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Бурное  развитие  нанотехнологий  в  последние  десятилетия  привело  к  созданию  многочисленных  
каталитически  активных  наноматериалов  [11].  В  настоящее  время  наноматериалы  различной  
природы  широко  используются  в  биологии,  медицине  и  биотехнологии.  В  эту  категорию  входят  
наноматериалы  с  ферменто-миметическими  свойствами,  такие  как  металлические  и  неметаллические  
наночастицы ,  их  оксиды,  магнитные  наночастицы,  липосомы,  а  также  полимерные  и  углеродные  
материалы  [12–14].  Способность  этих  наноматериалов  заменять  определенные  ферменты  может  
открыть  новые  возможности  для  приложений  на  основе  ферментов,  таких  как  иммуноанализы,  
биосенсоры ,  фармацевтические  процессы,  онкотерапия,  пищевая  промышленность,  экология  и  т.  д.  
[15–18].  Это  демонстрирует  большую  важность  и  коммерческий  интерес  к  использованию  
наноматериалов  в  качестве  миметиков  ферментов.  По  сравнению  с  природными  ферментами  
нанозимы  с  присущей  ферментной  активностью  в  последнее  время  привлекли  значительное  
внимание  благодаря  простоте  их  получения,  хранения  и  разделения,  а  также  низкой  стоимости  [18,19].

,

Одним  из  наиболее  часто  используемых  металлов  при  создании  искусственных  металлоферментов  
является  медь  из-за  ее  распространенности,  низкой  стоимости  и  низкой  токсичности.  Хотя  большая  часть  
описанных  в  литературе  активностей  относится  к  материалам  Cu(II),  фактически  недавно  в  нашей  группе  были  
разработаны  Cu(II)-нанозимы  с  каталазной  активностью  [20].

1.  Введение

В  данной  работе  мы  описываем  синтез  высокостабильных  гетерогенных  катализаторов  
наночастиц  металлов  (Cu,  Mn,  Pd  и  Ag)  (НЧ  металлов  –  биогибридов  ферментов),  где  НЧ  создавались  
in  situ  из  водного  раствора  соли  металла  (рис.  1А)  [21,22].  Кроме  того,  мы  показали,  что  эти  
бионаногибриды  разной  природы,  например,  других  видов  меди  и  разных  металлов,  поведения  и  
размеров,  обладают  способностью  полностью  имитировать  особую  ферментативную  активность  
каталазы,  даже  улучшая  ее  активность  (рис.  1Б).

Перекись  водорода  (H2O2)  является  побочным  продуктом,  вырабатываемым  внутри  клеток  
живых  организмов  и  оказывающим  на  них  губительное  воздействие  [1–4].  Каталазы  —  это  ферменты,  
используемые  клетками  для  удаления  избытка  цитоплазматической  перекиси  водорода  путем  
преобразования  ее  в  воду  и  молекулярный  кислород.  Однако  если  концентрация  H2O2  увеличивается  
из-за  болезни,  радиационного  воздействия,  а  также  некоторых  химических  веществ  и  лекарств,  
которые  превышают  мощность  каталазы,  H2O2  начинает  накапливаться  и  вызывать  повреждение  
клеток  [5–8].  С  другой  стороны,  на  активность  фермента  каталазы  могут  влиять  различные  условия  
окружающей  среды,  такие  как  ионная  сила,  pH  и  температура  (T),  или  присутствие  соединений,  ингибирующих  его  активность  [9,10].
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Аннотация:  В  работе  описан  эффективный  синтез  бионаногибридов  в  виде  искусственных  металлоферментов  (Cu,  Pd,  

Ag,  Mn),  основанный  на  использовании  фермента  в  качестве  каркаса.  Здесь  мы  оценили  влияние  изменения  металла,  

pH  среды  и  количества  фермента  на  синтез  этих  искусственных  металлоферментов,  при  котором  происходят  изменения  

вида  металла  и  размера  наночастиц .  Эти  нанозимы  были  применены  при  деградации  пероксида  водорода  для  их  

оценки  в  качестве  имитаторов  активности  каталазы,  лучшим  из  которых  является  Mn@CALB-H2O,  который  представляет  

наноструктуры  MnO2  с  трехкратной  повышенной  активностью  по  сравнению  с  видами  Cu2O ,  CuNPs@CALB.  -P  и  

свободная  каталаза.
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мы  показали,  что  эти  бионаногибриды  разной  природы,  например,  другие  коппе

трат  и  MES  были  приобретены  у  Thermo  Fisher  (Уолтам,  Массачусетс,  США).

Раствор  липазы  B  из  Candida  antarctica  (CALB)  и  Catazyme®  25  L  (каталаза  из  пентагидрата  сульфата  [Cu2SO4  ×  
5H2O],  N,N-диметилформамида  (ДМФ)  и  водорода

трофотометрический  анализ  проводили  на  спектрофотометре  V-730  (JASCO,  Токио,  Япония).

2.2.  Использованные  методы  определения  
характеристик  (XRD)  были  получены  с  использованием  дифрактометра  для  анализа  текстуры  D8  Advance  (Bruker,

Всего  3,6  мл  коммерческой  липазы  B  из  раствора  Candida  antarctica  (CALB;  10,  два  количества  по  3  мл).  Раствор  
быстро  почернел,  и  смесь  упаривали  в  течение

добавляли  к  белковому  раствору  и  выдерживали  в  течение  16  часов.  Через  16  часов  6  мл  дистиллированной  воды.  
Его  снова  центрифугировали  при  8000  об/мин  в  течение  5  мин  при  комнатной  температуре  и  супернатант

Brids  использовали  охлаждаемую  центрифугу  Biocen  22  R  (Orto-Alresa,  Аялвир,  Испания).  Спецификация:  всего  3,6  
мл  коммерческой  липазы  B  из  раствора  Candida  antarctica  (CALB;

бутылочка  с  небольшой  магнитной  мешалкой.  Затем  600  мг  Cu2SO4  ×  5H2O  (10  мг/мл)  (10  мл  на  пробирку  типа  
«сокол»  объемом  15  мл).  Образовавшийся  осадок  ресуспендировали  в  15  мл  раствора.

пентагидрат  сульфата  [Cu2SO4  ×  5H2O],  N,N-диметилформамид  (ДМФ),  а  также  гидрофосфат ,  боргидрид  натрия,  перманганат  калия,  трис-основание  и  тетрапероксид  натрия  (33%  по  объему)  –  от  Panreac  (Барселона,  
Испания). .  Бикарбонат  натрия,  хлорпалладат  натрия  (II)  были  приобретены  у  Sigma-Aldrich  (Сент-Луис,  Миссури,  США).  Серебро

дифракционные  картины  (XRD)  были  получены  с  использованием  анализатора  текстуры  D8  Advance  Diffrac-  (JEOL,  Токио,  Япония).  Сканирующая  электронная  микроскопия  (СЭМ)  была  выполнена  на

2.3.  Синтез  бионаногибридов  CuNPs@CALB

объем  3  мл).  Раствор  быстро  почернел,  смесь  уварили  в  течение  30° ,  осадок  ресуспендировали  в  2  мл  дистиллированной  воды,  перенесли  в  криопробирку  и  заморозили.

Aspergillus  niger)  были  приобретены  у  Novozymes  (Копенгаген,  Дания).  Пероксид  меди  (II)  (33%  об./об.)  был  получен  
от  Panreac  (Барселона,  Испания).  Бикарбонат  натрия,  натрий

формировали  на  приборе  OPTIMA  2100  DV  (PerkinElmer,  Waltham,  MA,  США).  Изображения  рентгеновской  ПЭМ-микроскопии  высокого  разрешения  (HRTEM)  были  получены  на  микроскопе  2100F.

К  мутному  раствору  (через  два  раза)  добавляли  водный  раствор  NaBH4  (300  мг)  (1,2  М).

хлорпалладат  (II)  были  приобретены  у  Sigma-Aldrich  (Сент-Луис,  Миссури,  США).  Серебро  ни-  2.2.  Используемые  
методы  характеристики

2.  Материалы  и  методы

тометр  (Bruker,  Биллерика,  Массачусетс,  США)  с  Cu  Kα-излучением.  Просвечивающий  электронный  микромикроскоп  –  микроскоп  ТМ-1000  (Hitachi,  Токио,  Япония).  Для  восстановления  биогибридов  используется  Biocen  22  R.

Фосфат,  боргидрид  натрия,  перманганат  калия,  основание  Трис,  тетранитрат  натрия  и  сольват  были  приобретены  у  Thermo  Fisher  (Whaltam,  Массачусетс,  США).

мин.  После  инкубации  во  всех  случаях  смесь  центрифугировали  при  8000  об/мин  в  течение  5  мл  с  жидким  азотом  и  лиофилизировали  в  течение  ночи.  После  этого  примерно  150  мг  черного

мг/мл)  добавляли  к  60  мл  0,1  М  буфера  (фосфат  натрия,  рН  7,0)  в  стакане  емкостью  250  мл  в  течение  30  мин.  После  
инкубации  во  всех  случаях  смесь  центрифугировали  при  8000  об/мин  в  течение  5  мин.

2.1.  Материалы

виды  и  различные  металлы,  поведение  и  размеры  обладают  способностью  полностью  имитировать  особую  

ферментативную  активность  каталазы,  даже  улучшая  ее  активность  (рис.  1B).

Микроскоп  2100F  (JEOL,  Токио,  Япония).  Сканирующую  электронную  микроскопию  (СЭМ)  изображения  проводили  

на  микроскопе  ТМ-1000  (Hitachi,  Токио,  Япония).  Восстановить  биоги-  2.3.  Синтез  бионаногибридов  CuNPs@CALB

Копия  (TEM)  и  изображения  TEM-микроскопии  высокого  разрешения  (HRTEM)  были  получены  на  спектрофотометре  
V-730  (JASCO,  Токио,  Япония).

Рисунок  1.  (A)  Гибридный  синтез  металлических  наночастиц  и  ферментов;  (Б)  каталазоподобная  активность  
различных  биогибридов .  Я:  металл,  НП:  наночастицы.огибриды.  Я:  металл,  НП:  наночастицы.

Проведена  оптико-эмиссионная  спектрометрия  с  индуктивно  связанной  плазмой  (ИСП-ОЭС).

(Орто-Алреса,  Аялвир,  Испания)  использовали  охлаждаемую  центрифугу.  Спектрофотометрический  анализ

Aspergillus  niger)  были  приобретены  у  Novozymes  (Копенгаген,  Дания).  Медь  (II)

К  мутному  раствору  (в

10  мг/мл)  добавляли  к  60  мл  0,1  М  буфера  (фосфат  натрия,  pH  7,0)  в  250  мл
стеклянная  бутыль  с  небольшой  магнитной  мешалкой.  Затем  600  мг  Cu2SO4  ×  5H2O.

удаленный.  Процесс  повторился  еще  дважды.  Наконец,  надосадочную  жидкость  удалили.

Рисунок  1.  (A)  Гибридный  синтез  металлических  наночастиц  и  ферментов;  (Б)  каталазоподобная  активность  разной

Раствор  липазы  B  из  Candida  antarctica  (CALB)  и  Catazyme®  25  л  (каталаза  из
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2.1.  Материалы

на  приборе  OPTIMA  2100  DV  (PerkinElmer,  Уолтем,  Массачусетс,  США).  Дифракция  рентгеновского  излучения

(10  мг/мл)  добавляли  к  белковому  раствору  и  выдерживали  в  течение  16  часов.  Через  16  часов,

2.  Материалы  и  методы

Оптическая  эмиссионная  спектрометрия  с  индуктивно  связанной  плазмой  (ICP-OES)  была  проведена  в  Биллерике,  Массачусетс,  США)  с  Cu  Kα-  излучением.  Просвечивающая  электронная  микроскопия  (ПЭМ)  и
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Восстановленный  осадок  промывали  один  раз  10  мл  дистиллированной  воды,  содержащей  20%  (по  
объему)  соответствующего  сорастворителя,  и  дважды  дистиллированной  водой  (2  ×  10  мл).  После  этого  
суспензию  непосредственно  лиофилизировали  с  получением  катализатора  в  виде  порошка  для  
последующего  использования.  После  этого  ок.  Было  получено  по  350  мг  каждого  бионаногибрида,  
названного  MnNPs@CALB-H2O  и  MnNPs@CALB-DMF  соответственно.

Это  называлось  CuNPs@CALB-P-NL.

Другим  вариантом  протокола  было  отсутствие  этапа  восстановления  с  использованием  натрий-
фосфатного  буфера  25  мМ  при  pH  8,5.  После  этого  было  получено  58  мг  MnNPs  @CALB-P-NR .

AgNO3  (20  мг)  или  Na2PdCl4  (10  мг)  растворяли  в  5  мл  раствора  дистиллированной  воды ,  
содержащего  7,5  мг  бычьей  каталазы  (CATb).  Раствор  выдерживали  при  слабом  магнитном  перемешивании  
в  течение  24  часов  при  комнатной  температуре.  После  этого  полученную  суспензию  разделяли  
центрифугированием  (8000  об/мин;  4  С;  15  мин).  Восстановленный  осадок  трижды  промывали  по  10  мл  
дистиллированной  воды.  После  этого  суспензию  непосредственно  лиофилизировали.  Бионаногибриды  
получили  названия  AgNPs@CATb  и  PdNPs@CATb.

Другие  гибриды  были  синтезированы  по  ранее  установленным  протоколам  в  различных  условиях  
pH,  сушки  и  восстановления  (таблица  S1),  которые  были  проверены  в  нашей  работе  [23].  Эти  
бионаногибриды  получили  названия  CuNPs@CALB-P*,  CuNPs@CALB-B  и  CuNPs@CALB-B*.

2.4.2.  Способ  2

2.4.  Синтез  бионаногибридов  MnNPs@CALB  2.4.1.  
Способ  1

OES,  TEM,  HR-TEM  и  SEM-анализ.

2.5.  Синтез  бионаногибридов  MeNPs@CATb

Характеризацию  бионаногибридов  различных  металлов  проводили  методами  XRD,  ICP–

было  получено  твердое  вещество.  Гибрид  получил  название  CuNPs@CALB-P.  Другой  вариант  
протокола  заключался  в  отказе  от  стадии  лиофилизации  и  сохранении  катализатора  в  виде  жидкой  суспензии.

2.6.  Каталазоподобная  активность  бионаногибридов  

металлов.  Раствор  перекиси  водорода  (H2O2)  (33%  (мас./мас))  готовили  добавлением  52  мкл  
перекиси  водорода  к  9,8  мл  100  мМ  или  5  мМ  фосфатного  буфера  (рН  6,0,  рН  7,0  и  pH  8,0),  5  мМ  трис-
базовый  буфер  pH  9,  5  мМ  MES-буфер  pH  5  или  дистиллированную  воду  для  получения  конечной  
концентрации  50  мМ.  pH  раствора  регулировали  с  помощью  HCl  или  1  M  NaOH.  Для  начала  реакции  к  
3  или  10  мл  добавляли  различные  количества  гибридов  MeNP  (2  мг  или  4,5  мг)  или  50  мкл  Catazyme®  
25  L  (31  мг/мл).  50  мМ  раствора

Всего  3  мл  коммерческого  раствора  CALB  (10  мг/мл)  добавляли  к  100  мл  0,1  М  натрий-фосфатного  
буфера,  pH  7,0,  в  стеклянной  бутылке  емкостью  250  мл,  содержащей  небольшую  магнитную  
стержневую  мешалку.  Затем  к  раствору  белка  добавляли  70  мг  MnSO4  ×  5H2O  (0,7  мг/мл)  и  
выдерживали  16  ч.  Через  16  ч  к  мутному  раствору  (в  двух  порциях  по  3  мл)  добавляли  6  мл  водного  
раствора  NaBH4  (300  мг)  (1,2  М)  в  качестве  восстановителя.  Смесь  кипятили  в  течение  30  мин.  После  
инкубации  смесь  центрифугировали  при  8000  об/мин  в  течение  5  мин  при  комнатной  температуре  
(10  мл  на  пробирку  типа  «falcon»  емкостью  15  мл).  Образовавшийся  осадок  ресуспендировали  в  15  мл  
дистиллированной  воды.  Снова  центрифугировали  при  8000  об/мин  в  течение  5  мин  и  удаляли  
надосадочную  жидкость.  Процесс  повторился  еще  дважды.  Наконец,  надосадочную  жидкость  удаляли  
и  осадок  каждого  сокола  ресуспендировали  в  2  мл  дистиллированной  воды;  все  растворы  собирали  в  
круглодонную  колбу,  замораживали  жидким  азотом  и  лиофилизировали  в  течение  16  ч.  После  этого  
было  получено  47  мг  MnNPs  @CALB-P .

KMnO4  (500  мг)  растворяли  в  10  мл  ДМФА  или  дистиллированной  воды.  Этот  раствор  добавляли  к  
40  мл  раствора  дистиллированной  воды,  содержащего  2  мл  CALB  (10  мг/мл).  Конечный  раствор  
выдерживали  при  слабом  перемешивании  магнитной  мешалкой  в  течение  24  часов  при  комнатной  
температуре  (КТ).  После  этого  полученную  суспензию  разделяли  центрифугированием  (10  000  об/мин;  4  С;  15  мин).
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Содержание  меди  в  различных  гибридах  CuNPs@CALB  составляло  от  45%  до  93%  (таблица  S1).

1000

где  использованный  молярный  коэффициент  экстинкции  (ε)  составлял  43,6  М-1  

см-1  мг  фермента  или  гибридного  металла.

3.  Результаты

ПЭМ-анализ  показал,  что  размер  диаметра  наночастиц  был  таким  же,  как  и  у  CuNPs@CALB-P,  а  именно  10  нм  
(таблица  S1).

U  мкмоль·мин-1  ·мг-1  =  Абс/мин·В·  ε·мгкатализатор (1)

Чтобы  определить  активность  каталазы  для  каждого  катализатора,  значение  Abs/мин  
рассчитывали  с  использованием  линейного  участка  кривой  ( Abss).  Удельную  активность  (Ед/
мг)  рассчитывали  по  следующему  уравнению:

и  mgcatalyst  относится  к,

Однако  когда  количество  фермента  было  меньше  (0,3  мг/мл),  гибриды,  синтезированные  по  этим  
протоколам,  CuNPs@CALB-P*  и  CuNPs@CALB-B*,  содержали  обе  разновидности  меди,  Cu2O  и  Cu(0).  В  случае  
CuNPs@CALB-P*  в  нем  содержалось  40%  Cu(0)  (рис.  2A),  а  в  случае  CuNPs@CALB-B*  —  30%  частиц  Cu(I).  Эти  
различия  могут  быть  связаны  с  действием  фермента  на  стадии  восстановления,  поскольку  белковая  среда  
замедляет  процесс  восстановления.  Анализ  ПЭМ  продемонстрировал  образование  наночастиц  с  разным  
размером  диаметра  (рисунки  2  и  S1)  в  диапазоне  от  6  до  15  нм  (таблица  S1),  самые  маленькие  из  которых  
находятся  в  CuNPs@CALB-B  (рисунок  S1D).

в  РТ.  За  реакцией  следили  путем  измерения  разложения  пероксида  водорода,  регистрируя  уменьшение  
поглощения  спектрофотометрически  при  240  нм  в  кварцевых  кюветах  с  длиной  пути  1  см  путем  
добавления  2  мл  этого  раствора  в  разное  время.  Эксперименты  проводились  в  трех  повторностях.

3.1.  Синтез  и  характеристика  биогибридов  MeNPs@Enzyme.  Синтез  

биогибридов  MeNPs@Enzyme  проводили  в  водной  среде  с  использованием  коммерческого  раствора  
липазы  B  Candida  antarctica  (CAL-B)  или  бычьей  каталазы  (CATb).  Этот  фермент  предварительно  растворяли  
в  дистиллированной  воде,  а  соль  металла  предварительно  растворяли  в  сорастворителе  (20%  (об./об))  или  
добавляли  непосредственно  к  водному  раствору  при  комнатной  температуре  и  при  осторожном  
перемешивании.  Через  30  мин  исходный  прозрачный  раствор  превращался  в  слегка  мутную  суспензию,  
которая  полностью  мутнела  через  16–24  ч  инкубации.  Твердое  вещество  было  легко  получено  после  
центрифугирования,  которое  сначала  промывалось  тем  же  реакционным  растворителем,  а  затем  
дистиллированной  водой  и,  наконец,  замораживалось  в  жидком  азоте  и  лиофилизировалось,  давая  
гибрид  MeNPs@CALB.  В  некоторых  случаях  было  необходимо  добавить  этап  восстановления  с  
использованием  NaBH4  после  инкубации,  поскольку,  хотя  фермент  CALB,  используемый  в  качестве  
каркаса,  индуцирует  восстановление  металлов,  в  металлах  с  низким  потенциалом  восстановления,  таких  
как  переходные  металлы,  такие  как  Cu,  Fe,  Mn,  Zn,  Co  и  т.  д.,  необходим  дополнительный  этап  
восстановления  для  получения  видов  из  состояний  с  более  низкой  валентностью.

Во-первых,  биогибриды  CuNPs@CALB  были  проанализированы  с  помощью  XRD,  продемонстрировав  
различия  между  видами  в  зависимости  от  гибридов  (рис.  2А).  Когда  бионаногибриды  содержали  0,6  мг/мл  
фермента,  были  получены  CuNPs@CALB-P  и  CuNPs@CALB-B .  В  этих  катализаторах  можно  было  увидеть  
практически  уникальные  виды  меди  Cu2O  (хорошо  соответствует  номеру  карты  JCPDS  05-0667)  или  Cu(0)  
(хорошо  соответствует  номеру  карты  JCPDS  04-0836)  соответственно.

Еще  одной  модификацией  протокола  синтеза  стало  исключение  этапа  
лиофилизации,  что  привело  к  получению  CuNPs@CALB-P-NL.  Анализируя  
рентгенограмму,  можно  было  наблюдать  незамерзание  структуры  фермента;  виды  
этого  бионаногибрида  представляют  собой  смесь  разновидностей  меди  [Cu2O  и  Cu(0)  (75:25  Cu2O:Cu(0))].

Количество  Cu  в  твердом  веществе  определяли  с  помощью  ICP-OES-анализа.  Проценты
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гибрид  представляет  собой  смесь  разновидностей  меди  [Cu2O  и  Cu(0)  (75:25  Cu2O:Cu(0))].  ПЭМ  (рис.  3А)  [24].  СЭМ-анализ  показал  аналогичные  мезопористые  структуры  (рис.  3B,C).  Этот
показывает,  что  шаг  редукции  не  имел  никаких  последствий.

CuNPs@CALB-P;  (C)  БПФ-анализ  CuNPs@CALB-P.CuNPs@CALB-P;  (C)  БПФ-анализ  CuNPs@CALB-P.
Рисунок  2.  (А)  Рентгеноспектр  гибридов  CuNPs@CALB;  (B)  Изображения  TEM  и  HR-TEM  (вставка)  на  рисунке  2.  (A)  Рентгеновский  спектр  гибридов  CuNPs@CALB;  (B)  Изображения  TEM  и  HR-TEM  (вставка)

Другой  модификацией  протокола  синтеза  было  исключение  лиофилизации.  Впоследствии  использовали  соль  марганца  (соль  MnSO4 )  в  натрий-фосфатном  буфере.

наблюдалась  незамерзаемость  структуры  фермента;  виды  этой  бионано  -рентгенограммы  в  обоих  случаях  показали  одни  и  те  же  виды  марганца,  а  именно  Mn3(PO4)2·3H2O

Количество  Cu  в  твердом  веществе  определяли  с  помощью  ICP-OES-анализа.  Проценты

Впоследствии  использовали  соль  марганца  (соль  MnSO4 )  в  натрий-фосфатном  буфере.

этап,  в  результате  которого  образуется  CuNPs@CALB-P-NL.  Анализируя  рентгенограмму,  в  данном  случае  были  получены  MnNPs@CALB-P  или  MnNPs@CALB-P-NR  соответственно.

анализ  показал,  что  размер  диаметра  наночастиц  был  таким  же,  как  и  у  CuNPs@CALB-P,  а  именно  10  нм  
(таблица  S1).

Содержание  меди  в  различных  гибридах  CuNPs@CALB  составляло  от  45%  до  93%  (таблица  S1).

При  этом  получали  MnNPs@CALB-P  или  MnNPs@CALB-P-NR  соответственно.  Рентгенограмма  в  обоих  случаях  
показала  одни  и  те  же  виды  марганца,  а  именно  Mn3(PO4)2·3H2O  (рис.  3А)  [24].  СЭМ-анализ  показал  
аналогичные  мезопористые  структуры  (рис.  3B,C).  Это  показывает,  что  шаг  сокращения  не  имел  никаких  
последствий.
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Рисунок  3.  Характеристика  гибридов  MnNPs@CALB:  (A)  Рентгеновский  спектр;  (B)  СЭМ-изображения
MnNPs@CALB-P;  (C)  СЭМ-изображения  MnNPs@CALB-P-NR.

Кроме  того,  бионаногибриды  также  получали  с  использованием  KMnO4  непосредственно  в  дистиллированном  или  в  присутствии  ДМФ  (20%  об./об.),  получая  MnNPs@CALB-H2O  и  
MnNPs@CALB-DMF  соответственно.  Рентгеновский  спектр  выявил  наличие  MnO2  (карта  JCPDS  №

Для  синтеза  гибрида  AgNPs@CATb  были  образованы  разные  виды  Ag,
а  именно  Ag(0),  Ag2O  и  AgO,  как  видно  в  спектре  XRD  (рис.  5A(I)).  СЭМ

Помимо  смены  металла,  еще  одной  вариацией  системы  стало  введение

На  изображениях  ПЭМ  были  обнаружены  наночастицы  размером  от  10  до  20  нм  из-за  разного
сформировались  виды  (рис.  5A(II,III)  и  S2).  Количество  Ag  составило  34%,  определено  с  помощью

воды  или  в  присутствии  ДМФ  (20%  по  объему),  получая  MnNPs@CALB-H2O  и  18-0802)  в  
обоих  катализаторах  (рис.  4А)  [25].  СЭМ-изображения  показали  аморфные  куски,  и

куски,  а  кристаллографические  равнины  при  ПЭМ-анализе  не  наблюдались  (рис.
4Б,В).

MnNPs@CALB-DMF  соответственно.  Рентгеновский  спектр  выявил  наличие  MnO2.
(карта  JCPDS  №  18-0802)  в  обоих  катализаторах  (рис.  4А)  [25].  СЭМ-изображения  показали  амор-  Количество  

Mn  в  твердом  веществе  в  каждом  случае  составляло  около  25%,  определенное  методом  ICP-OES.

анализ  показал  агрегат  с  мезопористой  аморфной  сверхструктурой,  а

MnNPs@CALB-P;  (C)  СЭМ-изображения  MnNPs@CALB-P-NR.
Рисунок  3.  Характеристика  гибридов  MnNPs@CALB:  (A)  Рентгеновский  спектр;  (B)  СЭМ-изображения

палладий  (Na2PdCl4)  для  получения  AgNPs@CATb  и  PdNPs@CATb  соответственно.

анализ  (таблица  S1).

при  анализе  TEM  не  наблюдалось  кристаллографических  равнин  (рис.  4B,C).

ICP-OES-анализ  (таблица  S1).

154

Кроме  того,  бионаногибриды  получали  также  с  использованием  KMnO4  непосредственно  в  дистиллированной  воде.

других  ферментов,  таких  как  каркас,  бычья  каталаза  (CATb).  Как  и  другие  металлы,  серебро  (AgNO3)  и
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С  другой  стороны,  PdNPs@CATb  был  синтезирован  с  использованием  бычьей  каталазы  в  качестве  основы.  Количество  Mn  в  твердом  веществе  в  каждом  случае  составляло  около  25%,  что  определялось  методом  ICP–.

(Рисунок  5B(I))  [26].  СЭМ-анализ  продемонстрировал  мезопористые  структуры,  а  ПЭМ-изображения

возраст  MnNPs@CALB-DMF.  MnNPs  @CALB-DMF.

Рисунок  4.  Характеристика  гибридов  MnNPs@CALB-H2O  и  MnNPs@CALB-DMF :  (A)  РФА.

складывать.  Рентгеновский  спектр  подтвердил  существование  наночастиц  хлорида  палладия.

тивно.
Для  синтеза  гибрида  AgNPs@CATb  образовались  различные  виды  Ag,  а  именно  Ag(0),  Ag2O  и  AgO,  

как  видно  в  спектре  XRD  (рис.  5(AI)).  СЭМ

Помимо  смены  металла,  еще  один  вариант  внедрения  системы  показал  образование  небольших  сферических  наночастиц  со  средним  диаметром  10  нм.
других  ферментов,  таких  как  каркас,  бычья  каталаза  (CATb).  Как  и  другие  металлы,  серебро  (AgNO3)  и  (рисунки  5Б(II,III)  и  S3).  Количество  Pd  составило  27%,  что  определено  методом  ICP-OES-анализа.

анализ  продемонстрировал  агрегат  с  мезопористой  аморфной  сверхструктурой,  а  изображения  ПЭМ  
показали  наночастицы  размером  от  10  до  20  нм  из-за  образовавшихся  разных  видов  (рис.  5  (AII,  III)  и  
S2).  Количество  Ag  составило  34%,  определено  с  помощью
ICP-OES-анализ  (таблица  S1).

палладий  (Na2PdCl4)  использовали  для  получения  AgNPs@CATb  и  PdNPs@CATb  соответственно  (таблица  S1).

OES-анализ  (таблица  S1).
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Рисунок  4.  Характеристика  гибридов  MnNPs@CALB-H2O  и  MnNPs@CALB-DMF :  (A)  Рентгеновский  
спектр;  (B)  СЭМ-изображения:  (I).  MnNPs@CALB-H2O  и  (II).  MnNPs@CALB-DMF;  (C)  TEM-  спектр;  (B)  СЭМ-изображения:  (I).  MnNPs@CALB-H2O  и  (II).  MnNPs@CALB-DMF;  (С)  ПЭМ-изображения
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Рисунок  5.  (A)  Характеристика  гибрида  AgNPs@CATb ;  (B)  Характеристика  гибрида  PdNPs@CATb .  (Я)
РФА-спектр;  (II)  СЭМ-изображения;  (III)  ПЭМ-изображения  и  HR-TEM  (вставка).

(Рисунок  5(BII,III)  и  S3).  Количество  Pd  составило  27%,  что  было  определено  по  результатам  ICP-OES-
анализа,  с  остальными  медными  катализаторами  CuNPs@CALB-P*  проявил  в  5,5  раза  меньшую  активность.

фосфатная  группа  к  меди,  образуя  промежуточные  соединения  и  снижая  реакционную  способность

оценивали  каталазную  активность  того  же  гибрида,  но  без  обработки  лиофилизацией.

Эти  эффекты  ингибирования  фосфат-ионов  при  разложении  перекиси  водорода

использовали  медно-фосфатные  соединения  [23] .  В  этом  случае  каталазная  активность  этого

сравнивали  с  активностью  свободной  каталазы  (рис.  6D),  где  активность  90%  могла

3.2.  Каталазоподобная  активность  различных  биогибридов  MeNP  ниже,  в  то  
время  как  CuNPs@CALB-B,  содержащие  преимущественно  Cu(0),  демонстрируют  вдвое  меньшую  активность,  чем  CuNPs@CALB-B.

показали,  что  образование  небольших  сферических  наночастиц  со  средним  диаметром  10  нм  произошло  
благодаря  присутствию  уникальной  разновидности  меди,  а  именно  Cu2O.  Сравнивая  это

катализатора.  Действительно,  это  может  быть  подтверждено  результатами,  полученными  при  гибридном

В  случае  катализатора,  синтезированного  при  pH  10,0,  можно  наблюдать,  что  активность

наночастицами  меди  можно  объяснить,  если  принять  во  внимание  некую  связь

Поэтому  для  условий  наибольшей  активности  CuNPs@CALB-P  (дистиллированная  вода)

(I)  Рентгеновский  спектр;  (II)  СЭМ-изображения;  (III)  ПЭМ-изображения  и  HR-TEM  (вставка).

Рисунок  5.  (A)  Характеристика  гибрида  AgNPs@CATb ;  (B)  Характеристика  гибрида  PdNPs@CATb .

(Таблица  S1).

моче  5(BI))  [26].  СЭМ-анализ  продемонстрировал  мезопористые  структуры,  а  ПЭМ-изображения

пероксида  водорода  был  более  эффективен  для  частиц  Cu(I).

итность.  В  случае  катализатора,  синтезированного  при  pH  10,0,  можно  наблюдать  увеличение  активности .  В  
частности,  при  низкой  ионной  силе,  когда  pH  был  выше,  они  представили

CuNPs  @CALB-B*,  который  имел  большее  присутствие  окисленных  частиц,  имел  лишь  в  два  раза  более  высокую  
каталазную  активность,  хотя  в  случае  CuNPs@CALB-P  при  любом  pH  она  представляла  собой

С  другой  стороны,  PdNPs@CATb  был  синтезирован  с  использованием  бычьей  каталазы  в  качестве  основы.  
Во-первых,  гибриды  Cu  были  оценены  на  предмет  разложения  H2O2  в  дистиллированной  воде.

CuNPs@CALB-P  оказался  наиболее  эффективным  биокатализатором  с  удельной  активностью  2,5  Ед/мг.  С  другой  
стороны,  другие  тесты  проводились  в  буферных  растворах  с  низким  или  высоким

было  связано  с  наличием  уникальной  разновидности  меди,  а  именно  Cu2O.  Сравнивая  эту  ионную  силу  (5  мм  и  100  
мм)  в  диапазоне  pH  от  6,0  до  8,0  (рис.  6B,C).  В  этих  случаях,

раз  ниже,  в  то  время  как  CuNPs@CALB-B,  которые  содержали  в  основном  Cu(0),  демонстрировали  половину  
активности,  активность  как  минимум  в  шесть  раз  ниже,  чем  в  дистиллированной  воде.  Когда  среда  имела  высокий  ионный

Во-первых,  гибриды  Cu  были  оценены  на  предмет  разложения  H2O2  в  дистиллированной  воде  (рис.

CuNPs  @CALB-B*.  Полученные  результаты  наглядно  продемонстрировали,  что  по  силе  разложения  результаты  
были  хуже  для  всех  случаев.

В  результате  с  остальными  медными  катализаторами  CuNPs@CALB-P*  показал  в  5,5  раз  меньшую  активность  –  
наблюдалось  общее  снижение  активности  всех  катализаторов,  даже  при  очень  низком  буфере.

Гибрид  был  более  чем  в  20  раз  ниже  в  дистиллированной  воде,  чем  гибриды  Cu,  присутствующие  в  этой  воде.

CuNPs@CALB-B*.  Полученные  результаты  наглядно  показали,  что  разложение

После  этого  мы  оценили  гибриды  MnNPs@CALB  в  лучших  ранее  изученных  для  меди  условиях,  то  есть  в  
дистиллированной  воде  (рис.  7).  Катализаторы  MnNPs@CALB-P
и  MnNPs@CALB-P-NR,  которые  содержат  разновидности  фосфата  марганца,  не  обладали  активностью.

3.2.  Каталазоподобная  активность  различных  биогибридов  MeNP

CuNPs@CALB-P  оказался  наиболее  эффективным  биокатализатором  с  удельной  активностью  2,5  Ед/мг.  Этот

6А).  В  целом  все  медные  катализаторы  продемонстрировали  каталазную  активность,  при  этом  перекись  
водорода  была  более  эффективной  в  отношении  частиц  Cu(I).

CuNPs@CALB-B*,  в  котором  содержание  окисленных  частиц  выше,  было  всего  в  два  раза  выше.

(Рисунок  6D)  (CuNPs@CALB-P-NL),  где  наблюдалось  снижение  активности  в  5,5  раз,  что  демонстрирует  эффект  
присутствия  частиц  Cu(0).  Наконец,  активность  CuNPs@CALB-P

работа  (данные  не  показаны).

складывать.  Рентгеновский  спектр  свидетельствовал  о  существовании  наночастиц  хлорида  палладия  (рис.  6А ).  
В  целом  все  медные  катализаторы  демонстрировали  каталазную  активность,  при  этом

наблюдаться.
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Кроме  того,  эти  катализаторы  оценивались  в  других  реакционных  средах,  таких  как  упомянутые  
выше,  где  активность  обоих  катализаторов  при  pH  аналогична  активности  дистиллированной

H2O  продемонстрировал  самую  высокую  активность:  в  2,2  раза  выше,  чем  MnNPs@CALB-DMF.

генерируемый  наличием  ионной  силы,  как  и  в  случае  с  медью,  можно  наблюдать

базовый  буфер  pH  9  и  5  мМ  буфер  MES  pH  5  (рис.  S4).  В  этих  случаях  чистая  вода,  такая  как  вода  MES-буфера,  была  в  45  раз  ниже  для  MnNPs@CALB-H2O  и
генерируемый  наличием  ионной  силы,  как  и  в  случае  MnNPs@CALB-DMF ,  в  4,5  раза  ниже .  В  случае  буфера  с  более  высоким  pH  (pH  9),
упоминалось  выше,  где  активность  в  обоих  катализаторах  при  рН,  аналогичная  активности  для  MnNPs@CALB-DMF,  проявляла  одинаковую  активность,  тогда  как  для  MnNPs@CALB-H2O  она

Рисунок  7.  Каталазоподобная  активность  гибридов  MnNPs@CALB  в  дистиллированной  воде.

H2O  продемонстрировал  самую  высокую  активность:  в  2,2  раза  выше,  чем  у  буфера  MnNPs@C  с  pH  9  и  5  мМ  MES-буфера  с  pH  5  (рисунок  S4).  В  этих  случаях  негативное  влияние

сложите  ниже  для  MnNPs@CALB-DMF.  В  случае  буфера  с  более  высоким  p,  чем  у  природной  каталазы  при  комнатной  температуре  в  дистиллированной  воде  (рис.  7).

таковая  для  природной  каталазы  при  комнатной  температуре  в  дистиллированной  воде  Fiure  7.

Наконец,  биогибрид  MnNPs@CALB-H2O  трижды  проявлял  активность.

вода,  такая  как  буфер  MES,  была  в  45  раз  ниже  для  MnNPs@CALB.  Наконец,  биогибрид  MnNPs@CALB-
H2O  продемонстрировал  активность  в  три  раза  выше,  чем

MnNPs@CALB-DMF  продемонстрировал  аналогичную  активность,  а  для  MnNPs@CALB  –  половину  (рис.  S4).

Рисунок  6.  Каталазоподобная  активность  различных  гибридов  CuNPs@CALB.  (А)  Дистиллированная  вода;  (Б)  натрий

С  другой  стороны,  другие  тесты  проводились  в  буферных  растворах  с  низкой  или  высокой  ионной  
силой  (5  мМ  и  100  мМ)  в  диапазоне  pH  от  6,0  до  8,0  (рис.  6B,C).  В  этих  случаях  наблюдалось  общее  
снижение  активности  всех  катализаторов  даже  при  очень  низких  количествах  буфера.  В  частности,  при  
низкой  ионной  силе  и  более  высоком  pH  они  проявляли  более  высокую  каталазную  активность,  хотя  в  
случае  CuNPs@CALB-P  при  любом  pH  она  проявляла  активность  как  минимум  в  шесть  раз  ниже,  чем  в  
дистиллированной  воде.  Когда  среда  имела  высокую  ионную  силу,  результаты  были  хуже  во  всех  случаях.

Этот  эффект  ингибирования  фосфат-ионов  при  разложении  перекиси  водорода  наночастицами  
меди  можно  объяснить,  учитывая  своего  рода  связывание  фосфатной  группы  с  медью,  приводящее  к  
образованию  промежуточных  частиц  и  снижению  реакционной  способности  катализатора.  
Действительно,  это  может  быть  подтверждено  результатами,  полученными  при  использовании  гибрида,  
содержащего  частицы  фосфата  меди  [23].  При  этом  каталазная  активность  этого  гибрида  в  
дистиллированной  воде  была  более  чем  в  20  раз  ниже,  чем  у  гибридов  Cu,  представленных  в  данной  
работе  (данные  не  приведены).

можно  было  наблюдать  активность  90%.

С  другой  стороны,  когда  эти  частицы  представляли  собой  наноструктуры  MnO2,  Mn-  и  MnNPs@CALB-P-NR,  содержащие  частицы  фосфата  марганца,  не  обладали  активностью.

После  этого  мы  оценили  гибриды  MnNPs@CALB  в  лучших  предшествующих  условиях.  С  другой  стороны,  когда  виды  представляли  собой  наноструктуры  MnO2,  MnNPs@CALB  исследовали  на  медь,  
то  есть  в  дистиллированной  воде  (рис.  7).  Катализаторы  MnNPs@CALB-P

Поэтому  для  условий  наибольшей  активности  в  CuNPs@CALB-P  (дистиллированная  вода)  оценивали  
каталазную  активность  того  же  гибрида,  но  без  обработки  лиофилизацией  (рис.  6D)  (CuNPs@CALB-P-NL),  
где  Наблюдалось  снижение  активности  в  5,5  раз,  что  свидетельствует  о  влиянии  присутствия  частиц  
Cu(0).  Наконец,  активность  CuNPs@CALB-P  сравнили  с  активностью  свободной  каталазы  (рис.  6D),  где  
Рисунок  7.  Каталазоподобная  активность  гибридов  MnNPs@CALB  в  дистиллированной  воде.
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составил  половину  (рис.  S4).

1579  г.

Рисунок  6.  Каталазоподобная  активность  различных  гибридов  CuNPs@CALB.  (А)  Дистиллированная  вода;  (B)  
натрий  -фосфатный  буфер  5  мМ;  (C)  натрий-фосфатный  буфер  100  мМ;  (D)  CuNPs@CALB-P  в  дистиллированнойфосфатный  буфер  5  мМ;  (C)  натрий-фосфатный  буфер  100  мМ;  (D)  CuNPs@CALB-P  в  дистиллированной  воде  
по  сравнению  со  свободной  каталазой  и  CuNPs@CALB-P-NL.воды  по  сравнению  со  свободной  каталазой  и  CuNPs@CALB-P-NL.

Кроме  того,  эти  катализаторы  были  оценены  в  других  реакционных  средах,  таких  как  5  мМ  трис-основание.
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Дополнительные  материалы.  Следующую  вспомогательную  информацию  можно  загрузить  по  адресу:  https://
www.mdpi.com/article/10.3390/applnano3030011/s1,  Рисунок  S1.  (I)  изображения  ПЭМ;  (II)  Изображения  HR-TEM.  
(А)  CuNPs@CALB-P*;  (Б)  CuNPs@CALB-P-NL;  (C)  CuNPs@CALB-B*;  (D)  CuNPs@CALB-  B.  Рисунок  S2.  Характеристика  
AgNPs@CATb:  (A)  СЭМ-изображения;  (Б)  ПЭМ-изображение;  Рисунок  S3.  Характеристика  PdNPs@CATb:  (A)  СЭМ-
изображения;  (Б)  ПЭМ-изображение;  Рисунок  S4.  Каталазоподобная  активность  гибридов  MnNPs@CALB  в  5  мМ  
TRIS  BASE  pH  9  (синий)  и  5  мМ  MES  pH  5  (оранжевый).
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В  литературе  существуют  разные  методики  деградации  H2O2  как  миметика  активности  каталазы.  
Некоторые  из  них  используют  комплексы  благородных  металлов,  в  ряде  случаев  нанесённые  или  трубчатые  
структуры,  где  необходимо  синтезировать  системы  в  агрессивных  и  токсичных  условиях  [27–30].  Таким  
образом,  предложенная  в  нашей  работе  методология  имеет  преимущество  в  плане  простоты  и  
устойчивости  при  создании  искусственных  металлоферментов,  способных  разлагать  H2O2  в  водной  среде  
при  комнатной  температуре.

Рекомендации

4.  Выводы

в  сочетании  с  другими  ферментативными  системами  для  биологических  и  биомедицинских  процессов.

Таким  образом,  эти  результаты  открывают  потенциальное  применение  этих  новых  бионаногибридов.

Наконец,  два  биогибрида  драгоценных  металлов  (Ag  и  Pd)  были  синтезированы  с  использованием  бычьей  

каталазы  в  качестве  каркаса  (AgNPs@CATb  и  PdNPs@CATb)  для  оценки  потенциального  синергетического  эффекта  

между  каталазой  и  наночастицами  металлов.  Однако  удельная  активность  обоих  катализаторов  была  очень  

низкой  (более  чем  в  100  раз  ниже,  чем  у  гибрида  Mn)  (данные  не  приведены).
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В  заключение,  в  этом  исследовании  мы  представили  простую,  но  универсальную  стратегию  получения  

искусственных  металлоферментов  с  различной  каталазоподобной  активностью  (MeNPs@Enzyme),  основанную  на  

применении  фермента,  который  индуцирует  образование  in  situ  металлических  наночастиц  на  белке.  сеть.

Это  может  быть  связано  с  типом  образующихся  в  каждом  случае  частиц  металлов:  PdCl2  
для  гибрида  Pd  и  смесью  различных  оксидов  серебра  для  гибрида  Ag.

Синтезированы  различные  бионаногибриды  разных  металлов  (Cu,  Mn,  Pd,  Ag)  и  оценена  их  
способность  разлагать  перекись  водорода  при  комнатной  температуре  в  водных  средах .  MnNPs@CALB-
H2O,  образованный  наноструктурами  MnO2,  продемонстрировал  превосходную  миметическую  
активность,  даже  в  три  раза  превышающую  активность  природной  каталазы.
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