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Tartalmi 6sszefoglalo

Antioxidansokat és proteaz enzimeket a legkiilonbozébb ipari szektorok évtizedek ota alkalmaznak,
azonban eldnytelen tulajdonsagaik (pl.: hé-, pH-, fényérzékenység, csekély vizoldhatdsag, fokozott
reaktivitas) korlatozhatjak felhasznalasukat. A felsorolt hatranyok kikiiszobolésére a molekulak hordozon
valo rogzitése jelenthet megoldast, melyre a réteges szerkezetli, biokompatibilis, €s valtozatos dsszetétellel
eléallithato réteges kettds hidroxidok (LDH-k) megfeleld jelolteknek bizonyulnak. Munkank soran tannint
(TA) és papaint (PPN) rogzitettiink LDH-k feliiletén a molekuldk stabilizalasa és egy kombindlt hatasu,
antioxidans ¢€s protedz aktivitassal rendelkez6 nanokompozit eldallitdsa érdekében. A két biomolekula
immobilizacidja céljabol Mg/Al LDH-t allitottunk eld egyiittes lecsapassal, a termék szerkezeti
tulajdonsagait porrontgen diffraktometrids mérésekkel hataroztuk meg. Ezt kovetden elektroforetikus- és
dinamikus fényszoéras mérésekkel vizsgaltuk a részecskék toltését és hidrodinamikai sugarat valtozo TA-
¢s PPN-koncentraciok mellett. A pozitiv tobblettoltésit LDH-részecskék feliiletén eldszor a TA-t
rogzitettiik, majd az igy attoltott, negativ toltésli feliileten immobilizaltuk a PPN-t elektrosztatikus
kolesonhatasok révén. A (-potencidlok és a hidrodinamikai sugar valtozdsabol szamithato stabilitasi
aranyok alapjan meghataroztuk a kolloidstabilitas szempontjabol idealis TA- és PPN-dozist, mely 200 mg/g
volt mindkét esetben. Az immobilizacié sikerességének igazoldsara UV-Vis és Raman-spektroszkopias
méréseket alkalmaztunk. Az elddllitott LDH-r61 és LDH/TA/PPN nanokompozitr6l transzmisszids
elektronmikroszkoppal készitettiink felvételeket, melyek segitségével vizsgaltuk a két rendszer morfologiai
tulajdonsagait. Az antioxiddns ¢€s hidrolitikus aktivitast DPPH- és proteaz-teszttel vizsgaltuk, melyet
megismételtiink az 50°C-on hékezelt mintakkal is, illetve 6sszehasonlitottuk az oldatbeli és az immobilizalt
rendszerekkel kapott adatokat. Eredményeink hozzédjarulhatnak kettds hatdsu antioxidans-proteaz
rendszerek fejlesztéséhez, melyek a kozmetikai- és élelmiszeripar egyes teriiletein nagy érdeklddésre

tarthatnak szamot.
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1. Bevezetés

Mind az ¢él6 szervezetek kiegyensulyozott miikddéséhez, mind kiilonbdz6 ipari folyamatok megfeleld
lejatszodasahoz sziikség van antioxidansok gyokfogd és enzimek katalitikus funkcidira. Az antioxidansok
a szabadgyokoket hatastalanitjak vagy azok termelddését akadalyozzak meg [1], az enzimek pedig specialis
miuikddeéstikkel (pl.: fehérjebonto tulajdonsag) kiilonféle reakciokat katalizalnak [2].

Az antioxidansok a szabadgyokokkel egyensulyt tartva gatoljak az oxidativ stressz és az azaltal
indukalt betegségek, koztik a rdkos megbetegedések kialakulasat [3]. Molekuldris és enzimatikus
képviseldik egyarant fontos szerepet tdltenek be a szabadgyOkok okozta lipidperoxidacid és DNS-
karosodas megakadalyozasaban, azonban a megfeleld antioxidans-koncentracid szinten tartdsdhoz egyre
fontosabba valik azok poétlasa exogén forrasokbol. Valtozd életmddunk, az egyre nagyobb mértéki
kornyezet-szennyezés és a karos szenvedélyek, koztiik a dohanyzas fokozott szabadgyok-termeléssel
jarnak, melynek ellenstlyozasara nem elegendd az endogén antioxidansok védelmi rendszere. Jotékony
hatasaik ismerete okan szdmos étrendkiegészitd van kereskedelmi forgalomban, azonban egy véaltozatos és
kiegyenstlyozott étrend egyarant képes fenntartani az egyensulyt [1, 4]. Az antioxiddnsok nemcsak
szervezetiink védelme miatt valtak gyakori hatéanyagokka gydgyszeripari készitményekben, hatés-
mechanizmusukat valtozatos modon hasznositjdk kiilonbozd ipari szektorokban. Az altalunk fogyasztott
kellemes illata, szind, izli és textaraju élelmiszeripari termékek legtobb esetben kiilonboz6 adalékanyagok
¢s tartositoszerek segitségével felelnek meg a fogyasztoi elvarasoknak [5]. A borgyogyaszati és kozmetikai
ipar krémek, gélek hatdanyagaként, de azok tartdsitasara szintén elOszeretettel alkalmazza ezen
vegyiileteket a gyors oxidativ bomlas elkeriilése végett [6]. Széleskorli felhasznalasukat korlatozhatja
csekély vizoldhatosaguk, fokozott reaktivitasuk, bomlékonysaguk és egyéb kornyezeti hatasokkal szemben
mutatott érzékenységiik; ezen tényezdk részletes feltérképezése €s kikiiszobolése igen bonyolultta és
koltségessé teheti az ipari felhasznaldsukat [5, 6].

A proteazok — azaz a peptidkdtések hidrolizisére képes hidroldz enzimek — az ipari enzimek
piacanak kozel 60%-at teszik ki [2, 7]. Felhasznéaladsuk elterjedésével eldszor egyszeri, fehérjebontod
enzimek szerepét toltotték be; ezen vegyiiletek fontossdgat és pontos biologiai szerepét csak késObbi
kutatasok azonositottak. Fehérjék bontasaval 1) peptidek ¢és aminosavak keletkeznek, melyek
lokalizaciojaért és aktivitasaért egyarant ezen enzimek feleldsek. A fehérjék kozotti kolcsonhatasok
vezérlésével, jelatviteli folyamatok szabalyozasaval és 0j bioaktiv molekuldk képzésével kdzvetlen hatdssal
vannak szadmtalan bioldgiai folyamatra és jelenségre, koztiik a DNS-replikdciora és transzkripciora,
sejtdifferencidlodasra, sebgyodgyulésra, véralvadasra, gyulladasokra €s a termékenységre. A felsoroltakbol
adodoan ezen enzimek hatékonysaga Gsszefliggésben all a sejtek — és ebbdl fakaddan az €16 szervezetek —

tulélésével és halalaval, a j6l mikodo rendszer megzavarasa rakos, neurodegenerativ, kardiovaszkularis és
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gyulladasos eredetii betegségek kialakulasat eredményezheti [8]. Ertheté hat, hogy a proteazok a
legértékesebb kereskedelmi forgalomban 1évd enzimek kozé tartoznak; legnagyobb mennyiségben a
mosodszer-, gyogyszer-, ¢lelmiszer- [2] és kozmetikai ipar [9] alkalmazza dket, de fontos szerepet toltenek
be szintézisek biokatalizatoraként is [7, 8]. Az enzimek felhasznalasat azonban — az antioxidansokhoz
hasonléan — nehezitik az ipari folyamatok soran alkalmazott szélsdséges homérséklet-, nyomas- és pH-
viszonyok; a nem megfelelé kornyezet a biomolekuldk denaturdlodasat és ezaltal aktivitasuk elvesztését
okozhatja. A biotechnoldgia gyors fejlodésének hala mara van lehetdség a legtobb enzim koltséghatékony
eloallitasara ¢és modositasara, azonban igy is problémat jelenthet aktivitasuk gyors csokkenése, a
reakcidelegytol vald elvalasztasuk és tobbszori felhasznalasuk [7, 10].

Az eldnytelen tulajdonsagok kikiiszobolésére megoldast jelenthet a hatéanyagok valamilyen szilard
hordozon valo rogzitése. Az immobilizacio a megkdtott vegylilettdl fiiggden torténhet természetes szerves-
[11], mesterségesen eldallitott szerves- [12] vagy szervetlen [13] hordozon; a megko6tddés alapja kovalens
kotések kialakitasa, elektrosztatikus kolcsonhatasok 1étrejotte, vagy van der Waals-vonzoerdk jelenléte
[10]. A szervetlen hordozok csoportjaba tartozo réteges kettds hidroxidok (LDH-k) pozitiv tobblettdltéssel
rendelkezd, brucithoz hasonld rétegekbdl allo rendszerek. A hidroxidionok altal kialakitott oktaéderek
kozepén két- és haromértékii fémionok allnak, ezek leggyakrabban Mg(Il)-, Ca(Il)-, Ni(Il)-, Cr(III)-,
Al(IIT)- vagy Fe(Ill)-ionok; a pozitiv toltést rétegkdzi anionok ellenstlyozzédk [14]. Az LDH-k tobb
szempontbol is kivald potencidlis hordozonak bizonyulnak. Valtozatos dsszetételben eldallithatok, igy a
felhasznalasi teriilettdl fliggden ,,személyre szabhatok™. Nagy fajlagos feliiletiik lehetévé teszi molekulak
rogzitését a részecskék feliiletén, réteges szerkezetiik azonban a rétegkdzi anionok cseréjére is lehetdséget
biztosit. Biokompatibilis, nagy mechanikai- és kémiai stabilitassal rendelkez6 rendszerek, igy szélsdséges
koriilmények kozott is hatékonyan alkalmazhatok. Mindemellett eldallitasuk viszonylag olcsd, mely igen
fontos ipari szempont [14, 15].

Antioxidans molekulak és enzimek egylittes rogzitésével stabilitasuk novelése mellett [7] lehetdség
adodhat olyan kettds hatdsi nanokompozitok eldallitdsara, melyek egyarant rendelkeznek gyokfogo-,
illetve katalitikus tulajdonsadggal. Immobilizacio esetén a reagens €s a kezelt rendszer elvalasztasa joval
egyszeriibb, emellett az immobilizalt hatdanyagok hosszabb ideig megdrizhetik aktivitasukat, igy a rogzités
megkdnnyitheti azok tobbszori felhasznalasat [10].

Tannint (TA-t) és papaint (PPN-t) egyarant alkalmaznak a bérgydgyaszati- és kozmetikai iparban a
két vegyiilet gyulladasgatlo, sebgydgyulast serkentd és antimikrobidlis hatdsai miatt [16-18]. A TA
szerkezetébdl adddoan nagy aktivitassal rendelkezd antioxiddns, szabadgyokok hatastalanitasaval
akadalyozza meg az oxidativ stressz kialakulasat. Kozmetikai szerek adalékanyagaként
hatdsmechanizmusa ,,0regedésgatld” és ranctalanitd tulajdonsagaiban nyilvanul meg [19]. A PPN proteaz

enzimként kivald6 hamlaszté hatéanyag lehet kiilonbozd krémek vagy arcmaszkok forméjaban [9].
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Antibakterialis, antiviralis és antioxidans jellegiik miatt a TA és a PPN biologiai uton lebomlo, természetes
eredetli csomagoloanyagok adalékanyagai is lehetnek [20, 21]. LDH-kat ugyancsak hasznélnak biofilmek
stabilizalasara, igy joggal meriil fel gondolat a harom anyag egyesitésével kapcsolatban [22]. A TA
hasznalatdit a molekula fokozott reaktivitasa gatolja, hiszen a szabadgyokok mellett szamos mas
vegyliletcsaladdal képes reakcioba 1épni [17]; a PPN ezzel szemben igen bomlékony, igy aktivitasanak
megOrzése €s hosszu tava taroldsa okozhat problémat [2, 7]. A két biomolekula LDH-n val6 rogzitésével
tehat azok stabilitdsdnak novelése mellett olyan kombinalt hatast, biokompatibilis nanokompozitok

allithatok eld, melyek a fentebb emlitett teriileteken jelenthetnek elérelépést.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Antioxidansok és szabadgyokok
A szabadgyOokok egy vagy tobb parositatlan vegyértékelektronnal rendelkezd részecskék, melyek

szerkezetlikbdl fakaddan fokozott reaktivitassal birnak. Kiilonb6z6 molekuldkkal kémiai reakcidba 1épve
megvaltoztathatjak azok felépitését és funkcidjat, igy a szervezet szempontjabol pozitiv €s negativ hatasu
folyamatokat is indukalhatnak. A szabadgyokok csoportjaba tartozd reaktiv oxigén (ROS) és nitrogén
szarmazékok (RNS) €16 szervezetekre gyakorolt hatdsainak vizsgdlata a valtozé életmdd és a ndvekvd
kornyezetszennyezés miatt egyre inkabb eldtérbe keriil. Eredetiiket tekintve lehetnek endogének vagy
exogének: keletkezhetnek intracellularis folyamatok melléktermékeként, példaul enzimreakcidk sordn,
vagy a szervezetbe keriilhetnek kiilsé forrasokbdl, igy radioaktiv sugarzas és dohanyzas hatasara, illetve
egy¢eb szennyezdanyagok formajaban [4].

Az antioxidansokkal egyensulyt tartva a ROS pozitiv hatdsai érvényesiilnek, jelatviteli folyamatok
szabalyozasaval és patogének eltavolitdsaval tamogatjdk a szervezet megfeleldé milkodését. Magas
koncentraciojuk esetén azonban karosithatjak a sejtalkotdkat, fokozott termelddésiik un. oxidativ stresszhez
vezethet [3]. Az egyik legreaktivabb szabadgyok, a hidroxilgyok (OH-) a DNS barmely alkotojat
karosithatja, okozhat szaltoréseket, bdazismodositasokat, emellett keresztkotések képzdodését. Ezen
folyamatok eldsegitik rakos sejtek megjelenését és talélését, mivel hatassal lehetnek a jelatviteli
folyamatokra és replikacios hibakat eredményezhetnek. A gyokok a DNS-en kiviil a lipidekkel és
fehérjékkel is reakcioba léphetnek; a lipidperoxidacid soran keletkezd malondialdehid és 4-hidroxinon-2-
énal molekuldk karcinogén hatdssal birnak, mig fehérjék és gyokok reakcidja a fehérjelancok torését és
lancok kozotti  keresztkotések kialakulasat eredményezheti. Ezen folyamatok neurodegenerativ,
gyulladasos vagy kardiovaszkularis eredettl, illetve rdkos megbetegedések kialakulasat okozhatjak [1, 4].

Az antioxidansok olyan vegyiiletek, melyek mar alacsony koncentracioban is képesek a ROS altal
okozott oxidacié megakadalyozéasara vagy késleltetésére: ez torténhet azok hatastalanitasaval, vagy a mar
karositott molekulak eltavolitasaval. Eredetiiket tekintve a gyokokhoz hasonloan lehetnek endogének vagy
exogének. Legfontosabb endogén képviseldik pl. az enzimatikus antioxidansok (glutation-peroxidaz,
katalaz, szuperoxid-dizmutdz), mig az exogén antioxidansok k6z¢ tartoznak a vitaminok (C- és E-vitamin),
karotinoidok (B-karotin, likopin), fenolos molekuldk (klorogénsav, kavésav) és flavonoidok (kvercetin,
rutin). A glutation-peroxidaz és kataldz enzimek a sejtalkotokban képz6édé H»O» vizzé redukalasat
katalizaljak. A szuperoxid-dizmutdz harom tipusa (Cu-Zn-tartalmti, Mn-tartalmt, Fe-Ni-tartalmu) a
mitokondriumban vagy citoplazmaban keletkezd szuperoxid-aniont alakitja H»O.-da. Az exogén
antioxidansok egyarant képesek a ROS hatastalanitasara vagy a lipidperoxidaciéo megakadalyozésara. Az

E-vitamin a sejtmembranban egy kevésbé reaktiv molekula 1étrehozasaval, mig a C-vitamin a tokoferollal
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szinergizmusban akadalyozza meg a lipidperoxidacid folyamatat. Az €16 szervezetek megfeleld
mikodéséhez az endogén antioxidansok jelenléte mellett elegendd exogén antioxidans felvétele sziikséges,
mely a megfeleld étrend kialakitasaval és sziikség esetén étrendkiegészitok fogyasztasaval biztosithato [1,
4].

A TA a gallotanninok csoportjaba sorolhatd polifenol (1. dbra). Megtalalhat6 kiilonbozo fafélék
kérgében és novényekben, nagy koncentracidban van jelen a zold teaban, kdvéban és egyes gyliimolcsokben
(sz010, granatalma); felhasznaljak az élelmiszer-, kozmetikai és bércserzd iparban. A vegytiletet az utdbbi
években fokozott érdeklddés Gvezi antioxidans, antimikrobialis, daganat elleni, sebgyogyulést serkentd és
gyulladasgatlo tulajdonsagai miatt [16]. Valtozatos mdodokon hat kdleson fehérjékkel, poliszacharidokkal
¢és fémekkel, igy a TA-t tartalmazd hibridek az orvostudomany szamos teriiletén, fertézések és rakos
megbetegedések kezelésére, bioszenzorok készitésére egyarant felhasznalhatok [17]. A TA a kozmetikai
iparban is egyre elterjedtebb, mivel a lipidperoxidacid, DNS-karosodéds és oxidativ stressz gatlasaval
megakadalyozza a bér UV-sugarzas okozta nagymértékii oregedését, emellett a bor esztétikajat is javitja
ranctalanit6 hatasaval [19]. TA hozzdadéaséaval a természetes uton lebomld csomagoldanyagok stabilitdsa is

ndvelhetd, igy az élelmiszeripar ezen teriiletén is alkalmazzak antioxidans és antimikrobidalis tulajdonsagai

okan [20].
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A TA fehérjékkel, igy enzimekkel is képes vizben oldodd komplexek kialakitasara, azonban a
komplexképzddés a reakcioba 1épd enzimtdl fiiggden okozhatja az enzim stabilizalodasat, vagy az aktivitas
elveszitését. Tobb kutatas eredménye azt mutatja, hogy kis TA-koncentraciok az enzimaktivitast fokozzak,
mig nagyobb TA-dozisok gatoljak azt; utdbbi esetben megkezdddik a részecskék fokozott aggregacioja,
tanulmanyok beszdmolnak a TA enzim-stabilizal6 hatisardl, mely magasabb homérsékleteken valo
hoékezelés soran is megvédi a makromolekuldkat a denaturalédastol, megdrizve azok aktivitasat [25]. Ezzel
szemben a TA lizozim enzimmel képzett komplexe a homérséklet novelésével fokozatosan elvesziti
aktivitasat [24].

Antioxidansokat gyakorlatilag minden ipari szektor alkalmaz: az élelmiszer-, festék- és kozmetikai
ipar egyarant felhasznalja azokat tartositoszerként, emellett szamos gyogyszeripari alkalmazasuk ismert
[17]. Felhaszndldsukat azonban megneheziti rossz vizoldhatosdguk, hd- vagy fényérzékenységiik és
viszonylag nagy reaktivitdsuk okozta instabilitdsuk. Ezen tulajdonsidgok finomhangolhatok a molekuldk
valamilyen hordozén vald rogzitésével [6]. A megfeleld hordozon vald rogzités stabilizalhatja a
molekulakat, lehetévé teheti azok szabalyozott felszivodasat, emellett megdrizheti azok hatékonysagat. A
klorogénsav az egyik leggyakrabban el6forduld természetes eredetli fenolos antioxiddns, azonban
szerkezetébdl adodoan ho- és fényérzékeny, levegd és nedvesség hatdsara bomlik. Keresztkotéses kationos
keményiton anioncserével rogzitve nott a molekula stabilitdsa, hosszabb ideig megtartotta antioxidans
aktivitasat [11]. A molekuléris antioxidansok mellett az enzimatikus antioxiddnsok immobilizacidja is
jellemzd: szuperoxid-dizmutaz és torma-peroxidaz TiOz-nanofilmeken vald egyiittes rogzitésével egy
kombinalt hatdsi nanokompozit jott létre, mely kimagasld gyokfogo képességgel birt az immobilizaciot

kovetden is [13].

2.2. Proteaz enzimek
Az enzimek bioldgiai katalizatorok, melyek novelik az €16 szervezetekben lejatszodd biokémiai reakciok

sebességét. A ma ismert enzimek legnagyobb része fehérje, de eldfordulnak RNS-alapi enzimek, un.
ribozimok is. Az enzimek aktiv centrumdban elhelyezkedd katalitikus csoportok kotik meg a
szubsztratmolekuldk atalakitando részét; nagyobb részecskék esetén a megkotodést egyeb szubsztratkotd
helyek segitik. Elnevezésiik €s osztalyozasuk nemzetk6zi nomenklatira — az altaluk katalizalt folyamatok
természete — szerint torténik, mely alapjan 6 enzimosztalyt kiilonboztetiink meg. Az elektrontranszfer
folyamatokat az oxidoreduktdz csoportba tartozé molekuldk, a kémiai csoportok athelyezését a
transzferazok végzik. A hidrolazok viz hozzaadéasaval hasitanak kémiai kotéseket. A lidzok szén-szén vagy

szén-nitrogén kotéseket hasitanak, az izomerdzok egy molekuldn beliil kémiai csoport vagy kotés
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athelyezésére képesek. Végezetiil a ligdzok nukleozid-trifoszfat hasitdsaval egyidejiileg szén-szén kotést
tudnak kialakitani [26].

A hidroldzok csoportjaba tartozd protedzok (vagy peptidazok) peptidkotések hidrolizisével a
fehérjéket kisebb peptidekre majd aminosavakra bontjak. Az aktiv centrum szerkezete, azaz a katalizis
mechanizmusa alapjan hét alcsoportba sorolhatok: megkiilonbdztetiink szerin-, cisztein-, treonin-,
aszparaginsav-, glutaminsav- ¢és metalloprotedzokat, illetve aszparagin-peptidlidzokat [2]. Mivel
mechanizmusukbol fakaddan fontos szerepet toltenek be a sejtek tulélésében és megfeleld mitkddésében,
rendszeriik meghibdsodasa okozhatja rakos, neurodegenerativ, gyulladasos ¢és kardiovaszkularis eredetli
betegségek kialakulasat [8]. A proteazok az ipari enzimek piacdnak kozel 60%-at teszik ki, a legértékesebb
kereskedelmi forgalomban 1év0 enzimek koz¢é tartoznak. Ennek oka felhasznalhatdésaguk sokszintisége,
mivel az élelmiszer-, gydgyszer-, biotechnoldgiai és kozmetikai ipar egyarant alkalmazza dket [2].

A PPN egy cisztein-protedzok csoportjdba tartoz6 hidroldz enzim. Virusokban,
mikroorganizmusokban, ndvényi és allati szervezetekben egyarant megtalalhatd, nagy mennyiségben
kinyerhet6 a Carica papaya novény latexébdl. Kereskedelmi jelentdsége két fontos tulajdonsagabol fakad:
szubsztratok széles korét képes hatékonyan hidrolizalni, emellett tdg homérsékleti skalan (25-65°C) és
valtozatos pH-koriilmények kozott (pH = 5-8) is megtartja aktivitasat. Ezen elonyei miatt el0szeretettel
alkalmazzak az élelmiszeriparban [2, 7], antimikrobidlis tulajdonsdga miatt példaul csomagoldéanyagok
stabilizalasara [21]. Kozmetikai szerek, koztiikk arcmaszkok kedvelt adalékanyaga hamlaszto hatdsa miatt
[9]; gyogyszeripari termékek (pl.: gélek, krémek, kotszerek) gyakori alapanyaga, mivel a sériilt vagy elhalt
részek eltavolitasaval eldsegiti a hatékony sebgyodgyulast [18]. Sokszinti felhasznalhatdsagat azonban
korlatozza bomlékonysaga, illetve ho- és pH-érzékenysége [2, 7].

Az enzimek felhasznaldsat neheziti az ipari folyamatok sordn alkalmazott nagy homérséklet,
nyomads, a valtozatos pH, emellett a magas elektrolit-koncentracié vagy inhibitorok jelenléte is gatolhatja
mikodésiiket. Ezen problémak kikiiszobolésére az immobilizacié jelenthet megoldést [13]. A hordozén
valé rogzités megkonnyitheti a rendszer kezelését és lehetdvé teheti annak tobbszori felhasznélasat.
Immobilizalt formaban egyszeriibbé valik az enzimek ¢€s a reakcioelegy elvalasztasa is, igy azok a termék
szennyezésével késobb nem képesek allergias reakciok kivaltasara. Az enzim-immobilizacié azonban
okozhatja a molekuldk aktivitasanak csokkenését, igy 1étfontossagli a megfeleld hordozd, rogzitési modszer
¢s egyéb korilmények (pl.: enzimkoncentrdcido, molekuldk orientdcioja, sztérikus gatlasok,
szubsztratmolekula mérete) figyelembevétele. Az immobilizalt molekuldk koziil nagyobb szubsztratok
bontéasara egyediil azok alkalmasak, melyek orientaciojukbol adoddan képesek a szubsztrat megkotésére
aktiv centrumaikban. Ha az aktiv centrum a megk&tédés irdnyabol fakadoan mas protedz molekuldk vagy
a hordozo szerkezete altal akar részlegesen fedve van, a hidrolizis nem megy végbe. A megkdtddés soran

az aktiv centrum konformadcidja is megvaltozhat, mely ugyancsak az aktivitds elvesztését okozhatja. Az
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enzimaktivitas nagyban fiigg emellett a rogzitett enzimek mennyiségétdl: nagy enzimkoncentraciok esetén
a molekulak sztérikusan gatolhatjak a hidrolizis lejatszodasat, ez a jelenség pedig még inkabb fokozddik,
ha a magas enzimkoncentraci6 tobb molekularéteg kialakulasat okozza (2. dbra). Szabad formaban a PPN
a szubsztrat-molekuldkkal {itkzve indukalhat reakciot, azonban a régzitett enzimek oldatbeli diffuzidja
joval lassabb; a részecskék méretébol adodoan a lassu lilepedés és a gatolt hdmozgas is gatolhatja a reakcio
lejatszodasat [7]. Felhasznalastol fiiggden a rogzités torténhet kiillonbozé mesterségesen eldallitott szerves
(pl.: akrilgyantak), természetes (pl.: celluldoz, keményitd, kitozan) és szervetlen (pl.: zeolitok, nanoszilika)

hordozdkon [10].

¢ oo

(a) optimalis enzim orientacio (b) megfelelé enzim orientacié (c) nem megfelelé enzim orientacio
(nincs gatld hatas) (enyhe sztérikus gatlas) (katalizis nem megy végbe)

(d) kevesebb adszorbealt enzim, (e) tobb adszorbealt enzim,
molekulak kozott nagyobb térkoz molekulak kozott kisebb térkoz

2. dbra: Az immobilizalt enzimek aktivitasat gatld tényezok sematikus abraja.

A PPN immobilizacidja szintén fontos ipari szempont. A kiilonb6zd szerves makromolekulak (pl.:
agar6z-, celluloz-, kitozan- vagy alginatgyongyok) mar hosszabb ideje kedvelt hordozok, mivel
kereskedelmi forgalomban valtozatos részecske- és porusméret-eloszldsban megtalalhatok, emellett
viszonylag inertek. Idedlis kozeg lehet emellett valamilyen szintetikus polimergydongy vagy membran,
melyek felhaszndlhatok az élelmiszer-, szennyviz- és gyodgyszeriparban. A szervetlen hordozok (pl.:
zeolitok, fém-oxidok, szén-szerkezetek) mechanikai, kémiai €s hdstabilitasuk, illetve kiemelkedéen nagy
fajlagos feliiletiik miatt ugyancsak szadmos teriileten alkalmazott anyagok (pl.: elektronikai ipar,
bioszenzorok, elemek, napelemek, fotokatalitikus hidrogéntermelés) egyarant alkalmasak [7, 18]. Szulfat-
csoportok altal negativan toltott latexrészecskéken immobilizdlva a PPN enzimatikus tulajdonsaga mellett

gyokfogo képességét is megdrizte [12]; eziisttel és TA-nal modositott CuFeO4 nanorészecskéken rogzitve

13



TDK dolgozat

annak antibakterialis hatasa is megnovekedett [27]. A PPN bakteridlis cellul6zon valé immobilizacidjaval
egy bioaktiv kotszert hoztak létre, mely az enzim fehérjebontd tulajdonsagat hasznélja ki. Ilyen, PPN-
tartalmu kotszereket elOszeretettel alkalmaznak az orvostudomanyban mechanikai vagy égési sebek,
horzsolasok ¢és fekélyek kezelésére, igy az enzim rogzitésének célja annak stabilizacidja €s aktivitasdnak
novelése volt [18]. A TA kordbban emlitett komplexképzo tulajdonsagai ellenére a TA PPN-nal alkotott
komplexeir6l ¢és azok viselkedésér6l nem all rendelkezésiinkre bdvebb informacid; azonban a
komplexképzddés hatranyai immobilizacioval mérsékelhetdk lehetnek a két molekula reakcidjanak
szabalyozasaval/gatlasaval. Osszefoglalva a protedzok, ezen beliil a PPN immobilizacidval torténd

stabilizalasa kornyezetkimélés és koltséghatékonysag szempontjabol is érdekelt technoldgia.

2.3. Réteges kettés hidroxidok
A réteges kettos hidroxidok (LDH-k) szerkezete a brucit [Mg(OH)2] szerkezetébdl szarmaztathatd oly

modon, hogy a rétegeket alkoto Mg(Il)-ionok egy részét Al(II)-, vagy egyéb haromértékli fémionokra
cseréljik (3. abra). A rétegeket hidroxidionok 4&ltal kialakitott oktaéderek alkotjak, melyek kozepén
helyezkednek el a fémionok, az oktaéderek pedig éleiken keresztiil kapcsolodnak egymashoz. A
haromértékli fémionok jelenléte altal 1étrejovo pozitiv tobblettoltést ellenstilyozzak a rétegkozi térben
elhelyezkedd hidratalt anionok. Az LDH-k altalanos 6sszegképlete: [M(II)ixM(IID)x(OH)2]* (A™ )xm X m
H>0, ahol M(II) és M(III) a két- €s haromértékii fémionokat, A" a rétegkdzi anionokat jeloli.

H,O

\l]

A"
® H,O
@ M(II)/M(III)
® OH

AVL A‘L AVL ‘A V mmA |
N = = Vy ;

A’A%‘A%’A A%‘Aﬂ ‘

3. abra: Réteges kettds hidroxidok altalanos szerkezete.

LDH-k valtozatos modszerekkel eldallithatok. Egylittes lecsapas soran a kivalasztott fémsokat
megfeleld aranyban tartalmaz6 vizes oldathoz — mely tartalmazza a rétegek kozé épitendd anionok oldatat
is — a pH 4lland¢ értéken tartdsanak érdekében lugot (pl. NaOH) adagolunk. Fokozatos lugadagolas esetén
alacsony tultelitettséget ériink el, mivel ebben az esetben a gocndvekedés sebessége meghaladja a
gocképzddés sebességét. Gyors hozzaadas sordn magas tultelitettség érhetd el, melynek hatasara a
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kristalyossagi fok csokken. A M(II)/M(III) fémion-arany valtoztatdsaval szabalyozhato a rétegk6zi anionok
mennyisége. A homogén méreteloszlas érdekében a reakcio utan altalaban hokezelést alkalmaznak [14].

Lug hozzdadasa helyett hasznalhatunk karbamidot [CO(NH2):] is, mely két 1épésben hidrolizal. A
hidrolizis termékei az oldat pH-jat a homérséklettol fiiggden 9 koriili értékre allitjak be, mely alkalmas
egyes tipusu LDH-k (pl.: M(II) = Mg, Zn, Ni) eldallitasara. Nikkelt és haromértéki fémionként Al(III)-,
Cr(I1I)-, Mn(I1I-) vagy Fe(IlI)-ionokat tartalmazé LDH-k elektrokémiai uton is eldallithatok, az igy kapott
termékek szerkezete az a-Ni(OH), szerkezetéhez hasonlit. Egyéb eldallitasi modszer lehet a szol-gél eljaras,
mely sordan fém-alkoxidok adjak a kiindulési oldatot, eredményiil pedig egy kisebb kristalyossagi foku
LDH-t kapunk [14].

A szintézis utan ugyancsak van lehetség az elkésziilt LDH o0sszetételének befolyasolasara.
Anioncserés modszer soran az LDH-t a kivant anionokat tartalmazé oldatba helyezziik a rétegk6zi anionok
cseréjének céljabol. Ioncsere akkor jatszodik le, ha az oldatban 1évé ionok erdsebb elektrosztatikus
kolesonhatést tudnak kialakitani a rétegeket alkotd fémionokkal, mint a kiinduldsi anionok. A folyamat
sikeressége emellett fligg a rétegtavolsagtol, az osszetételtdl és a pH-tol. Az LDH-k szerkezete modosithatod
az un. memoriaeffektus felhasznalasaval is. Kalcinalas soran az LDH-kbol a megfeleld fémoxid-keverék
képzddik. Ha ezt a keveréket vizes oldatba helyezziik, az képes az LDH réteges szerkezetének
rekonstrukcidjara: a viz a hidroxidionokat szolgéltatja, az anionok pedig a rétegek koz¢é fognak beépiilni.
Mivel az anionok nem kell, hogy egyezzenek a kalcinalas eldtti anionokkal, ezzel a modszerrel is lehetdség
van a rétegkdzi anionok cseréjére [14].

Réteges szerkezetiik, nagy kémiai- és hdstabilitasuk, nagy fajlagos feliiletilk, az anioncsere
lehetdsége, valamint nem utolso sorban biokompatibilitdsuk miatt az LDH-k kedvelt alapanyagai szamos
ipari szektornak. Alkalmazzak 6ket mezdgazdasagi (pl.: adszorbens, anioncseréld), gyogyszeripari (pl.:
gyogyszerhordozok), miianyag- és keramiaipari teriileteken, emellett fontos szerepet toltenek be ipari
folyamatok katalizisében [15, 28]. LDH-k élelmiszeripari csomagoldéanyagok adalékanyagaként javitjak

azok mechanikai- és hdstabilitasat, gyartasuk emellett kornyezetkiméld és koltséghatékony [22].

2.3.1. Antioxidansok rogzitése LDH hordozokon. Az LDH-k rétegei kozott vagy a részecskék feliiletén
egyarant rogzithetok molekuldk, azaz ezen rendszerek kivaldo hordozoként viselkednek szdmtalan
vegyiiletcsalad esetében. Az immobilizacio torténhet anioncserével, a memoria-effektus kihasznalasaval
vagy egylittes lecsapassal. A rogziteni kivant molekuldk az LDH rétegei kozott, vagy — a valasztott
molekula mérete vagy egyéb interkaldciot megakadalyozo paraméterek miatt — az LDH feliiletén fognak
megkdtddni. A rogzitéssel elérhetd a hatdoanyagok szabalyozott felszivodasa, emellett kimutattdk, hogy az
LDH-kon megkotott hatdoanyagok aktivitdsa legtobbszor nem valtozik, vagy csupan kismértékben csokken

le a szabad molekuldkéhoz képest. Szamos gyulladasgatlod, cukorbetegség €s szivrendszeri betegségek
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elleni szer rogzitését vizsgaltak, de sor kertilt antibiotikumok (pl.: Cefazolin), antioxidansok (pl.: fahéjsav),
aminosavak (pl.: fenilalanin) és nukleinsavak (pl.: RNS) immobilizaciojara is [28].

Antioxidansok LDH-n valo rogzitésével ugyancsak novelhetd azok stabilitdsa. Az alacsony
vizoldhatosagu ellagsavat LDH-n valé immobilizacioval stabilizaltak, igy a vegyiilet megdrizte magas
antioxidans aktivitasat. A szerves olddszerrel €s polielektrolittal mddositott kompozit tovabbi stabilitasra
tett szert, igy alkalmazhatdva valt olyan teriileteken (pl.: élelmiszer-, kozmetikai, textilipar), ahol magas
koncentracioban jelen 1év0 szabadgyOkok hatastalanitdsa sziikséges [6]. A karnozin és galluszsav
felhasznalasat megneheziti azok konnyt oxidalhatosaga €s pH-érzékenysége. Ezek kikiiszobolésére a két
antioxidanst Mg/Al-LDH-n rogzitették ioncserével és egylittes lecsapassal. A rogzitést kovetden
stabilitasuk jelentés mértékben nott a szabad molekuldkéhoz képest, emellett immobilizalva is kivalo
gyOkfogd tulajdonsaggal rendelkeztek [28, 29]. Az LDH-k biokompatibilitasabol addéddéan azok
felhasznalhatok kozmetikai célokra is. A ferulasav szabadgyokfogd képessége mellett véd az ibolyantali
karos sugdrzassal szemben, igy megfelel¢ adalékanyaga lehet napvédd szereknek. A molekula Mg/Al-
sugarzassal szemben mutatott tulajdonsagait 300 nm kortili hullamhosszon [30].

TA-t tartalmazo LDH-kat szennyezdanyagok megkotése céljabol koradbban mar allitottak eld [31],
azonban a molekula antioxidans aktivitdsdnak megdrzésével kevés tanulméany foglalkozik. Egy
kutatocsoportunkban végzett korabbi kutatds soran egyiittes lecsapassal és adszorpcioval készitettek
LDH/TA kompozitokat: az adszorpcioval eldallitott LDH/TA esetén a molekuldk az LDH felszinével
merdlegesen kotddtek meg, mely fokozott aktivitast eredményezett. A vizsgalt kompozit nagyobb aktivitast
mutatott, mint a szabad TA molekuldk, emellett gyokfogd képességét tobb hasznalat utan is megdrizte
jelentds csokkenés nélkiil [32].

Az LDH-k enzimek immobiliz4ciojara ugyancsak alkalmasak. Nitroreduktdz enzimet egylittes
lecsapassal és adszorpcids modszerrel Mg/Al-LDH-n immobilizalva olyan nanohibridet allitottak eld, mely
szilard formaban tarolva hetekig megdrizte aktivitasat. A kialakitott kompozitot liveges szén elektrodra
juttatva megallapitottdk, hogy a modositott elektroéd megfeleld lehet nitrovegyiiletek kimutatasara [33]. A
kutinaz enzim tobb poliészter hidrolizisére képes, Mg/Al-LDH-n valo rogzitésével pedig jelentds
mértékben ndtt hdstabilitdsa. Az eldallitott kutinaz-LDH hibrid [poli(butilén-szukcinat-ko-adipat)]-ban
eloszlatva a megfeleld kdzeg hatdsdra 24 ora alatt képes volt a polimer lebontasara, a reakcid végén
visszamaradt oligomerek és monomerek emellett kémiai Gton Gjrahasznosithatok voltak. Ezen eredmények
Uj utakat nyithatnak rovid idon beliil lebomlé polimerek eldallitasa terén [34]. PPN LDH-n val6 rogzitésével
¢s annak aktivitasaval korabbi tanulmanyok nem foglalkoztak, azonban stabilizaldsaval a molekula olyan
teriileteken is alkalmazhatova vélna, ahol héérzékenysége vagy bomlékonysidga miatt jelenleg nem

hasznalhato szabad formaban.
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2.3.2. LDH-k kolloidstabilitasa. Felhasznalési teriiletiiktd] fiiggden fontos szempont az LDH-diszperzidok
kolloidstabilitasanak finomhangolhatdsaga. A feliileti toltéssel rendelkezd részecskék oldatbeli stabilitdsat
a DLVO-elmélet irja le, mely négy kutatod, Derjaguin, Landau, Verwey és Overbeek nevéhez flizédik. A
modell szerint a toltéssel rendelkezd, elektrolit oldatba diszpergalt részecskék kozotti erdviszonyokat a
vonzo van der Waals-erdk és az elektromos kettdsrétegek kozotti taszitd kolcsdonhatasok ereddje hatarozza
meg. Mivel a van der Waals-erdk kis hatdtavolsagu vonzoé kolcsonhatasok, melyek adott anyag esetén
allandok, az eredd potencidlgdrbe alakja a taszitd kdlcsonhatasok fiiggvényében valtozik. Ha erds taszitd
kolcsonhatasok vannak jelen a részecskék kozott, az eredd potencialgdérbe maximummal rendelkezik, azaz
a részecskék aggregacidja energiaigényes folyamat. Ha a potencidlgat nagymértékben meghaladja a
hémozgasbol szarmazd energiat, nem torténik meg az aggregacid. Az elektrolitkoncentracidé novelésével a
taszitas mértéke csokkenthetd, mely hatdsara egyre tobb részecske fog dimereket képezni, mivel a
potencialgat és a hdmozgasbol szarmaz6 energia kiilonbsége is csokken. Ha a potencidlgat eltiinik, minden
iitkdzés dimerképzddéshez vezet; azt az elektrolitkoncentraciét, melyen ez megtorténik, kritikus
koagulacios koncentracionak nevezziik [35].

Elektrosztatikus kolcsonhatasok révén kolloidrészecskék feliiletén egyéb molekulak vagy ionok
adszorbealodhatnak, melynek mértéke fiigg a hozzdadott adszorbatum koncentracigjatol. Az adszorpcid a
toltésviszonyok, igy a kolloidrészecskék stabilitasdnak megvaltozasaval jarhat (4. é&bra). Alacsony
adszorbatum-koncentraciok esetén az oldatban 1évé Osszes molekula vagy ion megkotodik a
kolloidrészecskéek feliiletén; a rendszer stabil, nem torténik aggregacio. A dozist ndvelve nd a feliileten
megko6tédott molekuldk vagy ionok mennyisége, a részecskék eredeti toltése fokozatosan ledrnyékolodik.
Izoelektromos pontnak (IEP) nevezziik azt a részecskekoncentraciot, melyen megtorténik a toltésviszonyok
kiegyenlitddése. Ilyenkor a rendszer destabilizalodik, mivel a kolloidrészecskék kozotti vonzoerdk
domindlnak, azok aggregalodnak. A dozis tovabbi novelésével a diszperzid Ujbodl stabilizalodik, mivel

megtorténik a kolloid-részecskék attoltése, igy az azok kozotti taszitd kdlcsonhatasok 1épnek eldtérbe [35].

17



TDK dolgozat

(-potencial
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Hozzaadott adszorbatum-koncentracio

4. abra: LDH-k toltésviszonyainak és kolloidstabilitasanak valtozasa erdsen adszorbeal6do, ellentétes
toltésti részecskék adszorpcidja soran.

A kolloid rendszer stabilitasait a DLVO-erdkon kiviil egyéb tényezok is befolydsolhatjak. Ezen
hatasok kozé tartoznak a hidrofob koélcsOnhatasok, a hidratacids hatasok, a Born-féle taszitds és az
adszorbedlt vegyiiletek egyéb hatdsai. Hidrofob kolcsonhatdsok 1éphetnek fel olyan részecskék kozott,
melyek hidrofob feliilettel rendelkeznek, ezéltal nem képesek vizmolekuldk megkdtésére. A részecskék
kozott ebben az esetben vonzas alakul ki, mivel a kozottiik elhelyezkedd vizmolekulak kiszorulnak a tobbi
megtalalhat6 ionos és hidrofil csoportok, illetve az ellenionok hidratacidja megndvelheti a részecskék
kozotti taszitderok mértékét, ezzel stabilizalva a diszperziot. Egyéb molekulak feliileten torténd
adszorpcioja ugyancsak stabilizalhatja a kolloidot, mivel sztérikus és elektrosztatikus hatasokkal ndvelhetik
a részecskek kozotti taszitoerok meértékét. Az emlitett sztérikus gatlasok nagyobb molekulak adszorpcidja

esetén, magas feliileti boritottsagnal 1éphetnek fel [36].
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3. Célkitiizés

Kutatasunk soran TA és PPN LDH-n val6 rogzitésével a molekuldk stabilizalasat, és egy kettds hatasu
LDH/TA/PPN nanokompozit eléallitdsat tiiztiik ki célul. A biomolekuldk rogzitésével célunk volt azok
gyokfogd ¢és fehérjebontd tulajdonsaganak megorzése, emellett egy olyan kettds hatasi rendszer
kifejlesztése, mely felhasznalhatova valik olyan teriileteken (kozmetikai és élelmiszeripar), ahol a két
vegyiiletcsalad egylittes alkalmazasa elényokkel jarhat.

Elso 1épésként Mg/Al-LDH-k egyiittes lecsapassal valo eléallitasat tliztiik ki célul, a termék LDH-
szerkezetét porrontgen diffraktometrias mérésekkel kivantuk igazolni. A két biomolekula LDH-n val6
rogzitése érdekében egy idedlis TA- és PPN-dozis meghatdrozasa volt a cél, ennek elvégzéséhez dinamikus
fényszoras és elektroforetikus mobilitds méréseket terveztiink. Egy megfeleld Osszetétel kivalasztasat
kovetden az LDH-k feliiletén a TA megkdtése utan a PPN rogzitése volt célunk. A rogzitéssel a két molekula
stabilitdsnak novelését és kombinalt hasznalatuk megkonnyitését terveztiik. A két vegyiilet adszorpcidjat
kovetden az immobilizacio sikerességét UV-Vis-alapu fehérjemeghatarozasi teszt végrehajtasaval és
vizsgélata céljabdl transzmisszids elektronmikroszkopos felvételek készitését terveztiik.

Ardgzités sikerességének feltérképezése utan az antioxidans €s protedz aktivitasok meghatarozasara
alkalmas tesztek (DPPH-teszt és proteaz-teszt) elvégzését terveztiikk a két biomolekula, azok keveréke,
illetve az LDH/TA/PPN nanokompozit esetén. A nanokompozit hdstabilitasanak vizsgélata érdekében a
teszteket 50°C-on vald hékezelést kdvetden is elvégeztiik, mivel a szabad molekulakéhoz képest nagyobb
(ho)stabilitas kialakitasa volt a cél. A hdkezelés hatdsara bekovetkezd esetleges Osszetételi valtozasokat

ugyancsak Bradford-teszttel kivantuk meghatarozni.
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4. Kisérleti eszkozok és modszerek

4.1. Felhasznalt eszkozok

WTW inoLab® pH 7310 pH-mérd

Ultrahangos kad (VWR USC-TH)

Thermo Scientific Genesys 10S UV/lathato spektrofotométer
VWR V-1200 spektrofotométer

Anton Paar Litesizer 500

Ortoalresa Unicen 21 centrifuga

Thermo Fisher Scientific mySPIN 12 minicentrifuga

Velp Scientifica Arex flitheté méagneses kevero

Tecnai G2 Transzmisszids elektronmikroszkop

Bruker Senterra II Raman

4.2. Felhasznalt anyagok

kristalyvizes magnézium-nitrat, Mg(NO3)2 X 6 H,0
kristalyvizes aluminium-nitrat, AI(NO3)3; x 9 H>O
natrium-hidroxid, NaOH, (4 M oldat)

tannin, C76Hs2046

papain

etanol, CoHsOH (95%-os oldat)
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, (C¢Hs)2NN[CsH2(NO2)3]2
kazein

L-tirozin

triklorecetsav, CCl:COOH

kristalyviz mentes natrium-karbonat, Na,COs
Folin-Ciocalteu-reagens (2 M oldat)

kristalyvizes dikalium-hidrogén-foszfat, K;HPO4 x 3 H20
kristalyvizes natrium-acetat, CH3;COONa x 3 H>O
kalctum-acetat, (CH3COO),Ca

Coomassie® Brilliant Blue G-250

ortofoszforsav, H3POs (85%-0s oldat)

TDK dolgozat
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A sziikséges anyagokat a VWR International-tél és a Sigma Aldrich-t6] szereztiik be analitikai
tisztasagban. Kisérleteink soran forditott ozmozissal ionmentesitett vizet (Adrona B30 viztisztité rendszer)

hasznaltunk.

4.3. Szintézisek

4.3.1. Mg/Al réteges kettos hidroxidok eléallitasa. Az alkalmazott Mg/Al LDH-kat egyiittes lecsapassal
allitottuk eld. Elso 1épésként készitettiink egy, a Mg(NO3)z-ra nézve 0,2 M-os, az AI(NO3)3-ra nézve 0,1 M-
os torzsoldatot. A fémsok oldatdhoz élland6 kevertetés mellett, Nz-atmoszféra alatt a pH=10 érték
eléréséhez sziikséges mennyiségli 4 M-os NaOH-oldatot adtunk. A mintat egy 6ranyi kevertetés utan 10
percig 4200 rpm-en centrifugéltuk, ezutdn ioncserélt vizzel haromszor mostuk (10 perc, 4200 rpm).
Reszuszpenddlds utan az LDH-diszperziot autoklavba ontottiik, egy ¢jszakara 120°C-ra allitott
szaritészekrénybe helyeztiikk, majd az elédzéekhez hasonldan centrifugaltuk és ioncserélt vizzel haromszor

mostuk. Az igy kapott LDH-t 50°C-os szaritdszekrényben kiszaritottuk.

4.3.2. Dinamikus fényszorasméréshez sziikséges oldatok. A TA-dozisfiiggd stabilitdsmérések

crer

crer

oldat) alland¢ értéken tartva fokozatosan noveltiik a TA-koncentraciot 0-1000 mg/g tartomanyon beliil. Az
Ossztérfogat minden esetben 2 mL volt. A PPN-dozisfiiggd stabilitdsmérésekhez olyan diszperziokat
allitottunk eld, melyek 10 mg/L LDH-t, 200 mg/g TA-t, 1 mM NacCl-t és 0-1000 mg/g tartomanyban valtozo
mennyiségli PPN-t tartalmaztak. A teljes adszorpcid elérése érdekében az LDH-t 1 ¢jszakan 4t allni hagytuk

mind a TA, mind a PPN hozzaadasa utan.

4.3.3. Elektroforetikus mobilitas méréshez sziikséges oldatok. A mobilitas mérésekhez az el6z6 pontban
részletezett torzsoldatokat hasznaltuk. A TA-dozisfliggd mérések esetén a TA hozzdadasa utdn a mintakat
egy €jszakan at allni hagytuk a teljes adszorpcio lejatszodasa érdekében. A PPN-dozisfliggd mérésekhez

sziikséges mintakat a PPN hozzaadasa utan a korabbiakhoz hasonléan szintén egy €jszakan 4t allni hagytuk.

4.3.4. Oldatbeli TA- és PPN-koncentracié meghatarozasa. Az immobilizacido sikerességének
vizsgalatara Bradford-tesztet alkalmaztunk. A teszt soran a Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB)
festékanyag (5. 4dbra) fehérjékkel reagdlva kék szinli komplexet képez, mely a vegyiilet fényelnyelési
maximumanak eltolodasat okozza 465 nm-r6l 595 nm-re. Az oldatban 1év6é fehérjekoncentracio
novelésével, igy az abszorbancia értékek valtozasabol meghatarozhatd ismeretlen Osszetételii oldatok

fehérjekoncentracioja [37]. A CBB fehérj¢ék mellett mas vegyiiletcsoportokkal, példaul nagy relativ
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crer

OEt

5. abra: A Coomassie Brilliant Blue G-250 szerkezeti képlete [37].

A sziikséges festékoldat készitéséhez 10 mg CBB-t 5 mL 95%-os etanol (EtOH) és 10 mL 85%-o0s
foszforsav keverékében oldottunk, majd az oldatot pH 6-o0s szirt vizzel 100 mL-re egészitettiik ki. A
spektrumok felvételéhez 500 mg/L-es TA- és PPN-torzsoldatot hasznaltunk, ezeket ugyancsak pH 6-os
sziirt vizzel készitettiik. 1,6 mL CBB-oldathoz névekvd térfogati TA- vagy PPN-oldatot adtunk, majd
megfeleld térfogatu sziirt vizzel egészitettiik ki 2 mL-re. A kiivettakban igy a TA vagy PPN koncentracioja
0-100 mg/L tartomanyban valtozott. Az oldatok spektrumat a reakcid lejatszodasat kovetden (5 perc) 400
¢és 800 nm kozott rogzitettiik.

Az oldatbeli TA- és PPN-koncentracié meghatarozasahoz LDH/TA és LDH/TA/PPN kompozitokat
allitottunk eld, melyekben a TA és PPN koncentracidja 200-200 mg/L volt, ennek megfeleléen 1000 mg/L
LDH-t tartalmaztak. A méréshez hasznalt LDH/TA ¢s LDH/TA/PPN torzsoldatokat 5 percig 5000 rpm-en
centrifugaltuk. A feliiliszobol 0,4 mL-t adtunk az 1,6 mL CBB-oldathoz, majd 5 perc elteltével felvettiik

az oldatok spektrumat 400-800 nm intervallumon.

4.3.5. DPPH-teszt. A DPPH-teszt egy antioxidans aktivitds mérésére alkalmas modszer, mely soran egy
viszonylag stabil nitrogéngyok, a 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) redukalodik az antioxidans molekulék
hatdséara. A reakcid soran 2,2-difenil-1-pikrilhidrazin keletkezik, mig a TA-molekuldk deprotonalédnak
(6.abra).
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—N NO, + A—H —>» —N NO, + Ae

0,N O,N

6. abra: DPPH redukcidja antioxidans (A) hatasara.

Gyok formajaban a DPPH-nak 515 nm hulldmhosszon van fényelnyelési maximuma (7. abra),
etanolban oldva sotétlila oldatot képez. A redukcio hatasara az oldat fokozatosan besargul, az elnyelés
mértéke lassan lecsokken. Az 515 nm-en mért abszorbancia értékek segitségével meghatarozhato a hatasos
koncentraci6 (ECso), mely azt az antioxidans koncentracidt jelenti, ami az oldatban lévé gyokok

mennyiségét a felére képes csokkenteni [39].

1,2

1,0—

>

DPPH-
koncentracio

0,8—

Abszorbancia
uO uO

+~ [e)

| |

0,2

0= | I | |
400 500 600 700 800
Hullamhossz (nm)

7. abra: A DPPH-oldat fényelnyelési spektruma 400 ¢s 800 nm kozott (a nyil a DPPH-koncentracid
novekedését jeloli.

crer

A tesztet elvégeztiik TA-nal, TA-PPN keverékkel és LDH/TA/PPN kompozittal. A sziikséges LDH/TA/PPN
kompozitbol készitett diszperzié 500 mg/L LDH-t, 100 mg/L TA-t és 100 mg/L PPN-t tartalmazott. A
mérések soran a kiivettakban 1évé 1500 uLL DPPH-oldatot 3000 pL-re egészitettiik ki a vizsgalt oldattal és
valtozasat addig, mig az beallt egy allando értékre, azaz a gyok €s az antioxidans kdzott mar nem jatszodott
le reakcid: a mérési id6 minden esetben 30 percnek adodott. A 30 perc letelte utdn mért abszorbancia értékek
(A) és az antioxidanst nem tartalmaz6 DPPH-oldat abszorbanciaja (Ao) hanyadosaként az oldatban maradt

redukalatlan DPPH mennyisége megadhatd, mely segitségével az ECso értékek kiszamithatok.
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DPPH (%)=Aiox100 (1)

4.3.6. Proteaz aktivitas vizsgalata. Proteaz enzimek aktivitdsanak vizsgalatara valtozatos tesztek
alkalmazhatok. Munkénk soran a PPN protedz aktivitasdnak vizsgalatara a Lowry-modszert alkalmaztuk,
mely szubsztratként kazeint hasznal, amit a protedz a teszt soran hidrolizal [40]. Bomlas kdzben kisebb
peptidek és aminosavak keletkeznek, koztiik tirozin is, amellyel a Folin-Ciocalteu-reagens (F-C-reagens)
kék szinii komplexet képez. A képzddé komplex fényelnyelését 660 nm-en vizsgéalva, az ezen
hullamhosszon mért abszorbancia értékek és egy kalibracios gorbe alapjan meghatarozhat6 az enzim
proteaz aktivitdsdnak mértéke.

kiilonb6z6 térfogatait reagaltattunk a F-C-reagenssel. A kiivettdkban 1évo tirozin anyagmennyiségét 6-70
UM koncentraciotartomanyban valtoztattuk. A mintadkat 30 percig 37°C-on inkubaltuk, 10 percig 10000
rpm-en centrifugéaltuk, majd a 660 nm-en feljegyzett abszorbancia értékekre egyenest illesztettiink. A
kalibracios gorbe segitségével ekvivalens felszabadult tirozin anyagmennyiség szamolhatd, melyek alapjan
megadhatd a proteaz aktivitdsa U/mL egységekben. A méréseket elvégeztilk PPN-nal, TA-PPN keverékkel
¢s LDH/TA/PPN kompozittal. A teszt soran vizsgalt térzsoldatok minden esetben 250 mg/L PPN-t, és a
korabban kivalasztott aranyoknak megfelel6 mennyiségii TA-t és LDH-t tartalmaztak.

A kazein-oldatot, az LDH- és a PPN-torzsoldatot 50 mM-os, pH=7,5-es foszfat pufferben
készitettlik el, mig a TA-t pH=7,5-es acetat pufferben (10 mM Na-acetat €¢s 5 mM Ca-acetat) oldottuk. Az
mL) reagaltattuk, majd 20 percig allni hagytuk. A reakciot 0,5 mL 110 mM-os triklorecetsav-oldattal
allitottuk le, majd az egységes térfogat (1,1 mL) elérése érdekében megfeleld mennyiségii sziirt vizet adtunk
a mintakhoz. A mintakat 30 percig 37°C-on inkubaltuk, majd 10 percig 10000 rpm-en centrifugéaltuk. A
feliiluszokbol azonos térfogatokat (0,3 mL) kimérve azokat 0,75 mL 500 mM-os Na>COs-oldattal és 0,1
mL 0,5 M-os F-C-reagenssel elegyitettiik, a 1épés sordn a korabban felszabadult tirozin a F-C-reagenssel
kék szini komplexet képzett. Az oldatokat ismét 30 percig 37°C-on inkubaltuk, majd 10 percig 10000 rpm-
en centrifugéltuk. A lecentrifugalt oldatok abszorbancidjat 660 nm-en, spektrofotométerrel vizsgaltuk.

A mérések soran feljegyzett abszorbancia értékek és a kalibracios gorbe egyenlete alapjan
ekvivalens tirozinkoncentraciot szamitottunk, melybdl megadhaté a F-C-reagenssel komplexet alkotd
tirozin anyagmennyisége. A vizsgalt rendszer aktivitasat U/mL egységekben adtuk meg az aldbbi egyenlet

segitségével:

LN irekv ¥ Vreakcio
Aktivitas (E) = ek - (2)
mL

treakcio X VPPN * Vfotométer
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ahol nyirerr a kiszamitott ekvivalens tirozin anyagmennyis€g, Vieaicis a reakcidelegy ossztérfogata (1,15 mL),
treakeis @ kazein bomlésakor eltelt id6 (20 perc), Vepy a kazein oldathoz hozzdadott PPN-t tartalmazé oldat
térfogata (0 — 0,1 mL) és Vioomerer az abszorbancia mérésekor hasznalt oldat térfogata (1 mL). Egy egységnyi
proteaz-aktivitds annak az enzim anyagmennyiségnek felelt meg, mely 1 pg/mL mennyiségli tirozin

felszabaditasahoz sziikséges 1 perc alatt.

4.3.7. Hokezelés. A hostabilitds valtozasanak vizsgalatdhoz az adott mintdkat 2 6ran keresztiil 50°C-on

inkubaltuk, majd a mérések végzése eldtt azokat hagytuk visszahiilni szobahémérsékletre.

4.4. Kisérleti és vizsgalati modszerek

4.4.1. Porrontgen diffraktometria. Az LDH-ro6l készitett diffraktogramok felvételéhez egy Philips tipusu
porrontgen diffraktométert (PXRD) hasznaltunk. A méréseket 0,1542 nm hulldmhossziisagh CuKa

sugarzas alkalmazasaval, 20 = 5-80° tartomanyban végeztiik.

4.4.2. Dinamikus fényszoras- és elektroforetikus mobilitas mérések. A dinamikus fényszoras- (DLS) és
elektroforetikus mobilitds (EM) méréseket egy Anton Paar Litesizer 500 tipusti dinamikus fényszorasmérd
berendezéssel végeztiik. A miiszer fényforrasa egy 40 mW-os, 638 nm hullamhosszisagu félvezetod 1ézer; a
szort fény detektalasa mindkét tipusti mérés esetén 175°-ndl tortént. A hidrodinamikai sugar a Stokes-
Einstein egyenlet alapjan meghatarozhato [41]:

kg x T
6XmXxnxD

)

h:

ahol R; a hidrodinamikai sugér, kg a Boltzmann alland6, 7'a hdmérséklet, n a kozeg viszkozitasa.
A DLS mérések eredményeibdl meghatarozott stabilitdsi aranyok (W) az alabbi mdédon szamithatok

[42]:

1 dRy()

Rp(0) - dt t—0 (gyors)
- T R, 4)
Rp(0) dt

t—0

ahol R; a hidrodinamikai sugér és ¢ az id6. A szamlaloban talalhaté gyors aggregaciot jellemzd fliggvény 1
M NaCl-koncentracido mellett hatarozhaté meg. Ebben az esetben minden {itk6zés dimerek képzddését
okozza, az aggregacio gyors (W = 1). A kisebb NaCl-koncentraci6 esetén mért értékeket ezen értékhez

viszonyitjuk: minél lassabb az aggregécio, azaz minél stabilabb a rendszer, annal nagyobb lesz W értéke.

25



TDK dolgozat

A (-potencidlok a Smoluchowski-egyenlet [35] alapjan, a miiszer altal mért EM értékekbdl lettek

meghatarozva:

=== (5)

gy X ¢

ahol u az elektroforetikus mobilitas, 7 a kdzeg viszkozitasa, gy a vakuum dielektromos allanddja és ¢ a

kozeg dielektromos allandodja.

4.4.3. UV-lathaté spektrofotométer. A DPPH-tesztek ¢s a Bradford-tesztek végzéséhez Thermo Scientific
Genesys 10S tipust, a proteaz-tesztek elvégzéséhez VWR V-1200 tipusu spektrofotométert hasznaltunk. A
méréseket a DPPH-teszt esetén 517 nm-en, a protedz-teszt soran 660 nm-en, mig a Bradford-tesztet 400-

800 nm-es hulldmhossz tartoményon végeztiik.

4.4.4. Raman-spektroszképia. A Raman spektrumokat egy Bruker Senterra II Raman mikroszkdppal
rogzitettiikk. A mérések sordn 785 nm hullamhosszi, 50 mW teljesitményli 1ézert hasznaltunk. A végso
spektrumokat 32, 4 s expozicios iddvel rogzitett spektrum atlagabol kaptuk. A felvételek kiértékelését, a

csticsok felbontdsat az Origin szoftver segitségével végeztiik.

transzmisszios elektronmikroszkopiaval végeztik. A TEM-felvételek egy Tecnai G2 tipusu miszerrel

késziiltek, wolfram katdd és 120 kV gyorsitofesziiltég alkalmazéasaval.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. Mg/Al-LDH szerkezetének vizsgalata
Az egyiittes lecsapassal eléallitott LDH szerkezetének vizsgélatdhoz porrontgen diffraktometrids (PXRD)

méréseket végeztiink, melyekkel az LDH kristalyszerkezetérdl kaptunk informaciokat. Altalanossagban
elmondhat6, hogy az altalunk eldallitott termékek a Mg/AlI-LDH lamellds szerkezetének megteleld
tulajdonsagokkal rendelkeztek, a vart szerkezetnek megfeleld diffraktogramot kaptunk (8.4bra) [43].

1.0- 003

2
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>

0.6 006

0,44
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8. abra: Mg/Al-LDH diffraktogramja.

5.2. Idealis TA- és PPN-dozis meghatarozasa
Elsd 1épésként egy stabil LDH/TA rendszer 1étrehozasahoz sziikséges TA-d6zis meghatarozasa volt a cél,

melyhez dozisfiiggd DLS- ¢s EM-méréseket végeztiink. A mérések soran az elkészitett LDH diszperzidhoz
novekvd koncentracidban TA-oldatot adagoltunk és vizsgaltuk a (-potencidlok €s a stabilitdsi ardanyok
valtozésat (9.a dbra).

Alacsony TA-dozisoknal a részecske toltése nem valtozik jelentdsen, azonban 0,1 mg/g
koncentracional a toltés fokozatosan csokkenni kezdett. A dozist tovabb emelve 1 mg/g TA-koncentracio
mellett a részecskék semleges toltésiiek lettek, a (-potencidl eléri a 0 mV-ot. Ezt a TA-dozist, melyen a
részecskék toltését learnyékolja az adszorbedlodott molekuldk toltése, izoelektromos pontnak (IEP)
nevezzik. A TA-koncentracio fokozatos novelésével tovabbi csokkenést észleltiink a részecskék toltésében,
a TA-molekuldk adszorpcidjaval a részecskék attoltodését értiik el. Egy bizonyos dozist meghaladva a toltés
beall egy allando, negativ értékre (~-35 mV). Ezt a szakaszt adszorpcios telitési platonak (ASP) nevezziik,
mely soran a részecskék teljes feliilete TA-molekuldkkal boritott és a feleslegben hozzdadott adszorbeatum
oldatban marad. Elmondhat6 tehat, hogy az eredetileg pozitiv toltésti LDH-részecskék a TA-molekuldk
adszorpcidjanak kovetkeztében attoltddtek, és mar 100 mg/g-os dozistol egy stabil negativ toltésli rendszer

alakult ki.
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9. abra: LDH diszperzi6 kiillonb6z6 TA-dozisok mellett mért C-potencial értékei és stabilitasi aranyai (a)
¢s a hidrodinamikai sugar (Ry) valtozasa az 1d6 fliggvényében kiilonb6z6 TA-doézisok hataséra (b). A
méréseket pH = 6, 1 mM ionerdsség és 10 mg/L LDH-koncentraci6é mellett végeztiik (az dbran szerepld
TA-dozis (mg/g) az oldatban 1évé LDH-mennyiséghez viszonyitott érték).

A stabilitasi aranyok a részecskék toltésének valtozasaval, a DLVO-elmélettel és egyéb nem-DLVO-
erok megjelenésével magyarazhatok. Alacsony TA-doézisok esetén (0,1 mg/g) a rendszer stabil, a
hidrodinamikai sugdr idében nem valtozik, mivel a részecskék kozott a taszitd elektrosztatikus
kolesonhatasok dominalnak (9.b dbra). Ebben az esetben a részecskék feliiletét még olyan mennyiségii TA
boritja, hogy az nem elegendd a részecskék toltésének learnyékolasahoz, a részecskék pozitiv toltésiiek. A
pozitiv toltésli részecskék kozott az elektrosztatikus taszito erfk domindlnak, igy a rendszer stabil,
aggregacio nem kovetkezik be, a stabilitasi arany nagy (9.a dbra). A TA-koncentracié emelésével elérjiik az
IEP-ot, ahol a részecskék eredeti pozitiv toltése az ellentétes toltésli biomolekuldk adszorpcidja miatt
rendszer a varttol eltéréen nagy stabilitassal rendelkezett, a hidrodinamikai sugar nem valtozott jelentdsen
idében. Ez a nem-DLVO-er6kkel magyarazhat6. A nagy méretli TA adszorpcidjanak kovetkeztében a
részecskék kozott sztérikus hatés 1ép fel, mely a kolloid rendszer stabilizalodasat, nagy stabilitasi aranyt
eredményez. A részecskék kozeledésekor az adszorbealddott TA-molekulak hatdsara megnd a részecskék
kozotti térben az ozmozisnyomas, mely a részecskék kozotti taszitds megndvekedését eredményezi [36].
Emiatt a részecskék semleges toltésének ellenére is a rendszer stabil, aggregacio nem kovetkezik be. A
dozis tovabbi novelésével (10 mg/g) részecskék toltése atvalt negativba, azonban a negativ toltés mértéke
nem elegendd a rendszer stabilizaldsahoz, a részecskék kozott a vonzo van der Waals-er0k dominélnak.
Ilyen esetben egyre tobb iitkozés vezet aggregatumok kialakuldsahoz, a hidrodinamikai sugar jelentOs
mértékben novekszik az id6 fliggvényében, azaz a rendszer stabilitdsa lecsokken (W~1). A TA-dozist
tovabb emelve (100 mg/g) bekovetkezik a részecskék attdltése, melynek kovetkeztében ujra a taszitd

kolcsonhatasok keriilnek elétérbe, a hidrodinamikai sugar nem valtozik, a részecskék stabil rendszert

28



TDK dolgozat

alkotnak, aggregacié nem kovetkezik be. Osszefoglalva, az LDH-részecskék TA-molekuldkkal valo
funkcionalizaldsa egyezést és eltérést is mutat a DLVO-elmélettdl, megjelennek a nem-DLVO-erdk is. A
DLVO elmélettel j6 egyezést mutaté U-alaku gérbe megjelenik, azonban a nagyobb TA do6zisok irdnyaba
eltolodva, ami a sztérikus stabilizald hatas kovetkezménye.

A fenti mérések alapjan megallapitottuk, hogy 100 mg/g felett egy nagy kolloidstabilitassal biro,
negativ toltéstt LDH/TA rendszert kapunk. A TA-do6zis ndvelésével a {-potencidl €s stabilitasi arany értékek
nem valtoznak jelentsen, igy a PPN adszorpcidjahoz a teljes boritottsag elérése céljabol a tovabbi
méréseket 200 mg/g-os TA-dozis mellett végeztik.

A PPN LDH/TA feliileten végbemend adszorpciojat dozisfiiggd (-potencidl és DLS mérésekkel
kovettiik. A mérések soran az eldre elkészitett LDH/TA diszperzidkhoz — a TA adszorpcidjadhoz hasonléan
— novekvo koncentracioban PPN-t adagoltunk ¢és vizsgaltuk a (-potencidlok €s a hidrodinamikai sugarak
valtozésat. A kiilonbozé PPN-dozisok esetén mért -potencial értékek €s a stabilitasi ardnyok valtozasat a
10.a 4bra szemlélteti.

A PPN esetén a TA-t6l eltéré modon viszonylag magas dozisig (200 mg/g) nem torténik valtozas a
rendszer toltésében (10.a abra), majd a toltés 500 mg/g dozisnal hirtelen ndvekedésnek indult. A PPN-
koncentraci6 tovabbi novelésével a molekuldk drnyékolo hatisa egyre jelentdsebbé valik, mely hatdsara a
C-potencial novekedni kezdett. A részecskék teljes attoltddését 1000 mg/g dozisnal sem értiik el, a (-

potencial ~ 0 mV, tehat a legnagyobb alkalmazott dozis esetén értiik el a rendszer izoelektromos pontjat.
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10. abra: LDH diszperzi6 kiilonb6zé PPN-dozisok mellett mért (-potencidl értékei €s stabilitasi ardnyai
(a) és a hidrodinamikai sugar (Rn) valtozéasa az 1d6 fliggvényében kiillonb6zé PPN-ddzisok hatdsara (b). A
méréseket pH = 6, 1 mM ionerdsség és 10 mg/L LDH-koncentracid mellett végeztiik (az abran szerepld
PPN-dozis (mg/g) az oldatban 1évé LDH-mennyiséghez viszonyitott érték).
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A DLS mérések eredményei a toltésviszonyok valtozasanak megfeleltek; 200 mg/g-os dozis esetén
a hidrodinamikai sugér az id6 fiiggvényében allando, mivel a részecskék kozotti taszitd kolesonhatasok
dominalnak, a rendszer stabil. Azonban nagyobb do6zisok esetén (500 mg/g) a hidrodinamikai sugér az id6
fliggvényében jelentds ndvekedést mutat, mivel a PPN adszorpcidja kovetkeztében — ezaltal a részecskék
semlegesitddése miatt — a van der Waals-erék kezdenek dominalni, a részecskék aggregalodnak (10.b dbra).
Az aggregacios sebességi egyiitthatokbdl szamitott stabilitasi aranyok a DLVO-elméletnek megfeleld U-
alaku gorbét rajzoljak ki, mely ugyanezt a tendenciat mutatja be. Kisebb d6zisoknal (200 mg/g) a stabilitési
arany magas, nem torténik aggregacio, a hidrodinamikai sugar idében allando. A doézis novelésével
megkezdddik a stabilitdsi ardnyok csokkenése. Nagyobb dozisok esetén (500 mg/g) a stabilitasi arany
hirtelen 1 koriili értékre csOkken, a rendszer destabilizalodik, mivel az IEP kozelében a részecskék
semlegesitddnek, a hidrodinamikai sugar gyorsan novekszik az id6 fiiggvényében.

A mérések alapjan kijelenthetd, hogy 200 mg/g-os PPN-dozis esetén egy még negativ toltéssel
rendelkezd, stabil LDH/TA/PPN kolloid diszperzié allithat6 eld, igy PPN esetén is a 200 mg/g dozist
valasztottuk. A tovabbiakban eléallitott LDH/TA/PPN kompozitok LDH-ra nézve minden esetben 200-200
mg/g TA-t és PPN-t tartalmaztak.

5.3. Oldatbeli TA- és PPN-koncentracio meghatarozasa

Az immobilizacidt kovetden célunk volt annak sikerességének bizonyitdsa, azaz az oldatban maradt szabad
TA- és PPN-koncentracié meghatarozasa. Ez Bradford-teszttel kivitelezhetd, mely egy fehérjekoncentréacio
meghatarozasara alkalmas, szinvaltozason alapuld kisérleti modszer. A mérés soran a CBB az adott
enzimmel kék szinli komplexet képez, a folyamat az elnyelési spektrum eltolodasaval kivaléan nyomon
kovethetd: a festék elnyelési maximuma kezdetben 465 nm-en taldlhatd, mely a ndvekvd
enzimkoncentracioval lassan eltlinik, mig az 10j, komplexre jellemzd elnyelési maximum 595 nm
hullamhossznal jelenik meg. A teszt {6 reagense, a CBB festékanyag enzimeken kiviil egyéb
vegyliletcsaladokkal, igy hidrolizalhaté tanninokkal is komplexet képez, azaz jelen esetben TA-
koncentracio kimutatasara is alkalmas [37, 38].

Elsé 1épésként a CBB-oldathoz kiilonb6z6 koncentracidkban (0-100 mg/L) TA-oldatot adtunk, majd
a reakcio lejatszodasat (5 perc) kovetden felvettiik az oldatok elnyelési spektrumat 400 és 800 nm kdzott
(11.a abra). Az oldatok 660 nm-en felvett abszorbancia értékei alapjan kalibracids gorbét szerkesztettiink

(11.b é&bra).
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11. abra: A CBB fényelnyelési spektrumanak eltolodasa a hozzdadott TA-koncentracio fliggvényében (a),
¢s a 660 nm-en mért abszorbancia értékek alapjan készitett kalibracios gorbe (b). A (b) abran a jobb als6
sarokba beszurt grafikon a linedris szakaszt dbrazolja.

A TA-koncentracio novelésével a 11.a dbran lathatdo médon a 465 nm-en lathatd cstcs fokozatosan
eltlint, mig 595 nm-en a komplexképzddés hatdsara az abszorbancia értéke ndtt. Mivel a modszer
szempontjabol a vizsgilt vegylilet, annak koncentracidja, a pH, az esetlegesen hasznalt puffer anyagi
mindsége és dozisa mind befolyasold tényezok, ezek fliggvényében a teszt 595 nm-tdl eltérd fényelnyelési
maximumokat produkélhat. Esetiinkben a TA-t tartalmazo oldat abszorpciés maximuma 660 nm
hulldamhosszon talalhatd, mig a festék irodalmi elnyelési maximuma 595 nm-en egy vallként jelenik meg.
Ha a 660 nm-en mért abszorbancia értékeket a TA-koncentracio fliggvényében abrazoljuk, a kapott
kalibracios gorbe telitési jellegli, mivel vegytilettdl fliggden az abszorbancia-valtozas koncentracio-fiiggése
mar alacsony dozisoknal is eltérhet a linearistol [38]. Az abszorbancia valtozasa 0 — 10 mg/L tartoméanyban
linearis.

A TA sikeres rogzitésének bizonyitasa céljabol a mérést elvégeztiik LDH/TA diszperzion is. A minta
centrifugaldsa utan (5 perc, 5000 rpm) a mérést a feliilluszoval hajtottuk végre, ugyanis a TA sikeres
rogzitése esetén ezen fazis nem tartalmazhat szabad TA-molekulakat, tehat azok nem tudnak a CBB-vel
reakcioba lépve komplexet képezni. A mérés soran a kiivettdban 1év6 TA-koncentracidé 40 mg/L volt, mivel
sikertelen adszorpcid esetén ezen a koncentracion mar egyértelmii eltolodast tapasztaltunk volna a TA-
oldatok esetén felvett elnyelési spektrumoktol. Az LDH/TA feliiluszojara felvett spektrumot a 12. dbran

szemléltettik.
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12. abra: Az LDH/TA feliiluszojara felvett spektrum dsszehasonlitasa a 0 és 1 mg/L koncentracidkon
mért spektrumokkal.

A kalibracios gorbék alapjan kiszdmithato és a 12. abran egyarant lathato, hogy az LDH/TA rendszer
¢s az 1 mg/L-es TA-koncentracido esetén felvett spektrum gyakorlatilag atfed egymaéssal, azaz az
eredményeket dsszevetve az 0sszes TA-mennyiség legfeljebb 5%-a van jelen szabad forméaban az oldatban.
Ennek alapjan megallapithatd, hogy az LDH-hoz hozzdadott TA-mennyiség legalabb 95%-a sikeresen
adszorbealodott az LDH feliiletén, és az oldatban megtalalhatd, nem adszorbedlodott TA koncentracidja
kisérleti hiban beliil van.

Ezen méréseket megismételtiik az oldatbeli PPN-koncentracié meghatarozasara is a TA esetében
ismertetett modon. A CBB-oldathoz novekvd koncentracidban (0-100 mg/L) PPN-t adtunk, majd a reakcio

lejatszodasat kovetden (5 perc) felvettiik az oldatok elnyelési spektrumat 400 és 800 nm kozott (13.a abra).
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13. dbra: A CBB fényelnyelési spektrumanak eltolddasa a hozzdadott PPN-koncentracio fliggvényében
(a), és az 595 nm-en mért abszorbancia értékek alapjan készitett kalibracios gorbe (b). A (b) abran a jobb
also sarokba beszurt grafikon a lineéris szakaszt abrazolja.
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A PPN-koncentracié novelésével a 465 nm kornyékén lathato csucs fokozatosan csokkent, mig 595
nm kornyékén ebben az esetben is az abszorbancia novekedését tapasztaltuk. Az 595 nm-en mért
abszorbancia értékeket a  PPN-koncentracié  fiiggvényében d&brdzolva 0 — 20 mg/L
koncentraciotartoméanyban linearis 0sszefliggést tapasztaltunk (13.b abra).

Az LDH/TA/PPN diszperziot a reakcio eldtt 5 percig 5000 rpm-en centrifugaltuk, majd a reakciot
kovetden a fentebb leirt modon jartunk el. A kiivettaban a PPN koncentracidja a TA-hoz hasonldan 40 mg/L
volt. A negativ mérési hibabol addéddan a kalibracids gorbe alapjan pontos oldatbeli PPN-koncentracié nem
hatarozhato meg. Utobbibol kovetkezik, azonban a 14. abran is lathato, hogy az LDH/TA/PPN esetén felvett
spektrum gyakorlatilag atfed a PPN-t nem tartalmazé oldat spektruméval, azaz az eltolodas mértékébdl €s
iranyabol addddan kijelenthetd, hogy a PPN immobilizacidja sikeres volt, mérési hiban beliil nincs jelen

szabad PPN a feliiltiszoban.
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14. abra: Az LDH/TA/PPN feliiluszojara felvett spektrum 6sszehasonlitasa a 0 mg/L koncentracion mért
spektrummal.

A késoébbi hostabilitds mérések miatt megvizsgaltuk, hogy az 50°C-on hdkezelt kompozit esetén
tapasztalhato-e deszorpcio. Az LDH/TA és LDH/TA/PPN rendszereket Osszedllitas utan egy éjszakan at
allni hagytuk a teljes adszorpcid lejatszodasa érdekében, majd a mintadkat 2 oraig 50°C-os vizfiirdében
hokezeltiik. A 2 6ra leteltével a mintakat hagytuk visszahiilni szobahdmérsékletre, majd a korabbiakban
részletezett koriilmények kozott elvégeztiik a tesztet. A mintdkat 5 percig 5000 rpm-en centrifugaltuk, a
mérést mindkét minta esetén a feliiluszoval hajtottuk végre. A hdkezelt mintdk spektrumait a 15. abran
tiintettiik fel: azok lathatéan nem térnek el a 0 mg/L-es, azaz TA-t vagy PPN-t nem tartalmazé oldat

spektrumatol, azaz a hdkezelés hatasara a molekulak nem deszorbealédnak az LDH feliiletérdl.
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15. abra: A hokezelt LDH/TA ¢és LDH/TA/PPN rendszerek feliiliszojara felvett spektrumok és a 0 mg/L
biomolekulat tartalmazé CBB-oldat fényelnyelési spektruma.

Ezen mérések Osszessége bizonyitja, hogy az immobilizacié mindkét biomolekula esetén sikeres
volt, az oldatban elhanyagolhato, kisérleti hiban beliil es6 mennyiségli szabad TA ¢és PPN talalhato.

e

azaz magasabb homérséklet hatidsara sem torténik deszorpcio.

5.4. Szerkezeti és morfologiai tulajdonsagok jellemzése
Az eléallitott LDH/TA/PPN nanokompozit szerkezetének vizsgalata és a két biomolekula jelenlétének

bizonyitdsa érdekében Raman-spektroszkopias meéréseket végeztiink. A 16. abran az elkészitett Mg/Al-

LDH, a TA, a PPN és az LDH/TA/PPN rendszer spektrumait jelenitettiik meg.
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16. abra: Az Mg/Al-LDH, a TA, a PPN és az LDH/TA/PPN Raman-spektrumai.
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Az NOs-ionok N-O vegyértékrezgéseire utalé savok az LDH és az LDH/TA/PPN rendszernél
egyarant megtalalhatok 1048 cm™ és 1039 cm'-nél (o jeldlés) [32]. Az LDH/TA/PPN esetében 1400-1500

cm’! tartomanyon megjelend cstcsok feltehetden a levegdbdl megkotdtt CO2-bol szarmazé CO%_-ionok C-
O vegyértékrezgéseire utald savok. A TA jelenlétére az LDH/TA/PPN spektruman 1590-1710 cm™!
tartomanyon talalhaté savok utalnak; 1591 cm™'-en az aromas gytiriik C=C vegyértékrezgéseihez, 1680 cm™
l_en az észterkotésekben 1évé C=0 vegyértékrezgéseihez kotheté savok jelennek meg (* jelolés). A TA
spektruman az 1324 és 1370 cm'-nél talalhat6 savok a fenolos hidroxilcsoportok hajlité rezgéseire utalnak,
mig az 1197 és 1255 cm!-en lathato cstucsok a C—C és C—O vegyértékrezgésekbdl szarmaznak [44]. A PPN
spektruméan 1266 és 1334 cm™'-en megjelend savok az LDH/TA/PPN esetén kissé eltolodva, 1244 és 1345
cm!-en talalhatok; ezen savok az amid I1I rezgésekhez kotheték, mely a C—N vegyértékrezgések és az N—
H hajlitérezgések egyiittese (o jeldlés). A PPN-ra jellemzd, amid I rezgéseknek megfeleld 1663 cm'-en
megjelend sdv az LDH/TA/PPN spektrumaban nem jelent meg. A PPN spektruman megjelend, 1086 cm -
nél lathaté sav a C-N vegyértékrezgésre utal, mig az 1369-1466 cm™! tartomanyon talalhaté sivok a C—H
nyujto rezgésekbdl szarmaznak; ezek az LDH/TA/PPN esetén ugyancsak nem lathatok [45]. A TA-ra és
PPN-ra jellemz6 rezgések az LDH/TA/PPN spektrumén minden esetben kismértékben eltolddva jelennek
meg, mely megerdsiti korabbi feltételezésiinket, miszerint a molekuldk az LDH feliiletén adszorbeéalodtak.
Az adszorpcid befolyasolja a molekuldk funkcids csoportjainak rezgési tulajdonsagait, mely eltolodést
eredményez a szabad molekuldk rezgési spektrumaiban fellelheté savokban. A spektrumon fellelhetd

savokat és az azokhoz tartozo rezgéseket az 1. tablazatban foglaltuk ossze.
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1. tablazat: Mintak Raman-spektrumain azonositott savok (v: nytjto rezgés, o: hajlitd rezgés).

Raman eltolodas (cm™) Hozzarendelés Minta
1048 o LDH
\Y%
1039 (NO3) LDH/TA/PPN
1086 Vv(CN) PPN
1197, 1255 v(C-C), v(C-0), v(C-OH) TA
1263, 1334 PPN
Amid III
1244, 1345 LDH/TA/PPN
1324, 1370 S8(OH) TA
1369, 1416, 1442, 1466 v(CH) PPN
1612 TA
v(C=C)
1591 LDH/TA/PPN
1707 TA
v(C=0)
1680 LDH/TA/PPN
1663 Amid | PPN
1419, 1499 v(COO") LDH/TA/PPN

Az egyiittes lecsapassal készitett LDH-k és az adszorpcioval eldallitott LDH/TA/PPN nanokompozit

morfologiai tulajdonsagainak vizsgalatara transzmisszios elektronmikroszkoppal készitettiink felvételeket

(17. abra). A felvételeken jol lathato, hogy a rendszer morfologidja nem véltozott a két molekula rogzitése

soran, emellett az immobilizacid6 nem eredményezte az LDH-részecskék méretének novekedését; a

részecskék atméréje 150-200 nm tartomanyba esik, ami j6 egyezést mutat a DLS-sel meghatarozott

hidrodinamikai méretekkel.

LDH LDH/TA/PPN
17. abra: Az LDH (a) és LDH/TA/PPN (b) rendszerek TEM-felvételei.
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5.5. Antioxidans aktivitas vizsgalata

Az antioxidans aktivitas vizsgalatra DPPH-tesztet alkalmaztunk, mely sordn a DPPH antioxidans
molekuldk hatasara redukalodik. A teszt soran a DPPH eredetileg sotétlila szint oldata besargul a DPPH
redukalt formajanak megjelenése miatt, igy a reakcid6 UV-Vis spektrofotométerrel nyomon kovethetd.
Antioxidans hozzaadésara az abszorbancia-valtozas iiteme egyre lassul, mig beall egy allando6 értékre, azaz
az oldatban nem jatszodik le tovabbi reakcio [39].

A DPPH-tesztet elvégeztiik TA-nal, TA-PPN keverékkel és az LDH/TA/PPN diszperziokkal, illetve
ugyanezen mintdkkal 2 dranyi 50°C-os hokezelést kdvetden. A 18. abran az oldatban maradt DPPH
mennyiségét a hozzaadott TA-koncentracid fiiggvényében abrazolo gorbéket tiintettiik fel.

A TA-koncentraci6é novelésével az oldatban maradt DPPH mennyisége fokozatosan csdkken, ez a
tendencia mindharom rendszer esetén megfigyelhetd. A 18.a dbran lathato, hogy a rogzités ellenére a TA
megorizte gyokfogd tulajdonsagat, a mintdk mind jelentds antioxidans aktivitassal rendelkeznek. Ennek
alapjan elmondhat6, hogy az immobilizdci6 nem gatolta jelentés mértékben a részecskék oldatbeli
elektronnal rendelkezd N-atomot keretezO funkcidscsoportok ¢€s aromas gyurik sztérikus gatlasa
nehezitheti a rogzitett TA és a DPPH reakciojat. A PPN ilyen alacsony koncentraciok esetén, illetve az LDH
nem rendelkezett antioxiddns aktivitassal egyik hdmérsékleten sem, azaz a kompozit gyokfogé aktivitdsa a

TA-molekulak aktivitasabol fakad.

(a) 25°C (b) 50°C
1004 == 1004 =
TA-PPN TA-PPN
30 A LDH/TA/PPN 30 A LDH/TA/PPN
9
S 60
= -t o _ECGy
A& 40+
a
20
a
" =
| | | [ I [
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
TA-koncentracié (10° M) TA-koncentracié (10° M)

18. abra: DPPH mennyiségének valtozasa a hozzdadott TA-koncentracio fiiggvényében 25°C-on (a) és
50°C-on (b) a TA, TA-PPN, LDH/TA ¢s LDH/TA/PPN rendszerek esetében.

A hoékezelt mintak aktivitasa kisérleti hiban beliil kozel megegyezik a 25°C-on mért értékekkel (18.b
abra), azaz a hdkezelés nem volt jelentds hatassal a vizsgalt rendszerek gyokfogd képességére. Ezen

észrevételeket a szdmitott ECso értékek is megerdsitik, melyeket a 2. tablazatban tiintettiik fel.
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2. tablazat: A DPPH-tesztek alapjan kiszamitott ECso értékek TA-tartalmu mintak esetén.

Vizsgalt rendszer ECso (nM)
25°C 50°C
TA 0,87 +0,083 0,53 +0,061
TA-PPN 0,62 +0,094 0550 +0,081
LDH/TA/PPN 141 +0,166 1,12 +0,241

5.6. Proteaz aktivitas vizsgalata
A nanokompozit protedz aktivitasanak vizsgalatira egy Lowry-modszeren alapuld protedz-tesztet

alkalmaztunk, mely sordn a vizsgalt enzim peptidkotések hidrolizisével bontja a teszt szubsztratjat, a
kazeint. A kazein bomléasakor kisebb peptidek és aminosavak képzddnek, a felszabadul¢ tirozin pedig F-C-
reagenssel kék szinli komplexet képez; minél tobb tirozin képzddik a bomlas soran, annal nagyobb lesz az
oldat fényelnyelése, azaz a reakcid6 UV-Vis spektrofotométerrel nyomon kdvethetd. Az oldatok
abszorbancidja a proteazkoncentracio novelésével aranyosan valtozik, melybdl kovetkeztethetiink a bomlés
soran felszabadult tirozin anyagmennyiségére, igy meghatarozhatd a protedz aktivitdsa. Az abszorbancia
értékeket minden esetben 660 nm-en olvastuk le, mivel ezen a hullamhosszon az abszorbancia novekedése
az enzimkoncentracio ndovekedésével linearisan valtozik [40].

egyenest vettiink fel (19. abra). Az oldatok fényelnyelését 660 nm-en vizsgéltuk; az ezen hulldimhosszon
mért abszorbancia értékeket a tirozinkoncentracio fliggvényében abrazolva egyenest kaptunk, melyet a
késébbi szamitasok sordn alkalmaztunk. A tesztet a PPN, TA-PPN és LDH/TA/PPN rendszerekkel végeztiik

el, illetve ugyanezen oldatokkal 2 6ranyi 50°C-os hokezelést kovetden.

0,6 )
0,5 .’
0,4+ .

0,3 P

0,24 o

Abszorbancia

0,14 s

0,04
| I | I I | I I

0 10 20 30 40 50 60 570

Tirozin-koncentracio (10~ M)

19. abra: A tirozin-oldatok segitségével meghatarozott kalibracids gorbe.
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A PPN aktivitasa hokezelést kovetden kozel felére csokkent, melybdl arra kdvetkeztethetiink, hogy
50°C-on a molekulak egy része denaturalodik, elvesziti aktivitasat (20. abra). A TA és a biomolekulakat
nem tartalmazd LDH nem rendelkezett protedz aktivitassal. Szobahdmérsékleten a PPN és TA-PPN keverék
kisérleti hiban beliill azonos mértékli aktivitassal rendelkezett, azonban hokezelést kovetden a keverék
gyakorlatilag teljesen elveszitette aktivitasit a PPN-nal szemben. A TA a legtobb fehérjével képes
komplexet képezni, igy enzimekkel is reakcioba 1éphet, azonban a komplexképzddés enzimaktivitasra vald
hataséaval foglalkozo6 tanulmanyok sokszor eltérd kovetkeztetéseket vonnak le. Tobb kutatas eredménye azt
mutatja, hogy alacsony TA-koncentraciok esetén a komplexképzddés fokozza az enzim aktivitasat, mig
magasabb TA-koncentraciok az aktivitds elvesztését okozzak [23, 24]. Utdbbi esetben megindul a
részecskék fokozott aggregacidja, mely blokkolhatja az enzimek aktiv centrumait, emellett
jelentds aktivitasbeli csokkenést. Az irodalomban hasonl6 jelenséget figyeltek meg a TA lizozim enzimmel
képzett komplexe esetén, mely hasonld tendenciat mutatott, a hdmérséklet novelésével a TA-lizozim
rendszer fokozatosan elveszitette aktivitasat [24]. TA-PPN komplexek kialakuldsaval és viselkedésiikkel,
illetve a komplexképzOdés proteaz aktivitasra vald hatdsaval nem foglalkoznak tanulmanyok, igy ezek
alapjan csupan feltételezhetd, hogy a TA-lizozim rendszerhez hasonléan a TA és a PPN kozott fellépd

kolesonhatasok okozzak magasabb hdmérsékleten a PPN proteaz aktivitasanak elvesztését.

25°C 50°C

100

®©
)
]

N
S
]

N
()
]

Relativ aktivitas (%)

)
S
|

L 1

PPN TA-PPN LDH/TA/PPN PPN TA-PPN LDH/TA/PPN

20. abra: A PPN, TA-PPN ¢s LDH/TA/PPN rendszerek PPN-ra (25°C) vonatkoztatott relativ proteaz
aktivitas értékei.
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Az LDH/TA/PPN rendszer jelentdsen alacsonyabb protedz aktivitast mutatott, mint a szabad enzim,
mely az enzim-immobilizacié nehézségeibdl fakadhat. Ezek kozé tartozik példaul a molekuldk nem
megfeleld orientacidban vald rogzitése, enzimrétegek kialakuldsa és egyéb sztérikus gatlasok jelenléte.
Ezen tényezOk 0Osszessége kovetkeztében az LDH/TA/PPN rendszer protedz-aktivitdsa jelentosen
lecsokken a szabad PPN-hoz képest, hokezelés hatasara ez az aktivitas pedig még alacsonyabb értéket vesz
fel. Utobbi fakadhat a PPN egy részének denaturacidjabol a hokezelés hatdsara, mely a PPN esetén is lathatd
volt. Fontos azonban megjegyezni, hogy az LDH-n rogzitett biomolekuldk — ugyan minimalis — de
magasabb aktivitast mutattak 50°C-on, mint az oldatok keveréke, tehat az immobilizalas javitott a TA/PPN
rendszer proteaz aktivitasan.

Osszességében elmondhatd, hogy a két biomolekula rogzitésével a PPN megtartotta protedz
aktivitasat, azonban jelentésen alacsonyabb aktivitassal rendelkezett, mint a szabad enzim. Hokezelés
hatdsara a PPN aktivitdsa a felére csokkent, ennek megfelelden az LDH/TA/PPN rendszer 50°C-on
jelentésen veszitett aktivitdsdbol, azonban nagyobb érték volt mérhetd, mint az oldatok keverékénél.
Magasabb hémérsékleten a TA-PPN keverék feltehetéen komplex-képzddés okan nem rendelkezett protedz
aktivitassal, azonban a két vegyiilet LDH-n vald rogzitésének komplexképzddésre vald hatasat a teszt
eredményei alapjan nem tudtuk megallapitani. Mivel a hdékezelt LDH/TA/PPN minta Bradford-teszt
eredményei is bizonyitjdk, hogy az LDH/TA/PPN nanokompozit 0sszetétele nem valtozott hdokezelés
hatasara, a molekuldk immobilizacidjaval feltehetden szabalyozhatdé vagy megakadalyozhato a TA-PPN

komplexek képzddése, azonban a molekulak rogzitésének modja tovabbi finomhangolast igényel.
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6. Osszefoglalas

Munkank soran a két biomolekula adszorpcidjaval TA- €s PPN-tartalmu, stabil LDH-nanokompozitokat
allitottunk eld. Az immobilizaci6d sikerességét az oldatban maradt szabad TA- és PPN-koncentracio
meghatarozasaval, illetve Raman-spektroszkopias felvételekkel bizonyitottuk. A két vegytilet rogzitésével
célunk volt azok antioxiddns ¢és proteaz aktivitdsdnak megoOrzése, igy ezek vizsgalatara antioxidans- és
protedz-teszteket végeztiink. A nanokompozit hdstabilitasanak feltérképezésére ezen méréseket elvégeztiik
50°C-on hokezelt mintakkal is.

Els6é 1épésként egy stabil nanokompozit eldallitasdhoz sziikséges megfelelé TA- és PPN-dozis
meghatarozasa érdekében dinamikus fényszoras €s elektroforetikus mobilitads méréseket végeztiink. E16szor
az idealis TA-koncentraciot allapitottuk meg, mely a toltésviszonyok és a stabilitdsi aranyok alapjan 200
mg/g volt. Ezen koncentracion megtorténik az eredetileg pozitiv toltésti részecskék attoltése, emellett a
rendszer stabil kolloid diszperziot képezett. A megfeleld6 PPN-ddzis meghatirozasahoz igy 200 mg/g TA-t
tartalmazd LDH/TA-diszperziot hasznaltunk. A mérések alapjan a PPN esetén 200 mg/g-os dozisnal egy
negativ toltésti, még stabil rendszert kapunk, igy mindkét molekula LDH-ra vonatkoztatott idealis
koncentracioja 200 mg/g-nak addodott.

A két vegyiilet immobilizacidjanak mértékét az oldatban maradt szabad TA- és PPN-koncentracio
meghatdrozasaval, Bradford-teszttel hatdroztuk meg. Az eredmények alapjan a TA és PPN tobb, mint 95%-
a adszorbealddott az LDH feliiletén, az oldatok kisérleti hiban beliili, elhanyagolhaté mennyiségii szabad
molekulét tartalmaztak. Az 50°C-on hdkezelt kompozit ugyanezen tendencidkat mutatta, azaz elmondhato,
hogy a hdkezelés hatdsara nem tapasztaltunk deszorpciot. Az eredményeket Raman-spektroszkopids
felvételekkel erdsitettilk meg: az eldallitott LDH/TA/PPN Raman-spektruman megjelentek a TA-ra és PPN-
ra jellemz0 cstucsok kissé eltolodva, mely a molekulédk feliileten valé megkotddését igazoltak. Kijelenthetd
tehat, hogy mind a Bradford-teszttel, mind Raman mikroszkdpids mérésekkel igazoltuk, hogy a TA és a
PPN sikeresen rogziilt az LDH nanorészecskék feliiletén.

Az immobilizacid célja a két vegyiilet aktivitdisdnak megdrzése volt, igy a TA antioxidans
aktivitdsanak meghatarozasara DPPH-tesztet végeztiink, a PPN protedz aktivitdsanak vizsgalatira egy
nemspecifikus protedz-tesztet alkalmaztunk. A DPPH-teszt sordn az oldatban 1évé TA lépett reakcioba a
DPPH szabadgyokkel. A mérések azt mutattak, hogy az LDH/TA/PPN nanokompozit a molekulak rogzitése
ellenére is jelentds antioxidans aktivitassal rendelkezett, azaz az immobilizacié nem befolyéasolta dontd
mértékben a TA gyokfogo tulajdonsdgat. A kompozit 50°C-os hdkezelést kovetden gyakorlatilag nem
veszitett aktivitasabol, azaz megallapithatd, hogy a hdkezelés ugyancsak nem befolyasolta a TA aktivitasat.
A protedz-teszt alapja a kazein PPN-indukalt bomlasabol felszabaduld tirozin és Folin-Ciocalteu-reagens

reakcidja. A mérések alapjan megallapitottuk, hogy az LDH/TA/PPN rendelkezett protedz aktivitassal, tehat
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az immobilizalas hatasara — ugyan csokkent — de a PPN tovabbra is megtartotta az aktivitasat. Az 50°C-on
hokezelt PPN aktivitasa a felére csokkent, azaz hé hatdsara a PPN egy része denaturalodhatott. Azonban
mig a hokezelt TA-PPN keverék teljesen elveszitette aktivitasat, az LDH-n rogzitett TA és PPN kismértéki
aktivitast mutatott.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy az altalunk eldéllitott kombinalt hatdsi nanokompozit
felhasznalhat6 olyan ipari teriileteken, ahol a gydkfogd és fehérjebontd tulajdonsag egylittes hasznalata
elényokkel jarhat. A kompozit kozmetikai és élelmiszeripari teriileteken is alkalmazhatova valhat, ahol a
két biomolekula hasznalatdnak nagy reaktivitasuk és bomlékonysaguk szab gatat. A tovabbiakban célul
tliztiik ki a kompozit aktivitasanak javitasat, melyet a molekuldk immobilizalasanak finomhangoléasaval

terveziink elérni.
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TDK dolgozat

Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom témavezetéimnek: kdszondm Szerlauth Adélnak az évek sordn nyujtott rengeteg
segitséget, tdmogatast ¢és tiirelmet, illetve koszondm Dr. Szilagyi Istvannak munkdm soran nyujtott
segitségét ¢és a lehetdséget, hogy az altala vezetett SZTE-MTA Lendiilet Biokolloidok Kutatocsoport
tagjaként dolgozhattam. A TEM-felvételeket koszonom Dr. Saringer Szilardnak. K6szoném Prof. Dr. Toth
Agotanak, hogy az éltala vezetett tanszéken készithettem TDK-dolgozatomat.

Szeretném megkdszonni az SZTE-MTA Lendiilet Biokolloidok Kutatdcsoport tagjainak munkdm
soran nyujtott timogatasukat. Nem utolsé sorban haldval tartozom csaladomnak €s barataimnak, hogy

mindvégig biztattak és tAmogattak.
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