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Nanotechnologia jest dziedzing nauki, ktéra wywiera istotny wplyw na rozwoj
wspotczesnej cywilizacji. Badania dotyczace budowy urzadzen, opierajacych si¢
na funkcjonalizowanych nanomateriatach weglowych wpisujg si¢ bardzo dobrze w obszar
nanotechnologii, a ponadto, sa wysoce interdyscyplinarne i stanowa polaczenie takich
dziedzin jak: chemia, fizyka oraz inzynieria materiatlowa. Projektowanie, charakterystyka
oraz  optymalizacja  enzymatycznych  warstw  bioelektrokatalitycznych  opartych
na nanostrukturalnych no$nikach do utleniania glukozy, etanolu czy mleczandéw
w $rodowisku obojetnym o potencjalnym zastosowaniu W bioczujnikach analitycznych
czy bioogniwach paliwowych cieszy si¢ w ostatnich latach ogromnym zainteresowaniem.

W tym kontekscie szybkos¢ 1 efektywnos¢ procesu przeniesienia elektronu pomiedzy
centrum aktywnym enzymu a powierzchnia elektrody odgrywa znaczaca role
w opracowywaniu nowych uktadow bioelektrokatalitycznych. Transport ten moze zachodzi¢
zarOwno w sposob bezposredni, jak 1 z wykorzystaniem mediatora. Szczeg6lnie poszukiwane
sa rozwigzania prowadzace do uzyskania bezposredniego przeniesienia elektronu, ktore
nie jest jednak powszechnym zjawiskiem. Aby udato si¢ zaobserwowaé szybki i efektywny
przeplyw elektrondw nalezy spetni¢ kilka podstawowych kryteridéw: niezbgdne jest uzyskanie
dobrego kontaktu, pomiedzy centrum aktywnym enzymu a elektroda. Istotna jest takze
odpowiednia orientacja czasteczki biokatalizatora na powierzchni no$nika, ktéora umozliwia
bliskie potozenie centrum redoks wzgledem powierzchni enzymu Iub centrow
przekaznikowych wzgledem otoczki glikoproteinowej. W ostatnim dziesigcioleciu
w literaturze zaproponowano wiele rozwigzan uktadéw, opartych na bezposrednim

przeniesieniu elektronu, zawierajacych oksydaz¢ glukozy jako enzym modelowy. W tym



przypadku centrum aktywne tego biokatalizatora znajduje si¢ gteboko w strukturze biatka,
dlatego dazy si¢ do odpowiedniej jego orientacji poprzez zastosowanie funkcjonalizowanych
nanomateriatow. Moga one dziala¢ jak tacznik, utatwiajac w ten sposob kontakt pomigdzy
kofaktorem enzymu a powierzchnig elektrody.

Gléwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zaprojektowanie, konstrukcja,
a nastgpnie charakterystyka elektrochemiczna uktadéw bioelektrokatalitycznych opartych
na wybranych enzymach z grupy oksydoreduktaz. Zostaty one unieruchomione na matrycach
ztozonych z funkcjonalizowanych nanostruktur weglowych, takich jak: wielo$cienne
nanorurki weglowe, elektrochemicznie redukowany tlenek grafenu, grafen czy fulereny (Ceo
lub C7). Istotnym byto, aby nosnik ten umozliwial przyspieszenie procesu przeniesienia
elektronu w uktadach zawierajacych enzymy z grupy oksydaz o r6znej budowie: dimerycznej,
tetramerycznej i oktamerycznej oraz wplywal na inne parametry elektrochemiczne
i kinetyczne przygotowanych uktadow bioelektrokatalitycznych. Tego typu warstwy
enzymatyczne do utleniania miedzy innymi: glukozy, etanolu czy mleczandéw
w s$rodowisku obojetnym maja potencjalne zastosowanie jako bioczujniki analityczne
czy bioogniwa paliwowe 1 s3 przedmiotem intensywnych badan.

Poczatkowo aby poprawi¢ przewodnictwo -elektronowe oraz orientacj¢ biatka
na powierzchni nos$nika wykorzystane nanomaterialy byly niekowalencyjnie modyfikowane
kwasem 4-pirol-1-ylo benzoesowym poprzez oddzialywania elektrostatyczne m-m. Metoda
ta umozliwita wprowadzenie na ich powierzchni¢ karboksylowych grup funkcyjnych
(-COOH), ktore byly kluczowym elementem w procesie unieruchomienia biatka
na elektrodzie. Wraz z postepem prac i uzyskanych wynikow zaczeto tworzy¢ uklady
hybrydowe sktadajace si¢ z dwdch nanostruktur tj. wieloSciennych nanorurek weglowych
oraz elektrochemicznie redukowanego tlenku grafenu. Na tak przygotowanych matrycach
scharakteryzowano uklady zawierajace oksydaze glukozy oraz oksydaze mleczanowa.
Nastepnie, zaczeto zastanawiaé si¢ nad alternatywnym sposobem modyfikacji powierzchni
nanomateriatu, w celu zwickszenia stalej szybkosci przeniesienia elektronu (k).
Doprowadzito to do zaprojektowania 1 syntezy nowych nanomaterialow: grafenu
oraz fulerenow (Cgo i Cz0) kowalencyjnie funkcjonalizowanych pochodng kwasu
4-(2-formylo-1H-pirolo) benzoesowego. Dowiedziono, ze trwale polaczenie nanostruktur
weglowych z czynnikiem modyfikujgcym ma znaczacy wpltyw na wyznaczane parametry
elektrochemiczne oraz kinetyczne. Na tak przygotowanych matrycach unieruchomiono
enzymy z grupy oksydaz tj: oksydazg¢ glukozy, oksydaz¢ mleczanowa czy oksydaze

alkoholowa. Glownym problemem rozwazanym w przypadku oksydaz bylo polozenie



centrum aktywnego. Uzyskanie dobrego kontaktu, pomiedzy nim a powierzchnig elektrody
byto kluczowe podczas projektowania ww. uktadow enzymatycznych. Istotna byla takze
odpowiednia orientacja czasteczki oraz metoda immobilizacji zachowujaca aktywno$¢
enzymatyczng  stosowanego  bialka. Uzyskane wyniki wyraznie  wskazywaty,
ze dla wszystkich zaprojektowanych uktadow uzyskano dobry kontakt matrycy z enzymem,
ktory umozliwiat szybki transport elektronow.

Innym omawianym zagadnieniem bylo projektowanie mediatorowych ukladéw
bioelektrokatalitycznych do utleniania glukozy katalizowanych przez oksydaze glukozy oraz
oksydaze piranozowa. Jako mediator wykorzystano tetratiafulwalen, ktérego zadaniem byto
zwigkszenie szybkosci przeniesienia elektronu pomiedzy centrum aktywnym enzymu
a powierzchnig elektrody.

Wykonano réwniez badania z wykorzystaniem dehydrogenazy glukozy. Enzym
ten katalizuje reakcj¢ utleniania glukozy do glukonolaktonu w obecnosci kofaktora
dyfuzyjnego NAD*. W celu przeprowadzenia reakcji do roztworu elektrolitu podstawowego
wprowadzony zostat koenzym NAD®. W przeciwienstwie do GOx kofaktor enzymu GDH
nie byl zwigzany z czasteczka biatka. Duza zaleta tego typu uktadéw byt brak powstawania
niepozadanego produktu jakim jest nadtlenek wodoru. Wykazano, ze obecnos¢ kowalencyjnie
funkcjonalizowanych matryc zapewnita bardzo korzystny potencjat utleniania NADH.
Zaprojektowane uklady charakteryzowaly si¢ wysoka czuto$cig oraz brakiem aktywnos$ci
elektrokatalitycznej w obecnosci zwigzkow interferujacych tj. kwas askorbinowy, kwas
moczowy czy dopamina. Wyniki te potwierdzity mozliwos¢ ich zastosowania jako czujnikow

do szybkiej 1 czutej detekcji glukozy.

Opracowanie odpowiednich funkcjonalizowanych nanomateriatdw weglowych
oraz zastosowanie ich do konstrukcji warstw bioelektrokatalitycznych zawierajacych enzymy
z grupy oksydoreduktaz byly gldéwnymi zadaniami badawczymi niniejszej rozprawy
doktorskiej. Wyniki otrzymane dla uktadow, opierajacych si¢ na funkcjonalizowanych
nanomateriatach weglowych 1 enzymach z grupy oksydoreduktaz potwierdzaja,
ze charakteryzuja si¢ one wysoka czutoscig. Z powodzeniem mogg by¢ one wykorzystywane
jako bioczujniki do okreslania stezenia np. glukozy, etanolu, mleczanéw w probkach

spozywczych czy medycznych oraz przy konstrukcji bioogniw paliwowych.



Za gldwne osiggni¢cia niniejszej rozprawy doktorskiej uwazam:

konstrukcj¢ bioczujnikdw opartych na oksydazach oraz dehydrogenazach
unieruchomionych  na  funkcjonalizowanych  nanostrukturach ~ weglowych
do oznaczania np. glukozy, etanolu czy mleczanow;

wyznaczenie parametrow elektrochemicznych tj. wspotczynnika przeniesienia
elektronu, statej szybkosci przeniesienia elektronu oraz kinetycznych tj. stalej
Michaelisa-Menten, jak rowniez parametréw analitycznych zaproponowanych
biosensoré6w tj. czulosci, limitu detekcji, zakresu liniowosci dla wszystkich
zaprojektowanych i skonstruowanych ukladéw. Dla niektorych  warstw
biokatalitycznych parametry te zostaly wyznaczone po raz pierwszy;

wyznaczenie po raz pierwszy potencjatu formalnego pochodzacego od kofaktora FMN
dla uktadow bioelektrokatalitycznych zawierajacych oksydaze mleczanowa;

uzyskanie znacznie lepszych parametrow analitycznych biosensorow na bazie
enzymoéw LOx oraz AOx unieruchomionych na funkcjonalizowanym grafenie
GR@fPyBA w poréwnaniu do nos$nikow MWCNT/PyBA czy
ERGO/MWCNT/PyBA.



