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Tartalmi osszefoglalo

Az utobbi évtizedek felfedezése, hogy egyes nanorészecskék (Un. nanozyme-ok) képesek
enzimmiikdodést utanozni, viszont a természetes enzimek szamos hatranyos viselkedését (pl.
nem denaturadlddnak, kevésbé érzékenyek a pH-, nyomds-, és homérséklet valtozasaira, €s
eldallitasuk koltséghatékonyabb) nem mutatjak. Az egyik nagy kihivas a teriileten, hogy olyan
nanozyme rendszert hozzunk létre, amely tobbféle enzim muiikddését parhuzamosan végzi, és
nagy kolloidstabilitassal rendelkezik. Kutatasunk soran komplex, berlini kék (Prussian Blue,
PB) nanozyme tartalmu, kolloid rendszereket hoztunk Iétre a hatékony és széleskora
enzimaktivitas elérése céljabol. Egyrészt réz(1l) ionokkal dusitott aluminium-szilikat (CuZ)
részecskéket, illetve azok polielektrolittal moédositott valtozatat (PCuZ) funkcionalizaltunk PB
nanokockékkal (PB-PCuZ), mésrészt papain (PPN) enzimet adszorbealtattunk PB nanozyme-
okon, és az igy keletkezett kompozitokat, illetve azok diszperzioit vizsgaltuk foképp
kolloidkémiai €s biokatalitikus képesség szempontjabol. A polimer templat alapu PB szintézis
eredményeként egy igen stabil, jo kozelitéssel monodiszperz vizes kozegl diszperziot kaptunk.
A PPN adszorpci6 a PB feliileti toltésének eldjel valtozasaval jart, a kapott PB-PPN hibrid
részecske a PB mintdhoz hasonldan igen stabilnak mutatkozott nagy ionerdsségek mellett is,
amely a felhasznalhatdsag szempontjabol rendkiviil elonyods. Megallapitottuk, hogy a PB
nanokockdk rendelkeznek szuperoxid dizmutiz- (SOD) ¢és peroxidaz-szeri (POD)
enzimaktivitassal. Ezen antioxidans képességek a PPN immobilizaldsa utan sem valtoznak,
viszont a PB-PPN kompozit protedz aktivitassal is bir, amit fehérje hidrolizisen alapuld
tesztreakciokkal mutattunk ki. A PB és PCuZ rendszer esetében nanozyme elegy kialakulasat
tapasztaltuk, ami egyiittesen tartalmazott PB-PCuZ kompozitot €s szabad PB részecskéket is.
Stabilis diszperzidban jelentés POD aktivitas ndvekedést tapasztaltunk a funkcionalizalatlan
PB részecskék aktivitasdhoz képest, ami szinergisztikus miikodési mechanizmust sejtet a PB és
CuZ nanozyme-ok kozott. Osszegezve, a munkank soran kifejlesztett nanozyme részecskék
nagy kolloid- és szerkezeti stabilitassal birnak, mialatt képesek oxigéntartalma szabadgyokok
elimindlasara és fehérjék hidrolizisére. Az eredmények szdmottevd érdeklddésre tarthatnak
szamot fOképp ipari eljarasokban, ahol a természetes enzimek alkalmazdsa nehézkes. Ez
hatvanyozottan igaz azokra az alkalmazasokra, ahol mind a prote4dz, mind az antioxidans hatés
elvart, viszont a természetes enzimek egyiittes alkalmazasa esetében az antioxiddns enzim
hidrolizise jatszodik le a proteaz altal. Tovabbi terveink kozott szerepel a fenti kolloid

rendszerek tesztelése bioldgiai rendszerekben.
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1. Roviditésjegyzék

Rovidités
ROS
RNS
SOD
POD
PRT
CAT
DLS
ELS
PVP

PDADMAC

PB
CCC
DLVO
PMMA
PS
TMB
TEM
ASP
IEP
CuZ
PCuZ
PB-PCuZ
EPR

Oxigén tartalmt szabadgyok
Nitrogén tartalmu szabadgyok
Szuperoxid-dizmutdz enzim
Peroxidaz enzim

Prote4dz enzim

Katalaz enzim

Dinamikus fényszoras
Elektroforetikus fényszoras
Polivinil-pirrolidon
Poli(diallil-dimetil-ammonium klorid)
Berlini kék

Kritikus koagulalasi koncentracié

Derjaguin-Verwey-Landau-Overbeek

Poli(metil-metakrilat)

Polisztirol

3,3".5,5'-tetrametilbenzidin

Transzmisszios elektronmikroszkopia
Adszorpcios telitési plato

[zoelektromos pont

Cu(II)-modositott ZSMS5 zeolit

PDADMAC-al modositott CuZ

PB ¢és PCuZ részecskékbdl eldallitott kompozit

Elektron paramagneses spektroszkdpia



2. Bevezetés

A biologiai szervezetekben és az iparban lejatsz6do folyamatok sordn keletkezhetnek olyan
vegyliletek, amelyek az €16 szervezetre, vagy az ipari termékekre karos hatassal vannak. Ezek
a szabadgyokok rendkiviil reaktivak abbol kifolyolag, hogy parositatlan elektront tartalmaznak.
Ha a reakciok sordn a szabadgyokok egyensulya felborul, akkor elszabadult oxidativ
lancreakciok indulhatnak be, amelyek karos kovetkezményekkel jarhatnak. Ezt nevezziik
oxidativ stressznek, ami az iparban a végtermék mindségének romlasat, mig €16 szervezetekben

megbetegedésekhez vezethet, €s az oregedést is ezek az oxidacios folyamatok okozzak.

Az ¢16 szervezetek évmilliok alatt tobb védekezd mechanizmust fejlesztettek ki a szabadgyokok
karos hatasaival szemben. Az egyik — és leghatékonyabb — modszer, hogy a sejtekben
megtalalhatéak olyan enzimek, amelyek a szabadgyokok bomlasat katalizaljak, igy azok
hamarabb elbomlanak, minthogy kart tennének a sejtek szerkezetében. Ezek az enzimek nem
egymagukban, hanem egymassal egylittmiikodve, 1épésrol-1épésre alakitjak a reaktiv gyokoket

kevéssé reaktiv vegyiiletekké. Az ilyen folyamatokat kaszkad reakcidknak nevezziik.

Kézenfekvo lenne ezeket az enzimeket kdzvetleniil hasznalni ipari folyamatok soran, am ez
sajnos nem ilyen egyszert, hiszen az enzimek nagyon érzékenyek a kornyezeti paraméterekre.
A kémhatas, hdmérséklet, nyomas, ionerdsség apro valtozasai is nagyban befolyasolhatjdk az
enzimek miikodoképességét. Az ipari folyamatok sordn jelen lehetnek a reakcidelegyben
inhibitorok, amelyek akadalyozzak a katalizist, raadasul eldallitasuk/kinyerésiik is sok esetben
draga, érzékenységilik miatt tarolasuk €s szallitasuk is nehézkes, és nem megfeleld koriilmények

kozott a teljes aktivitasukat is elveszithetik.

Az egyik megoldas az enzimek miikodoképesség tartomanyanak kiterjesztésére azaltal, hogy
szilard hordozokon immobilizaltatjuk, amelyek megvédik az aktiv centrumot a szamara karos
hatasoktol. Egy hordozo feliiletén tobbféle enzimet megkotve olyan rendszereket hozhatunk
létre, amelyek kiilonb6zd enzimaktivitdsokat mutatnak, igy akar egy teljes kaszkad reakcio is

lejatszodhat egy hordozon.

A masik megoldast az enzimek helyettesitésére az a felfedezés szolgaltatta, hogy egyes
szervetlen nanorészecskék (un. nanozyme-ok) képesek enzimszerii mitkodéseket utanozni,
sokkal sz¢lesebb tartomanyban képesek hatdsuk kifejtésére, mint az enzimek, aktivitasuk mégis
vetekszik azokéval. A nanozyme-ok aktivitdsanak kutatasa soran nagy figyelmet kell forditani

azok diszperzidjanak kolloidstabilitdsara, hiszen a részecskék aggregacioja soran a feliiletek



nagysaga csokken, amellyel parhuzamosan altaldban csokken az aktiv helyek szama és az

aktivitas, valamint biologiai rendszerekben problémat okoz a részecskék aggregacioja.

A nanozyme-ok hasznalata 6nmagukban is alternativdja lehet az enzimeknek, de tovabbi
lehetdségeket nyit meg, ha a fentebb vazolt mdédon olyan hordozdékon adszorbedltatunk
enzimeket, amelyek maguk is nanozyme-ok, mikozben vizsgéljuk, hogy azok kioltjak vagy
éppen erdsitik egymas aktivitasat. igy nem csak az enzim tiirképességét novelhetjiik, hanem a

rendszert mas enzimaktivitasokkal is felruhdzhatjuk.

Dolgozatom alapjat képezd kisérleti munka soran polimer bevonattal rendelkez6 PB nanozyme-
ot szintetizaltam, amelynek vizsgaltam kolloidalis és morfoldgiai tulajdonsagait. Ezen a
részecskén papain enzimet immobilizaltattunk azzal a céllal, hogy vizsgdljuk a kompozit
rendszer enzimaktivitasait. Kutatdisom masik részeként zeolit részecskék iondsszetételének
modositasaval allitottunk el réztartalamu zeolitot. Ennek felilletén PB nanozyme-okat
adszorbedltuk, majd ezeknek a rendszernek is vizsgéltuk a kolloidstabilitasat és biokatalitikus

tulajdonsagait szabadgydk eliminalasi képesség szempontjabol.



3. Irodalmi attekintés
3.1 Antioxidansok

Az emberi szervezetben vagy az ipari folyamatok soran keletkezhetnek olyan anyagok, amelyek
karos hatast fejthetnek ki a szervezet mikodésére vagy az ipari folyamat soran eldallitott
termékekre. Ezeknek az anyagoknak egy jelentds részét a szabadgyokok alkotjak, amelyek
olyan atomok, ionok vagy molekuldk, amelyek parositatlan elektronnal rendelkeznek, igy
rendkiviil reaktivak, ezért szdmos nem kivant reakcidt idézhetnek eld [1]. Osszetételiik
fliggvényében beszélhetiink oxigén- (ROS) ¢és nitrogéntartalmu (RNS) szabadgyokokrol.
Oxidativ stresszrol beszéliink, mikor a szervezetben a szabadgyokok egyensulya felborul [2],
ezaltal ellendrizhetetlen oxidativ folyamatok indulnak be, amelyek szamos megbetegedésért
felelosek [3]. Egyes kutatasok az oxidativ stresszet teszik felel6ssé a biologiai szervezetek
oregedéséért is. A legkdrosabb szabadgyokok kozott talaljuk a szuperoxid gyokot, amely

szdmos sziv- és érrendszeri megbetegedés kialakuldsat okozhatja [4].

Ezen karos hatdsok elkeriilése érdekében hasznalt antioxidansok blokkoljak a szabadgyokok
miikodését, igy azok kevesebb karos hatést fejtenek ki [5]. A molekularis antioxidansok (pl.
vitaminok) a szabadgyokokkel reakcioba 1épve allitjak le az oxidativ lancreakciokat. Ezek
hatékonysaga kisebb, mint az enzimatikus antioxidansoké, de még igy is fontos szerepet

toltenek be az emberi szervezet miikodésében [6].

Antioxidansok
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Az antioxidansok lehetnek enzimek is, amelyek katalizaljak a ROS bomlésat az oxidativ stressz
lekiizdésének leghatékonyabb modjaként. Ezek az enzimek egyiittmiikodve, egymas utdn
kovetkezd katalizisekkel (kaszkad reakcidkban) alakitjak az artalmas gyokoket artalmatlan
anyagokka. Példaul SOD enzim képes a szuperoxid gyokok bomlésat katalizalni (2. dbra) elemi
oxigénre ¢és peroxid-ionra, aminek a bomlédsit peroxiddz enzimek (kataldz (CAT), torma

peroxidaz) képesek katalizalni, igy a folyamat végén artalmatlan anyagok maradnak vissza.
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2. abra: A kaszkad reakciok mukodésének sematikus abrazolasa. A SOD és a CAT
aktivitasu enzimek egylitt bontjak le a karos szuperoxid gyokot.
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Habar megfeleld koriilmények kozott az enzimatikus antioxidansok a leghatékonyabbak,
hasznalatuk ipari folyamatok soran nehézkes, mivel rendkiviil érzékenyek a pH-ra, a
hémérsékletre, illetve szdmos mdas kornyezeti tényezdre. Eldallitdsuk sokszor koltséges, €s
érzékenységiik miatt tarolasuk és szallitasuk is rendkiviil koriilményes. Eppen ezen nehézségek
lekiizdése érdekében kezdtek el olyan kutatasokat folytatni, amelyekben enzimeket rogzitettek
szilard hordozok feliiletén, azzal a céllal, hogy a hordozé megdvja az enzim aktivitdsat nem

idealis koriilmények kozott, ezaltal kiterjesztve azok felhasznalhatosagat [7].

Az antioxiddns hatasu anyagok egy masik csoportja a ,nanozyme-ok”, amelyek olyan
szervetlen anyagokbdl felépiilé nanorészecskék, amelyek biokatalitikus aktivitassal is
rendelkeznek. Ezek lehetnek fém (Au, Ag, Cu) nanorészecskék, vagy mas szervetlen
vegyliletek (PB (berlini kék), CeO, LDH (réteges kettdés hidroxid)), szamos el6ényds

tulajdonsaguk miatt az enzimek alternativdjaként alkalmazhatoak [8]. Eléallitasuk altalaban
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egyszerl €s koltséghatékony. Stabil szerkezetiik miatt a kémiai stabilitasuk sokkal nagyobb,
mint a természetes enzimeké, mig aktivitdsuk azokéval Osszemérhetd. Fizikai-kémiai
tulajdonsagaik finomithatoak, igy a rendszerhez optimalizalhatoak. Mivel toxicitdsuk gyakran
alacsony ¢és biokompatibilisek, ezért sz¢éleskorii orvosi felhasznaldsokkal rendelkeznek, mint

rakellenes szer, 6regedésgatld vagy gyulladascsokkentd [9].

A nanozyme-ok aktivitdsat jelentds mértékben befolyasolja feliiletiik toltésviszonya és
diszperzidjuk kolloidstabilitasa. Amennyiben a nanozyme kolloid aggregacidja kicsi, gy a
részecskék nagy feliilete tartdsan megmarad, ami az aktiv helyek nagy szdma miatt noveli az
aktivitast. A nanozyme-ok bioaktivitasdnak vizsgélata soran nagyon fontos szempont azok

diszperzidjanak kolloidstabilitasa.

Az utdbbi idoben igény mutatkozott olyan kutatasokra, amelyekben nem csak egyfajta enzimet
immobilizaltatnak egy hordozo feliiletén, hanem tobbfélét, igy a szabadgyokoket lebontd
kaszkad reakciok akdr egyetlen hordozorészecske felszinén is lejatszodhatnédnak. Emellett
kisérletek folytak azzal kapcsolatban is, hogy a mar magaban is biokatalitikus aktivitassal bird
részecskék (nanozyme) felszinén kdssenek meg enzimet, ezaltal 6tvozve a részecske és az
enzim aktivitasat [10]. Szintén felkapott kutatdsi teriilet a nanozyme-ok egymason torténd
megkotése ebbdl a célbodl [11]. Az immobilizalas soran fontos vizsgalni az egyes hordozok
feliileti és kolloid tulajdonségait, illetve a megkdtendd anyagok (enzim, nanozyme) toltését és

stabilitasat.

3.2 Berlini kék nanorészecskék

A PB egy vas(Il) és vas(IIl) ionokat is tartalmazé vas-cianid komplex. 1706-ban fedezték fel
Berlinben, Poroszorszag akkori févarosaban — innen az anyag angol neve (Prussian Blue) —, és
jellegzetes kék szine miatt kezdetben festékként hasznéltak. Olcsé eldallithatosdga és erds,
ellenallo szine miatt hamar népszerti lett. Receptje az 1720-as évekig titkos maradt, mikor egy
német gyogyszerész elkiildte azt a Kiralyi Természettudomanyos Tarsasagnak (Royal Society)
névtelen megjelenités céljabol [12]. Eldallitasaval kapcsolatban a mai napig folynak kutatasok,
példaul azt szem el6tt tartva, hogy polimerek segitségével hogyan befolyasolhatoak a keletkezo
részecskék morfologiai tulajdonsagai. Habar a PB torténetébdl latszik, hogy mar tobb mint
harom évszazada hasznalt vegyiilet, az utébbi 60 évben mégis rengeteg 1j, az eredetitdl teljesen
eltérd, de nagyon igéretes alkalmazasi teriiletét fedezték fel. Nanozyme-ként biokompatibilitasa
miatt szamos orvosi felhasznéaldsa ismert. Gyulladascsokkentd hatdsanak koszonhetden

segitheti boratiiltetések hatékonysagat [13], kiilonféle enzimaktivitasaibol kifolyolag
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csokkentheti a vastagbélgyulladast az intravénas kezelés mellékhatasai nélkiil [14], de az Ossejt
terapia eredményességét is fokozhatja annak kdszonhetden, hogy ndveli az Ossejt talélési
képességeit nagy oxidativ stressz esetén az ROS-ek bontdsaval [15]. PB nanozyme-okat
hasznalnak az emberi szervezetben talalhato talliumion eltavolitasara, mivel szerkezete
alkalmas ioncserére, igy képes megkotni a tallium ionokat, majd vizelet forméjaban tavozni a
szervezetbdl. A talliummegkotd hatasa szennyvizek esetén is hasznalhatd, mikor magneses
nanorészecskéket hoznak létre, amik mas ionok magas koncentracioja mellet is képesek a
tallium megkdotésére, majd a PB magneses tulajdonsasanak kdszonhetden konnyen sziirhetok,

ezzel olcso €s egyszerii modszer biztositva a mérgezo fém ionjainak eltavolitasara [16].

Kutatasok bizonyitottdk, hogy a PB nanozyme képes elbontani a karos szabadgyokoket,
amellyel gatol oxidacios lancreakciokat. Rendelkezik SOD, CAT és POD aktivitassal is, igy
akéar egymaga is képes a szuperoxid gyokok lebontdsra kaszkad reakcioban [17]. Ezek az
aktivitasok a PB-ben megtalalhaté kiilonboz6 oxidacios allapotban 1évé vasionoknak
koszonhetd. Mint mar emlitettem, a nanozyme-ok aktivitdsvizsgalatdnak fontos eleme
diszperzidik  kolloidstabilitasa, mivel aktivitdisuk sokszor filigg az aggregacios
tulajdonsagaiktol. Emellett felhasznalhatosagukat is nagymértékben befolyasolja, hogy milyen

a stabilitasuk.

3.3 Zeolit részecskék

A zeolit egy a foldfelszinen is megtalalhatd asvany, amely szerkezetét tekintve viztartalmi

alumoszilikat. Az emberiség a torténelem eldtti idok ota hasznélja ezt a vulkani tufakban

3. abra: A ZSM-5 zeolit szerkezete. A mikroporusoknak kdszonhetden sok esetben jo
katalizator, és hasznalhat6 nagy szelektivitdsu miszerek készitéséhez.
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gyakran el6forduld asvanyt. Kezdetben csak épitkezésre szolgalt, de az elmult évtizedekben
ennek az anyagnak is széleskorii felhasznalési teriileteit kezdték kutatni [18]. A kedvezd
tulajdonsagait annak koszonheti, hogy szerkezetében mikroporusok talalhatok (3. abra) [19],
igy nagy fajlagos feliilettel bir. Ezaltal rendkiviil alkalmas adszorbeald anyagnak, amit példaul
levegdszennyezések sziirésében tudnak kihasznalni. Emellett a pérusok méretébdl kifolyolag
alkalmas nagy szelektivitassal rendelkezd géazérzékelok készitéséhez [20]. A nagy fajlagos
feliilet kedvez a katalitikus tulajdonsagoknak is, mig a zeolit nagy ioncserére valo hajlaméanak
koszonhetéen konnyen valtoztathato a feliilet 6sszetétele, igy ennek modositasa igéretes eszkoz

kiilonféle aktivitasti nanozyme-ok eldallitasara [21].

3.4 Papain enzim

A PPN egy protedz (PRT) enzim, amely azt jelenti, hogy képes polipeptidek és fehérjék
bontdsara azaltal, hogy a benniik taldlhatd peptidkotéseket hidrolizdlja. A természetben
megtalalhaté a nyers papaya gyliimdlcsben, innen ered a neve. Aktivitdsanak magyarazata a
kiilonleges szerkezetében rejlik [22]. Szamos eldnyds tulajdonsaggal rendelkezik, mint példaul
olcson eldallithatd, annak koszonhetden, hogy a papaya minden tropusi teriileten terem,
emellett szezondlis korlatai sincsenek, mig maga a papain enzim a pH ¢és hdmérséklet
viszonylag széles tartomanyan miikodéképes. Eppen ezért felhasznalasa is széleskoriien a
gyogyszeripartdl a biotechnoldgidn at a sorfozésig. Kutatdsok bizonyitjak, hogy a papain
immobilizalasra kivaloan alkalmas enzim, sok esetben a feliileten valdo megtapadast kovetden

is megtartja aktivitdsanak jelentds részét [23].

3.5 A kolloidstabilitas

A nanozyme rendszereknél kiemelten fontos azok vizes diszperzidjanak kolloidstabilitasa,
mivel legtobbszor vizes kozegben alkalmazzuk ket (pl.: vér, sejtplaza, szennyviz). Egy
diszperzi6 kolloidstabilitdsa arrdl ad informaciot, hogy egy rendszer képes-e megtartani
diszperzidfokat, azaz képes-e ellenallni az aggregaciot okozd hatasoknak. Ez szoros
Osszefiliggésben van a kolloidot alkotd nanorészecskék feliiletének tulajdonsagaival. Példaul,
ha a részecskék felszinén nagy feliileti toltés taldlhato, akkor az ezek kozott hatd
elektrosztatikus taszitds stabilizlhatja a rendszert. A feliileten immobilizalt polimerek is
csokkenthetik a diszperzidban tapasztalhatd aggregaciot azaltal, hogy sztérikuson gatoljak a

részecskék Osszetapadasat.
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egyik elmélet arra vezeti vissza a részecskék Osszetapadasat, hogy koztiikk van der Waals erék
vonzé kolesonhatast fejtenek ki [24]. Emellett a nanorészecskék feliiletén pH-t6l, szerkezettdl
vagy esetleg toltéssel rendelkezé immobilizalt anyagtdl fliggéen toltés van jelen, amely
elektrolitok jelenlétében elektromos kettdsréteget hoz 1étre. Ennek szerkezetét egyrészt a feliilet
kozelében 1évd elektrosztatikusan erdsen kotott ellenionok alkotjak, amelyek kifelé
nagymértékben arnyékoljak a feliilet toltését, masrészt a részecskétdl tavolabb elhelyezkedd,
gyengébben kotott ellenionok [24], mely a részecskék kozott elektrosztatikus taszitast
eredményez [25]. A DLVO elmélet azon a felismerésen alapszik, hogy ezeknek a hatasoknak

az egymashoz viszonyitott mértéke hatarozza meg a kolloidstabilitast (4.(a) abra).

2 oo 3 3 Stabilis
3 o s elektromos kettés | |y & diszperzi6
& réteg taszitas o E
‘@ D
~0 ‘Q O O \‘
< 7
g o (») CCC
SR E M et 3 O
< 8
(@)
o
(@)
()}
<

Lh<hb<l<l OO
Q) ©

van der Waals o
Aggregacioé

vonzas

Tavolséag lonerésség

4. abra: A DLVO elmélet altal figyelembe vett kdlcsonhatdsok eredé nagysaga kiilonb6zo
ionerdsségek (I) esetén (a) és a kritikus koagulalasi koncentracié megéllapitdsa az
aggregacios sebességi allando - ionerdsség fiiggvény alapjan.
mindségeétdl fiigg, addig a taszitast az elektromos kettdsrétegek atlapolodasa okozza, amely
vastagsagat viszont er0sen meghatarozza a rendszer ionerdssége. Az elmélet szerint az

ionerdsség novelésével az aggregacid sebessége erdsen nd, €s konstans értéket vesz fel a

kritikus koagulalési koncentracio (CCC) felett (4.(b) abra) [26].

A méréstechnikdk fejlodésével egyre tobb eszkoz valt elérhetdvé az aggregacio és a feliiletek
vizsgalatara, mint példaul a dinamikus fényszérasmérés (DLS) és az elektroforetikus
fényszorasmérés (ELS), amelyek segitségével kdzvetleniil tudjuk tanulmanyozni a koagulalasi

sebességet €s a feliiletek tulajdonsagait. Az ijabb mérések ravilagitottak, hogy a DLVO elmélet
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szdmos kolcsonhatast figyelmen kiviil hagy, igy el6fordulhat, hogy egy rendszer mitkdodése

lényegesen eltér attol, amit a DLVO elmélet szerint varnank [27].
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4. Celkitiizés

Az utébbi években nagy figyelem fordult az enzimaktivitdst mutaté nanorészecskék, az n.
,hanozyme”-ok vizsgalatara. Ennek oka, hogy bar ezek a nanorészecskék képesek enzimekhez
hasonldéan mitkddni, azok szamos negativ tulajdonsagat mégsem mutatjak, igy példaul kevésbé
érzékenyek a nyomads-, hdmérséklet- és pH valtozasaira, nem denaturadlodnak, és eléallitasuk
sokszor koltséghatékony is. Tovabbi elénye ezeknek a rendszereknek, hogy tobb nanozyme-bol
vagy enzimbdl eldallithatéak olyan kompozitok, amelyek 6tvozik az oket felépité anyagok
tulajdonsagait, vagy akar erdsiteni is képesek egymas aktivitasat. Berlini kék és réztartalmu
zeolit részecskéket allitunk eld azzal a céllal, hogy tobb enzimaktivitast 6tvoz6 kompozitokat,

kaszkad reakcid altal vezérelt antioxidansokat hozzunk 1étre.

Mivel a nanorészecskék vizes diszperzidban vannak jelen, ezért nagyon fontos tényezd a
kolloidstabilitas. A szintézisek soran minél nagyobb kolloidstabilitasti anyagokat terveztiink
eléallitani, amelyek aggregaciés tulajdonsagait dinamikus fényszorasméréssel ¢€s

elektroforetikus mobilitdsuk meghatarozasaval ellendriztiik.

Célul tiiztik ki, hogy a szintetizalt anyagokbdl kompozitokat allitsiink el6, kihasznalva, hogy
az ellentétes feliileti toltésii anyagok elektrosztatikusan képesek megkotddni egymas feliiletén.
Nem csak nanozyme-okat, hanem enzimet is adszorbealtattunk nanorészecskék felszinén,
amihez meghataroztuk az egyes részecskék feliileti toltését. Ha a részecskék toltésének eldjele
megegyezik, akkor valamelyik anyagot egy ellentétes toltésli polielektrolittal kezelve tudjuk
olyan formara hozni, hogy az mar elektrosztatikusan k6tddni tudjon a masik részecskéhez. Az
eléallitott kompozitok esetén is fontos tényezd, hogy megfeleld kolloidalis stabilitassal
rendelkezzenek, igy ezek kolloidstabilitasat is kivantuk vizsgalni a fentebb emlitett

modszerekkel.

A nanorészecskék és a kompozitok enzimaktivitasat is vizsgéaltuk annak megallapitasara, hogy
az adszorpcid mennyire befolyasolja a részecskék aktivitasat. Kutatdsunk soran szuperoxidaz,
peroxidaz ¢€s a papain enzimmel adszorbedlt részecskék esetén proteaz aktivitast vizsgaltunk.
F6 célunk, hogy létre tudjunk hozni olyan kompozitokat, amelyben az dket felépitd anyagok
jelentds részben megtartjak az enzimaktivitasukat. Ezen kiviil el6fordulhat — a {6 célunkon is
tulmutatéan —, hogy a kompozitot felépitd anyagok nem csak megtartjak aktivitasukat, de még
erdsiteni is képesek a masik anyag aktivitasat. Ezzel olyan enzim aktivitas ndvekedést tudunk

elérni, amely az anyagok kiilon-kiilon hasznalatakor nem lenne lehetséges.
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5. Kisérleti rész

5.1 Felhasznalt vegyszerek

Az alabbi tablazat szemlélteti a kisérletek soran felhasznalt vegyszereket, tisztasag, gyartd

feltintetésével.

1. tablazat: A kisérletek soran felhasznalt vegyszerek.

Név (rovidités) Tisztasag Gyartd Megjegyzés
Réz(I1)-acetat >98% Sigma-Aldrich
H>0» n.a. Sigma-Aldrich
Poli(diallil-dimetil-
ammonium-klorid) n.a. Sigma-Aldrich M = 225 kg/mol
(PDADMAC)
Folin-Ciocalteu reagens n.a. Sigma-Aldrich
Papain(PPN) >3 U/mg Sigma-Aldrich
3,3.5,5 'te(t;izng;ﬂbemdm >99% Sigma-Aldrich
CaCl, Reag. min. VWR
Kazein n.a. VWR
Gvajakol 99% VWR
Nitro kék tertazolium klorid
(NBT) >98% VWR
HCI n.a. VWR 37 m/m%
L-tirozin 99% VWR
MgCl: 6H,O 99% VWR
Poli-vinilpirrolidon (PVP) n.a. VWR M = 5 kg/mol
KCl 99,5% VWR
K;3[Fe(CN)s] 99% VWR
NaCl 99,8% VWR
NaOH 98,5% VWR
NaHPO3 Reag. min. VWR
Na;HPO:s Reag. min. VWR
Triklorecetsav (TCA) 99,5% VWR
Ammoénium ZSM-5 zeolit n.a. Thermo Scientific Si:Al 23:1

Kisérleteinkhez egy Adrona vizlagyitdé rendszerbdl szdrmazod ioncserélt vizet hasznaltunk,

amelyet a fényszordsmérésekhez 100 nm pérusméretii Millex fecskenddsziirdn sziirtiink at.

5.2 Szintézismodszerek

5.2.1 PB nanokockak szintézise

A berlini kék (PB) nanokocka szintézisének receptjét a szakirodalomban taldltuk [29]. A

szintézis soran 9,0 g polivinil-pirrolidon (PVP) polimerb6l és vorosvérligsobol (Ks[Fe(CN)s])
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készitettlink oldatot, amelynek kémhatasat sésavval pH 2-re allitottok. Ezt az oldatot 20 6ran at
80 °C-on kevertettiik. Az oldat eldszor lassan bezoldiilt, majd sotétkék lett, jelezve a PB
kialakulasat. A keletkezd diszperziot tisztitottuk, tobbszor centrifugaltuk (11000 rpm, 12 percen

at) majd mostuk elészor ioncserélt vizzel és etanollal, majd pH 4-es hidrogén-klorid oldattal.

crer

”r

5.2.2 Papainnal funkcionalizalt PB eléallitasa

Olyan diszperziot készitettiink, amely 400 mg/l PB-t és 100 mg/l PPN-t tartalmaz, és allni
hagytuk fél 6ran at, hogy az immobilizalt és a szabad PB kozotti egyensuly bealljon. Ezt a
diszperziot a kutatasunk sordn kozvetleniil hasznaltuk a kisérletekben. A dolgozatomban a PB-

PPN koncentracioja alatt mindig a benne 1évé PB koncentraciojat értem.
5.2.3 Réztartalmu ZSM-5 zeolit (CuZ) szintézise

Egy, a szakirodalomban mar kordbban leirt moddszert hasznaltunk a CuZ részecskék
szintetizalasahoz [30]. Ez egy ioncserén alapuldé modszer, amely soran a zeolit némely ionja
réz(Il) ionra cserélddik. A szintézis sordn el0szor az ammonium-ZSM-5-6t réz-acetét oldattal
kevertettiink (SmM), majd kevertettiik 24 6ran keresztiil. Ezutan a terméket centrifugéltuk, és
tobbszor mostuk ioncserélt vizzel, majd 60 °C-on szaritottuk. A =zeolitban maradt

ammoniumionok eltavolitasa érdekében igy kapott port 550 °C-on hevitettiik.
5.2.4 PB-PCuZ kompozitok eloallitasa

A PB-PCuZ részecskék szintetizaldsa soran el0szoér CuZ port vizben diszpergéaltunk, majd
ultrahangos kezelésnek vetettiik ala, hogy a részecskeméret minél kisebb legyen. Ezutan 50
mg/g dozisnak megfelel6 PDADMAC-ot adtunk hozza (azaz 1 g CuZ-hez 50 mg PDADMAC-
ot), €s megvartuk, hogy a polimer megktddjon a CuZ feliiletén, ez fél orat vett igénybe. Végiil
250 mg/g vagy 1000 mg/g PB-t adtunk hozza, és 1 orat vartunk a PB nanokockdk
immobilizalodaséara (5. dbra). A PB mennyiségétdl fiiggden neveztiik a keletkezd anyagokat
PB-PCuZ(1:4)-hek, illetve PB-PCuZ(1:1)-nek. A mintakat hiitészekrényben taroltuk 4 °C-on.
A kisérletek elott mindig ultrahangosan kezeltiik 6ket, hogy homogének legyenek.
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5. abra: A PB-PCuZ eléallitasanak sematikus abréja.

5.3 Mérési modszerek

5.3.1 Transzmisszios elektronmikroszkopia

A TEM mintael6készités soran a nanozyme-ok hig diszperzidjdnak (1-2 mg/l) 5 pl-ét egy
szénréteggel bevont Formvar fo6lidas réz mintatartora (gridre) cseppentettik, majd
szobahdmérsékleten raszaritottunk. A TEM felvételeket egy Jeol JEM-1400Plus tipusu
miszerrel készitettiik 120 kV gyorsitofesziiltség alkalmazasaval. A részecskeméret-eloszlas

meghatdrozasahoz ImagelJ software-t hasznaltunk.
5.3.2 Elektron paramagneses spektroszkopia

Az elektron paramégneses spektrumokat (EPR) BRUKER EleXsys E500 spektrométer
segitségevel vettik fel 9,45 GHz-es 1,3 mW teljesitményt mikrohulldmmal, amely 5 G
amplitadoju 100 kHz frekvencidji sugarzassal lett modulalva. A mérések €s szamitasok soran
a méagneses tér nagysagat G (Gauss = 10™) egységben adtuk meg. Mivel a mintékat fagyasztott
allapotban mértiik, igy a minta 0,2 ml-¢hez 0,05 ml metanolt kevertiink, hogy megakadalyozza
a viz kikristalyosodasat. A keveréket EPR kvarc kiivettdkban, folyékony nitrogén jelenlétében
mértiik. A tajolasfiiggd vonalszélesség paramétereket (a, B €s y) hasznaltuk a vonalszélesség

fliggvény illesztés€¢hez az alabbi egyenlet alapjan:

omr = a + By + Yumr,
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ahol MI a réz(Il) ion magneses kvantumszamat jelenti. Mivel a réz tartalmii anyagok
szintetizalasa soran olyan réz-kloridot hasznaltuk, amely 03 Cu-t és ©Cu-t is tartalmaz, ezért a

spektrumokat ezen izotdpok természetbeni eléfordulasi aranyahoz kalkulaltuk.
5.3.3 Raman spektroszkopia

A Raman spektrumokat egy Bruker Senterra II Raman mikroszkdppal rogzitettiik 532 nm-es 25
mW teljesitményti 1ézerfényt hasznalva. A méréseink soran 32 darab 4 masodperces expozicios

idovel rendelkez6 mérés eredményét atlagoltuk.
5.3.4 Idofiiggo dinamikus fényszoras

A kolloidstabilitas méréséhez dinamikus fényszordsmérd késziiléket (LS Instruments)
hasznéltunk 3D mddban [31], 633 nm hulldmhosszasagh 1ézerfény alkalmazasaval 150°-0s
szOrasi szognél torténd detektalassal. A miiszer altal mért szért fény intenzitasok
autokorrelacios gorbéinek kumuléns illesztésébol kaptuk meg a részecskék diffuzids allandojat
(D), amelybdl ki tudtuk szamitani a részecskék hidrodinamika sugarat a Stokes-Einstein
egyenlet segitségével:

kT

Ry = —— 1
) (1)

ahol k a Boltzmann alland6, T az abszolut hémérséklet, ) pedig a diszpergéald kozeg dinamikus

viszkozitasa (vizes kozegben ez 1,001 mPa-s).

Az 1dofliggd mérések soran altalaban 100 darab 20 masodperces mérést inditottunk egymas
utan. A korai aggregacids szakaszra egyenest illesztettiink és ennek meredekségébdl

szamitottuk a latszolagos aggregacios sebességi allando (k) értékét:

k = i (%) (2)
Rpo\dt /o'

ahol Ry a kezdeti hidrodinamikai sugar.

A kolloidstabilitast az igynevezett stabilitasi arannyal jellemeztiik (W). Ezt az értéket az alabbi

modon szamitottuk:

ors
W = 9y

3)
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ahol a kgyors @ nagy ionerdsségek mellet mért aggregacid latszolagos aggregacids sebességi
alland6 értéke. Amennyiben W értéke nagy, ugy a kolloid stabil, mig W=1 értéknél az
aggregacio igen gyors, igy a kolloidstabilitas kicsi.

5.3.5 Elektroforetikus mobilitas mérés

Mikor toltéssel rendelkez0 részecskére kiilso elektromos térerdsség hat (E), azok sebességre (v)

tesznek szert az elektrolitban:

v=ukE, 4)
ahol u az elektoforetikus mobilitds. Az elektroforetikus mobilitds mért értékébdl ki tudjuk
szamitani a részecskék (-potencialjat a Smoluchowski egyenlet [25] segitségével:

un
)
Eret€o

{=- (5)

ahol 7 az elektrolit dinamikus viszkozitdsa, ¢.; az elektrolit relativ permittivitdsa, mig €o a

vakuum permittivitasa.

Vizsgélataink soran a zéta-potencial nagy segitségiinkre volt, mivel ez egy kisérletileg konnyen
mérhetd érték, amely informécioval szolgalt a részecskék feliileti toltésérdl, illetve a zéta-
potencial valtozasardl, eldjelének megforduldsabol kovetkeztethettiink arra, ha egy ellentétes
toltésti molekula/nanozyme megtapadt annak feliiletén. A megfeleld elektromos tér
kialakuldsdhoz az elektroforetikus mobilitdst mindig minimum 10 mM ionerdsség mellett
mértiik. Az elektroforetikus mobilitas €s a zéta-potencial méréséhez egy Litesizer 500 (Anton

Paar) tipusti miiszert hasznaltunk.
5.3.6 UV-lathato spektroszkopia

Kutatasunk soran egy Genesys 10S (Thermo Scientific) tipusu spektrofotométert hasznéltuk
poli(metil-metakrilat) (PMMA) és polisztirol (PS) kiivettakkal egyrészt az enzimaktivitas
szabad fehérje koncentracié Bradford teszttel valé megallapitdsara. A méréseket altalaban egy
megfeleld reakcioidd eltelte utan (az aldbbi tesztreakcidknak megfelelden) a szinreakciore
jellemzd hulldmhossztartomdnyon, vagy adott hullimhosszon végeztiik, 1 cm ¢élhossziisagi

kiivettakban.
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5.4 Tesztreakciok
5.4.1 SOD teszt

A SOD aktivitds vizsgalatara Fridovich [32] tesztet alkalmaztunk. Ennek soran a xantin
hugysavva és hidrogénperoxidda bomlik
xantin-oxidaz enzim Kkatalizisével (6.

abra). A folyamat kozben két elektron XantinY 20, ~ sesam

felszabadul, amely a reakcidelegyben

Xantin-
megtalalhat6 oldott oxigénnel szuperoxid oxidaz
gyokot képez. Ezek a szuperoxid gyokok —  HUgysay
. . . . + 202- L
mikozben elemi oxigénné oxidalodnak — H,0, ‘ »
reakcioba 1épnek a teszt soran a Sob 42 eey
reakcioelegyhez adott NBT
festékanyaggal, amelynek szinét
megvaltoztatigk  (halvany  sérgabol 6. abra: A SOD teszt miikddési elvének

L L, , . sematikus abrazolasa.
halvany lilara). Ezt a szinvaltozast tudjuk

kvantitativen kdvetni spektrofotométer segitségével 565 nm hullamhosszon. Mikor SOD
aktivitasu anyagot adunk a reakcioelegyhez, az még az NBT-vel valo reakcio eldtt elbontja a

szuperoxid gyokot, igy kisebb szinvaltozast eredményezve a teszt soran.

Kutatdsaink soran gy allitottuk dssze a reakcioelegyet, hogy az 200 pM xantin, 100 uM NBT-
t, tesztenként kiilonb6zd mennyiségli nanozyme-ot (4ltaldban 0-100 ppm), és 300 ppm xantin
oxidazt tartalmazott. Mivel a xantin-oxidaz mitkodéséhez fontos a jol beéllitott pH, igy a teszt

soran mindig 10 mM foszftatpuffert alkalmaztunk (pH=6,9).

A reakciot 6 percen keresztiil folyt, majd az alabbi egyenlet alapjan inhibiciot (I) szdmoltunk

az egyes mintakra:

=80 A4 009, (6)
AA,
ahol AA,az abszorbancia valtozdsa 6 perc alatt abban a mintdban, amelyben nincs
enzimaktivitasu anyag, AAgpedig az egyes mintak abszorbancia valtozéasa azonos id6 elteltével.
Az igy kapott inhibicios értékeket abrazoltuk a nanozyme koncentracid fiiggvényében, és az

alabbi egyenlet segitségével egyenest illesztettlink a pontokra:
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Imax

) L —

Cret\"’ (7

1+(5)
AN

ahol Ipq, a maximalis inhibicio, cr¢; a nanozyme azon koncentracidja, amelynél az inhibicio

a maximalis érték fele (ICso), r a gorbe meredeksége, ¢ pedig a nanozyme koncentracio.
5.4.2 POD teszt

A mintdk peroxiddz aktivitdsanak vizsgalatdhoz egy szakirodalomban talalt tesztet
alkalmaztunk[33]. A teszt soran gvajakol ¢és hidrogénperoxid reagal peroxidaz aktivitasu anyag
katalizisével, amely soran tetragvajakol és viz keletkezik. A tetragvajakol maga is szines
(barna), igy annak mennyisége spektrofotométer segitségével (470 nm) meghatarozhato.

A teszt sordn olyan minta sorozatokat készitettiink, amelyekben nanozyme mennyisége allando,
mig a gvajakol mennyisége valtozik (0-40 mM), és mindegyik diszperzidhoz 2,7 mM
készitettiik (pH 6,9). A teszt soran az igy dsszeallitott mintak abszorbanciajat mértiik 470 nm-
en 24 percen keresztil. Az 1dofiiggd abszorbancia mérésbél megallapitottuk a

reakciosebességet a Lambert-Beer torvény segitségével:

VST (8)

ahol m az abszorbancia-idd fiiggvény meredeksége, / a kiivetta hossza cm-ben, amely a mi

méréseinkben pontosan 1,0 cm volt, ¢ pedig a molaris elnyelési koefficiens (amely

tertagvajakolra 26,6 1/mM-cm). Az igy kapott reakcidsebességeket abrazoltuk a gvajakol

crer

Menten egyenlet segitségével:

_ Umax " [gvajakol]
Ky + [gvajakol]’

©)

ahol vmax az elméleti maximalis sebesség, Km pedig a Michaelis konstans. Ezen két értékbdl
tudunk arra kovetkeztetni, hogy a mintdk rendelkezik-e peroxiddz aktivitassal, illetve milyen

mértékben alkalmas peroxid gyokok bontasara.

A szakirodalom egy masik modszert is leir a POD-szer(i aktivitds mérésére [34]. Ennek lényege,
hogy a H,O> POD aktivitasu anyag jelenlétében képes a 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB)
oxidalasara, igy a szintelen TMB-bdl egy szines vegyiiletet 1étrehozva. A kék szinli oxidalt
TMB 652 nm-en intenziven elnyel, igy ezt mérve spektrofotométerrel meghatarozhatjuk egy

anyag POD aktivitasat. Egy teszt sordn olyan reakcioelegyet készitettiink, amely tartalmazott
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40 mg/1 POD aktiv anyagot, 0,5 mM TMB-t (10 mM 1:1 aranyt dimetil-szulfoxid : viz oldatbdl)
¢s 10 mM foszfat puffert (pH 6,9). A rendszerhez 15 mM H>0»-t adtunk, 10 perc mulva 400-
800 nm tartomanyon felvettiik a mintdk spektrumat. A relativ POD aktivitast a vakmintdhoz

képesti eltérésbdl szamitottuk, ami azt jelenti, hogy a legaktivabb mintat tekintettiik 100%-nak.
5.4.3 Proteaz teszt

Ennél az enzimtesztnél azt vizsgaljuk, hogy valamely nanozyme-ok vagy kompozitok képesek-
e PRT enzimet utanozni, azaz katalizaljak-e fehérjék bomlasat azaltal, hogy a benniik 1évo
peptidkotéseket hidrolizaljdk. A PRT enzim ugyanis el6szor kisebb egységekre, majd
aminosavakra képesek bontani a fehérjéket. Ezen enzimaktivitas vizsgédlatira mi egy olyan

protokolt hasznaltunk, amely a Lowry modszeren alapul [35].

A teszreakcidhoz készitett mintasorozat tartalmazott: 100 pl térzsoldatot (100 mg/l PPN vagy
400 mg/l PB-PPN, 2 mM-os natrium/kalcium-acetat (Na:Ca = 2:1), 4 mM kalium-foszfat
tartalmu pH = 7,5 oldatban) és 500 pl kazein toérzsoldatot (melynek koncentracidja 6,5 g/l, pH-
J4t 50 mM foszfat pufferrrel 7,5-re allitottuk). Vakmintat is készitettiink 100 pl enzim/nanozyme
torzsoldatbol és 500 pl ioncserélt vizbol. A reakcidt hagytuk 20 percig lejatszodni, majd a
mintdkhoz 500 pl 110 mM-os triklorecetsavat adtunk, és temperaltuk azokat 37 °C-on 30
percig. Ezek utdn a mintdkat centrifugaltuk 10 percig 10000 rpm-es fordulatszdmon, annak
érdekében, hogy eltavolitsuk a diszpergalt nanorészecskéket. A feliiluszobol leszedtiink 1 ml
folyadékot, majd ehhez 0,75 ml 0,5 M-os natrium-karbonat oldatot adtunk. Ezutan Ujra
centrifugaltunk, hogy eltavolitsuk a keletkezett csapadékot. Késébb 0,1 ml 0,5 M
keresztiil. A mintak szinvaltozasat spektrofotométerrel mértiikk mértiik 660 nm-en. Végiil tirozin

kalibraldsorozatot készitettlink, ennek alapjan tudtuk megallapitani az egyes mintak aktivitasat.
5.4.4 Bradford teszt

Bradford teszttel hataroztuk meg a PB feliiletén megtapadt papain fehérje mennyiségét indirekt

modon [36]. Ennek a tesztnek a lényege, hogy meg tudjuk mérni a szabad fehérje

fehérje mennyisége meghatarozhato.

A teszt elvégzése sordn eldszor Coomassie brillantkék (CBB) torzsoldatot készitettiink: 10 mg

CBB porbol, 5 ml etanolbol és 10 ml 85%-os foszforsavbol 100 ml torzsoldatot készitettlink. A

crer
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ml CBB reagenst. A reagens a szabad fehérjével szines komplexet képez, melynek
absorbancidja a fehérje mennyiségével aranyos, igy spektofotométerrel meghatarozhatd az

oldatban jelenlévo fehérje mennyisége. Az anyagokat 5 percig hagytuk reagalni, majd mértiik

cre

crer

meghataroztuk.
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6. Eredmények

6.1 Kompozitok jellemzése és kolloidstabilitasuknak vizsgalata

Elsdként megvizsgaltuk, hogy valdban sikeriilt-e PB nanorészecskét eldallitanunk. A szintézis
termékének abszorbancia spektruman megkdzelitdleg 700 nm-en egy széles cstcs figyelhetd
meg (7.(a) abra), amelyet a Fe(Il)-Fe(Ill) toltésatviteli savok okoznak [37]. A nanorészecskék
morfoldgiai jellemzését transzmisszids elektronmikroszkoppal végeztik. A TEM képekbdl
megallapitottuk, hogy a PB részecskéink kocka alaktiak, amely a PVP polimer hatasanak
koszonhetd a megfeleld szintézis koriilmények kozott (7.(b) abra). A részecskék méreteloszlasat
egyrészt a TEM felvételek alapjan, masrészt dinamikus fényszordsmérés segitségével
hataroztuk meg. A TEM felvételen kisebb aggregatumokat lattunk, amelyek a szaradas kdzben
keletkezhettek. Az elsédleges részecskeméret a 94,5 = 21,6 nm, és polidiszperzitasi indexe
0,068, tehat a szintézisiink terméke monodiszperznek tekinthetd. A pH széles tartoméanyéan nagy

a PB kolloidstabilitasa, de 10-es pH mellett mar a részecskék lasst oldodésat figyeltiik meg.

— PB

Abszorbancia / a.u.

I I I 1 I
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7. abra: A PB UV-lathat6 spektruma, amelyen ~ 700 nm-es tartomanyban nagyfoku
elnyelést tapasztalunk (a). A TEM felvétel alapjan megéllapitottuk, hogy a nanozyme-ok
kocka alakuak, és monodiszperz méreteloszlasuak (b).
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Az elektroforetikus mobilitas mérésének eredményébdl meghatarozhato a feliilet toltése. A PB
felszine negativ toltésli, hiszen negativ zéta potencialt mértiink. Ennek az eredménynek a
tovabbi kisérleteink szempontjabol is fontos, mert megéllapitottuk, hogy kompozit
eldallitasahoz pozitiv toltésti részecskéket vagy polielektrolitokat tudunk elektrosztatikusan

megkdtni a PB felszinén.
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8. abra: A PB részecskék elektroforetikus mobilitasanak valtozasa a PPN doézis
fliggvényében, jelolve az IEP-t és az ASP kezdOpontja. A vonal a szem vezetésére szolgal
(a). A Bradford teszt soran felvett abszorbcia spektrumok a kiilonb6z6 szabad PPN
koncentraciok és a PB-PPN esetében. Benne az 595 nm-en mért abszorbancidk a PPN

Az adott PB, de kiilonb6z6 PPN mennyiségét tartalmazd mintdkon mért elektroforetikus
mobiltas adatokbdl megallapitottuk a PPN optimélis mennyiségét a kompozitban, az
adszorpcios telitési platdo (ASP) kezddpontjat (250 mg/g), ahol tovabbi papain hozzédadasa mar
nem jarul hozza a PB t6ltésének ndveléséhez, igy a tovabbi vizsgalatokat ezzel az 0sszetételli
kompozittal végeztiik (8.(a) abra). A DLS és az ELS mérések viszont nem adnak informaciot a
papain adszorpcidjanak mennyiségérél a PB feliiletén, ezért Bradford tesztet végeztiink a
kompozitra. A vizsgélat soran a diszperzid 40 mg/l PB-t és 10 mg/l PPN-t tartalmazott, a teszt
eredménye azt mutatta, hogy oldatban ~ 1 mg/l szabad PPN talalhat6 (8.(b) 4dbra), azaz a PPN
~ 90%-a adszorbealddott a PB nanokockak felszinén. A PB-PPN-rdl késziilt TEM felvételek
nem mutatnak jelentds eltérést a PB-hez képest. Elsddleges részecskeméret 102,4 + 23,5 nm,
mig a polidiszperzitasi index 0,078-nak. A hidrodinamikai sugarat és az elektroforetikus
mobilitast mértiik kiilonbozé pH-kon (4-10), amelyek alapjan monodiszperz a rendszer, ¢és a
feliilete lugos kozegben attoltddik, de az izoelektromos pontnak (IEP) megfeleld pH-n sem

tapasztaltunk aggregaciot.
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A nanozyme-ok potencidlis alkalmazasa szempontjabol fontos a kolloid rendszerek
PB-PPN ellenallasdnak vizsgalatdit a so6 indukalta aggregéicioval szemben kiilonb6zo
elektrolitoldatokban végeztiik: NaCl, KCl, CaCl, és MgCl, elektrolitban. A NaCl, KCI és CaCl,
jelenlétében még nagy ionerdsségek mellett se aggregaltak a részecskék, csak MgClo
elektolitban tapasztaltunk aggregaciot (9. abra), de a kritikus koagulaléasi koncentracié (CCC)
ebben az elektrolitban is igen nagy értéknek adodott (714 mM).

y
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9. abra: A PB kolloidstabilitasanak vizsgalata a nanozyme 40 mg/l koncentracidjanal
MgCl; elektrolit jelenlétében. A CCC pontot ugy hatdroztuk meg, hogy az aggregacios és a
gyors aggregacios szakaszra egyenest illesztettiink, és megallapitottuk ezek

metszéspontjat.

10

Tehat a PB mind a négy tesztelt elektrolit oldatdban az ionerdsség igen széles skalajan stabil
kolloidot alkot. A PB-PPN kompozit sofiiggését NaCl és MgCl; elektrolitokban mértiik, de a
PB-vel ellentétben a kompozit MgCl, nagy ionerdssége mellett is stabil kolloidalisan. Az
eredmények azt mutatjak, hogy a PPN immobilizalasa noveli a rendszer kolloidstabilitasat, és
az aggregaciot meég kétértekii sok oldataban is akadalyozza. Ez a hatas nagy valoszinliséggel
abbol szarmazik, hogy a feliileten adszorbedlt PPN sztérikusan gatolja a PB nanokockak

Osszetapadasat.

A CuZ-t PDADMAC-kal kezeltiik annak érdekében, hogy a pozitiv toltésti polielektrolit

megkotddésével a zeolit feliilete pozitiv toltésli legyen és kompozitot allithassunk el a PB és
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PDADMAC-cal kezeltiikk, és ELS-sel, illetve DLS-sel hatiroztuk meg a részecskék
elektroforetikus mobilitdsat, valamint hidrodinamikai sugarat (10. édbra). A CuZ kezdetben
mg/g) is eléri az [EP értékét, majd a PDADMAC koncentracio tovabbi emelésével a részecskék
elektroforetikus mobilitas értéke attolt, és ~ 50 mg/g koncentracional eléri az ASP-t. Ennél
nagyobb koncentracidk esetén az elektroforetikus mobilitds értéke nem valtozik szamottevd
mértékben. Azonos PDADMAC koncentracidé tartomanyban kovettiik nyomon a CuZ
részecskék hidrodinamikai sugarat, mint amelyeken a mobilitdismérést végeztiik. A polimer
nagy koncentracigjanadl a CuZ 500 nm-re csokkent. Az elektroforetikus mobilitas és a
hidrodinamikai sugar valtozasanak tendencidibol arra kovetkeztethetiink, hogy a pozitiv toltési
részecskék kozott elektrosztatikus taszitas 1€p fel, amely megakadalyozza az aggregaciot. A
tovabbi vizsgalatainkat az 50 mg/g polielektrolit tartalmu részecskével (PCuZ) végeztiik, mivel

ennek méretét és elektroforetikus mobilitast megfelelonek talaltuk.
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10. abra: A CuZ hidrodinamikai sugaranak (piros) és elektroforetikus mobilitasanak (kék)
vizsgalata kiilonb6z6 PDADMAC dézisok esetén. A z6ld sav jelzi a tovabbi
vizsgélatokhoz hasznalt PCuZ kompozit Osszetételét. A gorbék a szem vezetésére
szolgalnak.

A PCuZ-t kezeltik PB egyre novekvd dozisadval kezeltiik 10-1500 mg/g tartomanyban,
mikdzben nyomon kovettiik az elektroforetikus mobilitas és a hidrodinamikai sugar valtozasat.
Abbol, hogy a 3DLS-sel szinte csak a PB részecske méretét tudtuk mérni, arra kdvetkeztettiink,

hogy a PB jelentds része nem tapadt meg a PCuZ feliiletén (11. dbra). Az mért elektroforetikus

28



mobilitas értékek is ezt a feltételezésiinket erdsitik, hiszen a PB csokkentette a PCuZ feliiletének
toltését, de az eldjele nem fordult meg, azaz a PB nem tudta attolteni a PCuZ feliiletét. Ezen
mérések eredmények alapjan a tovabbi vizsgalatainkat a PB és a PCuZ 1:1 (PB-PCuZ(1:1)) ¢és
4:1 (PB-PCuZ(4:1)) tomegaranyu kompozittal végeztiink.
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11. abra: A PCuZ hidrodinamikai sugara (piros) €s elektroforetikus mobilitasa (kék) a PB
dozisanak fliiggvényében, valamint a tovabbi vizsgalatokhoz valasztott 6sszetételek (zold
sav). A gorbék a szem vezetésére szolgalnak.

A részecskek TEM-mel késziilt morfologiai vizsgéalata megmutatta, hogy a CuZ szaritas kzben
enyhén aggregalodik. Az elsddleges részecskeméret kozel pm-es nagysagrendii és szabalytalan
alaku, illetve a polidiszperzitasi indexe igen nagy, ahogy ezt a diszperzié méreteloszlasa is

mutatja (12. abra).
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12. abra: A PB-PCuZ mintarol késziilt TEM felvétel és a felvételek alapjan meghatarozott
PCuZ részecskék méreteloszlasa (belsé abra).
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A kompozitok mikroszkopos felvételei azt mutatjak, hogy a PB részecskéknek csak toredéke
talalhat6 a PCuZ feliiletén megtapadva, mig jelentds tobbsége szabadon diszpergalva talalhato
meg, ezzel is bizonyitva, hogy a heteroaggregacio, amelyet az ellentétes toltésii részecskék
kozott hato Coulomb vonzés hajt, csak részben ment végbe, ahogy erre mar a DLS és ELS

vizsgalatokbol is kovetkeztettiink.

Az altalunk szintetizalt részecskék ¢és a PB-PCuZ(1:1) kompozit Raman spektrumanak
felvételével (2400-1800 és 1000-200 1/cm tartomanyban) vizsgaltuk az anyagszerkezetiiket. A
spetrumokat a 13. abra szemlélteti. A PB esetén kapott 2156 1/cm-es nagyobb, valamint a 2095
1/cm-es alacsonyabb csucs megfelel a (C = N) nyujtasi rezgésének és az (Fe!l — CN — Felll)
hajlitasi rezgésének, tehat a PB tartalmaz vas(Il) és vas(IIl) ionokat is [38]. Tovabba csucsokat
mértiink 450-620 1/cm tartomanyon €s 279 1/cm-en, amely a (Fe — C) nyujtasi rezgésének
tartomanyahoz, illetve a (Fe — CN — Fe) hajlitasi rezgéséhez rendelhet6. A CuZ minta esetén
790 1/cm-en és 400-500 1/cm-en megjelend csucsok a szilicium-oxigén kotésekre jellemzdek,
mig a 295 1/cm-es és a 380 1/cm-es csucs (T — O — T) kotéseket feltételez, ahol a T valamely

tertraéderesen koordinalt kozponti atom, esetiinkben leginkabb szilicium[39].
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13. abra: Az altalunk szintetizalt mintak Raman spektuma nagy(a) és kicsi(b)
hullamszadmu tartomanyban. Az abran jeloltem a fontosabb csucsokat.
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6.2 Antioxidans tesztek

Célkitiizéseinknek megfeleléen arra is kivancsiak voltunk, hogy az altalunk eldallitott
kompozitok milyen enzimatikus aktivitassal/aktivitasokkal rendelkeznek, ezért a nanozyme-

okon ¢és a kompoztitokon a mddszerek kozott részletezett enzimteszteket hajtottuk végre.
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14. abra: A SOD tesztek soran mért inhibiciok a részecskekoncentracio fliggvényében és
a mért pontokra illesztett gorbék a CuZ (a) és a PB (b) kompozitokra.

SOD teszttel arra kerestiik a valaszt, hogy a rendszereink alkalmasak-e szuperoxid gyokok
eliminalasara. Az egyes anyagokra szdmolt inhibici6 értékeket az 14.4bra tartalmazza. Mint azt
az abra is mutatja, az altalunk eldéallitott dsszes anyag rendelkezik SOD aktivitassal, de a CuZ-t
tartalmazo kompozitok aktivitdsa (14.(a) abra) egy nagysagrenddel nagyobb, mint a csak PB-t
tartalmazoké (14.(b) abra). A zeolit tartalmi kompozitok ICso értéke megkdzelitdleg
megegyezik (CuZ: 0,90 £ 0,02 mg/l, PCuZ: 0,6 = 0,1 mg/l, PB-PCuZ(1:1): 1,2 + 0,1 mg/l, PB-
PCuZ(1:4): 0,7+ 0,2 mg/l) PB-tartalomtol fiiggetleniil, amelybdl arra kovetkeztethetiink, hogy
ezekben a kompozitokban az aktivitast inkabb a CuZ okozza. Feltételezhetd, hogy a szuperoxid
gyokok képesek adszorbedlodni a zeolit szerkezetébe, ahol a Cu(Il) ionok felvaltott redukcioja
¢€s oxidacioja katalizalja a szuperoxid gyokok bomlésat elemi oxigénre és peroxid gyokre, mind
ahogy ez a szuperoxid-dizmutaz enzimben is torténik. Azt, hogy a PB és a PB-PPN ICs értékei
egy nagysagrenddel nagyobbak (PB: 15,0 = 1,6 mg/g; PB-PPN: 14,6 + 1,2 mg/g), mint a tobbi
anyagg, valoszintileg a PB felszinén megtapadt PVP enzim okozza aziltal, hogy blokkoljak a

nanokockaék aktiv helyeit, ezzel csokkentve az enzimaktivitast.
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tovabbi antioxidans hatasok keresését peroxidaz teszt elvégzésével folytattuk, ahol azt
vizsgaltuk, hogy a rendszeriink képes-e peroxid gyokoket eliminalni. A tesztet a mar leirt
modon végeztiik. Az 13.(b-c) dbréan lathatd, hogy a CuZ nem rendelkezik PRT aktivitassal, de
a PB és a PB-PPN kisebb mértékben képes peroxid gyokok bontasara, mint a szakirodalomban
leirt tobbi PB nanozyme [40], amely aktivitas csokkenésnek szintén a feliileten megtapadt PVP
lehet az oka. A PB-PPN a PB-vel hasonldé mértékben aktiv (15.(a) &bra), tehat a PPN

megkotddése nem akadéalyozza a PB nanokockat a katalizis soran.
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15. abra: A PB ¢és a PB-PPN POD aktivitasanak vizsgélata: a meghatarozott

crcr

kompozit (a) és a CuZ rendszer esetében 10 mg/1 (b) és a 40 mg/1 (c) PB koncentacio
esetén. A pontokra Michaelis-Menten egyenlet segitségével illesztettiink gorbét. A PB és
CuZ mintékon elvégzett TMB teszt eredménye (d). Az egyes mintakra mért abszorbancia
spektrumok (belsé abra), és az ezekbdl meghatarozott relativ aktivitasok.

A 10 mg/l PB-t tartalmaz6 mintak esetén a zeolit nem rendelkezik POD aktivitassal, mig a 10
mg/l koncentracionyi PB aktivitdsa is minimalis. Ennek ellenére a PB-PCuZ kompozitok esetén
egy nagysagrenddel nagyobb aktivitast tapasztaltunk, mint a boritatlan PB részecske esetén,

amelybdl lathato, hogy a CuZ felerdsiti a PB peroxidaz aktivitasat. Az 1:1 aranyu kompozit
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esetén nagyobb erdsités tapasztalhatd, mint 4:1 aranytnal (15.(b) dbra). A 40 mg/1 PB tartalmu
mintdkon mért POD teszteknél is megfigyelhetd, hogy a CuZ erdsiti a PB aktivitasat, de kisebb
mértékben, és ebben az esetben a 4:1 aranyl kompozit aktivitasa a magasabb (15.(c) abra). Ez
alatdmasztja, hogy a CuZ aktivan kozrejatszik a PB aktivitasdnak novelésében, ugyanis a 4:1
aranyt kompozitban a zeolit koncentraciéja magas (160 mg/l), amely noveli az aktiv helyek

szamat a mintaban.

A TMB tesztek is hasonldan igéretes, komplex enzimaktivitasti rendszer igéretét mutatod
eredményekre vezettek. A 13.(d) abrarol jol lathat6, hogy a PB és a CuZ kicsi aktivitassal
rendelkezik, mig a kompozitok nagy aktivitdssal rendelkeznek. A PB-PCuZ(4:1)
megkozelitdleg husszor annyira aktiv, mint a PB-PCuZ(1:1). A fenti eredmények is azt az
elméletet erdsitik, hogy a PCuZ szinergisztikus hatast fejt ki, hiszen magaban nem rendelkezik
POD aktivitassal, de képes fokozni a PB aktivitdsat. Nagy valdszinliséggel az annak
kdszonhetd, hogy a PB és a TMB képes megkotddni a PCuZ feliiletén, ahol idedlisak a

koriilmények a reakcid lejatszédasahoz.

6.3 Az antioxidans aktivitasok hatasmechanizmusanak vizsgalata

Az EPR spektrumok készitésével, és azok vizsgalataval térképeztiik fel az altalunk zeolitbol
eléallitott antioxidans hatdsu kompozitok feliiletén lejatszodo reakciok mechanizmusat. Mivel
célunk az enzimtesztek soran legjobban szerepld kompozitok vizsgélata volt, igy a SOD
mechanizmusat a puszta PCuZ részecskén (16. (a) dbra), mig a POD aktivitast a PB-PCuZ(1:4)
Osszetételll rendszeren vizsgaltuk (16. (b) abra), hiszen ezeknek volt a legnagyobb aktivitasuk
az adott teszteken. A spektrumok felvételét a tesztekhez képest nagyobb részecskekoncentracio
azok EPR késziilék segitségével észlelhetdek legyenek. A reakcididdé mindkét esetben 1 ora

volt, mikézben tobbszor is mértiik az EPR spektrumot.

A SOD teszt esetén (16.(a) abra) a reakcio kezdetén (3. perc) a Cu(Il) ion mennyiségének
csokkenése figyelhetd meg. Ez annak kdszonhetd, hogy a 0, gyokok elsé korben redukaljak a
Cu(II) ionokat Cu(I) ionokka. Az id6 mulédsaval azt figyelhetjiilk meg, hogy a Cu(Il) ionok jele
ujra er6sodni kezd, amelyet az okoz, hogy a Cu(I) ionok a reakcioelegyben talalhatd tovabbi
0, gyokoket 05~ ionokka redukaljak, mikozben 6k maguk visszaoxidalodnak Cu(Il)-vé. Ezek
alapjan a PCuZ feliiletél lejatsz6do reakciok nagyban emlékeztetnek a nativ szuperoxid-
dizmutaz enzim miikddésére, hiszen abban is a Cu(l) és Cu(Il) allapota kozotti felvaltott

redukcid és oxidacid bontja a szuperoxid gyokoket.
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spektrum (a), €s a 200 mg/l CuZ tartalmu PB-PCuZ(1:1) kompozittal végzett POD teszt
(b) soran megfigyelt EPR spektrumok a reakcid lefolyasanak kiilonb6z6 idOpillanataiban.

A POD teszt esetén nem szamitottunk arra, hogy a PCuZ a rézionokkal torténik valamilyen
reakcid, hiszen ez az anyag magaban nem POD aktiv. Ennek ellenére a ERP spektrumokon
végzett vizsgalataink azt mutattdk, hogy reakcié sordn a Cu(Il) ionok mennyisége csokken a
zeolit feliiletén (16.(b) abra). Ez azt jelenti, hogy a rézion kdzpontok fontos szerepet tdltenek
be a szinergisztikus hatds kialakitasaban. Emellett megfigyelhetd még egy elvaltozas az EPR
spektrumon a reakci6 lejatszodasa kozben. Ez feltehetden a gvajakol dtmeneti dimer gydke[42],

amely kapcsolodhat a PB vasionjaihoz, vagy a PCuZ rézionjaihoz.
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6.4 Proteaz teszt

Proteaz tesztet csak szabad PPN enzimmel és a PB-PPN részecskével végeztiik (17. dbra). A
PPN ¢és 400 mg/l koncentracioju PB-PPN, amely a fentebb emlitett PB €s PPN aranya miatt 100
mg/l PPN-t tartalmazott. A szabad PPN 54,3 U/l (egység/liter), mig a PB-PPN 41,2 U/l
aktivitdst mutatott, techat a PPN az immobilizaciot kovetden megtartotta eredeti PRT-

aktivitasanak 75,9 %-at.
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17. abra: A szabad PPN (10 mg/l, z6ld) és a PB-PPN (40 mg/l, piros) protedz egység/l-ben
kifejezett (U/1) aktivitasdnak vizsgélata (belsd abra). A PB és a PB-PPN mintdkra meért
abszorbancidk elhelyezve a tirozin aktivitasbol mért (fekete) kalibralogorbén.

Habar az enzimek immobilizaldsa kozben az aktivitasuk altaldban csokken [41], amit az
megtapad egy hordozé feliiletén [23], ahogy ez az altalunk eldallitott PB-PPN esetében is

tortént.

Munkénk soran a PPN segitségével sikeriilt novelniink a PB stabilitasat mikdzben mind a PB,
mind a PPN megtartotta eredeti aktivitdsdnak jelentds részét. Ez az eredmény azért is tart
szamot nagy érdeklddésre, mivel a PPN enzim nehezen alkalmazhat6 egyiitt mas enzimekkel,
mert alkalmas azok bontasara. Mi kifejlesztettiink egy olyan rendszert, amely POD ¢és SOD
aktivitason kiviil PRT aktivitast is mutat €s nagy stabilitassal bir. A zeolit részecskék ioncserével

torténd modositasaval sikeriilt egy nagy SOD aktivitassal rendelkezd rendszert 1étrehoznunk,
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amely képes fokozni a PB POD aktivitasat azaltal, hogy megfeleld kornyezetet teremt a

katalizis lejatszodasahoz.
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7. Osszefoglalas

Kutatasunk soran olyan komplex nanozyme rendszereket allitottunk eld, melyek Osszetevoi
kiilonbozoé enzimaktivitassal rendelkeznek, igy a beldliikk képzett kompozitok alkalmasak
lehetnek kaszkad reakcioban, szabadgydk lebontasi folyamatokban valo alkalmazasban. Enzim
aktivitassal rendelkez6 komponensként - PVP polimer segitségével - kocka alaka PB
nanozyme-ot szintetizaltunk, amit papain fehérjével feliiletmddositottunk. A kisérleti munka
soran ammoOnium-ZSMS5 zeolit részecskében ioncsere segitségével réz(Il) ionokat
adszorbealtatva szintetizaltunk enzim hordozo6t, amin a PB nanorészecskéket immobilizaltuk,

ily médon egy masik enzim komplexet 1étrehozva.

A szintézis termékét TEM-mel, dinamikus fényszorasméréssel és az UV-lathato spektrumanak
felvételével karakterizaltuk. Kocka alaku részecskékbdl 4llo, nagy kolloidstabilitasu,
monodiszperz kolloidot kaptunk termékként. A részecskék élhossza a TEM felvételek alapjan
megkozelitdleg 100 nm nagysdgunak mértiik. A nanozyme-ok kolloidstabilitasanak vizsgalata
soran kiilonbozo elektrolitokban ndvekvd ionerdsség mellett aggregacios kinetikai méréseket
végeztiink. A PB esetében azt tapasztaltuk, hogy még nagy ionerdsségek mellett is csak MgCla
elektrolit jelenlétében tudtunk aggregaciot elérni, ezzel is igazolva a PB jelentds

kolloidstabilitasat.

A feliileti funkcionalizalds soran a részecskék elektroforetikus mobilitdsanak és hidrodinamikai
sugardnak mérésével nyomon kovettik a PPN megtapadasat a PB feliiletén, illetve a
PDADMAC adszorpciojat a zeolit feliiletén, igy megéllapitva az adszorpcids telitési platohoz
tartozO6 PPN/PDADMAC doézist annak érdekében, hogy a feliiletet attdltse. A PCuZ
részecskéket végiil PB-vel kezeltiik, amely sordn azt tapasztaltuk, hogy a PB nem képes
attolteni a PCuZ feliiletét, igy az adszorpcid csak részlegesen valosul meg. Kivalasztottunk két

kiilonb6zo PB:PCuZ aranyt, amellyel késobb az enzimteszteket végeztiik.

A kolloidtulajdonsédgok vizsgalata utan attértiink a részecskék és kompozitok biokatalitikus
aktivitasanak vizsgalatara. SOD aktivitassal minden altalunk vizsgalt részecske rendelkezik. A
CuZ-t tartalmaz6é anyagok nagyjabol egy nagysagrenddel nagyobb aktivitassal rendelkeznek,
mint a csak PB-t tartalmaz6 részecskék. Az éltalunk szintetizalt PB aktivitdsa 1ényegesen

elmarad az irodalomban leirt tobbi PB aktivitdsatol, amit okozhat a feliileten megtapadt PVP.

Peroxidaz aktivitassal az altalunk szintetizalt anyagok koziil csak a PB rendelkezik, a CuZ
magaban nem POD aktiv, de megfigyeltiik, hogy a PCuZ képes erdsiteni a PB aktivitasat. Minél

tobb PCuZ talalhat6 a rendszerben, a PB annal gyorsabban képes a hidrogén-peroxid bontéasara,
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tehat a CuZ ugy mikodik egy katalizator, ami annak kdszonhetd, hogy a CuZ feliilete idealis

koriilményeket teremt a reakcio lejatszodadahoz.

A fehérjét tartalmazo rendszereket jellemeztiik protedz aktivitasat szempontjabol is. A teszt
eredményébdl megallapitottuk, hogy a PPN az immobilizalas utdn is megtartotta eredeti

aktivitasanak megkozelitdleg 90%-at.

Sikeriilt olyan kolloidalisan stabil PB-PPN rendszert eldallitanunk, amelyben egy nanozyme
feliiletén enzim adszorbealddott, és ekozben a kompozitot felépitd anyagok megtartottak eredeti
aktivitasukat. A zeolit részecskén PB nanozyme-ot immobilizéltunk, amelynek koszonhetden a

PB POD aktivitasat sokszorosara tudtuk novelni.
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