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BEVEZETES

1. Bevezetés

Az enzimek olyan biokatalizatorként miikodé fehérjék, amelyek novelik a biologiai
rendszerekben lejatszodd kémiai reakciok sebességét. A természetben a sejtekben végbemend
szinte sszes reakciot kiilonféle enzimek egyiittmiikodése szabalyozza, ugyanakkor ezeknek
meghataroz6 szerepiik van az ipari folyamatokban is. A kiilonb6z6 enzimtipusok kozott
kiilonosen fontos szerepiik van az oxidoreduktaz enzimeknek a reaktiv oxigén szarmazékok
(ROS) eltavolitasaban. llyenek lehetnek példaul a szuperoxid gyok anionok és a hidrogén-
peroxid. A karos kornyezeti hatasok kovetkeztében a normal biokémiai reakciokban
megnovekszik a ROS koncentracidja, amely oxidativ stressz kialakulasahoz vezet, ami
karositja a sejtalkotokat, és jelentés mindségbeli romlast okoz ipari termékekben is. A
peroxidaz enzimek alkalmazasa szamos esetben elégséges lehet, azonban dizmutdz enzimekkel
kombinalva enzimatikus kaszkad reakciok jatszodnak le, amely a ROS vizre és oxigénre torténd
teljes lebomlasdhoz vezet.

Az enzimek ugyanakkor sériilékeny biokatalizatorok, amelyek a kornyezetiikben
bekovetkez6 valtozasok miatt részben vagy teljesen elveszithetik aktivitasukat. Ezt a kdrnyezeti
hatasokkal szembeni érzékenységet tudjuk kikiiszobolni szildrd hordozdkon torténd
immobilizalassal, amely az ipari alkalmazasokban is szdmos technikai elényt biztosit. A
nanostrukturalt anyagok elényds tulajdonsagaiknak koszonhetden idedlis hordozdknak
bizonyultak a kiilonb6zd enzimek egyiittes immobilizdcidjdhoz, amely lehetévé teszi
multienzimatikus rendszerek eldallitasat. Ugyanakkor a fluid fazisban diszpergalt
nanorészecskék alkalmazasanak fo korlatja a részecskék aggregacioja, amely az enzimek nem
megfeleld miikodéséhez, ezaltal az antioxidans hatds megsziinéséhez vezet. Mivel ezeket az
Osszetett anyagokat heterogén rendszerekben, példaul vérben, viz bazisi bioldgiai
kornyezetben vagy ipari gyartasi folyamatokban alkalmazzak, az aggregacios folyamatok
szabalyozasa kiemelt fontossagu. A kornyezeti koriilmények, példaul az ionerdsség, a
homérséklet és a pH jelentdsen befolyasoljak az Osszetett részecskek feliileti toltési €s
aggregacios folyamatait, és ezaltal a diszperzidk kolloidstabilitasat.

Az ellentétesen toltott polielektrolitoknak a részecskék feliiletén torténd adszorpciojaval
hatékonyan tudjuk szabalyozni a vizes kozegben diszpergdlt nanorészecskék toltését és
aggregacios tulajdonsagait. A szekvencialis adszorpcid6 modszerével létrehozott tobbrétegli
kompozitok idealis hordozok lehetnek a kiilonb6z6 enzimek egyiittes immobilizalasara. Ezen
rendszerekben a polielektrolit rétegek hordoz6 szerepiik mellett az enzimek térben torténd

elvalasztasat, és a részecskék elonyos kolloidstabilitasat is biztositjak.
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CELKITUZESEK

II. Célkitiizések

Célunk volt polielektrolitok titan-dioxid nanolapokon (TNS), valamint a papain (PPN)
enzim polimer latex részecskéken (SL) torténd adszorpcidés mechanizmusanak vizsgalata.
Szisztematikus, fényszorason alapuld, mérések végrehajtasaval meghataroztuk a csupasz és a
funkcionalizalt részecskék feliileti toltési tulajdonsagait ¢és aggregacidés sebességét
polielektrolitok, enzimek ¢és elektrolitok jelenlétében, hogy tisztazzuk a kolloidkémiai
paramétereket befolyasold kolcsonhatasokat. A polielektrolitok és enzimek doézisanak
optimalizalasaval célul tiztiik ki nagy kolloidstabilitasi kompozit nanostrukturak fejlesztését,
amelyek idealis hordozok lehetnek a kiilonb6zo enzimek egyiittes immobilizaciojahoz.

A munkank masik f6 célja olyan bio-nanokompozitokat tartalmazé stabil kolloid
diszperziok 1étrehozasa volt, amelyek antioxidans és proteolitikus hatassal is rendelkeznek. Ezt
a célt az enzimek polielektrolitokkal funkcionalizalt szervetlen TNS, valamint a PPN enzimmel
funkcionalizalt SL részecskéken torténd egyiittes immobilizaldsaval valositottuk meg, a
szekvencialis adszorpci6 modszerét alkalmazva. Az igy eldallitott hibrid anyagok kettds

enzimatikus hatasat biokémiai modszerekkel kivantuk igazolni.
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KiSERLETI RESZ

III. Kisérleti rész

Az eléallitott részecske diszperzidk hidrodinamikai méretét és aggregacios sebességét
dinamikus fényszorassal (DLS) hataroztuk meg kiilonb6z6 kisérleti koriilmények kozott,
polielektrolitok, enzimek és elektrolitok jelenlétében. A részecskék feliileti toltési
tulajdonsagait elektroforetikus fényszorassal (ELS) mértiik. Ezen technikékat alkalmaztuk az
adszorbealt komponensek dozisanak optimalizalasara is.

Uj moédszert dolgoztunk ki a kritikus koagulacids koncentracio (CCC) és a kritikus
koagulacios ionerdsség (CCIS) meghatarozasara. A kifejlesztett modszer az aggregacios
allandok kozvetlen meghatarozéasa nélkiil képes megbecsiilni a diszperzidk destabilizalasdhoz
sziikséges elektrolitkoncentraciot, a kisérletileg meghatarozott elektroforetikus mobilitas
mérési eredményekbdl.

Hordozé anyagként hidrotermalis moddszerrel szintetizalt TNS nanorészecskéket
hasznaltunk. A szuperoxid-dizmutaz (SOD) és a torma-peroxiddz (HRP) enzimek PDADMAC
¢és PSS polielektrolit rétegeken torténd egyiittes immobilizalasat szekvencialis adszorpcioval
hajtottuk végre, igy eléallitva a TNS-PDADMAC-SOD-PSS-HRP és aTNS-HRP-PDADMAC-
SOD-PSS kompozitokat. A polielektrolit és enzim ddzisok optimalizalasaval biztositottuk a
elektronmikroszkopias (TEM) méréseket végeztiink.

A szulfat csoportokkal funkcionalizalt polisztirol latex nanorészecskéket PPN enzim
feliileti adszorpcidjaval modositottuk, amelyre a szekvencialis adszorpcio modszerével elobb
egy heparin (HEP) polielektrolit majd egy HRP enzim réteget épitettiink fel, igy el6allitva a
nagy kolloidstabilitassal rendelkez6 SL-PPN-HEP-HRP  kompozit anyagot. Az
enzimkoncentraciok meghatarozasara Bradford fehérjetesztet, mig a HRP enzim sikeres
immobilizalasdnak kimutatisara nagy felbontasti konfokalis mikroszkopiat (dSTORM)
alkalmaztunk.

Az immobilizalt és az oldatban 1évé HRP és SOD enzimek antioxidans aktivitasat
gvajakol és Fridovich tesztekkel hataroztuk meg. A PPN-t tartalmazé mintak proteolitikus
aktivitasat univerzalis proteaz teszttel mértik. A fenti modszerek esetében a reakciok

szinvaltozasat UV-Vis spektrofotometriaval kovettik.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

IV. Ujtudomanyos eredmények

T1. A pozitiv toltésit TNS-t tartalmazo diszperziokban az azonos toltésiit PDADMAC és

az ellentétes toltésii PSS adszorpcioja egyarant lejatszodik a feliilleten. A negativ toltésii

TNS esetében az azonos toltésii PSS az oldatfazisban maradt mig az ellentétesen toltéssel

rendelkez6 PDADMAC adszorbealodott a feliilleten és ez kiemelkedo kolloidstabilitas

kialakulasaval jart elektrolitok jelenlétében a tovabbi, nem-DLVO eredetii, sztérikus

taszito eroknek koszonhetoen.

5

T1.1. Savas korilmények kozott az azonos toltési PDADMAC adszorpciojat a TNS
feliiletén az elektroforetikus mobilités értékek enyhe novekedése jelezte nagy polielektrolit
dozisok esetén. Megallapitottuk, hogy az ellentétesen toltdtt PSS adszorpcidja a részecskék
attoltédését eredményezte. Az id6fiiggd DLS mérések eredményei alapjan kimutattuk, hogy
a TNS aggregacios sebessége fligg a PSS mennyiségétdl és a részecskék kozti
kolcsonhatasok  féként DLVO  (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) eredetiiek,
ugyanakkor alacsony boritottsag esetén megfigyelheté volt az ugynevezett ,,patch-charge”

hatas, amely a vonzo jellege miatt nagyobb aggregacios allandokat eredményezett.

T1.2. Bazikus koriilmények kozott a TNS semleges toltésallapota feletti pH értéken a
negativ toltéssel rendelkezd részecskék nem lépnek kdlesonhatasba az azonos toltésti PSS-
tal, ugyanakkor az ellentétes toltéssel rendelkez6 PDADMAC nagy mértékli adszorpcidja
lejatszodott a részecskék feliiletén. Az izoelektromos pontban a semleges toltésallapot
kovetkeztében instabil diszperziok keletkeztek, azonban az izoelektromos pont alatti és
feletti polielektrolit dozisoknal stabil diszperzidkat tapasztaltunk. Az eredmények alapjan
megallapitottuk, hogy a PDADMAC egy kiterjedtebb konformacioban adszorbealddik a

feltileten melynek kovetkeztében a rendszerben nem jelentkezett a ,,patch-charge” hatés.

T1.3. Kimutattuk, hogy savas koriilmények kozott, pozitiv toltésit TNS részecskék esetén a
sokoncentracio fiiggd aggregacidos mérések soran a CCC értékek TNS < PDADMAC-TNS
< PSS-TNS sorrendben kovették egymast, amely az azonos toltési PDADMAC
adszorpciojat is jelzi. A részecskék kozti eréhatasok Osszhangban vannak a DLVO
elmélettel, azonban a csupasz részecskék esetén tovabbi nem-DLVO eredetli vonzo
kdlcsonhatasok figyelhetdk meg. A negativ toltésli részecskék esetén a CCC értékek TNS
~ PSS-TNS <<< PDADMAC-TNS sorrend szerint valtoztak. A PDADMAC-TNS rendszer

eltér6 aggregacios mechanizmusa és a CCC értékek nagymértékii ndvekedése tovabbi nem-
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U] TUDOMANYOS EREDMENYEK

DLVO eredetti sztérikus kdlcsonhatasokra utal, amit az adszorbealt polielektrolit lancok
atfedése ¢és az ozmotikus nyomas ndvekedése eredményez. A DLVO erdk eredetét

szamitasos modszerekkel is igazoltuk.

T2. Sikeresen allitottunk elé SOD és HRP enzimeket tartalmazé stabil részecske
diszperziokat szekvencialis adszorpcios médszerrel torténd egyiittes immobilizalassal,

TNS hordozé feliilletén PDADMAC és PSS polielektroliok alkalmazasaval.

T2.1. A TNS nanorészecskék feliiletére polielektrolit kettdsréteget épitettiink fel pozitiv
toltést PDADMALC és negativ toltésti PSS alkalmazéasaval, szekvencialis adszorpcioval. Az
optimalis polielektrolit dozisok meghatarozasaval létrehoztuk a TNS-PDADMAC-PSS
kompozit rendszert, mely a megnovekedett kolloidstabilitdsa révén ideédlis hordozonak

bizonyult a tovabbi enzim immobilizacids kisérletekhez.

T2.2. A fenti eredmények alapjan SOD és HRP enzimeket immobilizaltunk a TNS-
PDADMAC-PSS struktaraba. Az enzim doézisokat ugy optimalizaltuk, hogy a TNS-
PDADMAC-SOD-PSS-HRP kompozit kolloidstabilitasa hasonléan magas maradjon, mint
az enzimeket nem tartalmazé TNS-PDADMAC-PSS részecskéké.

T2.3. Az immobilizalt enzimek katalitikus aktivitasat biokémiai tesztekkel hataroztuk meg.
Bebizonyitottuk, hogy az enzimek egyiittes immobilizacioja nem okoz jelentds veszteséget
az enzimaktivitdsban, azonban az enzimek sorrendjének valtoztatasa eltérd antioxidans

hatast eredményezett.

T3. Az SL részecskék feliileti toltését és aggregacios tulajdonsagait a PPN enzim
adszorpcidjaval szabalyoztuk. Bizonyitottuk, hogy a feliileten adszorbealt enzim

proteolitikus aktivitasa az immobilizalas utan megmarad.

T3.1. Az elektroforetikus mobilitas és az id6fliggd DLS mérések eredményeivel kimutattuk,
hogy a PPN enzim adszorbealdodott az ellentétes toltésii SL részecskefeliiletén. llyen
polielektrolit-szerti adszorpciorol korabban nem szamoltak be az enzim-részecske
rendszerek esetében. A toltési és aggregacios folyamatokat erdsen befolyasolta az enzim
koncentracidja. A részecskék feliiletén kialakult telitett enzimréteg egy stabil SL-PPN

diszperziot eredményezett.

T3.2. Az aggregacios mérések eredményei alapjan igazoltuk, hogy a részecskék kozotti

kolesonhatasok elsésorban DLVO eredetiiek, azonban magas enzim koncentraciok esetén
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

megfigyelhetdek voltak az adszorbealt enzimlancok kozotti sztérikus kolcsonhatasok,

amelyek jelenléte nagy kolloidstabilitast diszperziokat eredményezett.

T3.3. Az SL-PPN kompozit proteolitikus aktivitasat biokémiai teszttel hataroztuk meg. Az
immobilizalt PPN enzimatikus aktivitasa 67% -kal alacsonyabb volt, mint az oldatban 1év6
nativ enzimé, ugyanakkor a kapott SL-PPN kompozit magiaban hordozza a heterogén

katalizatorok elony0s tulajdonsagait.

T4. Sikeresen immobilizaltunk PPN és HRP enzimeket egyiittesen SL hordozora,

szekvencialis adszorpciés moédszerrel, HEP polielektrolitot alkalmazva, mely térben

elvalasztja egymastol az enzimeket. Kimutattuk, hogy az eléallitott SL-PPN-HEP-HRP

kompozit magas Kkolloidstabilitassal és Kkettés oxidativ-fehérjebonté funkciéval

rendelkezik.

7

T4.1. Az SL nanorészecskék feliiletén sikeresen hoztunk létre PPN enzimbdl és HEP
polielektrolitbol allo kettds réteget szekvencialis adszorpcioval (SL-PPN-HEP), melynél a
telitett HEP polielektrolit réteg magas kolloidstabilitast biztositott a részecskék szamara

magas ionerdsségeknél is.

T4.2. Az igy elballitott kompozit feliiletére HRP enzimet immobilizaltunk, megalkotva
ezaltal a SL-PPN-HEP-HRP rendszert. A HRP doézisat ugy optimalizaltuk, hogy a
diszperzi6 kolloidstabilitdsa jelentds maradjon. A PPN és a HRP irreverzibilis
immobilizacigjat Bradford féle fehérje teszttel ¢és nagy felbontasti konfokalis

mikroszkopiaval (ASTORM) igazoltuk.

T4.3. A rogzitett enzimek dualis enzimatikus aktivitasat biokémiai vizsgalatokkal mutattuk
ki, melynek eredményei alapjan megallapitottuk, hogy a hidrolitikus és az antioxidans
katalitikus hatas még 5 nap utén is jelentds volt. Az enzimeket tartalmazé homogén oldatban
ugyanakkor a HRP, a PPN enzim fehérjebont6 hatasa miatt, harom nap mulva elvesztette

aktivitasat.
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GYAKORLATI ALKALMAZASOK

V. Gyakorlati alkalmazasok

A CCC értékek kiszamitasara létrehozott modszer mas kutatok szdmara is lehet6vé teszi
a CCC ¢értekek kizarolag elektroforetikus mobilitas adatok alapjan torténd meghatarozasat. Ez
az eszkoz kiilonosen fontos lehet olyan rendszerekben, amelyekben a CCC kozvetlen mérése
nem lehetséges az aggregacios sebesség mérésekhez sziikséges feltételek hianya miatt, valamint
elektrolit keveréket tartalmazo diszperzidkban, ugy, mint szamos ipari és kornyezeti
folyamatban. A TNS alapi antioxiddns anyagok igéretes jeloltek az orvosbioldgiai
alkalmazasokban a ROS szint csokkentésére, beleértve az O? és HO2 egyidejii lebontasat
folyékony kozegben, mely koriilmények kozott a részecskék kolloidstabilitasa Kiemelt
fontossagu. Ilyen orvosbiologiai alkalmazas lehet a gyulladasos bélbetegségek kezelése. A
kifejlesztett kompozitok ROS Ilebontd képessége felhasznalhatdo tovabba ipari gyartasi
folyamatokban, példdul kozmetikumok készitése soran vagy textilipari termékek mindségének
javitasdban. A PPN és a HRP enzimek egyiittes alkalmazasa elengedhetetlen bizonyos ipari
teriileteken, példaul az élelmiszeriparban és a gyogyszeriparban, azonban felhasznalasanak
hatart szab a PPN fehérjebont6 hatasa, mely a HRP-re is Kiterjed. A kifejlesztett immobilizalt
multienzimatikus SL-PPN-HEP-HRP kompozit anyag alkalmazasaval ez a korlat
kikiiszobolhetd, ugyanis a HEP elvalasztja egymastol az enzimeket a hordozo feliiletén és
ezaltal biztositja a hosszitava peroxidaz és protedz aktivitast. Ezeken a példakon tul egyszertien
eléallithatd és hatasos multienzimatikus Kkatalitikus rendszerekre nagy sziikség van szamos
terlileten, mind az alapkutatasban, mind az alkalmazott tudoméanyagakban. Ezért a doktori
munka soran megszerzett ismeretek az érdeklédés kozéppontjaban allhatnak biokatalitikus

rendszerekkel foglalkozé tudomanyos és technoldgiai kozosségekben.
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