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Nowe materialy do unieruchamiania enzymow na elektrodach do zastosowan w bioogniwach.

New materials for the immobilization of redox enzymes on electrodes for the application in biofuel

cells.
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W ostatnich latach potgczenie biomolekul z materialem przewodzacym stalo si¢ waznym tematem w
elektrochemii, ze wzglgdu na mozliwos¢ konstruowania nowych urzadzen bioelektronicznych do
réznorodnych zastosowan np. sensorowych czy bioogniw. Zintegrowanie enzyméow, DNA czy biatek
receptorowych z przetwornikiem elektronicznym pozwolito otrzymac biosensory do analizy zywnosci,
srodowiska, detekcji patogendéw, diagnostyki klinicznej itd. Synergiczne efekty obserwowane po
zwigzaniu biomolekul z roznymi materiatami weglowymi, nanoczastkami metalicznymi czy
poétprzewodnikowymi majg istotne znaczenie dla rozwoju w obszarze materiatow hybrydowych o

ciekawych wiasciwosciach elektronicznych.

Celem tej pracy doktorskiej byto okre$lenie wihasciwosci Kkatalitycznych trzech enzyméw
(dehydrogenazy celobiozowej Corynascus Thermophilus, dehydrogenazy D-fruktozowej oraz
oksydazy bilirubinowej Myrothecium verrucaria) w formie zaadsorbowanej na weglowych

nanorurkach (MWCNT), lub umieszczonej w ciektokrystalicznej lipidowej mezofazie tzw. fazie



kubicznej na powierzchni elektrod. Te dwie metody unieruchamiania enzymoéw na elektrodach
zastosowano do przygotowania bioelektrod do redukcji i utleniania analitow, lub konstrukcji biokatod

oraz bioanod do enzymatycznych ogniw jako alternatywnych Zrodet zasilania.

Zbadano przydatno$¢ dehydrogenazy D-fruktozy (FDH) oraz dehydrogenazy celobiozowej Corynascus
thermophilus (CtCDH) jako katalizatorow anodowych. Oksydaza bilirubinowa Myrothecium
verrucaria (MvBOD) byta wykorzystana jako enzym na biokatodzie. Enzymy umieszczano na
powierzchni elektrodowej na warstwie nanoruek weglowych na elektrodzie z wegla szklistego lub
grafitu pirolitycznego, albo w monooleinowej warstwie ciektokrystalicznej pokrywajacej to samo

podtoze weglowe.

Aktywno$¢ katalityczng CtCDH badano w warunkach bezposredniego (czyli bez czynnika
mediujgcego, DET) oraz w warunkach mediowanego przeniesienia elektronu (MET). Wykorzystano
dwa zwiazki jako mediatory, przenoszace elektrony pomiedzy flawinowym centrum aktywnym enzymu
i elektroda: 2,6-dichlorofenoloindofenol (DCPIP) oraz aminowy kompleks rutenu ([Ru(NH;3)e]CL,).
Uzyskano wysokie gestosci pradu katalitycznego utleniania laktozy, odpowiednio 26.77 i 32.10
nA-cm-2dla DCPIP i [Ru(NH;3)¢]Cl,) jako mediatorow.

Dla CtCDH, jako katalizatora, zmiana z adsorpcji na unieruchomienie w matrycy ciektokrystalicznej
spowodowata wzrost gestosci pradu katalitycznego z 2.07 na 9.22 pA-cm, co faworyzuje ten sposob
umieszczenia enzymu na elektrodzie. Jednocze$nie, bardzo wzrosta trwalo$¢ w czasie uktadu
GCE/MWCNTSs/CtCDH w warstwie lipidowej — dziata on przynajmniej 28 dni, podczas, gdy uktad
adsorpcyjny GCE/MWCNTS/CtCDHags traci zupelnie aktywno$¢ po tygodniu. Nalezy jednak
podkresli¢, ze po ok. tygodniu biatko to ulega czgsciowej degradacji a produkt degradacji moze petnic¢
role mediatora w utlenieniu katalizowanym przez enzym nie zdegradowany. Dodatek cytochromu daje
wzrost pradu katalitycznego przy podobnym potencjale, ale doktadna charakterystyka produktow

rozktadu enzymu nie zostata jeszcze zakonczona.

Hydrofobowy enzym, dehydrogenaza fruktozowa - jest drugim, alternatywnym biokatalizatorem
procesu utleniania cukru. Zaadsorbowana na nanorurkach weglowych lub warstwie grafenowej
wykazuje duza trwalos¢ i katalityczng aktywnos¢. Gestosci pradu sa czterokrotnie wigksze niz w
przypadku CtCDH jako katalizatora. Nie ma jednak dotad struktury rentgenowskiej tego enzymu. W
ramach niniejszej rozprawy sprobowano przeprowadzi¢ krystalizacj¢ w fazach kubicznych tego biatka,

ale jak dotad bez rezultatu.

Katoda pokryta oksydaza bilirubinowa wykazywata lepszg aktywno$¢, gdy wykorzystano synergiczny
efekt naftylowanych nanorurek weglowych i nanoczastek ztotych modyfikowanych kréotkim tiolem.
Gesto$¢ pradu redukcji tlenu byta zadowalajaca - 650 pA-cm?. Elektroda pokryta lipidowa faza

ciekltokrystaliczng z enzymem zachowywata 70% wyjsciowej aktywnosci po 10 dniach pracy.



Biokatode¢ Naft-MWCNTs/MvBOd potgczono z anoda, zawierajgcg FDH lub CtCDH w celu
otrzymania enzymatycznego bioogniwa. W skonstruowanym uktadzie byta takze elektroda odniesienia,
umozliwiajaca monitorowanie potencjatu kazdej z elektrod w czasie pracy bioogniwa. Potencjat
biokatody byl niemal staty. Efektywnos$¢ catego ogniwa okreslata wiec anoda. Gdy zastosowano fazg
kubiczng na anodzie MWCNTSs/CtCDH, moc bioogniwa wzrosta w porownaniu z wersja oparta o
zaadsorbowany na elektrodzie. Dalszg poprawg mocy uzyskano przez pracg w warunkach przeptywu
nasyconego tlenem roztworu przez ogniwo, co wyeliminowato efekty zwigzane ze zubazaniem warstwy
przy elektrodzie w tlen. Praca w warunkach przeptywowych data pozytywne efekty szczegolnie, gdy
enzymy byly w warstwie ciektokrystalicznej — nie notowano wtedy ubywania enzymu z elektrody, co
wystgpowato czasem dla elektrod z zaadsorbowanymi enzymami. Wyznaczono parametry
optymalnego ogniwa — napigcie otwartego obwodu wynosito 540 mV. Zaproponowano takze
zminiaturyzowang wersje bioogniwa, oraz nowy typ ogniwa — bioogniwo cieklokrystaliczne:
grafen/FDH//Naft-MWCNTs/MvBOD/grafen, uzyskujac dwukrotne zwickszenie mocy, w poréwnaniu
z ogniwem cieklym o tych samych rozmiarach. Taki projekt ogniwa warto dalej optymalizowaé ze

wzgledu na tatwos¢ miniaturyzacji i tatwiejsza obstuge oraz transport uktadu.

Dysertacja jest napisana po angielsku (Valentina jest Wtoszka i nie poznata jeszcze wystarczajaco
dobrze jezyka polskiego). Cze$s¢ wynikow rozprawy zostata juz opublikowana w czasopismach

Electroanalysis i Bioelectrochemistry.



