsztrat
hatdasdra kapott amperometrids jel nagysédgat.

Jelen kozleményiinkben az un. vékonyréteg enzimcellan alapuld
DHA mérésre alkalmas bioszenzor kifejlesztésérdl szamolunk be.

Felhasznalt anyagok és eszkozok
Anyagok

Galaktézoxiddz (EC. 1.1.3.9., 110 unit/mg liofilizéalt por) (Sigma)
A tobbi vegyszer kereskedelemben kaphatd, a.l.t. tisztasagu volt.

A DHA méré enzimcella felépitése

MérGrendszeriink kialakitdsakor Varadi és mtsai (1993) Altal
publikdlt malt6zmérd bioszenzort vettiik alapul.

A puffertaroléo edénybdl a megfeleld Osszetételd és pH-ju puffert
miianyag csOvezetéken keresztiil perisztaltikus pumpa (Minipuls 3,
Gilson) tovédbbitotta a vékonyrétegcelldba, melyben kifeszitett
fehérjemembranon (sertésvékonybél) glutaraldehiddel rogzitettiik a
sziikséges mennyiségl galakt6z-oxiddz enzimet. Az enzimreakcidhoz
sziikséges hdmérsékletet termosztdt biztositotta. A standardokat és a
fermentleveket egy 20 pupl-es mintahurokkal rendelkezd injektoron
(Rheodyne) keresztiil juttattuk a rendszerbe. Az enzimreakcidé sordn
termel6dé H,0, mennyiségét amperometrids cellaval - mely egy Pt-szal
mérdelektrodbol, Ag/AgCl  referencia  elektrodbol  és Pt-csé
segédelektr6dbdl 4llt - hatdroztuk meg. Az itt kapott amperometrids
aram nagysagat polarograf (Universal Polarograph OH-105, Radelkis)
mérte és regisztrdlta.

Referencia médszerként a DHA-t glicerinkindzzal ATP jelenlétében
reagaltatva NADH fotometrids mérésére visszavezetve hatdroztuk meg
340 nm-en (Glicerin UV-tesztcsomag, Boehringer, UV-VIS fotométer,
Pye Unicam SP6-550).
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EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

1. A DHA mérés optimalasa

1.1 Puffer pH-janak hatisa a DHA mérésére

Az optimdlis pH kivdlasztdsdhoz Michaelis-féle foszfat pufferbdl
készitettiink kiilonboz6 pH-ju pufferoldatokat (Analitikai kézikonyv,
1987). A méréseket 5,0; 5,5; 6,0; 6,3; 6,6; 6,8; 7,0; 7,2; 7,4 pH-ju
oldatokkal végeztiik.

A kisérletekhez 0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00 mmol

22

0,31 ml/perc-re a termosztdt hdmérsékletét pedig 30°C-ra 4llitottuk be.
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1. 4bra: Az amperometrids jel pH fiiggése

Az 1. abran lathat6, hogy 5,0; 5,5 és 6,0-os pH-ju pufferoldatok
alkalmazédsakor valamennyi standard esetén igen kicsi amperometrids
jeleket kaptunk. 6,3 pH-t6l a kapott amperometrids jelek nagysédga
novekszik, majd 6,8-as pH-tol ismételt csdokkenés tapasztalhato. Az
amperometrids jel nagysdga, és a standardok kozotti linearitds a 6,6 pH-
ju foszfat puffer haszndlata sordn volt a legjobb (a 6,6-os pH-ju
Michaelis puffer 5,442 g/l KH,PO,-et és 4,752 g/l Na,HPO,-2H,0O-t
tartalmazott).

1.2. Pufferkoncentracio hatasa a DHA mérésére

A rendszer mikodését befolydsoldo tényezOk kozil a puffer
koncentrdcié hatdsdnak vizsgdlatdt indokoltnak tartottuk, mivel ez
befolydsolhatja az enzim aktivitdsat ¢és hatdst gyakorolhat az
amperometrids mérésekre is.
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A vizsgdlatokhoz 10-szeres toménységd, 6,6-os pH-ju Michaelis-
féle foszfat puffert készitettiink, melybdl 5, 10, 15, 20, 30, 40 %-os
puffer oldatokat higitva végeztiik a kisérleteket. Az oldatok pH-jat
minden esetben 6,6-ra dllitottuk be. Az dramldsi sebesség 0,31 ml/perc,
a hédmérséklet 30 °C volt. Az amperometrids jeleket 0,10; 0,25; 0,50;
0,75; 1,00; mmol koncentraci6ju DHA standardokat haszndlva mértiik.

A 2. 4brdn megfigyelhetd, hogy az 5-10 és 30-40 %-os foszfat
puffert alkalmazva az amperometrids jelek igen kicsik. A jelek nagysaga
10-30  %-os puffer koncentricié kozott jelentSésen ndtt. Az
amperometrids jel a legmagasabb értékét 15 %-os pufferkoncentrdciénal
érte el, és itt a standardok kozotti linearitds is megfeleld.
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2. abra: Az amperometrids jel fliiggése a foszfat puffer koncentraciéjatél
1.3. Homérséklet hatasa a DHA mérésére

A hdémérséklet enzimcelldra gyakorolt hatdsdnak vizsgdlatit az
enzimreakcié hdmérsékletfiiggése tette indokolttd. A vizsgdlatokat a
kovetkezd hdmérsékleteken végeztik el: 15; 20; 24; 27; 32; 37; 42;
450C. A mérésekhez 0,31 ml/perc dramlédsi sebességet és 6,6-os pH-ju
foszfat puffert haszndltunk, melynek koncentrdciéja 15 % volt. Az
optimalis enzimmuikodéshez sziikséges hémérséklet érték
kivalasztasdhoz 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 mmol koncentriciéju DHA
standardokat injektdltunk a rendszerbe. A hdémérsékleti hatdrok
kivalasztdsakor szem eld6tt kellett tartanunk, hogy a 45°C feletti
hémérséklet az enzim inaktivdloddsdahoz vezethet.

Az elvégzett kisérletek sordn az amperometrids jel maximalis értékét
32 és 45°C kozott érte el (3. dbra). 37, 42 és 45°C hdémérsékleteken
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azonban a jel csak 0,6 mmol DHA standard koncentrdcidig lineéris, 0,8 és
1,0 mmol DHA koncentrdaciondl mar telitési gorbéhez hasonldan letorik.
Ezért valasztasunk a 32°C-ra esett, ahol a standardok kozotti linearitas is
megfeleld. A vékonyrétegcella 32°C-on val6 temperdldsat indokolja az is,
hogy ezen a hd&mérsékleten kevésbé kell szdmolnunk a pufferoldat
buborékosoddsdval és az enzimfehérjék inaktivalédéasaval.
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3. abra: Az amperometrids jel hdmérsékletfiiggése

1.4. Az aramlasi sebesség optimalasa

Az optimalis dramldsi sebesség meghatdrozdsat a kovetkezd
aramlédsi sebességértékek bedallitdsa mellett végeztik el: 0,25; 0,31;
0,36; 0,42; 0,48; 0,54; 0,59 ml/perc. Minden sebesség értéknél 3

az amperometrids jel nagysagat.

Az optimélis dramlasi sebesség kivdlasztasakor figyelembe kellett
venniink, hogy lasstibb dramlds esetén a minta tobb id4t tolt a celldban,
tobb  enzim-szubsztrdt  4talakuldsra  van  lehetdség. Nagyobb
amperometrids jeleket kaptunk, amelyek szélesek és lassu lefutdstak
voltak, emiatt az 6rdnként mérhetd mintdk szdma is igen kevés (10-15).
Ezzel szemben a tidlsdgosan nagy dramldsi sebességnél az enzim-
szubsztrat  kapcsolat  létrejottének, a termék  keletkezésének
valészinlisége az igen rovid tartézkoddsi id6 miatt csdkken, az enzim
lemosddasa a vékonyrétegr6l megndhet. Az igy kapott amperometrids
jelek kicsik, a csicsok keskenyek, hatdrozott lefutdsiak, ezdltal tobb
minta elemzésére nyilik lehetdség.
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Méréseink sordn arra torekedtiink, hogy a kapott jel nagysdga és az
Ordnként injektdlhaté mintik szdma egyardnt optimadlis legyen. Ezeket a
kovetelményeket figyelembe véve a 0,36 ml/perc dramldsi sebességnél
kaptunk megfelel$ értékeket. (30 minta/6ra).

1.5. Mikroelemek hatasa a DHA mérésére

Egyes 4ltaldnosan 1étfontossdginak és ¢élettanilag kedvezdnek
tekintett mikroelemek hatédst gyakorolhatnak a galaktézoxiddz enzimre
€s annak mikodésére, ezaltal befolyasolhatjak a kapott eredményeket.

A méréseket az optimalisnak talalt koriilmények kozott végeztiik el.
A pufferhez egyenként 0,1 mg/l koncentrdciéban Co II; Zn II; Cu II;
Ca II; Mn II; Sn IV; Fe III; Mo VI; Mg II; Se Il s6kat adtunk és mértiik
a DHA standardsor injektdldsakor kapott amperometrids jelek nagysdgat.
A Fe; Mg €s a Se esetében enzimaktivitast noveld, mig a Co; Zn; Ca és a
Mn esetén enzimaktivitdst csokkentd hatdst tapasztaltunk.

A tovadbbiakban vizsgdltuk, hogy a Fe-t; Mg-ot és a Se-t kiilonboz4
koncentrdcidéban, illetve ezeket kombindlva adva a foszfatpufferhez
hogyan befolyédsoljdk a kapott jel nagysdgit. Eredményeink alapjén a
legnagyobb jelet akkor kaptuk, amikor 0,1 mg/l Se-t és 0,1 mg/l Mg-t
egylittesen adtunk a pufferoldathoz. Az igy kapott amperometrids jelek
nagysdga meghaladja azokat az értékeket, amelyeket akkor kaptunk,
amikor a két fém hatédsat kiilon-kiilon vizsgéltuk.

2. A DHA mérés statisztikai értékelése

Stabilitds vizsgdlatot végeztiink, hogy az optimdlisnak taldlt
paramétereket alkalmazva megdllapitsuk, az 1,0 mmol-os standardot
tobbszor egymds utdn injektdlva hogyan véltozik az amperometrids jel
nagysaga a foszfat puffert, illetve a mikroelemekkel (0,1 mg/l Mg és
0,1 mg/l Se) kiegészitett puffert alkalmazva. A kapott eredményeket az
1. tdblazat tartalmazza.

1. tablazat: Az amperometrias jel nagysaganak és szorasanak
valtozasa a pufferhez adott mikroelemek hatasara.

Mintasza Atlag, Széras, Szazalékos
m (pA) (pA) szoras (%)
Foszfat puffer 11 31,86 0,96 3,01
Foszfat puffer 17 37.59 0.66 1.76
+ Mg + Se

Megéllapithat6, hogy a 0,1 mg/l Se-t és a Mg-ot tartalmazd
pufferoldat nemcsak az amperometrids jel nagysdgdt, hanem a cella
stabilitdsdt is megndoveli.
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Az 4ltalunk készitett vékonyrétegcelldk kb. 1000 minta mérésére
voltak alkalmasak, ez id§ alatt az aktivitdsuk az eredetinek mintegy
40 %-ara csokkent. Standard oldatok rendszeres mérésével azonban az
ebbdl eredd hiba kikiiszobolhetd.

3. Galakt6zoxidaz cella aktivitasa egyéb szénhidratokkal
szemben

Mint azt a bevezetésben emlitettiik, a galakt6zoxiddz enzim széles
specificitdsu enzim, nem szelektiv a DHA-ra. Ezért az optimaélis
paraméterek bedllitdsa wutdn azt vizsgdltuk, hogy a kiilonbodzd
szénhidratokat milyen aktivitassal bontja a galakt6zoxiddz enzim.

A vizsgélatokhoz a kovetkezd szénhidrdatokbol - galaktéz, laktdz,
raffin6z, glicerin - készitett 0,50 mmol és 1,00 mmol-t tartalmazé
standard oldatokat alkalmaztunk.

Méréseink sordn a DHA konverzidjat 100 %-nak tekintettiik, és a
tovabbi szubsztratok aktivitidsat ehhez viszonyitottuk. Kisérleteink
alapjan a galaktéz aktivitdsa 23,3 %, a lakt6zé 4,7 %, a raffin6zé 15,8 %
és a gliceriné 1,6 % volt. Ennek alapjdn megdllapithat6, hogy a DHA
mérést a galaktéz jelentdsen befolydsolnd, tovdbba a laktéz és raffinéz
1s zavard hatast okozhat, a vizsgdlt fermentdcioban azonban a szOban
forg6 szénhidrdtok nincsenek jelen a fermentlében.

4. DHA fermentacios mintak mérése bioszenzorral

Az optimalis paraméterek megdallapitdsa utdn a szenzort alkalmaztuk
a KEKI Biomérnoki Osztilydn foly6 Gluconobacter oxidans
fermentacidja soran termelddd dihidroxi-aceton meghatarozaséara.

A Gluconobacter oxidans torzsek képesek kiilonb6z8 vegyiiletek
parcidlis oxidéacidjara. A szorbitb6l szorbézt, gliik6zbol gliikonsavat,
etanolb6l ecetsavat, glicerinbdl dihidroxi-acetont fermentdlnak. Ez
utébbi tulajdonsdgat felhaszndlva fejlesztették ki a glicerinbdl
fermentacios uton megvaldsuld dihidroxi-aceton eldallitast (Vereckey és
mtsai, 1993).

A DHA fermentacio két 1épésben tortént. Az elsd 1épésben direkt
fermentacidval eldéllitottdk a sziikséges sejttomeget. A madsodik
fermentacios lépésben a nem szaporodd sejttomeg, mint glicerin-
dehidrogendz enzimhordoz6 segiti a kivdnt reakcidt. A szubsztratgatlas
kikiiszobolése céljabol a masodik fermentacidos 1épcsdt rataplalasos
technikédval végezték.

A biomassza elddllitdsdndl ATCC 621 Gluconobacter oxidans
torzset  haszndltak fel. A  tdpoldat 5%  glicerinbdl, 0,5%
élesztSextraktbol, 0,1% KH,PO,-bdl késziilt.

A bioszenzoros mérésekhez a fermentdci6 mdasodik lépcsdjének
tizedik O6rdjatdl vettiink mintdkat. Ez esetben ugyanis méar nem kellett
szamolnunk a glicerin zavard hatdsdval. A mintdk DHA tartalmat
enzimes-fotometrids modszerrel is megvizsgdltuk. Eredményeink a
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4. 4bran lathatok. 38 fermentdcidés mintit megmérve, a két mérés
Osszehasonlitdsakor 0,997-es korrelaciét kaptunk. Ez az érték azt jelzi,
hogy a bioszenzoros mérés a fotometrids mérésekkel jol egyezd
eredményeket adott, tehat alkalmas annak kivaltdséra.

bioszenzor, mg/l

120,
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Mérések szama: 38
Korrelacios koef. :0,997
y=0,42+1,01x
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3. abra: A bioszenzoros és az enzimes fotometrids mérési eredmények
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Dihidroxi-aceton mérése bioszenzorral
Szabo E., Addnyiné Kisbocskoi N., Vdaradi M.

Jelenlegi kutatdsaink sordn kifejlesztettiink egy, a dihidroxi-aceton mérésére
alkalmas bioszenzort, mely igen alkalmas eszk&z rutin analitikai feladatok
megolddsara. A  bioszenzor egy vékonyrétegcellabél - melyben
galaktézoxiddz enzimet rogzitettiink - és egy, az enzimreakcidé sordn
keletkezd hidrogénperoxid mérésére alkalmas amperometrids cellabol épiilt
fel. A mérGcelldt folyamatosan 4ramlé rendszerben alkalmaztuk, igy
lehet6ség nyilt akar sorozatmérések elvégzésére, akir pedig fermentédcids
folyamatok nyomonkovetésére. A szenzor dihidroxi-acetonra valé nagyfoku
érzékenysége lehetdvé tette, hogy az optimdlis paraméterek meghatdrozdsa
utin DHA mérésre haszndljuk a KEKI Biomérnoki Osztdlydn folyé
fermentacids kutatdsi munkdk alkalméval. Referencia mddszerként enzimes
fotometrids méréseket végeztiink. A kapott 0,997-es korreldcidé igazolja,
hogy a bioszenzoros mérések eredményei jOl megfelelnek a fotometrids
mérésekkor kapott értékeknek, tehat alkalmas annak kivaltdsdra.

Determination of Dihydroxyacetone by Biosensor
Szabo, E., Addnyiné Kisbocskoi, N., Vdradi, M.

In our recent research a Dbiosensor was developed determining
dihydroxyacetone, which has proved to be very suitable for solving analytical
problems. The biosensor consists of a thin layer cell with immobilized
galactose oxidase, and an amperometric cell to determine the hydrogen
peroxide produced. The high sensitivity for dihydroxyacetone made its use
possible in fermentation processes also investigated in Central Food Research
Institute. As a reference method we used enzymatic analysis. The correlation of
0.997 proves that the results given by the biosensor agree with those given by
the reference method, so that method can be replaced by our new one.

Dihydroxyacetonemessung mit Biosensor
Szabo, E., Addnyiné Kisbocskoi, N., Vdradi, M.

Wihrend unserer Forschungsarbeit wurde ein Biosensor fiir die Messung von
Dihydroxyacetone entwickelt, der geeignet ist Routinanalysen durchzufiihren.
Der Biosensor besteht aus einer Diinnschichtzelle, in der Galaktoseoxidase-
Enzym befestigt ist, und aus einer amperometrischen Zelle, welche geeignet ist,
das widhrend der Enzymreaktion entstehende Hydrogenperoxid zu messen. Die
MelBzelle wurde in einem FIA System verwendet, so konnten sowohl
Serienmessungen durchgefiihrt, als auch Fermentationsprozesse kontrolliert
werden. Die hohe Sensibilitit des Sensors dem DHA gegeniiber machte es
moglich, dal wir ihn nach Bestimmung der optimalen Parameter zur Messung
von DHA verwenden, bei unseren Forschungen in der Fermentation im
Zentralinstitut fiir Lebensmittelforschung. Als Referenzenmethode wurden
enzym-fotometrische Messungen durchgefiihrt. Wir haben eine Korrelation von
0,997 erhalten, die bestitigt, da} der Biosensor geeignet ist, die fotometrische
MeBmethode abzuldsen.
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