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1. Bevezetés

A nagy sebességii reakciok vizsgalata kényes kérdés a kémian beliil. Altaldban azon
reakciokat soroljak nagy sebességii reakciok koz¢, amelyek felezési ideje 1 masodperc alatt
van.! A reakciok vizsgalatahoz, lefolytatasukhoz a reakcidpartnerek kapcsolatba hozasara van
sziikség, azaz a legtobbszor oldatfazisii reagenseket Ossze kell keverni. A kézzel torténd
keverés legaldbb 1 masodpercet igényel, és még ehhez hozzaadodik a késziilékbe helyezés
idétartama. Igy a reakcié kezdetétél a detektilas kezdetéig eltelt id3 mar tobbszorose a
felezési idonek, ami egyaltalan nem kedvez a detektaldsnak, hiszen eldfordulhat, hogy a

késziilékbe helyezéskor mar az egész reakcid le is zajlott.

Ezt elkeriilendd, el0szor 1923-ban alkottak a keverés és detektdlas megoldasara
technikat, ez volt az elsd folyamatos aramlasu késziilék, amellyel Hartridge és Roughton
mérte meg a hemoglobin reakciojat oxigénnel és szén-monoxiddal." A médszer lényege az
oldatok homogenizalasdnak gyorsasaga volt, turbulens keverdvel 0,001 s koriili keverési 1dot
értek el, majd a nagyjabol 10 m/s sebességgel aramlo, még reagdld keveréket a keverdtol
kiilonb6zd tavolsagokra vizsgaltak. Ezzel megkaptdk a reaktdnsok koncentraciojanak
valtozasat a tavolsag fliggvényében, ami persze egyenesen aranyos az iddvel, és ismert
aramlasi sebesség mellett konnyen atszamolhato. gy megfeleld kinetikai gorbét tudtak
felvenni, amibdl aztan a sebességi allandokat kiszdmolhattdk. A modszer elényds abbol a
szempontbol, hogy iddigényes detektalast is lehet végezni, igy konduktometrids kovetésre
alkalmas, valamint a jel/zaj ardany is egyszerlien ndvelhetd hosszabb integralasi iddvel.
Hétranya azonban, hogy nagyon nagy az anyagfogyasztdsa, a modern kémidban ennél

lényegesen gazdasagosabb eszkodzre volt sziikség.

Ezt a problémat 1940-ben sikeriilt enyhiteni egy nagy elérelépéssel, amely soran
kidolgoztdk a stopped-flow (megallitott aramlésos) technikanak elnevezett modszert.! A
keverésig az elv ugyanaz volt, &m az é4ramlast adott pillanatban megallitva kezdddik a
detektalas. Itt a korlatot csak a detektalas tdvolsaga és a keverés sebessége befolydsolja, a
tipikus keverési id6 pedig 1 milliszekundum. A nagy sebességgel turbulensen keveredd
reaktansok egy megallitofecskenddbe kerlilnek, aminek feltoltddésekor az egy kapcsolot zar,
a betaplalas megsziinik, és ekdzben a detektalas mar megkezdddik a cellaban. Mindennek

nagyon nagy elénye, hogy az oldatokbél néhany cm’ térfogatokat hasznalunk egy-egy
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méréshez, ezaltal meglehetdsen draga, vagy csak nehezen eldallithaté anyagokat, példaul

enzimeket is vizsgalhatunk a modszerrel.

Stopped-flow késziilékiink esetében kb. 1000 s™ els6rendii sebességi alland6ji reakciot
tudunk legfeljebb pontosan meghatarozni, az ennél gyorsabb folyamatokat mar zavarja a
keverés ,,lassisaga”.” Nemcsak ez, de még egy masik paraméter is befolyasolja a mérési
korlatainkat, ez pedig a holtid6 (tq). Ez azon id6tartamot jelenti, ami alatt az 6sszekeveredni
kezd6 oldatok eljutnak a reakcidcellaban a detektdlas pontjaig, azaz a reakciokat sosem a
valodi kiindulasuk pillanataban kezdjiik detektalni, hanem annyival kés6bb, mig az oldatok a
keverési ponttol elvandorolnak a detektalasi pontig. Ez az idétartam korilbeliil 1,2-1,3 ms, de

mégis korlatozza a mérési lehetdségeinket.

A kovetkezd Iépést a villan6fény-fotolizis megalkotdsa jelentette, melyet 1949-ben
Norrish és Porter dolgozott ki gyors kinetikaju rendszerek mérési médszereként.' A technika
elve, hogy a vizsgalando rendszerre nagy erdsségili fotonaramot bocsatunk rovid 1d6 alatt,
amit a reakcioelegy abszorbeal. Ekkor az elnyeld részecskék gerjesztett allapotba keriilnek,
innen pedig valamilyen reakcion keresztiil (fluoreszcens sugarzéds, gyokképzodés, kémiai
kolcsonhatas) leadjak felesleges energidjukat. Az egyik detektélasi technika, ha az inicializalo
villanas (’flash’) utan ujabb rovid megvilagitas torténik, €és igy rogzitenek spektrumot. Ha
kiilonboz6 idokiilonbségekkel torténik a két felvillanas, feltérképezhetdvé valik a reakcio
lefolyésa, de emellett persze lehetdség van csak egy hulldimhosszon valo detektalasra is. Az
inicializalo felvillandsnak nagyon rovidnek kell lennie, am megfeleléen erdsnek is, hogy
gerjesztett allapotban hozza a rendszert. A legegyszerlibb esetekben a fényforras egy egyszert
»plasma flash light”, ami 10 J-os nagysagrendii, mikroszekundum hosszusagu fényimpulzust
generdl. A lézertechnika fejlédésével ez jelentdsen megvaltozott, eldszor nanoszekundumos,
majd késébb kiilon technikdval pikoszekundumos iddtartamt, de nagy energidju
lézerfelvillanasokat sikeriilt generdlni. Ezeknek a fényforrasoknak azonban egy nagy
hatranya, mégpedig az, hogy az altaluk kibocsatott fény monokromatikus, ennek
hullamhossza nem szabalyozhat6. Ez azért gond, mert nem feltétlentil a lézer hulldimhosszan
tudjuk gerjeszteni a rendszert, erre vagy mas hullamhosszu 1ézer vagy lézerek beszerelése a
megoldas, vagy megfeleld ,.frekvencia-duplazo” beszerelése kiiszobolheti ki a problémat. A
technika eldnye, hogy nagy id6tartomanyban alkalmas mérésekre. Kémiai teljesitoképessége

az aramlasos modszerekhez képes mégis messze elmarad, mivel csakis gerjesztett allapota
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anyagok reakcidjanak vizsgalatara képes, alapallapotu reakciok (példaul fémkomplexek

képzddése) kovetésére alkalmatlan.

Specialis teriiletet képviselnek a relaxacids, vagy ,,jump” technikdk, melyek gyors
egyensilyi folyamatok tanulmanyozasara alkalmasak.' Ezek lényege az egyensily nagyon
rovid idébeli, ugrdsszeri eltolasa, majd az egyensuly visszadllasdnak detektaldsa. Itt is a minél
gyorsabb inicializalas a fontos, legyen sz6 barmely paraméterrél. A hdmérsékletvaltozast
okoz6 ,temperature jump” modszer altaldban nagy aramerdsséggel valod felfiitést takar,
nyomasugrast pedig egy nagy nyomasu cellaban atszakado folia segitségével valositanak meg,
ami 100 atmoszférardl 1-re valdé nyomasesést okoz kb. 50 mikroszekundum alatt. Ezeknél
specidlisabb modszerek az ultrahangos ¢€s elektromos térugrasos megoldasok, az utdbbi

gyenge elektrolitok esetén nagy elektromos térerdsségvaltozast hasznal.
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2. A stopped-flow modszer

A stopped-flow technika reakciok kinetikajanak kovetésére megalkotott modszer,
melynek mikodése a reaktansoldatok nagy sebességli Osszekeverésén majd az aramlés
megallitasan és a reakcid elorehaladasanak detektalasan alapul. Az altalunk hasznalt ilyen
késziilék az Applied Photophysics altal gyartott SX.18MV spektrofotométeres stopped-flow,

amelyet 1994-6ta hasznal a csoport.

A késziilék tobb nagyobb egységre bonthat6d, maga a mintakezeld egység, a detektor és

tartozékai, a vezérld hardver és szoftver, fényforras és monokromator.

o

1. abra - Applied Photophysics SX18.MV

A fényforras szerepét egy 150 wattos xenonizz6 latja el, az atfolyd aram és ezzel a
fényerdsség idobeli allandosagat pedig a forras elé kotott stabilizalt tapegység biztositja, és ez
szolgéltatja az inditéaramot is a lampa szdmara. A fény innen Kkozvetleniil a
monokromatoregységbe keriil, amelynek bemeneti résszélessége allithatd, ezzel pedig a

fényerdsség valtoztathatd a minta fényérzékenységének fiiggvényében. Az egységben a fény
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felbontdsat egy holografikus racs végzi. Ezt gyarilag He-Ne lézerrel kalibraltak, igy
felbontdsa 200 nm-t61 700 nm hullamhossztartomanyig megbizhato.

A mintakezeld egység (2. abra) az egész késziilék
kozponti része, ebben helyezkedik el a reakciocella. A
S reakciocella egy termosztald kopennyel korbevett
10x2x1 mm-es, kvarciivegbdl késziild optikai cella
(OC), amelyben a detektalds lehetséges uthossza 2 és
10 mm . Ezen folyik at reagalo oldat, itt torténik a

detektalas, ami spektrofotometrids vagy fluoreszcencias

elven is mikodhet.

A mintakezeld6 mind két reagenst tartalmazo
hagyomanyos, mind hiarom reaktanst hasznalo,
szekvencialis mérésekhez alkalmazhat6. Az el6bbihez
elég a két reagenstartd fecskendd (C, F), amelyek
kozvetleniil tolthetéek majd csappal zéarhatoak.
Ezekben a teflondugattyukat egy nagyobb fémdugattyt

(CF) pneumatikusan mozgatja, amit egy

szeleprendszeren keresztiil vezérel az automatika, az

Osszekeverésnél  felhaszndlt =~ mennyiség  pedig

2. abra — stopped-flow aramlési
sémaja’

igényeknek megfelelden szabalyozhato. A nyomadst egy
reduktorral ellatott nitrogénpalack biztositja, az altalunk
hasznalt nyomads tipikusan 6 bar. Két reaktans esetében igy csak az egyik nagy dugattya (CF)
mozog, ez az oldatokat nagy sebességgel egy csorendszeren keresztiil egyesiti, egy turbulens
keverében (M;) keveri, és a reakciocellaba tovabbnyomja (ilyenkor azonban csak azonos
térfogatu reaktansok keverésére van lehetdség). A szekvencialis modszer révén két reagensbol
eléallitott koztitermék reakcidjat lehet vizsgalni egy harmadik oldattal. Ehhez mindkét nagy
dugattyara sziikség van, ezek egymastol fiiggetleniil szabalyozhatok. A masodik nagy
dugattya (AB) segitségével a két reagens egy ,,aging loop”-nak nevezett 115 mikroliter
térfogatu csdszakaszba (AL) keriil, amelyben képzddik a kdztitermék, majd ez a masik aggal
talalkozva keveredik ¢s megkezdddik a reakcid. Az oldat ezutan a cellan tovabbfolyva egy
megallitd fecskenddbe (S) kertil, amit feltolt, a dugatty pedig teljes toltott allapotaban egy
nyomaskapcsolot (SW) zar, ami keverési fazis végét jelenti, ekkor a nyomas megsziinik, ezzel

pedig az aramlas is. A keverésnél felhasznalt oldatmennyiség a megallitdo fecskenddben 1évo

6
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ires térfogatot jelenti, amelyet toltott fecskend6bdl meghatarozott mennyiségli folyadék

pneumatikus kipréselésével allit be a rendszer minden egyes 16vés eldtt, nagy pontossaggal.

A detektalds mindig a reakciocelldban torténik. Ennek lehetdségét a fémhdz oldalan
egymasra merdlegesen 2-2 atellenes €s egy merdleges nyilas biztositja, ezeken vezetjiik be a
fényt és detektaljuk az atellenes oldalon az abszorbanciavaltozast, vagy a merdleges nyildson
a fluoreszenciat. igy a detektorunk igény szerint lehet hagyoményos, diddasoros vagy
fluorimetrids spektrofotométer, ezeket pedig az optikai kabelek megfeleld atszerelésével
valtoztathatjuk. Fontos még, hogy az atvilagitas iranya uthossztol is fligg, ugyanis 2 mm-es
uthossznal az atvilagitas merdleges az aramlds iranydra, 10 mm-es esetben azonban az
atvilagitas az aramldssal parhuzamos, ezért elviekben mindig a kialakult abszorbanciagradiens

iranyaban atlagabszorbancidt fogunk mérni ilyen esetekben.

A hardveres vezérlést a rendszer 2011 januarjaban elvégzett fejlesztése ota egy IBM-
kompatibilis személyi szamitogép latja el, amin Windows operacios rendszeren fut az Applied
Photophysics sajat stopped-flow és spektrofotométer-kezeld programja. A felujitas nemcsak a
vezeérld szamitogépre terjedt ki, hanem egyes elektronikai és mechanikai elemekre is, tobbek

kozt a vezérlo-digitalizalo hardverre.

Laborunkban ezen kiviil azonban van még egy stopped-flow késziilék, amely viszont
csupan kiegészité része egy masik, szintén az Applied Photophysics altal épitett LKS.60
villanofény-fotolizis késziiléknek. Ellentétben az eldzdleg leirt kiépitéssel, ez csupan két
reagens kozti reakciot tud kovetni, a masik két fecskendd, a hozzajuk tartozd dugattyt és a
megfeleld csdvezés (,,aging loop”) hidnyzik beldle. A digitalizalo hardvert kivéve azonban

mas tulajdonsagaiban lényegében megegyezik a masikkal.
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3. Irodalmi el6zmények

Az elsd, stopped-flow keverési problémat megoldani kivané cikket Chin-tung Lin és D.
B. Rorabacher publikalta 1974-ben, munkajukban® pedig arra keresték a valaszt, hogy a
reakciocella inhomogenitasat figyelembe véve hogyan tudjadk méréseiket masodrendi
reakcidkban pontosabba tenni, ha elérték a késziilékiik teljesitményének hatarat. Ezt két faktor
hatarozza meg: az egyik a tokéletes keveréshez sziikséges iddtartam, a masik pedig a cella
reakcioeleggyel valo feltdltéséhez sziikséges 1d6. A matematikai modellhez ezt a két dolgot
vették figyelembe, a holtidot és a kiivettafeltoltési 1dot, feltételezve, hogy a reakciocella
tartalma nem homogén, benne a detektalt anyag koncentraciogradienssel oszlik el, igy a cellat
elméletben kis méretli, homogén, kiilonbdzd reakcidkoordinatdji szeletekként is tekinthetik.
Probareakcioként réz(Il)-hidroxokomplexek és 2,3,2-TET (2,3,2-tetraazaundekan) kozotti
folyamatokat vizsgaltdk erdsen lugos kézegben, majd kidolgozott modelljiiket alkalmazték,
amivel sikeresen redukaltdk a nagy reakcidosebességbdl adodo jelentds eltéréseket a névleges
értékektdl. Ezzel olyan mérésekre is sikeriilt értelmezhetd értékeket mérniiik, ahol a rendszer

szamitott felezési ideje minddssze egyotode a késziilék holtidejének.

Az altalunk is hasznalt kalibracids reakcid bd 30 éve alkalmazott modszer, lefolyasardl
1978-ban irtak cikket’ a kyotoi egyetem kutatoi, akik teljesitménykalibracids célra kerestek
reakciot, €s tapasztalataikat publikaltak. Felallitottak a megfeleld kovetelményeket a reakcid
szdmara, majd ezek szerint valogatva 2,6-diklorfenol-indofenol, valamint kalium-ferricianid
redukciojat valasztottak aszkorbinsavval tesztfolyamatként. Mindkét reakciora teljesiil, hogy
egyszerl kinetikdju, abszorbanciavaltozasa jol kovethetd (524 nm-en az eldbbi eltiinése, 420
nm-en az utobbié), a reakcidosebesség konnyen szabalyozhatd, 1 ms alatti felezési 1d6 is
egyszertien elérhetd, valamint maguk a reaktdnsok is konnyen kezelhetdek €s beszerezhetdek.
A reakciok soran, hogy fenntartsdk a pszeudo-elsdrendii koriilményeket, a szinezékek
ot adtak a rendszerhez az ionerdsség allandd értéken tartasdhoz, és 25 °C—on termosztaltdk a
keésziiléket. Kisérletesen Osszehasonlitottdk a két reakciot, pH és mas paraméterek szerint
kiilon vizsgalva, végiil a DCIP redukalasi reakcio bizonyult jobb teljesitményiinek, pH = 2
értéken, 524 nm-en detektalva, legfeljebb 5% DCIP tartalommal viszonyitva az
aszkorbinsavhoz. A cikkben ajanlott kisérleti korilmények annyira megbizhatonak
bizonyultak, hogy majdnem ugyanezeket a koriilményeket ajanlja a gyartdo is 30 évvel

késébb.?
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Két évvel késébbi cikkben® a Bazeli Egyetem kutatoi szintén egy stopped-flow
kalibracios modszert mutattak be. Ebben egy kétlépéses reakciot vizsgaltak, igy a kiértékelés
nehézkesebbé valt bizonyos szempontbdl, noha a szerz6k néhany elonyre is rdmutattak. A
valasztott reakcidjuk az Elmann-reagens (5,5’-ditiobisz-(nitrobenzoesav), DTNB) ¢&s
tioglicerin kozti folyamat, mely soran elsé 1épésben a két reagensbdl egy koztitermék, majd
ebbdl és egy ujabb tioglicerinbdl alakul ki a végsd termék, a 2-nitro-merkaptobenzoesav
(TNB). A reakciot ugy alakitottdk, hogy végiil a kapott gorbe megfeleljen két pszeudo-
elsdrendii exponencialis 0sszegének, fotometridsan a TNB valtozasat kovették 440 nm-en. Ezt
azért talaltdk eldnyosnek, mivel a két 1épést konnyen el tudtdk egymadstol valasztani, az
amplitddok aranya jol jellemzi a sebességi egylitthatok aranyat, a rendszer megfeleléen
érzéketlen a hOmérséklet és a pH valtozasara, valamint fluoreszcencidsan is kovethetd
megfeleld festék alkalmazasaval. A tesztreakciot ezen feliil nem csak az iddeltolas

meghatarozasara, de a késziilek linearitasanak vizsgalatara is ajanljak a szerzok.

Késébb, 1986-0s cikkben’ foglalkozott Peter N. Dickson és Dale W. Margerum hasonlé
problémakkal. Megprobaltak kiterjeszteni a mérési tartomdnyukat nagyobb sebességi
egyltthatoja reakciokra azaltal, hogy a keverés okozta valtozasokat megfeleld matematikai
eljarassal figyelembe veszik, valamint holtidd meghatdrozisara is pontosabb modszert
kerestek. Valasztott tesztfolyamatuk a monokléramin és jodidion reakcidja volt, amit a
trijodidion hulldmhosszan kovettek. Kinetikai gorbéjiik leirasahoz egy olyan sebességi
allandot (kobs) rendeltek, melyben a reakcid tényleges pszeudo-elsdrendli sebességi allanddja

(kr), valamint a keverés elsérendii sebességi allanddja (kmix) 1s szerepel:

1/k,, =11k, +1/k,, (1)

Ebbdl az egyenletbdl (1), valamint a knyix aramldsi sebességtél vald fliggésének
ismeretében sikeriilt meghatarozniuk mar szélsdségesen nagy sebességii reakcid sebességi
allandojat viszonylag csekély hibaval. Kitértek a holtidé-meghatdrozas problémaira is,
miszerint a holtid6 kozvetleniil fligg az aramlas végsebességétol, azaz az dramlast barmilyen
moédon befolyasold paraméter befolyasolja a holtidét is. Ez lehet a gdznyomas ingadozasa,
reagens viszkozitasa, vagy a késziilékben valamilyen mozg6 alkatrészek kozti megnovekedett
surlédast okozd tényezd. Munkajuk eredményeként publikaltdk az altaluk kidolgozott
monokléraminos  holtidémeghatarozasi modszert, masfelél modelljikkel 2000 s

nagysagrendii reakciora tudtak helyes sebességi egylitthatot meghatarozni.
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Egy késébbi cikkben® aztan Nancy E. Meagher és David B. Rorabacher szintén
megprobalta matematikai modszerekkel leirni a stopped-flow reakcidcellaban zajloé Osszetett
folyamatokat koncentraciogradienst mutatd rendszert feltételezve, ehhez integraltak a kiivetta
hosszdban a koncentraciogradienst ¢és felhasznaltdk a kisérletesen meghatarozott
kiivettateltoltési idot, valamint feltételezték, hogy a kiivettaba jutas pillanatdban a keverés mar
teljes. Ez azonban nagyon sokszor nem teljesiil, ami gyenge pontja a modellnek.
Munkdjukban olyan megfordithatd masodrendii reakcioval foglalkoztak, melynek felezési
ideje a keverési iddtartamnal kisebb. Megallapitottak, hogy elsérendli reakciokban a
korrekcidhoz elégséges a keverés bevonasa a sebességi egyenletben egy elsérendii folyamat
formajdban, azonban ugyanez mas sokkal komplexebb ¢és bonyolultabb matematikai
kezelésmodot kovetel meg masodrendli megfordithatd folyamatoknal, raaddsul itt a

koncentracié inhomogenitasa még tovabb bonyolitja a rendszert.

Ugyanezen szerzOk par évvel késdbb mar koncentracidgradienst kikiiszobolé modellt
publikaltak’ ismét masodrendii megfordithatd reakciora, amit sszehasonlitottak masfajta
korrekcios megoldassal. Mérési hatarérték koriili sebességi egyiitthatoju elektrontranszfer
folyamatokat valasztottak, ezek sebességi egylitthatojat pedig szamolassal meghataroztak.
Ezeket a valasztott fémkomplexes reakciokat vizsgaltak és mérték meg, majd alkalmaztak
modelljiket. Egyik megoldasuk nem vezetett jelentds eredményre, azonban egy masik
megkdzelitésiikkel olyan tartomdnyban is jo eredményt kaptak, ahol a felezési 1d6 kevesebb,
mint fele a késziilék holtidejének. Megallapitottdk ezen feliil, hogy ahogy a felezési 1d6

kozelit a holtid6hoz, egyre inkabb javasoltta valik az adatok steady-state megkozelitése.

2000-ben magyar kutatok jelentettek meg cikket'® fejlesztett stopped-flow kalibracios
eljarasrol, ahol tobbek kozt két j paramétert is felhasznaltak a kalibracidhoz, az egyik a
kiivettafeltoltési 1d6, a masik az elméleti kezdeti 1d6, ami a keverési ponttol az optikai cella
végeéig vald eljutdsadhoz sziikséges ideje az oldatoknak. Felvetették azonban, hogy mig a
kiivettafteltoltési id6 csak a stopped-flow rendszertdl és a viszkozitastol fligg, addig a holtidot
még maga a reakcid sebessége is befolyasolja. Ezek mellett a gorbék egyéni kiértékelése
helyett szimultan analizist javasolnak, valamint bemutattdk a paraméterek alkalmazhatdsagat
masodrendli reakciokra is, amivel elveszti jelentdségét a kalibracidés folyamatok pszeudo-
elsérendii kovetelménye, ilyen mdédon a magasabb rendli esetekben is konnyen
kiértékelhetdek a mérési eredmények. Ezzel a kitétellel nagymértékben bovitettek a lehetséges
reakciok korét, mivel az elérhetd szimultan illesztéssel az egyszeri kinetikai géorbék mar nem

jelentenek kritériumot a stopped-flow vizsgéalatoknal. Az elméletek kiprobalasdra a mar
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emlitett DCIP-aszkorbinsav reakcido mellett elvégezték a méréseket Fe(NO;); és NaSCN
segitségével is, az FeSCN®" keletkezését detektalva. Igazoltdk, hogy masodrendii
folyamatként is kiértékelhetd a reakcid minden egyszeriisitd torekvés (pszeudo-elsOrendiivé

tétel) nélkiil, az altaluk hasznalt modellen keresztiil.
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4. Kisérleti elozmények

Egy korabbi, 2010-es TDK munkamban'' ,,Stopped-flow késziilék kalibracioja” cimmel
mar foglalkoztam ezzel a témaval, amelyben fOképp a kalibracio kiértékelésének
fejlesztésével foglalkoztam. Felhasznalva a gyart6 altal ajanlott aszkorbinsav és DCIP kozotti
reakciot (3. abra) kalibracids kisérleteket végeztem, melyek eredményeibdl a késziilek
kézikdnyvében leirtak szerint meghatdroztam a holtidét, azaz elvégeztem a késziilek
kalibracidjat. A meghatarozds soran 2,6-diklorofenol-indofenol 500 pM-os oldatat
reagaltattam 2-es pH ald HCI segitségével allitott 2 mM ¢€s 120 mM koncentraciok kozotti
aszkorbinsav oldatokkal. Az aszkorbinsav tobbszords mennyisége biztositotta a pszeudo-
elsérendii koriilményeket, mig a savas kémhatés a reakciod gyors lezajlasat. A detektalast 524
nm-en végeztem, ahol a DCIP protonalt formdja rendelkezik elnyelési maximummal, ez

alapjan pedig kovethettem a reaktans fogyasat.

OH oH
0
0 o o
HO HO
E— aszkorbinsav dehidro-
aszkorbinsav
HO OH ) o Y
H
N Cl N Cl
X
HO 0 HO OH
DCIP: voros cl DCIPH,: szintelen ~ ©!

3. 4dbra — aszkorbinsav és DCIP reakcioja

A gyarto altal is kozolt kiértékeléshez a kapott elsOrendii gorbéket illesztettem a
keésziilék sajat szoftverével, a szamolt kezdeti abszorbancidkat és a pszeudo-elsOrendii
sebességi allandokat felhasznalva a kovetkezd linearizalt egyenlet (2) segitségével hataroztam

meg a holtidot:

ln(Aobs) = ln(Atot) - kobs ) td (2)
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Az Aqps a kezdeti észlelt abszorbanciat, az A az illesztett kezdeti abszorbanciat, ko, az
illesztett sebességi allandot, ty pedig a holtidot jelenti. Hasznalt késziilékiinkre igy elso

probalkozasra 1,51 + 0,03 ms értéki holtidét mértem.

A rutinmiivelet adataibol ezutan azonban megprobalkoztam egy fejlesztett modszer
alkalmazasaval is, amely figyelembe vette a kiivettan beliili torténéseket is, pontosabban az
optikai Uthossz mentén kialakulé koncentracidgradienst. Mivel az eredetileg mozgod
oldatkeverék hirtelen megéllasaval kezdddik a detektalas, ezért attol fliggden, hogy milyen
tavolsagot tesz meg az oldat a keverési ponttdl, a reakcid lefolyt ideje is valtozik. A keverési
ponttdl tavolabbi oldatrészletek kora, ezzel pedig benniik a termék koncentracidja nagyobb.
Ha ezt vizsgéaljuk a kiivetta hosszdban végig, a detektalt jel a kiivettabeli kiilonboz6
koncentraciok atlaganak adodik. Ezt a jelenséget figyelembe véve a kiértékelés soran, azaz a
kiilonb6zd kort, cellaban 1évé oldatokra integralva, egy kiivettafeltoltési idot is tartalmazo

kifejezést (3) kapunk, amely a kdvetkezOképpen néz ki:

A

obs

! /
A kops(tg+x/1t A k. /1t A
~Kops i - —kops(x/ Lty —k —kond ¢
:J.ﬂe bs(ta+x ")dxzﬂe kohxth.e ps(X .f)zﬁe ohxtd(l_e /J_/) (3)
0 k

0 obs” f

Ennek segitségével sikeriilt pontosabb értéket kapnom a holtidore és a kiivettafeltoltési
idore is, amely esetben az eredmények helyességét a csOrendszer ismert méretei is
alatdmasztottak. Az elébbi értéke 1,12 £ 0,13 ms, az utobbié 0,95 + 0,30 ms. Helyességiiket
az tamasztja ald, hogy a kiivetta €s a csOrendszer térfogata kozel megegyez0, igy a benniik

toltott idoknek 1s hasonloknak kell lennitk.

A kalibracio elvégzése mellett diffuzios kisérleteket is végeztem, melynek célja az
esetleg a jelenség miatt fellépd zavard hatas kimérése volt. A kisérletekhez a rendszert
atmostam, mikozben egy lathato elnyeléssel rendelkezd reagenst toltdttem az egyik
fecskendébe, mérést inditottam injektalds nélkiil, €és kovettem az abszorbanciaban
bekdvetkezd valtozasokat, amelynek egyetlen forrasa a diffizio lehetett. KMnOQOy-tal végzett
kisérletek esetén 2000 masodperc utan észleltiink abszorbanciandvekedést (4. abra), indikatort
hasznalva azonban akar mar 150 madasodperc alatt megjelent a fecskenddben 1évd sav
diffizidja okozta jel (5.4bra). Ez viszont csak az egyik fecskendd esetén volt igaz. Ha
felcseréltiik dket, 2000 masodperc utan sem lattuk a diffuzio jelét. Ebbdl adoddan kb. 150

masodpercig biztosak lehetiink abban, hogy a rendszerbeli diffazid6 nem zavarja a mérésiinket,

13



Ditréi Tamas: Stopped-flow késziilék kalibrdcidjanak fejlesztése

ha pedig megfeleléen parositjuk a reagenseket a fecskenddkkel, ugy ezt az id6t jelentosen

kitolhatjuk.

0,15
0,14
-
0.13
0.12 T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
t(s)

4. abra: diffuzids gorbe a rendszerben 0,02 M KMnOy esetén, 520 nm hulldamhosszon

0,9
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—— =TFecskendocsers ntan

5. ébra: sav diffuzidja metilvoros indikator jelenlétében kiilonb6z6 koriilmények kozt, 0,9 M
HCIO, oldat esetén 520 nm hullamhosszon
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5. Célkituzés

Munkdm kozvetlen célja a stopped-flow késziilékek holtid6-meghatarozasanak
fejlesztése volt. A kiértékelési modszer pontositasa utan a kisérleti modszer vizsgalatat tliztem
ki célul, olyan reakciokat kiprobalva, amelyek segitségével pontosabban, megbizhatébban,
vagy €éppen egyszeriibben lehetséges a holtidé vagy mads teljesitménytényez6 meghatarozasa.
Ezen kiviil célom volt a mérés soran eléforduld mas jelenségek feltarasa is, igy példaul a

rendszerben fellépd diffuzido mélyebb vizsgalata.
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6. Kisérleti korillmények

A mérésekhez kiilonbozo tisztasdgii anyagokat hasznaltunk, a kalibracidos mérésekhez
aszkorbinsav (Reanal, a. It.), DCIP (puriss, 97%) és DTNB (Aldrich, 99%) szilard
vegyszerekbdl €s tioglicerinbdl (Sigma, 97%) hadromszor ioncserélt (MILLI-Q) segitségével
készitettiink oldatokat, a savassadgot tomény HCI oldat (Reagent grade) higitdsaval, az allando
ionerdsséget NaCl-dal (Reanal, puriss) biztositottuk. Diffuzios méréseknél reagensekként
KMnOgs-ot (Reanal, a. It.), metilvords indikatort (Reanal), perklorsavat (a. It.) és sosavat

(Reagent grade) hasznaltunk.

A felhasznalt késziilék €és annak sajatsdgainak részletes leirasa megtalalhatdo a 2.

fejezetben.
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7. Kisérletek és értékelésiik

7.1. DTNB és tioglicerin reakcidja

A klasszikus aszkorbinsavas modszer utan az irodalomban 1980-ban megjelent cikket®
kovetve DTNB (5,5’-ditiobisz-nitrobenzoesav, Elmann-reagens) reakciojat probaltuk ki
kalibracios modszerként. Az irodalomban eldnyeként emlitik, hogy a reakcid egyszeriien
kivitelezhetd, reprodukalhatd, pontos, a meghatarozashoz elég egyetlen kisérlet, valamint a
reagensoldatok is stabilak, 6sszehasonlitva példaul az aszkorbinsav-oldattal. A reakcid6 maga
kétlépéses (6. abra), amely soran elsd 1épésben egy DTNB ¢s TG (tioglicerin) reaktansokbol
egy TG-TNB koztitermék és egy TNB (2-merkaptobenzoesav) molekula képzddik. Masodik
Iépésben ez a koztitermék ujabb TG molekulaval diszulfidhid képzése mellett tovabbi egy

TNB anion keletkezésével jar.

COO

coor coo- coo"
O2N NO, OyN NO,
- k 1 +
T RS 3
S—S S RSS
DTNB TNB RS-TNB
COO- coO-
NO; O,N
k2 ©  RSSR
+ RS —»
RSS S
RS-TNB TNB

6. abra — DTNB ¢és TG reakcioja

Az egyes lépések tehat 1-1 TNB keletkezésével jarnak, amelynek abszorpcids
maximuma 410 nm-en taldlhatd, a detektalast azonban 440 nm hullamhosszon végeztiik, itt a
tobbi termék kevesebb, mint 1%-ban jarul hozza az abszorbanciahoz. A két reagens mérésiink
soran DTNB 10 uM oldata volt 0,1 M koncentracioja, 6,5-6s pH kalium-foszfat pufterben,
mig a tioglicerint 25 mM koncentracioban, 8,5-6s pH-ju, 0,1 M koncentracioju kalium-
fosztatban készitettiik. Ezekkel a koncentracidviszonyokkal értiik el a pszeudo-elsérendii

koriilményeket az egyes Iépésekben, igy a reakcid lefutdsat két exponencialis gorbe

17



Ditroi Tamads: Stopped-flow késziilék kalibrdacidjanak fejlesztése

Osszegeként detektaljuk. (7. dbra) Itt is a gérbék paramétereire van sziikséglink, melyek Aj,
Ay, A1, A, valamint egy konstans, ez azonban nem lényeges a kiértékelés szempontjabol.
Ehhez a cikk tobb egyszerlsitést is ir, hiszen 1979-ben, megalkotisakor még nem allt
rendelkezésre a szoftveres kiértékelés lehetdsége, s emiatt a cikk ezen része elavultnak
tekinthetd. A szerzék megallapitottak, hogy valdjaban 3 paraméteres illesztésre van csak
sziikség, mivel a A; €s A, paraméterek nem fiiggetlenek egymastol, s6t a hdmeérséklet is csak
kevésbé befolydsolja, valamint pH 7,5 és 9,5 kozt is konstansnak tekinthetd hanyadosuk, mely
R = Ai/A, értéke 22,5, ha a homérséklet 25 °C. Mi azonban mar itt minden mérésiink esetén
ettdl eltérd értéket kaptunk, az atlagérték 20,6 + 1,1 volt. Ez az eredmény mar megkérddjelezi
a mérés megbizhatdsagat, am mivel mi ezt a tulajdonsagat a reakcionak nem hasznaljuk a

szoftveres kiértékelés lehetdsége miatt, ettdl eltekintve is elvégezhetjiik a kalibralast.
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7. abra: kalibracios gorbék SUM DTNB, 5 és 25mM TG koncentracioknal, 440 nm

hullamhosszon

Emellett azonban fennallt egy masik probléma is, a DTNB oldatban jo1 mérhetd bomlast
tapasztaltunk mar egy oOrés allas utan is, valamint szennyezésre €s nem megfeleld pH-ra is
érzékenynek bizonyult, ami még inkdbb kétségessé teszi a reakcid megbizhatdsagat, a
reaktansok stabilitasat. Ezekt6]l a tapasztalatoktol eltekintve azonban a kapott gorbékre a
késziilék szoftverével két-exponencidlist illesztettiik, fiiggetlen A; €és A, értékekkel, majd

megprobaltuk alkalmazni ra a holtidd meghatarozasara hasznalt eredeti egyenletet, melyet a
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DCIP-aszkorbinsav reakcional is haszndltunk, azzal a feltételezéssel élve, hogy a reakcio
kezdeti szakaszaban elhanyagolhaté mértékben folyik a reakci6 masodik lépése. Ez tehat azt
jelenti, hogy az Agps értékét nem befolydsolja jelentésen a masodik reakcidlépés. A
modszerrel azonban latvanyosan helytelen, 8,4 ms-os értéket kaptunk a holtidére. Ez
tobbszordse az altalunk vartnak, tehat a kalibracids modszer ilyen formajaban nem alkalmas
ennek a reakcionak a helyes kiértékelésére, vélhetdleg azonban megfeleld valtoztatasokkal és
egyes mas paraméterek bevondsaval a modszer atdolgozhatd holtidé6 megadasara alkalmas
kalibracios eljarassa. Végsdsoron mi ezt a lehetdség elvetettiik, egyfelol a DTNB oldatbeli
gyenge stabilitdsa miatt, masfeldl azért, mert a reakcio tobb 1épése feleslegesen bonyolitja a
kiértekelést. A gorbeillesztés szempontjabol ez a mai informatikai kdrnyezetben nem jelentds
akadaly, azonban a matematikai értelmezést jelentdsen bonyolitja a két reakcid Gsszefliggése
olyan egyszerli rendszerekkel valo 6sszevetésben, mint amilyen a DCIP-aszkorbinsav reakcio.
Ezen tapasztalatokat és problémakat figyelembe véve tehat a reakcid melldzése mellett
dontottiink, a kozeljovoben nem tervezziik ennek a modszernek a tovabbfejlesztését vagy

hasznalatat.
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7.2. Ferricianid-ion reakcioja aszkorbinsavval

A kovetkezd altalunk vizsgalni kivant reakcid a ferricianid-aszkorbinsav reakcio volt,
melyet a kyotoi egyetem kutatoi az 1978-as publikaciojukban’ allitottak szemben a DCIP és
aszkorbinsav reakcioval. A cikkben a két reakcio koziil a ferricianidos maradt alul, ennek oka
az volt, hogy az eredmények nehezen reprodukalhatova valtak nagyobb pH-kon, 8,5-9-es pH
koriil pedig jelentdsen eltértek a varttél. A masik probléma a pH-fiiggéssel volt, a DCIP
rendszer sokkal kevésbé reagalt a valtozasra, mig a ferricianid rendszerben 1-8-as pH kozott
ezerszeres kiilonbséget mértek a sebességi allandokban. Emellett azonban az is negativum,
hogy a reakci6o a pH novelésével eredményez nagyobb, a kalibracios céloknak megfeleld,
vagyis a késziilék teljesitOképességhez kozeli sebességi allandot. Vagyis a kalibracios

tartomany egyuttal kevésbé megbizhatd tartomanyt is jelent.

A kisérletekéhez a cikkben leirtakat vettiik alapul, és ismerve a késziilék mar
meghatarozott holtidejét, meghataroztuk a méréshez sziikséges paramétereket. A ferricianid-
ion mennyiségét az aszkorbinsav mennyiségének 5%-a alatt tartottuk a pszeudo-elsérendli
koriilmények biztositdsahoz, az ionerdsséget minden esetben 0,2 M NaCl segitségével
allitottuk be. A kezdeti méréseket 6-os pH-ra bedllitva végeztiik, ehhez foszfatpuffert
alkalmaztunk, 0,8 mM koncentracioju K;i;Fe(CN)s oldatot, valamint 20 ¢és 100 mM
koncentracidoju pufferelt aszkorbinsavat készitettiink. A kapott gorbék azonban nem
bizonyultak megfelelonek, tulsagosan kicsi sebességi allandokat kaptunk, amelyek nem
kozelitik meg a késziilék mérési tartomanyanak hatdrait. A sebesség noveléséhez nagyobb
aszkorbinsav-koncentraciot alkalmaztunk, valamint a pH-t is ndveltiikk. Az aszkorbinsavat
natriumsojaként oldottuk, a pufferelést pedig borax segitségével végeztiik, 8-10 koriili értékre
allitva az oldatok pH-jat. A kapott gorbék alapjan igy végiil a 8-as pH mellett dontottiink, az
kalibracios reakcidkat, 2 mM-os K3;Fe(CN)g oldattal, 0,2 M NaCl koncentraciot hasznalva az
ionerdsség stabilizalasara. A mérések sordn a 8. abran lathatdé gorbéket kaptuk, amelyekre

elsOrendi illesztést végeztiink.

Az elsd illesztések szerint a vart pszeudo-elsérendli gorbék helyett két-exponencialissal
illesztheté gorbéket kaptunk. Ez az irodalmi elézmények ismeretében kimondottan meglepd
volt, azonban igy is elvégeztiik az gorbék kiértékeléseit. Minden egyes kinetikai gérbére igy 2
sebességi allandot, 2 szamitott kezdeti abszorbanciat €és egy leolvasott kezdeti abszorbanciat

kaptunk, melyek kozt korrelaciot probaltunk megallapitani.
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8. abra: kapott kalibracios gorbék 1 mM ferricianid koncentracional, 420 nm hulldmhosszon

Abrazolva a kapott sebességi allandokat az aszkorbinsav koncentracié fiiggvényében (9.
abra) megallapithattuk, hogy az egyik sorozatra (k) rossz kozelitéssel, de illeszthetd egyenes.
Irodalombol €és korabbi mérésekbdl azonban mar tudjuk, hogy az altalunk hasznalt sebsségi
tartomanyban mar nem igaz a lineéris illeszkedés, ezért polinomialis fliggvénnyel kozelitettiik

a sorozatot, amely jo illesztést mutatott.
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9. dbra: sebességi allandok koncentraciofliggése a 8. dbra gorbéi alapjan
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Emiatt az egyik sebességi allandot (k,) felhasznalhattuk a kiértékeléshez, melyet elészor

az eredeti In(4,, ) =1n(4

tot

)—k,, -t, egyenlet szerint illesztettiink (10. abra) felhasznalva a

leolvasott kezdeti abszorbanciat, ezzel a modszerrel 1,04 ms-os holtid6t mértiink, ami jol

kozelit a DCIP reakci6 alapjan fejlesztett modszerrel kapott 1,12 + 0,13 ms-hoz.
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10. &bra: holtidé meghatarozasa ferricianid-redukciés médszerel, hagyomanyos
kiértékeléssel, 8. dbra mérései alapjan
Bar az illeszkedés nem kivalo, valamint a pszeudo-elsOrendtdl valo eltérés magyarazatat
sem talaltuk meg az irodalomban, maga a holtid6 értéke a vartnak megfeleld, igy érdemesnek
tartottuk tovabb vizsgalatok tervezését. A valasztott pontokra a korabban leirt, fejlesztett
moddszer nem bizonyult alkalmazhatonak. Ennek hatterében minden bizonnyal az a tény van,

hogy nem pszeudo-elsdrendiiek a gorbék.

Az egymads utan kozvetleniil mért gorbéken még egy jellemz6 dolgot észlelhettiink, az
illesztett sebességi allanddk valtoztak, ami jol latszott a felvett gorbék egymas melletti
abrazolasanal (11. &bra) is. Olyan esetekben, amikor egy adott koncentracion gyors
egymasutanban 0sszel6ttiik a reaktansokat, a gérbék folyamatosan meredekebbé valtak, ami
az illesztett sebességi allandok ndvekedésében kovethetd volt. A jelenség oka még nem
ismert, a reakcid gyorsuldsat okozhatja azonban a pH novekedése, ami kdvetkezhet példaul az
aszkorbinsav bomldsabol. Mivel eleve 8 koriili pH-n dolgoztunk, ezért elég valdszinii, hogy
ilyen koriilmények kozt kevésbé stabil a reagensiink, igy a tovabbiakban érdemes foglalkozni

a bomlas fékezésének lehetdségével is a rendszerben.
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11. abra: kalibracios gorbek valtozasa mérés alatt, ImM ferricianid €s SmM aszkorbinsav
koncentracioknal, 420 nm hulldmhosszon

Osszefoglalva a modszer tapasztalatait, biztatd eredményt sikeriilt kapnunk a kalibracids
adatokbdl annak ellenére, hogy tobb problémaval is szembesiilniink kellett. A mai korszerti
kiértékeleési, illesztési lehetdségeket is figyelembe véve érdemes ujraértékelni a reakcio

1étjogosultsagat a sok éve megszokott DCIP-modszerrel szemben.
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7.3. Diffazios kisérletek

Mar el6z6 TDK-munkdm soran is végeztem kisérleteket a késziiléken, melynek célja a
diffuzi6 hatdsadnak vizsgalata volt, €s ezt a témat tobb kisérleten keresztiil folytattam is.
Megprobaltam a lehetséges tovabbi befolyasold tényezoket valtoztatva felderiteni, azok vajon
jatszanak-e szerepet a diffuzids folyamatokban. A vizsgalatokat minden esetben ugy
végeztem, hogy valasztottam egy diffundaldo reagenst és egy olyan kozeget, amelyben
fotometridsan jol kovethetd, abszorbanciavaltozassal jol érzékelheté a diffuzid okozta
koncentraciovaltozas. A két valasztott Osszeallitdsom egyike a kaliumpermanganat €s viz
paros volt, a masik a metilvords €és a hig sosav. Mindkét jelenséget 520 nm hulldimhosszon
detektaltam, a kiértékeléshez pedig azt az iddtartamot hasznaltam, mely 1dé utan
abszorbancindvekedést tapasztaltam, tehat a diffundalé reagens elérte a detektaldsi cellat. Az
egyes mérések eldtt a diffundaldé komponenssel atmostam ¢€s feltoltdttem az optika cellat,
ezutan pedig kézzel, csak az egyik fecskenddt mozgatva a megallitofecskendd segitségével
beallitott térfogatl, nem diffundalé komponenst juttattam a rendszerbe, mikozben detektalast
inditottam. Emiatt a gorbék els6 1-4 masodperce a nem diffundalo reagens aramlasanak

folyamatat tiikrozi.

Egyfel6l, mivel kézi fecskenddmozgatast hasznaltam, kérdéses volt, befolydsolja-e
annak sebessége a méréseket. Ehhez Osszedllitottam a mérést a fentebb leirtak szerint, majd
kiilonb6zd gyorsasaggal végezve a kézi aramoltatast (mérve ennek idejét), figyeltem a
gorbéket €és az azokon jelentkezd toréspontokat. Lassti aramoltatast kb. 5 masodperc alatt,
kozepes sebességlit 2-3 masodperc alatt, a gyors daramoltatast pedig kevessb, mint 1
masodperc alatt végeztem el. Varakozasunknak megfeleléen valoban volt szerepe ennek a
tényezOnek, ugyanis nagyon lassu keverés esetén a kezdeti vart lineéris szakasz helyet a 12.
abran lathatdo gorbét kaptam. Gyorsitva azonban a mozgatast, allandd, linearis kezdeti
szakaszokat kaptam, amelyeken nagyon jol érzékelhetd volt a keresett toréspont. Az eltérés
nagy valoszinliséggel az aramlasi hatdsokon és részben a diffizios hatasokon alapul, a lasst
aramoltatds soran mindig friss feliiletek érintkeztek a keverOben, ami jelentdsen ndvelte a
diffizid lehetOségét az 4llo 4gbdl a mozgo felé. Mas tényezd lehet még a mérés eldtti allapot,
hiszen a rendszerben mar az atmosas pillanatdtol megkezdddik a diffGzio, emiatt nem
mindegy, az 4atmosas utan mikor kezdjik a mérést. Megjegyzendd azonban, hogy
rutinméréseknél ez a kezdeti diffuzi6 elhanyagolhaté hatdsu, mivel az allo6 oldatrészletek

minddssze athaladnak a detektalasi ponton, az aramlas megallitdsakor mar firss oldat keriil a
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cellaba. Ennek megallapitasara kidologozzottabb moédszerre €s a keverés mechanikajanak

ismeretére lenne sziikség.
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12. &bra: Injektalas sebességének hatdsa a gorbékre, 0,02M KMnO, oldattal, 525 nm
hullamhosszon

Ezutan visszatértiink a késziilekbeli diffuzid vizsgalatara, és megprobaltuk megvizsgalni
a rendszerbdl visszafele, tehat a megallitofecskendd irdnyabol torténd diffizid hatasat. Ehhez
kiilonb6zd, egyre novekvéd mértéklire allitottuk be a megallitofecskenddben kisérletkor
létrehozott iires térfogatot, a rendszert atmostuk 0,1 M koncentracioji sdsavoldattal az egyik
fecskend6bdl, a masikba pedig metilvords indikatort toltottiink. Még az indikator kézi
aramoltatdsa elott elinditottuk a detektalast 520 nm-en, igy a kezdeti (4ramlas kozbeni)
jelenségeket is kovetni tdutuk. A végtérfogatot 120 pl-t61 kezdve 40 pl-es lépésekben
noveltiik egészen 240 pl-ig, majd a fél- valamint a teljes megallitofecskendo-térfogattal is
elvégeztiik a mérést. Ezutan megcseréltiik a két fecskenddben 1évd oldatokat €s szintén
megismételtilk a méréseket. Az el6z0 munkdmban mar megmutattam, hogy a fecskenddk
cser¢jével jelentdsen kitolhatdé a diffizid megjelenésénke idOtartama, és ezt most ismét
tapasztalhattuk, igy a kisérleteket a mérési 1d6 csokkentése szempontjabol kedvezdbb

Osszeallitasban végeztiik.

A kapott gorbék jol lathatdan, jelentdsen kiilonboztek egymadstol, egyértelmiien a
nagyobb térfogatok eredményeztek jobban értelmezhetd és reprodukalhatobb gorbéket (13.
abra). A legkisebb térfogat esetén mar kezdetben is jelentds volt az abszorbanciandvekedés,
40 és 100 s koriil pedig egy lokalis maximumot ér el az abszorbancia (utébbi az 4brdn nem
latszik). A novekvd kezdeti térfogatokkal csokken a gorbék kezdeti ,,meredeksége”, vagyis a

difftzidé ekkor mar kevésbé jelentds. Emellett azonban még mindig jol kivehetéek a lokalis
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maximumok, szintén 40 és 100 masodpercnél. 240 pl teljes kisérleti térfogat esetén mar
nagyon jol értelmezhetd gérbét kapunk, amelyen jol lathato a toréspont 170 s koriil. Az 500 és

900 pl-es méréseknél (fél ¢és teljes fecskendd) pedig nincs lathatd kiilonbség a kezdeti

szakaszok kozt.
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13. &bra: diffazios gorbék fliggése az injektalasi térfogattdl, IM HCI oldattal, kb. 0,05M
metilvords indikator jelenlétében, 520 nm hullimhosszon

A valtozas alapjan egyértelmiien van lehetdség a megallitofecskendd iranyabodl torténd
diffiziora, amely a végtérfogat csokkenésével egyre zavardébba valik. Ezen mérések
0sszeségében mindenképpen megerdsitik azt a nézetet, hogy 2 percnél hosszab ideig végzett
stopped-flow mérések esetében a linedris diffizido zavard hatasanak lehetdségét mar nem lehet
egyértelmiien kizarni. Ennek megfelel6en két percnél hosszabb reakciokat mar nem érdemes
ezzel a techinkdval mérni, hanem a hagyomanyos, egy kiivettaban teljesen zart rendszert

létrehozd kézi keverés hasznalata ajanlott.
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8. Osszefoglalas

Munkdm soran kalibracios és diffuzids méréseket végeztem a laborban talalhato
Applied Photophysics SX.18 MV stopped-flow spektrofotométeres eszkozon, az egyes
kalibracios modszereket kiértékeltem, a diffizids jelenségeket pedig megvizsgaltam

kiilonb6z6 koriilmények kozt.

Megvizsgaltam egy korabbi, az irodalomban megjelent reakciét a DTNB és tioglicerin
kozott a cikkben leirtaknak megfelelden. A kiértékeléshez mar két exponencialissal valo
illesztésre volt sziikség, amely kicsit bonyolultabba tette a modszert az -elterjedtebb,
egyszeriibb, elsérendii reakcidt alkalmazé DCIP-redukcidos modszernél. Emellett azonban
tovabbi problémat jelentett a reaktdns torzsoldatbeli valtozasa, jol mérhetd eltérést
tapasztaltunk mar akkor is, ha a torzsoldatok kora kozott 1 ora kiilonbség volt. Emelett a
holtid6t sem tudtuk pontosan meghatarozni, hiszen a vart 1-1,5 ms helyett a publikalt eljaras
8,4 ms-os érteket adott. Ezek alapjan a reakciét nem talaltuk érdemesnek a tovabbi

vizsgalatokra kalibracios reakcioként.

Megvizsgaltam egy masik, irodalomban a DCIP-aszkorbinsav reakcioval egyiitt vizsgalt
modszert, mely ferricianid-ion aszkorbinsavas redukcidjan alapul. A cikknek megfeleléen
probaltuk ki a médszert, majd az altalunk optimalisnak vélt koriilményeket beallitva végeztem
el a kalibraciot. Szintén problémakba iitkoztiink: az irodalom alapjan vart pszeudo-elsérendii
folyamat helyett kétexponencidlissal illeszthetd kinetikai gorbéket kaptunk. Ez kissé
bonyolultabba tette a kiértékelést, azonban az el6zd reakcidohoz hasonléoan reprodukalasi
gondokat is tapasztaltunk. Ennek a jelenségnek az oka vélhetdleg az egyik reagens
szabalyozatlan reakcidja a torzsoldatban. A kalibraciot mindezek ellenére el tudtuk végezni, a
kapott 1,04 ms-os eredmény pedig nagyon jo egyezést mutatott a mar jol bevalt modszerrel
kapott holtidével. Emiatt a reakciot megfelelonek itéltiik tovabbi kutatds és fejlesztés
szempontjabol, a jovoben folytatni kivanjuk a moddszer vizsgalatat, mindenek el6tt a

reprodukélhatosagi problémak okainak feltarasat.

Tovabb folytattam még az el6z6 munkdmban mar megkezdett diffizios kisérleteket is,
amely sordn el6szor a kézi keverési eljarasbol adodd egyik problémat, az dramlas sebességét
hatasat vizsgaltam. Igazoltam, hogy a lassabb oldataramlas zavarja a mérésiinket, ezért ilyen

jellegti kisérleteknél feltétleniil sziikség van a dugattyli gyors mozgatésara.

Megvizsgaltam még a megallitéfecskendd altal bedllitott végtérfogat, vagyis a teljes

keverési térfogat hatdsat a diffuzios gorbékre. A kisebb térfogatok esetén jelentdsebb
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diffazios jelenségeket figyeltiink meg, amelyek azonban eltlintek akkor, ha a keverési térfogat
240-500 pl-re novekedett. Ilyen esetekben mar a reagensfecskenddk fel6li diffuzio

mutatkozott jelentdsebbnek.
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