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2. IRODALMI OSSZEFOGLALAS

2.1. Természetes antioxidansok

Az ¢l0 szervezetben €s kornyezetében mindig megtaldlhatok nagy reakcidokészségli
molekuldk ¢és ionok, ezek legjelentdsebb csoportjat alkotjadk a reaktiv oxigén szdrmazékok
(ROS). AROS (pl.: hidrogén-peroxid (H203), szuperoxid gyokanion (O2"), hidroxilgyok (‘OH),
stb.) erds oxidaldszerek, azonban kis mennyiségben tobb képviseldjiik is fontos szerepet tolt be
alapvetd jelatviteli folyamatokban és a sejtek homeosztazisanak fenntartasaban is.! Az é16
szervezetek szamos folyamat, példaul az oxidativ foszforilacié soran termelnek ROS-t,> a
lebontasukért pedig molekularis (pl.: glutation, E-vitamin, stb.) €s enzimatikus (pl. katalaz
(CAT), torma peroxidaz (HRP), szuperoxid dizmutdz (SOD), stb.) antioxidansok halozata
felel> A SOD kiemelkedden hatékonyan katalizalja a szuperoxidion boml4sat, molekularis
oxigént és hidrogén-peroxidot eredményezve. A CAT enzim katalizalja a H,O, diszproporciojat
vizre €s molekularis oxigénre, mig szdmos peroxidaz és peroxiredoxin enzim lehetdvé teszi a

H,0 reakciéjat oxidalhatd szubsztratokkal, ezzel korldtozva a ROS szintjét.*

he,
“essz z" N
/ & % o
]:[ H:H D> o_pb \\§ % Parkinson-koér Asztma
/ H] @ RO- g&a g Cukorbetegség
1]
DNS sériilése °§§\- OH £ Rak Oregedés
) Q'
Alkoholfogyasztas ‘g,s o \‘\'@ 2 Sziv-és érrendszeri megbetegedések
. . Q ©
Dohényzas ~Légszennyezés ; 2 §i‘|202
Rovarirté szerek o \\\\ .
Elhizas Ipari vegyszerek g” %‘;} &8”.
N, 4
Nagy energiaju sugarzas ?% 'o"b& Lipidperoxidacio Fehérje oxidacio
e/7ozzé'!'a“)\

1. abra: A ROS felhalmozodasat elésegitd hatasok, a szervezet biomolekuldit karosito mechanizmusok
és az oxidativ stresszhez kétheté betegségek osszefoglaldsa.

Ezt az egyensulyt felborithatjak kiilsd hatasok — mint példaul kdrnyezetszennyezés,
nagy energidji elektromagneses sugarzas €s dohanyzds — amelyek megndvelik a ROS
koncentraciojat (1. abra).> A felhalmozodott ROS képesek tobbek kozott lipideket, fehérjéket
és a DNS-t karos mértékben oxidalni, amely oxidativ stresszt eredményez°® ez pedig szdmos

sulyos betegséghez kothetd (pl.: cukorbetegség, rdk, sziv- és érrendszeri betegségek,

Alzheimer-kor, stb.).?



Az orvosbioldgiai jelentéség mellett a ROS mennyiségének korlatozésa kiemelt

7 8 9

fontossadgl tobbek kozott a kozmetikai-,” élelmiszer-° €s csomagoloiparban,” azonban a
természetes antioxidansok alkalmazasat komoly hatranyok is jellemzik ezeken a teriileteken. A
kizarolag molekuldris antioxidansok altal elért reakciosebességek rendszerint tobb
nagysagrenddel elmaradnak az enzimkatalizis eredményeit8l,’ tovdbba az enzimek
katalizatorként egymast kdvetden tobb szubsztratmolekula atalakitasaban is képesek szerepet
jatszani. Az enzimatikus antioxidansok kinyerése, tisztitasa és tarolasa azonban koltséges €s
bonyolult,!® kdrnyezetiik kis eltérései az optimalis paraméterektdl (pl.: pH, hémérséklet,
ionerdsség, inhibitorok jelenléte, stb.) pedig aktivitasuk csokkenéséhez, vagy akar
elvesztéséhez vezethetnek.!! Tovabbi hatranyuk, hogy kinyerésiik szdmos esetben
génmodositott élolényekbdl torténik, ezt a folyamatot azonban a nemzetkdzi hatdsagok egyre
szigorubban szabalyozzak. Széleskori igény meriilt tehat fel az enzimek helyettesitésére

tudomanyos, ipari €s orvosbioldgiai célokra egyarant.
2.2. Nanozyme-ok

Természetes enzimek alternativai lehetnek nanozyme-ok,'? amelyek enzimek
mitkodését utdnzo nanoanyagok. Az utobbi évtized {0 kutatasi irdnyvonalat az 6Gnmagukban is
katalitikus, enzimszerti aktivitdssal rendelkezd, jellemzden szervetlen nanorészecskék
képezték."> Kémiai és szerkezeti valtozatossaguk szamottevd, képviseldik kozé tartoznak
tobbek kozott fém nanorészecskék (pl.: arany, eziist, platina, stb.), fém-oxidok (pl.: Mn3Os4,
CeOa, Fe;0q, stb.) és fémorganikus vazszerkezetek is.!*!> A természetes enzimekhez képest a
nanozyme-ok szdmos elénnyel rendelkeznek, ezek kozé tartozik jellemzden egyszerti, olcso €s
méretndvelhetd eldallitasuk,'® kdrnyezetiik koriilményeivel szemben (pl.: pH, hdmérséklet,
stb.) tanGsitott nagyobb ellenalloképességiik!” és finomhangolhatd fizikai-kémiai

tulajdonsagaik is.'®

Biokompatibilitasuk rendszerint szamottevd, igy lehetséges ipari
felhasznalasuk mellett terdpias alkalmazasukban is komoly potencial rejlik, valamint az orvosi
képalkotas teriiletén is kiemelkedden igéretes anyagokként tarthatok szamon.!® Szubsztratok
széles skalajanak érzékeny és szelektiv detektaldsara képesek,”’ az igy fejlesztett szenzorok
pedig enzimeket felhasznald tesztek jelentdsen olcsobb és egyszeriibben kezelhetd alternativai

lehetnek.?!

Munkénk soran CeO; nanorészecskékre (CeNPs) fokuszaltunk. Ez a nanozyme egyike
a legkorabban felfedezetteknek, 2007-ben keriilt igazolasra SOD-szer(i aktivitisa.?> Az ezt
kovetd években intenziv tudomanyos munka bizonyitotta a CeNPs katalaz, peroxiddz, oxidaz

és foszfataz enzimeket utdnzé hatésat is.>> A CeNPs és szamos modositott, CeNPs-en alapuld



nanozyme>*?°

igéretes multifunkciondlis nanoanyagnak mutatkozik tobbek kozott az
antioxidans terdpia,”® a szenzorok?’ és az elektrokatalizis®® teriiletén. A CeNPs elé4llitasa,
szerkezeti jellemzése ¢€s lehetséges felhasznalasainak feltdrasa szamos publikacid targyat
képezte a kdzelmultban, viszont kolloidkémiai tulajdonsagait leird adatok (pl.: feliileti toltés,
hidrodinamikai méret, stb.) ritkan allnak rendelkezésre. A nanozyme-ok felhasznalasa a legtobb
esetben folyadék kozegben torténik, ezaltal diszperziostabilitasuk rendkiviil fontos

paraméternek szamit, ennek ellenére kolloidkémiai jellemzésiik a legtobb szakcikkben hianyos.
2.3. Kolloid rendszerek stabilitasa

Molekuldkhoz hasonléan kolloid részecskék kozott is létrejonnek elektrosztatikus
vonzason alapuld kolcsonhatasok, amelyek jellege fiigg a feliiletek polaritdsatol.?’ A dipdlus-
dipolus (Keesom) kolcsonhatds permanens dipolusok molekuldris szintli elektrosztatikus
vonzasat jellemzi. A dipdlus-indukalt dipolus (Debye) koélcsonhatas soran egy permanens
dipolus torzitja egy apolaris részecske elektronfelhdjét, ezzel lehetové téve elektrosztatikus
vonzoerd kialakuldsat. A pillanatnyi dipolus-indukalt dipdlus (London) vagy diszperzios
kolcsonhatads kialakuldsaért az elektronfelhd eloszlasdnak pillanatnyi, véletlenszert
egyenltlensége felelds. Az igy atmenetileg kialakuldé dipolus a Debye kolcsonhatashoz
hasonloan képes dipolust indukalni, ezzel egy vonzd kdlcsonhatds alakul ki. E harom
kolcsonhatést egyiittesen van der Waals kdlcsonhatasoknak nevezziik. K6zos jellemzéjiik, hogy
foként vonzd erdket alakitanak ki és nagysdguk forditottan ardnyos a kolcsonhatasba 1&pd
feliiletek tévolsaganak hatodik hatvanyaval, igy a tdvolsag csokkenésével jelentdségiik
drasztikusan megnovekszik.

Stabil kolloid rendszerek 1étezéséhez sziikség van taszitd erdk jelenlétére is, amelyek
taszitast a kolloid részecskék feliileti toltése teszi lehetdvé, ennek kialakuldsa pedig tobbek
kozott feliileti funkcids csoportok protondlodasahoz, deprotonaléddsdhoz, valamint ionok
specifikus adszorpcidjahoz, illetve oldddasiahoz kothetd.® A feliileti toltés kialakit egy

elektromos kettdsréteget, amelyet tobb modell segitségével is jellemezhetiink.>!



Stern  Hasadasi

“Felplet 1 Fellet “Felplet réteg sik
W — T - w = diffiz réteg —»
0 0 0 @
, Q  y, ® @
_|® z = © 6 o
3- H 3 O —
< = > ¢ ©) @
T S 2 ) A ® |3
Q : N ° (H) 3
3 ‘ 3 = © @2
g g 3 () ® oL
@ o e
® v P oD ey
o) @ w
©
Tavolsag

2. abra: A szilard-folyadék hatarfeliilet sematikus leirasa a Helmholtz modell (a), a Gouy-Chapman
modell (b) és a Stern-modell (c) alapjan. Az abran negativ téltésii feliilet szerepel, igy itt a pozitiv
toltesii ellenionok alakitjak ki a feliiletre adszorbeadlodott réteget a Helmholtz és Stern modellben. A (c)
abran Vs a Stern rétegnél mérhetd potencial, { pedig a hasaddasi sikndl mérhetd zéta potencidl.

A Helmholz modellben (2(a). abra) a feliileti toltés eldjelével ellentétes toltésti ionok
(ellenionok) erdsen kotddnek a feliilethez és egy egyenletes réteget képeznek attol adott
tavolsagra, mig a potencial linearisan csokken. A Gouy-Chapman modell (2(b). abra) difftaznak
tekinti az ionok altal alkotott réteget, amelyben a potencidl a feliilettél valo tavolsag
fiiggvényében exponencialisan csokken. A Stern modell (2(c). abra) 6tvozi az el6z6 két modell
elemeit, azaz az ellenionok egy adszorbealddott rétege (Stern réteg) mellett diffiz réteget is
szamitasba vesz. Ez a modell definidlja tovabba a hasadasi sikot, amely hatarolja a részecskével
a Brown-mozgas soran egyiitt mozg6 folyadékot. A hasadasi siknal mérhetd potencial a zéta

potencial ({). A fenti meghatarozo modelleknek tobb kiegészitése is ismert.>?

Kolloid rendszerek stabilitasat jellemzi a fenti két tipust kdlcsonhatast figyelembe véve
a széles korben alkalmazott Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO) elmélet.** A 3.
abra két hasonlo, toltott feliileti nanorészecske kolcsonhatasat irja le sematikusan a tavolsaguk

fliggvényében.’!
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3. dbra: A DLVO elmélet alapjan leirt potencialis energia két hasonlo, feliileti téltéssel rendelkezd
kolloid részecske tavolsaganak fiiggvenyében. Az energiaprofil megalkotdsa sordn figyelembe vett
kélcsonhatasok a van der Waals vonzoerdk és az elektromos kettosrétegek kozotti elektrosztatikus
taszitas. A pontozott vonal az atomok elektronfelhdi kozotti taszitast jelzi, amely csak nagyon kis
tavolsagban jelentés, és a DLVO elmélet nem tartalmazza.

A részecskék nagy tavolsaga esetén egy gyenge, vonzo er6hatds érvényesiil, amely a
masodlagos minimum helyén a legjelentdsebb. A részecskék tavolsdganak tovabbi csokkenését
azonban az elektromos kettOsrétegek kozotti erds taszité kolcsonhatasok akadalyozzak. Ha a
részecskék ezt az energiagatat meghalado kinetikus energiaval rendelkeznek, képesek elérni az
elsddleges minimumot, ahol a van der Waals er0k biztositjadk az Oket Osszetartd vonzod
kolcsonhatést. A nagyon kis tavolsagban 1évo részecskék potencidlis energidjat leird pontozott
vonal jelzi, hogy a részecskék nem keriilhetnek tetszdlegesen kozel egymashoz az atomok

elektronfelhdinek taszitasa miatt, ezzel az er6hatassal azonban a DLVO elmélet nem szamol. >

A részecskek kis tdvolsaganal tapasztalt elsddleges energiaminimum megmutatja, hogy
az aggregacio folyamata termodinamikailag kedvezd, igy a kolloid rendszer kinetikai
stabilizalasara, azaz az energiagat maximalizalasara kell torekedniink, ha a célunk stabilis
kolloid rendszer eldallitdsa. A taszitd kolcsonhatdsok elektrosztatikus eredetiiek, igy az
energiagat nagysaga elsOsorban a részecskek feliileti toltésetdl fligg: nagy feliileti toltésii
részecskék esetén erds taszitd kdlcsonhatasok és stabil diszperzid varhato, kis feliileti toltést
részecskék kozott azonban gyenge taszitoerdk hatnak, igy ezekre a rendszerekre gyors
aggregacid jellemzd. Az ionerdsség novekedése a feliileti toltés arnyékolasan keresztiil

beszlikiti az elektromos kettOsréteget, ezzel csokkenti annak taszitdé hatasat, igy kis

ionerdsségnél lasst, nagy ionerdsségnél pedig gyors aggregaciot tapasztalunk. A lassu €s gyors



aggregacids tartomanyt elvalasztd soOkoncentraciot kritikus koagulaltaté koncentracidonak

(CCC) nevezziik.

A nanozyme-ok vizben diszpergalva kolloid rendszert képeznek. Enzimutanzé hatasuk
mechanizmusénak  legfontosabb  Iépései  rendszerint a  feliletiikon  lejatszodo
redoxifolyamatok,*® igy a részecskék kis méretébdl eredé nagy fajlagos feliilete szamottevd
elonyt jelent. Alkalmazhatdsaguk szempontjabdl tehat kulcsfontossagli a nanozyme részecskék

kozott fellépd er6hatasok megismerése €s hangolasa, valamint kolloidstabilitasuk biztositasa.
2.4. lonspecifikus hatasok

Az oldott elektrolitok kémiai mindségének hatasat a klasszikus DLVO elmélet nem irja
le, mivel kémiailag inert, pontszer( toltésekként tekint az egyértékii oldott ionokra. Ezen ionok
viselkedésében mutatkozo kiilonbségek azonban jelentdsek, igy feltérképezésiikre komoly
erofeszitések iranyulnak. Az elsé kisérleti megfigyelés 1888-ban megallapitotta, hogy a
kiilonféle elektrolitalkotd ionok sorba rendezhetdk fehérjék kicsapddéasara gyakorolt hatasuk
alapjan.’” Mar ekkor felallitasra keriilt az azéta is kiemelt tudomanyos érdeklédéssel dvezett és

tobbszor kiegészitett Hofmeister-sorozat.>®

H,POs <F <CI <Br <NO; <I <ClOy <SCN~
N(CH3)s* < NH4" < Cs" < Rb* < K" <Na* < Li*

A sorozattal elsdsorban az egyértékii ionok viszonyat értelmezziik, mivel a tobbértékii
ionok jellemzéséhez — kiilondsen a részecskeaggregaciod €s kolloidstabilitas leirdsa esetében —

a Schulze-Hardy szabaly hasznalata sziikséges.’

Negativ feliileti toltésti részecskék
diszperzidja stabilabb a fenti sorozat jobb oldalan helyet foglaldo ionok jelenlétében, igy
jellemzden balrél jobbra novekvé CCC értékek mérhetdk. Ezt a jelenséget direkt Hofmeister-
sorozatnak nevezziik. Pozitiv feliileti toltésii részecskék esetén azonban az indirekt Hofmeister-
sorozat érvényesiil: a fenti sorban jobbra haladva az ionok destabilizal6 hatasa egyre erésebb,
igy a CCC értékek ebben az iranyban csdkkennek.*® Az ionok Hofmeister-sorozatban elfoglalt
helye utal a méretiikre €és hidratacidjukra is: nagy méretli, gyengén hidratalt ionok az anionok
soraban jobb oldalon talalhaték (pl.: I, SCN7, stb.), mig a kationok kozott bal oldalon
szerepelnek (pl.: Cs*, N(CH3)4", stb.). Ezek az ionok jol adszorbealodnak hidrofob, gyengén
hidratalt feliileteken, igy az ellentétes feliileti toltést mar kis koncentracioban jelentdsen
csokkentik, az azonos feliileti toltést azonban ndvelik.*! Ez kvalitativ magyarazatot ad a CCC

értékek fent részletezett sorrendjére, valamint alatdmasztja a hidrofil feliiletek esetén tapasztalt

forditott Hofmeister-sorozatot.* Az ionok mindségének hatdsa a kolloidkémiai



tulajdonsagokon kiviil szdmos teriileten kulcsfontossdgi. Ezek kozé tartozik hidrogélek
szintézise €s mechanikai tulajdonsagainak optimalizalasa, akkumulatortechnologia fejlesztése,

valamint gy6gyszerhatéanyag-szallitd nanoszerkezetek finomhangolasa.’®
2.5. Nanorészecskék funkcionalizalasa polielektrolitokkal

Az ionos vagy ionizalhato funkciés csoportokkal rendelkezd polimereket
polielektrolitoknak nevezziik.** Az ionizacid kovetkeztében a polimerlancok elektromos
toltéssel rendelkeznek, igy képesek ellentétes toltést feliiletekre adszorbealodni, ezzel akar
megvaltoztatva a feliileti toltés eldjelét és nagysdgat. Ez az adszorpcid kihasznalhato
nanorészecskék  funkcionalizdlasara, amely képes szamottevben megndvelni a
kolloidstabilitast,** illetve nagy feliileti toltést biztositani a sokoncentracié valtoztatisa mellett
is.*> Munkéank soran a heparin (HEP) és a metil-glikol-kitozdn (MGC) polielektrolitokat
alkalmaztuk, amelyek kordbban sikerrel stabilizaltak kolloid rendszereket,***” azonban

nanozyme részecskékre még nem alkalmaztak dket.

_ . [ oH ]
0SO; OH H
o) o) o) o) o)
COO~ COO~ y
OH O—\oH 0=\ oH O—\oH T 00
OH
0S0; HN_ OH HN_
SO; SO, cI N*
L —In 7~ | ~N
L —In
HEPARIN METIL-GLIKOL-KITOZAN

4. dbra: A heparin és a metil-glikol-kitozan polielektrolitok sematikus szerkezete. A heparin egy
bonyolult, természetes poliszacharid-szarmazék, igy nem irhato le pontos szerkezeti képlettel. Az dbra
a heparint felépité negy legfontosabb egysegbdl alkotott lancot abrazolja, a negativ toltéseket
kiegyenlitd natriumionokat pedig az attekinthetoség érdekében elhagytuk.

A heparin természetes polielektrolit és széles korben alkalmazott véralvadasgatlo,*® a
metil-glikol-kitozan pedig a kitozan poliszacharid szintetikusan modositott szarmazéka (4.
abra). Kivalasztasuknal fontos szempont volt az ismert biokompatibilitas, illetve a mindkét

esetben varhato erds adszorpcid az ellentétesen toltott nanozyme részecskek feliiletén.



3. CELKITUZESEK

Projektiink f0bb céljait az alabbiak szerint foglalhatjuk 6ssze:

(i) CeNPs kolloidkémiai tulajdonsagainak sofiiggése
CeNPs feliileti toltésének és kolloidstabilitdsanak valtozasat kovettiik egyértéki
sok jelenlétében. A megfeleld pH értékek beallitasa utan a kationok és anionok
szisztematikus valtoztatdsaval terveztik a kolloidkémiai tulajdonsagokat
feltérképezni, majd eredményeinket a Hofmeister-sorozattal 6sszehasonlitani
diszperziddestabilizald hatas szempontjabol.

(ii) CeNPs funckionalizalasa polielektrolitokkal
Célul thztik ki a CeNPs funkcionalizalasat a feliilettel ellentétes toltésti
polielektrolitokkal savas és bazikus koriilmények kozott egyarant, majd ezt
kovetden a funkcionalizalas stabilizald hatasanak ellendrzését. Céljaink kozott
szerepelt a részecskék kozott polielektrolitok hatdsara kialakuld erdhatasok
beazonositasa és hangolasa is.

(iii) SOk és polielektrolitok hatasa az enzimutanzé hatasra
Célunk volt a fentieckben vizsgalt sok CeNPs-re gyakorolt hatasanak
tanulmanyozésa. Végiil a polielektrolitokkal funkcionalizalt CeNPs aktivitasat
is tesztelni kivantuk, illetve 6sszehasonlitani a feliiletmodositas elotti adatokkal.
Meéréseinkkel arra kerestiik a valaszt, hogy vonhato-e parhuzam az enzimutanzé
hatas és kolloidstabilitas kozott, valamint hogy fellépnek-e tovabbi, specifikus

kolesonhatasok mind stabilitas, mind pedig aktivitas szempontjabol.

Osszességében a tudomanyos munka f6 célja olyan CeNPs-en alapuld nanozyme
diszperziok eldallitasa volt, amelyek megfeleld szerkezeti €s kolloidstabilitassal birnak, illetve

jelentds peroxidaz-szert aktivitast mutatnak.
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4. KiSERLETI RESZ

4.1. Felhasznalt eszkozok

— Anton Paar Litesizer™ 500 fényszérasmérd

— ALV/CGS-3 kompakt goniométer

— Thermo Scientific Genesys 10S UV-Vis spektrofotométer
— Grant Instruments, PTR-60 multifunkcios keverdlap

— Elmasonic P ultrahangos tisztité kad

— WTW inoLab® pH 7310 pH-mérd
4.2. Felhasznalt anyagok

A Ce(NO3)3 - 6H20 (99,5%) sot az Acros Organics ™-t41 szereztiik be. Etilén glikolt
(99,5%, AnalaR NORMAPUR), ammoéniat (25%, AnalaR NORMAPUR), etanolt (abszolut
etanol, AnalaR NORMAPUR), dimetil-szulfoxidot (DMSO, <0,03% H»O, analitikai reagens),
hidrogén-peroxidot (30% m/m, AnalaR NORMAPUR), natrium-hidroxidot (AnalaR
NORMAPUR), sosavat (37% m/m, AnalaR NORMAPUR), valamint NaCl (GPR
RECTAPUR), KCI (AnalaR NORMAPUR) és CsCl (Ultra Pure) sokat a VWR™-ts1
rendeltiink. 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidint (>99%), heparint (heparin natriumsé sertés-
bélnyalkahartyabol, Grade 1-A, >180 USP egység/mg, BioReagent), metil-glikol-kitozant
(>70%), valamint KNO3 (>99,0%, ACS Reagent) ¢s KSCN (>99,0%, ReagentPlus) sokat a
Sigma-Aldricht6l szereztiink be.

A fenti vegyszerek tovabbi tisztitas nélkiil keriiltek felhaszndlasra. A kisérletekhez
felhasznalt vizet Adrona B30 viztisztité rendszerrel ionmentesitettiik, majd Millex® VV szlird
(0,1 pm, Durapore® PVDF membran) segitségével eltavolitottuk a szennyezd szilard
részecskéket. Az eszkdzoket hasznalat elétt Hellmanex® II1 koncentratummal tisztitottuk a
forgalmaz¢ altal javasolt higitasban. Munkank soran a legfontosabb kisérleti koriilmények k6zé
tartozott a diszperzid pH értéke, azonban pufferoldatok hasznalatat melldzniink kellett, hiszen
ezek nagy mennyiségii oldott iont juttattak volna a mintaba, ezzel lehetetlenné téve a vizsgalni
kivant ionok hatdsdnak pontos meghatarozasat. Ehelyett a tisztitott vizhez, valamint minden
vizes torzsoldathoz és torzsdiszperziohoz 1 M HCI-, illetve 1 M NaOH-oldatot adagoltunk,
mikozben pH-mérd segitségével erdsitettiik meg a pH = 4, illetve pH = 10 értékek elérését. Az

igy beallitott oldatokat hasznaltuk mintak elkészitéséhez.
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4.3. A CeO; nanorészecskék eloallitasa

A CeNPs-et egy korabban leirt modszerrel allitottuk eld.*’ Féz8poharban feloldottunk
92 mL vizben 5,16 g Ce(NO3)s - 6H>O s6t, hozzdadtunk 7,8 mL etilén glikolt, majd 25% NH3
segitségével az oldat pH-jat 9,6-re allitottuk. A reakcidelegyet 50°C homérsekleten kevertiik
egy oran keresztiil, majd a kivalt csapadékot centrifugalassal 6sszegyljtottiik. Ezt felvaltva
mostuk etanollal és vizzel harom-hdrom alkalommal, majd szobahdmérsékleten szaritottuk. A

kapott szilard anyag megfelelé mennyiségét vizben diszpergaltuk mechanikai hatas és ultrahang

cr

4.4. Transzmisszios elektronmikroszkopia

A projekt soran eldallitott nanorészecskékrdl transzmisszios elektronmikroszkopia
(TEM) segitségevel készitettiink felvételeket. Ehhez JEOL JEM-1400Plus transzmisszios
elektronmikroszkopot hasznaltunk 120 kV gyorsitofesziiltséget alkalmazva. A vizsgalando
részecskék 100 mg I koncentracioju torzsdiszperzidjanak kis részletét felvittiik szénréteges
Formvar hartyaval bevont rézbdl késziilt gridre (200 mesh). Az olddszert szobahdmérsékleten
elparologtattuk, ezzel a diszperziokban 1évd részecskék lerakodtak a grid feliiletére, majd az

igy elokészitett mintat mértiik.
4.5. Dinamikus fényszorasmérés

Dinamikus fényszorasmérés (DLS) soran a szort fény intenzitdsat kovetjilk nyomon. A
fényszorast el6idéz0 részecskék a diszperzidban folyamatos, véletlenszerti mozgast (Brown-
mozgast) végeznek, igy a mért intenzitds idOben fluktual. A kisebb részecskék mozgasa
gyorsabb, ez pedig a szort fény intenzitdsanak siiribb fluktuacidjat okozza, mint nagyobb
részecskék esetén.® Ezt a jelenséget a szort fény intenzitids autokorreldcidjaval

szamszerisithetjiik. Ehhez definialhatdé a normalizalt masodrendli autokorrelacios fliggvény

@ ®):

(IMWIt+ 1))

1(0)? )

g (1) =

ahol I(t) a szort fény intenzitasa egy tetszdleges t idOpontban, €s I(t + 1) a szort fény
intenzitasa t idovel késObb. Belathato, hogy tokéletes korrelacio esetén, ha t = 0, akkor az (1)
egyenlet szamlaloja (I(t)?), ekkor g® (1) értéke maximalis. Ha pedig T — oo, akkor a két

idépontban mért intenzitas kozott a korrelacid megsziinik, az (1) egyenlet szamlaldja (I(t))?
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alakban frhat¢ fel, igy g (1) - 1. Gomb alakli, Brown-mozgast végzd részecskék esetén a

g (1) fiiggvény exponencialisan csokken a (2) egyenlet alapjan:’’

g (1) = Ae T +B (2)

ahol y a csokkenés sebessége, az A paraméter megadja a fliggvény amplitidojat, a B
paraméter pedig az alapvonalat, amelyhez a fliggvényértékek nagy 1t esetén kozelitenek. A vy

segitségével a részecskék diffuzids egylitthatoja (D) kiszdmithato:

14
D= P 3)
ahol q a szorasi vektor, amely a mérés koriilményeitdl fligg:
4mtn 0
=—sin(—= 4
=2 "

ahol n a kozeg torésmutatdja, A a fényforras hullaimhossza, a szort fényt pedig 6 szogben
detektaljuk. A kiszamitott D értékbdl a Stokes-Einstein egyenlet (5) segitségével

kovetkeztethetiink a részecskék hidrodinamikai sugarara (Rp):

R kgT
h = 6D

)

ahol kg a Boltzmann-allando, T az abszolit homérseklet és n a kozeg dinamikai
viszkozitdsa. A hidrodinamikai sugar kiilonbozik a részecskék valos sugaratdl, mert annak a
folyadékrétegnek a vastagsagat is tartalmazza, amely a részecskékkel a Brown-mozgés soran
egylitt mozog. A nem gémb alakl részecskék méretét ez a modszer a veliikk azonosan viselkedd

gombok sugaraval kozeliti.

A kolloid rendszerek stabilitdsat jellemzi az aggregacid kinetikaja, azaz a
hidrodinamikai sugar idébeli valtozasa. A latszolagos aggregéacios sebességi allando (kapp) az

alabbi egyenlet szerint szamithat6:>

1 dR,(®)

Kapp = R0y " dt

(6)
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ahol Ry(0) a kiindulasi részecskék atlagos hidrodinamikai sugara, dr pedlg a mért Ry

— t fliggvény meredeksége. A kolloidstabilitas jellemzésére definidlhatd tovabba a stabilitasi
arany (W):

W — kgon'S (7)
Kapp
ahol kgyors @ gyors aggregacids szakaszt jellemzd atlagos latszolagos aggregacios
sebességi allandd. A kapp €rtéke ezen a szakaszon maximalis, igy itt 1 korili W értékek

mérhetdk, mig a magas stabilitisi arany lassu aggregaciot, stabil kolloid rendszert jelez. Egy

tipikus DLS mérés eredményét sematikusan dsszefoglaltuk az 5. abran.

(a) (b)

> LSO 0
x & Pm = INSTABIL
@ %rﬁo; '." S . Gyors
o < > - aggregacios -
? (‘9*0 l -' 5 gogo ggzalgasz
© @ ®
N2 | ! ‘. ©
é ] c\O % Q %
© ag0re 93 = Q9
= ass\%ﬁ@@ 5 Q0
° | o
g g% 0 STABIL
T d%@ Stabil d|szper2|o 1 aggLrZ;;Léiés i

b * WH> 100 szakasz

|d6 Sokoncentracio

5. abra: (a) A hidrodinamikai sugar iddfiiggésének sematikus bemutatdsa kiilonbozo
kolloidstabilitassal rendelkezé mintakban. (b) A (7) és (8) egyenletek segitségével szamolt stabilitdsi
arany ertékek tendencidja egy tipikus mérésben. A (b) abra mindket tengelye logaritmikusnak
tekintendo, a CCC a kritikus koaguldltato koncentrdciot jeloli. A piros gombok a részecskék
aggregacios allapotat szemléltetik: a gyors aggregdcios szakaszban az aggregdcio korai szakaszdra
jellemzé dimereket abrazoltuk.

Az 5(b). abranak megteleld adatsort a (8) egyenlet segitségével illesztettiik, és
nemlinearis paraméterbecsléssel hataroztuk meg a gyors aggregacidos szakasz elérés¢hez
sziikséges minimalis sokoncentraciot, a kritikus koagulaltatd koncentraciot (CCC):>

-B

W=1+($) (8)

ahol ¢ az oldott s6 koncentracidja, B pedig a lasst aggregéacios szakasz meredeksége.

Kis CCC érteékekkel jellemezhetd rendszerek mar kis s6koncentracional alacsony stabilitast
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diszperziot képeznek, mig a nagy CCC értékek jelentds kolloidstabilitasra utalnak akéar nagy

ionerdsség mellett is.

A méréseket ALV/CGS-3 kompakt goniométer rendszerrel végeztiik, a hélium-neon
l1ézer hullamhossza 632,8 nm volt, a mintdk hdmérsékletét a mérés ideje alatt allandd 25,0 £ 0,2
°C értéken tartottuk, a szort fényt pedig 90°-os szogben detektaltuk. A mintak térfogata 2 mL
volt, a mérést boroszilikat iiveg kiivettdkban (Kimble Chase) végeztiikk. A nanozyme végso
koncentraci6ja a mintadkban mindig 10 mg I volt. A vizsgalt nanorészecskék hozzdadésa utéan
a mintdt homogenizaltuk, majd a lehetd leghamarabb megkezdtiik a mérést. Az aggregacio
1dofliggésének vizsgalata érdekében minden mérés 100 — egyenként 20 s adatgyljtést igényld

— ismétlésbal allt.
4.6. Elektroforetikus fényszorasmérés

Az elektroforetikus fényszorasmérés (ELS) sordn kiilsé elektromos térbe helyezziik a
vizsgalt részecskék diszperziojat. A részecskék altal szort fény fazisdban bekovetkezd valtozas
alapjan meghatarozhatd a részecskék sebessége. Az elektroforetikus mobilitds (EPM)

kapcsolatot teremt a részecske sebessége (V) és az elektromos térerésség (E) kdzott:*?

)

_V
H=E

ahol p az elektroforetikus mobilitast jeloli. Ennek mértékegysége a (9) egyenlet alapjan
m? V' s, amely a sebesség [ms™] és az elektromos térerésség [V m™'] hanyadosaként kaphato.
A gyakorlatban azonban egy tipikus mérés paramétereihez a v [ums™], illetve E [V cm™]
dimenziok illenek leginkabb, igy az EPM-t umcm V' s, azaz 10® m? V! s egységekben

fejezziik ki.

Az elektromos tér elektrosztatikus eredetii hatdsa miatt az EPM értéke informaciot nyujt
a vizsgalt részecskek feliileti toltésérol. Kisérletes vizsgalatok nemrég megallapitottak, hogy az

EPM értéke nem fiigg jelentdsen az aggregacié mértékétdl,>

igy 0sszehasonlithatok kiilonb6zd
kolloidstabilitasi rendszerek EPM értékei, tovabba nem kell figyelembe venniink a mért érték

esetleges valtozasat a mérés ideje alatt.

A méréseket Anton Paar Litesizer™ 500 fényszorasmérd késziilékkel végeztiik, a lézer
hullamhossza 658 nm volt, a mintak hdmérsékletét a mérés ideje alatt allando 25,0 = 0,2 °C
értéken tartottuk. A felhasznalt fesziiltség maximalis értéke 200 V volt, nagy
sokoncentracidknal azonban — az elektromos vezetOképesség novekedése miatt — ennek

automatikus csokkentésére keriilt sor. A mintdk térfogata megegyezett a felhasznalt Anton
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Paar™ Omega kiivetta térfogataval (750 uL), a vizsgalt nanorészecskék koncentracidja 10 mg
I'! volt. Minden minta vizsgilata soran 5, egyenként 100 ismétlésbdl 4116, egymds utan elvégzett

mérés atlagat vettiik figyelembe.
4.7. UV-lathato spektrofotometria

A méréseket Thermo Scientific Genesys 10S UV-lathato spektrofotométer, valamint
poli(metil-metakrilat) kiivettak (VWR®) felhasznalasaval végeztiik. A mért abszorbancia (A)
értékekbdl a Lambert-Beer torvény (10) segitségével kovetkeztettiink a szinanyag

koncentracidjara:
A=c¢lc (10)

ahol € a molaris extinkcids egylitthatd, ¢ az adott komponens koncentracioja, 1 pedig az

optikai uthossz, amely az altalunk alkalmazott koriilmények k6zott mindig 1,0 cm volt.
4.8. Peroxidaz teszt

A peroxidaz enzimek az €16 szervezetben a H2O: és kiilonb6z6 oxidalhatod szubsztratok
reakciojat katalizaljak, ezzel csokkentve a H>O» koncentracidjat. A teszt segitségével a H2O» és
a TMB szubsztrat kozott lejatszodo reakciot vizsgaljuk, amely ezt a folyamatot modellezi. A
TMB oxidacidjahoz savas koriilmények sziikségesek, azonban a reakcio katalizator hidnyaban
ekkor is lassu. Peroxiddz-utanz6 nanozyme jelenlétében kék szin megjelenését tapasztaljuk,
amely a TMB oxidaci6javal keletkezé terméknek tulajdonithat6.’> A szinvaltozas UV-lathato
spektrofotometridval szamszerlsithetd, mértéke pedig utal a nanozyme hatékonysdgara. A

modszer lényegét a 6. dbra szemlélteti.
0,25

-A_TMB+H,0,
TMB+CeNPs A B

0.204 TMB+CeNPs+H,0,

0,151

0,104
0705-‘\\\»%

e — e
0,004 T T T T T
500 550 600 650 700 750 800

Abszorbancia

Hulldmhossz (nm)

6. dbra: A peroxidaz teszt bemutatasa UV-lathato spektrumok segitsegével. A mintik komponenseinek

koncentracidi: (A) 1 mM TMB, 5 mM H>O,; (B) 1 mM TMB, 20 mgl' CeNPs; (C) I mM TMB, 20 mg

I'" CeNPs, 5 mM H>O;. Minden minta pH értéke 4 volt, a mérésekre 10 perc reakciéidd utdan keriilt sor.
Az abrdan a mérés utan késziilt fénykép is lathato a mintakrol.
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A kék szin megjelenését kizardlag abban a mintaban tapasztaltuk, amely a peroxidaz
teszt mindhdrom {8 komponensét tartalmazta (C). Ez alapjan kijelenthetd, hogy a kisérletiink
koriilményei kozott a katalizator nélkiili reakcio (A), illetve a TMB oxidacidja HoO> nélkiil, a
CeNPs oxidaz-utanzé aktivitdsan keresztiil (B), nem jatszodik le mérhetéen. A (B) spektrum
abszorbancia értékei a CeNPs fényszorasanak tulajdonithatok, a minta fényelnyelést mutat a

teljes vizsgalhat6 hullamhossz-tartomanyon.

A mérések soran 2000 pl térfogatu mintakat készitettiink. Minden vizes torzsoldatot pH
4-re allitottunk 1 M HCl segitségével. A TMB szubsztratot rossz vizoldhatosaga miatt DMSO-
ban oldottuk fel. Az enzimutanz aktivitas vizsgalatakor a CeNPs koncentracioja 20 mg 1! volt,
mig a kontrollkisérletek sordn a CeNPs torzsdiszperzioja helyett azzal megegyezd térfogata
oldoszert (pH 4-es HCl-oldatot) adtunk a mintakhoz, ezzel biztositva az allando 6ssztérfogatot.
A mintdkban a H>O, koncentracidjat alland6 5 mM ¢értéken tartottuk, mig a TMB
koncentracidjat 0,1 mM ¢és 1 mM kozott egyenletesen valtoztattuk. A H»O, tdérzsoldat
bemérésével elinditottuk a reakciot, majd az abszorbanciat 10 percen keresztiil rogzitettiik 652
Lambert-Beer torvény (10) segitségével szamitottuk kiaz 1=1 cm és e =39 000 M cm™! adatok
alapjan.’® A kapott koncentracio-idé grafikon meredeksége megadja a reakcid kezdeti
sebességét (v), amelyet a TMB koncentracid fiiggvényében abrazoltunk. Az adatpontokat a
Michaelis-Menten modell alapjan illesztettiik, €s nemlinearis paraméterbecsléssel hataroztuk

meg a Michaelis-Menten egyenlet (11) paramétereit:

_ Vmax [S]

V= Ry + 1] (10

ahol [S] a TMB szubsztrat koncentracioja, vmax a reakcidosebesség legnagyobb elérhetd
értéke, Km pedig a Michaelis-Menten alland6. A Ky megadja a vmax felének eléréséhez
sziikséges szubsztratkoncentraciot. Minél kisebb a Ky érték, annal nagyobbnak tekinthetd a

szubsztrat affinitasa a katalizator feluletéhez.
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5. EREDMENYEK

5.1. A CeNPs karakterizalasa
Az eléallitott CeNPs széles korti karakterizalasat kutatdocsoportunk korabbi munkéja
soran elvégeztiik.>* A 7. dbrdn ennek a munkinak egy részlete, a rontgendiffrakcié (XRD),

illetve a rontgen fotoelektron spektroszkopia (XPS) mérések eredményei lathatok.

160 204
(a) ;O KLL (b)
140 =
1201 15 1 |ce3d
S
1004
;@ N § Ge LMM Ceds
N 801 = N 104 C1s
2 s ) S| g
1= S Y S
60+ & < Ce dp
40 3 5]
v Ce 4d
201 ‘
OJI T T T 1 T T T O-I T - T - T - T
10 20 30 40 50 60 70 80 1000 800 600 400 200 0
26 (fok) Kétési energia (eV)

7. abra: A szintetizalt CeNPs XRD (a) és XPS (b) spektruma. Az O KLL és Ce LMM csucsok az O és
Ce atomok megfelel6 Auger dtmeneteibdl szarmaznak, a vas jelenléte pedig a hasznalt mintatartonak
tulajdonithato. Az dbra alapjat kutatécsoportunk kordbbi tanulmdanya®? képezi.

Az XRD és XPS spektrumok is megerdsitették a CeNPs sikeres szintézisét, a detektalt
csticsok jo egyezést mutattak a szakirodalomban korabban leirt mérési eredményekkel **7 A
CeNPs morfologiajat tovabb vizsgaltuk TEM segitségével, amely soran a diszperziok

beszaritasra keriiltek a mintatarton.
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8. dabra: TEM felvételek az eldallitott CeQ: nanorészecskékrol.

A TEM felvételeken (8. abra) lathatd, hogy a CeNPs igen kis részecskékbdl allnak,
amelyek tobbsége azonban valtozatos méretli €s alaku aggregatumokba rendezddik. A korabban

bemutatott fényszorason alapuld technikdk segitségével ezeknek az aggregdtumoknak a
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tulajdonsagait mérjiik kolloid diszperziokban. A nagyobb méretii klaszterek a TEM mérés elott

torténd szaritasi folyamatban keletkeztek.

Tovabbi munkankhoz elengedhetetlen a CeNPs kolloidkémiai tulajdonsagainak
ismerete kiilonboz6 pH értékek mellett. Ennek vizsgdlatahoz meghataroztuk a CeNPs
elektroforetikus mobilitasat: a mért érték savas kozegben (pH 4) 2,87 £ 0,12 (x10° m? Vs,
bazikus kdzegben (pH 10) pedig -2,70 + 0,04 (x10® m?> V' s!) volt. Az EPM értékek utalnak a
részecskek feliileti toltésére, igy eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a CeNPs pH
4-en pozitiv, mig pH 10-en negativ eldjelii feliileti toltéssel rendelkeznek, amely alapvetden
befolyasolja kolloidkémiai viselkedésiiket. Mindkét mért EPM érték nagysagrendje kell6en
nagynak szdmit ahhoz, hogy —a DLVO elmélettel 6sszhangban — az elektromos kettdsrétegek
kozotti taszitas hatdrozza meg a részecskék kolcsonhatasat, igy pH 4 és pH 10 mellett is stabil
diszperzidra szamithatunk. Ezt a hidrodinamikai sugar értékek is megerdsitik: savas kdzegben
(pH 4) 191 + 47 nm, mig bazikus koézegben (pH 10) 151 + 23 nm mérhetd. Mindezek
ismeretében tovabbi vizsgalatainkat mindkét pH értékre kiterjesztettiik, igy lehetdségiink nyilt
pozitiv €s negativ toltésii CeNPs kolloidkémiai viselkedésének széles korli megismerésére

kiilonb6zd oldott sok jelenlétében.

A fenti eredmények jO egyezést mutattak kutatocsoportunkban korabban mért

adatokkal, amelynek 0sszefoglaldsa a 9. abran lathato.
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9. abra: A CeNPs zéta potencialjai és hidrodinamikai sugarai a pH fiiggvényében. A CeNPs
koncentracidja 50 mg I' volt, a hattér elektrolitkoncentrdaciot I mM NaCl biztositotta. Az
izoelektromos pontot ({ = 0 mV) az IEP révidités jeloli, az instabil diszperziohoz tartozo pH-
tartomanyt pedig a sotétitett régio jelzi. A folytonos gorbék célja kizarolag az attekinthetéség
elbsegitése. Az abra alapjat kutatécsoportunk kordbbi tanulmanya®* képezi.

19



A zéta potencial ¢és az altalunk jelen dolgozatban hasznalt EPM értékek egyenesen
aranyosnak tekintheték a Helmholz-Smoluchowski egyenlet alapjan.®? A savas kdzegben
tapasztalt pozitiv feliileti toltés a feliileti hidroxilcsoportok protondlédasanak tulajdonithato,
mig a bazikus kozegre jellemzO negativ feliileti toltést a feliileti hidroxilcsoportok
deprotonalodasa okozza.?* Az IEP (pH 6) kdrnyékén a kis zéta potencial értékek nagy
hidrodinamikai sugarakkal parosulnak, ebben a tartomanyban instabil kolloid rendszer
jellemzd. A jelenség értelmezheté a DLVO elmélet alapjan, hiszen kis feliileti toltés mellett csak
gyenge taszitoerok Iépnek fel az elektromos kettdsrétegek kozott, igy a részecskék
kolcsonhatasat a vonzo van der Waals erdk hatarozzak meg, aggregaciot és nagy hidrodinamikai

sugarat eredményezve.
5.2. Kolloidkémiai tulajdonsagok vizsgalata oldott sok jelenlétében
5.2.1. Kolloidstabilitas bazikus kozegben

Elséként bazikus koriilmények kozott (pH 10) tanulmanyoztuk ELS segitségével a
CeNPs elektroforetikus mobilitasat kiilonb6z6 kationok ¢€s anionok jelenlétében. A
méréssorozatokhoz rendre a vizsgalandod kationok kloridjat, illetve az anionok kéliumsojat

hasznaltuk (10. dbra).
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10. abra: A CeNPs EPM értékei a sokoncentracio fiiggvényében az oldott kationok (a), illetve anionok
(b) valtoztatasa mellett, bazikus kériilmenyek kézott (pH 10). A folytonos gorbék célja kizarolag az
attekinthetdség eldsegitéese.

Méréseink megerdsitették a kordbban tapasztalt nagy abszolutértékii, negativ EPM

crcr

az EPM-t, ami a felileti toltés darnyékolasdnak tulajdonithato. A vizsgalt
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koncentracidtartomanyban egyik so jelenlétében sem érte el a CeNPs az IEP-t, valamint nem
kovetkezett be a feliileti toltés eldjelének megvaltozasa (attoltés) sem. Az egyes sok EPM-ra
gyakorolt hatasaban nem mutathatdo ki jelentds kiilonbség, mindegyik ezt az Aaltalanos

tendenciat koveti.

A fenti kationok és anionok kolloidstabilitasra gyakorolt hatasat DLS segitségével
tanulmanyoztuk ugyanolyan kisérleti koriilmények k6zott, mint a fenti ELS mérések soran (11.

dbra).
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11. abra: A CeNPs stabilitasi arany értékei a sokoncentrdcio fiiggvényében az oldott kationok (a),
illetve anionok (b) valtoztatasa mellett, bazikus koriilmények kozott (pH 10). Az adatpontokat a (8)
egyenlettel illesztettiik, ezt a folytonos gérbék illusztraljak.

A sokoncentracid ndvelésének hatdsara az aggregacid sebessége minden rendszernél
novekedett, amelyet csokkend stabilitasi ardny értékek jeleznek a (7) egyenlet alapjan. Az
eredményeink rdmutatnak, hogy a diszperziok destabilizacioja a DLVO elmélettel
értelmezhet6. Novekvd sokoncentracid hatasara az EPM értékek kozelebb keriilnek 0-hoz,
amely Osszefiigg az elektromos kettdsrétegek kozotti taszitas gyengiilésével. Igy a vonzo van
der Waals erdk valnak a részecskék kozotti dominans kolcsonhatassa, egyre gyorsabb
aggregaciot eredményezve. Kellden nagy soOkoncentracid olyan mértékben lecsokkenti az
elektromos kettOsrétegek taszitdsabol szarmazo6 energiagatat (3. abra), hogy az aggregacid
sebességét elsdsorban a diffiizio sebessége hatarozza meg. Ekkor éri el a rendszer az aggregacio
sebességének maximumat, amelyet allandé, 1 koriili stabilitasi ardny értékekkel
jellemezhetiink. Ha a DLVO elmélet altal megjosolt aggregacidos mechanizmus mellett mas
tipusti kdlcsdnhatasok is jelen lennének,® akkor a gyors aggregicios szakaszban 1-nél kisebb

vagy nagyobb stabilitasi ardny értékeket mérnénk.
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A DLVO elmélet nem tesz kiilonbséget a kiilonb6z6 anyagi mindségii egyértekii sok
kozott a kolloidstabilitasra gyakorolt hatasuk alapjan, a /7. dbra eredményei azonban mégis
szamottevd eltéréseket mutatnak. A vizsgalt koncentraciotartomanyban csak NaCl és KCl
jelenlétében volt stabil kolloid rendszer megfigyelhetd, kis sokoncentracidk esetén. Ellenben
CsCl, KNO3 és KSCN jelenlétében még 1 mM oldott s6koncentracid mellett is csak korlatozott
stabilitas jellemezte a CeNPs diszperziét. Ez arra utal, hogy bazikus kozegben a CeNPs
alkalmazhat6saga szempontjabol kiemelt tényezének szamit a Cs*, NOs™, illetve SCN™ ionok

jelenléte, sz€lsOséges destabilizald hatasuk miatt.

A 11. dbra adatsorait illesztettiik a (8) egyenlettel,>® ezzel meghataroztuk az egyes

rendszerekre jellemz6é CCC értékeket.
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12. abra: A CeNPs CCC értékei az oldott kationok (a), illetve anionok (b) valtoztatasa mellett, bazikus
koriilmények kozott (pH 10). Az abran a 11. abra adatsorainak illesztésével kapott CCC értékek
szerepelnek, a (8) egyenlet alapjan.

A 12(a). abra CCC értékei megerdsitik a 11/(a). abran szerepld tendenciakat: a NaCl és
KCI s6k nagyon hasonldan befolyasoltak a CeNPs kolloidstabilitasat, mig a CsCl destabilizalo
hatasa erdsebb volt, amelyet kisebb CCC érték jelez. Ez kvalitativ egyezést mutat a direkt
Hofmeister-sorozattal,*' a destabilizald hatds a Na™ ~ K < Cs" sorrendet kdveti. Az anionok
(11(b). és 12(b). abra) a CeNPs diszperzio stabilitasait CI' < SCN~ < NO;3~ sorrendben
csokkentik, igy viszonyuk nem értelmezhetd a Hofmeister-sorozat segitségével. Az eltérés a
nitrationok nem szokvanyos viselkedésére utal a hatarfeliileten, amely aggregaciot okoz mar
kis koncentraciokndl is. A szokatlan CeNPs — NOs3~ kolcsonhatds tisztazasara tovabbi

vizsgalatok sziikségesek egy késdbbi projekt soran.
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5.2.2. Kolloidstabilitas savas kozegben

A kolloidkémiai tulajdonsédgokat savas kozegben (pH 4) is feltérképeztiik. Korabban
megallapitottuk, hogy alacsony pH érték mellett a CeNPs feliileti toltése pozitiv eldjela (9.
abra). Savas kozegben végzett méréseink soran tehat a feliilettel ellentétes toltésti anionok
vizsgalatara fokuszaltunk, hiszen az ellenionok mindségének hatdsa a nanorészecskék
kolloidkémiai tulajdonsigaira legtobbszor erésebb az azonos toltésii mellékionok hatésanal.*!

A korébban is hasznalt sok jelenlétében mért EPM értékek a /3. dbran lathatok.

w
o
1

N
o
1

—
o
1

o
o

1
—
o

1

Elektroforetikus mobilitas (10°m” V's™)

{lpH 4

1 10 100 1000

N
=}

Sokoncentracié (mM)

13. abra: A CeNPs EPM értékei a sokoncentracio fiiggvényében az anionok valtoztatisa mellett, savas
koriilmények kozott (pH 4). A folytonos gérbék célja kizarolag az dttekinthetéség elsegitése.

Kis sokoncentracional a CeNPs diszperziot mindhdrom esetben jelentdsen pozitiv EPM
értékek jellemezték, sszhangban eddigi eredményeinkkel. A sokoncentracio ndvelése a feliileti
toltés arnyékoldsan keresztiil csokkentette az EPM értékeket, azonban eltérd mértékben. A
KNOs; ¢és KSCN sok nagy koncentracidja mellett a két anion adszorpcidja egyértelmiien
megvaltoztatta a feliileti toltés eldjelét. Az attoltott részecskék EPM értéke a vizsgalt
tartomanyon nem érte el a kiinduldsi EPM abszolutértékét, ami mérsékelt attoltést €s

adszorpciot jelez.
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Az anionok kolloidstabilitasra gyakorolt hatasat DLS segitségével vizsgaltuk, amely
soran stabilitasi allando értékeket hatdroztunk meg hasonlo kisérleti koriilmények kozott, mint

az ELS mérések esetében.
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14. abra: (a) A CeNPs stabilitasi arany értékei a sokoncentracio fiiggvényében az oldott anionok
valtoztatasa mellett, savas koriilmények kozott (pH 4). Az adatpontokat a (8) egyenlettel illesztettiik, az
igy meghatarozott CCC értékek a (b) abran lathatok.

Eredményeink a /1. abraval kapcsolatban targyalt altalanos tendenciat mutattdk. Ezek
szerint a diszperzidstabilitds a soOkoncentracid novekedésével csokkent, majd az aggregacio
sebessége a gyors aggregacids szakaszban allandosult, ezt 1 koriili stabilitdsi ardny értékek
jelzik (14(a). abra). Az éllandd stabilitasi ardny megmutatja, hogy az attdltéssel (13. dbra)
kialakult negativ feliileti toltés nem bizonyult elegendéen nagynak a CeNPs diszperzio
stabilizacidjahoz nagy sokoncentraciondl, vagyis a feliileti toltés ellenére az oldott elektrolit
arny€kolo hatdsa hatarozta meg a rendszer kolloidkémiai viselkedését. A stabilitdsi aranyt

bemutato abrak altalanos tendenciai tehat a DLVO elméletnek megfelelden magyarazhatok.

A vizsgalt sok kozott savas kdzegben is jelentds kiilonbségek figyelhetok meg mind a
lasst aggregécios szakaszban, mind pedig a CCC értékeket figyelembe véve. A CeNPs
diszperzidt az anionok a SCN™ < CI" < NO;™ sorrendben destabilizaljak (14(b). abra), amely
nem felel meg a Hofmeister-sorozatnak. Mindkét pH értéken végzett méréseinkben a NO;~
okoz a legkisebb koncentracioban aggregaciot, amit a 10 mM alatti CCC értékek jeleznek.
Megallapithatd, hogy a CeNPs alkalmazasakor kiilonds figyelmet kell forditani a NOs3~
jelenlétére, mivel ez az ion mdar nagyon kis mennyiségben is erdsen csokkenti a

kolloidstabilitast, a CeNPs feliileti toltésétdl fiiggetlentil.
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Eddigi méréseink soran tanulméanyoztuk kationok és anionok hatasat a CeNPs feliileti
toltésére ¢és kolloidstabilitdsara savas, illetve bazikus kozegben. Megallapithatjuk, hogy
eredményeink gyakran nem tiikkrozték a Hofmeister-sorozat alapjan vart tendenciat, azonban
minden vizsgalt rendszerre kis CCC érték volt jellemzd. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a
CeNPs diszperzid jelentés mennyiségii oldott s6 mellett — példaul az €16 szervezetben, vagy
szamos ipari folyamatban valo felhaszndlds sordn — nem képes stabilis kolloidot alkotni. Ez
sulyosan korlatozza az egyébként igéretes nanozyme alkalmazhatosagat, igy elengedhetetlen a
diszperziOstabilitas novelése, amit az aldbbiak szerint polielektrolittal torténd

funkcionalizalassal kivantunk elérni.
5.3. A CeNPs funkcionalizalasa polielektrolitokkal

A kolloidstabilitas  novelése  érdekében a  CeNPs-et  polielektrolitokkal
funkcionalizaltuk. A polielektrolitok vart adszorpcioja (15. dbra) az elektrosztatikus vonzas
elvén alapszik, igy bazikus kozegben (negativ feliileti toltés mellett) pozitiv toltést
polielektrolitokkal, mig savas koézegben (pozitiv feliileti toltés mellett) negativ toltést
polielektrolitokkal lehetséges a CeNPs funkcionalizalasa. Ezek alapjan rendre a metil-glikol-
kitozan (MGC) és a heparin (HEP) polielektrolitokat hasznaltuk. A MGC a lanchoz kapcsolodo
pozitiv toltésti nitrogénatom miatt a diszperzi6 pH-jatol fliggetleniil mindig pozitiv toltéssel
rendelkezik, a HEP szulfatcsoportjai pedig erdsen savasak, igy savas kozegben (pH 4) is

képesek a polimerlanc negativ toltését biztositani (4. dbra).

Adszorpcio

-

Aggregacio

@+~

15. abra: Sematikus dabra polielektrolitok adszorpcidjarol és egyforma részecskék aggregaciojarol. Az
adszorpcio bemutatasanal lathato fekete vonalak jelolik a polielektrolitokat, az aggregdcio
szemléltetesénél pedig egy — a folyamat kezdeti szakaszaban képzddd — dimert abrazoltunk.

A polielektrolit mennyiségét a tovabbiakban a CeNPs-hez viszonyitott tdmegaranyaval
(dozis) irjuk le: megadjuk, hogy a 1 g CeNPs-hez mekkora tomegli polielektrolit oldatat
adagoljuk mg polielektrolit/g CeNPs egységben. A CeNPs koncentracidja tovabbra is allando,

10 mg I'! volt a kisérletek soran.
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5.3.1. Funkcionalizalas bazikus kozegben

A CeNPs-et tehat bazikus koriilmények kozott (pH 10) MGC polielektrolittal
funkcionalizaltuk. A mérések soran a nanozyme koncentraciot allandé értéken tartottuk, mig az
MGC mennyiségét szisztematikusan valtoztattuk. Az ELS és DLS mérések eredményei a /6.

dbrdn lathatok.
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16. abra: A CeNPs funkcionalizalasa metil-glikol-kitozannal (MGC). Piros szinnel az MGC-Ce
rendszer EPM értékei, mig kék szinnel a stabilitasi ardany értékei lathatok a komponensek aranydnak
(mg MGC/g CeNPs) fiiggvényében. A sotétitett régio jelzi az alacsony kolloidstabilitassal rendelkezd

osszetétel-tartomanyt. A CeNPs koncentrdcidja dllandé, 10 mgl! volt, a mérést 10 mM KClI
hattérelektrolit mellett végeztiik pH 10 értéken. A folytonos gérbék az attekinthetdséget segitik elo.

Alacsony dozisndl az EPM értékeket a CeNPs feliileti toltése hatarozza meg, amely
bazikus kozegben negativ. Novekvé mennyiségii MGC hozzdadasa a feliileti toltés novekedeését
eredményezi a polielektrolit adszorpcidja miatt.> A MGC dozis novelésével a rendszer eléri az
IEP-t, ahol az adszorbeéalodott polielektrolit semleges Ossztoltést feliiletet eredményez. Az IEP
kornyékén az alacsony stabilitasi arany értékek alapjan instabil diszperziok jellemzOk. Ez
értelmezheté a DLVO elmélet segitségével, vagyis az alacsony feliileti toltés gyenge taszito
kolcsonhatast eredményez az elektromos kettdsrétegek kozott, igy a vonzo van der Waals erdk
¢és ezzel parhuzamosan a kolloidstabilitast, amit novekvo stabilitasi arany értékek jeleznek. A
részecske feliiletének telitddésével elérjiik az adszorpcios telitési platot (ASP). Ebben a
tartomanyban mar nem adszorbealodik tobb polielektrolit a CeNPs feliiletére, igy nagyobb

MGC dozis alkalmazédsa nem valtoztatja meg jelentdsen a feliileti toltést.
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Az attoltés jelensége magyarazhaté a polielektrolitok és a CeNPs kozotti
elektrosztatikus vonzassal, azonban az IEP-hoz tartozd dozis feletti adszorpciohoz és
toltésndvekedéshez hozzajarulhatnak mas kolcsonhatasok is. Ilyen lehet az adszorpcié soran
felszabaduld olddszermolekuldk és a konformacio valtozasa altal okozott entropiahatas,*® a
toltéskorrelacié a feliilet és a monomerek kozott,S! illetve a polielektrolit linc segmensei kozott
fellépd lehetséges vonzd kdlesonhatasok. Ezek jelenlétére egyértelmii kisérleti bizonyitékunk

nincs, viszont korabban kimutatasra keriiltek polielektrolitok adszorpcidja esetében.>

A funkcionalizalt CeNPs-et (MGC-Ce) jellemz6 MGC dozist ebbdl a stabil
tartomanybol valasztottuk ki ugy, hogy a MGC lehetd legkisebb feleslegét hasznaljuk a
rendszer eldallitasahoz (16. dbra). Ezek alapjan a tovabbiakban vizsgalt MGC-Ce részecskék
komponenseinek ardnya 65 mg MGC/g CeNPs. Az MGC-Ce eldallitasait a CeNPs
torzsdiszperzid ¢s a MGC torzsoldat megfeleld mennyiségeinek 6sszekeverésével végeztiik el,
az idedlis toltésviszonyokhoz sziikséges bazikus kozeg (pH 10) biztositdsa mellett. Az igy

eldallitott MGC-Ce rendszert TEM segitségével is vizsgaltuk.
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17. abra: TEM felvételek az eléallitott MGC-Ce részecskékrol

A TEM felvételek (17. abra) alapjan a funkcionalizalds nem valtoztatta meg a CeNPs

crers

aggregatumok jellemzok. Ezek atlagos hidrodinamikai sugara DLS alapjan 163 &+ 35 nm, amely

nem kiilonbozik jelentésen a CeNPs hidrodinamikai sugaratol bazikus kozegben (pH 10).
5.3.2. Funkcionalizalas savas kozegben

A CeNPs feliiletét savas koriilmények kozott (pH 4) HEP polielektrolittal moédositottuk.
Az ELS és DLS mérésekkel kovettiik a valtozo HEP dozis hatasat a feliileti toltésre €s a

kolloidstabilitasra, ennek eredményei a /8. dabrdn lathatok.
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18. abra: A CeNPs funkcionalizalasa heparinnal (HEP). Piros szinnel (kor) a HEP-Ce rendszer
elektroforetikus mobilitasai, mig kék szinnel (négyzet) a stabilitdasi arany értékei lathatok a
komponensek aranyanak (mg HEP/g CeNPs) fiiggvényében. A sotétitett régio jelzi az alacsony
kolloidstabilitassal rendelkezd dsszetétel-tartomdnyt. A CeNPs koncentrdcidja dllando, 10 mg I volt,
a mérést 10 mM KCI hattérelektrolit jelenlétében végeztiik, a mintak pH értéke 4 volt. A folytonos
gorbék célja kizarolag az dttekinthetdség eldsegitése.

Alacsony HEP do6zisnal a CeNPs pozitiv feliileti toltése hatdrozza meg az EPM-t. A
polielektrolit aranyanak ndvelése tobb HEP adszorpciojat eredményezi a CeNPs feliiletén, ami
csokkenti a mért EPM értekeket. Az MGC-Ce rendszerhez képest fontos eltérés, hogy itt a
mérés kortiilményei kozott a CeNPs nem tudott stabil diszperziot kialakitani kis HEP dozis
mellett, ami az 1 koriili stabilitasi arany értékekbdl lathat6. Ez az eredmény ismét szemlélteti a
funkcionalizélas sziikségességét a CeNPs alacsony kolloidstabilitasa miatt. A DLVO elmélettel
0sszhangban a kis EPM ¢értékek instabil diszperzidokkal parosultak az elektromos kettdsrétegek
kozotti gyenge kolcsonhatdsok kovetkeztében. Kelléen nagy HEP ddézis nem csak
megvaltoztatta a feliileti toltés eldjelét, hanem jelentdsen megndvelte annak abszolutértékét is,
ezzel hozzajarulva a stabil diszperziok kialakulasahoz. A DLVO er6hatasokon (3. abra) kiviil,
korabbi irodalmi adatokra tdmaszkodva,*® feltételezhetjiik sztérikus stabilizacid jelenlétét is,
azonban ezt a nagy kolloidstabilitdsu régioban a fenti eredmények alapjan nem tudjuk
egyértelmiien megkiilonboztetni az elektrosztatikus stabilizaciotol, ezért elektrosztérikus
stabilizaciés mechanizmust feltételezhetiink. Ehhez a taszitashoz egyrészt a feliiletek kozotti
elektrosztatikus kolcsonhatasok, masrészt a feliileten adszorbedlodott HEP lancok atlapolodasa

és a bekovetkezd ozmdzisnyomas-ndvekedés is hozzajarulnak.?

A tovabbi munkankhoz hasznalt HEP-Ce rendszer Gsszetételét a stabil tartomanybodl

valasztottuk ki, elkeriilve a nagy HEP-felesleg alkalmazasat (18. dbra). Ezért a késObbiekben
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100 mg HEP/g CeNPs Osszetételli funkcionalizalt nanorészecskékkel végeztiink kisérleteket.
Az HEP-Ce eldallitasdhoz a CeNPs torzsdiszperzio ¢s a HEP torzsoldat megfelelé mennyiségeit

osszekevertlik, a megfeleld feliileti toltéshez sziikséges savas kozeg (pH 4) biztositasa mellett.

Az igy eldallitott HEP-Ce rendszert TEM segitségével vizsgaltuk, amely az esetleges

morfoldgiai jellegzetességekre mutathat ra (19. abra).

100 nm w

19. abra: TEM felvételek az eléallitott HEP-Ce részecskékrol.

A TEM felvételek alapjan a HEP-Ce szerkezete sem tér el jelentdsen a CeNPs-t6l: itt is
a kis méretli CeO; részecskékbdl allo, valtozatos méretli €s alaku aggregatumok jellemzok,
amelyek kialakulasdhoz a TEM mintaeldkészités soran alkalmazott szaritas is hozzajarulhatott.
Ezek hidrodinamikai sugara DLS alapjan 173 + 30 nm, amely nem tér el jelentdsen a CeNPs

hidrodinamikai sugaratol savas kdzegben (pH 4).
5.3.3. A funkcionalizalt CeNPs ionerosség-fiiggé kolloidstabilitasa

A funkcionalizalt CeNPs eldallitasa utan vizsgaltuk az adszorbealt polielektrolit réteg
hatasat a soéindukalt aggregiciora. Az el6zOekben ismertetett eredmények alapjan
elmondhatjuk, hogy a CeNPs sotlirése aggregéacios szempontbol kicsi, ezért a 6 kérdés az volt,
hogy a polielektrolittal torténd funkcionalizalas kikiiszoboli-e ezt a hatranyos tulajdonsagot. A

toltésvizsgalat soran mért EPM értékek a 20. dbran keriilnek bemutatasra.
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20. abra: (a) CeNPs, illetve HEP-Ce (100 mg/g) rendszerek EPM értékei az oldott KCI koncentracio

fiiggvenyében, pH 4 érték mellett. (b) CeNPs, illetve MGC-Ce (65 mg/g) rendszerek EPM értékei az

oldott KCI koncentracio fiiggvenyében, pH 10 érték mellett. A CeNPs koncentrdcioja minden mérés
sordn 10 mg I'' volt. A folytonos gérbék célja kizardlag az dttekinthetbség eldsegitése.

Kis s6koncentracié mellett minden rendszer EPM értéke 6sszhangban volt a megfeleld
CeNPs-et tartalmaz6 részecske feliileti toltésével (16. és 18. abra). Savas kdzegben, alacsony
ionerdsségnél az EPM nagysagrendje hasonld volt a CeNPs ¢s a HEP-Ce rendszerekben,
Osszemérhetd erdsségll elektrosztatikus kolesonhatasokat jelezve. Lugos kozegben azonban a
feliiletmodositas kisebb nagysagrendii toltést eredményezett. Altalanossagban, az EPM
abszolutértékei a sokoncentracid novelésével, a feliileti toltés — oldott ionok altali — arnyékolasa
miatt csOkkentek, azonban a CeNPs ¢s a funkcionalizalt CeNPs adatai kiilonb6z6 mértékben és
eltéré tendenciaval valtoztak. A CeNPs esetén az EPM abszolutértéke a sokoncentracio
novelésével parhuzamosan folyamatosan csokkent, azonban a HEP-Ce és MGC-Ce rendszerek
sz¢éles sokoncentracio-tartomanyban kozel allando EPM értékekkel rendelkeztek. Ez a jelenség
mas polielektrolit-nanorészecske rendszerekre ismert, €s a polielektrolit-réteg szerkezetének
valtozasaval magyarazhatd.*> A HEP-Ce és MGC-Ce viselkedése kozott is jelentds kiilonbség
lathat6. A HEP-Ce igen nagy EPM értékekkel rendelkezik a kisérlet koriilményei kozott,
azonban az MGC-Ce EPM ¢értékei mar kis sokoncentracional is alacsonynak mondhatok a tobbi

vizsgalt részecskéhez képest.

A fenti toltésviszonyok kolloidstabilitdsra gyakorolt hatasat a stabilitasi arany értékek
meghatarozasaval kovettiik. A modositatlan és funkcionalizalt CeNPs kolloidstabilitasat

0sszehasonlitottuk, eredményeink a 2/. dbran lathatok.
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21. abra: (a) CeNPs, illetve a HEP-Ce (100 mg/g) rendszer stabilitdsi ardany értékei az oldott KCI
koncentracio fiiggvéenyéeben, pH 4 erték mellett. (b) CeNPs, illetve a MGC-Ce (65 mg/g) rendszer
stabilitasi arany értékei az oldott KCI koncentracio fiiggvényében pH 10 érték mellett. A CeNPs

koncentrdcidja minden mérés sordan 10 mg "' volt. A mért adatpontokat a (8) egyenlettel illesztettiik.

Altalanos megallapitas, hogy — 6sszhangban a DLVO elmélettel — a KC1 koncentréacio
novelése minden rendszer esetén a kolloidstabilitas csokkenését okozta. Az 1 koriili stabilitasi
arany értékekkel jellemezhetd gyors aggregacios tartomanyt minden rendszer elérte, azonban
az ehhez sziikséges KCl koncentracidkban nagysagrendi eltérést tapasztaltunk. Ezt a

kiilonbséget szdmszerlsithetjiik a (8) egyenlet alapjan szamitott CCC értékekkel (22. abra).
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22. abra: A CeNPs, HEP-Ce, illetve MGC-Ce rendszerek CCC értékeinek osszehasonlitasa. Az abra
bal oldalan a 20(a). dbra, mig a jobb oldalon a 20(b). abra adatsorainak illesztésével kapott CCC
értékek szerepelnek, a (8) egyenlet alapjan.
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A 22. abra még szembetlinObbé teszi a kolloidstabilitdsokban mutatkozo kiilonbséget.
A HEP polielektrolittal torténd funkcionalizélas 23-szoros, mig a MGC polielektrolittal torténd
funkcionalizalas 8-szoros kiilonbséget eredményezett a CCC értékekben. A stabilizalashoz
valoszinlileg elektrosztatikus €s sztérikus hatdsok is hozzdjarulnak. A nagy feliileti toltés az
elektromos kettdsrétegek kozott erds elektrosztatikus taszitd eréket hoz létre a DLVO elmélet
alapjan, tovabba nagy sdkoncentracio hatasara a feliiletre adszorbealddott polielektrolit-réteg

t,5% amely szamottevd sztérikus taszitast eredményez.*® A HEP-Ce rendszer nagy

megduzzadha
EPM értékei az elektrosztatikus stabilizaci6 jelentds hozzajarulésara utalnak, azonban a MGC-
Ce rendszer viszonylag alacsony EPM értékei alapjan a MGC elsdsorban sztérikus stabilizalo

hatast fejt ki a CeNPs diszperziora.

Osszességében megallapithatjuk, hogy a CeNPs stabilizalasa savas és bazikus
koriilmények kozott is sikeres volt, a HEP és MGC polielektrolitok alkalmasak CeNPs
kolloidstabilitdsanak megOrzésére akar szélsdéségesen magas sdkoncentracio mellett. A
kovetkezd fejezetben a feliileti toltés €s kolloidstabilitds hatasat vizsgaljuk az enzimszeri

aktivitasra.
5.4. Az enzimutanzo aktivitas felmérése
5.4.1. Oldott sok hatasa a CeNPs peroxidaz-utanzo aktivitasara

Munkank kovetkezd fazisaban a savas kdozegben (pH 4) kolloidkémiai szempontb6l mar
vizsgalt sok peroxiddz-utanzé aktivitdsra gyakorolt hatdsat mértiik fel. A TMB oxidacioja
hidrogén-peroxid ¢és megfeleld katalizator mellett szinvaltozassal jar (6. dbra), amit a
spektrofotometria modszerével kovettiink. Az  abszorbanciavaltozds sebessége a

reakcidosebességgel aranyos, amely igy kiszamithat6 a (10) egyenlet segitségével.
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23. abra: A CeNPs peroxidaz-utanzo aktivitasa KCI (a), illetve KNO;3 (b) jelenlétében. Mindkét abran
sziirke szinnel (forditott haromszdg) szerepel a CeNPs aktivitasa hozzdadott so nélkiili rendszerben. Az
tires szimbolumok a kontrollkisérletek eredményeit mutatjak be, amelyek nem tartalmaztak CeNPs-et,
a sokoncentracio pedig megegyezett az azonos szinti és alakii teli szimbolumokhoz tartozo értékkel. A
meérések soran savas koriilményeket (pH 4) alkalmaztunk. A CeNPs-et tartalmazo rendszerek (teli
szimbolumok) adatpontjait a (11) egyenlet alapjan illesztettiik, mig a kontrollkisérletekhez tartozo
folytonos gorbék célja kizardlag az attekinthetdség eldsegitése.

A CeNPs jelenléte nélkiil elvégzett kontrollkisérletek igazoltdk, hogy a KCl és KNO3
sok a vizsgalt koncentraciok mellett nem befolyasoljak jelentésen a TMB — H»O» rendszer
reakcidjat. A kontrollkisérletekben mért, 0-hoz kozeli reakcidsebesség értékek alapjan tehat
elmondhatjuk, hogy CeNPs jelenlétében tisztdn a nanozyme katalitikus aktivitdsat méri a
peroxidaz teszt. Az egyetlen kivétel a KCI lehet 100 mM koncentracidban, amely CeNPs nélkiil
is kis mennyiségli kék szinli oxidacidés termék megjelenését okozza (23(a). dbra). Ez
valdszinlileg Osszefliggésben all a CeNPs 100 mM KCI jelenlétében mért aktivitdsanak kis
megemelkedésével a tobbi koncentracidhoz képest. Ettdl eltekintve az igen hasonlo illesztett
Michaelis-Menten gorbék (11. egyenlet) alapjan a CeNPs aktivitdsat a vizsgalt KCI és KNO;
koncentraciok nem befolyasoltdk jelentdsen. A Michaelis-Menten paraméterek, amelyek sok
kozotti kiilonbségeket szamszersitik, a 25. abran taladlhatok. A Michaelis-Menten modell
alapjan a szubsztratkoncentracidé novelése teliti a katalizator aktiv kotohelyeit, igy a reakciod
sebessége nem haladhat meg egy maximalis értéket (Vimax). A vmax felének eléréséhez sziikséges
szubsztratkoncentraci6 a Michaelis-Menten alland6 (Kwm), amely forditottan aranyosnak

tekinthetO a szubsztrat affinitasaval a katalizatorhoz.

A peroxidaz-utanzo aktivitast KSCN jelenlétében is vizsgaltuk, eredményeinket a 24.

abran foglaltuk 6ssze.
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24. abra: A peroxidaz teszt eredménye KSCN jelenlétében a reakciosebesség-szubsztratkoncentrdcio
gorbékkel kifejezve. A reakciosebesség értékekben mért jelentds kiilonbségek miatt az y-tengely
megtorésére volt sziikség. Az abran sziirke szinnel szerepel a CeNPs aktivitasa hozzaadott s6 nélkiili
rendszerben. Az tives szimbolumok a kontrollkisérletek eredményeit mutatjik be, amelyek nem
tartalmaztak CeNPs-et, a sokoncentracio pedig megegyezett az azonos szinii és formaju teli
szimbolumokhoz tartozo értékkel. Az abra also részén lathato CeNPs-et tartalmazo rendszerek
adatsorait a (11) egyenlettel illesztettiik, a tobbi esetben a folytonos gorbék célja kizarolag az
attekinthetdség eldsegitéese.

A reakcidsebesség értékekben nagysagrendi eltérést tapasztaltunk a kiilonbozo
sokoncentraciok kozott, igy a megfeleld tengely megtorésével segitettiik elé az eredmények
attekinthet6ségét (24. dbra). A kontrollkisérletekbdl megallapithato, hogy a KSCN 6nmagéaban
is befolyasolja a peroxiddaz teszt eredményét: mar 0,1 mM koncentracioban mérhetd
mennyiségli TMB oxidaciojat okozza. Ez varatlan eredménynek szamit, a KSCN jelenlétében
lejatsz6do oxidaci® mechanizmusa pedig egyeldre ismeretlen. 10 mM sdkoncentracional
hidnyzik a kontrollkisérlethez tartoz6 adatsor. Ennek oka, hogy a szemmel lathat6 jelentds
szinreakcid ellenére az abszorbancia-id0 grafikon alakja szdmottevden kiilonbozott a varttol,
igy nem tudtuk egyenes illesztésével kiszamitani a reakcidosebességet. Ennek hatterében
valosziniileg bonyolultabb reakcidmechanizmus all, és kiilonboz6 termékek képzddése is

elképzelhetd. A jelenség részletes feltérképezése egy jovObeni kutatasi projekt témaja lehet.

A CeNPs-t tartalmaz6é rendszerekben mért aktivitas alapjan 0,1 mM és 1 mM KSCN
jelenlétében a KSCN és CeNPs hatasa additivnak tekintheté. Azonban 100 mM KSCN
onmagaban is a kordbbiaknal egy nagysagrenddel nagyobb, a TMB koncentraciojatol
lényegében fliggetlen reakcidosebességeket eredményez. Ennél a TMB koncentracional a CeNPs

hatdsa nem mérhetd, a kapott adatsor pedig nem illesztheté a Michaelis-Menten modellel (11).
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Az eddig bemutatott mérési eredményeink alapjan szamolt Michaelis-Menten

paramétereket a 25. dbran foglaltuk Gssze.
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25. abra: Eddigi eredményeink Michaelis-Menten paraméterei: (a) maximalis reakciosebesség és (b)
Michaelis-Menten allando. A hozzaadott so nélkiili rendszerben végzett mérés eredményét mindkét
abran szaggatott, sziirke szinii vonallal és CeNPs felirattal jeloltiik. A 100 mM KSCN-t tartalmazo

rendszerhez tartozo adatsort nem illeszthettiik a (11) egyenlettel, igy az ehhez tartozo oszlop errdl az

abrarol hianyzik.

A maximalis reakciosebesség KCl ¢s KNO3 hozzaadasara a legtobb koncentracioban
kismértékben csokkent (25(a). dbra). A KCl esetén a 100 mM sokoncentracid megszakitja a
csokkend tendenciat, ez pedig a KCI altal ilyen koncentracioban okozott szinreakcidonak
tulajdonithato (23(a). dbra). A KSCN adagolasaval a Michaelis-Menten modell (11. egyenlet)
altal eldrejelzett maximalis reakcidosebesség ugyan nem valtozott jelentdsen, de a gyakorlatban

mérhetd idétartamon beliil az aktivitas novekedését tapasztaltuk (24. abra).

A Michaelis-Menten allando6 (Kw) értéke a KCl koncentracio ndvelésével csokkent, ami
a szubsztrat affinitdsdnak novekedését jelzi a katalizator feliiletéhez, kolloidkémiai
méréseinkkel 6sszhangban (13. dbra). A sdkoncentracid novelésével az elektromos kettdsréteg

vastagsaga csokken, és elektrosztatikus taszitd hatdsa kevésbé érvényesiil,>

ami segitheti a
szubsztrat megkotodését a CeNPs feliiletén. A KNOs esetén a Kyv értéke nem fligg jelentdsen
a koncentraciotol. Ennek oka lehet, hogy a CeNPs diszperzidja kis KNO3 koncentracional is
instabilnak bizonyult (7/4(a). dbra). A KSCN esetén a Km csokkenése elsdsorban annak
tulajdonithatd, hogy a s6 6nalldan is eldsegiti a TMB oxidacidjat, valamint ennek hozzajarulasa

a mért reakciosebesseég értékekhez nagy KSCN koncentracional jelentdsebb.
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5.4.2. Polielektrolitok hatiasa a CeNPs peroxidaz-utanzo aktivitasara

A funkcionalizalt CeNPs-et is vizsgaltuk a peroxiddz teszt segitségével. Célunk volt
feltérképezni, hogy a feliilet polielektrolitokkal torténd moddositdsa hogyan befolyasolja a

CeNPs peroxiddz-utanz6 aktivitasat. Eredményeinket a 26. abra foglalja ossze.
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26. abra: A CeNPs és HEP-Ce (a), valamint a CeNPs és MGC-Ce (b) rendszerek peroxiddz-
aktivitasanak osszehasonlitasa. A (b) abran szereplé nanozyme-ok torzsdiszperzioja a mintak
keszitésekor pH 10-es volt, az MGC-Ce képzddéséhez sziikséges koriilmények miatt. A CeNPs és HEP-
Ce rendszerek adatpontjait a (11) egyenlettel illesztettiik, az MGC-Ce adatpontjaira rajzolt folytonos
gorbe célja kizarolag az dttekinthetdség elésegitése, mert az adatsor a (11) egyenlettel nem illesztheto.

Eredményeink alapjan mindkét polielektrolit jelentdsen megnovelte a CeNPs
peroxidaz-utanzo aktivitdsat a reakcidsebesség értékeket figyelembe véve. A 26(a). dbran
lathato, hogy a HEP-Ce rendszer reakciosebesség értékei jol illeszthetok a Michaelis-Menten
modellel (11. egyenlet), valamint szamottevden feliilmuljak a CeNPs-et minden vizsgalt TMB

koncentracidé mellett.

Az MGC-Ce rendszer eldallitasahoz bazikus koriilmények (pH 10) voltak sziikségesek
a megfeleld toltésviszonyok biztositdsdhoz, igy pH 10-re allitott torzsdiszperziok alltak
rendelkezésiinkre. A peroxidaz teszhez azonban legalabb enyhén savas kozeg sziikséges. Igy a
26(b). abra elkészitésénél a savas kémhatasu (pH 4) torzsoldatokhoz és olddszerhez kis
mennyiségli (80 pl), viszonylag tomény, bazikus (pH 10) CeNPs, illetve MGC-Ce
torzsdiszperziokat (500 mg 1) adtunk, igy minimalizdlva a pH valtozasat. A két rendszer
kozotti kiillonbség még szembetiinbbb, mint a HEP-Ce esetében, hiszen nem csak a
reakcidsebesség értékekben tortént nagyobb novekedés, de a reakcidmechanizmus is valtozott.
Az MGC-Ce rendszer kiugréoan magas, azonban a TMB ndvekvd koncentracidjaval csokkend

aktivitdsanak mechanizmusa még nem tisztazott és tovabbi kutatomunka alapjat képezi.
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Ezlttal nem illeszthettiink minden adatsort a Michaelis-Menten egyenlet (11)
segitségével, igy az aktivitasok szemléletes Osszehasonlitdsdhoz az 1,0 mM TMB

koncentraciondl mért reakcidosebesség eértékeket hasznaltuk fel (27. abra).
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27. abra: A CeNPs, HEP-Ce és MGC-Ce nanozyme rendszerek dsszehasonlitasa a peroxidaz teszt
alapjan. Az 1 mM TMB koncentracio mellett mért reakciosebesség értékeket abrazoltuk. A pH 4 és pH
10 feliratok kizarolag a torzsdiszperziok pH értékét jelzik, minden teszt savas kdzegben zajlott.

A fenti reakcidsebesség értékek alapjan is kijelenthetjiik, hogy a HEP és MGC
polielektrolitokkal torténd funkcionalizalds szamottevéen megndvelte a CeNPs peroxidaz-
utanz6 aktivitasat, valamint hogy a MGC jelenléte a legelonydsebb az enzimutanzo hatés
szempontjabol. A HEP-Ce rendszer aktivitdsat jol jellemezte a Michaelis-Menten modell
(26(a). abra). Az enzimutanz6 hatds novekedéséhez hozzajarulhatott a rendszer CeNPs-nél
joval nagyobb kolloidstabilitdsa, hiszen a lassu aggregaciod és a kis méretli részecskék nagy
fajlagos feliiletet biztositanak, ami eldnyos a feliileten lejatszodo katalitikus folyamat
szempontjabol. A MGC-Ce rendszer esetében is €rvényesiilhetett ez a stabilizacid, azonban a
kiugréan magas reakcidsebesség €rtékek €s az eltérd tendencia alapjan a MGC ezen feliil is
befolydsolja a peroxiddz-utanzo aktivitast (26(b). abra). A MGC polielektrolit és a TMB
szubsztrat kozott valosziniileg erds vonzoerdk lépnek fel, amelyhez hidrogénhidak és hidrofob
kolcsonhatasok is hozzajarulhatnak. Ez eldsegitheti a szubsztrat hozzaférését a CeNPs
feliiletéhez, valamint magyardzatot adhat a mért gorbe alakjara, ami a TMB gatld hatasara

utal.®

Eredményeink alapjan a HEP-Ce és MGC-Ce rendszerek igéretes peroxidaz-utanzo
antioxidans nanozyme-nak tekinthetdk, amelyhez megndvekedett aktivitasuk és kiemelkedd

kolloidstabilitasuk is hozzéjarul.
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6. OSSZEGZES

Munkdnk soran a CeO: nanozyme kolloidkémiai tulajdonsdgait €s antioxidans,

enzimutanzo hatasat tanulméanyoztuk.

A CeNPs-et eldallitottuk és karakterizaltuk, kiilonos hangsulyt fektetve a kolloid
diszperzid jellemzésére. A CeNPs savas kozegben pozitiv, bazikus kézegben pedig negativ

feliileti toltéssel rendelkeznek, igy kutatasunk mindkét koriilmény vizsgélatara kiterjedt.

CeNPs bazikus kozegli diszperziodinak stabilitasat tanulmanyoztuk kiilonboz6 egyértékii
oldott kationok (Na*, K", Cs") és anionok (CI, NO3~, SCN") jelenlétében. A vizsgalt kationok
viszonyat értelmezhettiik a Hofmeister-sorozat segitségével, azonban az anionok a sorozattdl
eltérd viselkedést mutattak. Az anionok destabilizald hatasa savas kdzegben is kiillonbozott a
Hofmeister-sorozattdl. Savas és bazikus kozegben is a KNOsz soé destabilizalta legkisebb
koncentracibban a CeNPs-et, igy a jelenlétére a tovabbiakban kiemelt figyelmet kell
forditanunk. Megallapithattuk, hogy minden vizsgalt s6 mar kis koncentradcidban gyors
aggregaciot eredményez, ami a gyakorlatban jelentdsen csokkenti a nanorészecskék

alkalmazhatdsagat, igy elengedhetetlenné valt a CeNPs diszperzidstabilitasanak novelése.

Ennek érdekében a CeNPs-et funkcionalizaltuk a feliileti toltéssel ellentétes toltésii
polielektrolitokkal: savas kozegben heparinnal, bazikus kdzegben metil-glikol-kitozannal. A
megfeleld polielektrolit-mennyiség jelenlétében mindkét esetben megvaltozott a feliileti toltés
eldjele, €s stabil diszperziokat allitottunk eld. A sofliggd aggregacio vizsgalatdnal mindkeét

funkcionalizalt rendszer kolloidstabilitasa messze feliilmtlta a modositatlan CeNPs-et.

A korédbban is vizsgalt sok nem befolyasoltdk jelentésen a CeNPs peroxidaz-utanzé
aktivitasat, amely lehetdvé teszi az antioxidans hatas kihasznaldsat akar nagy ionerdsség mellett
1s. A KSCN s6 mérése kihivasokba iitkozott, mert 6nmagaban is igen erds szinreakciot valtott

ki a teszt koriilményei kozott.

A funkcionalizalt CeNPs peroxidaz-utanzo aktivitasa jelentésen nagyobbnak bizonyult
a modositatlan CeNPs-hez képest. Az MGC-Ce rendszer mutatkozott a leghatékonyabb

nanozyme-nak, tovabba kiilondsen nagy aktivitasat szokatlan mechanizmus jellemezte.

A munkank soran eldallitott funkcionalizdlt CeNPs megndvelt peroxidaz-utanzéd
aktivitasa kiemelkedd kolloidstabilitassal parosult. Eredményeink magas sékoncentracio
mellett is igéretes antioxiddns nanozyme-okat mutatnak be, valamint fontos informaciot

szolgaltatnak a CeNPs alkalmazasat, illetve hasonlo rendszerek fejlesztését célzo kutatasoknak.

38



7. IRODALOMJEGYZEK

(1) Sies, H.; Jones, D. P. Reactive oxygen species (ROS) as pleiotropic physiological signalling
agents. Nature Reviews Molecular Cell Biology 2020, 21 (7), 363-383.

(2) Nolfi-Donegan, D.; Braganza, A.; Shiva, S. Mitochondrial electron transport chain:
Oxidative phosphorylation, oxidant production, and methods of measurement. Redox Biology
2020, 37, 101674.

(3) Sies, H. Oxidative stress: oxidants and antioxidants. Experimental Physiology 1997, 82 (2),
291-295.

4) MatEs, J. M.; Pérez-Gomez, C.; De Castro, I. N. Antioxidant enzymes and human diseases.
Clinical Biochemistry 1999, 32 (8), 595-603.

(5) Forman, H. J.; Zhang, H. Targeting oxidative stress in disease: promise and limitations of
antioxidant therapy. Nature Reviews Drug Discovery 2021, 20 (9), 689-709.

(6) Szerlauth, A.; Varga, A.; Madacsy, T.; Sebdk, D.; Bashiri, S.; Skwarczynski, M.; Toth, I.;
Maléth, J.; Szilagyi, I. Confinement of Triple-Enzyme-Involved Antioxidant Cascade in Two-
Dimensional Nanostructure. ACS Materials Letters 2023, 5 (2), 565-573.

(7) Hoang, H. T.; Moon, J.-Y.; Lee, Y.-C. Natural Antioxidants from Plant Extracts in Skincare
Cosmetics: Recent Applications, Challenges and Perspectives. Cosmetics 2021, § (4).

(8) Lourengo, S. C.; Moldao-Martins, M.; Alves, V. D. Antioxidants of Natural Plant Origins:
From Sources to Food Industry Applications. Molecules 2019, 24 (22).

(9) Lopez de Dicastillo, C.; Rodriguez, F.; Guarda, A.; Galotto, M. J. Antioxidant films based
on cross-linked methyl cellulose and native Chilean berry for food packaging applications.
Carbohydrate Polymers 2016, 136, 1052-1060.

(10) Lin, Y.; Ren, J.; Qu, X. Catalytically Active Nanomaterials: A Promising Candidate for
Artificial Enzymes. Accounts of Chemical Research 2014, 47 (4), 1097-1105.

(11) Singh, H. P.; Gupta, N.; Sharma, R. K. Hollow Silica Nanoparticles as Support for Catalase
Enzyme Immobilization. Catalysis Letters 2013, 143 (12), 1304-1311.

(12) Wu, J.; Wang, X.; Wang, Q.; Lou, Z.; L1, S.; Zhu, Y.; Qin, L.; Wei, H. Nanomaterials with
enzyme-like characteristics (nanozymes): next-generation artificial enzymes (II). Chemical
Society Reviews 2019, 48 (4), 1004-1076.

(13) Zandieh, M.; Liu, J. Nanozymes: Definition, Activity, and Mechanisms. Advanced
Materials 2024, 36 (10), 2211041.

(14) Halmagyi, T. G.; Noureen, L.; Szerlauth, A.; Szilagyi, I. Engineering inorganic nanozyme
architectures for decomposition of reactive oxygen species. Dalton Transactions 2024, 53 (34),
14132-14138.

(15) Liu, Q.; Zhang, A.; Wang, R.; Zhang, Q.; Cui, D. A Review on Metal- and Metal Oxide-
Based Nanozymes: Properties, Mechanisms, and Applications. Nano-micro Letters 2021, 13
(1), 154.

(16) Park, J.; An, K.; Hwang, Y.; Park, J.-G.; Noh, H.-J.; Kim, J.-Y.; Park, J.-H.; Hwang, N.-
M.; Hyeon, T. Ultra-large-scale syntheses of monodisperse nanocrystals. Nature Materials
2004, 3 (12), 891-895.

(17) Alsharif, N. B.; Bere, K.; Saringer, S.; Samu, G. F.; Takacs, D.; Hornok, V.; Szilagyi, I.
Design of hybrid biocatalysts by controlled heteroaggregation of manganese oxide and sulfate

39



latex particles to combat reactive oxygen species. Journal of Materials Chemistry B 2021, 9
(24), 4929-4940.

(18) Kuah, E.; Toh, S.; Yee, J.; Ma, Q.; Gao, Z. Enzyme Mimics: Advances and Applications.
Chemistry — A European Journal 2016, 22 (25), 8404-8430.

(19) Yuan, G.; Mai, Y.; Chen, J.; Nie, Y.; Wang, C.; Liu, Q.; Tian, X.; Pan, Y. Application of
Nanozymes in Biomedical Imaging. Analysis & Sensing 2024, 4 (1), €202300048.

(20) Li, X.; Zhu, H.; Liu, P.; Wang, M.; Pan, J.; Qiu, F.; Ni, L.; Niu, X. Realizing selective
detection with nanozymes: Strategies and trends. TRAC Trends in Analytical Chemistry 2021,
143, 116379.

(21) Wang, Q.; Wei, H.; Zhang, Z.; Wang, E.; Dong, S. Nanozyme: An emerging alternative to
natural enzyme for biosensing and immunoassay. TRAC Trends in Analytical Chemistry 2018,
105, 218-224.

(22) Korsvik, C.; Patil, S.; Seal, S.; Self, W. T. Superoxide dismutase mimetic properties
exhibited by vacancy engineered ceria nanoparticles. Chemical Communications 2007, (10),
1056-1058.

(23) Xiao, G.; Li, H.; Zhao, Y.; Wei, H.; L1, J.; Su, H. Nanoceria-Based Artificial Nanozymes:
Review of Materials and Applications. ACS Applied Nano Materials 2022, 5 (10), 14147-
14170.

(24) Alsharif, N. B.; Samu, G. F.; Saringer, S.; Szerlauth, A.; Takacs, D.; Hornok, V.; Dékany,
I.; Szilagyi, 1. Antioxidant colloids via heteroaggregation of cerium oxide nanoparticles and
latex beads. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 2022, 216, 112531.

(25) Yan, R.; Sun, S.; Yang, J.; Long, W.; Wang, J.; Mu, X.; Li, Q.; Hao, W.; Zhang, S.; Liu, H.;
et al. Nanozyme-Based Bandage with Single-Atom Catalysis for Brain Trauma. ACS Nano
2019, /3 (10), 11552-11560.

(26) Kim, Y. G.; Lee, Y.; Lee, N.; Soh, M.; Kim, D.; Hyeon, T. Ceria-Based Therapeutic
Antioxidants for Biomedical Applications. Advanced Materials 2024, 36 (10), 2210819.

(27) Liu, B.; Huang, Z.; Liu, J. Boosting the oxidase mimicking activity of nanoceria by fluoride
capping: rivaling protein enzymes and ultrasensitive F— detection. Nanoscale 2016, 8 (28),
13562-13567.

(28) Chen, W.; Xue, J.; Bao, Y.; Feng, L. Surface engineering of nano-ceria facet dependent
coupling effect on Pt nanocrystals for electro-catalysis of methanol oxidation reaction.
Chemical Engineering Journal 2020, 381, 122752.

(29) Israelachvili, J. Intermolecular and Surface Forces; Academic Press, 2011.

(30) Tombacz, E.; Libor, Z.; 1liés, E.; Majzik, A.; Klumpp, E. The role of reactive surface sites
and complexation by humic acids in the interaction of clay mineral and iron oxide particles.
Organic Geochemistry 2004, 35 (3), 257-267.

(31) Holmberg, K.; Shah, D. O.; Schwuger, M. J. Handbook of Applied Surface and Colloid
Chemistry; Wiley, 2002.

(32) Delgado, A. V.; Gonzédlez-Caballero, F.; Hunter, R. J.; Koopal, L. K.; Lyklema, J.
Measurement and interpretation of electrokinetic phenomena. Journal of Colloid and Interface
Science 2007, 309 (2), 194-224.

40



(33) Derjaguin, B.; Landau, L. D. Theory of the stability of strongly charged lyophobic sols and
of the adhesion of strongly charged particles in solutions of electrolytes. Acta Physicochimica
URSS 1941, 14 (6), 633-662.

(34) Verwey, E. J. W.; Overbeek, J. T. G.; van Nes, K. Theory of the Stability of Lyophobic
Colloids: The Interaction of Sol Particles Having an Electric Double Layer; Elsevier
Publishing Company, 1948.

(35) Barouch, E.; Matijevi¢, E.; Wright, T. H. Effects of Born Repulsion on Particle
Detachment. Chemical Engineering Communications 1987, 55 (1-6), 29-40.

(36) Huang, Y.; Ren, J.; Qu, X. Nanozymes: Classification, Catalytic Mechanisms, Activity
Regulation, and Applications. Chemical Reviews 2019, 119 (6), 4357-4412.

(37) Hofmeister, F. Zur Lehre von der Wirkung der Salze. Archiv fiir experimentelle Pathologie
und Pharmakologie 1888, 24 (4), 247-260.

(38) Wei, W. Hofmeister Effects Shine in Nanoscience. Advanced Science 2023, 10 (22),
2302057.

(39) Hegediis, T.; Takacs, D.; Vasarhelyi, L.; Szilagyi, 1.; Konya, Z. Specific Ion Effects on
Aggregation and Charging Properties of Boron Nitride Nanospheres. Langmuir 2021, 37 (7),
2466-2475.

(40) Katana, B.; Takécs, D.; Csapo, E.; Szabo, T.; Jamnik, A.; Szilagyi, I. Ion Specific Effects
on the Stability of Halloysite Nanotube Colloids-Inorganic Salts versus lonic Liquids. The
Journal of Physical Chemistry B 2020, 124 (43), 9757-9765.

(41) Oncsik, T.; Trefalt, G.; Borkovec, M.; Szilagyi, I. Specific lon Effects on Particle
Aggregation Induced by Monovalent Salts within the Hofmeister Series. Langmuir 2015, 31
(13), 3799-3807.

(42) Lopez-Ledn, T.; Santander-Ortega, M. J.; Ortega-Vinuesa, J. L.; Bastos-Gonzalez, D.
Hofmeister Effects in Colloidal Systems: Influence of the Surface Nature. The Journal of
Physical Chemistry C 2008, 112 (41), 16060-16069.

(43) G. Lopez, C.; Matsumoto, A.; Shen, A. Q. Dilute polyelectrolyte solutions: recent progress
and open questions. Soft Matter 2024, 20 (12), 2635-2687.

(44) Van Houten, J.; Barberi, R. C.; King, J.; Ogata, A. F. Improving the colloidal stability of
protein@ZIF-8 nanoparticles in biologically relevant buffers. Materials Advances 2024, 5 (14),
5945-5957.

(45) Akdeniz, B.; Wood, J. A.; Lammertink, R. G. H. Diffusiophoretic Behavior of
Polyelectrolyte-Coated Particles. Langmuir 2024, 40 (11), 5934-5944.

(46) Pavlovic, M.; Li, L.; Dits, F.; Gu, Z.; Adok-Sipiczki, M.; Szilagyi, I. Aggregation of layered
double hydroxide nanoparticles in the presence of heparin: towards highly stable delivery
systems. RSC Advances 2016, 6 (20), 16159-16167.

(47) Saringer, S.; Terjéki, G.; Varga, A.; Maléth, J.; Szilagyi, I. Optimization of Interfacial
Properties Improved the Stability and Activity of the Catalase Enzyme Immobilized on Plastic
Nanobeads. Langmuir 2024, 40 (31), 16338-16348.

(48) Alquwaizani, M.; Buckley, L.; Adams, C.; Fanikos, J. Anticoagulants: A Review of the
Pharmacology, Dosing, and Complications. Current Emergency and Hospital Medicine Reports
2013, 7 (2), 83-97.

41



(49) Caputo, F.; Mameli, M.; Sienkiewicz, A.; Licoccia, S.; Stellacci, F.; Ghibelli, L.; Traversa,
E. Anovel synthetic approach of cerium oxide nanoparticles with improved biomedical activity.
Scientific Reports 2017, 7 (1), 4636.

(50) Schértl, W. Light scattering from polymer solutions and nanoparticle dispersions;
Springer, 2007.

(51) Hassan, P. A.; Rana, S.; Verma, G. Making Sense of Brownian Motion: Colloid
Characterization by Dynamic Light Scattering. Langmuir 2015, 31 (1), 3-12.

(52) Rouster, P.; Pavlovic, M.; Szilagyi, 1. Destabilization of Titania Nanosheet Suspensions by
Inorganic Salts: Hofmeister Series and Schulze-Hardy Rule. The Journal of Physical Chemistry
B 2017, 121 (27), 6749-6758.

(53) Grolimund, D.; Elimelech, M.; Borkovec, M. Aggregation and deposition kinetics of
mobile colloidal particles in natural porous media. Colloids and Surfaces A: Physicochemical
and Engineering Aspects 2001, 191 (1), 179-188.

(54) Engelhardt, M. B.; Sugimoto, T.; Papastavrou, G.; Kobayashi, M. Electrophoretic mobility
of nanoparticle aggregates: Independence from aggregate size. Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspects 2024, 703, 135244,

(55) Gu, S.; Risse, S.; Lu, Y.; Ballauff, M. Mechanism of the Oxidation of 3,3',5,5'-
Tetramethylbenzidine Catalyzed by Peroxidase-Like Pt Nanoparticles Immobilized in
Spherical Polyelectrolyte Brushes: A Kinetic Study. ChemPhysChem 2020, 21 (5), 450-458.

(56) Jiang, B.; Duan, D.; Gao, L.; Zhou, M.; Fan, K.; Tang, Y.; Xi, J.; Bi, Y.; Tong, Z.; Gao, G.
F.; et al. Standardized assays for determining the catalytic activity and kinetics of peroxidase-
like nanozymes. Nature Protocols 2018, 13 (7), 1506-1520.

(57) Bortamuly, R.; Konwar, G.; Boruah, P. K.; Das, M. R.; Mahanta, D.; Saikia, P. CeO,-PANI-
HCl and CeO>-PANI-PTSA composites: synthesis, characterization, and utilization as
supercapacitor electrode materials. lonics 2020, 26 (11), 5747-5756.

(58) Zachariah, Z.; Heuberger, M. P.; Espinosa-Marzal, R. M. Colloidal Interactions—DLVO
Theory and Beyond. In One Hundred Years of Colloid Symposia: Looking Back and Looking
Forward, ACS Symposium Series, Vol. 1457; American Chemical Society, 2023; pp 31-47.

(59) Szilagyi, I.; Trefalt, G.; Tiraferri, A.; Maroni, P.; Borkovec, M. Polyelectrolyte adsorption,
interparticle forces, and colloidal aggregation. Soft Matter 2014, 10 (15), 2479-2502.

(60) Chang, Q.; Jiang, J. Adsorption of Block-Polyelectrolytes on an Oppositely Charged
Surface. Macromolecules 2021, 54 (9), 4145-4153.

(61) Forsman, J. Polyelectrolyte Adsorption: Electrostatic Mechanisms and Nonmonotonic
Responses to Salt Addition. Langmuir 2012, 28 (11), 5138-5150.

(62) Fritz, G.; Schédler, V.; Willenbacher, N.; Wagner, N. J. Electrosteric Stabilization of
Colloidal Dispersions. Langmuir 2002, 18 (16), 6381-6390.

(63) Seyrek, E.; Hierrezuelo, J.; Sadeghpour, A.; Szilagyi, 1.; Borkovec, M. Molecular mass
dependence of adsorbed amount and hydrodynamic thickness of polyelectrolyte layers.
Physical Chemistry Chemical Physics 2011, 13 (28), 12716-12719.

(64) Seibert, E.; Tracy, T. S. Fundamentals of Enzyme Kinetics: Michaelis-Menten and Non-
Michaelis—Type (Atypical) Enzyme Kinetics. In Enzyme Kinetics in Drug Metabolism:
Fundamentals and Applications, Nagar, S., Argikar, U. A., Tweedie, D. Eds.; Springer US,
2021; pp 3-27.

42



8. KOSZONETNYILVANITAS

Eziton szeretnék koszonetet mondani Prof. Dr. Toth Agotanak, a Fizikai Kémiai és
Anyagtudomanyi Tanszék vezetdjének, hogy biztositotta szamomra jelen dolgozat

elkészitésének lehetdségét a tanszéken.

Szeretném megkdszonni témavezetdémnek, Dr. Szilagyi Istvannak, a tdmogatasat és a
lehetdséget, hogy a kutatasi munka az MTA-SZTE ,,Lendiilet” Biokolloidok Kutatocsoportban
késziilhetett el.

Ko6szondm tovabba Dr. Varga Viktorianak, Péter Tamasnak és Dr. Nizar Alsharifnak a

kutatdmunka sordn nyujtott segitségiiket.

43



