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Elektrokataliza



Mechanizm przeniesienia elektronow

miedzy enzymem redoks a elektrodc
Bezposrednie przeniesienie
centrum aktywne enzymu elektronu (DET)

jest umieszczone

wewnatrz czasteczki, & Substrate
apoenzym izoluje je od

powierzchni elektrody,

bezposredni kontakt z Product

powierzchnig metalicznej
elekTr'OdY ZWYkle Mediowane przeniesienie
powoduje czesciowq lub elektronu (MET)

petng denaturacje enzymu,

konieczny jest dobry
kontakt elektryczny
enzymu z elektrodq




Mediacja przeniesienia elektronu
pomiedzy enzymem i elektrodg

Teoria Marcusa tlumaczy przeniesienie elektronu i stosuje sie do uktadéw
biologicznych:

* Szybkosc¢ zewnatrzsferowego przeniesienia elektronu:

ker = k A exp(-AG*/RT) K — wspotczynnik transmisji elektronu
A — czestosc¢ zderzen

AG*= (AG® + A)2/4A AG* i AG® — energia aktywacji i energia
Gibbsa

A — energia reorganizacji

AG° = -nF n n=(E - E%)

ker=koexp(-B(d-d,) B — wspoétczynnik tunelowania
d — odlegtos¢ do centrum aktywnego : potrzebny mediator

Idealny mediator: skraca odlegtos¢ do centrum (d) maty, szybka reakcja
elektrodowa (k, — wysoka), szybka reakcja z enzymem




Mediowana bioelektrokataliza — amperometryczny
czujnik glukozy

Glukoza + GO(FAD) + 2H* - glukonolakton + Go(FADH,)
Go(FADH,) + O, - GO(FAD) +H,0,
H,0, > O, + 2H* + 2e
Elektroda drugiej generacji (Cass et al. Anal Chem, 1984):
Glukoza + GO(FAD) + 2H* - glukonolakton + GO(FADH,)
GO(FADH,) + 2Fc+ -> GO(FAD) +2Fc
2Fc-> 2Fc*+ 2e =
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Driver Year | Power source Important
application
Flashlight 1900 |Leclanche Wireless
Zn-MnQO2 military devices
fuel - cell
Automotive 1930 | Pb battery Telephony
First mobile electronics [1970 | Li batteries Mobile
electronics
Laptop 1995 |lon-Li miniaturization
batteries
Sensors, Implanted now! |Biofuel cells | Monitoring,

medical sensors
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Catalyst

pH
Temperature
Efficiency (%)

Fuels

Traditional fuel cell
Noble metals

Highly acid or basic pH
Above 80 °C
40 to 60

H,, methanol, etc.

Biofuel cell

Microorganisms or
enzymes

pH between 5.0 and 8.0
22to 25°C
40

Carbohydrate, methanaol,
ethanol
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www.ecn.nl/bct/products/ pemfc/stack.en.html



http://www.ecn.nl/bct/products/pemfc/stack.en.html

Dlaczego odchodzimy od elektrod platynowych

e cena i dostepnosc

e zatruwanie przez CO, H,S etc.;

* niska selektywnos¢;

e zatruwanie srodowiska
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Table 3 Comparson of projacied characienisiis of methanoH0; (miroduced i 1972 by James 1 Aubom and the author of this aricle. This
battery & wed today) and glucose-0, celk

Cell Current dersiy Life Temp "C Volume Footprind Cos

Methanol /0, 100 mA em? Yean : =Tl 1 em? 1 em? - 5106
Gilucese /O, <] mA cm® Wiaeks il 0.0 mm <] mm® <% |

Phys. Chem. Chem. Phys., 2004, 4, 209-214 This journal is &@The Owner Societiey 2004




Bioogniwa paliwowe

* przeksztatcaja energie chemiczng w elektryczna z
wykorzystaniem enzymow redoks,

* mogaq_dziata¢ w fagodnych warunkach - w temperaturze
pokojowej, w pH bliskim do neutralnego (w przeciwienstwie do
katalizatoréw metalicznych w ogniwach)

» wykorzystuja nhaturalne surowce jako paliwo np. glukoze, etanol

* sq odnawialne i tanie (biomasa jest tania) i jest tatwo je
miniaturyzowac

* woda i CO2 powinny byc jedynymi produktami
proceséw w bioogniwie



D-glukoza

D-glukonolakton
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Problemy kontaktu materiatu biologicznego
z elektroda

« Trzeba poznaé strukture biokatalizatora i potozenie centréw redoks;

« Odlegtosé elek’rr'odl od centrum ak‘rlwnego jest czesto zbyt duzai
przenoszenie fadunku wymaga dodatku dytundujacego mediatora jako
przekaznik elektronow miedzy biatkiem i elektrodg;

Enzym powinien by¢ w poblizu elektrody poprzez unieruchomienie w
odpowiedniej matrycy lub wigzanie z elektroda;

« Bezposredni kontakt enzymu z elektrodq jest niekorzystny - enzym sie
denaturuje;
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T, fromn cigit to Jadt) [149].
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(O,)
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active site

(type 2/3
Cu cluster)

electrode

Fig. 3.2. The structure of T. versicolor laccase showing the protein superstructure in blue and the copper atoms

as yellow spheres [83].




2-Aminoantracen jako uktad transportujacy elektrony do centrum T1 lakazy.
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Monowarstwy organotiolowe jako
tacznik elektryczny enzymu z
podiozem elektrodowym

X-R-Y

X-  =SH, -S-, -5-S-, -P«,
R - grupa mostkujgca np. tancuch alkilowy
Y - —COOH ,-NH,

D.H.Waldeck et al.; Langmiur 19(2003)2378 -
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Elektroda zmodyfikowana 11-MUA
Adsorpcjaz 1 mM roztworu w EtOH + 2% CF3COOH

Unieruchamianie lakkazy:

aktywancja grup COOH przez 2h w buforze o pH=4.8 w
obecnosci karbodiimidu, plukanie wodg | 20 minut w

roztworze buforowym o takim samym pH zawierajacym lakkaze
(ok. 200 ug).

27
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Wykorzystanie aminofenylowych grup i 2-aminofenolu do
wigzania enzymow redoks na elektrodach

Laoasa

1

HOH rll-l o

o o A

"

H-‘ :E::li -|.__ =

FICLTRESED A schevie of eleotinode yosdification with Jaccase via @) aminanbeny] srouns
ad fb| 2 amwanbernal sooms [217].




Wyznaczanie parametrow kinetycznych reakcji biokatalitycznej w
przypadku enzymu unieruchomionego na elektrodzie wirujacej

E 4t S <=>ES stata dysocjacji K,, / uyM
ES>E+P stata szybkosci tworzenia produktu k., /st

Kot / Ky [UM s71] czesto uzywane do poréwnywania reakcji
enzymatycznych

Rownanie Kouteckiego-Levicha:
/1, = 1N, + 11,

| oy = 0.62nFA D?3Cv1/6p1/2 o - czestos¢ obrotéw

v - lepkosc¢ kinematyczna
Elektrochemiczna forma rownania Michaelisa-Menten

l ot = NFALk,; C/(C+K,,) I - stezenie powierzchniowe enzymu



Wyznaczanie parametréw kinetycznych reakcji biokatalitycznej w
przypadku enzymu unieruchomionego na elektrodzie wirujacej

Roéwnanie Kouteckiego-Levicha:

Ul = Ul + 11,0,
| oy = 0.62nFA D?3Cv16@l/2

- czestosc obrotow

v - lepkos¢ kinematyczna

Woltamogramy dla mioglobiny
unieruchomionej w monowarstwie lipidowej
na elektrodzie wirujgcej w obecnosci i
nieobecnosci katalizowanego biatka —
feredoksyny jako substratu . Rozne szybkosci
obrotow



Zaleznosc¢ pradu od czestosci obrotow elektrody pozwala obliczy¢ udziat pradu
katalitycznego, I, .

0.04 0.08

w? | (Rad/Sec )'?

Réwnanie Kouteckiego-Levicha: 1/, = 1/l + 1/l

| oy = 0.62nFA D23Cy 16112

Lev
- czestosc obrotow

v - lepkos¢ kinematyczna



Zaleznos¢ wielkosci pradu katalitycznego od stezenia substratu reakcji
(tu - feredoksyny)

0.004 0.008

[Ferredoxinl/

Elektrochemiczna forma rownania Michaelisa-Menten :
l ot = NFATk, C/(C+K,,) T - stezenie powierzchniowe enzymu

Najlepsze dopasowanie daje nam wartos¢ E + S <=> statej dysocjacji
kompleksu ES: K, / uM i statg szybkosci tworzenia produktu ki, /st



Rotating disk voltammograms of
myoglobin-DMPC films with

and without 3.9 IM ferredoxin at
various rotation rates in pH 7
phosphate buffer containing 100 mM
NaCl. Voltammogram marked

“no Fd” was at 1000 rpm.

0.04 0.08
«'? | (Rad/Sec )’

0.004 0.008

[Ferredoxin]/



Unieruchamianie enzymu na
elektrodzie

FICDRE 55 PEase ways of @
diracdw
elacirode sirface.
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Cieklokrystaliczna faza kubiczna

%o wiw HyO

. Phase diagram for
Cubic phase structure monoolein-water system

Eriksson P.O., Lindblom G., Biophysical Journal 64 (1993) 129-136 Spicer, P.T.,
Hayden, K.L., Lynch, M.L., Ofori-Boateng, A., Burns, J.L., Langmuir 2001, 17, 5748-
5756



Struktura ciekiokrystalicznej fazy kubicznej

P. Rowinski, A. Korytkowska, R.
Bilewicz, ,, Diffusion of Hydrophilic
Probes in Bicontinuous lipidic Cubic
Phases”, Chem.Phys.Lipids.
124(2003)147.

E. Nazaruk R. Bilewicz G. Lindblom
B. Lindholm-Sethson “Biosensors
based on Cubic Phases”, ABC,
2008,391,1569-1578
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Elektrody ceramiczne — lakaza putapkowana w matrycy krzemianowe;j

41



Mediowana bioelektrokatalityczna redukcja tlenu

ABTS - 2,2'-Azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy kwas)




Mapowanie aktwnosci katalitycznej lakazy w stosunku do tlenu
metodg SECM (skaningowa mikroskopia elektrochemiczna)

S

B
ABTS2-
\ ABTS™

9 .-
0, + 41 ABTS ABTS™ | o

Wojciech Nogala, Praca Doktorska, ICHF 2010.
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Anoda/matryca/medi
ator

Katoda/matryca/
mediator

Potencjat
obwodu
otwartego

(Voo

Gestosc
mocy
(LW/cm?

Literatura

Matryca polipirol, GOx, NELYE e [Rle Brunel et al..
mediator: pochodna Lc mediator: ABT’S’ 0.24 19at0.24V Elchem. Comm.
hydroksychinoliny, HQS ' 2007
Aerozele weglowe — Aerozele (CG) 850\wirujaca Kamitaka,Kano
dehydrogenaza D- weglowe Laccase - 0.580 elektroda PhsChemChemPh
fruktozy ABTS ys2007,9
zmodyfikowane
dehydrogenazg
glukozowa (lub zmodyfikowane Yan, Yehezkeli,
alkoholowa BOD nanorurki 0.7 23 Willner Chem Eur
dehydrogenazg) SWCNT (0.6) (48) J
nanorurki SWCNT, NAD+ jako mediator 2007,13
NADPH - mediator
Grafit porowaty. GOx, Grafit porowaty, Lc 0.41 5 Liu et al., Chem.

mediator: FcCOOH

mediator: ABTS

Eur. J. 2005
47
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E/V(vs. Ag|AgCl)
06 -04 -0.2 0.0 0.2 0.4

AglAgCl reference electrode

Ketjen black
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D-glucose

Glueonic acid
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j (uA/em’)

OCV= 650 mV - MG and ABTS

j (uA/cm?)

OCV= 450 mV - TTF and ABTS

OCV= 300 mV - FcCOOH and ABTS

CATHODE

OCV 0 mV - without enzymes
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Laccase

Schemat bioogniwa z
mediatorami na
nanorurkach

weglowych

Moc ogniwa wzrasta 100razy po
g y
wprowadzeniu nanorurek

weglowych

Anode: FcCOOH + GOx Anode: FC/SWCNT + GOx
Cathode: ABTS +Lc Cathode: ABTS/SWCNT + Lc

P[ pW/icm?]

0O 300 600 960

i [ pAlcm?] i [ pA/cm® ]




Hybrydowe bioogniwa — etap przejsciowy

Cathode Open Power
System Anode Biocatalysts/electrodes Biocatalysts/e circuit density Reference
lectrodes voltage [V] (uW/cm?)
Hybrid Graphite
biofuel plate anode, 680 uW/em?
cell ADH (alcohol dehydrogenase, AldDH (aldehyde platinised 08V .“_2 6 ' Palmore, G.T.R., 1998. J.
MET dehydrogenase), FDH, diaphorase platinum ' :Lz;cr’nz Electroanal. Chem. 443 (1), 155-161
CH,OH/P gauze
t cathode
Hybrid
biofuel
cell
MET
EtOH/Pt 0.62
(MET Cathode: (EtOH-
EtOH to Enzyme: ADH, ADH +AIdDH, or ADH+ formaldehyde ’ ADH).
CH,CHO Dehydrogenase + FDH ELAT gas 0.82
3 . . diffusion ) 1160 C.M., Minteer, S.D., 2005.
to Anode: Carbon felt coated with poly(methylene green) and Cathode with (EtOH- Wierm? Electrochim. Acta 50 (12), 2521-2525
CH,COO TBATFB/Nafion with 20% [1m ADHAIdD K ' '
Hor enzyme(s) entrapped anode cm(iZ] P tg H).
MeOH to 0.64-0.71
H,CO (MeOH)
to
HCOOH
to
CO,/0,)
0D ed
olgle
alroo
DI0 e
. ele ode covered alion andad ope era at 0.54 Opallo-2009
PO,)2-4H.,0 electrode 40 pA ogala i
ediato
O
galda
Gas
Hybrid permeable 57
biofuel ELAT

1 21 m\A//~rm?2




Zn electrode
covered with
Nafion and
Hopeit,
Zn,(PO,)2:4H,0

A ABTS,,
Vg

o
Laccase

—_——

ABTS,,

W. Nogala, E.

Rozniecka, J.

Rogalski, M.
Opallo-
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Power output

Immobilization methodology Substrate Enzymatic system (MW cm-2) Reference
Modified Nafion® membrane Ethanol/O, ﬁ)l(ci:::(: AT e Tt 0.46 Topcagic and Minteer
Sol—gel silica matrix/carbon Glucose/O, G|l'.ICOSE oxidase and bilirubin 0.12 Lim et al.
nanotubes oxidase
Mo?hfled chitosan and Glucose Glucose dehydrogenase 0.035 Klotzbach et al.
Nafion® membranes
Glutaraldehyde Ethanol e acieinicone: 0.0015 Ramanavicius et al.
dehydrogenase
Modified Nafion® membrane Ethanol Dehydrogenase enzymes in cascade  1.01 Sokic-Lazic and Minteer
Polypyrrole film Glucose/O, Glucose dehydrogenase/laccase 0.042 Habrioux et al.
Modified Nafion® membrane Pyruvate Dehydrogenase enzymes in cascade  0.93 Sokic-Lazic and Minteer
Polyacrylic acid sodium salt Glucose/O, Gll-.|cose Cebvdiesha s Bl Ll 1.45 Sakai et al.
oxidase

I A Glucose oxidase and bilirubin
copolymerized with 3- Glucose/O, . 0.15 Kuwahara et al.

. oxidase
methylthiophene
CeIIquse—muItn{vaII carbon Fructose/O, D-f_ructose dehydrogenase/bilirubin 0.12 Wu et al.
nanotubes matrix oxidase
“Ketjenblack” electrode Glucose Glucose dehydrogenase 0.052 Miyake et al..
AT CLIDEAL Lactate Lactate dehydrogenase 0.14 Lee et al.
electrodes
Ultra-small silicon .

. Glucose Glucose dehydrogenase 0.0037 Choi et al.
nanoparticles
PAMAM dendrimers Ethanol Alcohol dehydrogenase 0.28 Forti et al.




