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1. Bevezetés

Napjainkban foly6d kutatdsok jelentdés része iranyul a nanotechnoldgia ¢és a
nanotechnoldgian alapulé alkalmazasok felé. Az anyagtudomany, az (opto)elektronika, a
(szamitas)technika fejlédése ahhoz a felismeréshez vezetett, hogy a méretek csokkenésével
az anyagok szadmos tulajdonsaga eltér a hétkdznapi mérettartomanyban tapasztaltakhoz
képest, ezen 0j tulajdonsadgok kihasznaldsa nagy lehet6ségeket rejt magaban. Ezen 0j
tulajdonsagok kihasznalésa értelemszertien visszahat mas tudomanyteriiletek fejlodésére is.
Ennek a pozitiv visszacsatolasnak vagyunk szemtanui manapsag, amikor ezeknek a
tudomanytertileteknek a rohamos fejédését tapasztaljuk.

Hasonlo kihivést jelent a hibrid anyagok alkalmazasa, mely sordn kettdé vagy tobb
anyagot oly modon kombindlunk, hogy eldnyos tulajdonsagaik még inkabb erdsitsék
egymast, esetlegesen csak a kompozitra jellemzd 0j tulajdonsagok mutatkozzanak meg.

A hibrid anyagok egy specialis csoportjat képezik a bio-nanokompozit anyagok,
melyek sajatossdga, hogy méretiiket tekintve legaldbb egy dimenzidban a nanoskalan
mozognak ¢és legaldbb egy alkotdrésziik biologiai eredetii. A bioldgiai anyagok kiilondsen
hatékony miikddésre specializalodtak, és ehhez specifikus felépitésiik alakult ki. Nagyon
sokat tudunk mar a bioldgiai rendszerek szerkezetének és mukddésének kapcsolatardl, de
azok (technikai) felhasznaldsa még mindig inkabb kihivas.

Dolgozatomban egy specialis fehérjét, baktériumokbol kinyert, tisztitott
fotoszintetikus reakciécentrum fehérjét alkalmaztam hibrid nanostrukturakba agyazva. Ez
a fehérje igen nagy fontossaggal bir, fényenergia felhasznéalasaval elektrokémiai potencialt
hoz létre, megteremtve ezzel az alapot a magasabb szintii életformak szamara.

A reakciocentrum fehérjét indium-6n-oxid, politiofén ecetsav és tobbfali szén
nanocsé felhasznalasdval képzett kompozitba épitettem. Dolgozatom targyat a kapott

kompozit spektroszkopiai, elektromos €s elektrokémiai tulajdonsagainak targyalasa képezi.



2. Irodalmi attekintés

A természetben olyan biologiai anyagok alakultak ki, amelyek extrém
érzékenységgel rendelkeznek, specifikus feladatokat latnak el és ezen feladatokat igen jo
hatasfokkal végzik, igy technologiai alkalmazasuk minden szempontbdl elonyt jelentene.
A leghjabb informatikai, (mikro-, opto)elektronikai és molekularis bioldgiai
fejlesztéseknek koszonhetden ma mar a nanotechnoldgiai alkalmazasokra is egyre tobb
lehetdség nyilik.

Kiilonboz6 biologiai anyagok, gyogyszerek [1, 2], peptidek [3], fehérjék [4],
nukleinsavak [5] kombinacidi alkalmazhatok nano-hibrid rendszerekben célzott
felhalmozassal in vitro és in vivo, példaul a rakkutatasban, terapias alkalmazasokban. Az
antibiotikumokkal vagy antitestekkel jelolt nanoanyagokkal megcélozhatunk bakterialis,
virusos eredetli gyulladdsokat, fert6zéseket, mivel alkalmasak azok specifikus biologiai
felismerésére. A szén nanocsdvek egyediilallo optikai tulajdonsagaiknak koszonheten
hasznalhatok biologiai képalkotasra [6.].

A szamos nanostruktura kozott (szén alap anyagok, ,,quantum dot”-ok (kvantum
pottyok), onszervezddo rétegek, stb.) az indium-on-oxid (ITO) kiilon figyelmet érdemel.
Az attetsz6 vezetd oxidok (transmitting conductive oxides, TCOs) vékonyfilmjeit, mint az
indiumoxidokat (In,O3), onoxidokat (SnO;) vagy ezek kombinacidjat az ITO-t széles
korben alkalmazzak a félvezet6 és elektronikai eszkdzokben [7, 8].

A lathat6 tartomanyban valé atlatszosaganak koszonhetéen, az ITO-t széles korben
alkalmazzak elektrodként, pl. folyadékkristalyos kijelz6knél [9], szenzorokban [10], fény
kibocsatd diddakban [11, 12], fotovoltaikus (fotofesziiltséget generalo) [13] vagy
elektrokémiai cellakban [14, 15]. Egyediilallo lehetdséget jelenthet az ITO bio-hibrid
rendszerekben 1év6 kompozit elektrodok részeként torténd alkalmazasa [16, 17]. A hibrid
rendszerek képesek arra, hogy két kiillonb6zd anyag eldnyds tulajdonsdgait egyszerre
érvényesitsék. Szerves és szervetlen anyagok kombinalasaval lehetdségiink van arra, hogy
1j elényds tulajdonsagokat érjiink el [18,19].

A fehérje-alapti bio-nanokompozit anyagok jovObeli alkalmazéisa forradalmian uj
utat kinalhat az integralt optikai eszkozok fejlesztésében, mint példdul az optikai
kapcsolok, mikro-képalkotod rendszerek, szenzorok, telekommunikacié vagy az energia

atalakitas, -raktarozas teriiletén [20-22].



Kiilonleges helyet foglalnak el azok a specialis alkalmazasok, amelyek soran
fénnyel aktivalhato biologiai anyagokat haszndlnak. Ezek koziil els6sorban a kiilonb6zo
rodopszinok (a szem rodopszinja, a ,,sensory rhodopsin” és a bakteriorodopszin), a
novények fitokrémja, szerves pigmentek (flavonoidok, profirinek), a citokrom keriilt a
kutatok latokorébe. Kisérletek folynak a fotoszintetikus reakciocentrum fehérje (RC) egy
rétegének immobilizalasara az ITO feliletén is, amelyet akar bio-fotovoltaikus
berendezésekben is lehet alkalmazni [23].

A novényekben ¢€s baktériumokban taldlhatd fotoszintetikus reakcidcentrumot (1.
abra) kilon figyelem Ovezi, mivel ezt a fehérjét akar a természet napelemének is
tekinthetjiikk. Ez az a fehérje, amely a fényenergiat kémiai energiava alakitja, biztositva
ezzel a feltételeket a szén redukcidjdhoz a sejtekben [24, 25]. Habar méretét tekintve
nanoskalan mikodik (nagysaga kb. 10 nm, [30, 41]) és az altala atalakitott energia is
nanoskalan van (egyetlen foton egyetlen toltéspart indukal, [26, 41]), tulajdonképpen ez a
fehérje biztositja a sziikséges energidt az egész bioszféra szdmara. Az elsddleges
toltéselvalasztds extrém magas kvantumhatasfoka (kozel 100%, [26]) csdbitdban nagy
kihivést jelent a nano-eszk6zokben torténd alkalmazéasaban.

A reakciocentrum fehérje egy pigment-protein komplex a fotoszintetikus
membranban (ndvényekben a kloroplasztiszban, baktérumokban a sejtmembranban).
Baktériumokban egy specidlisan szervezddott bakterioklorofill veszi fel a fényenergiat,
majd a RC-ban megtorténik a pozitiv és negativ tdltések szétvalasztasa P*BPheo’, majd
P'Qa forméaban. P* az elsddleges oxidalt donor, egy specialis bakterioklorofill dimer
(BChl),; BPheo az elsddleges elektron akceptor, egy monomer bakteriofeofitin; a Qa
pedig az els6dleges redukalt kinon, mely elektron-akceptorként miikodik. A szétvalasztott
toltések késobb tovabb stabilizalodnak a P'Qg” redox 4llapotban, amelyben a Qg™ a
masodlagos redukalt kinon (1. dbra, [27-29]).



1. abra

A fotoszintetikus reakciocentrum fehérje szerkezete és kofaktorai. (BChl),:
elsddleges elektron donor bakterioklorofill dimer, BChl: bakterioklorofill monomer,
BPheo: bakteriofeofitin, Qa: elsédleges kinon, Qg: masodlagos kinon. A fekete nyilak az

elekrontranszport iranyat mutatjak a toltés szeparacio soran [34].

Habar az elsddleges toltéselvalasztas kvantumhatasfoka megkozeliti az egyet, a
fehérjén beliili elektrontranszport fizikai tulajdonsagai a RC tipusatol és a kornyezeti
hatasoktol fliggnek. Specidlis molekuldk (mint a detergensek, lipidek, inhibitorok, CNT,
stb.) a biborbaktérium RC-anak specialis oldalahoz kétddnek [30-32], igy modositjak a
toltés stabilizacio kinetikajat és energetikajat.

Egyre tobb a bizonyiték arra, hogy a RC hozzakapcsolhatd nano-szerkezetekhez
ugy, hogy a stabilitdsat nagy mértékben megdrzi, s6t elektromos kapcsolat is 1étrejon a két
tipustt anyag kozott [30, 33-35]. A kutatasok kulcsfontossagii kérdései napjainkban
értelemszertien az Uj alkalmazasok lehetdségei, a mérések reprodukalhatdésaga és a
stabilitas (ez utobbi féleg a biologiai komponens oldalardl). Sériilékeny, érzékeny
természetliik miatt a biologiai anyagok gyakorlati alkalmazésaira ovatos probalkozasok
vannak. Sziikség van azonban a bizalom erdsitésére, mert olyan elénydkkel rendelkeznek,

amelyek csabitoak lehetnek a bioelektronikai technologiaban [21]. Jelen dolgozatomban a



RC/ITO bio-nanokompoziton végzett optikai- és elektrokémiai vizsgalataim eredményeit

mutatom be.

3. Célkitiizés

Vizsgalataim soran az volt a célom, hogy létrehozzak RC fehérjébdl és ITO-bol
fénnyel gerjesztheté biohibrid kompozitanyagot. Kideritsem, hogy van-e elektromos
kapcsolat az ITO iiveg €s a reakcidcentrum fehérje kozott a fénnyel vald gerjesztés utan, €s
ha van ilyen kapcsolat, akkor annak mibenlétének a kideritése.

Ennek értelmében célul tliztem ki az ITO és RC felhasznaldséval készitett hibrid
nanostruktarak

- 1étrejottének morfologiai igazolasat;

fényindukalt

- ellenallasvaltozasanak,

- abszorpcidvaltozas kinetikai paramétereinek, illetve

- elektrokémiai tulajdonsagainak meghatarozasat.



4. Anyagok és modszerek

4.1. Mintael6készités

A Rhodobacter (Rb.) sphaeroides R-26 biborbaktérium-sejteket fotoheterotrof
koriilmények kozott a Szegedi Tudoményegyetem Orvosi Fizikai és Orvosi Informatikai
Intézetében rutinszertien neveltiik és azokbol RC-ot tisztitottunk. A RC preparalas soran
el6szor szolubilizaljuk a fotoszintetikus membrant detergens hasznalatdval (LDAO, N,N-
dimethyldodecylamine-N-oxide, Fluka), majd frakcionalt ammonium-szulfatos kicsapassal
tisztitjuk, amelyet a DEAE Sephacel (Sigma) anion-cserélé kromatografia kovet [36].

A preparaléas utdn a RC Qg oldalat helyreallitottuk ubikinon-10 hozzaadasaval (UQ-
10, 2,3-dimethoxy-5-methyl-6-decaisoprenol-p-benzoquinone, Sigma) és centrifuga
filterrel (Whatman VectaSpin 3, 10 kDa) 80-100 puM-osra toményitettiik. Az optikai
spektroszkopidhoz a RC szuszpenziot 1 puM-osra higitottuk detergens oldatban (10 mM
TRIS, 100 mM NaCl, 0,01% LDAO, pH 8,0). Azért, hogy a RC-ot ra tudjam rétegezni az
ITO feliiletére, a detergenst kidializaltam az oldatbél és meghatérozott mennyiségii 107°-

Az ITO-t (Praezisions Glas & Optik GmbH, Iserlohn, Németorszag, Katalogus
szam: CECO020B) Visy Csaba professzor urtdl (SZTE TTIK, Fizikai Kémiai és
Anyagtudomanyi Tanszék) kaptuk. Mivel az ITO fizikai-kémiai tulajdonsagai
nagymértékben fiiggenek a gyartasi technologiatol, illetve a minta ,.eldéletétdl”, fontos
tudni, hogy ez a minta 0Ggy készilt, hogy indium-6n-oxid vékony vezetd réteget
porlasztottak jo mindségli boroszilikat-iiveg feliiletére.

Az elektrokémiai mérések elvégzéséhez a RC-ot kémiai kotésekkel rogzitettem az
ITO feliilethez tobbfali szén nanocsdveken (MultiWalled carbon NanoTubes, MWNT)
keresztiil a kovetkezd eljaras szerint. Az ITO feliiletét etanolos és acetonos mosast
kovetden oxigén plazma tisztitoval tisztitottam. A tisztitott hordozot eldszér 5 percre
foszfat pufferbe (0,1 M, pH 8,0), majd ezt kovetéen 10 percre PDDA
(Poli(diallildimetilammoénium  klorid), 1,9 mM, pH 1,0 HCI) oldatba helyeztem. Az
elokezelést kovetden az elektrodot 15 percre PTAA (politiofén-ecetsav, 1 mg/ml, 0,1 M-o0s

foszfat pufferben, pH 8,0) oldatba meritettem.



Az RC/PTAA/MWNT komplex kialakitasahoz eldszor a PTAA oldathoz (1 mg/ml,
0,1 M-os foszfat pufferben, pH 8,0) MWNT-t (0,14 mg/ml) kevertem, majd a keveréket 2
oran at szobahdmérsékleten hagytam. A kialakult komplexet ultracentrifuga segitségével
tavolitottam el a PTAA oldatt6l (30000 x g, 20 min), majd a szeparalt komplexet foszfat
pufferel mostam. A tisztitott komplexhez 65 uM-0s RC oldatot kevertem, majd a
keverékbdl a detergenst kidializaltam. Az igy kialakitott RC/PTAA/MWNT komplexet
ultracentrifuga segitségével (30000 x g, 20 min) valasztottam el a RC oldattol.

4.2. Mérési eljarasok

4.2.1. Atomi er6 mikroszképia

Annak érdekében, hogy a fehérjét lathatova tegyiik az ITO feliileten, atomi erd
mikroszkopos (AFM) vizsgalatokat hajtottunk végre. Az AFM képeket MFP-3D tipusu
atomi eré mikroszkoppal (Asylum Research, Santa Barbara, CA) készitettiik. A pasztazas
AC (letapogatd) modban tortént Olympus cantilever AC160 (Tokyo, Japan) hasznalataval
szaraz korilmények kozott [30, 37]. Mivel a minta jO vezetd, sziikségessé valt az
elektromos foldelése a mérések alatt. A mintdkat az AFM vizsgalatokhoz én készitettem
elo, de a méréseket Nagy Krisztina végezte Dr. Var6 Gyorgy (MTA SZBK)

laboratériuméban.
4.2.2. Transzmisszios elektronmikroszkopia

Az RC/PTAA/MWNT komplexek kialakulasat transzmisszios
elektronmikroszkopiaval (TEM) ellenériztem. A méréseket Philips CM10 tipust

mikroszkoppal végeztem az SZTE TTIK elektronmikroszkop laboratériumaban, 100 kV-0s

gyorsito fesziiltséget alkalmazva.

4.2.3. Optikai spektroszkopia

A fényindukalt abszorpcidvaltozast egy egysugaras helyi tervezésii és kivitelezési

kinetikai spektrofotométerrel mértem [32, 38].



Az elsbédleges elektron-donor bakterioklorofill dimer P/P* redox valtozasait és a
QaQ—0QaQp  clektrontranszfer kinetikdjat 771 nm-nél a  bakteriofeofitin-
abszorpcidvaltozas elektrokrom eltolodasanak mérésével hataroztam meg [30, 32, 39, 40].

Az ITO rétegek abszorpcios spektrumat RC-mal vagy RC nélkiil Unicam UV4
kétsugaras spektrofotométerrel mértem az ultraibolya-kozeli infravoros (250-900 nm)

tartomanyban.

4.2 4. Ellenallasvaltozas mérése

Az RC/ITO komplex fényindukalt ellenallasvaltozasanak mérése Keithley 2400s
tipusi multiméterrel tortént hét digit felbontdssal. A mérések sordn négy pontos
mérdelrendezést hasznaltam. Konstans 10 mA-es éaramot allitottam be és mértem a
fesziiltséget. Az adatokat ohm mértékegységben adtam meg. A vizsgalatokhoz a Gingl
Zoltan kutatocsoportja altal kifejlesztett szoftveren (http://www.noise.physx.u-szeged.hu/)

kisebb modositasokat végeztem, amely egy szamitogép USB portjan keresztiil iranyitotta a
méréseket. A mintat egy 250 W-0s wolframszalas lampaval vilagitottam meg és 400 nm
kozépponti hullamhossz, 100 nm félértékszélességii savsziirdt alkalmaztam [34]. A
gerjesztofény infravorés komponensét vizlencse alkalmazasaval kisziirtem. A gerjesztd
fényt vizlencse alkalmazéasaval vetitettem a mintara, igy annak infravorés komponensét is

kiszirtem.

4.2 5. Elektrokémiai mérések

Az elektrokémiai mérésekhez egy altalam, specialisan erre a feladatra tervezett és
kivitelezett elektrokémiai cellat hasznaltam. A méréseket klasszikus haromelektrodos
elrendezésben  végeztem: munkaelektrodként ITO-t, ellenelektrodként platinat,

referenciaként pedig Ag/AgCl elektrodot hasznaltam (2. dbra).
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Az elektrokémiai cella sematikus abraja.

Az RC-t a munkaelektrodhoz PTAA-n keresztiil kotottem, amely egyszerre szolgal
keresztkotoként és teremt elektromos kapcsolatot az ITO és a RC kozott. Mediatorként
vizoldékony UQ-0-t (2,3-Dimetoxi-5-metil-1,4-p-benzokinon) alkalmaztam, mely széles
korben alkalmazott mediatora a RC-nak a természetes UQ-10 mediator mellett [42]. A
mérések sordn a mintat egy 150 W teljesitményli wolframszéalas lampaval gerjesztettem,

melynek fényét optikai szal segitségével vezettem a mintara.

5. Eredmények és Kiértékelésiik

5.1. Strukturalis mérések
5.1.1. AFM

A 3. abran a RC/ITO komplexrdl késziilt AFM felvétel lathato. A tiszta ITO felszin
mikrokristalyos szerkezetli és kis feliileti egyenetlenségeket (3,5-5 nm) mutat. A minta
RC-mal boritott részének feliileti egyenetlensége jelentdsebb, az itt mérheté magassagok

(koriilbelil 10 nm) jo egyezést mutatnak a reakcidcentrum irodalomban fellelhetd

méretével [30, 41].
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3. abra
ITO felszinérol AFM-mel készitett amplitadé (A) és faziskép (B). A minta egy része RC-
mal boritott. A mérések AC mddban szaraz koriilmények kozott zajlottak. A magassagkép
(C) helye az (A) abran jelolve van. A (D) abra egy mica felszinen 1év0 kiilon all6 RC-t
mutat. (A felvételeket Nagy Krisztina készitette Dr. Varo Gyorgy (MTA SZBK)

laboratériuméaban.)

512. TEM

A RC/PTAA/MWNT komplex kialakuldsanak igazolasira TEM képeket

készitettiink. A képen jol elkiilonithetok a szén nanocsovek €s az Oket fatyolszertien
beborité PTAA polimer (4. abra).
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4. dbra
RC/PTAA/MWNT komplexr6l készitett TEM kép.

5.2. RC/ITO komplexen végzett spektroszkopiai mérések

5.2.1. Egyensilyi fényabszorpciéo mérése

Az RC/ITO komplex optikai spektrumanak meghatarozasa két okbol is fontos lehet.
Egyrészrél az abszorpcios koefficiens segitségével az anyag tulajdonsagai becsiilhetok [44-
46]. A rétegvastagsag, elektromos vezetési tulajdonsidgok ismeretében a rendszer
savszerkezete meghatdrozhatd. Ezekkel az ismeretekkel ebben a pillanatban nem
rendelkeziink, de célunk ezek megismerése is.

Masrészr6l a RC karakterisztikus fényelnyelésekkel rendelkezik a spektrum kék és
a kozeli infravords tartomanyaban. A 400 nm-es tartomanyban mind a RC mind az ITO
rendelkezik fényelnyeléssel (5. dbra). A rendszert ezen hullamhosszu fénnyel gerjesztve

egyszerre keltiink P*Q" toltéspart és gerjesztiink elektronokat az ITO-ban.
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5. dbra
ITO, ITO iiveg hordozon, az iiveg hordozé és RC abszorpcids spektruma UV,
lathat6 és a kozeli infravords tartomanyban. Az iiveg hordozét az ITO réteg lemaratasaval
nyertiik. A maratést tomény kénsav és hidrogén peroxid 3:1 ardnyu elegyével végeztiik. Az
ITO spektrum az ITO+iiveg és a lemaratott hordozé spektrumanak kiilonbségeként adodik.
A beszurt abra a lathato tartomanyban felvett spektrum kinagyitasa. A fekete gorbe a
folyadék fazisban LDAO micelldkba zart RC spektruméat dbrazolja.

A TCO anyagok ellenallasat két mechanizmus hatarozza meg. Az ITO-ban az
oxigének elektron donorként miikddnek és az indiumban 1évé on szennyezés is biztosit
elektronokat. Ezen anyagok vezetési tulajdonsagait nagyban befolyéasolja a szemcseméret
¢és rétegszerkezet, ezaltal a készitési eljards és a minta eldélete, mely az UV-ben mért

optikai spektrumok alapjan meghatarozhato [45-48].
5.2.2. Fényabszorpcié kinetikai mérése

A 6. abra a RC 771 nm-en mért fényindukalt abszorpciovaltozdsdnak kinetikajat
mutatja kiilonb6z0 kisérleti koriilmények kozott. A RC/ITO kompoziton mért eredmények

kiértékeléséhez a boroszilikat iiveglapra szaritott RC és az oldatban 1évé micellaba
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agyazott RC mintdkat hasznaltam referenciaként. A 771 nm-en mért tranziens
abszorpcidvaltozas, mely a fehérjén beliili bakteriofeofitin eletrokrom eltolodasat jellemzi,
a kornyezetében bekovetkez6 elektrosztatikus relaxaciokrol adhat felvilagositast [30, 32,
39]. Az elektrokrom eltolodas adodhat abbol, hogy a feofitin kornyezetében a redox-aktiv
kofaktorok kozott tényleges (intrinsic) elektrontranszport van, illetve a kofaktorok
kornyezetében 1€vé aminosavakon levé parcidlis toltések atrendezddnek. (P1. mésodlagos
kotderdk (hidrogénhidak, elektrosztatikus kolcsonhatasok) atalakulnak, konformécids
mozgasok miatt a toltések kozotti tavolsagok megvaltoznak.) Ezek a valtozasok a
bakteriofeofitin abszorpcidjaban valtozast okoznak, idébeli valtozasuk igy kdvethetd.

Az idéablak igen széles (6 nagysagrendet dlel fel), igy mind a P*Qa Qg — P"QaQp’
elektrontranszfer és a vele jard reakciok (elére iranyuld elektrontranszfer, melynek
eredménye a toltések szétvalasztodasa, gyors fazis idéallandoja a kag), mind a P'Q” — PQ
t6ltés rekombinacio (lassu fazis, idéallanddja a kap, ha a toltésrekombinacié a P*Qa’, illetve
kep, ha a toltésrekombinacio a P*QaQg allapotbdl torténik) kdvethetd egyetlen abran. Az
id6tengely az abrankon logaritmikus skalazast. Mind a gyors, mind a lasst fazis jol
elkiilonithetd tovabbi lassu és gyors (Kap fast €5 Kagsiow az elére mené elektrontranszfer, és
kap és kgp a toltésrekombinacios) fazisokra. Az id6 felbontasa oldat esetén néhany
mikroszekundumra, szaraz minta esetén néhany tiz mikorszekundumra limitalt, foként a
fényszorasnak kdszonhetden.

A mért gorbéket elsérendii kinetikak sszegeként analizaltam, amely A(t) = A; exp(-
kit) alaku, ahol A(t) a jel amplitaddja az id6 fliggvényében (1), ki és A;j pedig a jel i-edik
komponensének iddéallandoi €s részaranyai. A multiexponencidlis bontas kinetikai
paraméterei (amplitidok és részardnyok) az /. tablazatban lathatok.

Habar az elektrontranszport és a fehérje dinamika kapcsolata szdmos érdekes munka
targyat képezi [49, 50], még mindig nem vilagos, hogy melyik valtozas befolyasolja a
fehérjén beliili elektrontranszportot. Nyilvanvalo, hogy az elektrontranszfer fehérjén beliili
parcialis toltések atrendezédésével és/vagy hidrogénkotések modosulasaval jar fehérjén
beliil [27] és a konformacios valtozasok limitaljak az elektrontranszfert [39, 40, 51]. A
flash-gerjesztést kovetd fehérje relaxacio széles tartomanyt fed le (100 ms-ig), ahogy azt a
késleltetett fluoreszcencia mérések is mutatjak [52].

A 771 nm-en mért abszorpciovaltozas kinetikai jellemzdit er6sen befolyasoljak a
kornyezeti faktorok. Ezek kozé tartozik a pH, hémérséklet, viszkozitas és ionerdsség,
amelyek a konformacios valtozadsok szerepét és a hidrogénkdtések haldzatanak

ujrarendezOdését jelzik [39, 40, 51]. Lipidkornyezetben, az in vivo koriilményekhez
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hasonléoan a fényindukalt toltéspar stabilizacidjanak energetikdja modosul, ami
termodinamikailag kontrollalja az e’-transzfert [32, 53]. A RC szén nanocs6hdz torténd
kapcsolasa szintén hatassal van a relaxacios kinetikara kiilonbdz6 mechanizmussal [30, 34,
35].

A 860 nm-en mért abszorpciovaltozas kozvetleniil jelzi az elsddleges donor (BChl),
redox allapotanak valtozasat. A 5. dbra és az 1. tabldzatban szerepld illesztési paraméterek
azt mutatjadk, hogy mig a gerjesztés utan az elsddleges donor redox allapotdban
elhanyagolhat6 valtozas van (kis valtozas a gyors atmenetnél 860 nm-en), addig mind a
feofitin shift amplitidoja, mind részaranya nagyobb, ha a RC az ITO feliiletére van
helyezve.

10,0
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8.0
7.0
6,0
5.0
4,0
3.0
2.0
1,0

0:0 i T T | | ~
1E-05 1E-04 1E-03 1E-02 1E-01 1E+00 1E+01

Time (5)
6. abra

—glass 771nm
—ITO 860nm

—susp 771 nm
— ITO 771nm

Absorption change (mOD)

Rb. sphaeroides R-26-bdl szarmazd RC abszorpcid valtozasa771 nm-en iiveglapon és ITO
felszinen telitési 1ézerimpulzus utdn. Az eredmények kiértékeléséhez referenciaként az ITO
feliiletre szaritott reakciocentrum 860 nm-en mért és a RC 771 nm-en oldatban mért
abszorpcidvaltozasat tiintettem fel. A fekete gorbék az illesztett gorbéket jelolik, melyek

paramétereit az /. tablazat foglalja 6ssze.
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(QaQs— (QaQe—

QaQ8 )tast QaQ8)stow PPQx = PQa P'Qs'— PQs
AnB fast kAB_,lfast Ang slow kAB_,ilow Art A Par (%) ke (57 Asp(%)  kep (5
(%) (s) (%) (s) astt Aslow  Anp AP BP BP
susp 9.1 1.5E+4 7.3 4699 16.4 2.4 8.3 81.3 0.56
glass 12.5 1.7E+4 9.3 448 21.8 71.8 8.5 6.5 0.89
ITO771 n.r. n.r. 39.9 1711 39.9 53.1 9.9 9.1 1.92
1TO860 n.r. n.r. 11.6 868 11.6 82.7 10 5.7 0.86

1. tablazat
Telitési 1ézerimpulzus utani abszorpcio kinetikai mérések (3. dbra) illesztéseinek

paraméterei.

A nagyobb fényszorasnak koszonhetéen nem tudtuk feloldani az ITO/RC minta
gyors fazisanak két kinetikai komponensét (Kag fast €S Kagsiow), ami oldatban megtehet6, de
tisztan latszik, hogy az el6re iranyuld elektron transzfer aranya, Kkag, jelentGsen
megnévekedett az iiveglapra szaritott RC-ban mérhetéhdz képest. Kag, s = 448 ™ és
1711 s wiveglapon és ITO-on.

Az a tény, hogy a 771 nm-en mért abszorpciovaltozas nem jar egyiitt a 860 nm-€s
valtozassal azt mutatja, hogy a RC és az ITO kozotti kdlcsonhatas sokkal inkabb a fehérje
¢és az ITO kozotti elektrosztatikus kolcsonhatds megvaltozasan alapul, mint esetleg redox
(oxidacios/redukcios) folyamatok kdvetkezményén a fénnyel valo gerjesztés utan.

Ellentmondas latszik abban, hogy mig az ITO esetében jelentds részardnyban latszik
a Qa - rol Qg -re eléreiranyul6 elektrontranszfer, kag, a toltésrekombinacios fazis (P+Q' —
PQ) begyorsul, mintha nem lenne masodlagos kinonaktivitas. A jelenség ésszerti
magyardzatara tobb hipotézisiink is lehet, ebben a pillanatban nem tudjuk, mi a tényleges
magyardzat. Illyen okok lehetnek: 1) Nem tudjuk, hogy oldatban ugyanannyi, €s ugyanagy
valtozik-e az extinkcids koefficiens, mint a széritott mintdban. Valdsziniileg nem. 2)
Oldatban a kinetikat befolyasolja a kinonlevalas/bekotddés kinetikdja is, ami nyilvanvaldan
nincs jelen szaritott mintaban. 3) Az eldreiranyulod elektrontranszfer hajtdereje az
els6dleges és a masodlagos kinonok kozotti AG szabadeneriakiilonbség, ami a kinonok

kémiai természetén kiviil azok kornyezetétdl is fligg, példdul erdsen befolyédsolja a
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lipidkdrnyezet is [32]. Nem lenne meglepd, ha ez az oldatbeli és a szaritott mintaban

kiilonbozne.

5.3. Elektromos tulajdonsagok

Annak érdekében, hogy feltérképezzem az ITO és a RC kozotti kdlcsonhatds
természetét, mértem az ITO hordozé fényindukalt ellenallasvaltozasat. A mérések négy
pontos elrendezésben torténtek. A mintara 10 mA aramot kapcsoltam és a fesziiltséget
mértem folytonos kék gerjesztd fény mellett (400 nm, 7-8. dbra).

Az ires (fehérjével nem fedett) ITO ellendllasa kék gerjeszté fény hatisara
csokken. RC-ot elhelyezve a felszinen a valtozas kisebb, mely a felvitt RC koncentracidval
valtozik. A koncentracidé novelésével a jel szigmoid telitési jelleget mutat. Ha a
reakciocentrum fehérjét 10 nm atmérdjii gombokkel kozelitjiik és szoros illeszkedést
feltételezve kiszdmitjuk a monoréteghez tartozé fehérje mennyiségét, akkor a szamolt
fehérje mennyiség jO egyezést mutat a gorbe telitési szakaszdhoz tartozd fehérje
mennyiséggel. A koncentraci6é tovabbi novelésével az ellenallasvaltozas jbol ndvekedni
kezd.

A referenciaként hasznalt bakterioklorofill az elnyelt gerjesztési energiat hd
formajaban sugarozhatja szét, igy a rendszer hémérséklet valtozasa aranyos a hé
disszipacioval [54]. A mérések ezt az aranyossagot igazoljak, az ITO ellenallas valtozasa
aranyos a homérséklettel ezen a hdmérsékleti tartomanyon. Ezek az eredmények arra a
kovetkeztetésre juttattak, hogy az BChI/ITO komplex ellenallas valtozasat csak a
hddisszipacio okozza. A telitési szakaszt kovetden a RC-ot és a fotokémiailag inaktiv
bakterioklorofillt tartalmaz6 mintakon mérhetd jel jO egyezést mutat, ami a fenti

hipotézisiinket latszik igazolni.
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A RC/ITO komplex ellenallasvaltozasa nem monofazikus. A 400 nm-es kék fény
mind a RC-t mind az ITO-t gerjeszti. A gerjesztett elektronok és a fehérje fotoaktiv
kofaktorai  koOlcsonhatasba  kerililhetnek, amely megmutatkozik a  rendszer
ellenallasvaltozasaban. Ha a felhasznalt fehérje mennyiségét ndveljiik, akkor a minta
felszinén a fehérje rétegzddik, ezaltal a hd disszipacid hatasa fogja domindlni a mérhetd

jelet.

5.4. Fény indukalt aramok mérése elektrokémiai cellaban

Az elektrokémiai méréseket egy specialis cellaban végeztem haromelektrodos
elrendezésben, amelyet ezekhez a mérésekhez terveztem. Minden mérést s6tétben beallt
nyitott 4aramkori potencidlon végeztem. A rendszert egy 150 W teljesitményii
wolframszalas lampa fehér fényével gerjesztettem, amelynek a fényét szaloptikaval
vezettem a mintara. A 9-11. dbrak az ITO munkaelektrodon 1évé PTAA, RC/PTAA és
RC/PTAA/MWNT komplex fotokémiai aktivitasat mutatjak.

A PTAA-t fehér fénnyel megvildgitva a rendszerben fény altal generalt dram
mérhet6. Ennek oka, hogy a méréseket oxigén jelenlétében végeztem. A jelen levd oxigén
a gerjesztett PTAA-nak mediatora tud lenni, igy katddos fotoaram alakul ki a rendszerben.
Az oxigénmolekuldk elektront képesek felvenni, redukdlodnak. UQ-0 mediator
hozzaadasaval Gjabb medidtor komponens 1ép be a folyamatba, melynek hatdsa meg is
mutatkozik a fotoaram nagysagaban (9. dbra). Amellett, hogy az oxigén jelenléte ilyen
iranya aram létrejottét igazolja, a meérés nitrogén atmoszféraban torténd megismétlése
mindenképp hasznos lenne, mely tovabbi munka targyat fogja képezni.

RC/PTAA komplex-szel boritott ITO munkaelektrod esetén a mérheté fotoaram
jelentés eltérést mutat UQ-0 jelenlétében. A kezdetben katdédikus aram mediator
jelenlétében anddikussa valik (10. dbra), ami a redukalt kinon keletkezésére utal a RC
fotokémia soran. A mérésekhez UQ-10-zel rekonstrualt RC-ot hasznaltunk, tehat a RC
masodlagos kinonkotd helyén nagy valoszinliséggel a természetes UQ-10 talalhatd. Az
UQ-0 az alkalmazott koncentracioban nem képes az UQ-10-et kiszoritani a helyérdl (sem
annak oxidalt, sem redukélt form4jaban), de képes a RC ¢és az elektrodok kozotti
elektrontranszfer medialasara. A folyamat soran keletkezett redukalt UQ-O lehet az

anodikus aram megjelenésének magyarazata.
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9. abra
PTAA-val boritott ITO munkaelektroddal mért fotodram mediator nélkiil (kék) és UQ-0

mediator alkalmazasaval (piros). A gerjesztéfény be- és Kikapcsolasat az abran jeloltem.
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10. abra
RC/PTAA komplex-szel boritott ITO munkaelektroddal mért fotoaram mediator nélkiil
(kék) és UQ-0 mediator alkalmazasaval (piros). A gerjesztéfény be- és kikapcsolasat az

abran jeloltem.
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Az ezt kovetd mérésem arra iranyult, hogy kapok-e fotodramot, ha a kompozitba
szén nanocsoveket épitek. Az ITO feliiletre helyezett RC/PTAA/MWNT kompozit is
general fotodramot, bar meglepé modon az RC/PTAA-val ellentétben az aram anodikus
jellegti (11. abra). Ennek a magyarazatat ebben a pillanatban még nem ismerjiik, a tovabbi

kisérleteink a jelenség okanak kideritésére irdnyulnak.
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11. abra

RC/PTAA/MWNT komplex-szel boritott ITO munkaelektroddal mért fotoaram mediator

nélkiil. A gerjesztéfény be- és kikapcsolasat az dbréan jeldltem.

6. Osszegzés

Munkam soran fotoszintetikus reakcidcentrum fehérjébdl és atlatszo vezetd oxidbol,
ITO-bol készitett bio-nanokompozitok tulajdonsagait vizsgéaltam, spektroszkopiai,
vezetOképesség mérési és elektrokémiai mdodszerek felhasznalasaval.

Eredményként megallapithato, hogy a RC a kompozitban fotokémiai aktivitasat nagy
mértékben megtartja, még a szaritott mintdk esetében is. A bakteriofeofitin elektrokrém
eltolodasdhoz rendelhetd abszorpcidvaltozas soran mind az amplitidd és az idéallando

megvaltozasa arra utal, hogy az ITO jelenléte befolyasolja a toltésaramlast és a -relaxacios
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folyamatokat is a fehérjében. A RC/ITO komplex ellendllasvaltozésa csokken, amely a
vezetd oxid és a fehérje kozotti direkt elektrontranszferrel IS magyarazhatd. Az eljaras
érzékenysége igen nagy, néhany pikomol RC mérhetd fényindukalt ellendllas valtozast
okoz.

Megallapithatd, hogy képesek vagyunk RC-okat PTAA-n keresztil MWNT-hez
kotni, a komplex a preparalas utan is megorzi aktivitasat és elektrokémiai cellaba helyezve
a rendszerben fény altal generalt, Gin. fotoaram mérhetd.

Ezen bio-nanokompozit modellként szolgalhat 0j generacios alkalmazasok szamara,

példaul az integralt optoelektronikai eszkdzok teriiletén.

7. Tovabblépés lehetoségei

Az ellenéllasmérés idoéfelolddsa a folyamatok idéallandoihoz képest igen durva volt
(s nagysagrendil), igy csak ,.kvazi” steady-state vizsgalatokra adott lehetdséget, finomabb
kinetikai vizsgalatokra semmiképpen sem. Folyamatban van egy hasonld pontossagu, de
jelentésen nagyobb mintavételezési frekvencidjiT mérdrendszer megtervezése és

megépitése, amellyel kinetikai mérésekre is lehetdség nyilik.

crcr

dolgozunk speciélisan orientalt kotések kidolgozasan.

Napjainkban kiterjedt kutatasok folynak az ITO mas transzparens elektroddal vald
helyettesitésére. Erre egyik lehetdség a szén nanocsd vagy grafén alapt elektrodok
alkalmazésa. Kutatocsoportunk is 1épéseket tett szén alaptl transzparens, vezetd elektrodok

alkalmazasara.
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