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1. Bevezetés

A fotoszintézis az ¢él6lények egyik legalapvetobb anyagcsere folyamata, ezért mar
évtizedek ota mind az alap-, mind az alkalmazott kutatasok fokuszaban van. lgen részletesen
ismerjiilk a fényelnyelést kovetd energiavandorlas, toltésszétvalasztas ¢€s -stabilizalodas
mechanizmusat, az elektron- ¢€s protontranszport folyamatokat. Hasonloképpen bdséges
ismerettel rendelkeziink a kémiai potencial kialakulasardl és az ehhez kapcsolodo ATP-szintézis
folyamatarol, az ezekhez kapcsolddo struktarakrol és szerkezet-funkcio kapcsolatokrol. Az eddig
felhalmozott tudas inherensen hozta magaval annak az igényét, de lehetdséget is teremtett arra,
hogy az ¢él6 rendszerekben lejatszodd folyamatokat mesterséges (an. biosimilar/-mimiking)
rendszerekben lemasoljuk, utanozzuk. A bioldgiai rendszerek, a jellemzé molekulaik (fehérjék,
nukleinsavak) az evolucids folyamatok soran képessé valtak adott feladatok nagyon specifikus és
nagy hatékonysagu elvégzésére. Adodik tehat a lehetdség, hogy ezeket a jol miikodo
rendszereket, vagy azok részeit altalunk alkotott eszkdzokbe épitve alkalmazzuk. Tovabba, a
biologiai rendszerek megismerése modellként szolgalhat egyéb rendszerek tervezéséhez és

megalkotasahoz.

Ahhoz, hogy a biologiai anyagok specifikus tulajdonsagait 4altalunk alkotott
eszkozokben kamatoztatni tudjuk, olyan kornyezetet kell teremteni szamukra, ahol aktivitasukat
tovabbra is megorzik. Lehetdségként adodik kompozit anyagok 1étrehozasa, melyekben az aktiv
komponenst a bioldgiai anyag, a hordozo6 szerepét pedig egy masik szerves, vagy akar szervetlen

anyag képezi.

A nanoanyagok napjainkban szintén a tudomany érdeklddesi targyat képezik, szamos, a
tombi fazistol eltérd elonyos tulajdonsaguk miatt. Ilyen széles korben kutatott és napjainkban mar
szamos helyen alkalmazott anyagok példaul a szén modosulatai, a kiilonb6z6 szén nanocsovek és
a grafén, vagy kiilonb6z6 nanométeres tartomanyba esé fém vagy fém-oxid részecskék. A
nanoanyagok elényds tulajdonséagai, igymint a nagy fajlagos feliilet, vagy a specialis optikai

tulajdonsagok kiaknazhatoak kompozit anyagok készitése soran.



Nanoanyagok ¢és  bioldgiai eredeti anyagok kombindldsaval ugynevezett
bionanokompozit anyagok készitheték, melyeket a jové anyagainak IS neveznek.
Alkalmazhatosaguk igen széles kord, bionanokompozit anyagokat alkalmaznak a napenergia
hasznositasban, fotodetektorként, fototranzisztorként, herbicid szenzorokként, {izemanyag
celladkban ¢és egyéb optoelektronikai alkalmazasokban. Kiilon kiemelendd, hogy az
orvostudomany teriiletén is nagy jelentdséggel birnak, hiszen a kiilonb6zd rekonstrukcios
eljarasok esetén nem mindig van lehetdség emberi szovettel potolni a sériilt vagy esetlegesen
hianyz6 szoveti részeket. Ilyen esetekben mesterséges anyagok hasznalatdra kényszeriiliink,
melyeknek alapvetd kovetelménye, hogy biokompatibilisek legyenek, igy a bio- és szervetlen

anyagok kapcsolatanak a tanulmanyozasa kiemelt jelentdségii.

A Szegedi Tudomanyegyetem Orvosi Fizikai és Orvosi Informatikai Intézetében nagy
hagyomanya van a fotoszintézis kutatasdnak, azon beliil is a bakteridlis rendszerek
tanulmanyozasanak. A bakterialis fotoszintézis els6é 1épései a reakciocentrum fehérjében
jatszdédnak le, amely a primer toltésszétvalasztasért és toltésstabilizalodasért felelds, ezzel
megalapozva a fényenergia atalakitasat. A Dr. Nagy Laszlo vezette Nano-bionika kutatocsoport
fehérjék (foként biborbaktériumokbdl preparalt fotoszintetikus reakcidcentrum fehérje — RC)
bionanokompozitokba  épitésével és  tulajdonsagaik  karakterizalasaval  foglalkozik.
Kutatomunkamat a Nano-bionika csoportban végeztem. Munkam soran Rhodobacter sphaeroides
R26 biborbaktériumbol kinyert bakterialis reakcidcentrum fehérjét alkalmaztam mesterségesen
eldallitott bionanorendszerek kialakitasara. A RC fehérjén megszerzett tapasztalatainkat mas,
foképp redox-fehérjét alkalmazé nanorendszerekre is megprobalhatjuk alkalmazni, ezt a

tormaperoxidaz enzim alapu kompozit példajan mutatom be.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Fotoszintézis az alapkutatasban

Nem talzds azt mondani, hogy a fotoszintézis Foldiink egyik legmeghatarozdbb
folyamata, mely nélkiil a fold jelenlegi formaja nem alakulhatott volna ki, valamint a
fenntarthatosagaban is meghatdroz6 a szerepe. Mind az oxigéndus légkor, mind taplalékaink
jelentds része €s a jelenleg is legfontosabb energiahordozoink is a fotoszintézis termékei, melyek
alapvetden hatdrozzdk meg Iétiinket. A fotoszintézisre a ndvények mellett algak és
fotoszintetizal6 baktériumok is képesek. A ndvényekben, algakban és cianobaktériumokban
ugynevezett oxigenikus fotoszintézis jatszodik le, mely sordn a viz elbontasabol szdrmazo
elektron széndioxid redukalasara, majd szerves vegyiiletek eldallitasara hasznalodik, majd a
folyamat melléktermékeként molekularis oxigén szabadul fel. Anoxigenikus esetben nem a viz,
hanem egyéb szerves vagy szervetlen anyagok szolgalnak elektronforrasul a fotoszintetikus
baktériumoknak. A fotoszintetizald baktériumokat 6 torzsbe soroljuk, ugymint cianobaktériumok,
biborbaktériumok, zo6ld kén baktériumok, z6ld nem kén baktériumok, heliobaktériumok ¢&s
acidobaktériumok [Blankenship 2010, Raymond és Blankenship 2008], melyek koziil csak a

cianobaktériumok folytatnak oxigenikus fotoszintézist.

A fotoszintézis soran a fotofizikai, -kémiai és elektrontranszport folyamatok jelentds
része membranhoz kototten valosul meg. A legtobb fotoszintetizalasra képes rendszer esetén ez
egy specialis membranba agyazddva, a tilakoidmembranban jatszodik le [Vothknecht és
Westhoff 2001]. Prokariota szervezetek esetén a citoplazmamembran szolgal a fotoszintézis
fényhez kozvetleniil kapcsolodo folyamatainak szinhelyéiil [Bina és mtsai. 2014]. A fotoszintézis
els6 1épéseként egy foton hatasara kozvetleniil, vagy antennarendszerek kozvetitésével, toltéspar
keletkezik egy transzmembranfehérjén beliil. A novények esetében ezt a fehérjét az els6 és
masodik fotokémiai rendszernek (PSI és PSII), baktériumok esetén pedig reakcidocentrum

fehérjének nevezziik. Bizonyos baktériumok (pl. biborbaktériumok) reakcidcentruma az elsd



fotokémiai rendszerrel, masok (pl. zold kén baktériumok) reakciécentruma a masodik fotokémiai

rendszerrel mutat analogiat (1. abra).

TYPEIIRC TYPEIRC
Purple bacteria Oxygenic phototrophs green sulfur bacteria
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1. abra

A PSI és PSII, valamint a bibor és z6ld kénbaktériumok reakcidocentrum fehérjéin beliili

elektrontranszport 6sszehasonlitasa [Musazade és mtsai. 2018]

2.2. Reakciocentrum fehérje

A reakciocentrum egy membranba agyazott pigment-protein komplex. A fehérjevazat
harom alegység alkotja (H, L és M), melybe agyazva kofaktorok helyezkednek el (2. abra). A
kofaktorok a fehérjén beliil szimmetrikusan helyezkednek el, de csak az egyik ag vesz részt az
elektrontranszportban. A primer elektrondonor egy bakterioklorofill dimer (BChl), mely egy
foton vagy gerjesztési energia elnyelddését kovetéen gerjesztett allapotba keriil, és egy elektront
juttat a masodlagos kinonra (Qg) egy bakteriofeofitinen (BPheo) és az elsddleges kinonon (Qa)
keresztiil. A Qg két elektron és két proton felvételét kdvetden levalik a fehérjérdl és toltéseket
tovabbit a membranban diffundalva a citokrom bc; felé. A primer donor elektronhianyat egy

citokrom c, molekula potolja, ezaltal ciklikussa téve a folyamatot (3. abra). Az ¢él6 rendszerbdl
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izolalt, tisztitott RC-ban is bekdvetkeznek ezek a folyamatok, és a fehérjén beliil fényelnyelés
hatasara stabil toltéspar keletkezhet. Az él6 rendszerben lejatsz6dd folyamatos miikodést a
bakterioklorofillhoz kapcsolodd masodlagos donor és a kinon-akceptor komplexhez kapcsolodo
masodlagos elektronakceptor rendszerekkel mesterséges kornyezetben, Gn. hibrid rendszereken is

biztositani lehet.

H-polipeptid

-’9 .E

<} S,

(D) O
. B =
— ~—~
@) o
< =

q 3

2. abra

A Rhodobacter sphaeroides reakciocentrum fehérje szerkezete a kofaktorokkal. Az alegységeket
kiilonb6z6 szinnel jeloltem (H piros, L tiirkisz, M z6ld). A kofaktorokat gombok jeldlik: Bklo,
z6ld gémb; Bfeo, sarga gomb; kinon, kék gomb; karotenoid, tiirkiz kék gomb és a vasatom piros
gdmb. Az 4bra a brookhaveni Protein Data Bank (www.rcsb.org) 1PST.pdb adatdlloméanya
alapjan JSmol programmal késziilt [Magyar 2015].
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A kofaktorok elrendezddése a RC-on beliil. A jobb lathatdsag érdekében a fehérjevazat nem
tiintetem fel. A piros nyilak az elektron tjat, a sarga nyilak pedig a protonacios folyamatokat

jelolik. A szaggatott nyilak a rekombinacids folyamatok iranyat mutatjak [Rinyu 2007].

2.3. Kompozitok

Kompozit anyagoknak azokat az anyagokat nevezziik, melyek ketté vagy tobb kiilonb6zo
fizikai és kémiai tulajdonsagokkal rendelkez6é anyagbol épiilnek fel. Az anyagok kombinaciojaval
elérhetjiilk, hogy egymas eldnyds tulajdonsagait erdsitsék, de akar 0j hasznos jellemzok is
kialakulhatnak. Ezen anyagok egy csoportjat alkotjdk a nanokompozit anyagok, melyek esetén

legalabb az egyik alkotd, legalabb egyik dimenzidjat tekintve nanométeres nagysagrendbe esik. A
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nanoanyagokat nagyon magas feliilet/térfogat arany jellemzi, ami miatt alapvetden eltérd

tulajdonsagokat mutatnak a tombi fazisu anyagokhoz képest.

Bionanokompozit anyagokrdl akkor beszélhetiink, ha valamelyik komponenst bioldgiai
eredetii anyag alkotja. A biokompozit anyagokban altalaban a ,,bio komponens” az aktiv elem. Ez
a komponens szamos bioldgiai eredetli anyag lehet, egész sejt, vagy annak egy része, fehérje,

antitest, antigén, de akar egy RNS vagy DNS szekvencia is.

A biokompozit masik komponense legtobb esetben a hordozd szerepét tolti be. Erre a
célra szamos, altaldban szervetlen anyag hasznélhat6, példaul fémek, fém oxidok vagy a
kiilonboz6 félvezetd anyagok. A bio komponens részaranyanak novelésével elétérbe keriilnek a
kis részecskeméretli, nagy fajlagos feliiletii anyagok. Ilyenek lehetnek a pordzus anyagok, a

nanoméretl részecskék, nanocsévek €s nanoszalak.

2.4. Fehérje alapu biokompozitok

Szamos példa van arra az irodalomban is, hogy bioldgiai anyagok (biomolekulak,
sejtalkotok, sejtek, szovetek, stb.) ¢€l6 szervezetbdl torténd izoldlasuk utdn, mesterséges
kornyezetben 1s nagymértékben megorzik aktivitdsukat. Az evolicidés folyamatoknak
koszonhetden ezek a rendszerek specifikus feladataikat kivaloan latjak el, rendkiviil érzékenyek,
igy adodik a lehetdség ezek kozvetlen felhasznalasira, vagy modellrendszerként torténd
alkalmazasara. A fehérjék bio-hibrid rendszerekben torténd alkalmazasanak is tobb lehetdségét
talalhatjuk az irodalomban. Az enzimfehérjék nagy specificitasa és hatékonysaga kiilonos
alkalmazasi lehetOséget ad a bioszenzorika teriiletén [Hayashi és mtsai., 2002, Scognamiglio és
mtsai., 2013, Ozdokur és mtsai., 2014, Jiang és mtsai.,, 2012]. A fényérzékeny fehérjéket
(fotoszintetikus fehérjék, bakteriorodopszin) az energiaatalakitas kivételesen nagy hatasfoka
(kozel 100% kvatumhatasfok (Wraight and Clayton, 1974), de adott esetben ezt megkozelitd
energiahatdsfok 1s) miatt integralt optikai rendszerekben (pl. logikai kapcsolokban,
informaciotovabbitasban (Fabian és mtsai., 2011, Dér és mitsai., 2007, Vsevolodov, 1998)),
fotonikai struktarakban (Hajdu és mtsai., 2012a,b, Estephan és mtsai., 2011, Paestino és mtsai.,
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2008) probaljak alkalmazni. Eppen a kivételesen magas energiaatalakito hatasfokuk miatt a
fotoszintetikus fehérjék fotovoltaikaban, napenergiahasznositasban betoltott szerepe is intenziven
kutatott teriilet (1. részletesebben a kdvetkez fejezetben). Amikor bio-nanohibrid rendszerekrdl
beszéliink, két fontos szempontot kell még megemliteniink. A biomolekulak szervetlen
anyagokkal valdé kolcsonhatasainak koszonhetéen kivald modellek, hasznos informacidval
szolgdlhatnak az ¢él6 szervezetbe bekeriilt/bejuttatott (implantalt) anyagok stabilitasaval
kapcsolatosan. Kiilon kiemelendé az is, hogy ezek megujuld rendszerek, az ember alkotta
eszkozokkel ellentétben a kialakult folyamatok soran lebomlanak és ujrahasznosulnak, nem

szennyezik a kornyezetiinket.

2.5. Fotoszintetikus reakciécentrum fehérje mesterséges kornyezetben

A fotoszintetikus reakciocentrum fehérjében fényelnyelést kovetden toltéspar keletkezik,
amely normal korilmények kozott a kémiai potencidl kialakitdsaban vesz részt. A
reakcidcentrum fehérje mesterséges kornyezetben, kiilonb6z6 szervetlen hordozokhoz
kapcsolodva is nagy mértékben megérzi aktivitasat, fénnyel valo gerjesztés hatasara fotoaramot
general amit szamos a kozelmultban megjelent tanulmany is hangstlyoz [pl. Frolov és mtsai.,
2008, Kamran és mtsai., 2014, Zhao és mtsai., 2002, Hollander és mtsai., 2011, Das és mtsai.,
2004, Lués mtsai., 2007, Tan és mtsai., 2012].

A legkiilonfélébb RC komplexek alkalmazasat irtak mar le, a névények elsé és masodik
fotokémai rendszerétdl a baktériumok reakcidcentrumadig, fénybegyiijté antennakomplexekkel,
vagy anélkiil (Lasd pl. Noji és mtsai., 2011, Oda és mtsai., 2006, Hollander és mtsai., 2011,
Kamran és mtsai., 2014, Giraldo és mtsai., 2014, Carmeli és mtsai., 2007, stb.), de szamos kérdés
még megvalaszolatlanul maradt, melyek koziil néhdnyat a jelen dolgozatban igyekszek

megvalaszolni.

Mint a legtobb biokompozit esetében, a RC-mal készitett kompozitoknal is a szerkezeti és
miikddési stabilitas megtartasa jelenti a nehézséget. A PSII a legérzékenyebb a stabilitasra, de a

baktériumok RC-abol késziilt kompozitok hetekig, akar néhany honapig IS megdrzik
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stabilitasukat szobahOmérsékleten, 4 °C-on még tovabb is (Magyar és mtsai., 2011, Dorogi és
mtsai., 2006). A RC fehérjének ez a kivételes tulajdonsaga lehetGséget teremt egyéb
felhasznalasra is, igymint a napenergia hasznositas [Tan és mtsai., 2012, den Hollander és mtsai.,
2011], fotodetektorok [Govorov és mtsai., 2007, Terasaki és mtsai., 2007, Frolov és mtasi., 2008,
Nishihara és mtsai. 2007], fototranzisztorok [Terasaki és mtsai., 2007, Frolov és mtsai., 2008],
herbicid szenzorok [Ventrella és mtsai., 2010, Giardi és mtsai., 2006, Giardi és mtsai., 2009,
Szabo és mtsai., 2016, Guascito és mtsai., 2016, Swainsbury és mtsai., 2014, Chatzipetrou és
mtsai,. 2016, Nakamura ¢és mtsai., 2003], tizemanyag cellak [Krassen és mtsai., 2009] készitése és
egyéb optoelektronikai alkalmazasok [Kaniber és mtsai., 2009, Sepunaru és mtsai., 2009,

Dimonte és mtsai., 2012].

2.6. A tormaperoxidaz enzim

A tormaperoxidaz enzim (HRP) a torma (Amoratia rusticana) gyokerében termel6dd
vastartalmu hemoprotein, melynek molekulatomege 44 kDa (4. abra). A fehérje aktiv egysége
egy hem-tipust prosztetikus csoport, mely egy vasatomot tartalmazo porfiringyiiri. A HRP
katalitikus reakcid soran elektrondonor jelenlétében képes a hidrogénperoxid (H,0;) vizzé

alakitasara.

A HRP szé¢les korben alkalmazott fehérje, hasznaljak immunteszteknél [Song €s mtsai.,
2010, Krieg és Halbhuber 2003] toxikus vegyiiletek elbontasara [Silva és mtsai., 2010], tumor
terapiaban [Folkes és Wardman 2001; Greco és mtsai., 2001, Wardman 2002], szennyvizkezelés
[Veitch 2004] vagy akar H,O, bioszenzorokként [Magyar és mtsai., 2013] is.
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4. abra

A HRP molekulaszerkezete. A fehérjevaz kozepén helyezkedik el a hemcsoport (piros), a
kék gombok kalciumatomokat jeldlnek. A fehérjén beliil az o hélix szerkezetek lila, mig a  redd
strukturak sarga szinnel szerepelnek. Az abrat a brookhaveni Protein Data Bank (www.rcsb.org)

1H5A.pdb adatallomany alapjan késziilt [Veitch 2004].
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3. Célkituzések

A Szegedi Tudomanyegyetem Orvosi Fizikai és Orvosi Informatikai Intézetében nagy
hagyomanya van a fotoszintézis kutatasdnak, azon beliil is a bakteridlis rendszerek
tanulmanyozasanak. A bakterialis fotoszintézis elsd 1épéseit a reakciocentrum fehérje végzi,
amely a primer toltésszétvalasztasért felelds, ezzel megalapozva a fényenergia atalakitasat. A
fotoszintézis kutatds, mint alapkutatds is igen nagy jelentdséggel bir és a témaban megszerzett
tudas lehetdséget ad a természettdl tanulva hatékony mesterséges rendszerek létrehozasara.
Munkam soran fotoszintetizald biborbaktériumbdl kinyert bakterialis reakciocentrum fehérjét
alkalmaztam mesterségesen eldallitott bionanorendszerek kialakitasara. Az igy megszerzett tudas
egyéb fehérjét alkalmazd nanorendszerekre is atiiltethetd, melyet egy tormaperoxiddz enzim

alapu kompozit példajan mutatok be.

Ezeknek megfelel6en a munkam soran célul tiiztem ki:

1. ITO-bol és RC-bol kompozit anyag létrehozasat és ennek spektroszkopiai és elektromos
tulajdonsagainak karakterizalasat szaraz koriilménye kozott.

2. Fénnyel gerjeszthetd vezetd polimer rétegstruktira (PEDOT:PSS, P3HT) létrehozasat
ITO és eziist elektrodok alkalmazasaval, tovabba a kialakitott struktara RC-mal valo
érzékenyitését, valamint a minta spektroszkopiai és fotoelektromos tulajdonsagainak
karakterizalasat, a fehérje érzékenyitd tulajdonsaganak kimutatasat.

3. Egy haromelektrodos elektrokémiai cella kialakitdsat, melynek munkaelektrodjat
ITO/IMWCNT/RC kompozit, ellen és referencia elektrodjat pedig platina és Ag/AgCl
alkotja. A rendszerrel fotoaram generalasat, tovabba mediatorok fotoaramra valo
hatasanak kimutatasat.

4. Az elébbi pontban mar ismertetett elektrokémiai cella létrehozasat és karakterizalasat,
melyben a RC munkaelektrodra vald rogzitését politiofén-ecetsav (PTAA) vezetd polimer

biztositja.
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5. A hordozoként hasznalt heteroatommal dopolt és dopolatlan tobbfalli szén nanocsévek
izotdp Osszetételének meghatarozasat, tovabba a dopolés szerkezetre gyakorolt hatdsdnak
bemutatésat.

6. MWCNT/RC kompozit fehérje/hordozdé ardnyanak meghatarozasat gyorsitasos
tomegspektrometria alkalmazasaval.

7. MWCNT/HRP kompozit fehérje/hordozd ardnydnak meghatarozasat gyorsitasos

tomegspektrometria alkalmazéaséaval.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Preparativ eljarasok

4.1.1. Reakcidocentrum preparalasa

A méréseimhez hasznalt reakciécentrum fehérjét Rhodobacter (Rb.) sphaeroides R-26
biborbaktériumbol prepardltuk. A baktériumok anaerob kornyezetben, megvilagitds mellett,
fotoheterotrof modon ndvekedtek. A megvilagitds elott a sejteket 5-8 oOran keresztiil sététben
tartottuk, hogy a tapoldatban oldott oxigén a sejtlélegzés soran felhasznalodjon. A RC
szolubilizalasa a fotoszintetikus membranb6l N,N-Dimetil-dodecil-amin-N-oxid (LDAO)
detergens segitségével tortént. A fehérje tisztitdsahoz frakciondlt ammonium szulfatos kicsapast,
majd DEAE Sephacel anioncseréld oszlopkromatografiat alkalmaztunk. A preparalast kovetden a
Qg oldal helyreallitasa ubikinon-10 (UQ-10, 2,3-dimetoxi-5-metil-6-dekaizoprenol-p-
torténd ultraszirés segitségével 80-100 uM-ra allitottuk be. A fehérjét felhasznalasig rutinszeriien

-20 °C-os mélyhtitében taroltuk.

Mind a baktériumtenyésztés, mind a fehérje prepardldsa a laboratoriumunkban zajlott,

melyet Laskayné Toth Judit laborans végzett.

4.1.2. ITO/RC kompozit eléallitasa

Az indium 6n oxiddal (ITO) bevont iiveglapot (specifikus ellenallas 2046 Q/cm?
boroszilikat tiveg feliiletén) kereskedelmi forgalombol szereztiik be (Praezisions Glass & Optik
Gmbh, Iserlohn, Németorszag, Cat No: CEC020B). A gyartas soran az ITO felvitele porlasztasos

eljarassal (sputter-coating) késziilt. Az ITO/RC kompozitot raszaritasos eljarassal allitottam eld.
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A minta elékészitése soran a detergenst dializis segitségével tavolitottam ¢l a mintabol, majd

megfeleld higitast kovetden (1 pM-0,1 uM) nitrogénaram segitségével szaritottam a felszinre.

4.1.3. Szén nanocsovek eloallitasa

A szén nanocsovek eléallitasa CCVD (Catalytic Chemical Vapor Deposition — kémiai
gazfazisi levalasztas) modszerrel zajlott. A folyamat soran Kkatalizatorként Fe(lll)—
Co(Il)/kalcium-karbonatot vagy nikkel(I1)-oxidot alkalmaztunk. A katalizator 5 m/m % vasat és 5
m/m % kobaltot tartalmazott, melyet impregnacioval vittiink fel a hordoz6 feliiletére. A szamitott
mennyiségli Co(Il)-acetilacetat, Fe(Ill)-acetilacetat é¢s CaCO3 Osszemérése ¢és feloldasa utan az
elegyet ultrahang segitségével homogenizaltuk az aggregaciok elkeriilése érdekében. Az oldat
pH-jat ammodnia hozzdadasaval allitottuk be 9,0-ra. A diszperziot 70 °C-on intenziv magneses
kevertetés mellett hevitettiikk addig, amig az olddszer elparolgott. Az olddszer elparologtatasat
kovetden a katalizatort tovabbi 24 6ran keresztiil 100 °C-on szaritottuk. Nikkel(I1)-oxid esetén a

NiO-ot acetonban szuszpendaltuk, majd ezt kvetden cseppentettiik fel a szilicium hordozora.

CCVD eljaras segitségével heteroatommal dopolt szén nanocsd is eldallithato. A szintézis
soran nitrogén- és hidrogéngaz elegye aramlik at a reaktoron annak érdekében, hogy megfeleld
inert kornyezetet biztositsunk a magas hOmérseékleten bekovetkezd oxidacio elkeriilése
érdekében. Az altalunk alkalmazott koriilmények kozott a nitrogéngaz nem vesz részt a MWCNT
dopolasaban, ezért a szintézis sordn acetiléngaz, tiofén és tripropil-amin (TPA) szolgél szén, kén
és nitrogénforrasként. Az acetilén- €s a nitrogéngaz egy Y szelep segitségével Kkeriil
Osszekeverésre, mig a folyadékfazisu TPA és a tiofén buborékoltatas segitségével keril a
reaktorba. Intenzivebb TPA bejuttatas egy syringe pumpa segitségével oldhatd meg (5. abra)
[Szekeres és mtsai., 2015].
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5. dbra

A szén nanocsovek eldallitasahoz hasznalt reaktor sematikus dbraja (magyardzat a szovegben)

4.1.4. RC rogzitése szén nanocso feliiletén

Az RC fehérjét karboxilcsoporttal funkcionalt szén nanocs6 felilletére rogzitettem. A
folyamat soran EDC  (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid) és NHS  (N-
hidroxiszukcinimid) aktivaloszereket alkalmaztam. Az EDC aktivalja az MWCNT karboxil
funkcios csoportjait, igy azok képesek az aminokkal reagalni. Az NHS jelent0sége a folyamat
koztitermékének stabilizalasa, ezaltal a keresztkotés nagyobb valdszintiséggel valo kialakitasanak

az eldsegitése.

A preparalas soran a karboxilcsoporttal funkcionalt szén nanocsdévet (500 pL, 0,14
mg/mL) foszfat pufferben (PBS) dializaltam (0,1 M; pH 7,0; 0,006% LDAO), ezt kovetden 1
oran keresztiil ultrahanggal homogenizaltam (ELMA Transsonic 310; 35 kHz; 70 W; folyamatos
tizemmod). A szén nanocséveket az EDC és NHS oldattal (100 pL, 0,125 M) két 6ran keresztiil

kevertettem, ezt kdvetden dializalassal tavolitottam el a felesleges aktivaloszert (PBS 0,1 M; pH

21



7,0; 0,006% LDAO). A reakciocentrumot hozzaadva (50 pL, ¢ = 65 uM) egy ¢jszakan at
kevertettem a mintat. A nem ko6tédott reakciocentrumot ultracentrifugalassal tavolitottam el a
keletkezett komplextél (4 °C, 15 perc, 135000 x g). A kialakitott komplex felépitésének

sematikus rajza a 6. abran lathato.

A moddszer nem csak oldatfiazisban, hanem hasonlé moddon, feliileten is elvégezhetd.
Ebben az esetben a dializacids 1épések egyszert pufferrel, majd desztillalt vizzel torténd mosasra

egyszeriisodnek. A protokoll optimalizalasat Dr. Magyar Melinda végezte [Magyar 2015].

6. abra MWCNT/RC komplex felépitésének sematikus abraja (a méretarany nem tiikr6zi a

valosagot)
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4.1.5. RC rogzitése vezetod polimeren keresztiil

Vezetd polimeren keresztiili kotéshez PTAA (poli(3-tiofén ecetsav)) vezetdé polimert
hasznaltam, mint k6tészert és mint az elektronok vezetését segitd vezetd anyagot egyarant. Mivel
ebben az esetben a PTAA rendelkezik a kotés kialakitasdhoz sziikséges karboxilcsoporttal, a szén
nanocsdvek amincsoporttal vald funkcionalizalasa sziikséges. A kotés kialakitasahoz 1 mg/mL
PTAA (0,1 M PBS, pH 8,0) és 0,14 mg/mL amincsoporttal funkcionalizalt MWCNT oldatot
Osszekevertem, majd 2 oran keresztiil kevertettem szobahdmérsékleten. A kialakult komplexet a
feleslegben 1évo polimertdl ultracentrifugalassal tavolitottam el (20 perc, 130000 g), melyet PBS-
ben szuszpendaltam vissza. Ehhez a szuszpenzidhoz adtam hozza az RC-ot (65 puM
torzsoldatbol), majd a mintat Gjra kevertettem két oran keresztil a RC degradalodasanak
minimalizélasa érdekében, 4 °C-on. Végill a MWCNT/PTAA/RC komplex elvalasztisa a nem
kotott RC-t6l szintén ultracentrifugdldssal tortént (20 perc, 130000 g). A kialakitott komplex

felépitésének sematikus rajza a 7. abran lathato.
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1. abra

Az MWCNT/PTAA/RC komplex sematikus abrdja (a méretarany nem tiikr6zi a valésagot)

4.1.6. RC vezet6 polimer rétegstrukturaban

A fehérje és a szervetlen hordozo kozotti elektromos kapcesolat jellegének jobb megértése
érdekében egy kételektrodos rendszert dolgoztam ki. A méréseket jelen esetben is leszaritott
mintakon végeztem. Elektrodként ITO-t és eziistot alkalmaztam, melyek k6z¢é két vezetd polimer

réteget vittem fel. Az egyik réteget PEDOT:PSS (poli(3,4-etiléndietoxitiofén):polisztirén-
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szulfonat), a masikat P3HT (poli-3-hexiltiofén) alkotta. A RC kompozit érzékenyitOként keriilt a
rendszerbe. A PEDOT:PSS réteget elektrokémiai polimerizacioval vittem fel az ITO feliiletére. A
levalasztas vizes kozegben zajlott (EDOT 9,8 mM; PSS 165 uM). A ciklikus voltammetria
mérések soran a kezd6 és végpotencial (-0,5 V és 1,1V) kozott 50 mV/perc pasztazasi sebességet
alkalmaztam (8. abra). A rétegvastagsagot a ciklusok szamaval allitottam be (kb. 200 nm). A
P3HT-bol szalas strukturat alakitottam ki az MWCNT feliiletén. Ehhez a mar elézetesen
kémiailag polimerizalt P3HT-t kloroform/anizol 9:1 aranyu elegyében oldottam fel, majd ehhez
az oldathoz adtam hozza az MWCNT-t. A szén nanocsdvek diszpergalasa 70 °C-0S
ultrahangfiirdében tortént 30 percen keresztiil folyamatos ultrahangozassal (35 kHz, 70 W), majd
az ultrahangozott szuszpenzidt jeges fiirdében hiitottem le. Ezen gyors lehiilési folyamat soran
alakult ki a megfelel6 szalas szerkezet [Liu és mtsai., 2009]. Ezt kdvetden porlasztasos eljarassal
vittem fel a mar kialakitott PEDOT:PSS rétegre, melyre zar6 rétegként egy eziist katdd keriilt. Az

igy eldallitott rétegstruktira véazlata a 9. abran lathato.

Aram (mA)
~

W

Fesziiltség (V)

8. dbra

A PEDOT réteg levalasztasa ciklikus voltammetria segitségével. A rétegépités harom ciklussal

tortént. Az dbran a folyamat fesziiltség aram karakterisztikaja lathato.
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9. dbra

A RC-mal érzékenyitett réteges optoelektronikai eszk6z sematikus rajza. Elektrodként ITO-t és
eziistot hasznaltam, melyek kdzé vezetd polimer (PEDOT:PSS és P3HT) rétegeket vittem fel. A
RC-ot a P3HT rétegbe épitettem be.

4.1.7. Példa egyéb fehérje alkalmazasara: Tormaperoxidaz enzim

A bemutatott preparativ és az altalam hasznalt karakterizalasi eljarasok egyéb fehérjékre
is alkalmazhatoak. Jelen esetben ezt egy tormaperoxiddz enzim (HRP) péld4jan mutatom be,

melyet EDC/NHS modszerrel rogzitettem MWCNT feliiletére, az alabbi protokoll szerint.

A prepardlds sordn a karboxilcsoporttal funkcionalt szén nanocsévet (500 uL, 0,14
mg/mL) foszfat pufferben dializaltam (0,1 M; pH 7,0; 0,006% LDAO), melyet ezt kovetden 1
oran keresztiil ultrahanggal homogenizaltam (ELMA Transsonic 310; 35 kHz; 70 W; folyamatos
iizemmod). A szén nanocsdveket az EDC és NHS oldattal (100 pL; 0,125 M) két 6ran keresztiil
kevertettem, ezt kovetden dializalassal tavolitottam el a felesleges aktivaloszert (PBS 0,1 M; pH

7,0; 0,006% LDAO). A HRP enzimet hozzaadva (1 mg/mL, Sigma Aldrich) egy éjszakan at
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kevertettem. A nem kotodott tormaperoxidaz enzimet ultracentrifugdléssal tavolitottam el a

keletkezett komplextdl (4 °C, 15 perc, 135000 x g).

4.2. Vizsgalati modszerek

4.2.1. Képalkoté eljarasok

4.2.1.1. Atomi eré mikroszkopia AFM

Az elkészitett kompozitok szerkezetének vizsgalatara kiillonboz6 képalkotasi modszereket
alkalmaztam, melyek koziil egyik az atomi eré mikroszkopia volt. A felvételekhez egy Molecular
Force Probe 3D (Asylum Research, Santa Barbara, CA, USA) AFM késziiléket hasznaltam,
amely egy Asylum MFP-3D fej segitségével miikodott. A felvételek tapogaté modban, Olympus
AC160 AFM ti alkalmazaséaval, szaraz koriilmények kozott késziiltek. A képek elkészitéseét
Szegletes Zsolt végezte az MTA SZBK-ban, a kiértékeléseket viszont én végeztem.

4.2.1.2. Transzmisszios elektronmikroszkopia

A mintdk szerkezetét transzmisszids elektronmikroszkopiaval (TEM) is vizsgéaltam. A
mérésekhez egy FEI Technai G2 20 X-TWIN tipust késziiléket hasznaltam. A TEM vizsgalatok
informacioval szolgalnak az MWCNT szerkezetérdl is, igy a dopolas szerkezetre gyakorolt
hatasa is tanulmanyozhatdé. A méréshez a mintat abszolit etanolban diszpergaltam ultrahang
segitségével (Transsonic T570/H, 35 kHz, 320 W), ezt kovetden csOppentettem fel egy
szénbevonatos Cu TEM gridre (200 Mesh).
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4.2.2. Spektroszkopiai modszerek

A RC fehérje jellemz6 abszorpcios spektrummal bir a lathatdo és a kozeli infravords
tartomanyban, igy egyensulyi spektroszkopiai mérésekkel a reakciocentrum jelenléte ¢és
koncentracidja is meghatarozhatd. Az egyensulyi spektroszkopiai mérésekhez egy UNICAM
UV4 tipust kétsugaras késziiléket hasznaltam. A fényszords minimalizalasanak érdekében kozeli

mintatart6 helyzetet alkalmaztam.

Fénygerjesztést kovetden a reakcidcentrumban lezajlo folyamatok szintén kovethetdek
kinetikai spektroszkopiai modszerekkel, igy a folyamatok dinamikaja is tanulmanyozhato.
Méréseimhez egy sajat épitésii kinetikai spektrofotométert hasznaltam, melynek a sematikus rajza
a 10. abran szerepel. Ezzel a morszerrel a P/P* primer elektrondonor bakterioklorofill dimer (P)
redoxvaltozasa (860 nm), valamint a bakteriofeofitin (Bfeo) elektrokromikus eltolodasa (771 nm)

is kovethetd, mely a Qa Qg és QaQg" allapotok kozotti elektronatmenetet jellemzi.

Xe P
F
O HEHe o

10. abra

Az egysugaras kinetikai abszorpciovaltozas-méré komponenseinek elhelyezkedése. Ahol:
F-mér6fény, L-lencse, MK-monokromator, M-mintarté a mintdval, O-optikai sziird, D-detektor,
E-erdsitd, Xe-xenon villandlampa, P-oszcilloszkop, Sz-szamitdgép.
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4.2 3. Ellenallasmérés

A mintak ellenallas-valtozasanak mérését egy Keithley 2400s tipusa multiméterrel 7 digit
feloldassal végeztem, 4 pontos elrendezésben. A késziiléket szamitogép segitségével USB porton
keresztiil vezéreltem, egy erre a célra altalam készitett LabVIEW program segitségével. A mérés
soran a fénnyel vald gerjesztést egy 250 W teljesitményli wolframszalas izzolampa fénye
szolgaltatta, melybdl egy 400 nm levagasi frekvenciaji alulateresztd szlrd segitségével

valasztottam ki megfeleld gerjesztd fényt.

4.2.4. Elektrokémiai eljarasok

A RC aktivitdsat az eldallitott kompozitokban spektroszkopiai mérések mellet
elektrokémiai mérésekkel is igazoltam. A mérések haromelektrodos elrendezésben torténtek.
Munkaelektrodként ITO-val boritott livegelektrodot hasznaltam. Ennek eldnye, hogy a lathato
tartomanyban igen jO transzmisszioval rendelkezik, igy a fénnyel valo gerjesztés kdnnyen
megoldhato, emellett a vezetési tulajdonsagai is megfeleléek maradnak elektrodként valo
alkalmazasra. Az elkészitett kompozitokat minden esetben kémiai kotéssel rogzitettem a
munkaelektrod felszinére kizérva annak a lehetdségét, hogy a kompozit vizes kdrnyezetben
leoldddjon az elektrodfelszinrdl. A rendszerben ellenelektrodként platinat, mig referenciaként
Ag/AgCl elektrodot hasznaltam. Az alkalmazott elektrokémiai cella sematikus rajza a 11 abran

lathaté. Az elektrokémiai mérések soran a munkaelektrod feliilete minden esetben 1 cm? volt.
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11. abra

Az alkalmazott elektrokémiai cella sematikus abraja (magyarazat a szovegben)

4.2.5. I1zotopanalitikai mérések

4.2.5.1. Szénizotop-tartalom meghatarozasa

C14-izotop meghatdrozasahoz eldszor a minta széntartalmanak feltarasara volt sziikség,
amelyet egy zart csoves égetéses eljarassal értiink el. A mintat és az oxidaloszerként hasznalt
MnO,-ot egy kvarccsébe mértem. Amennyiben a minta vizet is tartalmazott, azt fagyasztva
szaritassal tavolitottam el. A minta tomegét ebben az esetben a kvarccsd €s a fagyasztva szaritast
kovetd tomeg kiilonbségeként hataroztam meg. A bemérést kovetden a csdben 1évé nyomast
<510 mbar-ra csokkentettem, majd leforrasztottam. A mintdt a leforrasztott csOben, egy
kemencében 550 °C-on 48 oran keresztiil égettem el. A keletkezett CO,-0t az esetlegesen
képzodott egyéb gazoktdl egy kriotechnikai csapda segitségével valasztottam el. A CO;

mennyiségét jol definidlt térfogaton egy preciziés nyomasszenzor segitségével hataroztam meg
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[Janovics 2016]. A szén kitermelésének hatasfoka a keletkezett CO, mennyiségének segitségével
szamithatd. A kinyert tisztitott CO, grafittd alakitdsa cink felhasznaldsaval szintén zart csdves
eljarassal zajlott [Rinyu és mtsai., 2013, Orsovszki és Rinyu 2015]. Kevesebb, mint 100 pg szén

esetén mikrografitizacios eljaras sziikséges [Rinyu és mtsai., 2015].

A szénizotoptartalom meghatarozasahoz egy MICADAS tipust tomegspektrométert
alkalmaztunk [Synal és mtsai., 2004, 2007 Molnar és mtsai., 2013], melynek sematikus rajza a
12. abran lathatd. A méréseket az MTA Atommagkutatd Intézetében, Debrecenben végeztem. Az
elokezelés és égetés soran a legnagyobb koriiltekintés mellett is lehet6ség van arra, hogy a
mintaba radioaktiv szén izotop keriiljon a jelenkori légkorben eléforduld szénforrasbol. Ennek
kovetése érdekében jol definialt szénizotdp tartalma standardokon (IAEA C7 and C8, [Le Clercq
¢s mtsai., 1998]) is végrehajtottuk a kezeléseket és a mérés soran ezeket referenciaként

alkalmaztuk. A kiértékelés soran a BATS AMS szoftvert hasznaltuk [Wacker és mtsai., 2010].
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12. abra

A szénizotop mérésekhez hasznalt MICADAS AMS tipusu tomegspektrofotométer sematikus
rajza [Synal és mtsai., 2007]
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4.2.5.2. Stabilizotép-mérések

A stabilizotop meghatarozasokhoz egy Thermo Finnigan Delta”*XP tipust izotoparanyt
mérd spektrofotométert alkalmaztam, mely egy Fisons NA1500 NCS elemanalizatorhoz
csatlakozott. Ez az eljards a minta gyors elégetésén alapul, mely sordn mind a szerves, mind a
szervetlen komponensek égéstermékekké alakulnak. A keletkezett gazok elvalasztasa egy
kromatografias oszlop segitségével torténik, a detektalast egy tomegspektrométer végzi [Major és
mtsai. 2017]. Az eredményeket az alabbi formalizmussal adjuk meg & (%o) = (Rminta/ Rreferencia-1)
* 1000, ahol R *C/*C, vagy a BNAN aranyt jeloli a minta és a referenciaként alkalmazott

standard esetén. A mérés bizonytalansaga 0,2%o S13C és +0,3%o0 8N esetén.

4.2.5.3. Kéntartalom-mérése

A kéntartalom méréséhez a szén nanocsé mintdk feltdrdsa egy Mars 5 tipusu
mikrohulldmu feltar6 segitségével tortént. A feltards sordan a minta 50 mg-jat 2 mL 67%-0S
salétromsavval egy teflonbombaba helyezziik, melyet mikrohullam alkalmazasaval (800 W) 200
°C-ra hevitiink. A folyamat 20 percet vesz igénybe, majd tovabbi 30 percig tartjuk a megadott

hémérsékleten a rendszert. Ezt kovetden a mintat ultratiszta viz segitségével 50 mL-re higitjuk.

A kéntartalom meghatarozasat egy Agilent 8800 ICP-QQQ-MS témegspektrométerrel
elemeztik MS/MS modban. A kéntartalom meghatarozasa 48 tomeg/toltés hanyadosu elem

tomegeltolodas mérésén alapszik, az alabbi egyenlet szerint:

325+ + 3202 - 32516O+ + 160
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5. Eredmények és értékelésuk

5.1. ITO és ITO/RC kompozit szerkezetének tanulmanyozasa

AZ ITO/RC kompozit szerkezetének vizsgalatait atomeré mikroszkopias modszer
segitségével végeztem. A 13. A és B abra mutatja a kompozitrol késziilt amplitado és fazis képet.
Az abrék bal oldalan reakciocentrum boritottsadg figyelheté meg, melyet a magassagkép is igazol.
Ezen a teriileten a minta feliileti érdessége nagyobb (koriilbeliil 10 nm), mint az ITO hordozo
mikrokristalyos szerkezetébodl adodo feliileti érdesség (3,5-5 nm), amely jo egyezést mutat az RC
fehérje méretével. A D 4bran referenciaként egy mica feliiletén 1évo individualis reakciocentrum

lathato [Nagy és mtsai., 2010].
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13. dbra

Uvegfeliiletre felvitt reakcidcentrummal érzékenyitett ITO hordozérél AFM-mel készitett
amplitudo (A) és faziskép (B). A boritottsag részleges, a RC-ot tartalmazé régio a
magassagképen (C) jeldlve van. A mérés AC modban szdraz koriilmények kozott zajlott, a
kisérleti részben leirtak szerint. A (D) jeli abra egy mica feliileten 1év6 egyetlen

reakciocentrumroél készilt.
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5.2. Szén nanocso hordozo karakterizalasa

A szén nanocsO hordozo struktirajat, valamint a dopolds szerkezetre gyakorolt hatdsat
TEM mérések segitségével vizsgaltam. Mind a nitrogén, mind a kén heteroatom beépitése a
szerkezetbe jelentés valtozasokat okoz, ami a 14-16. abrakon jol lathato. A 15. abra a nitrogénnel
dopolt MWCNT szerkezetét mutatja. Osszehasonlitva a 14. referencia abrdval, megfigyelhetd az
ugynevezett bambusz szerkezet kialakuldsa, melyet a csO struktiira megsziinése, belso zart tiregek
kialakulasa jellemez. A kén beépiilése is hasonlo latvanyos szerkezeti valtozast eredményez, ezen
esetben a linedris csOszerkezet spirdlisra modosul (16. dbra). Ezen két példa is jol szemlélteti,
hogy megegyezd reakciokorilmények kozott a dopold atom hatasara kiilonb6z6 strukturak

képesek kialakulni [Szekeres és mtsai., 2015, Yang és mtsai., 2015].

14. abra

Dopolasmentes MWCNT mintardl késziilt TEM felvétel
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ey 100 NM

15. abra

Nitrogénnel dopolt MWCNT mintarol késziilt TEM felvétel. A felvételen jol megfigyelhetd a
heteroatom beépiilése altal okozott strukturalis valtozas, mely ugynevezett ,,bambusz struktarat”

eredményez.

i 500 nm

16. dbra

Nitrogénnel dopolt MWCNT mintarol késziilt TEM felvétel. A felvételen jol megfigyelhet6 a

heteroatom beépiilése altal okozott strukturalis valtozas, mely spiralis strukturat eredményez.
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5.3. Spektroszkopiai jellemzések

5.3.1. Egyensulyi abszorpcios spektroszkopia

A RC ¢s az ITO jellemzéséhez egyensulyi abszorpcios méréseket hajtottam végre. A 17.
abran lathat6, hogy a RC jellemz6 elnyeléssel rendelkezik a voros és a kék tartomanyban. A
voros régidban harom jellemzdé abszorpcidos sav van 760, 802 és 860 nm-es abszorpcids
maximummal. A 760 nm a bakteriofeofitinhez, a 802 nm a bakterioklorofill monomerhez, a 860
mn pedig a bakterioklorofill dimerhez rendelhet6. A bakterioklorofill a kék tartomanyban is
rendelkezik jellemzd elnyelési savval, melyet Soret sdvnak neveziink (300-420 nm). A fehérjevaz

aromas aminosavai 280 nm es maximummal jellemzett tartomany koriil abszorbealnak.

Az ITO hordozé lathat6 tartomanyban mért abszorpcidja igen alacsony, igy a lathato fény
jelentds részét atengedi, mely a rd helyezett kompozit fénnyel vald gerjesztését megkonnyiti,
mivel az iiveg feldl is lehetségessé valik a minta megvildgitidsa. Az UV tartomanyban mind az
ITO, mind az {iveg elnyel. Az ITO UV-beli elnyelési maximumanak meghatarozasa érdekében
tomény kénsav és 30% hidrogén-peroxid 3:1 aranyu elegyével eltavolitottam az ITO bevonatot az
iveg feliiletér6l, majd az ITO-ra jellemzd spektrumot az ITOfiveg és az iiveg referencia

kiilonbségeként hataroztam meg.
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17. abra

ITO, ITO és tiveghordozo, tiveghordozo és oldatbeli RC egyensulyi abszorpcios spektruma. Az
iiveg referenciat az ITO réteg tomény kénsav és 30% hidrogén-peroxid 3:1 aranyu elegyével
torténd eltavolitasat kovetden mértem meg. Az ITO spektruma az igy megmért iiveghordoz6 és
az eredeti ITO minta kiilonbségi spektrumaként adodott. A beillesztett dbran a lathato tartomany

kinagyitasa lathato.

5.3.2. Abszorpcio kinetikai mérések

A 18. adbra az RC 771 nm-en mért fénnyel valod gerjesztését kovetd abszorpcid kinetikai
valtozasat mutatja kiilonbozé mérési koriilmények kozott. A bakteriofeofitin 771 nm-en mért
abszorpcidvaltozasa a fehérjén beliili elektrontranszportrol szolgaltat informaciot. A mérés

idében 6 nagysagrendet olel fel (10°-10s), igy mind a tdltésszétvalasztas és stabilizalodas
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folyamata (P"Qa Qe—P'QaQg ), mind a tdltés rekombinacios folyamatok (P"QaQs —PQaQg)

kovethetdek. Az adatok illesztése els6 rendii kinetikai egyenlettel tortént:
A(t) = X AeHan

ahol A(t) a jel amplitadéja az id6 fiiggvényében, ki és A; pedig az i-edik komponens
reakciosebességi allanddja és amplitidoja. Az illesztési paraméterek a 1. tablazatban keriiltek

0sszegzésre.

A 771 nm-en mérhetd abszorpciokinetikat jelentésen befolyasoljak a kornyezeti tényezok.
Alapvetd hatdsa van példaul a kornyezet pH-janak, a hédmérsékletnek, a viszkozitdsnak, az
ionerésségnek [Tiede és mtsai., 1996, 1998, Graige és mtsai., 1998]. Ismeretes tovabba az is,
hogy lipid kérnyezetben modellezve az in vivo koriilményeket a fényindukalt toltésszétvalasztas
energetikaja modosul [Milano és mtsai., 2007, Nagy és mtsai., 2004]. A RC szén nanocs6hoz
valo rogzitése szintén befolyasolja a toltésszétvalasztas kinetikajat [Dorogi és mtsai., 2006, Hajdu

¢és mtsai., 2011, Magyar és mtsai., 2011].

A 860 nm-en mért abszorpciovaltozas a primer donor (bakterioklorofill dimer, (Bklo),)
redox-allapotat jellemzi. A 18. abra (valamint az 1. tablazatban, mely az 18. abra goérbéire
illeszett fliggvények illesztési paramétereit foglaja Ossze) alapjan lathatd, hogy mikdézben a
gerjesztést kovetden a primer donor redox-allapotaban csak elhanyagolhaté valtozas torténik (kis
valtozas a 860 nm mért abszorpcid gyors komponensében), addig a bakteriofeofitin elektrokrom
eltolodasanak amplitudoja és iddallandodja is jelentds mértékben megvaltozik, ha a RC ITO
feliiletre van helyezve. Sajnos a nagy fényszoras miatt nem tudtunk két komponenst feloldani az
ITO/RC kompozit P'Qa Qe—P'QaQs elektrontranszport gyors fazisaban, mint oldatfazis
esetén, de igy is lathato, hogy az eléremend elektrontranszfer idéallandoja megnovekedett az
iivegfeliileten tapasztalthoz képest (Kap,lassi=448 s ¢és 1711 s'). A 771 nm-en mért
abszorpciokinetika felgyorsulasa és a 860 nm-en mért redoxvaltozasban tortént kismértékii
valtozas arra enged kovetkeztetni, hogy redoxcsatolas feltételezhetd a fehérje és az ITO hordozo

kozott.
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18. abra

Rb. sphaeroides R26 baktériumbol izolalt RC telitési fényimpulzust kévetd abszorpcid kinetikaja.
A mérést 771 nm hulldmhosszon boroszilikat iiveg és ITO feliileten szaraz koriilmények kozott
végeztem. Osszehasonlitasképpen a 860 nm hullamhosszon ITO feliileten végzett mérés és a 771
nm hulldmhosszon szuszpenzioban mért RC abszorpciokinetikdja is feltiintetésre kertilt. A
folytonos vonallal az illesztett gérbéket jeldltem, az illesztési paramétereket a 1. tablazatban

tintettem fel.

(QaQe— (QaQe— P o
- - P P P P
QAQE )gyors QAQB)iassu Qa — PQa Qs — PQs
AAB,gyors kAB, yors AAB,lassﬁ kAB,lassﬁ Agyors+ App kAp Agp kBP
(%0) () (%) s Awea (%) G @) (D

susp 91 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

'7T7? nr. 399 1711 399 531 99 91 192
ITO
A Y 116 88 116 827 10 57 086

1. tablazat

Az 18. abran szerepld abszorpcids gorbék illesztési paraméterei
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5.4. Elektromos mérések ITO/RC kompoziton

Az RC ¢és az ITO kozotti kapcsolat jobb megértése érdekében fénygerjesztés hatisara
bekovetkezd vezetoképességvaltozas méréseket hajtottam végre. A mérések 4 pontos
elvezetésben 10 mA konstans aram alkalmazasaval torténtek. A rendszer gerjesztését egy fehér
fényl lampa fényébdl 400 nm levagasi hullamhossza alulateresztd szlird segitségével allitottam

eld, mely mind az RC-ot mind az ITO-t képes gerjeszteni.

Amennyiben magat az ITO-t vilagitottam meg folytonos kék fény segitségével, a lampa
bekapcsolasat kovetden az ITO ellendllasdnak csokkenését tapasztaltam (19. abra). A feliiletre
RC-ot rétegezve a RC jelenléte kompenzalta a fénygerjesztést kovetd ellendllas csokkenést, mely
egy bizonyos koncentraciot kovetden telitési szintet ért el (20. abra). A telitési szintet kovetden a
koncentraciot tovabb novelve az ellendllas valtozasa is tovabb ndovekedett. Ebben a tartomanyban
a valtozas jO egyezést mutat azzal az esettel, mint amikor fotokémiailag inaktiv klorofillt
rétegezilink a feliiletre azonos koncentracioban, mint amennyit a fehérje tartalmaz. Amennyiben
csak klorofill van a felszinre rétegezve, a gerjesztési energia hd formajaban jelenik meg, ebben az
esetben az ellenallasvaltozas jo egyezést mutat a hd hatasara bekovetkezo ellenallas valtozassal
[Nagy és mtsai., 2001]. Az ITO hé hatasara bekovetkezO ellenallas novekedését egy korabbi
publikacionkban mar kozoltik [Hajdu és mtsai., 2011], mely jo egyezést mutat az itt kapott
eredményekkel. Ezek alapjan megallapithatd, hogy a klorofill/ITO rendszer fénnyel vald
gerjesztést kovetd ellenallasvaltozdsa a hdenergia disszipacidjanak tudhatd be. Ettdl eltérden,
amennyiben fehérjét rétegeziink a felszinre a klorofill helyett, a mért goérbe nem egyfazisi. A
gerjesztéfény P'Q™ toltéspart hoz létre a fehérjén beliil, valamint gerjeszti az ITO-t is. A
keletkezd gerjesztett elektronok és a fehérjén beliili toltéspar kozti kdlcsonhatas az ellenallas
megndvekedésében nyilvanul meg. Amennyiben a reakcidcentrum fehérjét egy 10 nm atmérdji
gombbel kozelitjiik, a telitési szintnél mért fehérje mennyisége jO egyezést mutat egy
monoréteges boritottsdggal szoros illeszkedést feltételezve. Amennyiben a fehérje mennyisége
etté]l tobb, tobbrétegii boritottsag alakul ki és az ITO-val kdzvetleniil nem érintkezd rétegek

hatasa mindinkabb héeffektusként jelenik meg.
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19. abra

crer

jelenlétében. (A szamok az abran koncentracioértékeket jeldlnek uM egységben). A fény
bekapcsolasat a nyil jelzi. A megvilagitas kék fényhasznalataval folytonosan tortént, 3,2 Wem™

teljesitménnyel.
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20. abra

ITO fényindukalt ellenallasvaltozasa a RC (kék kor) és a bakterioklorofill (piros kor)

crer

5.5. ITO/IMWCNT/RC fotokémiaja elektrokémiai celliban

A komplex elektrokémiai viselkedésének vizsgalatai nyitott aramkori potencialon
zajlottak. Miutan a rendszer elérte a megvilagitas nélkiil, sdtétben mérhetd egyensulyi potencialt,
a fotokémiai reakci6 kivaltasat 1ézerdioda (Roitner Lasertechnik GmbH; 808 nm; 2 W; folytonos
tizem) vagy fehér fényli halogén lampa fényével oldottam meg. A 21. és 22. éabra az
ITO/MWCNT/RC komplex fotokémiai aktivitasat mutatja fénnyel valo gerjesztés hatasara. Kiilsé
elektrondonor és -akceptor-tipusu mediator jelenlétében a RC fotokémiaja folyamatos atfordulast
mutat. Az elektron elszallitdsardl a redukalt (és egyuttal protonalt) kinon gondoskodik, az oxidalt

primer donoron (P*) jelentkezd ,hianyelektront” pedig ferrocénmolekula pétolja. Donorként
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ferrocén, mig akceptorként UQ-0 (2,3-dimetoxi-5-metil-1,4-p-benzokinon) vizben oldékonyabb
kinont alkalmaztam. A mérést 0,1 M NaCl jelenlétében és sémentes koriilmények kozott is

végrehajtottam.

A hozzaadott ferrocén (60 pM) nem befolyasolja a fotodram karakterisztikajat 0,1 M s6
jelenlétében. A jelenségre tobbféle magyarazat is adhatd. Lehetséges, hogy a kémiai kotést
kovetden a fehérje aktiv felszine nem hozzaférhetd a ferrocén szamara, vagy az elektront az
elektrod szolgaltatja a RC fehérjének. Magyarazatként szolgalhat az is, hogy a magas
sokoncentracio elektrosztatikusan gatolja a ferrocén bekotdédését. Abban az esetben, ha a
akceptoroldali elektrontranszportot UQ-0 mediatrorral allitottam vissza, jelent6s fotoaram-
novekedés volt megfigyelhets. Megallapithato tovabba az is, hogy UQ-0 jelenlétében a gyors
ugrast egy lassti novekedés kovet. A gyors fazis amplitudoja hozzavetéleg a kinonmentes minta

esetében mérttel egyezik meg (<0,3 pA), csak kismértékii névekedés figyelhetd meg.
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21. abra

Fénnyel valo6 gerjesztés hatasara keletkezd fotoaram elektrokémiai celldban, magas ionerdsségii
elektrolitban. Munkaelektrodként ITO-ra rogzitett MWCNT/RC komplexet hasznaltam,
mediatorként kinont (piros kor) és ferrocént (z6ld haromszog) alkalmaztam, elektrolitként 0,1 M-

0s NaCl szolgalt. A gerjeszt6 fény be (1) és kikapcsolasat (|) nyilak jelzik.
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Kis ionerdsségii kozegben (amennyiben nem adunk sot a rendszerhez és a reakcidelegy
csak 20 uM TRIS-t tartalmaz), a ferrocén jelenléte is eredményez fotodram ndvekményt,

mikdzben a bedallasi id6 jelentdsen lerdvidiil (22 ébra).

Az eredmények alapjan megéllapithaté, hogy a kémiai kotést kovetden a komplex
megtartja fotokémia aktivitasat, tovabba mind a donor-, mind az akceptoroldal hozzaférheté a
mediatorok szamara. A hozzaférhetdséget az oldat ionerdssége befolydsolja. A magas ionerdsség
esetén tapasztalhat6 lassi bedllasi id6 a lassu elektrodpolarizacionak kdszonhetd, amely szintén

az ionerdsség fiiggvénye.
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22. abra

Fénnyel valo gerjesztés hatasara keletkez6 fotoaram elektrokémiai cellaban, alacsony
ionerdsségii kozegben. Munkaelektrodként ITO-ra rogzitett MWCNT/RC komplexet hasznaltam,
mediatorként kinont (piros kor) és ferrocént (z6ld haromszog) alkalmaztam 20 uM TRIS

oldatban. A gerjeszté fény be (1) és kikapcsolasat (|) nyilak jelzik.
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5.6. ITO/MWCNT/PTAA/RC fotokémiaja elektrokémiai cellaban

A RC rogzitéséhez vezetd polimert is alkalmaztam a MWCNT feliiletén. A modszer
elonye, hogy a PTAA kotdszerként is viselkedik és az elektronok vezetésében is részt tud venni
ezaltal segitve a kapcsolatot a RC és az elektrodként szolgaldo ITO kozott. A mérést az
elébbiekhez hasonléan haromelektrodos rendszerben végeztem, ellen és referencia elektrodként
szintén platinat és Ag/AgCl elektrodot alkalmaztam. Megéallapithatd, hogy a fénnyel vald
gerjesztés hatasara keletkezd fotoaram medidtor nélkiil is jelentésen megemelkedik a PTAA
kotészer alkalmazasa esetén az EDC/NHS modszerrel kapott mintan mérthez képest (kb. 0,3 pA-
6l 1 pA-re), mig UQ-O medidtor hozzdadasaval kozel egy nagysdgrendnyi novekedés

tapasztalhato (kb. 1 pA-rél 7 pA-re) (23. abra).
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23. abra

ITO/MWCNT/PTAA/RC kompozit altal generalt fotoaram. Az elektrokémiai cellat
haromelektrodos elrendezésben hasznaltam, ahol munkaelektrodként ITO-t alkalmaztam
felilletén MWCNT/PTAA/RC kompozittal, ellenelektrodként platina, referenciaként pedig
Ag/AgCl volt a rendszerben. Mediatorként UQ-0 szolgalt.
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5.7. Fotoaram Kkeltése RC-mal érzékenyitett vezeté6 polimer

rétegstrukturaban

Az elektrokémiai cellaban végrehajtott mérések mellet @ RC érzékenyitd hatasat szaraz
koriilmények kozott is tanulmanyoztam. Ennek érdekében a fehérjét egy szerves fényérzékeny
rendszerbe helyeztem. Szamos esetben igazolast nyert az a tény, hogy a RC a fotokémiai/-fizikai
aktivitasat inorganikus hordozokon is megérzi akar olddszermentes, szaraz kdrnyezetben is
(altalam bemutatott ITO, boroszilikat iiveg, szén nanocs6 [Hajdu és mtsai. 2011, Szabo és mtsai.
2013, Dorogi és mtsai. 2006]). Tovabba, a szén nanocsévek képesek a RC altal keltett toltéspar

stabilizaciojara, mely a fehérje és az szervetlen hordozo kozti redox kapcsolatban nyilvanul meg.

A 24. abra a minta aram/fesziiltség karakterisztikajat mutatja. A fehérjét nem tartalmazo
minta onmaga is general fotodramot, melyet a RC hozzdadasa jelentds mértékben megnovel. A
minta eléfeszités nélkiil is general fotoaramot/fotofesziiltséget, tehat napelemként is mikodik
(25. abra). Megvilagitas hatasara mind az aram mind a fesziiltség gyorsan megjelenik, majd egy
lassabb véltozas is megfigyelhetd, amely a mi értelmezésiink szerint valdszinlileg a minta
melegedésének tudhatd be. A valtozas reprodukalhatoan koveti a fény be és kikapcsolasat, amint

az a 25. abran lathato.

Annak érdekében, hogy igazoljam, hogy az aram a RC-ban lezajlo fotokémiai/fotofizikai
valtozasok eredménye, a mintat kiilonb6z6 hullamhossza fénnyel viladgitottam meg. A RC a voros
tartomanyban jelentds elnyelést mutat, mig a zdld fényt kevésbé nyeli el. A fehér fényli
gerjesztéfénybdl a  kiilonbozé  hullamhossztartomanyokat optikai  szlir6k segitségével
valasztottam ki, az alkalmazott sziir6k transzmisszios spektruma a 26. abran lathato.
Megallapitottam, hogy habar a kompozit jelentds elnyelést mutat a spektrum zo6ld tartomanyaban
IS, a fotoaram abszolut értéke kisebbnek bizonyult, mint vorés fénnyel torténd gerjesztés esetén.
Tovéabb4, az érzékenyitett és RC-0t nem tartalmazé minta fotodramanak ardnya is kisebb volt
z0ld fénnyel torténd gerjesztés esetén (1,3) mint vords fényt alkalmazva (2,1). A 27. abra arra

enged kovetkeztetni, hogy a novekményt a RC altal generalt aram szolgéltatja.
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Aktiv rétegként PEDOT:PSS és P3BHT/MWCNT/RC komplexet tartalmazé szerves napelem
aram/fesziiltség karakterisztikaja. Referenciaként RC-0t nem tartalmaz6 minta szolgalt. A mérés
szaraz koriilmények kozott, 4 mWcm™ teljesitményll fehér fényl gerjesztd fény alkalmazasaval

tortént, 50 mVem™ szkennelési sebesség mellett.
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25. abra

RC-mal érzékenyitett szerves optoelektronikai eszk6z fényindukalt fotoaramstirisége (A) és —
fesziiltsége (B). A gerjesztd fény be (1) €s kikapcsolasat (|) nyilak jelzik. A mérés szaraz
koriilmények kozott, kiilso fesziiltség alkalmazasa nélkiil zajlott, 4mWem™ teljesitményti fehér

fényli gerjesztd fény alkalmazasaval, melyet optikai szal segitségével juttattam a mintara.
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26. abra

Szelektiv gerjesztésre hasznalt zold és vords sziir6k transzmisszids, valamint a szaritott komplex
(RC/comp.) és RC (LDAO- tartalmazo oldatban mért) abszorpcids spektruma. Az abszorpciot

relativ egységekben adtam meg a jellemz6 abszorpcids savok jobb lathatosaganak érdekében.
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27. abra

RC érzékenyitett és RC mentes optoelektronikai eszkoz fotofesziiltsége zold €s vords fénnyel
vald gerjesztése esetén. A szlir6k karakterisztikai a 26. dbran lathatoak. A z6ld és a vords fényti
megvilagitas teljesitménysiiriisége azonos értékre normalt (1 mWem™). A gerjesztd fény be (1) és
kikapcsolasat () nyilak jelzik. A szamok (1,3 és 2,1) a fotofesziiltség ardnyanak valtozasat jelzik

a RC érzékenyitett és RC mentes mintak kdzott zold és voros fénnyel torténd gerjesztés esetén.

5.8. Szén nanocsovek izotopanalitikai jellemzése

5.8.1. Stabilizotop tartalom karakterizalasa

Munkam soran kilenc kiilonb6z6 MWCNT mintadt vizsgaltam izotdpanalitikai
moddszerekkel. A mintdk CCVD modszerrel késziiltek, a szintézis paramétereit a 2. tablazat

foglalja Ossze.
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A szén nanocsO mintak tomegspektrumait jol ismert szén- és nitrogéntartalmu
referenciaanyagok spektrumaival hasonlitottam 6ssze. A kiilonb6zé minték nitrogéntartalma 2,6
és 5,3 m/m % kozott alakult (mintak: 1/1466/9,10,13,14). Széntartalom tekintetében a mintak
kozott jelentdsebb eltérések voltak tapasztalhatdak, az értékek 33 és 67 m/m % kozott valtoztak.
Nitrogén dopolt mintdkban a 8N tartalom 4,25 %o és 6,09 %o mig a stabil szénizotop aranya -
20,57 %o and -29,57 %o kozott valtozott.

Tiofén hasznalata esetén azt tapasztaltuk, hogy a szintézis magasabb hdémérséklete
magasabb széntartalmat eredményezett, viszont ez nem jart egyiitt magasabb heteroatom

tartalommal. A kén beépiilése 800 °C-on alacsonyabbnak bizonyult.

Szintézis-koriilmények

Minta- Heteroatom Szintézis Heteroatom-forras Reakcio idé/ T
azonosito tipusa modszere Dépolsi ids [°C]
[perc]
1/1466/1 S buborékoltatas tiofén 30/30 700
1/1466/2 S buborékoltatas tiofén 30/30 800
1/1466/9 N injektalas TPA — ferrocén - aceton 10/2 720
1/1466/10 N injektalas TPA — ferrocén - aceton 20/5 720
1/1466/11 N buborékoltatas TPA 40/40 720
1/1466/12 N buborékoltatas TPA — aceton 40/40 720
1/1466/13 N injektalas TPA 20/5 720
1/1466/14 N injektalas TPA 20/10 720
1/1466/15 N buborékoltatas TPA 40/40 750
2. tablazat

A vizsgalt mintak szintézis-koriilményeinek 6sszegzése.
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A buborékoltatasos eljaras kén dopolés esetén gyengébb eredményt hozott, mint nitrogén
dopolés esetén, stabil nitrogén tartalom nem volt mérhet6 a 11, 12 és 15-6s mintak esetén, habar a
TEM felvételeken felfedezhetd a nitrogén dopolas hatasara megjelend bambusz szerkezet. A 15-
0s minta esetén megallapithato, hogy novekvd szintézis homérséklet nem jar egyiitt magasabb
nitrogén tartalommal. A 12-es minta esetén a buborékoltatdshoz hasznalt oldat 1:9 ardnyban
tartalmazott TPA-t és acetont, amely a heteroatom forras megndvekedett illékonysagat

eredményezte, de ez nem jar egyiitt jelentdsebb nitrogén beépiiléssel.

A tiofén és a TPA hatdsara torténd dopolasbeli kiillonbség magyardzhatdé az anyagok
szobahdmérsékleten mért eltérd géznyomasaval, melyek kozott két nagysadgrendnyi kiillonbség
van (TPA 1,5 Hgmm, tiofén 79,7 Hgmm). Ennek kdvetkeztében valtoztattunk a rendszeriinkon €s

a buborékoltatast egy injektalasos modszerrel valtottuk fel.

Az injektalasos modszerrel készitett nitrogénnel doépolt mintak (9, 10, 13, 14) stabil
nitrogénizotdp-aranya jelentdsen magasabbnak adddott. A 13-as és 14-es mintdk esetén
megallapithato, hogy a dopolasi id6 5 percrél 10 percre torténd valtoztatdsa jelentds
nitrogéntartalom novekedést eredményezett. Az irodalombdl ismert, hogy a ferrocén képes
gatolni a nitrogén beépiilést [Yadav és mtsai. 2005], ennek igazolasa érdekében a 9-es és 10-es
mintak esetén ferrocént adtunk a rendszerhez. A stabilizotop mérések igazoltak a gatld hatast. 2
percnyi ferrocén hozzaadas még nem eredményez jelentds csokkenést, de 5 perc esetén mar csak
fele annyi nitrogén épiil be a struktGraba. A lecsokkent nitrogéntartalom hatasa a kialakult

szerkezetben is megfigyelhetd (3. tablazat).
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SN + e S +

Minta- nitrogén + (%o, szén
azonosite (%0 %o, (mimw) % vpDB) (mimo) (MI'k) (mylkg)
levegd) levegd) VPDB)
1/1466/1 - - - -26,79 0,16 33,30 318 3
1/1466/2 - - - -25,89 0,04 41,94 256 4
1/1466/9 6,09 0,03 5,30 -24,22 0,09 66,43 - -
1/1466/10 4,25 0,33 2,61 -27,55 0,11 66,35 - -
1/1466/11 - - - -25,05 0,16 45,41 - -
1/1466/12 - - - -26,03 0,24 41,34 - -
1/1466/13 5,13 0,01 2,84 -29,57 0,08 58,79 - -
1/1466/14 5,96 0,39 3,47 -29,50 0,27 55,78 - -
1/1466/15 - - - -20,57 0,04 37,56 - -
3. tablazat

A kiilonb6z6 szén nanocsd minték stabil nitrogén, kén és széntartalma. A mintaazonositok a 2.
tablazatban szereplé mintakat jeldlik. VPDB (Vienna Pee Dee Belemnite) a mérés soran hasznalt

standardot jeloli.
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5.8.2. Szénizotop tartalom karakterizalasa

A dolgozatomban radiokarbon tartalom jellemzésére a modern szén szazalék (pMC:
percent modern carbon) egységet fogom alkalmazni, ami definici6 szerint

pMC = 22+ 100% ,

ON

ahol Asy a minta specifikus aktivitasa, Aoy pedig a NIST-SRM-4990c oxalsav-standard

aktivitasat jeloli.

Munkam sordn vizsgaltam a mintdk szénizotop tartalmat is. Két minta esetén a *C
tartalom feloldasi hatar alatti volt (I/1466/1 és 2). A szén kitermelési hatdsfoka jelentds
fluktuaciot mutatott a kiilonbozé mintéak esetén. A C tartalom szintén széles intervallumban
valtozott (3,0-tol 34,1 pMC-ig). Izotopanalitika kutatasok igazoltak, hogy a felhasznalt
prekurzorok jelentdsen befolydsoljak a keletkezd szén nanocsovek tulajdonsagait. A kotddott
fehérje mennyiségének pontos meghatarozasahoz sziikséges, hogy a szén nanocsé és fehérje **C
izotoptartalma jelentdsen eltérjen. A fehérje YC tartalmat a baktérium taplalékaul szolgalo
anyagok szénizotop ardnya hatdrozza meg. A szén nanocsé kivélasztasat a **C tartalom, nem
pedig a kitermelési hatasfok hatérozta meg. Mivel a fehérje **C tartalma viszonylag magas volt,
ezért sziikségszerlien az alacsony izotoptartalmii szén naocsdvek bizonyultak megfelelének
tovabbi felhasznalasra (I/1466/11 és 12). Kompozit készités¢hez a 1/1466/11 mintat hasznaltam,
melynek a feliiletét a kémiai rogzités érdekében a preparalast megel6z6en —COOH csoportokkal

funkcionalizaltam (4. tablazat).
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Minta- Kitermelési hatasfok 13C tartalom

azonositod [%0]
[pPMC]
1/1466/9 56,0 18,0
1/1466/10 44,0 6,2
1/1466/11 63,0 4,0
1/1466/12 73,0 3,0
1/1466/13 59,0 13,6
1/1466/14 58,0 13,4
1/1466/15 33,0 34,1
4. tablazat

A MWCNT mintak 'C tartalma. A minta-azonositok a 2. tablazatban szereplé mintakat jelolik.

5.9. MWCNT/RC kompozit izotépanalitikai vizsgalata

Annak érdekében, hogy a MWCNT/RC kompozitot kémiai rogzitéssel tudjam eldallitani,
a szén nanocsoveket funkcionalizalni kellett, mely sordn -COOH csoportokat alakitottam ki a
nanocsovek feliiletén. A kotést kovetden fontos tudnunk azt, hogy a kialakitott komplex milyen
aranyban tartalmazza a MWCNT hordozot és a rakotott fehérjét. Ezen ardnyt szénizotdp mérés
segitségével hataroztam meg. A mérés soran meghatdroztam a f-MWCNT" RC és f-
MWCNT"RC YC tartalmat, melybél a f-MWCNTO"/RC arany szarmaztathato. A
reakciocentrum elsédleges szénforrasa a Sistrom-medium (31,9 + 0,5 pMC, lasd tablazat), mely
tapoldatként szolgal a fotoheterotrof novekedés soran, de a légkori széndioxid *C tartalma (kb.
100 pMC) is befolyasolhatja a YC tartalmat, mint masodlagos szénforras (5. tablazat).
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Minta megnevezése  Minta tomege Széntartalom Kitermelés pMC

[mg] hatasfoka [%]
[mg]
Sistrom-medium 9,93 2,07 21% 31,9+0,5
RC 2,78 1,49 54% 66,1 0,3
f-MWCNTCH 1,15 0,85 74% 6,4+0,1
f-MWCNT?°"/RC 0,39 0,28 73% 29,1+0,1
Frc 38.0+2.0%
5. tablazat

YC szénizotop mérések Osszegzése. A Sistrom-medium a baktériumok tdpoldata, RC a preparalt
reakcidcentrum fehérje, f-MWCNTCOH karboxilcsoporttal funkcionalt szén nanocso, f-

MWCNT®"/RC pedig a szén nanocs6bél és reakcidcenrumbol készitett kompozitot jeldli.

A RC részaranyat a “C egyensilyi egyenlet alapjan szamoltam. A szénizotdp tartalom

egy két komponensbdl all6 elegy esetén az alabbi egyenlet segitségével adhaté meg:

pMC = FRC : pMCRC +(1_ FRC ) pMC

f—MWCNT®®H /RC f—MWCNT®OH >

ahol pMChgc, pMCf_MWCNTCOOH és pMCf_MWCNTCOOH/RC a mért szénizotop tartalma a RC, f-
MWCNT ! ¢s FMWCNTO/RC komplexnek. A RC részaranyat (Frc) az egyenlet

atrendezésével kapjuk:

pMC MC

f_MWCNTOOH jrc — P f ~MWCNTCOOH
Fec = -100%

pPMC,. — pMC

f —-MWCNT®CH

A 5. tablazat eredményeit felhasznalva az egyenlet alapjan Frc= 38,0 + 2,0% széntartalomnak
adodik. A RC molekulatomegét 80 kDa-nak, a széntartalmat pedig 48%-nak (1PST.pdb
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molekulaszerkezet alapjan) tekintve a fFMWCNT ?°"/RC témegarany 53 m/m%-nak adédik,

abban az esetben, ha a fehérje EDC-NHS aktivaldszer segitségével kertilt rogzitésre.

5.10. MWCNT/HRP kompozit izotépanalitikai vizsgalata

Annak érdekében, hogy a MWCNT/HRP komplex enzimaktivitdsit megallapitsam, a
komplexben 16v6 enzim mennyiségének meghatarozasa sziikséges. Ennek érdekében C
izotoptartalom-meghatarozast hajtottunk végre, mely soran meghataroztam a MWCNT, a HRP ¢és
a MWCNT/HRP komplex *C tartalmat (pMC egységben).

A HRP részaranyat az el6z0 fejezetben mar emlitett egyensulyi egyenlettel hatarozhatjuk meg,

ami jelen esetben, az aldbbi formaban adhaté meg:

pMC Fige - PMC o +(1_ FHRP)' pMC

f—MWCNT®OH /HRP — f —MWCNT®OH

ahol pMCHRp, pMCf.MWCNTCOOH és pMCf.MWCNTCOOH/HRp a meért szénizot(')p tartalma a HRP, f-
MWOCNT M g5 FMWCNTO"/HRP komplexnek. A HRP részaranyat (Fugrp) az egyenlet

atrendezésével kapjuk:

pMC MC

f _MWCNTOH /HRP p f —MWCNTCOOH
Fre = -100%

pMCHRP - pMC

f —-MWCNTOOH

Felhasznalva a 6. tablazatban Osszegzett mérési adatokat Furp=54% adodik. Ismerve a HRP
molekulatomegét és széntartalmat (44kDa, 45% széntartalom, a 1H5A.pdb molekulaszerkezet

alapjan), a komplexben a HRP/f-MWNT " tgmegarany 72 m/mo%.
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Minta megnevezése Minta Széntartalom Kitermelés pMC

tomege hatasfoka
[mg] .
[mg] [%0]

HRP 3,0 1,3 43,1 1452 + 0,4
f-MWCNTCOOH 1,1 1,0 88,6 46,5+ 8,3
f-MWCNTC°H/ HRP 3,2 0,5 16,4 100,1 £ 0,5

Fhrp 54,0 +2,0

6. tablazat

YC szénizotop mérések eredményeinek 6sszegzése. A HRP a tormaperoxidaz enzimet, f-
MWCNTS9°" 3 karboxil funkcionalt szén nanocsé, f-MWCNT°*/HRP pedig a szén

nanocsObdl és tormaperoxidazbol készitett kompozitot jeloli.
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6. Osszefoglalo

Munkam soran fehérjékbol (bakteridlis fotoszintetikus reakcidcentrum ¢€s torma
peroxidaz) és szervetlen hordozokbodl (indium-o6n-oxid, dopolt és dopolatlan szén nanocsovek,
vezetd polimerek) készitettem bionanokompozit anyagokat és karakterizaltam azokat képalkoto

eljarasok, spektroszkopiai, elektrokémiai és tomegspektroszkopiai modszerek segitségével.

Részéritasos moddszerrel rogzitettem RC-ot ITO feliiletére, majd mértem a rendszer
figgvényében. Megallapitottam, hogy az ellenallas valtozds nem egyfazisi, hanem telitési
jellegli, mely telitddési jelenség Osszefiiggd monoréteges boritottsdg esetén jelentkezik. A
koncentraci6 novekedésével a jelenséget az elnyelt hd disszipacidja miatti ellenallasvaltozas
alkalmazva. A mérés érzékenysége igen jonak mondhatd, mar néhany pM RC is mérhetd

ellenallas valtozast eredményez a rendszerben.

Megmutattam tovabba azt is, hogy a RC szaraz koriilmények kozott is megorzi aktivitasat,
megfeleld koriilmények kozott képes fény gerjesztés hatdsdra fotodramot generdlni. Ennek
érdekében ITO ¢s eziist elektrodak kozott egy vezetd polimer rétegstruktarat alakitottam ki
PEDOT:PSS ¢és P3HT vezet6 polimerek alkalmazasaval. Az RC-ot a P3HT rétegbe épitettem be
oly modon, hogy tobbfalti szén nanocsovek feliiletére novesztettem P3HT szélakat, majd ebbe a
struktaraba agyaztam a fehérjét. Szelektiv gerjesztés segitségével megmutattam, hogy a
megnovekedett fotofesziiltség a fehérje aktiv részvételének tudhatd be. Az RC-mal érzékenyitett
rendszert voros fénnyel gerjesztve (ebben a tartomanyban az RC-nak jelentds elnyelése van) 2,1-

szeres, mig zold fényt alkalmazva csupan 1,3-szoros fotofesziiltség novekedést mértem.

A RC felhasznalasaval kialakitott kompozit anyagokat vizes kornyezetben is
tanulmanyoztam. ITO/MWCNT/RC kompozitot egy haromelektrodos elektrokémiai celldba
helyeztem munkaelektrodként, ahol ellenelektrodként platinat, mig referenciaként Ag/AgCl
elektrédot alkalmaztam. A rendszer fénnyel valo gerjesztés hatasara magas ionerdsség esetén (0,1
M NaCl jelenlétében) koriilbeliil 0,3 pA fotodramot general, melyet a hozzaadott ferrocén
medidtor nem befolyasol szdmottevé mértékben, ellenben az akceptorként alkalmazott UQO 1

pnA-re novel. Alacsony ionerdsség esetén (s6 mentes TRIS pufferben) mind a donor mind az
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akceptor tipusi mediator befolydsolja a fotoaram amplitidojat. Habar azonos koncentraciok
esetén itt az elért fotoaram nagysaga kisebb (=0.3 pA) a felfutds sebessége jelentds mértékben

megno.

Amennyiben a szén nanocsére nem EDC/NHS kotészer alkalmazasaval, hanem PTAA
vezetd polimer segitségével rogzitettem az RC fehérjét, tovabbi fotoaram novekedést értem el. A
novekedés annak tulajdonithatd, hogy a PTAA nem csak a rogzitést végzi, hanem az elektromos
kapcsolatot is eldsegiti az elektrod €s a fehérje kozott. Vezetd polimer alkalmazasaval koriilbeliil
7 1A aramot értem el, ami kdzel egy nagysagrendnyi javulést jelent az EDC/NHS technikéhoz
képpest.

Munkédm sordn meghataroztam az alkalmazott szén nanocs6é hordozok elemdsszetételét,
dopolt nanocsovek esetén a beépiilt kén és nitrogéntartalmat is, mely jelentdsen befolydsolja a

kialakult szén nanocsé fizikai tulajdonségait.

Kompozit anyagok esetén az alkotok részaranyanak meghatarozasa igen fontos, viszont ez
nanorendszerek esetén nem feltétlen egyszerii feladat. Ennek érdekében egy tomegspekrtometrids
modszert alkalmaztam, mely a radiokarbon tartalom mérésén alapszik. Amennyiben az alkotok
YC tartalma jelentésen eltér, az alkotok és a komplex radiokarbon tartalmanak mérésével az
alkotok részaranya szamithatd. Tobbfalu szén nanocsébdl és reakciocentrum fehérjébdl eldallitott

kompozit esetén az RC/MWCNT arany 53 m/m%-nak adodott.

Hasonlo méréseket végeztem MWCNT/HRP kompozit esetén is, ahol szintén radiokarbon

mérésekre alapozva a HRP/MWCNT arany 72 m/m%-nak adodott.
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7. Tudomanyos megallapitasok

Tudomanyos eredményeim alapjan a kovetkezé megallapitasokat teszem:

1.

Indium o6n oxid feliletén raszaritassal rogzitettem Rhodobacter sphaeroides
biborbaktériumb6l  preparalt  fotoszintetikus  reakciécentrum  fehérjét  (RC).
Spektroszkopiai mérések segitségével megallapitottam, hogy a fehérje ezen kornyezetben
akar szaraz koriilmények kozott is aktiv marad. Fénnyel valo gerjesztés esetén az ITO/RC
komplex ellendllasa lecsokken, melyet a két anyag kozti elektrontranszferrel
magyaraztam. A mérés érzékenysége igen jonak mondhatd, néhany pM RC is mérhetd
ellenallas valtozast eredményez. [Szabé és mtsai., Materials Science and Engineering
C, 2012]

ITO és ezist elektrodok kozé helyezett poli-3-hexiltiofénbél (P3HT) és poli(3,4-
etiléndietoxitiofén):polisztirén-szulfonatbél (PEDOT:PSS) készitett optoelektronikai
eszkoz reakcidcentrum fehérjével érzékenyithetd, mely széraz koriilmények kozott
fénygerjesztés hatasara megnovekedett fotoaramot mutat. Szelektiv (a fehérjére jellemz0)
féennyel valo gerjesztéssel igazoltam, hogy a ndvekmény a reakciocentrum érzékenyitd

hatasabol szarmazik. [Szabé és mtsai., Phys. Status Solidi B, 2015]

ITO feliiletre tobbfalu szén-nanocsoveken keresztiil rogzitett reakcidcentrumfehérje
elektrokémiai celldban fotodramot termel, mely elérheti az 1 pA nagysagot is. A
rendszerhez adott akceptor tipust mediator (UQ-0) haromszorosara noveli a keletkezd
fotodram nagysagat. A celldban alkalmazott pufferoldatban a s6 jelenléte lassitja a
fotoaram felfutasat, tovabba az ionerdsség befolyésolja a donoroldal redoxmedidtorokkal

valo hozzaférhetdségét. [Szabé és mtsai., Phys. Status Solidi B, 2015]
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4. Reakciocentrum fehérje sikeresen rogzithetd tobbfall szénnanocsdvek feliiletére
politiofén ecetsav (PTAA) vezetd polimer segitségével. Megallapitottam, hogy a
MWCNT/PTAA/RC komplexet ITO elektrod feliiletére helyezve elektrokémiai cellaban
fénygerjesztés hatasara a rendszer fotodramot termel, melyet a hozzaadott mediator
jelentés mértékben befolyasol. A keletkezd fotoaram kozel egy nagysagrenddel nagyobb
(7 pA), mint a kiilonb6z6 nem vezetd kotdszerek alkalmazasaval kapott aram, mivel a
PTAA a rendszerben nem csak a kotdszer szerepét latja el, hanem eldsegiti az elektronok
elektrodhoz jutasat is. [Szabé és mtsai., Phys. Status Solidi B, 2012; Szabé és mtsai.,

Nanoscale Research Letters, 2015]

5. Szén nanocsOvekbdl és reakcidcentrum fehérjébdl készitett komplexek 0Osszetételét
vizsgaltam izotdpanalitikai modszerek segitségével. Megallapitottam, hogy a modszer
segitségével pontos kvantitativ informacié nyerhetd az Osszetételr6l. EDC-NHS
aktivaloszerrel kialakitott kompozit esetén a RC/MWCNT aranya 53 m/m%-nak adddott.

[Szabé és mtsai., Radiocarbon, 2018]

6. Tormaperoxiddz enzimbdl (HRP) és szén nanocsdvekbdl eldallitott kompozit dsszetétele
YC izotopmérés segitségével meghatarozhato, melynek segitségével az enzim specifikus
enzimaktivitasa megadhato. A HRP/MWCNT arany 72 m/m%-nak adodott. [Magyar és
mtsai., Journal of Nanomaterials, 2016]

63



8. Kozlemények

A dolgozat alapjaul szolgalo eredeti kozlemények nemzetkozi, referalt folyoiratban

1) Szabé T, Magyar M, Nemeth Z, Hernadi K, Endrodi B, Bencsik G, Visy C, Horvath E,
Magrez A, Forro L, Nagy L, Charge stabilization by reaction center protein immobilized
to carbon nanotubes functionalized by amine groups and poly(3-thiophene acetic acid)
conducting polymer, Phys. Status Solidi B, 2012, 249(12):2386-2389. IF: 1,49

2) Szabo T, Bencsik G, Magyar M, Visy C, Gingl Z, Nagy K, Var6 G, Hajdu K, Kozak G, Nagy
L, Photosynthetic reaction centers/ITO hybrid nanostructure, Materials Science and
Engineering:C, 2013, 33:769-773. IF: 2,74

3) Szabo T, Magyar M, Hajdu K, Dorogi M, Nyerki E, Toth T, Lingvay M, Garab G, Hernadi K,
Nagy L, Structural and functional hierarchy in photosynthetic energy conversion - from
molecules to nanostructures, Nanoscale Research Letters ,2015, 10(1):458. IF: 2,58

4) Szabo T, Nyerki E, Toth T, Cseké R, Magyar M, Horvath E, Hernadi K, Endrédi B, Visy C,
Forr6 L, Nagy L, Generating photocurrent by nanocomposites based on photosynthetic
reaction centre protein, Phys. Status Solidi B, 2015, 252:2614-2619. IF: 1,52

5) Magyar M, Rinyu L, Janovics R, Berki P, Hernadi K, Hajdu K, Szabé T, Nagy L, Real-Time
Sensing of Hydrogen Peroxide by ITO/MWCNT/Horseradish Peroxidase Enzyme
Electrode, Journal of Nanomaterials, 2016, Article ID 2437873, 11 pages. IF: 1,87

6) Szabo T, Janovics R, Tari M, Futo I, Papp I, Braun M, Németh K, Szekeres PG, Kinka A,
Szabd A, Hernadi K, Hajdu K, Nagy L, Rinyu L, Isotope analytical characterization of
carbon based nanocomposites, Radiocarbon, 2018, 60(4):1101-1114. IF: 1,81 (2017)

Egvéb eredeti kozlemények nemzetkozi, referalt folydiratban

1) Hajdu K, Szabé T, Magyar M, Bencsik G, Németh Z, Nagy K, Forro L, Var6 G, Hernadi K,
Nagy L, Photosynthetic reaction center protein in nano structures, Phys. Status Solidi B,
2011, 248(11):2700-2703. IF: 1,32

2) Magyar M, Hajdu K, Szabo T, Hernadi K, Dombi A, Horvath E, Forro L, Nagy L, Long term
stabilization of reaction center protein photochemistry by carbon nanotubes, Phys. Status
Solidi B, 2011, 248(11):2454-2457. IF: 1,32

64



3) Magyar M, Hajdu K, Szabo T, Endrodi B, Hernadi K, Horvath E, Magrez A, Forro L, Visy C,
Nagy L, Sensing hydrogen peroxide by carbon nanotube/horse radish peroxidase bio-
nanocomposite, Phys. Status Solidi B, 2013, 250(12):2559-2563. IF: 1,65

4) Nagy L, Hajdu K, Torma S, Csikds S, Szabé T, Magyar M, Fejes D, Hernadi K, Kellermayer
M, Horvath E, Magrez A, Forr6 L, Photosynthetic reaction centre/carbon nanotube bundle
composites, Phys. Status Solidi B, 2014, 251(12): 2366-2371. IF: 1,47

5) Nagy L, Magyar M, Szabé T, Hajdu K, Giotta L, Milano F, Photosynthetic Machineries in
Nano-Systems, Special Issue: “Sensors and transducers in the landscape of
photosynthesis”, Current Protein & Peptide Science, 2014, 15(4): 363-373. IF: 3,15

6) Husu I, Magyar M, Szabé T, Fiser B, Gobmez-Bengoa E, Nagy L, Structure and binding
efficiency relations of QB site inhibitors of photosynthetic reaction centres, Gen. Physiol.
Biophys., 2015, 34(2):119-33. IF: 0,89

7) Nagy L, Kiss V, Brumfeld V, Osvay K, Borzsonyi A, Magyar M, Szabé T, Dorogi M, Malkin
S, Thermal effects and structural changes of photosynthetic reaction centres characterized
by wide frequency band hydrophone: Effect of carotenoids and terbutryne,
Photochemistry and Photobiology, 2015, 91:1368-1375. IF: 2,01

8) Kinka A, Hajdu K, Magyar M, Mucsi L, Szabé T, Hernadi K, Horvath E, Magrez A, Forro L,
Nagy L, Equilibrium concentration of singlet oxygen in photoreaction of reaction
center/carbon nanotube bionanocomposites, Phys. Status Solidi B, 2015, 252(11) 2479-
2484. IF: 1,52

9) Sarrai AE, Hanini S, Kasbadji MN , Tassalit D, Szabé T, Hernadi K, Nagy L, Using central
composite experimental design to optimize the degradation of Tylosin from aqueous
solution by photo-Fenton reaction, Materials, 2016, 9(6):428. IF: 2,65

10) Szabo T, Csekd R, Hajdu K, Nagy K, Sipos O, Galajda P, Nagy L, Sensing photosynthetic
herbicides in electrochemical flow cell, Photosynthesis Research, 2016, 132(2):127-134.
IF: 3,86

11) Hajdu K, Szabé T, Sarrai AE, Rinyu L, Nagy L, Functional Nanohybrid Materials from
Photosynthetic Reaction Center Proteins, International Journal of Photoenergy, 2017,
Avrticle ID 9128291, 14 pages IF: 1,55

65



Konferenciakiadvanyok

1) Sipka G, Szabé T, Zolei-Szénasi R, Vanya M, Jaké M, Szkiva Z, Lang A ,Nagy TD, Vadai G,
Makan G, Dr. Borbas J, Dr. Fidrich M, Dr. Bit6 T, Dr. Bilicki V, Bartfai G, Gyiméthy T,
(2015) Magzati szivhang monitorozasa ¢€s kiértékelése [Phone okostelefonnal, XX VIII.
Neumann Kollokvium konferencia kiadvanya, 2015, 169-173.

2) Szabé T, Sipka G, Borbas J, Schimert P, Fidrich M, Lang A, Bilicki V, Rudas L, Mobil
pletizmograf megvaldsitasa Iphone okostelefonon, XXVIII. Neumann Kollokvium
konferencia kiadvanya, 2015, 174-179.

3) Sarrai AE, Hanini S, Kasbadji MN, Tassalit D, Szabé T, Nagy L, Removal of Antibiotics
From Aqueous Solution by Bioadsorbant, Csongrad County Group of the Hungarian
Chemical Society, 2015.

4) Sarrai AE, Hanini S, Kasbadji MN, Tassalit D, Szabé T, Nagy , Melinda Magyar, Removal of
Antibiotics From Aqueous Solution by Bioadsorbant, 21st International Symposium on
Analytical and Environmental Problems, 2015.

5) Cseké R, Nyerki E, Birta B, Diblen HA, Cadirci BH, Szabé T, Magyar M, Hajdu K, Hernadi
K, Nagy L, Bio-Nanocomposites - Optoelectronics, Energy Conversion, Biosensors, 21st
International Symposium on Analytical and Environmental Problems, 2015.

Referalt folyoiratban megjelent konferencia absztraktok

1) Szabo T, Bencsik G, Kozak G, Visy C, Gingl Z, Hernadi K, Nagy K, Varo G, Nagy L,
Interaction between photosynthetic reaction centers and ITO, Eur Biophys J., 2011,
40(1):S35-S241, P-532.

2) Hajdu K, Szabé T, Fejes D, Magyar M, Szegletes Z, Var6 G, Horvath E, Magrez A, Hernadi
K, Forré L, Nagy L, Carbon nanotube as functional matrix for bacterial photosynthetic
reaction centers, Eur. Biophys J., 2013, 42(1):S1-236, 408.

3) Magyar M, Szabé T, Endrédi B, Hajdu K, Visy C, Szegletes Z, Varé G, Horvath E, Magrez A,
Hernadi K, Forr6 L, Nagy L, Photocurrent generated by photosynthetic reaction
centers/carbon nanotube/ITO bio-nanocomposite, Eur. Biophys J., 2013, 42. (1):S1-236,
411.

66



Konyvfejezet:

Nagy L, Magyar M, Szabé T, Hajdu K, Giotta L, Dorogi M, Milano F, Fotoszintetikus reakciéentrum-
fehérje nano-rendszerekben, in Vincze J. ed. Selected articles I11. Biophysics, 2013, 43:5-43.

Eloadasok:

1) Szabo T, Interaction between photosynthetic reaction centers and 1TO, Swiss Contribution
7/2, Annual Progress Report, SZAB Székhaz Szeged, 2011. September 28.

2) Szabo T, Photocurrents generated by photosynthetic reaction centers in carbon
nanotube/ITO nanostructures, SNSF Swiss National Science Foundation Valorization
Meeting, Szeged, 5-8, June, 2013

3) Szabo T, Photocurrent Generated By Photosynthetic Reaction Center Based
Nanocomposites , COST Action TD1102 Photosynthetic Proteins for technological
applications: Biosensors and Biochips (PHOTOTECH) 2nd Plenary Workshop, Turkey
Istanbul, 9-11 April 2014.

4) Szabé T, Conversion of visible light energy by carbon nanocomposites: energy harvesting
and photocatalysis, Closing Conference of Swiss-Hungarian Cooperation Program (SH
7/2/20) entitled 2015. March 30-31.

5) Sarrai AE, Hanini S, Merzouk NK, Tassalit D, Szabé T, Nagy L, Magyar M, Factors
influencing tylosin adsorption onto dehydrated wheat bran, XXXVIII. Kémiai el6adoi
napok, 26-28, October, 2015, Szeged, Hungary.

6) Cseko6 R, Nyerki E, Birta B, Diblen HA, Cadirci BH, Szabo T, Magyar M, Hajdu K,
Hernadi K, Nagy L, Bio-Nanocomposites - Optoelectronics, Energy Conversion,
Biosensors, 21st International Symposium on Analytical and Environmental Problems, 28

September, 2015, Szeged, Hungary.

7) Szabo T, Bio-nankompozitok alkalmazasa érzékenyitett napelemekben, Magyar Biofizikai
Tarsasag Kongresszusa, 2015 Augusztus 25-28., Budapest.

8) Magyar M, Szabd T, Nyerki E, Toth T, Hajdu K, Lingvay M, Kinka A, Hernadi K, Nagy L,
Fotoszintetikus reakciécentrum fehérje optoelektronika nano-hibrid rendszerekben, MKE
2. NEMZETI KONFERENCIA, 2015 Augusztus 31-szeptember 2, Hajdtiszoboszlo,
Hungary.

Konferencia poszterek:

20 nemzetkozi és 4 magyar konferencian bemutatott poszter.

67



9. Koszonetnyilvanitas

EzOton szeretnék koszonetet mondani, az Orvosi Fizikai és Orvosi Informatikai Intézet
vezetdjének Prof. Bari Ferencnek, hogy lehetové tette szamomra, hogy tanszékén végezhessem

tudomanyos munkamat.

Koszonettel tartozom témavezetdmnek Dr. Nagy Laszlonak, aki Bsc szakdolgozatom

elkészitésétdl kezdve folyamatosan tdmogatta €s eldsegitette szakmai eldémenetelemet.
Ko6szondm Laskayné Toth Juditnak, a sejtnevelés valamit a preparalas soran nyujtott segitségéért.

Koszonettel tartozom Dr. Magyar Melindanak, Dr. Hajdu Katanak, Dr. Kis Mariannak és Dr.
Sipka Géabornak a kutatdmunkdm soran nyujtott segitségért. Szeretném megkoszonni az Orvosi
Fizikai és Orvosi Informatikai Intézet minden munkatarsanak a munkdm sordn nyujtott

segitségét.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Hernadi Klaranak é€s csoportjdnak a szén nanocsovek eldallitdsa

soran nyujtott segitségéért.

Koszonet illeti Dr. Németh Zoltant és Dr. Berki Pétert a mikroszkdpias vizsgalatok elvégzéséhez

nyujtott nélkiilozhetetlen segitségiikért.
Koszonet illeti Dr. Szegletes Zsoltot az AFM mérések sordn nyujtott segitségiikért.

Koszondm Dr. Rinyu Laszlonak, Dr. Janovics, Turi Mariannanak, Dr. Fut6é Istvannak, Papp

Istvannak és Dr. Braun Mihdlynak az izotdpanalitikai mérések soran nyujtott segitségét.

Fontos megemlitenem, hogy az aldbb felsorolt projektek nélkiil nem johetett volna létre az

altalam elvégzett munka:
- Swiss Contribution (SH/7/2/20)
- Swiss National Scientific Fundation (SNSF 127320 _128037/1)

- PHOTOTEHC COST Action (TD1102)

68



- TAMOP (TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0060)

- GINOP (GINOP-2.3.2-15-2016-00009)

69



10. Irodalomjegyzék

Allen JP, Williams JC, Photosynthetic reaction centers. FEBS Lett., 1998, 438:5-9.

Bina D, Gardian Z, Véacha F, Litvin R, Supramolecular organization ofphotosynthetic membrane
proteins in the chlorosome-containingbacterium Chloroflexus aurantiacus, Photosynth. Res.,
2014, 122:13-21.

Blankenship RE, Early evolution of photosynthesis, Plant Physiol., 2010, 154:434-438.

Carmeli I, Frolov L, Carmeli C, Richter S, Photovoltaic activity of photosystem I-based self-
assembled monolayer, Journal of the American Chemical Society, 2007, 129:12352-12353.

Chatzipetrou M, Milano F, Giotta L, Chirizzi D, Trotta M, Massaouti M, Guascito MR, Zergioti
I, Functionalization of gold screen printed electrodes with bacterial photosynthetic reaction
centers by laser printing technology for mediatorless herbicide biosensing, Electrochemistry
Communications, 2016, 64:46-50.

Das R, Kiley PJ, Segal M, Norville J, Yu AA, Wang LY, Trammell SA, Reddick LE, Kumar R,
Stellacci F, Lebedev N, Schnur J, Bruce BD, Zhang SG, Baldo M, Integration of Photosynthetic
Protein Molecular Complex in Solid State Electrinic Device, 2004, Nano Lett., 4:1079-1083.

Der A, Valkai S, Fabian L, Ormos P, Ramsden JJ, Wolff EK, Integrated optical switching based
on the protein bacteriorhodopsin, Photochem Photobiol, 2007, 83:393-396.

Dimonte A, Frache S, Erokhin V, Piccinini G, Demarchi D, Milano F, De Micheli G, Carrara S,
Nanosized optoelectronic devices based on photoactivated proteins, Biomacromolecules, 2012,
13:3503-3509.

70



Dorogi M, Balint Z, Mik6 C, Vileno B, Milas M, Hernadi K, Forré L, Varo G, Nagy L,
Stabilization effect of single-walled carbon nanotubes on the functioning of photosynthetic
reaction centers, J. Phys. Chem. B, 2006, 110:21473-21479.

Estephan E, Saab MB, Agarwal V, Cuisinier FJG, Larroque C, Gergely C, Peptides for the
biofunctionalization of silicon for use in optical sensing with porous silicon microcavities. Adv
Funct Mater, 2011, 21:2003-2011.

Fabian L, Heiner Z, Mero M, Kiss M, Wolff EK, Ormos P, Osvay K, Dér A, Protein-based
ultrafast photonic switching, Opt Express, 2011, 19:18861-18870.

Folkes LK, Wardman P, Oxidative activation of indole-3- acetic acids to cytotoxic species-a

potential new role for plant auxins in cancer therapy. Biochem. Pharmacol., 2001, 61:129-136.

Frolov L, Rosenwaks Y, Richter S, Carmeli C, Carmeli I, Photoelectric Junctions Between GaAs
and Photosynthetic Reaction Center Protein, J. Phys. Chem. C, 2008, 112(35):13426-13430.

Giardi MT, Pace E, Biotechnological Applications of Photosynthetic Proteins, Biochips,
Biosensors and Biodevices, Springer, New York, 2006, pp. 147-154.

Giardi MT, Scognamiglio V, Rea G, Rodio G, Antonacci A, Lambreva M, Pezzotti G,
Johanningmeier U, Optical biosensors for environmental monitoring based on computational and
biotechnological tools for engineering the photosynthetic D1 protein of Chlamydomonas
reinhardtii, Biosens. Bioelectron., 25(2):294-300.

Giraldo JP, Landry MP, Faltermeier SM, McNicholas TP, Iverson NM, Boghossian AA, Reuel
NF, Hilmer AJ, Sen F, Brew JA, Stranno M, (2014) Plant nanobionics approach to augment
photosynthesis and biochemical sensing, Nat Mater, 2014, 13:400-408.

71



Graige MS, Feher G, Okamura MY, Conformational gating of the electron transfer reaction QA-
.QB --> QAQB-. in bacterial reaction centers of Rhodobacter sphaeroides determined by a
driving force assay, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 1998, 95(20):11679-11684.

Govorov AO, Carmeli I, Hybrid Structures Composed of Photosynthetic System and Metal
Nanoparticles: Plasmon Enhancement Effect, Nano Lett., 2007, 7:620-625.

Govindjee, Beatty JT, Gest H, Allen JF, 2006, Discoveries in photosynthesis. Advances in
photosynthesis and respiration. Springer, Berlin

Greco O, Rossiter S, Kanthou C, Folkes LK, Wardman P, Tozer GM, Dachs GU, Horseradish
peroxidase-mediated gene therapy: choice of prodrugs in oxic and anoxic tumor conditions. Mol.
Cancer Therapeutics, 2001, 1:151-160.

Guascitoa MR, Chatzipetroub M, Chirizzia D, Trottac M, Massaoutib M, Giottaa L, Milanoc F,
Zergiotib I, Modification of Gold Electrodes with Bacterial Reaction Centres Immobilized by
Laser Induced Forward Transfer (LIFT) Technique for Amperometric Herbicide Detection, 2016,
Biosensors, 27:195-196.

Hajdu K, Gergely C, Martin M, Cloitre T, Zimanyi L, Tenger K, Khoroshyy P, Palestino G,
Agarwal V, Hernadi K, Németh Z, Nagy L, Porous silicon/photosynthetic reaction center hybrid
nanostructure, Langmuir, 2012, 28:11866-11873.

Hajdu K, Gergely C, Martin M, Zimanyi L, Agarwal V, Palestino G, Hernadi K, Németh Z, Nagy
L, Light-harvesting bio-nanomaterial using porous silicon and photosynthetic reaction center,
Nanoscale Research Letters, 2012, 7:400-406.

Hajdu K, Szabo T, Magyar M, Bencsik G, Németh Z, Nagy K, Magrez A, Forr6 L, Varo G,
Hernadi K, Nagy L, Photosynthetic reaction center protein in nanostructures, Phys. Status Solidi
B, 2011, 248:2700-2703.

72



Hayashi K, Kurita R, Horiuchi T,Niwa O, Microfabricated On-Line Electrochemical Flow Cell
Integrated with Small Volume Pre-Reactor for HighlySelectiv e Detection of Biomolecules,
Electroanalysis, 2002, 14(5):333-338.

Hollander MJ, Magis JG, Fuchsenberger P, Aartsma TJ, Jones MR, Frese RN., Enhanced
Photocurrent Generation by Photosynthetic Bacterial Reaction Centers through Molecular
Relays, Light-Harvesting Complexes, and Direct ProteinGold Interactions, Langmuir, 2011,
27(16):10282-10294.

Janovics R. Development of radiocarbon-based measuring methods and their application for
nuclear environmental monitoring (PhD thesis, in Hungarian). 2016. University of Debrecen and
Hungarian Academy of Sciences Institute for Nuclear Research.
https://dea.lib.unideb.hu/dea/handle/2437/217939?locale-attribute=en.

Jianga Y, Zhanga Q, Li F, Niu L, Glucose oxidase and graphene bionanocomposite bridged by
ionic liquid unit for glucose biosensing application, Sensors and Actuators B: Chemical, 2012,
161:728-773.

Jones MR, The petite purple photosynthetic powerpack, Biochem. Soc. Trans. 2009, 37:400-407.

Kamran M, Delgado JD, Friebe V, Aartsma TJ, Frese RN, Biomacromolecules, Photosynthetic
protein complexes as bio-photovoltaic building blocks retaining a high internal quantum
efficiency, Biomacromolecules, 2014, 15:2833-2838.

Kaniber SM, Simmel FC, Holleitner AW, Carmeli I, The optoelectronic properties of a

photosystem I-carbon nanotube hybrid system, Nanotechnology, 2009, 20(34):345701.

Krassen H, Schwarze A, Friedrich B, Ataka K, Lenz O, Heberle J, Photosynthetic hydrogen
production by a hybrid complex of photosystem | and [NiFe]-hydrogenase, ACS Nano 3, 2009,
3(12):4055-4061.

73


https://dea.lib.unideb.hu/dea/handle/2437/217939?locale-attribute=en

Krieg R, Halbhuber KJ, Recent advances in catalytic peroxidase histochemistry. Cellular Mol.
Biol., 2003, 49:547-563.

Le Clercg M, Van Der Plicht J, Groning M, New 14C reference materials with activities of 15
and 50 pMC, Radiocarbon, 1998, 40:295-297.

Lu Y, Xu J, Liu B, Kong J, Photosynthetic reaction center functionalized nano-composite films:
Effective strategies for probing and exploiting the photo-induced electron transfer of
photosensitive membrane protein, Biosens. Bioelectron., 2007, 22:1173-1185.

Liu J, Zou J, Zhai L, Bottom-up Assembly of Poly(3-hexylthiophene) on Carbon Nanotubes: 2D
Building Blocks for Nanoscale Circuits, Macromol Rapid Commun., 2009, 30:1387-1391.

Magyar M, Hajdu K, Szabo T, Endrédi B, Hernadi K, Horvath E, Magrez A, Forr6 L, Visy C,
Nagy L, Sensing hydrogen peroxide by carbon nanotube/horse radish peroxidase bio-
nanocomposite, Phys. Status Solidi B, 2013, 250(12): 2559-2563.

Magyar M, Redox fehérjék bionanokompozitokban, Ph.D. disszertacio, Szegedi
Tudomanyegyetem, 2015.

Magyar M, Hajdu K, Szabo T, Hernadi K, Dombi A, Horvath E, Forro L, Nagy L, Long term
stabilization of reaction center protein photochemistry by carbon nanotubes, Phys. Status Solidi
B, 2011, 248(11):2454-2457.

Major I, Gyokos B, Tari M, Futé 1, Filep A, Hoffer A, Furu E, Jull AJT, Molnar M, Evaluation of
an automated EA-IRMS method for total carbon analysis of atmospheric aerosol at HEKAL.
Journal of Atmospheric Chemistry ,2017, 75(1):85-96.

Milano F, Dorogi M, Szebenyi K, Nagy L, Maroti P, Varo G, Giotta L, Agostiano A, Trotta M,
Enthalpy/entropy driven activation of the first interquinone electron transfer in bacterial

74



photosynthetic reaction centers embedded in vesicles of physiologically important phospholipids,
Bioelectrochemistry, 2007, 70(1):18-22.

Molnar M, Rinyu L, Veres M, Seiler M, Wacker L, Synal HA, EnvironMICADAS: A mini 14C
AMSwith enhanced gas ion source interface in the Hertelendi Laboratory on Environmental
Studies (HEKAL). Radiocarbon, 2013, 55(2):338-44.

Musazadea E, Voloshinb R, Bradyc N, Mondalc J, Atashovaa S, Zharmukhamedovb SK,
Huseynovaa I, Ramakrishnae S, Najafpourf MM, Sheng JR, Brucec BD, Allakhverdiev Sl,
Biohybrid solar cells: Fundamentals, progress, and challenges, 2018, Journal of Photochemistry
and Photobiology C: Photochemistry Reviews, 35:134-156.

Nagy L, Kiss V, Brumfeld V, Malkin S, Thermal and structural changes of photosynthetic
reaction centers characterized by photoacoustic detection with a broad frequency band
hydrophone, Photochem. Photobiol., 2001, 74:81-87.

Nagy L, Milano F, Dorogi M, Trotta M, Laczko G, Szebenyi K, Varo G, Agostiano A, Maroti P,
Protein/lipid interaction in the bacterial photosynthetic reaction center: phosphatidylcholine and
phosphatidylglycerol modify the free energy levels of the quinones, Biochemistry, 2004,
43:12913-12923.

Nagy L, Hajdu K, Fisher B, Hernadi K, Nagy K, Vincze J, Photosynthetic Reaction Centres —
from Basic Research to Application Possibilities, Notulae Scientia Biologica, 2010, 2(2): 07-13.

Nakamura C, Hasegawa M, Nakamura N, Miyake J, Rapid and specific detection of herbicides
using a self-assembled photosynthetic reaction center from purple bacterium on an SPR chip.
Biosens Bioelectron, 2003, 18:599-603.

75



Noji T, Kamidaki C, Kawakami K, Shen JR, Kajino T, Fukushima Y, Sekitoh T, Itoh S,
Photosynthetic Oxygen Evolution in Mesoporous Silica Material: Adsorption of Photosystem 11
Reaction Center Complex into 23 nm Nanopores in SBA, Langmuir, 2011, 27:705-713.

Oda I, Hirata K, Watanabe S, Shibata Y, Kajino T, Fukushima Y, Iwai S, Itoh S, Function of
Membrane Protein in Silica Nanopores: Incorporation of Photosynthetic Light-Harvesting Protein
LH2 into FSM, J. Phys. Chem. B, 2006, 110:1114-1120.

Orsovszki G, Rinyu L, Flame-sealed tube graphitization using zinc as the sole reduction agent:
Precision improvement of EnvironMICADAS 14C measurements on graphite targets,
Radiocarbon, 2015, 57:979-990.

Ozdokur KV, Demir B, Yavuz E, Ulus F, Ertena C, Aydina I, Demirkol DO, Pelit L, Timur S,
Ertas FN, Pyranose oxidase and Pt—-MnOx bionanocomposite electrode bridged by ionic liquid

for biosensing applications, Sensors and Actuators B: Chemical, 2014, 197:123-128.

Palestino G, Legros R, Agarwal V, Pérez E, Gergely C, Functionalization of nanostructured

porous silicon microcavities for glucose oxidase detection. Sens Actuators B, 2008, 135:27-34.

Raymond J, Blankenship RE, The origin of the oxygen-evolving complex,Coord. Chem. Rev.,
2008, 252:377-383.

Rinyu, L. A primer kinon energetikai valtozasai a fotoszintetizal6 baktériumok
reakciocentrumaban: mutacio, késleltetett fluoreszcencia és modell-szamitasok, Ph.D.

disszertacid, Szegedi Tudoméanyegyetem, 2007.
Rinyu L, Molnar M, Major I, Nagy T, Veres M, Kiméak A, Wacker L, Synal HA, Optimization of

sealed tube graphitization method for environmental C-14 studies using MICADAS, Nuclear
Instruments and Methods in Physics Research B, 2013, 294:270-275.

76



Rinyu L, Orsovszki G, Futé I, Veres M, Molnar M, Application of zinc sealed tube graphitization
on sub-milligram samples using EnvironMICADAS. Nuclear Instruments and Methods in
Physics Research Section B., 2015, 361:406-413.

Scognamiglioa V, Pezzottib I, Pezzottib G, Canob J, Manfredoniab I, Buonaseraa K, Rodiob G,
Giardia MT, A new embedded biosensor platform based on micro-electrodes array (MEA)
technology, Sensors and Actuators B: Chemical, 2013, 176:275-283.

Sepunaru L, Tsimberov I,. Forolov L, Carmeli C, Carmeli I,. Rosenwaks Y, Picosecond electron
transfer from photosynthetic reaction center protein to GaAs, Nano Lett., 2009, 9(7)2751-2755.

Silva MR, Vasconcelos de Sa LR, 1 Carlos Russo, Scio E, Ferreira-Leitdo VS, The Use of HRP
in Decolorization of Reactive Dyes and Toxicological Evaluation of Their Products, Enzyme
Res., 2010, 3:703824.

Song Z, Yuan, R, Chai Y, Zhuo Y, Jiang W, Su H, Che X, Li J, Horseradish peroxidase-
functionalized Pt hollow nanospheres and multiple redox probes as trace labels for a sensitive
simultaneous multianalyte electrochemical immunoassay, Chem. Commun. (Camb.), 2010, 46:
6750-6752.

Szabd T, Cseké R, Hajdu K, Nagy K, Orsolya S, Galajda P, Gard G, Nagy L, Sensing
photosynthetic herbicides in an electrochemical flow cell, Photosynth Res., 2017, 132(2):127-
134.

Swainsbury DJK, Friebe VM, Frese RN, Jones MR, Evaluation of a biohybrid
photoelectrochemical cell employing the purple bacterial reaction centre as a biosensor for
herbicides, 2014, Biosensors and Bioelectronics, 58:712-178.

Synal HA, Débeli M, Jacob S, Stocker M, Suter M, Radiocabon AMS towards its lower-energy
limits, Nuclear Instruments and Methods in Physics Research B., 2004, 223-224:339-345.

77



Synal HA, Stocker M, Suter M, MICADAS: A new compact radiocarbon AMS system, Nuclear
Instruments and Methods in Physics Research B., 2007, 259:7-13.

Szekeres GP, Nemeth K, Kinka A, Magyar M, Reti B, Controlled nitrogen doping and carboxyl
functionalization of multi-walled carbon nanotubes. Phys. Status Solidi B., 2015, 252:2472-2478.

Tan SC, Crouch LI, Jones MR, Welland M, Generation of Alternating Current in Response to
Discontinuous Illumination by Photoelectrochemical Cells Based on Photosynthetic Proteins,
Angewandte Chemie - International Edition, 2012, 51:6667-6671.

Terasaki N, Yamamoto N, Tamada K, Hattori M, Hiraga T, Tohri A, Sato I, lwai M, Taguchi S,
Enami I, Inoue Y, Yamanoi Y, Yonezawa T, Mizuno K, Murata M, Nishihara H, Yoneyama S,
Minakata M, Ohmori T, Sakai M, Fujii M, Bio-photosensor: Cyanobacterial photosystem |
coupled with transistor via molecular wire, Biochim. Biophys. Acta, 2007, 1767:653-659.

Tiede DM, Utschig L, Hanson DK, Gallo DM, Resolution of electron and proton transfer events
in the electrochromism associated with quinone reduction in bacterial reaction centers,
Photosynthesis Research., 1998, 55: 267-273.

Tiede DM, Vazquez J, Cordova J, Marone P, Time-resolved electrochromism associated with the
formation of quinone anions in the Rhodobacter sphaeroides R26 reaction center,
Biochemistry,1996, 35:10763-10775.

Veitch NC, Horseradish peroxidase: a modern view of a classic enzyme, Phytochemistry, 2004,
65:249-259.

Ventrella A, Catucci L, Agostiano A, Herbicides affect fluorescence and electron transfer activity
of spinach chloroplasts, thylakoid membranes and isolated Photosystem Il, Bioelectrochemistry,
2010, 79:43-49.

78



Vothknecht UC, Westhoff P, Biogenesis and origin of thylakoidmembranes, Biochim. Biophys.
Acta Mol. Cell Res., 2001:91-101.

Vsevolodov N, 1998, Biomolecular electronics. Birkhauser, Boston.

Wacker L, Christl M, Synal HA, Bats: A new tool for AMS data reduction, Nuclear Instruments
and Methods in Physics Research Section B: Beam Interactions with Materials and Atoms, 2010,
268:976-979.

Wardman P, Indole-3-acetic acids and horseradish peroxidase:A new prodrug/enzyme
combination for targeted cancer therapy,Current Pharmaceutical Design, 2002, 8:1363-1374.

Wraight CA, Clayton R, The absolute quantum efficiency of bacteriochlorophyll photooxidation
in reaction centres of Rhodopseudomonas spheroides,” Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -
Bioenergetics, 1974, 333:246-260.

Yadav RM, Shripathi T, Srivastava A, Srivastava ON, Effect of ferrocene concentration on the
synthesis of bamboo-shaped carbon-nitrogen nanotube bundles. J Nanosci Nanotechnol, 2005,
5:820-824.

Zhao J, Zou Y, Liu B, Xu C, Kong J, Differentiating the orientations of photosynthetic reaction
centers on Au electrodes linked by different bifunctional reagents, Biosensor Bioelectron., 2002,
17:711-718.

79



Summary

During my research work | prepared protein based bionanocomposit materials from
bacterial photosynthetic reaction center protein (RC) and horseradish peroxidase enzyme (HRP)
with inorganic carrier materials (indium-tin-oxide, doped or undoped carbon nanotube and
conducting polymers) and characterized the structural, spectroscopical, electrochemical

properties.

RCs were fixed to the surface of ITO by drying method and | measured the conductivity
change of the system in the function of the RC concentration. | observed that the conductivity
change shows saturation when the surface is covered by RC monolayer. In case of higher
concentration the conductivity change is caused by the heat dissipation of the absorbed light
energy. The conductivity change in this phase fits well with the one measured for the ITO
covered by the photochemically inactive BChl as a control experiment. The sensitivity of the

measurement is very good, some pM RC cause measurable conductivity change.

I showed that as well, the RC protein keep the activity under dried condition and able to
generate light induced photocurrent. | prepared an optoelectronic device used ITO and silver
electrodes  with  conducting  polymer  (PEDOT:PSS  (poly(3,4-ethylene-dioxythio-
phene):poly(styrenesulfonate)) and P3HT (poly-(3-hexyl-thiophene))) layer structure between it.
P3HT fibers were grown on the surface of MWCNTs and RCs were built in to the P3HT
structure. The active contribution of the RC in the increased photovoltage confirmed by selective
light excitation. We can conclude that although the composite has relatively large absorption in
the green spectral range, the absolute value of the photovoltage with green light illumination is
smaller than the one measured with red light. In addition, the ratio of photovoltage measured for

sensitised and non-sensitised sample is smaller for green light than red light (1.3 vs. 2.1).

| investigated the RC based composite materials under wet condition as well, in an
electrochemical cell. The ITO/MWCNT/RC, the platinum and the Ag/AgCl electrodes were used
as working, counter and reference electrode respectively. When | used 0.1 M NaCl as an
electrolyte in the system (high ionic strength) the measured photocurrent was only 0.3 pA under
light excitation. The added ferrocene mediator has not got any effect on the system, but UQO
increases it to 1 pA. If NaCl was not added (low ionic strength), and the reaction mixture
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contained only TRIS (20 mM, pH 7.0) and the mediators according to the measurement protocol,
I measured a small effect of the ferrocene addition and considerable shortening in the current
rising time. The result of this measurement confirms that after binding to the electrode the RC
keeps its photochemical activity and the donor and acceptor sites remain accessible to the

mediators. The accessibility of the donor site is affected by the ionic strength of the solution.

The measured photocurrent increased toward if 1 used PTAA conducting polymer as a
crosslinker instead of EDC/NHS. The PTAA behaves not only as a crosslinker, but it can help the
electron transfer between the protein and the electrode material. In this case under the same

measuring protocol the measured photocurrent was 7 pA. This result is almost one order of

magnitude higher then the EDC/NHS method.

| determined the isotope content of the applied carbon nanotubes. In case of doped
nanotubes the nitrogen and the sulfur content was also determined, which change significantly

the physical properties of the MWNTSs.

The ratio of the different components of the nanocomposit material is an important
parameter, but the determination is not so easy. In order to find out it | used mass spectrometry,
based on radiocarbon measurement. If the 14C content of the components significantly different,
the ratio of the components are calculable. The RC content of the RC/MWCNT composite was
53 wt%.

I did similar mass spectroscopy measurement with HRP/MWCNT bionanocomposite, and

in in this composite the determined protein content was 72 wt%.
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