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4.C Omowienie celu naukowego w/w prac i osiggnietych wynikow wraz z oméwieniem

ich ewentualnego wykorzystania
I. Cel naukowy

Celem badan bylo otrzymanie nowych, wielofunkcyjnych, $rodowiskowo
bezpiecznych materialow elektrodowych do unieruchomienia enzymow 1 zastosowania ich w
konstrukcji bioogniw, ktore moga zasila¢ male urzadzenia pomiarowe, jak rowniez uktady,
ktore moga mie¢ zastosowanie jako sensory srodowiskowe. Celem niniejszej pracy byto takze
opracowanie nowego bioogniwa paliwowego dziatajacego przez dlugi okres czasu i
generujgcego odpowiednie duze gestosci mocy, w ktorym zarowno biokatalizatory na anodzie
jak 1 katodzie byly w bezposrednim kontakcie elektrycznym z powierzchnig elektrody. W

badaniach zastosowalem roznego rodzaju nanomaterialty i praca polegala na zbadaniu
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oddziatywania tych materialbw z enzymami. Materialy wybieratlem tak, by zapewnic
odpowiednig orientacj¢ zaadsorbowanych czgsteczek biatka 1 zmniejszy¢ dystans pomiedzy
centrum aktywnym enzymu a powierzchnig elektrody. Do konstrukcji elektrod poszukiwatem
materialow, ktore sg tanie, bierne chemicznie, powszechnie dostgpne, rozwijaja powierzchnie
czynng elektrody (o odpowiedniej porowatosci), maja duza wytrzymatos¢ mechaniczng i
dobre przewodnictwa oraz wlasciwosci do gromadzenia energii. Celem pracy bylo
opracowanie materiatu elektrodowego uzytecznego w biobaterii i bioogniwie tak, aby osiggaé
zwiekszenie gestosci mocy, pradu, co pozwoliloby na zasilanie przez dtuzszy czas matych
urzadzen np. czujnikdéw, zegarkow, potencjostatow. W swojej pracy projektowatem biobaterie
i bioogniwa o jak najprostszej Kkonstrukcji i najnizszym koszcie materialow oraz jak
najdtuzszym dzialaniu biourzadzenia. Uklady te projektowatem tak, aby mozna bylto je
zastosowa¢ do badan $rodowiskowych np. do konstrukcji bioczujnikéw glukozy, tlenu lub
fenoli oraz do usuwania réznych czasteczek ze srodowiska, poprzez zastosowanie materiatow
trojwymiarowych, ktore moga adsorbowaé réozne zwigzki na duzej powierzchni wewngtrznej

materiatu.

Il. Wprowadzenie

W ostatnich latach, ze wzgledu na bardzo szybki wzrost zuzycia energii w wyniku
rozwoju przemystu motoryzacyjnego 1 elektronicznego, obserwuje si¢ duze zainteresowanie
elektrochemicznymi Zrodtami energii (w tym bateriami i akumulatorami). Szczegdlnie
intensywne badania prowadzone sa w dziedzinie ogniw paliwowych oraz tzw. bioogniw
paliwowych, w ktérych energia reakcji chemicznej moze by¢ zamieniona w energi¢
elektryczng, tzn. elektrony uwolnione w reakcji redoks mogg by¢ wykorzystywane w postaci
pradu elektrycznegol'S. Pomimo ze pierwsze ogniwo paliwowe zostato skonstruowane juz w
1839 r.*°, to duzy postep w tej dziedzinie nastapit dopiero w ostatnich latach. Zwiazane jest to
ze wzrostem $wiadomosci stopniowego wyczerpywania si¢ naturalnych zasobow
energetycznych (takich jak ropa naftowa, gaz czy wegiel), a co za tym idzie zwigkszeniem
naktadow finansowych w réznych krajach na badania naukowe w tej dziedzinie.

Enzymatyczne ogniwa paliwowe (EOP) sa obecnie uwazane za jedne z przysztych
alternatywnych zrodet energii. Jednakze uzyskiwane moce bioogniwa sg zbyt mate z punktu

widzenia zastosowania, jak rowniez ich stabilno$é¢ w czasie jest zbyt mala®®. Dlatego jest



konieczny dalszy rozwdj i postep w konstrukcji bioelektrod. Do najwazniejszych zagadnien
nalezg:

1. poprawa parametréw pracy bioelektrod,

2. wyeliminowanie niebezpieczenstw zwigzanych z dyfuzja mediatora do roztworu,

3. zwigkszenie liczby czgsteczek enzymu potaczonych elektrycznie z podiozem
elektrodowym (zwickszenie objetosci elektrody),

4. dobranie enzymu dajacego proces anodowy przy jak najbardziej ujemnym potencjale, a
wigc umozliwiajgcego otrzymanie jak najwiekszego potencjalu otwartego ogniwa.

Ogniwa paliwowe skladajg si¢ z dwoch elektrod zdolnych do konwersji energii
chemicznej w elektryczng. Ich szczegdlnym rodzajem sg bioogniwa paliwowe, w ktorych
zrédtem energii chemicznej sg procesy redukcji i utlenienia naturalnie wystepujacych
odnawialnych zwigzkow obecnych w $rodowisku, a takze w zywych organizmach7’8. Ze
wzgledu na liczne zalety bioogniw paliwowych w porownaniu do klasycznych ogniw
paliwowych, duzo zespoldw badawczych pracuje nad konstrukcjg wydajnego bioogniwa
enzymatycznego. W ostatnich latach koszty otrzymania enzymow znacznie si¢ obnizyly i
dlatego enzymy staty si¢ konkurencyjnymi Kkatalizatorami proceséw elektrodowych w
porownaniu do katalizatorow metali szlachetnych takich jak platyna czy ztoto. Pozyskiwanie
tych metali jest tez coraz drozsze ze wzgledu na wyczerpujace si¢ ich zasoby naturalne.
Enzymy sg aktywnymi Dbiologicznie czasteczkami o duzej biokompatybilnosci i
specyficznosci  oraz aktywnosci w  tagodnych warunkach pH, zblizonych do
fizjologicznych”®. Dzigki temu, Ze enzymy wykazuja wysoka selektywno$¢ wobec
substratow, w konstrukcji bioogniwa nie trzeba stosowa¢ membran rozdzielajacych dla
procesow elektrodowychlo’ll. Ze wzgledu na liczne zalety bioogniw s3 one uwazane za
potencjalne zrodta zasilania dla urzadzen wewnatrz organizméow zywych takich jak
rozruszniki serca, dozowniki lekoéw, pompy insulinowe czy biosensory. Zrédlem paliw dla
tych bioogniw mogg by¢ metabolity (glukoza, mleczany) oraz tlen obecny w plynach
ustrojowych. Bardzo szybko rozwijajaca si¢ nanotechnologia dostarcza rowniez rozwigzan w
celu miniaturyzacji urzadzen elektronicznych, w tym takze bioogniw, ktére mozna
zastosowa¢ W medycynie, przemysle lub naukach przyrodniczych. Wazng role w konstrukcji
bioogniwa odgrywaja enzymy katalizujace reakcje katodowa i anodowa, ktore zmniejszaja
nadpotencjat redukcji i utleniania paliwa. Do konstrukcji bioogniw stosuje sa enzymy o jak
najwyzszym potencjale redoks dla katody i jak najbardziej ujemnym potencjale dla anody. Te
wlasciwosci enzymow pozwalaja na uzyskanie wysokiego napigcia otwartego ogniwa. Do
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najczesciej stosowanych enzyméw nalezg: na anodzie - oksydaza glukozowa, dehydrogenaza
glukozowa, dehydrogenaza fruktozowa; dehydrogenaza celobiozowa, na katodzie - lakaza i
oksydaza bilirubiny. W czgéci anodowej najczesciej utleniane jest glukoza jako paliwo, a na

katodzie najczesSciej stosuje sie redukcje tlenu do wody.

III. Omowienie prac

W moich badaniach do konstrukcji bioelektrod zastosowatem enzymy umozliwiajace
otrzymanie efektywnego kontaktu elektrycznego pomiedzy centrum aktywnym enzymu a
powierzchnig elektrody, ktore miaty duza aktywnos¢ w pH bliskim fizjologicznemu i byty
tatwo dostgpne. Do przygotowania anody zastosowatem dehydrogenaz¢ fruktozowa (FDH)
oraz oksydazg glukozowa (GOx), ktore utleniajg odpowiednio fruktoze i glukoze. Oksydaze
glukozowa cechuje niski potencjat utleniania glukozy oraz wysoka aktywno$¢ komercyjnie
dostepnych preparatow enzymatycznych. GOx mozna réwniez potencjalnie zastosowaé w
konstrukcji implantowanych bioogniw paliwowych oraz czujnikdw okreslajacych poziom
stezenia glukozy (glukometrach), ze wzglegdu na obecno$¢ glukozy w ptynach
fizjologicznych. Drugi enzym przeze mnie stosowany na anodzie, FDH, wykazuje $ciste
powinowactwo tylko do jednego substratu — fruktozy. W ostatnich kilku latach enzym ten jest
intensywnie stosowany w przygotowaniu bioogniw paliwowych, poniewaz umozliwia
otrzymywanie wysokich pradéw Kkatalitycznych bez obecno$ci mediatora przy niskim
nadpotencjale (utlenianie fruktozy przy -0,34V vs Ag/AgCl). Do przygotowania biokatody
zastosowatem lakaze, ktora katalizuje reakcje redukcji tlenu bezposrednio do wody w
srodowisku o pH 4 — 7 (w zaleznos$ci od pochodzenia enzymu). Redukcja tlenu z uzyciem
lakazy przebiega z duzo mniejszym nadpotencjatem, co wplywa na duza efektywnos$¢ tego
procesu redukcji.

Bardzo duzym problemem w zastosowaniu enzymu jako katalizatora jest uzyskanie
dobrego kontaktu pomiedzy centrum aktywnym enzymu a powierzchnig -elektrody.
Bezposrednie przeniesienie elektronu (ang. Direct Electron Transfer, DET) miedzy enzymem
a powierzchnig elektrody jest utrudnione, poniewaz centrum aktywne enzymu ulokowane jest
wewnatrz struktury biaikowejlz. Bezposrednie przeniesienie elektronu jest utatwione, gdy
centrum aktywne enzymu jest potozone blisko powierzchni elektrody. Do wigkszej stabilno$ci
elektrody modyfikowanej enzymem moze prowadzi¢ silne zwigzanie enzymu z elektroda.

Kowalencyjne unieruchomienie enzymu na elektrodzie umozliwia unieruchomienie duzej
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iloéci czgsteczek enzymu oraz korzystng ich orientacje wzgledem powierzchni elektrody.
Zaletg elektrody z unieruchomionymi enzymami jest tatwos¢ miniaturyzacji oraz potencjat
pracy, ktory jest bliski potencjatowi formalnemu centrum aktywnego enzymu. Jedng z metod
uzyskania bezposredniego kontaktu elektrycznego pomiedzy enzymem a powierzchnig
elektrody jest zastosowanie roznych nanostruktur: takich jak nanorurek weglowych, grafenu,
czy nanoczastek >,

W tym celu stosowalem rézne materialy m.in. diament domieszkowany borem,
mikroczastki wegla, nanorurki weglowe, nanoczastki ztota, kompozyt
nanocelulozy/polipirolu, na ktérych uzyskatem bezposrednie lub mediowane przeniesienie
elektronu pomiedzy enzymem a powierzchnig elektrody [H1-H10]. Nanomateriaty dziataja
jako bardzo wydajne materialy pomocnicze do unieruchomienia enzymu z powodu swoich
cech, tj.: niewielkiego rozmiaru, bardzo dobrego transportu tadunku czy tez mozliwosci
przytaczania réznych grup funkcyjnych, umozliwiajacych unieruchamianie kowalencyjne
enzymoéw czy tez mediatorow. Nanostruktury umozliwiajg uzyskanie dobrego kontaktu
centrum aktywnego z podlozem oraz utrzymania aktywnosci enzymu przez dluzszy czas.
Nanomaterialy znacznie zwigkszaja powierzchni¢ oraz pojemnos$¢ elektrody, dlatego
bioogniwa z zastosowaniem tych struktur osiagaja znacznie wyzszg moc. Do unieruchomienia
enzymOw na stalych podtozach stosuje si¢ metody fizyczne lub chemiczne: adsorpcje
fizyczng 1 chemiczna, sieciowanie polimerami przewodzacymi, zamykanie w kapsutkach lub
micelach, putapkowanie w matrycy, unieruchomienie w membranie potprzepuszczalnej™*.
Poprzez unieruchomienie enzymu na elektrodzie zwigksza si¢ stezenie biokatalizatora na jej
powierzchni. Ponadto procesy elektrodowe zachodza z wigksza wydajno$ciag i uzyskuje si¢
duzo wyzsze gestosci pradow.

W pracach [H1,H2], jako pierwszy uzyskatlem bezmediatorowsg katalityczng redukcje
tlenu w obecnosci lakazy na elektrodzie diamentowej domieszkowanej borem (BDD),
zarowno dla lakazy rozpuszczonej w roztworze jak i unieruchomionej na elektrodzie BDD.
BDD jest stosunkowo nowym materiatem elektrodowym, ktory wykorzystywany jest do coraz

to nowszych zastosowan'’ ™.

Diament domieszkowany borem daje mozliwosé
przeprowadzenia badan w bardzo duzym zakresie potencjatow do okoto 3,5V i dlatego
umozliwia $ledzenie procesow redoks w ekstremalnych zakresach potencjaléw. Prady tla sa
niskie, co umozliwia pomiar procesow faradejowskich o duzej czutosci. Elektrody
diamentowe s3 obojetne chemicznie, a zatem sg odporne na zatrucie przez produkty reakeji,

ktore moga gromadzi¢ si¢ na bardziej reaktywnych materiatach elektrodowych. BDD ma
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rowniez doskonate wilasciwosci optyczne, dlatego umozliwia taczenie pomiaréw
elektrochemicznych z pomiarami spektroskopii UV-Vis i IR. Zastosowanie odpowiedniej
aktywacji powierzchni diamentu domieszkowanego borem daje mozliwo$¢ kontrolowania
jego hydrofobowosci lub hydrofilowosci poprzez tworzenie odpowiednich grup funkcyjnych,
ktore mogg oddzialywa¢ z enzymami. W badaniach do aktywacji powierzchni elektrody BDD
zastosowatam procedur¢ zaproponowang przez Markena?. Aktywacje elektrody BDD
przeprowadzitlem poprzez wielokrotne rejestrowanie krzywych cyklicznych od 0V do 5V w
roztworze 1mol/dm® kwasu azotowego (V). Dzieki aktywacji elektrody tworzy sic na jej
powierzchni grupy funkcyjne np. grupy karboksylowe lub hydroksylowe. W badaniach
zastosowatem lakazg¢ Cerrena unicolor, ktéora posiada zdolno§¢ katalizowania
czteroelektronowej redukcji tlenu bezposrednio do wody. Niestety na klasycznych
elektrodach, np. weglowych, lakaza nie wykazuje bezposredniego przeniesienia elektronow,
poniewaz centrum T1 enzymu znajduje si¢ zbyt daleko od powierzchni elektrody (redukcja
tlenu wystepuje przy potencjale -0,6V wzgledem elektrody odniesienia Ag/AgCl). Stosujac
odpowiednio aktywowane elektrody diamentowe domieszkowane borem uzyskatem
bezmediatorowa katalityczng redukcje tlenu w obecnos$ci lakazy rozpuszczonej w buforze
Mcllvaina (pH 5,2). Zastosowanie tego typu elektrody spowodowato znaczace zmniejszenie
nadpotencjatu redukcji tlenu o okoto 1,2V. Falg katalityczna obserwowatem przy potencjale
okoto +0,6V vs. Ag/AgCI (Rys. 1A). Z punktu widzenia zastosowania, istotny jest sposob
unieruchomienia enzymu na elektrodzie. Immobilizacja enzymu w warstwie matrycy na
elektrodzie jest powszechnie stosowana, poniewaz pozwala zwigkszyé stezenie
biokatalizatora na jej powierzchni. Dzieki temu procesy elektrodowe zachodza z wigksza
wydajnoscig i uzyskuje si¢ duzo wyzsze gestosci pragdow Kkatalitycznych. W opisanych
pracach do unieruchomienia lakazy zastosowatem fazg¢ kubiczng - cieklokrystaliczny uktad
lipidowy o strukturze dwuwarstwy lipidowej poprzecinanej systemem kanatow wodnych.
Kanaly wodne umozliwiaja wbudowanie do niej hydrofobowych oraz hydrofilowych
katalizatorow. Do przygotowania fazy kubicznej zastosowalem monooleing, ktora w
potaczeniu z wodg, w odpowiednich stosunkach, tworzy fazg cieklokrystalicznqﬂ. Fazy
kubiczne utworzone przez monooleing¢ sg izotropowe, maja duzg lepko$cig oraz sg trwate w
obecno$ci nadmiaru wody. Duza lepko$¢ oraz trwato§¢ w roztworach wodnych umozliwia
tatwe jej zastosowanie jako matrycy do unieruchamiania enzymow na powierzchni elektrod.
Na elektrodzie BDD pokrytej fazg kubiczng zawierajaca lakaze, obserwowalem fale
katalityczng rozpoczynajaca si¢ przy tym samym potencjale co bez uzycia fazy kubicznej.
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Jednakze gestosci pradow katalitycznych redukcji tlenu byly dwa razy wigksze i wynosity
okoto -0,8uA/cm?. Nie obserwowatem fali katalitycznej na dyskowej elektrodzie z wegla
szklistego pokrytej faza kubiczna z lakaza, ktorej uzytem jako uktadu poréwnawczego (Rys.
1B). Badang elektrode BDD zmierzylem w roztworach o rdznej zawartosci tlenu, tj. w
roztworze odtlenionym, w roztworze bgdacym w rownowadze z powietrzem oraz w
roztworze natlenionym. Obserwowalem zaleznos$¢ gestosci pradow katalitycznej redukcji
tlenu od stezenia tlenu w roztworze zblizong do liniowej. Dlatego ten uktad z powodzeniem

moze by¢ zastosowany jako czujnik tlenu w roztworze.

A) B)
- 0.05 )
N!—i OO' s : =<4 '\'J_I '_.f,
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Rys. 1 Woltammogramy zarejestrowane w (—) odtlenionym i (----) natlenionym buforze
Mcllvaina (pH 5,2) za pomoca elektrod A) BDD i B) GCE zmodyfikowanych faza kubiczna
zawierajaca lakaze, szybko$¢ zmian potencjatu: 0,001V /s.

W pracy [H2] opracowatlem metode¢ unieruchamiania nanomateriatdw: nanorurek
weglowych oraz mikroczastek wegla, na powierzchni elektrod weglowych i zastosowatem tak
modyfikowane elektrody jako miejsca adsorpcji enzymu lakazy do bezmediatorowej
katalitycznej redukcji tlenu. Zarowno nanomaterialy jak i lakaze unieruchomitem trwale na
powierzchni elektrod za pomocg roéznych matryc: Nafionu, chitosanu, lecytyny oraz
hydrofobiny. Badania przeprowadzitem z zastosowaniem dyskowej elektrody z wegla
szklistego pokrytej mikroczgstkami weglowymi lub nanorurkami weglowymi w buforze
Mcllvaina (pH 5,2) zawierajacym rozpuszczong lakaze. Redukcja tlenu na niemodyfikowanej
elektrodzie z wegla szklistego przebiegata ze znacznym nadpotencjatem, przy potencjale
okoto -0,6V wzgledem elektrody chlorosrebrowej. Przy uzyciu niemodyfikowanych
nanorurek weglowych lub mikroczastek wegla do modyfikacji elektrody z wegla szklistego,
proces katalityczny redukcji tlenu w obecno$ci lakazy rozpoczynat si¢ przy potencjatach
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dodatnich, okoto +0,6V wzgl¢dem elektrody chlorosrebrowej (a wigc ok. +0,8V wzgledem
normalnej elektrody wodorowej), a gestosci pradu redukcji tlenu byly od 10 do 40 razy
wigksze w poréwnaniu do stosowanej elektrody diamentowej domieszkowanej borem.
Zastosowane w pracy matryce (Nafion, chitosan, lecytyna oraz hydrofobia) z
unieruchomionym enzymem lakaza badalem pod katem wykorzystania ich do konstrukcji
uktadow katalizujacych redukcje tlenu w bioogniwie lub bioczujniku tlenu. Po
unieruchomieniu enzymu w warstwie matrycy uzyskalem wigksze gestosci pradow
katalitycznych redukcji tlenu, a potencjaty, przy ktorych rozpoczynata sie fala katalityczna
byty zblizone do potencjalow otrzymanych w eksperymentach z lakazg rozpuszczong w
roztworze. Najwicksze gestosci pradow Katalitycznej redukcji tlenu, okoto -110puA/cm?
zmierzone przy potencjale 0,2V, uzyskatem dla elektrody pokrytej niemodyfikowanymi
nanorurkami weglowymi i lakazg w warstwie Nafionu. Uzycie matrycy do unieruchamiania
enzymOw umozliwito zastosowanie mniejszej ilo$ci enzymu, jak rowniez trwale
unieruchomienie enzymu 1 nanomaterialtu na powierzchni elektrody. Zastosowanie
niemodyfikowanych nanorurek 1 mikroczastek wegla zapewnito optymalng orientacje
czasteczek enzymdw, czego wynikiem byta obserwacja bezmediatorowej bioelektrokatalizy.
Bezposrednie przeniesienie elektronu pomiedzy enzymem a powierzchnig elektrody
nie jest mozliwe w przypadku wigkszosci enzyméw nalezacych do klasy oksydoreduktaz,
powszechnie stosowanych do konstrukcji bioogniw paliwowych. Dlatego stosuje si¢
dodatkowe substancje zwane mediatorami, ktore utatwiaja transport elektronéw pomiedzy
enzymem a powierzchnig elektrody. Transport elektronowy z udzialem mediatorow
nazywany jest mediowanym transportem elektronowym (ang. mediated electron transfer,
MET)“’ZZ. Jako mediatory stosuje si¢ male czasteczki, najczesciej metale, kompleksy metali
lub czasteczki organiczne, ktore posiadaja potencjal zblizony do formalnego potencjatu
uzytego enzymu i w sposob odwracalny ulegaja procesowi utleniania i redukcji. Stosowanie
mediatorow w formie roztwordw jest czasami niekorzystne z punktu widzenia konstrukcji
bioogniw, poniewaz wprowadzenie dodatkowej substancji komplikuje dziatanie bioogniwa.
Bardzo czgsto substancja ta moze reagowac zaréwno na katodzie jak i na anodzie, i trzeba
wprowadza¢ do konstrukcji membrane rozdzielajaca przestrzen katodowa i anodowa. Tych
probleméw mozna unikng¢ stosujac mediatory bezposrednio unieruchomione na
modyfikowanych elektrodach. Wykazano rowniez, ze mediatory unieruchomione na
elektrodzie zwickszaja szybkos$¢ procesu przeniesienia fadunku. Uzyskuje si¢ wyzsze gestosci

pradow katalitycznych oraz uzywa si¢ mniejsze ilosci katalizatora. Unieruchomienie
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mediatoréw, jak rowniez enzymow na powierzchni materialdow lub elektrod, zapobiega
rozpuszczaniu si¢ ich do roztworu, przez co z jednej strony znacznie zmniejsza si¢ koszty
zastosowania materiatdow, a z drugiej strony zapobiega dyfundowania ich do sasiednich
przestrzeni elektrodowych. Unieruchomione enzymy wykazujg takze wigkszg efektywnosé
katalityczng w poréwnaniu do enzymow rozpuszczonych w roztworze lub zaadsorbowanych
fizycznie na elektrodzie.

W moich badaniach wspotpracowatem z dr hab. Kamilg Zelechowska i prof. Janem
Biernatem z Politechniki Gdanskiej, w celu opracowania i przeprowadzenia syntez nanorurek
weglowych z kowalencyjnie przylgczonymi grupami arylowymi i zwigzkami redoks, ktore
nastepnie Stosowatem do modyfikacji elektrod. W pracy [H3] jako pierwszy unieruchomitem
na elektrodzie nanorurki weglowe kowalencyjnie modyfikowane kwasem 2,2’-azobis-(3-
etylobenzotriazo-sulfonowym) (ABTS) i zbadalem wptyw réznych modyfikacji nanorurek
weglowych na katalityczng redukcji tlenu w obecnosci lakazy. W pracy poréwnatem efekty
katalityczne dwoch sposobow kowalencyjnie modyfikowanych nanorurek. W pierwszym
przypadku nanorurki weglowe byly modyfikowane ABTS na koncu $cian, za§ w drugim
przypadku nanorurki byly modyfikowane tym samym zwigzkiem redoks na $cianach
bocznych nanorurek. Dodatkowo elektrody pokryte nanorurkami weglowymi z ABTS byty
modyfikowane warstwa Nafionu z lakaza, co uniemozliwiato zar6wno rozpuszczanie lakazy
do roztworu, jak réwniez odrywanie si¢ modyfikowanych nanorurek od powierzchni
elektrody weglowej. ABTS jest jednym z najczgsciej stosowanych mediatoréw stosowanych
dla lakazy, poniewaz cechuje go odwracalny proces elektrodowy, jak réwniez jego potencjat
jest bliski potencjatowi formalnemu centrum T1 lakazy*?. Modyfikowane nanorurki
badatem w obecnosci lakazy wobec procesu Kkatalitycznego redukcji tlenu. Wykazatem, ze
unieruchomienie ABTS na powierzchni nanorurek powoduje zachowanie jego
funkcjonalnosci, co jest korzystne dla wlasciwego dziatania biokatody. Zaleta
kowalencyjnego unieruchomienia ABTS na powierzchni nanorurek jest to, ze nie dyfunduje
on do roztworu 1 uktad biokatalityczny jest stabilny. W przypadku obu modyfikacji nanorurek
uzyskatem znaczacy wzrost warto$ci gestosci praddow w porownaniu do nanorurek
niemodyfikowanych i obnizenie nadpotencjatu redukcji tlenu do wartosci 0,6V, co jest
korzystne z punktu widzenia zastosowania ich do konstrukcji bioogniwa paliwowego. W
przypadku zastosowania ABTS do modyfikacji nanorurek wykazalem, ze efektywnos¢
dziatania ABTS zwigzanego na koncach nanorurki jako mediatora, jest wyzsza, ale liczba

jego czasteczek zwigzanych z powierzchnia nanorurek jest mniejsza, co przejawiato si¢
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uzyskaniem nizszej gestosci pradu katalitycznej redukcji tlenu w porownaniu do modyfikacji
nanorurek weglowych na bokach. Ponadto rejestrowane woltamperogramy w obecnosci
ABTS zwiagzanego z nanorurkami wykazywaly mniejsze nachylenie krzywej prad - potencjat
w poréwnaniu do nanorurek niemodyfikowanych, co wskazuje na zmniejszenie ograniczen
zwigzanych z oporem warstwy oraz procesu katalitycznego. Najwicksze gestoéci pragdow
katalitycznej redukcji tlenu w obecnosci lakazy, okoto -420uAlcm2, obserwowalem dla
jednosciennych nanorurek modyfikowanych na bokach ABTS. Unieruchomienie
kowalencyjne ABTS na nanorurkach spowodowato adsorpcje wiekszej iloSci czasteczek
lakazy oraz jej wlasciwg orientacje na powierzchni elektrody, czego wynikiem byla
rejestracja wigkszych gestosci pradow katalitycznych w poréwnaniu do niemodyfikowanych
nanorurek weglowych.

W strukturze enzymu mozna wyrdzni¢ miejsce aktywne enzymu, w ktorym zachodza
przemiany redoks. Zastosowanie odpowiednio zmodyfikowanych materiatow elektrodowych
zwigzkami chemicznymi, pozwala na wymuszenie w enzymie wlasciwej orientacji czasteczek
enzymu wzgledem powierzchni elektrody. Przyczynia si¢ to do poprawy transportu
elektronow pomiedzy enzymem i elektroda, czego wynikiem jest otrzymanie wigkszych
gestosci pradow 1 trwatosci bioelektrod. Centrum aktywne lakazy stanowi hydrofobowa
kieszen, ktéra wykazuje duze powinowactwo do réznego rodzaju zwigzkéw aromatycznych.
Ksztalt centrum aktywnego enzymu najlepiej jest dopasowany do zwigzkow pierscieniowych,
poniewaz jest to enzym lignolityczny. Taki sposob modyfikacji elektrod grafitowych grupami
antracenylowymi lub fenylowymi posiadajacych uktad sprzezonych wigzan podwdjnych
zastosowata grupa Armstronga i osiggneta wysoki stopien uporzadkowania czasteczek lakazy
na elektrodzie. Dzigki temu zaobserwowano znacznie efektywniejszy transport elektronowy’.
W pracy [H4] rozwingtem ide¢ Armstronga stosujac do katalitycznej redukcji tlenu przez
lakaze, wczesniej nieopisane nanorurki weglowe kowalencyjnie modyfikowane grupami
antracenylowymi lub antrachinonowymi. Unieruchomitem na powierzchni elektrody z wegla
szklistego (GCE) zaréwno nanorurki, jak rowniez lakazg i zbadatem wplyw kowalencyjnie
modyfikowanych nanorurek weglowych grupami antracenylowymi lub antrachinonowymi na
koncach jak rowniez na bokach $cian, na proces Katalityczny redukcji tlenu w obecnosci
lakazy. Zastosowanie kazdej modyfikacji nanorurek umozliwito uzyskanie wigkszej wartosci
gestosci pradu katalitycznego redukcji tlenu w obecnosci lakazy, w pordéwnaniu do
niemodyfikowanych nanorurek. Wykazatem, ze kowalencyjna modyfikacja nanorurek

weglowych réoznymi grupami antracenylowymi lub antrachinonowymi na koncu jak rowniez
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na boku nanorurek, ma pozytywny wplyw na orientacje czgsteczek enzymu wzgledem
powierzchni elektrody oraz skraca dystans tunelowania elektronu. Elektrody pokryte
nanorurkami modyfikowanymi grupami antracenylowymi lub antrachinonowymi na bokach
oraz lakaza, wykazywaty wigksze gestosci pradow katalitycznych redukcji tlenu w
poréwnaniu do nanorurek weglowych modyfikowanych na koncach nanorurek. Byto to
zwigzane prawdopodobnie ze zwigkszong populacja grup arylowych, ktérymi nanorurki
weglowe byly zmodyfikowane na bokach w poréwnaniu do nanorurek modyfikowanych na
koncach. W pracy pordwnano takze trzy sposoby modyfikacji elektrod (Rys. 2A). Pierwsza z
nich polegata na umieszczeniu na elektrodzie najpierw nanorurek a nastepnie odpowiedniej
matrycy z lakazg. Druga procedura polegata na umieszczeniu bezposrednio na elektrodzie
mieszaniny nanorurek, lakazy i matrycy. Trzecia procedura polegala na natozeniu na
elektrode najpierw nanorurek a nast¢pnie mieszaniny nanorurek, lakazy i matrycy. W
badaniach stosowano rozne matryce: lecytyng, chitosan, niemodyfikowany Nafion, Nafion

modyfikowany wedtug procedury Minteer oraz Lo Gortona.
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Rys. 2 A) Trzy sposoby przygotowania modyfikowanych elektrod GCE nanorurkami weglowymi,
matryca i lakaza, B) Schemat dwuelektrodowy biobaterii, C) Zestaw pomiarowy skladajacy si¢ z
opornicy, multimetru i komputerowego programu sterujacego.

2 uzyskano dla

Najwicksza warto$¢ gestosci pradéw redukcji tlenu, okoto -250pA/cm
biokatody, do ktorej konstrukcji uzyto najpierw nanorurek modyfikowanym grupami

antracenylowymi na koncach, a nastgpnie mieszaniny tych samych nanorurek, lakazy i
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Nafionu przygotowanego wedlug procedury Minteer. Najmniejsze prady katalityczne
obserwowano dla drugiej procedury modyfikacji elektrod. Najwicksze prady uzyskano na
elektrodach modyfikowanych wedlug procedury trzeciej, ale byty one nieznacznie wigksze w
poréwnaniu do pozostalych modyfikacji elektrod, a przygotowanie elektrod trwato bardzo
dlugo. Z punktu widzenia zastosowania, ze wzgledu na czas przygotowania i ilo$¢
zastosowanych odczynnikow, jak rowniez ze wzgledu na wartosci otrzymywanych pradow
katalitycznych, najbardziej optymalng procedurg byla procedura pierwsza, w ktorej na
elektrode naktadano bezposrednio nanorurki weglowe, a po wyschnieciu Nafion z lakaza.
Porownano stabilno$ci wybranych, modyfikowanych elektrod. Na poczatku gesto$¢ pradu
katalitycznego szybko malata, a nastepnie stabilizowata si¢ i utrzymywata si¢ przez kilka dni
np. po 12 dniach na poziomie 40% wartosci poczatkowej pradu katalitycznego. Badane
elektrody zastosowano do konstrukcji bioogniwa hybrydowego, zwanego biobateriag (Rys.
2B). Biobateria jest ukladem zbudowanym z jednej bioelektrody, za§ druga elektroda, nie
zawiera zwigzkow biologicznych I najczgséciej jest metaliczna (np.: platyna, cynk). W moich
badaniach nad biobateria jako elektrolit zastosowatem bufor Mcllvaina pH 5,2, poniewaz
dawal optymalne pH dla dziatania lakazy. Do wyznaczenia specyficznych parametrow
ogniwa w trakcie pracy, takich jak ustalenie potencjatu otwartego ogniwa (OCV),
maksymalnej mocy, pradu, odpornosci elektrod na rozladowanie, byly przyktadane do
biobaterii rézne opory od 10MQ do 1kQ, od wysokich wartosci - odpowiadajacych
obwodowi otwartemu, do bardzo niskich, w wyniku zastosowania ktorych dochodzito do
pracy ogniwa. W tym celu zaprojektowatem zestaw pomiarowy sktadajacy si¢ z opornicy i
multimetru, ktory byt sterowany za pomocg specjalnego programu w komputerze (Rys. 2C).
W uktadzie mierzono roéznice potencjatdéw pomigdzy anoda i katoda. Nastepnie Korzystajac z
prawa Ohma, podstawiajac wartosci oporu i uzyskanego napigcia, obliczano natezenie
generowanego pradu, za$ z iloczynu natgzenia pradu i napigcia obliczano moc uktadu.
Uzyskane krzywe zaleznosci mocy od napiecia, pradu od napiecia, daja wglad w proces
redoks zachodzacy w uktadzie. Metoda ta pozwala bardzo precyzyjne okreslic wydajnosé
pradowa ukltadu w poréwnaniu do podejmowanych przez czgs¢ badaczy pomiarow
galwanostatycznych, gdyz daje mozliwo$¢ symulowania dzialania ogniwa w konkretnych
warunkach imitujacych pobor pradu przez urzadzenie o okreslonych parametrach. W
badaniach zastosowano jako anod¢ drut cynkowy ze wzgledu na jego niski potencjat
standardowy utleniania réwny -0,76V vs. NHE. Mimo poczatkowego rozpuszczania cynku w

roztworach wodnych, po pewnym czasie w buforze zawierajacym jony fosforanowe (V), na
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powierzchni elektrody tworzy si¢ warstwa nierozpuszczalnego fosforanu (V) cynku tzw.
hopeit, (Zn3(PO,),*4H,0). Zjawisko to zapobiega dalszej korozji cynku. Chociaz powstajaca
warstwa zewnetrzna nierozpuszczalnego fosforanu (V) cynku nie przewodzi pradu, to
struktura ta jest przepuszczalna dla jonow Zn*. Dlatego jest mozliwa wymiana tadunku
pomiedzy roztworem a powierzchnig elektrody. Najlepsza procedurg przygotowania biokatod
w bioogniwie okazata si¢ procedura polegajgca na pokrywaniu elektrody najpierw warstwa
nanorurek weglowych, a nastepnie mieszaning tych samych nanorurek z Nafionem i lakaza.
Najwigksze gestosci pradow jak rowniez mocy uzyskano dla nanorurek weglowych
modyfikowanych antrachinonem na boku. Gestoé¢ mocy wynosila 3,5mW/cm? przy oporze
1kQ 1 roznicy potencjatéw 0,5V. Wszystkie badane biobaterie wykazywaly potencjat
otwartego ogniwa okoto 1,5V. Podobnie jak w badaniach elektrochemicznych, biobaterie z
zastosowaniem nanorurek modyfikowanych na bokach wykazywaly wyzsze gestosci pradu i
mocy, od swoich odpowiednikow modyfikowanych na koncach nanorurek. Jest to zwigzane z
wickszg populacja czasteczek unieruchomionych na bokach nanorurek weglowych w
poréwnaniu do tych unieruchomionych na koncach nanorurek. Badano takze zalezno§¢ mocy
od czasu najlepszych biobaterii pod obcigzeniem ich oporem 10kQ. Na poczatku
obserwowano gwaltowny spadek mocy, a nastepnie moc stabilizowata si¢ po 64 minutach na
poziomie okoto 20% mocy poczatkowe;j.

W pracy [H5] jako pierwszy zastosowatem nanorurki modyfikowane
nieelektroaktywnymi grupami fenylowymi (pojedyncza grupa fenylowa, potrojng grupa
fenylowa (grupa terfenylowa)) oraz grupa naftylowa, do katalitycznej redukcji tlenu w
obecnosci lakazy. W badaniach zastosowatem rowniez dotychczas nieopisane w literaturze
nanorurki weglowe kowalencyjnie modyfikowane ferrocenem i nanorurki weglowe
modyfikowane jednoczesnie GOx i katalaza. Przygotowane i scharakteryzowane bioelektrody
zastosowatem do konstrukcji biobaterii oraz petnego bioogniwa. Lakaz¢ unieruchomiono w
warstwie Nafionu na elektrodach pokrytych odpowiednio modyfikowanymi nanorurkami
weglowymi. W obecnosci kowalencyjnie arylowanych jednosciennych nanorurek weglowych
na elektrodzie z wegla szklistego, fala redukcji tlenu na woltamperogramach rozpoczynata si¢
przy takim samym potencjale jak przy zastosowaniu nanorurek weglowych
niemodyfikowanych, ale gestosci pradu byly o wiele wyzsze. Byto to zwigzane z modyfikacja
powierzchni nanorurek weglowych grupami arylowymi, a w konsekwencji obecnoscig
wigkszej 1ilosci molekut lakazy odpowiednio zorientowanych wzgledem powierzchni

elektrody, aby moglo nastgpowaé bezmediatorowe przeniesienie elektronu pomigdzy
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enzymem a powierzchnig elektrody. Najwyzsza gestos¢ pradu redukcji tlenu, okoto
-400pA/cm?® przy potencjale 0,2V, otrzymano dla elektrody pokrytej jednosciennymi
nanorurkami weglowymi modyfikowanymi terfenylem i lakaza w warstwie Nafionu.
Kowalencyjne wigzanie enzymow oksydazy glukozowej i katalazy do powierzchni
jednosciennych nanorurek weglowych umozliwito uzyskanie dobrego kontaktu elektrycznego
pomiedzy enzymem a powierzchnig elektrody, a w konsekwencji efektywniejsze
przenoszenie elektrondow z i do centrum aktywnego enzymu. Enzym GOx jest czesto
stosowany w konstrukcji bioelektrod w bioogniwach paliwowych ze wzgledu na niski
potencjat utleniania glukozy przez GOx oraz wysoka aktywno$¢ specyficzng dostepnych
preparatow enzymatycznych. Dodatkowo do modyfikacji elektrody zastosowano takze
wieloscienne nanorurki weglowe modyfikowane ferrocenem (MWCNT-Fc). Do
przygotowania bioelektrod z GOx stosuje si¢ bardzo czgsto niskoczasteczkowe mediatory np.

ferrocen, chinony lub kompleksy osmu?®?’

, aby umozliwi¢ przeplyw elektronéw pomiedzy
elektrodg a enzymem. Badane bioanody byly stabilne przez kilka dni i obserwowano liniowa
zalezno$¢ utleniania ferrocenu od stezenia glukozy az do 160 mM glukozy. Podczas pracy z
GOx, na anodzie powstaje nadtlenek wodoru w wyniku reakcji redukcji tlenu. H,0,
dezaktywuje GOx, a takze wplywa réwniez na zmniejszenie nat¢zenia pradéw ptynacych
przez uktad, poprzez zuzywanie elektronow generowanych w czeéci anodowej ogniwa. H,0,
powstajacy w moim ukladzie; nie zaklocal procesu, poniewaz ulegal reakcji
dysproporcjonowania do H,O i O, katalizowanej przez katalaz¢ kowalencyjnie zwigzang z
tymi samymi nanorurkami. Badany uktad moze by¢ z powodzenie stosowany jako czujnik
glukozy. Badane elektrochemicznie biokatody pokryte nanorurkami weglowymi
modyfikowanymi fenylem, naftylem, jak rowniez terfenylem oraz lakaza w warstwie Nafionu
zastosowano do konstrukcji biobaterii. Dodatkowo w konstrukcji biobaterii, jak roéwniez
bioogniw, jako pierwszy celowo zastosowatem elektrod¢ odniesienia - chlorosrebrowg (Rys.
3A), ktora pozwalata kontrolowaé potencjat kazdej z elektrod podczas pracy ogniwa. Za
pomocy elektrody odniesienia mozliwe jest zdefiniowanie, ktora z elektrod jest elementem
limitujacym moc calego ogniwa. Mozna zdefiniowa¢ ograniczenia procesu czy okresli¢, przy
jakim napigciu generowana jest maksymalna moc. W badaniach wykazatem, ze potencjat
anody cynkowej byl staly podczas obcigzania biobaterii kolejnymi oporami, a jedynie
potencjat biokatody ulegal zmianom. Takze w uktadzie biobaterii wykazatem, ze anoda
cynkowa moze by¢ swojego rodzajem elektroda odniesienia dla biobaterii, poniewaz zmiany

mocy w biobaterii sg kontrolowane zmianami potencjalu biokatody. Potencjat otwartego
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ogniwa badanych uktadéw wynosit 1,5V. Sposrod badanych uktadow najwieksze gestosci
mocy uzyskano dla biobaterii zbudowanej z katody pokrytej nanorurkami weglowymi
modyfikowanymi fenylem oraz lakaza w warstwie Nafionu. Maksymalna moc wynosita okoto
1,2mW/cm? przy oporze 10kQ i potencjale 0,9V. Przy gestosciach pragdéw mniejszych niz
1500uA/cm2 system pracowatl jak biobateria. Przy wyzszych pradach enzym nie jest
wystarczajagco wydajny i katodowy proces odbywal si¢ przy potencjalach bliskich 0V
wzgledem elektrody chlorosrebrowej tak, jak w przypadku elektrody pokrytej tylko
nanorurkami (Rys. 3B). Obserwacja ta i wnioski byly mozliwe tylko dzigki zastosowaniu
elektrody odniesienia. Udowodnitem takze, ze nanorurki weglowe z resztami aromatycznymi
odgrywaja role nierozpuszczalnych drutow molekularnych dla lakazy, przez co obserwuje si¢
wicksze prady katalitycznej redukcji tlenu, wyzsze gestosci mocy i pradu w biobaterii.
Zwigzane jest to z lepszym dopasowaniem podstawnikéw aromatycznych przytagczonych do

nanorurek i hydrofobowej kieszeni centrum aktywnego enzymu.
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Rys. 3 A) Schemat biobaterii z elektroda odniesienia, B) Zaleznos¢ potencjatu katody, Vc i anody,
Va vs. Ag/AgCl od gestosci pradu w biobaterii: katoda elektroda GCE pokryta jednosciennymi
nanorurkami weglowymi modyfikowanymi grupami fenylowymi i Nafionem (m) z lakaza 1 (A)
bez lakazy. Elektrolit: natleniony bufor Mcllvaina 0,2M NaNO,, pH 5,2.

W badaniach zamiast anody cynkowej zastosowalem réwniez bioanod¢ zbudowana z

elektrody z wegla szklistego pokrytej nanorurkami weglowymi modyfikowanymi

jednoczesnie oksydaza glukozowg 1 katalazg oraz nanorurkami modyfikowanymi ferrocenem.

W badanym uktadzie zastosowatem glukoze jako paliwo dla anody i tlen dla katody. Byla to
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pierwsza w mojej pracy naukowe] konstrukcja pelnego bioogniwa. W badanym uktadzie
osiggnatem moce 30 krotnie nizsze w poréwnaniu do biobaterii. Maksymalna moc wynosita
41uW/em? przy rdznicy potencjatéw 0,24V i zadanym oporze 20k, a potencjat otwartego
ogniwa byt duzo nizszy niz w biobaterii i wynosit 0,41V.

W pracy [H6] jako pierwszy zbadatem wptyw réznego typu kowalencyjnego wigzania
bifenylu z nanorurkami wegglowymi na proces katalitycznej redukcji tlenu w obecno$ci
lakazy. Nanorurki byty taczone z bifenylem poprzez wykorzystanie reakcji grupy aminowej z
grupg karboksylowag lub grupg sulfonowa. Wprowadzono jedno lub dwa takie wigzania
pomi¢dzy nanorurkami a grupg bifenylowg i badano ich wplyw na katalityczng redukcje tlenu
w obecnosci lakazy, jak réwniez wplyw na gestos¢ mocy i1 pradu w biobaterii. Najwicksze
gestosci pradow Kkatalitycznych redukcji tlenu w obecnosci lakazy obserwowatem na
elektrodzie GCE pokrytej nanorurkami weglowymi potaczonymi z bifenylem za pomoca
wigzania grupy aminowej z grupa sulfonowa. Badane biokatody zastosowatem zarowno do
konstrukcji trojelektrodowej biobaterii, gdzie anoda byt drut cynkowy, jak réwniez do
trojelektrodowego bioogniwa z anodg - elektroda z wegla szklistego pokrytej nanorurkami
modyfikowanymi oksydaza glukozowa oraz katalaza, jak réwniez nanorurkami

modyfikowanymi ferrocenem (Rys. 4).

A) B)

@
@

|
ROn0;

0t

, e oo
e _
- S oo
: el 18] 18la s , Y|
: g ; : § ® gﬂj' C%:ki . W . mum
=5 S 409,
K gmo . |
. | . . il
Hopeite —J

Rys. 4 Schemat tréjelektrodowy A) biobaterii, B) bioogniwa, C) ukladu trzech szeregowo
polaczonych przeplywowych biobaterii zasilajacych zegar.

Pracowano zaréwno w ukladzie stacjonarnym jak i w przeptywowym biobaterii 1 bioogniwa.
Uktady przeptywowe charakteryzowatly si¢ wyzszymi gestosciami mocy w poréwnaniu do
uktadow stacjonarnych. Polaczylem ze soba szeregowo trzy uktady przeptywowe biobaterii 1

zasilitem nim zegar elektroniczny (Rys. 4C). Zegar zasilany szeregowo potaczonymi
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przeplywowymi biobateriami dziatal przez kilka dni. W szeregowo potaczonym uktadzie
trzech biobaterii uzyskatem trzy razy wyzsza moc, jak réwnie trzy razy wyzszy potencjat
otwartego ogniwa w porownaniu do pojedynczej biobaterii.

W ostatnim czasie intensywnie poszukuje si¢ efektywnej bioanody, ktorej potencjat
byltby jak najbardziej ujemny, a wiec W celu otrzymania jak najwigkszej roznicy potencjatow

otwartego bioogniwa®®!

. Jednym z enzymow stosowanych w konstrukcji bioanody, ktory ma
najlepsze dotychczas parametry przy konstrukcji bioanody, jest dehydrogenaza fruktozowa
(FDH)***>33 FDH jest bardzo obiecujacym enzymem do zastosowaniach w bioogniwach. W
moich badaniach [H7], jako pierwszy zastosowalem bardzo interesujgcy, nOwy materiat,
jakim jest kompozyt nanocelulozy/polipirolu do katalitycznego utlenianiem fruktozy w
obecnosci FDH. Celuloza do tego kompozytu zostata pozyskana z alg Cladophora, ktére
zostaty zebrane w Morzu Baltyckim. Jest to jeden ze sposobow zastosowania niekorzystnie
rozrastajacych si¢ w morzu alg, jako materiatu elektrodowego w ogniwach. Badany kompozyt
zastosowano do przygotowania elektrody — anody zawierajacej dehydrogenaze fruktozy.
Zastosowanie FDH w bioogniwie jest szczegdlnie korzystne, poniewaz enzym FDH nie jest
wrazliwy na obecno$¢ tlenu, ktory jest czesto stosowanym paliwem dla biokatody w
bioogniwie. Z powodu braku reakcji FDH z tlenem, mozliwa jest konstrukcja
bezmembranowego bioogniwa. Do przygotowania biokatody zastosowano dyskowe elektrody
z wegla szklistego pokryte wielo$ciennymi nanorurkami weglowymi modyfikowanymi
grupami naftylowymi na bokach, a nastepnie lakazg w warstwie Nafionu. W badaniach
elektrochemicznych wykazatem, ze oba enzymy zachowaty swoja aktywnos¢ katalityczng po
adsorpcji na elektrodzie modyfikowane; kompozytem lub nanorurkami weglowymi 1
wykazywaly  proces bezmediatorowego, bezposredniego  przeniesienia  elektronu.
Dehydrogenaza fruktozowa utleniata fruktozg przy potencjale rownym -0,15V vs. Ag/AgCl.
Dla tego uktadu uzyskano maksymalna gestos¢ pradu katalitycznego 14,1mA/cm? zmierzona
przy potencjale 0,5V. Elektroda miata bardzo wysoka trwato$¢ w czasie. Uzyskano jeden z
najlepszych wynikow opisanych w literaturze - zastosowania FDH w bioelektrokatalizie. W
bioogniwie zastosowano dyskowa elektrode z wegla szklistego pokryta tatwo dostepnym,
przyjaznym dla $rodowiska kompozytem nanocelulozy/polipirolu (CPPy), na ktorym
unieruchomiono fizycznie FDH. Opracowana bioanoda taczyta system bioelektrokatalityczny
z dobrym materialem superkondensatora, jako podtoza elektrodowego. Ta kombinacja
bioelektrokatalitycznego uktadu opartego na kompozycie i zaadsorbowanej FDH

spowodowata bardzo dobre dzialanie anody w bioogniwie. Jako biokatode zastosowano

19



dyskowg elektrode weglowa pokryta nanorurkami weglowymi i lakazg oraz Nafionem.
Przygotowane bioogniwo wykazywato wlasciwosci systemu hybrydowego: potaczenia
wlasciwos$ci superkondensatordow i bioelektrokatalitycznych. Przy réznicy potencjatéow 0,76V
uzyskano maksymalna gesto$¢ mocy 1,6mW/cm?. Po fizycznej adsorpcji FDH na kompozycie
nanoceluloza/polipirol: (1) FDH wykazuje proces bezposredniego przeniesSienia elektronow,
tzn. bez udzialu mediatorow; (2) CPPy dziala jako matryca o duzej powierzchni
umozliwiajacej odpowiednig orientacj¢ enzymu; (3) bioogniwo zapewnia bardzo duza gestosé
mocy, 1,6mW/cm?; (4) bioanoda ma duza pojemnos$¢ i moze przechowywaé znaczne ilogci
tadunku; (5) potencjat anody pozostaje praktycznie staty, gdy ogniwo jest obcigzane réznymi
oporami zewnetrznymi. Mozna zatem stwierdzi¢, ze kompozyt nanocelulozy/polipirolu jest
bardzo dobrym materiatem do zastosowania w bioelektronice.

Zaprojektowane bioogniwa probuje si¢ zastosowa¢ do zasilania rzeczywistych
urzadzen np. w medycynie. W zastosowaniach medycznych wymaga sie, aby zrodto energii
byto stabilne, miato dlugi czas zycia i tatwo poddawato si¢ miniaturyzacji. W literaturze
opisano kilka bioogniw, ktére implantowano réznym organizmom zywym>"*°. Jednakze
urzadzenia te nie dostarczajg zbyt duzej gestosci mocy i pradu w dluzszym okresie czasu.
Enzymatyczne ogniwa paliwowe dajg napigcie otwartego ogniwa od okoto 0,6V do 1V, a
biobaterii okoto 1,6V. Zasilanie urzadzen nawet o niewielkim poborze pradu jest duzym
problemem. Problemy te rozwigzuje si¢ poprzez taczenie szeregowe ogniw lub stosowanie
superkondensatorow gromadzacych tadunek. Polaczenie superkondensatorow z ogniwem

340 W mojej pracy [H8]

enzymatycznym moze poprawi¢ wydajno$¢ zrodla energii
zastosowatem uktad trzech potgczonych bioogniw polgczonych z superkondesatorem do
zasilania urzadzenia o wigkszej mocy: potencjostatu, ktory zintegrowatem z czujnikiem. Jako
urzadzenie testowe zastosowano specjalnie skonstruowany domowej roboty minipotencjostat,
zaprojektowany i skonstruowany przez prof. Stawomira Kalinowskiego, z Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Warminsko — Mazurskiego w Olsztynie (Rys. 5A). W badaniach uzyto
specjalnie zaprojektowane i skonstruowane cylindryczne bioogniwo przeptywowe, w ktorym
zwigkszono powierzchni¢ bioelektrod do 3,14cm’, a jako podtoze elektrodowe zastosowano
papier weglowy (Rys. 5B). Bioanod¢ przygotowano przez nalozenie na papier weglowy
kompozytu nanocelulozy/polipirolu (CPPy) oraz czerni acetylenowej w stosunku 95:5 pod
zmniejszonym ci$nieniem, a nastepnie fizycznie zaadsorbowano FDH. W badaniach

elektrochemicznych, w obecnosci 100mM fruktozy w buforze Mcllvaina pH 5,3,

obserwowano fale katalitycznego utleniania fruktozy rozpoczynajaca si¢ przy potencjale
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okoto -0,15V, uzyskujac maksymalny prad 17,5mA, a pojemnos¢ elektrody wynosita 0,6F.
Uzyskano bezmediatorowe utlenienie fruktozy za pomoca FDH. Kompozyt CPPy stuzyt nie
tylko jako matryca przewodzaca o duzej powierzchni ale takze, jako material, ktory utatwit
osiggnigcie wlasciwej orientacji enzymu na powierzchni i umozliwil bardzo szybki transporty
masy do podloza. Biokatod¢ przygotowano poprzez nalozenie wielosciennych nanorurek
weglowych modyfikowanych grupami naftylowymi na papier weglowy pod zmniejszonym
ci$nieniem a nast¢pnie zaadsorbowano fizycznie lakaze. Gdy roztwoér buforowy nasycono
tlenem, na krzywej woltamperometrycznej zarejestrowanej przy pomocy biokatody z lakazg
obserwowano fal¢ katalityczng redukcji tlenu rozpoczynajaca si¢ przy potencjale 0,6V. W
przypadku biokatody pokrytej naftylowymi nanorurkami weglowymi i lakaza osiagnigto
maksymalny katalityczny prad redukcyjny tlenu -938uA, a pojemno$¢ elektrody 0,05F.
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Rys. 5 A) Schemat minipotencjostatu zasilanego przez uklad superkondensatora i ogniwa, B)
Uklad trzech polaczonych bioogniw, C) Krzywe kalibracyjne uzyskane dla tlenu w buforze
Mcllvaina pH 5,3 za pomoca (m) potencjostatu CHI 400B i (e) domowej roboty

minipotencjostatu.

Zastosowano przeptywowy uktad cylindryczny do konstrukcji bioogniwa z badanymi
bioelektrodami. Dodatkowo potaczono szeregowo trzy bioogniwa i w catym ukladzie
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bioogniw uzyskano potencjat otwartego ogniwa okolo 2V. Taki zestaw zastosowano do
zasilania domowej roboty minipotencjostatu. W tym uktadzie bateria zbudowana z trzech
polaczonych bioogniw tadowata superkondesnator, a superkondensator akumulowat tadunek 1
w systemie pulsowym zasilat minipotencjostat. Uktad pracowal w trybie pulsowym i zostat
zastosowany do mierzenia dwuelektrodowego sensora tlenowego. W sensorze tlenowym
elektrode pomiarowa stanowita dyskowa elektroda z wegla szklistego pokryta wielo§ciennymi
nanorurkami weglowymi modyfikowanymi grupami naftylowymi i zaadsorbowang lakaza, a
drugg elektrodg byta elektroda odniesienia Ag/AgCl. Eksperymenty chronoamperometryczne
wykonano zarowno przy uzyciu potencjostatu CHI 400B, jak i specjalnie zaprojektowanego
minipotencjostatu  domowej roboty zasilanego uktadem szeregowo potaczonych trzech
bioogniw. Krzywe Kkalibracyjne zarejestrowane za pomocg potencjostatu CHI 400 B i
minipotencjostatu byty prawie identyczne. Prad mierzono w funkcji stezenia tlenu od 0 do
0,4mM i obserwowano zakres liniowy do stezenia 0,3mM tlenu w roztworze badanym (Rys.
5C). Zaproponowany zintegrowany uklad z powodzeniem mozna zastosowaé jako uktad
sprzezony do pomiardw stezenia tlenu. Badania te daja nadzieje, iz enzymatyczne ogniwa
paliwowe rzeczywiscie moga by¢ zastosowane do zasilania matych urzadzen.

W pracy [H9] zastosowalem wyzej opisany kompozyt nanocelulozy/polipirol do
przygotowania kolejnych bioelektrod. Materiat ten ma wtasciwosci pojemnosciowe i dzigki
temu udoskonalono prace bioogniw, to znaczy osiggnigto wigksze gestosci mocy i rdéznice
potencjatlow. Urzadzenie miato nie tylko wiaSciwosci generowania energii w reakcji
katalitycznej, ale takze mozliwo$¢ akumulowania tadunku. Takie urzadzenia nazywa si¢

biosuperkondensatorami**

. Wykazatem jako pierwszy, ze enzym lakazy po adsorpcji
fizycznej na kompozycie nanocelulozy/polipirolu zachowuje aktywnos$¢ katalityczng i
wykazuje bezmediatorowe, bezposrednie przeniesienie elektronu w reakcji redukcji tlenu. Na
elektrodach z dehydrogenaza fruktozy proces katalityczny zachodzit przy niewielkim
nadpotencjale -0,15V wzglegdem AQ/AgQCI i osiggni¢to bardzo duzy maksymalny prad
katalityczny okoto 8,6mA/cm?. Elektroda odznaczata si¢ takze wysoka trwalos$cig w czasie.
Za pomoca katody modyfikowanej lakazg redukowano tlen przy potencjale 0,41V vs.
Ag/AgCl, a prad katalityczny osiggal wartosc 1,2mA/cm?. W celu poprawy wlasciwosci
bioanody z kompozytem, do jej modyfikacji zastosowano kwas — a — pirolowy, wprowadzajac
duza populacje grup karboksylowych na powierzchni polimeru (CPPy-COOH-FDH). Ich

obecno$¢ poprawita stabilnos¢ elektrody poprzez lepiej zorientowang adsorpcje czgsteczek

FDH. Wynikiem byl obserwowany wzrost maksymalnej gestosci pradu katalitycznego do
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okolo 13,1mA/cm? W celu poprawy potencjatu katalitycznego oraz stabilno$ci enzymu na
katodzie, przeprowadzono elektroosadzanie ABTS i pirolu na powierzchni elektrody (CPPy-
Lac-ABTS). Podczas tego procesu w sieci powstajacego polimeru na powierzchni kompozytu
putapkowano enzym. Dzigki temu uzyskano poprawg stabilnosci pracy elektrody, wzrost
potencjatu katalitycznego 0 0,09V oraz zwigkszenie maksymalnego pradu katalitycznego. Za
pomoca tak przygotowanej bioelektrody uzyskano gesto$¢ pradu katalitycznego okoto
2,AmA/cm® przy potencjale +0,45V wobec Ag/AgCl. Elektroda wykazywata rowniez
aktywnos¢ katalityczng przez tydzien. Niestety trwatos¢ tej elektrody w czasie, byta nizsza w
porownaniu do bioanody. Elektrody zbadano w specjalnie zaprojektowanym ogniwie i
wykonanym we wspotpracy z prof. Jerzym Golimowskim (Rys. 6A). Urzadzenie byto

wykonane z przejrzystego pleksiglasu, co umozliwito precyzyjne okreslenie odlegtosci

pomiedzy elektrodami.
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Rys. 6 A) Urzadzenie uzywane do pomiaréw elektrochemicznych i w bioogniwie, B) Moc w
funkcji napigcia bioogniwa dla réznych okresow kondycjonowania bioogniwa przed pomiarem; 1-
24h, 2-8h, 3-6h, 4-Oh.

Bioogniwo sktadajace si¢ z wyzej wymienionych bioelektrod wykazywato na poczatku OCV
0,45V i maksymalna moc ok. 0,8mW/cm?®. W ogniwie spadek potencjatu obu elektrod (katody
i anody) byt prawie symetryczny. Wykazano rowniez, iz generowana przez ogniwo moc
zalezna jest od czasu tadowania ogniwa przed zastosowaniem (Rys. 6B). Ogniwo osigga
maksymalng moc po 24h, co mozna wyjasni¢ procesem tadowania bioelektrod. W czasie
pomiardw moc bioogniwa nie malata a rosta 1 po 24 godzinach osiggneta OCV réwne 0,6V,
maksymalna gesto$é pradu 7,7mA/cm? i maksymalna gestos¢é mocy 2,1mW/cm? przy
obcigzeniu 1kQ. To sugeruje, ze prad pojemno$ciowy jest istotng czescig catkowitej] mocy
elektrycznej 1 uklad z czasem gromadzi fadunek. Zachowuje si¢ jak biosuperkondensator.
Zaprojektowane urzadzenie pozwalalo takze na precyzyjne kontrolowanie odlegltosci
pomiedzy bioelektrodami. W przypadku bioogniwa CPPy-COOH-FDH / CPPy-ABTS-Lac

uzyskatem najwigksza gestos¢ mocy i OCV po czasie 24h, stosujac najmniejsza odleglos¢
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miedzy elektrodami, to jest Imm. Po uptywie tego okresu tadowania, ogniwo paliwowe
moglo pracowac przez caly tydzien z 60-procentowg stratg poczatkowo generowanej gestosci
mocy. Bioogniwo z zastosowaniem kompozytu nanocelulozy/polipirolu jest bardziej stabilne,
charakteryzuje sie¢ duza zywotno$cig i mozna osiggnag¢ duzo wieksze gestosci mocy w
pordéwnaniu do tych, gdzie zastosowano nanorurki niemodyfikowane czy tez modyfikowane.
W pracy [H10] udoskonalitem biokatody opisano przez Cavaco-Paulo oraz

. )
wspOtpracownikow ™.

Do unieruchomienia promazyny lub acetosyringonu zastosowatem
nanorurki weglowe i przeprowadzitem proces Katalitycznej redukcji tlenu w obecnosci lakazy.
Promazyng stosuje si¢ w psychiatrii jako lek uspokajajacy i antywymiotny™®. Acetosyringon pehni
funkcje indykatora uszkodzenia tkanki w roslinach dwulisciennych, ktory informuje rosling o
potrzebie jej zregenerowania*. Dzigki zastosowaniu nanorurek weglowych, uzyskatem 1000
krotnie wyzsze gestosci pradu katalitycznego redukcji tlenu w obecnosci lakazy. Badane
uktady zastosowatem nie tylko do konstrukcji biobaterii ale takze do konstrukcji czujnika
tlenowego. Bioelektrody GCE przygotowano przez osadzenie wielo$ciennych nanorurek
weglowych. Nastepnie elektrochemicznie osadzono mediatory acetosyringon (ASYR) lub
promazyne (PRZ) i w kolejnym kroku lakaze. Dzigki temu uzyskano poprawe efektywnosci pracy
biokatody, w porownaniu do elektrody GCE modyfikowanej tylko lakaza. Na krzywych
woltamperometrycznych zarejestrowanych za pomoca elektrod pokrytych nanorurkami
weglowymi, mediatorami i lakaza obserwowano dobrze wyksztatcone fale katalityczne oraz
wzrost pradu redukcji tlenu. Uzycie mediatorow doprowadzito do zwigkszenia gestosci pradow
katalitycznych o 40% dla unieruchomionej promazyny i lakazy oraz o 82% dla
zaadsorbowanego acetosyringonu i lakazy, w porownaniu do elektrod GCE pokrytych
nanorurkami weglowymi 1 lakaza. Badane biokatody uzyto do konstrukcji biobaterii.
Najlepszym mediatorem do przygotowania biobaterii byl acetosyringon, poniewaz uzyskano
najwicksze wartoéci gestosci mocy 1853,9uW/cm? przy oporze 5kQ. Obserwowano takze niski
spadek napiecia w czasie 14 dni obcigzania biobaterii r6znymi oporami 10MQ, 100 oraz 10kQ.
Badane uktady zastosowatem rowniez do konstrukcji czujnikéw enzymatycznych do oznaczania

tlenu w zakresie stezen od 0,0 do 0,3mM.
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IVV. Podsumowanie cyklu publikacji.
Najwazniejsze aspekty nowosSci naukowej:

- jako pierwszy pokazatem, ze odpowiednio aktywowane elektrody diamentowe
domieszkowane borem umozliwiaja bezmediatorowa, Kkatalityczng redukcje tlenu przy
potencjale okoto +0,6V vs. Ag/AQCI, a wigc bliskg potencjatowi formalnemu redukcji tlenu
do wody. Katalizatorem byta lakaza rozpuszczona w roztworze lub unieruchomiona w

warstwie ciektokrystalicznej, lipidowej mezofazy umieszczonej na elektrodzie.

- uzyskatem takze proces katalitycznej redukcji tlenu przy potencjale okoto +0,6V wzgledem
elektrody chlorosrebrowej (a wigc ok. +0,8V wzgledem normalnej elektrody wodorowe;))
dzigki zastosowaniu niemodyfikowanych nanorurek weglowych i1 mikroczastek wegla
umieszczonych na elektrodzie z wegla szklistego w obecnosci lakazy. Gestosci pradu redukc;ji
tlenu byly od 10 do 40 razy wigksze w poréwnaniu do ggstosci pradu osigganej przy uzyciu

elektrody diamentowej domieszkowanej borem.

- jako pierwszy unieruchomitem na elektrodzie nanorurki weglowe kowalencyjnie
modyfikowane mediatorem - kwasem 2,2’-azobis-(3-etylobenzotriazo-sulfonowym) (ABTS) i
zbadatem wptywu réznych modyfikacji nanorurek weglowych ABTS na katalityczng redukcje
tlenu w obecnosci lakazy. Poprzez zastosowanie modyfikacji nanorurek ABTS znaczaco

zwiekszajg si¢ prady redukcji tlenu.

- dalszy postep w zakresie gestosci pradu Kkatalitycznej redukcji tlenu uzyskalem
wprowadzajac, jako pierwszy, nanorurki weglowe kowalencyjnie modyfikowane na bokach
oraz na koncach nieelektroaktywnymi grupami fenylowymi, grupami naftylowymi, grupami
terfenylowymi, grupami antracenylowymi lub elektroaktywnymi grupami antrachinonowymi.
Te modyfikacje utrzymuja bezmediatorowy mechanizm redukcji tlenu, ale znaczaco
zwiekszaja gestos¢ pradu katalitycznego. Chemicznie modyfikowane nanomateriaty weglowe
postuzyty jako ,anteny” do transportu elektronow pomiedzy enzymami a powierzchnig

elektrody, co znacznie poprawito wydajnos¢ katody.

- jako pierwszy zastosowatem nanorurki weglowe modyfikowane kowalencyjnie ferrocenem
oraz nanorurki weglowe kowalencyjnie modyfikowane jednoczesnie oksydaza glukozy |
katalazg do katalitycznego utleniania glukozy i uzylem t¢ anod¢ w konstrukcji pelnego

bioogniwa.
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- opracowane elektrody zastosowatem w zintegrowanym uktadzie bioogniwa lub biobaterii
(tak dla uproszczenia nazywam ogniwo hybrydowe z anoda cynkowa), w ktorym w trakcie
pomiaru ogniwo poddawane bylo zmianom oporu w szerokim zakresie. Dodatkowo
zastosowatlem W uktadzie — chlorosrebrowg eclektrode odniesienia, ktoéra pozwolita
kontrolowa¢ potencjat kazdej z elektrod podczas pracy ogniwa i oceni¢, ktora z elektrod jest
czynnikiem limitujacym moc ogniwa. Najlepsza biobateria dawala ggstosé 3,5mW/cm? przy
oporze 1kQ 1 roznicy potencjatow 0,5V, co nalezy do najlepszych parametrow

enzymatycznych ogniw hybrydowych opisanych w literaturze.

- zastosowalem bioogniwa przeptywowe zintegrowane z superkondensatorem do zasilania
specjalnie skonstruowanego domowej roboty minipotencjostatu. Bioogniwa tadowaty
superkondesnator, a superkondensator akumulowat tadunek i w systemie pulsowym zasilat
minipotencjostat. Caly zintegrowany system potaczono z sensorem do mierzenia st¢zenia

tlenu.

- we wspoélpracy z grupg prof. Leifa Nyholma, jako pierwsi zastosowalis§my do utleniania
fruktozy nowy material kompozytowy: nanoceluloze z polipirolem i zaadsorbowang na nim
FDH. Kompozyt umozliwia odpowiednig orientacj¢ enzymu i bezmediatorowe przeniesienie
elektronow. Bioogniwo z anoda zbudowang z pseudopojemnosciowego kompozytu
nanocelulozy/polipirolu z FDH i lakaza na katodzie gromadzi tadunek, wigec zachowuje si¢
jak biosupekondensator. Uzyskano korzystne parametry pracy ogniwa: potencjal otwartego
obwodu wynosit 0,6V, maksymalna gestos¢ pradu wynosita 7,7mA/cm? a maksymalna
gestos¢ mocy 2,1mW/cm? (przy obciazeniu ogniwa oporem 1k<Q).
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

5.A Podsumowanie dorobku naukowego

Liczba publikacji: 33

Liczba publikacji po uzyskaniu stopnia doktora: 28

Sumaryczny Impact Factor: 83,824

Raport cytowan (Web of Science, dane z dnia 09.01.2019r.)

Liczba cytowan = 400 (12,1 cytowan na publikacj¢)

Liczba cytowan bez autocytowan = 337 (10,2 cytowan na publikacje¢)

Indeks Hirscha H = 11

5.B Publikacje stanowigce dorobek naukowy (poza cyklem publikacji wymienionych w
punkcie 4) przed uzyskaniem stopnia doktora, opublikowane w czasopismach z bazy
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W tej czesci mojego dorobku naukowego [P1-P5] metodg samoorganizacji
przygotowatem  elektrody modyfikowane monowarstwami ~ wybranych  zwigzkow
organicznych lub warstwami nanoczgstek ztota i nadalem przez to elektrodzie wtasciwosci
katalityczne lub funkcje rozrézniania molekularnego zwigzkow w roztworze.

W pracy [P1l] wykazalem Katalityczne wlasciwo$ci tetraazamakrocyklicznego
kompleksu miedzi unieruchomionego chemicznie na elektrodzie ztotej. Uklad ten katalizuje
utlenianie askorbinianéw. W obecnosci tlenu i askorbinianéw, kompleks, unieruchomiony na
elektrodzie pelni podwoéjng role, gdyz katalizuje zaréwno elektroutlenianie jak i
autoutlenianie askorbinianow. Jest to korzystne z punktu widzenia zastosowania, poniewaz
askorbiniany mozna oznacza¢ na podstawie sygnatu utlenienia kwasu askorbinowego, badz
tez wykorzystujac sygnat redukcji nadtlenku wodoru.

Badany w pracy [P2] zwiazek azokoronowy, unieruchomiony za pomocg grupy
tiolowej na elektrodzie, moze by¢ wykorzystany jako swoisty chemiczny ,.generator”
nanoczastek ztota i ich ugrupowan. Takie uklady mozna zastosowaé¢ do osadzania
metalicznych kontaktow 1 tworzenia powierzchni przewodzacych o zaplanowanej strukturze.

Istotnym i trudnym eksperymentalnie zagadnieniem bylo zastosowanie zwigzkow
organotiolowych [P3-P5] do przygotowania uporzadkowanych uktadow nanoczastek ztota,
unieruchomionych na elektrodzie poprzez wigzania kowalencyjne lub oddziatywania
niekowalencyjne. Rezultatem przeprowadzonych w tych pracach badan bylo wykazanie
zdolnos$ci nanoczastek zlota do gromadzenia tadunku i do efektywnego transportowania go
pomiedzy elektrodg a zwigzkiem w roztworze. Wykazatem, ze stezenie nanoczastek ztota i
czas adsorpcji majag wplyw na efektywnos$¢ transportu elektronow pomiedzy elektrodg i
elektroaktywnym zwigzkiem w roztworze. Pojedyncza nanoczgstka moze by¢ rozpatrywany
jako kondensator kulisty, a uktad nanoczatek ztota mozna traktowac jako uktad potaczonych
kondensatorow. Te specyficzne whasciwosci badanego uktadu wykorzystatem w utlenianiu
kwasu askorbinowego i 3,4-dihydroksyfenyloalaniny. W obu przypadkach obserwowatem
wzrost pradu 1 zmniejszenie nadpotencjatu utleniania zwigzku, co moze znalez¢ zastosowanie

w badaniach neurotransmiteréw i w czujnikach elektrochemicznych tych substancji.
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5.C Publikacje stanowiace dorobek naukowy (poza cyklem publikacji wymienionym w
punkcie 4) po uzyskaniu stopnia doktora, opublikowane w czasopismach z bazy Journal
Citation Reports

- tematyka prac zwigzana z bioelektrodami i ogniwami
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P14. 1. Mazur, B. Rola, K. Stolarczyk, E. Nazaruk, R. Bilewicz, J. Rogalski*, S. Ohga*,
., The large scale production of Cerrena unicolor laccase on waste”, Agricultural Based Media
Journal - Faculty of Agriculture Kyushu University 60 (2) (2015) 297 - 302

IF(2015) = 0,216; liczba cytowan: 2

P15. M. Kizling, P. Biedul, D. Zabost, K. Stolarczyk, R. Bilewicz*, ,,Application of
hydroxyethyl methacrylate and ethylene glycol methacrylate phosphate copolymer as
hydrogel electrolyte in enzymatic fuel cell”, Electroanalysis 28 (2016) 2444 - 2451

IF(2016) = 2,851; liczba cytowan: 5

P16. M Kizling, M. Dzwonek, B. Olszewski, P. Bacal, L. Tymecki, A. Wigckowska, K.
Stolarczyk, R. Bilewicz*, ,,Reticulated vitreous carbon as a scaffold for enzymatic fuel cell
designing”, Biosensors and Bioelectronics 95 (2017) 1 -7

IF(2017) = 8,173; liczba cytowan: 10

W badaniach [P6-P11] wykazatem, ze modyfikacja nanorurek weglowych réznymi
grupami arylowymi lub mediatorami ma pozytywny wplyw na orientacj¢ czasteczek enzymu
wzgledem powierzchni elektrody oraz skraca dystans tunelowania elektronu. Uktady te stuza
jako ,anteny” transportu elektronow pomiedzy enzymami a powierzchnig elektrody i
znacznie poprawiaja proces katalityczny, a mediatory nie wyptywaja do roztworu. Badane
uktady zastosowano do konstrukcji biobaterii i bioogniw.

Istotnym tematem tych badan [P12] byto potaczenie wilasciwosci katalitycznych i
pojemnosciowych w jednym urzadzeniu. Wraz z zespotem badawczym dr Skunik-
Nuckowskiej zaprezentowatem polgczenie superkondensatora weglowego z hybrydowym
bioogniwem enzymatycznym, ktore zastosowatem do zasilania zegarka. W biobaterii napigcie
otwartego ogniwa wynosito 1,65V, a maksymalng moc 1,8mW/cm? osiggalo pod obcigzeniem
1kQ i napieciu 0,7V. Wykazano, iz zastosowanie uktadu o wysokiej pojemnosci moze
wydajnie wspiera¢ ogniwo enzymatyczne, znacznie poprawiajac jego parametry pradowe
przy pulsowym trybie dziatania, umozliwiajgcym tadowanie kondensatora 1 zasilania
urzadzen zewngetrznych o wysokim poborze mocy takich jak zegarek z alarmem czy $wiattem.

W pracy [P13] zastosowalem biobateri¢ potaczong z superkondesatorem do zasilania
domowej roboty minipotencjostatu, ktory zintegrowatem z czujnikiem do mierzenia stezenia
katecholu. W uktadzie dwuelektrodowym sensora z elektroda odniesienia Ag/AgCl
wykazano, w badaniach amperometrycznych, ze przy dodatku katecholu otrzymuje si¢
liniowa zaleznos¢ pradu od stg¢zeniem katecholu w zakresie od 0 do 2mM katecholu. Badania
wykonane za pomoca domowej roboty minipotencjostatu poréwnano z badaniami
wykonanymi za pomocg tego samego Sensora, ale mierzonego za pomoca klasycznego

potencjostatu firmy Autolab. Krzywe zaleznosci pradu od stezenia katecholu wykonane za
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pomoca dwodch roznych urzadzen byly takie same. Nasz minipotencjostat zasilany biobaterig
moze z powodzeniem by¢ uzywany do pomiaréw z zastosowaniem réznych sensorow.

Z punktu widzenia zastosowania badanych uktadow wazne jest, aby w biobaterii lub
bioogniwie zastosowa¢ staty albo pseudostaly elektrolit. Jest to zwigzane z bezpiecznym
zastosowaniem tych urzadzen. W moich badaniach podjalem skuteczne proby zastosowania
elektrolitu zbudowanego z zelu do konstrukcji biobaterii i bioogniwa [P15]. Z powodzeniem
zsyntetyzowano  kopolimer  2-hydroksyetylometakrylanu (HEMA) i fosforanu 2-
hydroksyetylometakrylanu (EGMP) aby zastosowa¢ je jako pseudostaty elektrolit w
enzymatycznych ogniwach paliwowych. Przygotowane hydrozele wykorzystano jako
elektrolit w pomiarach elektrochemicznych elektrod enzymatycznych opartych na
zmodyfikowanych nanorurkach weglowych. Maksymalna ggsto$¢ pradu wytwarzana przez
anode pokryta jednosciennymi nanorurkami weglowymi (SWCNT) modyfikowanymi grupa
aminowa (SWCNT-NH,), dehydrogenaza fruktozowa wynosila 5,7mA/cm? w 100mM
fruktozy, a potencjal poczatkowy katalizy wynosit -0,12V wzgledem Ag/AgCl. Katoda
wykonana z nanorurek weglowych modyfikowanych grupami naftylowymi i lakazg dawata
maksimum gesto§é pradu 0,9mA/cm? i potencjal poczatkowy katalizy 0,6V wzgledem
Ag/AQCIl. W elektrolicie hydrozelowym nie zaobserwowano dodatkowego nadpotencjatu
reakcji katalitycznej, a spadek pradu elektrokatalitycznego osiagnat tylko 5% w poréwnaniu z
elektrolitem wodnym. Pelne enzymatyczne ogniwo paliwowe z elektrolitem hydrozelowym
wykazywato maksymalng gesto§¢ mocy 0,198mW/cm?.

Kolejnym moim waznym osiagnieciem bylo zastosowanie do konstrukcji
objetosciowych bioelektrod z porowatego wegla (Reticulated Vitreous Carbon (RVC)) [P16].
Porowate elektrody uzyto jako rusztowania do modyfikacji ich powierzchni nanoczgstkami
ztota 1 enzymami. Zastosowanie materialu trojwymiarowego typu RVC spowodowato
skuteczne, kowalencyjne unieruchomienie enzymu FDH i lakazy, a przez to zapewnito
najlepszy kontakt czasteczek biatka z powierzchnig elektrody. Enzymy po kowalencyjnym
zwigzaniu z nanoczgstkami ztota zachowaly swoja aktywno$¢ katalityczng. Dla elektrod
modyfikowanych nanoczastkami ztota i dehydrogenazg fruktozowsa poczatek fali katalitycznej
rozpoczynat si¢ przy potencjale -0,14V wzgledem Ag/AgCl (potencjal osiagnal wartos$¢ bliska
polozeniu termodynamicznego potencjatu FDH), a warto$¢ graniczna ggstosci pradu wzrosta
do 15mA/cm®. Ten wynik wskazuje, ze bardzo male nanoczasteczki ztota odgrywaja
kluczowa role w efektywnosci transportu elektronow, prawdopodobnie ze wzgledu na ich

wlasciwosci redoks. Podobne zachowanie zaobserwowano dla elektrod z adsorbowanym
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enzymem lakazy. Po unieruchomieniu nanoczgstek zlota o $rednicy 1,8nm i lakazy na
elektrodzie RVC, proces katalityczny redukcji tlenu rozpoczynat si¢ przy potencjale 0,6V
wzgledem Ag/AgCl, a gestosé pradu wynosita okoto 7mA/cm?. Zastosowanie objetosciowych
elektrod RVC (elektrod 3D) w bioogniwie pozwolito na znaczgce zwigkszenie powierzchni
kazdej z elektrod, a tym samym zwigkszenie liczby czasteczek enzymu na tej powierzchni.
Szerokie pory materialu pozwolity na swobodny dostep do nich substratéw i efektywne
odprowadzanie produktow procesu katalitycznego. W konsekwencji prady katalityczne na

katodzie i anodzie 3D znacznie si¢ zwiekszyly i znaczgco wzrosta moc bioogniwa.

- publikacje we wspolpracy z Instytutem Farmaceutycznym w Warszawie i
Warszawskim Uniwersytetem Medycznym

P17. E.U. Stolarczyk*, K. Stolarczyk”, ,Perspektywy nanotechnologii w medycynie i
farmacji i jej wplyw na przemyst farmaceutyczny. Perspectives of nanotechnology in
medicine and pharmacy and its influence on Pharmaceutical Industry”, Przemyst Chemiczny
86/7 (2007) 797 - 799 (artykut przegladowy)

IF(2007) = 0,196; liczba cytowan: 0

P18. E.U. Stolarczyk*, K. Stolarczyk*”™, M. Laszcz, M. Kubiszewski, W. Maruszak, W.
Olejarz, D. Bryk, ,,Synthesis and characterization of genistein conjugated with gold
nanoparticles and the study of their cytotoxic properties”, European Journal of Pharmaceutical
Sciences 96 (2017) 176 - 185

IF(2017) = 3,466; liczba cytowan: 6

P19. W. Maruszak*, E.U. Stolarczyka, K. Stolarczyk”, ,,CE method for the in-process
control of the synthesis of activesubstances conjugated with gold nanoparticles”, Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis 141 (2017) 52 - 58

IF(2017) = 2,831; liczba cytowan: 1

P20. E.U. Stolarczyk*, K. Stolarczyk*, M. Laszcza, M. Kubiszewski, A. Le$, O. Michalak,
,,Pemetrexed conjugated with gold nanoparticles — Synthesis, characterization and a study of
noncovalent interactions”, European Journal of Pharmaceutical Sciences 109 (2017) 13 - 20
IF(2017) = 3,466; liczba cytowan: 1

P21. E.U. Stolarczyk*, M. Laszcz, A. Les, M. Kubiszewski, K. Kuziak, K. Sidoryk, K.
Stolarczyk, ,Design and molecular modeling of abiraterone-functionalized gold
nanoparticles”, Nanomaterials 8 (2018) 641

IF(2017) = 3,504, liczba cytowan: 0

P22. E.U. Stolarczyk, K. Sidoryk, M. Cybulski, M. Kubiszewski, K. Stolarczyk*”, ,,Design
of therapeutic self-assembled monolayers of thiolated abiraterone”, Nanomaterials 8 (2018)
1018

[F(2017) = 3,504; liczba cytowan: 0

34



W pracach [P18-P22] opracowano i zoptymalizowano syntezy oraz metody badan
fizykochemicznych nowych koniugatéw nanoczastek ztota (AuNPS) z onkologicznymi
substancjami aktywnymi (API): genisteing [P18], pemetreksedem [P19,P20], abirateronem
[P21]. Badane nanoczastki ztota w polgczeniu z substancjami aktywnymi stanowig
potencjalne nosniki lekéw w terapiach antynowotworowych. Opracowane metody
fizykochemiczne w pracach [P18-P21] pozwolilty na pelng charakterystyke unikalnych
koniugatéw. Opracowane metody wprowadzaja nowe podejscie do peinej charakterystyki, w
szerokim zakresie jakoSciowym i iloSciowym, nowych produktow 0 przewidywanych
wlasciwosciach  antynowotworowych, co potwierdzono wykonujac wstepne testy
cytotoksycznosci w pracy [P18]. Podczas badan opracowano metodologie analityczne
obejmujace pomiary: elektrochemiczne, wielkosci czastek technikami transmisyjnej
mikroskopii elektronowej i dynamicznego rozpraszania $wiatla, potencjatu zeta technikg
elektroforetycznego rozpraszania §wiatta, pomiary technikami Ramana, IR, UV-Vis i NMR.
Ponadto okres$lone zostaly mechanizmy oddziatywan AuNPs-API na podstawie opracowanej

nowej metodologii analitycznej i obliczen dla modeli teoretycznych.
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