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Wstňp 

Nanotechnologia jest interdyscyplinarnŃ dziedzinŃ nauki, kt·ra znajduje zastosowanie  

w wielu obszarach technologii i codziennego Ũycia. Badania nad nanomateriağami pozwoliğy 

rozwinŃĺ wiedzň o wğaŜciwoŜciach materiağ·w w zaleŨnoŜci od ich rozmiaru, co jest stosowane nie 

tylko w zastosowaniach technologicznych, ale r·wnieŨ biologicznych. Powstağa nowa gağŃŦ nauki 

zajmujŃca siň wykorzystaniem nanotechnologii w procesach biologicznych, bionanotechnologia. 

Ze wzglňdu na interdyscyplinarnoŜĺ nanotechnologii, obserwuje siň przenikanie dziedzin  

i stosowanie element·w biotechnologii, co pozwala na tworzenie rozwiŃzaŒ bardziej zbliŨonych do 

naturalnych proces·w zachodzŃcych w przyrodzie.  

Enzymy sŃ rozpowszechnionymi i precyzyjnymi katalizatorami o duŨej wydajnoŜci.  

Bez obecnoŜci enzym·w, biologiczne reakcje zachodzŃce w kaŨdym organizmie i otaczajŃcej nas 

przyrodzie, zachodziğyby zbyt wolno aby podtrzymywaĺ Ũycie. Jednak stosowanie enzym·w poza 

ukğadami kom·rkowymi moŨe powodowaĺ trudnoŜci ze wzglňdu na warunki Ŝrodowiska w jakich 

zwykle dziağajŃ. Jednym z rozwiŃzaŒ tego problemu jest immobilizacja enzym·w, kt·ra nie tylko 

stabilizuje ich aktywnoŜĺ, ale takŨe umoŨliwia ich wielokrotne wykorzystanie. Pod wieloma 

wzglňdami, korzystnym rozwiŃzaniem jest byĺ ğŃczenie enzym·w z nanomateriağami, kt·re sŃ  

w duŨym stopniu modyfikowalne. MoŨna planowaĺ syntezň nanomateriağ·w, modyfikowaĺ rozmiar 

oraz ksztağt, a ich wğaŜciwoŜci mogŃ wspieraĺ dziağanie enzym·w. PoğŃczenie naturalnych 

biokatalizator·w z nanotechnologiŃ skutkuje otrzymywaniem ukğad·w, kt·re mogŃ byĺ 

dostosowane do planowanych reakcji oraz warunk·w procesu.  

Obecnie, na wz·r naturalnych proces·w, badane sŃ moŨliwoŜci ğŃczenia enzym·w o r·Ũnych  

aktywnoŜciach enzymatycznych do prowadzenia kilkuetapowych proces·w technologicznych. 

Dziňki moŨliwoŜci wielokrotnego zastosowania immobilizowanych enzym·w na nanomateriağach, 

koszty prowadzenia reakcji zmniejszajŃ siň. Stosowanie biokatalizator·w powoduje zmianň 

warunk·w operacyjnych w procesach, prowadzŃc do obniŨenia temperatur lub zmiany Ŝrodowiska 

reakcji na bardziej delikatne. 
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Streszczenie 

Nanomateriağy, ze wzglňdu na swoje wğaŜciwoŜci, stağy siň jednym z najistotniejszych 

obszar·w badaŒ w r·Ũnych dziedzinach nauki. Ich struktura, mağy rozmiar oraz duŨa powierzchnia 

wğaŜciwa sprawiajŃ, Ũe mogŃ byĺ wykorzystywane w r·Ũnorodnych aplikacjach, w tym jako noŜniki 

dla immobilizowanych enzym·w. Nanomateriağy wpğywajŃ na modyfikowanie wğaŜciwoŜci 

enzym·w i mogŃ zmieniaĺ ich stabilnoŜĺ, selektywnoŜĺ i efektywnoŜĺ katalitycznŃ. Wykorzystane 

do immobilizacji mogŃ zwiňkszaĺ odpornoŜĺ enzym·w na niekorzystne warunki Ŝrodowiskowe, 

takie jak zmiany pH, wysokie temperatury czy obecnoŜĺ inhibitor·w. Tego rodzaju nanosystemy 

znajdujŃ szerokie zastosowanie w ochronie Ŝrodowiska, produkcji biopaliw,  

a takŨe w bioremediacji.  

Celem pracy byğo otrzymanie koimmobilizowanych wielobiağkowych nanosystem·w, kt·re 

skğadağy siň z modyfikowanej matrycy nanomateriağowej oraz biağek immobilizowanych na jej 

powierzchni. Badania koncentrowağy siň na wykorzystaniu nanomateriağ·w jako noŜnik·w 

enzym·w, takich jak katalaza, lipaza, lakkaza i peroksydaza, kt·rych wğaŜciwoŜci katalityczne 

miağy zostaĺ zmodyfikowane przez wprowadzenie jon·w manganu i miedzi. Zastosowanie takich 

materiağ·w miağo na celu uzyskanie bardziej stabilnych i efektywnych system·w enzymatycznych, 

kt·re bňdŃ mogğy dziağaĺ w zmiennych warunkach Ŝrodowiskowych. Dodatkowo, w toku badaŒ 

otrzymano nanomateriağy, kt·re wykazujŃ wğaŜciwoŜci enzymatyczne po zastosowanych 

modyfikacjach jonami metali. Zaproponowano wykorzystanie test·w wstňpnych aktywnoŜci 

nanomateriağ·w, kt·re pozwalajŃ na okreŜlenie przydatnoŜci nanomateriağ·w do immobilizacji lub 

jako nanozym·w. Por·wnano ich aktywnoŜci z otrzymanymi nanosystemami multiproteinowymi. 

Celem badaŒ byğo r·wnieŨ okreŜlenie potencjağu nanosystem·w multiproteinowych  

w zastosowaniach biotechnologicznych, szczeg·lnie w ochronie Ŝrodowiska. Badano rozkğad 

barwnik·w i pestycyd·w przez otrzymane nanosystemy oraz por·wnywano ich aktywnoŜĺ wobec 

natywnych enzym·w.  
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I  CzňŜĺ literatur owa 

1. Biağka i enzymy w biotechnologii i nanotechnologii 

1.1.  Rola i mechanizm dziağania biağek w organizmach Ũywych 

Biağka sŃ zwiŃzkami obecnymi we wszystkich organizmach. TworzŃ r·Ũne struktury 

przestrzenne zğoŨone z aminokwas·w ğŃczŃcych siň poprzez kowalencyjne wiŃzania peptydowe  

(ïCOïNHï)[1]. MoŨemy wyr·Ũniĺ struktury pierwszorzňdowe bňdŃce ğaŒcuchami 

polipeptydowymi, struktury drugorzňdowe ï dwuwymiarowe poğŃczenia ğaŒcuch·w w helisy lub 

harmonijki oraz bardziej zğoŨone trzeciorzňdowe struktury o tr·jwymiarowych ksztağtach 

determinowanych przez mostki dwusiarczkowe, wiŃzania wodorowe, jonowe, siğy van der Waalsa 

czy oddziağywania hydrofobowe [2]. Najbardziej skomplikowanŃ strukturŃ biağkowŃ jest struktura 

czwartorzňdowa tworzona przez poğŃczenie wiňcej niŨ jednego ğaŒcucha polipeptydowego  

w jednostkň funkcjonalnŃ. Mniejsze jednostki w biağkach nazywane sŃ domenami, kt·re mogŃ byĺ 

klasyfikowane ze wzglňdu na strukturň przestrzennŃ lub funkcjň [2,3]. 

ObecnoŜĺ biağek w organizmach jest niezbňdna ze wzglňdu na peğnione przez nie funkcje. Biağka 

mogŃ tworzyĺ kom·rki (funkcja budulcowa) oraz magazynowaĺ lub transportowaĺ substancje  

w organizmach. Biağka sygnağowe, speğniajŃc swojŃ funkcjň, pozwalajŃ na komunikacjň kom·rek  

i reagowanie na sygnağy pochodzŃce z otoczenia. Warto wyr·Ũniĺ biağka obronne  

(np. przeciwciağa), kt·re pozwalajŃ na ochronň kom·rki czy cağego organizmu dziňki 

rozpoznawaniu obcych substancji i czŃsteczek. Prawidğowe funkcjonowanie kom·rek opiera siň na 

zapewnieniu ciŃgğoŜci reakcji metabolicznych i r·wnowagi wewnŃtrzkom·rkowej [4]. Biağka 

regulatorowe wraz z enzymami regulujŃ przebieg proces·w metabolicznych lub biorŃ bezpoŜredni 

udziağ w kontrolowaniu pracy kom·rki (np. z grup kinaz czy fosfataz). Enzymy zapewniajŃ r·wnieŨ 

utrzymanie homeostazy wewnŃtrzkom·rkowej uczestniczŃc w neutralizacji reaktywnych form tlenu 

lub degradacji toksycznych zwiŃzk·w (np. grupa hydrolaz i oksydoreduktaz) [1]. 

Metaloproteiny to specyficzna grupa biağek zawierajŃcych jony metali jako integralny element 

strukturalny lub funkcjonalny [5]. Metaloproteiny odgrywajŃ kluczowŃ rolň w metabolizmie 

kom·rkowym, transporcie elektron·w i ochronie organizmu przed stresem oksydacyjnym, czyniŃc 

je niezastŃpionymi w procesach biochemicznych [6]. Enzymy sŃ biokatalizatorami, kt·re 

przyspieszajŃ przebieg reakcji chemicznych w organizmach Ũywych. DziağajŃ obniŨajŃc energiň 

aktywacji reakcji, co umoŨliwia przeprowadzenie reakcji w warunkach fizjologicznych, kt·re 

byğyby niemoŨliwe bez ich udziağu. Enzymy zbudowane gğ·wnie z ğaŒcuch·w polipeptydowych, 



14 

 

kt·re przyjmujŃ okreŜlonŃ strukturň trzeciorzňdowŃ i czwartorzňdowŃ, czňsto zawierajŃ dodatkowe 

grupy prostetyczne, takie jak jony metali (np. ZnĮ , FeĮ , MnĮ , CuĮ ) lub koenzymy, kt·re peğniŃ 

kluczowŃ rolň w ich funkcjonowaniu [7]. Blisko 40% enzym·w zalicza siň do grupy metaloprotein, 

poniewaŨ ich aktywnoŜĺ i budowa zaleŨy od obecnoŜci jon·w metali [8]. Wykorzystywane jony 

niezbňdne sŃ do przeprowadzania reakcji redoks, stabilizacji ğadunk·w elektrostatycznych lub 

aktywacji czŃsteczek wody [9]. Jony metali mogŃ stabilizowaĺ strukturň enzymu, uczestniczyĺ 

bezpoŜrednio w katalizie lub peğniĺ funkcjň koordynacyjnŃ, umoŨliwiajŃc prawidğowe uğoŨenie 

substratu w centrum aktywnym enzymu [7,9].  

1.2.  Mechanizmy katalityczne wybranych enzym·w 

Enzymy sŃ klasyfikowane na podstawie ich mechanizmu dziağania i rodzaju reakcji, kt·rŃ 

katalizujŃ. Zgodnie z systemem EC (ang. Enzyme Commission) [10], wyr·Ũnia siň szeŜĺ gğ·wnych 

klas:  

1) oksydoreduktazy ï katalizujŃ reakcje redoks,  

2) transferazy ï przenoszŃ grupy chemiczne miňdzy czŃsteczkami, 

3) hydrolazy ï przeprowadzajŃ r·Ũne reakcje rozkğadu wiŃzaŒ chemicznych przy udziale 

czŃsteczki wody, 

4) liazy ï usuwajŃ grupy z czŃsteczek bez hydrolizy,  

5) izomerazy ï przeksztağcajŃ czŃsteczki  zmieniajŃc ich budowň geometrycznŃ,  

6) ligazy ï ğŃczŃ dwie czŃsteczki wykorzystujŃc energiň ATP. 

NajnowszŃ klasŃ enzym·w wyr·ŨnianŃ w klasyfikacji sŃ enzymy translokazy (EC 7), kt·re 

biorŃ udziağ w przenoszeniu kation·w, anion·w oraz wodor·w w reakcjach oksydoreduktaz, 

hydrolizy, dekarboksylacji [11]. Enzymy dziağajŃ poprzez stabilizacjň stanu przejŜciowego reakcji, 

co obniŨa energiň aktywacji (minimalnŃ energiň potrzebnŃ do przeprowadzenia reakcji 

enzymatycznej) i przyspiesza osiŃgniňcie r·wnowagi chemicznej. Po przyğŃczeniu substratu do 

czŃsteczki enzymu, powstaje nietrwağy kompleks EnzymïSubstrat [ES], w kt·rym nastňpuje 

reorganizacja wiŃzaŒ prowadzŃcych do powstania produktu reakcji [12]. Bez udziağu 

biokatalizatora osiŃgniňcie tego stanu wymaga dostarczenia znacznej iloŜci energii, co sprawia,  

Ũe wiele reakcji biologicznych przebiegağoby zbyt wolno lub nie zachodziğoby wcale [13]. 

Mechanizm tworzenia kompleksu [ES] moŨe obejmowaĺ kilka strategii, takich jak wğaŜciwa 

orientacja substrat·w w centrum aktywnym, tworzenie przejŜciowych wiŃzaŒ kowalencyjnych 

pomiňdzy enzymem a substratem, odpowiedniego mikroŜrodowiska (np. poprzez zmianň lokalnego 
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pH) oraz stabilizacjň ğadunk·w elektrostatycznych [14]. Kluczowym elementem ich funkcji jest 

centrum aktywne, czyli specyficzny obszar czŃsteczki enzymu, w kt·rym dochodzi do zwiŃzania 

substratu i przeprowadzenia reakcji. Centrum aktywne wykazuje specyficznoŜĺ wzglňdem 

okreŜlonych substrat·w, co wynika z przestrzennej komplementarnoŜci struktury enzymu  

i czŃsteczki reagujŃcej.  

1.2.1. SpecyficznoŜĺ enzym·w 

Enzymy dziağajŃ zwykle selektywnie, co oznacza, Ũe katalizujŃ tylko okreŜlone reakcje 

chemiczne i wiŃŨŃ siň z okreŜlonymi substratami. IstniejŃ dwa podstawowe modele opisujŃce 

spos·b ich dziağania: 

¶ Model klucza i zamka, zakğadajŃcy sztywnŃ komplementarnoŜĺ substratu i centrum 

aktywnego. 

¶ Model indukowanego dopasowania, opisujŃcy dynamiczne dostosowanie ksztağtu enzymu 

po przyğŃczeniu substratu. 

Model klucza i zamka, zaproponowany przez Emila Fischera w 1894 roku, zakğada, Ũe centrum 

aktywne enzymu ma sztywnŃ, komplementarnŃ strukturň, pasujŃcŃ do substratu jak klucz do zamka. 

Oznacza to, Ũe tylko okreŜlone substraty mogŃ byĺ rozpoznane i zwiŃzane przez dany enzym, co 

tğumaczy jego wysokŃ specyficznoŜĺ. Jednak model ten nie uwzglňdnia dynamicznych zmian 

konformacyjnych enzymu, kt·re rzeczywiŜcie zachodzŃ w trakcie katalizy [15]. W odpowiedzi na 

te ograniczenia Daniel Koshland w 1958 roku [16] zaproponowağ model indukowanego 

dopasowania, wedğug kt·rego enzym nie jest cağkowicie sztywny, lecz jego centrum aktywne 

zmienia ksztağt po zwiŃzaniu substratu. W efekcie interakcja enzymïsubstrat prowadzi do lepszego 

dopasowania strukturalnego, co zwiňksza efektywnoŜĺ katalizy i stabilizuje stan przejŜciowy 

reakcji. Model indukowanego dopasowania wyjaŜnia r·wnieŨ, dlaczego enzymy mogŃ wykazywaĺ 

pewnŃ elastycznoŜĺ wobec substrat·w o podobnej budowie, co nie jest moŨliwe w przypadku 

modelu klucza i zamka [17]. Obecnie rozwija siň teorie dotyczŃce modeli aktywnoŜci 

enzymatycznych, bazujŃc na tych podstawowych dw·ch zaleŨnoŜciach, lecz uwzglňdniajŃc, Ũe 

enzym moŨe dopasowywaĺ siň do mniej specyficznych substrat·w poprzez np. dob·r konformacji, 

co stanowi rozwiniňcie teorii indukowanego dopasowania [18,19]. AktywnoŜĺ enzym·w odgrywa 

kluczowŃ rolň w procesach biochemicznych, warunkujŃc ich specyficznoŜĺ oraz efektywnoŜĺ 

dziağania.  
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W niniejszej pracy zwr·cono szczeg·lnŃ uwagň na enzymy: katalazň, peroksydazň chrzanowŃ  

i lakkazň, kt·re naleŨŃ do oksydoreduktaz oraz lipazň, kt·ra jest enzymem z grupy hydrolaz.  

Przy wyborze enzym·w kierowano siň ich wykorzystaniem w reakcjach katalitycznych  

w kontekŜcie Ŝrodowiskowym oraz zachowaniem komplementarnoŜci ich mechanizm·w dziağania. 

Enzymy naleŨŃ do grupy metaloprotein, co oznacza, Ũe ich aktywnoŜĺ zaleŨna jest od obecnoŜci 

jon·w wybranych metali w centrum aktywnym enzymu lub wsp·ğpracy z tymi jonami jako 

kofaktorami reakcji. Dziňki temu moŨliwe byğo immobilizowanie enzym·w na nanomateriağach 

zawierajŃcych odpowiednie jony metali, aby zwiňkszyĺ stabilnoŜĺ i aktywnoŜĺ enzymatycznŃ. 

Zestawienia enzym·w w parach miağy na celu uzyskanie kaskadowego efektu degradacji 

zanieczyszczeŒ ï przykğadowo, zestawienie oksydoreduktaz (np. katalazy lub peroksydazy)  

z enzymami rozkğadajŃcymi konkretne klasy zwiŃzk·w organicznych (np. lakkazy lub lipazy) 

pozwalağo na sekwencyjne lub r·wnoczesne przeksztağcanie substrat·w w produkty reakcji 

enzymatycznych. Taki dob·r enzym·w umoŨliwia prowadzenie reakcji katalitycznych wobec 

r·Ũnych substancji np. reaktywnych form tlenu, fenoli, amin aromatycznych, zwiŃzk·w lipidowych 

czy barwnik·w przemysğowych. 

1.2.2. Peroksydaza chrzanowa 

Peroksydaza chrzanowa (HRP, ang. Horseradish Peroxidase) to enzym hemowy zawierajŃcy 

jon Ũelaza (Fe3+) w centrum aktywnym, kt·ry katalizuje utlenianie substrat·w przy uŨyciu nadtlenku 

wodoru (H2O2) jako akceptora elektron·w. Jest enzymem o masie czŃsteczkowej okoğo 44 kDa 

[20,21]. Rysunek 1. prezentuje uproszczony mechanizm reakcji w miejscu aktywnym enzymu. 

Mechanizm dziağania rozpoczyna siň od reakcji H2O2 z jonem Fe3+ (Rys. 1 ĂKompleks 0ò), 

prowadzŃcej do powstania kompleksu ferryloïenzymu (Fe4+=O) i rodnika kationowego na 

pierŜcieniu porfirynowym (Rys. 1 ĂKompleks Iò) [22]. Dochodzi do oddania pierwszego elektronu 

w reakcji i przeksztağceniu ĂKompleksu Iò w ĂKompleks IIò. Nastňpnie ferryloïenzym  

z ĂKompleksu IIò utlenia dwie czŃsteczki substratu, przeksztağcajŃc je w rodniki i regenerujŃc stan 

poczŃtkowy enzymu. Poza peroksydazami hemowymi, wyr·Ũnia siň peroksydazy manganowe 

(MnP), kt·re wykorzystujŃ jony Mn2+ do utleniania substrat·w oraz peroksydazy miedziowe (CuP), 

w kt·rych jony Cu2+ peğniŃ rolň centr·w redoks. Peroksydazy manganowe wystňpujŃ gğ·wnie  

u grzyb·w biağej zgnilizny i sŃ kluczowe w rozkğadzie ligniny, natomiast peroksydazy miedziowe 

wystňpujŃ u roŜlin i bakterii, uczestniczŃc w reakcjach obronnych oraz metabolizmie zwiŃzk·w 

fenolowych [20,21]. 
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Rysunek 1. Uproszczony mechanizm reakcji w miejscu aktywnym peroksydazy [22]. 

1.2.3. Lakkaza 

Lakkazy (LAC, ang. Laccases) to enzymy naleŨŃce do klasy oksydoreduktaz, kt·re katalizujŃ 

utlenianie szerokiego spektrum substrat·w (gğ·wnie zwiŃzk·w fenolowych i amin aromatycznych) 

przy jednoczesnej redukcji czŃsteczki tlenu (O2) do wody (H2O) [23]. Proces ten przebiega etapowo 

i wymaga Ŝcisğej koordynacji jon·w miedzi w centrum aktywnym. Lakkazy wystňpujŃ w r·Ũnych 

organizmach m.in. w grzybach, bakteriach oraz roŜlinach [24]. Lakkazy pochodzenia grzybowego 

to enzymy o masie czŃsteczkowej okoğo 60-70 kDa, kt·re charakteryzujŃ siň niskŃ specyficznoŜciŃ 

substratowŃ. Ich potencjağ oksydoredukcyjny (ang. high-redox potential) jest wyŨszy niŨ dla 

enzym·w pochodzenia bakteryjnego, ze wzglňdu na obecnoŜĺ ligandu w pobliŨu centrum 

aktywnego (fenyloalainy lub leucyny), co pozwala im na reakcje z substratami o r·Ũnej budowie 

chemicznej [25]. W centrum aktywnym lakkazy wystňpujŃ cztery jony miedzi (Cu2+) oraz ukğad 

aminokwas·w (HisïCysïHis), kt·re odpowiadajŃ za przenoszenie elektron·w i stabilizacjň reakcji 

redoks.  

Rysunek 2 prezentuje uproszczony mechanizm katalizy w centrum aktywnym lakkazy [26]. 

W klasycznym mechanizmie aktywnoŜci lakkazy, substrat przekazuje elektron do jednego  

z centr·w miedzi typu T1 (Cu /CuĮ ), ten etap jest moŨliwy dziňki obecnoŜci reszt histydyny  

i cysteiny stabilizujŃcych T1. Elektron jest transportowany do centrum T2/T3, gdzie jony T3 

(tworzŃce klaster dwujonowy) i T2 (mononuklearny) wsp·ğpracujŃ w redukcji czŃsteczkowego 

tlenu. Nastňpnie O2 wiŃŨe siň w centrum T3 i ulega stopniowej redukcji poprzez przejŜciowe formy 
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nadtlenkowe i hydroksylowe, przy czym jony T3 i T2 cyklicznie przechodzŃ miňdzy stanami Cu2+ 

i Cu+ [27,28]. Cağy proces koŒczy siň peğnŃ redukcjŃ tlenu do dw·ch czŃsteczek wody i regeneracjŃ 

jon·w miedzi w centrum aktywnym [27]. Dziňki tej skoordynowanej pracy jon·w w centrach T1, 

T2 i T3 lakkazy mogŃ efektywnie katalizowaĺ reakcje utleniania. Substratami katalizowanych przez 

nie reakcji mogŃ byĺ pojedyncze struktury fenolowe, polifenolowe oraz inne niefenolowe grupy 

metoksylowe, diaminy aromatyczne [29]. 

 

 

Rysunek 2. Uproszczony mechanizm transferu elektron·w w miejscu aktywnym lakkazy w czasie reakcji 

utleniania [26]. 

1.2.4. Katalaza 

Katalaza (CAT, ang. catalase) to enzym zawierajŃcy w centrum aktywnym grupň hemowŃ  

z jonem Ũelaza (Fe3+), kt·ry odgrywa kluczowŃ rolň w rozkğadzie nadtlenku wodoru (H2O2) do 

wody (H2O) i tlenu (O2). Mechanizm reakcji przebiega dwuetapowo: w pierwszym etapie 

czŃsteczka nadtlenku wodoru wiŃŨe siň z jonem Ũelaza, prowadzŃc do redukcji Fe3+ do Fe4+=O  

i powstania wody. W drugim etapie kolejna czŃsteczka nadtlenku wodoru reaguje z Ũelazem hemu 

(Fe4+=O), prowadzŃc do powstania tlenu czŃsteczkowego i regeneracji stanu wyjŜciowego jonu 
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Ũelaza (Fe3+). Dodatkowo, dla katalazy woğowej opisano mechanizmy aktywnoŜci oksydacyjnej, 

kt·re w przypadku niskiego stňŨenia substratu H2O2 pozwalajŃ na reakcjň podobnŃ do peroksydazy. 

Enzym wykorzystuje obecny tlen czŃsteczkowy jako akceptor i przechodzŃc przez dodatkowy stan 

poŜredni utlenia obecny w reakcji substrat [30,31]. 

Opr·cz katalaz hemowych istniejŃ takŨe inne typy katalaz, takie jak katalazy manganowe 

(zawierajŃce jony manganu, Mn3+/Mn2+) oraz katalazy z miedziŃ (Cu2+) [32]. Te enzymy peğniŃ 

kluczowŃ funkcjň w ochronie kom·rek przed stresem oksydacyjnym, neutralizujŃc nadtlenek 

wodoru. Rysunek 3 przedstawia uproszczony mechanizm reakcji i zmiany w miejscu aktywnym 

katalazy manganowej Lactobacillus plantarum [33]. 

 

Rysunek 3. Proponowany cykl katalityczny dla manganowej katalazy Lactobacillus plantarum. Reakcja 

utleniajŃca: (1) Spoczynkowy utleniony stan Mn (III ), (2) przyğŃczenie nadtlenku w miejscu aktywnym, (3) 

koŒcowy ukğad ditlenkowy. Reakcja redukujŃca: (4) spoczynkowy zredukowany stan Mn (II) , (5) 

aktywowane kompleksy nadtlenku wodoru: (a) substrat zwiŃzany z Mn1 i (b) substrat mostkujŃcy tworzŃcy 

wiŃzanie OïO [33]. 
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1.2.5. Lipaza 

Lipazy (LIP, ang. Lipase) to enzymy naleŨŃce do klasy hydrolaz, kt·re katalizujŃ rozkğad 

tr·jgliceryd·w na glicerol i wolne kwasy tğuszczowe w obecnoŜci wody. Centrum aktywne lipazy 

zawiera tzw. triadň katalitycznŃ skğadajŃcŃ siň z reszt seryny, histydyny i kwasu asparaginowego 

[34]. Mechanizm reakcji rozpoczyna siň od nukleofilowego ataku grupy hydroksylowej seryny na 

atom wňgla grupy estrowej tr·jglicerydu, co prowadzi do utworzenia przejŜciowego 

kowalencyjnego kompleksu acylo-enzymu. Histydyna, dziağajŃc jako akceptor protonu, stabilizuje 

proces, podczas gdy kwas asparaginowy stabilizuje ğadunek histydyny. Nastňpnie czŃsteczka wody 

atakuje kompleks acyloïenzymu, prowadzŃc do hydrolizy i uwolnienia kwasu tğuszczowego oraz 

regeneracji enzymu [34]. Lipazy mogŃ r·wnieŨ dziağaĺ w Ŝrodowisku organicznym, co pozwala na 

przeprowadzanie reakcji estryfikacji i transestryfikacji. AktywnoŜĺ lipaz moŨe byĺ modulowana w 

obecnoŜci jon·w (np. manganu, miedzi, wapnia). Jony te mogŃ dziağaĺ jako kofaktory 

enzymatyczne wpğywajŃc na strukturň trzeciorzňdowŃ i czwartorzňdowŃ enzymu, stabilnoŜĺ 

centrum aktywnego oraz efektywnoŜĺ katalizy [35]. Rysunek 4 przedstawia uproszczony 

mechanizm aktywnoŜci lipazy ze zmianami w centrum aktywnym [36]. 

 

Rysunek 4. Mechanizm aktywnoŜci lipazy: (A) enzym wiŃŨe siň z substratem, (B) powstajŃ tetraedryczne 

struktury poŜrednie, (C) tworzŃ siň kowalencyjne kompleksy z grupami acylowymi, (D) deacylacja [36]. 

 

 



21 

 

1.3.  Znaczenie enzym·w w wsp·ğczesnej biotechnologii 

Enzymy stanowiŃ fundament biotechnologii, odgrywajŃc kluczowŃ rolň w rozwoju 

zr·wnowaŨonych i efektywnych proces·w przemysğowych. Ich wysoka wydajnoŜĺ katalityczna 

oraz zdolnoŜĺ do katalizowania r·Ũnorodnych reakcji chemicznych czyniŃ je niezastŃpionymi 

narzňdziami w wielu sektorach przemysğu [36]. Zastosowania enzym·w w przemyŜle koncentrujŃ 

siň na zwiňkszeniu wydajnoŜci, obniŨeniu koszt·w i ponownym wykorzystywaniu 

biokatalizator·w. Wykorzystuje siň w tym celu zaawansowane techniki biotechnologiczne, w tym 

inŨynieriň genetycznŃ mikroorganizm·w, optymalizacjň warunk·w fermentacji oraz nowe 

konstrukcje bioreaktor·w [37]. 

Immobilizacja enzym·w na r·Ũnorodnych noŜnikach, w tym na nanomateriağach, zyskağa na 

znaczeniu jako kluczowa strategia poprawy stabilnoŜci enzym·w, umoŨliwienia ich ponownego 

uŨycia oraz uğatwienia oddzielania od produkt·w reakcji [38]. Nanotechnologia wnosi znaczŃcy 

wkğad w dziedzinň immobilizacji enzym·w, oferujŃc nanomateriağy o rozwiniňtej powierzchni 

wğaŜciwej, kontrolowanej porowatoŜci i moŨliwoŜci funkcjonalizacji powierzchni, co przekğada siň 

na zwiňkszonŃ efektywnoŜĺ i trwağoŜĺ biokatalizator·w [39]. 

Enzymy znajdujŃ szerokie zastosowanie w wielu gağňziach przemysğu. Przemysğ spoŨywczy 

wykorzystuje enzymy do takich cel·w, jak przetwarzanie skrobi (amylazy), modyfikacja biağek 

(proteazy), hydroliza tğuszcz·w i poprawa smaku (lipazy), klarowanie sok·w owocowych 

(pektynazy) czy hydroliza laktozy (ɓ-galaktozydazy) [40]. Przemysğ detergentowy opiera siň na 

enzymach takich jak proteazy, amylazy i lipazy do skutecznego usuwania r·Ũnego rodzaju plam  

w ğagodnych warunkach, a takŨe na celulazach poprawiajŃcych wğaŜciwoŜci tkanin [41]. Przemysğ 

tekstylny i sk·rzany wykorzystuje enzymy do uszlachetniania materiağ·w, w tym celulazy do 

modyfikacji powierzchni (Ăpolerowaniaò), keratynazy do modyfikacji weğny, proteazy do 

zmiňkczania sk·r oraz lakkazy do odbarwiania Ŝciek·w z barwnik·w [42]. Lipazy znajdujŃ 

zastosowanie w procesach odtğuszczania sk·r. Przemysğ celulozowo-papierniczy stosuje celulazy  

i ksylanazy do wspomagania ekstrakcji hemiceluloz i poprawy jakoŜci pulpy, a lipazy do usuwania 

substancji Ũywicznych. W produkcji biopaliw lipazy znajdujŃ zastosowanie w procesie 

transestryfikacji prowadzŃcej do otrzymywania biodiesla, natomiast celulazy oraz inne enzymy 

hydrolityczne wykorzystywane sŃ w degradacji biomasy lignocelulozowej w celu wytwarzania 

bioetanolu [43]. Przemysğ farmaceutyczny i medyczny wykorzystuje enzymy w syntezie lek·w, 

diagnostyce (np. biosensory z tyrozynazŃ), terapii oraz w produkcji chiralnych zwiŃzk·w [44]. 

Przemysğ chemiczny i biotechnologia przemysğowa czerpiŃ z moŨliwoŜci katalitycznych enzym·w 
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w syntezie produkt·w. W procesach oczyszczania Ŝciek·w i bioremediacji enzymy, takie jak 

lakkazy, peroksydazy i manganowe peroksydazy, immobilizowane na nanonoŜnikach, umoŨliwiajŃ 

efektywne usuwanie zanieczyszczeŒ organicznych, w tym barwnik·w i fenoli. Lipazy znajdujŃ 

zastosowanie w bioremediacji Ŝrodowisk zanieczyszczonych olejami. W przemyŜle kosmetycznym 

enzymy, takie jak lipazy czy bromelaina, wykorzystywane sŃ zar·wno w syntezie skğadnik·w 

aktywnych, jak i bezpoŜrednio jako aktywne komponenty formulacji kosmetycznych [37]. 

Przyszğe kierunki badaŒ w inŨynierii enzym·w skupiajŃ siň na wykorzystaniu nanotechnologii 

do tworzenia zaawansowanych biokatalizator·w o zwiňkszonej stabilnoŜci, aktywnoŜci  

i moŨliwoŜciach zastosowaŒ w r·Ũnorodnych warunkach procesowych. Istotny jest r·wnieŨ rozw·j 

inteligentnych biokatalizator·w reagujŃcych na zewnňtrzne bodŦce [45]. PoğŃczenie biotechnologii 

i nanotechnologii odgrywa waŨna rolň, prowadzŃc do tworzenia bardziej wydajnych, 

zr·wnowaŨonych i wszechstronnych biokatalizator·w z wykorzystaniem funkcji kilku enzym·w  

w reakcjach komplementarnych [41,46]. Zagadnienia zwiŃzane z koimmobilizacjŃ zostağy 

om·wione w rozdziale 4. ĂKoimmobilizowane nanosystemyò.  

2. Immobilizacja enzym·w i biağek 

2.1. Definicja i znaczenie immobilizacji 

Ze wzglňdu na specyfikň budowy i aktywnoŜci, enzymy sŃ wraŨliwe na zmiany Ŝrodowiska 

reakcji i dostňp do substrat·w [47]. Aby zachowaĺ aktywnoŜĺ katalitycznŃ biağek w trakcie trwania 

reakcji, enzymy ğŃczone sŃ z noŜnikami w procesach immobilizacji, kt·re zwykle nie ulegajŃ 

degradacji w Ŝrodowisku reakcyjnym (np. roztworach wodnych) i stabilizujŃ strukturň 

biokatalizatora [48]. Dziňki temu noŜnik pozwala na osğonň biağka od mieszaniny reakcyjnej 

(szczeg·lnie w przypadku noŜnik·w porowatych i metod enkapsulacji [49]) i pozostağoŜci 

poreakcyjnych obecnych w medium [50]. Immobilizowany enzym jest bardziej stabilny termicznie 

oraz zachowuje swojŃ przestrzennŃ strukturň poprzez poğŃczenie z noŜnikiem [51]. JeŨeli podğoŨe 

do unieruchamiania enzym·w ma wğaŜciwoŜci adsorpcyjne, moŨe zatrzymywaĺ produkty reakcji  

w pobliŨu enzymu zwiňkszajŃc ich lokalne stňŨenie [52]. Istotnym jest aby uwzglňdniĺ ten efekt 

przy planowaniu ukğadu matryca-enzym. Immobilizacja odpowiada na potrzeby przemysğowe 

wykorzystania enzym·w, poniewaŨ unieruchomienie biokatalizatora pozwala na wielokrotne 

uŨycie go w reakcji [38] oraz wykorzystanie wiňkszego stňŨenia substratu, dziňki usztywnieniu 

struktury biağkowej enzym·w. Natywne enzymy wykazujŃ inhibicjň substratowŃ, kt·ra moŨe 

powodowaĺ powstawanie nieaktywnych kompleks·w enzym-substrat, co hamuje przebieg reakcji. 

Ponadto, nadmiar substratu moŨe przyğŃczaĺ siň poza miejscem aktywnym enzymu, co wpğywa na 
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zmianň struktury miejsca aktywnego. [50]. Immobilizacja pozwala r·wnieŨ na wykorzystanie 

enzym·w i biağek w reakcjach przepğywowych, co zapewnia ciŃgğoŜĺ procesu [53,54].  

Mimo Ũe noŜnikami w procesie immobilizacji mogŃ byĺ materiağy rozpuszczalne w Ŝrodowisku 

reakcyjnym, to czňsto zastosowanie materiağ·w nierozpuszczalnych pozwala na wykorzystanie 

kolejnej zalety immobilizacji ï oddzielenia enzymu po reakcji [55]. PodğoŨami nierozpuszczalnymi 

w immobilizacji mogŃ byĺ zar·wno materiağy organiczne jak i nieorganiczne (np. chitozan, Ũywice 

polimerowe, nanotlenki metali, krzemionki [56]).  

NaleŨy wziŃĺ pod uwagň, Ũe immobilizacja biağek i enzym·w na noŜnikach moŨe wiŃzaĺ siň  

z pogorszeniem ich aktywnoŜci biokatalitycznej. Usztywnienie struktury przestrzennej biağka lub 

przyğŃczenie enzymu do noŜnika w miejscu aktywnym powoduje ograniczenie jego prawidğowego 

dziağania [57]. Dodatkowo, utrudniony transport substrat·w i produkt·w reakcji w okolicy centrum 

aktywnego bňdzie obniŨağ wydajnoŜĺ pracy enzymu [51]. Silne zwiŃzanie biağka z noŜnikiem bňdzie 

utrudniaĺ wymianň biokatalizatora na noŜniku i osadzeniu na nim nowej porcji enzymu [49]. 

2.2. Metody immobilizacji  

Proces immobilizacji enzymu moŨe byĺ prowadzony w r·Ũny spos·b, co determinowane jest 

przez rodzaj oddziağywaŒ miňdzy noŜnikiem i biağkiem [58]. Techniki immobilizacji wymieniane 

w literaturze przedstawia Rysunek 5. NajczňŜciej techniki dzieli siň ze wzglňdu na rodzaj wiŃzania 

pomiňdzy noŜnikiem i enzymem oraz miejsce umieszczenia enzymu. 

NajprostszŃ metodŃ immobilizacji jest adsorpcja (sorpcja fizyczna), kt·ra charakteryzuje siň 

sğabymi oddziağywaniami fizycznymi miňdzy noŜnikiem i biağkiem [59]. Stabilizacja enzymu na 

powierzchni noŜnika zachodzi poprzez tworzenie wiŃzaŒ wodorowych, oddziağywaŒ 

elektrostatycznych lub siğ van der Waalsa. Zaletami tej metody jest ğatwoŜĺ w opracowaniu, niski 

koszt i kr·tki czas przygotowania ukğadu. W tej metodzie moŨna wykorzystaĺ wiňkszoŜĺ matryc  

w bezpoŜrednim wiŃzaniu z biağkiem [60]. Przygotowanym noŜnikiem mogŃ byĺ zar·wno 

nanomateriağy tlenkowe, materiağy pochodzenia naturalnego, materiağy porowate  

(np. krzemionkowe). NoŜnik moŨe byĺ modyfikowany w celu zwiňkszenia jego zdolnoŜci 

adsorpcyjnych [61]. Nastňpnie matryca jest mieszana z biağkiem, najczňŜciej w roztworze 

buforowym lub innym zapewniajŃcym odpowiednie pH Ŝrodowiska. Dodatkowo na proces 

immobilizacji majŃ wpğyw czas, stňŨenie enzymu oraz temperatura procesu, kt·re moŨna dobraĺ 

dla potrzeb planowanego ukğadu [62]. PozostağoŜci niezwiŃzanego enzymu sŃ wypğukiwane,  

a materiağ noŜnik-enzym moŨe byĺ suszony. W tej metodzie nie jest wymagane uŨycie dodatkowych 

substancji lub struktur, a ğagodne warunki procesu (zwiŃzane z parametrami funkcjonalnymi biağka) 
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pomagajŃ w zachowaniu aktywnoŜci i struktury enzymu [63]. Ze wzglňdu na sğabe oddziağywania  

i wiŃzania tworzone w immobilizacji poprzez adsorpcjň naleŨy uwzglňdniĺ, Ũe enzym zwiŃzany 

fizycznie z noŜnikiem moŨe desorbowaĺ w trakcie procesu katalitycznego. Ponadto, enzym nie jest 

osğoniňty od Ŝrodowiska reakcji, co moŨe wpğywaĺ na jego aktywnoŜĺ w trakcie procesu 

katalitycznego, w kt·rym dochodzi do zmian pH i moŨliwej obecnoŜci inhibitor·w [64]. 

 

Rysunek 5. Schemat przedstawiajŃcy techniki immobilizacji enzym·w na noŜnikach, ze wzglňdu na rodzaj 

oddziağywaŒ (wiŃzania fizyczne lub chemiczne) i spos·b umieszczenia biağka (na powierzchni lub  

w strukturze noŜnika). 

InnŃ metodŃ immobilizacji jest chemisorpcja, kt·re opiera siň na wytworzeniu wiŃzaŒ 

chemicznych miňdzy biağkiem a noŜnikiem. W literaturze nazywana jest wiŃzaniem kowalencyjnym 

(ang. covalent bonding) [65]. Potrzebne sŃ aktywne grupy funkcyjne lub jony obecne na materiale 

noŜnika lub dodatkowa substancja modyfikujŃca matrycň, tak aby enzym m·gğ utworzyĺ 

kowalencyjne wiŃzanie [39]. Enzym dodany do aktywnego noŜnika tworzy trwağe poğŃczenia 

poprzez obecnoŜĺ grup aminowych, hydroksylowych czy karboksylowych. Warunki procesu 

pozwalajŃ na silne zwiŃzanie biağka z noŜnikiem, jednakŨe zmiany konformacyjne wywoğane przez 

wiŃzanie czňsto obniŨajŃ aktywnoŜĺ biağka [57]. WaŨne jest zachowanie jak najwyŨszej aktywnoŜci 

po immobilizacji kowalencyjnej, poniewaŨ p·Ŧniejsze zmiany w pH Ŝrodowiska reakcji lub 

temperatury nie wpğywajŃ negatywnie na aktywnoŜĺ zwiŃzanego enzym [66]. 

KolejnŃ metodŃ immobilizacji enzym·w jest enkapsulacja (ang. encapsulation), kt·ra polega na 

zamykaniu biağka w p·ğprzepuszczalnej otoczce, najczňŜciej polimerowej lub nieorganicznej. 
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Nowymi materiağami stosowanymi do enkapsulacji mogŃ byĺ struktury metalo-organiczne  

(MOF, ang. Metal-Organic Frameworks), kt·re dziňki tr·jwymiarowej, porowatej strukturze 

pozwalajŃ na zamykanie enzym·w w ich wnňtrzu [67]. Proces enkapsulacji moŨe obejmowaĺ m.in. 

rozpraszanie enzymu w roztworze noŜnika i tworzenie kapsuğek w wyniku odparowania wody  

z utworzonej mieszaniny [58]. Jako techniki enkapsulacji wykorzystuje siň rozdziağ faz, procesy 

zol-Ũel, precypitacjň czy suszenie rozpyğowe (ang. spray-drying) [68,69]. W tej metodzie 

wykorzystuje siň dyfuzjň substrat·w do osğoniňtego enzymu, dziňki czemu nie sŃ one bezpoŜrednio 

naraŨone na warunki zewnňtrzne [70]. Enkapsulacja pozwala na regulowanie uwalniania enzymu 

lub biağka, np. jeŨeli zastosowany zostanie noŜnik ulegajŃcy rozpuszczeniu w okreŜlonych 

warunkach [71]. Co waŨne, zamykanie enzymu w kapsuğce moŨe pom·c w wykorzystaniu go  

w ukğadach organicznych, dziňki osğonie enzymu lub zmianach w hydrofilowoŜci substrat·w  

w ukğadzie, co pozwala na zapewnienie aktywnoŜci enzymu [72]. WadŃ metody jest brak wpğywu 

na spos·b w jaki enzym oddziağuje wewnŃtrz noŜnika oraz zmniejszenie dostňpnoŜci substratu 

poprzez fizycznŃ barierň tworzonŃ przez membranň. Sam proces enkapsulacji jest bardziej 

skomplikowany ze wzglňdu na przygotowanie noŜnika, a regeneracja enzymu jest trudniejsza niŨ  

w przypadku metody adsorpcyjnej [73].  

MetodŃ ĂpoŜredniŃò pomiňdzy chemicznym wiŃzaniem kowalencyjnym, a zamkniňciem 

enzymu jest sieciowanie (ang. cross-linking). Ta metoda nie wykorzystuje noŜnika, poniewaŨ ukğad 

immobilizowanych biağek stanowi matrycň dla siebie nawzajem [74]. Biağka sŃ ğŃczone poprzez 

zwiŃzki dwufunkcyjne (np. aldehyd glutarowy [75]) lub mağe czŃstki polimerowe w sieĺ, w kt·rej 

tworzone sŃ wiŃzania kowalencyjne miňdzy czŃstkami wspomagajŃcymi a enzymem. Biokatalizator 

jest unieruchomiony w sieci ĂnoŜnikowejò, co zapewnia stabilnoŜĺ strukturalnŃ, ale nie jest 

oddzielony od mieszaniny reakcyjnej [54]. Taki spos·b immobilizacji zapewnia wytrzymağoŜĺ 

mechanicznŃ cağego ukğadu, a dob·r skğadnika sieciujŃcego i biağek pozwala na osiŃgniecie 

planowanej selektywnoŜci i odpornoŜci na temperaturň lub pH [76]. Podobnie jak w immobilizacji 

kowalencyjnej, zwiŃzanie enzymu w sieci moŨe powodowaĺ zmiany konformacyjne biağek  

i zmniejszenie jego aktywnoŜci, szczeg·lnie gdy wiŃzanie w sieci obejmie domenň odpowiadajŃcŃ 

za funkcjň katalitycznŃ [77]. Utworzenie sieciowanego ukğadu enzymatycznego moŨe wiŃzaĺ siň  

z kosztownŃ krystalizacjŃ biağek lub strŃcaniem w agregatach, a nastňpnie tworzeniem sieci noŜnika 

[78]. W ten spos·b uzyskiwane sŃ odpowiednio tzw. CLEC (ang. Cross-Linked Enzyme 

Crystallites) lub CLEA (ang. Cross-Linked Enzyme Aggregates) [79].  
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2.3. Wpğyw immobilizacji na aktywnoŜĺ i stabilnoŜĺ biağek 

Dziňki rozwiniňtej powierzchni wğaŜciwej, nanomateriağy pozwalajŃ na efektywne przyğŃczenie 

enzym·w do ich powierzchni [80], co prowadzi do zwiňkszenia stabilnoŜci biağek oraz moŨe 

pozytywnie wpğywaĺ na ich aktywnoŜĺ katalitycznŃ. Nanomateriağy wykazujŃ r·wnieŨ wysokŃ 

stabilnoŜĺ mechanicznŃ i chemicznŃ, co umoŨliwia ich dğugoterminowe wykorzystanie w procesach 

enzymatycznych i wsparcie biokatalizator·w w trakcie reakcji. Immobilizacja pozwala na 

zachowanie aktywnoŜci w wielu cyklach katalitycznych i  przy przechowywaniu, co jest istotne dla 

przemysğowego wykorzystania enzym·w. Lipaza immobilizowana w polietylenoiminie  

z glutaraldehydem zachowağa 80% aktywnoŜci. Materiağ weğniany powleczony tak przygotowanym 

ukğadem lipazaïPEIïGA byğ odporny na zabrudzenia olejowe i do jego czyszczenia nie wymagane 

byğy surfaktanty [81]. Lakkaza immobilizowana na wğ·knie kokosa zachowağa 50% aktywnoŜci po 

10 cyklach katalitycznych i mogğa byĺ wykorzystana w efektywnej degradacji barwnik·w  

(m.in. Reactive Red 180 30% degradacji lub dla Reactive Yellow 15 70% degradacji) [42].  

W badaniach ElïShishtawy R. i in. [82] katalaza immobilizowana na chitozanie modyfikowanym 

ZnO i/lub Fe2O3 zachowağa ponad 50% poczŃtkowej aktywnoŜci wciŃgu 50 dni przechowywania 

ukğadu.  

Immobilizacja pozwala na poszerzenie lub ustabilizowanie aktywnoŜci enzymu w r·Ũnych 

warunkach pH i temperatury. W badaniach Yin L. i in. [83] immobilizowano lakkazň na 

magnetycznych czŃstkach Fe3O4 modyfikowanych estrami, co pozwoliğo na zwiňkszenie stabilnoŜci 

enzymu w r·Ũnych warunkach Ŝrodowiska. Przy pH=2 immobilizacja pozwoliğa na zatrzymanie 

56% poczŃtkowej aktywnoŜci enzymu. Badano r·wnieŨ wpğyw czasu i temperatury (6 h i 70ÁC) na 

immobilizowany enzym, co prowadziğo do zachowania 76% aktywnoŜci enzymu. Immobilizowana 

lipaza na materiale hydroksyapatytowym zachowağa aktywnoŜĺ przez 3 h w podwyŨszonej 

temperaturze 60ÁC. Unieruchomienie enzymu pozwoliğo na wykorzystanie go jako katalizatora  

w produkcji aromatu w przemyŜle spoŨywczym [40]. 

2.4. Strategie koimmobilizacji 

Koimmobilizacja polega na jednoczesnym unieruchomieniu dw·ch lub wiňcej biokatalizator·w 

na wsp·lnym noŜniku. Wykorzystanie dodatkowych technik immobilizacji do zwiŃzania wiňcej niŨ 

jednego biağka pozwala na kontrolowanŃ heterogenizacjň i organizacjň przestrzennŃ komponent·w 

enzymatycznych na noŜniku [84].  
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Rysunek 6 przedstawia techniki koimmobilizacji, wŜr·d kt·rych moŨna odnaleŦĺ r·wnieŨ te 

wykorzystywane do immobilizacji pojedynczej. Techniki koimmobilizacji obejmujŃ wiŃzanie 

enzym·w do noŜnika poprzez adsorpcjň lub wiŃzanie kowalencyjne kilku biokatalizator·w. 

Wykorzystuje siň r·wnieŨ enkapsulacje lub sieciowanie za pomocŃ dwufunkcyjnych materiağ·w, 

dziňki kt·rym kilka biağek jest wiŃzanych blisko siebie. BňdŃ to te same procesy, co 

wykorzystywane przy immobilizacji pojedynczej, natomiast pozwalajŃce na wykorzystanie r·Ũnych 

rodzaj·w enzym·w i wiňkszej iloŜci biağek. Bardziej zaawansowanymi metodami jest 

immobilizacja kierowana DNA (DDI, ang. DNA driven immobilisation), w kt·rej wykorzystuje siň 

komplementarne sekwencje DNA do precyzyjnego umieszczania enzym·w na noŜnikach 

umoŨliwiajŃc kontrolň ich proporcji, a co za tym idzie iloŜci osadzanego enzymu [85]. PodobnŃ 

metodŃ bňdzie wykorzystanie znacznik·w SpyTag/SpyCatcher, kt·re sŃ kr·tkimi peptydami 

zapewniajŃcymi poğŃczenie docelowego enzymu w wybranym miejscu przez wiŃzanie peptydowe, 

gdzie znajduje siň odpowiadajŃcy im znacznik [86]. Do koimmobilizacji moŨna r·wnieŨ 

wykorzystaĺ metodň Ăwarstwa po warstwieò, w kt·rej docelowe biağka bňdŃ umieszczane na 

noŜniku jeden po drugim. MogŃ byĺ one oddzielone od siebie warstwŃ polimeru, co ma na celu 

adsorpcjň i oddanie produktu reakcji przez poszczeg·lne warstwy konstruktu [87]. Dodatkowo, 

moŨna wykorzystywaĺ techniki biotechnologiczne ï modyfikacjň genetycznŃ i poğŃczenie dw·ch 

ğaŒcuch·w DNA, kt·re pozwalajŃ na otrzymywanie klastr·w poğŃczonych ze sobŃ biağek [88]. 
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Rysunek 6. Techniki immobilizacji wykorzystywane w immobilizacji pojedynczej oraz dodatkowe techniki 

wykorzystywane w koimmobilizacji. 

Ze wzglňdu na strategiň koimmobilizacji, moŨemy wyr·Ũniĺ trzy gğ·wne trendy: 

¶ losowa koimmobilizacja: rozmieszczenie enzym·w na noŜniku (np. sorpcja fizyczna), 

¶ pozycyjna koimmobilizacja: kontrolowane i uporzŃdkowane rozmieszczenie enzym·w, 

umoŨliwiajŃce optymalizacjň kaskadowych ŜcieŨek reakcyjnych poprzez regulacjň 

sekwencji immobilizacji (np. wiŃzanie kowalencyjne lub SpyTag), 

¶ kompartmentalizacja: przestrzenne rozdzielenie enzym·w w odrňbnych mikroreaktorach, 

naŜladujŃce organizacjň kom·rkowŃ w celu ochrony enzym·w i zwiňkszenia efektywnoŜci 

reakcji (np. sieciowanie lub Ăwarstwa po warstwieò). 

W badaniach nad ukğadami bi-enzymatycznymi wykazano, Ũe kontrolowana wsp·ğlokalizacja  

i jednorodne rozmieszczenie enzym·w w porowatych materiağach zwiňksza efektywnoŜĺ 

regeneracji kofaktor·w [89]. Platformy oparte na nanoczŃstkach magnetycznych z systemem 

SpyTag/SpyCatcher (ukğadu kr·tkich sekwencji peptydowych) umoŨliwiajŃ jednoczesnŃ  

i kontrolowanŃ iloŜciowo immobilizacjň wielu biağek bezpoŜrednio z lizat·w kom·rkowych przez 

tworzenie wiŃzaŒ peptydowych [86]. PoŨŃdanym rozwiŃzaniem moŨe byĺ unieruchomienie dw·ch 

enzym·w i wykorzystanie matrycy, kt·ra bňdzie wsp·lnie z enzymem katalizowaĺ kolejne produkty 

reakcji enzymatycznej. 
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3. Nanomateriağy w immobilizacji biağek i enzym·w 

3.1.  Definicja i klasyfikacja nanomateriağ·w 

W 2022 roku Komisja Europejska opublikowağa zaktualizowanŃ definicjň nanomateriağu [90], 

zastňpujŃc wczeŜniejsze zalecenia zawarte w rekomendacji z 2011 roku. Zgodnie z aktualnŃ 

definicjŃ, nanomateriağ to materiağ naturalny, incydentalny lub wytworzony, zawierajŃcy czŃstki 

stağe. CzŃstki mogŃ wystňpowaĺ pojedynczo lub jako identyfikowalne skğadniki w agregatach lub 

aglomeratach, przy czym co najmniej 50% czŃstek w liczbowym rozkğadzie wielkoŜci speğnia 

przynajmniej jeden z poniŨszych warunk·w: 

¶ co najmniej jeden z wymiar·w zewnňtrznych mieŜci siň w zakresie 1ï100 nm, 

¶ czŃstka ma ksztağt wydğuŨony (np. prňt, rurka, wğ·kno), gdzie dwa wymiary zewnňtrzne sŃ 

mniejsze niŨ 1 nm, a trzeci przekracza 100 nm, 

¶ czŃstka ma ksztağt pğytki, z jednym wymiarem mniejszym niŨ 1 nm oraz pozostağymi 

wiňkszymi niŨ 100 nm. 

Nanomateriağy stanowiŃ grupň materiağ·w o specyficznych wğaŜciwoŜciach odmiennych od 

makroskopowych odpowiednik·w. R·Ũnice wynikajŃ ze zwiňkszonego stosunku powierzchni do 

objňtoŜci oraz zmiany w efektach kwantowych zwiŃzanych z zachowaniem elektron·w  

w nanomateriağach [91]. Zmiany te wpğywajŃ na zwiňkszenie reaktywnoŜci chemicznej, zmienione 

wğaŜciwoŜci mechaniczne, optyczne lub magnetyczne. Dodatkowo, mogŃ wpğywaĺ na zmiany  

w przewodnictwie czy fluorescencji [91,92].  

Klasyfikacja nanomateriağ·w moŨe byĺ przeprowadzana na podstawie r·Ũnych kryteri·w,  

w tym ich wymiarowoŜci, rodzaju materiağu, pochodzenia oraz morfologii.  

Ze wzglňdu na wymiarowoŜĺ [93] nanomateriağy dzieli siň na: 

¶ zero-wymiarowe (0D), w kt·rych wszystkie trzy wymiary sŃ w skali nanometrycznej  

(np. kropki kwantowe, fulereny, nanoczŃstki);  

¶ jedno-wymiarowe (1D), posiadajŃce jeden wymiar poza skalŃ nanometrycznŃ  

(np. nanorurki, nanowğ·kna, nanoprňty (ang. nanorods));  

¶ dwuïwymiarowe (2D), z dwoma wymiarami poza skalŃ nanometrycznŃ  

(np. nanopğytka ï ang. nanosheet, nanofilmy, nanowarstwy ï ang. nanolayers, grafen);  

¶ oraz tr·j-wymiarowe (3D) lub objňtoŜciowe, kt·re nie sŃ ograniczone do skali nano  

w Ũadnym wymiarze (np. proszki nanoczŃstek, dyspersje). 
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Podziağ ze wzglňdu na rodzaj materiağu obejmuje [94]: 

¶ nanomateriağy wňglowe (np. fulereny C60, nanorurki wňglowe, grafen, sadza),  

¶ nanomateriağy nieorganiczne (np. nanoczŃstki metali jak zğoto, srebro; nanoczŃstki 

tlenk·w metali jak TiO2, ZnO, SiO2, hydroksyapatyt),  

¶ nanomateriağy organiczne (np. dendrymery, micele, liposomy, nanoczŃstki polimerowe),  

¶ nanomateriağy kompozytowe ğŃczŃce r·Ũne typy materiağ·w w skali nanometrycznej. 

Klasyfikacja oparta na pochodzeniu wyr·Ũnia [95]:  

¶ nanomateriağy naturalne (wytwarzane przez organizmy Ũywe lub procesy naturalne) 

¶ nanomateriağy syntetyczne (projektowane i wytwarzane przez czğowieka),  

¶ nanomateriağy przypadkowe (incydentalne), bňdŃce produktem ubocznym proces·w 

przemysğowych lub naturalnych (np. spalania).   

Morfologia nanomateriağ·w r·wnieŨ stanowi szerokie kryterium klasyfikacyjne obejmujŃce  

np.: nanomateriağy puste wewnŃtrz (ang. hollow), nanopğytki (ang. nanosheet), nanokwiaty  

(ang. nanoflowers), nanoczŃstki typu rdzeŒ-otoczka (ang. coreïshell) oraz nanomembrany [96]. 

3.2.  WğaŜciwoŜci fizykochemiczne nanomateriağ·w stosowanych w immobilizacji  

Nanomateriağy wykazujŃce potencjağ jako noŜniki w procesach immobilizacji enzym·w 

charakteryzujŃ siň szeregiem istotnych wğaŜciwoŜci fizykochemicznych i cech strukturalnych. 

Znaczenie majŃ odpowiednie rozmiary czŃstek i duŨa powierzchnia wğaŜciwa, co umoŨliwia 

zwiňkszenie iloŜci zağadowanego enzymu i potencjalnie prowadzi do wyŨszej wydajnoŜci 

katalitycznej. Zwiňkszenie powierzchni wğaŜciwej nanomateriağ·w pozwala na osiŃgniecie wiňkszej 

iloŜci miejsc wiŃzania enzymu, a zmiana ksztağtu bezpoŜrednio wpğywa na szybkoŜĺ 

przeprowadzanie reakcji [97]. Na przykğad w badaniach Cha S i in. [98], kt·re dotyczyğy wpğywu 

ksztağtu nanoczŃstek ZnO (nanopiramid, nanopğytek i nanosfer) na aktywnoŜĺ enzymu  

-̡galaktozydazy (GAL), wykazano, Ũe nanopiramidy silniej hamujŃ aktywnoŜĺ enzymu.  

W obecnoŜci nanopiramid aktywnoŜĺ enzymu spadağa o 25%, a przy uŨyciu nanopğytek spadek 

wyni·sğ okoğo 9% aktywnoŜci. Efekt przypisano dopasowaniu ksztağtu czŃstek (ostrych krawňdzi 

nanopiramid) do centrum aktywnego enzymu, co powoduje wiňkszŃ inhibicjň aktywnoŜci.  

WaŨna jest r·wnieŨ wysoka stabilnoŜĺ chemiczna i mechaniczna, zapewniajŃca integralnoŜĺ 

noŜnika w warunkach reakcji i podczas proces·w separacji. WğaŜciwoŜci mechaniczne 
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nanomateriağ·w mogŃ ulegaĺ poprawie ze wzglňdu na udoskonalenie struktur krysztağ·w lub 

kontrolowanie zmian w sieci krystalicznej [99].  

IstotnŃ cechŃ jest r·wnieŨ moŨliwoŜĺ modyfikacji powierzchni i funkcjonalizacji 

nanomateriağu. Wprowadzenie specyficznych grup funkcyjnych na powierzchniň nanonoŜnika 

pozwala na kontrolowanie orientacji i sposobu wiŃzania enzymu, co moŨe skutkowaĺ poprawŃ jego 

aktywnoŜci i stabilnoŜci. Wraz ze zmianŃ skali nanomateriağy mogŃ nabywaĺ nowe cechy, 

odmienne od makroskopowych materiağ·w, takie jak zachowania para-magnetyczne [100]. Zmiany 

w ukğadach elektron·w prowadzŃ do wystňpowania efekt·w kwantowych obserwowanych  

w zmianach absorbancji nanomateriağ·w i wystňpowaniu fluorescencji (np. kropki kwantowe), co 

wykorzystywane jest w diagnostyce [97].  

Dodatkowo, ze wzglňdu na swoje niewielkie rozmiary czŃstek, nanomateriağy mogŃ wykazywaĺ 

dziağanie antymikrobiologiczne. Nanomateriağy, wnikajŃc przez bğony kom·rkowe 

mikroorganizm·w, mogŃ prowadziĺ do inhibicji prawidğowych proces·w Ũyciowych.  

Jest to szczeg·lnie istotne w kontekŜcie organizmu ludzkiego, poniewaŨ nanomateriağy  

sŃ stosowane nie tylko jako noŜniki lek·w, ale r·wnieŨ jako noŜniki do immobilizacji enzym·w.  

W zwiŃzku z tym, nanomateriağy mogŃ nie tylko wpğywaĺ na mikroorganizmy patogenne, ale 

r·wnieŨ zaburzaĺ funkcjonowanie naturalnej mikroflory czğowieka, co powinno byĺ uwzglňdnione 

przy projektowaniu system·w nanomateriağowych przeznaczonych do zastosowaŒ biomedycznych 

[101].  

3.2.1. Modyfikacja nanomateriağ·w jonami metali 

Wprowadzenie jon·w metali do nanomateriağ·w prowadzi do powstawania defekt·w 

strukturalnych [102], kt·re zwiňkszajŃ liczbň aktywnych miejsc na powierzchni nanomateriağ·w, 

co jest szczeg·lnie korzystne w aplikacjach katalitycznych i sensorowych [103]. Jony metali mogŃ 

dziağaĺ jako centra aktywne w reakcjach redoks [104], zwiňkszajŃc efektywnoŜĺ proces·w. 

Modyfikacja nanomateriağ·w jonami metali, takimi jak miedŦ i mangan, moŨe znaczŃco wpğywaĺ 

na strukturň nanomateriağ·w poprzez zmianň rozmiaru czŃstek, ksztağtu przestrzennego, a takŨe 

rozmieszczenia atom·w w sieci krystalicznej [105]. WğŃczenie metali do nanomateriağ·w moŨe 

zapewniĺ dodatkowe miejsca katalityczne, promowaĺ transfer elektron·w i modulowaĺ aktywnoŜĺ 

redoks, prowadzŃc do zwiňkszenia wydajnoŜci katalitycznej. W literaturze moŨna odnaleŦĺ 

doniesienia dotyczŃce wykorzystania jon·w manganu jako dodatku do nanomateriağ·w 

fosforanowych szklistych (bioszkğa), kt·re majŃ wspomagaĺ biozgodnoŜĺ i proliferacjň tkanki 

kostnej na takim nanomateriale [106].  
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W badaniach Rajendren V i in. [107] immobilizowano lakkazň na magnetycznym tlenku Ũelaza 

modyfikowanym jonami miedzi. ObecnoŜĺ jon·w miedzi w strukturze noŜnika wpğynňğa 

pozytywnie na enzym, dodatkowo zwiňkszajŃc jego aktywnoŜĺ o ponad 10%. Jony metali sŃ istotne 

dla prawidğowego funkcjonowania metaloenzym·w, o czym ŜwiadczŃ pr·by modulacji aktywnoŜci 

enzym·w przez zmianň jonu metalu lub wprowadzenie kompleksu jon·w [108]. Zgodnie z danymi 

bazy Metal-MACiE (ang. Metal-Mechanism, Annotation and Classification in Enzymes) [109], jony 

miedzi najczňŜciej wystňpujŃ w klasie oksydoreduktaz, a manganu w enzymach w klasach 

transferaz i hydrolaz. Obecnie baza danych zostağa wğŃczona do bazy M-CSA (ang. Mechanism and 

Catalytic Site Atlas) [110]. NajczňŜciej wystňpujŃcym stopniem utlenienia jon·w jest +II, natomiast 

waŨnym zagadnieniem jest moŨliwoŜĺ zmiany stopni utlenienia przez kofaktory, dziňki czemu 

zapewniajŃ one aktywnoŜĺ enzymowi. 

 

3.3.  Typy nanonoŜnik·w 

Nanomateriağy moŨna podzieliĺ ze wzglňdu na skğad chemiczny na piňĺ typ·w [100]. KaŨdy  

z tych typ·w moŨe wystňpowaĺ w r·Ũnych formach, kt·re charakteryzujŃc siň specyficznymi 

wğaŜciwoŜciami, dostosowane sŃ do konkretnych zastosowaŒ: 

1. NanoczŃstki metaliczne 

Przykğady: zğoto [111], srebro [112], platyna [113]. 

Zastosowania: stosowane w biosensorach [114], diagnostyce [115] oraz systemach 

dostarczania lek·w [116]. 

2. NanoczŃstki tlenk·w metali 

Przykğady: tlenek miedzi (CuO) [117], tlenek manganu (Mn3O4 [118]), tlenek cynku 

(ZnO [119]), tlenek tytanu (TiO ) oraz ich hybrydy [120]. 

Zastosowania: wykorzystywane w fotokatalizie [102], w degradacji zanieczyszczeŒ [121] 

i w zastosowaniach antymikrobiologicznych [122]. 

3. NanoczŃstki wňglowe 

Przykğady: nanorurki wňglowe [123], grafen [124]. 

Zastosowania: biosensory [125] oraz materiağy do rekonstrukcji tkanek [126]. 

4. NanoczŃstki kompozytowe 

Przykğady: polimery funkcjonalizowane nanoczŃstkami [127]. 

Zastosowania: stosowane w regeneracji tkanek [128] oraz w materiağach opatrunkowych 

[129]. 
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5. NanoczŃstki biomimetyczne 

Przykğady: nanoczŃstki naŜladujŃce struktury biologiczne i promujŃce wzrost kom·rek, 

np. nanoczŃstki hydroksypapatytowe [130]. 

Zastosowania: w systemach dostarczania peptyd·w [131], terapeutycznych materiağach 

biomimetycznych [132]. 

 

3.4. Nanozymy 

Nanozymy to syntezowane nanomateriağy, kt·re naŜladujŃ funkcje naturalnych enzym·w, 

wykazujŃc aktywnoŜĺ katalitycznŃ w reakcjach chemicznych. W przeciwieŒstwie do tradycyjnych 

enzym·w, nanozymy sŃ materiağami nieorganicznymi, co zapewnia im wiňkszŃ stabilnoŜĺ 

chemicznŃ i termicznŃ. Ich wğaŜciwoŜci wynikajŃ z poğŃczenia cech nanomateriağ·w z funkcjami 

katalitycznymi enzym·w, co czyni je atrakcyjnymi w r·Ũnych dziedzinach nauki i technologii 

[133]. 

Nanomateriağy modyfikowane jonami Mn2+ lub Cu2+ mogŃ peğniĺ funkcje katalityczne zbliŨone 

do enzym·w, kt·re zawierajŃ te same metale w swoich strukturach. W naturalnych 

metaloproteinach jony Mn2+ lub Cu2+ peğniŃ funkcjň koenzym·w i sŃ obecne w centrum aktywnym 

stabilizujŃc produkty przejŜciowe reakcji i zapewniajŃ aktywnoŜĺ enzymu [134,135]. W przypadku 

nanomateriağ·w, jony Mn2+ i Cu2+ wbudowane w sieĺ nanoczŃstek dziağajŃ jako centra redoks, 

umoŨliwiajŃc przeprowadzanie reakcji utleniania i redukcji, podobnie jak w enzymach.  

Na przykğadzie reakcji rozkğadu nadtlenku wodoru przez peroksydazy, zar·wno w przypadku 

naturalnych enzym·w, jak i nanomateriağ·w, nadtlenek wodoru (H2O2) jest przyğŃczany przez  

te jony, a nastňpnie przekazuje elektrony do centrum aktywnego, co prowadzi do redukcji  

H2O2 do wody i utleniania substratu. W nanomateriağach jony metali mogŃ poprawiaĺ stabilnoŜĺ 

strukturalnŃ materiağu i umoŨliwiaĺ wielokrotne przeprowadzanie reakcji w spos·b cykliczny [136]. 

Kontrolowana synteza nanomateriağ·w, poğŃczona z mechanistycznŃ wiedzŃ o reakcjach 

enzymatycznych, umoŨliwia projektowanie nanozym·w. W por·wnaniu z naturalnymi enzymami, 

nanozymy charakteryzujŃ siň zwiňkszonŃ stabilnoŜciŃ i odpornoŜciŃ na czynniki Ŝrodowiskowe, 

zmiany temperatury, pH i inne [137]. W badaniu grupy Jiang L. i innych [138] syntezowano 

organiczno-nieorganiczne nanohybrydy oparte na kwasie taninowym i miedzi (ang. Cu-tannic acid 

nanohybrids, CTNs), charakteryzujŃce siň wysokŃ stabilnoŜciŃ katalitycznŃ oraz moŨliwoŜciŃ 

wielokrotnego uŨycia. Po przechowywaniu w roztworze wodnym w temperaturze 25ÁC przez 5 dni 

aktywnoŜĺ katalityczna nanozym·w CTNs utrzymağa siň na poziomie powyŨej 80% wartoŜci 

wyjŜciowej, w przeciwieŒstwie do naturalnej lakkazy, kt·ra utraciğa ponad 50% aktywnoŜci w tych 
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samych warunkach przechowywania. Dodatkowo oceniono moŨliwoŜĺ wykorzystywania 

nanozym·w do kolejnego cyklu katalizy. Po oŜmiu cyklach procesu nanozym CTN1 (nanozym 

otrzymany w 50ÁC) zachowağ okoğo 80% poczŃtkowej aktywnoŜci katalitycznej, co Ŝwiadczy o jego 

wysokiej trwağoŜci w zastosowaniach wymagajŃcych powtarzalnego uŨycia. 

W ostatnich latach intensywnie badane sŃ r·Ũne typy nanozym·w, w tym nanoczŃstki 

metaliczne, tlenk·w metali oraz materiağy wňglowe. NanoczŃstki zğota i srebra wykazujŃ aktywnoŜĺ 

katalitycznŃ w reakcjach redoks, podczas gdy tlenki metali mogŃ naŜladowaĺ aktywnoŜĺ 

peroksydazy. Materiağy wňglowe, takie jak grafen czy nanorurki wňglowe, r·wnieŨ wykazujŃ 

wğaŜciwoŜci katalityczne, co poszerza moŨliwoŜci ich zastosowaŒ. Dziňki swojej stabilnoŜci, 

selektywnoŜci i moŨliwoŜci modyfikacji, nanozymy stanowiŃ obiecujŃcŃ alternatywň  

dla naturalnych enzym·w w wielu zastosowaniach technologicznych [139]. 

4. Koimmobilizowane nanosystemy 

4.1. Definicja i zalety nanosystem·w koimmobilizowanych 

Koimmobilizowane nanosystemy to ukğady, w kt·rych dwa lub wiňcej r·Ũnych biağek lub 

enzym·w sŃ jednoczeŜnie unieruchomione na jednym nanonoŜniku lub w jednej nanomatrycy 

[140]. Celem takiej strategii jest przestrzenne zbliŨenie enzym·w uczestniczŃcych w kaskadowych 

reakcjach enzymatycznych [141]. 

Gğ·wne zağoŨenia tworzenia koimmobilizowanych system·w multi-enzymatycznych obejmujŃ 

m.in. obecnoŜĺ co najmniej dw·ch r·Ũnych biokatalizator·w [141] oraz unieruchomienie 

wszystkich enzym·w w obrňbie tego samego materiağu matrycy. NoŜnikami mogŃ byĺ r·Ũnorodne 

materiağy, takie jak nanoczŃstki magnetyczne, porowate materiağy szkliste, grafen i jego pochodne, 

nanorurki wňglowe (CNTs), metalo-organiczne szkielety (MOFs), nanostruktury DNA, polimery 

(PEG) lub krzemionka. Kolejnym kryterium powinno byĺ dŃŨenie do zwiňkszenie efektywnoŜci 

reakcji sekwencyjnych poprzez uğatwienie przekazywania substratu (ang. substrate chanelling) 

[142]. Bliskie sŃsiedztwo enzym·w umoŨliwia bezpoŜrednie przekazywanie produktu jednej reakcji 

jako substratu do kolejnego enzymu w szlaku metabolicznym, minimalizujŃc straty dyfuzyjne  

i reakcje uboczne.  

Wykorzystanie unieruchomienia wielu enzym·w razem przynosi liczne korzyŜci, kt·re 

znaczŃco usprawniajŃ procesy biokatalityczne. Do najwaŨniejszych zalet naleŨŃ: 

¶ zwiňkszona aktywnoŜĺ enzymatyczna dziňki efektywnemu przekazywaniu substratu, 

¶ poprawiona stabilnoŜĺ enzym·w, 
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¶ ğatwiejsze odzyskiwanie i ponowne uŨycie enzym·w, 

¶ moŨliwoŜĺ precyzyjnego kontrolowania stechiometrii enzym·w, 

¶ uğatwienie przeprowadzania zğoŨonych reakcji kaskadowych, 

¶ potencjağ do tworzenia ukğad·w zbliŨonych do naturalnych proces·w enzymatycznych. 

Immobilizacja wielu enzym·w jest szczeg·lnie korzystna w przypadku wielostopniowych 

syntez, w kt·rych wiele enzym·w musi dziağaĺ w skoordynowany spos·b. Wiele enzym·w 

dziağajŃcych wsp·lnie jest unieruchomionych blisko siebie, dziňki czemu produkt jednej reakcji 

enzymatycznej jest bezpoŜrednio przekazywany jako substrat do nastňpnego enzymu w szlaku 

metabolicznym. Taki bezpoŜredni transfer minimalizuje dyfuzjň i straty substratu, zapobiega jego 

wiŃzaniu przez inne enzymy oraz lokalnie zwiňksza stňŨenie metabolit·w, co przyspiesza og·lnŃ 

szybkoŜĺ reakcji kaskadowej [143]. Immobilizacja na odpowiednich noŜnikach chroni enzymy 

przed denaturacjŃ wywoğanŃ przez r·Ũne czynniki, takie jak wysoka temperatura, pH, obecnoŜĺ 

rozpuszczalnik·w organicznych. Na przykğad otoczka z filmu Fe3+-kwas taninowy moŨe 

zapobiegaĺ denaturacji i odğŃczeniu enzym·w, znaczŃco poprawiajŃc ich stabilnoŜĺ strukturalnŃ  

i operacyjnŃ [144]. Koimmobilizacja moŨe r·wnieŨ prowadziĺ do wzajemnej stabilizacji enzym·w. 

Badania dowodzŃ, Ũe immobilizowane enzymy charakteryzuje wiňkszŃ stabilnoŜĺ termicznŃ  

i szerszŃ tolerancjň pH w warunkach procesu niŨ ich wolne odpowiedniki [145]. Unieruchomione 

biokatalizatory moŨna ğatwo oddzieliĺ od mieszaniny reakcyjnej, na przykğad przez sedymentacjň, 

filtracjň lub za pomocŃ pola magnetycznego w przypadku zastosowania nanoczŃstek 

magnetycznych. Niekt·re zaawansowane techniki immobilizacji, pozwalajŃ na kontrolowanie 

stosunku iloŜciowego unieruchomionych enzym·w poprzez manipulowanie iloŜciŃ grup 

funkcyjnych na noŜniku do kt·rych przyğŃczone jest DNA syntezujŃce lub ğŃczŃce dany enzym [86]. 

Pozwala to na Ădob·rò skğadu biokatalizatora pod kŃtem konkretnej reakcji kaskadowej. 

Unieruchomione systemy wieloenzymatyczne mogŃ byĺ wykorzystywane do tworzenia czuğych  

i selektywnych bioczujnik·w. W medycynie, mogŃ znaleŦĺ zastosowanie w terapiach 

enzymatycznych oraz w systemach dostarczania lek·w [146].  

4.2. Mechanizmy oddziağywaŒ pomiňdzy biağkami 

W ukğadzie koimmobilizowanym, dochodzi do r·Ũnych oddziağywaŒ miňdzy 

unieruchomionymi biağkami. Oddziağywania te mogŃ byĺ zar·wno korzystne, zwiňkszajŃc 

efektywnoŜĺ i stabilnoŜĺ ukğadu, jak i potencjalnie niekorzystne, prowadzŃc do ograniczeŒ  

w dziağaniu. Do najwaŨniejszych oddziağywaŒ miňdzy biağkami w ukğadzie koimmobilizowanym 

naleŨŃ: 
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1) Przekazywanie substratu (ang. Substrate Channeling): jest to jedno z waŨnych 

korzystnych oddziağywaŒ. Bliskie sŃsiedztwo enzym·w katalizujŃcych kolejne etapy reakcji 

kaskadowej umoŨliwia bezpoŜrednie przekazywanie produktu jednej reakcji jako substratu kolejnej 

reakcji katalizowanej przez nastňpny enzym. Minimalizuje to dyfuzjň substratu w roztworze, 

zapobiega jego rozproszeniu i potencjalnym reakcjom ubocznym z innymi skğadnikami mieszaniny. 

Lokalne zwiňkszenie stňŨenia substratu miňdzy enzymami przyspiesza cağŃ sekwencjň reakcji [84]. 

Przykğadowo, w systemach koimmobilizowanych enzym·w szlak·w metabolicznych, takie 

bezpoŜrednie przekazywanie zwiňksza wydajnoŜĺ i specyficznoŜĺ procesu.  

W pracy Morii i innych [147] wykazano, Ũe wydajnoŜĺ reakcji kaskadowych w ukğadach 

wieloenzymatycznych moŨe byĺ istotnie modulowana przez przestrzenne rozmieszczenie 

enzym·w. Autorzy zaprojektowali kompleks enzymatyczny oparty na biağkowych adaptorach, 

umoŨliwiajŃcych precyzyjne kontrolowanie liczby czŃsteczek enzym·w oraz odlegğoŜci pomiňdzy 

nimi. W modelowym ukğadzie obejmujŃcym reduktazň ksylosowŃ (XR) i dehydrogenazň 

ksylitolowŃ (XDH) analizowano transport bimolekularny ksylitolu i NAD , z r·wnoczesnym 

recyklingiem NADH. Zaobserwowano, Ũe zmniejszenie odlegğoŜci miňdzy enzymami  

z 249 nm do 10 nm prowadziğo do piňciokrotnego wzrostu iloŜci zredukowanego kofaktora ï  

z 40 ɛmol do 200 ɛmol NADH ï co wskazuje, Ũe bezpoŜrednie sŃsiedztwo enzym·w znaczŃco 

poprawia wydajnoŜĺ transferu substrat·w i kofaktor·w w szlaku metabolicznym.  

2) Efekty steryczne i przestrzenne: unieruchomienie wielu biağek na ograniczonej 

powierzchni noŜnika moŨe prowadziĺ do przepeğnienia i ograniczeŒ przestrzennych. 

Nieprawidğowe uğoŨenie enzym·w moŨe utrudniaĺ interakcjň z substratem lub zablokowaĺ dostňp 

do miejsc aktywnych. Bliskie upakowanie biağek moŨe wpğywaĺ na ich konformacjň, orientacjň 

miejsc aktywnych oraz dostňp substratu. Z drugiej strony, kontrolowane rozmieszczenie enzym·w 

moŨe minimalizowaĺ niekorzystne efekty steryczne i poprawiaĺ przekazywanie substratu.  

Peirce i in. [148] przeprowadzili proces koimmobilizacji ɓ-galaktozydazy (ɓ-GAL) oraz  

lipazy B (CALB) na powierzchni agarowego noŜnika o charakterze hydrofobowym  

(ang. octyl-agarose, OC), pokrytego polietylenoiminŃ (PEI). Ze wzglňdu na wyŨszŃ wraŨliwoŜĺ  

ɓ-GAL na inaktywacjň w por·wnaniu do CALB, strategia immobilizacji zostağa zoptymalizowana 

poprzez najpierw trwağe unieruchomienie CALB, a nastňpnie zwiŃzanie ɓ-GAL z warstwŃ PEI na 

drodze wymiany jonowej. Taki spos·b immobilizacji umoŨliwiğ selektywne usuwanie ɓ-GAL  

w celu regeneracji. Na ukğad dziağano roztworem o wysokim stňŨeniu soli, bez naruszania warstwy 

PEI trwale zwiŃzanej z CALB. Proces wymiany ɓ-GAL poprzez desorpcjň i kolejne uzupeğnianie 
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nowŃ porcjŃ enzymu zostağ powt·rzony czterokrotnie, bez utraty aktywnoŜci funkcjonalnej  

i degradacji warstwy polimeru. 

3) Oddziağywania elektrostatyczne i hydrofobowe: biağka posiadajŃ na swojej powierzchni 

r·Ũnorodne grupy nağadowane i hydrofobowe. W ukğadzie koimmobilizowanym, bliskoŜĺ r·Ũnych 

biağek moŨe prowadziĺ do oddziağywaŒ elektrostatycznych (przyciŃganie lub odpychanie) oraz 

hydrofobowych, kt·re mogŃ wpğywaĺ na ich stabilnoŜĺ, konformacjň i aktywnoŜĺ. 

Zhang i in. [149] przeprowadzili badania nad ukğadem enzymatycznym glukozooksydazy (GOx)  

i peroksydazy chrzanowej (HRP), w kt·rym oba enzymy zostağy unieruchomione w odlegğoŜci  

2 nm przy uŨyciu odpowiedniego czynnika sieciujŃcego. Autorzy wykazali, Ũe obserwowany wzrost 

aktywnoŜci enzymatycznej nie wynikağ bezpoŜrednio z bliskoŜci enzym·w. Zamiast tego 

zasugerowano, Ũe zwiňkszona aktywnoŜĺ moŨe byĺ zwiŃzana z oddziağywaniem mikroŜrodowiska, 

jakie tworzyğa obecnoŜĺ matrycy DNA. Ze wzglňdu na obecnoŜĺ grup fosforanowych, DNA 

wykazuje ujemny ğadunek i zdolnoŜĺ do zatrzymywania jon·w H , co prowadzi do lokalnego 

obniŨenia pH w pobliŨu rusztowania w por·wnaniu do pH Ŝrodowiska objňtoŜciowego. Zmiana ta 

mogğa istotnie wpğynŃĺ na zwiňkszenie aktywnoŜci enzymatycznej pary GOx-HRP 

unieruchomionej na podğoŨu DNA. 

4) Wzajemna stabilizacja: w niekt·rych przypadkach, obecnoŜĺ jednego unieruchomionego 

biağka moŨe przyczyniaĺ siň do stabilizacji innego. Poprzez ograniczenie ruchliwoŜci i zapobieganie 

agregacji lub denaturacji, biağka w bliskim sŃsiedztwie mogŃ wzajemnie chroniĺ siň przed 

niekorzystnymi warunkami Ŝrodowiska. 

W badaniach Wang i in. [150] badano wsp·ğdziağanie enzym·w osadzonych na nanoczŃstkach 

zawierajŃcych miedŦ. Enzymy GOx (oksydazy galaktozowej) i HRP (peroksydazy chrzanowej) 

osadzone na nanokwiatach Cu3(PO4)2Å3H2O wykazywağy aktywnoŜĺ o 15% wyŨszŃ w por·wnaniu 

z wolnymi enzymami w reakcji oksydacji pierŜcieniowego alkoholu (1-tetralol). Ukğad 

charakteryzowağ siň zwiňkszonŃ stabilnoŜciŃ wobec denaturacji termicznej zachowujŃc  

30% aktywnoŜci w 60ÁC przez 3 h. 

5) Konkurencja o miejsca wiŃzania na noŜniku: jeŨeli metoda immobilizacji polega na 

adsorpcji lub wiŃzaniu do okreŜlonych grup funkcyjnych na powierzchni noŜnika, r·Ũne biağka 

mogŃ konkurowaĺ o te same miejsca wiŃzania. MoŨe to prowadziĺ do niekontrolowanego stosunku 

iloŜciowego unieruchomionych enzym·w oraz potencjalnie do zmniejszenia iloŜci przyğŃczonego 

biağka.  
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Yang i in. [151] wykorzystali zdolnoŜĺ DNA do precyzyjnego pozycjonowania enzym·w w celu 

kontrolowania stosunku iloŜciowego oksydazy glukozowej (GOx) do peroksydazy chrzanowej 

(HRP) na czŃstkach magnetycznych. Optymalny stosunek GOx:HRP wynosiğ 2:1, co pozwoliğo 

uzyskaĺ znaczne zwiňkszenie efektywnoŜci katalitycznej. W warunkach immobilizacji enzymy 

wykazywağy dwukrotnie wyŨszŃ aktywnoŜĺ katalitycznŃ w por·wnaniu do swoich wolnych 

odpowiednik·w, co przypisano kontrolowanej organizacji przestrzennej ukğadu enzymatycznego. 

6) Wpğyw mikroŜrodowiska: unieruchomienie biağek na noŜniku tworzy specyficzne 

mikroŜrodowisko, kt·re moŨe r·Ũniĺ siň od roztworu buforowego. Lokalne pH, stňŨenie jon·w, 

polarnoŜĺ mogŃ siň zmieniaĺ w pobliŨu powierzchni noŜnika, co moŨe r·Ũnie wpğywaĺ na 

aktywnoŜĺ i stabilnoŜĺ poszczeg·lnych koimmobilizowanych enzym·w. 

Arana-Pe¶a i in. [152] opracowali warstwowŃ strukturň (layer-by-layer) zğoŨonŃ z piňciu r·Ũnych 

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

na hydrofobowym noŜniku z Ũelu agarozowego modyfikowanego oktanolem. Do immobilizacji 

enzym·w wykorzystano polietylenoiminň (PEI) jako warstwň wiŃŨŃcŃ oraz sieciowanie za pomocŃ 

glutaraldehydu, co zapewniğo trwağe osadzenie enzym·w. Dziňki wğaŜciwoŜciom wymiany jonowej 

PEI uzyskano stabilne podğoŨe do konstrukcji tzw. combilipazy. Zaobserwowano, Ũe zwiňkszenie 

liczby warstw enzymatycznych prowadziğo do ponad dwukrotnego wzrostu aktywnoŜci wobec  

p-nitrofenylomaŜlanu ï z 131,64 Ñ 7,26 U/g (dla pojedynczej warstwy LEU) do 271,95 Ñ 20,48 U/g. 

Ponadto wykazano, Ũe spos·b rozmieszczenia poszczeg·lnych enzym·w w strukturze r·wnieŨ 

wpğywağ na wğaŜciwoŜci katalityczne combilipazy. 

7) Oddziağywania kofaktor·w: w przypadku enzym·w wymagajŃcych kofaktor·w, bliskie 

unieruchomienie enzym·w wykorzystujŃcych ten sam kofaktor moŨe uğatwiaĺ jego recykling  

i zwiňkszaĺ efektywnoŜĺ reakcji. Natomiast konkurencja o ograniczonŃ pulň kofaktor·w moŨe 

prowadziĺ do ograniczeŒ aktywnoŜci biağek [153].  

Zrozumienie tych oddziağywaŒ w ukğadzie wielobiağkowym to waŨny element projektowania 

koimmobilizowanych system·w multienzymatycznych w celu osiŃgniňcia poŨŃdanych wğaŜciwoŜci 

katalitycznych i stabilnoŜci. Wyb·r odpowiedniej metody immobilizacji, noŜnika oraz warunk·w 

procesu moŨe znaczŃco wpğynŃĺ na charakter i siğň tych oddziağywaŒ. 

4.3. Wieloenzymatyczne kompleksy katalityczne 

Dob·r biağek w ukğadzie katalitycznym pozwala na dopasowanie reakcji enzymatycznych tak 

aby zachodziğy jedna po drugiej lub uzupeğniağy siň, np. pod wzglňdem substrat·w potrzebnych do 
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reakcji. Dziňki temu moŨna konstruowaĺ systemy biokatalityczne wykorzystywane do reakcji 

kaskadowych lub komplementarnych [154,155]. Podobnie jak w immobilizacji pojedynczej, 

immobilizacja kilku enzym·w na nanonoŜnikach umoŨliwia ich stabilizacjň, zwiňkszenie trwağoŜci 

oraz poprawň aktywnoŜci katalitycznej w warunkach reakcji. Dziňki precyzyjnemu rozmieszczeniu 

enzym·w na powierzchni nanonoŜnik·w moŨliwe jest projektowanie ukğad·w katalitycznych  

o wysokiej efektywnoŜci, w kt·rych poszczeg·lne etapy reakcji zachodzŃ w spos·b 

uporzŃdkowany, co redukuje straty substratu i zwiňksza wydajnoŜĺ procesu [156]. 

W przypadku system·w kaskadowych kluczowe znaczenie ma rozmieszczenie enzym·w, kt·re 

umoŨliwia przekazywanie produkt·w jednej reakcji bezpoŜrednio do kolejnej, eliminujŃc tym 

samym koniecznoŜĺ izolacji poŜrednich zwiŃzk·w reakcyjnych [157]. Takie rozwiŃzanie 

minimalizuje dyfuzjň produkt·w w Ŝrodowisku reakcyjnym, co moŨe prowadziĺ do wzrostu 

wydajnoŜci procesu oraz redukcji niepoŨŃdanych produkt·w ubocznych. Tego rodzaju systemy 

znajdujŃ szerokie zastosowanie w syntezie zğoŨonych zwiŃzk·w chemicznych, w tym 

farmaceutyk·w i biopolimer·w [158]. 

Z kolei systemy komplementarne opierajŃ siň na wsp·lnym, wzmocnionym dziağaniu r·Ũnych 

enzym·w, co umoŨliwia dob·r parametr·w reakcji oraz zwiňkszenie konwersji substrat·w. 

Immobilizacja na nanonoŜnikach pozwala na zastosowanie enzym·w dziağajŃcych w odmiennych 

warunkach Ŝrodowiskowych poprzez odpowiedni dob·r noŜnika, np. o okreŜlonej hydrofilowoŜci, 

ğadunku powierzchniowym czy porowatoŜci [154]. Dziňki temu moŨliwe jest jednoczesne 

prowadzenie reakcji katalizowanych przez enzymy wymagajŃce r·Ũnych wartoŜci pH, temperatury 

czy specyficznych kofaktor·w. 

4.4. Koimmobilizacja biağek o r·Ũnych funkcjach 

W literaturze przedmiotu opisano liczne przykğady koimmobilizacji biağek o zr·Ũnicowanych 

funkcjach katalitycznych, majŃce na celu konstruowanie efektywnych system·w biokatalitycznych. 

Przykğadowo, Ŭïamylaza i glukoamylaza poddane koimmobilizacji na Fe3O4/SiO2 umoŨliwiajŃ 

jednoczesnŃ i synergistycznŃ hydrolizň skrobi do glukozy poprzez dziağanie na r·Ũne wiŃzania 

glikozydowe, co zwiňksza wydajnoŜĺ procesu [144]. Z kolei, celulaza i lizozym koimmobilizowane 

na nanoczŃstkach magnetycznych (Fe3O4@mSiO2ïNH2) wykazujŃ zdolnoŜĺ do jednoczesnej 

degradacji zğoŨonych struktur Ŝcian kom·rkowych mikroalg i uğatwienia ekstrakcji lipid·w, gdzie 

celulaza rozkğada celulozň, a lizozym peptydoglikany [159]. W kontekŜcie bioelektroniki, lakkaza 

i katalaza koimmobilizowane na materiağach elektrodowych znajdujŃ zastosowanie w konstrukcji 

wydajniejszych biokatod do glukozowych ogniw paliwowych, gdzie katalaza rozkğada powstajŃcy 
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nadtlenek wodoru, potencjalnie zwiňkszajŃc dostňpnoŜĺ tlenu dla lakkazy [160]. Szerokie 

zastosowanie znajduje takŨe koimmobilizacja oksydazy glukozowej (GOD) i peroksydazy 

chrzanowej (HRP) w biosensorach glukozy oraz w systemach kaskadowych, gdzie GOD generuje 

nadtlenek wodoru, wykorzystywany nastňpnie przez HRP do reakcji detekcji [161]. W przemyŜle 

kosmetycznym i przetw·rstwie sk·ry wykorzystuje siň koimmobilizacjň proteazy i amylazy,  

co pozwala na jednoczesne usuwanie zanieczyszczeŒ biağkowych i skrobiowych [162]. Ponadto, 

pepsyna i lipaza, enzymy o odmiennej specyficznoŜci substratowej i optymalnym pH dziağania, 

mogŃ byĺ koimmobilizowane w celu przeprowadzenia wieloetapowych transformacji z udziağem 

r·Ũnych klas substrat·w [89]. 

5. Kluczowe wnioski z przeglŃdu literatury 

Koimmobilizacja enzym·w na nanonoŜnikach stanowi obiecujŃcŃ strategiň  

w bionanotechnologii, jednak wiŃŨe siň z szeregiem wyzwaŒ. Kluczowe z nich obejmujŃ wyb·r 

metody immobilizacji, w celu zapewnienia stabilnoŜci i aktywnoŜci enzym·w. Istotne jest r·wnieŨ 

dobranie nanonoŜnik·w o odpowiednich wğaŜciwoŜciach fizykochemicznych, kt·re umoŨliwiŃ 

efektywne unieruchomienie enzym·w. Dodatkowo, naleŨy kontrolowaĺ interakcje miňdzy 

koimmobilizowanymi enzymami, aby uniknŃĺ potencjalnych negatywnych efekt·w synergicznych. 

W kontekŜcie wdroŨeŒ przemysğowych, kluczowe jest opracowanie ekonomicznych i skalowalnych 

proces·w produkcji tych system·w. PrzezwyciňŨenie tych wyzwaŒ wymaga interdyscyplinarnych 

badaŒ nad nowymi technikami immobilizacji, modyfikacjŃ powierzchni nanonoŜnik·w oraz 

projektowaniem innowacyjnych ukğad·w enzymatycznych, co pozwoli na peğne wykorzystanie 

potencjağu koimmobilizowanych nanosystem·w enzymatycznych w aplikacjach 

biotechnologicznych. 
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II  Cel i zakres pracy 

Celem pracy byğo otrzymanie multiproteinowych nanosystem·w zğoŨonych z modyfikowanej 

matrycy nanomateriağowej i immobilizowanych enzym·w. Celem byğa r·wnieŨ analiza wğaŜciwoŜci 

fizykochemicznych nanomateriağ·w i analiza aktywnoŜci otrzymanych nanosystem·w. Gğ·wnym 

etapem badaŒ byğa synteza nanomateriağ·w, ich modyfikacja oraz koimmobilizacja wybranych 

biağek na powierzchniach materiağ·w. Etapy badawcze moŨna podzieliĺ na: 

1) Otrzymanie nanomateriağ·w (synteza nanomateriağ·w oraz ich modyfikacja jonami 

manganu i miedzi) i wyb·r nanomateriağ·w do immobilizacji na podstawie wstňpnego 

badania aktywnoŜci (proteolitycznych i przeciwrodnikowych).  

2) Badania strukturalne otrzymanych nanomateriağ·w w celu sprawdzenia zmian 

strukturalnych po modyfikacji jonami metali i badania nanosystem·w multiproteinowych  

w celu potwierdzenia immobilizacji.  

3) Przeprowadzenie procesu immobilizacji dla pojedynczych enzym·w ï katalazy, lipazy, 

lakkazy, peroksydazy ï na wybranych materiağach i analiza wynik·w immobilizacji 

pojedynczej, obliczenie efektywnoŜci immobilizacji oraz wyb·r parametr·w do 

przeprowadzenia immobilizacji multiproteinowej. 

4) Przeprowadzenie procesu immobilizacji dla par enzym·w ï katalazy i lakkazy oraz 

peroksydazy i lipazy ï na wybranych materiağach i analiza wynik·w immobilizacji, 

obliczenie efektywnoŜci immobilizacji. Przeprowadzenie badaŒ aktywnoŜci enzymatycznej 

w celu wyznaczenia parametr·w otrzymywania nanosystem·w multiproteinowych.  

5) Badania stabilnoŜci otrzymanych nanosystem·w poprzez prowadzenie reakcji 

enzymatycznych w Ŝrodowisku o r·Ũnym pH. 

6) Przeprowadzenie badaŒ aktywnoŜci w reakcjach modelowych ï w rozkğadzie barwnik·w 

(bğňkitu trypanowego, oranŨu metylowego, zieleni malachitowej, czerwieni neutralnej)  

i pestycyd·w (diuronu, atrazyny) ï w celu sprawdzenia potencjalnej aktywnoŜci 

otrzymanych nanosystem·w multiproteinowych. 

7) OkreŜlenie moŨliwoŜci wykorzystania nanomateriağ·w (nanozym·w), kt·re nabyğy 

aktywnoŜci enzymatycznej po modyfikacji jonami miedzi i manganu poprzez por·wnanie 

aktywnoŜci tych materiağ·w z nanosystemami multiproteinowymi. 
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III  Materiağy i metody 

1. Spis reagent·w 

W tabeli 1 zamieszczono spis reagent·w wykorzystanych w pracy, podano ich nazwy, masy 

czŃsteczkowe, numery CAS oraz informacje dodatkowe. 

Tabela 1. Spis reagent·w wykorzystanych w pracy: nazwa, masa czŃsteczkowa, producent i informacje 

dodatkowe. 

Nazwa Wz·r/numer 

Masa 

czŃsteczkowa 

[g/mol] 

Numer 

CAS 
Producent 

Informacje 

dodatkowe 

Octan cynku (CH3COO)2Zn 183,48 
557-34-

6 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 99% 

Metakrzemian sodu Na2SiO3 122,06 
6834-

92-0 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 99% 

Kwas 

chlorowodorowy 
HCl 36,46 

7647-

01-0 
POCH 

Czysty do 

analiz, 

roztw·r 

wodny 35-

38% 

Wodorofosforan 

disodu 
Na2HPO4 141,96 

7558-

79-4 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 99% 

Azotan (V) wapnia 

(II), czterowodny 

Ca(NO3)2  

Å 4 H2O 
236,15 

13477-

34-4 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 99% 

Wodorotlenek sodu NaOH 40,00 
1310-

73-2 

Sigma 

Aldrich 

Granulki, 

czysty do 

analiz, 97% 

Chlorek magnezu 

(II)  
MgCl2 95,21 

7786-

30-3 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 99% 

Wodorofosforan 

dipotasu, 

tr·jwodny 

K2HPO4  

Å 3 H2O 
228,22 

16788-

57-1 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 99% 
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Chlorek wapnia 

(II)  
CaCl2 110,98 

10043-

52-4 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 

>96% 

Octan manganu 

(II), czterowodny 

(CH3COO)2Mn 

Å 4 H2O 
245,09 

6156-

78-1 

Sigma 

Aldrich 

Krystaliczny, 

czystoŜĺ 

>96% 

Octan miedzi (II), 

monohydrat 

(CH3COO)2Cu Å 

H2O 
199,65 

142-71-

2 

Sigma 

Aldrich 

Proszek 

krystalicznyc

zystoŜĺ 

>96% 

Odczynnik 

fenolowy Folina - 

Ciocalteu 

- - - 
Sigma 

Aldrich 
StňŨenie 2N*  

Kwas 

trichlorooctowy 
Cl3CCOOH 163,39 76-03-9 

Sigma 

Aldrich 

Krystaliczny, 

czystoŜĺ 

>99% 

Kazeina C81H125N22O39P 2062,00 
9000-

71-9 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 85% 

Tyrozyna C9H11NO3 181,19 60-18-4 
Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 90% 

ABTS, s·l 

diamonowa 

C18H18N4O6S4 Ŀ 

(NH3)2 
548,68 

 

30931-

67-0 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 

>98% 

Trolox 

(kwas 6-hydroksy-

2,5,7,8-

tetrametylochroma

n-2-karboksylowy) 

C14H18O4 250,29 

 

53188-

07-1 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 98% 

TMB 

(3,3ǋ,5,5ǋ-

tetrametylo 

benzydyna) 

C16H20N2 240,34 
54827-

17-7 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 

>99% 
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Syringaldazyna 

(4-hydroksy-3,5-

dimetoksybenzalde

hydazyna) 

C18H20N2O6 360,36 
14414-

32-5 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 98% 

Diuron 

(3-(3,4-

dichlorofenylo)-

1,1-dimetylo-

mocznik) 

 

C9H10Cl2N2O 
233,09 

 

330-54-

1 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 

100% 

Nadtlenek wodoru H2O2 34,01 
7722-

84-1 
ChemPur 

Ciecz, 

roztw·r 30% 

Metawanadan 

amonu 
H4NO3V 116,98 

 

7803-

55-6 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 99% 

Atrazyna 

(2-chloro-4-

etyloamino-6-

izopropyloamino-

1,3,5-triazyna) 

C8H14ClN5 215,68 
1912-

24-9 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 

100% 

Bufor fosforanowy  

1 M 
- - - 

Sigma 

Aldrich 

Ciecz, 

pH 7,4 

Zestaw do 

oznaczania 

aktywnoŜci lipazy 

Nr produktu: 

MAK046 
- - 

Sigma 

Aldrich 

ĂLipase 

activity 

assayò 

Bğňkit brylantowy 

G250 

 

C47H48N3NaO7S

2 

854,02 

 

6104-

58-1 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 99% 

ZieleŒ malachitowa C25H26N2O4 418,51 
2437-

29-8 
ChemPur 

Proszek, 

czystoŜĺ 85% 

OranŨ metylowy C14H14N3NaO3S 327,33 

 

547-58-

0 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 85% 
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CzerwieŒ neutralna C15H17ClN4 288,78 

 

553-24-

2 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 90% 

Bğňkit trypanowy 
C34H24N6O14S4

Na4 
960,81 

 

72-57-1 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 60% 

Kwas siarkowy H2SO4 98,08 

 

7664-

93-9 

Sigma 

Aldrich 

Ciecz, 

czystoŜĺ 96% 

Albumina woğowa - 66 kDa 
9048-

46-8 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 99% 

Katalaza woğowa EC 1.11.1.6 250 kDa 
9001-

05-2 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 

99%, 

AktywnoŜĺ 

5000 U/mg 

Lakkaza z 

Agaricus bisporus 
EC 1.10.3.2 60 kDa 

 

80498-

15-3 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 99% 

AktywnoŜĺ 

4 U/mg 

Peroksydaza 

chrzanowa 
EC 1.11.1.7 40 kDa 

 

9003-

99-0 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 99% 

AktywnoŜĺ 

150 U/g 

Lipaza z 

Aspergillus niger 
EC 3.1.1.3 120 kDa 

9001-

62-1 

Sigma 

Aldrich 

Proszek, 

czystoŜĺ 99% 

AktywnoŜĺ 

200 U/g 

*StňŨenie r·wnowaŨnikowe kwasu 2 mol/l 
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2. Materiağy 

2.1. Materiağ matrycy 

PrzewodniŃ czňŜciŃ pracy byğo otrzymanie nanomateriağ·w o r·Ũnym skğadzie chemicznym, 

kt·re zostağy zastosowane jako matryce do immobilizacji enzym·w. W dalszej czňŜci pracy 

por·wnano i badano ich wpğyw na zachowanie aktywnoŜci katalitycznej enzym·w. Materiağy te 

podzielone zostağy na trzy grupy, przy czym podstawŃ podziağu byğ rodzaj oraz skğad chemiczny 

nanoczŃstek (Tabela 1). Podziağ na trzy grupy wynikağ z wyboru materiağ·w o r·Ũnych 

wğaŜciwoŜciach fizyko-chemicznych, co pozwoliğo na ocenň zaleŨnoŜci pomiňdzy strukturŃ 

nanomatrycy a immobilizowaniem enzym·w. Wyodrňbnione grupy obejmowağy nanoczŃstki 

tlenk·w metali, nanoczŃstki wapniowo-fosforanowe cechujŃce siň wysokŃ biokompatybilnoŜciŃ 

oraz nanoczŃstki szkliste o amorficznej strukturze. 

Grupň I stanowiğy nanoczŃstki tlenkowe, obejmujŃce tr·jtlenki powstağe na bazie tlenku cynku, 

modyfikowane tlenkami manganu i miedzi (ZnOïMnxOyïCuO). Te materiağy cechowağy siň 

wğaŜciwoŜciami fizykochemicznymi sprzyjajŃcymi stabilizacji enzym·w oraz zwiňkszeniu ich 

aktywnoŜci. 

Grupň II tworzyğy nanoczŃstki wapniowo-fosforanowe, modyfikowane jonami manganu  

i miedzi. W tej kategorii wyr·Ũniono hydroksyapatyt (HAP) o wzorze: Ca10(PO4)6(OH)2, kt·ry 

dziňki wysokiej biokompatybilnoŜci stanowiğ matryce do immobilizacji enzym·w. 

Grupň III stanowiğy nanoczŃstki szkliste (krzemowo-fosforanowe) o zr·Ũnicowanym skğadzie 

chemicznym, wŜr·d kt·rych znalazğy siň materiağy o strukturze SiO2ïCaOïNa2OïP2O5 (BG)  

i SiO2ïMgOïK2OïP2O5ïCaO (FG), modyfikowane jonami manganu lub miedzi. Charakteryzowağy 

siň rozwiniňtŃ powierzchniŃ wğaŜciwŃ, kt·re sprzyjağy skutecznej adsorpcji enzym·w  

i ich stabilizacji, co jest istotne w badaniach aktywnoŜci enzymatycznej. 

Metody otrzymywania, dokğadny skğad oraz wyjaŜnienie oznaczeŒ otrzymanych nanomateriağ·w 

przedstawiono rozdziale III pkt. 3 ĂMetody syntezy nanomateriağ·wò. 

2.2. Modyfikacja matrycy  

W trakcie badaŒ wstňpnych do modyfikacji matrycy wybrano jony metali, kt·re sŃ obecne jako 

kofaktory lub jony centr·w aktywnych biağek ï jony manganu i miedzi.  

Nanomateriağy z grupy I byğy modyfikowane jonami w trakcie procesu syntezy (otrzymujŃc 

tlenki), co pozwoliğo na ich jednoczesne wbudowanie w strukturň materiağu. W przypadku 
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nanomateriağ·w z grupy II, modyfikacja jonowa odbywağa siň po otrzymaniu nanomateriağu, 

poprzez sorpcjň jon·w na powierzchni gotowych nanoczŃstek. Natomiast w grupie III modyfikacja 

jonowa byğa przeprowadzana w trakcie procesu otrzymywania niemodyfikowanych materiağ·w 

szklistych i stanowiğa przedostatni etap syntezy, bezpoŜrednio przed zastosowaniem procesu 

mikrofalowego.  

Szczeg·ğowe modyfikacje opisano w rozdziale III pkt. 3 ĂMetody syntezy nanomateriağ·wò. 

Nanomateriağy po przeprowadzeniu modyfikacji jonowej zostağy poddane testom wğaŜciwoŜci 

proteolitycznych oraz aktywnoŜĺ antyrodnikowej. Przeprowadzone analizy miağy na celu okreŜlenie 

potencjağu badanych materiağ·w jako nanomatryc do immobilizacji biağek lub nanozym·w.  

Na podstawie wynik·w test·w nanomateriağy, kt·re charakteryzowağy siň niskŃ aktywnoŜciŃ 

proteolitycznŃ i antyrodnikowŃ wybrano jako matryce do immobilizacji enzym·w. Nanomateriağy 

aktywne w obydwu testach wybrano do dalszych badaŒ jako nanozymy. Z kaŨdej grupy materiağ·w 

wybierano materiağ do immobilizacji lub nanozym. Materiağy, kt·re wybrano jako sğuŨŃce do 

immobilizacji to: ZnOïMnxOyïCuOï13, HAP/Mn/Cuï11, BGïMnï1, BGïCuï1, FGïCuï3. 

Materiağy wybrane jako nanozymy to: ZnOïMnxOyïCuOï31, ZnOïMnxOyïCuOï33, 

HAP/Mn/Cuï21, BGïMnï3, FGïMnï3. 

WyjaŜnienie oznaczeŒ dla nazw i numeracji materiağ·w znajduje siň w rozdziale III pkt. 3 ĂMetody 

syntezy nanomateriağ·wò. 

2.3. Enzymy 

Trzecim elementem konstruktu byğy enzymy. KaŨdy z wybranych enzym·w jest 

metaloenzymem, kt·ry posiada jon metalu w centrum aktywnym lub wsp·ğpracuje z kofaktorem 

metalicznym: 

Á Katalaza z wŃtroby woğowej, CAT (aktywnoŜĺ serii: 5000 U/mg) 

Katalaza jest enzymem oksydoredukcyjnym, kt·ry zwykle katalizuje rozkğad nadtlenku wodoru 

(H2O2) na wodň i tlen [163,164]. Proces ten przebiega wedğug mechanizmu reakcji redoks, w kt·rym 

nadtlenek wodoru dziağa zar·wno jako donor, jak i akceptor elektron·w. Dziňki temu katalaza 

skutecznie neutralizuje reaktywne formy tlenu (ROS), minimalizujŃc ich toksyczne dziağanie na 

kom·rki eukariotyczne [165]. W kontekŜcie Ŝrodowiskowym enzym ten moŨe byĺ wykorzystywany 

do usuwania zwiŃzk·w oksydacyjnych z przemysğowych Ŝciek·w oraz w procesach oczyszczania 

w·d ze zwiŃzk·w utleniajŃcych. 
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Á Lipaza z Aspergillus Niger, LIP (aktywnoŜĺ serii: 200 U/mg) 

Lipaza tr·jglicerydowa jest enzymem hydrolitycznym, kt·ry katalizuje rozkğad wiŃzaŒ estrowych 

w lipidach, przeksztağcajŃc tr·jglicerydy w glicerol i wolne kwasy tğuszczowe [35]. Proces ten 

zachodzi na granicy faz wodnej i lipidowej, co umoŨliwia skutecznŃ degradacjň zwiŃzk·w 

tğuszczowych w Ŝrodowisku [166]. Lipazy mogŃ byĺ stosowane w biodegradacji zanieczyszczeŒ  

o strukturze lipidowej lub zwierajŃcych wiŃzania estrowe [34]. 

Á Peroksydaza z chrzanu pospolitego, HRP (aktywnoŜĺ serii: 150 U/mg) 

Peroksydaza chrzanowa jest enzymem z grupy oksydoreduktaz, kt·ry wykorzystuje nadtlenek 

wodoru jako akceptor elektron·w do utleniania r·Ũnorodnych zwiŃzk·w organicznych, w tym 

fenoli, amin aromatycznych i innych substancji toksycznych [21,167]. W wyniku tych reakcji 

powstajŃ mniej toksyczne produkty [168]. Peroksydazy znajdujŃ zastosowanie w procesach 

bioremediacji zanieczyszczeŒ przemysğowych, w tym w oczyszczaniu Ŝciek·w zawierajŃcych 

toksyczne barwniki lub resztki farmaceutyk·w [167]. 

Á Lakkaza z Agaricus bisporus, LAC (aktywnoŜĺ serii: 4 U/mg) 

Lakkaza jest oksydoreduktazŃ zaleŨnŃ od miedzi, kt·ra katalizuje utlenianie fenoli, amin 

aromatycznych oraz innych zwiŃzk·w organicznych, prowadzŃc do redukcji tlenu czŃsteczkowego 

do wody. CharakterystycznŃ cechŃ lakkazy jest zdolnoŜĺ do rozbijania wiŃzaŒ CïC i CïO  

w zğoŨonych strukturach aromatycznych [169]. Enzym ten znajduje zastosowanie w degradacji 

barwnik·w tekstylnych, pestycyd·w oraz zwiŃzk·w fenolowych w Ŝciekach przemysğowych [170]. 

Wybrane enzymy koimmobilizowano w parach umoŨliwiajŃcych wykorzystanie aktywnoŜci 

obu enzym·w. Pary enzym·w unieruchamiano na wybranych nanomatrycach, tak aby zapewniĺ 

wsparcie dziağania katalitycznego.  

PoğŃczenie katalazy i lakkazy pozwala na rozkğad struktur organicznych i reaktywnych form 

tlenu. Katalaza skutecznie neutralizuje nadtlenek wodoru, kt·ry moŨe zakğ·caĺ dziağanie innych 

enzym·w lub wpğywaĺ na stabilnoŜĺ biologicznych ukğad·w Ŝrodowiskowych. Ponadto, moŨe 

wykazywaĺ dziağanie oksydacyjne lub peroksydazy. Lakkaza natomiast rozkğada zwiŃzki 

aromatyczne, w szczeg·lnoŜci struktury fenolowe.  

Wsp·lne dziağanie peroksydazy i lipazy umoŨliwia usuwanie zar·wno prostych i zğoŨonych 

zwiŃzk·w organicznych. Peroksydaza katalizuje reakcje utleniania zwiŃzk·w organicznych  
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o r·Ũnej budowie, podczas gdy lipaza degraduje substancje poprzez rozkğad wiŃzaŒ estrowych  

i pozwala na prowadzenie reakcji hydrolizy czy hydroksylacji w organicznych rozpuszczalnikach. 

3. Metody syntezy nanomateriağ·w 

3.1. Synteza nanotlenk·w metalicznych 

W celu otrzymania nanotlenk·w oznaczonych jako ZnOïMnxOyïCuO wykorzystano metodň 

mikrofalowŃ. W pierwszym etapie, w teflonowym naczyniu do roztworu octanu cynku (II)  

(2 M, 15 ml) dodawano kroplami roztw·r NaOH (4 M, 15 ml) jednoczeŜnie prowadzŃc 

homogenizacjň w sonikatorze Hielscher UP400St przez 2 min. Nastňpnie naczynie z mieszaninŃ  

o objňtoŜci 30 ml umieszczono w reaktorze mikrofalowym Magnum II (Ertek). Przeprowadzono 

proces mikrofalowy (moc mikrofal 70-100%, czas nagrzewania 10 min) stosujŃc parametry 

procesu: t=15 min, T=200ÁC i p=25 bar. Materiağ przemywano wodŃ dejonizowanŃ i sŃczono na 

sŃczkach nitrocelulozowych o Ŝrednicy por·w 0,1 ɛm, pod zmniejszonym ciŜnieniem, a nastňpnie 

materiağ suszono w 70ÁC.  

W drugim etapie, otrzymany ZnO (2 g) umieszczono w naczyniu teflonowym i mieszano przez 

30 min z roztworem wodnym octanu manganu (II) w odpowiednim stosunku molowym. Dla 

stosunku molowego Zn:Mn 1:0,1 dodawano 20 ml roztworu octanu manganu (II) o stňŨeniu  

0,12 M. Dla stosunku molowego Zn:Mn 1:0,3 dodawano 20 ml roztworu octanu manganu (II)  

o stňŨeniu 0,36 M. 

Nastňpnie do pojemnika wkraplano NaOH (2 M, 20 ml), pojemnik z sumarycznŃ objňtoŜciŃ  

40 ml umieszczano w reaktorze mikrofalowym Magnum II (Ertec) Przeprowadzono proces 

mikrofalowy (moc mikrofal 70-100%, czas nagrzewania 10 min) stosujŃc parametry procesu:  

t=15 min, T=200ÁC i p=25 bar. Po procesie mikrofalowym materiağ bitlenkowy przemywano wodŃ 

dejonizowanŃ i sŃczono na sŃczkach nitrocelulozowych o Ŝrednicy por·w 0,1 ɛm pod 

zmniejszonym ciŜnieniem, a nastňpnie suszono w temperaturze 70ÁC. Po wysuszeniu, materiağ 

rozdrabniano w moŦdzierzu agatowym.  

Po otrzymaniu nanomateriağu bitlenkowego, powt·rzono kroki z drugiego etapu syntezy.  

W naczyniu teflonowym umieszczono nanomateriağ bitlenkowy (2 g) i dodano roztworu wodnego 

octanu miedzi (II) w odpowiednim stosunku molowym. Dla stosunku molowego  

Zn:Mn:Cu ï 1:0,1:0,3 dodawano 25 ml roztworu octanu miedzi (II) o stňŨeniu 0,32 M. Dla stosunku 

molowego Zn:Mn:Cu ï 1:0,3:0,1 dodawano 25 ml roztworu octanu miedzi (II) o stňŨeniu 0,10 M. 
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Dla stosunku molowego Zn:Mn:Cu ï 1:0,3:0,3 dodawano 25 ml roztworu octanu miedzi (II)  

o stňŨeniu 0,32 M. 

Ukğad mieszano przez 30 min, nastňpnie do pojemnika wkraplano NaOH (2 M, 25 ml), pojemnik 

z sumarycznŃ objňtoŜciŃ 50 ml umieszczono w reaktorze mikrofalowym Magnum II (Ertec)  

i przeprowadzono proces mikrofalowy (moc mikrofal 70-100%, czas nagrzewania 10 min) stosujŃc 

parametry procesu: t=15 min, T=200ÁC i p=25 bar. Materiağ przemywano wodŃ dejonizowanŃ  

i sŃczono na sŃczkach nitrocelulozowych o Ŝrednicy por·w 0,1 ɛm, pod zmniejszonym ciŜnieniem, 

przemywano wodŃ dejonizowanŃ, a nastňpnie materiağ suszono w 70ÁC.   

Materiağy syntezowano w stosunkach molowych Zn:Mn:Cu ï 1:0,1:0,3, 1:0,3:0,1, 1:0,3:0,3. 

Zgodnie z przyjňtymi stosunkami molowymi oznaczano pr·bki: ZnOïMnxOyïCuO-13,  

ZnOïMnxOyïCuO-31, ZnOïMnxOyïCuO-33.  

Na przykğad: dla materiağu ZnOïMnxOyïCuO-13, liczba Ă-13ò oznacza stosunek dodatku manganu 

do miedzi w stosunku Zn:Mn:Cu ï 1:0,1:0,3. 

3.2. Synteza nanomateriağ·w wapniowo-fosforanowych 

W celu otrzymania materiağ·w wapniowo-fosforanowych prowadzono reakcje azotanu (V) 

wapnia (II) i wodorofosforanu disodu stosowanych w odpowiednim stosunku molowym,  

a nastňpnie modyfikowano otrzymany materiağ hydroksyapatytowy (HAP). W syntezie materiağu 

HAP stosunek jon·w Ca:P wynosiğ 1.67. Przygotowano roztwory, roztw·r wodny azotanu (V) 

wapnia (II) (0,74 M, 20 ml) umieszczono w pojemniku teflonowym i wkraplano do niego roztw·r 

wodorofosforanu disodu (0,44 M, 20 ml) jednoczeŜnie homogenizujŃc w sonikatorze Hielscher 

UP400St przez 5 min. Nastňpnie teflonowy pojemnik z mieszaninŃ o objňtoŜci 40 ml umieszczano 

w reaktorze mikrofalowym Magnum II (Ertec) (moc mikrofal 50-70%, czas nagrzewania 10 min)  

i przeprowadzano proces o parametrach: t = 30 min, T = 160ÁC oraz p = 16 bar.  

Po zakoŒczonym procesie materiağ przemywano wodŃ dejonizowanŃ i sŃczono na sŃczkach 

nitrocelulozowych o Ŝrednicy por·w 0,1 ɛm na zestawie Buchnera pod zmniejszonym ciŜnieniem, 

a nastňpnie suszono w temperaturze 70ÁC. Po wysuszeniu materiağ rozdrabniano w moŦdzierzu 

agatowym.  

Modyfikacja materiağu HAP 

Przygotowany poprzednio materiağ HAP modyfikowano jonami metali ï manganu i miedzi. 

Przygotowano wodne roztwory soli: octan manganu (II) oraz octan miedzi (II) o stňŨeniach  
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200 mg/l jonu metalu. Cağkowita objňtoŜĺ roztwor·w w procesie sorpcji wynosiğa 20 ml.  

Do nawaŨki materiağu (50 mg) dodawano odpowiednie objňtoŜci roztworu (10 ml lub 5 ml) kaŨdej 

z soli, aby ostateczny stosunek jon·w metalu wynosiğ (Mn : Cu): 

¶ 100 mg/l : 50 mg/l 

¶ 100 mg/l : 100 mg/l 

¶ 50 mg/l : 100 mg/l 

Nastňpnie, po 1 h mieszania modyfikowany jonami materiağ wirowano (10000 rpm, 5 min)  

i oddzielano od reszty roztworu. Materiağ suszono w 30ÁC.  

Wybrany stosunek jon·w metali  (Mn:Cu) wyni·sğ: 100 mg/l : 100 mg/l ï dla materiağu 

wykorzystywanego do immobilizacji enzym·w i 100 mg/l : 50 mg/l ï dla materiağu  

o wğaŜciwoŜciach nanozymatycznych. 

Jako oznaczenie pr·bek przyjňto nazwň HAP/Mn/Cu-11 gdy stosunek jon·w metali byğ r·wny 

 (100 mg/l  : 100 mg/l ) i nazwň HAP/Mn/Cu-21 gdy stosunek jon·w byğ dwukrotnie wiňkszy dla 

manganu (100 mg/l : 50 mg/l ). 

3.3. Synteza materiağ·w szklistych 

Otrzymanie materiağ·w szklistych (zawierajŃcych tlenek krzemu): SiO2ïMgOïK2OïP2O5ïCaO 

(oznaczane FG) i SiO2ïCaOïNa2OïP2O5 (oznaczane BG) polegağo na kilkuetapowym 

przygotowaniu materiağ·w w odpowiednich stosunkach molowych i przeprowadzeniu procesu 

mikrofalowego w celu otrzymania tlenk·w metali.  

Dla materiağu FG, w pierwszym etapie przygotowano zawiesinň: poğŃczono roztwory 

metakrzemianu sodu (1,5 M, 20 ml) i kwasu solnego (35%, 5,16 ml), stopniowo wkraplajŃc kwas. 

Ukğad mieszano przez 30 min po wkropleniu cağej objňtoŜci kwasu, a nastňpnie na lejku B¿chnera 

(84 g/m2) przemyto wodŃ dejonizowanŃ (60 ml) tworzŃcy siň SiO2. W drugim etapie, odsŃczony 

osad umieszczano w zlewce, dodawano 30 ml wody dejonizowanej i do zawiesiny dodawano 

wodorofosforanu sodu (0,5 M, 50 ml) i wodorofosforanu potasu (0,99 M, 10 ml). R·wnolegle do 

etapu drugiego, przeprowadzano strŃcenie azotanu (V) wapnia (II) (2,88 M, 10 ml)  

z wodorotlenkiem sodu (10 M, 5 ml) i chlorku magnezu (1,49 M, 10 ml) z wodorotlenkiem sodu  

(3 M, 10 ml). W etapie trzecim, po strŃceniu, wodorotlenki dodawano do mieszaniny z etapu 

drugiego.  

Dla materiağu BG, w pierwszym etapie przygotowano zawiesinň: poğŃczono roztwory 

metakrzemianu sodu (1,8 M, 25 ml) i kwasu solnego (35%, 7,75 ml), stopniowo wkraplajŃc kwas. 
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Ukğad mieszano przez 30 min po wkropleniu cağej objňtoŜci kwasu, a nastňpnie na lejku B¿chnera 

(84 g/m2) przemyto wodŃ dejonizowanŃ (60 ml) tworzŃcy siň SiO2. W drugim etapie, odsŃczony 

osad umieszczano w zlewce, dodawano 30 ml wody dejonizowanej i do zawiesiny dodawano 

wodorofosforanu sodu (0,5 M, 22 ml). R·wnolegle do etapu drugiego, przeprowadzano strŃcenie 

azotanu (V) wapnia (II) (4,9 M, 5 ml) z wodorotlenkiem sodu (9,8 M, 5 ml). W etapie trzecim, po 

strŃceniu, wodorotlenek wapnia (II) dodawano do mieszaniny z etapu drugiego.  

Modyfikacja materiağ·w szklistych 

W celu modyfikacji materiağ·w szklistych, po otrzymaniu ostatecznej mieszaniny 

odpowiedniego materiağu szklistego (etap 3) dodawano roztw·r wodny soli octanowŃ metalu  

(octan miedzi (II) lub octan manganu (II)) w odpowiedniej proporcji. Stosunki molowe dodatk·w 

byğy okreŜlone wzglňdem masy molowej niemodyfikowanego materiağu FG lub BG: 

¶ FG:Mn 1:0,3 ¶ BG:Mn 1:0,1 

¶ FG:Cu 1:0,3 ¶ BG:Mn 1:0,3 

 ¶ BG:Cu 1:0,1 

Przykğadowo dla materiağu o proporcji BG:Cu 1:0,1 dodawano 10 ml roztworu octanu miedzi 

(II) o stňŨeniu 0,36 M. 

Mieszaninň okoğo 70 ml przelewano do naczynia teflonowego i prowadzano proces 

hydrotermalny w reaktorze mikrofalowym (moc mikrofal 70-100%, czas nagrzewania 10 min)  

w warunkach: t = 20 min, T = 200ÁC, p = 40 bar. Po zakoŒczonym procesie materiağ przemywano 

wodŃ dejonizowanŃ i sŃczono na sŃczkach nitrocelulozowych o Ŝrednicy por·w 0,1 ɛm na zestawie 

Buchnera pod zmniejszonym ciŜnieniem, a nastňpnie suszono w temperaturze 100ÁC.  

Po wysuszeniu materiağ rozdrabniano w moŦdzierzu agatowym. 

W ten spos·b otrzymano dwa materiağy r·ŨniŃce siň skğadem procentowym form tlenkowych. 

Skğad molowy (% mol) szkğa FG wynosiğ: 30% SiO2, 15% MgO, 10% K2O, 15% P2O5, 30% CaO, 

a skğad szkğa BG wynosiğ: 45% SiO2, 24,5% CaO, 24,5% Na2O, 6% P2O5. Zgodnie z przyjňtymi 

zağoŨeniami materiağy oznaczano rodzajem materiağu szklistego (FG lub BG, w zaleŨnoŜci od 

skğadu), rodzajem dodatku (Mn lub Cu) oraz liczbŃ oznaczajŃcŃ stosunek molowy dodatku  

(1 lub 3). Na przykğad: FGïCuï1 oznacza materiağ o skğadzie poczŃtkowym: 30% SiO2, 15% MgO, 

10% K2O, 15% P2O5, 30% CaO i dodatku miedzi (Cu) w stosunku FG:Cu 1:0,1. 
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Podsumowanie otrzymywania materiağ·w 

W tabeli 1 wyr·Ũniono nanomateriağy zakwalifikowane do kolejnych etap·w badaŒ ï 

immobilizacji enzym·w lub analizň ich wğaŜciwoŜci jako potencjalnych nanozym·w. Z kaŨdej 

grupy materiağ·w wybierano materiağ do immobilizacji lub nanozym (na podstawie wstňpnych 

badaŒ aktywnoŜci proteolitycznych i antyoksydacyjnych). Materiağy, kt·re wybrano jako sğuŨŃce 

do immobilizacji to: ZnOïMnxOyïCuOï13, HAP/Mn/Cuï11, BGïMnï1, BGïCuï1, FGïCuï3. 

Materiağy wybrane jako nanozymy to: ZnOïMnxOyïCuOï31, ZnOïMnxOyïCuOï33, 

HAP/Mn/Cuï21, BGïMnï3, FGïMnï3. 

Tabela 2. Syntezowane nanomateriağy w podziale na grupy. Wybrane materiağy do dalszych badaŒ zostağy 

wyr·Ũnione podkreŜleniem ï linia ciŃgğa oznacza nanomateriağy wybrane do immobilizacji, linia przerywana 

oznacza nanomateriağy okreŜlone jako nanozymy. Liczby oznaczajŃ stosunek molowy dodatk·w (manganu 

i miedzi) do materiağ·w niemodyfikowanych, zgodnie z poprzednim opisem. 

Grupa I  

Materiağy nanotlenkowe 

Grupa II  

Materiağy  

wapniowo-fosforanowe 

Grupa III  

Materiağy szkliste 

1. ZnOïMnxOyïCuO ï13  

2. ZnOïMnxOyïCuO ï31 

3. ZnOïMnxOyïCuO ï33 

4. HAP/Mn/Cuï11 

5. HAP/Mn/Cuï21 

SiO2ïCaOïNa2OïP2O5 (BG) 

SiO2ïMgOïK2OïP2O5ïCaO (FG) 

6. BGïMnï1 

7. BGïMnï3 

8. BGïCuï1 

9. FGïMnï3 

10. FGïCuï3 

 

4. Metody badaŒ nanomateriağ·w 

4.1. Dyfrakcj a rentgenowska ï XRD 

Metoda dyfrakcji rentgenowskiej (XRD, ang. Xïray Diffraction) polega na analizie wzoru 

dyfrakcyjnego promieniowania rentgenowskiego, kt·re ulega rozproszeniu na pğaszczyznach 

atomowych w krysztale. Promieniowanie rentgenowskie skierowane na pr·bkň ulega ugiňciu 

zgodnie z prawem Bragga, co umoŨliwia okreŜlenie struktury krystalicznej materiağu [171]. Analizň 

struktury krystalograficznej nanomateriağ·w przeprowadzono z wykorzystaniem dyfraktometru 

Philips X'Pert Camera z monochromatorem PW 1752/00 CuKa w zakresie kŃt·w 2ɗ od 10 do 80Á. 

WielkoŜĺ krystalit·w zostağa obliczona przy uŨyciu r·wnania Scherrera: 
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gdzie: d ï Ŝredni rozmiar krystalit·w; FWHM ï szerokoŜĺ piku w poğowie jego wysokoŜci, 

proporcjonalna do rozmiaru krystalitu; K ï stağa Scherrera; ɚ ï dğugoŜĺ fali promieniowania 

rentgenowskiego; ɗ ï kŃt utworzony przez promieniowanie z pğaszczyznŃ atomu. 

4.2. Skaningowa mikroskopia elektronowa ï SEM 

Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM, ang. Scanning Electron Microscopy) to technika 

obrazowania powierzchni materiağ·w, kt·ra polega na skanowaniu pr·bki wiŃzkŃ elektron·w [172]. 

Elektrony wybite z powierzchni pr·bki sŃ rejestrowane przez detektory, co w efekcie umoŨliwia 

uzyskanie obrazu o wysokiej rozdzielczoŜci i szczeg·ğowej strukturze topograficznej. W badaniach 

nanomateriağ·w SEM pozwala na obserwacjň morfologii powierzchni i analizy rozkğadu rozmiaru 

czŃstek na podstawie uzyskanych mikrofotografii. 

Morfologia otrzymanych nanomateriağ·w byğa analizowana z wykorzystaniem mikroskopu 

elektronowego Apreo 2 S LoVac (Thermo Fisher Scientific) z detektorem UltraDry (Thermo Fisher 

Scientific). 

4.3. Analiza powierzchni wğaŜciwej 

Metoda niskotemperaturowej sorpcji par azotu jest technikŃ instrumentalnŃ stosowanŃ do 

badania powierzchni wğaŜciwej materiağ·w na podstawie adsorpcji gaz·w [173]. Podczas analizy 

mierzona jest iloŜĺ adsorbowanego gazu, zazwyczaj azotu, w kontrolowanych warunkach ciŜnienia 

i temperatury. Na podstawie izoterm adsorpcji wyznaczane metodŃ obliczeniowŃ sŃ powierzchnia 

wğaŜciwa oraz parametry porowatoŜci, takie jak objňtoŜĺ por·w i ich rozkğad wielkoŜci.  

W badaniach nanomateriağ·w metoda obliczeniowa BET (Brunauera, Emmetta i Tellera) pozwala 

na analizň wğaŜciwoŜci powierzchniowych i struktury materiağ·w, kt·re wpğywajŃ na ich 

funkcjonalnoŜĺ. 

Parametry struktury porowatej (pole powierzchni BET, objňtoŜĺ por·w i Ŝrednica por·w) 

okreŜlono za pomocŃ analizatora niskotemperaturowej sorpcji N2 ASAP 2020 (Micromeritics 

Instrument Co., USA) metodŃ BrunauerïEmmettïTeller (BET). Przed pomiarem materiağy zostağy 

odgazowane w temperaturze 110ÁC. Powierzchnia wğaŜciwa zostağa obliczona metodŃ 

wielopunktowŃ BET z wykorzystaniem danych adsorpcji w zakresie ciŜnienia wzglňdnego (p/p0) 

0,01-1. 
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4.4. Spektroskopia fotoelektron·w ï XPS 

Spektroskopia fotoelektron·w emitowanych pod wpğywem promieniowania rentgenowskiego 

(XPS, ang. X-ray Photoelectron Spectroscopy) to technika analityczna sğuŨŃca do badania skğadu 

chemicznego i stanu elektronowego powierzchni materiağ·w [174]. Metoda ta polega na 

naŜwietlaniu pr·bki promieniowaniem rentgenowskim, co prowadzi do emisji elektron·w  

z wewnňtrznych powğok atom·w. Analiza energii kinetycznej wyemitowanych fotoelektron·w 

pozwala na identyfikacjň pierwiastk·w obecnych na powierzchni pr·bki oraz na okreŜlenie 

przesuniňcia energii wiŃzaŒ. 

Analizň XPS wykonano dla materiağ·w szklistych SiO2ïMgOïK2OïP2O5ïCaO (FG) 

modyfikowanych jonami magnum i miedzi: FG-Mn-3 i FG-Cu-3. Pomiar prowadzono w komorze 

ultrawysokiej pr·Ũni (UHV, Prevac) z monochromatyzowanym Ŧr·dğem Al KŬ  

(energia fotonu = 1486,6 eV) przez VG Scienta XM 780. Fotoelektrony byğy rejestrowane przez 

analizator (Scienta R4000) o energii przejŜcia 200 eV (krok 750 meV) i zakresie: 0 ï 1210 eV.  

4.5. Potencjağ zeta 

Potencjağ zeta (ZP, ang. Zeta potential) to miara potencjağu elektrokinetycznego, 

odpowiadajŃcego ğadunkowi elektrycznemu na powierzchni czŃstki, powstajŃcego w wyniku 

interakcji z otaczajŃcymi jŃ jonami w roztworze [175]. Wpğywa on na zachowanie czŃstek  

w zawiesinie, w tym na ich wzajemne oddziağywania i skğonnoŜĺ do agregacji. Potencjağ zeta 

wyznacza siň, mierzŃc prňdkoŜĺ ruchu czŃstek w polu elektrycznym, co pozwala okreŜliĺ ich 

ğadunek. Do badaŒ potencjağu zeta pr·bkň o masie 1 mg zawieszano w buforze fosforanowym  

(C = 1 M, 1 ml) o pH = 7,0 bezpoŜrednio przed analizŃ, a nastňpnie mierzono potencjağ zeta za 

pomocŃ aparatu Nanosizer Malvern. Pomiar potencjağu elektrycznego pr·bki, w trzech 

powt·rzeniach, w kuwecie pomiarowej wykonano 16 razy, a ostateczny wynik stanowiğa Ŝrednia ze 

wszystkich pomiar·w. 

5. Metodyka oznaczeŒ aktywnoŜci wstňpnych nanomateriağ·w 

5.1. Oznaczenie aktywnoŜci proteolitycznej ï metoda kazeinowa 

Do zmierzenia aktywnoŜci proteolitycznej nanomateriağ·w wykorzystano reakcjň 

kolorymetrycznŃ rozkğadu biağka uŨywajŃc kazeiny jako substratu, zgodnie z Santos M. i in. [176].  

Podczas hydrolizy biağka kazeiny produkty reakcji sŃ strŃcane kwasem TCA, a nastňpnie oznaczane 

kolorymetrycznie z wykorzystaniem roztworu Folina. Wybarwienie roztworu odpowiada stňŨeniu 
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tyrozyny, kt·ra jest uwalniana w trakcie rozkğadu biağek. Wynik wyraŨony jest jako unit/ml (gdzie 

unit ï Õmol uwolnionej tyrozyny/min). 

Przygotowano roztw·r kazeiny w buforze fosforanowym (50 mMol) o pH=7,5. Do naczynia 

dodano badanej pr·bki (10 mg) zawieszonej w tym samym buforze fosforanowym (1 ml)  

i dodawano roztw·r kazeiny (0,65%, 5 ml), nastňpnie prowadzono reakcjň przez 30 minut w 37ÁC, 

mieszajŃc pr·bkň. Dodano kwasu trichlorooctowego (TCA, ang. trichloroacetic acid) (110 mMol, 

5 ml) w celu zatrzymania reakcji i mieszano przez kolejne 30 minut w 37ÁC. Pr·bkň pobrano 

strzykawkŃ i filtrowano do nowego naczynia przez filtr strzykawkowy o Ŝrednicy por·w 0,45 Õm  

o membranie z polieterosulfonu (PES). Do nowego naczynka pobrano 2 ml filtratu i dodawano do 

filtratu roztw·r wňglanu sodu (0,5 M, 5ml) oraz roztworu Folina (0,5 M, 1 ml) i ponownie mieszano 

ukğad przez 30 minut w 37ÁC. W ostatnim etapie, po przefiltrowaniu pr·bki przez filtr 

strzykawkowy PES o Ŝrednicy 0,45 Õm i pobrano 2 ml filtratu, kt·rego absorbancjň mierzono 

spektrofotometrycznie przy 726 nm (spektrofotometr Rayleigh UV-1800). Badania wykonano  

w 3 powt·rzeniach. KrzywŃ kalibracyjnŃ wyznaczono w zakresie stňŨeŒ tyrozyny 0 ï 0,05 ï 0,1 ï 

0,2 ï 0,4 ï 0,5 Õmol. Przygotowano wodny roztw·r tyrozyny o stňŨeniu 1,1 mMol. Na podstawie 

r·wnania obliczano stňŨenie uwolnionej tyrozyny: 

ώ  ρȟρυωυὼ  πȟπςρτ 

Ὑό  πȟωωχχ 

gdzie: y ï mierzona absorbancja, x ï iloŜĺ uwolnionej tyrozyny (Õmol). 

KoŒcowy wynik obliczono ze wzoru: 

όὲὭὸ

άὰ
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gdzie: objňtoŜĺ cağkowita mieszaniny reakcyjnej Vt = 11 ml, czas reakcji t = 30 min, objňtoŜĺ 

enzymu/pr·bki w ukğadzie Vs = 1 ml, objňtoŜĺ roztworu po filtracji Vf = 2 ml. 

5.2. Oznaczenie aktywnoŜci przeciwrodnikowej ABTS 

Do zmierzenia aktywnoŜci przeciwrodnikowej nanomateriağ·w wykorzystano metodň ABTS, 

na podstawie Miller i in. [177], w kt·rej mierzono spektrofotometrycznie redukcjň rodnika ABTSÅ, 

stosujŃc Trolox (kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochroman-2-karboksylowy) jako substancjň 

odniesienia. Rodnik ABTSÅ jest generowany przez kwas 2,2ïazinoïbis(3ïetylobenzotiazolin)ï6ï

sulfonowy (ABTS) w reakcji z nadsiarczanem potasu. Rodnik ten jest chemicznie stabilnym 
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zwiŃzkiem chromoforowym o szerokim zakresie pH, kt·ry jest rozpuszczalny w wodzie i wykazuje 

silnŃ absorpcjň w zakresie 600ï750 nm. Redukcja rodnika ABTSÅ  prowadzi do spadku absorbancji 

[177]. Rodnik ABTSÅ jest rozpuszczalny w Ŝrodowisku wodnym i organicznym, dlatego 

aktywnoŜĺ przeciwutleniajŃcŃ moŨna okreŜliĺ w pr·bkach rozpuszczalnych w wodzie i tğuszczach. 

Roztw·r wodny ABTS (6 mM) przygotowano przez zmieszanie z nadsiarczanem potasu (2,45 

mM), tak aby stňŨenie ABTS w roztworze wynosiğo 6 mM, a nadsiarczanu potasu 2,45 mMol. 

Roztw·r mieszano w ciemnoŜci przez 16 godzin w celu wytworzenia rodnika ABTSÅ . Do pr·bki 

nanomateriağu (10 mg) dodano 4 ml przygotowanego roztworu ABTSÅ, po czym mieszaninň 

inkubowano przez 10 minut. Nastňpnie, pobrano barwny roztw·r i zmierzono jego absorbancjň przy 

dğugoŜci fali 734 nm (spektrofotometr Rayleigh UV-1800). Do pr·by zerowej dodawano  

0,1 ml roztworu etanolowego Trolox (1 mMol) zamiast nanomateriağu. Badania wykonano  

w 3 powt·rzeniach. KrzywŃ wzorcowŃ sporzŃdzono w zakresie 0ï40ï80ï120ï160ï200 ÕMol 

Trolox, na podstawie reakcji kwasu Trolox z odczynnikiem ABTS. StňŨenie pozostağego po reakcji 

Troloxu obliczano z r·wnania: 

ώ  ωυφȟπυὼ  σχψȟωυ 

Ὑό  πȟωωρω 

gdzie: y ï mierzona absorbancja, x ï stňŨenie Trolox (ÕMol). 

6. Metodyka oznaczeŒ reakcji charakterystycznych biağek 

Dla kaŨdego z enzym·w wykorzystano metodň badania charakterystycznej reakcji 

odpowiedniej dla aktywnoŜci katalitycznej biağka. Metody oznaczania aktywnoŜci byğy 

wykorzystywane w badaniach aktywnoŜci immobilizowanych enzym·w na nanomateriağach,  

w celu wyboru parametr·w koimmobilizacji multiproteinowej oraz w celu wyznaczenia profili 

aktywnoŜci otrzymanych koimmobilizowanych nanosystem·w multiproteinowych w r·Ũnym 

zakresie pH Ŝrodowiska. Otrzymane aktywnoŜci wyliczano z odpowiednich wzor·w jako  

Unit/ml ï co oznacza Õmol utworzonego produktu/min/ml. Absorbancje nanomateriağ·w 

traktowano jako tğo pomiaru i odejmowano od zmierzonego wyniku absorbancji dla pr·bki. 

NajwyŨszŃ wartoŜĺ aktywnoŜci enzymatycznej w danym pH dla wolnego enzymu przyjmowano 

jako 100% i do tej wartoŜci przyr·wnywano obliczone aktywnoŜci badanych immobilizowanych 

nanomateriağ·w, obliczajŃc aktywnoŜĺ jako ĂaktywnoŜĺ wzglňdnŃò.  
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6.1. Oznaczenie aktywnoŜci lakkazy 

Metoda syringaldazine (SYR) polega na pomiarze spektrofotometrycznym absorbancji w czasie 

utlenienia aminy przez lakkazň [178]. Pr·bki przygotowywano dodajŃc do 2,20 ml buforu 

fosforanowego (1,0 M, pH=6,5), 0,5 ml wody dejonizowanej lub roztworu enzymu lub 10 mg pr·bki 

i 0,3 ml syringaldazine (0,216 M, roztw·r w metanolu). Nastňpnie tuŨ po dodaniu SYR mierzono 

zmiany absorbancji przez maksymalnie 30 min reakcji przy dğugoŜci fali 530 nm (spektrofotometr 

Rayleigh UV-1800). Badania wykonano w 2 powt·rzeniach. Jako pr·bkň odniesienia wykorzystano 

reakcjň roztworu lakkazy o stňŨeniu 0,2 mg/ml. Nastňpnie na podstawie wynik·w badaŒ obliczono 

aktywnoŜĺ enzymu dla materiağ·w po immobilizacji, nanozym·w oraz czystego enzymu 

odniesienia wedğug wzoru: 

ὃὯὸώύὲέĢç ὰὥὯὯὥᾀώ 
άὟὲὭὸ

άὰ
 
Ὓ
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gdzie: S ï iloŜĺ wytworzonego produktu (nmol) w reakcji miňdzy tpoczŃtkowym a tkoŒcowym,, Ўὸ ï czas 

reakcji [min], V ï objňtoŜĺ pr·bki [ml]. 

Nastňpnie obliczone aktywnoŜci dla immobilizowanych nanosystem·w wyraŨono jako aktywnoŜĺ 

wzglňdna [%] wzglňdem najwyŨszej uzyskanej aktywnoŜci wolnego enzymu. AktywnoŜĺ wzglňdnŃ 

obliczono ze wzoru: 

ὃὯὸώύὲέĢç ύᾀὫὰöὨὲὥ Ϸ  
ὃὯὸώύὲέĢç ὲὥὲέάὥὸὩὶὭὥčό  

ὃὯὸώύὲέĢç ὧᾀώίὸὩὫέ Ὡὲᾀώάό
 ρππϷ 

6.2. Oznaczenie aktywnoŜĺ katalazy  

Metoda wanadowa polega na spektrofotometrycznym pomiarze zmiany absorbancji nadtlenku 

wodoru (H2O2), oznaczanego kolorymetrycznie przy pomocy metawanadanu amonu [179]. Do 

kuwety pomiarowej dodawano 4 ml wody dejonizowanej, 0,5 ml roztworu H2O2 (10 mMol)  

i 0,25 ml roztworu enzymu katalazy (C = 1 mg/ml) lub 10 mg badanej pr·bki. Nastňpnie przez  

10 min prowadzono reakcjň rozkğadu H2O2. Po zakoŒczeniu reakcji, do mieszaniny dodano  

0,5 ml roztworu metawanadanu sodu (28 mMol). KaŨdŃ pr·bkň przefiltrowano filtrem 

strzykawkowym (PES 0,45 Õm), nastňpnie filtrat mierzono spektrofotometrycznie przy dğugoŜci fali 

450 nm (spektrofotometr Rayleigh UV-1800). Badania wykonano w 2 powt·rzeniach. Krzywa 

wzorcowa zostağa wyznaczona przez spektrofotometryczne oznaczenie stňŨenia roztworu H2O2  

z metawanadanem amonu w zakresie (0-0,1-0,5-1-2,5-5-10 mmol/l).  
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Wz·r krzywej wzorcowej: 

ώ  πȟπςυσὼ  πȟπρφω 

Ὑό  πȟωωωτ 

gdzie: y - zmierzona absorbancja po reakcji, x - stňŨenie H2O2 wyraŨone w mmol/l.  

AktywnoŜĺ moŨe zostaĺ opisana jako procent zredukowanego rodnika H2O2 na podstawie r·wnania: 

)Ϸ
3 3

3
ϽρππϷ 

gdzie: I ï procent redukcji, S0 ïpoczŃtkowe stňŨenie H2O2, S ï stňŨenie H2O2 w pr·bce po reakcji. 

Nastňpnie przyr·wnywano wyniki aktywnoŜci obliczone dla nanomateriağ·w do wynik·w pr·bek 

natywnego enzymu, co oznaczono jako aktywnoŜĺ wzglňdnŃ: 

ὃὯὸώύὲέĢç ύᾀὫὰöὨὲὥ Ϸ  
ὃὯὸώύὲέĢç ὲὥὲέάὥὸὩὶὭὥčό  

ὃὯὸώύὲέĢç ὧᾀώίὸὩὫέ Ὡὲᾀώάό
 ρππϷ 

6.3. Oznaczanie aktywnoŜci peroksydazy 

Metoda TMB polega na pomiarze spektrofotometrycznym zmiany absorbancji w czasie 

utlenienia TMB (3,3ǋ,5,5ǋïtetrametylobenzenodiamina) w obecnoŜci H2O2 [180]. Pr·bki 

przygotowywano dodajŃc do kuwety pomiarowej: 20 Õl TMB (20 mMol, roztw·r wodny), 20 Õl 

H2O2 (40 mMol, roztw·r wodny), 3 ml buforu octanowego oraz odpowiednio 25 Õl roztworu 

enzymu lub 10 mg badanego materiağu [180,181]. Przygotowano krzywŃ kalibracyjnŃ 

wykorzystujŃc roztw·r peroksydazy o stňŨeniu r·wnym 1,5 mg/ml. Barwny produkt reakcji 

oznaczano iloŜciowo po maksymalnie 15 minutach reakcji, wykonujŃc spektrofotometryczny 

pomiar absorbancji przy dğugoŜci fali 650 nm (spektrofotometr Rayleigh UV-1800). Badania 

wykonano w 2 powt·rzeniach. Nastňpnie na podstawie zmiany absorbancji w czasie obliczono 

aktywnoŜĺ enzymu dla materiağ·w po immobilizacji, nanozym·w oraz czystego enzymu 

odniesienia wedğug wzoru: 

ὃὯὸώύὲέĢç ὴὩὶέὯίώὨὥᾀώ 
άὟὲὭὸ

άὰ
 
Ὓ

Ўὸ ὠ
 

gdzie: S ï iloŜĺ wytworzonego produktu (nmol) miedzy tpoczŃtkowym a tkoŒcowym,, Ўὸ ï czas reakcji 

[min], V ï objňtoŜĺ pr·bki [ml]. 
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Nastňpnie przyr·wnywano wyniki aktywnoŜci obliczone dla nanomateriağ·w do wynik·w pr·bek 

czystego enzymu, co oznaczono jako aktywnoŜĺ wzglňdnŃ: 

ὃὯὸώύὲέĢç ύᾀὫὰöὨὲὥ Ϸ  
ὃὯὸώύὲέĢç ὲὥὲέάὥὸὩὶὭὥčό  

ὃὯὸώύὲέĢç ὧᾀώίὸὩὫέ Ὡὲᾀώάό
 ρππϷ 

6.4. Oznaczenie aktywnoŜci lipaz  

AktywnoŜĺ lipazy okreŜlana byğa z wykorzystaniem gotowego zestawu Lipase Activity Assay 

(MAK046, Sigma Aldrich). W metodzie wykorzystuje siň rozkğad glicerolu w sprzňŨonej reakcji 

enzymatycznej. Metoda polega na kolorymetrycznym oznaczeniu produktu reakcji, kt·rego stňŨenie 

jest proporcjonalne do aktywnoŜci enzymatycznej obecnej lipazy. Jedna jednostka lipazy to iloŜĺ 

enzymu, kt·ra wytworzy 1,0 ɛmol glicerolu z tr·jgliceryd·w na minutň w temperaturze 37ÁC. 

AktywnoŜĺ oznaczana byğa spektrofotometrycznie na pğytkach 96ïdoğkowych przy dğugoŜci fali 

570 nm (czytnik pğytek SpectraMax M2). Przygotowano substraty do reakcji wedğug instrukcji 

producenta oraz krzywŃ kalibracyjnŃ o stňŨeniach 0ï2ï4ï6ï8ï10 nmol/doğek glicerolu. 

Przygotowano pr·bki dodajŃc do doğka: 50 Õl zawiesiny badanej pr·bki (C=200 mg/ml), 93 Õl 

gotowego buforu reakcyjnego, 2 Õl substratu dla peroksydazy, 2 Õl gotowej mieszanki enzym·w 

wspomagajŃcych, 3 Õl substratu dla lipazy (tr·jgliceryd·w). Pr·bka referencyjna nie zawierağa 

substratu lipazy. PoczŃtkowŃ wartoŜĺ absorbancji zmierzono po 3 minutach reakcji, a nastňpnie 

przyjňto t=30 min jako koŒcowy czas reakcji i ponownie zmierzono absorbancjň. AktywnoŜĺ lipazy 

wyliczono ze wzoru: 

ὃὯὸώύὲέĢç ὰὭὴὥᾀώ 
άὟὲὭὸ

άὰ
 
Ὓ

Ўὸ ὠ
 

gdzie: S ï iloŜĺ wytworzonego produktu (nmol) miedzy tpoczŃtkowym a tkoŒcowym,, Ўὸ ï czas reakcji 

miňdzy tpoczŃtkowym a tkoŒcowym, [min], V ï objňtoŜĺ pr·bki [ml]. 

6.5. StabilnoŜĺ w Ŝrodowisku ï weryfikacja aktywnoŜci enzymatycznej 

Otrzymane nanosystemy multiproteinowe poddano badaniom stabilnoŜci w r·Ũnych warunkach 

Ŝrodowiska. KaŨdy materiağ badano wykorzystujŃc metody oznaczeŒ reakcji charakterystycznych 

(rozdziağ III 6.1-6.4) w zmiennym pH od 4,0 do 9,0. W badaniach por·wnano aktywnoŜĺ 

koimmobilizowanych nanomateriağ·w z wolnymi enzymami oraz nanomateriağ·w  

z immobilizowanymi pojedynczymi enzymami. Ponadto, badano aktywnoŜci dla nanozym·w. 
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7. Badania immobilizacji 

7.1. Proces immobilizacji 

PoczŃtkowo pojedynczŃ immobilizacjň prowadzono przez 90 min dla stňŨeŒ enzymu:  

0,5 ï 1,0 ï 1,5 mg/ml; poczŃtkowe stňŨenia rzeczywiste oznaczano metodŃ Bradforda. Badano 

immobilizacjň pojedynczych enzym·w ï katalazy (CAT), peroksydazy (HRP), lakkazy (LAC), 

lipazy (LIP). Przygotowywano 50 mg wybranego nanomateriağu oraz 2,5 ml roztworu enzymu.  

Po kaŨdym procesie immobilizowany nanomateriağ oddzielano z uŨyciem wir·wki obrotowej  

(4000 rpm, 5 minut), a czas wirowania byğ wliczany do cağkowitego czasu kontaktu enzymu  

z noŜnikiem. Po odwirowaniu supernatant oddzielano w celu spektrofotometrycznego oznaczenia 

iloŜci nieprzyğŃczonego biağka metodŃ Bradforda. Osad (pelet) nanomateriağu zawierajŃcy 

immobilizowany enzym zachowywano do dalszych analiz, w tym oznaczeŒ aktywnoŜci 

enzymatycznej.  

Kolejnym etapem byğa koimmobilizacja wybranych par enzym·w. Sprawdzono r·Ũne proporcje 

stňŨeŒ enzym·w wyznaczonych z pierwszego etapu badaŒ. Kryterium wyboru stňŨenia enzymu 

pojedynczego w etapie koimmobilizacji byğa wydajnoŜĺ immobilizacji pojedynczego enzymu (I%), 

a nastňpnie iloŜĺ osadzonego enzymu (qe). Przygotowywano 50 mg wybranego materiağu oraz 

ğŃcznie 2,5 ml roztworu enzym·w. Dla immobilizacji dw·ch enzym·w, przyjňte stosunki 

objňtoŜciowe roztwor·w pojedynczych enzym·w to: 0,25:0,75 lub 0,5:0,5 lub 0,75:0,25. Czas 

immobilizacji wynosiğ 90 min. Tak otrzymane nanosystemy multiproteinowe oddzielano za pomocŃ 

wir·wki obrotowej (4000 rpm, 5 minut), a czas wirowania byğ wliczany do cağkowitego czasu 

kontaktu enzymu z noŜnikiem. Po odwirowaniu supernatant oddzielano w celu 

spektrofotometrycznego oznaczenia iloŜci nieprzyğŃczonego biağka metodŃ Bradforda. Osad (pelet) 

zawierajŃcy immobilizowany enzym zachowywano do dalszych analiz, w tym oznaczeŒ aktywnoŜci 

enzymatycznej. Koimmobilizacja biağek prowadzona byğa na wybranych nanomateriağach wedğug 

parametr·w zawartych w Tabeli 3. 
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Tabela 3. Parametry koimmobilizacji enzym·w na powierzchni wybranych noŜnik·w. 

Materiağ NawaŨka 

materiağu 

Roztw·r enzymu 1 Roztw·r enzymu 2 Stosunek 

objňtoŜciowy 

ZnOïMn xOyï

CuOï13ïHRPï

LIP  

50 mg Peroksydaza z chrzanu 

pospolitego (HRP) 

C=1,5 mg/ml 

Lipaza z Aspergillus 

Niger (LIP) 

C=1,5 mg/ml 

0,25:0,75 

FGïCuï3ïHRPï

LIP  

50 mg Peroksydaza z chrzanu 

pospolitego (HRP) 

C=1,5 mg/ml 

Lipaza z Aspergillus 

Niger (LIP) 

C=1,5 mg/ml 

0,25:0,75 

BGïCuï1ïCATï

LAC  

50 mg Katalaza z wŃtroby 

woğowej (CAT) 

C=1,0 mg/ml 

Lakkaza z Agaricus 

bisporus (LAC) 

C=1,5 mg/ml 

0,5:0,5 

BGïMnï1ïCATï

LAC  

50 mg Katalaza z wŃtroby 

woğowej (CAT) 

C=1,5 mg/ml 

Lakkaza z Agaricus 

bisporus (LAC) 

C=1,5 mg/ml 

0,75:0,25 

HAP/Mn/Cuï11ï

CATïLAC  

50 mg Katalaza z wŃtroby 

woğowej (CAT) 

C=1,0 mg/ml 

Lakkaza z Agaricus 

bisporus (LAC) 

C=1,0 mg/ml 

0,25:0,75 

7.2. Oznaczenie stňŨenia biağek 

Do oznaczenia stňŨenia biağek po procesie immobilizacji wykorzystano metodň Bradforda. Gdy 

odczynnik Bradforda (zakwaszony bğňkit brylantowy Coomassie Gï250) wiŃŨe siň z resztami 

aminowymi biağek, nastňpuje zmiana maksimum absorbancji w widmie z 470 do 595 nm. WartoŜĺ 

absorbancji w dğugoŜci fali 595 nm jest wprost proporcjonalna do iloŜci zwiŃzanych biağek. Roztw·r 

Bradforda przygotowano przez rozpuszczenie 100 mg bğňkitu Coomassie Brilliant Blue G250  

w 100 ml 85% (v/v) kwasu fosforowego i 50 ml 95% (v/v) etanolu. Po rozpuszczeniu barwnika 

uzupeğniono objňtoŜĺ do 1 l wodŃ. Do kuwety kwarcowej dodawano 0,16 ml pr·bki (supernatantu 

lub roztworu enzymu) i dodawano 2 ml roztworu Bradforda. Po 15 min reakcji odczytywano 

absorbancjň w dğugoŜci fali 595 nm (spektrofotometr Rayleigh UV-1800). Pomiary dokonano  

w 2 powt·rzeniach dla kaŨdej z pr·bek. Krzywa wzorcowa w metodzie zostağa przygotowana  

z biağkiem albuminy woğowej (BSA) w liniowym zakresie oznaczalnoŜci 0ï10ï25ï50ï100ï200ï

250ï400ï500ï800ï1000ï1500 Õg/ml.  

 



64 

 

Wyznaczono r·wnanie krzywej wzorcowej:  

ώ  ρȟππυτὼ  πȟρωφχ 

Ὑό  πȟωωφυ 

gdzie: y ï absorbancja, x ï stňŨenie biağka w mg/ml. 

Na podstawie obliczonego stňŨenia biağka po immobilizacji, masy nawaŨki nanomateriağu, 

objňtoŜci dodawanego roztworu biağka oraz stňŨenia poczŃtkowego biağka, obliczono iloŜĺ 

osadzonego enzymu na nanomateriale (ή  wedğug wzoru: 

ή 
άὫ

Ὣ
 
ὅ ὅ ὠ

ά
 

gdzie: ὅ ï stňŨenie poczŃtkowe enzymu w roztworze [mg/ml], ὅ ï stňŨenie enzymu po 

immobilizacji [mg/ml], ὠ ï objňtoŜĺ dodawanego roztworu enzymu [ml], ά ï masa nawaŨki 

nanomateriağu [g]. 

Na podstawie obliczonego stňŨenia poczŃtkowego i stňŨenia po immobilizacji, obliczano 

wydajnoŜĺ immobilizacji (ὍϷ  biağek wedğug wzoru: 

 

ὍϷ
ὅ ὅ

ὅ
  

gdzie: ὅ ï stňŨenie poczŃtkowe enzymu w roztworze [mg/ml], ὅ ï stňŨenie enzymu po 

immobilizacji [mg/ml]. 

Obliczenia wykonane dla pojedynczego enzymu immobilizowanego na materiale pozwoliğy na 

wyb·r parametr·w do immobilizacji multiproteinowej. Podobne obliczenia (iloŜĺ osadzonego 

enzymu (ή  i  wydajnoŜĺ immobilizacji (ὍϷ ) wykonano dla immobilizacji multiproteinowej, gdzie 

stňŨenie poczŃtkowe biağka (ὅ) byğo ŜredniŃ waŨonŃ stňŨeŒ biağek dodanych w immobilizacji.  

StňŨenie poczŃtkowe biağka w immobilizacji multiproteinowej wyliczane byğo jako: 

ὅ άὫȾάὰ
ὅ ὠ ὅ ὠ

ὠ
 

gdzie: ὅ  ï stňŨenie poczŃtkowe [mg/ml], ὅï stňŨenie enzymu pierwszego [mg/ml], ὠ ï objňtoŜĺ 

roztworu pierwszego enzymu [ml], ὅï stňŨenie enzymu drugiego [mg/ml], ὠ ï objňtoŜĺ roztworu 

drugiego enzymu [ml], ὠ ï objňtoŜĺ cağkowita roztworu enzym·w w reakcji. 
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Na podstawie obliczonego stňŨenia poczŃtkowego i stňŨenia po koimmobilizacji, obliczano 

wydajnoŜĺ immobilizacji (ὍϷ  biağek wedğug wzoru: 

ὍϷ
ὅ ὅ

ὅ
  

gdzie: ὅ  ï stňŨenie poczŃtkowe enzym·w w roztworze [mg/ml], ὅ ï stňŨenie biağka po 

koimmobilizacji [mg/ml]. 

Na podstawie obliczonego stňŨenia biağka po immobilizacji, masy nawaŨki nanomateriağu, 

objňtoŜci dodawanego roztworu biağka oraz stňŨenia poczŃtkowego biağka, obliczono iloŜĺ 

osadzonego enzymu na nanomateriale (ή  wedğug wzoru: 

ή 
άὫ

Ὣ
 
ὅ ὅ ὠ

ά
 

gdzie: ὅ  ï stňŨenie poczŃtkowe enzym·w w roztworze [mg/ml], ὅ ï stňŨenie obliczone enzym·w 

po koimmobilizacji [mg/ml], ὠ ï objňtoŜĺ dodawanego roztworu enzym·w [ml], ά ï masa nawaŨki 

nanomateriağu [g]. 

7.3. Charakterystyka grup funkcyjnych ï analiza FTIRïATR 

Spektroskopia w podczerwieni z transformacjŃ Fouriera z zastosowaniem cağkowitego odbicia 

(FTIRïATR, ang. Fourrier Transform Infrared Attenuated Total Reflectance) pozwala na analizň 

powierzchni materiağ·w poprzez badanie absorpcji promieniowania podczerwonego w cienkiej 

warstwie wierzchniej pr·bki. W kontekŜcie badaŒ nad immobilizacjŃ biağek ATR pozwala na 

detekcjň zmian w grupach funkcyjnych zar·wno biağek i powierzchni materiağu. W przypadku 

nanomateriağ·w tlenk·w metali w widmie obserwuje siň pasma charakterystyczne dla drgaŒ wiŃzaŒ 

metalïtlen (MïO), zwykle w zakresie niskich liczb falowych (400ï1000 cm ĭ). Immobilizacja 

biağek na nanomateriağach moŨe prowadziĺ do przesuniňĺ lub zmian intensywnoŜci pasm 

absorpcyjnych charakterystycznych grup wystňpujŃcych w biağkach (grupy karbonylowe, aminowe 

czy hydroksylowe). Pozwala to na weryfikacjň proces·w modyfikacji powierzchni oraz analizň 

stabilnoŜci przyğŃczonych biağek.  

Pomiary widm wykonano w zakresie 400 ï 4000 cmï1 (Thermo Fisher FTIR Spectrometer model 

Nicolet IS5 z przystawkŃ ATR). 
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8. Reakcje w ukğadach modelowych 

Przygotowane koimmobilizowane nanosystemy multiproteinowe poddawano badaniom 

aktywnoŜci, pozwalajŃcej na okreŜlenie aplikacyjnoŜci ukğad·w oraz moŨliwoŜci ich zastosowania 

w zmiennym Ŝrodowisku. Badania polegağy na okreŜleniu wpğywu nanosystem·w na rozkğad 

zanieczyszczeŒ ï barwnik·w: bğňkitu trypanowego (TB), zieleni malachitowej (MG), oranŨu 

metylowego (MO), czerwieni neutralnej (NR) oraz pestycyd·w: diuronu i atrazyny. 

8.1. Barwniki  

AktywnoŜĺ przygotowanych nanosystem·w multiproteinowych badano w reakcjach rozkğadu 

barwnik·w: bğňkitu trypanowego (TB), zieleni malachitowej (MG), oranŨu metylowego (MO), 

czerwieni neutralnej (NR). Wyniki dla nanosystem·w koimmobilizowanych przyr·wnano  

z materiağami nanozymatycznymi oraz czystymi enzymami. Przygotowano spektrofotometryczne 

krzywe wzorcowe metodŃ serii rozcieŒczeŒ dla kaŨdego z barwnik·w  

(0ï0,1ï0,25ï0,5ï1ï2,5ï5ï10ï20 mg/l):  

dla bğňkitu trypanowego (TB):  ώ  πȟπσψτὼ  πȟπρςχ 

Ὑό  πȟωωψω 

dla zieleni malachitowej (MG):  ώ  πȟςςχςὼ  πȟππςχ 

Ὑό  πȟωωωφ 

dla oranŨu metylowego (MO):  ώ  πȟρυχτὼ  πȟπτπφ 

Ὑό  πȟωωψυ 

dla czerwieni neutralnej (NR):  ώ  πȟπυφωὼ  πȟπρρυ 

Ὑό  πȟωωως 

gdzie, dla kaŨdego wzoru: y ï mierzona absorbancja, x ï stňŨenie barwnika [mg/l] . 

Pr·bki przygotowano poprzez odwaŨenie 25 mg koimmobilizowanego nanomateriağu do 

naczynka i dodanie wodnego roztworu barwnika o stňŨeniu 10 ppm (25 ml). Rozkğad badano po 

czasie 15ï30ï60ï90ï180ï240 min. Rozkğad analizowano spektrofotometrycznie przy 

charakterystycznej dğugoŜci fali odpowiedniej dla kaŨdego z barwnik·w: 520 nm (TB), 620 nm 

(MG), 464 nm (MO), 526nm (NR) (spektrofotometr Rayleigh UV-1800).  
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AktywnoŜĺ nanomateriağ·w i enzym·w wobec barwnik·w obliczono z r·wnania na procent 

degradacji barwnika (ὈϷ): 

ὈϷ
ὅ ὅ

ὅ
  

gdzie: ὈϷ ï procent degradacji barwnika, ὅ ï stňŨenie poczŃtkowe barwnika w roztworze [mg/ml], 

ὅ ï stňŨenie barwnika po procesie [mg/ml]. 

8.2. Pestycydy 

Pr·bki przygotowano poprzez odwaŨenie 25 mg koimmobilizowanego nanomateriağu do 

naczynka i dodanie wodnego roztworu (10 ml) pestycydu (diuronu lub atrazyny) o stňŨeniu 10 mg/l. 

Rozkğad badano w czasie 30ï60ï120ï180ï360 min. Analizy spektrofotometryczne wykonano przy 

charakterystycznej dğugoŜci fali dla kaŨdego z pestycyd·w: 247 nm (DR), 222 nm (ATR)  

w kuwetach kwarcowych (spektrofotometr Rayleigh UV-1800). Przygotowano krzywe wzorcowe 

dla kaŨdego z pestycyd·w (0ï0,5ï1ï2,5ï5ï10ï20 mg/l): 

Dla diuronu (DR):  ώ  πȟπωχψὼ  πȟππχω   Ὑό  πȟωωτπ 

Dla atrazyny (ATR):  ώ  πȟρσσφὼ  πȟπτρω   Ὑό  πȟωωψυ 

gdzie, dla kaŨdego wzoru: y ï mierzona absorbancja, x ï stňŨenie pestycydu [mg/l]. 

AktywnoŜĺ nanomateriağ·w wobec pestycyd·w obliczono z r·wnania na procent degradacji (ὈϷ): 

ὈϷ
ὅ ὅ

ὅ
  

gdzie: ὈϷ ï procent degradacji pestycydu, ὅ ï stňŨenie poczŃtkowe pestycydu w roztworze 

[mg/ml], ὅ ï stňŨenie pestycydu po procesie [mg/ml]. 
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9. Cykle procesu 

Badanie moŨliwoŜci wielokrotnego wykorzystania koimmobilizowanych nanosystem·w 

przeprowadzono wykonujŃc trzy kolejne cykle procesu rozkğadu barwnik·w w roztworach  

o stňŨeniu 5 ppm i objňtoŜci 10 ml. DoŜwiadczenia prowadzono z zastosowaniem wybranych 

ukğad·w katalitycznych, kt·re wykazağy najwyŨszŃ aktywnoŜĺ w reakcjach modelowych z danymi 

barwnikami. Po zakoŒczeniu kaŨdego cyklu, trwajŃcego 180 minut, nanomateriağ oddzielano od 

mieszaniny poprzez wirowanie (6000 rpm, 3 min), a nastňpnie dodawano ŜwieŨŃ porcjň barwnika 

rozpoczynajŃc kolejny cykl. Monitorowanie stňŨenia barwnik·w przeprowadzano za pomocŃ 

spektrofotometrii UV-Vis (spektrofotometr Rayleigh UV-1800). 

10.  Analiza produkt·w rozkğadu pestycydu ï metodŃ UPLC/MS 

Do analizy produkt·w reakcji powstajŃcych w wyniku oddziağywania wybranych 

nanomateriağ·w z pestycydem (diuron) zastosowano technikň chromatografii cieczowej wysokiej 

rozdzielczoŜci sprzňŨonej ze spektrometriŃ mas (UPLC-MS). Metoda umoŨliwiğa identyfikacjň 

produkt·w degradacji pestycyd·w. Przed analizŃ pr·bki poddano filtracji przez hydrofilowe filtry 

strzykawkowe PTFE o porowatoŜci 0,22 ɛm, a nastňpnie zagňszczono je do objňtoŜci okoğo 150 ɛl 

w strumieniu azotu. Analizy przeprowadzono przy uŨyciu spektrometru masowego Waters TQD 

sprzňŨonego z systemem UPLC Acquity H-Class oraz detektora fotodiodowego (PDA) eLambda. 

Rozdziağ chromatograficzny prowadzono na kolumnie Waters Acquity UPLC BEH C18  

(1,7 ɛm, 2,1 Ĭ 50 mm) w temperaturze 40ÁC, przy przepğywie fazy ruchomej 0,3 mL/min i objňtoŜci 

nastrzyku 1,0 ɛl. Zastosowano nastňpujŃcy program gradientowy: od 0,0 do 3,0 min zmieniano 

skğad fazy ruchomej z 80% fazy A (woda + 0,1% kwasu mr·wkowego) i 20% fazy B  

(acetonitryl + 0,1% kwasu mr·wkowego) do 100% fazy B; od 3,0 do 3,5 min utrzymywano warunki 

izokratyczne przy 100% fazy B; od 3,5 do 4,0 min przywr·cono warunki poczŃtkowe; od 4,0 do 6,0 

min prowadzono stabilizacjň ukğadu. Cağkowity czas analizy wynosiğ 6,0 minut. Widma masowe 

rejestrowano w trybach jonizacji dodatniej (ESI ) i ujemnej (ESI ) w zakresie m/z 70ï600, 

natomiast chromatogramy UV rejestrowano w zakresie 190ï300 nm przy uŨyciu detektora PDA. 
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IV  CzňŜĺ badawcza 

1. Badania nanomateriağ·w 

Prezentowane wyniki obejmujŃ czňŜĺ fizyko-chemicznŃ analiz dotyczŃcych otrzymanych 

nanomateriağ·w, badania aktywnoŜci wstňpnych, kt·re prowadziğy do wyboru materiağ·w do 

immobilizacji oraz aktywnoŜci enzymatycznych koimmobilizowanych nanosystem·w 

wielobiağkowych. Badania otrzymanych materiağ·w wykazağy zmiany w kaŨdej z grup materiağ·w 

po modyfikacji jonami manganu i miedzi. Badano wpğyw modyfikacji na rozmiar faz krystalicznych 

oraz zmianň potencjağu zeta, dodatkowo dla materiağ·w tlenkowych (grupa I) i szklistych (grupa 

III) badano zmiany rozkğadu wielkoŜci por·w i powierzchni wğaŜciwej. Z kaŨdej grupy materiağ·w 

zostağy wybrane materiağy do dalszych badaŒ jako podğoŨa do immobilizacji enzym·w lub jako 

materiağy, kt·re wykazywağy aktywnoŜci podobne do enzym·w (nanozymy) ï wyboru dokonano 

na podstawie analizy aktywnoŜci wstňpnych nanomateriağ·w. Nastňpnie badano zachowanie 

aktywnoŜci enzymatycznej w otrzymanych nanosystemach wielobiağkowych i por·wnano jŃ  

z aktywnoŜciŃ ukğad·w jednoenzymatycznych lub enzym·w wolnych. W ostatniej czňŜci 

przedstawiono badania aktywnoŜci wobec barwnik·w i pestycyd·w.  

1.1. Wyniki analizy  dyfrakcji rentgenowskiej ï XRD 

Badania dyfrakcji rentgenowskiej pozwoliğy na przeprowadzenie analizy jakoŜciowej przez 

okreŜlenie skğadu fazowego i obliczenie rozmiar·w krystalit·w faz obecnych w nanomateriağach. 

Charakterystyczne piki dyfrakcyjne dla danych faz zostağy zaznaczone na wykresach widm dla 

nanomateriağ·w (Rysunek 7), a rozmiary obliczone wedğug r·wnania Scherrera zostağy zawarte  

w Tabela 4. Zidentyfikowane fazy przypisano rekordom o odpowiednich numerach  

z krystalograficznej bazy danych COD (ang. Crystallography Open Database). 

Domieszkowanie nanomateriağ·w tlenkowych jonami manganu i miedzi wpğywa na rodzaj 

powstajŃcych faz krystalicznych oraz na rozmiar formujŃcych siň krystalit·w. W analizowanych 

pr·bkach (Rys. 7A ZnOïMnxOyïCuOï13, Rys. 7B ZnOïMnxOyïCuOï31, Rys. 7C  

ZnOïMnxOyïCuOï33) o r·Ũnym stosunku molowym Mn:Cu (1:3, 3:1 oraz 3:3) zidentyfikowano 

obecnoŜĺ faz tlenk·w ZnO (COD#9011662), CuO (COD#901605) oraz ZnMn2O4 zawierajŃcego 

mangan o mieszanych stanach utlenienia (COD#9012842). ObecnoŜĺ manganu w mieszaninie 

reakcyjnej sprzyjağa formowaniu siň fazy spinelowej ZnMn2O4, zawierajŃcej mangan na mieszanym 

stopniu utlenienia Mn3+/Mn2+ [182,183]. Natomiast wprowadzenie jon·w miedzi tworzyğo odrňbne 

tlenki CuO, ze wzglňdu na tendencjň do osadzania siň osobnych faz tlenk·w miedzi na 
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powierzchniach faz zawierajŃcych mangan. Powstawanie osobnej fazy CuO byğo przedmiotem 

badaŒ zespoğu Wanga i wsp. [184], w kt·rych zwiňkszanie zawartoŜci miedzi w stosunku do 

manganu miağo wpğyw na tworzenie siň osobnych faz tych metali w katalizatorach CuMnOx.  

W pr·bce o r·wnym stosunku molowym dodatk·w (Rys. 7C, ZnOïMnxOyïCuOï33) 

zaobserwowano obecnoŜĺ dodatkowej fazy Mn3O4 (Mn2+/Mn3+) (COD#1011262). 

  

  

  

A B 

C D 

E F 
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Rysunek 7. Widma XRD dla otrzymanych materiağ·w: (A) ZnOïMnxOyïCuOï13,  

(B) ZnOïMnxOyïCuOï31, (C) ZnOïMnxOyïCuOï33, (D) HAP/Mn/Cuï11, (E) HAP/Mn/Cuï21, (F) BGï

Mnï1, (G) BGïMnï3, (H) BGïCuï1, (I) FGïMnï3, (J) FGïCuï3. 

Analiza zmian rozmiar·w krystalit·w pozwoliğa na zauwaŨenie wpğywu stosunku molowego 

miedzi i manganu na tworzenie poszczeg·lnych faz. W pr·bce ZnOïMnxOyïCuOï13 najwiňksze 

krystality odpowiadağy fazie ZnO (28,9 nm), natomiast mniejsze rozmiary dotyczyğy faz ZnMn2O4 

(20,7 nm) i CuO (14,7 nm). Dla pr·bki ZnOïMnxOyïCuOï31, rozmiar krystalit·w ZnO (46,3 nm) 

byğ najwiňkszy spoŜr·d badanych materiağ·w tr·jtlenkowych. Substytucja jon·w Zn2+ przez 

wiňksze jony Mn2+ (o promieniu jonowym 0,83 ¡ wobec 0,74 ¡ dla Zn2+) prowadzi do zwiňkszenia 

parametr·w sieci krystalicznej ZnO, co moŨe wpğywaĺ na wewnňtrzne naprňŨenia i zmianň 

dynamiki wzrostu krystalit·w w trakcie syntezy [185]. Zjawisko to zostağo potwierdzone przez 

Kinra i wsp. [186], kt·rzy wykazali, Ũe obecnoŜĺ manganu w strukturze ZnO prowadzi do zmian 

parametr·w sieciowych i zwiňkszenia rozmiaru krystalit·w. Dla pr·bki ZnOïMnxOyïCuOï31 

rozmiar czŃstek CuO byğ r·wnieŨ wiňkszy (21,0 nm), co moŨe byĺ zwiŃzane z jego wiňkszym 

udziağem masowym i tworzeniem osobnych krystalit·w. W przypadku pr·bki o r·wnych 

I J 

G H 
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proporcjach domieszek (ZnOïMnxOyïCuOï33) zaobserwowano og·lny spadek rozmiar·w 

krystalit·w wszystkich faz: ZnO (39,2 nm), ZnMn2O4 (15,9 nm), Mn3O4 (13,5 nm) oraz CuO  

(13,2 nm), co moŨe Ŝwiadczyĺ o ograniczeniu wzrostu krystalit·w w wyniku konkurencyjnych 

proces·w nukleacji i ograniczonej dyfuzji podczas syntezy [187,188]. Zar·wno identyfikowane 

fazy krystaliczne, jak i ich rozmiary, pozostajŃ zgodne z danymi literaturowymi dla 

por·wnywanych ukğad·w tlenkowych [189].  

W obu nanomateriağach wapniowo-fosforanowych HAP/Mn/Cuï11 (Rys. 7D) oraz  

HAP/Mn/Cuï21 (Rys. 7E) zidentyfikowano obecnoŜĺ krystalit·w hydroksyapatytu (HAP) oraz 

fosforanu oŜmiowapniowego (Ca8H2(PO4)6Å5H2O, ang. OCP ï octacalcium phosphate),  

co potwierdzajŃ charakterystyczne piki dyfrakcyjne. W pr·bce faza HAP odpowiadağa danym  

z bazy krystalograficznej COD (26.48Á, 30.22Á, 49.26Á i 50.80Á, COD#7217892), natomiast OCP 

zidentyfikowano na podstawie pik·w 25.56Á i 45.59Á zgodnych z COD#1534327. W nanomateriale 

HAP/Mn/Cuï11 obecne byğy r·wnieŨ dodatkowe fazy krystaliczne powstajŃce w wyniku 

modyfikacji materiağu jonami metali: pirofosforan miedzi(II) Cu2P2O7 (28.56Á, 40.07Á, 40.95Á, 

47.51Á; COD#1538528) oraz tlenek manganu(III) Mn2O3 (13.07Á, 32.66Á, 35.96Á, 39.02Á, 53.07Á; 

COD#9007520). W materiale HAP/Mn/Cuï21 obecnoŜĺ fosforanu miedzi(II) Cu3(PO4)2 (13.07Á, 

17.75Á, 26.12Á, 32.51Á, 40.06Á, 40.97Á, 47.53Á; COD#1529831) oraz hydroksytlenku manganu 

MnOOH (26.46Á, 35.98Á, 53.09Á; COD#9009774) r·wnieŨ potwierdza wystňpowanie jon·w  

w materiağach hydroksypaptytowych.  

W materiale HAP/Mn/Cuï11 rozmiar krystalit·w HAP wynosiğ 16,7 nm, dla OCP 27,3 nm, 

Cu P O  ï 15,7 nm, a Mn2O3 ï 17,9 nm. W materiale HAP/Mn/Cuï21 analogiczne wartoŜci 

wynosiğy odpowiednio: HAP ï 28,2 nm, OCP ï 23,1 nm, Cu3(PO4)2 ï 29,0 nm, MnOOH ï 22,6 nm. 

Zmiany w rozmiarach krystalit·w wskazujŃ na wpğyw obecnoŜci i proporcji domieszek na procesy 

krystalizacji. Zwiňkszenie rozmiaru krystalit·w HAP w pr·bce HAP/Mn/Cuï21 w por·wnaniu do 

HAP/Mn/Cuï11 sugeruje wpğyw skğadu na procesy wzrostu faz. ObecnoŜĺ fosforan·w miedzi 

(Cu2P2O7 oraz Cu3(PO4)2) sugeruje oddziağywanie jon·w Cu2+ z grupami PO43- i ich udziağ  

w tworzeniu osobnych faz fosforanowych, co jest zgodne z doniesieniami o wbudowaniu miedzi do 

matrycy fosforanowej HAP. Jony miedzi lokalizujŃ siň w centralnej czňŜci krystalitu 

hydroksyapatytu i majŃ wpğyw na wzrost rozmiaru struktury krystalicznej HAP. Badania zespoğu 

Kato S. i in. [190] wskazujŃ, Ũe obecnoŜĺ metali przejŜciowych, takich jak Cu2+, moŨe prowadziĺ 

do zwiňkszania rozmiaru krystalit·w HAP w wyniku modyfikacji warunk·w krystalizacji  

i obniŨenia energii powierzchniowej zarodk·w. W obecnoŜci jon·w miedzi, jony manganu ulegajŃ 

przesuniňciu na zewnŃtrz struktury (tzw. Ăkanağuò apatytu) i tworzŃ osobne fazy [191]. R·Ũnice  



73 

 

w rozmiarach faz wt·rnych, takich jak Mn2O3 i MnOOH, r·wnieŨ mogŃ wynikaĺ z r·Ũnic  

w proporcji domieszek i ich wpğywu na lokalne Ŝrodowisko reakcji podczas procesu 

hydrotermalnego. ObecnoŜĺ dw·ch r·Ũnych faz zawierajŃcych mangan (Mn2O3 i MnOOH) 

wskazuje na r·Ũne ŜcieŨki przemian w zaleŨnoŜci od stosunku Mn:Cu. Doniesienia literaturowe 

wskazujŃ, Ũe MnOOH moŨe peğniĺ rolň prekursora w przemianach termicznych, przeksztağcajŃc siň 

w inne tlenki, w tym Mn2O3, Mn3O4 oraz MnO2 [192]. Znajduje to odzwierciedlenie  

w zaobserwowanej obecnoŜci obydwu faz manganowych w badanych nanomateriağach. 

Na podstawie uzyskanych wynik·w dyfrakcji rentgenowskiej moŨna zauwaŨyĺ, Ũe dodatki 

jon·w manganu i miedzi wpğywajŃ na krystalicznoŜĺ analizowanych materiağ·w szklistych, 

prowadzŃc do tworzenia odrňbnych faz krystalicznych o r·Ũnym rozmiarze. Analiza poğoŨenia 

pik·w dyfrakcyjnych oraz ich por·wnanie z danymi z bazy COD potwierdziğa obecnoŜĺ faz: m.in. 

CaOïNa2OïP2O5ïSiO2 (COD#9011877) i Mn2P2O7 (COD#1200003 i #1530319), odpowiednio dla 

materiağ·w BGïMnï1 (Rys. 7F) i BGïMnï3 (Rys. 7G) . W przypadku materiağu BGïMnï1  

(Rys. 7F) zaobserwowano r·wnieŨ piki dla hydroksyapatytu (COD#2022591). W nanomateriale 

FGïMnï3 (Rys. 7H) zidentyfikowano fazy CaOïP2O5ïK2OïMgOïSiO2 (COD#1530995) 

odpowiadajŃce niemodyfikowanemu materiağowi szklistemu oraz MnOïP2O5 (COD#1535799).  

W badaniach Nawaz Q. i in. [193]  syntezowano szkğo o skğadzie molowym: 50 mol% SiO2,  

10 mol% P2O5, 40 mol% CaO i dodawanym 5 mol% MnO (kosztem zmniejszenia udziağu CaO  

w mieszaninie). Badacze nie odnotowali r·Ũnic miňdzy amorficznym dyfraktogramem dla 

modyfikowanego i bazowego materiağu wnioskujŃc, Ũe modyfikacja nie zmieniğa struktury bioszkğa. 

Natomiast w badaniach Hosseini S. i Farnoush H. [194] wnioskowano, Ũe modyfikacja bioszkğa  

(45 mol% SiO2, 24.5 mol% CaO, 24.5 mol% Na2O, 6 mol% P2O5) jonami manganu (1,5 mol%) 

moŨe wpğywaĺ na tworzenie czňŜciowo skrystalizowanej fazy szklistej. Krystalizacja fazy szklistej 

zostağa r·wnieŨ zaobserwowana w niniejszej pracy. 

W przypadku szkieğ modyfikowanych miedziŃ wyr·Ũniono obecnoŜĺ fosforanu miedzi, 

Cu2P2O7 (COD#1200003) dla nanomateriağu BGïCuï1 (Rys. 7H) oraz Cu2PO4(OH) 

(COD#9016468) i metalicznej miedzi Cu (COD#9013023) dla nanomateriağu FGïCuï3 (Rys. 7J). 

Dodatek miedzi do obu rodzaj·w szkieğ powodowağ zmiany w identyfikowanych fazach.  

ObecnoŜĺ jon·w miedzi w szkğach moŨe prowadziĺ do ich wbudowania w strukturň jako 

modyfikator·w fazy szklistej poprzez tworzenie poğŃczeŒ z fazŃ fosforanowŃ. W badaniach Soorani 

M., Mele E. i Christie J. K. [195] analizowany byğ wpğyw dodatk·w jon·w miedzi Cu+ i/lub Cu2+ 

na zmiany w sieci krystalicznej szkğa o skğadzie: 46,1 mol% SiO2, 26,9 mol% CaO, 24,4 mol% 

Na2O i 2.6 mol% P2O5. W wykonanej analizie komputerowej potwierdzono, Ũe obie formy jonowe 
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mogŃ ğŃczyĺ siň w materiale bioszkğa jako modyfikatory tej sieci i bňdŃ wbudowywane bez 

niszczenia struktury. Forma Cu2+ tworzy czňŜciej kr·tsze wiŃzania (3.73 ¡), co powoduje 

wystňpowanie kowalencyjnych poğŃczeŒ PïOïCu2+ i wbudowanie miedzi w materiale.  

Dla materiağ·w BGïMnï1 i BGïMnï3 zidentyfikowano fazň CaOïSiO2ïP2O5ïNa2O  

o czňŜciowo amroficznym przebiegu widma, kt·rej rozmiary zmniejszajŃ siň odpowiednio z 43,8 

nm do 22,5 nm wraz ze wzrostem zawartoŜci manganu. Opr·cz niej, obecna jest faza Mn2P2O7  

(faza fosforanu manganu) o rozmiarach 60,3 nm (BGïMnï1) oraz 16,4 nm (BGïMnï3). 

Dodatkowo, w materiale BG-Mn-1 obecna jest faza hydroksyapatytu o rozmiarze 10,7 nm.  

Dla FGïMnï3 wykazano obecnoŜĺ szkğa CaOïSiO2ï P2O5ïMgOïK2O (18,5 nm) oraz fazň 

krystalit·w fosforanu manganu (19,1 nm), podobnie do szkğa BG-Mn-3, kt·re r·wnieŨ ma wyŨszŃ 

zawartoŜĺ manganu. 

W przypadku domieszkowania miedziŃ, w materiale BGïCuï1 zidentyfikowano fazň  

CaOïSiOïP OïNa O (40,8 nm) oraz pirofosforan miedzi(II) (Cu2P2O7) o rozmiarze 26,1 nm.  

W pr·bce FGïCuï3 obecna byğa faza szklista CaOïSiO2ï P2O5ïMgOïK2O (31,2 nm), a takŨe 

osobne fazy miedzi: Cu2PO4(OH) (ok. 4 nm) oraz miedŦ metalicznŃ (Cu) o podobnym rozmiarze. 

Dla obu materiağ·w, dodatek miedzi nie wpğywağ na zmianň rozmiaru fazy szklistej. 

Tworzenie osobnych faz moŨna przypisaĺ ograniczonej rozpuszczalnoŜci jon·w Cu i Mn  

w matrycy szkğa. Po przekroczeniu okreŜlonego stňŨenia domieszki dochodzi do ich wydzielenia  

w postaci stabilnych faz krystalicznych [196]. Wpğyw na ten proces majŃ r·wnieŨ warunki 

termiczne procesu. Dodatkowo, r·Ũnice w promieniach jonowych i stopniach utlenienia mogŃ 

prowadziĺ do zmian w sieci amorficznej sprzyjajŃc jej krystalizacji. Przykğadem moŨe byĺ 

zmniejszanie rozmiar·w czŃstek szkieğ przy zwiňkszajŃcym siň udziale jon·w manganu.  

Tabela 4. Obliczone rozmiary krystalit·w faz dla otrzymanych nanomateriağ·w oraz stopieŒ utlenienia 

dodatk·w (jon·w manganu lub miedzi). 

Materiağ Rozmiar [nm] Faza 
StopieŒ utlenienia 

dodatku 

ZnOïMn xOyïCuOï13 28,9Ñ3,5 ZnO - 

 
20,7Ñ1,1 ZnMn2O4 Mn +III/+I I 

14,7Ñ6,6 CuO Cu +II 

ZnOïMn xOyïCuOï31 46,3Ñ11,0 ZnO - 

 
31,3Ñ17,3 ZnMn2O4 Mn +III/+I I 

21,0Ñ7,5 CuO Cu +II 

ZnOïMn xOyïCuOï33 39,2Ñ15,5 ZnO - 

 15,9Ñ2,7 Mn3O4 Mn +II/+III  
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13,5Ñ3,8 ZnMn2O4 Mn +III/+I I 

13,2Ñ2,9 CuO Cu +II 

HAP/Mn/Cuï11 16,7Ñ2,3 HAP - 

 

27,3Ñ5,2 OCP - 

15,7Ñ6,8 Cu2P2O7 Cu +II 

17,9Ñ3,8 Mn2O3 Mn +III  

HAP/Mn/Cuï21 28,2Ñ2,8 HAP - 

 

23,1Ñ9,8 OCP - 

29,0Ñ9,5 Cu3(PO4) Cu +II 

22,6Ñ7,3 MnOOH Mn +III  

BGïMnï1 43,8Ñ9,4 CaOïSiO2ïP2O5ïNa2O - 

 
10,7Ñ5,0 HAP HAP 

60,3Ñ13,4 Mn2P2O7 Mn +II 

BGïMnï3 22,5Ñ0,4 CaOïSiO2ïP2O5ïNa2O - 

 16,4Ñ9,7 Mn2P2O7 Mn +II 

BGïCuï1 40,8Ñ12,9 CaOïSiO2ïP2O5ïNa2O - 

 26,1Ñ8,2 Cu2P2O7 Cu +II 

FGïMnï3 18,5Ñ1,3 CaOïSiO2ïP2O5ïMgOïK2O - 

 19,1Ñ7,1 MnO-P2O5 Mn +II 

FGïCuï3 31,2Ñ10,0 CaOïSiO2ïP2O5ïMgOïK2O - 

 
4,0Ñ2,4 Cu2(PO4)(OH) Cu +II 

4,2Ñ1,0 Cu (0) Cu (0) 

1.2. Skaningowa mikroskopia elektronowa ï SEM 

Mikrofotografie SEM pozwoliğy na obserwacjň ksztağt·w czŃstek otrzymanych materiağ·w  

i zmian w ich strukturach (Rysunek 8). W materiağach tlenkowych (Rys. 8A, 8B, 8C) widoczne sŃ 

upakowane struktury o r·Ũnej morfologii, materiağy hydroksypapatytowe (Rys. 8D, 8E) skğadajŃ siň 

z pğytek, a materiağy szkliste (Rys. 8F, 8G, 8H, 8I, 8J) tworzŃ ziarniste struktury o duŨych 

przestrzeniach.  

CzŃstki materiağu ZnOïMnxOyïCuOï13 (Rys. 8A) majŃ nieregularny ksztağt, tworzŃ gňsto 

upakowanŃ strukturň z widocznymi drobnymi ziarnami. Powierzchnia jest stosunkowo jednorodna, 

z niewielkimi zagğňbieniami i aglomeratami. W materiale ZnOïMnxOyïCuOï31 (Rys. 8B) 

widoczne sŃ nieregularne aglomeraty oraz struktury przypominajŃce prňciki. Powierzchnia wyglŃda 

na bardziej nieregularnŃ w por·wnaniu do pr·bki ZnOïMnxOyïCuOï13 (Rys. 8A). Struktura 

materiağu ZnOïMnxOyïCuOï33 (Rys. 8C) przypomina zbite, ale jednoczeŜnie porowate 

aglomeraty o nieregularnym ksztağcie. Obecne sŃ wyraŦne prňciki i obğe krawňdzie, podobne do 

materiağu ZnOïMnxOyïCuOï31 (Rys. 8B). Wiňkszy dodatek miedzi (wzrost stosunku molowego 
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manganu z 1 do 3) wpğywa na tworzenie bardziej zwartych struktur i powoduje powstawanie czŃstek 

o mniej regularnych ksztağtach. WyŨsza zawartoŜĺ manganu sprzyja formowaniu bardziej 

rozbudowanych struktur w materiağach tlenkowych, co zwiňksza ich porowatoŜĺ [71,197,198].  

W badaniach Papadaki D. i in. [197]. analizowany byğ wpğyw dodatku jon·w miedzi i manganu na 

zmiany w strukturze ZnO. Podstawowy materiağ ZnO charakteryzowağ siň jednolitymi strukturami 

w formie pğytek, nastňpnie po dodaniu 0,25%mol Cu lub Mn materiağ tworzyğ upakowane, 

niejednolite struktury. Autorzy podkreŜlili, Ũe dodatki wpğynňğy na zmiany w porowatoŜci 

powierzchni i aktywnoŜci fotokatalitycznych bazowego materiağu. Podobnie w badaniach Aghaei 

M. [198] dodatek CuO (od 10ï30%mol) do ZnO wpğywağ na zwiňkszenie aglomeracji czŃstek  

i tworzeniu nowych zbitych struktur.  

Materiağ hydroksyapatytowy HAP/Mn/Cuï11 (Rys. 8D) charakteryzuje siň pğytkowatŃ 

strukturŃ czŃstek poğŃczonych w zbite aglomeraty. Powierzchnia jest nier·wna i charakteryzuje siň 

pğaskimi obszarami z licznymi szczelinami. Materiağ HAP/Mn/Cuï21 (Rys. 8E) charakteryzuje siň 

morfologiŃ przypominajŃcŃ nieregularne pğatki, uğoŨone w formie warstwowych aglomerat·w. 

Powierzchnia materiağu jest nieregularna, czŃstki tworzŃ rozwiniňtŃ strukturň z widocznymi 

wolnymi przestrzeniami pomiňdzy aglomeratami, co moŨe sprzyjaĺ zwiňkszeniu dostňpnoŜci 

powierzchni czŃstek. ZbliŨonŃ morfologiň oraz obecnoŜĺ przestrzeni miňdzyczŃsteczkowych 

odnotowano r·wnieŨ w badaniach Hossain Md. i in. [199], gdzie opisane zostağy modyfikowane 

materiağy hydroksyapatytowe z dodatkiem miedzi (0,32 ï 5%). W badaniach Villase¶orïCer·n L.  

i in. [200] wykazano, Ũe zwiňkszanie udziağu procentowego (0,1 ï 2%) manganu  

w domieszkowanym hydroksyapatycie prowadzi do ujednorodnienia wielkoŜci czŃstek. Opisany 

materiağ charakteryzowağ siň czŃstkami w ksztağcie prňcik·w, kt·rych Ŝrednica i dğugoŜĺ zwiňkszağa 

siň wraz ze zwiňkszaniem dodatku manganu ï tworzŃc struktury o rozmiarach okoğo 40 ï90 nm.  

Materiağ szklisty BGïMnï1 (Rys. 8F) ma nieregularnŃ, ziarnistŃ strukturň z widocznymi 

aglomeratami. Powierzchnia jest porowata, z duŨymi przestrzeniami miňdzy ziarnami. W materiale 

BGïMnï3 (Rys. 8G) widoczne sŃ okrŃgğe ziarna materiağu w aglomeracie. Widoczna jest nier·wna 

struktura z niewielkimi przestrzeniami miňdzy czŃstkami. Materiağ BGïCuï1 (Rys. 8H) 

charakteryzuje siň aglomerowanymi czŃstkami o zaokrŃglonych ksztağtach. R·wnieŨ w tym 

materiale wystňpujŃ przestrzenie miedzy czŃstkami materiağu. Badania Bari A. i in. [201] dowodzŃ, 

Ũe wpğyw dodatku Cu sprzyja formowaniu sferycznych nanoczŃstek szkğa SiO2ïCaO. Badacze 

syntezowali szkğa z 2%mol lub 5%mol dodatkiem jon·w miedzi, nastňpnie poddawali otrzymany 

materiağ kalcynacji w 600ÁC. Materiağy byğy wykorzystywane jako substancje 

antymikrobiologiczne. Podobnie w badaniach Pourshahrestani S. i in. [202] analizowano wpğyw 



77 

 

jon·w metali (Cu2+ , Zn2+, Mn2+, Te2+) na strukturň i aktywnoŜĺ biologicznŃ szkieğ SiO2ïCaO. 

Zar·wno dla materiağ·w zwierajŃcych miedŦ lub mangan, ksztağt czŃstek byğ sferyczny, ale dodatek 

jon·w wpğywağ na wzrost rozmiaru czŃstek od okoğo 133 ï 138 nm dla materiağ·w z miedziŃ do 

134 ï 160 nm dla materiağ·w z manganem.  

W materiale FGïMnï3 (Rys. 8I) widoczne sŃ nieregularne aglomeraty o nier·wnej powierzchni. 

Struktura jest zwarta, z licznymi porami, o niejednorodnych wielkoŜciach czŃstek. CzŃstki materiağu 

FGïCuï3 (Rys. 8J) tworzŃ zwarte aglomeraty, o podobnych ksztağtach jak w materiale FGïMnï3. 

Materiağ FGïCuï3 charakteryzuje siň mniejszŃ iloŜciŃ przestrzeni miňdzy czŃstkami w por·wnaniu 

do pr·bki materiağu FGïMnï3. W badaniach Nawaz Q. i in. [203] syntezowano szkğa o skğadzie 

SiO2ïP2O5ïCaOïMnO z dodatkiem manganu (badany zakres 0ï7%mol).  

Por·wnujŃc materiağy pod wzglňdem iloŜci dodatk·w, moŨna wnioskowaĺ, Ũe zwiňkszenie 

stosunku molowego manganu powoduje wzrost porowatoŜci powierzchni czŃstek, podczas gdy 

miedŦ sprzyja redukcji defekt·w powierzchniowych i tworzone sŃ bardziej zwarte struktury [204]. 

  

  

A B 

C D 
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Rysunek 8. Mikrofotografie SEM materiağ·w: A) ZnOïMnxOyïCuOï13, B) ZnOïMnxOyïCuOï31,  

C) ZnOïMnxOyïCuOï33, D) HAP/Mn/Cuï11, E) HAP/Mn/Cuï21, F) BGïMnï1, G) BGïMnï3, H) BGï

Cuï1, I) FGïMnï3, J) FGïCuï3. 

1.3. Analiza powierzchni wğaŜciwej   

Izotermy adsorpcjiïdesorpcji azotu dla materiağ·w tlenkowych oraz szklistych, a takŨe rozkğady 

wielkoŜci por·w, zostağy przedstawione na Rysunku 9. Krzywe uzyskane dla materiağ·w 

tlenkowych (Rys. 9A, 9B, 9C) odpowiadajŃ izotermom typu II ï ich wzrastajŃcy przebieg wskazuje 

na nakğadanie siň jednowarstwowej i wielowarstwowej adsorpcji gazu, co ma miejsce w przypadku 

I J 
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obecnoŜci struktur makroporowatych [205]. Potwierdzeniem tej charakterystyki sŃ rozkğady 

wielkoŜci por·w, kt·re wskazujŃ na przewagň por·w o rozmiarach zbliŨonych do 100 nm dla  

ZnOïMnxOyïCuOï13 (Rys. 9A) i ZnOïMnxOyïCuOï31 (Rys. 9B). Materiağ tlenkowy  

ZnOïMnxOyïCuOï33 (Rys. 9C) jest jedynym nanomateriağem, kt·ry charakteryzuje siň gğ·wnie 

mezoporami. Ze wzglňdu na obecnoŜĺ dodatkowej fazy krystalicznej manganu (na podstawie 

wynik·w dyfrakcji rentgenowskiej) moŨna wnioskowaĺ, Ũe rozğoŨenie krystalit·w w materiale 

ZnOïMnxOyïCuOï33 tworzy mezopory. MoŨna to przypisaĺ specyficznemu upakowaniu struktury 

tlenkowej, wynikajŃcemu z r·Ũnic w promieniach jonowych manganu i miedzi, kt·re wpğywajŃ na 

spos·b wzrostu i organizacjň faz krystalicznych podczas syntezy [206].  

Podobnie, krzywe uzyskane dla materiağ·w szklistych (Rys. 9D BGïMnï1, Rys. 9E  

BGïMnï3, Rys. 9F BGïCuï1) odpowiadajŃ izotermom typu II [205]. Rozkğady rozmiar·w por·w 

dla tych materiağ·w wskazujŃ na obecnoŜĺ makropor·w w zakresie 90ï100 nm. WŜr·d badanych 

materiağ·w, materiağy szkliste FGïMnï3 (Rys. 9G) i FGïCuï3 (Rys. 9H) charakteryzujŃ siň innym 

przebiegiem izoterm desorpcji. Izotermy te wykazujŃ obecnoŜĺ pňtli histerezy typu III, zgodnie  

z klasyfikacjŃ IUPAC, co jest charakterystyczne dla materiağ·w mezoporowatych z porami  

w ksztağcie szczeliny [207]. Takie izotermy zwykle obserwuje siň w materiağach porowatych  

o hierarchicznej strukturze z szerokim zakresem rozkğad·w wielkoŜci por·w. Analiza wykres·w 

rozkğadu wielkoŜci por·w potwierdza tň charakterystykň ð wskazujŃc jednoczesnŃ obecnoŜĺ 

mikropor·w (<10 nm) oraz mezopor·w w zakresie 40ï80 nm. CharakteryzujŃ siň one zwiňkszonŃ 

adsorpcjŃ gazu przy wysokich ciŜnieniach zbliŨajŃcych siň do ciŜnienia pary nasyconej [208]. 

Dodatkowo, z rozkğad·w por·w przedstawionych na Rysunek 9 wynika, Ũe tylko materiağy szkliste 

FG wykazujŃ obecnoŜĺ zar·wno mikropor·w, jak i mezopor·w. 
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Rysunek 9. Izotermy adsorpcjiïdesorpcji oraz rozkğad objňtoŜci por·w dla nanomateriağ·w:  

(A) ZnOïMnxOyïCuOï13, (B) ZnOïMnxOyïCuOï31, (C) ZnOïMnxOyyïCuOï33, (D) BGïMnï1, (E) BGï

Mnï3, (F) BGïCuï1, (G) FGïMnï3, (H) FGïCuï3. 
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Na podstawie danych adsorpcji azotu wyznaczono parametry metodŃ BrunauerïEmmettïTeller 

(BET): powierzchnie wğaŜciwŃ (SBET), cağkowitŃ objňtoŜĺ por·w (Vt) oraz Ŝredni rozmiar por·w 

(Wp). Wyniki dla kaŨdego z charakteryzowanych materiağ·w zostağy przedstawione w Tabela 5. 

Zmiany w skğadzie materiağu (zwiňkszenie udziağu molowego jon·w manganu i miedzi) nie miağy 

wpğywu na wielkoŜci por·w; jednakŨe zaobserwowano r·Ũnice w cağkowitej objňtoŜci por·w 

pomiňdzy materiağami tlenkowymi oraz poszczeg·lnymi typami materiağ·w szklistych. WyŨsze 

udziağy molowe zar·wno manganu, jak i miedzi doprowadziğy do wzrostu powierzchni materiağ·w 

tlenkowych ï dla materiağu ZnOïMnxOyïCuOï13 wartoŜĺ ta wyniosğa 14,6 m2/g, dla  

ZnOïMnxOyïCuOï31 14,9 m2/g i dla ZnOïMnxOyïCuOï33 19,7 m2/g. Znajduje to potwierdzenie 

w zmniejszonym rozmiarze krystalit·w dla materiağu ZnOïMnxOyïCuOï33, obliczonych na 

podstawie dyfrakcji rentgenowskiej. Dodatkowo, materiağ ZnOïMnxOyïCuOï33 charakteryzuje siň 

wiňkszym udziağem por·w mezoporowatych (o Ŝrednicy 2ï50 nm), co przekğada siň na wzrost 

cağkowitej objňtoŜci por·w (0,12 cm3/g). Uzyskane wartoŜci dla nanomateriağ·w tlenkowych sŃ 

zgodne z danymi podanymi w literaturze ï w badaniu Yadav S. [209] cağkowite powierzchnie dla 

syntezowanych nanomateriağ·w ZnO i CuO oraz ZnO/CuO wynosiğy odpowiednio 18,13 m2/g, 

16,65 m2/g i 19,58 m2/g. W badaniach Papadaki D. i in. [197] modyfikacja tlenku cynku jonami 

manganu lub miedzi prowadziğa do zwiňkszenia Ŝrednich rozmiar·w por·w materiağu ZnO. 

Niemodyfikowany ZnO charakteryzowağ siň Ŝrednim rozmiarem por·w wynoszŃcym okoğo 19 nm, 

po modyfikacji manganem (0,25%mol) wartoŜĺ ta wyniosğa 23 nm, a po modyfikacji miedziŃ 

(0,25%mol) rozmiar por·w zmieniğ siň do 36 nm. W wynikach tej dysertacji takiego wpğywu nie 

zauwaŨono. Zmiana udziağu molowego dodatk·w (manganu lub miedzi) nie wpğynňğa na zmiany  

w Ŝrednim rozmiarze por·w.  

NajwyŨsze wartoŜci powierzchni wğaŜciwej (SBET) zauwaŨono dla materiağ·w szklistych.  

Dla materiağu BGïMnï1 powierzchnia wğaŜciwa wyniosğa 50,9 m2/g, dla BGïMnï3 93,9 m2/g,  

a dla BGïCuï1 56,3 m2/g. W materiağach BGïMnï1 i BGïMnï3 widoczny jest wpğyw zwiňkszenia 

stosunku molowego dodatku manganu (z 1 do 3 udziağu molowego) na zwiňkszenie rozwiniňcia 

powierzchni wğaŜciwej materiağu. Taka zmiana byğa obserwowana r·wnieŨ w badaniach Nawaz Q 

i in. [203], gdzie wzrost stňŨenia jon·w manganu w strukturze katalizatora skutkowağ zwiňkszeniem 

powierzchni wğaŜciwej z 309 m2/g do 444 m2/g przy 7% molowym dodatku manganu. W badaniach 

Li B. i in. [210], zaobserwowano podobnŃ zaleŨnoŜĺ w przypadku materiağu SiC/MnïCaO, gdzie 

dodatek 2% mol manganu doprowadziğ do wzrostu powierzchni wğaŜciwej z 12,5 m2/g do 18 m2/g. 

Dla materiağu FGïCuï3 powierzchnia wğaŜciwa wyniosğa 129,5 m2/g, a dla FGïMnï3 69,2 m2/g.  
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W przypadku materiağu FGïCuï3 (0,18 cm3/g) zmianie ulegğy r·wnieŨ parametry dotyczŃce 

objňtoŜci por·w ï jest ona wyŨsza niŨ dla materiağu FGïMnï3 (0,13 cm3/g). Jak wykazano 

wczeŜniej, obecnoŜĺ jon·w miedzi sprzyja zwiňkszaniu przestrzeni miňdzyporowych  

i w konsekwencji skutkuje zwiňkszeniem cağkowitej objňtoŜci por·w [204]. JednoczeŜnie, pory 

charakteryzujŃ siň mniejszym rozmiarem (wiňcej mikropor·w widocznych na rozkğadzie wielkoŜci 

por·w), co sprzyja wzrostowi powierzchni wğaŜciwej. Udziağ jon·w miedzi w zmianie porowatoŜci 

materiağu CaOïSiO2 badano w pracy Dambrauskas T.i in [211]. Niemodyfikowany materiağ 

wapniowy charakteryzowağ siň powierzchniŃ wğaŜciwŃ 46 m2/g, natomiast dodanie jon·w Cu2+ 

spowodowağo zwiňkszenie powierzchni wğaŜciwej do 63 m2/g. Autorzy badania zwr·cili r·wnieŨ 

uwagň na wpğyw procesu kalcynacji na teksturň materiağu ï zgodnie z oczekiwaniami, powierzchnia 

wğaŜciwa ulegğa redukcji do 42 mĮ/g po obr·bce termicznej. Zjawisko to wyjaŜniono spiekaniem 

materiağu oraz tworzeniem siň tlenkowych struktur miedzi, co prowadzi do zmniejszenia 

amorficznoŜci i ograniczenia liczby aktywnych centr·w powierzchniowych. 

Tabela 5. WartoŜci obliczonej powierzchni wğaŜciwej (SBET, [m2/g]), cağkowita objňtoŜĺ por·w (V t, [cm3/g]) 

i Ŝredni rozmiar por·w (Wp, [nm]) dla nanomateriağ·w: ZnOïMnxOyïCuOï13, ZnOïMnxOyïCuOï31,  

ZnOïMnxOyïCuOï33, BGïMnï1, BGïMnï3, BGïCuï1, FGïMnï3, FGïCuï3. 

Materiağ SBET (m2/g) Vt (cm3/g) Wp (nm) 

ZnOïMn xOyïCuOï13 14,6 0,0955 26,1 

ZnOïMn xOyïCuOï31 14,9 0,0786 21,1 

ZnOïMn xOyïCuOï33 19,7 0,1275 25,9 

BGïMnï1 50,9 0,1675 13,2 

BGïMnï3 93,9 0,2846 12,1 

BGïCuï1 56,3 0,2505 17,8 

FGïMnï3 69,2 0,1316 7,6 

FGïCuï3 129,5 0,1800 5,6 
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1.4. Potencjağ zeta 

Tabela 6 zawiera wyznaczone potencjağy zeta czŃstek. Potencjağ zeta czŃstek zostağ wyznaczony 

dla kaŨdego nanomateriağu w pH=7,0. Potencjağ zeta, jako parametr elektrochemiczny, stanowi 

miarň stabilnoŜci ukğadu czŃsteczek w zawiesinie, w tym ich skğonnoŜci do aglomeracji. StabilnoŜĺ 

nanoczŃstek okreŜlana na podstawie potencjağ·w zeta jest r·Ũnie klasyfikowana, jednakŨe 

najczňŜciej nanomateriağy o potencjağach powyŨej |Ñ25| mV sŃ uznawane za wysoce stabilne 

[175,212]. Warto zaznaczyĺ, Ũe nanomateriağy posiadajŃce potencjağy zeta zbliŨone do potencjağ·w 

bğonowych (ï20 mV do ï30 mV) pozwalajŃ na wykorzystanie ich jako biologicznie aktywnych 

czŃstek [213]. Potencjağ zeta nanomateriağ·w moŨe ulegaĺ zmianom w wyniku r·Ũnych modyfikacji 

materiağ·w, takich jak dodanie jon·w, kt·re wpğywajŃ na wğaŜciwoŜci elektrokinetyczne 

czŃsteczek. W wyniku tego, wartoŜci potencjağu zeta mogŃ wzrastaĺ lub maleĺ, zaleŨnie od 

charakterystyki elektrochemicznej dodatk·w [206].  

W badaniach materiağ·w nanotlenkowych, zmiana proporcji molowej dodatku metalowego 

wpğywağa na wartoŜĺ potencjağu zeta. Zwiňkszenie udziağu dodatku manganu z 1 do 3 powoduje 

obniŨenie potencjağu zeta z |ï22,6| mV dla ZnOïMnxOyïCuOï13 do |ï13,2| mV dla  

ZnOïMnxOyïCuOï33. Efekt elektrochemiczny manganu na stopniu utlenienia +II w materiale 

ZnOïMnOïCuOï33 przyczynia siň do zmniejszenia wartoŜci potencjağu, mimo obecnoŜci miedzi. 

Z kolei zwiňkszenie udziağu jon·w miedzi prowadzi do wzrostu potencjağu zeta nanotlenku, 

osiŃgajŃc wartoŜci od |ï20,0| mV dla ZnOïMnxOyïCuOï31 do |ï22,6| mV dla  

ZnOïMnxOyïCuOï13. Wpğyw jon·w miedzi i manganu na potencjağ zeta znajduje potwierdzenie 

w literaturze. Dla czystego tlenku miedzi wartoŜĺ ta moŨe wynosiĺ okoğo |ï42,6| mV, natomiast dla 

ZnO osiŃga |ï26,4| mV, co zostağo wykazane w badaniach Asharani I. [214]. StabilizujŃca rola 

jon·w miedzi w podwyŨszaniu potencjağu zeta jest szczeg·lnie widoczna w przypadku tlenku 

mieszanego CuOïZnO, gdzie odnotowano wartoŜĺ |ï44,8| mV. JednoczeŜnie w badaniach zespoğu 

Selim S i in. [215] dotyczŃcych nanomateriağ·w ZnOïMnO, okreŜlono potencjağ zeta 

nanomateriağ·w na poziomie |ï15,6| mV. ChociaŨ w powyŨszych badaniach nie analizowano 

wpğywu jon·w miedzi, uzyskane wyniki wskazujŃ, Ũe wartoŜci potencjağu zeta ukğadu bitlenkowego 

sŃ zbliŨone do obserwowanego w niniejszej pracy. Wyniki wskazujŃ, Ũe dodatek miedzi przyczynia 

siň do dalszego zwiňkszenia potencjağu zeta, co potwierdza jej rolň w stabilizacji elektrokinetycznej 

nanoczŃstek. 

Materiağy hydroksypapatytowe (HAP/Mn/Cu-11 i HAP/Mn/Cu-21) wykazujŃ Ŝrednie wartoŜci 

potencjağu zeta okoğo |ï15| mV. W literaturze moŨna odnaleŦĺ podobne dane, jak w przypadku 
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badaŒ Radha G. i in. [216] gdzie hydroksyapatyt modyfikowany jonami SO4
2- w procesie 

mikrofalowym wykazağ potencjağ zeta okoğo |ï16,5| mV dla czystego nanomateriağu i |ï14| mV dla 

materiağu modyfikowanego (5SNHA). Naukowcy badali wpğyw dodatku jon·w na proces adsorpcji 

biağek na powierzchni materiağu, stwierdzajŃc poczŃtkowŃ poprawň adsorpcji biağek w miarň 

wzrostu iloŜci dodatku. JednakŨe przy najniŨszym potencjale zeta (okoğo |ï6| mV dla 15SNHA), 

modyfikowany materiağ wykazywağ niŨsze powinowactwo do biağek. Badacze podkreŜlili istotny 

wpğyw ksztağtu czŃstek oraz efektu elektrostatycznego na iloŜĺ przyğŃczonego biağka. 

Wszystkie materiağy szkliste charakteryzujŃ siň wysokimi potencjağami zeta. Dla szkieğ BG 

moŨna zauwaŨyĺ, Ũe dodatek miedzi (|ï28,3| mV dla BGïCuï1) wpğynŃğ na niewielkie zwiňkszenie 

potencjağu w stosunku do materiağ·w szklistych z manganem (|ï27,1| mV dla BGïMnï1  

i |ï26,2| mV dla BGïMnï3), co znajduje potwierdzenie w literaturze. Dodatkowo moŨna zauwaŨyĺ, 

Ũe materiağy FGïMnï3 i FGïCuï3 sŃ najstabilniejszymi ukğadami spoŜr·d badanych,  

na co wskazujŃ wysokie wartoŜci potencjağ·w powyŨej |ï30| mV. W badaniach Zhang i in. [217] 

materiağ bazowy szkğa o uproszonym skğadzie CaOïSiO2 charakteryzowağ siň potencjağem zeta 

okoğo |ï27| mV. Po modyfikacji jonami miedzi tworzŃcymi oddzielnŃ fazň CuO na powierzchni 

materiağu szklistego, potencjağ obniŨağ siň osiŃgajŃc wartoŜci miňdzy |ï19| mV a |ï16| mV. Defekty 

strukturalne wpğywajŃ na wzrost elektroujemnoŜci, co bezpoŜrednio prowadzi do zwiňkszenia 

wartoŜci potencjağu zeta [206]. Wpğyw dodatku manganu na potencjağ zeta materiağ·w szklistych, 

podobnie jak w przypadku nanomateriağ·w tlenkowych, widoczny jest w badaniach  

Barrioni B i in. [218], gdzie nanomateriağy szkliste SiO2ïCaO zmieniağy sw·j potencjağ  

z |ï36| mV do |ï22| mV po modyfikacji tlenkiem MnO.  

Zjawisko zmian w wartoŜciach potencjağu zeta w nanomateriağach zostağo opisane w badaniach 

Sizochenko N. i in. [219], gdzie za pomocŃ modelowania matematycznego okreŜlono, Ũe parametry 

elektrochemiczne nanoczŃstek takie jak elektroujemnoŜĺ, siğa polaryzacji kationu czy zmiany  

w poziomach energetycznych (pasmach przewodnictwa czy pasmach walencyjnych) mogŃ byĺ 

wykorzystane do przewidywania potencjağu zeta czŃstek. Dowiedziono r·wnieŨ, Ũe zmiana udziağu 

objňtoŜciowego dodatku (np. jonu) w nanoczŃstkach ma wpğyw na zmiany gruboŜci warstwy 

miňdzyfazowej, kt·ra jest bezpoŜrednio zwiŃzana z modyfikacjŃ struktur elektronowych  

na powierzchni czŃstki, co ma wpğyw na zmiany ğadunku potencjağu zeta [219,220]. Wpğyw 

obecnoŜci jon·w miedzi i manganu na zmianň potencjağ·w zeta determinujŃ wğaŜciwoŜci 

elektrochemiczne tych pierwiastk·w [182,221]. Zgodnie z ich naturŃ, jony miedzi charakteryzujŃ 

siň wyŨszŃ elektroujemnoŜciŃ i mniejszym rozmiarem (w stosunku do manganu), co zwiňksza 

potencjağ zeta, silniej stabilizujŃc czŃstki (jak w przypadku ZnOïMnxOyïCuOï13) [206,220]. 
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Tabela 6. WartoŜci potencjağu zeta (mV) badanych materiağ·w, wyznaczone w pH=7,0. 

Oznaczenie pr·bki ZP (mV) 

ZnOïMn xOyïCuOï13 ï22,6Ñ1,0 

ZnOïMn xOyïCuOï31 ï20,0Ñ0,9 

ZnOïMn xOyïCuOï33 ï13,2Ñ1,8 

HAP/Mn/Cu-11 ï15,5Ñ0,3 

HAP/Mn/Cu -21 ï13,8Ñ1,3 

BGïMnï1 ï27,1Ñ0,7 

BGïMnï3 ï26,2Ñ1,4 

BGïCuï1 ï28,3Ñ0,5 

FGïMnï3 ï35,9Ñ0,9 

FGïCuï3 ï34,1Ñ0,3 

1.5. Spektroskopia fotoelektron·w ï XPS 

Dla materiağ·w szklistych FGïMnï3 i FGïCuï3 w celu identyfikacji stopnia utlenienia metali 

dodanych podczas syntezy przeprowadzono analizň XPS. Widma XPS dla metali obecnych  

w nanomateriağach pokazano na Rysunek 10, a dopasowania energii pik·w po dekonwolucji 

zawarto Tabela 7.  

W widmie materiağu FGïMnï3 obecne sŃ pasma dla Mn 2p1/2 i Mn 2p3/2 z widocznym 

maksimami przy 653eV i 640eV, co wskazuje na obecnoŜĺ dodatku manganu na +II stopniu 

utlenienia [222]. Szczeg·ğowa analiza danych pochodzŃcych z dekonwolucji drugiego pasma, 

przedstawionych w Tabela 7, ukazuje pozycje pik·w, procentowy udziağ powierzchni pik·w oraz 

wartoŜci energii przejŜcia, zgodnie z wytycznymi Biesingera [223]. W widmie wyr·Ũniono piňĺ 

gğ·wnych pik·w w zakresie energii od okoğo 640 eV do 644 eV, z energiŃ przejŜcia 1,27 eV dla 

materiağu FGïMnï3, co odpowiada stanowi utlenienia Mn2+. Charakterystyczny pik satelitarny, 

wystňpujŃcy przy 646,12 eV z energiŃ przejŜcia 3,5 eV FWHM, jest r·wnieŨ zgodny z danymi 

literaturowymi [224]. Zgodnie z badaniami zespoğu Wang J. [222], w widmie dla nanowğ·kien MnO 

zaobserwowano dwa pasma absorpcyjne dla Mn 2p1/2 (653,6 eV) i Mn 2p3/2 (641,5 eV) oraz pik 

satelitarny przy 644,7 eV, co wskazywağo na obecnoŜĺ formy Mn2+ w materiağach. Wyniki uzyskane 

przez Barrioni B. i in. [225], dotyczŃce wpğywu dodatku manganu (0%ï2,5%ï5%) na szkğa 

wapniowo-fosforanowe 58S o skğadzie 60 mol% SiO2, 36 mol% CaO, 4 mol% P2O5, zgadzajŃ siň  

z danymi uzyskanymi w niniejszej pracy. Badacze zidentyfikowali obecnoŜĺ pik·w dla Mn 2p1/2 

oraz Mn 2p3/2 przy 654,8 i 642,8 eV oraz obecnoŜĺ piku satelitarnego okoğo 648 eV, co 

potwierdzağo obecnoŜĺ jon·w Mn2+. 
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Rysunek 10. Widma szczeg·ğowe XPS dla (A) manganu w materiale FGïMnï3 i (B) miedzi w materiale 

FGïCuï3. Linia przerywana w (A) przedstawia oryginalne wygğadzone dane. Widma przeglŃdowe XPS dla 

(C) FG-Mn-3 i (D) FG-Cu-3. 

C 

A B 
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W przypadku dodatku miedzi do materiağ·w szklistych w widmach XPS dla Cu 2p obserwuje 

siň charakterystyczne pasmo podw·jnego piku z maksimum przy 932 eV oraz blisko powiŃzane 

pasmo przy 942 eV. Podobnie do wynik·w badaŒ Chitra S. [226], kt·rzy analizowali obecnoŜĺ 

dodatk·w miedzi w bioszkle o skğadzie SiO2 45%; P2O5 6%; CaO 23,5%; NaO 24,5%, gdzie 

r·wnieŨ zaobserwowano pasmo odpowiadajŃce Cu(OH)2. W analizie XPS opisano piki wystňpujŃce 

przy 933 eV i 942 eV, co przyporzŃdkowano miedzi Cu2+ obecnej w formie wodorotlenku,  

co pozostaje w zgodnoŜci z wynikami prezentowanymi w niniejszej pracy. Zgodnie z analizŃ 

zaproponowanŃ przez Biesingera [227] zdekonwoluowane piki Cu 2p, przedstawione w Tabeli 7, 

wykazujŃ, Ũe pozycje piku 1 sŃ zwiŃzane z metalicznŃ miedziŃ (Cu0), natomiast piki 2ï6 

odpowiadajŃ jonowym formom Cu2+ wystňpujŃcym zwiŃzane z grupŃ -OH. Wyniki te potwierdzajŃ 

r·wnieŨ badania Christophliemk M. et al. [228], kt·rzy syntezowali materiağy kompozytowe  

z metakaolinu z dodatkiem miedzi lub manganu. Badacze r·wnieŨ opisali podw·jne pasmo przy 

935 eV i zwiŃzane z nim kolejne pasmo przy 955 eV dla Cu 2p odpowiadajŃce wodorotlenkowi 

miedzi. Ponadto, ich badania potwierdzajŃ, Ũe pik z maksimum przy 933 eV jest charakterystyczne 

dla Cu0. ZbliŨone obserwacje zostağy r·wnieŨ odnotowane w pracy Liu H. et al. [229]. Badacze 

opisali piki przy 934 eV i 953 eV, przyporzŃdkowujŃc je Cu2+ oraz pik przy 932 eV, kt·ry 

odpowiadağ metalicznej miedzi. 

Tabela 7. Dane dopasowania widm dla analizowanych pr·bek: energia wiŃzania (eV), wartoŜĺ FWHM (eV) 

dla kaŨdej energii przejŜcia, procent cağkowitej powierzchni (%). 

Nazwa 

pr·bki 

Nazwa 

piku 

Stan 

utlenienia 

Energia 

wiŃzania (eV) FWHM  % 

FGïCuï3 Pik 1 Cu (0) 932,69 2,23 41,0 

 
Pik 2 

Cu (II)  

934,64 2,41 29,5 

 
Pik 3 938,78 2,61 4,3 

 
Pik 4 941,68 3,41 20,2 

 
Pik 5 943,60 1,67 5,0 

FGïMnï3 Pik 1 

Mn (II)  

640,38 1,27 21,9 

 
Pik 2 641,35 1,27 25,4 

 
Pik3 642,28 1,27 20,2 

 
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. AktywnoŜĺ materiağ·w matrycowych 

Badania aktywnoŜci enzymatycznej materiağ·w matrycowych zostağy przeprowadzone w celu 

oceny wpğywu modyfikacji nanomateriağ·w jonami manganu i miedzi na ich wğaŜciwoŜci 

katalityczne.  Analizowano zar·wno aktywnoŜĺ proteolitycznŃ i przeciwrodnikowŃ, co pozwoliğo 

na wyb·r materiağ·w jako matryc do immobilizacji enzym·w lub ich zastosowanie jako 

nanozym·w. 

2.1. AktywnoŜĺ proteolityczna ï metoda kazeinowa 

Metoda kazeinowa, opierajŃca siň na analizie rozkğadu biağka mleka w procesie hydrolizy, 

zostağa zastosowana do oceny aktywnoŜci proteolitycznej badanych nanomateriağ·w. Pozwoliğo to 

na okreŜlenie ich zdolnoŜci do przeprowadzania reakcji hydrolitycznej, co umoŨliwiğo selekcjň 

materiağ·w o niskiej aktywnoŜci proteolitycznej jako potencjalnych kandydat·w do immobilizacji. 

Rysunek 11 przedstawia wyniki badania aktywnoŜci proteolitycznej dla nanomateriağ·w  

(ZnOïMnxOyïCuOï13, ZnOïMnxOyïCuOï31, ZnOïMnxOyïCuOï33, HAP/Mn/Cuï11, 

HAP/Mn/Cuï21, BGïMnï1, BGïMnï3, BGïCuï1, FGïMnï3, FGïCuï3) wyraŨonej  

w mUnit/mg.  

Materiağ ZnOïMnxOyïCuOï13 (1,88 mUnit/mg) nie wykazağ znaczŃcej aktywnoŜci 

proteolitycznej, a nanomateriağy o wyŨszych udziağach molowych dodatk·w metali osiŃgnňğy 

aktywnoŜci 23,5 mUnit/mg (ZnOïMnxOyïCuOï31) i 28,0 mUnit/mg (ZnOïMnxOyïCuOï33).  

Dla nanomateriağ·w tlenkowych zauwaŨalny jest wpğyw dodatku manganu na wzrost aktywnoŜci 

proteolitycznej materiağ·w, co dobrze ilustruje para ZnOïMnxOyïCuOï13 i ZnOïMnxOyïCuOï33, 

gdzie wystňpuje r·Ũnica w iloŜci dodatku manganu (zmiana udziağu molowego z 0,1 do 0,3). 

AktywnoŜĺ tlenk·w manganu byğa badana przez zesp·ğ Chen Z. i in. [230] ï dowiedziono, Ũe Mn2O3 

i Mn3O4 charakteryzowağy siň najwyŨszymi aktywnoŜciami oksydacyjnymi (podobnymi do grup 

peroksydaz i oksydaz). Takie struktury sŃ r·wnieŨ obecne w badanych nanotlenkach  

ZnOïMnxOyïCuOï33, co potwierdza wpğyw modyfikacji manganem na zwiňkszenie aktywnoŜci 

proteolitycznej.  

Materiağy hydroksyapatytowe charakteryzowağy siň ŜredniŃ aktywnoŜciŃ 16 mUnit/mg dla 

HAP/Mn/Cuï11 oraz 18 mUnit/mg dla HAP/Mn/Cuï21. Materiağ BGïMnï1 charakteryzowağ siň 

aktywnoŜciŃ na poziomie 22,7 mUnit/mg, a materiağ BGïMnï3 miağ wyŨszŃ aktywnoŜĺ  

40,9 mUnit/mg. Materiağ szlisty z dodatkiem miedzi BGïCuï1 wykazywağ aktywnoŜĺ  

17,6 mUnit/mg. Materiağy szkliste typu FG charakteryzowağy siň podobnŃ zaleŨnoŜciŃ ï materiağ 
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FGïMnï3 wykazağ 50,7 mUnit/mg, a FGïCuï3 miağ 23,8 mUnit/mg. Wszystkie materiağy szkliste 

z dodatkiem manganu wykazywağy wyŨszŃ aktywnoŜĺ w rozkğadzie biağka niŨ te z dodatkiem 

miedzi. WyŨsza aktywnoŜĺ hydrolityczna materiağ·w szklistych zawierajŃcych jony manganu 

wynika z wyŨszej reaktywnoŜci chemicznej manganu. Mangan jako pierwiastek moŨe zmieniaĺ 

stany utlenienia (+2, +3 lub +4) o wiňcej stopni niŨ miedŦ (+1, +2), co umoŨliwia jego udziağ  

w reakcjach i koordynacjň grup funkcyjnych substratu.  

W przypadku materiağ·w szklistych, dodatek jednego z jon·w nadawağ im aktywnoŜĺ wyŨszŃ 

lub por·wnywalnŃ z aktywnoŜciŃ nanomateriağ·w tlenkowych i hydroksyapatytowych, kt·re 

zawierağy oba jony. Znaczne zwiňkszenie aktywnoŜci materiağ·w szklistych przypisano wiňkszej 

porowatoŜci i rozwiniňciu powierzchni tych materiağ·w w stosunku do materiağ·w 

hydroksyapatytowych i tlenkowych. Biağka o mniej zwartej strukturze przestrzennej (takie jak 

stosowana kazeina), kt·re wnikajŃ w pory materiağu, mogŃ ğŃczyĺ siň z nim i rozwijaĺ siň  

(ang. unfolding), co prowadzi do degradacji biağka. W badaniach Jiang T. i in. [231] dowiedziono, 

Ũe ğŃczenie biağka albuminy woğowej w strukturze krzemionki (SiO2) prowadzi do rozwiniňcia 

struktury biağka z alfa helis do luŦnych losowych pňtli ğaŒcucha polipeptydowego i beta harmonijek. 

PodkreŜlono r·wnieŨ, Ũe dodatek Ca2+ w materiale krzemionki zapobiegağ degradacji struktury 

biağka. W badaniach Joshi N i in. [232] sprawdzano wpğyw krzemianu sodu na aktywnoŜĺ proteazy 

i dowiedziono, Ũe 2,5% dodatek krzemianu moŨe 2,75 krotnie (zmiana 11 U/ml do 4 U/ml) obniŨyĺ 

aktywnoŜĺ enzymatycznŃ. W przypadku materiağ·w szklistych o niŨszych aktywnoŜciach, moŨna 

wnioskowaĺ, Ũe wpğyw niemodyfikowanego materiağu szklistego dodatkowo obniŨağ aktywnoŜĺ.  

W badaniach Pathak A. i in. [233] izolowano proteazň z Bacillus aryabhattai, bakterii obecnej 

w odpadach drobiowych, a nastňpnie sprawdzano jej aktywnoŜĺ w zmiennych parametrach 

(tempratury, czasu, rozpuszczalnik·w, jon·w). Dowiedziono, Ũe dodanie chlorku miedzi (II) 

wpğynňğo negatywnie na aktywnoŜĺ enzymu obniŨajŃc jŃ do 88% (aktywnoŜĺ natywnego enzymu 

byğa przyjňta jako 100%). Przeciwny efekt zaobserwowano dla jon·w manganu (II) ï ich obecnoŜĺ 

podniosğa aktywnoŜĺ o 10%. Jest to efekt r·wnieŨ obserwowany w badanych nanomateriağach,  

w kt·rych obecnoŜĺ jonu miedzi obniŨa aktywnoŜĺ (jak np. 22,7 mUnit/ml dla BGïMnï1  

i 17,6 mUnit/ml dla BGïCuï1) lub gdy zwiňkszenie udziağu molowego jonu manganu (z 1 do 2) 

zwiňksza aktywnoŜĺ materiağu ï jak dla HAP/Mn/Cuï11 (16,2 mUnit/mg) i HAP/Mn/Cuï21  

(18,6 mUnit/mg). 
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Rysunek 11. AktywnoŜĺ proteolityczna wyraŨona jako mUnit/mg, wyznaczona dla badanych nanomateriağ·w:  
ZnOïMnxOyïCuOï13, ZnOïMnxOyïCuOï31, ZnOïMnxOyïCuOï33, HAP/Mn/Cuï11, HAP/Mn/Cuï21, BGïMnï1, 

BGïMnï3, BGïCuï1, FGïMnï3, FGïCuï3. 

Gğ·wnym kryterium wyboru nanomateriağ·w do immobilizacji byğa najniŨsza aktywnoŜĺ 

proteolityczna. Wykorzystana analiza rozkğadu kazeiny opiera siň o kolorymetryczne oznaczenie 

stňŨenia tyrozyny powstajŃcej w reakcji. Rozkğad kazeiny nastňpuje w procesie hydrolizy, przez 

rozerwanie wiŃzaŒ peptydowych, podstawienie grup -OH i uwolnienie tyrozyny. Analiza wynik·w 

pozwala przybliŨyĺ spos·b oddziağywania nanomateriağ·w w reakcjach hydrolizy, kt·rej podobny 

mechanizm prezentujŃ enzymy z grupy hydrolaz wykorzystywane w tej pracy (lipaza). OkreŜlenie 

przydatnoŜci materiağ·w jako matryc do immobilizacji potwierdzono po wykonaniu analizy 

aktywnoŜci przeciwrodnikowej. 

2.2. AktywnoŜĺ przeciwrodnikowa ï metoda ABTS 

Metoda ABTS (2,2'ïazynoïbis(3ïetyloïbenztiazolinoï6ïsulfonianu)) zostağa wykorzystana do 

oceny potencjağu przeciwrodnikowego badanych nanomateriağ·w poprzez analizň redukcji rodnika 

ABTS . W poğŃczeniu z metodŃ kazeinowŃ, sğuŨŃcŃ do oceny aktywnoŜci hydrolitycznej, 

umoŨliwiğo to selekcjň materiağ·w odpowiednich do immobilizacji oraz pozwoliğo na okreŜlenie 

potencjalnej aktywnoŜci nanozym·w (w charakterze oksydoreduktaz). AktywnoŜĺ 

przeciwrodnikowa nie stanowiğa kryterium wykluczajŃcego dany materiağ, jednak nie powinna 

dominowaĺ, aby umoŨliwiĺ powstawanie poŜrednich produkt·w reakcji enzymatycznych i nie 

zaburzaĺ ich przebiegu. Niemniej jednak, dodatkowa aktywnoŜĺ przeciwrodnikowa moŨe byĺ 

korzystna w koŒcowej fazie reakcji, przyczyniajŃc siň do redukcji pozostağych rodnik·w [234,235]. 
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Rysunek 12 prezentuje wyniki aktywnoŜci przeciwrodnikowej oznaczanej metodŃ ABTS 

wyraŨonŃ jako stňŨenie Troloxu [ÕMol/ml] dla nanomateriağ·w: ZnOïMnxOyïCuOï13,  

ZnOïMnxOyïCuOï31, ZnOïMnxOyïCuOï33, HAP/Mn/Cuï11, HAP/Mn/Cuï21, BGïMnï1, 

BGïMnï3, BGïCuï1, FGïMnï3, FGïCuï3.  

Widoczny jest wpğyw zwiňkszenia udziağu molowego manganu (z 1 do 3) w materiağach 

tlenkowych na redukcjň rodnika ABTS. AktywnoŜĺ ZnOïMnxOyïCuOï31 (24,6 ÕMol/ml) jest 

wyŨsza niŨ ZnOïMnxOyïCuOï13 (6,8 ÕMol/ml). JednakŨe zwiňkszenie stosunku molowego do  

3 obu dodatk·w (manganu i miedzi) zmniejszyğo aktywnoŜĺ materiağu ZnOïMnxOyïCuOï33  

(13,6 ÕMol/ml), co wynika z hamujŃcego wpğywu miedzi oraz znoszŃcej siň aktywnoŜci obu jon·w. 

Efekt ten zostağ opisany w badaniach zespoğu Vuļiniĺ [236] dotyczŃcych wpğywu manganu (Mn2+) 

i miedzi (Cu2+) na cykle katalityczne peroksydazy, zar·wno in vitro, jak i in vivo w kukurydzy  

(Zea mays L.), z wykorzystaniem kwasu pïkumarowego jako substratu reakcji. Badania in vitro 

analizowağy aktywujŃcy wpğyw Mn2+ i hamujŃcy Cu2+ na aktywnoŜĺ peroksydazy. Zbadano 

r·wnieŨ wpğyw obu jon·w na aktywnoŜĺ katalizujŃcŃ reakcje rozkğadu H2O2 i dowiedziono ich 

przeciwstawnego wpğywu na przebieg reakcji. AktywnoŜĺ enzymu wyniosğa 0,87 ÕMol/mg/min,  

a po dodaniu jon·w spadğa do 0,81 ÕMol/mg/min. Wiňkszy stosunek molowy  manganu miağ teŨ 

wpğyw na zwiňkszenie aktywnoŜci w materiağach HAP/Mn/Cu-11 i HAP/MN-Cu-21, kt·rych 

aktywnoŜĺ wyniosğa odpowiednio: 5,7 ÕMol/ml i 8,1 ÕMol/ml. 

Podobny aktywujŃcy wpğyw manganu obserwuje siň dla materiağ·w szklistych, kt·rych 

aktywnoŜci przekroczyğy 30,0 ÕMol/ml. NajwyŨszŃ aktywnoŜciŃ charakteryzowağy siň materiağy 

BGïMnï1 (43,2 ÕMol/ml) i BGïMnï3 (42,7 ÕMol/ml), nastňpnie FGïMnï3 (42,1 ÕMol/ml) oraz 

FGïCuï3 (41,2 ÕMol/ml), a najniŨszŃ aktywnoŜciŃ materiağ BGïCuï1 (30,8 ÕMol/ml). Otrzymane 

dane sŃ nieznacznie niŨsze niŨ aktywnoŜĺ CuO otrzymanego w badaniach Rehana D. i in. [237], 

gdzie chemiczne syntezowany tlenek miağ aktywnoŜĺ 54,08 ÕMol/ml. Badacze scharakteryzowali 

dodatkowo CuO syntezowany z zastosowaniem ekstrakt·w roŜlinnych, kt·rych aktywnoŜci byğy 

niŨsze ï od 21 ÕMol/ml do 37 ÕMol/ml. Zmniejszenie aktywnoŜci przeciwrodnikowej w obecnoŜci 

jon·w Cu2+ opisali Yao S. i in. [238] sprawdzajŃc aktywnoŜĺ przeciwutleniajŃcŃ ekstrakt·w 

winnych.  

Z kaŨdej z grup nanomateriağ·w (I ï nanomateriağy tlenkowe, II ï nanomateriağy fosforanowe, 

III ï nanomateriağy szkliste BG lub FG) wybrano materiağ o najniŨszej aktywnoŜci proteolitycznej 

jako materiağ do immobilizacji enzym·w, kierujŃc siň zasadŃ, Ũe matryca przeznaczona do 

immobilizacji nie powinna wykazywaĺ aktywnoŜci w hydrolizie biağek. Na podstawie wynik·w 
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tych badaŒ wybrano nastňpujŃce materiağy z kaŨdej z grup do etapu immobilizacji biağek:  

ZnOïMnxOyïCuOï13, HAP/Mn/Cuï11, BGïMnï1, BGïCuï1, FGïCuï3.  

 

Rysunek 12. AktywnoŜĺ przeciwrodnikowa wyraŨona jako stňŨenie Troloxu w ÕMol/ml materiağu dla 

materiağ·w: ZnOïMnxOyïCuOï13, ZnOïMnxOyïCuOï31, ZnOïMnxOyïCuOï33, HAP/Mn/Cuï11, 

HAP/Mn/Cuï21, BGïMnï1, BGïMnï3, BGïCuï1, FGïMnï3, FGïCuï3. 

Obecnie badane w literaturze materiağy wykazujŃce wğaŜciwoŜci katalityczne Ăjak enzymò 

(ang. enzymeïlike) imitujŃ wğaŜciwoŜci enzym·w z grup oksydoreduktaz (takich jak katalaza czy 

peroksydaza), kt·re majŃ na celu redukcjň rodnik·w wytwarzanych w procesach biokatalitycznych. 

W zwiŃzku z tym, materiağy charakteryzujŃce siň wysokŃ aktywnoŜciŃ proteolitycznŃ, co ogranicza 

ich zastosowanie jako matryc do immobilizacji enzym·w, poddano dalszej analizie pod kŃtem ich 

aktywnoŜci przeciwrodnikowej. Uzyskane wyniki pozwoliğy na okreŜlenie materiağ·w:  

ZnOïMnxOyïCuOï31, ZnOïMnxOyïCuOï33, HAP/Mn/Cuï21, BGïMnï3, FGïMnï3 jako 

potencjalnych nanozym·w. 

3. Badania materiağ·w immobilizowanych 

3.1. Badania immobilizacji  pojedynczej 

W kolejnym etapie badaŒ unieruchamiano enzymy na nanomateriağach wybranych na podstawie 

danych z wstňpnego badania aktywnoŜci. Badania miağy na celu wyb·r parametr·w (stňŨenia 

enzym·w) do koimmobilizacji, a immobilizacjň prowadzono z wykorzystaniem pojedynczych 

enzym·w. W tabeli 8 zawarto wyniki dla poszczeg·lnych enzym·w immobilizowanych pojedynczo 

na nanomateriağach. Do dalszych badaŒ wybrano roztwory enzym·w o stňŨeniu pozwalajŃcym na 
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osiŃgniňcie najwyŨszej wydajnoŜci immobilizacji [%], a nastňpnie pojemnoŜci sorpcyjnej 

(wyr·Ũnione wartoŜci w Tabela 8). 

W immobilizacji enzym·w na powierzchniach materiağ·w widoczny byğ wpğyw skğadu 

materiağu i  jego powierzchni wğaŜciwej na wydajnoŜĺ immobilizacji czy iloŜĺ osadzonego biağka. 

Przykğadowo, w immobilizacji lipazy, nanomateriağ FGïCuï3 charakteryzowağ siň wyŨszŃ 

wydajnoŜciŃ immobilizacji niŨ ZnOïMnxOyïCuOï13, co przypisano rozwiniňtej powierzchni 

wğaŜciwej (129,5 m2/g i 14,6 m2/g, odpowiednio). Podobnie dla materiağ·w BGïMnï1 i BGïCuï1 

dla kt·rych iloŜĺ osadzonego biağka oraz wydajnoŜĺ immobilizacji lakkazy byğy r·Ũne (22% i 36%, 

odpowiednio). Materiağy miağy podobnŃ powierzchniň wğaŜciwŃ (50,9 m2/g i 56,3 m2/g), natomiast 

r·Ũnice w wydajnoŜci immobilizacji przypisano obecnoŜci dodatku jonu (Cu2+) w materiale  

BGïCuï1. Lakkaza jest enzymem o miedziowych centrach aktywnych, co sprzyja ğŃczeniu enzymu 

z materiağami zawierajŃcymi miedŦ [239]. ObecnoŜĺ jonu miedzi w materiale HAP/Mn/Cuï11 

pozytywnie wpğynňğa na wydajnoŜĺ immobilizacji lakkazy (67%), co byğo najwyŨszym wynikiem 

wŜr·d badanych materiağ·w wykorzystanych do immobilizacji tego enzymu. Materiağy 

hydroksyapatytowe sŃ dobrze opisanymi w literaturze materiağami czňsto wykorzystywanymi do 

immobilizacji i badaŒ biologicznych ze wzglňdu na swojŃ biokompatybilnoŜĺ. ZwierajŃ r·wnieŨ 

jony Ca2+, kt·re sŃ kofaktorami enzym·w oraz aniony PO4
3-, dziňki kt·rym enzymy mogŃ 

przyğŃczaĺ siň do materiağu zar·wno grupami karboksylowymi i aminowymi [240]. Jony te 

wystňpujŃ r·wnieŨ w materiağach FGïCuï3 i BGïCuï1 oraz BGïMnï1, co potwierdza wyb·r tych 

materiağ·w do immobilizacji enzym·w. JednakŨe, warto podkreŜliĺ, Ũe wydajnoŜĺ immobilizacji 

lub iloŜĺ osadzonego biağka nie gwarantuje zachowania aktywnoŜci enzymu po procesie 

immobilizacji na nanomateriale [241]. Zatem, mimo r·Ũnic w wynikach, wszystkie badane 

nanomateriağy wykorzystano w koimmobilizacji enzym·w, kt·ra byğa gğ·wnym celem niniejszej 

pracy.  

Tabela 8. Parametry immobilizacji (stňŨenie poczŃtkowe roztwor·w enzym·w, wydajnoŜĺ immobilizacji, 

iloŜĺ osadzonego biağka)  pojedynczych enzym·w (peroksydazy chrzanowej ï HRP, lipazy ï LIP, katalazy 

ïCAT, lakkazy ï LAC) na nanomateriağach: ZnOïMnxOyïCuOï13, HAP/Mn/Cuï11, BGïMnï1,  

BGïCuï1, FGïCuï3. 

Materiağ Enzym 

StňŨenie 

zakğadane 

roztworu enzymu 

StňŨenie 

rzeczywiste 

roztworu enzymu 

WydajnoŜĺ 

immobilizacji 

[%] 

IloŜĺ 

osadzonego 

biağka [mg/g] 

ZnOïMnxOyï

CuOï13 

 

HRP 

0,5 mg/ml 0,68 mg/ml 45%Ñ1% 15,3Ñ3,8 

1,0 mg/ml 0,90 mg/ml 44%Ñ3% 16,7Ñ0,9 

1,5 mg/ml 0,96 mg/ml 45%Ñ1% 18,2Ñ0,5 



94 

 

LIP 

0,5 mg/ml 0,79 mg/ml 3%Ñ2% 1,1Ñ0,6 

1,0 mg/ml 1,20 mg/ml 1%Ñ1% 0,9Ñ0,5 

1,5 mg/ml 1,46 mg/ml 9%Ñ3% 6,1Ñ2,3 

FGïCuï3 

 

HRP 

0,5 mg/ml 0,75 mg/ml 51%Ñ1% 23,5Ñ5,9 

1,0 mg/ml 0,90 mg/ml 54%Ñ1% 24,2Ñ0,1 

1,5 mg/ml 1,22 mg/ml 63%Ñ1% 38,2Ñ0,4 

LIP 

0,5 mg/ml 0,80 mg/ml 28%Ñ2% 10,8Ñ1 

1,0 mg/ml 1,20 mg/ml 23%Ñ4% 12,7Ñ2,2 

1,5 mg/ml 1,46 mg/ml 27%Ñ2% 20,5Ñ2,1 

BGïCuï1 

CAT 

0,5 mg/ml 0,57 mg/ml 41%Ñ17% 11,7Ñ3,1 

1,0 mg/ml 1,17 mg/ml 61%Ñ7% 38,1Ñ4,2 

1,5 mg/ml 1,57 mg/ml 56%Ñ6% 45,2Ñ10,6 

LAC 

0,5 mg/ml 0,7 mg/ml 14%Ñ10% 5,6Ñ2,9 

1,0 mg/ml 1,3 mg/ml 34%Ñ2% 21,5Ñ1,2 

1,5 mg/ml 2,0 mg/ml 36%Ñ3% 35,8Ñ3,3 

BGïMnï1 

CAT 

0,5 mg/ml 0,60 mg/ml 5%Ñ0% 1,4Ñ0,1 

1,0 mg/ml 1,0 mg/ml 12%Ñ6% 6,5Ñ3,9 

1,5 mg/ml 1,61 mg/ml 39%Ñ3% 33,2Ñ1,8 

LAC 

0,5 mg/ml 0,62 mg/ml 20%Ñ7% 6,5Ñ2,7 

1,0 mg/ml 1,1 mg/ml 19%Ñ5% 10,3Ñ3,1 

1,5 mg/ml 1,92 mg/ml 22%Ñ3% 22,3Ñ2,0 

 

HAP/Mn/Cuï

11 

 

CAT 

0,5 mg/ml 0,5 mg/ml 17%Ñ2% 4,1Ñ0,4 

1,0 mg/ml 1,02 mg/ml 22%Ñ2% 11,2Ñ0,7 

1,5 mg/ml 1,39 mg/ml 13%Ñ1% 8,5Ñ0,8 

LAC 

0,5 mg/ml 0,85 mg/ml 58%Ñ5% 29,4Ñ9,2 

1,0 mg/ml 1,24 mg/ml 67%Ñ2% 41,6Ñ1,1 

1,5 mg/ml 1,78 mg/ml 59%Ñ4% 53,5Ñ4,1 

3.2. Badania koimmobilizacji 

W tym etapie badaŒ, immobilizowano po dwa enzymy na nanomateriale, o stňŨeniu wybranym 

na podstawie wynik·w immobilizacji pojedynczej. Dla nanomateriağ·w ZnOïMnxOyïCuOï13  
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i FGïCuï3 stosowano stňŨenia roztwor·w peroksydazy chrzanowej i lipazy - 1,5 mg/ml. Dla  

BG-Cu-1 stosowano roztw·r katalazy w stňŨeniu 1,0 mg/ml i lakkazň ï 1,5 mg/ml. W immobilizacji 

enzym·w na materiale HAP/Mn/Cuï11 wykorzystano katalazň i lakkazň w stňŨeniu 1,0 mg/ml,  

a dla materiağu BG-Mn-1 stosowano stňŨenie roztworu obu enzym·w 1,5 mg/ml.  

W literaturze wykazano, Ũe ğŃczenie enzym·w w koimmobilizacji pozwala na stworzenie 

kaskad mechanizm·w katalitycznych, w kt·rych aktywnoŜci enzym·w sŃ do siebie 

komplementarne i wpğywajŃ na cağkowitŃ wyŨszŃ aktywnoŜĺ ukğadu [242]. Przykğadem jest 

poğŃczenie katalazy i lakkazy, gdzie katalaza rozkğada nadtlenek wodoru generujŃc tlen 

czŃsteczkowy, kt·ry jest wykorzystywany przez lakkazň w utlenianiu fenoli. Ponadto, udziağ 

katalazy w rozkğadzie niskoczŃsteczkowych produkt·w ubocznych oksydacji (takich jak reaktywne 

formy tlenu) wytworzonych przez lakkazň sprzyja zachowaniu aktywnoŜci ukğadu [243].  

W koimmobilizacji peroksydazy i lipazy, udziağ peroksydazy pozwala na oderwanie grup -OH czy 

-H z substratu reakcji, w kt·rych miejsce lipaza moŨe przyğŃczyĺ inne grupy funkcyjne. ObecnoŜĺ 

lipazy pozwala na dziağanie enzym·w r·wnieŨ w ukğadzie organicznym, nie tylko wodnym, 

poniewaŨ jest to enzym, kt·ry oddziağuje z substratami o hydrofobowym charakterze [244]. Enzymy 

mogŃ r·wnieŨ dziağaĺ odwrotnie, gdy lipaza rozpoczyna reakcjň (hydrolizň lub estryfikacjň), kt·ra 

prowadzi do powstania mağoczŃsteczkowych zwiŃzk·w, peroksydaza pozwoli na redukcjň takich 

reaktywnych produkt·w [245].  

W Tabela 9 przedstawiono wyniki immobilizacji podw·jnych dla kaŨdego z nanomateriağ·w: 

stosunek objňtoŜciowy dla kaŨdego z enzym·w, aktywnoŜĺ enzym·w po immobilizacji, obliczonŃ 

iloŜĺ osadzonego biağka (qe [mg/g]) i efektywnoŜĺ immobilizacji [%]. W badaniach wstňpnych 

sprawdzano r·wnieŨ inne stosunki objňtoŜciowe roztwor·w enzym·w. Przyjňto kryteria wyboru 

stosunk·w objňtoŜciowych stosowanych roztwor·w enzym·w, kt·ry zaleŨağ od 1) efektywnoŜci 

immobilizacji, 2) iloŜci osadzonego biağka, 3) aktywnoŜci koimmobilizowanego ukğadu. 

Dla nanomateriağ·w ZnOïMnxOyïCuOï13 i FGïCuï3 ğŃczonych z lipazŃ i peroksydazŃ, 

stosunek objňtoŜciowy prezentowany w tabeli 8, zapewniağ najwyŨszŃ efektywnoŜĺ immobilizacji  

i aktywnoŜĺ nanosystemu. Nanomateriağy ZnOïMnxOyïCuOï13 i FGïCuï3 wykazujŃ najwyŨszŃ 

efektywnoŜĺ immobilizacji enzym·w, osiŃgajŃc odpowiednio 73% i 78%. Oba materiağy 

charakteryzujŃ siň r·wnieŨ dobrŃ pojemnoŜciŃ sorpcyjnŃ, wynoszŃcŃ 33,0 i 36,0 mg/g. W badaniach 

wstňpnych sprawdzono r·wnieŨ inne stosunki objňtoŜciowe dodawanych enzym·w i zmiana 

stosunku objňtoŜciowego peroksydazy (HRP) do lipazy (LIP) powodowağa zmniejszenie 

efektywnoŜci immobilizacji. Dla nanomateriağu FGïCuï3 efektywnoŜĺ wyniosğa 56% i 32% gdy 
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udziağ HRP:LIP wynosiğ odpowiednio 0,5:0,5 i 0,75:0,25. Dla nanomateriağu ZnOïMnxOyïCuOï

13 efektywnoŜĺ wyniosğa 47% i 27% gdy udziağ HRP:LIP wynosiğ odpowiednio 0,5:0,5 i 0,75:0,25. 

Dla nanomateriağu BGïCuï1 prezentowany w tabeli 9 stosunek roztwor·w enzym·w katalazy 

do lakkazy (0,5:0,5) dawağ najwyŨszy wynik wydajnoŜci immobilizacji. W badaniach wstňpnych, 

efektywnoŜĺ immobilizacji dla innych stosunk·w objňtoŜciowych (katalazy do lakkazy 0,25:0,75  

i 0,75:0,25) wyniosğa 59% i 63%. BGïCuï1 ma efektywnoŜĺ immobilizacji (70%) i pojemnoŜciŃ 

sorpcyjnŃ na poziomie 27,7 mg/g oraz wykazuje aktywnoŜĺ enzymu lakkazy (11,37 mUnit/ml). Dla 

materiağu BGïMnï1 inny stosunek objňtoŜciowy enzym·w (0,25:0,75 CAT:LAC) pozwoliğ na 

osiŃgniňcie 52% efektywnoŜci immobilizacji biağek, jednak po por·wnaniu iloŜci osadzonego biağka 

(20,82 mg/g do 21,26 mg/g), zdecydowano o wyborze stosunku prezentowanego w tabeli 9.  

Materiağ BGïMnï1 wykazuje najniŨszŃ wŜr·d przedstawionych materiağ·w efektywnoŜĺ 

immobilizacji (48%) i wartoŜĺ pojemnoŜci sorpcyjnej (21,26 mg/g). Dla tego materiağu r·wnieŨ 

zmiana stosunku objňtoŜciowego biağek wpğywağa na zmniejszenie efektywnoŜci immobilizacji, co 

potwierdziğo wyb·r stosunku 0,75:0,25 CAT:LAC. HAP/Mn/Cuï11 charakteryzuje siň wartoŜciŃ 

immobilizacji 60% i dobrŃ pojemnoŜciŃ sorpcyjnŃ (43,3 mg/g). 

Podobne wartoŜci dla immobilizacji lakkazy zaobserwowano w badaniach Wysokowski M. i in. 

[70], gdzie na film chitozanowy po 2 h immobilizacji unieruchomiono okoğo 25 mg biağka, co 

dawağo okoğo 50% efektywnoŜci procesu. W badaniach Jin X. i in. [246] immobilizowano 

chloroperoksydazň i peroksydazň chrzanowŃ na nanomateriale ZnO/SiO2 przez 15 h metodŃ 

sieciowania. Po zakoŒczeniu procesu iloŜĺ unieruchomionego enzymu peroksydazy chrzanowej 

wyniosğa 52,8 mg/g noŜnika. Dla nanomateriağ·w tlekowych waŨnym czynnikiem sprzyjajŃcym 

immobilizacji enzym·w jest ich oddziağywanie elektrostatyczne na biağka, co opisane zostağo  

w badaniach Shang C. i in. [247]. Badacze wykorzystali nanowğ·kna ZnO do zwiňkszenia iloŜci 

osadzanego biağka na materiale krzemionkowym, co przypisano oddziağywaniu elektrostatycznemu 

miňdzy ZnO i immobilizowanym enzymem oraz dodatkowemu rozwiniňciu powierzchni wğaŜciwej 

materiağu. W badaniach Babaki M. i in. [248] przygotowano nanostruktury krzemionkowe 

modyfikowane grupami epoksydowymi do immobilizacji trzech typ·w lipaz otrzymanych  

z grzyb·w i bakterii. Dla kaŨdego z enzym·w osiŃgniňto okoğo 36 mg/g iloŜci osadzonego biağka. 

Nastňpnie ukğady byğy por·wnywane w reakcjach produkcji biopaliwa.  

Podobne wyniki zostağy uzyskane dla przedstawionych w tej pracy nanosystem·w (33 mg/g  

i 36 mg/g). W badaniach Liang H. i in. [158] immobilizowano oksydazň glukozowŃ i peroksydazň 

chrzanowŃ na modyfikowanym hydroŨelu Zn2+/adenozynoï5ôïmonofosforanu osiŃgajŃc 50% 
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wydajnoŜci immobilizacji. Enzymy byğy przygotowane w stňŨeniu 1 mg/ml i dodawane do 

mieszaniny tworzŃcej nanowğ·kna hydroŨelu (ğŃcznie 300 Õl mieszaniny). Przykğadowo,  

w badaniach Liu Y. i in. [249] immobilizacja oksydazy glukozowej i katalazy w mikrosferach 

chitozanowych osiŃgağa pozwoliğa na osadzenie do 58,28 mg/g enzymu na noŜniku.  

Tabela 9. Wyniki koimmobilizacji enzym·w na wybranych materiağach. W tabeli podano oznaczenia 

enzym·w i stňŨenia poczŃtkowe ich roztwor·w stosowanych w koimmobilizacji, stosunek objňtoŜciowy 

roztwor·w enzym·w uŨytych w immobilizacji, iloŜĺ osadzonego biağka (qe) i efektywnoŜĺ immobilizacji 

(I%). 

Nanomateriağ Enzym 1 Enzym 2 

Stosunek 

objňtoŜciowy 

roztwor·w 

enzym·w 

qe [mg/g] I [%] 

ZnOïMnxOyïCuOï13 
HRP 

C=1,5 mg/ml 

LIP 

C=1,5 mg/ml 
0,25:0,75 33,0Ñ0,1 73Ñ3% 

FGïCuï3 
HRP 

C=1,5 mg/ml 

LIP 

C=1,5 mg/ml 
0,25:0,75 36,0Ñ1,0 78Ñ2% 

BGïCuï1 
CAT 

C=1,0 mg/ml 

LAC 

C=1,5 mg/ml 
0,50:0,50 27,7Ñ1,1 70Ñ1% 

BGïMnï1 
CAT 

C=1,5 mg/ml 

LAC 

C=1,5 mg/ml 
0,75:0,25 21,26Ñ0,1 48Ñ0% 

HAP/Mn/Cuï11 
CAT 

C=1,0 mg/ml 

LAC 

C=1,0 mg/ml 
0,25:0,75 43,3Ñ0,8 60Ñ0% 

 

3.3. Potwierdzenie immobilizacji ï analiza FTIRïATR 

Przeprowadzono analizň FTïIR ATR (Rysunek 13), w celu por·wnania grup funkcyjnych 

miňdzy nanosystemami multiproteinowymi i wolnymi enzymami. Zaobserwowane zmiany  

w widmach potwierdzajŃ obecnoŜĺ enzym·w na powierzchniach materiağ·w.  

Na rysunku 13A, 13B widoczne sŃ widma dla system·w immobilizowanych: BGïCuï1ïCATï

LAC, BGïMnï1ïCATïLAC, HAP/Mn/Cuï11ïCATïLAC oraz enzym·w lakkazy (LAC)  
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i katalazy (CAT). W wszystkich widmach koimmobilizowanych nanomateriağ·w widoczne sŃ 

pasma pokrywajŃce siň z tymi obecnymi w widmach enzym·w. Widoczne jest pasmo o wiňkszej 

intensywnoŜci w obszarze 1100 cmï1, kt·re jest r·wnieŨ obecne w widmie lakkazy. Podobnie, 

pasmo przy 1700 cmï1 pochodzŃce od katalazy.  

Na rysunku 13C, 13D por·wnane zostağy nanomateriağy immobilizowane: ZnOïMnxOyïCuOï

13ïHRPïLIP, FGïCuï3ïHRPïLIP oraz enzymy: peroksydaza chrzanowa (HRP) i lipaza (LIP). Na 

wykresie r·wnieŨ widoczne sŃ dwa obszary, w kt·rych moŨna zauwaŨyĺ pasma zwiŃzane z 

enzymami: 1000 cmï1 i 1650 cmï1, tak jak na rysunku 13A i 13B. Na rysunkach dla 

immobilizowanych materiağ·w, widoczne jest szerokie pasmo w obszarze 3200ï3500 cmï1, 

wystňpujŃce r·wnieŨ w biağkach. Pasma widoczne w obszarze widma 1000ï1200 cmï1 zwiŃzane sŃ 

z drganiami wiŃzaŒ amidowych CïN, a drugie pasmo (1650 cmï1) odpowiada wiŃzaniom 

karbonylowym C=O obecnym w biağkach [250,251], natomiast ostatnie szerokie pasmo odpowiada 

grupom ïOH i ïNH (3200ï3500 cmï1) [252]. Powt·rzenie tych pasm w koimmobilizowanych 

nanomateriağach, potwierdza przyğŃczenie biağek na powierzchni noŜnik·w. 

Poza pasmami zwiŃzanymi z immobilizacjŃ biağek, na rysunkach widoczne sŃ charakterystyczne 

pasma zwiŃzane ze strukturami fosforanowymi, krzemowymi oraz tlenk·w metali. Dla widma 

pr·bki HAP/Mn/Cuï11ïCATïLAC zaobserwowano pasma w kilku obszarach, kt·re odpowiadajŃ 

odpowiednim wiŃzaniom: 550 cmï1 (OïPïO), 850 cmï1 (grupa HPO42ï), 974 cmï1 (PïO),  

1300 cmï1 (grupa HPO42ï) [253].  

W widmach materiağ·w BGïMnï1ïCATïLAC i BGïCuï1ïCATïLAC widoczne sŃ pasma 

zwiŃzane z grupami krzemianowymi i wbudowanymi metalami (w formie fosforan·w), szczeg·lnie 

w obszarze 450 cmï1 i 500 cmï1 poniewaŨ sŃ one zwiŃzane z drganiami PïOïP i OïSiïO. Ponadto, 

w obszarze 780 cmï1 i 970 cmï1 moŨna wyr·Ũniĺ grupy SiïOïSi oraz drgania  

asymetryczne PïO [254,255].  

Dla widma szkğa FGïCuï3ïHRPïLIP moŨna r·wnieŨ wyr·Ũniĺ drgania przy 450 cmï1, 

odpowiadajŃce modyfikacji miedziŃ zwiŃzane z obecnoŜciŃ fosforanu miedzi potwierdzonŃ analizŃ 

XRD, identyfikowane jako PïOïCu. Dodatkowo, widoczne jest kolejne pasmo przy 600 cmï1 

odpowiadajŃce drganiom OïPïO oraz przy 800 cmï1 dla SiïOïSi [256,257].  

W materiale nanotlenkowym ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP, widoczna jest poczŃtkowa 

nachylona czňŜĺ widma oraz pasmo w obszarze 500 cmï1 zwiŃzane z drganiami MeïO 

odpowiadajŃcymi tlenkom metali zawartymi w strukturze materiağu [189,258].  
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Rysunek 13. Widma FTïIR ATR dla nanomateriağ·w niemodyfikowanych, nanomateriağ·w po 

immobilizacji i odpowiadajŃcych im enzym·w: A) materiağy BGïCuï1ïCATïLAC, BGïMnï1ïCATï

LAC, B) HAP/Mn/Cuï11ïCATïLAC z immobilizowanŃ katalazŃ (CAT) i lakkazŃ (LAC), C) materiağy 

ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP i D) FGïCuï3ïHRPïLIP z immobilizowanŃ lipazŃ (LIP) i peroksydazŃ 

(HRP). 

4. Badania aktywnoŜci enzymatycznej 

Dla badanych nanosystem·w koimmobilizowanych oznaczono poczŃtkowe aktywnoŜci 

enzym·w (Tabela 10), po przeprowadzeniu koimmobilizacji zgodnie z parametrami podanymi  

w tabeli 9. Warto podkreŜliĺ, Ũe wyznaczona aktywnoŜĺ kaŨdego z enzym·w pochodziğa od masowo 

mniejszej zawartoŜci biağka. Przykğadowo w nanosystemie HAP/Mn/Cuï11 szacowana iloŜĺ biağka 

katalazy w ukğadzie to 0,54 mg, co obliczono na podstawie stosunk·w objňtoŜciowych i iloŜci 

osadzonego enzymu po koimmobilizacji zawartych w tabeli 9.   

A B 

C D 
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Tabela 10. AktywnoŜĺ poczŃtkowa po przeprowadzeniu koimmobilizacji dla badanych nanosystem·w. 

Nanomateriağ Enzym 1 Enzym 2 Enzym 1 akt. Enzym 2 akt. 

ZnOïMnxOyïCuOï13 HRP LIP 2,4Ñ0,7 mUnit/ml 1,7Ñ1,1 mUnit/ml 

FGïCuï3 HRP LIP 1,8Ñ0,5 mUnit/ml 2,3Ñ0,5 mUnit/ml 

BGïCuï1 CAT LAC 69Ñ1% 11,4Ñ3,5 mUnit/ml 

BGïMnï1 CAT LAC 88Ñ1% 4,9Ñ2,1 mUnit/ml 

HAP/Mn/Cuï11 CAT LAC 86Ñ0% 1,5Ñ0,5 mUnit/ml 

 

Nastňpnie, badano wpğyw koimmobilizacji na zachowanie aktywnoŜci enzymatycznej przez 

nanosystemy multiproteinowe w zmieniajŃcych siň warunkach pH w zakresie od 4 do 9. Oceniono 

aktywnoŜĺ ukğad·w pojedynczych enzym·w immobilizowanych na nanomateriağach oraz 

koimmobilizowanych nanosystem·w, aby oceniĺ ich stabilnoŜĺ w zmienionych warunkach 

Ŝrodowiskowych. 

Badania aktywnoŜci enzymatycznych przeprowadzono dla nanosystem·w multiproteinowych: 

¶ ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP, dla kt·rego badano aktywnoŜĺ peroksydazy i lipazy, 

¶ FGïCuï3ïHRPïLIP, dla kt·rego badano aktywnoŜĺ peroksydazy i lipazy, 

¶ HAP/Mn/Cuï11ïCATïLAC, dla kt·rego badano aktywnoŜĺ katalazy i lakkazy, 

¶ BGïMnï1ïCATïLAC, dla kt·rego badano aktywnoŜĺ katalazy i lakkazy, 

¶ BGïCuï1ïCATïLAC, dla kt·rego badano aktywnoŜĺ katalazy i lakkazy. 

 

4.1. AktywnoŜĺ lakkazy 

Wyniki aktywnoŜci wzglňdnej koimmobilizowanych nanosystem·w multiproteinowych   

(BGïMnï1ïCATïLAC, BGïCuï1ïCATïLAC, HAP/Mn/Cuï11ïCATïLAC) oraz 

odpowiadajŃcych im pojedynczych immobilizowanych nanomateriağ·w (BGïMnï1ïLAC, BGï

Cuï1ïLAC, HAP/Mn/Cuï11ïLAC) w zmiennym pH od 4 do 9 przedstawia Rysunek 14.  
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NajwyŨsza aktywnoŜĺ enzymu lakkazy (LAC) osiŃgniňta w pH = 6 zostağa przyjňta jako 100% 

(co odpowiadağo aktywnoŜci 22,6 mUnit/ml). W badaniach Yang Y. i in. [259] aktywnoŜĺ wolnej 

lakkazy r·wnieŨ osiŃgnňğa maksimum przy pH=6, a w pozostağym zakresie pH obserwowano 

spadek aktywnoŜci, co przyjmowağo charakterystyczny ksztağt krzywej dzwonowej. Podobny 

przebieg aktywnoŜci obserwowano w niniejszej pracy. 

W przypadku koimmobilizowanego nanosystemu BGïMnï1ïCATïLAC, maksymalna 

aktywnoŜĺ enzymatyczna osiŃgağa 40% aktywnoŜci enzymu wolnego. Co waŨne, aktywnoŜĺ 

lakkazy w nanosystemie koimmobilizowanym pochodzi od mniejszej iloŜci biağka. To znaczy, 

maksymalna teoretyczna iloŜĺ lakkazy osadzona na tym materiale moŨe wynieŜĺ 0,26 mg,  

a w tej reakcji wykorzystywano okoğo 0,05 mg tego enzymu. NajwyŨsze wartoŜci odnotowano przy 

pH=5 oraz pH=8, natomiast przy pH=6 aktywnoŜĺ spadağa do poziomu 20%. Co istotne,  

w Ŝrodowisku o pH=8 (aktywnoŜĺ wynoszŃca 40%) nanosystem ten zapewniağ o 20% wyŨszŃ 

aktywnoŜĺ lakkazy niŨ enzym w postaci wolnej (20%). W por·wnaniu do nanomateriağu z jednym 

enzymem BG-Mn-1-LAC, koimmobilizowany nanosystem BGïMnï1ïCATïLAC 

charakteryzowağ siň niŨszŃ aktywnoŜciŃ w pH=8 (55% i 39%, odpowiednio). Jednak, przy  

pH=4 materiağ BGïMnï1ïCATïLAC utrzymywağ aktywnoŜĺ na poziomie 20%, podczas gdy 

wolna lakkaza i BGïMnï1ïLAC traciğy cağkowicie swojŃ aktywnoŜĺ. Wskazuje to na lepszŃ 

stabilnoŜĺ enzymu po koimmobilizacji. Warto podkreŜliĺ wpğyw modyfikacji materiağu jonem 

manganu (Mn2+), kt·ry moŨe wspomagaĺ aktywnoŜĺ enzymu poprzez utlenienie do Mn3+  

i dodatkowe utlenienie substratu w reakcji enzymatycznej lub jako mediator pozwalajŃcy na szybszŃ 

regeneracjň centrum aktywnego enzymu (zapewnienie utlenienia jonu Cu+ ponownie do Cu2+). Taka 

aktywnoŜĺ jon·w manganu zostağa opisana m.in. w badaniach Wang i in. [260], gdzie stosowano 

nanozymy zawierajŃce r·Ũne tlenki manganu i por·wnanie ich aktywnoŜci. PodkreŜlono, Ũe 

utlenienie Mn2+ do wyŨszych stopni utlenienia jest wolniejszym procesem niŨ redukcja, jednak jest 

to niezbňdny etap w zapewnieniu aktywnoŜci katalitycznej nanozym·w MnOx. 

Nanosystem BGïCuï1ïCATïLAC wykazywağ podobnŃ aktywnoŜĺ w szerszym zakresie pH, 

utrzymujŃc poziom okoğo 20%. NajwyŨszŃ aktywnoŜĺ ï 52% wzglňdem enzymu wolnego ï 

zaobserwowano przy pH=7. System ten cechowağ siň wysokŃ stabilnoŜciŃ enzymatycznŃ, 

niezaleŨnie od zmian pH Ŝrodowiska reakcji. W por·wnaniu do nanomateriağu BGïCuï1ïLAC, 

kt·rego aktywnoŜĺ wyniosğa maksymalnie 7%, widaĺ korzystny wpğyw podw·jnej immobilizacji 

na aktywnoŜĺ koimmobilizowanego BGïCuï1ïCATïLAC. Poprawň aktywnoŜci i stabilnoŜĺ  

w szerokim zakresie pH opisano w badaniach Qiao W i Liu H [261] dla modyfikowanego tlenku 

grafenu z immobilizowanŃ lakkazŃ (MGO). Materiağ po immobilizacji enzymu zachowağ ponad 
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80% aktywnoŜci w zakresie pH 3ï8, podczas gdy aktywnoŜĺ wolnej lakkazy wahağa siň, spadajŃc 

do zaledwie 20% przy pH=3. Lakkaza jest enzymem zwierajŃcym miedŦ w swoim centrum 

aktywnym, co jest przyczynŃ zachowania najwiňkszej aktywnoŜci enzymatycznej przez nanosystem 

koimmobilizowany BGïCuï1ïCATïLAC. W badaniach Yang T. i zespoğu [262] przygotowano 

nanozymy skonstruowane z tlenku miedzi modyfikowanego nukleotydami (np. cytozynŃ). Badano 

wpğyw parametr·w na aktywnoŜĺ nanozymu oraz wykorzystujŃc modelowanie komputerowe, 

zaproponowano mechanizm katalityczny. Z badaŒ wynikağo, Ũe miedŦ w formie Cu2+ ğŃczyğa siň  

z substratem polifenolowym zbierajŃc elektron. Nastňpnie miedŦ ulegağa redukcji do Cu+, a substrat 

utleniağ siň oddajŃc wolne protony (H+). W kolejnym etapie, obecny w ukğadzie tlen czŃsteczkowy 

ğŃczyğ siň z protonami H+, a miedŦ wracağa do pierwotnego stanu utlenienia Cu2+. 

Z kolei nanosystem HAP/Mn/Cuï11ïCATïLAC osiŃgnŃğ najwyŨszŃ aktywnoŜĺ enzymatycznŃ 

przy pH=9 (54%). Utrzymywağ aktywnoŜĺ takŨe przy pH=7 (40%) oraz pH=8 (45%), co wskazuje 

na szeroki zakres aktywnoŜci ukğadu w warunkach zasadowych i obojňtnych. W badaniach Siddeeg 

S i in. [263] wykorzystano lakkazň immobilizowanŃ na SiO2/Fe3O4 gdzie wraz ze wzrostem pH 

obserwowano spadek aktywnoŜci. Taka zaleŨnoŜĺ zostağa potwierdzona w niniejszych badaniach. 

W badaniach Chen X i in. [264] opisano aktywnoŜĺ nanomateriağ·w zğoŨonych z fenyloalaniny  

i jon·w Mn3+ oraz Cu2+. Badacze podkreŜlili obecnoŜĺ obu jon·w jako czynnika wspomagajŃcego 

aktywnoŜĺ nanomateriağu i zaproponowali mechanizm, w kt·rym jony manganu utleniajŃ siň do 

Mn3+, podczas gdy jony miedzi redukujŃ siň. Taki ukğad jest obecny w materiale  

HAP/Mn/Cuï11ïCATïLAC, dziňki czemu m·gğ on zwiňkszyĺ aktywnoŜĺ immobilizowanego 

enzymu w alkalicznym Ŝrodowisku reakcji, podobnie jak w opisanym badaniu. Badane 

nanomateriağy stanowiŃ matryce, kt·re mogŃ pozwoliĺ na wykorzystanie ich w zmiennych 

warunkach z zachowaniem aktywnoŜci katalitycznej. 
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Rysunek 14. AktywnoŜĺ wzglňdna nanosystem·w multiproteinowych (BGïMnï1ïCATïLAC,  

BGïCuï1ïCATïLAC, HAP/Mn/Cuï11ïCATïLAC) oraz pojedynczych immobilizowanych 

nanomateriağ·w (BGïMnï1ïLAC, BGïCuï1ïLAC, HAP/Mn/Cuï11ïLAC) wzglňdem lakkazy (LAC)  

w pH od 4 do 9. NajwyŨsza zmierzona aktywnoŜĺ enzymu (pH = 6) zostağa przyjňta jako 100% 

4.2. AktywnoŜĺ katalazy 

Wyniki aktywnoŜci wzglňdnej nanosystem·w multiproteinowych  (BGïMnï1ïCATïLAC, 

BGïCuï1ïCATïLAC, HAP/Mn/Cuï11ïCATïLAC) oraz pojedynczych immobilizowanych 

nanomateriağ·w (BGïMnï1ïCAT, BGïCuï1ïCAT, HAP/Mn/Cuï11ïCAT) w zmiennym pH 

przedstawia Rysunek 15. AktywnoŜĺ katalazy (CAT) w pH=7 zostağa przyjňta jako 100%.  

W przypadku materiağu HAP/Mn/Cuï11ïCATïLAC, aktywnoŜĺ byğa niŨsza niŨ dla 

pozostağych nanosystem·w i osiŃgağa wartoŜci od 54% w pH=4 do maksymalnie 76% w pH=7, co 

Ŝwiadczy o mniejszej efektywnoŜci tego materiağu w stabilizacji katalazy, zwğaszcza w skrajnych 

wartoŜciach pH. Jednak w por·wnaniu do pojedynczego immobilizowanego nanomateriağu 

HAP/Mn/Cuï11ïCAT (aktywnoŜĺ pH=7 wyniosğa 79% i w pH=8 wyniosğa 100%), aktywnoŜĺ 

koimmobilizowanego HAP/Mn/Cuï11ïCATïLAC pozwalağa na zachowanie aktywnoŜci katalazy 

w cağym zakresie badanego pH.  

Nanosystem BGïMnï1ïCATïLAC wykazağ duŨŃ stabilnoŜĺ, utrzymujŃc aktywnoŜĺ na 

poziomie zbliŨonym do wolnego enzymu (85ï96%) w szerokim zakresie pH, z minimalnymi 

wahaniami. Koimmobilizowany nanosystem BGïCuï1ïCATïLAC r·wnieŨ wykazywağ stabilnoŜĺ 

w zmiennym pH, osiŃgajŃc Ŝrednie wartoŜci aktywnoŜci od 87% do 101%, co wskazuje na dobrŃ 
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zdolnoŜĺ tego materiağu do zachowania aktywnoŜci enzymu po immobilizacji. Materiağ  

z immobilizowanym pojedynczym enzymem BGïMnï1ïCAT zmieniağ swojŃ aktywnoŜĺ  

w zaleŨnoŜci od pH roztworu, od 58% aktywnoŜci w pH=4 do 100% w pH=6 lub pH=8. Podobnie 

rosğa aktywnoŜĺ materiağu BGïCuï1ïCAT, kt·ry maksymalnŃ aktywnoŜĺ okoğo 80% wykazağ  

w pH od 6 do 8. Natomiast w niŨszym lub wyŨszym pH Ŝrodowiska, materiağ nie byğ aktywny.  

W badaniach Reda M i in. [82] katalaza immobilizowana na nanomateriağach chitozan/ZnO oraz 

chitozan/ZnO/Fe2O3 zachowywağa aktywnoŜĺ w pH=7 i wyŨszych, jednak w kwasowym 

Ŝrodowisku jej aktywnoŜĺ spadağa do 60% w pH=6, 10% w pH=5 i byğa bliska zeru w pH=4. 

Istotnym etapem w mechanizmie rozkğadu H2O2 przez katalazň jest przeniesienie elektronu  

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

[265]. Na poczŃtku reakcji centrum aktywne zğoŨone z dw·ch poğŃczonych mostkiem jon·w 

manganu utlenia siň do stanu Mn3+ (jednoczeŜnie redukujŃc H2O2), co powoduje powstanie rodnika 

tlenu i jednej czŃsteczki wody. Rodnik pozostaje zwiŃzany przy centrum manganowym, nastňpnie 

kolejna czŃsteczka nadtlenku wodoru jest utleniania i uwalniany jest O2. Z udziağem form tlenu 

przyğŃczonych przy centrum aktywnym powstaje druga czŃsteczka wody, a centrum aktywne 

redukuje siň do poczŃtkowego stanu Mn2+
. W mechanizmie opisane jest podw·jne przyğŃczenie 

substrat·w reakcji w trakcie zmian stopni utlenienia manganu w centrum aktywnym. Badacze 

wskazujŃ na niezbňdnŃ, w stanach przejŜciowych, obecnoŜĺ ligand·w ï grupy karboksylowe i reszty 

aminokwasowe w pobliŨu centrum manganowego koordynujŃ jony manganu, pomagajŃ utrzymaĺ 

kompleksy przejŜciowe i produkty reakcji. Udziağ struktury nanomateriağu w stabilizacji  

i wspomaganiu reakcji katalazy potwierdzajŃ wysokie aktywnoŜci nanosystem·w  

BGïMnï1ïCATïLAC, BGïCuï1ïCATïLAC. PowstajŃcy rodnik tlenkowy moŨe byĺ 

wykorzystywany przez obecnŃ w ukğadzie lakkazň, kt·ra spowoduje jego utlenienie do tlenu 

czŃsteczkowego, a kolejna czŃsteczka H2O2 bňdzie mogğa byĺ wykorzystana przez katalazň 

[264,265].  
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Rysunek 15. AktywnoŜĺ wzglňdna nanosystem·w multiproteinowych (BGïMnï1ïCATïLAC,  

BGïCuï1ïCATïLAC, HAP/Mn/Cuï11ïCATïLAC) oraz pojedynczych immobilizowanych 

nanomateriağ·w (BGïMnï1ïCAT, BGïCuï1ïCAT, HAP/Mn/Cuï11ïCAT) wzglňdem katalazy (CAT)  

w pH od 4 do 9. NajwyŨsza zmierzona aktywnoŜĺ enzymu (pH = 7) zostağa przyjňta jako 100%. 

4.3. AktywnoŜĺ peroksydazy 

Wyniki aktywnoŜci wzglňdnej dla nanosystem·w multiproteinowych (FGïCuï3ïHRPïLIP  

i ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP) w zmiennym pH przedstawione sŃ na Rysunek 16 (A, B, C). 

NajwyŨsza osiŃgniňta aktywnoŜĺ peroksydazy chrzanowej (HRP) w pH=7 zostağa przyjňta jako 

100%, w czasie 7 min aktywnoŜĺ wyniosğa 2,4 mUnit/ml, w czasie 3 min aktywnoŜĺ wyniosğa  

4,6 mUnit/ml.  

W trakcie analizy zauwaŨono op·Ŧnienie w reakcji dla nanosystem·w koimmobilizowanych, co 

wynikağo z p·Ŧniejszego wzrostu absorbancji tworzonego produktu obserwowanej w trakcie 

przebiegu reakcji. W badaniach por·wnano czas, w kt·rym natywny enzym osiŃgnŃğ najwyŨszŃ 

aktywnoŜĺ (3 min) oraz czas, w kt·rym nanosystemy FGïCuï3ïHRPïLIP i ZnOïMnxOyïCuOï

13ïHRPïLIP osiŃgnňğy najwyŨszŃ aktywnoŜĺ (7 min). Nastňpnie por·wnano wykres absorbancji 

tworzŃcego siň produktu dla enzymu natywnego i ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP w pH=7  

i pH=6, co odpowiadağo najwyŨszym aktywnoŜciom badanych pr·bek. 

Po 3 minutach reakcji (Rys. 16 A), aktywnoŜĺ koimmobilizowanych nanosystem·w  

FGïCuï3ïHRPïLIP i ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP osiŃga wyŨsze wartoŜci niŨ natywny 

enzym peroksydazy lub nanomateriağy z pojedynczym immobilizowanym enzymem. Nanosystem 
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FGïCuï3ïHRPïLIP charakteryzuje siň najwyŨsza aktywnoŜciŃ w pH=5 i pH= 6 (175% i 194% 

wobec wolnej peroksydazy) oraz pH=8, gdzie aktywnoŜĺ wzglňdna wynosi 194%. Nanosystem 

ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP r·wnieŨ osiŃgnŃğ najwyŨszŃ aktywnoŜĺ w kwasowym  

i zasadowym Ŝrodowisku reakcji. W pH=6 aktywnoŜĺ wyniosğa 204%, a w pH=8 98%. Oba 

nanosystemy pozwoliğy na zachowanie wyŨszych aktywnoŜci w skrajnych wartoŜciach pH, a ich 

aktywnoŜĺ w pH=7 byğa niŨsza niŨ enzymu natywnego (50% dla FGïCuï3ïHRPïLIP i 33% dla 

ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP). Nanomateriağy immobilizowane z jednym enzymem  

FGïCuï3ïHRP i ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRP charakteryzowağy siň niŨszŃ aktywnoŜciŃ w pH=7  

w por·wnaniu do wolnej peroksydazy chrzanowej (odpowiednio 19% i 46%). Natomiast ta 

pojedyncza immobilizacja pozwoliğa na zachowanie aktywnoŜci w niŨszym pH=5 (17% i 44%, 

odpowiednio). Warto podkreŜliĺ, Ũe iloŜĺ osadzonej peroksydazy na nanosystemach 

koimmobilizowanych jest mniejsza niŨ dla ukğad·w z jednym enzymem, przykğadowo dla  

ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP i ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRP szacowane iloŜci enzym·w mogŃ 

wynosiĺ 0,41 mg i 0,9 mg na 50 mg nanomateriağu wykorzystanego w immobilizacji. W oznaczaniu 

aktywnoŜci wykorzystywano 10 mg koŒcowego, otrzymanego ukğadu. 

Po 7 minutach reakcji (Rys. 16B), nanosystem FGïCuï3ïHRPïLIP osiŃgnŃğ najwyŨszŃ 

aktywnoŜĺ enzymatycznŃ w pH=5 (247%) i pH=6 (242%), co wskazuje na najlepsze warunki 

dziağania w sğabo kwasowym Ŝrodowisku. W pH=4 aktywnoŜĺ byğa zbliŨona do aktywnoŜci 

wolnego enzymu w tych warunkach i wynosiğa 50%. W pH=7 aktywnoŜĺ spadğa ï nanosystem 

wykazywağ jedynie 57% aktywnoŜci wolnej peroksydazy. W pH=8 zaobserwowano ponowny 

wzrost do 212%, natomiast w pH=9 aktywnoŜĺ spadğa do okoğo 65%. Nanosystem ZnOïMnxOyï

CuOï13ïHRPïLIP charakteryzowağ siň wiňkszŃ zmiennoŜciŃ aktywnoŜci enzymatycznej. W pH=4 

osiŃgnŃğ bardzo wysokŃ aktywnoŜĺ (250%), jednak juŨ w pH=5 nastŃpiğ spadek do 20% aktywnoŜci 

wolnego enzymu. NajwyŨszŃ wartoŜĺ ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP (348%) odnotowano  

w pH=6. W pH=7 aktywnoŜĺ wyr·wnağa siň z aktywnoŜciŃ wolnej peroksydazy (100%), a przy 

pH=8 osiŃgnňğa poziom 157%. 

Wzmocniona aktywnoŜĺ nanosystemu FGïCuï3ïHRPïLIP w stosunku do wolnego enzymu 

znajduje swoje uzasadnienie w wynikach badaŒ Howes B i in. [266]. Artykuğ opisuje wpğyw jonu 

wapnia Ca2+ obecnego w strukturze peroksydazy chrzanowej na zachowanie aktywnoŜci 

enzymatycznej. W badaniach dowiedziono, Ũe obniŨenie zawartoŜci jon·w Ca2+ w biağku prowadzi 

do zmniejszenia aktywnoŜci o ponad 50%. Usuniňcie jonu wapnia wpğywa na pierŜcieŒ hemowy  

w miejscu aktywnym enzymu i ma znaczenie dla ksztağtu biağka w okolicy miejsca aktywnego, 

kt·re w natywnym biağku stabilizuje jego strukturň. JednŃ z kluczowych obserwacji jest 
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modyfikacja stan·w hemu Ũelaza (III) i Ũelaza (II), gdzie dominujŃcym staje siň stan niskospinowy 

o zmienionej konfiguracji elektronowej. To sugeruje, Ũe obecnoŜĺ jonu wapnia jest istotna dla 

stabilizacji okreŜlonej formy Ũelaza hemowego w natywnym enzymie. Ponadto, naukowcy opisali 

wystňpowanie alkalicznej inaktywacji zwiŃzanej z utratŃ jon·w Ca2+. Wobec tego doniesienia, 

moŨna wnioskowaĺ, Ũe obecnoŜĺ jon·w wapniowych w nanosystemie FGïCuï3ïHRPïLIP 

pozwala na utrzymanie struktury biağka mimo zmian w Ŝrodowisku reakcyjnym. Wpğyw jon·w 

miedzi na aktywnoŜĺ peroksdyazy zostağ opisany przez Zhang C i in. [267]. Do badaniach zostağ 

otrzymany materiağ zawierajŃcy uwodniony fosforan miedzi (I) z przyğŃczonym kwasem 

fitynowym, kt·rego aktywnoŜĺ sprawdzano w przedziale pH od 3 do 7. Podano, Ũe materiağ wykazağ 

100% aktywnoŜci w pH=3 wobec 10 mMol TMB w obecnoŜci 10 mMol H2O2. Nastňpnie aktywnoŜĺ 

ukğadu zmniejszağa siň aŨ do pH=7, gdzie odnotowano 20% aktywnoŜci. 

 Podobny spadek aktywnoŜci w Ŝrodowisku kwaŜnym (do pH 7) wykazuje nanosystem  

FGïCuï3ïHRPïLIP, co potwierdza wpğyw jonu miedzi na zachowanie aktywnoŜci enzymatycznej 

w kwaŜnym Ŝrodowisku reakcji. Zmiany aktywnoŜci w zmiennym pH sŃ r·wnieŨ zaleŨnie od 

wpğywu nanomateriağu matrycy na tworzenie lokalnego pH wok·ğ enzymu. Jak opisujŃ Zhang S.  

i in [268] nanoczŃstki magnetyczne wykorzystane do immobilizacji ɓ-galaktozydazy mogğy 

podnosiĺ lokalne pH wok·ğ enzymu ze wzglňdu na przyğŃczanie jon·w H+ do ich powierzchni, co 

poprawiağo aktywnoŜĺ enzymu po immobilizacji. Przesuniňcie w maksymalnej aktywnoŜci 

wzglňdem pH roztworu opisano w badaniach Salah H i in. [269], kt·rzy immobilizowali 

peroksydazň chrzanowŃ HRP na r·Ũnych materiağach ceramicznych (np. SiO2ïCaOïAl 2O3ïFe2O3ï

MgOïNa2OïK2O o zmiennym skğadzie procentowym tlenk·w). Po immobilizacji na jednym z 

materiağ·w (C3) maksymalna aktywnoŜĺ enzymu byğa odczytywana w pH=6, a nie pH=7 jak dla 

enzymu natywnego. Te obserwacje zostağy r·wnieŨ zauwaŨone w niniejszej pracy. 
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Rysunek 16. A) AktywnoŜĺ wzglňdna nanosystem·w multiproteinowych (FGïCuï3ïHRPïLIP  

i ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP) wzglňdem peroksydazy (HRP) w pH od 4 do 9 w czasie reakcji 3 min,  

B) AktywnoŜĺ wzglňdna nanosystem·w multiproteinowych (FGïCuï3ïHRPïLIP i ZnOïMnxOyïCuOï13ï

HRPïLIP) i nanomateriağ·w immobilizowanych (FGïCuï3ïLIP i ZnOïMnxOyïCuOï13ïLIP) wzglňdem 

peroksydazy (HRP) w pH od 4 do 9 w czasie reakcji 7 min . NajwyŨsza zmierzona aktywnoŜĺ enzymu (pH=7) 

zostağa przyjňta jako 100%, C) zmiana absorbancji w czasie reakcji enzymatycznej dla ZnOïMnxOyïCuOï

13ïHRPïLIP i peroksydazy HRP w pH=6 i pH=7. 

W badaniach [269] dowiedziono r·wnieŨ, ze immobilizacja peroksydazy chrzanowej, zmniejsza 

specyficznoŜĺ substratowŃ enzymu, co zostağo wyjaŜnione zmianami w strukturze centrum 

aktywnego. Ponadto, aktywnoŜĺ immobilizowanego enzymu HRP wyniosğa 126% w aktywnoŜci 

wzglňdem o-fenylodiminy i byğa 3 krotnie wyŨsza niŨ aktywnoŜĺ natywnego enzymu w oksydacji 

p-aminopiryny. W badaniach Hwang E. [270], immobilizowana esteraza karboksylowa wykazağa 

250% aktywnoŜĺ wzglňdem wolnego enzymu w pH=10, co zostağo r·wnieŨ przypisane 

oddziağywaniom enzymu z strukturŃ noŜnika (mezoporowatej krzemionki, modyfikowanej tlenkiem 

Ũelaza). W niniejszej pracy, nie badano aktywnoŜci immobilizowanych enzym·w wobec innych 

substrat·w, jednak silne wzmocnienie aktywnoŜci moŨe byĺ przypisane zmianom konformacyjnym 

biağka i jego struktury centrum aktywnego. 

4.4. AktywnoŜĺ lipazy 

AktywnoŜĺ lipazy byğa wyznaczona z wykorzystaniem gotowego zestawu do oznaczania 

aktywnoŜci (Sigma Aldrich, nr produktu: MAK046), w kt·rym krzywa kalibracyjna jest 

wyznaczana za pomocŃ barwnej reakcji lipazy tworzŃcej glicerol w trakcie reakcji. AktywnoŜĺ byğa 
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bezpoŜrednio odniesiona do aktywnoŜci wolnego enzymu. Wyniki badaŒ aktywnoŜci lipazy po 

immobilizacji na nanomateriağach ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP oraz FGïCuï3ïHRPïLIP 

wykazağy zr·ŨnicowanŃ aktywnoŜĺ enzymatycznŃ w zaleŨnoŜci od wartoŜci pH (Rysunek 17). 

Wolny enzym lipazy w pH=7 charakteryzowağ siň aktywnoŜciŃ 1,52 mUnit/ml, co zostağo przyjňte 

jako 100% aktywnoŜci. Enzym natywny traciğ stopniowo aktywnoŜĺ wraz ze zmieniajŃcym siň pH 

Ŝrodowiska. W pH=5 jego aktywnoŜĺ wynosiğa 40%, w pH=8 byğo to 59%.  

Nanomateriağ immobilizowany ZnOïMnxOyïCuOï13ïLIP charakteryzowağ siň zmiennŃ 

aktywnoŜciŃ, z dwoma maksymalnymi aktywnoŜciami w pH=5 (2,4 mUnit/ml) i pH=7  

(1,2 mUnit/ml). Poza tymi punktami, immobilizowany nanomateriağ nie zachowağ aktywnoŜci 

katalitycznej. Nanosystem ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP osiŃgnŃğ najwyŨszŃ aktywnoŜĺ w pH 

7 (2,52 mUnit/ml), co wskazuje na najkorzystniejsze warunki dziağania enzymu na tym materiale  

w obojňtnym Ŝrodowisku. W pozostağych zakresach pH aktywnoŜĺ byğa niŨsza, z najniŨsza 

wartoŜciŃ w pH 6 (40% wobec natywnego enzymu) oraz wzrastağa w skrajnych wartoŜciach: w pH 

9 (53%) i w pH 4 (103%). Widoczny jest wzrost aktywnoŜci koimmobilizowanego nanosystemu 

ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP w stosunku do nanomateriağu pojedynczego. WyŨsza aktywnoŜĺ 

nanosystemu ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP moŨe byĺ r·wnieŨ zwiŃzana z obecnoŜciŃ manganu. 

Jak potwierdziğy badania Padilha S.G i innych [271] w kt·rych badano i por·wnywano wpğyw 

jon·w metali na aktywnoŜĺ lipazy z Pseudomonas cepacia przez 30 dni. Mangan pozwoliğ na 

zachowanie 60% poczŃtkowej aktywnoŜci enzymu, co stanowiğo dwukrotnie wyŨszŃ wartoŜĺ 

aktywnoŜci niŨ aktywnoŜĺ wolnego enzymu (30%).  

AktywnoŜĺ koimmobilizowanego nanosystemu FGïCuï3ïHRPïLIP byğa stabilna w badanym 

zakresie pH, z wartoŜciami od 1,33 mUnit/ml (pH=7) do 1,84 mUnit/ml (pH=9). NajwyŨszŃ 

aktywnoŜĺ zaobserwowano w pH=4 (105%) oraz w pH=9 (108%), co sugeruje, Ũe ten materiağ 

stabilizuje enzym w zar·wno w kwaŜnym i zasadowym Ŝrodowisku. Immobilizowany materiağ  

FGïCuï3ïLIP, podobnie do wczeŜniej opisanego materiağu po pojedynczej immobilizacji, 

charakteryzowağ siň zmiennŃ aktywnoŜciŃ w pH alkaicznym i kwaŜnym. AktywnoŜĺ tego materiağu 

byğa najwyŨsza w pH=5 (91%) i pH=7 (123%). Immobilizacja enzymu pozwoliğa na zachowanie 

jego wyŨszej aktywnoŜci w pH kwasowym oraz wzmocnienie aktywnoŜci w pH=7, w stosunku do 

enzymu natywnego. Natomiast, pojedyncza immobilizacja nie wpğynňğa na zachowanie aktywnoŜci 

lipazy w zasadowym pH Ŝrodowiska, tak jak dla nanomateriağu FGïCuï3ïHRPïLIP. ObecnoŜĺ 

wapnia w materiale FGïCuï3ïHRPïLIP r·wnieŨ ma pozytywny wpğyw na aktywnoŜĺ lipazy.  

W badaniach Li C. i in. [272] immobilizowano lipazň na modyfikowanych metalami 

nanomateriağach fosforanowych. Dla nanomateriağu LipazaïCa3(PO4)2 aktywnoŜĺ enzymu 
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wyniosğa 0,85 mMol/min, a wolna lipaza charakteryzowağa siň aktywnoŜciŃ 0,12 mMol/min. 

Badania aktywnoŜci nanomateriağu w zmiennym pH nie wykazağy ustabilizowania aktywnoŜci 

katalitycznej wzglňdem wolnego enzymu. Odnotowano 80% aktywnoŜci w pH=5, nastňpnie 

aktywnoŜĺ zar·wno immobilizowanego ukğadu oraz wolnego enzymu spadağa do 20% w pH=8. 

Oba nanosystemy koimmobilizowane (ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP oraz FGïCuï3ïHRPï

LIP) zachowağy aktywnoŜĺ w cağym zakresie pH, co nie potwierdza wczeŜniej zaprezentowanych 

doniesieŒ [272]. Spadek aktywnoŜci w pH zasadowym (pH=8 i pH=9) widoczny jest dla 

nanomateriağ·w z pojedynczym enzymem (ZnOïMnxOyïCuOï13ïLIP oraz FGïCuï3ïLIP), co 

wskazuje na korzyŜci zwiŃzane z koimmobilizacja enzym·w.  

W badaniach FernandezïLopez i in. [273] r·wnieŨ opisano pozytywny wpğyw manganu na 

aktywnoŜĺ immobilizowanej lipazy na sferach agarowych. Badacze sprawdzili wpğyw kwaŜnego 

Ŝrodowiska reakcji (pH 5) na aktywnoŜĺ biağka, udowadniajŃc, Ũe enzym w obecnoŜci jon·w 

manganu zachowuje 70% aktywnoŜci, podczas gdy forma wolna traci swoje wğaŜciwoŜci 

katalityczne.  

   

Rysunek 17. AktywnoŜĺ enzymatyczna nanosystem·w multiproteinowych (ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPï

LIP oraz FGïCuï3ïHRPïLIP), natywnej lipazy oraz nanomateriağ·w immobilizowanych (ZnOïMnxOyï

CuOï13ïLIP oraz FGïCuï3ïLIP wyraŨona jako aktywnoŜĺ wzglňdna [%] wobec lipazy w pH od 4 do 9. 

NajwyŨsza aktywnoŜĺ dla natywnego enzymu (pH=7) zostağa przyjňta jako 100%. 
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5. Materiağy o aktywnoŜciach enzymatycznych ï nanozymy 

Wiele materiağ·w ze wzglňdu na podobnŃ aktywnoŜĺ do naturalnych biokatalizator·w jest 

nazywanych Ănanozymamiò [133]. W literaturze zaczňğo pojawiaĺ siň wiňcej prac dotyczŃcych 

definicji takich materiağ·w uwzglňdniajŃcych podobieŒstwo budowy nanoczŃstki do biağka lub 

podobnego przebiegu reakcji do naturalnych enzym·w [274,275]. Obecnie podkreŜla siň wagň 

aktywnoŜci materiağu wobec wzorcowych substrat·w wykorzystywanych w oznaczaniu aktywnoŜci 

enzymatycznej [136,275]. Przykğadem moŨe byĺ przypadek pierwszego opisanego Ănanozymuò ï 

opisany przez Gao L. i in. [276] materiağ Fe3O4 miağ wykazywaĺ aktywnoŜĺ podobnŃ do 

peroksydazy. Badano rozkğad substratu reakcji TMB (3,3ǋ,5,5ǋïtetrametylobenzenodiaminy)  

w obecnoŜci H2O2, okreŜlono parametry katalityczne reakcji oraz aktywnoŜĺ w zmiennych 

temperaturach oraz pH. Wnioskowano, Ũe aktywnoŜĺ biokatalityczna nanoczŃstek tlenku Ũelaza 

(wyraŨona jako stağa Michaelisa, KM=154 mM) wynika z jego aktywnoŜci wobec H2O2.  

Na podstawie obliczonej stağej Michaelisa stwierdzono, Ũe aktywnoŜĺ nanomateriağu jest wiňksza 

od aktywnoŜci peroksydazy chrzanowej (KM=3,70 mM). JednakŨe, aktywnoŜĺ Fe3O4  

(KM=0,098 mM) wobec wzorcowego substratu TMB byğa niŨsza niŨ dla naturalnego enzymu. 

(KM=0,434 mM). Dodatkowo, w badaniach przeprowadzonych przez Yuan B, Chou H. i Peng Y. 

[277], kt·re odtwarzağy badania Gao L. i in., sprawdzono mechanizm reakcji Fe3O4, aby okreŜliĺ 

czy jej przebieg byğ analogiczny do aktywnoŜci naturalnego enzymu. Autorzy wyjaŜniajŃ, Ũe reakcja 

redoks na powierzchni tlenku z nadtlenkiem wodoru generuje wolne rodniki OHÅ i HO2Å, kt·re sŃ 

odpowiedzialne za aktywnoŜĺ nanomateriağu. Jest to odmienny mechanizm niŨ dla natywnej 

peroksydazy chrzanowej, kt·ra stabilizuje produkt przejŜciowy reakcji w metalicznym centrum 

aktywnym. 

W toku badaŒ, otrzymano nanomateriağy wykazujŃce nabyte aktywnoŜci enzymatyczne. 

Materiağy te analizowano r·wnolegle z nanosystemami multiproteinowymi. Badania strukturalne 

tych materiağ·w zostağy przedstawione w poprzednich czňŜciach (rozdziağ IV.1) wraz z innymi 

otrzymanymi nanomateriağami. Materiağy ZnOïMnxOyïCuOï31, ZnOïMnxOyïCuOï33, 

HAP/Mn/Cuï21, BGïMnï3, FGïMnï3 wykazağy wysokie aktywnoŜci proteolityczne 

odpowiednio: 23,6 mUnit/mg, 28,2 mUnit/mg, 18,6 mUnit/mg, 40,9 mUnit/mg, 50,7 mUnit/mg 

(rozdziağ IV.2). Nastňpnie, po przeprowadzeniu badaŒ aktywnoŜci przeciwrodnikowej, 

postanowiono sprawdziĺ aktywnoŜĺ tych materiağ·w w charakterystycznych reakcjach 

enzymatycznych. W tym rozdziale przedstawiono wyniki aktywnoŜci charakterystycznych reakcji 

enzymatycznych dla nanozym·w (Tabela 11). W badaniach stwierdzono, Ũe materiağy  
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ZnOïMnxOyïCuOï31, HAP/Mn/Cuï21 oraz BGïMnï3 wykazujŃ aktywnoŜĺ zbliŨonŃ do katalazy, 

przy czym najwyŨszŃ aktywnoŜĺ osiŃgnŃğ materiağ ZnOïMnxOyïCuOï31 (38%), BGïMnï3 (24%), 

a najniŨszŃ HAP/Mn/Cuï21 (3%). AktywnoŜĺ natywnego enzymu katalazy byğa okreŜlona dla 

enzymu o stňŨeniu 1 mg/ml. Z kolei materiağy ZnOïMnxOyïCuOï33 i FGïMnï3 wykazağy 

aktywnoŜĺ charakterystycznŃ dla lipazy, osiŃgajŃc wartoŜci odpowiednio 1,62 mUnit/ml oraz 0,57 

mUnit/ml. AktywnoŜĺ natywnego enzymu lipazy wyniosğa 1,52 mUnit/ml. 

Tabela 11. Wybrane aktywnoŜci enzymatyczne nanozym·w ZnOïMnxOyïCuOï31, ZnOïMnxOyïCuOï33, 

HAP/Mn/Cuï21, BGïMnï3, FGïMnï3. 

Materiağ AktywnoŜĺ katalazy 

ZnOïMnxOyïCuOï31 38Ñ2% 

HAP/Mn/Cuï21 13Ñ1% 

BGïMnï3 24Ñ1% 

Materiağ AktywnoŜĺ lipazy 

ZnOïMnxOyïCuOï33 1,62Ñ0,5 mUnit/ml 

FGïMnï3 0,57Ñ0,04 mUnit/ml 

 

Nastňpnie aktywnoŜĺ nanozym·w wzglňdem katalazy badano w zmiennym pH (Rysunek 18). 

Materiağy o charakterze nanozym·w BGïMnï3 oraz HAP/Mn/Cuï21 charakteryzowağy siň 

niŨszymi aktywnoŜciami niŨ materiağy koimmobilizowane zaprezentowane w poprzednim 

rozdziale. AktywnoŜĺ katalazy dla nanozymu BGïMnï3 wzrastağa od 20% do 80% w cağym 

zakresie pH. Nanozym HAP/Mn/Cuï21 osiŃgnŃğ maksimum aktywnoŜci w pH 6 (50%) i nastňpnie 

aktywnoŜĺ spadağa od pH 7 (14%) i pH 8 (22%) do pH 9 (0%). AktywnoŜĺ nanozym·w moŨe byĺ 

przypisana obecnoŜci jon·w Mn2+ dla materiağu BGïMnï3 i Mn3+ oraz Cu2+ dla HAP/Mn/Cuï21. 

Obydwa materiağy mogŃ reagowaĺ z grupami -OH obecnymi w mieszaninie reakcyjnej  

w badaniu rozkğadu H2O2 dziňki oddziağywaniom miňdzy dodatkowymi jonami obecnymi  

w materiağach. W przypadku BGïMnï3 moŨe byĺ to reakcja polegajŃca na przyğŃczeniu 2 grup 

OHï do obecnej struktury Mn2P2O7 i redukcji jonu fosforanowego oraz uwolnieniu 2 elektron·w 

[278]. JednakŨe, ten mechanizm nie jest identyczny z przebiegiem reakcji dla katalazy, kt·ra 

przyğŃcza jednŃ czŃsteczkň H2O2 tworzy produkty poŜrednie, a nastňpnie drugŃ czŃsteczkň. 

Podobnie, w przypadku HAP/Mn/Cuï21 gdzie jon manganu (Mn3+) moŨe ulec utlenieniu, jon 

miedzi (Cu2+) redukcji w trakcie reakcji, a nastňpnie oba jony powr·cŃ do pierwotnych stan·w 

utlenienia. Mimo, Ũe reakcje katalityczne tych nanomateriağ·w nie odzwierciedlajŃ w peğni 
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mechanizm·w enzymatycznych, w literaturze nie ma wciŃŨ jednoznacznie ustalonych kryteri·w 

definiowania nanozym·w ze wzglňdu na podobieŒstwo w przebiegu reakcji [279].  

 

Rysunek 18. AktywnoŜĺ wzglňdna nanozym·w (BGïMnï3, HAP/Mn/Cuï21) wzglňdem katalazy (CAT)  

w pH od 4 do 9. NajwyŨsza zmierzona aktywnoŜĺ enzymu (pH = 7) zostağa przyjňta jako 100%. 

6. Reakcje w ukğadach modelowych 

Jako ukğady modelowe wybrano proces rozkğadu barwnik·w oraz pestycyd·w. Otrzymane 

nanosystemy multiproteinowe zostağy poddane analizie pod kŃtem ich zdolnoŜci do degradacji 

barwnik·w o zr·Ũnicowanych ğadunkach powierzchniowych. Bğňkit trypanowy (TB) i oranŨ 

metylowy (MO) to barwniki anionowe, czerwieŒ neutralna (NR) to barwnik obojňtny, natomiast 

zieleŒ malachitowa (MG) naleŨy do barwnik·w kationowych. W kolejnej czňŜci badaŒ sprawdzano 

aktywnoŜĺ nanosystem·w multiproteinowych oraz natywnych enzym·w wobec pestycyd·w 

(diuronu i atrazyny) najczňŜciej wystňpujŃcych w wodach gruntowych [280]. W ostatniej czňŜci 

analizowano powstajŃce produkty rozkğadu pestycydu (diuronu) z wybranymi 

koimmobilizowanymi nanosystemami. 

6.1. Rozkğad barwnik·w 

¶ Bğňkit trypanowy (TB) 

Wykres zmian stňŨenia roztworu barwnika w czasie ï bğňkitu trypanowego ï wyraŨono  

w procentach i przedstawiono dla badanych enzym·w (peroksydaza chrzanowa HRP, lipaza LIP, 

katalaza CAT, lakkaza LAC) i nanosystem·w immobilizowanych (BGïMnï1ïCATïLAC,  
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BGïCuï1ïCATïLAC, HAP/Mn/Cuï11ïCATïLAC, ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP,  

FGïCuï3ïHRPïLIP) na Rysunek 19. 

W przypadku materiağ·w FG-Cu-3 oraz FG-Cu-3-HRP-LIP (Rys. 19B), przebieg zmian 

stňŨenia barwnika wskazuje na zjawisko sorpcji i desorpcji barwnika w zakresie od okoğo 20% do 

5% poczŃtkowego stňŨenia TB. Materiağ zawierajŃcy immobilizowane enzymy wykazuje 

aktywnoŜĺ wobec barwnika na poziomie okoğo 10%, co jest zbliŨone do aktywnoŜci wolnych 

enzym·w peroksydazy chrzanowej i lipazy (odpowiednio 9% i 12%). Jednak wraz z postňpem 

reakcji obserwuje siň wzrost stňŨenia barwnika w ukğadzie, co Ŝwiadczy o desorpcji TB z materiağu. 

W przypadku materiağu ZnOïMnxOyïCuOï13 (Rys. 19C) sorpcja barwnika na materiale 

wynosi ponad 70%, po czym nastňpuje powolna desorpcja pod koniec czasu trwania reakcji. We 

wzglňdu na Ŝredni rozmiar por·w (26,1 nm) moŨliwe jest wnikanie czŃsteczek barwnika bğňkitu 

trypanowego do por·w nanomateriağu. Jednak ze wzglňdu na anionowy charakter barwnika oraz 

ujemnie nağadowanŃ powierzchniň materiağu, barwnik nie jest trwale adsorbowany [281]. 

AktywnoŜĺ materiağu z immobilizowanymi enzymami (ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP) 

wskazuje, Ũe dominujŃcym mechanizmem jest sorpcja barwnika, a nie aktywnoŜĺ enzymatyczna, 

poniewaŨ przebieg reakcji jest podobny do czystego materiağu. Z uwagi na obecnoŜĺ enzym·w, 

sorpcja barwnika jest nieco niŨsza obniŨajŃc poczŃtkowe stňŨenie barwnika o 40%.  

SpoŜr·d enzym·w zastosowanych w badaniach, najwyŨszŃ aktywnoŜĺ wykazuje katalaza 

(15%), natomiast lakkaza nie wykazuje aktywnoŜci wobec barwnika. Ze wzglňdu na dostňpne grupy 

-OH w strukturze barwnika, pierwszy z enzym·w moŨe wykazywaĺ aktywnoŜĺ, jednakŨe lakkaza 

aby m·c przeprowadzaĺ reakcjň potrzebuje czŃsteczki mediatora, na kt·ra zostanie przekazany 

ğadunek w trakcie reakcji [282]. 

Przebieg proces·w sorpcji i desorpcji barwnika na materiağach BGïCuï1 oraz BGïMnï1 jest 

podobny do pozostağych nanomateriağ·w. Natomiast ich odpowiedniki z immobilizowanymi 

enzymami, tj. BGïMnï1ïCATïLAC oraz BGïCuï1ïCATïLAC, wykazujŃ aktywnoŜĺ 

katalitycznŃ zbliŨonŃ do aktywnoŜci katalazy (Rys. 19D i 19E). W trakcie reakcji z barwnikiem dla 

tych materiağ·w stňŨenie barwnika utrzymuje siň na stağym poziomie ð okoğo 87% poczŃtkowego 

stňŨenia dla BGïCuï1ïCATïLAC oraz 82% dla BGïMnï1ïCATïLAC ð przez cağy czas trwania 

reakcji. Wobec aktywnoŜci wolnych enzym·w, moŨna wnioskowaĺ, ze aktywnoŜĺ 

koimmobilizowanych nanosystem·w z katalazŃ i lakkazŃ byğa zwiŃzana z aktywnoŜciŃ enzymu 

katalazy. W badaniach Marshall T. i in. [283] sprawdzano moŨliwoŜĺ zastosowania 

immobilizowanej lakkazy na skrobi modyfikowanej Fe2Cl3 do rozkğadu bğňkitu trypanowego. 
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Otrzymany materiağ zawierağ 120 mg enzymu na gram noŜnika, wykorzystano 37 g/L 

immobilizowanego materiağu, a stňŨenie poczŃtkowe barwnika wynosiğo 19 mg/L. W czasie okoğo 

3h pozostağoŜĺ barwnika wyniosğa 42% stňŨenia poczŃtkowego (okoğo 8 mg/L), a w ciŃgu 24h 

barwnik zostağ cağkowicie rozğoŨony. AktywnoŜĺ tak przygotowanego materiağu jest wysoka, 

jednakŨe naleŨy wziŃĺ pod uwagň iloŜĺ uŨytego materiağu. W badaniach przedstawionych  

w tej pracy wykorzystano jedynie 1 g/l nanomateriağu zawierajŃcego 27,7 mg/g biağka na noŜnik 

(BGïCuï1ïCATïLAC) oraz 10 mg/l barwnika, co pozwoliğo na degradacjň okoğo 15% barwnika 

w 3 h. Zatem 37 krotnie mniejsza nawaŨka z trzykrotnie mniejszŃ iloŜciŃ enzymu pozwoliğa na 

degradacjň okoğo 1,5 mg barwnika w tym samym czasie. 

Materiağ HAP/Mn/Cu-11 (Rys. 19F) efektywnie sorbowağ okoğo 50% barwnika,  

a odpowiadajŃcy mu koimmobilizowany nanosystem HAP/Mn/Cu-11-CAT-LAC pozwalağ na 

sorpcje maksymalnie 40% poczŃtkowego stňŨenia barwnika. Dla tego nanosystemu nie przypisuje 

siň aktywnoŜci katalitycznej enzym·w, ze wzglňdu na przebieg procesu z barwnikiem. Widoczny 

jest efekt sorpcji, tak jak dla materiağu ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP. 

SpoŜr·d nanozym·w (Rys. 19G), najwyŨszŃ aktywnoŜĺ w usuwaniu barwnika wykazağy 

materiağy ZnOïMnxOyïCuOï31 oraz ZnOïMnxOyïCuOï33, kt·re zmniejszağy stňŨenie barwnika 

nawet o blisko 90%. Tak wysokŃ efektywnoŜĺ przypisuje siň zar·wno rozmiarowi por·w (21,1 nm 

i 25,9 nm) oraz wiňkszej objňtoŜci por·w dla materiağu ZnOïMnxOyïCuOï33 (0,1275 cm3/g).  

Te nanozymy charakteryzujŃ siň niŨszym potencjağem zeta, co moŨe przyczyniaĺ siň do poprawy 

dziağania wobec anionowego barwnika. Ponadto, ze wzglňdu na wykazywanŃ aktywnoŜĺ katalazy  

i obecnoŜĺ jon·w manganu oraz miedzi na r·Ũnych stopniach utlenienia (dla materiağu  

ZnOïMnxOyïCuOï33, Mn2+/3+ oraz Cu2+) ich potencjağ redoks bňdzie wiňkszy niŨ dla innych 

materiağ·w.  

W przypadku nanosystemu ZnOïMnxOyïCuOï33 podobny wynik uzyskağ zesp·ğ Archana B. 

[284] badajŃc degradacjň barwnika na nanomateriağach ZnO. Badacze wykorzystali m.in. 20 mg 

nanomateriağu do rozkğadu bğňkitu trypanowego o poczŃtkowym stňŨeniu 5 ppm. Po 30 min usuniňte 

zostağo okoğo 4 mg barwnika, co stanowi poğowň iloŜci usuniňtego barwnika w stosunku do 

badanego w pracy nanozymu ZnOïMnxOyïCuOï33. 
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Rysunek 19. Zmiana stňŨenia roztworu bğňkitu trypanowego (przedstawiona jako spadek stňŨenia roztworu 

[%]) w czasie przez wolne enzymy (peroksydazň chrzanowa HRP, lipaza LIP, katalaza CAT, lakkaza LAC) 

i nanosystemy koimmobilizowane (BGïMnï1ïCATïLAC, BGïCuï1ïCATïLAC, HAP/Mn/Cuï11ïCATï

LAC, ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP, FGïCuï3ïHRPïLIP) i odpowiadajŃce im niemodyfikowane 

nanomateriağy (BGïMnï1, BGïCuï1, HAP/Mn/Cuï11, ZnOïMnxOyïCuOï13, FGïCuï3) oraz nanozymy 

(BGïMnï3, FGïMnï3, ZnOïMnxOyïCuOï31, ZnOïMnxOyïCuOï33, HAP/Mn/Cuï21). 
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¶ ZieleŒ malachitowa (MG) 

Wykres zmian stňŨenia roztworu barwnika w czasie ï zieleni malachitowej ï przedstawiony 

jako spadek poczŃtkowego stňŨenia dla badanych enzym·w (peroksydaza chrzanowa HRP, lipaza 

LIP, katalaza CAT, lakkaza LAC) i nanosystem·w immobilizowanych (BGïMnï1ïCATïLAC, 

BGïCuï1ïCATïLAC, HAP/Mn/Cuï11ïCATïLAC, ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP,  

FGïCuï3ïHRPïLIP) zaprezentowano na Rysunek 20. 

W przypadku materiağu ZnOïMnOïCuOï13ïHRPïLIP (Rys. 20B) zaobserwowano 

maksymalny spadek stňŨenia barwnika wynoszŃcy okoğo 70%. OdpowiadajŃcy mu nanomateriağ 

bez immobilizowanych enzym·w sorbowağ nawet 90% barwnika. JednakŨe enzymy 

immobilizowane w tym ukğadzie katalizowağy rozkğad barwnika na poziomie okoğo 90%. Mimo Ũe 

cağkowita skutecznoŜĺ materiağu z enzymami byğa niŨsza niŨ czystego nanomateriağu, przebieg 

reakcji wskazuje na ciŃgğy i systematyczny spadek stňŨenia barwnika w czasie.  

PodobnŃ aktywnoŜĺ zaobserwowano dla materiağu FG-Cu-3-HRP-LIP (Rys. 20C), kt·ry 

r·wnieŨ umoŨliwiğ degradacjň okoğo 70% barwnika, podczas gdy czysty materiağ FG-Cu-3, dziňki 

rozwiniňtej powierzchni, sorbowağ niemal 100% barwnika. Immobilizacja enzym·w na 

powierzchni materiağ·w ogranicza iloŜĺ przyğŃczanego barwnika, jednak wyniki wskazujŃ na 

wysokŃ aktywnoŜĺ enzymatycznŃ ukğad·w z enzymami. W zwiŃzku z tym, efektywnoŜĺ tych 

materiağ·w nie wynika wyğŃcznie z sorpcji, lecz takŨe z aktywnoŜci katalitycznej 

immobilizowanych enzym·w. W badaniach Jankowskiej K. i innych [285] r·wnieŨ sprawdzano 

aktywnoŜĺ peroksydazy chrzanowej immobilizowanej na poliamidzie 6 wobec zieleni malachitowej 

o stňŨeniu 5 mg/l. W ciŃgu 60 min rozkğad barwnika wyni·sğ 40% (4 mg), co jest 2,5 kronie niŨszŃ 

wartoŜciŃ niŨ te przedstawione w niniejszej pracy (okoğo 7 mg dla FGïCuï3ïHRPïLIP).   

W przypadku reakcji materiağ·w BG-Cu-1-CAT-LAC oraz BG-Mn-1-CAT-LAC (Rys. 20D, 

20E) stňŨenie barwnika MG zostağo zmniejszone do odpowiednio 15% i 10%. Czyste nanomateriağy 

BG-Cu-1 i BG-Mn-1 sorbowağy blisko 100% barwnika. Wolne enzymy katalaza (CAT) i lakkaza 

(LAC) redukowağy stňŨenie barwnika o okoğo 90% (Rys.20A). Zatem nanomateriağy  

z immobilizowanymi enzymami wykazağy aktywnoŜĺ por·wnywalnŃ do enzym·w wolnych,  

a zwğaszcza materiağ BG-Mn-1-CAT-LAC charakteryzowağ siň przebiegiem procesu zbliŨonym do 

obserwowanego dla wolnych enzym·w.  

Materiağ HAP/Mn/Cuï11 sorbowağ okoğo 80% poczŃtkowego stňŨenia barwnika, natomiast 

jego odpowiednik z immobilizowanymi enzymami (HAP/Mn/Cuï11ïCATïLAC) wykazywağ 
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cykliczne zmiany stňŨenia barwnika na poziomie okoğo 60%. Wzrost i spadek stňŨeŒ moŨe wynikaĺ 

z poczŃtkowej sorpcji wiňkszej iloŜci barwnika na materiale, nastňpnie desorpcji pozostağych 

czŃsteczek, kt·re nie ulegğy rozkğadowi katalitycznemu i ponownie sorpcji przed katalizŃ.  

W badaniach Wang Z. i in. [286] materiağy z immobilizowanŃ lakkazŃ w por·wnywalnym 

czasie (240min) wykazağy od 60-80% degradacji barwnika zieleni malachitowej  

(10 mg w mieszaninie reakcyjnej). IloŜĺ lakkazy w badaniach to 5 mg. IloŜĺ materiağu po 

immobilizacji wykorzystana w badaniach degradacji nie zostağa podana. Dodatkowo, badacze 

podkreŜlili wzmocnienie degradacji przez wykorzystane materiağy (modyfikowany biowňgiel  

z immobilizowanŃ lakkazŃ) ze wzglňdu na wsp·lny efekt sorpcji barwnika na noŜniku i nastňpnie 

rozkğadu barwnika przez enzym.  W niniejszej pracy iloŜĺ lakkazy osadzonej na materiağach 

prezentowanych w pracy wynosiğa miňdzy 0,26 mg do 1,62 mg w reakcji (iloŜĺ lakkazy oszacowano 

na podstawie danych efektywnoŜci koimmobilizacji na nanomateriağach i stosunku wykorzystanych 

enzym·w), co pozwoliğo na osiŃgniňcie podobnej aktywnoŜci degradacji (60 ï 90%). Warto 

podkreŜliĺ, Ũe zieleŒ malachitowa jest barwnikiem o charakterze kationowym, co pomaga  

w adsorpcji czŃsteczek barwnika na nanonoŜniki i pozwala na zbliŨenie ich do centrum aktywnych 

enzym·w immobilizowanych na powierzchniach noŜnik·w [287].  

Nanozymatyczne materiağy BGïMnï3, FGïMnï3 oraz ZnOïMnOïCuOï31 sorbowağy 

barwnik do poziomu 90% poczŃtkowego stňŨenia. Natomiast materiağy HAP/Mn/Cuï21 oraz  

ZnOïMnOïCuOï33 wykazağy zdolnoŜĺ sorpcji barwnika na poziomie 70ï80%. W badaniach 

Chanu L. i in [288]. wykorzystano nanokompozyty ZnO/CuO do degradacji roztworu barwnika 

zieleni malachitowej o stňŨeniu poczŃtkowym 15 ppm. IloŜĺ uŨytego nanomateriağu byğa taka sama 

jak w niniejszej pracy (0,2 g/l). W badaniach osiŃgniňto blisko 100% degradacjň barwnika, jednak 

byğo to zwiŃzane z zastosowaniem procesu fotokatalitycznego w obecnoŜci Ŝwiatğa UV.  
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Rysunek 20. Zmiana stňŨenia roztworu zieleni malachitowej (przedstawiona jako spadek stňŨenia roztworu 

[%]) w czasie przez wolne enzymy (peroksydazň chrzanowa HRP, lipaza LIP, katalaza CAT, lakkaza LAC) 

i nanosystemy immobilizowane (BGïMnï1ïCATïLAC, BGïCuï1ïCATïLAC, HAP/Mn/Cuï11ïCATï

LAC, ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP, FGïCuï3ïHRPïLIP) i odpowiadajŃce im niemodyfikowane 

nanomateriağy (BGïMnï1, BGïCuï1, HAP/Mn/Cuï11, ZnOïMnxOyïCuOï13, FGïCuï3) oraz nanozymy 

(BGïMnï3, FGïMnï3, ZnOïMnxOyïCuOï31, ZnOïMnxOyïCuOï33, HAP/Mn/Cuï21). 
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¶ OranŨ metylowy (MO) 

Wykres zmiany stňŨenia roztworu barwnika ï oranŨu metylowego ï przedstawiony jako spadek 

poczŃtkowego stňŨenia roztworu w czasie dla badanych enzym·w (peroksydaza chrzanowa HRP, 

lipaza LIP, katalaza CAT, lakkaza LAC) i nanosystem·w immobilizowanych (BGïMnï1ïCATï

LAC, BGïCuï1ïCATïLAC, HAP/Mn/Cuï11ïCATïLAC, ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP, 

FGïCuï3ïHRPïLIP) zaprezentowano na  

Rysunek 21. Zmiana stňŨenia roztworu oranŨu metylowego (przedstawiona jako spadek stňŨenia 

roztworu [%]) w czasie przez wolne enzymy (peroksydazň chrzanowa HRP, lipaza LIP, katalaza CAT, 

lakkaza LAC) i nanosystemy immobilizowane (BGïMnï1ïCATïLAC, BGïCuï1ïCATïLAC, 

HAP/Mn/Cuï11ïCATïLAC, ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP, FGïCuï3ïHRPïLIP) i odpowiadajŃce im 

niemodyfikowane nanomateriağy (BGïMnï1, BGïCuï1, HAP/Mn/Cuï11, ZnOïMnxOyïCuOï13, FGïCuï

3) oraz nanozymy (BGïMnï3, FGïMnï3, ZnOïMnxOyïCuOï31, ZnOïMnxOyïCuOï33, HAP/Mn/Cuï

21). 

. 

Materiağ HAP/Mn/Cuï11 (Rys. 21E) sorbowağ do 70% barwnika oranŨu metylowego. 

PoczŃtkowo, materiağ adsorbowağ barwnik do 50% stňŨenia, nastňpnie czňŜĺ barwnika desorbowağa 

z materiağu i ponownie byğa sorbowana aŨ do koŒca czasu reakcji. Nanosystem koimmobilizowany 

HAP/Mn/Cuï11-CAT-LAC wykazağ aktywnoŜĺ wobec barwnika redukujŃc jego poczŃtkowe 

stňŨenie o okoğo 30%. Podobne wartoŜci sorpcji osiŃgnňğy takŨe inne materiağy nanozymatyczne. 

Pozostağe nanomateriağy z immobilizowanymi enzymami oraz odpowiadajŃce im niemodyfikowane 

enzymami materiağy nie wykazağy znaczŃcej aktywnoŜci wobec barwnika oranŨu metylowego. Ze 

wzglňdu na anionowy charakter barwnika oranŨu metylowego, wnioskowano Ũe brak aktywnoŜci 

nanomateriağ·w zwiŃzany jest z ich negatywnym ğadunkiem powierzchni. CzŃsteczki barwnika  

i nanomateriağy nie bňdŃ ze sobŃ reagowaĺ ze wzglňdu na efekty elektrostatyczne [289].  

¶ CzerwieŒ neutralna (NR) 

Wykres zmiany stňŨenia roztworu barwnika ï czerwieni neutralnej (ang. Neutral Red, NR) ï 

przedstawiony jako spadek poczŃtkowego stňŨenia (100%) w czasie dla badanych enzym·w 

(peroksydaza chrzanowa HRP, lipaza LIP, katalaza CAT, lakkaza LAC) i nanosystem·w 

immobilizowanych (BGïMnï1ïCATïLAC, BGïCuï1ïCATïLAC, HAP/Mn/Cuï11ïCATïLAC, 

ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP, FGïCuï3ïHRPïLIP) zaprezentowano na Rysunek 22. 
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Materiağ FGïCuï3ïHRPïLIP (Rys. 21C) redukuje stňŨenie barwnika o 90% wzglňdem 

stňŨenia poczŃtkowego, charakteryzuje siň przebieg procesu por·wnywalnym z aktywnoŜciŃ 

wolnych enzym·w ï peroksydazy chrzanowej (HRP) i lipazy (LIP). Wolne enzymy r·wnieŨ 

prowadzŃ do redukcji stňŨenia tego barwnika o okoğo 90%. Materiağ FGïCuï3, pozbawiony 

enzym·w, wykazuje charakterystyczny przebieg procesu sorpcji i desorpcji. PoczŃtkowo barwnik 

jest niemal cağkowicie sorbowany, jednak z czasem nastňpuje jego desorpcja do poziomu 40% 

stňŨenia poczŃtkowego. PoczŃtkowe przyğŃczenie barwnika moŨe byĺ zwiŃzane z rozwiniňtŃ 

powierzchniŃ wğaŜciwa nanomateriağu (129,5 m2/g) , jednak obecnoŜĺ zar·wno dodatnich  

i ujemnych jon·w na w strukturze materiağu moŨe powodowaĺ desorpcjň [290]. W kolejnych 

etapach nastňpuje ponowna sorpcja, prowadzŃca do koŒcowego obniŨenia stňŨenia barwnika  

o okoğo 80%. 

Nanomateriağ ZnOïMnxOyïCuOï13 (Rys. 21 B) wykazuje zbliŨony efekt dziağania wobec 

czerwieni neutralnej. W pierwszym etapie barwnik zostaje sorbowany do poziomu 40% stňŨenia 

poczŃtkowego, po czym dochodzi do desorpcji, kt·ra przywraca stňŨenie barwnika do 60%. 

Nastňpnie obserwuje siň ponowny cykl sorpcji.  Nanomateriağ koimmobilizowany (ZnOïMnxOyï

CuOï13ïHRPïLIP) wykazuje wyraŦnie wyŨszŃ aktywnoŜĺ ï stňŨenie barwnika redukowane jest  

o 80%, a przebieg reakcji odpowiada aktywnoŜci wolnych enzym·w, skutkujŃcej redukcjŃ stňŨenia 

czerwieni neutralnej o okoğo 90%. 

PodobnŃ efektywnoŜĺ wobec czerwieni neutralnej wykazuje materiağ BGïCuï1. W pierwszej 

fazie procesu sorbuje on ponad 80% barwnika, jednak z czasem dochodzi do stopniowej desorpcji, 

kt·ra utrzymuje siň do koŒca procesu. Koimmobilizowany materiağ BGïCuï1ïCATïLAC 

wykazuje wyŨszŃ aktywnoŜĺ ï sorpcja 90% poczŃtkowego stňŨenia barwnika. Podobne wğaŜciwoŜci 

wykazuje ukğad BGïMnï1ïCATïLAC, kt·ry r·wnieŨ redukuje stňŨenie barwnika o 90%. Materiağ 

bez enzym·w (BGïMnï1) wykazuje natomiast cykliczne zmiany: poczŃtkowo sorbuje 90% 

barwnika, nastňpnie desorbuje do poziomu 70%, po czym nastňpuje ponowna sorpcja w koŒcowej 

fazie procesu. NiŨszŃ wydajnoŜĺ procesu wykazuje materiağ HAP/Mn/Cuï11ïCATïLAC, kt·ry 

sorbuje okoğo 80% barwnika. Natomiast jego odpowiednik bez enzym·w (HAP/Mn/Cuï11) 

wykazuje stopniowy wzrost sorpcji ï od 20% do okoğo 50% w miarň trwania procesu. 
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Rysunek 21. Zmiana stňŨenia roztworu oranŨu metylowego (przedstawiona jako spadek stňŨenia roztworu 

[%]) w czasie przez wolne enzymy (peroksydazň chrzanowa HRP, lipaza LIP, katalaza CAT, lakkaza LAC) 

i nanosystemy immobilizowane (BGïMnï1ïCATïLAC, BGïCuï1ïCATïLAC, HAP/Mn/Cuï11ïCATï

LAC, ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP, FGïCuï3ïHRPïLIP) i odpowiadajŃce im niemodyfikowane 

nanomateriağy (BGïMnï1, BGïCuï1, HAP/Mn/Cuï11, ZnOïMnxOyïCuOï13, FGïCuï3) oraz nanozymy 

(BGïMnï3, FGïMnï3, ZnOïMnxOyïCuOï31, ZnOïMnxOyïCuOï33, HAP/Mn/Cuï21). 
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Uzyskane wyniki wskazujŃ, Ũe obecnoŜĺ immobilizowanych enzym·w na nanomateriağach 

znaczŃco zwiňksza ich efektywnoŜĺ w redukcji stňŨenia barwnika. W szczeg·lnoŜci obserwuje siň 

stabilizacjň aktywnoŜci katalitycznej oraz zmniejszenie efektu desorpcji, co odr·Ũnia te materiağy 

od ich odpowiednik·w niemodyfikowanych enzymami, kt·rych procesy sorpcji i desorpcji 

nastňpujŃ po sobie w spos·b cykliczny [291]. Czyste nanomateriağy i nanozymy oddziağywağy  

z barwnikami przez sorpcjň, kt·ra czňsto miağa charakter odwracalny, prowadzŃc do zwiňkszenia 

stňŨenia barwnika w trakcie lub po zakoŒczeniu procesu. Natomiast materiağy z immobilizowanymi 

enzymami wykazywağy stabilnŃ aktywnoŜĺ katalitycznŃ, prowadzŃcŃ do obniŨenia stňŨenia 

barwnika, z zachowaniem przebiegu reakcji podobnej do wolnych enzym·w. 

W przypadku czerwieni neutralnej (NR) materiağy takie jak FGïCuï3ïHRPïLIP oraz  

ZnOïMnOïCuOï13ïHRPïLIP umoŨliwiğy trwağŃ redukcjň stňŨenia barwnika o okoğo 90%, 

podczas gdy ich odpowiedniki bez enzym·w wykazywağy wyraŦnie cykliczny charakter procesu 

(sorpcjaïdesorpcja). Oznacza to, Ũe obecnoŜĺ enzym·w umoŨliwiağa rzeczywistŃ degradacjň 

barwnika, a nie jedynie jego czasowe zatrzymanie na powierzchni materiağu. W przypadku zieleni 

malachitowej zar·wno nanosystemy koimmobilizowane i materiağy niemodyfikowane enzymami 

charakteryzowağy siň wysokŃ aktywnoŜciŃ i sorpcja barwnika. Materiağy szkliste (np. BGïCuï1, 

BGïMnï1) charakteryzowağy siň bardzo wysokŃ sorpcjŃ, siňgajŃcŃ niemal 100%, co byğo wynikiem 

duŨej powierzchni wğaŜciwej. Dodatkowo, materiağy z immobilizowanymi enzymami wykazywağy 

katalityczny charakter dziağania, co wskazuje na aktywnoŜĺ enzym·w jako dominujŃcy mechanizm 

degradacji. Na podstawie analizy sorpcji i aktywnoŜci degradacji wybranych materiağ·w wzglňdem 

NR i MG, do badaŒ cyklicznych wybrano materiağy enzymatyczne, kt·re trwale redukowağy 

stňŨenia barwnika: FGïCuï3ïHRPïLIP, HAP/Mn/Cu-11CAT-LAC, ZnOïMnOïCuOï13ïHRPï

LIP, BGïCuï1ïCATïLAC oraz BGïMnï1ïCATïLAC.  
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Rysunek 22. Zmiana stňŨenia roztworu czerwieni neutralnej (przedstawiona jako spadek stňŨenia roztworu 

[%]) w czasie przez wolne enzymy (peroksydazň chrzanowa HRP, lipaza LIP, katalaza CAT, lakkaza LAC) 

i nanosystemy immobilizowane (BGïMnï1ïCATïLAC, BGïCuï1ïCATïLAC, HAP/Mn/Cuï11ïCATï

LAC, ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP, FGïCuï3ïHRPïLIP) i odpowiadajŃce im niemodyfikowane 

nanomateriağy (BGïMnï1, BGïCuï1, HAP/Mn/Cuï11, ZnOïMnxOyïCuOï13, FGïCuï3) oraz nanozymy 

(BGïMnï3, FGïMnï3, ZnOïMnxOyïCuOï31, ZnOïMnxOyïCuOï33, HAP/Mn/Cuï21). 

A B 

C D 

E F 

G H 



126 

 

6.2. Cykle procesu 

EfektywnoŜĺ degradacji i sorpcji barwnika czerwieni neutralnej (NR) i zieleni malachitowej 

(MG) w kolejnych cyklach procesu przedstawia Rysunek 23. Wyniki wskazujŃ na istotne r·Ũnice 

miňdzy materiağami zawierajŃcymi koimmobilizowane enzymy, a ich odpowiednikami bez 

enzym·w, w nastňpujŃcych po sobie reakcjach. 

Materiağy z enzymami ZnO-MnxOy-CuO-13-HRP-LIP oraz FG-Cu-3-HRP-LIP (Rys. 23A) 

charakteryzowağy siň najwyŨszŃ skutecznoŜciŃ usuniňcia barwnika zieleni malachitowej (MG) we 

wszystkich trzech cyklach, osiŃgajŃc wartoŜci bliskie 100% (odpowiednio 92%, 98%, 100% oraz 

99%, 100%, 93%). W przypadku BG-Cu-1-CAT-LAC oraz BG-Mn-1-CAT-LAC zaobserwowano 

wiňksze zmiennoŜci aktywnoŜci w kolejnych etapach. Materiağ BG-Cu-1-CAT-LAC wykazywağ 

spadek efektywnoŜci do 51% w cyklu drugim i ponownym wzrostem efektywnoŜci degradacji do 

75% w cyklu trzecim. Analogicznie, BG-Mn-1-CAT-LAC w reakcji z barwnikiem zmniejszağ jego 

stňŨenie do 39% w cyklu drugim, a nastňpnie degradowağ 100% barwnika w trzecim cyklu. Takie 

wahania mogŃ Ŝwiadczyĺ o czňŜciowej inaktywacji enzym·w w drugim cyklu. Po oddzieleniu 

nanosystem·w koimmobilizowanych i podaniu nowej porcji barwnika, enzymy immobilizowane na 

nanomateriağach mogŃ ponownie wykazywaĺ wyŨszŃ aktywnoŜĺ w degradacji barwnika. 

Oddzielenie nanosystemu od mieszaniny poreakcyjnej oddziela r·wnieŨ produkty rozkğadu, kt·re 

mogŃ ograniczaĺ dostňp czŃsteczkom substratu do centrum aktywnego enzymu [292].  

Nanomateriağy bez enzym·w wykazağy zr·ŨnicowanŃ aktywnoŜĺ. Materiağ HAP/Mn/Cu-11 

cechowağ siň wysokŃ efektywnoŜciŃ sorpcji w pierwszym cyklu (83%), kt·ra jednak spadğa do 47% 

w drugim, a nastňpnie nieznacznie wzrosğa do 62% w trzecim. Natomiast FG-Cu-3 wykazywağ 

stabilnŃ, wysokŃ efektywnoŜĺ na poziomie okoğo 95ï97% we wszystkich trzech cyklach, co 

wskazuje na dobrŃ efektywnoŜĺ sorpcji. Materiağy BG-Cu-1 oraz BG-Mn-1 odznaczağy siň bardzo 

wysokŃ efektywnoŜciŃ poczŃtkowŃ (odpowiednio 100% i 99%), kt·ra w kolejnych cyklach 

nieznacznie zmalağa, utrzymujŃc siň na poziomie okoğo 90ï95%. 

W przypadku materiağu FGïCuï3ïHRP-LIP poziom degradacji NR utrzymywağ siň na bardzo 

wysokim poziomie we wszystkich trzech cyklach (97%, 100%, 96%). OdpowiadajŃcy mu materiağ 

FGïCuï3 (bez enzym·w) r·wnieŨ wykazywağ wysokŃ skutecznoŜĺ degradacji (100%, 95%, 92%), 

jednak w trzecim cyklu widoczny byğ niewielki spadek aktywnoŜci, kt·ry moŨe wynikaĺ  

z czňŜciowego nasycenia miejsc aktywnych lub ograniczonej zdolnoŜci materiağu do peğnego 

odzysku wğaŜciwoŜci po kaŨdym cyklu. Podobnie wysoki poziom aktywnoŜci obserwowano dla 

materiağu ZnO-MnO-CuO-13-HRP-LIP pozwalajŃcy na redukcje stňŨenia barwnika do 87%, 89%  
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i 100% stňŨenia poczŃtkowego w kolejnych cyklach. Dla odpowiadajŃcego materiağu ZnOïMnOï

CuOï13 bez enzym·w efektywnoŜĺ byğa niŨsza i systematycznie malağa (63%, 51%, 45%), co moŨe 

Ŝwiadczyĺ o wyczerpywaniu zdolnoŜci sorpcyjnych materiağu w kolejnych cyklach. R·Ũnica 

miňdzy materiağami jednoznacznie wskazuje na udziağ immobilizowanych biokatalizator·w  

w utrzymaniu wysokiej i stabilnej wydajnoŜci rozkğadu barwnika. Enzymy lakkaza i peroksydaza 

sŃ aktywne wobec zieleni malachitowej powodujŃc hydroksylacjň barwnika i nastňpnie jego 

degradacjň do m.in. N,N-dimetyloaniliny, kt·ra jest demetylowana. Enzymy te mogŃ prowadziĺ do 

cağkowitego rozkğadu barwnika, co zostağo potwierdzone literaturowo [293,294].  

Wobec czerwieni neutralnej materiağ BGïMnï1ïCATïLAC r·wnieŨ wykazağ stabilnŃ i wysokŃ 

aktywnoŜĺ w cağym przebiegu reakcji (93%, 94%, 100%), przewyŨszajŃc pod wzglňdem 

skutecznoŜci niemodyfikowany enzymami materiağ BGïMnï1 (89%, 90%, 66%). W przypadku 

materiağu bez enzym·w obserwowano spadek aktywnoŜci w trzecim cyklu, co sugeruje,  

Ũe aktywnoŜĺ byğa gğ·wnie zjawiskiem sorpcji, a wydajnoŜĺ zmniejszağa siň w miarň upğywu czasu. 

Dla materiağu BGïCuï1ïCAT-LAC zaobserwowano skutecznoŜĺ degradacji NR na poziomie 97%, 

90% i 72%. Choĺ poczŃtkowe wartoŜci byğy wysokie, wyraŦny spadek w trzecim cyklu moŨe 

Ŝwiadczyĺ o czňŜciowym osğabieniu enzymatycznej aktywnoŜci katalitycznej lub o niepeğnym 

odzysku wğaŜciwoŜci miňdzy cyklami. Analogiczny materiağ bez enzym·w (BGïCuï1) r·wnieŨ 

wykazağ stopniowe obniŨenie aktywnoŜci (90%, 89%, 64%), co moŨe potwierdzaĺ,  

Ũe enzymatyczna modyfikacja przyczynia siň do poprawy og·lnej aktywnoŜci, jednak efektywnoŜĺ 

r·wnieŨ moŨe zmniejszaĺ siň w dğuŨszym czasie reakcji. Z kolei materiağ HAP/Mn/Cuï11ïCATï

LAC wykazağ dobrŃ, choĺ umiarkowanŃ aktywnoŜĺ w trzech cyklach (77%, 80%, 83%), 

przewyŨszajŃc pod wzglňdem skutecznoŜci materiağ niemodyfikowany HAP (74%, 75%, 76%). 

R·Ũnice wskazujŃ na korzystny wpğyw obecnoŜci enzym·w na poprawň efektywnoŜci degradacji. 
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Rysunek 23. Degradacja i sorpcja barwnik·w zieleni malachitowej (A) i czerwieni neutralnej (B) badana w 

cyklach procesu, dla nanomateriağ·w immobilizowanych: FGïCuï3ïHRPïLIP, ZnOïMnxOyïCuOï13ï

HRPïLIP, BGïCuï1ïCAT-LAC, BGïMnï1ïCAT-LAC, HAP/Mn/Cu-11-CAT-LAC oraz 

nanomateriağ·w: FGïCuï3, ZnO-MnxOy-CuO-13, BGïCuï1, BGïMnï1, HAP/Mn/Cuï11. 

A 

B 
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6.3. Rozkğad pestycyd·w 

W badaniach rozkğadu pestycyd·w wykorzystano koimmobilizowane nanosystemy BGïMnï

1ïCATïLAC, BGïCuï1ïCATïLAC, ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP oraz wolne enzymy, kt·re 

zostağy uŨyte w wymienionych ukğadach (katalaza CAT, lakkaza LAC, peroksydaza chrzanowa 

HRP, lipaza LIP).  

¶ Diuron 

W tabeli 12 przedstawiono procentowŃ zmianň stňŨenia roztworu diuronu w czasie po procesie 

rozkğadu z wykorzystaniem enzym·w (peroksydazy chrzanowej HRP, lipazy LIP, katalazy CAT, 

lakkazy LAC) lub nanosystem·w koimmobilizowanych (BGïMnï1ïCATïLAC, BGïCuï1ïCATï

LAC, ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP). Roztw·r diuronu wykorzystywany w procesie miağ 

stňŨenie 10 mg/l. Przyjňto je jako punkt poczŃtkowy i okreŜlono jako 100%. 

Nanomateriağy niemodyfikowane enzymem (nie ujňte w tabeli) nie wykazağy aktywnoŜci 

wobec pestycydu. WŜr·d enzym·w najwiňkszŃ aktywnoŜciŃ katalitycznŃ charakteryzujŃ siň lakkaza 

i peroksydaza chrzanowa, powodujŃc 15% spadek wartoŜci poczŃtkowej stňŨenia pestycydu. 

AktywnoŜĺ lakkazy i peroksydazy wobec diuronu znajduje swoje uzasadnienie w literaturze. 

Przykğadowo aktywnoŜĺ lakkazy w hodowli grzyb·w Ganoderma lucidum wzrastağa w obecnoŜci 

diuronu w medium. Po 15 dniach hodowli pozostağe stňŨenie diuronu zmniejszağo siň o 50% (1,30 

Õg/ml). Lipaza nie wykazuje znacznej aktywnoŜci wobec diuronu (okoğo 4% po 4 h), a wyniki 

wskazujŃ na cykliczny wzrost i spadek stňŨenia pestycydu w trakcie reakcji. Katalaza poczŃtkowo 

zmniejsza stňŨenie diuronu (o maksymalnie 10% po 3h reakcji), jednak nastňpuje wzrost stňŨenia 

w 4h procesu. Zatem, zmniejszenie stňŨenia jest przypisywane efektowi sorpcji pestycydu.  

W literaturze opisuje siň inhibicje enzym·w w obecnoŜci zanieczyszczeŒ, co zwiŃzane jest  

z przyğŃczaniem siň do centrum aktywnego lub degradacjŃ biağka [295].  

Ze wzglňdu na aktywnoŜĺ wolnych enzym·w oczekiwano, Ũe nanosystemy koimmobilizowane 

wykaŨŃ aktywnoŜĺ wobec diuronu. PoczŃtkowo, nanosystemy wykazağy wiňkszŃ aktywnoŜĺ  

w reakcji z diuronem, redukujŃc jego stňŨenie o 15%. Natomiast koŒcowa aktywnoŜĺ 

nanosystem·w koimmobilizowanych pozwoliğa na redukcje stňŨenia o okoğo 7-9% po 4h procesu. 

PoczŃtkowa wiňksza aktywnoŜĺ mogğa byĺ zwiŃzana z sorpcjŃ pestycydu, jednak ze wzglňdu na 

aktywnoŜĺ natywnych enzym·w wobec pestycydu oraz aktywnoŜĺ nanosystem·w w koŒcowych 

etapach procesu poszerzono zakres badaŒ i analizowano roztwory poprocesowe. Miağo to na celu 

identyfikacjň produkt·w rozkğadu (rozdziağ IV.6.4).    
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Tabela 12. Spadek stňŨenia poczŃtkowego diuronu (10 mg/l) po procesie rozkğadu w czasie (1ï2ï3ï4 h) 

przez wolne enzymy (peroksydazň chrzanowŃ HRP, lipazň LIP, katalazň CAT, lakkazň LAC) i nanosystemy 

immobilizowane (BGïMnï1ïCATïLAC, BGïCuï1ïCATïLAC, ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP). 

               Czas [h] 

Materiağ         
1 2 3 4 

HRP 19,3Ñ0,6% 14,6Ñ0,6% 14,1Ñ0,7% 14,1Ñ1,5% 

LIP 10,8Ñ4,7% 2,5Ñ9,3% 11,7Ñ3,3% 3,8Ñ8,6% 

LAC 14,1Ñ2,0% 5,6Ñ2,7% 10,8Ñ2,6% 15,5Ñ5,2% 

CAT 4,7Ñ0,8% 10,3Ñ5,3% 10,3Ñ1,3% 1,9Ñ4,6% 

ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP 19,7Ñ2,7% 14,4Ñ1,3% 7,3Ñ0,9% 9,3Ñ0,1% 

BioïMnï1ïCATïLAC 14,1Ñ1,3% 11,2Ñ0,1% 12,6Ñ0,8% 7,2Ñ0,4% 

BioïCuï1ïCATïLAC 16,1Ñ2,0% 8,9Ñ0,7% 14,5Ñ0,8% 7,4Ñ0,4% 

¶ Atrazyna 

W tabeli 13 przedstawiono procentowŃ zmianň stňŨenia roztworu atrazyny w czasie po procesie 

rozkğadu z wykorzystaniem enzym·w enzymami (peroksydazŃ chrzanowŃ HRP, lipazŃ LIP, 

katalazŃ CAT, lakkazŃ LAC) lub nanosystem·w koimmobilizowanych (BGïMnï1ïCATïLAC, 

BGïCuï1ïCATïLAC, ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP). Roztw·r atrazyny wykorzystywany w 

procesie miağ stňŨenie 10 mg/l. Przyjňto je jako punkt poczŃtkowy i okreŜlono jako 100%. 

AktywnoŜĺ enzym·w wobec pestycydu pozwoliğa na degradacjň o Ŝrednio 20% poczŃtkowego 

stňŨenia atrazyny juŨ po 1 h w obecnoŜci lipazy i lakkazy. Zmianň o 15% poczŃtkowego stňŨenia 

atrazyny obserwowano po procesie z katalazŃ i o 10% po procesie z peroksydazŃ. AktywnoŜĺ 

materiağu ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP wobec pestycydu pozwoliğa na zmniejszenie stňŨenia  

o 20%, lecz zostağo to obserwowane po 4 h reakcji. Pozostağe nanomateriağy koimmobilizowane nie 

wykazağy znaczŃcej aktywnoŜci wobec atrazyny. Jak opisano w badaniach Ahmad M. i in. [296] 

adsorpcja atrazyny na powierzchni noŜnika (np. biowňgla) jest moŨliwa dziňki tworzeniu wiŃzaŒ 

wodorowych i ğŃczeniu siň grupami aminowymi z powierzchniŃ noŜnika. Ze wzglňdu na 

immobilizacjň enzym·w na nanomateriağach, istnieje moŨliwoŜĺ, Ũe ğŃczenie siň atrazyny  

z powierzchniŃ materiağu przez wiŃzania wodorowe jest ograniczone. Dodatkowo, brak 

oddziağywaŒ elektrostatycznych nie zwiňksza aktywnoŜci immobilizowanych enzym·w wobec 

pestycydu.  
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Tabela 13. Spadek stňŨenia poczŃtkowego atrazyny (10 mg/l) po procesie rozkğadu w czasie (1ï2ï3ï4 h) 

przez wolne enzymy (peroksydazň chrzanowŃ HRP, lipazň LIP, katalazň CAT, lakkazň LAC) i nanosystemy 

immobilizowane (BGïMnï1ïCATïLAC, BGïCuï1ïCATïLAC, ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP). 

               Czas [h] 

Materiağ         
1 2 3 4 

HRP 9,6Ñ8,0% 16,8Ñ2,0% 15,2Ñ7,0% 10,7Ñ2,0% 

LIP 15,6Ñ2,0% 21,7Ñ3,0% 20,1Ñ1,0% 15,9Ñ4,0% 

LAC 21,0Ñ3,0% 23,0Ñ2,0% 19,2Ñ4,0% 19,0Ñ0,1% 

CAT 19,4Ñ1,0% 21,2Ñ5,0% 12,7Ñ2,0% 13,6Ñ0,4% 

ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP 0,0Ñ1,1% 0,0Ñ0,3% 0,0Ñ4,4% 19,6Ñ7,6% 

BGïMnï1ïCATïLAC 0,0Ñ1,3% 0,0Ñ1,1% 0,0Ñ1,6% 6,5Ñ0,5% 

BGïCuï1ïCATïLAC 0,0Ñ1,1% 0,0Ñ0,3% 0,0Ñ1,1% 0,2Ñ5,2% 

 

6.4. Wyniki analizy produkt·w rozkğadu ï UPLC/MS 

Przeprowadzono analizň produkt·w rozkğadu roztworu diuronu po uŨyciu koimmobilizowanych 

nanosystem·w wielobiağkowych lub wolnych enzym·w. Por·wnywano widma LC-MS uzyskane 

po reakcji diuronu z nastňpujŃcymi materiağami: 

¶ enzymy wolne: peroksydaza chrzanowa (HRP), lipaza (LIP), katalaza (CAT), lakkaza 

(LAC), 

¶ enzymy immobilizowane na nanomateriağach: ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP,  

BGïMnï1ïCATïLAC, BGïCuï1ïCATïLAC, 

¶ nanomateriağy: ZnOïMnxOyïCuOï13, BGïMnï1, BGïCuï1.  

 

Na rysunku 24 przedstawiono chromatogramy dla wybranych materiağ·w: wyjŜciowego diuronu 

(Rys. 24A) i diuronu po procesie z wykorzystaniem nanomateriağ·w ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPï

LIP (Rys. 24B), ZnOïMnxOyïCuOï13 (Rys. 24C) i lakkazy (Rys. 24D). 

 W tabeli 14 przedstawiono wyniki obejmujŃce czasy retencji, odpowiadajŃce im stosunki  

m/z (MS) oraz produkty rozkğadu diuronu. We wszystkich pr·bkach moŨna byğo zidentyfikowano 

diuron (czas retencji 2,7 min), co Ŝwiadczy o niecağkowitym rozkğadzie pestycydu.  

Najwiňcej produkt·w rozkğadu diuronu zidentyfikowano po procesie z udziağem lakkazy.  

Na uzyskanym chromatogramie obserwowane sŃ piki przy czasie retencji 1,57 min i 2,0 min oraz 

2,15 min. Analiza potwierdziğa wystňpowanie produkt·w dechlorowanych (P1, CPDMU)  

i z podstawionŃ grupŃ -OH (P2, HCPDMU) oraz demetylowanych (P3, DCPMU), co odpowiada 
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typowej aktywnoŜci (oksydoreduktazy fenolowej) tego enzymu. Lakkazy pochodzŃce z bakterii lub 

grzyb·w sŃ enzymami mniej specyficznymi substratowo, niŨ enzymy eukariotyczne [297]. MogŃ 

powodowaĺ dechlorowanie oraz utlenianie pierŜcieni aromatycznych oraz oderwanie grup 

metylowych [298]. Po reakcji diuronu z peroksydazŃ chrzanowŃ na chromatogramie obserwowano 

piki przy 2,0 min oraz dodatkowo przy 0,6 min, ŜwiadczŃce o powstawaniu produktu P2. AktywnoŜĺ 

pozostağych enzym·w (katalaza, lipaza) wobec diuronu r·wnieŨ prowadziğa do postawania 

hydroksylowanego produktu P2.  

Analiza produkt·w uzyskanych po reakcji z nanosystemem koimmobilizowanym  

ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP i nanomateriağem niemodyfikowanym enzymami  

ZnOïMnxOyïCuOï13 pozwoliğa oznaczyĺ duŨŃ grupň produkt·w rozkğadu pestycydu.  

W przypadku zastosowania nanosystemu multiproteinowego zaobserwowano tworzenie 

dechlorowanych produkt·w (P1, P2), demetylowanego diuronu (P3, DCPMU) oraz podw·jnie 

demetylowanego diuronu (P4, DCPU). Ponadto, powstağ produkt wt·rnej reakcji diuronu z grupŃ  

ïOH (P5). Rozpad diuronu w reakcji z materiağem ZnO-MnO-CuO-13-HRP-LIP przedstawia ciŃg 

reakcji dekompozycji, kt·ry jest obserwowany w mikroorganizmach [299]. AktywnoŜĺ tego 

nanosystemu katalitycznego pokrywa siň z produktami rozpadu wystňpujŃcymi przy uŨyciu enzymu 

lakkazy. Widoczny jest r·wnieŨ wpğyw peroksydazy chrzanowej na aktywnoŜĺ nanomateriağu 

immobilizowanego (tworzenie hydroksylowanego produktu P2). Peroksydazy mogŃ wpğywaĺ na 

oksydacje fenoli [300], co potwierdza zachodzŃce przemiany. Ponadto, w literaturze moŨna 

odnaleŦĺ doniesienia o aktywnoŜci lipaz w reakcjach epoksydacji, polegajŃcych na utlenieniu 

wiŃzaŒ C=C, w obecnoŜci rodnik·w i np. struktur fenolowych [301]. Schemat przemian i rozkğadu 

diuronu po reakcjach z materiağami (np. ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP) przedstawia Rys. 25. 
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Rysunek 24. Chromatogramy LC-MS (TIC, ang. Total Ion Chromatogram) dla (A) roztworu diuronu (jako 

wzorca przed procesem) oraz dla roztworu diuronu po procesie: (B) z nanomateriağem ZnOïMnxOyïCuOï

13ïHRPïLIP, (C) z nanomateriağem ZnOïMnxOyïCuOï13 i (D) z enzymem lakkazŃ. 

A 

B 

C 

D 
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Tabela 14. Zestawienie wynik·w analizy chromatograficznej produkt·w rozkğadu diuronu, wraz z 

odpowiadajŃcymi im masami i czasami retencji, przypisane do materiağ·w uŨywanych w procesie (enzymy: 

peroksydaza chrzanowa HRP, lipaza LIP, katalaza CAT, lakkaza LAC i nanosystemy koimmobilizowane: 

ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP, BGïMnï1ïCATïLAC, BGïCuï1ïCATïLAC, nanomateriağy: ZnOï

MnxOyïCuOï13, BGïMnï1, BGïCuï1). 

Symbol 
Zidentyfikowane produkty 

procesu 

Stosunek 

masy do 

ğadunku 

jonu 

[m/z] 

Czas 

retencji 

[min]  

Pr·bka 

S Diuron (substrat) 231 2,7 Wszystkie 

P2a 

[HCPDMU]+ 

(kation 1,1-dimetylo-3-(3-

hydroksy-4-

chlorofenylomocznika) 

216 0,6 HRP, LIP, CAT 

P1 

CPDMU 

(1,1-dimetylo-3-(3 

chlorofenylomocznik) 

200 1,57 

ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP, 

ZnOïMnxOyïCuOï13, 

BGïMnï1ïCATïLAC, 

BGïMnï1, 

BGïCuï1ïCATïLAC, 

BGïCuï1, 

LAC 

P4 
DCPU 

(N,N-didemetylo-diuron) 
208 1,8 

ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP, 

BGïMnï1ïCATïLAC, 

BGïMnï1, 

BGïCuï1 

P2 

HCPDMU  

(1,1-dimetylo-3-(3-

hydroksy-4-

chlorofenylomocznik) 

213 2,0 

ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP, 

ZnOïMnxOyïCuOï13, 

BGïMnï1, 

LAC, HRP 

P3 
DCPMU  

(N-demetylo-diuron) 
222 2,15 ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP, LAC 

P5 Hydroksylowany diuron 242 2,45 
ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP, 

ZnOïMnxOyïCuOï13 

P6 
ZğoŨone produkty, dimery i 

trimery 
315, 342 >3 min 

ZnOïMnxOyïCuOï13, 

BGïCuï1 
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ZauwaŨalny jest r·wnieŨ wpğyw aktywnoŜci nanomateriağu ZnOïMnxOyïCuOï13 na rozpad 

diuronu ï wŜr·d zidentyfikowanych produkt·w rozpadu obecne byğy dechlorowane produkty  

(P1 i P2) i hydroksylowane produkty (P5). ObecnoŜĺ zar·wno jon·w manganu i miedzi w strukturze 

nanomateriağu moŨe powodowaĺ tworzenie rodnik·w hydroksylowych na powierzchniach 

materiağu i prowadziĺ do interakcji z adsorbowanymi czŃsteczkami pestycydu [302]. W badaniach 

Gholami M i in. [303] dotyczŃcych wykorzystania katalizatora ZnO dotowanego Cu do rozkğadu 

bentazonu (herbicydu) moŨna zauwaŨyĺ, Ũe taki katalizator jest zdolny do demetylacji lub 

hydroksylacji grup funkcyjnych herbicydu. JednakŨe w por·wnaniu do nanosystemu 

immobilizowanego, rozpad diuronu zwiŃzany z adsorpcjŃ na czystym nanomateriale nie jest 

zbliŨony do rozpadu obserwowanego w naturze (jak w przypadku rozpad·w katalizowanych przez 

bakterie [299]) i nie prowadzi do demetylacji diuronu.  Dodatkowo, w chromatogramie po reakcji 

z niemodyfikowanym ZnOïMnxOyïCuOï13 zidentyfikowano r·Ũne zwiŃzki o wiňkszej masie 

czŃsteczkowej niŨ wyjŜciowy pestycyd, kt·re nie sŃ poŨŃdanym produktem reakcji. 

 

 

 Rysunek 25. Proponowany schemat rozpadu diuronu na podstawie [304]. 
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W badaniach z wykorzystaniem nanomateriağ·w koimmobilizowanych  

(BGïMnï1ïCATïLAC, BGïCuï1ïCATïLAC) stwierdzono, Ũe reakcja z diuronem prowadziğa 

gğ·wnie do dechlorowania pierŜcienia aromatycznego. Dodatkowo, w spektrum masowym po 

reakcji z materiağem BGïMnï1ïCATïLAC wŜr·d zidentyfikowanych produkt·w rozkğadu obecny 

jest podw·jnie demetylowany produkt rozpadu diuronu (P4), co jest zgodne z aktywnoŜciŃ enzymu 

lakkazy obecnego w ukğadzie. JednakŨe, te koimmobilizowane nanosystemy nie byğy tak aktywne 

jak poprzedni nanosystem (ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP). R·wnieŨ niemodyfikowane 

nanomateriağy BGïMnï1 i BGïCuï1 nie doprowadziğy do dalszego rozkğadu diuronu. Ich 

aktywnoŜĺ pozwoliğa na demetylacjň i dechlorowanie. W procesie, w kt·rym wykorzystywano 

materiağ BGïMnï1 tworzyğy siň hydroksylowane pochodne diuronu (P2), natomiast takie produkty 

rozkğadu nie byğy obecne w wŜr·d zidentyfikowanych produkt·w po procesie z materiağem  

BGïCuï1.  

Immobilizacja enzym·w na nanomateriağach wpğywağa na zmiany w produktach rozkğadu 

diuronu. Wykorzystanie nanomateriağu ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP powodowağo powstanie 

r·Ũnych produkt·w rozpadu ï zar·wno dechlorowanych, demetylowanych, jak i hydroksylowanych 

pochodnych diuronu, co wskazuje na wsp·lne dziağanie enzym·w immobilizowanych. Uzyskane 

wyniki wskazujŃ, Ũe w procesach z zastosowaniem koimmobilizowanych enzym·w ï peroksydazy 

chrzanowej i lipazy na nanomateriale ï obserwowano rozkğad diuronu zbliŨony do tego, kt·ry 

wystňpuje w obecnoŜci lakkazy. Warto podkreŜliĺ, Ũe przebieg reakcji zbliŨony byğ do opisywanego 

dla mikroorganizm·w. W procesach z wykorzystaniem nanomateriağ·w BGïMnï1ïCATïLAC 

oraz BGïCuï1ïCATïLAC uzyskano rozkğad diuronu, obejmujŃcy gğ·wnie procesy dechlorowania 

i demetylowania. 
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V Podsumowanie 

Badania obejmowağy syntezň trzech rodzaj·w nanomateriağ·w (tlenkowych, 

hydroksyapatytowych i szklistych) oraz ich modyfikacjň jonami manganu i miedzi, co pozwoliğo na 

uzyskanie materiağ·w o zr·Ũnicowanej strukturze i wğaŜciwoŜciach katalitycznych. Wstňpne 

badania aktywnoŜci, obejmujŃce rozkğad kazeiny i reakcje przeciwutleniajŃce, pozwoliğy wyğoniĺ 

materiağy wykorzystywane w kolejnym etapie do immobilizacji enzym·w. Miňdzy innymi materiağ 

ZnOïMnxOyïCuOï13 charakteryzowağ siň niskŃ aktywnoŜciŃ proteolitycznŃ (1,88 mUnit/mg),  

co pozwoliğo na wykorzystanie go w procesie immobilizacji. Materiağy szkliste z dodatkiem 

manganu (BGïMnï3, FGïMnï3) wykazywağy najwyŨsze wartoŜci aktywnoŜci  

(proteolitycznej ï odpowiednio 40,9 mUnit/mg i 23,8 mUnit/mg oraz przeciwrodnikowej ï  

42,7 ÕMol/ml i 42,1 ÕMol/ml), co pozwoliğo na okreŜlenie ich jako nanozym·w. Modyfikacja 

nanomateriağ·w jonami manganu i miedzi miağa istotny wpğyw na aktywnoŜĺ proteolitycznŃ  

i przeciwrodnikowŃ, przy czym najwyŨszŃ aktywnoŜĺ wykazywağy materiağy o zwiňkszonej 

zawartoŜci manganu (np. ZnOïMnxOyïCuOï33 oraz BGïMnï3), podczas gdy zwiňkszony dodatek 

miedzi prowadziğ do obniŨenia aktywnoŜci proteolitycznej.   

Przeprowadzono immobilizacjň pojedynczych enzym·w ï katalazy (CAT), lipazy (LIP), 

lakkazy (LAC) i peroksydazy (HRP). Materiağy tlenkowe (np. ZnOïMnxOyïCuOï13) i materiağy 

szkliste (np. BGïCuï1) wykazywağy wysokŃ efektywnoŜĺ immobilizacji (odpowiednio 45%  

i 61%), co stanowiğo podstawň do realizacji immobilizacji multiproteinowej. W koimmobilizacji 

jednoczesne osadzenie par enzym·w (katalazy z lakkazŃ oraz peroksydazy z lipazŃ) miağo na celu 

uzyskanie wzmocnionej aktywnoŜci katalitycznej. Analiza widm FTïIR ATR potwierdziğa 

immobilizacjň enzym·w na powierzchniach materiağ·w, ukazujŃc na widmach charakterystyczne 

przesuniňcia pasm amidowych oraz grup hydroksylowych i karbonylowych, co wskazywağo na 

interakcje biağek z noŜnikami.  

W badaniach stabilnoŜci enzym·w w r·Ũnych warunkach pH, nanosystemy z enzymami 

immobilizowanymi na szklistych noŜnikach modyfikowanych manganem i miedziŃ  

(BGïMnï1ïCATïLAC, BGïCuï1ïCATïLAC) utrzymywağy aktywnoŜĺ na poziomie 98ï102% 

 i 90ï102% wartoŜci w por·wnaniu do enzym·w wolnych (katalazy), co Ŝwiadczyğo o skutecznej 

ochronie struktury biağek. Nanosystemy immobilizowane na ZnOïMnxOyïCuOï13 oraz FGïCuï3 

wykazywağy maksymalnŃ aktywnoŜĺ peroksydazy punktowo w wňŨszym zakresie pH  

(190% w stosunku do wolnego enzymu peroksydazy przy pH=6), natomiast poza tym zakresem 

aktywnoŜĺ sukcesywnie malağa (10% dla pH=9). Wyniki te wskazujŃ, Ũe stabilnoŜĺ enzym·w po 
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immobilizacji jest zaleŨna od rodzaju noŜnika, jego modyfikacji oraz drugiego enzymu 

koimmobilizowanego na noŜniku. Co istotne, wzmocnienie aktywnoŜci enzymatycznej 

nanosystem·w koimmobilizowanych obserwowano przy mniejszej iloŜci biağka osadzonego na 

noŜniku w por·wnaniu do enzymu wolnego obecnego w reakcji. 

W badaniach degradacji barwnik·w (szczeg·lnie czerwieni neutralnej i zieleni malachitowej), 

wykorzystanie nanosystem·w multiproteinowych pozwoliğo na osiŃgniňcie aktywnoŜci zbliŨonej 

do enzym·w wolnych w dğugotrwağych reakcjach rozkğadu barwnika (np. ZnOïMnxOyïCuOï13ï

HRPïLIP w procesie z czerwieniŃ neutralnŃ 85% degradacji). Wyniki wskazujŃ, Ũe immobilizacja 

poprawia stabilnoŜĺ enzym·w i umoŨliwia wielokrotne wykorzystanie biokatalizator·w, co 

potwierdzono w cyklicznych reakcjach degradacji barwnik·w. Wykorzystanie nanosystem·w 

koimmobilizowanych w kilku procesach degradacji nastňpujŃcych po sobie wskazağo na 

zachowanie wyŨszej aktywnoŜci ï wykorzystujŃc np. BGïMnï1ïCATïLAC degradacja czerwieni 

neutralnej wyniosğa okoğo 90% w trzech cyklach, podczas gdy wykorzystujŃc materiağ 

niemodyfikowany enzymami (BGïMnï1) efektywnoŜĺ sorpcji w trzecim cyklu spadağa do 60%.  

W testach z pestycydami, nanosystemy oparte na immobilizowanej parze enzym·w wykazywağy 

selektywnŃ aktywnoŜĺ degradacyjnŃ jedynie wobec wybranych zanieczyszczeŒ, takich jak diuron. 

Zastosowanie nanosystemu ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP umoŨliwiğo obniŨenie stňŨenia 

diuronu o okoğo 10% w warunkach przeprowadzonych badaŒ, wskazujŃc na moŨliwoŜĺ 

wykorzystania nanosystemu jako ukğadu katalitycznego w procesach bioremediacji Analiza 

produkt·w rozpadu pestycydu wykazağa obecnoŜĺ pochodnych diuronu charakterystycznych dla 

reakcji oksydacyjnych i hydrolitycznych (dechlorowanych czy hydroksylowanych form), co 

potwierdziğo enzymatyczny charakter procesu.   

PodsumowujŃc, zakres prac obejmujŃcy syntezň, modyfikacjň jonowŃ, selekcjň materiağ·w na 

podstawie wstňpnych aktywnoŜci, etapowŃ immobilizacjň pojedynczych oraz multiproteinowych 

ukğad·w, a takŨe badania strukturalne i aktywnoŜci, pozwoliğ na stworzenie nanosystem·w  

o r·Ũnorodnej aktywnoŜci katalitycznej. Immobilizacja wpğynňğa na zwiňkszenie odpornoŜci 

enzym·w na zmiany pH, jednak w przypadku degradacji zanieczyszczeŒ organicznych wolne 

enzymy czňsto wykazywağy wyŨszŃ aktywnoŜĺ niŨ ich immobilizowane odpowiedniki.  
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VI  Wnioski 

Wnioski og·lne 

1. Opracowano multiproteinowe nanosystemy oparte na trzech rodzajach nanonoŜnik·w 

(tlenkowych, wapniowo-fosforanowych i szklistych) oraz ich modyfikacjach jonami 

manganu i miedzi, uzyskujŃc materiağy o zr·Ũnicowanej strukturze i aktywnoŜci 

katalitycznej/nanozymowej. 

2. Modyfikacja jonami metali byğa kluczowym parametrem wpğywajŃcym na wstňpnŃ 

aktywnoŜĺ noŜnik·w: wyŨsza zawartoŜĺ jon·w manganu zwiňkszağa aktywnoŜĺ 

proteolitycznŃ i przeciwrodnikowŃ, natomiast dodatek miedzi obniŨağ aktywnoŜĺ 

proteolitycznŃ. 

3. Wstňpne testowanie nanomateriağ·w (proteoliza kazeiny, testy przeciwutleniajŃce) 

pozwoliğo na podziağ i wyb·r noŜnik·w do immobilizacji lub jako nanozym·w. 

4. Immobilizacja pojedynczych enzym·w (katalazy, peroksydazy chrzanowej, lipazy  

i lakkazy) na wybranych noŜnikach byğa efektywna (np. 63% efektywnoŜci immobilizacji 

peroksydazy na materiale FGïCuï3). 

5. Koimmobilizacja par enzym·w (katalazy i lakkazy oraz peroksydazy i lipazy) jest moŨliwa 

i pozwala na zachowanie aktywnoŜci biağek po procesie. 

6. Koimmobilizacja enzym·w na nanomateriağach pozwala na zwiňkszenie aktywnoŜci 

enzymatycznej nanosystem·w i stabilnoŜĺ enzym·w w zmiennym pH Ŝrodowiska. 

7. W reakcjach degradacji barwnik·w (szczeg·lnie dla czerwieni neutralnej i zieleni 

malachitowej) nanosystemy multiproteinowe osiŃgağy efektywnoŜĺ por·wnywalnŃ  

z enzymami wolnymi przy dğuŨszych czasach reakcji i mogğy zostaĺ wielokrotne uŨyte  

w procesie degradacji. 

8. SkutecznoŜĺ wobec pestycyd·w byğa selektywna ï wyŨsza dla wybranych zanieczyszczeŒ 

(np. diuron), ograniczona dla innych (np. atrazyna), co wskazuje na znaczenie dopasowania 

pary enzymïnoŜnik do substratu. 

9. Nanozymy (np. BGïMnï3) stanowiŃ realnŃ alternatywň dla ukğad·w enzymatycznych  

w zastosowaniach wymagajŃcych odpornoŜci i prostoty, natomiast ukğady multiproteinowe 

oferujŃ wiňkszŃ specyficznoŜĺ. 

10. Zaproponowany schemat badaŒ (synteza, modyfikacja jonowa, screening aktywnoŜci, 

immobilizacja pojedyncza, koimmobilizacja, testy stabilnoŜci/aktywnoŜci) jest skutecznym 

podejŜciem projektowym do otrzymywania nanosystem·w koimmobilizowanych. 
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Wnioski szczeg·ğowe: 

1. Najlepsze zidentyfikowane noŜniki do immobilizacji to ZnOïMnxOyïCuOï13, 

HAP/Mn/Cuï11, BGïMnï1, BGïCuï1, FGïCuï3 (ze wzglňdu na niskŃ aktywnoŜĺ 

proteolitycznŃ) 

2. Dla enzym·w pojedynczych uzyskano najwiňkszŃ efektywnoŜĺ immobilizacji 67% i iloŜĺ 

osadzonego biağka lakkazy 35,8 mg/g na noŜniku HAP/Mn/Cuï11. 

3. Koimmobilizacja enzym·w peroksydazy i lipazy na  ZnOïMnxOyïCuOï13 prowadziğa do 

zwiňkszenia aktywnoŜci peroksydazy o 100% wzglňdem enzymu natywnego w pH=6  

i zwiňkszenia aktywnoŜci lipazy o 40% wzglňdem enzymu natywnego w pH=7. 

4. Nanosystem BGïMnï1ïCATïLAC utrzymağ ponad 80% aktywnoŜci katalazy w cağym 

zakresie pH od 4 do 9. 

5. Po 3 cyklach degradacji barwnika czerwieni neutralnej aktywnoŜĺ nanosystemu  

ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP utrzymywağa siň na poziomie 90%, przewyŨszajŃc 

efektywnoŜĺ sorpcji nanomateriağu ZnOïMnxOyïCuOï13 (40% w 3 cyklu). 

6. W procesie degradacji barwnik·w czerwieni neutralnej i zieleni malachitowej nanosystemy 

BGïMnï1ïCATïLAC i BGïCuï1ïCATïLAC oraz ZnOïMnxOyïCuOï13ïHRPïLIP 

osiŃgnňğy wyniki por·wnywalne z enzymami wolnymi (okoğo 85% degradacji). 

7. Poziom degradacji diuronu (maksymalnie 19% po 1 h) i ograniczona degradacja dla 

atrazyny (7% po 4 h), sugerujŃ odmienne mechanizmy oddziağywania w procesie  

z nanosystemami koimmobilizowanymi i potrzebň optymalizacji. 
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