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Wstnp

Nanotechnol ogi a | est interdyscyplinarnN
w wielu obszarach technol oginanomadaez i ejraeng
rozwi nNI wiedzin o wgaSci woSciach materiag:-w
tyl ko w zastosowaniach technologicanyggKRT a&
zajmuj Nca sifn wykorzystani em n a,bionanetechnologiao g i
Ze wzgl ndu na interdyscypldmaujneoSki mampotzeath
i stosowanie el ement-w biotechnologii, co p

naturalnych proces-w zachodzNcych w przyrod

Enzymy sN rozpowszechni onymi i precyzyj
Bez obecnoSci enzym- w, bi ol ogiczne reakcj e
przyrodzie, zachodzigyby zbyt wolno aby pod

v

ukgadami kom-rkowymi moUe powod o wawiskatwijakichn o S

zwykle dziagajN. Jednym z rozwi Nza@E tego pr
stabilizuje ich aktywnoSi, al eystane.lddevielomao Ul
wzgl nidami, korzysthmyim §NeweNzaneemymnewt z n:
w duUym stopniu modyfi kowal ne. MoUna pl anowe
oraz ksztagt, a ich wgaSciwoSci mogN wspi
bi okatalizator . -w z nanotechnol ogi N s kbuyti k u j
dost osowane do planowanych reakcj. oraz war

Obecni e, na wz-r naturalnych enbpgmswwo Ibsa
aktyweheSicziymat ycznych do prowadzenia kil kue
Dzinki moUl iwoSci wielokrotnego zastosowani
koszty prowadzenia reakcj.i zmniejszaj N sih
warurk - w operacyjnych w procesach, prowadzNc d

reakcji na bardziej delikatne.






Streszczenie

Nanomateriagy, ze wzglndu na swoje wga$s

obszar-w bada® w r-Unych dyrozentiwir aachlutauliow

wgaSci wa sprawiaj N, Ue mogN byl wykorzystyws
dla i mmobilizowanych \wmgywma jmbddyfiksaaneowdaat Secriiwaogs
enzym- wmogN izeh esii abhbi | noSi, sel ekt yWykaozgstane e

do immobilizacjimo g Nz wi i k s zeanlz yardgpworm inokldr zyst ne war u
takie jak zmiany pH, wysokie temperatury cz
znaj duj N szeroki e zastosowani e w ochro
a takUe w .bioremediacj.i

Cel em paoazgmyanikpyd mmobi | i zowanyohnwisglk oleimadv
skgadagy sin z modyf i kowanlkeijaigmsdbilizowanych mgajn o m:
powi erzchni . Badani a koncentrowagy sin na
enzym- w, takich jak katal aza, l i paza, | akk:

mi a §y zmodydikoveahe przez wprowadzenjen- wmanganu i miedzi. Zastosowanie takich
materiag-w miago na celu uzyskahem:- wWaemnzy rmat
kt -re biidN nmmginychwdrankaah§ a b d wwi .sDodatkoyvevh toku baddE
otrzymano nanlbmater iwykywzuj N wJ pdb eastosovdaoych e
modyfikacjach jonami metaliZapr oponowano wykorzystanie t
nanomateriagdg-w, kt-re pozwalajN na okreSlen

j ako narPozy mnva.no i dtrzymanymnanosysfemami multiproteinowymi.

Celem bada® obkgeSlirenine efJot encj adju nanos
w zastosowaniach biotechnologicznyehz ¢ z e gqv- lonciher oni e B&dado wir ok

bar wni k- w i pestycyd-w przez otrzymane nano
natywnych enzym:- w.
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I C z 1 Befratudowa

1. Bi aaj &nzymy w biotechnologii i nanotechnologii

1.1. Rol a i mechanizm dziagania biagek w or ge

N

Bi a®MWa zwi Nz k amie wszgstkichn grganizmachTwor zN r - Une

przestrzenng oUone z aminokwas-w gNczNcych sin p

(i COi NHi)[1]. Mo Ue my wyr - Onil struktury pier w
pol i peptydowymi, sitdrwwkvtyur yardmweg prozjiNdcazveen i a  §
har moni j ki or az bardzi e]j zgoUone trzeci or .
deter minowanych przez most ki dwusi arczkowe,

czy oddzi agywd2.i aN ahjybdarrodf zoibeojwes k omp |l i kowanN s
czwartorzndowa tworzona przez pogNczenie v
w jednostki funkcjonal nN.azMmwiadegesesdd mie,d nkots-t rke

kl asyfi kowane ze wzglndu ng23trukturn przes

ObecnoSi biagek w organi zmag@mi ¢ ed tupnrkicg zehm id
mogN tworzyl kom-rki (funkcja budulcowa) o]
W organi zmach. Bi agka sygnagdgowe, spedgniaj Nc
i reagowani e na sygnagyWapoohowywrNc@éni f bt
(np. przeciwciaga), kt -re pozwalajN na oc
rozpoznawani u obcycPRrawbdffawej f un krcegkN sobpei eenr ea
zapewnieniu ci NggoSci reakciji met apdpl i BEizangyk
regulatorowevr az z enzymami regul uj N publziedri Mgb @z pa
udziadg w kontrolowaniu pr acy.Ekzgmyarmpleiwn(i-ragnN eU
utrzymanie homeostaugzwetwvnNtez Kkowm: - m&kwtweg | i z ¢
| ub degradacj i t okgsuyabydrolaz coksydoredukibZ)f.- w ( np .

Metaloproteinyd s pecyfi czna grupa biagek zawieraj
strukturalny lub funkcjonalnyj5]. Met al opr ot ei ny odgrywaj N klu

kom-r kowym, tr an sghroneargamzmeptzedisttesem aksydacyjnym ¢ z y n i

je niezastNpionymi w [flroEmgyamly IsiNochieank atza
przyspieszajN przebieg reakcj.i chemicznych
aktywacij.i reakcij i, co umoUliwia przeprowad:

bygyby niemoUl i me ybmgyz zibauld owdhniea guj.- wlhi e z e
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kt -re przyjmujN okreSlonN strukturi trzeciorzn

grupy prostetyczne, takie jak jony metali (np.
kluczowN rol i w[7LRlhi §kwan k&q % neonwzaynm-uw zal i cza si f
poni ew&aUaktywnoSi i budowa 2z 48]. &Wikgrzystytanejong c n o Sc i
ni ezbndmeprsNeprowadzania reakcji redoks, stabi
aktywacji cz¥stkerzye kmeoadlyi mogN stabilizowal s
bezpoSrednio w katalizie lub pegnil funkcjn k

substratu w centrum aktywnym enzyiiif)9].

1.2. Mechanizmy katalitycznewybranyche n zy m- w

Enzymy sN klasyfikowane na podstawie ich mec
katali zuj N. Zg oangEneyme CosmissipidOlne mvyEG Uni a sin szeS

klas:

1) oksydoreduktazyi k at al i zuj N reakcje redoks,
2) transferazyipr zenoszN grupy chemiczne mindzy czNs

3) hydrolazy i pr zeprowadzaj N r-Une reakcje rozkgadu

czNsteczki wody,

4) liazyiusuwaj N grupy z czNsteczek bez hydrolizy
5) izomerazyipr zeksztagcaj N czNsteczki zmi eni aj Nc
6) ligazyi gNczN dwi e czNsteczki wykorzystuj Nc ener

Naj nokwis@dNym-w wyr - -UnianN w klas@¢YECKkZpji ks Nr

bi orN udziag w przenoszeniu kation-w, anion-w
hydrolizy, dekarboksylac[ill].Enzy my dzi agaj N poprzez stabiliza
co obniUa energin aktywacj.i (mini malnN ener ¢
enzymatycznej) [ przyspiesza osi Ngnifcie r-wno
czNstegymki powstaje nietiSwhgyr aompESKks Bnzkytm r
reorgani zacj a wi Nza® pr owadz Nc yle]h Bez powsit ag
bi okatalizatora osi Ngnificie tego stanu wymaga
Ue wiele reakcj.i bi ol ogicznych ©przebi[BBgagoby

Mechanizm tworzenia kompleksu [ ES] moUe obej m
orientacja substrat-w w centrum aktywnym, t wo

pomi ndzy enzymem a substratem, odpowi Edkankgegmi

14



p H) oraz stabil i zacj n[l4y &ldcmomkn elementene ikhtfunkejsjeésta t y
centrum aktywne, czyl i specyficzny obszar c
substratu i przeprowadzenia reakcji. Centr
okreSlonych substragt-rwzenme ] wkmimpd e lme ngraz en ¢

i czNsteczki reaguj Ncej

1.21.SpecyficznoSi enzym-w

Enzymy dwyklegjaljeNkt ywni e, co oznacza, Ue kz
chemiczne i wi NON sin z okreSlonymi substr
spos-b ich dziagani a:

1 Model klucza i zamka, zakgadaj Ncy sztywnN kompl em

aktywnego.

1 Modelindukowanego dopasowania o pi suj Ncy dynamiczne do:¢
po przygNczeniu substratu.

Model klucza I zamka, zaproponowany przez
aktywne enzymu ma sztywnN, kompl ementarnN st
Oznacza to, Ue tyl ko okreSl| one pxezhay enzym,go mo
t gumaczy jego wysokN specyficznoSi. Jednak

konf ormacyjnych enzymu, Kkt -r e @15eW acpowiéds nai e
te ograniczenia Daniel Koshland w 1958 rokil6] z apr oponowag( mo d e |
dopasowani a, wedgug Kkt -rego enzym nie |jest
zmi enia ksztagt po zwi Nzani isulsstiabpsowvadzdo lepszegd e |

dopasowania struktural nnego, co zwinksza ef
reakcji. Model indukowanego dopasowania wyj
pewnN elastycznoSIi wgbebcudsowh ®t, r acto- wn ioe pjoedsot!
modelu klucza i zamkgl17]. Obecni e rozwij a sin teori e
enzymatycznych, bazuj Nc na tych podstawowyc
enzym moUe dopasowywal sifn do mniej specyf.i
costanowirozwimici e teorii i nduK&l®lanAlgoy done&isowany i

kluczowN roln w procesach biochemicznych,

dzi agani a.

15



W niniejszejpracg wr - cono sz c z engymy: kaMlaiiperaksyiilain @ hr zanowN
i lakkazi, kt - re nal eUON do okskytdoarae djueksttaze mzayame n izp ag
Przy wybor ze enzym-w Kkierowano sin i ch wy k o

w kontekScie Srodowi skowym oraz zachowaniem ko

Enzymy nal eUN do grupy metal oprotein, co oznac
jon-w wybranych metal/ w centrum aktywnym enz
kof akt or ami reakcij i . Dzi nki temu moUl i we bygo i
zawi eraj Ncych odpowiednie jony metali, aby zwl

Zestawienia enzym-w w parach miagy nacjicelu
zani ecziyprzzylkdadowo, zestawienie oksydoredukt s
Z enzymami rozkgadaj Ncy mi konkretne klasy zwi
pozwal ago na sekwencyjne | ub r wwrodikdyzreakcin e pr z e
enzymatycznych T a Kk i dob-r enzym-w umoUliwia prowadz
r-Unych substancji np. reaktywnych form tlenu,
czy barwnik-w przemysgowych.

1.2.2. Peroksydazachrzanowa

Peroksydaza chrzanowBlRP, ang.Horseradish Peroxidage t o enzym hemowy 2z 38
jon Uehwzaerft rum aktywnym, kt-ry katalizuje ut]
wodoru H20;) j ako akcepfest ehepkmemneoewmasie czNstec
[20,21] Rysunek 1. prezentuje uproszczony mechanizm reakcji w miejscu aktywnym enzymu.
Mechanizm dziagania r g0z ppren Fé Rys.sli (A Kodnpt e & s c joio
prowadzNcej koboplekpudewyol eazymuafFe'*=0) i rodnika kationowego na

pierScieni uRys.dr AKo ymp RY.Pahotizddo oddania pierwszego elektronu

w reakcj.i [ Ko mzpelkeskzstua § £ @ n ivwu  NBAKsot mippl nei keszyniil el ror. y | o
z AKomplugaKsewmilal dwi e czNsteczki substratu, prze
poczNtkowy enzymu. Poza peroksydazami hemowy mi
(MnP), kt-re wyldor aiytdtenji dnjicanys uMms t rat -w oraz p
w kt-ryctpée¢®miyNCuol i centr-w redoks. Peroksyd
u grzyb-gwmibliiazgneyj iz sN kluczowe w rozkgadzie | icg
wystiApuj N u roSlin i bakterii, uczestniczNc w

fenolowych[20,21]
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Kompleks I Kompleks I

Rysunek 1. Uproszczony mechanizm reakcji w miejscu aktywnym peroksy{izly

1.2.3. Lakkaza

Lakkazy(LAC, ang.Laccaseyt 0 enzymy nal eUNce do kl asy c
utl eni anie szerokiego spektrum substrat- -w (1
przy jednoczesnej ropddwolyqHO)[23} Protssttea przetiega etapoan u
[ wymaga Scisgej koordynacji jon-w miedzi w
organi zmach m. i n. w gr z)\2dalakkazy pochddzeriagrzgbowegoo r
to enzymy o masi e -t@ NsDa,c zkkto-wreg wrkargjaok t6dr y z t
substratowN. l ch pot e rhighreddx podntady djoe e d u wy Wis @ )
enzym-w pochodzenia bakteryjnego, ze wzgln
aktywnego (fenyloalainy lub leucyny), co pozwala im na reakcje z substratar@io e | budo
chemiczne[25].W centrum aktywnym | akkazy vy otrmgu jul
ami nokwaiCyswli (sHi,s kt -re odpowi adaj N za przeno
redoks.

Rysunek?2 prezentuje uproszczony mechanizm katalizy w centrum aktywnym laKR&3y

W klasycznym mechanizmia k t y w nakk&zg, i substrat przekazuje elektron do jednego

z centr-w miedzi typu T1 (Cu [/ Cu] ), ten e
[ cysteiny s tEelronljdstztrarjspertowany do Tentrum T2/T3, gdzie jony T3
(tworzNce klaster dwujonowy) i T2 (mononukl
tlenuNast OpwmiiNeUe sin w centrum T3 i ulega stopt
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nadt !l enkowe i hydroksyl owe, przy czym j¥dny T3
iCu'[2728) Cagy proces ko®zy sin pednN redukcj N t
jon-w miedzi w [@@ntDzum kaik ttyewn ysnk o o w cegtradhiid,a n e | pr
T2 i T3 |l akkazy mogN ef ekt ySubstiatamikatlizavanychrasza | r e &
nie reakcji mogN byl pojedyncze struktury feno

metoksylowe, diaminy aromatycz{i29].

OH (o}

0, H,0

Rysunek 2. Uproszczony mechaniztmansferue | ekt ron-w w mi ej scu aktywnym |
utleniania[26].

1.2.4. Katalaza

Katalaza(CAT, ang.catalase)t o enzym zawi eraj Ncy w centrum
z jonem el akzta r(yFeodgr ywa kluczowN r oO¥idow r ozk
wody (HO) i tlenu (Q). Mechanizm reakcji przebiega dwuetapowo: w pierwszym etapie
czNsteczka nadtlenku wodoru wi NUe XdoiFé'=0 j onem
i powstania wody. W drugim etapie Hlol 2 am kteamls

(F¢=0) , prowadzNc do powstania tlenu czNsteczk:«
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Uel aZ?%abDoflafkkenod | a katal azy mecdniamekt yown csSmio oks
kt -re w mpskieggsp aiddkewn i a OspudozswarlaajuN Hha reakcj i poc
Enzym wykorzystuje obecny tlen czNsteczkowy

poSredni utl eni a dq308l¢tny w reakcj i substrat

Opr-cz katalaz hemowych istniejN takUe in
(zawieraj Nce 7Py mamgarkwa,t aMi)Z32]. z Tmi edziy My (
kluczowN funkcjin w ochronie kom-rek przed
wodoru. Rysunek3 przedstawia uproszczony mechanizm reakcji i zmiany w miejscu aktywnym

katalazy manganowejactobacillus plantaruni33].

Rysunek 3. Proponowany cykl katalityczny dla manganowej katalbagtobacillus plantarum Reakcja

utl eniajNca: (1) SpwmdbyDkawyNerzbaneonpndst an3ku w
ko Ec owy ukgad di t | en k o(4) yspoczyRkevay k zceflukowanye stam Kdl), N5 a :
aktywowane kompleksy nadtlenku wodoru: @)b st r at z wi(suabrsyt rzatMmlost k uj N
wi Nz ai®{38]. O
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1.2.5. Lipaza

Lipazy (LIP, ang.Lipas@t o enzymy nal eUNce do klasy hydr ¢

tr-jgliceryd-w na glicerol i wol ne kwasy tgusz
zawiera tzw. triadi katalitycznN skgdgadaj NcN si
[34]. Mechanizm reakcji rozpoczyna sifn od nukl eof
atom wngl a grupy estrowej tr-jglicerydu, co
kowalencyjnego kompleksu acyobn zy mu. Hi stydyna, dziagaj Nc | ak
proces, podczas gdy kwas asparaginowy stabiliz
atakuje kompleks acyie n zy mu, prowadzNc do hydrolizy i uwo
regeneracjienzymi34]. Li pazy mogN r-wnieU dziagal w Srodc
przeprowadzanie reakcji estryfikacji 1 transes
obecnoSci jon-w (np. manganu, mi edzi, wapni a

enzymay czne wpgdywaj Nc na strukturn trzeciorzndo\
centrum aktywnego o r 435]. Rgsunek4t praedstaviSd uprészcromyl i z y

mechani zm aktywnoSci l i pazy[3&.e zmi anami w cent

A Scr R2 D Ser R H
1
\—0/1;\‘ 6 E

) ;
o S

N
b b

fe=) oo

A As
o * o/_ P
3
B - (~ ! o1 c - R\l/O R.—OH
O—==> \_(.))‘\8—11
H Rri If(
His N His N
R — U
! !
1o :
(8=]
O/_ASP O/—Asp

Rysunek4. Mechani zm akt:(Awena i wli NYaz yw,iB)poawss el Nt taettemedr
struktur yC)pvo3rzeNd rsii @ k o wa | 2gnupaynj asy®wykigDndgeadcyalcjZ36].
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13.Znaczeni e Wz ydnc moteshnobogi

Enzymy stanowi N fundament bi otechnol ogi i
zr -wnowaUonych i efektywnych proces-w przen
oraz zdolnoSi do katalizowania r-Unorodnyc]l

na zndzi ami w wi el (36]sZeakstt corsaoomMa np raz eenmyzZsy@micve nw r
sif na zwi ikszeniu wydajnoSci , obni Ueniwu
bi okatalizator - -w. Wykorzystuje sin w tym ce
i nUOynierin genetycznN mikroorgani z mazwowe opt

konstrukcj e37pbi oreaktor - w

| mmobilizacja enzym-w na r-Unorodnych noSi
znaczeniu jako kluczowa strategia poprawy s

uUycia oraz ufatwienia d3dziNehanieahoodl pgbdu

wkgad w dziedzinn i mmobil i zacy bz wah powiarichmnij o f
wgaSci wej, kontrol owanej porowatoSci i moUl |
na zwinkszonN efektywno[8d. i trwagoSi biokat

Enzymy znajdujN szerokie zastosowanie w w
wykorzystuje enzymy daakichc e | - w, jak przetwarzanie skr ol
(proteazy), hydroliza tguszcz-w i popr awa
(pektynazy) czy -ghlakidaydazyj4®.a Hrazketnoyzsyg (dbet er gen

enzymach takich jak proteazy, amyl azy i I ip
w gagodnych warunkach, a takUe na [4¢lf| PIr zany
tekstylny i sk-rzany wykorzystuje enzymy d
modyfi kacij i powi erzchni (Apol erowani ao) , k

zmi fnkczani mkkagykd-or oadrbaazr wi ani a Sd¢dek Lwpazyazn
zastosowanie w procesach odt-gapiermkceystasuje clulazk - r
[ ksyl anazy do wspomagania ekstrakcji hemic
substancj i WUypwmiccdzunkyccihi. bi opaliw I|ipazy Zne
transestryfikacij. prowadzNcej do otrzymywan
hydrolityczne wykorzystywane sN w degradac]
bioetanolu[43]. Przemysg farmaceutyczny i medyczny
di agnostyce (np. biosensory z tyrozyn4N),

Przemysg chemiczny i bi otechnol ogia przemys
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W syntezi eWpproadu&ksawh oczyszczania Sciek- -w i
| akkazy, peroksydazy i manganowe peroksydazy, |

efektywne usuwanie zanieczyszcze@ organicznych

zastosom ni e w bioremediacji Srodowi sk zanieczyszc:z
enzymy, takie jak | ipazy czy Dbromel ai na, wy k o
aktywnych, jak i bezpoSr ednijikosnjetydznycHarkt y wne kom
Przyszge kierunki bada@® w inUynierii enzym-w
do t wor zeni a zaawansowanych bi okatalizator - w
i moUl i woSciach zastosowa@® w r-Unorodnych war ul

inteligentnych biokatalizat psl.- wo@ENMgag¢ MNiceg cthi oitae
[ nanotechnol ogi i odgr ywa waUna rol n, pr owa
zr -wnowaUonych i wszechstronnych biokatalizato
w reakcjach komplementarnycf1,46] Zagadni eni a zwi Nzane z koin

om-wione w rozdziale 4. AKoi mmobilizowane nano
2.l mmobilizacja enzym-w | bi agek
2.1.Definicja i znaczenie immobilizacji

Ze wzglndu na specyfi ki budowy i aktywnoSci,
reakcjid ost ip do[47% ubAbtyr atacwmowal aktywnoSi katalit)

reakcj i, enzymy gNczone sN z noSni kami W proc
degradacj i w  Sr o dnpwiodvworach wadmyehyiy j ssyabi | i zuj N s
biokatalizatorg48]. Dztenki noSni k pozwala na osgoni biag

(szczeg-I nie w przypadku noSni 9w ipopowasyalyc
poreakcyjnych obecnych w mediJs0]. Immobilizowany enzym jest bardziej stabilny termicznie

oraz zachowuje swhipr zestrzennN strukturin [fllopdeé&el po@ghNdy
do unieruchamiania enzym-w ma wgaSci woSci adso
w pobliUu enzymu zwi if58]zZsatjNtcnymhj @ otk adamye swadle
przy ©planowani-anakxmadummaldirlyicaacj a odpowi ada
wykorzystanpanieawy th- wn ibekatalicatomporwala nae wielokrotne

uUycie go38wrragakwijkior zystanie winkdsréago ssbntgw
struktury bi agdkNaweyjwnen zeynnz-ywny wy k a zktjaNr morJrei bi ¢
powodowal powstawani e ni esubstra, oohamujb prieiey pedkeik s - w

o

Ponadto, nadmiar substratu moUe przygNczal sin
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zmi ann struktur y[50mi eljnsntoab i d ki tzyaweneagopozwal a r
enzym-w i biagek w reakcjach pr zepd3s54owyc
Mi mo Ue noSnikami w procesie i mmotlw ISirmaojwi
reakcyjnym t o zesmwsowdnienat eri ag-w nierozpuszczal nyc
kolejnej zalety immobilizacji oddzieleniaenzymupo reakffis5]. PodgJoUami ni er o
w i mmobilizacji mogN byl zar - -wné¢npmht eozagy |

polimerowe nanotlenki metali, krzemionKb6]).

Nal eOy wzi NIl mmodidwaaric,j albi agek i enzym-w
z pogorszeniem ich aktywnoSci bi okatalitycz
przygNczedada en @PrEeyskomktywnym powoduje ograniczejegop r a wiegbgd o w
dzi al§7A. badatkowo,trud ni ony transport substrat-w i ¢
aktywnego bndzie obni [B&8 Iwye azjwioNsz a mirea chyi ik
utrudni al wymianfi biokatalizatora na49hoSni k

2.2. Metody immobilizacji

Proces immobilizacji enzymu moUe byl Ppr ow:
przez rodzaj oddzi agy wa[8B]. echhiki impobitizadwymidniare m i
w literaturzeprzedstawaRysuneks. Naj czfnSci ej techni ki dziel.i

pomi idzy noSnikiem i enzymem oraz miejsce u

NajprostszN met odN i (sonujafizyczng)a ckjti- rjae scth aar dask
sgabymi oddzi agywani ami f i z y[b9% SBtgbiidacjaenzyndingy n
powi erzchni noSni ka zachodzi poprzez t wo
el ektrostatycznych |l ub si g van der Waal sa.
koszt i kr -t ki czas pr zymoldmavawy ko rukysatdaul. W
w bezpoSrednim wi6Rlzar®irzygothowagnkyine mmoSni ki e
nanomateriagy tl enkowe, materi agy pochod
(np. krzemi onkowe). NoSnik moUe byl modyfi
adsorpcyjnych[61]. Nastnpni e matryca | est mi eszana
buf orowym | ub innym zapewniaj Ncym odpowi ed
i mmobilizacji maj N wpgyw czas, stnUenie enz
dla potrzeb panowaneg[62]. ukPpabdist agoSci ni ezwi Nzanec
a materieagymo $qwille byl suszony. W tej metodzi

substancji |l ub struktur, a gagodne warunki g
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pomagaj N w zachowani u al63).ywheo Swziglifn du rnusk tsuy ayb ee

i wi Nzania tworzone w immobilizacji poprzez ac
fizycznie z noSnikiem moUe desorbowal w trakeci
osgoninty od Srodowi ska reakcj i, trakce prateslie wpg

katalitycznego, w kt-rym dochodzi [64. zmian pH

Immobilizacja

Sorpcja

fizyczna Enkapsulacja Chemisorpcja Sieciowanie

2ANT IYAS

YAt RI & y4
i grupami

powierzchniowymi

Tworzenie sieci
mml )2 YASRI &
enzymu

niekowalencyje

a2dS gL
ograniczenie zmial

a20S rocésm :
odwracalnyn P oAl O F

konformacyjnych
OAL O

Rysunek5.Sc h e mat przedstawi aj Ncy techni,kizei mwaab ifldiuz ancaj i
oddzi a@QwiwdzZEani a fi zycznesplosb bc hemie@apmigachnialubbi a gk a
w strukturze noSnika)

InnN me t oirdnbbilizacji jest chemisorpcjakt - re opi era si i na wyt
chemicznych mi ndz yW hdratuzknazgwanagestn b Snakbwialeneyjiym
(ang.covalent bonding[65]. Potr zebne sN aktywne grupy funkecy
noSnika | ub dodatkowa substancja modyfi kuj Nce
kowal encyj B8. wEmMzymi dodany do aktywnego noSni l
poprzez obecnoSi grup ami nowych, hydroksyl owy
pozwal aj N na silne zwi Nzanie biagka z noSni ki e
wi Nzani bnectasgNoaktBylwnwdUnbi pgd&ktn zachowanie | ak
po i mmobilizacij.i kowal encyjnej, poni ewaU p- Fn
temperatury nie waktywajwiSNgeagmgi[66lwni e na

Kol ej nN mmea boidINi z ajestenkagsulacjgamg.ensapsulatio) , kt - ra pol ec

zamykanu b i aWk @ - § pr z e ptacgce ¢ znaaljncezji S c i kelj nieprgahiczmeje r o we j
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Nowy mi mat er i agami st osowany mi d o -argarkcan@ s u |
(MOF, ang. Metal-Organic Frameworkk |, kt-re dzinki tr-j wymi a
pozwal aj N na zamykani6g. ePzyae sv avn Kk &hs wina ¢ jr iz |
rozpraszanie enzymu w roztworze noSnika i |
z utworzonej mieszaningp8].J ak o t echni ki enkap o adfazcpgeogesywy k
zo-Ueprecypciztyacgtiszeni e spaedynd G869 W tejnrgetodzie

wykorzystuje sin dyfuzjn substrat-w do osgol

naraUone na wa[TOu Bnkapsulacim poawala nazregelowanie uwalniania enzymu

| ub bnpajgeklael i zastosowany zostanivwe akrSan$lkor
warunkach[71]. Co waUne, zamykani e enzymu w kapsu
w ukgadach ,ordgzainiikciz nogyschoni e enzymu | ub zmi

w ukgadzie, co pozwala ndg72zaWwadmNi eneit®@dgkijew
na spos-b w jaki enzym oddziaguje wewnNtr z
poprzez fizycznN bariern tworzonN przez me
skompli kowany ze wzglnka, na pegggetawpai enn

w przypadku metody adsorpcyjnéj3].

Met odN ApoSredni NO pomindzy chemicznym wi
enzymu jest sieciowanie (argosslinkingh.Ta met oda ni e wykor zyst uj
i mmobilizowanych biagek st dMowiBi mgkayesi dliNa
zwi Nz ki dwu faldemyd glytgromy5])( nlpub mage czNst ki pol i

t worzone sN wi Nzania kowalencyjne mindzy czl

jest unieruchomiony w sieci AnoSni kowej o,

oddzielony od mieszaningeakcyjnej[54]. T a k i spos-b i1 mmobilizacji
mechanicznN cagego ukgadu, a dob-r skgadni
pl anowanej selektywnoSci i[76]oRbgpbnre jalovsimmobilizaci t e
kowal encyjnej, zwi Nzanie enzymu w sieci m C
i zmniejszenie jego aktywnoSci, szczeg:-Ilnie

za funkcj A[77kdtt wori 2 egrcizenNsi eci owan emo UwiAEEd diu

z kosztownN krystalizacj N biagek | ub str Ncart
[78]. W ten spos - b uzyski wa n eangs GCtosstinkpdoEnwzyneed n i
Crystalliteg lub CLEA (ang.CrossLinkedEnzymeAggregates[79].
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23Wpgyw i mmobilizacij. na aktywnoSi i stabilno
Dzinki rozwiniftejapowaterzichdy wdgaBal asjeN,na e
e n zy moe wh powierzchni80], co prowadzi do zwi ikmpé&eri a st
pozytywniieawpgnwakt ywnoSi katalitycznN. Nanom:
stabilnoSi mechanicznN i chemicznN, co umoUl i wi
enzymatycznych i wsparci e b immbkhiditagd pozwaléa aa - w w
zachowani e aktywnoSci wipnpeéchowywgnklcajestistoknadlaa | i t vy

przemysgowego wykorzystani a enzym- w. Li paza
zglutara dehydem zachowada 80% aktywnoSci. Materi ag
ukgadeiPEIGA abzya odporny na zabrudzenia ol ej owe
bygy s ul[Blff.aktakrktayza i mmobi |l i zowana na wg-knie ko
10 cykl ach katalitycznych i mogga byl wykor z

(m.in. Reactive Red 180 30% degradacji lub dla Reactive Yellow 15 70% degrddagiji)
W badaniach ElShishtawy R. i in[82] katalazammobilizowana na chitozanie modyfikowanym
ZnO illubFedszachowaga ponad 50% poczNt kowej aktywno

uk ggadu.

| mmobilizacja pozwala na poszerzenie | ub wust
warunkach pHi temperaturyW badaniach Yin L. i in[83] i mmobi | i zowano | ak
magnetycznycymoadNdti kowlmanfeh estrami, co pozwol

enzymu w r-Unych warumXaicmmé&bioldomaska.p®zwyl ipd
56% poczNtkowej aktywnoSci enzymu. Baidah®AC) wme
i mmobilizowany enzym, co prowadzi go do zachowa
| i paza na materiale hydroksyapaht ywoppmnwy@dshon
temperaturze 60AC.muUnpioezrwosykbdysiareangd mkdatalizatpra

w produkcij.i aromatu [40. przemySl e spoUywczym

2.4, Strategie koimmobilizaciji

Koi mmobilizacja polega na jednoczesnym unieru
na wsp-lnym noSniku. Wykorzystanie dodat kowych
jednego biagka pozwala na kont rtol ®mevamNBM kemhpea oagr

enzymatyczny[8h na noSni ku
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Rysunekbpr zedst awi a techni ki koi mmobilizacji,

wykorzystywane do immobilizacji pojedynczél.e c hni ki koi mmobilizac,
enzym-w do noSnika poprzez adsorpcjfn | ub
Wykorzystuje sifn r-wnieU enkapsulacje |l ub s
dzi nki kt -rym kizlakhygchi deélsk ¢ est e i &. BiidN
wykorzystywane przy immobilizacykopajysdyma 2
rodzaj -w enzym-w | wi nkszej il oSci bi agel
immobilizacja kierowana DNA (DDI, andPNA driven immobilisation, w kt - rej wyk

kompl ement arne sekwencj e DNA do precyzyjni
umoUl i wi aj Nc kontrolfn ich proporcj[8] @&@odobn
met odN bifidzi e wyko8pyTagSpy@atchee ktharceniskh- vkr -t Kk
zapewni aj Ncymi pogNczenie docpmrl neve gwi Nnaryima
gdzi e znajduj e sin o Bflo wiDad ak cNicrymoibm | znac i
wykorzystal met odin Awarstwa po warstwieo,

noSniku jeden po drugi m. MogN byl one oddzi
adsorpcjn i oddanipo 9z odadktlun g evafdr.gDodatypwdz eres
moUna wykorzystywal tiercohdnyifkiik abcijoft egcehnnect|yocgzi nch
gaE&®uch-w DNA, kt -re pozwal aj N na ot 88y mywa
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Dodatkowe techniki

Techniki imobilizacj dedykowane

Hezdree koimmobilizacji
. ) )

. immobilizacjal
f$orpc1a | kierowana
izyczna DNA

—— ——
O . ) ~
YNB G1/AS
— Chemisorpcja — peptydy jako
znaczniki
~—— ~——
. ) . )

— Enkapsulacja — szgm;’zp °
—— ——
O O

Sieci : Fuzja

- Sieciowanie 1 syievss

~—— ~——

Rysunek 6. Technikiimmobilizacji wykorzystywane w immobilizacji pojedynczej oraz dodatkowe techniki
wykorzystywane w koimmobilizacji

~

Ze wzglndu na strategin koi mmobilizacji, moUem
T losowa koi mmobilizacj a: rozmi es zZiizyezean i € enzyr
1T pozycyjna koi mmobilizacj a: kontrol owane i u |

umoUl i wi aj Nce optymalizacjn kaskadowych Sci
sekwenciji i mmobilizacij i Sgyfay. wi Nzani e kowal

1 kompartmentalizacjgor zestr zenne rozdzielenie enzym-w \
naSl aduj Nce organizacjfi kom-rkowN w celu oc

reakcji (np. sieciowanie |l ub Awarstwa po wa

W badani ach npeandz yurkadt aydcazmmiy nbii wy kazano, Ue kont
i jednorodne rozmieszczeni e enzym-w W porowa
regeneracj [89.k oRPlakttfooarmwy oparte na nanoczNstka:
SpyTag/SpyCatcher( u k g ad u kr -t kich s eukmwelhlicij wi a p B p tjyeddormo
i kontrolowanN il oSciowo i mmobilizacj fprzexi el u b
t worzenie wi NB&.E PpoelpNdyadroywy crhoz wi Nzani em moUe by
enzym-w i wykorzystanie matrycy, kt-ra bndzie v

reakcji enzymatycznej.
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3. Nanomat erwi agnymobi |l i zacji bi agek i enzyr

3.1. Definicjai klasyfikaciananomat eri ag- - w

W 2022 roku Komisja Europejska opubl [98,0 wa ¢
zastnpuj Nc wczeSniejsze zal eceni a z aawkatrutae n
definicjN, nanomateriag to materiag natur al
stage. CzNstki mogN wyigentifikovalres k gpaod reidkyin cvz oa g r
agl omeratach, przy czym co naj mni e] 50% cz

przynajmniej jeden z poni Uszych warunk- - w:

co najmniej jeden z wymiar - - wil@0leemmnintr znyc

czNstka ma ksztagt wydguUony (np. prant,

mniejsze ni0U 1 nm, a trzeci przekracza 1
f czNstka ma ksztagt pgJgytki, z jednym wymi
wifnkszymi ni U 100 nm.

Nanomateriagdgy st anmsvp eNc ygfriucpzin ynashtodmignagShicoovw o S
makroskopowych odpowiedni k-w. R-Unice wynik
objnAntoSci or az zmi any w efektach kwant owy
W nanomaf9Bi.r iZanisacnhy te wpgdgywaj N na zwi nkszeni
wgaSci woSci,oméglbanmiec2dmud magnetyczne. Dodatl

w przewodnictwie czy fluorescendp1,92].

Kl asyfikacja nanomateriag-w moUe byl pr ze
w tym ich wymiarowoSci, rodzaju materiagu,
Ze wzglindu niP3wgmbomabwoBhagy dziel.i sin na:

1 zerowy mi arowe (OD), w kt-rych wszystkie tr

(np. kropki kwant owe, fulereny, nanoczNs

f jednowy mi arowe (1D), posiadaj Nce jeden wym

(np. nanorur kipr mtaynan@aps);k.na, nano
! dwuiiwy mi arowe (2D), z dwoma wymiar ami poza

(np.n a n o pigapg.n&nasheetnanofilmy,nanowarstwyi ang.nanolayersgrafen);
Y orazwymi-arowe (3D) | ub objiAitoSciowe, Kkt -

w Uadnym wymiarze (np. proszki nanoczNst
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Podziag ze wzglndu nd9%rodzaj mat eri agu obej muj

f nanomateriagy wnglowe (np. fulereny C60, na

f nanomateriagy nieorganiczne (nmanmardNcz st k
tlenk:- wmetali jak TiQ, ZnO, SiQ, hydroksyapatyy

f nanomateriagy or ganintizcnee e(,n pl.i pdoesnodmyy,menrayn o c

f nanomateriagy kompozytowe § NmazoNargcznej- OUne typ

~

Kl asyfikacja oparta@9fta pochodzeniu wyr - -Uni a

f nanomateriagy naturalne (wytwarzane przez o
f nanomateriagy syntetyczne (pro,jektowane i w
T nanomateriagy przypadkowe (incydental ne), b
przemysgowych | ub @&aturalnych (np. spal ani

Mor fol ogia nanomat erskeeokiekw yit ewniuen0 ks aaybdbwik acy ]
np: nanomateri agy apglolioa), nvaenvorpNjtyrt zinosgheét anangkwiaty
(ang.nanoflowery, n a n o ¢ zrNdszotheEka (aryggone shel) oraz nanomembrar@6].

322WgaSci woSci fi zykoc h stosowarzyeheimmabitizacinat er i ag - w

Nanomateriagy wykazuj Nce potencjag |jako noS
charakteryzuj N sifn szeregiem istotnych wgdaSci

Znaczenie maj N odpowiednie rozmiary ciabstek i

zwi fkszenie il oSci zagadowanego enzymu i pot
katalitycznej. Zwinkszenie powierzchni wgdaSci w
il oSci mi ej sc wiNzania enzymu, a a z mizayrbak o &is z

przeprowadzaniereakdp7]. Na pr zykgad w b@fdlanktache Chat YSczy gy

ksztagtu nanoczNstek ZnO (nanopiramid, nanop
i-gal aktozydazy ( GAL) , wy kazano, Ue nanopiram
W obecnoSci nanopiramid aktywnoSI enzymu spada
wyni -sg okogo 9% aktywnoSci . Ef ekt przypisano
nanopiramid) do centrum aktywnegoywma$yamiu, co p
Wa Upestr - wnwyesloka stabil noSi chemiczna i mechan
noSni ka w warunkach reakcij.i i podczas proce
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nanomateriag-w mogN ul egal poprawie ze WwWzg

kontrolowanie zmian w sieci krystaliczn@9].

|l stotnN <cechN jest r-wnieUO moUIl i woSi m
nanomateri agu. Wprowadzenie specyficznych ¢
pozwala na kontrol owanie orientacji i sposol
aktywnoSci [ stabilnoSci . Wraz ze zmianN

odmi enne od makr oskopowych mantagnetycan@OOmWwmianya K i
w ukgadach el ektron-w prowadzN do wysthipo:
wW zmianach absor biaviysijtin pmavmanmat ¢l iuaad ewcencj i

wykorzystywane jest w diagnosty{@7].

Dodat kowo, ze wzglidu oaNswekeomaewiied§y em
dzi agani e antymi krobi ol ogiczne. Nanomater
mi kroorgani zm- w, mo g N prowadzi i do i nhib
Jest to szczeg-lnie istotne w kontekScie
sN stosowane nie tylko jako noSniki | ek-w,
W zwi Nzku z tym, nanomateriagy mogN nie ¢ty
r-wnieU zaburzal funkcjonowanie naturalnej |

przy projektowaniu system-w nanomateriagowy
[101].

3.2.1. Modyfikacja n a n o ma t gonamanietaliv

Wprowadzeniej on - w doerfamohat er ipa®wadzi do powst av
strukturalnycH102], kt -re zwinkszaj N |liczbn aktywnych
Co jest szczeg-Ilnie korzystne [&3Jalpnymetaaljia cnhc
dziagal jako centra a[kod]ly wa ei fvk srzeaag kNecj aefhe krte
Modyfi kacja nanomateriag-w jonathenmetzBHto, wp
na strukturn nanomateriag-w poprzez zmianh
rozmieszczenia at omf108. wWENezénike ymetadl iczde |
zapewnil dodatkowe miejsca katalityczne| pr .
redoks, prowadzNc do zwihnkszenia wydajnoSc
doni esi eni a dotyczNce wykorzystani a j on- w
fosforanowych szklistych (bi oszkpjragl,i fkeki arcej

kostnej na takim nanomateriglE06].
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W badaniactiRajendrenV iinf107]i mmobi | i zowano | akkazn na magn
modyfi kowanym | onami mi edzi . ObecnoSi j on- w
pozytywnie na enzym, dodat kowo zwi nkszajeNc jeg:
dl a prawi dgowego funkcjonowania metal oenzym:- w,
enzym-w przez zmiann j onu mgebo a[l08].Zbyodre zdgonymd wa d z e
bazy MetalMACIE (ang.Metal-Mechanism, Annotation and Classification in Enzyy{i39], jony
mi edzi najczinSciej wystfipuj N w klasie oksydor
transferaz 1 hydrol az. Obecni-ESAamgMechdnssmand h z o0 st
Catalytic Site Atlay[110]. Naj cz i Sci e wyutenignig uojnN cwy m esstto prri il e m n
waUnym zagadnieniem jest moUl i woSidzzimid@siiny st o]

zapewniaj N one aktywnoSi enzymowi

33.Typy nanonoSni k- w

Nanomateriagy moUna podzielil ze [M@g!lKalidy a
z tych typ-w moUe wysthpowal w r-Unych formac
wgaSci woSciami, dostosowane sN do konkretnych

1. NanoczNst Ki met al i czne

Pr zy k ggaodiyd], srebrg112], platyna[113].
Zastosowania stosowane w biosensoraghl4], diagnostycgl115] oraz systemach

dostarczHimwl.a | ek-w
2. NanoczNstki tlenk-w metal.i
Pr z y k fieaet gniedzi (CuO)117], tlenek manganu (Mi®, [118]), tlenek cynku
(ZznO[119)) , tl enek tytanu [ledli O ) oraz i ch hybry:«
Zastosowania wykorzystywane w fotokatalizig02,w degr adacj i [1Zbni eczy
i w zastosowaniachntymikrobiologicziych[122].
3. NanoczNstki wingl owe
Pr zy k gaandoyr u r k i[128],igafenfl2ve
Zastosowania biosensory{125]or az mat er i agy dfd26f ekonstr ukc]
4, NanoczNst ki kompozyt owe
Przykpgoddiymery funkcjonal[l2ZZlowane nanoczNstkar
Zastosowania stosowane wegeneracji tkanekl28lor az w mat eri agach op
[129].
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5. NanoczNst ki bi omi metyczne
Przykgaandoyc z Nst ki naS| adujiNce osnurj uNkcteu rwz r boi
np. na nhydoksipapatytdowgl30].
Zastosowaniaws y st emach dostH3lzarrapepeptyydnwct
biomimetycznycH132].

3.4.Nanozymy

Nanozymy tosynt ezowane ,naknomat era Slgayduj N f unkc]

wykazuj Nc aktywnoSi katalitycznN w reakcj ac
enzym- w, nanozymy sN materi agami ni eorgani
chemicznN i tewonSaciznWynillkcdj WiaSgogNczemamia c
katalitycznymienzym w c o0 czyni j e atrakcyj] nymi w r-0
[133].

Nanomateriagy mod3¥lébiCklommarmMe pjedymanmi fMmkcj e k

do enzym- w, kt -re zawi eraj N te. W aamminydne t a
metaloproteinachjony MrilubC#*pe gni N funkcjn koenzym-w i S
stabilizuj Nc produkty pr zej Sci[a342&35)\Wepazikpadkui i
nanomat er i a?§i-Cé#* whjuodnoywaMire w si el nanoczNst ek
umoUl i wi aj Nc przeprowadzani e reakcj i ut | en
Na przykgadzie reakcij. rozkgagdu z aavdpmzhpadauk u
naturalnych enzym- w, j ak i n@njestpa tzeyryi Nezgz-am,y
te jony, a nastnpnie przekazuje elektrony
H.O, do wody i utleniania substratW n ano mathejiomaaemet al i mogN p
strukturalnN materiagu i umoUlwi wipals - vbi[1B6} &K ri
Kontrol owana synteza nanomateriag-w, podNc
enzymatycznych, umoUl i wia projektowanie nan

nanozymy charakteryzuj N sifn zwifAkszoimkowest ab
zmiany temperatury, pH inne [137]. W badaniu grupy Jiang L. i innycji38] syntezowano

organicznenieorganiczne nanohybrydy oparte na kwasie taninowym i miadgiCu-tannic acid

nanohybrids CTNs) , charakteryzuj Nce sifn wysokN
wi el okrotnego uUycia. Po przechowywaniu w r
aktywnoSi katalityczna nanozym-w CTNs utr z
wyj Sc,wpwepci wi e@Etwie do naturalnej | akkazy
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samych war unkach przechowywani a. Dodat kowo oceni
nanozym-w do kol ejnego cypdcasundnezymadTNimgnozynP o o S mi
otrzymanyawh®WAg) okojo 80% poczNt kowej aktywno:!

wysoki e] trwagoSci w zastosowaniach wymagaj Ncy
W ostatnich | atach intensywnie badane sN r -
metalczne t 1l enk-w metali oraz materiagy wngl owe. N

katalitycznN w reakcjach rmdogKNsnafloddaasai gdli

peroksydazy. Materiagy wngl owe, takie jak gra
wgaSci woSci katalityczne, co poszerza moUIl i wo
sel ekt ywmo 8¢t i wodBydikacii, nanozymy stanalwi &r nabiy e

dl a naturalnych enzym-w w wi ¢€8B% zastosowani ach

4. Koimmobilizowane nanosystemy

41.Def i ni cj a i zal ety nanosystem-w koi mmobil iz

Koi mmobili zowane nanosystemy to ukgady, w kit
enzym-w sN jednoczeSnie unieruchomione na | ed
[140. Cel em takiej strategii | est pwkaskadowyeghenne z
reakcjach enzymatyczny¢h41].

GJ - wne ztwoizenigkeoniimamo b i | i z owa n yecrhz ysmatt yearz nwy anhu | a b
mi n. obecnoSi co naj mni ej At} ardz unierucbomierieh bi ok
wszystkich enzym-w w o bmatiybyi eNd $miok smimemgmg Nnakl yelr
materiagy, takie jak nanoc zddisgtelgiafermjagp poehodne z ne , |
nanorur Ki wn g | o-ovganidzne seKielety ,(MORsg, haadstouktury DNA, polimery

(PEG) lub krzemionka. Kolejgm kryteriump o wi nno byl dNUenie do zwin
reakcij.i sekwency]j npzzkazywaoiggubstrauangusabatrates chaneliing
[142. Bl i skie sNsiedztwo enzym-w umoUl i wia bezpo:

jako substratu do kolejnego enzymu w szl aku m

i reakcje uboczne.

Wykorzystanie wunieruchomienia wielu enzym- w

znaczNco usprawniajN procesy biokatalityczne.
T zwi fkszona aktywnoSIi enz preekarywanisubstratd, z i 1 K i e f
f poprawiona stabilnoSi enzym-w,
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T gat wi ejsze odzyski wani,e i ponowne ulUyci e
f moUl i woSi precyzyjnego kontrolowania ste
f ujatwi enie przeprowadzani,a zgoUonych rea
f potencjag do tworzenia ukgad-w zbliUonyc
| mmobilizacja wielu enzym-w | est szczeg- |
synt ez, w kt-rych wiele enzym-w muwsdie dzmizad

dzi ag ajsc yestuneruchomionych blisko siebig,z i i k i protiukigennej reakdji

enzymatycznej | est bezpoSrednio przekazywan
met abolicznym. Taki bezpoSredni transfer mi
wi Nzaniu przez inne eazyvymylUemaz -iwek @lonipe zz\s
szybkoSi r eakhld3l.i I|krarsokbadoweajcj a na odpowi edn
przed denaturacj N wywoganN przez r-Une czyn

rozpuszczal ni k-w or gatocika z rilyne Fé&-kwaN aaninowymyp K § a d

zapobiegal denaturacji [ odgNczeniu enzym-w
i opefladt y jkKmN mmobil i zacja moUe r-wnieU prowa
Badaniad o wo,d z e i mmobi | ichavaktaryrgjeviefmk ymM st abi | nc

i szerszN tol er aracesinfi (b H cwh wnaor| unfiekShddolgyuchemiend n i k

bi okatalizatory moUna §gatwo oddzielil od mi
filtracjn Il ub Z a pomoc N pol a magnetyczne
magnetycznych. Ni ekt -re zaawamwsodwa ™Ne ntae ckhonni
stosunku il oSci owego uni eruchomi onych enz\

funkcyjnych na noSniku do kt-rych przy@B®lczor
Pozwala to naAdobskdadu biokatalizatora pod kNte
Unieruchomione systemyiieloe n zy mat yczne mogN biwbrzeniag E oy ¢ &
[ sel ektywnych bi oczujni k- w. W medycyni e,

enzymatycznych oraz w s[M6.t emach dostarczani

42.Mechani zmy oddzi agywa® pomi ndzy bi agkami

wW ukgadzi e koi mmobil i zowamyon,dz idoogTyhwad® i
unieruchomionymib i a g k a mi . Oddzi agywania te mogN b
efektywnoSi i stabilnoSi ukgadu, jak i po

w dzi ®Dpamiajy waUni ej szych oddziagywa® mindzy

nal e UN:
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1) Przekazywanie substratu &ng. Substrate Channelinjj jest to jedno zwa Uny c h

korzystnych oddziagywa® Bliskie sNsiedztwo e
kaskadowej umoUl i wia bezpoSrednie pr zkeldnejzy wani
reakcji katalizowanej przemastyapmay m. Mi ni mali zuje to dyfuzjr
zapobiega jego rozproszeniu I potencjalnym real

Lokalne zwinkszenie stnUenia substratu[8hi ndzy
Przykgadowo, W SsSystemach koi mmobili zowanych e

bezpoSrednie przekazywanie zwifiksza wydajnoSIi

W pracy Morii i innych [147] wy kaz ano, Ue wydajnoSi reakcij.i

wi el oenzymatycznych moUe byl i stotnie modul o
enzym- w. Autorzy zaprojektowal!i kompl eks enzyi
umoUl i wi aj Ncycdh!l pwaciyeylinezkBpntzNsteczek enzym
ni mi . W model owym wukgadzie obejmujNcym reduk
ksylitol owN (XDH) anali zowano transport bi mol
recyklingiem NADH. Zaobserwsa n o, Oe zmni ejszeni e odl eggo

z 249 nm do 10 nm prowadzi go do pinciokrotneg
z 40 emol do 2060 wsmbhz NA®H Ue bezpoSrednie sN:

poprawia wydajnoSi transferu substrat- -w i kof a

2) Efekty steryczne i przestrzenne:uni er uchomi eni e wi el wu bi age
powi erzchni noSni ka mo Ue prowadzi i do pr zer
Ni eprawi dgowe ugoUenie enzym-w moUe utrudni al
do miejsc aktywnychB| i ski e upakowanie biagek moUe wpgywe
mi ej sc aktywnych Zordarzu gdioesjt nspt rsounbys,t rkaotnut.r ol owa n e
moUe mini mali zowal niekorzystne eftbstlatt.y sterycz

Peirce 1 in. [148] przeprowadzili proceskoimmobilizacji b-g al a kt o zGAdl)aaaz (D

l i pazy B ( CALB) na powi erzchni agarowego n
(ang.octyl-agarose OC), pokrytego polietylenoim( PE | ) . Ze wzglndu na wyl
b-GALna i naktywacjn w por-wnaniu do CALB, strate

poprzez najpierw trwage uni er u-GALmiwamisd WNA LPBE |
drodze wymiany Jjonowej . Taki spos-b B-GAmobi l i z
wceluregeneraciNa u kz§ coolj adat wor em o wysokim stnUeniu so

PEI trwale zwi Nzanej -GALCAphBzeProesesr wymi ainyk @]

36



nowN porcjN enzymu zostagd powt-rzony <czter

I degradacji warstwy polimeru.

3y Oddzi agywania elektrodstagkpncposiiaday dr mfao
r-Unorodne grupy nagadowane i hydrof obowe.
bi agek moUe prowadzi do oddzi agywa@®& el ekt

hydrofobowych, kti-chk snoagNi wpg§iwai kmmf or macj |

Zhang iin. [1491pr zepr owadzi | i badania nad ukgadem ¢
[ peroksydazy chrzanowe]j ( HRP) , w kt-rym ol
2 nm przy uUyciu odpowi edniego czynnika si ec
aktywnoSci enzymatycznej ni e wyni kadg bezpoc
zasugerowano, Ue zwifdnkszona aktywnoSi odowies]

jakie tworzyga obecnoSi matrycy DNA. ZA wz

wykazuje ujemny gadunek i zdolnoSi do =zatr
obni UOenia pH w pobliUu rusztowania w por - wn
mogga i stotni e wpgynNI na zwi nkszenrHRR a |

uni eruchomi one|j na podgoUu DNA.

4) Wzajemna stabilizacjaawni ekt - rych przypadkach, obecn
bi agka moUe przyczynial sifi do stabilizacj.i
agregacij.i | ub denaturacji, bi agka w bl iski
niekorzys t ny mi war unkami Srodowi ska.

W badaniach Wang i ifl50]badano wsp-gdziaganie enzym-w
zawi er aj NEnyzgry GOxi (eksydazy galaktozowej) i HRP (peroksydazy chrzanowej)
osadzone na nanokwiatachs(RQ;).8H,0 wy kazywagy aktywnoSi o 1
z wol ny mi enzymami w reakcji 0 kt seyt daacl joil ) p
charakteryzowadg sifn zwifdnkszonN stabilnoSc
30% aktywiCopRazth. w 60

5) Konkurencja o miejscdgelwINizametao chaa innondonhi ik
adsorpcji |l ub wiNzaniu do okreSlonych grup
mogN konkurowal o te same miejsca wiNzani a.
il oSciowego uniewuohami poyencé¢ mz ynwrpea zdyoj Nzcrzroir

bi agka
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Yang iin. [151]lwy kor zy st al i zdol noSi DNA do precyzyjne
kontrolowania stosunku iloSciowego oksydazy gl
( HRP) na czNstkach magnetycznych. Optymal ny st

uzyskhakzme zwinkszenie efektywnoSci katal i tyc:
wykazywagy dwukrotnie wyUszN aktywnoSi katal.
odpowi edni k-w, co przypisano kontrol owane|j or g

A

6) Wpgyw mi kr oSund ceawicshloani eni e bi agek na nosSn

mi kroSrodowi sko, kt-re moUe r-0Unii sin od rozt
pol arnoSi i magwWemolii Ou powierzchni noSnika, c
aktywnoSi i stabilnoSi poszczeg-Ilnych koi mmobi
AranaP e fia.[162Jopr acowal i war st delwaNy esrt)r uzkgtoulrorin Nl 1za ypei r

lipaz: CALA, CALB, RML, TLL oraz chimerycznejfosfolipazy Lecitase Ultra (LEU), osadzonych

na hydrofobowym noSniku z Uelu agarozowego mo

enzwywmwykorzystano polietylenoiminn (PEI') jako
glutaral dehydu, co zapewni go trwage osadzeni e ¢
PEI uzyskano stabilne podgoUe do WKaenstwi tikesjzie nti

|l iczby warstw enzymatycznych prowadzi go do po
pnitrofenyd olnBalSl6adnuN 7, 26 U/ g (dla pojedynczej
Ponadto wykazano, Ue spos:-b rozmieszczenia po:

wpgywadg na wdgaSci woSci katalityczne combilipaz

7) Oddzi agywani awpkrozfyapkatdokru- weenzy m-w wymagaj Ncyct
uni eruchomienie enzym-w wykorzystuj Ncych ten
i zwifnkszal efektywnoSi reakcji. Natomiast kot
prowadzi | dacktoygwnaomSjtsBg eb@E a J e k

Zrozumienie twchikdadzi &g ywaeE awh Ua § praeitgwana n t

koi mmobilizowanych system-w multienzymatycznyc
katalitycznych i stabilnoSci. Wyb-r odpowi edni
procesu moUe znaczNco wpaymgywaaE.charakter i S

4.3. Wieloenzymatyczne kompleksy katalityczne

Dob-r bi ag &«aalitycznynpapwath na depasowanie reakcji enzymatyczrigkh
aby zachodzi gy jedna ,mp.dmpogi ez gll iblemzspbdgnirad
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reakcji Dz i tekmu moUna konstruowal systemy biokat
kaskadowych lub komplementarny¢h54,155] Podobnie jak w immobilizacji pojedynczej,

i mmobilizacja kilku enzym-w na nanonoSni kac
oraz poprawn aktywnoSci katalitycznej w war
enzym-w na mpadamwdoro3rcihkhiw moUl i we | est proj e
0 wysoki ej efektywnoSci, w kt -rych poszc

uporzNdkowany, co redukuje straflbp. substratu

W przypadku system-w kaskadowych Kkl uczowe

umoUl i wia przekazywanie produkt - -w jednej roe
samym koniecznoSi i zol acij i PLB7E r eWank icd  rzavd v
mini malizuje dyfuzjin produkt-w w Srodowi sk
wy daj pracuoir az redukcij i ni epoUNdanych produk:

znaj duj N szeroki e zastosowani e w syntezie

farmaceut yk:- w[lb8]. bi opol i mer - w

Z kol ei systemy kompWwemelhtyamnewdmd &@d @mp iNy s
enzym- w, c od obrpaal laimeita - w reakcj i oraz zwinn|
| mmobilizacja na nanonoSnikach pozwala na z
warunkach Srodowi skowych poprzez odpowi edni
gadunku hmowiwgmzcczy [1pdhr oDvait ©Sici t emu mo Ul i wi
prowadzenie reakcji katalizowanych przez en:

czy specyficznych kofaktor - w.

A4Koi mmobilizacja biagek o r-Unych funkcj a
W | iteraturze przedmiotu opisano |iczne pi
funkcjach katalitycznych, maj Nce na celu kor

Pr zyk § ai dnylaza j glukbamylaza poddane koimmobilizacji na@aSio, u mo Ul i wi &
jednoczesnN i synergistycznN hydrolizin skro
gli kozydowe, co z wi[MkZkdei celylazaijizoayrsKdoimmabitizoverse u
na nanoczNst kach:0.@a3@ibH)y cwpkahuj(Fezdol noSi
degradacji zgoUonych struktur Scian kom-rko
celulaza rozkgdada cel ulm®znW &ohtekBgmepbpbeg
[ kat al aza koi mmobilizowane na materiagach

wydajniejszych biokatod do glukozowych ogni
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nadtl enek wodor u, potencjal ni e z[We0Jn 8zerekeej Nc dc
zastosowanie znajduje takUe koi mmobilizacja ¢
chrzanowej (HRP) w biosensorach glukozy oraz w systemach kaskadowych, gdzie GOD generuje
nadtl enek wodor u, wykor zystywanyl6H.asW fnprnd emyp$ |ze
kosmetycznym i przetw-rstwie sk-ry wykorzystu
co pozwala na jednoczesne usuwani d62)zRomdte c zy s z c
pepsyna i l i paza, enzymy o odmiennej specyf i c:
mogN byl koi mmobilizowane w celu przeprowadzen
r-OUnych kI [88. substrat - -w

5. Kl uczowe wnioski z przegl Ndu literatury
Koi mmobilizacj a enzym- w na nanonoSni kach
w bionanotechnologii, jednak wi NUe sifn z szer e
met ody i mmobilizacji, w celu zapewnienia stabi

dobranie nanonoSnik-w o odpowi edkitehewdambdi waov

efektywne uni eruchomienie enzym- w. Dodat kowo,
koi mmobilizowanymi enzymami, aby wuniknhbch poten
W kontekScie wdroUe@® przemysgdgowych, kluczowe | ¢
proces-w produkcj i tych system- w. PrzezwycinUOe
bada®& nad nowymi techni kami i mm oobni ol Sinzi akc-jwi , 0 rmec
projektowaniem innowacyjnych ukgad-w enzymatyc
potencjagu koi mmobili zowanych nanosystem:- w

biotechnologicznych.
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Il Celizakres pracy

Celem pracy by gpooteinowycnyama siy s t @l twmodyfjkowamejn y ¢ |
matrycy neawejoimmobilieowangcke nzy reew e nr -bwrpea I0i z avoSveg a S
fizykochemicznycim a n o ma t ieamalizaagk-tw wn o S c i otrzym@phywrmy m e
etapem bada® byga synteza n &onomollizaeja wybranychv , [
bi agek na powi erB alpryi dallamazer madna. podzi el

1) Ot r zymani e n gynteraamdnenia it & § onazg ichwmodyfikacja jonami
manganu i miedii wy b - r nanomateriag-w dowsmmpbeg
badani a dpkoteglityazry@ ¢ grzeciwrodnikowygh

2) Badani a strukturalne otrzymanych nanom
strukturalnych po modyfikacji jonami me t
w celu potwierdzenia immobilizacji.

3) Przeprowadzeni e procesu i mmo biikatalazyalpazy, d |
lakkazy, peroksydazy na wy br an yachi annaa tiezrai awgy ni k - w i
pojedynczej, obliczenie ef ekt ywnoSci i
przeprowadzenia immobilizacji multiproteinowe;.

4) Przeprowadzeni e procesu iimkatalézy | lakkaaycqraz d |
peroksydazy i lipazyy na wy br an yachi annaa tiezrai awgy ni k -,w i
obliczenie efektywnoSci I mmobilizacji . P
w celu wyznaczenia parametr-w oOotrzymywan

5©  Badani a stabilnoSci otrzymanych nanos.y
enzymatycznych v r o d o wri -stkruy m p H.

6) Przeprowadzenib ada GE akt ywnoSci wiweabekgaddzmed e
(bgnkitu trypanowego, oranUu metyl owego,
i pest yc(gionuy atrazyny)i w cel u sprawdzeni a pot
otrzymanych nanosystem-w multiproteinowy

7) Okr eSme i € woSc i wykor zystrmanaz,ym&kmng mat em
aktywnoSci enzymat yczmiedfiinauanpo gy zieka joir -

aktywnoSci tych materiag-w 2z nanosystema
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I Mat er

1. Spi s

i agy

reagent

W tabeli 1zamieszczons pi s

czNsteczk

Tabelal. Spi s

owe,

reagent

numery

i met ody

w

reagent
CAS

- W wYy, badana ighsnazann masyh

or az i

nf ormacj e

dodatkowe
Masa ,
i Numer Informacje
Nazwa Wz - r/ nuczNsteqd Producent
CAS dodatkowe
[g/mol]
557-34- Sigma Proszek,
Octan cynku (CH3COO)Zn 183,48 )
6 Aldrich |[czysto
, , 6834 Sigma Proszek,
Metakrzemian sod NaSiOs 122,06 '
92-0 Aldrich [czyst o
Czysty do
analiz,
Kwas 76417
HCI 36,46 POCH roztw
chlorowodorowy 01-0
wodny 35
38%
Wodorofosforan 7558 Sigma Proszek,
_ NaHPQu 141,96 ,
disodu 794 Aldrich [czyst o
Azotan (V) wapnia Ca(NQ)2 936 15 13477 Sigma Proszek,
(1), czterowodny A4 H,0 ’ 34-4 Aldrich [czyst o
) Granulki,
1310 Sigma
Wodorotlenek sodt NaOH 40,00 czysty do
732 Aldrich
analiz, 97%
Chlorek magnezu 7786 Sigma Proszek,
MgCly 95,21 _
()] 30-3 Aldrich [czyst o
Wodorofosforan )
_ KoHPOy 16788 Sigma Proszek,
dipotasu, 228,22 .
_ A3 H.0 57-1 Aldrich |czyst o
tr-j wog
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Proszek,

Chlorek wapnia 10043 Sigma
CaCb 110,98 _ czyst
(m 52-4 Aldrich
>96%
_ Krystaliczny,
Octan manganu | (CH3COO);Mn 6156 Sigma
245,09 . czyst
(1), czterowodny A4 H,0 781 Aldrich
>96%
Proszek
Octan miedzi (ll), | (CH;COO)Cu A 199 65 142-71- | Sigma | krystaliczryc
monohydrat H.0 ’ 2 Aldrich zysto
>96%
Odczynnik _
] Sigma .
fenolowy Folina- - - - _ St n UzaNh
. Aldrich
Ciocalteu
. Krystaliczny,
Kwas Sigma
_ ClzCCOOH 163,39 76-03-9 _ czyst
trichlorooctowy Aldrich
>99%
) 9000 Sigma Proszek,
Kazeina Cs1H125N22039P 2062,00 :
71-9 Aldrich |[czyst o
Sigma Proszek,
Tyrozyna CoH11NO3 181,19 60-18-4 _
Aldrich |[czyst o
_ Proszek,
ABTS, S| CigH1sN4Os&s L Sigma
' 54868 3093t . czyst
diamonowa (NHs)2 Aldrich
67-0 >98%
Trolox
(kwas 6hydroksy .
Sigma Proszek,
2,5,7,8 Ci14H1804 250,29 53188 _
Aldrich |[czyst o
tetrametylochroma 07-1
n-2-karboksylowy)
TMB
_ _ Proszek,
(83, 3N}, 5 54827 Sigma
CisH20N2 240,34 . Czys t
tetrametylo 17-7 Aldrich
>99%

benzydyna
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Syringaldazyna

(4-hydroksy 3,5 14414 Sigma Proszek,
. C18H20N206 360,36 _
dimetoksybenzalds 32-5 Aldrich |[czyst o
hydaz/na)
Diuron
(3-(3,4 _ Proszek,
) Sigma
dichlorofenylo} 233,09 33054 ) czyst
. CoH10CI2N20 Aldrich
1,1-dimetylo 1 100%
mocznik
1722 Ciecz,
Nadtlenek wodoru H>0» 34,01 ChemPur
84-1 roztw-r
Metawanadan Sigma Proszek,
H4NOzV 116,98 7803
amonu Aldrich [czyst o
55-6
Atrazyna
(2-chloro-4- ) Proszek,
. 1912 Sigma
etyloamine6- CsH14CINs 215,68 czyst
) ) 24-9 Aldrich
izopropyloamine 100%
1,3,5triazyng
Bufor fosforanowy Sigma Ciecz,
1M Aldrich pH 7,4
Zestaw do _ ALi pa
. Nr produktu: Sigma o
oznaczania - - _ activity
. MAKO046 Aldrich
aktywnosS assay
Bgnkit b Sigma Proszek,
Ca7HagN3NaGS 854,02 6104
G250 Aldrich |[czyst o
2 581
_ 2437 Proszek,
Zi el e@® mg CyHaeNoOs 418,51 ChemPur
29-8 czysto
. Sigma Proszek,
Or anU me| CiHisNsNaGS 327,33 547-58- _
0 Aldrich |[czyst o
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_ Sigma Proszek,
Czer wi eCE C15H17C|N4 288,78 553-24- )
) Aldrich |[czyst o
C34H24N6014S4 Sigma PI’OSZGk,
Bgnkit t 96081 _
Nay 72-57-1| Aldrich |[czysto
_ Sigma Ciecz,
Kwas siarkowy H.SOy 98,08 7664 .
Aldrich |czyst o
939
9048 Sigma Proszek,
Al bumi na - 66 kDa _
46-8 Aldrich |[czyst o
Proszek,
_ czyst
900% Sigma
Kat al aza| EC111.1.6 250 kDa 99%,
05-2 Aldrich
Akt ywn
5000 U/mg
Proszek,
Lakkaza z Sigma |(czysto
. . EC 1.10.3.2 60 kDa 80498 .
Agaricus bisporus Aldrich Akt ywn
153
4 U/mg
Proszek,
Peroksydaza Sigma |czysto
EC1.11.1.7 40 kDa 9003 _
chrzanowa Aldrich Akt ywn
99-0
150U/g
Proszek,
Lipaza z 9001+ Sigma |(czysto
_ . EC 3.1.1.3 120 kDa .
Aspergillus niger 62-1 Aldrich Akt ywn
200 U/g
'St nUenie r-wnowaUni kowe kwasu 2 mol /|
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2. Materiagy
21.Materiag matrycy

Przewodni N c pbdt&gnamn om eyt aébryigadnwm skJadzi e
kt - re zostagy zastosowane jako matryce do
por -wnano i badano ich wpgyw na zachowani e

podzielone zostagy nsat awNypagdaipydu pbygy rcagar

nanoczNstek (Tabela 1). Podziag na trzy g
wgaSci woSc-¢memi cf zi nzyyckho, co pozwoli go na oce
nanomatrycy a i mmohi | Wyomdvrammb reimoneenzgmupmpy ob

tl enk-w met avapnjowoh asd oz Bsokwie cechuj Nce si i \

oraz nanoczNst ki szkliste o amorficznej str
Grupn | stanowi gy nanoczNstki tlenkowe, ob
modyfikowane tlenkami manganu i miedZnOi MnOyi CuQ) . Te materi agy
wgaSci woSciami fizykochemicznymi sprzyjaj Nc

aktywnoSci

Gruphn 1 t wo r awgpgiowefasfaranowe andyftkdwane jonami manganu
imiedzi W tej kategorii wHAP oOnzorze:nCaP@)y@H).kk g yra p
dzinki wysoki e]j bi okompatybil noSci stanowi @

Grupn |11 st anowi(§aemawafosforanovigs t kr - §nkcowa ey

chemi cznym, wSr - d kt-rych zn alCaQNpDiP6si (BG) ma t
I SiIO.I MgOi K201 P,Osi CaO (FG) modyfikowane jonami manganulubmiedzi Char akt er
sif rozwinintN powierzchni N w@gaSorwNji ker
[ i ch stabilizacji, co jest iIistotne w badan

Met ody otrzymywania, dokgdgadny skgad oraz wy

przedstawiono rozdziale llpkBAMet ody syntezy nanomateriag-
2.2. Modyfikacja matrycy

W trakci e b addmeo@yfikacgmaitprmyacyh wybrano jony met
kofaktory | ub jony idomynanganwindekiii y wnych bi agek

Nanomateriagy z grupy | bygy mody(fadtkroamwamuiej
tlenki), co pozwoligo na ich jednoczesne wbudo
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nanomateriag-w z grupy |1, nootdry Zf yi fkaarcij Lla , r aormaoonmveat
poprzez sorpcjn jon-w na powierzchni got owych
jonowa byga prirakeigprocesuatdymgwarmaniemodyfikowanychmat er i ag - w
szklistych i stanowi ga przedostatni etap synt

mikrofalowego.
Szczeg-gowe modyfi kacj AMei sdaypyoswnrezyznahemal

Nanomateriagy po przeprowadzeniu modyfi kacj.i
proteolitycznych oraz aktywnoSi antyrodni kowe|j
potencjagu badanych materiag-w jakonaaobymat wy
Na podstawie wynik-w test-w nanomateriagy, kt
proteolitycznN i antyrodni kowN wybrano jako ma
aktywnewobydwut e st ach wybrano do ymgZskygOthepadan@Epy akat
wybi erano materiag do i mmobilizacj.i |l ub nanoz
immobilizacji to: ZnGi Mn,Oyi CuGi 13, HAP/Mn/Cui 11, BG Mnil, BG Cuil, FQ Cui 3.
Materiagy wy br ane JZROK M, Oy EE0IB D, z Zn@i Mn, Oyt CoO 33,

HAP/Mn/Cui 21, BG Mni 3, FG Mni 3.

WyjaSnienie oznacze® dlzaajdojesi i w momeéBAMeaiji edinat e

syntezy nanomateriag- wo.
2.3.Enzymy

Trzecim el ementem konstruktu bygy enzymy.

met al oenzymem, kt-ry posiada jon metalu w cent
metalicznym:
A Katalaza z wRAT(alky ywo®SWégmer i i : 5000

Kat al aza jest enzymemzwkiespdalt eduwukeyjrmoygrh,g aldt nray
(H202) na wdlb3)164] Procéseen przebiegae d gnecpanizrareakcjr e do ks, w kit - r
nadtl enek wodoru dziaga =zar -wno jako donor, j o
skutecznie neutralizuje reaktywne formy tl enu
k 0 m- euKkariotyczngl65]. W kont ekScie Srodowi skowym enzym
do usuwania zwi Nzk-w oksydacyjnych z przemysgo

w-d ze zwi Nzk-w utl eniaj Ncych.
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A Lipaza zAspergillus NigerLIP( akt ywno SU/mgeri i : 200

Lipazat r - j gl ijceesrty deonmzay mem hydr ol i tycznym, Kkt -r\
w | ipidach, pglziekerzydycvaj dNici ¢ @r ol [35]. Precesiteane Kk
zachodzi na granicy faz wodne|j [ l i pi dowej

t guszczowych[166. Sctiop@mwy skagN byl srtaeasowazgsmn

ostrukturzed i pi dowej | ub zwi er[@] Ncych wi Nzania es
A Peroksydaza z chrzanu pospolited®P( a kt y wno SUmger i i : 150

Peroksydazahrzanowajest enzymenez grupy oksydoreduktaz kt - ry wykor zys:
wodoru jako akceptor el ektron-w do utl eni a
fenoli, amin aromatycznych i innych substancji toksycznfZh167] W wyniku tych reakdji

powstaj N mniej {168k s yReezrnoek syrdadwyk tzynaj duj Nz ¢
bi oremediacj i zanieczyszcze®& przemysgowych,

toksyczne barwnikiubr e s zt ki f ai6rmaceut yk - - w

A Lakkaza zAgaricus bisporusLAC( akt ywno 8/mg)seri i : 4
Lakkaza jest oksygir edukabhe NnN od miedzi, kt-ra kat
aromatycznych oraz innych zwi Nzk-w organicz

do wody. CharakterystycznN cechN | akikGQy |
w zgoUonych st r uk[l69]rEnayh tem znaduje ragtasawanjeovhdegradadii
barwni k-w tekstylnych, pestycyd-w or afl7®d.wi N:

Wybrane enzymykoimmobilizowanow par ach umoUl i wi aj Ncych

obu enZymy wenzym-w unieruchamiano na wybran

wsparcie dziagania katalitycznego.
PogNczenie katalazy i | akkazy pozwal a na
tl enu. Katalaza skutecznie neutralizuje nad
enzym-w | ub wpgywal na stabil noSiPobniaoditoog i cn
wykazywal dziagani e 0 k slyadkakcayzi an e n d tudomi et o Kre
aromatyczne, w szczeg-lnoSci struktury feno

Wsp-Ilne dziaganie peroksydazy prostydhizpjaozlyo nune

zwi Nzkr-gvani cznych. Peroksydaza katalizuje |
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o r-Unej pbodowiase gdy | ipaza degraduje substan

I pozwala na prowadzenie reakcji hydrolizy czy hydroksylacji w organicznych rozpuszczalnikach

3. Metody syntezy nanomaé r i a g - w

31.Synteza nanotl enk-w metalicznych

W cel u ot r zy maomnacaonychajakdnOlMaOkCu@wy kor zy st ano met
mi krofal owN. W w itelanowgnz yaoczyniedbo eoptviorel pctanu cynku (1)
(2 M, 15 m) dodawanok r o pl ami Na®H @AtMwi15 m) j ednoczeSni e pr o\
h o mo g e nwi san&katgrze Hielscher UP400St przem2 n . N anackzynig zamieszaniil
0 obj i madieszcor® & reaktorze mikrofalowym Magnum (Ertek). Przeprowadzono
proces mikrofalowy(moc mikrofal 70100%, czas nagrzewania 10 mig)t osuj Nc par am
procesu:t=15ni n, T=20 bakMai eprez@emy wano wod N NEtejommi maw:
sNczkach nitrocelulozowych o Srednicwspadrmpnweo,
materiag #Luszono w 70

W drugim etapigotrzymany ZnQ2 g)umieszczono w naczyniu teflonowyrmieszangrzez
30 min z roztworemwodnym octanu manganu (lliww odpowiednim stosunku molowynbla
stosunku mol owego Zn: Mn 1: 0,1 dodawano 20 ml
0,12 M. Dla stosunku molowego Zn:Mn 1:0,3 dodawano 20 ml roztworu octanu manganu (Il)
o stnUeniu 0,36 M.

Nastnpnie do pojemnMkRamwkrmaej emmi WNaXDHs yr@ar yc:
40 ml umieszczano w reaktorze mikrofalowym Magnum (Ertec) Przeprowadzono proces
mikrofalowy (moc mikrofal 761 0 0 %, czas nagrzewania 10 min) S
t =15 min, T=2Roprdd@sieikrofalolytmb & ebitlénkodyp r z e my wano wo d
dejoni zeWarrdMnd na sNczkach ni poo@ellulpminowych
zmniejszonync i Sni,enai enmast Apni e s us/A®Po wysuszeriuganperriaadurr z

rozdrabniano w mo¥fdzierzu agat owym.

Pootrzymani u bidenkowegot ep 0 vatg-ur z adrugiegoletapu lsyntezy.
W naczyniu teflonowym umi e & pg)tdodanomztwoal wadnegot er i a g
octanu miedzi (II) w odpowiednim stosunku molowynDla stosunku molowego
Zn'Mn:Cuil: 0, 1: 0,3 dodawano 25 ml roztworu octanu I

molowego Zn:Mn:Cu 1: 0, 3: 0, 1 dodawano 25 ml roztworu oc!
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Dla stosunku molowego Zn:Mn:Cu 1:0,3:0,3 dodawano 25 ml roztworu octanu miedzi (ll)
o stnUeniu 0,32 M.

Ukgad mieszano przez 30 min, nas25mlppojenenkd o
z sumar y c z nsSN mlamipsiacono Yvcréakiorze mikrofalowynMagnum Il (Ertec)
| przeprowadzono proces mikrofalowy (moc mikrofalZ®@ 0 %, czas nagr zewan.i
parametry procesu: t =1M8a tmepm,aghry v NhAC wio d pl= 2!
isNczono na sNczkach nitrocelulozowych o Sre

przemywano wod& daefboinpmowamBteriad suszono

Materiagy syntezowano w sitldd:08 k:6,3M%, 1n038:0,8 wy
Zgodnie z pr z y j fstosynkami molowymioznacano p r ki:b ZnGOi Mn,Oyi CuO-13,
ZnOi MnxOyi CuO-31, ZnQ Mn,Oyi CuO-33.

Na przykgad: idMniGual 2r ilaiiuzd@mmOdcza stosunek
do miedzi w stosunku Zn:Mn:Qu1:0,1:0,3.

3.2.Syntezananoma t e r wapgiowafosforanowych

W cel u ot r zy maapniowefasfaranewydh grgwadzono reakcje azotanu (V)
wapnia (Il) i wodorofosforanu disodwstosowanychw odpowiednin stosulku molowym,
a nastnpnie modyfi kowano ot r zy md syptezienaatteerriiaal
HAPst osunek | on-1l67 Rraygowanoyroztwsry, @ z twedny azotanu (V)
wapnia (IN (0,74 M,20mliu mi eszczono w pojemni ku tefl onow
wodordosforanudisodu(0,44 M, 20 ml)i ednoc ze Sni e booikaorze Blialscleen j N
UP400St przez Bi n . N aeflandwypojenenik zmieszanitlo o b j i mlarSieszczado0
w reaktorze mikrofalowynMagnum Il (ErtecYmoc mikrofal 5070%, czas nagrzewania 10 min)

i przeprowadzangroceso parametracht =30 min,T=1 6 0 ¢ka2 p =16 bar.

PozakoEcpooygmsi eprmatmywiaa® wo dNs Ndcezjoonnoi znoaw asn
nitrocelul ozpoy@wlocs®BreBuoekygenwi pod zmni,ej s
a nastipnie suszAGRPO wwyseurspzeermitw rmaaet €r0i ag r o

agatowym.
Modyfi kacj &dlAFmat er i agu

Przygot owany p oHAP madgikoivano jomanti metadli angnganu i miedzi.

Przygotowano wodne roztwory sploct an manganu (11) oraz oct
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200 mg/l jonu metalu Cagkowi ta otj iwt opSrfmarpscijtétwowy nosi §a
Do nawaUki ma)t edd daawa n(d 00 d praztwore(D milub 5 mikjardtde $ ¢ i
zsol,aby ostateczny stosyMne®u)j on-w metal u wynosi |

1 100mg/l: 50mg/I
1 100mg/l: 100mg/I
1 50mg/l: 200mg/I

Na s t nponlihenjeszaniamodyfikowany jonamimat er i a g (10000 rpmy & rman)
i oddzielano odesztyroztworuMat er i a w3®@ s zono

Wybrany stosun& j on - w i (Wa:€Cud Wwyni s §100 mg/l : 100 mg/l T dl a mat eri ag
wykorzystywanego do immobilizacie nzy m- 0 mg/l : 50 mgl i dl a materi adg

owgaSci woSciach nanozymatycznych.

Jako oznaczeniraphWAP/MeEG+l prgdyntsoosunek jon-w mi
(100mg/l : 100mg/l) i nazwhn-2HAR/dMWn /sGuosunek jon-w byg d
manganu (10@ng/l : 50mg/l).

333.Synteza materiag-w szkIlistych

Otrzymanie matezawaije wap K&V cERiMgGhike® R.OkGaQ e mu )
(oznaczaneFG) i SiGQiCaQ NaOi P,Os (oznhaczaneB G) p ol e gilaugtapowyma
przygotowaniuma t e r w adpowigdnich stosunkach molowych i przeprowadzeniu procesu

mi krof al owego w celu otrzymania tlenk-w metal.

DI a mat eri agu FG, w pierwszympetfhdpzenomreypg
metakrzemianu sodu (1,5 M, 20 ml) i kwasu solnego (35%, 5,16 mBt opni owo wkr apl
Ukgad mieszano przez 30 min, pa whsbppeneunaale
(84g/in) przemyto wodN dejoni zowaWwNdr(wBgpi mlet &pnmoe ,z
osad umieszczano w zlewce, dodawano 30 ml wody dejonizowanej i do zawiesiny dodawano
wodorofosforanu sodu (0,5 M, 50 ml) i wodorofosforanu potasu (0,L99 ML O ml ) . R- wnol e
et apu drugi ego, przeprowadzano strNceni e azo
z wodorotlenkiem sodu (10 M, 5 ml) i chlorku magnezu (1,49 M, 10 ml) z wodorotlenkiem sodu
(3 M, 10 ml ) . W etapie trzeci m, po strNceniu,

drugiego.

DI a mat er i @igar wBs&, y mw et api e przpggNowano zaw

metakrzemianu sod1,8 M, 25 ml)i kwasu solneg@35%, 7,75ml) st opni owo wkr apl
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Ukgad mieszano przez 30 min, pa wlsbppeneuna
(84g/mM)pr zemytdoe jwoordiNz owa mvr Z NG y WIs il fu Gii ® et api e
osad umieszczano w zlewce, dodawano 30 ml wody dejonizowadejzawiesiny dodawano
wodorofosforanu sod(0,5 M, 22 ml).R - wn o Ideaabuedrugiegggr zepr owadz ano
azotanu'V) wapnia(ll) (4,9 M, 5 ml)z wodorotlenkiem sodu (9,8 M, 5 ml). W etapie trzecim, po

strNceniu, wodorotlenek wapnia (1l1) dodawan
Modyfi kacja materiag-w szklistych
W <celu modyfi kacj i r a dtreymania jostateczreez kikszasityy c

odpowiedniegomat er i a § u(etap Bydbdavsarnoe g bt w- r soliwoocdtnayn o wN  me
(octan miedzi (I) lub octan manganu (Il)) odpowiedniej proporcjiSt o s u n K i mol owe

bygy okr eS|l one wzmgdmidgfikawanegansayt enr@ lamBGe |

1 FG:Mn 1:0,3 { BG:Mn 1:0,1
f FG:Cu 1:0,3 { BG:Mn 1:0,3
Y BG:Cu 1:0,1

Przykgadowo dl a BGQud:0,1 dodpwanml0 mrrazivaru octgnu miedzi
(1'l)y o stnUeniu 0,36 M.

Mi es zani @ mlopkzelejvano do naczynia teflonowego i prowadzano proces
hydrotermalny w reaktorze mikrofalowym (moc mikrofal-I00%, czas nagrzewania 10 min)
w warunkach: t = 20 min, T = 200AC,przgmywano4 0
wodN dej onmNzowmonnNnda sNczkach nitrocel ul ozowy
Buchner a pod zmniejszonym <c¢i Snieni em, a |

Po wysuszeniu materiag rozdrabniano w mo¥dz

W ten spos-b otrzymano dwa materiagy r - Uni
Skgad mol owy (% mol ) 5 1B%#ag0, OB KQy ¥580dGsi 3% Cald,0 %
a skgad szkga B®45kCa0,24,%6NA6%HBOsZigddni e z pr .
zagoUeni ami mat eri agy oOoznaczano rodzajem me
skgadu) , rodzaj em doda tokzun a(cMsteguriék tolov@udodatkur a z
(1 1 ub 3). iQd1lopzrnzayckzgaa dma tFgoic a & t dOSaBIGIEY MyQe
10% KO, 15% RBOs, 30% CaO i dodatku miedzi (Cu) w stosunku FG:QY1L:
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Podsumowani e otrzymywania materiag- - w

W tabeli 1 wyr -Uniono nanomateriagy izakwal i
i mmobilizacij. enzym-w |l ub analizfin ich wgaSci we
grupy materiag-w wybierano ma(trea i m@gd dtoa winemovbs tl
bada®@ akt ywnoSci proteoli tMadczmy @algyi, &ntyek svwha
do immobilizacji to: Zn®@Mn,Oyi CuO 13, HAP/Mn/Cu 11, BG Mni 1, BG Cui 1, FG Cui 3.
Materiagy wy br ane JZBOKMN,Oyi BLE0iB D, z ZnGi in,Oyt CoOi 33,
HAP/Mn/Cui 21, BG Mni 3, FG Mni 3.
Tabela2.Synt ezowane nanomateriagy w podziale na grupy.
wyr-Unione pbidkraeSteNgg@a oznacza nanomateriagy wybr
oOznacza nhanomat er i agyLiockzrbeyS| coznnea ¢ zaakjoN nsatnooszuynneyk. mo | o

i miedzi)d o ma t aienmodyfikewanych zgodnie z poprzednim opisem
Grupa | Grupa Il Grupa Il
Materiagy ne Materi ag Materiagy sz
wapniowo-fosforanowe
1. ZnGiMn,Oyi CuOi13 4. HAP/Mn/Cu 11 SiG;i CaQ NaOi P,Os (BG)
2. ZnOGiMn,Oyi CuOQi31 | 5. HAP/Mn/Cu 21 SiOi MgOi K201 P,Osi CaO (FG)
3. ZnGi Mn,Oyi CuQ1733 6. BGiMnil
7. BGIMni 3
8. BGICuil
9. FGIMni3

10.FG Cui 3

4. Met ody bada®& nanomateriag-w
4.1. Dyfrakcj a rentgenowslai XRD

Metoda dyfrakcji rentgenowskiej (XRD, angd ray Diffraction) polega na analizie wzoru
dyfrakcyjnego promieniowania rentgenowski ego,
atomowych w Kkrysztale. Promi eni owani e rentgen
zgodnie z prawem Braggatucy kmyp8t allilgz cAimjad Biztiai
struktury krystalograficznej nanoa t e r przegrowadzono z wykorzystaniem dyfraktometru
Philips X" Pert Camera z monochromatorem PW 175

Wiel kogbtalit-w zostaga obliczona przy uUyciu
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0

,Q ”n, v 9, " = € r r
OwOL we—+

gdzie: di Sredni rozmiar ksyetako$ wpi EWHM pogo:
proporcjonalna do rozmiaru krystalitu; Ks t a g a Scihdkegugai; feal i pr

rentgenowk Ki egobwodzony przez promieniowani e

4.2. Skaningowa mikroskopia elektronowai SEM

Skaningowa mikroskopia elektronoW&EM, ang Scanning Electron Microscopto technika
obrazowania powierzchni materiag-w, Kkt[l73.a p
El ektrony wybite zejeptrowangrzezdetékioiycow efekdiek mo & Ni wi
uzyskanie obrazu o wysokiej rozdzi eWbadamaShc i |
nanomat®Mpagwal a na obserwacjn morfologii p

¢ z N s1a ppdstawieizyskanyctmikrofotografii.

Mor f ol ogi a otr zy man g aralizowanazowykotzystariieen gmikvoskdpy ¢
elektronowegd\preo 2 S LoVac (Thermo Fisher Scientific) z detektorem UltraDry (Thermo Fisher

Scientific).

43.Anal i za powierzchni wgaSci we|j

Metoda niskotemperaturogj sorpcji par azotuj e st tiencshtnri ukniNet rotsaolwrahh N
badania powierzchni wgaSci wej H1d3]. Boddzas gnalimy n a
mi erzona jest iloS8l adsorbowanego gazu, zaz\
i temperatury. Na podstawie izoterm adsorpcji wyznacraeet o d N o bs N cg @wii @ waN
wgaSciwa oraz parametry porowatoSci, taki e
Wbadani ach nano mitczenowaBEFJ (Brunawezat, Emanatta i Tellenpdzwala
na analizn wgaSci woSecsit rpdwiue,ryz kerhanti eorw wapdi yww a

funkcjonal noSi .

Parametry struktury porowat ej (pol e powi e
okreSl ono za p oiskaemperatarovnaej sorpejpNABAP a2020 (Micromeritics

I nstrument Co. , UBBnmptiTred tl @d N (BETHau®r zed pom
odgazowane w temper at amwidea Sdzlofsat Goligzor® onwit @ rd Nc
wi el opunkt owN BET z wykorzystaniem danygh a
0,01-1.
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44Spektroskopi ai KRt oel ektron- w

Spektroskopia fotoelektron-w emitowanych pod

(XPS, angX-ray Photoelectron Spectroscgpy t o t echni ka analityczna s
chemi cznego i stanu el ekt r[a7d]o Metoglao ta pabega ®ar z ¢ h n i
naSwietl ani u pr - bki promieni owaniem rentgenow
z wewnntrznych powgdgok atom- w. Anal i za ener gi.
pozwala na identyfikacjn pierwiastk-w obecnyc
przesunifncia energii wiNzaGEE

An al KPSnwykonano d | a mat er i ag - - wMgOXJHIPiOs Capc(RG) Si O
modyfikowanych jonami magnum i miedzi: H@n-3 i FG-Cu-3. Pomiar prowadzono w komorze
ul trawysoki ej pr-U0ni ( UHV, Prevac) z mono
(energia fotonu = 1486,6 eV) pr zrejestroaBerZzr i ent a
analizator (Scienta R4000) o ener gil2l0opt. zej Sci a

45Pot enatg a g

Pot encj &B amelet potentigl to miara pot encj agu el ektroki

odpowi adgag dawnelgktryczemuna powi er zchni czNst ki, pov
interakcji z otaczaj NAABmi WpBywanami na rvarzhwowwe
wW zawiesinie, w tym na ich wzajemne oddziagyw
wyznacza sif, mierzNc prAadkoSi ruchu czNstek

adubekbada®& potencjagu zeta pr-bkn o masie 1
(C=1M,1mlopH=70bezpoSredni o prnadctampal ez i er zono
pomoc N aparatu Nanosi zer Mal ver n. , wPtzaedhar pot
powt - r awkuweceepdmjpaowej wykonano 16 razy, a ostatec

wszystkich pomiar - - w

5. Met odyka oznacwe(El plag yavmatSerii a g - w
51.0znaczeni e akt ywn drBetodakazeimwae ol i t ycznej
Do zmi erzeni a aktywnaod®at erpradgt eo | wyekaokzezjwi§ t a
kol or ymet r ywizng\k a okazkiyyyakojsubstrat, zgodniez Santos M. i in[176].
Podczas hydrolizy biagka kazeiny produkty reak:¢

kolorymetryczniez wykorzystaniemmoztworu Folina Wybarwienieroztworuodpowiadas t i e n i
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tyrozyny, kt - ra jest wuwalniana w trakcie rozkgad

uniti O m culvolnionej tyrozyny/min).

Przygotowano roztw-r kazeiny w bubDoomaczzyréga f o
dodanobadane|j pmg) Zawiaszongj WOtym samym buforze fosforanowym (1 ml)
idodawano r o z01656,5ml),k arzaesptmippwi@idez ono r eakc |jAC pr z
mi e s z aj NDodapokwadh tkidhlorooctowego(TCA, ang.trichloroacetic acig (110 mMol,

5 ml) w celu zatrzymania reakcji mieszao przez kolejne 30 minuv 3 7RArC- bk i pob
strzykawkN i filtrowano do nowego nacz{mi a
o membranie z polieterosulfonu (PES). Do nowego naczyokeapo2 ml filtratu i dodawanalo
filtratu roztw-r wn goztwouEolirsa@®,8 M, 1r01d podowemieszand ) ¢
uk § grabz 30 minutw 3 7 WCostatnim etapie p o przefiltrowani u
strzykawkowy PE 8miopob&mo2 nlrfiliratly ®f 45 ego absor b:
spektrofotometrycznie przy 726 nifspektrofotometr Rayleigh WAL800) Badania wykonano

w 3 powt KrzgwiNa&hl i bracyj nN wyznaciz0gOsid,lw z a
0,21 0,4i 0, 5 ®mygdtowanowodnyo zt wyr ozyny o s tNa(pedsiawie 1,

r-wnania obliczano stnUenie uwolnionej tyro

w plpv@v THgpt

Yo TwwX X
gdzie: yi mierzonaabsorbancja, ki | 0 S uwol ni onej tyrozyny (O
Ko owy wynik obliczono ze wzoru

\\\\\\

gdzie:o b j fia aSH anieszanay reakcyjney; = 11 ml, czas reakcjt = 30min,obj i1t 0§
enzymu/ pr - bWKsi=1m,obk Jia dSiie rozvmw@mu po filtrac

52.0znaczenie aktywnoSci przeciwrodni kowe|j

Do zmi er z e n praeciwrdédhikowepn aSomat eri ag-w wykor zy:
na podstawie Milleriin[177], w kiieronos pektr of ot ometry ABASA r
s t o sTuojol (kwas 6hydroksy2,5,7,8tetrametylochromag@-karboksylowy)] ak o s ub st
odniesienia. Rodnila B T Sjdst generowany przez kwas Pa2ind bis(3 etylobenzotiazoliri)6i

sulfonowy (ABTS) w reakcji z nadsiarczanem potafRodnik ten jest chemicznie stabilnym
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zwi Nzkiem chromoforowym o szerokim zakresie pH,
silnN absor pé7stinmRedakce¢ i eo@d®0 ka ABTSA prowad:
[177]. Rodnik ABTSAe st rozpuszczalny w Srodowi sku wo

aktywnoSi przeciwutleniaj NcN moUna okreSlil w |

Roztw-r wodny ABTS (6 mM) przygotowano przez
mM), tak aby stnUenie ABTS w roztworze wynosi g
Roztmiescanav ci emnoSci przez 16 godzin w celu wyt
nanomat emg)dojamo 4 nil przygotowanego roztwohuBTSA po czym mi esz
i nkubowano przez,pdbdrminoubarmegdngegoa b&wor bancj n pi
dgugoSci f (apektrofotorBetr Raylengh UNL800Q. D o pr - bvg] dodasvano
0,1 ml roztworu etanol owego Tr Bhdama wykénanonMo | )

w 3 powt -KirzewiNa ic tisopvNr z Nd z o n o 74@80i 228 k6018 & DMolO 0
Trolox, na podstawie reakcji kwasu Trol@odczynnikiem ABTS. 81 Ue b z e s poadnkejg o
Troloxuobliczanoz - wn:ani a
® wulpd o xhpv
Yo Tiwwp w
gdzie: yi mierzona absorbancjajixs t fi U eotox (eklol].

6. Met odyka oznacze& reakcji charakterysty

DI a kaUdego wykorzgstmmoyme-tw d i badani a charakter
odpowi edni e] dkdtadityczraejkbt i yawgnkoaS.c i Met ody oznaczani a
wykorzystywane w badaniack kt y wn o Sc i I meobkyimi wowanyrcehnomat e
w cel u wy b o rkoimnmhilizezjmmeultiprotemwowej oraz w celu wyznaczenia profili

aktywnoSci koimmabilzananyshe & n o s y smukiproteimowychw r - Uny m

zakresie p HOtSrzoydnawies kakt y wno Sci wyl i czano z
Unit/ml i co oznacza Omol utworzonego produktu/min/mlAb s or bancj e nanomatt
traktowano jako tgo pomiaru i odej mowano od :

Naj wyUszN wartoSi ak tdgnwnps 8 iolnegm enzymuaprzyjmomvane | w
jako 100%i dot ej war t o Sc i oblczozes kK t wwy o & o onmbbdizbaamyghc h
nanomat,eroibag-ceaj Nc aktywnoSi jako AaktywnoSi
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6.1.0znaczenie aktywnoSci | akkazy

Metoda syringaldazine (SYR) polega na pomiarze spektrofotometrycznym absorbancji w czasie
utl eni enia ami[b7g] pPrzelzkil akkaydg odo @20y mabofaru d o
fosforanowego(1,M, pH=6,5), 0,5 ml wody dejoni zowane
i0, 3 ml syringaldazine (0,216 M, roztw-r w I
zmiany absorbancji przemaksymalni@0mi n r eakcj i pr z y(spekijoiotproes c i
RayleighUv1800 . Badani a wykonahak ov n@nigseiatwykorzysand a c
reakcj wl akkawpumg/miNdesniipni e wyan ipbada &@wo kel i
aktywanaydldl a materiag-w po i mmod bzystegoz enzymu

odniesienive d gug Wwzor u:

v e g SLYE QO Y
0 QO WGBEH QUG
o a Yo w

gdzie:Sii | 0 S wyt wor z on evgeakcjimifidzy ok £ U @ dfoysm Hbih)czas
reakcji [min], Viobj it oSl .pr - bki [ ml ]

Na s t rolpiczonea k t y walain®mobilizowanycnans y st em- w wyr alUono |
wzgl idna [ %] wzugyskadep it yavph w0 z vk myewmo & iMz w zang
obliczono ze wzoru

0 QO WGEHE £ aOBQAI QW b

500 0G0 0l RaRamad

5 Q0 G & TUE b

62.0znaczenie aktywnoSi katalazy

Metoda wanadowa polega na spektrofotometryczpgmiarzezmiany absorbancpadtlenku
wodoru (H0O), oznaczanego kolorymetrycznpezy pomocy metawanadammonu[179]. Do
kuwety pomiarowej dodawand ml wody dejonizowanej, 0,5 mioztworu H2O, (10 mMol)

i 0,25 mlroztworuenzymukatalazy (C=1mg/ml) ub 10 mg b a&dahéygperpe-
10 min prowadzonor e a krcojzik §g.0.d Bo H a k o Ec z e doi mieszana@ddang i

0,5 ml roztworu met awanadanu sodu ( 2 8 przefiNrowano filtrenk a U d
strzykawkowym (PES 0,45 Om), nastnpnie filtr
450 nm (spektrofotometr Rayleigh U\I800. Badania wykonano w 2 pot - r z eKmzywac h .
wzorcowaz o s twyzliaezonaprzez spektrofotometryczreznaczere s t fi UreztworaH,O»

Zz metawanadaneamonu w zakresie (0,1-0,51-2,55-10 mmol/l).
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Wz:-r Kkrzywej WwWzOorcowe |
®w TIC wo TP @ w
Yo TwwwTt
gdzie: y- zmierzona absorbancja po reaksjrs t i UHerwyer aUone w mmol / |
Akt ywnoSIi moUe z os tzradukowamégsradnikd,Oj napodstapie owre ani a:

3 3
o —z—PpmmP

gdzie: 17 procent redukcjiSoip o ¢ zwe ksot H.0.29i 5 € i UMW er celpo reakcii

Nastnpnie przyr-wnywano wyni ki akt ywnoSci obl i

natywnege nzymu, co oznaczondl jako aktywnoSi wzgl fic

0 QO WBGE &HE £ dOBQI QO
,pTmmb

0 Q0 VG & TE b A T T SN AR
PO & 0 QO WG ed wi MAWaa 0

63.0znaczanie aktywnoSci peroksydazy

Metoda TMB polega na pomiarze spektrofotometrycznym zmiany absorbancji w czasie
utl enienia TEMBT gmMBet3\WN], Bh &Mz enodi&nii8fla) Pw- bkhbec
przygot owy wdokuvetydpordiagwd20 Ol T MB (,2 Or areMow); 200lwo d ny
H20. (40 mMol, roztw:,r odthy buforu octanowezgvoru or az
enzymu |l ub 10 mg b a d a[h3e,18d] nPPart zeyrgi oat jouwa n o krzywN
wy k or z wsotzu pefoksydag o st nUeniu r-wnym 1,5 mg/ ml
oznaczano imaks@nahielwo nmimut ach reakcji, wykonuj N
pomi ar absor banc g5 nm(spekirofotbeir Rayighi UN806.| Badania
wykonano w 2 Naosnmtiprzieen i enaiahypabstrbanci w iczasabliczono
aktywnoSi enzymu dl a materiag-w po I mmobi l i z

odni esienia wedgug wzor u:

- . dYE, Qo Y
0 QG ¢ Qi w—Q—ea—e(Y%)v— ;
aa Yo w
gdzie: Sii | oS wyt wor zmnolpngieulzy poc oxd @okd @d o KO Gzas reakcii

[min, Viobj At oSl .pr-bki [ ml]
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Nastnpnie przyr-wnywano wyni ki aktywnoSci o]
czystego enzymu, co ozn#&czono jako aktywnoS$S
0 QO WGEHE £ aOBQAI QN

e T T A e, . RTUTIP
0 Q0O WG & wi (ﬂ@@&oa%

5 Q0 G H TE b

640znaczenie aktywnoSci lipaz

Akt ywnoSi | ilpyaray oD kwyelSd ranyas t a rlipasenActivitytAssaye g o
(MAKO46, SigmaAldrich). W met odzi e wokbhgaygsgluijeesoliu w
enzymatyczneMetoda polega na kolorymetrycznym oznaczgmaduku r e a kecgj o ,s tkit Ue
jestproporcjonaled o akt y wn o Sc iobeenejzippzga tJyeadmnrmejj ednost ke
enzymu, kt-r & megyltiwcoerrzoyl ul ,z0 tr -jgliceryd-w n
Akt ywnoSi oznaczana byga spidbfjkofryddmgbBygcz
570nm( czytni k pgyt ek PSpeycgtort aoMeaxr oM2)u b sirtstrukcit y  d
producentaoraz k r zy wN kal i br acyi2idiNi8ii® nreof d 0 @ledauc h |
Przygot owano dpor -tb&d k alodad Wicesi ny bragtng,8ed pr

got owego buforu reakcyjnego, 2 Ol Ssubstratu
wspomagaj Ncych, 3 Ol substratu dla | ipazy (¢t
substratu |ipazy. PoczNtkowN wartoSi absorb

przyjnto t=30 min jako koGEowy cghs Alkbkwmno?

wyliczono ze wzoru:

e e, BTYETQO Y
0 Q0 WG &N et~ T
ad YO w

gdzie: Sii | 0SI wyt worzonego Pocord @i ad o O craslrepkcjimi e
mi A dhz y: ndddwyae o g, Viobj At oS8T .pr-bki [ ml]
65.5t abi | noSi i1weSryofdiokwaicsikau akt ywnoSci enzym:

Otrzymane nanosystemy multiproteinowe podd

Srodowi ska. KaUdy materiagdg badano wykorzyst
(rozdz6.1%.9 wlzmiennym pH od 4,0 do 9,0 badani ach por - wne
koi mmobili zowanych nanomateriagamw nRaneman
z immobilizowanymi pojedynczymi enzymanionadtobadanca k t y wno Sci dl a ne
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7. Badania immobilizacji

7.1.Proces immobilizaciji

Pocz Ntpkoojweod y manoM i | i zacj i prowadzonoenzyu z e z 90
05i 10i 1,5 mg/ ml; poczNtkowe stinUenia rzeczywist
i mmobilizacjn poji &«aalazyCAY)cperokeydazy (HRP)y lakkazy (LAC),

lipazy (LIP).Pr zygot owywano 50 mg wybranego nanomater
Po kaUdy mmmobilzavary naamat er i ag oddzi el ano z uUyci
(4000 rpm, 5 minut), a czas wirowania byg wli
z noSnikiem. Po odwirowani u s u pe®ycznegdoanaczenaddzi e
il oSci ni eprzygNczonego bi agnkaan o ma tzeadwN eePBua ¢ i g r
immobilizowany enzymz ac howy wano do dal szych anal i z, w

enzymatycznej.

Kol ejnym etapem byga koi mmobilizacja wybranyc

stfiUe® enzym-w wyznaczonych z pierwszego etapt

pojedynczego w etapie koi mmobilizacijzymulblky ga wyd.
a nasthnpnie il oSl osBdzypgegowewarnyomu5q gqmg wybr ;
gNcznie 2,5 mi roztworu enzym- w. Dla 1 mmobi l

objntoSciowe roztwor-w pojedynczy®@7025€8zmy m-w t ¢

i mmobilizacji wynosi g 90 min. Tak otrzymane nar
wir - wki obr ot owe]j (4000 r pm, 5 minut), a czas
kont aktu enzymu z noSni ki em. Po odcelu r owan i
spektrofotometrycznego oznaczenia iloSci niepr
zawi eraj Ncy i mmobilizowany enzym zachowywano dc
enzymatyczneK oi mmobi |l i zacja Baadaekwpboaagzbdnaampy mat

parametr - w TabalwBar t ych w
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Tabela3. Par amet ry koi mmobilizacij.i enzym-w na powier

Materiag NawaURoztw-r enz Roztw-r enzStosunek

mat er objfitof
ZnOT MnxOyi 50 mg Peroksydaza z chrzanu | Lipaza zAspergillus 0,25:0,75
CuOi 13 HRPI pospolitego (HRP) Niger (LIP)
LIP C=1,5 mg/ml C=1,5 mg/ml
FGi Cui 3i HRPi 50 mg Peroksydaza z chrzanu | Lipaza zAspergillus 0,25:0,75
LIP pospolitego (HRP) Niger (LIP)
C=1,5mg/ml C=1,5 mg/ml

BGi Cui 1i CATi 50 mg Kat al aza z Lakkaza zAgaricus 0,5:0,5
LAC wogowe|j ( C A| bisporus(LAC)

C=1,0 mg/ml C=1,5 mg/ml
BGiMni 1i CATI 50 mg Kat al aza z Lakkaza zAgaricus 0,75:0,25
LAC wogowe|j ( C A| bisporus(LAC)

C=1,5 mg/ml C=1,5 mg/ml
HAP/Mn/Cui 11i 50 mg Kat al aza 1z |Lakkaza zAgaricus 0,25:0,75
CATILAC wogowe|j ( CA| bisporus(LAC)

C=1,0 mg/ml C=1,0 mg/ml

720znaczenie stnUenia biagek

Do oznaczenia stnUenia biagek po procesie
odczynni k Bradforda (zakwaszi@my) b gvi NilUte Isrn yil
ami nowy mi bi a § eakaksimumabsadriancji vewidmed 240 do 595 nm.
absorbancivd gugoSci fali 595 nm jest wprosRoptrw-pro
Bradforda przygotowano przez rozpuszczehi® 0 mg bgnki tu Coomassi
w 100 ml 85% (v/v) kwasu fosforowego i 50 ml 95% (vé&tanolu. Po rozpuszczeniu barwnika
uzupoaodpmij it oS Do KHuwewpdKNwarcowej dodawano
lub roztworu enzymu) i dodawano 2 ml roztworu Bradforda. Po 15 min reakcji odczytywano
absorbancj i w rmnfspekticodtometr Ragléigh UNB8OG Pomiary dokonano
w 2 powt-rzeniachKditawwkaWdejcawaprwbmé&t odzi
z biagkiem albuminy wogowe|] ( B SH0)25 50i 100120001 o wy
250/ 40050018000110001 500 Og/ ml
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Wyznaczono r - waraoweje Kkr zywe |
W phtmwt mp we x
Yo Tthwweu
gdzie: yi absorbancjaxi st fnUeni eng/li agka w

Na podstawie obliczonego stnUenia biagka po
objfAtoSci dodawanego roztworu biagka idrodd st
osadzonego enzymu nanomaterie (5 wedgug wzor u:

, a’Q o6 o W

N = R

gdzie:6 i st iUeni e poczNtkowe endyimut mUemao 2t weonrzzyemu
immobilizacji [mg/ml], @i obj it oS dodawanego &rionatswo rnua wardky r

nanomateriagu [g].

Na podstawie obliczonego stfnlUenia poczNtkowe
wydaj noSIl i(®nboibaigleikz axcejdigug wzor u:
~ 0 0
¥ 3

gdzie:6 i st iUeni e poczNtkowe endyimut mUemao 2t weonrzzyemu

immobilizacji [mg/ml].

Obliczenia wykonane dla pojedynczego enzymu i
wyb-r parametr-w do immobilizacijiil onfull tad adzcen e
enzymul iwydaj noSi (e ykonahoidla immgbiiizacji multiproteinowej, gdzie
stnUenie poczNthyive SiadhiaN(walUonN stilUeE bi ag

~
v

StnUenie poczNtkowe biagka w i mmobilizacij.i m

w 0

6 a'aqaa ;
w

gdzie:d istnUeni e pocdDNskdDWen[ mgé mt §y mu cpiioerj wist 2065d 0o |
roztworupierwszegoenzymu[miyi st fn Ueni e enzy muo idrby gitoavgdd [ mg/ m

drugiegoenzymu[mljoiobj it oSl cagkowita roztworu enzym-v
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Na podstawie obliczonego stinUenia poczNtEk

wydaj noSIi i @nboibaigleikz axcejdigu(g wzor u:
. 0 06
¥ 3
gdzie:6 T st iUenie poczNtkowe enz@ri-sw iWenioegt Wo

koimmobilizacji [mg/ml].

Na podstawie obliczonego stnUenia biagka
objntoSci dodawanego roztworu bi agka oraz

osadzonego enzymu ha nanomaterigleve d gug wzor u:

4

o N
N =g a

gdzies6 ist nUeni e poczNt kowe e néziysm-fiv ean ireo zotbw oi rczze
po koimmobilizacjijmg/mljwiobj it oSI dodawanegodimagavorawa!

nanomateriagu [g].

7.3. Charakterystyka grup funkcyjnych 1 analiza FTIRT ATR

Spektroskopia w podczerwieni z transfor mac
(FTIRi ATR, ang.Fourrier Transform Infrared Attenuated Total Reflectancep o z wal a n a
powi erzchni materi ag-w poprzez badani e absc
war stwie wierzchni ej pr - bki. W kontekScie |
detekcjn zmian w grupach feurnZkcchyninymadt eraira gw
nanomateriag-w tlenk-w metalaktwrwisdmnice nocb dd r
metal tlen (Mi O), zwykle w zakresie niskich liczb falowych (40000 c¢cm T ) . I mr
bi agek na nanomateriagach moUe prowadzi (
absorpcyjnych charaktehywthcadkabhg(gpuwpys k|
czy hydroksyl owe) . Pozwala to na weryfikac]

stabilnoSci przygNczonych biagek.

Pomiary widm wykonano w zakresie 4DGt000 cm! (Thermo Fisher FTIR Spectrometer model
Ni colet 1S5 z przystawkN ATR).
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8. Reakcje w ukgadach model owych

Przygotowane koimmobilizowane nanosystemy multiproteinowe poddawano badaniom
aktywnoSci, pozwal aj Ncej na okreSlenie aplikac
w zmiennym Srodowi skokr é8aldamii @ wpd yewrmdyladnasd v s |
zani ecziyssazrcvereitgkbgnki tu trypanowego (TB), zi el e

metylowego (MO), czerwieni neutralnej (NB)r a z p e :diurgne yattazymy

8.1. Barwniki

Akt ywnoSi przygotowanych nanosystem-w mul tipr
bar wni k- w: bgnkitu trypanowego (TB), zi el eni l
czer wieni neutral nej ( N RKkoimmobilizowankchp rdzlyar - waaons y
Zz materiagami nanozymatycznymi oraz czystymi e
krzywe wz or cowe met odN s edrl iai kraolkdceigeo®Ec z2 E b ar

(0i 0,21 0,25 0,5 11 2,5 51 10i 20 mg/l):

dla bgnkitu try@amuwegdlyotmEPTR) :
Yo o Tiww P w

dla zieleni malachitowej (MG): & Tt ¢ Xo¢ T TTC X
Yo Tiwwwe

dla oranUu met y®owpgmrt (itd)mg
Yo Twwyu

dla czerwieni neutralnej (NR): @ TiTtL @ow THITLP p L
Yo Tmwwwc

gdzi e, dl a Kkiankdengabsoanojaixst iyYWeni e blar wni ka [ mg/

Pr - bki przygotowano ploinmaidizowaregbvaaoliet nei rdb azjss mg
naczynka i dodani e wodnego r @ntlwo.r urRobzakrgwandi kbaa do
czasie 15/30i60190i180'240 mi n . Rozkgad anali zowano spekt
charakterystycznej dgdgugoSci fali odpowi edni e]

(MG), 464 nm (MO), 526nm (NR(spektrofotometr Rayleigh UNL800).
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Akt ywnoSi naromytme wi avbwc barwni k-w obl ic

degradacji barwnika@, ):

O

5

gdzie:O, i procent degradacjibarwniké,ist f Ueni e pocz Nt kowe bar wn

6istinUeni epopracesigmgini].a
8.2. Pestycydy

Pr - bki przygot owano p kopgnmabidizowaregowa Ve ma e e r2i5a
naczynka i dodanie wodnego roztworu (10 ml) pesty¢dduonu lub atrazynyd s t i Urgh i u
Rozkgad bad ade0id20m80c380ansni AealizBspektrofotometrgzne wykonano przy
charakterystyczne]j d plegd §ocdsd inw (DR), 222 mm (KTR)J d e
w kuwetach kwarcowyclispektrofotometr Rayleigh UNI800. Przygotowano krzywe wzorcowe
dl a kaUdego iD5p2sdeony)w (0
Dladiuronu (DR): @ Ty MW Twwt 1T
Dlaatrazyny (ATR: @ T1ip o @@ T pM Tmwwyu
gdzie, dl a kianikdengabsowanoja,ixs:t i ypestycyeu [md].

Akt ywnoSi nanomateriag-w wobec pestycy@)w o

6 0
0

O

gdzie:'O, i procent degradaciji pestycydd, i st iUeni e poczNt kowe pe

[mg/ml],6 ist fnUeni epopecedigngmid u

67



9. Cykle procesu

Badanie moUl i woSci wi ekbimrRobilzowanyap onaneayysktoer nz-yws t a
przeprowadzono wykonuj Nc trzy kol ejne <cykle [
o stnUeniu 5 ppm i objnAntoSci 10 ml. DoSwiadcz
ukgad-w katalitycznych, kt-re wykazagy naj wyUs
barwni kami. Po zako@®zeni u ka#8de maoddeigidndag, t r wa
mieszaniny poprzez wirowan{6000 rom,3min) a nastfipnie dodawano Swi
rozpoczynaj Nc kolejny cykl . Monitorowanie stn

spektrofotometrii UWVis (spektrofotometr Rayleigh UXL800.
10.Analiza pr odupestycyduimer b gadld WPLC/ MS

Do anali zy produkt - w reakcj i powstaj Ncych
nanomateri ag- -(dwrayzpespobgowdem techni ki chr omatog
rozdzielczoSci sprzinUonaS)ze Mepekar ametUd i Wi Ga:
produkt  -w degradBrciédpaesalyicyN- wr - bki poddano f
strzykawkowe PTFE o porowatoSci 0,22 em, a nas
w strumieniu azotu. Analizy punasowegoWeedsZaZQIho pr z
znUonego 2z sys t-Gasseomz détekiota fotodiapiawego (PDAY eLambda.
Rozdzi ag chromatograficzny prowadzono n a kol i
(1,7

nastrzyku 1,0 ¢l. Zastosowano nastfipuj Ncy prog

o<

SPpr

em, 2,1 1 50 mnpr awy tpernepeeprdaytwirez ef adz0y r uc honm

skgad fazy ruchomej z 80% fazy A (woda + O,
(acetonitryl + 0, 1% kwas u3,0uo 3 5nknutzgnyywano whminkil 0 0 % f
i zokratyczne przy 100% fazy B; od 3,5 do 4,0 mi
min prowadzono stabilizacjn ukgadu. Cagkowity
rejestrowano w trybach jonizacjiodd at ni e ] (ESI ) [ uj e mood,j ( ESI
natomiast chromatogramy UV rejestrowano w zakresid390 nm przy uUyci u det
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V. CznSlI badawcza
1. Badaniananomat e-rw a @

Prezentowane wyniki-cohbdmjimapN azzalSiz fdatyke
nanomateriag-w, badania aktywnoSci wst npnyc
I mmobilizacj.i or az aktywnoSci enzymatycz
wi el kowychaBjpdani a otrzymanych mwt ealUdgj wzwgkap
po modyfikacji jonami manganuimiedBadanoyw § y w mo dy f i k a &rystalicngch r o z
oraz zmianh potencjagu zet a, d o d a Klistpcw(@rupa | a
) badano miaryr o z kwWiaalub o §ic wpowi er zclZnik awga$cigwejpy
zostagemaybrhaagy doj dhbspgdobaddE&E i mmobil i
materiady, kt-re wykazywagy akt y wybarSdokonamo d o
na podstawie analizy aktywNaStctihipmisd npbagaho
akt ywnoSci enzymatyczne,] w otrzymampych wnan
z aktywnoSci N ukgad-Iwubj eenmotnycz y Mt pszayohe

przedstawi ono badania aktywnoSci wobec barw
1.1.Wyniki analizy dyfrakcji rentgenowskiej i XRD

Badania dyfrakcj.i re;pn gemroawwsw &d 26 nipeo zavoad li i§:
okreSl eni e s kbjcaethier of zanzi Gaw §- gwd fadollecnyckw nanomat er i
Charakterystyczne pikiyfrakcyjned | a danych faz zostagiwmdazna
nanomat @&ysunekg-,w a rozmiary obliczone wedgug
w Tabela 4. Zidentyfikowane fazy przypisano rekordom o odpowiednich numerach

z krystalograficznej bazy danych COD (afgystallography Open Databage

Domi eszkowani e nanomateriag-w tlenkowych |
powstaj Ncych faz krystalicznych oraz na r oz
pr - bk@®&s.h7A ZnG'Mn,Oyi CuG 13, Rys. 7B ZnO MnOyi CuGi31, Rys. 7C

ZnOiMnO,iCuGi33)o r - Unym stosunku mol G89)yidentykowaGu (
obecnoSi faz tlenk-w ZnO ( COD#BMhDLz6a86Wi)e r aduND
mangan o mieszanych stanach wutl enienia (COI
reakcyjneg pr zyj aga f or mowani wOss iziaWwiaezrya jsé eje | noawel
stopniu utlenienia M#/Mn?*[182,183]Nat omi ast wprowadzenie jon-

tl enki Cu O, ¥ e n dvaday dgaddami s h@s obny c h faz nal enl
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powierzchniacifaz z a wi e r anpndan.yPowstawaniesobnej fazyCu O by o pr z e d mi

bada@®& zespogul8Aya nvg ak ti - rwscph. z wi mikdgiw stosunku dp awar t c
manganumi ag o wp gy w nesobhyehfaz tych metaiw latalizatorach CuMoy.
W »pr-bce 0 r-wnym St 0s uRYs.u7C, oG MnyDyi BuG3Bo dat k - v

zaobser wowano o0b e cNngOsMnZdMnt)dQORHLOLE2F2).f a z v

A [ ®7n0
4000 ZnMn204
+ CuQ
=) — Zn0-MnxOy-Cu0-13
@, 3000+
B
Q
o
%2000-
3
£
1000
0 T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80
20[°]
®
C *Zn0
3000+ ZnMn,0,
= + CuO
S, Mn;0,
:8 20004 ° ZnO-MnxOy-Cu0-33
2 °
2
@
5
£ 1000+ y ® .
¢ O ®
, *
0 T ‘ T T ‘ T )
10 20 30 40 50 60 70 80
20 [7]
700 -
E m 01 HAP
600 A Cuy(PO),
—_ * MnOOH
J *
ESOO 7 OCP
. | -
8 400 4 HAP/Mn/Cu-21
g
2 300-
£ o
O A
£ 200 1
100 ] T« el
J JITh A
] va <o >
O L T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80
201

B
40001 ® *Zn0C
ZnMn204
= + CuO
=, 30004 — ZnO-MnxOy-Cu0-31
[
£ 2000+
g
o
E
1000
0 T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 B0 70 80
20[°
600 - D o [ HAP
A Cu,P,0,
= X Mn,Q,
5, «/ OCP
" 400 HAP/Mn/Cu-11
(@]
S O
)
a x
8 200
=
x A
Al x
A1) ¥ . W‘DD
U_ T T T T T T 1
10 20 30 40 50 B0 70 80
20[°]
o % MnP,0,
o000 | F & Ca0-Na,0-P,0.-Si0,
_ O HAP
3 BG-Mn-1
& 1500 4
Q
N7
Q
C
21000 -
[7;]
C
o
o
500 - 7
D@Sﬁx:ﬁ® ®®
0 T T T T T T T 1
10 20 30 40 B0 60 70 80
20 1°1
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G © Ca0-Na,0-P,0,-5i0, 1200 4 @ Ca0-Na,0-P,0:-Si0,
- % Mn,P,0, ® ¥ Cu,P,0,
_ T @ BG-Mn-3 —. 1000 + BG-Cu-1
= 3
8, g,
2 s % g 890
o] Q
S g @ £ 600
% 100 ® @
3 T
2 £ 400+
£ ® £
® 200
0 f T T T T T T 1 0
10 20 30 40 50 60 70 80
26 [°] 207
- 600 -
0o | © Ca0-K20-Mg0Q-P205-Si0o © Ca0-Kp0-MgO-P205-Si02
$ MnO-P20s5 © | Cu,(PO,)(OH)
—— FG-Mn-3 =) )
5,400 - =400 -
©Q :8
‘8 o
c c
> 2
5 200+ o C 200-
= 2
o c
ol 8
0 a T T T T T T T 1 O
10 20 30 40 50 60 70 80
20 [7] 20 [°]
Rysunek 7. Wi d ma XRD dl a otrzymanychiMn@®bQu@i13j ag -

(B) ZnGi MnxOyi CuGi 31, (C) Zn0 MnxOyi CuGi 33, (D) HAP/Mn/Cui 11, (E) HAP/Mn/Ciii 21, (F) BG
Mni 1, (G) BG Mni 3, (H) BG Cui 1, (I) FG Mni 3, (J) FG Cui 3.

. w pkorzywsotl & Igiat -mwep §zysiasunkubnelowiego

miedzi i manganu naworzeniep o szczeg - | ny c h TM&@iCuOM 3p rn ajcvei il
odpa@B®namfiagypat ami asZnonf éagZeaMngd, r 0 z
pr -iMrkQO,i CZCh3QL

Analizazmianr oz mi ar

krystality

(20,7nm) i CuO 4,7nm).D1 a rozmiar krystal:

by najwifnkszy spoSr.-d badS8Sualshthytmad¥apizéadn w
wi i ks z e?" (opromyenitvjonowym 0,83 wobec 0,74 dlaZr?®) prowadzi do :
parametr - -w sSieci krystalicznej ZnO, co moU

dynami ki wzrostu kryEg8h! iZtf awi wkor alocize sg yamgt
Kinraiwsp.[186], kt -rzy wykazali, Ue obecnoSi mamang:z
parametr - w Bwielt laommismuk r y s t. DI iat -pw - TMRO,T CZON30D

rozmiar czNstek CuO bygdg r-wnieU winkszy (2

udziagem masowym i t wor z enW emr zoyspoabdnkyuc h p rk-rb
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proporcjach domieszek (ZA@®@InOyiCuG'3 3) zaobser wowano og-Il ny S
krystalit-w wszyst ki cbOs (L592nm), MaOLA13,6 8r) 02z Qu@d) |, Zn

(13,2 nm), co moUe Swiadczyl o ograniczeniu w
proces-w nukl eacji [ ogr d187,188 o nZeajr - dwnfou zijdie npt oydf c
fazy krystaliczne, ] ak [ i ch rozmiary, pozo

por -wnywanych uk[f§B8d-w tl enkowych

W obu nanmat e r iwaghiaveofosforanowych HAP/Mn/Cui 11 (Rys. 7D) oraz
HAP/Mn/CLi21 (Rys. 7E)zi dent yfi kowano obecnoSiHARogzst al it
fosforanu & mivapniowego CaH.(PQy)sH.0, ang. OCP i octacalcium phosphale
co potwierdzaj N charakteryst yHARmnep pwikd d adgyal r dakn
z bazy krystalograficznej COD (26.48A, 30.22A,
zidentyfi kowano na podstawie pik-w 25.56A i 45.
HAP/Mn/Cliill obecne bygdgy r- -wnielU podst kjoMee fwawzwy
modyfi kacj i mmueetale pirofestpran njiedzi(l§ @P.0; ( 28 . 56 A, 40. 07A,
47.51A; COD#1538528) 0042z 3t. I06ie k RFa.ry6at,u (39.10 2,
COD#9007520). W materialtAP/Mn/Cli2 1 obecnoSi f osf(RON41 3. ®i7Ad z i
17.75A, 26.12A, 32.51A, 40.06A, 40.97A, 47.53
MnOOH (26.46A, 35.98A,r - &8 podv@rdzaw yGQ D#pOgOv@a8n7iwesd )
wma t eachhydrgksypaptytowych.

W materialeHAP/Mn/Cuil 1 r oz mi arHARwysa il § t 21 6v, 7 nm, dl a
Cu PT I3,7 nm, a MpOs 7 17,9 nm. W materialelAP/Mn/Cli2 1 anal ogi czne w;
wynosi gy oHAPI028,Rend®CR @3,1 nm, Ca(POy)21 29,0 nm, MNOOH 22,6 nm.

Zmi any w rozmiarach krystalit-w wskazuj N na wp
krystalizacji . Zwi nkHARw np reHAPM&Guiizdr w oy swalani u
HAP/Mn/Cuiill sugeruje wpgyw skgadu naopapnceswmi wdEC
(CwP.0O7 oraz Cus(PQu)2) sugeruj e oddz3 agrypama @ e jiocnh- wu dCzui a
w tworzeniu osobnych faz fosforanowych, co jest zgodne z doniesieniami o wbudowadaido

matrycy fosforanowejHAP. Jony miedzi | ok al i zuj N sin w centraln
hydroksyapatyti maj N wpJyw mstrukiugy krgstliczneHAPz Badaaiaz e s p o § u
Kato S.iin.[190]lws kazuj N, Ue obecnoSi me#%almo (pa zperj Swa doz
do zwi nkszania rAPmM awwnikkruy smmadyf i kvacj i war un
[ obni Uenia energii powierzchni owmgngaaualr eoglekj- Nv.

przesuni Acistrukrg( tzzewvn Nikraznia guwormp i t§g¥lod ReUhb e g
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w rozmiarach faz wiOsirnWMa®OHt aki whi ¢ @k magN

W proporcj.i domi eszek [ i ch wpdgywu na |
hydrotermalnegoOb e ¢ ndows: i@ h Unfazxczha wi echanargan (MpOs i MnOOH)

wskazuje na r-Une ScieUki przemian w zal eUr
wskazuj N, Ue MnOOH moUe pegnil rolfnd prekursc

w inne tlenki, w tym MgnOs;, Mn3Os oraz MnQ [192]. Znajduje to odzwierciedlenie

w zaobserwowagjo b e ¢ n oy fiaz mamganowych w badanychnanat er i agac h .

Na podstawie uzyskanych wynik-w dyfrakcji
jon-w manganu i mi edzi wpgywaj N na kryst al
pr owad awdrgeniaood r ibnych faz krystalicznych o r
pi k-w dyfrakcyjnych oraz ich por - -wnanie z d
CaQ Na&Oi P,Osi SiO, (COD#9011877) i MgP.0O; (COD#1200003 i #1530319), odpowiednio dla
mat er i ANni WMRyB.GF)i BGiMni 3 (Rys. 7G). W przypadBGuMnihat e
(Rys. 7F)zaobser wowano r-wnieU piki dl a hydr oksy
FG'Mni3 (Rys. 7H) zidentyfikowano fazy Ca(P,Osi K.Oi MgOi SiO; (COD#1530995)
odpowi adaj Nce niemodyf i kowan e niBOs{GOD# 535789 0 W i
W badaniach Nawaz Q. i 193] synt ezowano szkgo omoBokSiad z i
10 mol% BROs, 40 mol% CaO idodawanym5 mol% MNO( koszt em zmni ej sze
W mieszaninie) Badacze ni e odnot owal i r-Oni c mi n
modyfi kowanego i bazowego materiagu wnioskuj
Natomiast w badaniach Hosseini S. i Farnousild4]wni os k owan o, Ue mody
(45 mol% SiQ, 24.5 mol% CaO, 24.5 mol% a, 6 mol% ROs) jonami manganu (1,5 mol%)
moUe wpgywal na tworzeni e c znhl&ystalizagjafazy szklistes t a

zostaga r-wnieU zaobserwowana wW niniejszej

W przypadku szkieg modyfi kowanych miedzi
CwP,O; (COD#1200003) d I a nanoma Cuilr (Rysy urH) Br& CuPQi(OH)

(COD#9016468) i metalicznej mi edF@EICUE(RYs.(TGOD#
Dodat ek mi edzi do obu rodzaj -w szkieg pow
ObecnoSi jon-w miedzi w szkgach moUe pr owe

modyf i Katzor swkl i stej poprzez t wwWbadamiaciSerapio § N
M., Mele E. i Christie J. K[195]anal i zowany bygJd wpgyw@'idub@u#ét k -
na zmiany w si ecoi skkrgyasttmalleiSi®,z260enol%sCa®, @4a mol%

NaxOi2.6 mol%RPOs. W wykonanej analizie komputerowe
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mogN gNczyl sifn w materiale bioszkga jako mooc
niszczenia strukturyForma Cd* t wor zy cziSci ej kir),” do pawedujavi Nz a n i
wystfipowani e kowa li® 68 ywbudywariie mpedziy Nateziae®E P

DI a mat e iMnalg i BRG MBIG zi dent yf iGal 8i@iP®Hsi N&@ z n
oc z fi S camwfieanymprzebieguvi d ma , kt -rej rozmiary zmniej sz
nm do 22,5 nm wraz ze wzrostem zawar t.BGc i man
(faza fosforanu manganu) o rozmiarach 60,3 nm i(B@ 1) oraz 16,4 nm (BGVIni3).
Dodatkowo, w materiale B®n-1 obecna jest fazhydroksyapatytuwo rozmiarze 10,7 nm.
Dla FGMni3 wykazano o BaSiOH PIOsiMgRikoapd 18, 5 nm) or az
krystfaddftorwanu manganu ( 19,-Mn-3n,m)k,t -proed orb-nwnei edlb m

zawart oSl manganu.

W przypadku domi eszkowanii@ulmizeiddzad MNt,y fw k onaa re
CaOSii® WMWa O (40,8 nm) or az IO o foomsafz&26,4A nm. mi ed z i
W pr - biC#3 F@Gbecna byga iS22 MgDiKOi (3112am Ca @ t ak Ue

osobne fazy miedzCLPOOH)( ok. 4 nm) oraz mied¥ metalicznN
Dl a obu materiag-w, dodatek miedzi ni e wpgywadg

Tworzenie osobnych faz moUna przypisal ogr al
w matrycy szkga. Po przekroczeniu okreSlonego
w postaci stabilnych faz krystalicznygh96]. Wpgyw na ten proces maj |
termiczneprocesu Dodat kowo, r-Unice w promieniach j on

prowadzi i do zmian w sieci amorficznej Sprzyj

zmni ejszanie rozmiar-w czNstek szkied przy zwi

Tabela 4. Obliczone rozmiank r y s t faz dlat otraymanyclhn anomat eri ag-w oraz st o]

dodat k-w (jon-w manganu | ub miedzi).
: ) . Stopi eE&
Mat er i a(Rozmiar [nm] Faza dodatku
ZnOTMnyOyi CuO1 13 28, 9N Zn0O -
20, 7N~ ZnMn,Oq4 Mn +11/+ |
14, 7Nc¢ CuO Cu +lI
ZnOiMnO,iCuOi31l 46, 3N1 ZnO -
31, 3N1 ZnMn,0y4 Mn +1/+1
21, ON7 CuO Cu +lI
ZnOiMnO,iCu0Oi33 39, 2N1 ZnO -
15, 9NZ Mn3Oq4 Mn +Il/+II
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13, 5N: ZNMnyO4 Mn +Il1/+11
13, 2N~ CuO Cu +ll
HAP/Mn/Cui 11 16, 7N HAP -
27, 3N¢ OCP -
15N 6, 8 CuwP,0; Cu +lI
170N 3, 8 Mn2Os Mn +lII
HAP/Mn/Cui 21 28 N2, 8 HAP -
23,IN9, 8 OCP -
29,0N9 , 5 Cus(PQu) Cu +lI
22&N7, 3 MnOOH Mn -+l
BGiMnil 43, 8N¢ CaQ SiOiP,0si NaO -
100MN5, 0 HAP HAP
60, 3N1 Mn,PO; Mn +lI
BGi Mni 3 22, 5N( CaQ SiO: P,Osi Na:O -
16, 4 N¢ Mn,P.0O; Mn +I
BGi Cui 1 40, 8N1 CaQ SiO;i P,Osi Na;O -
26, 1 N¢ CuP,0; Cu +ll
FGiMni3 18, 5N CaQ SiOiP.0si MgOi K,0 -
19, 1N7 MnO-P,0s Mn +lI
FGiCui 3 31, 2 N1 CaQ SiOiP,0si MgOi K,0 -
4, 0N2 Cw(PQy)(OH) Cu +ll
4, 2N1 Cu (0) Cu (0)

1.2. Skaningowamikroskopia elektronowai SEM

Mi krof otografieoBEMrpwazwddi gw oaNstek otr
i zmian w ich strukturacfRysunek8). W mat er i a gRys.8A 8BJ|8E N kwiwg ¢ &1 z 1
upakowanetrukturyo r - Un e j ,mmd refhyalieksygapatytoweRys.8D,8E) sk Jadaj
z pgytek, a nRyd &r8G,a8H,y8l, 82k | ti watmisteB(t r ukt ury o

przestrzeniach.

Cz Nsmaktie ZnOaBMn@yi CuGi13 Rys.8A) maj N ni eregul arny ks
upakowanN strukturn z wRodierzthmiajgststosudkoveoedngrotna, z i
z ni ewi el ki mi z ag g n W reateriate BaNOi M, O,i EUPI3D Resr 8BYX a mi
wi doczne sN nieregul arne agl omer aty omyagd Nedtar
na bardziejn i er e gw | paarn-Nwn a n i ZnOi MeOyi BuUO-1® Rys. 8A). Struktura
mat e rZnGNnO,iCuG'33 Rys. 8C) pr zypomi na zbite, al e
agl omeraty o nieregul arnpmikdiiecngwin ckzi ©Obegn
ma t e rZnCaMn+Oyi CuGi 31 (Rys.8B). Wi n k dodatek miedzi (wzrost stosunku molowego
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manganz 1 do 3w p § y wworzanebardziej zwargchstruktur ipowoduje powstawanie z Ns t e k

0 mni ej regul arivybtsz&szawgt aobi manganu spr z
rozbudowanych struktur w materi aga[tli971198)e nk owy
W badaniach PapadakiD. ijd97]J.,anal i zowany byg wpgdgyw dodat ku | C

zmi any w strukturze ZnO. Podst awowy materiag Z
w formie pgytek, nastnpnie po dodaniu 0, 25%mc
niejednolite strukturyAut or zy podkreSIlIili, Ue dodat ki wp g
powi erzchni [ aktywnoSci fotokatalitycznych ba

M. [198] dodatek CuO (od I 0 %mol ) do ZnO wpgywagdg na zwi nks

i tworzeniu nowych zbitych struktur

Ma t e hydrak§yapatytowyHAP/Mn/Cuill (Rys. 8D) char akteryzuje sii
strudkz Nt R c avaebitgagldmeray. Powierzchniajest i er icvhnaar akt er yzuj e
p g ard dbszaamiz licznymiszczelinamMa t eHAP/MICLUi 21 Rys.8E)c har akt er yzuj e

mor fol ogi N przypominaj NcN nieregul arne pgatki,

Powi erzchnia materiagu |jest ni eregul arna, czN
wol ny mi przestrzeni ami pomizyday agl dheszenami ,d
powierzchnic z Nst €lb |l i UonN morfol ogi A oraz obecnoSi

odnot owano r - wrossalh Meviim[H8,a ng ddxzihe opi sane zost ag
mat eri agy hydroksyapat yithto)Wd§ lzxa dleordiad &KiiC eVWi- Imli e T «
i in. [2000 wy kazano, Oe zwi nkszani e i @2¥)zmangaou pr O C ¢
w domi eszkowanym hydroksyapatycie prowadzi do
materi ag chaaogaNgtwkymotwadcise fipr i cii kd g g ik® k- srzyacgha ¢
sifn wraz ze zwinksiwoemNdosat kkt manigdnmuoz mi ar

Mat er i a {BGiMaik (Ryss8F)yma nieregulari ziarnisNs t r u k tidocziymi
aglomeratamiPowi er zchni a jest porowat a, zWcdatdligemi pr z
BGiMni3 (Rys8G)wi doczne zsiNironkar Nmpdeeri agu w agbomenac.i
struktura z niewielkimi przestrzeniamimi ndzy c z NM & tk3sindiii & §Rys. 8H)
char akt e aglomergwanynscizikesio z a o k r dhgklsozntya §tRaavmi e U w t
materiale wystipuj N pr zes BadaniaBari & iimdogddawoadzMN,st k
Ue wpgyw dodatku Cu sprzyja for mg@enBadaczs f er yc

syntezowal i szkgdga zi #% modiedzi wibhas®%mphi dogdatddawal
mat e rkaleyipacji w  6004C . Materiagy bygy wykorzystyw
antymikrobiologiczne. Podobnie w badaniach Pourshahrestani S[202la nal i zowano wpJ
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jon-w métat,iMn’, Te#) na strukturn i akt yi@aDo S|
Zar -wno dla materiag-w zwieraj Ncych ledodatek¥ | 1
jon-w w@gzposiagz mi aru czNsitlek8 ordm oklod omat3a8r i a ¢
1347 160nm dl a materi ag-w z manganem.

W materialeeGiMni 3(Rys8)wi doczne sN ni ermiged powmeeghna gl o
Struktura jest zwarta, z licznymi poramii@jednorodnycivi el ko Sci @z Ksnak Kst e
FGiCui3 (Rys.8))t wor zN zwar,bepadbbmegchatlhszt &EGMEI h |
Mat eRGiCsi§charakteryaij e si i mniepstNziehoSow Rpdopy wnzaN
do pr - bk iFG M@ 3. &rbadantaech Nawaz Q. i if03]synt ezowano s zk¢
SiOl P,Osi CaQ MnO z dodatkiem manganu (badany zakreg%emol).

Por -wnuj Nc materiagy pod wzglindem il oSci
stosunku molowegmanganu powoduj e powierzohsit z potr ®@kvat p&a
mi ed¥ sprzyja redukcji def ekt - wwapestwukteyw204¢ h ni
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Rysunek 8. Mi kr of ot ogr af i e A)SZAMMnO# Cu®irl3, 8)j Zn@iMnxOyi Culi 31,
C) ZnOi MnxOyi CuOi' 33,D) HAP/Mn/Cui 11, E) HAP/Mn/Cui 21, F) BG Mni 1, G) BG Mni 3, H) BG
Cui l, 1) FG Mni 3, J) FG Cui 3.

13.Analiza powierzchni wgaSci wej
Izotermyadsorpcid esor pcji azotu dla materiag-w tlenko
wi el koSci por - w, z oORysukg Y |Krr zeydvet awa yomkeanrea dl a

tlenkowych(Rys. 9A, 9B, 9Cp d powi adaj N iizichwer sm® ma} Myskazuelt zebi e
na nakg@gadanie sin jednowar st womaaniejscewwiypadka war st
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o b e winstruktur makroporowatychi205]. Potwierdzeniem tej c ha

wi el koSci por-w, kt-re wskazujN na przewagi
ZnOi MnOyi CuG' 13 (Rys. 9A) i ZnOiMnO,iCuGi31l (Rys. 9B). Mat er i ag t |
ZnOiMnOyiCuG'33(Rys.9C)j est jedynym nanomateriagem, |
mezoporamiZe wzgl idu na obecnoSiI dodat kowe | f a:
wyni k-w dyfrakcij. rentgenowskiej) moUna wni
ZnGOi MncOyi CuQi 33tworzy mezoporyMo Umar zy pi sal specyfi cznemt
tl enkowej, wynikajNcemu z r-Unic w promieni
Sspos-b wzrostu i organizacij[d06].f az krystalicz

Podobni e, krzywe u z gzkliktyelm Rys. 8D BGi Mmidlt Rys. 9B § - w
BGiMni3,Rys.9FBGiCuil)odpowi adaj N i [205f e Rmpkjadpur bk mi
dat ych mawskdagjbwcma Sl makr opdloOnmWSr zdk basdhe
materiag-w, maM&3Rys.g0) i FEZCKI (Rysa ) FGhar akt eryzi
przebiegiem izoterm desorpcjzdtermytewy k azuj N pdihé ¢ n h$ist erezy t
z kl asyfikacj N | UPAC, co | est charakteryst
w ksztagci2e7]. sZlaxedlei nyzotermy zwykl e obser wu
o hierarchicznej strukturze 1z s zfAmalkiizm zvaykk
rozkgadu wiel koSci por-wd wekaizej dlza jednocta
mi kropor -w (<10 nm) ori8nmChzaa mkr -ew yw uzj a\k rsd si
adsomgaepr\zy wysokich ci Snieniach zbl i [2@8] Ncy
Dodat kowo, z rozkgad: - Wyspnekwywn ipk & e dd¢ atwy loky cr

FG wykazuj N obecnoSi zar-wno mikropor - -w, | a
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Na podstawie danych adsorpafiotuwwyznaczon@arametryne t o d N BEmmetidelles r
(BET:powi erzchn(Ser) wigadgkanNi t N obpmanSEreodni wr
Wp.Wyni ki dla kaUdego z charakteryzoTahetny.ch

Zmianyw s kgadzi e materi agu ( zwimahkganoiemedie ruide i mig
n

wp gy wu a wielkoSci por-w; jednebkbpdpabbwe
pomi ndzy materiagami tl enkowymi oraz poszcz
udziagy mol owe zar-wno manganu, | ak i mi edz

tlenkowych i d1 a ma Zn®iMin®gaua13 wart oSI ta Zgydai os
ZnGOi Mn,Oy1 CuQi 31 14,9 n/g i dlaZnOi Mn,Oyi CuQi 33 19,7 nd/g. Znajduje to potwierdzenie

W zmniejszonym rozmiar ze TMmGIi€uOa3B,iobliezanycd haa n
podstawie dyfrakcji rent gémMnueE€lOi3e8] c hda dtt kea
wi fkszym udziagem por - w iBez onpno)r,o wad ygrhz g kog a
cagkowitej objntgp.fecyskanewwddt @3cicmdla nano

zgodne z danymi podanymi w literatuiizes badaniu Yadav §209]c a gk owi t e powi e

syntezowanych nanomateriag-w ZnO i CA®@/g,0r a:z
16,65 nt/g i 19,58 ni/g. W badaniach Papadaki D. i {1.97] modyfikacjatlenku cynkujonami
manganu | ub miedzi prowadzi ga do zwi #dOs zen

Ni emodyfi kowany ZnOredai mkpermvawgimosiz Ncym
po modyfikacji manganem (0, 25%mol ) war tiNoSi
(0, 25%mol ) rozmiar p oW wynkachtejdgsertagiakisgowip gdyow u3 6n i
zauwaUozZmi ana udzi agu mol owego dodatk-w ( mat

w Srednim rozmiarze por - w.

Naj wy Us z ep owmairetrozScchin i gerwdjaalSwa dvien &t eri ag - w
DI a mat éMnilapgwierz8@aw g a Sy wa o s § #g, daBG Bni 3n93,9 ni/g,
adlaBGCui156,3nt/ g. W matieMniiliBGidMaiB BGdoczny jest wp
stosunku molowego dodatku manganu (z1 do @z i a@gveggmonla z wr Dk sz @ n i
powierzchniwv g a S aniaweejiTia& Gu z mi ana by § avnobaddmiach\Nawea @ a
iin.[203, gdzi e wzr omdngasuw fiddtemi lat yone wkat al i zat or
powi er zchni wipdotedinigerzy 7% maAdvgm dodatku mangai badaniach
LiB.iin.[210,zaobser wowano pw dprbnWp &daKk e Umicedd gdziea § u
dodatek 2% mol manganu doprowadzi g%9gdool8n¥gr os:
DI a mat éQuidpgwi &Gz c h nwyan iwdsaiSagi adeoFGEni 1169,2 ni/g.
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W przypadkuiQua{0d8cimuniFRG i e ul egdy r-wnieU pa
objntoStjepbr owa wyUsza iMni8 (0,83 celg)daktwgkazarmg u F G
wczeSniej, obecnoSi Fwintkvs pmp eslzi zesipr zmij @mdzy
[ w konsekwencj i skut kuj e zwi[Z04.s zked reonc zaJrkioew,i
charakteryzuj N sifi mniejszym rozmiarem (wiAcej
por -w), co sprzyj avgvazSrcd ddeégwia gp g winerwz anhreidzi w z
mat e rCaCaSyQu badano w pracy Dambrauskas T.i [idl1l]]. Ni e mody f i kowany ma
wapni owy charakterMzowadgpo®igN mawioeni ashridodani
spowodowagoppwi Bk gz b ndo&3wigaSuctioweziy badani a zwr -
uwagn na wpgyw procesu Kabdoigzoeekjvaniamigowieez&hgigd ur 0 r
wgaSciwa ulegga redukcij.i do 42 m]J/ g po obr - -bce
mat eri agu or az kowyohr strekturi meiedzi, £d pProwadai e zmniejszenia
amorficznoScii cizbygrakniyowngmrihaclentr - -w powi er zchn
Tabela5. Wa r t @b&zohej powierzchnivg a S dSsew Bni/g]),c a g k o wi t mo ro®yjcin¥gp S|

[ Srrezahiarp or - w, [NMVd | a n an o Mz®i BmQ@,ilCHG M8,: ZnQ MnxOyi CuGi 31,
ZnOi MnxOyi CuGi 33, BG Mni 1, BG Mni 3, BG Cui 1, FG Mni 3, FG Cui 3.

Materiag Sser(m¥g) Vi (cm®g) W, (nm)
ZnO71Mn,Oyi CuOi 13 14,6 0,0955 26,1
ZnO1TMn,Oyi CuO1 31 14,9 0,0786 21,1
ZnO7T Mn,Oyi CuOT 33 19,7 0,1275 25,9

BGiMni1l 50,9 0,1675 13,2
BGTMn13 93,9 0,2846 12,1
BGiCuil 56,3 0,2505 17,8
FGIMni3 69,2 0,1316 7,6
FGiCui 3 129,5 0,1800 5,6
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l4Potencjag zeta

Tabel®bz awi era wyznaczone.Ppoteengjadijyezat a zNzsN:
dl a k adhonadg @ wipe=guPot encj ag zet a, j ako par ame
mi arfi stabilnoSci ukgadu czNsteczek Sa azbaiwi neo
nanoczNst ek okreSlana na podst awi e potenc,]
najcznSciej nanomat er i|N2@FyV os Np o zzmavjyaanjea cha p
[175,212]Wart o zaznaczyl, Ue nanomateriagy posi a
bgonoWw30m¥do{30mV) pozwal aj N na wykorzystanie
cz N§M3kkot encjag zeta nanomateriagd-w moUe ul e
materiag- - w, takich | ak dodanie jon-w, kt -
czNsteczek. W wyni ku tego, wartoSci potenc

char akterystyki el eKa08l.l.oc hemi cznej dodat k- w

W badaniach materiag-w nanotl enkowych, zm
wpgywaga na war tZol8in kpateenni cej augdw i zaejtua .dodat ku
obni Ueni e p ot |28, m¥ gdia ZnDidvin,®,1 Cd 13 do [113,7 mV dla
ZnOi Mn,Oy1 CuQi 33. Efekt elektrochemiczny manganu na stopniu utlenienia +ll w materiale

ZnOIMNOiCuG33 przyczynia sin do zmniejszenia wa

Z kol ei zwi hkszenie wudziagu jon-w miedzi p
osi Ngaj Nc wWi20,0d on¥ cdla ZoGiMnOyiCuG31 do [i22,d§ mV dla

ZnOi Mn,Gyi CuGi'l 3 . Wpgyw jon-w miedzi i manganu na
w |Iiteraturze. Dla czystego t |[idhgmy, natomeastdlda w:
ZnO o§26H ¥, Co zostago wysharanalf2é4]. w Sih adanii zal
jon-w miedzi w podwyUszaniu potencjagu zet

mieszanegoCuZ n O, gdzi e odnid49mWand ewarotca®iSni e w &
Selim S i in.[215] dot yczNcych narnMdm@t eroika®-SwoZo O pc
nanomat er i adg -[id58maV. p oCzhiogpmiagd U shadaniabh nie analizowano

wpgywu jon-w miedzi, uzyskane wyni ki wskazuj
sN zbli Uone do obser woywa rke g avswk arziurjiNe j dze jd ot
sin do dal szego zwi nkszenia potencjagu zet a,

nanoczNstek.

Ma t e hydrak§ypapatytowHAP/Mn/Cu-11 i HAP/Mn/Cu2l)wy k azuj N Sr edn |
pot e nzetpoakgofl§i mVvV. W | iteraturze moUna odnal e¥T]|
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b a d Ra@ha G.i in. [216] gdzie hydroksyapatyt modyfikowany jonami $Ow procesie
mi krofal owym wykaz @§H,gmvt dhaj agystetdgddrhvadiao mat er

mat eri agu modyfi kowanego (5SNHA). Naukowcy bad:
bi agek na powierzchni mat eri agu, stwierdzaj Nc
wzrostu il oSci dodatku. Jedn akdmVpdaassNHAR|j ni Us z

modyfi kowany materiag wykazywad ni Usze powi now

wpgyw ksztagtu czNstek oraz efektu elektrostat

Wszystkie materiagy wysokihipstencijadg Diiae rsgtkd jeN
moUna zauwaUOyl , (iZ8dmddaB@CeéRwmd enMd na ni ewi el ki e
potencjagu w stosunku do md[i2ed madla BGIMniZk | i sty
i i 26,2mV dlaBGi Mni 3), co znajduje potwierdzenie w literaturleo d at k owo mo Una z au
Ue mat e fMnia&3giy FG EUB3 s N naj stabilniejszymi uk g ac
na co wskazuj N wysoki e [8@m\ W SadaniatpZhanginn2l7a - w p o
mat eri ag bazowy szkgaiSiO awhparoskztoenryyrz osvkagigtadszii e pCo
ok ofid mV . Po modyfikacji jonami mi edzi tworzNcy
materiagu szklistego, pot enclil9gmVajibepnVviDafgktys i i oS |
struktur glNnae wzprgosma el ektrouj emnoSci, co bezpo
wartoSci p ROGEWIJ yavwg ud wckad tak u ma n gmantue miaa @ ow ezl lai
podobni e j ak w przypadku nanomateriag-w t1l e
Barrioni B i in. [218], gdzi e nanomatJeCraiOa gzymi seznki laigsyt es wSij O
z [136) mV do|i 22 mV po modyfikacji tlenkiem MnO.

Zjawi sko zmian w wartoSciach potencjagu zet a
SizochenkoN.iin219], gdzi e za pomocN model owani a mat ema
el ektrochemiczne nanoczNstek takie jak elektr
W poziomach energetycznych (pasmach przewodni c

wykorzystane do przewidywania potencjagu zeta

objfntoSciowego dodatku (np. jonu) wwasiwyocz Ns't
mi ndzyfazowej , kt-ra jz2mo0dybe zkpaocgrNe dsti ou kztwirNz
na powierzchni czNst ki, co ma WRPZA] nWp zymw a ny
obecnoSci jon-w miedzi [ manganu na zmiann |

el ektrochemi cznf82i23drhZgoénweastketw natur N, jon
sin MNglUsktroujemnoSci N {wmeaiesgsakm dozmaagamu)
potencjag zeta, silniej gnOavmiO)iGud 3)[206,228]z Nst ki (
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Tabela6.War t o Sc i potencjagu ze,twmnatzondywvpii@danych mat e

Oznaczenie pr - ZP (mV)
ZnOi Mn4Oyi CuOi 13 i226N1, 0
ZnOi Mn4O,i CuOi 31 i2000NO, 9
ZnO7 Mn4Oyi CuOi 33 i13,N1, 8
HAP/Mn/Cu-11 15N 0, 3
HAP/Mn/Cu -21 il3, 8N1, 3
BGi Mni1 i27, 1NO, 7
BGiMni 3 i26, 2N1, 4
BGi Cui 1 i28, 3NO, 5
FGiMni3 i35, 9NO, 9
FGi Cui 3 i34, 1N0, 3

15Spektroskopi ai KRSt oel ektron- w

Dlamat er i ag - RG M Xi FG Glit3y cdiu identyfikacji stopnia utlenienia metali
dodanychpodczas syntezpr zepr owad z o n WidmanX@$ dla metalloBe8nych
W nano ma pokazan@ pRysuhek10, a dopasowania energi.i
zawartoTabela?.

W widmie materidgg #GiMni3 o b e gasma dsa¥in 2p1/2 iMn 2p3/2 z widocznym

maksimami przy 653eV i 640eV, co wskazuje n@ b e ¢ n 0 S| madgarureat+k stopniu
utlenienia[222]. Szczeg- Jowa analiza danych pochodzN:
przedstawionych Wabela7, ukazujgp ozycj e pi k- w, procent owy uc
wartoSci energii przej Sci @23, Wgwiddinee zwwiyt Y
gg-wnych pik-w w zakresie energii od okogo
mat er iTMnj3) coFo@owiada stanowi utlenienia MnCharakterystyczny pik satelitarny,
wystfipuj Ncy przy 646,12 eV z energi N przej ¢
literaturowymi[224]. Zgodnie z badanianzie s p o § u[22]avn gqvi d.mi e dl a nano
zaobserwowano dwa pasma absorpcyiiaeMn 2pl/2 (653,6 eV) i Mn 2p3/2 (641,5 eV) oraz pik
satelitarny przy 644,7eV,e0s k a z y wa § o fonnmay Mitwe enm @ @ [iWiynikigizyskdne

przez Barrioni B. i in. [225], d ot y ¢ z N ¢ eodatkprjayganu (0%2,5% 5%) nas z k § a
wapniowofosforanowes8So s k & dmo le% SBi6O mo | % C@0z g add z2meojl b
z danymi uzyskanymi w niniejsgpracyBadacze zi dent pfi ikk oMnd@llia ob
or az Mn 2p3/ 2 przy 654, 8 i 642,8 eV oraz
potwi erdzago MathecnoSi jon-w
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Rysunek10. Wi d ma s z c XP§& glla(g) onargganuv materide FGi Mni 3 i (B) miedziw materiale
FGi Cui 3. Linia przerywaaw (A) pr zedst awi a orygWneamaepwygghNdowe X

(C) FGMn-3 i (D) FG-Cu-3.
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W przypadku dodatku miedzi do materiag-w ¢
sin charakterystyczmrzeaakpimwpny 9peoMd wolj azgbl ips Ka
pasmo przy 942 elPodobni e do wytnabSk6ykbaday £hal i zow
dodat k- w mszidedz is kw a lal 45%; .0s6P6,0Ca0 23,5%; NaO 24,5%, gdzie
r-wnielU zaobsedwownadapibmon@u (i QH)e XPS opi sal
przy 933 eV i 942 eV, CWB* obeang w fasrmiez Wwodbokotbenka, n o
co pozostaje w z grezdmowdhymiv niniejsreypnacyZ @ midni e z a
zaproponowanN [p27]zdekonwBluowangikn Quep, przedstawione w Tabélj
wykazuj N, Ue pozycje piku 1 s9NnaomastNpkiadée z
odpowi adaj N j oftwwymi p bl manCeOH2Wyonri kg Nt e pot
r-wnielU badania ChRa8sktopmy pteenko Wa | ietmaale.r i e
z metakaolinu z dodatkiem miedzi lub manganu. Badaczewni e U opi s al i pod

9% eVizwi Nzane z nim kolejne pasmo przy 955 e

miedzi Ponadt o, i ¢ch b pildzanaksimummpmyt 986V gest charakjenyistyczibe
daCcl®. zZbli Uone obser wac| e wpracy LilaH gt alf229vBadaezé o d
opi sal.i pi ki przy 934 eVCF o092 eV k przwyp dr

o0 d p o wmetalicrie] miedzi.

Tabela7.Dane dopasowania widm dla analizowanych pr-©b
dla kaUdej energii przejScia, procent cagkowit ej
Nazwa Nazwa  Stan Energia
pr - bk piku utlenienia wi Nz é&W)i FWHM %
FGI Cui 3 Pik 1 Cu (0) 932,69 2,23 41,0
Pik 2 934,64 2,41 29,5
Pik 3 938,78 2,61 4,3
Cu (I
Pik 4 941,68 3,41 20,2
Pik 5 943,60 1,67 5,0
FGIi Mni 3 Pk 1 640,38 1,27 21,9
Pik 2 641,35 1,27 25,4
Pik3 642,28 1,27 20,2
Mn (Il)
Pik4 643,23 1,27 11,4
Pik 5 644,37 1,27 4,3
Pik 6 646,12 3,50 16,9
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2.Akt ywmaBkeriag-w matrycowych

Badania aktywnoSci enzymatycznej materiag-w r
oceny wpgywu mody f i k ac mangamuai miedea tae riicahy - wg g Socniawr
katalityczne. Anali zowano zar-wno aktywnoSi p
na wyb-r materiag-w jako matryc do eijakmmobi l i z

nanozym- w.
21.Akt ywnoSi prioeteda kaieinowa z n a

Met oda kazeinowa, opierajNca sifn na analizie
zostaga zastosowana do oceny aktywnoSci proteo
na okreSlenie ich zdolnoSci do umazlelpirwiwpad zaaeli 6
materiag-w o niskie] aktywnoSci proteolityczne
Rysunek 11 pr zedst awi a wy ni ki badani a aktywnoSci
(ZnOi MnOyi CuGi 13, ZnGi MnyOyi CuOi' 31, ZnGOi MnOyi CuGi 33, HAP/Mn/Cui 11,
HAP/Mn/Cui 21, BAMnil, BGMni3, BGCul, FGMni3, FGQCu3) wyef aUon
w muUnit/mg.

Mat e rZanOaMn«O,i CuG' 13 (1,88 muUnit/mg) ni e wy kazag znaczNce,j
proteolitycznej, an an o matoe rwiyddeydy ¢ fa § a c h d ond & toretsliols | Ngnn gy
aktywnoSci 2 ZnOBVIn, @y ILC@ 31) in2g§0 mUnit/mg ZnGi Mn,Oyi CuOr 33).
Dlanananat eri ag-w tl enkowych zauwaUalny jest wpgy:
proteolitycznej mat eran@ §nyi,Cu@ I8iZ0h@ M i€ud33,ust r uj
gdzie wystnpuj e r -nhangant(az mw ainlao Sicdiz i cgjdda @8koul o we g o
Akt ywnoSi tlenk-w manganu b )20 dowsedziompa (pgDszMnz z e s
iMnzOscharakteryzowady sifn naj wy Us pdobmymidolgrupy wn o Sc
peroksydaz [ oksydaz) . Taki e struktury s N r
ZnOi Mn, Oy CuGi 33, co potwierdza wpgyw modyfi kacij. ma n

proteolitycznej.

Materiagy hydroksyapatytowe charakteryzowagy
HAP/Mn/Cui 11 oraz 18 mUnit/mg dl&dAP/Mn/Cui21. Mat er iMnigL BcGrar akt er y z o w;
aktywnoSci N na poziaomaiteer 2@An§¥ BMdiUad t wm@s z N akt
40, 9 mUni t / mg. Materi adg SIClLil stwy ka z ydwoadja t & k & g\
17,6 mUnit/ mg. Materiady szklindteatl gfpdaoBe&i & ar
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FGMNi3 wykazag 50, WCuhUmi agmg3 W zRyGntikti/emgnat er
z dodatkiem manganu wykazywagy wyUszN akt y\
miedziWy Us za akt ywnoSIi hy dklistychztaywd zerraa j Matyermi g &
wyni ka z wyUszej reaktywnoSci chemi czzmiegn inad
stany wutlenienia (+2, +3 |l ub +4) 0O Wi ncej

w reakcjach i koordynagjgrup funkcyjnych substratu.

W przypadku materiag-w szklistych, dpdsatr Bk
lubpor - wnywal nN rmanomsaktteyrwnaogS cw iNt hgnk owysgylmpat yt
zawi eragynalta njporzywi fkszeni e akt praypisan®iciindmsazt e
por owat ood3aniii c ijpuowi er zchni tych materiag-w |
hydroksyapatytowych tlenkowych.Bi agka o mni e przestraenriefeakie jakt r u
stosowana kazeina), kt -re wnikaj Ni wr @aowiyj an
(ang.unfoldng) , co prowadzi do degr ada c[231] dowiedzignk, a .
Ue gNczenie biagka al buminy Jvo@dpoweviadwi stdoul
struktury biagka z alfa helis do | u¥nych | os
PodkreSlono r - whRiwelnatlke i ho datkek e@®a onki zap:¢
bi aWbkaaaniacloshiNiin[232]s pr awdzano wpgyw krzemianu
[ dowi edziono, Ue 2,5% dodatek krzemi anu mo!l
aktywnoSlI eWzpmaypaaehWN.materiag-w szklistyc

wni os k oWa i niemddyfikowanegmnat er i agu szkl i stego doda

W badaniach Pathak A. i1if233]i z o | o wa n o Bapillumaryabhattdgibakterii obecnej

w odpadach drobi owych, a nastnpnie sprawdz
(tempratury, czasu, rozpuszczalni k:-w, (jon -\
wpgynigo negatywnie na aktywnoSi enzymu obn
byga przyjnta jako 100%). Pr zeci wniyi cehf eokbte czn:
podni osga aktywnoSi o 10 %. Jestch onaerdfechrat er
w kt-rych obecnoSi j on (ak mpi 22d amiUnit/mibdiai BMnila Kk t
i1 17,6 mUnit/mldlaB®GCuil) | ub gdy zwinkszenie udziadgu

zwi fksza akt yivjloda HAPMWDACE ¥1i(16,8 mUnit/mg) iHAP/Mn/Cui 21
(18,6 mUnit/mg).
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Rysunek 11. Ak t y wn o S proteolityczna wyraUona jako mUnit/ mg,

ZnOi MnxOyi CuGi 13,Zn0i MnxOyi Cu(Gi 31,ZnGi MnxOyi CuQ 33,HAP/Mn/Cui 11,HAP/Mn/Cui 21, BG Mni 1,
BGi Mni 3, BG Cuii 1, FG Mni 3, FG Cui 3.

Gg-wnym Kkryterium wyboru nanomateriag-w do |
proteolitycznaWy k or zyst ana analiza rozkgadu kazeiny ofr
stnUenia tyrozynyRpowadj Naz¢i wy reraktcipuj e w p
rozerwanievi Nz a E p e, podsyadienve grapBH i uwolnienie tyrozynyAnal i za wyni k -
pozwala przybli Uyl spos-b oddziadgywani a nanoma
mechanizm prezentuj N enzymynez wgrwpy phyacryol(di pw
przydamatoeSrciiag-w j ako matryc do i mmobilizacij.i

aktywnoSci przeciwrodni kowe |
22.Akt ywnoSi pr zé métodaABTBNi k owa

Metoda ABTS (2,2'azynd bis(3 etyloi benztiazolind6is ul f oni anu)) zostaga Vv
oceny potencjagu przeciwrodni kowego badanych n

ABTS . W pogNczeniu z metodN kazeinowN, sguU
umoUl i wi go to selekdé¢jch mat é mmaodiwiamdaprgwi ed az |
potencjal nej aktywnoSci nanozym- wAkt(ywwnaSiar a

przeciwrodni kowa nie stanowi ga kryterium wykI

domi nowal, bbpowsmb&wWamwie poSrednich produkt - w
zaburzal ich przebiegu. Niemniej jednak, doda
korzystna w ko&owe] fazie reakcji, [P323pczyni aj
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Rysunek1l2 pr ezent uj e wyni Ki aktywnoSci przeci
wyraUonN jako stnUenie Tr ol oxZaGMpOMu® 13ml ]
ZnOi Mn,Oyi CuGi 31, ZnGi MncOyi CuGi 33, HAP/Mn/Cui 11, HAP/Mn/Cui 21, BG Mni 1,

BGI Mni 3, BG Cui 1, FG Mni 3, FQ Cui 3.

Wi doczny jzemtikwg@ywa udarngangzal dom@)wanvae gaahi a ¢
tlenkowychn a  r e dodnkka ABMS.Ak t y w rZOBNInO,i CuQi 31 (24,6 O M onhl)/jest
wy Us z anOiMin@,i CuGi 13 6,8 OManil) . J e d n a k U stosaniwi molkveegoedn i e
3obu dodatk-w (manganu i mi e d z4nQf MnzOyi CUOEBB s z y
(1360Mo ll)fcawy ni ka z hamuj Nc e gzon onspzZgNoweuj nsiiend zai k toyr
Ef ekt ten zostagespiogal@3dwit lyiddigiyamduh ma A% a n u
i miedzi(C¥)na cykle katal ity c innigro, jalei in wikosvykakarydzy , z
(Zea mayd..), z wykorzystaniem kwasui gumarowego jako substratu reakcji. Badamavitro
anal i zowagy akt?%wujhNaonu ey yadkuMnwn o Si Zbgdano o k s
r-wnwpegdyw obu jon-w na aktywnotsd idowadzaohadichuij N
przeci wstawnego wpgywu na przebieg reakcji
a po dodaniu jon-w s pwidifkas zdy sO0t, 08slu nGeMo | i onh go/ wn
wpgyw na zwinhnkszeni e aARMyQuwiliSHAP/MNACuIa,t ek i ar
aktywnoSI wyni os@Mo loidp®d Mo le/dmli o: 5, 7

Podobnya kt ywwjp§yw manganu obser wiszklistyctsi &kt dit wn
akt ywposekr30eaGmdgly/ mMlaj wyUszN aktywrysBoi Nyvat ka
BGiMnil (4320 Mo | / miNni3i(42BA@Mo I)/nm s t i (MniREGMol / ml ) ¢
FGiCui3(41,20Mo | /amlIn)a,j anki tUysvenN@ $ @ ir NCai §j (3@BG Mo 1)/ Otnzymane
dane sN nieznacznie niUsze ni 0O aktywn@®l] Cu
gdzie chemiczne syntezowany tlenek miag akt
dodatkowo CuO syntezowgrz zastosowaniere k st r akt -w roSlinnych,
ni Uisozde 21 OMol / ml Zaoi 87s®OMol émakt ywnoSci pr z
j on- & opdali Yao S. i in[238]spr awdzaj Nc aktywnoSi prze

winnych.

Z kaUdej z grupnamomamBérer a gnjand rtatkeomwiea gy | f

Minanomateriagy szkliste BG |l ub FG) wybrano
jako materiag do i mmobil i zac]j iryceepnzezpatzona,do K i
i mmobilizacji nie powinna wykazywal aktywno
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tych bada® wybrano nastfipuj Nce materiagy z K
ZnOi Mn,Oyi CuGi 13, HAP/Mn/Cui 11, BG Mni 1, BG Cui 1, FG Cui 3.
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Rysunek 12 Akt ywn o Si przeciwrodni kowa wyraUona jako st

mat er i 2090/ MmO,i CuGi 13, ZnOi MnxOyi CuGi 31, ZnOi MnxOyi CuGi 33, HAP/Mn/Cui 11,
HAP/Mn/Cui 21, BG Mni 1, BG Mni 3, BG Cui 1, FG Mni 3, FG Cui 3.

Obecni e badane w |l iteraturze materiagy wykasz
(ang.enzymélike) i mi t uj N wgaSci woSci enzym-w z grup ok
peroksydaza), kt-re majN na celu redukcjn rodni

W zwi Nzku z tym, materiagy char akt epoogmancgaNce sSi |
ich zastosowanie jako matryc do i mmobilizacj.i
akt ywnoSci pr zWwzxy swe aorden i kvgwé jk.iokpeswahie@y a gn-aw:
ZnOi Mn,Oyi CuGi 31, ZnGi MnOyi CuO' 33, HAP/Mn/Cui 21, BGIMni3, FGMni3 jako

potencjalnych nanozym- w.

3.Badania materiag-w immobilizowanych

3.1.Badaniaimmobilizacji pojedynczej

W kol ej ny m ueidrimhamianerzymg a GEa n a n ovwmlaanyeh na @odstawid
danych z wstfipneg.cBaladcharmi ani akjtyy wrao Scded tuii Gaeynbi -ar
e n z y mdovwkdmmobilizacji, a immobilizaaj prowadzono z wykorzystaniem pojedynczych
enzymVtabeli8z awarto wyni ki dla poszczeg:-I nych enzy
nanananat er.i a@a cchal s z y ¢ moztvayerey@® woy Isrt apldoz wiad ag Ncy m
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osi Ngmiaj ovgj@y daj noSci i mmobili pa¢ij msd®yje a
wyr - Uwa o hveTaleias).

W i mmobilizacji enzym-w na powi erzchni ac!
mat efjieagjou powi er zncah nwy dwagjanSocSiweijmmobi | i zacj i
Przykgadowo, w i,mmaimait Z2@ui3jaigc HRGpaktyer y z owa

wydajnoSci N i mmavmiOJiGu@a8j i coi prZy@i sano roz
wgaSci wejlgil4paiPhg5 omdpowi edni o). PbMhidlbBGGild!l a
dla kt-rych il o8l osadzonego bi ayjkra Ubnrea z( 2wy%
odpowi edni o). Materiagy miagy pib63Soiigh MNtopiastvi e |
r-Unice w wydajnoSci i mmobi l i zacPf)iw patedidepi s
BGiCuil . Lakkaza jest enzymem o miedziowych ce
z materi agami ZzRW]i eObjeNop @i fmioamdT mi edilil w

pozytywnie wpgynindga na wydajnoSi i mmobiliza
wSr - d badanych materi ag-w wykorzystanych

hydroksyapatytowe sN dobrze opi sany nanymio | i t
I mmobilizacji i bada@® bi ol ogicznych ze wzgl
jony C&*, kt -re sN kofaktor am¥, ednzziyink-iw kotr-arzy mar
przygNczal sin do materiagu zar - - W4@. Jayy e p am
wystihipuj N r - wni eCU3wBGIed t araz BGMpidc h cG pot wi er dz
materiag-w do i mmobilizacji enzym-w. Jednak
|l ub i 1 oSi osadzonego bi agka ni e g w @rocasmet u j
immobilizacji na nanomaterial241]. Zat em, mi mo r-Unic w wyn

nanomateriagy wykorzystano w koi mmobilizac)]
pracy.

Tabela 8. Parametry immobilizacj{l st i Ueni e pocz Nt k oweg dr ¢ imodiizaciiw e n
il oSi 0 s a d)zpomjeegdoy nbci zayjdkkaoksydazyycmzamowéjHRP, lipazyi LIP, katalazy

TCAT, lakkazy i LAC) n a nan o maZn®iMnx@,jCud b3, HAP/Mn/Cui 11, BG Mnil,

BGi Cui 1, FG Cui 3.

st n0en stnuen wydaj n 1 o8I
Mat er i Enzym zakgad¢g rzeczywiste immobilizacji | osadzonego

0 S
roztworu enzymu roztworu enzymu [%0] bi alfht/d

ZnOi MnxOyi 0,5 mg/ml 0,68mg/ml 45%N 1 % 15, 3N
CuG13 HRP 1,0 mg/mi 0,90mg/ml 420683 % | 16, 7N
1,5 mg/ml 0,96 mg/ml 45%N 1 % 18, 2N
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0,5 mg/ml 0,79mg/ml 3%N2%| 1, 1NO
LIP 1,0 mg/ml 1,20mg/ml 1%N1%l 0, 9NO
1,5 mg/mi 1,46 mg/ml 9 %N 3 % 6, 1N2
0,5 mg/ml 0,75mg/ml 51 %% 1 23, 5N
HRP 1,0 mg/ml 0,90mg/ml 54%N % 24, 2N
FGi Cui 3 1,5 mg/ml 1,22mg/ml 63% N1% 38, 2N
0,5 mg/ml 0,80mg/ml 28%N 2 % 10, 8N
LIP 1,0 mg/ml 1,20mg/ml 23%N49 12, 7N
1,5 mg/ml 1,46mg/ml 27%N29Y 20, 5N
0,5 mg/ml 0,57mg/ml 41%N17, 11, 7N
CAT 1,0 mg/mi 1,17mg/ml 61%N79% 38, 1N
1,5 mg/ml 1,57mg/ml 56 %N69 45, 2N1
BGi Cui 1 _ _
0,5 mg/ml 0,7 mg/ml 14%N10 5, 6 N2
LAC 1,0 mg/ml 1,3mg/ml 34%N29 21, 5N
1,5 mg/ml 2,0mg/ml 36 %N39 35, 8N
0,5 mg/ml 0,60mg/ml 5%N0%| 1, 4N0
CAT 1,0 mg/ml 1,0mg/ml 12%N69 6, 5N3
1,5 mg/ml 1,61mg/ml 39%wN3Y 33, 2N
BGi Mni 1 _ _
0,5 mg/ml 0,62mg/ml 20%N79% 6, 5N2
LAC 1,0 mg/ml 1,2 mg/ml 19%N59% 10, 3N
1,5 mg/ml 1,92mg/ml 22 %N39 22, 3N
0,5 mg/ml 0,5mg/ml 17%N29 4180, 4
CAT 1,0 mg/mi 1,02mg/ml 22%N29 11, 2N
HAP/Mn/Cui 1,5 mg/ml 1,39mg/ml 13%N19 8, 5N0
11 0,5 mg/mi 0.85mg/ml 58%N59 29, 4K
LAC 1,0 mg/mi 1,24mg/ml 67%N29% 41, 6N
1,5 mg/ml 1,78mg/ml 59 %N49 53, 5N
3.2.Badania koimmobilizaciji
W tym et aipmneo hbhialdiazZwano po dwa enzymy na

na podstawievy n i kmmwbilizacji pojedynczejD | a
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i FGICii3 stosowano stfnUenia roztwor-16 mgmirDiak sy
BGCuhl stosowano roztw-r kat alidsmg/mi. Wsinmolilieasjii u
enzym-w na matefllawgkBbdARKBbDABGO katal azn i I

a dl a maMel isatjuas®Bwano stilUenie roztworu obu

W Iliteraturze wykazano, Ue gNczenie enzyn
kaskad mechani zm- w katalitycznych, w Kt -
kompl ement arne i wpgdgywaj N na [@&)§k Pwiztyl Jay¥
pogNczeni e kat al azy i |l akkazy, gdzi e kat a
czNsteczkowy, kt -ry |jest wykorzystywany pr .
katalazy w rozkgdadzi e ni sk doksyNaji(takclzjdk ceakyywne p |
for my tl enu) wyt wor zonych przez | a k K243).n S
W koi mmobilizacji peroksydazy i | i pazOHczyudz
-H z substratureakcji w kt - rych miejsce | i gunkyne®b&en p 8L

| i pazy pozwala na dziaganie enzym-w r -wni e
poni ewalU jest to enzym, kt-ry oddz][244Enjymy z s
mogN r-wnieU dziagal odwrotnie, gdy |ipaza
prowadzi do powstania magoczNsteczkowych zw

reaktywnycfR45pr odukt - w

W Tabela9pr zedst awi ono wyni ki i mmobilizacji pc
stosunek objnAtoSciowy dla kaUdego z enzym-w
i 1 oSi 0s ad tge[mgg)oe fbe katgykvan o S i NWnlzadenidchwz & @i jpin y [c
sprawdzanionest-ovnirelli obj it oSci cPwez yrj diz towhku -yw e
stosunk-w objnfAtoSciowych st &kzawagriyadgh ordo zlt) w o
i mmobilizacji, 2) iloSci osadzonego biagka,

DI a nano na®kndiLgol® i F@CWi3 gNczonych z |lipazl
st osunek objiAitoSciowy prezentowany w tabeli
i aktywnoSi Nammomas yeiiMemMiQua 13 iFACLUW3 wykazuj N na

efektywnoSi i mmobilizacij.i edz iy B%.wWQba oma Ng @ j
charakteryzuj § ogiefmnro-SveniiNewy odogsbezBNenigid. 8V badaniach
wstiipnych sprawdzono r-wnieU inne stosunki

stosunku objfntoSci owego peroksydazy ( HRP)
efektywnoSci i mmobi IFGLd2¢ fi e k tDYy wn ;mm&iin owmartiea s &
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udziag HRP:LIP wynosi g odpowi ednZn@MnmQ,i&BuCD, 5 i 0
13ef ekt ywnoSI wyniosga 47% i 27% gdy udzi ad HRP

DI a n an oaB®GaQAuid prezanjowany w tabedistosunek ozt weorrzzywm- w kat al a
do lakkazy(0,5:05)d awa g naj wwWd a y immdbitizadiW badani ach wst ip
efektywnoSi i mmobilizacji d(kaalazynolgkkahy 085075 unk - w
i 0,75:0,25w Yy n ia5986§ 63%.BGi Clil mae f e k t yimwrohili@dcj (70%)ipoj emnoSci N
s or p aappziomi®7,7mg/gorazwy k az uj e akt lakkaryg(13,B7menit/mly. bla
mat er Gi M linnB stosuneko b j nt oSt yor@y@Pw0,75 CAT.LAQ pozwol i § na
osi Ngm2%cafeekt ywnoSci i mmobilizacji biagek, | ed

(20,82 mg/g do 21,26g/g), zdecydowano o wyborze stosunku prezentowanego w gabeli

Mat eBGiMn§l wykazuj ewSmn argedstallisngchmat er eagkwy wno Si
immobilizacji (48%) iwar t o S poj e mih26rog/g). Bloa ptcggmemat er i a gt
zmi ana stosunku objitoSciowego biagek wpgywadga
pot wi ewydz ir§ o t76:326 GATLACOHAP/Mn/Cuillc har akt ewayratigh®e si n

i mmobilizacpbj @mwoiSc d@BBent¥y. pcyj nN

Podobne wartoSci dla immobilizacji | akkazy za
[70], gdzie na film chitozanowy p& h immobilizacjiunieruchomionam k o § sng Ri5a g k a , co
dawago okodo 50% eW baanipc din X.ciiin[246} imroobikzawano

chl oroperoksydazn i peroksydazifiprzezislz amewkN dN a
sieciowania Po zako@®zeniu procesu il oSI uni eruchon

wy ni B628gna/gn o SnbDlkea nanomateriagdg-w tlekowych waUny
i mmobilizacj. enzym-w | est ich oddziagywani e
w badaniach Shang C. i ifed71. Badacze wykorzystal. nanowdg- - kna
osadzanego biagka na materiale krzemi onkowym,
mindzy ZnO i i mmobilizowanym enzymem oraz dodal
mat e rW aaglaniach Babaki M. i in[248] przygotowano nanostruktury krzemionkowe
modyfi kowane gr upami epoksydowy mi do I mmobi | i
z grzyb-w i bakterii. Dla kaUddpdci orsaydmomeqgsD

Nastnpnie ukgdgady bygy por - -wnywane w reakcjach

Podobne wyni ki zostagy uzyskane dla przedst a
i 36 mg/g). W badaniach Liang H. i iit58]i mmobi | i zowano oksydazn gl uk
chrzanowN na modyf i ¥alenazgnpsrimtmydfr oddfed uanZun osi Ng
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wydaj noSci i mmobilizacji. E n z ymghnl i Wgdgwane pla z y
mi eszaniny tworzNcej nanowl - kmiaeshkzydhi ¢l u
w badaniach Liu Y. i in[249] immobilizacja oksydazy glukozowej i katalazy w mikrosferach
chitozanowgohwobki §agaga828mgagghzy@mnnaied Schd k u

Tabela 9. Wyniki koi~mmobi iz ac,j [ enzym- w Wdabell pdilana ozgaczZeniama t
enzym- wtiUenia poczNt kowe ich r ozjtswoors -uwm eskt coshg wia

rozt wonmzwm-Oytych w iimMnoodii | dszadifog heefgeok t byimamgbkiGicji
(1%).

Stosunek
objnt o
Nanomat e Enzym 1 Enzym 2 ge[ma/g] | | [%]
roztwo
enzym-:
HRP LIP - -
ZnGOi Mn,Oyi CuGi 13 0,25:0,75 33,0NO0, | 73N %%

C=1,5 mg/ml| C=1,5 mg/ml

HRP LIP - .
FGi Cui 3 0,25:0,75 36,0N1,| 78N 2%
C=1,5 mg/ml| C=1,5 mg/ml

CAT LAC - -
BGi Cui 1 0,50:0,50 27,N1,| 70N %
C=1,0 mg/ml| C=1,5 mg/ml

CAT LAC . .
BGi Mni 1 0,75:0,25 21,26N 0 ,| 48N 9%
C=1,5 mg/ml| C=1,5 mg/ml

CAT LAC - -
HAP/Mn/Cui 11 0,25:0,75 43,3N 0 , | 60N 00
C=1,0 mg/ml| C=1,0 mg/ml

3.3. Potwierdzenie immobilizacji i analiza FTIRT ATR

Przeprowadzon@a n a | iTIRAATRF(Rysunekl3,w cel u por - wnania ¢
mi N dnansystemamimultiproteinowymi i wolnymi enzymami Zaobserwowanezmiany

wwidmachp ot wi er dz aj N orbae cpnoovdSiie reznczlymi-ac h mat er i @

Narysunkul3A, 13Bwi doczne sN wi dma dl a :8@ €dleCATiw i m
LAC, BGIi Mni1li CATiLAC, HAP/Mn/Cui11liCATIL AC or az enzym- w | &
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i katalazy (CAT).W wszystkich widmactkoimmobilizowanycn anomat er i ag - w wi d«
pasma pokrywaj Nce sifn z tymi obecnymi w widmac
intensywnoSci wW! otkszarezg elst0O0 -ovmi eU obecne w

pasmo przy 1700cchpochodz Nce od katal azy.

Na rysunkul3C,13por - wnane zostagy nanddn@avind®iGua@agy i mmc
13IHRP LIP, FG Cui 3i HRP LIP oraz enzymy: peroksydaza chrzanowa (HRP) i lipaza (LIP). Na
wykresi ewirdownzineetU sN dwa moBzawwaUw kpasmahzwi |
enzymami: 1000 ch i 1650 cm?, tak jak na rysunkul3A i 13B. Na rysunkach dla
i mmobilizowanych materiag:-w, widoci3s0e cni,es't S z
wysthpuj Nce r -Pasmawidbczne winbhszatgiinaat0®q 1200cmiz wi NgNa n e
zdr gani a mamidemch gidlEa drugie pasmdl1650 cmi) odpowi ada wi Nz an
karbonyl owym C=0 PROEpngtomiastodbainia szérakie pasmo odpowiada
grupom TOH i TNH (3200 3500 cm?) [252]. Po wt - r z epasme koimynobilizowanych

nanonat eri ajgach, potwierdza przygNczenie biagek
Poza pasmami zwi Nzanymi z i mmobilizacj N biage
pasma zwi Nzane ze struktur ami fosforanowymi, |

pr - bki HABCAMTIWL/ACU zaobser wowano pasma w &ddjkNi ob
odpowi edni m wi Nz(@i®riOp 850 cnst §gupacHRG”), 974 cm! (Pi0),
1300 cm? (grupa HPG?) [253].

W wi dmach maMmtiCATIGAON B GLi1liCATILAC wi doczne sN g
zwi Nzane z grupami krzemianowymi i whedewamnhymie
w obszarze 450 cthi500cm'poni ewalU s N one Z@iPN¥Si®.donadtodr gani
w obszarze 780 cth i 970 cnmi! moUna wyr - UniiOiSi agaz udpggnia S i
asymetryczneiFO [254,255]

Dl a wi dmaiCg3iHR§ial FGmoUna r-wnieO wyr  -§nil dr
odpowi adaj Nce modyfikacji miedzi N zwi Nzane z o]
XRD, identyfikowane jako POi Cu. Dodatkowo, widoczne jest kolejne pasmo przy 600'cm
odpowi adaj N&RO ataz pray 800 ohirdlaGi Oi Si[256,257]

W materiale nanotlenkowym ZnMnOyi CuO' 13iHRPL | P, wi doczna | est
nachylona c¢cznSli widma ordzzwpdlgmme wz o iy yaama e r
odpowi adaj Ncymi tlenkom met afll89,258lawartymi w sStr
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Intensywnos$cé [a.u]
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Rysunek 13. Widma FTI R ATR dl a nan ematdegfii &k®wanychpo na
immobilizacjiiodpowiyahdimje Nz y m- w: A )BGI @ 1 GARTILACH BGI Mni 11 CATI

LAC, B) HAP/Mn/Cui 11iCATILAC z i mmobi | i z o(@ATNiN Ikaakra),zel Nmat er i .
ZnOi MnxOyi CuO 13 HRPLIP i D) FGICUui3iHRPILIPz i mmobi | i z(olRyan Kel iofx & % N
(HRP).

4. Badania aktywnoSci enzymatycznej

DI a badanych nanosystem-w koi mmobilizowa
enzym-w (Tabela 10), po przeprowadzeniu kol
w tabeli 9. Warto podkreSlii, Ue wyznaczona
mni ejszej zawartoSci biagka. Prizyk@adbdonwan aw it
katal azy w ukgadzie to 0,54 mg, co obliczo

osadzonego enzymu po koimmobilizacji zawartych w tabeli 9.
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Tabelal0.Akt ywnoSi poczNt kowa po przeprowadzeniu koi mmo
Nanomat e|Enzym1l| Enzym 2 Enzym 1akt. Enzym 2 akt.
ZnOi Mn,Oyi CuGi13 |  HRP LIP 2, 4 NnQnit/l 1,7NL,2 mUnit/ml
FGi Cui 3 HRP LIP 1,8N 0 mBnit/ml 2,3\0,5 mUnit/ml
BGi Cuii 1 CAT LAC 69N % 11,AN 3 mBnit/ml
BGi Mni 1 CAT LAC 88N % 4,90 2 mWnit/ml
HAP/Mn/Cuii 11 CAT LAC 86N @6 1,5N 0 mBnit/ml
Nastnpoia@o bwpgyw koi mmobilizacj.i na zachowan
nanosystemy multiproteinowe z mi eni aj Ncych si war Woekhianoh pH w
aktywnoSi ukgad-w pojedynczych enzym-w i mmob
koi mmobili zowanych nanosystem- w, aby oceni i i

Srodowi skowych.

Badani a

= =/ =4 4 =2

FG Cui3iHRPL | P,

BGi Mni 1i CATIiL A C,
BGi Cui 1i CATiL AC,

41.AKt y wlakké&y

Wy ni ki

(BGi Mni 1i CATi LAC,

odpowi adaj Ncych i m

aekzynyatyazpw Stle i pr zepr owa d z o multipdoteimowych n o sy st e |

ZnGi Mn,Oyi CuO 13 HRAL | P, dl a kt -rego badano, aktywno
dla kt -rego badano, aktywnoSi pe
HAP/Mn/Cui 11i CATiL AC, dla kt -rego badanag aktywnoSi
dla kt -rego badang aktywnoSi ka
dla kt -rego badana aktywnoSi ka
akt y wn okBimmobilimowapychindanreg sy st em- w  mul t i pr

BGI Cui 1i CATT LAC, HAP/Mn/Cui 11i CATi LAC) oraz

pojedynczych iMniiiéd® BGi zowany

Cui 1i LAC, HAP/Mn/Cu 111 LAC) w zmiennym pHod 4 do YrzedstawiaRysunekl4.
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Naj wy s yavna SilakkezytLbpGhais i Ng piF6tzao svprgpj it a | al
(co odpowi adago aktW badani&h Yang2Y2i,if@s9]mWn iy wh mS) w
| akkazy r-wnieU osi Ngninga maksi mum przy pH:
spadek aktywnoSci, co przyjmowago charakte

przebieg aktywnoSci obser wowano w niniejsze

W przypadku koimmobilizowanego nanosystemu BGVIni 1i CATi LAC, maksymalna
aktywnoSi enzymatyczna osi Ngag@o 4Wad naek t yavkt

|l akkazy w nanosystemie koi mmobilizowanym po
maksymalna teoretyczna il oSi | akkazy osadz
a w tej reakcji wykor zys tNawawyoU sozkeo gwoa roOt, 005c im¢
pH=5 oraz pHS8, natomiast przy p¥b aktywnoSi spadaga do po

w Sr odowiES(kauk toy wntd SI wynrmmosNca e4n0 %)en zapewn
aktywnoSi | akkazy ni(@0%)ar zpyom -wvnpams tua adio walnroar
enzymem BGVIn-1-LAC, koimmobilizowany  nanosystem B®Ini 11 CATI LAC

charakteryzowadg sifn niUszN aktywnoScipzyw p
pH=4 matei aBGIMni1liCATILAC ut r zymywag aktywnoSi na po:
wolna lakkazai BGIMniliLAC t r gcagkowi ci e s.wWiéskatijetatka yive p S|

stabi | noSikoiremoliligatiuWaprot o podkreSl il wpdgyw mod
manganu (MAY) kt -ry moUe wspomagal aktywno3i e
i dodat kowe utlenienie substratu w reakcji e

regeneracjn centrum aktywnego *‘mmwnerdaCt]. Fakap e wr

aktywnoSi jon-w manganu zost ag[R60pguziessmsowanan. i
nanozymy zawierajNce r-Une tlenki manganu
utlenienieMid*d o wyUszych stopni utlenienia jest wo
t o ni ez b rzapewnienas katpy wn o S c i kat al i tyycznej nano:

Nanosystem BGCUi 1iCATILAC wy kazywag podobnN aktywno
utrzymuj Nc poziom okoJoi 2P%. whNaglj vg&mz Bih akm

zaobserwowano przy pH . System ten cechowag sin wy s
niezal eUOnie od zmi aW ppdr -Swnoadnoiwi sdkaaiQuiditedkneg ti e
kt -rego aktywnoSi wyniosga maksymalnie 7%,

na aktywnoSIi koi mGulbdATILACORVamre gwn B&kt ywnoSci
w szerokimzakresie pH opisano w badaniach Qiao W i Lij281] dla modyfikowanego tlenku
grafenu z i mmobi |l i.Mawa poNaripklizakjeenziimz(aMGiywa § p
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80% aktywnoScii8w palkceabsewohtjl @kk yzvwoBdhaga sin
do zaledwie 20% przy p¥B. Lak kaza | est enzy mevnswormwdergruma j Nc y m
aktywnym,cg est przyczynN zachowania naj winkszej akt
koimmobilizowanyBGi Cui 1i CATiL A C. W badani ac h[262]greygotowano i zes|
nanozymy skonstruowane z tlenku miedzi modyf ik
wpgyw parametr-w na aktywnoSi nanozymu oraz W
zaproponowano mechanizm katalityczdyb a d a & wy ni kago, g Nomzgd® wi h
z substratem polifenolowym zbieraj Ntasubstwakt r on .
utl eni ad sifn odd.aN kdenywetdpiaoeb epcrnoyt o yu k(gHad zi e t | en
gNczyd si ', z ap modeanyfea mdroaHpi er wot né'go st anu utl e

Z kolei nanosysterilAP/Mn/CLi 11i CATILAC osi NgnNg naj wyUszN akty
przypH9 (54 %) . Utr zy mywa g =akotbyovan pHS (45%), adwSkazujpr zy p |
na szer oki zakres aktywnoSci u k §vdbataniach Sidoeegu n k a c |
Siin.[263]wy kor zyst ano | akk az @/FeiOigdze wiad ze wavostarmpgl na S
obser wowano s p.adTeakk aa kztaybapohbSatmw niniejszych badaniach.

W badaniach Chen X i if264Jopi sano aktywnoSi nanomateriag-w
i jon¥*ommzO®F Badacze podkreSlili obecnoSi obu jon
akt ywnoSi nanomateri aguw i ktz-arpym pjomrmoywamangnzmri amn
Mn**, podczas gdy j ony mi edzi redukuj N si n. T ¢
HAP/Mn/Cui 11i CATiL AC, dzinki czemu m-gg on zwinkszyl
enzymu w al kalicznym Srodowi sku r e aBadape , pod
nanomateriagycestamwmgildlpoawalyii na wykorzystan
warunkach z zachowaniem aktywnoSci katalityczn
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t q! sUYAhHs ARC

100%

80%

60%

40%

20%
0% &=
4 5 6 7 8 9
pH
LAC - & -BGCu1-LAC BGMn1-LAC
- o« —=HAP/Mn/Cul1-LAC BGMn1-CATLAC —eo— BGCu-1-CATLAC

—o— HAP/Mn/Cel1-CATLAC

Rysunek 14 Akt ywnwzSd| fdaaosys meltprotainowych (BGi Mni 1i CATi LAC,

BGi Cui 1i CATI LAC, HAP/Mn/Cui 11i CATi LAC) oraz pojedynczych immobilizowanych
nanomat eriiMaidi LAC, BABGu 1i LAC, HAP/Mn/Cui 11iLAC) wz g | fldkkamy (LAC)

w pHod4 do9. NajwyUsza zmier z(pH=ab)zadkstyawna Sdr zeynjziytmau | a k

42.AK t y w katalddy

Wyni ki aktywnoSci wzglindnej ndMmIEGATitAM: w
BGi Cui 1i CATi LAC, HAP/Mn/Cui 11i CATi LAC) oraz pojedynczych immobilizowanych
nanomat eriiMai§i CAT, BGBOG 1i CAT, HAP/Mn/Cu 11i CAT) w zmiennym pH
przedstawa Rysunekl5. Ak t y wka@l&zy(CAT)wpH=7z ospaggj ita jako 1

W przypadku mat é1liCAIGWACHAPAMNY @ono Si by ga
pozostagych nanosystem:-w i osi Ngaga wartoSc
Swi a dmréejs®jefektywnds diego mat eri agu w stabilizacj i
wartoSciach pH. Jednak w por-wnaniu do po

HAP/Mn/CUW11iCAT (aktywnoSIi pH=7 wymii osfaa 719D %i) ,
koimmobilizowanego HAP/Mn/QuLli CATILAC pozwal aga na zachowan
w  ¢m Zpkresie badanego pH.

NanosystemBGi Mni 1i CATILAC wykazag duUN stabilnoSi,
poziomie zbl i Uony m85d&n) w ezerakengzakresenpH,yznminimalnymi
wahaniamiKoimmobilizowany nanosyste®Gi Cli 1iCATILAC r - wni e U wykazy:

w zmiennympH osi Ngaj Nc Srednie wartoSci aktywno.
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zdol noSi tego mat eri agu do zachowani a aktywn
z immobilizowanym pojedynczym enzymem B@GniliCAT zmi eni ag swoj N é
w zal eUOnoSci od pH roztworu, od 58% aktywnoSci

rosga aktywnoi8BliliOmaTt, erkita-gruy Brfaksymal nN akt ywnoS
w pH od 6 do 8. NaydmipddsntSrw droiwl sxkyam Imak eri ag n

W badaniachRedaMiif82lk at al aza i mmobi |l i zowana na nanomz:
chitozan/ZnO/FgdDs zachowywaga aktywnoSi w pH=7 i wy Us
Srodowi sku jej aktywnoSi spadaga do 60% w pH=
Istotnym etapemw me chani z mi,® prr@xzkd akdaut al a z @ elektorait pr ze

w trakcie reakcji. Mechanizm dla katalaz manganowych opisano w artykule Signorella S i innych.

[265]. Na poczNtku reakcj.i centrum aktywne zgoUo
manganu ut | en§ esdinfio cdzoe Snt i), aopsindue poyvskanie reidnika
tl enu i j ednej czNsteczki wody. Rodni k pozost a

kol ejna czNsteczka nadtl enku wodZoruwd zjieasgte nu tfloern
przygNczonych przy cedrtugan @azkNsytwangyak ap omsd ya,j a
redukuje sin do pPow mdthakinneemsaneesanpoMw- j ne pr z)
Ssubstrat-w reakcj.i w trakcie zmian stopni ut I
wskazuj N na niezbndnN, w st ahgupykaripoksylaveifesztyo wy c h,
ami nokwasowe w pobl i kw oaeanytnrugy ml nmamgya nmoawneggaon u , [
kompl eksy przej Sci owe i produkty reakcij i . ud
[ wspomagani u reakcij.i katal azy pot wi erdzajij
BGi Mni 11 CATT LAC, BGICui 1IIiCATiL AC. Powstnaj Ncytl enkowy mo U
wykorzystywany przez obecnN w ukgadzie | akkaz
czNsteczkowego, aOkiddkzinea madfFa ebyka wHkor zy st
[264,265]
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CAT BG-Mn-1-CAT-LAC BG-Cu-1-CAT-LAC
—e— HAP/Mn/Cu-11-CAT-LAC & - BG-Mn-1-CAT BG-Cu-1-CAT

Rysunek 15 Akt y wnwzSd| fndaaosys meltprotainowych (BGi Mni 1i CATi LAC,

BGi Cui 1i CATI LAC, HAP/Mn/Cui 11i CATi LAC) oraz pojedynczych immobilizowanych
nanomat eriMaii CAT, BABGHI 1i CAT, HAP/Mn/Cu 1liCA T) wzgl ndem Kkat e
w pH od 4 do 9. NajwyUsza zmierzona aktywnoSi er

43.AKk t y w peooksiydazy

Wyni ki aktywnolSai nawegsysnem- wF@EQUW3IHRALIR t e i
i ZnOi MncOyi CuQi 13i HRPI LIP) w zmiennympHp r z e d s t a WRysumekd6 (8,18, Oh a
Naj wy Us z a kotsyi wmmnfidytlazwhrzanowej (HRPwW pH=7 zopt ayjpfit a

100% w czase7 mi n aktywnoSi wyniosga 2,4 muUnit/n
4,6 mUnit/ml
W trakcie analizy zauwaUono op-Ffnienigow r

wyni kago z ©p-Fniejszego wzrostu absorbanc]j
przebiegu reakcjiw badaniactp or - wn a,swwk t ¢ 7  smy eraymyg s i NrganjNwjy U's z
akt ywnoSi ( 3,wmikn ) royma zn a@@iEsHRA LM YnOiMG,Oyi Cull

13iHRALI P osi NgnNagky ynwanjovbyiNbssz phmitir pvnano wykr es
t wor zNcego sifi produkt u iMmkGi CueinIEHRRLIP w pH=% wn e

i pH=6, co odpowi adagdgo najwyUszym aktywnoSc

Po 3 minutach reakcji Rys. 1 6 A) , aktywnoSi koi mmobi | i
FGi Cli 3iHRPILIP i ZnOiMnO,i CuO 13iHRPLIP osi Nga wyUsze warto

enzym peroksydazy | ub nanomateriagy z pojed
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FGICLUi3iHRPILIPcharakteryzuje sin najwyUsza aktywnoS$S
wobec wol nej peroksydazy) oraz pH=8, gdzi e akt
ZnOi Mn,O,i CUG 13iHRPILIP r - wni eU osi NgnNg naj wyUszN akt
i zasadowym SrwdoepwWM=$k mkrntegakojSi wyni osga 204 %,

nanosystemy pozwoli gy na zachowanie wyUszych a
aktywnoSi w pH=7 byga ni Us zRGiChiBiHRPAIP 2 33%udla nat y wn
ZnOi MnOyi CuO 13iHRALIP). Nanomateri agy i mmobili zowane :

FGi Cui 3iHRP i ZnQMnQyiCuG 13iHRPc har akt eryzowagy sifn ni UszN
w por-wnaniu do wol nej peroksydazy chrzanowe|]

pojedyncza i mmobilizacja pozwoli ga na zachowan
odpowiednio). War t o podkreSIlilil, Oe i1 oSI osadzonej
koi mmobilizowanych jest mniejsza niU dla ukg:
ZnOi Mn,O,i CuQi 13i HRPI LIP i ZnGi MnO,iCuG 13iHRPs zacowane il oSci enz
wynosil 0,41 mg i 0,9 mg na 50 mg nanomateri agt
aktywnoSci wykorzystywano 10 mg koG owego, otr

Po 7 minutach reakcjiRys. 16B), ranosystem FECLUi3iHRPIL1 P osi NgnNg naj
aktywnoSi e n z yom(247%) d pHBN24206), paHwskazujea najlepsze warunki
dzi atwasrjiadd o k warsoodwoywn s k4u . a KWW ypth o ST by ga zbl i Uon
wol nego enzymu w tych warsdnlk&dly wnd @dnosgprindggas0
wykazywad jedyni e 5perdksyadakytWyphts eé&bserwowand poagwny
wzrost do 212%, natomiastw pBl akt ywn o S| s p aNarpsysted#nGOi blrk@,ij 0 6 5 %.
CuO13iHRPILIPchar akteryzowag sifn wifinkszN zmi=dnnoSci
osi NgnNg bardzo wysokN akbhywasSNpi(g59padek edm a2
wol nego enzymu. M0 MmyOl Guei I3 HRR Pt 348%) odnotowano
wpH=6. WpH7 aktywnoSi wyr - wn aokhg pemksyilazyl00%k a przwn o Sc i N
pH=8 osi Ngniiga poziom 157 %.

Wz mocni ona akt ywn dGil3i HRPaLIPows syosunke douwolfeGo enzymu
znajduje swoje uzasadnieniewynikachbadaEHowes Biin[266]. Art ykugd opi suj e \

wapnia C&" obecnego w strukturze peroksydazy chr z

enzymatycznej. W badaniach dowi édvzibomdgk uUe r mwmli
do zmniejszenia aktywnoSci o ponad 50 %. Usunin
W miejscu aktywnym enzymu i ma znaczenie dl a |

kt -re w natywnymj éogaagkur sktabriin.i zadapdnN 2z kluc
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modyfi kacja st(alnl-lw hiemuelUseziaaz(al | ), gdzie don

O zmienionej konfiguracj. el ektronowej . To
stabilizacji okreSlonej formy Uelaza hemowe
wyst i p o wedkaliczeejinaktywacj z wi Nz anej z 21 Wobadtéyo joniesienim, C a
moUna wni oskowal , Ue obecnoSi | oi3iWMRPW®pni c

pozwala na utrzymanie strukskboyrbablgipnmmnmec
mi edzi na aktywnoSi peroksdy d26%. Datoasd anji aoph s:
otrzymanymat er i ag zawieraj Ncy uwodni ony fosfor
fitynowym, kt -rego aktypHod33b67 sPodavdaande wmat
100% aktywBo®obew pB mMol TTMMEH.®. Nalse cipm$ @i aka
ukgartoi ej sz ag a7, giiefpdnattvar®® %p ld kt y wn o Sc i

Podobnys padek aktywnoSci w(do H o7l wykemjs kanosyktama S n
FGCui3iHRRL I P, co potwierdza wpgdgyw | oenzymatyczeefl z i
w kwaSnym Sr odZnwiasnkyu arketaykwenjoiSci w zmi ennym
wpgywu nanomateriagu matrycy na tworzenie |
iin[268lnanoczNst ki magnetyczne \Vgdddoraygdang
podniolalnebH wok-§ enzymu ze wz gl tdich powgrzchni,zoy § N
poprawi ago aktywnoSi enzymu p o I mmobi |l i zac
wzglndem pH roztworu opisafed, wkbobadawni aenimo |
peroksydazin chrzanowN HRP na ©SiOUGa@AlO:iFeDi er i .
MgOiNaaOiK;O o0 zmi ennym skgadzie procentowym tl e
materiag-w (C3) maksymalna aktywnoSi enzymu

enzymu natywnego. Te obserwacje zostagy r - w
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Absrobancja [a.u]

0 2 4 .6 8 10
Czas reakcji [min]
—e—ZNOMNnOGCUG13-HRRLIP pH 6 —e—ZnOMNOGCUG13-HRRLIP pH 7
—e—HRP ph 6 HRP pH 7
Rysunek 16. A) Akt ywnoSi wz gl i d nnaultiprotaeimowyshy(BG Guiri-HRP LIP

i ZnOi MnxOyi CuGi 13iHRA LIP) wz g | hpdreksydazy(HRP)w pH od 4 do 9 w czasie reak@imin,

B)Akt ywnoSi wzgl hdna nanos yicti8 RRPWIPMZNOi Mnx@,irCadi &8ii n o w
HRP LIP) i nanomateri ag- - WFG CoBidlP i ZnOiMox@aQuee3h | P) wz gl i
peroksydazy (HRP) w pHd 4 do 9 w czasie reakgjimin . NajwyUsza zmier zjpHFd akt
zost aga pr zyQ) hrniaaa apsarkaacji W €z8sk reakcji enzymatycznem@ MnxOyi CuOi
13'HRP LIP i peroksydazy HRP w pH=6 i pH=7.

W badaniacfi269]d owi edzi ono r - wni eU, ze i mmobiliza
specyficznoSi substratowN enzymu, co zosta
aktywnego. Ponadt o, aktywnoSi I mmobi |l i zowan
wzgl ndeeamnl odi mi ny i byga 3 krotnie wyUsza ni
p-aminopiryny. W badaniach Hwang R70], | mmobi | i zowana ester az:
250% aktywnoSi wzgl ndem wol nego enzymu w

oddziagywaniom enzymu z strukturN noSnika (r

Uel aza). W nini eo sazketjy wnroaSccyi, inmneo bbialdiaznowany
substrat-w, jednak silne wzmocnienie aktywn:q
biagka i jego struktury centrum aktywnego.

4.4 Akt y wlipaz$ i

Akt ywnoSi |l i pazy bygdga wyznaczona z wykor:
aktywnoSci (Sigma Al drich, nr produkt u: M
WYy z n ac z an abamveejrepkajifimantNwo r z Ncej gl i cer Akt owriims k
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bezpoSrednio odniesiona déwnakiywmnadid akdlymapd
i mmobilizacji n 2nOf MnaQyil CuiaL 3 WRAILIR ®razc FG Cui 31 HRA LIP

wykazagy zr-UnicowanN aktywnoSIi enRysumkl?)ycznN v
Wolny enzym lipazywpH=7c har akt er y z o wa &2nsUnitiml, a kctoy wnoosS cai gho  1p, r
jako 100%a kt y wWEQ 83yim natywny traci g stopniowo aktywr

Srodowi ska. W pH=5 jego aktywnoSi wynosiga 40%

Nanomateri ag i miMnOyT Cubi23BlWaPhy c ZamOa kt er yzowagdg S
aktywnoSci N, z dwoma maksymal nymi aktywnoSci
@2muni t/ ml ) . Poza tymi punktami , i mmobilizowa
katalitycznejNanosystenZnOi Mn,O,i CUO'13iHRPILIPosi NgnNg naj wy Usz N aktt
7 (2,52 mUnit/ml), co wskazuje rmeajkorzystniejszeva r u n Kk i dzi agania enzymu
w obojfAtnym Srodowi sku. W pozostagych zakresa

war t o BHE@% wobec natywnego enzydrazwza st aga w skr awpHych war
9 (3% iwpH4 (103%9.Wi doczny jest wzrost aktywnoSci K oi
ZnOiMnO,i CUG 13 HRRILI P w stosunku do naWypbhaztaraktgyuwpo:
nanosystemu ZnMnO,i CUO' 13iHRPILI P mo We whywe Nzana z obecnoSci
Jak potwierdzi gy badaznjwakPadytchab8d&no i nppch\
jon-w metal.| n a Psekdonynas cefaciar!ziepza z3y0 zdni . Mangan

zachowanie 60% poczNt kooove$ t arkd wiwjvay Sds vz uNker vz ynti e S
aktywnaam&%diy wwoloé§denzym (30%).

Akt ywnoSi koi mmaoobystémiF@ GuiiHRE glB b y §tabilraw badanym

zakresie pH, z 3wmdnt/mlo(@t7) donig miait/mil(pHB9 ) . Naj wy Us z |
akt ywnoSIi zao b= €1054povaa w pHOV1089H, co sugeruj e, Ue
stabilizuje enzym w zar - wno wmnobiliadanyma tierz aga d

FGi Cuii 3i LIP, podobni e do wc z e S npb @gjedyncpej isnmabidizaop mat e
charakteryzowag sifn zmiennN aktywnoSci N w pH al
byga najwyUsza w pH=IEmopilzdcienzymup p Hwd | i( § &2 383 . zac h
jego wyUszej aktywnoSci w pH kwasowym oraz wzm
enzymu natywnego. Natomiast, pojedyncza i mmobi |
| i pazy w zasadowym pH St eddG@iskHRPLIR. Oke d m&kSid| a
wapnia w materiale FGCUi 3iHRPIL1 P r - wni eU ma pozytywny wpgdyw
W badaniach Li C. i in.[272] i mmobi | i zowano l i pazn na mody

nanomateri agach fosforanoviga®a), alilty wmaSiomaetneryi
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wyniosga 0,85 mMol / min, a wolna | ipaza <cha
Badania aktywnoSci nanomateriagu w zmiennyr
kat al i tycznej wzgl ndem wol nego enz5,muna tdm|
aktywnoSIi zar-wno i mmobilizowanego uk§hdu o

Oba nanosystermyoimmobilizowangZnGOi Mn,Oyi CuQi 13 HRP LIP oraz FG Cui 3i HRPi
LIP)zachowagy aktywnoSi w cagym zakresie pH,
doni gz72eSEadek aktywnoSci w pH zasadowym (
nanomateriag-w z pojiMdQPNCU@ ¥3nIP erazzFG @ue3rLIP), Zon O
wskazuje na korzySci zwi Nzane z koi mmobil iz

W badaniach Fernanddzopez i in.[273]r - wni eU opi sano pozytywr

a k t y wimmoSilizowanej i pazy na sferach agarowych. Ba
Srodowi ska reakcji (pH 5) na aktywnoSi bia
manganu zachowuj e 70% aktywnoSci, podczas

katalityczne.

M 160%

- . I
Q J. J.
o 120%
o
> 80%
Q
QD
\:3
G: 40%{/
0%
4 5 6 7 8 9
pH
—e—| |P ZnO-Mnx0Oy-CuO-13-HRP-LIP
—o— FG-Cu-3-HRP-LIP ZnO-Mnx0Oy-CuO-13-LIP

- ® -FG-Cu-3-LIP

Rysunek 17. Ak t y wn o S enzymat yntuitipraeinowgah(BnOiWs xOeGuel $8/ HRP

LIP oraz FG Cui 3i HRFA LIP), natywne ] l'ipazy oraz namG@GmMadieri a
CuG'13LIP oraz FGCuUi3iLIPwy r aUona j awpglaikd ryavnlpéay w pHod4edo 9.
NajwyUsza aktywnosSI dla natywnego enzymu (pH=7)
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5. Materiagy o aktywno$npanagny enzymatycznyc

Wi ele materiag-w ze wzglidu na podobnN aktyyv

nazywanych A[@38no ¥y hamied at urze zaczngo pojawi al

definicji takich materiag-w uwzglindniaj Ncych ¢
podobnego przebiegu reaR®pRi5] dOob eartiueg ap mglkhe RiIna
aktywnoSci materiagu wobec wzorcowych substrat .

enzymatycznejl136,275] Przykgadem moUe byl przypadiek pier
opisany przez Gao L. i in276] mat er 40arji aFde wy kazy wal aktywnoSi

peroksydazy. Badano r o z K39, a3dNjetsamddyljppenzanodiany)r e a k ¢ j i
w obecn®ScbkrHeSl ono parametry katalityczne re
temperaturach oraz pH. Wni oskowano, Ue aktywnoc
(wyraUona | ako staga Michaeli sa, KM= 16,4 mM)

Na podstawie obliczonej stagej Mi chael i sa st wi
od aktywnoSci peroksydazy chrzanowej 3O KM=3, 7

(KM=0, 098 mM) wobec wzorcowego substratu TMB |
(KM=0,434 mM). Dodatkowo, w badaniach przeprowadzonych przez Yuan B, Chou H. i Peng Y.
[277, kt -re odtwarzady badania GadeQy. 4dby nakr eSlr

czy jej przebieg bygdg anal ogiczny do aktywnoSci
redoks na powierzchni tl enku z nadt bAenkitem ewasd\
odpowi edzialne za aktywnoSI nanomateri agu. Je
peroksydazy c¢chrzanowej , kt -ra stabilizuje proc
aktywnym.

W toku bada€G, otrzymano nanomateriagy wykaz
Materiadgy te analizowano r-wnolegle z nanosyst

tych materiag-w zostagy pr z(erdsz daznimeagnzeihnymi Ip)op r z €
otrzymanymi nanomat eriMa@alud 31, M@ NG ClEOBY, ZnO
HAP/Mn/Cu 21, BGMni3, FQMni3 wykazagy wysoki e aktywno!
odpowiednio: 23,6 mUnit/mg, 28,2 mUnit/mg, 18,6 mUnit/mg, 40,9 mUnit/mg, 50,7 mUnit/mg

(rozdw2.ag Nastnpni e, p o przeprowadzeni u badadc
postanowi ono sprawdzi l aktywnoSi tych mat er |
enzymatycznych. W tym rozdziale przedstawiono

enzymatycznychd | a nanoTabelm1ljy. (W badani ach stwierdzol
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ZnGOi MncOyi CuQi 31, HAP/Mn/Cii21 orazBGMni3 wy kazuj N aktywnoSi :
przy czym naj wyUszN ak tiMnGyi €8x 31 (88%), BGVMIB {24%),a t e r
a najni Usziel BRPAYKkMny/wGuw SI natywnego enzymu K
enzymu o stn@enkiou el myiNmedyiCEOBRY i FAMBI3 wykaza
aktywnoSi charakterystycznN dla |ipazy, osi
mUnitml. Akt ywnoSiI natywnego enzymu | ipazy wynio

TabelalLWy br ane akt ywnoSci e n z yvm&fi QU 31n QA Me@yicCaF33,- w Z
HAP/Mn/Cui 21, BG Mni 3, FG Mni 3.

Materiag Akt ywnoSIi k
ZnOi Mn,Oyi CuGi 31 38\2%
HAP/Mn/Cui 21 13N1%
BGi Mni 3 24N1%
Materi ag Akt ywnoSi |
ZnOi MnyOyi CuQi 33 1,62N 0 mBnit/ml
FGi Mni 3 0,5M 0 , ndUit/ml

NastfApnie aktywngBifde mbakanyvarmgmym pkRysunek 18)
Mat eroi aglyar akt er zZB& Mmi & orazz JARYMmICu2 1 charakteryz
ni Uszymi aktywno S &dimamohilizowaneUzaprerarttoevané av gppprzednim
rozdziale Akt ywnoSI kat aliMaig dvlza asbangaymad BROG %
zakresie pH. Nanozym HAP/Mn/€2 1 osi NgnNgJ maksi mum aktywno:
aktywn o Sddpls P(addoni pHh8 (22%)do pHI (09)k t ywnoSi nanozy m:
przypismna obecno&di aj mat avnidaNnt or& Gd* dla HAP/Mn/Cui 21.

Obydwa materi agy mogN -®OH abgcoymaw miegszaninie uaakTyjnej
w badaniu xadzk fikdu oddzi agywani om mindzy d
w materiagach.iMAB pmayeabkiu B&G reakcja pol eg
OH' do obecnej struktury Mi.0;i redukcji jonu fosforanoweg:
[278]. JednakUe, ten mechanizm nie |jest i dent
przygNcza |jed®dNworkyt @eaokdiukHy poSrednie, a
Podobnie, w przypadku HAP/Mn/CR1 gdzie jon manganu (MH moUe wulec wutl
miedzi (Ci#?) redukcij i w trakcie reakcji, a hnastn

utl eni eni a. Mi mo , Ue reakcje katalityczne
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mechani zm-w enzymatycznych, w |iteraturze ni e

defini owania nanozym-w ze wzgl n[@9. na podobi e &Es

1200
|'I'|120/0

®100% o o o

[ ]
4

° 80%
N
> 60%
Q

QD
= 40%
—

- 20%

—

0% ¢
4 5 6 pH 7 8 9
—o—CAT —e—BG-Mn-3 —e—HAP/Mn/Cu-21

Rysunek18 Akt ywnoSi wzgl ndiMnT3nHAR/MEGUR 1YW WEB@Il ndem kat al az
w pH od 4 do 9. NajwyUsza zmierzona aktywnoSI|l enzyn

6. Reakcje w ukgadach model owych

Jakou k g anddglowe wybrangrocesr oz kBadwni k- w oraz pestycyd
nanosystemy multiproteinowe zostagy poddane ar
barwni k-w o zr-Unicowanych gadunkach powierzec
metylowy (MO) to barwniki anionowe, czer&iE neut r al na ( NR) to barwni
ziele® mal achitowa (MG) naleUy do barwni k-w kat
aktywnoSi nanosyst em:rwz mulattiypvnouwcab eneonvzpyens-tw c y d
(diuronui at r azyny) ynsatjficpzuij Stciyecjh ww {280 Wc bsgaumi @ejwy c h
anali zowano powstaj Nce produkty rozkgadu f

koimmobilizowanymi nanosystemami

6.1.LRozkgdgad bar wni k- w
Ak

1 Bg t trypanowy ( TB)

Wykresz mi an  srazfivdhebarivrakaw czasiei b g ki t u tirwypraabowreg o
w procentach przedstawion@l | a badanych enzym-w (peroksydaza
kat al az a CAT, | akkaza LAC) i i 10 GAYTEACe m- w0 1
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BGI Cui 1i CATT LAC, HAP/Mn/Cui 11i CATi LAC, ZnOi MnOy1 CuO 131 HRA LIP,
FGi Cui 3 HRP LIP) naRysunekl9.

W przypadku el eaziFe@r3-WRP-EIB (Rys. 19B), przebieg zmian

stiiUenia barwnika wskazuje na zjawisko sorp

5% poczNtkowego stnUenia TB. Materiadg zaw
aktywnoSi wobec barwni ka na poadioonnika yowmofa
e n z y meroksydazy chrzanowej | i pazy (odpowiednio 9% i 1
reakcji obserwuje sin wzrost stnUeTnB az bnaartwenri

W pr zypadk ZnOriaOeQud B3dRys. 19C) sorpcja barwnikana materiale

wynosiponad70 %, po czym nastnpuje powol na deéeMeor pc
wzgl Aidu na Sredni rozmiar por-w (26,1 nm) n
trypanowego do por-w nanomateriagu. Jednak

uj emni e nagadowanN powierzchni i orewang [281]a § u ,

Akt ywnoSi materiagu z i MZmGY Min,Oyi Ca@ ABidRFy LiiP) er
wskazuj e, Ue dominuj Ncym mechani zmem jest s
poni ewaU przebieg reakcji jest podobny do c

sorpcja barwni banj &sf Noi poozihNi Uswa stinUenie

SpoSr-d enzym-w zastosowanych w Dbadani act
(15%), natomiast | akkaz adarwnkazZ evywzagluj ccu arka ydwor
-OH w strukturze barwni ka, pierwszy z enzym-:
aby m-c przeprowadzal reakcjn potrzebuje cz

gadunek w t[282.kci e reakcj.

Przebieg proces-w sor mdjeachBG Gd & araz B@Mnj lijestb a r
podobny dop o z oyshtna(h o ma tweNatomaéagt ich odpowiedniki z immobilizowanymi
enzymami, tj. BGMni1li CATiLAC oraz BGCLi 1LiCATILAC, wy kazaktNywnoS
katalitycznN zbl i UdqRy$\190 id9ERx W trakore meakSjiz barwnikigmadla a z
tych materiag-w stinUenie baré&miklodout8r72uy pwije
st i 0Ue nii Gui 1T0OAE LAB Graz 82% dla BEBMni 1iCATILAC 8 pr ze z c aapig cC z

reakcji. Wo b e c akt ywnoSci wol nych enzym- w, mo
koi mmobilizowanych nanosystem-w z katalazN
katalazy. W badaniach Marshall T. i in[283] spr awdzano mo Ul i wo S

immobilizowanej lakkazy na skrobi modyfikowanej.Eé&s d o r oz kgadu bgnkif
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Otrzymany mat eri adg zawierag 120 mg enzymu n
i mmobilizowanego materiagu, a stfnUenie poczNtKk
3h pozostagoSi basrtwinleknai awypfoicdzs\i ak odveumg/ L), a w
barwni k zostag cagkowi cpirezyrgmz pawBomreyg.o Alatt yewn e
jednakUe naleUy wzi Ni pod wuwagn il oSi wuUlyteg
w tej pracy wykorzystano jedynieg / | nanomateriagu kiaavjla apdlcegs
(BGICui IiCATiLAC)or az 10 mg/ | barwni ka, co pozwoligo
w3h. Zatem37kr ot ni e mniejsza nawaUka z trzykrotnie
degradacjnin okogo 1,5 mg barwnika w tym samym c

Materiag -HARMRYIMAILE efektywni e sor bowag 0 Kk
a odpowiadaj Ncy mu koi mmobi Hil-GMWwaACYy poazmwas st en
sorpcje maksymalnie 40% poczNtkowego stnUeni a
sin aktywnoSci k aet aw zigtl yncdzun enja epnrzzyenb-iwe,g pr ocesu
jest efekt sor pczZnOMn®OECKGO J3HRPLMPL a mat eri agu

SpoSmamozyRys.9G), naj wyUszN aktywnoSi w usuwar
mat e ZnOavgpyi CuO 31 orazZnGi Mn,Oyi CuG'3 3, kt - re zmniejszadgy s
nawet o blisko90%T ak wysokN efektywnoSi przypisuje sih
[ 25,9 nm) odrjaizt owsicii k spzoerj- w MrdQy,i€uOiBa (0,275 cafig)u Z n O
Te nanozymy charakteryzuj N sifn niUszpgoprawnpot enc]j
dzi agania wobec anionowwgdadbiamaniwh&azRomadt @kt
i obecnoSi jon-w manganu oraz miedzi na r - U
ZnOi MnOyi CuO 33, Mr?*®*oraz C8") i ch potencjag redoks bndzi

materiag- w.

W przypadku nanosystemu Znln,O,i CuG33podobny wyni k uzyskag ze
[284]badaj Nc degradacjin barwnika na nanomateriag
nanomateriagu do rozkgadu bgnkitu trypanowego
zostago okodo 4 mgpokjadrvwdien $ kuas,uné oit egan dwir wni k a

badanego w pracy naagmuZnGi Mn,Oyi CuO' 33,
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Rysunek19.Zmi ana st nUe@rlki rwzt wop an ajvakgo 6 p a drezéwers a Wil
[ %] ) w czasie przez wolne enzymy (peroksydazn <c¢h
i nanosystemytoimmobilizowane (BGMni 1i CATi LAC, BGi Cui 1i CATi LAC, HAP/Mn/Cui 117 CATI

LAC, ZnOiMnxOyi CuGi13iHRPA LIP, FG Cui 3iHRPLIP) i odpowi adienodytikewane m
nan o ma (B&Mnid,BG Cui 1, HAP/Mn/Cu 11, ZnQ MnxOyi CuGi 13, FQ Cui 3) oraz nanozymy

(BGi Mni 3, FG Mni 3, ZnQ MnxOyi CuGi 31, ZnQ MnxOyi CuGi 33, HAP/Mn/Cu 21).
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1T Zi el e® mal achitowa ( MG)

Wykresz mi an st fi Uddaninikawrcaasiei zieteni malachitowej przedstawiony
jako spadek poczNtkowego stfnUenia dla badanych
LI P, kat al aza CAT, | akkaza LAC) iMniliceAaTnLAG,y st e m- \
BGi Cui 11 CATi LAC, HAP/Mn/Cuii 11 CATi LAC, ZnOi Mn,Oyi CuQi 13i HRA LIP,
FGi Cui 3i HRP LIP) zaprezentowano riaysunek20.

W przypadku mat er i a BnOi CWlOMB®HRPLIP (Rys. 20B) zaobserwowano

maksymalny spadek stnUenia barwnika wynoszNcy

bez i mmobilizowanych enzym- w sorbowag nawet
i mmobilizowane w tym ukgdadzie katali.zowangoy Ueo z
cagkowita skutecznoSI materi agu z enzymami by
reakcji wskazuje na ci Nggy i systematyczny spa

PodobM a k t yzwanoobSsie r wowano dduaHRRIER ®ys.i28Gju kRG r y
r-wnieUO umoUl iwig degradacjn okodo-ChB% Hai wki k
rozwinintej powi erzchni, sommmowa d i na ejmal e nz20)0l
powi erzchni materiag-w ogranicza il oSi przygN
wysokN aktywnoSi enzymatycznN ukgfaek twytygm oeSniz y m

materi ag- - w ni e wyni ka wygNczni e katalitygamg pcj i,

immob i | i z owa ny &hbadamazhyJankowskiej K. i inny¢gB85]r - wni eU spr awdz
aktywnoSi peroksydazy chrzanowej i mmobilizowan:
o stnUeniu 5 mg/l. W ciNgu 60 min rozkgad bar w

wartoSci N ni U te pracey s(takwd pa@i3imRALIBDIi e jBGe|] pr
W przypadkureakcjima t e r i aCg-1-@AT-BAZ oraz BGMn-1-CAT-LAC (Rys.20D,

20E)s t f (barwnikkeMGz ost ago zmni ej s¥®¥%ei db0O ®%wdpOwy d@a i ma

BG-Cu+1liBGMn-1 sor bowagy blisko 100% barwni ka. Wol n

(LAC) redukowadgy st nUeni @Rys206/r wid & k @ m o n aonkoonjact €

z i mmobil i zowanymi enzymami wykazagdgy aktywnoS$S

a zwgaszczaMn-m@ATeACIcah rBakt er y z o waipcesu il pUamypineda

obs er wowanego dla wolnych enzym- w.

Mat eHAP/MIECUil 1l sorbowagd okojo 80% poczNtkowego
jego odpowiednik z immobilizowanymi enzymamiHAP/Mn/Cui 11i CATiL AC) wy kazywad
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cykliczne zbdramryi lksd e ndeaWz oms & o kogad 60 %st i

z poczNtkowej sorpcji wifnkszej iloSci barw
czNsteczek, kt-re nie ulegdy rozkgdadowi kat
W badaniachVang Z. i in.[286]mat ezi adnmobi | i zwwaroN - Imank kva z
czasi e (240mi n) -8Wy kdagradagjiy barwnika zierd malachitowej
(10 mg w mieszaninie reakcyjnej) | o S | akkazy w badaniach t
I mmobilizacji wykorzystana w badaniach degil
podkreSIlili wzmocnienie degradacij. przez w
z immobilizowanN | akkazN) ze wzglndu na wsp

rozkgadu barwnika przezl @®izymakk aw yn ionsiaedjzsozr
prezentowanychwprasyy nosi ga mi ndzy 0,26 mg do 1, 62 mg

napodst awi e danych efektywnoSci koi mmobili za
enzym- w) , co pozwoli o na osi Ngni ®a4).&artpodo
podkreSlili, Ue ziele®& mal achitowa jest bar
w adsorpcji czNsteczek barwnika na nanonoSn
enzym-w i mmobilizowanych [287F powi erzchniach

NanozymatyczneMniBa F@&EMni3adgaz ZMHGINOi CuG 3 1 sorbow
barwni k do poziomu 90% poczNt kHARMYQU 21 draz Ue n
ZnOiMnOiCu033 wykazagy zdol noSi s o i §0%. Wi badarsachw n i
Chanu L. i in[288]. wykorzystano nanokompozyty ZnO/CuO do degradacji roztworu barwnika
zieleni malachitowej o stnUeniu poczNtkowym
jak w niniejszej pracy (0,2 g/l). W badakni a

bygo to zwi Nzane z zastosowaniem procesu fo
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Rysunek20.Zmi ana stnUenia roztworu zieleni mal achitowej

[ %] ) w czasie przez wolne enzymy (peroksydazn chrza
i nanosystemy immobilizowane (BG®Ini 1i CATI LAC, BGi Cui 1i CATi LAC, HAP/Mn/Cui 11i CATI

LAC, ZnOi MnxOyi CuGi 13 HRP LIP, FG'Cui3iHRR L | P) i odpowi adaj Nce i m n
nanomat eiMnidBGE Ci B BAP/Mn/Cu 11, ZnQ MnxOyi CuGi 13, FQ Cui 3) oraz nanozymy

(BGi Mni 3, FG Mni 3, ZnQO MnxOyi CuGi 31, ZnQ MnxOyi CuGi 33, HAP/Mn/Cu 21).
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f OranU metyl owy ( MO)

Wykresz mi a ny reztwdrlbarwnika or an Uu mé praedstawiomygako spadek
poczNt k owergzoworswt ficlkeansiiae dl a badanych enzym-w
| i paza LI P, kat al aza CAT, | ak kaza TMPAXGATII n a
LAC, BGi Cui 1i CATIiLAC, HAP/Mn/Cui 11i CATiLAC, ZnGOiMn,Oyi CuO 13/ HRRFLIP,

FGi Cui 3i HRP LIP) zaprezentowano na

Rysunek21. Zmi ana stfnUenia roztworu oranUu metyl ov
roztworu [ %]) w czasie przez wolne enzymy (pera
lakkaza LAC) i nanosystemy immobilizowane (B@nili CATiLAC, BGiCuili CATiLAC,
HAP/Mn/Cui 117 CATi LAC, ZnOi MnxOyi CuGi 13iHRPALIP, FGCUui3iHRR L | P) i odpowi a
niemodyfi kowan e iMMAIBRGCatl, HHAR/MNEY 11( ZBBMnxOyi CuGi 13, FQ Cui
3) oraz nanozymy (BGVIni 3, FG Mni 3, ZnO MnxOyi CuG 31, ZnQ MnxOyi CuG 33, HAP/Mn/Cu
21).

Mat e HAPAVI@/Cui 11 (Rys. 21E) sor bowag do 70% bar wni ka
PoczNt kowo, materiag adsorbowagd barwni k do !
z materiagu i ponowni e by § aNasosystérmokeimmoailizewdny d o
HAP/Mn/Cu 11-CAT-LAC wykazagd aktywnoSi wobec bar wn
stinlUeni e dcodlobhe I&%t oSci sorpcji osi Ngnngy
Pozostage nanomateriagy z i mmobilizowanymi ¢
enzymamimaterigy ni e wykazady znaczNcej aktywheo Sci
wzgl ndu na anionowy charakter barwnika oran
nanomateriag-w zwi Nzany jest z ich negatywr

i nanomateriagy nie bidN ze sobN f28%gowal z

1 Cz er wduteal(NR)

Wykres zmiany st iUéeceérwienimeuzane tandieutral RednMR)ii k a
przedstawiony jako spadek poczNtkowego st
(peroksydaza chrzanowa HRP, | i paza LI P, K
immobilizowanych (BG&Mni 1i CATi LAC, BGi Cui 1i CATi LAC, HAP/Mn/Cu 117 CATi LAC,

ZnOi Mn,Oyi CuGi 13i HRA LIP, FG Cui 31 HRP LIP) zaprezentowano rRRysunek22.
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Mat er i GUIBI HRPGIP (Rys.21C)r edukuj e stiUenie barwni ka
stnUeni a pobaNBtkowergebiegprecesspiofir - wn ynwa | ankyt y wno Sci |

wol nych épeymkwydazy chrzanowe] ( HRP) [ | i paz
prowadzN do redukcji st nUeviaita r ii @ifBp ppABawionyn i k a o
enzym-w, wykazuje charakterystyczny przebieg p
j est ni emal cagkowicie sorbowany, j edl@k z cz
stnUenia poczNtkowego. PoczNtkowe przygNczeni

powi erzchni N wgaSci wa¥/ gnanomattemniaagjubeth®sS5 m:
[ ujemnych jon-w na w strukt ur Z290]. Makolegny¢gha g u mo
etapach nastnpuje ponownha sorpcj a, prowadzNca
o okogo 80 %.

Nanomat eiM@CU@IBRys.21 By wy kazuj eetzbki Odmayvagani a
czerwieni neutralnej W pi erwszym etapie barwni k zostaje ¢
poczNt kowego, po czym dochodzi do desorpcj i,
Nastnpnie obser wuj e Namomatneomwingg ck@nOnmvs,®@firiplcijz aw
CuO13iHRALI P) wykazuje wyr a¥fsi @ (baryrikereddkonarejestwn o S
080% a przebieg reakcji odpowi adaralkdukwi NSsit AWa

czer wieni neutral nej o okogo 90 %.

Pododfn&kt ywobemcSetwieni neutralngjy k a z uj e iaitl.aM pieavgzej B G

fazie procesu sorbuje on ponad 80% barwnika, jednak z czasem dochodzi do stopniowej desorpcji,
kt-ra utrzymujpecessiiKii mdmo bk d (Eczao wlBGHCuiIl 11 GATILLAC 1 a g
wykazuj akwyWsomEipcja 90% poczNt kowego stnlUeni a
wykazuj eiMnKIigCATIL BG, kt -ry r-wnieU redukuje stnUe
bez enzyimvnidk) (W@kazuje natomiast cykliczne zmi
barwnika nast npni e desorbuje do poziomu 70%, po c:
fazieprocesu Ni UszN wydajnoSIi procesilliCAfIkACuj t may e
sorbuje okogo 80% bar wni ka. Nat omi astill) ego o0c¢

wykazuje stopniowy wzrostsorpdjiod 20% do okogo 50% w miarn trw
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Rysunek2l1.Zmi ana stfiUenia roztworu oranUu metyl owego

[ %] ) w czasie przez wol

ne enzymy (peroksydazhn

i nanosystemy immobilizowane (B®Ini 1i CATi LAC, BGi Cui 1i CATi LAC, HAP/Mn/Cui 11i CATi
LAC, ZnOiMnxOyi CuGi13iHRA LIP, FG CUui3iHRR L I P) i odpowi adaj Nce

nanomat eiMnid,BG Ci B BAP/Mn/Cu 11

, ZnQ MnxOyi CuGi 13, F@ Cui 3) oraz nanozymy

(BGi Mni 3, FG Mni 3, ZnQ MnxOyi CuGi 31, ZnQ MnxOyi CuGi 33, HAP/Mn/Cu 21).
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Uzyskane wyni ki wskazuj N, Ue odrmoomactSschiianymo b i

znaczNco zwinksza ich efektywnoSi w redukcji s
stabilizacjn aktywnoSci katalitycznej oraz zmn
od i ch o0 d pmemodgfi#owankch enzymami kt - r ych p ir desoGi y sorp
nastfipuj Nspossbbid®Kzgzhy nanomateriady i nan
z barwni kami przez sorpcjn, kt-ra cznsto miaga

stnUenia barwni ka w ptogesuk cdNiag olmi ba spto nzaat keor GEcazgdeyn i zu
enzymami wykazywagy stabilnN aktywnoSI kat al i

barwni ka, z zachowaniem przebiegu reakcj.i podo

W przypadku czerwieni neutralnej (NRmat er i agy #Ca&%HRPLIP arkz F G
ZnOiMnOi CuG' 13iHRRAL | P umoUl i wi gy trwagdgN redukcj i st
podczas gdy i ch odpowiedni ki bez enzym-w wykaz
(sorpcjiddesor pcja). Oznacza to, Ue obecnoSi enzym
barwnikaa ni e jedynie jego czasowe Warzypadky medlenii e n a
mal achitowej zar-wno nanosystemy koi mmobilizow
charakteryzowagy sifi wys okNataekrti yawgnyo S@rzCkiL,iis tseo r(p
BGiMnil) charakteryzowagdgy sifn bardzo wysokN sorpc
duUej powi er Dadathowomad eeSdiaweyj .z i mmobi |l i zowany mi
katalityczny charakter dziagania, co wskazuj e 1
degradacjiNa podstawi@ n al i zy s or plegjadadwy mka iywontl Smat eri agd- - w
NR i MG, do bada® cyklicznych wybrano materi e
stnUeni a bCUBiWRA KPa HAPMBCu11CAT-LAC, ZnOi MnOi CuQi 13i HRPi
LIP, BGI Cui 11 CATi LAC oraz BG Mni 1i CATi LAC.
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Rysunek22.Zmi ana stinUenia roztworu czerwieni neutr al

[ %] ) w czasie przez wolne enzymy (peroksydazn <c¢h
i nanosystemy immobilizowane (B®Ini 1i CATiLAC, BGi Cui 1i CATi LAC, HAP/Mn/Cui 11i CATI

LAC, ZnOiMnxOyi CuGi13iHRA LIP, FG Cui3iHRRL | P) [ odpowi adaj Nce [
nanomat eiMnidBGE C B BAP/Mn/Cu 11, ZnQ MnxOyi CuGi 13, FQ Cui 3) oraz nanozymy

(BGi Mni 3, FG Mni 3, ZnQ MnxOyi CuGi 31, ZnQ MnxOyi CuGi 33, HAP/Mn/Cu 21).
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6.2.Cykle procesu

Ef e k t ydegran&ji i sorpcji barwnika czerwieni neutralnej (NR) i zieleni malachitowej
(MG) w kolejnych cyklactprocesuprzedstawiaRysunek23. Wyniki wskazuNn a i st ot ne r - (
mi ndzy mat er i a§ koimmobilizawamneeenzgniy B dch mdpowiednikamibez

enzym-w nastfipuj Ncych po sobie reakcjach.

Materiagy z -MyO-rQUOAHRP-LIP @z FGCu-3-HRP-LIP (Rys. 23A)
charakteryzowagy si Os noa pawmnikeszeldhinsalachitowe; (M@ wd ci N
wszystkich trzech cyklach, osi Ngaj Nc wartoSci
99%, 100%, 93%). W przypadku BGu+1-CAT-LAC oraz BGMn-1-CAT-LAC zaobserwowano
wi nksze zmiennoSci afka ylwn oBaCel@ATAIAICE Guykalr yeavta d
spadek efektywnoScii dpomdwmnymcwxrd ais tdem gléfme kt yw
75% w cyklu trzecim. Anlagicznie, BGMn-1-CAT-LACw r eakcj i z bar wni ki em
st nldeoni3e9 % w cykl u degg a iDp%bargnikanstizati; oykle Takie
wahania mogN Swiadczyl o cwdiu§im cyklwRojoddzieleaik t vy wa ¢ |
nanosystem-w koi mmobilizowanych immgbdizdveanaiau n o we j
nanomater No@aownimog wykazywal wyUszN aktywnoSi
Oddzi el enie nanosystemu od mieszaniny poreakcy
mogoNyr and ocsz¢caziNst eczkom substratu d202.centrum akt

Nanomateriagy bez enzym-w wykazagy zrllUnicow
cechowag esfiaktwysompdg®cpiNer wszym cyklu (83%), kt-r
w drugim, a nastfinpnie nieznaczni-€uw3wzwykazay wlaoj |
stabil nh,feky ymanMEBdzi o miiF% wek wsgystkicl® tizech cyklach, co
wskazuj eefnak tdyown NSMas e FCorhgiagB@MB-1 odznaczady sif
wy s oekfNe k't y woaSNithk owN (odpowi edni o jngch @ylachi 9 9 %)

nieznacznie zmal aga, utrigsmuj Nc sifi na pozi omi

W przypadkuiQuaitHRPLIl g wpoFzG om degradacji NR wutr
wysokim poziomie we wszystkich trzech cykl ach
FGiCii3 (bez enzym-w) r-wnieU wykazywagdg ®¥psokN sk
jednak w trzecim cyklu widoczny by g ni ewi el k
z cznSciowego nasycenia miejsc aktywnych 1l ub
odzysku wgaSciwoSci po kaUdym cykl| wowanBdlad obni e
mat er i MHUCURIBBGIRPLI P pozwal aj Ncy na redukcje st nl
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i 100% stnUenia poczNtkowego w kol ej iMmOh cvy
Cu013 bez enzym-w efektywnoSIi byga niUsza i

Swi adczyl o wyczerpywaniu zdol noSci sorpecy
mi ndzy mat er i agami jednoznaczni e ws Kk aozru jwe
W utrzymaniu wysokiej i st abBnzymylakkazawpedoksydaza S c
sN aktywne wobec zieleni mal achi t owe|] p owo

degr adac] n-dichetyloanilimiykt - NaNj es taEdaemettyé omagN pr c
cagkowi tego rozkgadu bar wni ka293,299) zostago p

Wobec czerwieni neutralnejant e r iMNGLIARBLAC r - wni eU wykazag
aktywnoSi w cagym przebiegu reakcj.i (93 %,
skutecznoSci ni emodyf i Kibnvh (8906, @0% z68%).aVwhprzypacka e r

mat eri agu bez enzym- w 0bs e ttrzecnw ayklo, cosugergee k

UOe aktywnoSi byga gg-wnie zjawi skiem sorpcj .
DI a mat eQuili€hTeL ABGG zaobser wowano skuteczB87mSi d
90% i 72%. Chol poczNtkowe wartoSci bygy w
Swiadczyl o cziSciowym osgabieniu enzymatyc
odzysku wdgaSciwoSci mindzy cykl aniiCil)Anal wui
wykazag stopni owe obni Uenie aktywnoSci (¢

Ue enzymatyczna modyfi kacja przyczynia sif ¢

r-wnieU moUe zmniejszal sin w d@PMIGLrlyiBATE z a s
LAC wykazagd dobr N, chol umiarkowanN aktywr
przewyUszaj Nc pod wzglndem skutecznoSci mat

R-Unice wskazujN na korzystny wpdgyw obecnoS
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cyklach procesu dla nanomateri ag: gui3HRALIP, InO Mo®yicCoG X3h : FG
HRPA LIP, BGI Cui 11 CAT-LAC, BGi Mni 11 CAT-LAC, HAP/Mn/Cu-11-CAT-LAC oraz
nanomat e riCua3jyzZn@mMnxdy-GuO-13, BG Cui 1, BG Mni 1, HAP/Mn/Cul 11.
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63.Rozkgad pestycyd:-w

W badaniach rozkgadu pestycyd-w wyRBGMnzyst
1i CATi LAC, BGI Cui 1i CATi LAC, ZnOi Mn,Oyi CuO 13/ HRP LIP orazwolneenzymy  kt - r
zostagy uUyte w wymienionych ukgdadach (kat a
HRP, lipaza LIP)

9 Diuron

W tabeli 2 przedstawionp r o c e nt o wN i ¥min a aliironn w ¢zaspo procesie
r o z k gwylkbraystaniemenzym wperoksyday chrzanowej HRP, lipay LIP, katalay CAT,
lakkazy LAC) lub nanosystem vkoimmobilizowarych(BGi Mni 1i CATi LAC, BGi Cui 1i CAT1
LAC, ZnGiMnOyi CuO 13 HRALIP). Rozt @i ur onu wykorzystywan)
st nemg /el . PrzyjnAto je jako poomwkt poczNtkow

Nanomateriagy niemodyfi kowane enzymem (ni

wobec pestycydu. WSr-d enzym-w naj wi ikszN ak
i peroksydaza chrzanowa p owolBdg Nadek wart oSci pestgcydM t k o
Akt ywnoSi |l akkazy i peroksydazy wobec diwur

Przykgadowo aktywnoSi IGandemalyciduwhmoaowa dagwzg
di uronu w medium. Po 15 dni ach jhsozdeognd is ipfo zoo
Qy/ml).Li paza nie wykazuje znacznej akh),awynkSci
wskazuj N na cykliczny wzrost i spadek stnUe
zmniejsza stnUenie diuronu (o maksymalnie 1
w 4h procesu. Zat em, z misywang efek®wi isepcjispestydydun i &
W |literaturze opisuje sin inhibicje enzym:

z przygNczaniem sin do &Neina[@¥%)am aktywnego | u

Ze wzglfidu na aktywnoSIi wolnych enzym-w oc
wykaUN aktywnoSiPowebéek osyhtienywy&ama agy wi nkszN
w reakcji z diuronem redukuj Nc | e g idNatowmiastikloedci cevka oy wh 6 %
nans y s t &aimmabilizowanyclp o z wvamlai § eduk cj e B%odMd procesu.o 0
PoczNtkowa wifnksbglakwy MeaaBpcmigpgeastycydu,
aktywnoSi natywnych eorazykt wwwaoBdescy sp eesrmt- wit ywd uk
etapachprocesyposzerzonozakresbaddl analizowanoroztwory poprocesoweMi ago t o n.
i dentyfikacjn proddktaw +t9z&gJgéa)xdu
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mg/ 1)
Il i pa

poczNt kowego diur of2i3i4Hh 0

Tabelal2 Spadek
chrzanowN HRP,

st nUeni a
przez wolne nz

ymy (peroksydazhn

immobilizowane (BGMni 1i CAT LAC, BGIi Cui 1i CATi LAC, ZnOi MnxOyi CuGi 13 HRP LIP).

Czas [h]
Mat eri ag ! . 3 4
HRP 19,30,6% | 14,6\0,6% | 14,1N0,7% | 14,IN 1 % °
LIP 10,8N4% 7 25N9% 3 11,N3%{ 3,8N8% §
LAC 14IN2%( 56N2% 7 10,8N 2% ¢ 155N 5% !
CAT 4,M0,8% | 10,N5%]10,N1% ] 1N 4% 6
ZnOi MnkOyi CUGI 13iHRPAILIP | 19,MN2,7% | 144N 1% 7] 7,3N0% 9 9,3V 0% 1
Bioi Mni 1i CATi LAC 14IN1% 3 11,N0% ] 126N0, § 7,2N0% 4
Bioi Cuii 1i CATi LAC 16,IN2% ¢ 89N 0% 7 14,5\0,8% | 7,4N0,4%
1 Atrazyna
W tabeli Bprzedstawionp r ocent owN z mi a ratfiazymy czébepo pracesie 0 zt wo r

rozkgadu z wendym rwengynana (paroksydakl chrzanow HRP, lipadN LIP,
katalaN CAT, lakka2NLAC) lub nanosystem wkoimmobilizowarych (BGi Mni 1i CATi LAC,

BGi Cui 1i CATi LAC, ZnGi Mn,Oyi CuG 13iHRRALIP). Rozt w- r atrazyny wykor
procesie miag stnUenie 10 mg/ | Przyjnto je |ja
Akt ywnoSi enzym-w wobec pestycydu pozwoli ga

st i Chgazynyg u U pao olb eHdipaoy Slakkazy Zmiamo15%p oc z Nt kowego st fi
atrazyny obserwowanpo procesie zkataladi o 10% po procesie peroksydak Akt y wn o S

mat e ZnOavip,@yi CuOG 13 HRP'LIP wobec pestycydu pozwoli ga na
o 20%, | ecz zost ahfeakcfiRPo zod sat@aoinea Whaeimmokbiligoyvarde nie
wykazadygy ale¢gjwnoSci winbapisancaw badamagmApmad M. i [296]
adsorpcja atrazyny na powierzchni noSnika (np.
wodor owych [ gNczeniu siin gr upami ami nowy mi

i mmobilizacjn enzym-w na nanomat er i drgzgng h, i st
z powi erzchni N materiadgu pr zez wi Nzani a wodo

oddziagywa®& el ektrostatycznych nie zwinksza al

pestycydu.
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Tabelald Spadek

st nUen atmzyry0 @ Nmd/olwke gp o
chrzanowN HRP,

pr oc eigiidid h)r oz k

przez wolne enzymy (peroksydazhn
immobilizowane (BGMni 1i CATi LAC, BGi Cui 1i CATi LAC, ZnOi MnxOyi CuQi 13i HRP LIP).
Czas [h]
) 1 2 3 4
Materi ag
HRP 96N8%(d 16,8N2%(d 15N 7%O0| 10,/ 2% 0
LIP 156N2%( 21, N3%0d 20,IN1%O0| 15N 4% 0
LAC 21,0N3%( 23,0N2% d 192N 49%0| 190N0% 1
CAT 194N 1%( 21, N5%Q0 12,MN2%0| 13,6N0% 4
ZnOi MnO,i CuGi 13 HRPILIP | 0,0N1% 1 0,0N0,3% 0,04,4% 19,6N 7% 6
BGi Mni 1i CATi LAC OON1% 3 OON1% 1] OON1%6 6,5\0,5%
BGi Cui 1i CATi LAC 0O,0N1% 1 0,0N0,3% O0N1% 1 0,2N 5% 2

6.4Wy ni Ki anal i zy pirWddMSt -w rozkgadu

Przepr owadp o a d uraohzakingzaamdiudiuronu mu Uy koimmobilizowanych
nanosystem-w wibabbhiyak.ewagrm - wny wa fV& uzyskashana

po reakcji diuronu z nastfpuj Ncymi mat eri ag
1 enzymy wolne: peroksydaza chrzanowa (HRP), lipaza (LIP), katalaza (CAT), lakkaza
(LAC),
T enzymy i mmobil i zowa an& Mn8&,i Gu@ b3cHRRLLIPE r i agac h

BGi Mni 11 CATi LAC, BGi Cui 1i CATi LAC,
1 nanoma tZel NnOg €uG 13, BG Mni 1, BG Cui 1.
wy br

Narysunkugzpr zedst awi ono chromatogramy dl a

(Rys.24A) i diuronu po procesiewykorzystanienn a n 0 ma tvidn® Ma@,i CuG 131 HRP
LIP (Rys.24B), ZnGi Mn,Oyi CuQi 13 (Rys.24C) i lakkazy (Rys.24D).

0 b e j caasyj rétengio d p o wi a d stgsiki e i
di ur o nadentyfikenano s z y

W tabeli ¥ przedstawiono wynik
m/z (MS)or a z

(czas

rozkgadu
2,7

produkty

di uron retencj.i min), co Swiadczy

Naj wi ncej produkt - -w rozkmadpr ad eug iotakkazyz u d
Na uzyskanymchromatogramie obserwowan ikNprzy czasieretencjil,57 min i 2,0 min oraz
2,15 mi n. wystnpowani

podst aOmi(R2NHCPOMU)uopakl demetylowanych (P3, DCPMU), co odpowiada

Analiza potwierdzi ga
[ z
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typowej doksydpreduldalydenolowe)e go enzymu. Lakkazy pocho
grzyb-w sN enzymami mniej specyficd20FMogNubstrTr
powodowal dechl orowani e oraz utl enianie pier:¢
metylowych[298]. Po reakcji diuronu z peroksydazN chr z
piki przy 2,0 min oraz dodatkowo przy 0,6 mthwi a d cpewStavanipr odukt u P2. Akt y
pozostagych enzym-w (katal aza, |l i paza) wobec

hydroksylowanego produktu P2.

Analiza produkt - w \pa yreakcjg rey mahosystemem koimmobilizowanym
ZnOi MnOyi CuG' 13iHRRAL | P [ n a n o maemadyfikowadyenm enzymami
ZnOiMnQ,iCuGi13 pozwol i §a oznacpybdukuUN groekiadu
W przypadku zastosowaniananosystemu multiproteinowego zaobserwowano tworzenie
dechl orowanych produkt - -w (P1, P2), demetyl owar
demetylowanego diuronu (P4, DCPU). Ponagt@m wsptraogd u k't wt - r ne|j reakciji
TOH (P5). Rozpad diuronuw reakegji mat er i-Mn@Q-€u®-1ZHREL | P pr zedst awi a
reakcij.i dekompozycji, kt -ry | R®} Abs g wwoB& Nyt e
nanosystemu katalitycznego pokrywa sin z produl
|l akkazy. Wi doczny | est r-wnieU wpgyw peroksyd
immobilizowanego (tworzenie hydroksylowanego produktu P22 r ok sydazy mogN wp
oksydacje fenoli[300], co potwierdza zPacnhaoddtzoNc ew pl iz e eni ainy
odnal e¥i doniesienia o aktywnoSci l i paz w rea
wi Nza®E& C=C, w obecnoSci r 30 s&h evmat npr zemir aktiu
di uronu po r e ak(opZa@ WMn,i Cudal8 HRPILIR)PpraedstawidRrys. 25.
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Tabela 14 Ze s t a,wi eni e
odpowi adaj Ncy mi [

ZnOi MnxOyi CuGi 13 HRRALIP, BGIi Mni 1i CATiLAC, BGiCuiliCATILAC, nanomat erii agy:

MnxOyi CuGi 13, BG Mni 1, BG Cui 1).

wyni k-

w

m masami
peroksydaza chrzanowa HRP, lipaza LIP, katalaza CAT, lakkaza LAC i nanosystemy koimmobilizowane;

analizy
czasami

chromatwrazgz afi czn
predester(engymy; pr zyop

z

Stosunek
_ . masy do| Czas
Zidentyfikowane produkty B
Symbol gadunretencji| Pr - bka
procesu . _
jonu [min]
[m/z]
S Diuron (substrat) 231 2,7 Wszystkie
[HCPDMU]*
(kation  1,kdimetylo-3-(3-
P2a 216 0,6 HRP, LIP, CAT
hydroksy4-
chlorofenylomocznik)
ZnOi MnxOyi CuGi 13/ HRA LIP,
ZnOi MnxOyi Cu(i 13,
CPDMU BGi Mni 1i CATi LAC,
P1 (1,2-dimetylo-3-(3 200 1,57 BGiMni 1,
chlorofenylomocznik) BGI Cui 1i CATi LAC,
BGi Cui 1,
LAC
ZnOi MnxOyi CuGi 13/ HRPALIP,
DCPU BGi Mni 1i CATi LAC,
P4 _ _ 208 1,8
(N,N-didemetyladiuron) BGi Mni 1,
BGi Cui 1
HCPDMU ZnOi MnxOyi CuGi 13/ HRA LIP,
1,1-dimetylo-3-(3- ZnGOi MnxOyi Cu(i 13,
P2 ( o3 213 2,0 ‘O
hydroksy4- BGi Mni 1,
chlorofenylomocznik) LAC, HRP
DCPMU
P3 _ 222 2,15 ZnOi MnxOyi CuGi 13’ HRRALIP, LAC
(N-demetylediuron)
_ ZnOi MnxOyi CuGi 13/ HRPALIP,
P5 Hydroksylowany diuron 242 2,45
ZnOi MnxOyi CuGi 13
ZgoUone prod | ZnOi MnxOyi CuGi 13,
P6 315, 342 | >3 min
trimery BGiCuil
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ZauwaUat nwnwpejsatwt y wm @ 1$ ¢ ma ZnoirMin®,§Qud 13 na rozpad
diuronui wSr - d zi dent yf i krozpeauoybceelc ngdechyraykqi pradukty
(P1iP2)ihydroksylowane produkty (P®)b e c z@$l- wno j on-w manganu i
nanomatneorUpadw d owa | t wor zeni e r oa pawierzchniach y d r
materiagu i prowadzil do i nt er ak[302]iW badarkai s o r
GholamiM iin.[303]dot yczNcych wykorzystania kataliza
bentazonu (herbicyleu)t akiUnhkatzaluiwadtydr | est
hydroksyl acj i grup funkcyj nych herbicydu.
immobilizowanego, rozpad diuronm wi Nz any z caydtgnaanprcajemie nie dest
zbl i Umzpgdwodbos er wowanego w naturze (jak w przy
bakterig299]) i nie prowadzi do demetylacji diuronu. Dodatkowo, w chromatogr@mieakcji
z niemodyfikowanymzZnOi Mn,O,i CuQi 13 zidentyfikowanor - Une z wi Nz ki o

czNsteczkowe jpestycyd0 kvty § rSe i miwg s N poUNdanym pr

H
~ H
H—N—C—N H—t1—c—N
Il ey T
#ozone produkty
(P6) —

Cl
L 7w
H—N—C— N

" H—N—C—N

I
o)

(Dl'nrr.-n) ¢ (P5)
CHa

l CN
N—C—N_ H—N—C—N{_

Rysunek 25. Proponowany schemat rozpadu diuronu na podstg30i.
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W badani ach z wykorzystani em nanomat e
(BGi Mni 1i CATi LAC, BGiCui 1Ii CATiL AC) stwierdzono, Ue reak cj a
gg-wnie do dechl or owa ni Bodatkowe, wSspekteim masowgpoo mat y c .
reakcjizma t emBGaMni 1iCATILACwWSr - d zi dentyfi kowanych prod:i

jestpodw:- j ni e dpernoedtuyklto waonz padu di uronu (P4), co |
| akkazy obecnego tekoimkopikzanarieensysieeydn ak Og gy t ak ak
jak poprzedni nanosysten{ZnGi Mn,Oyi CuO' 13 HRP LIP). R - w niemedyfikonane

nanomatB&Mnia § BGICuil ni e dopr owdasdegar g kgadu di ur ont
aktywnoSi pozwoli ga na dpmecgdsiae] nwi ktdercyhmowyph
mat eBGiMaidt wo r z yZwalrpksydowame pochodne diuronu (P2), natomiasefaiadukiy
rozkgadyobaceev wiby § d zi dentyfi kowanychmapeomdagt - w
BGI Cui 1.

|l mmobilizacja enzym-w na nanomateriagach wpdg
diuronu.Wykorzystaniea n o ma t 0@ M @,i CuG 13iHRPRL | P p o w@anstang g
r-Unych produalatr - wnoo o gch deinatytowagch, jak i hydroksylowagch
pochodychdi ur onu, co wskazuje na wsp:-I| nd&zyskemé agani e
wyni ki wskazuj N, Ue w procesach =z izparsksydagyo wani e
chrzanowej i lipazy na nanomateridleo b s er wowano rozkgad diuronu z
wystApuj e w o.beWanrotSoc ip o dakkrkeaX&lyi | , Ue przebieg re
dl a mi kr ooW greacesabzm-wy.k or zyst ani e miMnidiiCATMaAC er i a g -
orazBGCU LiCATILAC uzyskano rozkgad diuronu

i demetylowania

, Obej muj |
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V Podsumowanie

Badani a obej mowagy synt ezn trzech r od
hydroksyapatytowych i szklistych) oraz ich
uzyskanie materiag-w o zr- -UnicowanejWstsipmumeé
badania aktywnoSci, obej muj Nce rozkgad kaze
ma t e wykazgsyywane w kolejnym etapie dmmobilizacjie n zy iMiivim.d zy i nny mi
ZnOiMnQ,iCuGil3c har akteryzowad si i ni s(k8 mankt/myg wn o
co pozwoli go na wykorzyst aMdteergioagw prz&de sit
manganu (BGMni3, FQMni3) wykazywagy naj wyUsze
(proteolityczneji odpowiednio 40,9 mUnit/mg i 23,8 mUnit/mgraz przeciwrodnikoweji
4270Mo |l 742, 1 OMod /pdzwol i o na okr e SMoayfikacg i ¢
nanomat @mamiangngamu i miedzmi aga i stotny wpgyw na a
i przeci wrodni kowN,akpryaywy 8& z ynwanjay] vaywdl tsiekiNs zaagr
zawart oSci maMngd Qud 33 onap BGMAIB)Opodczasgdg wi fkszony d

mi edzi prowadzi § dpootedityazrieflUeni a akt ywnoSci

Przeprowadzono i mmobi |l i z a &agtafazy GAT)elgbazn @IR)y ¢ h
| akkazy (LAC) i per otlerkowd @zZpOi NInkKOR 2Y0.13) ivhaat teer ri i aad
szkliste (np. BQCLil) wy kazywagy wy s oitkrhbbilieatjigddpowiedniat S
i 61%) co stanowi go podstawn do rWhkoimmabdizagjii i

jednoczesne osadzenie par enzym-w (katalazy
uzyskaniewz mocni one|j aktywAnal@x widmkFalt R | AT Rc zpnoetjwi
i mmobilizacjih enzym-w nakpawj &c z cHankiedystytrasn & t
przesunincia pasm amidowych oraz grup hydrc

interakcje biagek z noSni kami

W badaniach stabilnoSci e n mngnasystemyvenzymaiiiny c
iImmobilizowarymi n a szkl i stych noSni kach modyf i kc
(BGIi Mni 1i CATi LAC, BGI Cuii 1i CATi LAC) utrzymywagy akt yaw2oSI
i90i102% wawr tpa3 ¢ iwreanrziyun- dvo (katdlamyy cbo Swi adczygo
ochroni e s tNanystemy ipmmdbilizan@re kanGi Mn,O,i CuO' 13 oraz FGCui 3
wykazymaggymaknWwpeSioksydazy punktowo w w
(190% w stosunku davolnego enzymu peroksydazy przy pH=@atomiast poza tym zakresem
akt y wnokeeSywnienal aga ( £ED)% dWyanipki te wskazuj N,
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i mmobilizacij. j est z ,ajege Unodyfikaojicbraz rdoudiega jenzymun o Sni k
koi mmobilizowane@® nNat on®ni kwzmocnieni e akty)
nanosystem-w koi mmobilizowanych obserwowano pr

noSni ku w por - -wnaniu do enzymu wolnego obecneg

W badani ach degrsaazgd: - Ibrmirevnd Xerwwi eni neutr al
wykorzystanienanosystem wmultiproteinowy ch pozwol i o na osi Ngni Aci
do enzym-w wW@lumgydch wagyehk grada qbzZn® Mnd,kKal 13/

HRALIPwW procesi e z c@&edegiadagiwWwNnnkiutwskaNuj N, Ue i
poprawia stabilnoSi enzym-w i umoUl i wi a wiel
potwierdzono w cyklicznych Wykeraits} anhe degnasgwus
koimmobilizowanych w kilku procesachd e gr adacj i nastipuj Ncych p o
zachowani e wyUwykpr apsBEVNMEATI LAC degradacja czerwieni

neutral nej wyni osga okogo 90% w trzech cykl
niemodyfikowany enzymami (B®nil) ef ekt ywnoSi sorpcji w trzec
W testach z pestycydagmiane y st emy oparte na i mmobili zowane]j
sel ekakytwnwWnoSi degradacyjnN jedynie wobec wybr :
Zastosowanie nanosystemu ZnOyi CUG' 13iHRPAL1 P umo Ul i wi o obni Ue
di uronu o] okogo 10% w warunkach prm oz (el pirwvoow&ai d z «
wykorzystania nanosystemu a k o ukgadu katal i tyczrunieAgaiza w pr o
pr odu kzpadmpestyoydwy k a z a § a pazhoengchdiurSru charakterystycznyctla

reakcji oksydacyjnychi hydrolitycznych (dechlorowanych czy hydroksylowanych formd

pot wierdzi go enzymatyczny charakter procesu

Pods umozakugphicobej muj Ncy syntezfn, modyfikacjn j
podstawie wstApnych aktywnoSci, et apowN i mmobi

ukgad: - w, a takUe badéSmiiaposztwodktgurmd net wo razketnyi\

or - Unorakdnyewin o Sci . lkmdbitizaciaivp § y mé&jazwi nkszeni e ody
enzym-w na zmiany pH, jednak w przypadku degr
enzymy czisto wykazywagy wyUszN wednkiywnoSi ni U
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VI Whnioski
Wni os ki og-Il ne

1. Opracowano multiproteinowe nanosystemy oparte na trzedhajachnanm o Sni k - v
(tlenkowych, wapniowafosforanowychi szklistych) oraz ich modyfikacjach jonami
manganu i miedzi uzyskuj Nc mat eri agy o zr - Uni
katalitycznej/nanozymowe.

2. Modyfi kacja | onami met al iwplgydgva j Kw iz mpnaly
aktywnonS SnwykUsvza zawart oSi zwioink-sw a §na n gaak
proteolitycznN i p r z dodatekv medrimibkno WM,§  maaktt
proteolitycznN

3. Wstepgrest owani e n @noteotiza tkazeiny a gt-ews t y przeci
pozwoli o nanp&dtkad Oowipubbmg baikloi .mamjoizy m-

4. | mmobi l i zacj a p o) ekdtglary zperaksydaze rclrzamaweyy lipdzy
ilakkazyy na wybrangygHhane Quick3wiead ekt ywnoSci
peroksydazy na materiakeGi Cui 3).

5. Koi mmobi | i z ac katalapyalakkaeywazpenvksydazyilipazy j est mol
ipozwal a na zachowanie aktywnoSci biagek
6. Koi mmobilizacja enzym-w na nanomateri ag
enzymatycznej nanosystem:- w I stabil noSi

7. W reakcjach degruazadazxg g - Icheaveiv ndutkerepi ziéleni
malachitove)) nanosystemy mul tefpelot epwmmSvien yovs il
Z enzymami wol ny mi pr zymadgd W swigesltha Ker @at snaec
w procesie degradacji

8. SkutecznoSi wobec peswlWsgdgHdawwhgpgangehekht
(np. diuron), ograniczona dla innych (np. atrazyna), co wskazuje na znaczenie dopasowani
paryenzyiino Sni k do substratu.

9. Nanozymy fp. BGMni3) stanowi N realnN alternatyw
w zastosowaniachky magaj Ncych odpornoSci i prostot
oferuj N windnkszN specyficznoSi.

10.Zaproponowany schemat bada®& (synteza, m

i mmobilizacja pojedyncza, koi mmobilizac]

podej Sciem projekt owym dkoimmobilizowamgtwani a n
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oski szczeg:-gowe:

Naj |l epsze zidentyfi kowane N0 Bm®,KCuG 13d o I mm
HAP/Mn/Cu 11, BGMnil, BGCul, FGCui3 (z e wzgl ndu na ni s kN
proteo)itycznN

Dla enzym-w pojemyjnwizikhzNzgs&lanpwnoSIi i mmo
0s adz on elgkkazyB58mgcknan o SinHAR/MN/Cui 11.

Koimmobilizaciae nzy m- w per ok s wiOaMnyO,i CuGll3 ppraozwa dnzai g a d ¢
zwi fkszenia aktywnoSci peroksydazy o 100%
i zwinkszenia aktywnoSci |ipazy o 40% wzgl f
NanosystenBGi Mni 1i CATiLAC ut r z poneal $0%a kt ywkaBal azy w cag
zakresie pHbd 4 do 9.

Po 3 cyklach degradacji barwnikaczerwieni neutralneja kt y wno Si unanosy:
ZnOiMnO,i CUO 13 HRPILIP ut rzymywagda si9%, napr pewy Omz aj
efektywnoSIi s orzpG@WnO, CuOnd(#086twea cykl| § u

W procesie dgradadjb a r w n ézéewieni neutralneji zieleni malachitowej nanosystemy

BGi Mni 1i CATi LAC i BGi Cuii 1i CATi LAC oraz ZnGi MncOyi CuO 13 HRA LIP

os iy ni ki por -wnywal neoko an z85Ma)d e gwod chayanji i
Poziom degradacji diuronum@aksymalnie 19% po 1)h ograniczona degradacja dla

atrazyny (% po 4 h , sugeruj N odmoaochaniea gnyewcahnai nai zwny p

z nanosystemami koimmobilizowanyini pot r zebn optymali zacij.i
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