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W ostatnich latach obserwuje się intensywny rozwój badań dotyczących pozyskiwania nowych, tanich i ekologicznych źródeł energii. Prace te koncentrują się między innymi na konstrukcji bioogniw paliwowych, w których zamiast drogich katalizatorów platynowych czy palladowych wykorzystywane są enzymy redoks. 

Celem niniejszej pracy było skonstruowanie nowego typu biokatody i bioanody opartych na wykorzystaniu ciekłokrystalicznej matrycy lipidowej, a następnie ich zastosowanie w bioogniwie paliwowym. Osiągnięcie tego celu wymagało poznania właściwości enzymów redoks – lakazy i oksydazy glukozowej oraz piranozowej w środowisku ciekłokrystalicznej fazy kubicznej. Należało także dobrać mediatory przeniesienia elektronu oraz materiały elektrodowe tak, by uzyskać dobry elektryczny kontakt enzymu z elektrodą, a jednocześnie nie utracić wysokiej aktywności katalitycznej enzymów. W celu zwiększenia powierzchni pracującej elektrod i poprawy przewodnictwa, a w konsekwencji zwiększenia efektywności katalitycznej bioelektrod, zastosowano nanorurki węglowe niemodyfikowane oraz modyfikowane mediatorami.
Wykazałam, iż zarówno oksydaza glukozowa jak i lakaza mogą być unieruchomione w ciekłokrystalicznej matrycy z zachowaniem natywnej struktury oraz aktywności katalitycznej. W oksydazie glukozowej centrum redoks enzymu jest zlokalizowane wewnątrz apoenzymu w odległości około 13 Å, szybkość przeniesienia elektronu zazwyczaj jest wolna i w większości przypadków konieczne jest stosowanie mediatorów. Jako mediatory procesu elektrodowego zachodzącego na anodzie wykorzystałam m.in., zieleń metylenową, tetratiafulwalen (TTF), heksaaminowy kompleks rutenu (Ru(NH3)62+) oraz kwas ferrocenokarboksylowy. Ten ostatni okazał się wydajnym mediatorem procesu utleniania glukozy. Poprawę właściwości bioanody uzyskałam dzięki zastosowaniu nanorurek węglowych z przyłączonym kowalencyjnie ferrocenem. Na elektrodach modyfikowanych jedno- i wielościennymi nanorurkami z przyłączonym ferrocenem obserwowałam wysoki prąd katalizowanego przez oksydazę glukozową utleniania glukozy. Największą wartość gęstości prądu, osiągnęłam stosując elektrody z węgla szklistego modyfikowane jednościennymi nanorurkami węglowymi z kowalencyjnie związanym ferrocenem. 

Lakazy z Trametes hirsuta oraz Cerrena unicolor unieruchomione w fazach kubicznych stosowałam jako biokatalizatory redukcji tlenu na katodzie.  Porównałam aktywności natywnej i hydrofobizowanej lakazy Trametes hirsuta unieruchomionych w ciekłokrystalicznej matrycy. Natywna struktura lakazy unieruchomionej w fazie kubicznej potwierdzona została za pomocą badań spektroskopowych i elektrochemicznych. Wyznaczyłam podstawowe parametry enzymów unieruchomionych na powierzchni elektrody z węgla szklistego oraz wartości potencjałów redoks centrum T1 oraz T2 lakazy Trametes hirsuta. Wynoszą one odpowiednio 540 mV oraz 170 mV względem elektrody kalomelowej. W porównaniu z natywną lakazą, hydrofobizowany enzym nie wykazywał bezpośredniej aktywności katalitycznej względem tlenu. Bioelektrokatalityczna redukcja tlenu była znacznie bardziej efektywna w obecności mediatora. Bezmediatorową redukcję tlenu, katalizowaną przez lakazę Cerrena unicolor uzyskałam stosując elektrodę diamentową domieszkowaną borem aktywowaną elektrochemicznie oraz elektrodę z węgla szklistego modyfikowaną nanorurkami węglowymi. W obu przypadkach nastąpiło znaczące zmniejszenie nadpotencjału redukcji tlenu. Fala katalityczna pojawiała się przy potencjale około +0,52 V (vs Ag/AgCl).

W celu poprawy parametrów biokatody zastosowałam mediator, kwas 2,2’-azobis-(3-etylobenzotriazo-sulfonowy (ABTS) o potencjale zbliżonym do potencjału formalnego centrum T1 lakazy. Jest to jeden z powszechnie stosowanych mediatorów w przypadku lakazy ze względu na potencjał bliski potencjałowi centrum aktywnemu enzymu jak również, ze względu na odwracalny proces elektrodowy. Podjęłam udaną próbę poprawy parametrów biokatody przez zastosowanie nanorurek węglowych. Uzyskałam dzięki nim zwiększenie fizycznej powierzchni elektrody oraz poprawę przewodnictwa układu. Mediator procesu katodowego, zaadsorbowany na nanorurkach węglowych spowodował zwiększenie gęstości prądu redukcji tlenu jednakże trwałość takiego sposobu unieruchomienia mediatora nie była zadowalająca. Zastosowanie nanorurek węglowych z przyłączonym kowalencyjnie kwasem 2,2’-azobis-(3-etylobenzotriazo-sulfonowym) dało znaczącą poprawę w wartości gęstości prądu. Maksymalna wartość gęstości prądu wyniosła 600 (A cm-2 dla elektrody modyfikowanej jednościennymi nanorurkami z mediatorem przyłączonym do ścian nanorurek oraz 400 (A cm-2, gdy mediator był przyłączony tylko na końcach jednościennych nanorurek węglowych. 

Następny etap mojej pracy obejmował praktyczne zastosowanie elektrod do konstrukcji bioogniwa paliwowego. Sprawdziłam elektrody modyfikowane lakazą unieruchomioną ciekłokrystalicznej matrycy w obecności kwasu 2,2’-azobis-(3-etylobenzotriazo-sulfonowego) jako mediatora. Na anodzie katalizatorem była oksydaza glukozowa. Określiłam przydatność szeregu związków różniących się potencjałem redoks do mediacji elektronów pomiędzy enzymem i elektrodą. Najbardziej korzystny pod względem uzyskanej mocy bioogniwa okazał się układ, w którym rolę mediatorów pełniły TTF na anodzie i ABTS na katodzie. 

Znaczącą poprawę parametrów bioogniwa uzyskałam poprzez „dekorowanie” obu elektrod nanorurkami węglowymi z kowalencyjnie przyłączonymi mediatorami. Anoda z węgla szklistego była modyfikowana nanorurkami jednościennymi z kowalencyjnie przyłączoną pochodną ferrocenu, a katalizator - oksydaza glukozowa z Aspergillus niger był unieruchomiony w ciekłokrystalicznej fazie kubicznej. Katoda była „dekorowana” jednościennymi nanorurkami węglowymi z przyłączonym kowalencyjnie ABTS na końcach nanorurek oraz warstwą fazy kubicznej z lakazą Cerrena unicolor. Bioogniwo wykazywało stukrotnie wyższą moc niż osiągana w nieobecności nanorurek węglowych.
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