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Tartalmi 6sszefoglald

Az antioxidansokat szamos ipari- és gyodgyaszati agazat is felhasznalja kiemelked6 gyoksemlegesito
hatasuk miatt, azonban a molekulak érzékenysége a kdrnyezeti hatdsokra ezt szamos folyamatban
akadalyozza. A korabbi évtizedekben a nanotechnologia fejlédésével lehetdség nyilt kiilonbozé hordozo
anyagok felhasznéldsdval olyan nanokompozitokat késziteni, melyek megoldast jelenthetnek az
alkalmazhatdsag problémajara. Ilyenek a réteges kettés hidroxidok (LDH) is, melyek nagy fajlagos
feliiletiik, anioncserélé képességiik és biokompatibilitasuk miatt igéretes hordozonak bizonyulnak.
Kutatasunk sordn vizsgaltuk két antioxidans (galluszsav és nikotinamid-adenin-dinukleotid)
gyoksemlegesito képességét, majd olyan réteges kettds hidroxid nanokompozitokat allitottunk eld, melyek
ezeket a molekulékat tartalmaztak.

El6szor megvizsgaltuk az emlitett antioxidansok gyoksemlegesité hatasat DPPH- és CUPRAC-teszttel
UV-Vis spektroszkdpia segitségével, majd meéréseket veégeztink, hogy megtalaljuk keverékiiknek azt az
aranyat, ahol a legkedvezObbek a koztik 1évé kolcsonhatasok, ezzel magasabb antioxidans aktivitast
eredményezve. Ezt kovetéen Mg-Al-tartalmd LDH-t allitottunk el, melyet ultrahangos kezeléssel
delaminaltunk. Ennek fellletén adszorbedltattuk az antioxidansokat, valamint ezek keverékét. A kompozit
eldallitasa soran az antioxidansok adszorpciodjat elektroforetikus fényszordsméréssel kovettiikk, mig
kolloidstabilitasat dinamikus fényszdrasmérésekkel vizsgaltuk. Az antioxidansok rogziilésérdl sziiréssel
majd a sziirlet UV-VIS spektroszkopias vizsgalataval bizonyosodtunk meg. Az adszorpcid bizonyitasat
kovetden aktivitasukat a kordbban emlitett két teszttel vizsgaltuk.

Az antioxidansok kdzott szinergikus kdlcsonhatast tapasztaltunk. Felallitottunk egy modellt, mellyel a
kélcsonhatas okat magyarazni kivantuk, majd mérést végeztink ennek igazolasara. Osszességében
kijelenthetjik, hogy feltérképeztiik a galluszsav és a NADH antioxidans aktivitasat, sikeresen rogzitettiik
6ket delaminalt LDH-k feltiletén, mellyel egy stabil antioxidans aktivitassal biré nanokompozitot hoztunk
létre. Ezaltal eléallitottunk egy olyan stabil diszperiot, melyek az antioxidansok optimalis aranyt keverékét
tartalmaztak heterogenizalt formaban, mely megkonnyitheti késdbbi hasznalatukat kiilonb6z6 ipari- vagy

orvos-bioldgiai teriileteken.



1. Bevezetés, témavalasztas indoklasa

A biologiai rendszerek miikodésének természetes velejardja az un. reaktiv gyokok keletkezése.! Ezek
olyan parositatlan elektronnal rendelkez6 molekulak, melyek megnovekedett reaktivitdsuk miatt veszélyt
jelentenek fontos bioaktiv molekulakra (pl. sejtmembrant alkoto lipidek, fehérjék, DNS). A szabadgyokok
kiilonb6z6 hatasmechanizmusokon keresztiil megbontjak a rendszerek strukturalis integritasat: adduktot
képezhetnek a biomolekulakkal, és hidrogénatomokat szakithatnak le a molekulakrol, ezzel ismét gyokos
terméket eredményezve.?

Bizonyos belsd, vagyis endogén folyamatok (pl. sejtlégzés, bakterialis fert6zés okozta fagocitozis)
hozzajarulnak a reaktiv gyokok keletkezéséhez, ugyanakkor szamos kiils6 kornyezeti faktor is
kedvezotleniil befolyasolhatja mennyiségiket (UV-sugarzas, légszennyezés, élelmiszeradalékok és
gyogyszerek metabolitjai). Az é16 szervezetben megtalalhatok olyan vegyuletek, amik ezeket semlegesitik.
Osszefoglaldo néven antioxidansoknak nevezziik Oket, melyek kozds jellemzdje, hogy késleltetik,
megelézik, vagy megsziintetik az oxidativ stresszt. A szervezet természetes védelmi rendszere mellett
szllkséges a valtozatos és egészséges taplalkozassal kilsé forrasbol is bevinni antioxidansokat a
szervezetiinkbe.

Egészséges sejtekben a gyokok és az antioxidansok megfeleld egyensulya biztositja a karos
sejtfolyamatok megakadalyozasat, az egyensuly felboruldsa azonban kéaros kévetkezményekkel jar. Ha
kornyezeti faktorok vagy sejtes mikodészavar a reaktiv gyokok tulstlyba kertilését eredményezi, az Gn.
oxidativ stresszt eredményez, mely szdmos sulyos betegség eldidézdje lehet (pl. kronikus gyulladas, rdkos
megbetegedés).>* A legtobb megbetegedés soran szintén megnovekszik a szabadgyokék mennyisége
szervezetlinkben, ezért a gydgyszeriparban szamos ¢étrendkiegészitd vitamintablettdban taldlhatok
antioxidansok (C-, E-vitamin), ugyanakkor a kedvez$ gyoksemlegesitd tulajdonsagaikra nemcsak a
gyogyaszatban lenne szikség. Az antioxidansok élelmiszeradalékként meghosszabbitjak a termékek
szavatossagat,® polimerkémiai folyamatokban kontrollaljak a gyokok mennyiségét,® illetve kozmetikai
készitményekben is rendre hasznaljak Oket azok antimikrobialis, gyulladas- és Oregedésgatlo hatasuk
miatt.” Természetes eredeti antioxiddns molekuldk hasznalata ezen folyamatokban kézenfekvd,
ugyanakkor szamos folyamat esetén problémaba Utkézhetlink a megvaldsitas soran azok korlatozott
stabilitasa miatt. Mig fizioldgias kdrnyezetben képesek kifejteni redukald hatasukat, az ipari folyamatokban
jelentkez6 magas hémérsékletek, extrém pH-k hatasara az antioxidansok bomlasnak indulhatnak, emellett
problémas a vizes kozegekben jelentkezd rossz oldodasuk is.

Erre jelenthet megoldast, ha valamilyen szilard hordoz6 fellletén rogzitjik az antioxidans

molekulakat.®® Ismeretes az irodalomban tobb olyan nanoszerkezet is, melyek hatékonyan képesek



adszorbealni antioxidansokat és méas kismolekulas szerves anyagokat. Noha ezek a molekulak nem lesznek
jelen az oldatfazisban, a kolloid diszperziéban nagyobb koncentracioban tudjuk Oket hasznalni azok
redukalo tulajdonsaganak drasztikus csokkenése nélkil. A keletkez6 nanokompozitok ellenallobba
valhatnak a kornyezeti hatasokkal szemben (pl. megndvekedhet az antioxidansok fotostabilitasa),
rdadasul kiilonb6z6 tipusi molekuldkat egyiittesen adszorbedlva multifunkciés nanorészecskék is
eléallithatok, melyek az adott ipari folyamatban tobb kiilonb6z6 reakcidért is felelések lehetnek. Az erre
irdnyuld kutatas Ujfajta, antioxidans-tartalmu nanokompozitok eldallitasat teszi lehetové, kiterjedt

potencidlis felhasznalasi teriletekkel.



2. Szabadgyokok és antioxidansok

Fiziologias kornyezetben rendszerint két tipusat kulonboztetjik meg a reaktiv szabadgyokoknek:
reaktiv nitrogén- és oxigén szarmazékokat (ROS).! A sejtek bizonyos lebontd folyamatai gyckos
redoxireakciokon keresztul zajlanak le (pl. kinonok flavoenzim-katalizalt redukcioja, vagy fenolok és
aromas aminok redukcitja hem-komplexeken),!*? ¢s a keletkezd intermedierek oxigénnel talalkozva
szuperoxidgyokot hozhatnak létre (1. abra). Ennek diszproporciojat a szuperoxid-dizmutaz enzim (SOD)
katalizalja, mely soran oxigén és hidrogén-peroxid fejlodik. Az utobbi parositott elektronokkal rendelkez6
oxidalészer, roncsold hatésat lassan fejti ki, ugyanakkor més, a szervezetben megtalélhatd ionokkal és
molekulakkal (pl.: Kkloridion, nitrogén-monoxid vagy glutation (GSH)) tovabbi potens oxidaloszereket
képez, melyek magas reaktivitdsuk kovetkeztében veszélyt jelentenek a sejtalkotokra. A ROS-ok kéros

hatasat az is igazolja, hogy tdbb kutatas is a reaktiv gyokok DNS-re gyakorolt hatasat okolja a sejtek
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1. Abra — Szabadgyokok keletkezésének lehetséges modjai fizioldgias kornyezetben.t

Mas sejtes folyamatok is hozzajarulnak a szabadgyokok keletkezéséhez: bizonyos enzimek hidrogén-
peroxidot allitanak eld, mely fontos jelatviteli molekulaként funkcional bizonyos redoxfolyamatokban. A
megfelel sejtes mikkodéshez tehat sziikség van a szabadgyokok megfeleld szinten tartasara, hogy az altaluk
okozott oxidativ stressz ne jelentsen veszélyt fontos biomolekulakra.t

Az antioxidansokat szamos modon csoportosithatjuk, melyek kozll az egyik az enzimatikus és nem
enzimatikus osztalyozas. Az evoluci6 soran a sejtek kifinomult és dsszetett enzimatikus védelmi rendszert

fejlesztettek ki a szabadgyokok semlegesitése érdekében. A szuperoxidgyokb6l SOD hatasara keletkezo



hidrogén-peroxidot tobb parhuzamos reakcioban képesek semlegesiteni: a katalaz enzim vizzé és oxigénné
diszproporcionalja, mig a glutation-peroxidaz enzim altal katalizalt GSH-oxidacio vizzé alakitja.?

A nem enzimatikus antioxidansok kozé¢ szdmos vegyiiletcsalad tartozik. Jellemzdik, hogy az (1)
reakcioban bel6liik keletkez6 gyok a ROS-oknal joval kevésbé reaktiv, ugyanis intramolekularis
kdlcsonhatasok, vagy az elektron delokalizacioja révén csokken az aktivitasuk, illetve kémiai reakcid révén
olyan termékek keletkeznek bel6liik, melyek joval stabilabbak a ROS-oknal. llyen hatasmechanizmussal

miikodnek tobbek kozt a flavonoidok és a fenolsavak.?

HnANtiox + RO" — [Hy1Antiox]” + HOR Q)
HnAntiox + R* — [HhAntiox-R]" 2

Bizonyos vitaminok is kismolekulas antioxidansokként funkcionalnak. A C-vitamin két Iépésben ad le
egy-egy elektront, igy a képz0dd dehidro-aszkorbinsav mar parositott elektronokkal rendelkezd inert
molekula lesz, mig az apoléris E-vitamin a sejtmembranban a lipid-peroxidécié lancreakciojat tori le ugy,
hogy a peroxidgyokkel képezett addukt egy maésik gyokkel egyesil (2) — hasonlé adduktképzék a
karotenoidok is.?

Endogén, vagyis a szervezet altal termelt antioxidansok is fontos szerepet jatszanak a szabadgyokok
semlegesitésében: a hugysav a sejtplazmaban taladlhatd ROS-ok kdzel kétharmadanak semlegesitéséért
felel6s, mig a GSH fenntartja azt a redukalé kozeget, mellyel az enzimatikus antioxidansok semlegesiteni
tudjak a gyokoket.?

Fontos azonban azt is megjegyezni, hogy a legtdbb antioxidans dnmagaban nem lenne képes a reaktiv
gyokok minden fajtdjanak semlegesitésére, rdaadasul més antioxidansok kozremiikodd hatasa nélkiil sok
esetben nem tudna kialakulni bel6liik a kell6en stabil gyok, melynek hataséara az oxidativ stressz nem sziinik
meg, csak Kkésleltetve van. A szervezetben jelen 1évok sokszor egymas hatasat felerdsitve, a
gyoksemlegesitd folyamatokat katalizdlva miikodnek. A koztiik fellépd hatas mindségét tobbféleképpen
jellemezhetjiik.>*°

Ha egyiittes redukalo hatasuk egyszerlien 0sszege az egyes antioxidansok redukald tulajdonsaganak,
akkor a keverék additiv a gyoksemlegesitd hatdsra nézve, javuld redukald hatds esetén szinergizmusrol
beszéliink (ekkor az antioxidansok kozotti kedvezd kdlcsonhatasok javitjdk a gydksemlegesitd hatast), a
keverék romld redukald tulajdonsdga esetén pedig antagonizmus lép fel. Az antioxidansok miikodési
mechanizmusa sok esetben jol feltérképezett: tudjuk példaul, hogy a sejtekben a hugysavbol képz6do
gyokot a C-vitamin redukalja, ezzel az elobbi ismét kifejtheti antioxidans hatasat; az oxidalodott dehidro-
aszkorbinsavat pedig a glutation-peroxidaz enzim redukalja a GSH oxidacidja kdzben, ezzel regeneralva

az aszkorbinsavat. A bevett modell, amit az in vitro antioxidans-kisérletekhez tarsitanak mas molekulakra



a redukcids potencialok kulonbségével magyarazott. Szinergizmus esetén a nagyobb aktivitassal bird
antioxidansnak magasabb a redukcios potencialja, mig a gyengébbnek alacsonyabb: ekkor az elébbibdl
képzOd6 gyokot a gyengebb antioxidans regenerélja, igy ismét az er6sebb antioxidans fejti ki a redukalo
hatast.*

Az antioxidansok egylttes hatasat kombinacios indexszel (CI) jellemezhetjik: ez az aranyszam
megadja a keverék gyoksemlegesité hatasat az egyes antioxidansok 6nallé hatasahoz képest. Redukald
tulajdonsagukat antioxidans aktivitassal vagy antioxidans kapacitassal jellemzik, ami a semlegesitett
gyokok mennyiségével hozhatd kapcsolatba.®

A fenolsavak olyan antioxidansok, melyekben az egyméshoz képest orto-helyzetben 1év6 fenolos
hidroxilcsoportok felelnek a gyoksemlegesité hatasért, a hidrogénabsztrakcioval keletkezé oxigéngyok
ugyanis ezen esetekben joval stabilabb, mint a ROS-ok. A parositatlan elektronnal rendelkez6 oxigén
hidrogénkotéseket képes kialakitani a szomszédos OH-csoportokkal, emellett az elektron az aromas
gylriibe torténd delokalizacid miatt is stabilizalodik. A hatast erdsiti, ha elektronszivo szubsztituens
helyezkedik el a gyliriin, lehetdleg a gyokds oxigénhez képest para-pozicidban, ezzel is csokkentve a gyliri
elektronsiiriségét. A fenolsavak egyik legegyszeriibb képviseléje a 3,4,5-trihidroxibenzoesav, kdznapi
nevén galluszsav (GA), mely kis mérete mellett rendelkezik a kedvezé szerkezeti elemekkel a kitiing
antioxidans aktivitas biztositdsdhoz (2. abra). Antiviralis és neuroprotektiv hatasai mellett gyoksemlegesito
képessége is kiemelkedd: tObb teszt szerint a GA rendelkezik a legmagasabb antioxidans aktivitassal.
Szamos ndvényben megtalalhato: a sz616, kiilonb6zd magvak és a tealevelek is nagy koncentracidban

tartalmazzak.1?

HO OH Q
H

o
OH -H

R c.) - -
2. abra — GA reakcioja egy szabadgyokkel. A képz6d6 gyokot hidrogénkotések, valamint delokalizacio
stabilizaljak, igy reaktivitasa alacsony.

Korébban szamos masik antioxidanssal parositva vizsgaltak antioxidans aktivitasat, ami nagyban
fuggott a reakciopartner szerkezetét6l, az alkalmazott koncentracidaranyoktol és a redukald hatas
kiértekelésére szolgalo teszttdl. Sok esetben szinergikus kolcsonhatasok is felléptek keverékeiben, igy

kiemelked6 redukalo hatasaval egyiitt alkalmas vegyiiletként szolgal tovabbi kutatasokhoz.



Az 1. tablazat GA mas antioxidansokkal képzett keverékeinek antioxidans aktivitasat 0sszegzi a
hozzajuk tartoz6 kolcsdonhatas mindsége ¢és annak szdmszerii adatai mellett. Szamos olyan teszt 1étezik,
mellyel megallapithatdk a redukald képességeik, azonban a kapott eredmény nagyban fiigg az alkalmazott
modszert6l, valamint a korulményektél. A GA koffeinsavval képzett keveréke példaul kiillonb6zo
intermolekularis kolcsdonhatasokra kialakulasara utal attol fiiggéen, hogy mi az alkalmazott kiértékelési
modszer. Egy keverékben fellép6 kolcsonhatasokrdl tehat akkor tudunk bizonyosat allitani, ha azt tébb

kiilonboz6 teszt is igazolja.

1. tablazat: GA és mas antioxidansok egyiittes antioxidans aktivitasa. A kiértékeléshez hasznalt tesztek:
1,1-difenil-2-pikrilhidrazilgyok-semlegesitd  antioxidans  aktivitas (DPPH); a plazma vas
redukaloképességén alapuld antioxidans kapacitas (FRAP), Briggs—Rauscher-reakcié (BR), 2,2'-azino-di-
(3-etilbenzotiazolin)-6-szulfonsav-semlegesité antioxidans aktivitas (ABTS). ?Az értékek az antioxidansok
elméleti additiv hatasatol mért szézalékos eltérést mutatjak. Pozitiv érték esetén az eltérés kedvezd, mig

negativ esetén kedvezdtlen.

Masik antioxidans Hatas Teszt c K’everek. .
antioxidans aktivitasa®

protokatekuinsav Szinergikus DPPH +41,7%"
klorogénsav Szinergikus DPPH +2,1%
vanilinsav Antagonikus DPPH -8,3%!
Antagonikus FRAP -5,5%"
rezveratrol Antagonikus DPPH 8,1%"
8 Cl=1,3

Szinergikus BR +45,40%"°

rozmaringsav Szinergikus FRAP +19,7%'6
kvercetin Szinergikus FRAP +4,0%"°
rutin Additiv FRAP +1,6%!'°
C-vitamin Additiv Amperometria ~ 0%
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trolox Additiv Amperometria ~ 0%

huagysav Additiv Amperometria ~ 0%
Szinergikus FRAP +137,80%!"°

koffeinsav Additiv ABTS ~0%1®

Antagonikus ABTS -10%"°

A nikotinamid-adenin-dinukleotid (NADH) egy bioldgiai koenzim, mely a megfelelé sejtes
mitkodésért felelds (3. abra), a lebontd anyagcserében kulcsfontossagu. Tobblépcesds folyamatban a NADH
NAD-da oxidalodik hidridion-transzferrel (3), mikdzben az elektronok a NADH-dehidrogenaztol harom
masik enzimen keresztul eljutnak a mitokondrialis oxigénhez, vizzé redukalva azt. Az oxidalt NAD més
mitokondrialis folyamatokban visszaalakul NADH-va egyéb molekuldk oxidacioja kdzben (ilyen példaul
az alkohol-dehidrogendz altal katalizalt acetaldehid-képz6dés), ezzel fenntartva a (NADH/NAD)

redoxirendszer megfeleld redukcids potencialjat.?
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3. dbra— A NAD (bal) és a NADH (jobb) szerkezeti képlete, aktiv centrumuk kék szinnel jeldlve

NAD + H* + 2 e — NADH ©)

Minthogy a NADH kepes hidridion-transzferre, sejtes folyamatok mellett katalitikus hidrogénezési
reakciokban is vizsgaltdk a benne rejld lehetdségeket?. Redukalé képessége folytan antioxidans
tulajdonsaggal is rendelkezhet, azonban eddig kevés figyelem iranyult r4?2. Az ismeretes az irodalomban,
hogy a NADH rendelkezik direkt antioxidans aktivitassal, azonban kutatisainkat megel6zéen hianyzott

atfogo vizsgalata.
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3. Réteges kettos hidroxidok

A nanotechnoldgia korunk egyik legmeghatarozobb tudomanyteriilete; a nanorészecskek felileti
tulajdonsagaik, atomi szintii kdlcsonhatésaik révén 0j utakat nyitnak meg az anyagtudomanyban. Szdmos
szerves €s szervetlen alapegységekbdl felépililé nanoszerkezetet hoztak létre az elmult évtizedekben,
melyek k6zos jellemzoi a jol definidlt, reprodukalhato szerkezet és a kittin funkcionalizalhatosag. A
korunk huzodagazatanak szamitd mikroelektronika mellett a modern orvostudomany is eldszeretettel
hasznalja kiillonbozéen modositott szarmazékaikat. Nagy fajlagos feliiletiik miatt nem csak szerkezeti
modositasuk johet szamitasba, hanem mas részecskék feliileten torténd adszorpcidja révén is eléallithatunk
nanokompozitokat.®

A gybgyéaszatban a nanorészecskéknek fontos kritériumnak kell megfelelnitik. A kompozitok akkor
lesznek biokompatibilisek, ha a fizioldgias pH, és egyéb ionok koncentracidja mellett is stabilak maradnak,
emellett nem jelentetnek veszélyt a sejtalkotdkra és mas biomolekulékra, veliik szemben kémiailag
inertek.3?

A réteges kettds hidroxidok (LDH) olyan nanostrukturak, amelyeket Osszetételi és szerkezeti
forméalhatdsaguk, olcsé és egyszerii elballitasuk miatt elészeretettel hasznalnak kiilonb6z6 ipari
folyamatokban (pl. adszorbensként, katalizatorként), tovabba biokompatibilitasuk lehetévé teszi orvos-
bioldgiai felhasznalasukat.?342

Szerkezetiket tekintve két-és haromértékii fémionokbdl allnak, amik pozitiv tobblettdltésii rétegeket
alkotnak. A pozitiv toltés az izomorf szubsztitucidval beépiilt haromértékili fémionoknak kdszonhetd,
melyeket a rétegek kozott elhelyezkedd hidratalt anionok kompenzalnak. Altalanos osszegképletiik
[M{{M3* (OH),][A};,'nH,0], ahol M?* és M** a fémionokat, A™ az ellenionokat jel6li. Kétszeresen
pozitiv ionként Mg?*, Zn?*, Ni?* vagy Ca*?-t hasznalnak, mellette Al*3, Fe*® vagy Cr®* keriil jellemzden a
rétegekbe. A kiindulasi szerkezetekben ellenionként rendszerint CI-, NOs~ vagy COs®>  szerepel. A
cinkalapl Zn-Ti, Zn—Fe, Zn-Al LDH-k mellett a Mg-Al a legelterjedtebb. Az utdbbi Osszetétele a
brucitéval (Mg(OH)2) analdg, azzal a kiilonbséggel, hogy a Mg?* ionok egy részének helyére AIP* ionok
épulnek be.

Elballitasukra tobb modszer is ismert az irodalomban. A koprecipitacios modszer esetén a beépitendd
anion oldataba csepegtetik a fémionoldatokat, majd lag lassi hozzaadasaval a megfeleld pH-ertéknél
kivalik az LDH, ahol a rétegek k6z¢é mar az oldatban 1év6 anion épiil be. Hasonlo elven alapszik az urea
hidrolizises modszer: ekkor a fémionok és az anion karbamidos oldatat hevitik, és a bomlastermékkent
képz6d6 ammonium- és karbonationok megteremtik az LDH képzddéséhez sziikséges bazikus pH-t.

Elektrokémiai és szol-gél atalakulason alapulé mddszerek is ismeretesek az irodalomban. A létrejott
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szerkezetek funkcionalizalasara az ioncserés mddszer széles korben alkalmazott: ilyenkor az LDH-t a
kivant aniont tartalmazé oldatban diszpergaljak, és megvarjak, mig az interlamellaris térben erdsebben
kot6dé anionok lecserélik a gyengébben kotédéeket. Ez a 1épés mar lehetévé teszi nagyobb molekulak
adszorpcidjat is.?*

Az LDH-k készitésekor elényds tulajdonsagaik mellett limitald tényezdk is fellépnek. Az M?*/M3*
aranynak — empirikus adatok alapjan — 2:1 és 4:1 kozott kell lennie, ugyanis barmelyik kation talzott
feleslege meggatolja az egyuttes csapadékképzést; fém-hidroxidok Iéven pedig kompozitjaik pH-stabilitasa
korlatozott, ugyanis 4-es pH alatt a kozeg mar kelléen savas ahhoz, hogy szerkezetiik sériiljon, vagy akar
fel is oldddjanak.?® Tovabbi limitacié is felléphet, ha az LDH részecskéi til nagy méretiiek, ugyanis
keletkezhetnek olyan zart interlamellaris terek, amelyekbe nem lehet bejuttatni a kivant aniont, vagy az
interkalacié gatolja hatdsanak kifejtésében. Az utdbbira megoldast jelenthet az LDH-k szabalyozott
fragmentacioja: néhany fém-hidroxid réteg egydittes levalasztasaval delaminalt LDH-t (dLDH) kapunk, mig
egyetlen fém-hidroxid réteg elkilonitésével exfolidlt LDH-hoz juthatunk. Ezek fajlagos fellete
tobbszordse a normal LDH-knak, az inerlamellaris térben valdo megko6tddés mellett nagyobb szerepet kap a
feluleti abszorpcid.

Tobb modszer is ismeretes az LDH-k delamindlasara. Hosszu szénlancl szerves molekulakkal
modositott LDH-k nemvizes kozegben képesek delaminaciora kedvez6 hatarfeliileti kdlesonhatasok miatt,
csakugy, mint a tenzidoldatokba helyezett LDH-k. Ultrahangos kezeléssel szintén elérhet6 ez a hatas, ekkor
a mechanikai hatasok miatt fellazulnak a szerkezetek, és szdmos fragmentum kiszakad az oldatfazisba.
Specifikus szerves olddszerek (pl. formamid) hasznalataval szintén elérhetd a delaminacio.

Az LDH nanokompozitok szamtalan agazatban felhasznalhaték. Adszorpcios képességiiknek
koszonhetden hozzédjarulhatnak a kornyezeti terhelés csokkentéséhez: képesek megkotni a szennyvizben
1évé toxikus fém-oxidokat (pl. szelén-, arzén- és krom-oxid), szerves szennyezéket (N,N-dimetilanilin,
fenolszarmazékok, organofoszfatok, polisztirén-szulfonat polimer), a 1égkorbol pedig a nitrézus gazokat és
a szalloport. A réteges kett6s hidroxidok katalizatorként is felhasznalhatok: akar ugy, mint hordozék, vagy
mint Onmagukban vett heterogén katalizatorok kiilonb6z6 szerves kémiai reakcidokban. A
mezdgazdasagban hasznalt novényvédo szerek feldisulnak a talajban és a felszin alatti vizekben: az LDH-
k hatasosnak bizonyultak ezek megkdotésere, raadasul ha ezeket a szereket adszorbealtak az LDH-ra, majd
igy juttattak a talajba, akkor fokozatosan szabadult fel a nanokompozitbol a szerves anyag. Ezzel
elkeriilhet6 a novényvédo szerek tulzott hasznalata, ugyanis mindig a kelld mennyiség lesz jelen a ndvény
kdrnyezetében. Ugyanezen alapon nyugszik az LDH nanokompozitok gydgyéaszati felhasznalasa. Peptidek,
antibiotikumok és egyéb gyogyszermolekuldk is jol adszorbedlodnak feluletikre, onnan egyenletes
sebességgel szabadulnak fel — ezzel dsszhangban csokken a molekulak toxicitasa. A vizben jol
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diszpergalédé LDH-n apolaris molekulakat adszorbeélva a sejtek belsejébe is bejuttathatjuk 6ket, igy azok
ott is kifejthetik hatasukat.?

Az LDH-k antioxidansok megkdtésére is alkalmasak: karnozin és GA, ellagsav, tannin, glutation és
mas molekularis antioxidansokat is adszorbedltak LDH feliletén, az antioxidans aktivitas elvesztése
nélkiil.#2"3° L DH-kompozitok, valamint egyéb hordozokon immobilizalt GA antioxidans aktivitasat
tartalmazza a 2. tablazat. Csakugy, mint az antioxidansok keverékeinél, az eredmények ebben az esetben

is nagyban fiiggnek az alkalmazott teszttdl, oldoszertdl és egyeb koriilményektol.

2. tAblazat: LDH-alapu kompozitok és GA-tartalmi kompozitok antioxidans aktivitasa DPPH- és rézredukalo
hatason alapul6 tesztekkel meghatarozva. A szazalékban megadott értékek az elbontott gyokok aranyat adjak

meg, a koncentracidban megadott értékek a kompozitok ECsg értékeit tiintetik fel.

Kompozit Teszt Antioxidans aktivitas
GA-LDH DPPH 93%72°
GA-LDH DPPH 83,9%°’
IONP@GA1 DPPH 2,7 mg/mL?*
IONP@GA2 DPPH 2,2 mg/mL?
IONP@GA3 DPPH 1 mg/mL?®
CG/PVA/AgNPs-0? DPPH, ABTS
CG/PVA/AgNPs-1 DPPH, ABTS
~ 80%%
CG/PVA/AgNPs-2 DPPH, ABTS
CG/PVA/AgNPs-3 DPPH, ABTS
LDH/Tannin/a DPPH ~0,2 uM?3°
LDH/Glutation/a DPPH ~ 500 uM3°
LDH/Glutation/c DPPH ~ 600 uM>°
Ellagsav/LDH DPPH, CuPRAC 87,3 uM?3!
Metanol-Ellagsav-LDH DPPH, CuPRAC 41,9 uM?!

Etanol- Ellagsav -LDH DPPH, CuPRAC 19,8 uM?!
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Aceton- Ellagsav -LDH DPPH, CuPRAC 21,7 uM3!

Acetonitril- Ellagsav -LDH DPPH, CuPRAC 16,1 pM>!

N,N-dimetilformamid-

31
Ellagsav-LDH DPPH, CuPRAC 30,1 uM

Noha a GA kitlin6 antioxidans aktivitassal rendelkezik in vitro kisérletekben, a sejtekben uralkodd
korilmények ronthatjak hatasat. Savas pH-n a GA lassan oxidalodik kinolinszarmazékka, ezzel
drasztikusan romlik a gyoksemlegesité hatasa. Erre megoldast jelent, ha nanokompozitot allitunk eld a
felnasznalasaval, ugyanis a szervetlen vazszerkezet részben megvédi a kornyezeti hatasoktdl.'°

Korabban sikeresen készitettek GA tartalmi LDH-t, melynek részletes karakterizaciojéat is elvégezték.
Az immobilizacié megnovekedett fotostabilitdst és gyakorlatilag valtozatlan antioxidans aktivitast
jelenség alkalmassa teszi a kompozitot bioldgiai felhasznalasra, mivel az LDH kell6en hosszu ideig képes
megvédeni az antioxidanst a kornyezeti hatasoktol, a lassu kioldodas pedig hozzajarul a hosszan tart6 hatés
kifejtéséhez. 1

A NADH-t mindeddig nem hasznaltdk fel nanoszerkezetekben, igy efféle alkalmazhatésaga is

ismeretlen volt.
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4. Célkitiizés

Kutatasunk soran célul tiiztiik ki antioxidans aktivitassal bir6 dLDH kompozitok eléallitasat, majd ezek
antioxidans aktivitdsanak széles kori feltérképezéset.

Ehhez els6ként két antioxidans teszttel (DPPH- és CUPRAC-teszt) szerettilk volna felmérni két
molekula, a GA és a NADH aktivitasat UV-Vis spektroszkopia segitségevel. A NADH atfogo vizsgalata
hianyos volt, igy kiemelt fontossagunak bizonyult reaktivitasanak feltérképezése. Ezt kovetden meg
akartuk vizsgalni kiilonboz6é aranyban vett keverékeik gyoksemlegesité hatasat is, hogy feltérképezziik
egymasra kifejtett hatasukat, majd meghatarozzuk azt az Osszetételt, melynél a legnagyobb javulés
tapasztalhatd a klon-kilon vett aktivitasokhoz képest.

A kutatdcsoport korabbi eredményeire tamaszkodva célunk volt Mg-Al dLDH diszperzidk elballitasa
egylittes lecsapas és ultrahangos kezelés segitségével. A keletkez6 részecskék fellletén terveztik
adszorbealni az antioxidansokat, el6szor kiilon-kiilon, majd a megéllapitott megfeleld arany szerint
egyuttesen. Elektroforetikus mobilitds-mérésekkel terveztilk kovetni a nanorészecskek fellileti toltését a
mért zéta-potencial révén, mig hidrodinamikai sugarukra, és ezaltal az aggregacio mértékére dinamikus
fenyszdorasmérésekbdl szerettiink volna kovetkeztetni. Az antioxidansok megkotodésének igazolasara UV-
Vis méréseket terveztiink a szlirt dLDH részecskék feliiluszojan.

Az antioxidansok rogzitése utan aktivitasukat a korabbiakhoz hasonlé madon terveztik vizsgélni. A
méréseket kovetden terveztilk aktivitasuk Osszehasonlitasat és a korabban definialt CI értékeke
megallapitasat is.

Osszefoglalva, célunk volt a GA és a NADH aktivitasanak feltérképezése, heterogenizalasa dLDH
részecskéken, majd az immobilizalas hatdsanak vizsgélata kiilonb6z6 antioxidansok tesztek segitségével.
Az antioxidansok rogzitésével olyan hatékony kompozit eldallitasat terveztiik, mely mind ipari mind orvos-

bioldgiai folyamatokban hasznos lehet a szabadgyokok koncnetracidjanak csokkentésére.
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5. Kiserleti rész
5.1. Delaminalt réteges kettds hidroxid (dLDH) eldallitasa

A dLDH nanorészecskék el6allitasahoz magnézium-nitrat (0,0225 mol/L) és aluminium-nitrat (0,075
mol/L) vizes oldatat hasznaltuk, melyhez 7 m/m%-o0s ammoniaoldatot csepegtettiink folyamatos kevertetés
mellett inert nitrogénatmoszféra alatt, majd ezt kovetéen tovabbi 5 percig kevertettik. A terméket 30 percig
ultrahangos k&dban kezeltuk (45 kHz-es frekvencian, 50 W teljesitménnyel). A kapott diszperziot 10 percig
centrifugaltuk 4200 rpm-es fordulatszamon, hdromszor mostuk desztillalt vizzel (4200 rpm, 10 perc), végl

5 perc centrifugalas utan a feltiliszdval dolgoztunk tovabb.®

5.2. Elektroforetikus— és dinamikus fényszorasméres

Az elektroforetikus mobilitas és hidrodinamiai sugar meréséhez egy Anton Paar Litesizer 500
fényszorasmérd miiszert hasznaltunk. A muszer 685 nanométeres hulldmhossza, 40 mW teljesitményii
lézernyalabot bocsat ki. A méréseket 25 C°-on végeztiink Un. backscatter-madban (175°-0s sz6rési szoggel).
Az elektroforetikus mobilitds-mérésekhez Q kiivettakat (Anton Paar) hasznéltunk, a hidrodinamikai sugar
méréséhez pedig egyszer hasznalatos miianyag kiivettakat (VWR International). A fényszorasmérd
modszerek relativ hibaja 10%.

Az elektroforetikus mobilitas mérésekor a diszperziék 10 mg/L koncentracidban tartalmaztak dLDH
részecskéket, valamint kiilonbozé koncentraciokban GA-t és NADH-t. A mintdkat éjszakéra allni hagytuk,
hogy megvalosulhasson a molekuldk teljes adszorpcidja a mérést megelézéen. Az oldatok emellett NaCl-t
tartalmaztak hattérelektrolitként 1 mM-os koncentracidoban. A zéta-potencial ({) meghatarozasahoz a

Smoluchowski-egyenletet hasznaltuk:

£€0¢
= 4
p=- (4)

ahol u az elektroforetikus mobilitas, € az oldoszer relativ permittivitasa, eo @ vakuum permittivitasa, » pedig
az oldoszer dinamikus viszkozitasa.>*

A hidrodinamikai sugar mérését kozvetlenil a dLDH és az antioxidansok 0Osszemeérése utan
valositottuk meg, ugyanis valos idében kovettilk a valtozasat. A mintdk 10 mg/L koncentracioban
tartalmaztak dLDH részecskéket valtozd antioxidans koncentraciok mellett. Dinamikus fényszdrasmérés
esetén a részecskék diffazios koefficiense (D) alapjan allapitottuk meg a részecskék hidrodinamikai sugarat

(Rn) az Einstein—Stokes-egyenlet segitségével:

kpT
Ry == )

_-6nnD

ahol kg a Boltzmann-allandd, T pedig a termodinamikai hdmérséklet.®
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5.3. Antioxidansok régzulésének igazolasa

Az antioxidansok dLDH feliiletén valo rogzilésenek igazolasara UV-VIS méréseket végeztink.
Ehhez felvettik a GA/NADH keverékek, illetve a kompozitok UV-VIS spektrumét 0,4 és 1,5 aranyok
esetén, majd a kompozitok diszperzigjat 100 nm podrusatméréji sziirével leszirtik és a feliiliszo
abszorbancidjat vizsgaltuk. A tesztekhez az antioxidans tesztek soran alkalmazott legmagasabb antioxidans

koncentréciok alkalmazasaval végeztik.

5.4. Antioxidans aktivitas meghatarozasa DPPH-teszttel

Az abszorbanciamérésekhez egy GENESYS 10S UV-Vis Spektrofotométert hasznaltunk. Az
antioxidansok gyoksemlegesitd hatasanak megallapitasahoz egy oldatban ideiglenesen eltarthato
nitrogéngyokot alkalmaztunk, a 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilt (DPPH).3® A DPPH szobahdmérsékleten
szilard anyag, etanolban mélylila szinnel oldodik, fényelnyelési maximuma 517 nm-en mérhet6. Fény
hatasara a gyok degradalodik, ezért az oldatokat a mérések elétt frissen készitettik. Reakcidja soran az
antioxidanssal reakcidba lépve redukalodik (4.A éabra), a redukélt forma oldatanak szine citromsarga, igy

fényelnyelésének valtozasa jol mérhet6 spektofotométerrel (4.B abra).

. H
N—N NO, + H,Antox —————— N—N NO, + [H,.jAntiox]

maximalis elnyelés: 517 nm

(A)

(B)

crer

balrol jobbra haladva nd.)

Az elegy 517 nm-en vizsgalt abszorbancidja a reakcio soran csokken, a mert érték 6sszefiiggesbe
hozhatdo a reakcid lejatszodasanak mértékével. Az oldatban maradt DPPH mennyisége (DPPH%)

megallapithato a reakcio lejatszodasat kovetden mért és a kezdeti abszorbancia hanyadosaként:
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DPPH% = (A%) 100 (6)

ahol A a reakciGelegy abszorbanciaja a reakcio leteltét kovetéen, Ag pedig a kezdeti, antioxidanst nem
tartalmaz6 DPPH-oldat abszorbancija. Megadhat6 az az antioxidans-mennyiség is, mely az oldatban 1év6
gyokok felét semlegesiti, melyet ECso-értéknek neveziink.

“ 7=/

= z=7

850 mg/L-es diszperziot készitettlink, melyben az adszorbedlt GA koncentracidja 25 uM volt, mig a
NADH-¢ 62,5 uM a 0,4-es és 16,7 uM az 1,5-0s arany esetén. A kompozitok esetén a kiivettdba az 1 mL
DPPH-oldathoz 360 uL 250 mM-o0s ecetsav-acetat puffert (pH = 6) adtunk, majd az antioxidansok vizes
oldataval kiegészitettilk 2 mL-re.

Ahhoz, hogy kiértékelhessiik az antioxidansok altal kifejtett egyittes aktivitast, kiszamoltuk a
DPPH-csokkenést (ADPPH%) a (7) egyenlet alapjan:

ADPPH(%) = DPPH(%)Antiox — DPPH(%) Antiox mix (7)

ahol a DPPH(%)antiox az adott antioxidans aktivitasa, DPPH(%)antiox mix pedig az antioxidansok
Az antioxidansok k6zott fellép6 kolcsonhatasok értékelésére a kombinacios indexiket (Cl) hasznaltuk
a (8) egyenlet alapjan.

_ ECsp(els6 antioxidans a keverékben) , ECsy(mésodik antioxidans a keverékben)

CI EC5(els6 antioxidans egyediil) EC5(masodik antioxidans egyediil)

(8)

dLDH-t tartalmaz6 rendszerekben a Cl-értékeket az ECys értékek alapjan szdmoltunk (az az
antioxidans koncentracio, mely a gyokok negyedét semlegesiti), mivel bizonyos kompozitok nem érték el
az 50%-os aktivitast. Az antioxidansok kozott fellépd hatas szinergikus, additiv vagy antagonikus, ha
szamitott kombinacios indexiik rende Cl < 1, Cl = 1 vagy Cl > 1.

A DPPH-teszt relativ hibaja 5%.

5.5. Rézredukal6 antioxidans kapacitas (CuUPRAC-teszt)

A kompozitok aktivitasanak igazoléasa végett az aktivitast CUPRAC teszttel is vizsgaltuk8 A reakcid
soran az antioxidansok a réz(I1)-ionokat réz(1)-ionokka redukaljak (5.A abra). A rézionoknak Gnmagukban
nincs jol mérheté abszorbanciaja, neokuproinnal alkotott komplexiik azonban szines, igy jol hasznalhatd

redoxallapotuk vizsgalatara. Mig a kiinduldsi komplex (Cu(ll)Nc2) szine halvanyzdld, a vizsgalt
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hullamhosszon abszorbanciaja alacsony, addig a redukcié soran képz6d6é Cu(I)Nc2 narancssarga szinti, az

oldat abszorbanciaja jelentdsen névekszik (5.B abra)

+ HjAntiox ——» +  [H,.qAntiox]-

(B)

5. abra— A: Cu(ll)Nc2 komplex antioxidans molekula hatasara torténd redukcioja.
B: A Cu(I)Nc (halvanyzdld) komplex oldatanak szinvaltozasa ndvekvd antioxiddns koncentracid esetén.

(Az antioxidans koncentracioja balrdl jobbra névekszik (0-50 uM GA).)

A teszt elvégzéséhez CuClz (0,01 M) és neokuproin (0,02 M) keverékét etanol-viz 4:1 arényu
keverékében feloldottuk, majd az oldat 250 uL-ét az antioxidansok oldataval és hozzéadott vizzel 6sszesen
2050 pL-re egészitettiik ki (a reakcidelegyben az antioxidansok koncentracioja a 0-50 uM tartomanyban
valtozott). A mért abszorbancia értékeket az antioxidansok koncentraciojanak fuggvényében abrazoltuk,
majd a pontokra egyenest illesztve azok meredekségét a trolox (mint referencia molekula) meredekségéhez

viszonyitottuk. gy megkaptuk a trolox ekvivalens antioxidans kapacitast (TEAC):

meredeksegantioxidﬁns

TEAC =

meredekség, o ©)
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6. Eredmények értékelése

6.1. GA és NADH antioxidans aktivitasa

Elséként a GA és a NADH antioxidans aktivitasat vizsgaltuk meg DPPH-teszttel. Az eredmények a
6.A abran lathatok, ahol a kezdeti antioxidans-koncentracio fiiggvényében abrézoltuk a megmaradt DPPH
mennyiségét. Az antioxidans koncentracidjanak novelésével csokkent a DPPH mennyisége. Az illesztett
fuggvenyek alapjan kiszamoltuk az antioxidansok ECsp értékeit: a GA esetén 6,0 uM, a NADH esetén 22,6
uM volt, melybdl nyilvanvalova valt, hogy a GA joval erélyesebb redukaldszer mint a NADH,

(A) B)

100+ 100 B NADH-hoz viszonyitott | 60
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20 — 20 A NADH+55MGA [~ 50
— 40
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= L 30
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6. abra — A: Az oldatban maradt DPPH mennyisége kiilonbdz6 antioxidans koncentraciok mellett. B: Az
oldatban maradt DPPH mennyisége valtoz6 NADH koncentracioi esetén (bal tengely), és ADPPH (%)
alland6 GA (5 uM) és valtozo NADH koncentracié esetén (jobb tengely, oszlopdiagramok).

VA

a DPPH mennyiségének csokkenését (bal tengely). Minél tobb NADH-t adtunk hozza, annal kevesebb
gyokds DPPH maradt az oldatban. Ha a (7) egyenlet alapjan kiszamoljuk, hogy az antioxidansok milyen
mértékben jarulnak hozza az egyiittes aktivitashoz, a ADPPH(%)-okat abrazolva értelmezhetjik azt (6.B
abra, jobb tengely, oszlopdiagramok).

Noha a legmagasabb antioxidans aktivitast 2 és 4 uM-os NADH koncentracio mellett kaptuk (els6 két
oszloppar, teljes antioxidans koncentraciok 7 és 9 uM), a keverék GA-hoz viszonyitott aktivitas-valtozasa
alacsony volt, 10 uM NADH koncentraciéo mellett a NADH aktivitdsdhoz viszonyitott DPPH-valtozas

megkozelitette az 50%-ot, valamint a GA-hoz viszonyitott értek is meghaladta a 10%-ot (ekkor 15 uM a
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teljes antioxidans koncentracid), igy a megfeleld ardny meghatdrozasdhoz a tovabbiakban 15 pM-0s
antioxidansok sajat, valamint a kiilonb6z6 aranyt keverékilk osszetételének fuggvényében abrézoltuk a
megmaradt DPPH mennyiségéet. A keverék minden koncentracidaranyban jobb aktivitast produkalt, mint
az azonos koncentracioju, de 6nmagukban vett antioxidansok, mely igéretes eredménynek bizonyult. A 0,4-
es aranyu GA-NADH keverék (GA/NADH/0,4) esetén a ADPPH(%) mindkét antioxidansra joforman
azonosnak adodott (7.B abra), tovabbi vizsgalatokra alkalmasnak talaltuk. Ahhoz, hogy egy tobbségében
GA-t tartalmazé keveréket is megvizsgéaljunk, az 1,5-es GA-NADH aranyt (GA/NADH/1,5) is
felhasznaltuk kés6bbi méréseinkhez: itt a NADH-hoz viszonyitott ADPPH(%) jelentdsen nétt, mig a GA-€
~20% volt.

NADH koncentracié (uM)

14 2 1
@ g 1 L ® -
100 u ® B NADH-hoz viszonyitott
B GA-hoz viszonyitott
30 - 80 —
S 60 S 60
- =
B o
= 40 3 40 -
L
20 — 20 —
||
0q1m GA e NADH A GA/NADH 0
| | |
1 13 14
GA koncentracié (UM)

I I I | | | | I
0 2 4 6 8 10 12 14
GA/NADH arany

7. abra— A: Az antioxidansok aktivitasai, valamint 15 pM-os keveréknél mért aktivitas kiilonb6z6
antioxidans-aranyok eseten. B: Az antioxidansok hozzajarulasa az egyuttes aktivitashoz kiilonb6z6

aranyu keverekeikben.

Megvizsgaltuk a GA/NADH/0,4 és a GA/NADH/1,5 gyoksemlegesité hatasat (8. &bra), majd
kiszamitottuk a keverékek ECso értékeit. A 0,4-es arany esetén ez 8,8 pM-nak adddott, mely jelentGsen eltér
az antioxidadnsok sajat értékeitdl. 0,4-es arany esetén az oldat 4,3 uM GA-t és 10,7 uM NADH-t
tartalmazott, mely azt jelentette, hogy mindkettd a sajat ECso ertékénél alacsonyabb koncentracioban
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(ECso,6a = 6,0 uM, ECsonapH = 22,6 uM) volt jelen a keverékben. Az 1,5-0s antioxidans arany esetén az
ECso érték 5,5 uM volt, mely alapjan lathatd, hogy a keverék a tiszta GA-nal is jobb redukal6 hatast valtott
ki. A Cl-értékek a fenti aranyokra rendre 0,70 és 0,65 voltak, melyek szinergizmusra utaltak, tehat az

antioxidansok mindkét arany esetén képesek voltak ndvelni egymas aktivitasat.

(A) GA koncentracio (M) B) GA koncentraci6é (UM)
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
| | ] | | | | ] | | | | | | | l
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( J
80 — 80 —
A
S 60 — £ 007
z 3
8 40 - A 40 o
20 — 20 —
o—® GA ® NADH A GA/NADH/0,4 o—/® GA ® NADH A GA/NADH/LS
I | | I | | | [ I |
1 - 7 10 13 16 1 2 3 4
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| | | I | | | | [ I |
2 6 10 14 18 22 2 4 6 8 10

Teljes antioxidans koncentracio (uM) Teljes antioxidans koncentracio (M)

8. abra — GA és NADH 0,4 aranyu (A) és 1,5 aranyu (B) keverékének antioxidans aktivitasa.

Ha kovetjik az irodalomban bevett modellt a szinergikus hatds megmagyarazasara, akkor esetiinkben
a GA-bOl képzddo gyokot az alacsonyabb redoxpotenciald NADH regeneralja, ezzel ismét felszabaditva
egy aktiv antioxidanst.3® Amennyiben helyes a modell, akkor a NADH oxidalt formaja (NAD) nem tud
szinergikus hatést kifejteni.

A NAD a piridingyliriis eltérésén kiviil strukturalisan azonos redukalt formajaval. A NAD a
kisérleteinkben nem rendelkezett antioxidans aktivitassal, valamint a GA-ra nem gyakorolt hatast (9. abra).
A GA-NAD 0,4-es ardnyu keverék ECsp értéke 20,9 uM volt, amiben 6,0 uM GA és 14,9 uM NAD volt
jelen. Mivel a GA ECxo értéke szintén 6 uM, ezért arra kovetkeztethetlink, hogy az aktivitasert a keverékben
is csak a GA volt felelds, a NAD jelenléte nem befolyasolta azt. A szinergizmus létrejottehez tehat sziikség

van a redukalt forma jelenlétére, mely részt tud venni az elektrontranszferben.
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9. &bra — GA, NAD, valamint keverékiik gyoksemlegesit6 hatasa.

6.2. GA és NADH immobilizalasa dLDH felletén

Az antioxidansok rogzitését dLDH fellletén elektroforetikus fényszordsméréssel kovettik. A
kompozit eldallitdsdhoz els6 1épésben a GA molekuldkat rogzitettik dLDH nanorészecskék feluletén
Alacsony GA dozisoknal a részecskék toltése nem valtozott szamottevéen (10.A abra), 10 és 50 mg/g-0s
koncentraciok kozott azonban a zéta-potencial jelent6sen csokkent, elérte a 0 mV-ot. Ennél a
koncentracional (20 mg/g) az adszorbealdédott GA molekulak ledrnyékoltdk a dLDH részecskék pozitiv
toltését, elértlik az izoelektromos pontot. A ddzis tovabbi ndvelésével a zéta-potencial el6jele megvaltozott,
a nanorészecskék negativ toltéstiek lettek, az adszorpcios telitési platé 200 mg/g GA doézisnal kezdédott. A
NADH adszorpcidja kisebb mértékben befolydsolta a részecskék toltését (10.B abra). Alacsony
koncentracioknal nem volt tapasztalhaté a dLDH zéta-potencidljanak szignifikans véltozéasa, a
nanorészecskék toltésének semlegesitddése is jelentdsen nagyobb (~1000 mg/g) koncentracidok esetén
kovetkezett be. Az adszorpcioban megfigyelheté jelentés kiilonbség oka a GA-ban megtalalhatd

karboxilcsoportnak kdszonhetd, mely jelentds affinitist mutat a dLDH feliiletéhez.*
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A részecskék zéta-potencidlja jo Osszefliggést mutat a kolloid rendszer stabilitdsdval. Nagy abszolut
értékben vett potencialértékek esetén a nanorészecskek kozott elektrosztatikus taszitas 1ép fel a bennuk

felhalmozott toltések kdvetkeztében. Az izoelektromos pont kbzelében a taszitas mértéke lecsdkken, és mar
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10. bra — A dLDH részecskék zéta-potencialja az alkalmazott GA-ddzis (A) és
NADH-dézis (B) flggvényeben.

nem tudjak kompenzalni a vonzo kélcsonhatasokat, mely a kolloid részecskék aggregacidjahoz vezet.

Alacsony GA koncentracioknal a nanorészecskék toltése nem valtozott, a diszperzid stabil volt, a

hidrodinamikai sugar nem valtozott idében (11.A abra).

Hidrodinamikai sugar (nm)
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11. 4bra — GA- (A) es NADH-tartalmu (B) dLDH kompozitok id6fliggd aggregacidja
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Magasabb GA koncentraciok esetén a hidrodinamikai sugar gyorsan nétt, a részecskék aggregalodtak.
A NADH hidrodinamikai sugarat megmerve azt tapasztaltuk, hogy jelent6sen nagyobb do6zisoknal
tapasztalhatd csak a nanorészecskék aggregéacioja (11.B abra).

A tovabbi mérésekhez 5 mg/g GA dozist valasztottunk, ekkora dozis mellett a diszperzi6 stabil volt
(12.A abra). Az 5 mg/g GA koncentracio mellé a 0,4 és 1,5 aranyoknak megfelel6en adszorbealtunk
NADH-t, mert ezeknél az aranyoknal tapasztaltunk kiemelkedd szinergizmust a szabad antioxidansok
esetén is. Ezek Osszetétele: 5 mg/g (0,29 uM) GA és 48 mg/g (0,72 uM) NADH a 0,4 arany esetén

(ALDH/GA/NADH/0,4), mig az 1,5 esetében 5 mg/g (0,29 uM) GA és 13 mg/g (0,19 uM) NADH
(dLDH/GA/NADH/L,5).
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12. 4bra — A: dLDH/GA, dLDH/GA/NADH/0,4 és dLDH/GA/NADH/1,5 kompozitok hidrodinamikai

sugaranak id6fiiggése. B: A mindkét antioxidanst tartalmazé kompozitok zéta-potencilja.

Az antioxidansok egyuttes adszorpcioja nem befolyésolta a hidrodinamikai sugar (12.A abra) és zéta-
potencial (12.B abra) értékeket, tehat a diszperziok stabilak maradtak az antioxidansok adszorpciodja utan
is. A késobbi antioxidans tesztekhez szlikséges 6sszehasonlitdsok miatt a GA-t és a NADH-t kilon-kilon
is rogzitettuk dLDH-k fellletén, 5 mg/g, illetve 50 mg/g ddzisban, a stabil diszperzibk megtartasa
érdekeben.

Az adszorpcio tovabbi bizonyitasara UV-Vis spektroszkopias méreseket vegeztink a keverékek és a
diszperzidk sziirleten is. A szabad antioxidansok 0,4 és 1,5 arany( keverékeinek, valamint sziirletiiknek

spektruma a 13.A abran lathato. A szilirés nem befolyasolta a keverékek UV-Vis spektrumaét, vagyis a GA
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¢és a NADH is képes volt atjutni a sziirén. A kompozitok UV-Vis spektrumai esetén megfigyelheté volt
(13.B abra), hogy sziirés nélkiill ugyanugy megjelentek az antioxidansokra jellemz6 csucsok a
spektrumokon, mint a keverékek esetén, azonban szlirés utan a sziirleteken végzett tesztek esetén mas
eredményeket kaptunk. Mivel a nanorészecskék nem képesek atjutni a sziird porusain, igy a szlirletek nem
tartalmaztak dLDH részecskéket, tehat sikeres adszorpcié esetén antioxidansokat sem. Mivel a sziirletek
esetén minimalis mértékben jelentek meg az antioxidansokra jellemzd elnyelési maximumok, igy
Kijelenthetjuk, hogy az adszorpcio sikeres volt, a GA és a NADH rogzilt a dLDH részecskék feliletén, igy

nem voltak képesek atjutni a szirén.
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1,0 — —— GA/NADH/0,4 - —— JdLDH/GA/NADH/1,5
....... Sziirt GA/NADH/0,4 Lo — ===== Szirt ILDH/GA/NADH/1,5
0.8 — : —— JdLDH/GA/NADH/0,4
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< 0’4 — <
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I [ I I [
250 300 350 400 450 250 300 350 400 450
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13. &bra — GA és NADH keverékének, valamint a keverék sziirletének UV-Vis spektruma (A) és a dLDH

diszperzio, a kiillonboz6 aranyu kompozitok, valamint sziirleteik UV-Vis spektruma (B).

6.3. ALDH/GA/NADH kompozitok gyoksemlegesité antioxidans aktivitasa

Kezdetben a korabban ismertetett modon, DPPH-teszt segitségével szerettiink volna meggy6z6dni a
kompozitok antioxidans aktivitasarol. Ehhez elobb meg kellett bizonyosodnunk arrél, hogy a dLDH nem
jarul hozza a gyok semlegesitéséhez, és sajat abszorbanciaja nem zavarja a kiértékelést. A 14. abra jol

szemlélteti, hogy egyik tényez6 sem all fenn.
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14. dbra — A dLDH fényelnyelése, valamint a DPPH-dLDH keverék abszorbancija.

Ezt kdvetden a korabban emlitett médon megkezdtiik a kompozitok tesztelését DPPH-teszttel. A kapott

spektrum azonban jelentGsen eltért a korabban tapasztaltaktol (15. abra): az 517 nm-es cslucs csokkenése

helyett 420 nm-en 1j cstcs jelent meg. Ez a bazikus kozegben keletkez6 DPPH™ ionok jelenlétének

kdvetkezménye, mely a redukalédott DPPH-boI keletkezik deprotonalodéssal. Az Alkalmazott modszerek

fejezetben emlitett modon a tovabbi kisérletekben acetatpuffer (pH = 6) segitségével kizartuk a DPPH"

képzoédését. !
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15. &bra — Az antioxidansokon végzett mérések korabbi tendenciaja (A), és a kompozitok antioxidans

aktivitasanak vizsgalatakor megjelend 0j cstics (B).
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A kompozitok aktivitasanak vizsgalata el6tt azonban azt is meg kellett vizsgalnunk, hogy ez a
modositott pH hogyan befolyasolja az antioxidansok aktivitasat, igy ismét elvégeztilk a DPPH-teszteket
acetatpuffer jelenlétében. A GA esetén nem tapasztaltunk szignifikans kulonbséget, a NADH esetén
ugyanakkor szamottevéen emelkedett annak ECso értéke, mely a keverékiik aktivitasat is kedvezdtleniil
befolyasolta (16. abra). A GA/NADH/1,5 kisebb mértékben romlott, mint a GA/NADH/0,4, vélhet6leg az
alacsonyabb NADH koncentracidja miatt. A keverékek Cl-értékei is megvaltoztak, 0,4 arany esetén 0,92,

mig az 1,5 arany esetén 0,75-re emelkedett. A Cl-értékek valtozasa a szinergikus hatas csokkenését jelezte,

azonban tovabbra is megfigyelhetd hatdsa a rendszerekben.
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16. &bra — Az antioxidansok, illetve 0,4 aranyu (A) és 1,5 aranyu (B) keverékiik gyoksemlegesité hatasa
6-0s pH-n.

A dLDH fellletén kulon-kilon adszorbeélt GA és NADH antioxidans aktivitasa 6-0s pH-n jelentésen
csokkent, olyan mértékben, hogy nagy koncentraciok esetén sem tudtdk semlegesiteni a szabadgydkok
felét, igy ECso-értéket sem lehetett hozzajuk rendelni. A 17. abra széles koncentracidtartomanyban vett
kompozit diszperziok aktivitasat mutatja, melyen lathato, hogy a gyoksemlegesité hatas egy id6 utan

allandédsult, az oldatban maradt DPPH mennyisége nem csdkkent tovabb.
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17. &bra — Immobilizalt antioxidansok koncentraciofiiggd gyoksemlegesit6 hatasa.
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NADH koncentracio (M)

Ezzel ellentétben az egylittesen adszorbealt antioxidansok aktivitasa jelentésen emelkedett individualis

hatasukhoz képest (18. abra); 13,4 és 11,4 pM-0s ECso-értéket eredményezve a 0,4 és 1,5 aranyok esetében.
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18. &bra — dLDH-n rogzitett antioxidansok és 0,4 aranyu (A), illetve 1,5 aranyu (B) keverékik

gyoksemlegesitd hatasa immobilizacio utan (pH = 6).



Egyiittes immobilizalds hatasara tehat szamottevd antioxidans aktivitast sikeriil elérni, mig a kiilon-
kiilon rogzitett antioxidansok aktivitasa jelentésen lecsokkent. A 6-0s pH-n mért antioxidans keverékek
aktivitasahoz képest kissé emelkedtek az ECso-ertékek de hatasuk még mindig szignifikdns maradt.

A Cl-értékek meghatarozasadhoz az ECas-ertékeket hasznaltuk, mivel a kilon-kilon adszorbealt
antioxidansok egyik esetben sem érték el az 50%-0s hatast. A dALDH/GA/NADH/0,4 esetén a rendszer Cl-
értéke 0,74, tehat ebben az esetben is szinergizmus volt megifgyelhetd az antioxidansok kozott, mig 1,5-0s
aranynal ettdl eltéré eredményt figyeltiink meg. Ebben az esetben a CI 1-nél nagyobb értéket, 1,49-et
eredményezett, mely a két molekula kozott fellépd antagonizmusra utal. Ugyanakkor meg kell emliteniink,
hogy magasabb koncentréacioknal a ALDH/GA/NADH/1,5 rendszer képes volt semlegesiteni a gydkok tobb,
mint felét, elérte az 50%-0s hatast, melyre a kilon-kulon rogzitett antioxidansok nem voltak képesek. Ebb6l
arra kdvetkeztethetiink, hogy magasabb koncentracidk esetén, melyeknél a ALDH/GA/NADH/1,5 rendszer

eléri az ECsg értéket, érvényesiilhet a molekulak kozott fellépd szinergizmus.

6.4. Az antioxidansok és kompozitjaik antioxidans aktivitasa (CUPRAC-teszt)

Az antioxidansok teljeskorti vizsgalata érdekében a CuPRAC-tesztet is elvégeztik (19. abra).

(4) GA koncentricié (M) ®) GA koncentricié (M)
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
| | | | | 1 l | ! |

L3 m GA @ NADH A GA/NADI/0,4 1.5 D0 dDH/GA © dLDH/NADH

A dLDH/GA/NADIV/0,4

Abszorbancia
Abszorbancia

0,0 -
[ I [ I [ I
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
NADH koncentracid (uM) NADH koncentracid (UM)
I | | | | ! | | | ! | | | | I |
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
Teljes antioxidans koncentracio (M) Teljes antioxidans koncentracio (M)

19. abra — A: GA, NADH és ezek 0,4 aranyu keverékeinek antioxidans aktivitasa 6-os pH-n.

B: dLDH-n rogzitett GA, NADH és ezek 0,4 arany( keverékeinek antioxidans aktivitasa 6-os pH-n.
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A GA a CuPRAC-teszt eredményei alapjan is er6sebb antioxidansnak bizonyult, mint a NADH. A
CUPRAC-teszt esetén az antioxidansok 0,4 aranyu keveréke nem eredményezett szinergikus hatast,
ugyanakkor még igy is szamottevd mértékben volt képes rézionok redukcidjara. Immobilizalas hatésara
hasonld dolgot eszleltink, mint a DPPH-teszt esetén: a dLDH feliletére kulon-kilon adszorbealt
antioxidansok aktivitasa jocskan elmaradt a szabad formatdl, azonban egydttes immobilizalas hatasara a
gyoksemlegesitd hatas ismét megkozelitette a keverékben mérhet6 aktivitast (19.B abra).

A tesztet elvégeztiik az 1,5 ardnyl keverékre és kompozitra is, melynek eredményei a 20. abran
lathatok. Ebben az esetben is hasonlo jelenséget tapasztaltunk, mint a 0,4 arany( keverék esetén.
Oldatfazisban a keverék nem mutatott szinergizmust, mig a dLDH feluletén rdgzitett antioxidansok

nagyobb aktivitassal birtak, mint a killén-kalon rogzitett formak.

(A) GA koncentracié (M) B) GA koncentracio (uM)
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
| | ] I I I | | | |
12m GA @ NADH A GA/NADH/L,S .09 o dLDI/GA  © dLDH/NADH
A dLDH/GA/NADH/1,5

1,0 — 0.8

0,8 —
5 S 0,6 —
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0,2 — &
0,0 — 0,0 —
I I I | I I [ I [ [ I I | [
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NADH koncentracio (M) NADH koncentracio (uM)
I I [ [ I | [ I | [
5 11 17 23 29 5 11 17 23 29
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20. &bra— A: GA, NADH és ezek 1,5 aranyu keverékeinek antioxidans aktivitasa 6-os pH-n.

B: dLDH-n rogzitett GA, NADH és ezek 1,5 arany( keverékeinek antioxidans aktivitasa 6-os pH-n.

Osszehasonlitva a két arany esetén kapott értékeket (21. abra) lathatd, hogy mindkét esetben
alacsonyabb aktivitds volt mérhetd, mint a szabad GA esetén, azonban fontos megjegyezniink, hogy a
heterogenizalds soran az antioxidansok egyiittes rogzitése jelentds aktivitds novekedést eredményezett a

kilon-kulén rogzitett antioxidansokhoz képest.
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21. abra — A vizsgalt antioxidansok és kompozitjaik TEAC-értékei.

A DPPH-teszttel egyutt ez bizonyitja, hogy a GA és a NADH egyiittes adszorpcidja soran az
antioxidans aktivitdas megmarad, szemben kil6n-kulon rdgzitett kompozitjaikkal (3. tablazat). A
kompozitok szdmottevd antioxidans aktivitas kifejtésére képesek, melyek tovabbi kutatasi lehetdségeket

rejtenek magukban.

3. tblazat — A vizsgalt rendszerek ECso- és TEAC-értékei. N.A.: nincs adat.

Minta ECso (uM) ECso (pH=6) (1M) TEAC
GA 6,0 5.8 3,40
NADH 22,6 56,4 0,39
GA/NADH/0,4 8,8 14,8 1,49
GA/NADH/1,5 55 6,7 1,99
dLDH/GA N.A. N.A. 0,49
dLDH/NADH N.A. N.A. 0,51
dLDH/GA/NADH/0,4 N.A. 13,4 1,43

dLDH/GA/NADH/1,5 N.A. 11,4 1,37
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7. Osszefoglalas

Két természetes antioxidans, a GA és a NADH redukal6 hatasanak széleskori vizsgalatat végeztiik el.
A GA egy er6s antioxidans aktivitassal rendelkez6 fenolsav, a fontos bioldgiai kofaktor NADH antioxidans
aktivitasa pedig kordbban nem volt kelléen feltérképezve, valamint nanokompozitjait sem vizsgaltak.
Megvizsgaltuk, és alatamasztottuk a NADH képességét a direkt antioxidans aktivitas kifejtésére.
Keverékiik ugyanakkor jobb hatast eredményezett, mint az egyes antioxidansok aktivitasanak 6sszege, azaz
szinergizmus lépett fel kozottik — ezt a szamitott Cl-értékek is alatdmasztottdk. A molekuléris
antioxidansokat kilon-kulon sikeresen adszorbealtuk dLDH részecskék feluletén, majd fényszoréson
alapulé mérésekkel meghataroztuk optimalis adszorbedlandd koncentracidjukat és aranyukat. Két
kiilonb6z6 aranyt felhasznalva immobilizaltuk az antioxidansokat, melynek sikerességét UV-VIS
mérésekkel is alatamasztottunk. A kompozitok aktivitadsat dsszehasonlitottuk az oldatfazisban 1évé
antioxidansok és keverékik aktivitdsaval. Mig az individualisan adszorbealt antioxidansoknak jelent6sen
csokkent az aktivitasa, addig az egyttes adszorpcid szignifikans javulast eredményezett. A kdlcsdénhatasok
jellegét a DPPH-teszt mellett CUPRAC-teszttel is igazoltuk, mely soran hasonl6 tendenciakat figyeltiink
meg; a GA és a NADH kozott szinergizmus Iépett fel. Az altalunk eléallitott kompozit jobb aktivitassal
rendelkezett szamos més GA tartam( kompozithoz képest.

A NADH-val kombinalt GA kiemelked6 szinergikus gyoksemlegesité hatdsa igéretes és ujszerli
eredmény. Ezen antioxidansok egyittes adszorpcidjaval létrehozhaték olyan redukalé hatasu
nanokompozitok, melyek kolloid tulajdonsidgaik megdrzése mellett hatékonynak bizonyulnak a

szabadgyokok semlegesitésében mind gydgyaszati, mind ipari felhasznalasokban.
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