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1. Úvod 
 
Jednou z velmi intenzivně se rozvíjejících oblastí 

aplikovaných biotechnologií je využití elektrochemických 
vlastností biokatalyzátorů, kdy enzymově katalyzované 
redoxní reakce probíhající na povrchu elektrod jsou dete-
govány jako proudová odezva. Tohoto principu ve spojení 
se selektivitou enzymů se využívá při konstrukci jednak 
elektrochemických biosenzorů, v současnosti je ovšem 
předmětem čím dál intenzivnějšího výzkumu i konstrukce 
tzv. biopalivových článků. V těchto zařízeních jsou na 
povrchu dvou spojených elektrod (anody a katody) imobi-
lizovány biokatalyzátory umožňující přeměnu části che-
mické energie substrátu na elektrickou stejným způsobem 
jako v konvenčních palivových článcích. První experimen-
ty v této oblasti využívaly celé buňky (mikrobiální biopali-
vové články1), nicméně efektivnější se ukázalo využití 
izolovaných oxidoreduktas (enzymové biopalivové články, 
EBFC), které bylo poprvé realizováno v šedesátých le-
tech2. Takto je zajištěno vyšší množství vlastních kataly-
tických jednotek na povrchu elektrody a díky nepřítom-
nosti buněčných membrán nedochází k omezení transportu 
hmoty mezi jednotlivými složkami biokatalytického elek-
trodového rozhraní.  

K vlastní reakci u enzymů dochází pouze v jejich 
katalytickém centru, což je hlavní rozdíl proti částicím 
anorganických katalyzátorů katalyticky aktivních na celém 
jejich povrchu. Proto poskytují konvenční palivové články 
s anorganickými katalyzátory vždy vyšší výkon, nicméně 
EBFC jsou biokompatibilní, tzn. lze je využít pro specific-
ké aplikace, především pro napájení implantovaných me-

ENZYMOVÉ BIOPALIVOVÉ ČLÁNKY 
 

Obr. 1. Obecné schéma biopalivových článků; dvoukomorová (A) jednokomorová (B) konfigurace. S – substrát, P – produkt,  
A – anodový, K – katodový. PEM – proton permeabilní membrána 
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dicínských zařízení, případně napájení zařízení s nízkou 
spotřebou.  

Předmětem tohoto referátu je přehled biokatalyzátorů 
a substrátů použitých při konstrukci enzymových biopali-
vových článků spolu s přehledem jejich využití na kon-
strukci samonapájecích biosenzorů a jako implantovaných 
energetických zdrojů. 

 
 

2. Konstrukční faktory EBFC 
 
Při konstrukci EBFC musíme počítat s nižší stabilitou 

enzymů mimo jejich přirozené prostředí, proto je nutno 
použít technologie zaručující vyšší životnost zařízení, 
např. kovalentní vázání enzymů, chemické síťování, uzaví-
rání do polymerních matric, atd. Další nevýhoda enzymů 
spočívá v nekompletní oxidaci substrátu, čemuž se lze 
vyhnout imobilizací více enzymů – enzymové kaskády. 

Z konstrukčního hlediska lze rozlišit biopalivové 
články dvoukomorové a jednokomorové, u nichž odpadá 
nutnost oddělit anodový a katodový prostor proton-
permeabilní membránou (viz obr. 1). Toto uspořádání je 
z cenového i provozního hlediska výhodnější, je ovšem 
podmíněno dostatečnou aktivitou anodového i katodového 
biokatalyzátoru za stejných podmínek. To lze zajistit buď 
vhodným výběrem biokatalyzátoru nebo koimobilizací 
látek nutných pro efektivní katalýzu (především disociova-
telných kofaktorů nebo elektronových mediátorů, viz dále) 
spolu s enzymem do elektrodového rozhraní. 

U biopalivových článků jsou možné dva základní 
módy přenosu náboje mezi aktivními centry enzymu 
a povrchem elektrody: zprostředkovaný (mediated electron 
transfer, MET) a přímý (direct electron transfer, DET) 

elektronový transfer (viz obr. 2). První je podmíněn pří-
tomností elektronového mediátoru, tedy látky figurující 
jako vlastní transportér elektronů. Na anodě dochází k její 
redukci biokatalyzátorem a k následné reoxidaci na po-
vrchu elektrody a na katodě slouží po redukci jako zdroj 
elektronů pro biokatalytickou redukci depolarizátoru. 

Schopnost DET závisí především na dostupnosti ak-
tivních a redoxních center daného enzymu, tedy míst, kde 
dochází k přeměně substrátu, resp. která slouží 
k intramolekulárnímu transferu elektronů k jejich finální-
mu akceptoru (viz obr. 3). Na základě toho může být rozli-
šen nemediovaný elektronový transfer kofaktorem, který 
může difundovat z apoenzymu a přímý elektronový trans-
fer, kdy aktivní centra nejsou disociovatelná, ale jsou do-
statečně blízko povrchu enzymu, takže může dojít k tzv. 
„tunelování“, tedy transportu elektronu i přes proteinové 
prostředí. Třetí možností je MET, kdy kofaktor není diso-
ciovatelný ani nemůže dojít k „tunelování“3. 

Příklady kofaktorů v aktivních centrech jsou NAD
(H), FAD a pyrrolo-chinolin chinon (PQQ), ostatní redox-
ní centra pak obsahují atomy kovů: hemy jako Fe2+/Fe3+ 
ligandy, Cu aktivní a redoxní centra u lakas a bilirubin 
oxidas nebo víceatomární Fe-S a Mo centra u hydrogenas. 

Na efektivitu elektronové výměny má kromě uvede-
ných stérických podmínek vliv mimo jiné i povrchová 
glykosylace; její odstranění vede ke snížení vzdálenosti 
mezi redoxními centry enzymu a povrchem elektrody4. 
Další možností zefektivnění DET je využití vodivých na-
nomateriálů; strukturovanost zajišťuje lepší kontakt po-
vrchu enzymu s rozhraním a vyšší pravděpodobnost přeno-
su elektronu z redoxních center na elektrodu (viz obr. 3). 
Zároveň dojde k výraznému zvětšení aktivního povrchu, 
tedy k imobilizaci většího množství biokatalyzátoru, 

Obr. 2. Schéma přímého (DET) a zprostředkovaného (MET) elektronového transferu. S – substrát, P – produkt, Kat – biokatalyzá-
tor, M – mediátor, index OX – oxidovaný, index RED – redukovaný. E0 – redoxní potenciál mediátoru (M), biokatalyzátoru (kat) a substrátu 
(S).  – přepětí anodické (A) a katodické (K). Pro DET i MET  je schematicky zobrazen vztah mezi přepětím, teoretickým a skutečným 
napětím biopalivového článku  
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a tento efekt je ještě zesílen aplikací nanomateriálů na 
povrch již bohatě strukturovaných substrátů, např. porézní-
ho křemíku5 nebo uhlíkového papíru6. Velmi efektivní je 
rovněž orientovaná imobilizace, kdy jsou na povrch elek-
trody vnášeny chemické skupiny umožňující selektivní 
navázání (kovalentní, elektrostatické, hydrofobní) a tedy 
orientaci enzymu takovým způsobem, kdy bude nejlépe 
probíhat elektronový transfer na elektrodu. Typicky jsou 
takto připravovány např. thiolové samoskladebné mono-
vrstvy (SAM) využívající silné vazby síry na zlato (viz 
obr. 4A) nebo pyrenové SAM na uhlíkových površích 
využívající - interakcí. Další možností zajištění elektro-
nového transferu představují matrice z tzv. redoxních po-
lymerů, které mají na nevodivé kostře navázána redoxní 

centra (viz obr. 4B). Obdobou tohoto principu jsou matrice 
z vodivých polymerů (polypyrol, polyanilin), kde je vodi-
vost zprostředkována konjugovanými -elektrony uhlovo-
díkové kostry (viz obr. 4B). 

Různorodost struktur a vlastností dehydrogenas imo-
bilizovaných na elektrody odráží nutnost  nastavit co 
nejpřesněji vlastnosti rozhraní, což je možné díky výše 
popsaným principům a především díky jejich kombinacím. 
 
 
3. Substráty a biokatalyzátory anodových reakcí 
 

Při výběru enzymu pro anodické reakce je nutné při-
hlédnout ke druhu použitého  paliva, resp. substrátu. Důraz 

Obr. 3. Intramolekulární elektronový transfer (šipky plnou čarou) oxidoreduktasy s PQQ aktivním centrem a třemi hemy c jako 
redoxními centry (H1–H3) spolu s chemickou strukturou příslušných center. Šipky přerušovanou čarou – zefektivněný přenos nábo-
je pomocí nanostruktur  

Obr. 4. A –  schématické znázornění orientované imobilizace enzymů na povrch se samoskladebnou monovrstvou, B – schéma 
elektronového transferu pomocí redoxního hydrogelu a vodivého  polymeru 
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je kladen jednak na co nejlevnější a nejdostupnější substrá-
ty a dále na biologicky relevantní sloučeniny. Nejčastěji 
jsou proto využívány enzymy schopné katalyzovat oxidaci 
alkoholů a mono-, popř. di-sacharidů, z nich absolutně 
nejčastěji glukosy. 

 
3.1. Sacharidy 

 
Glukosaoxidasa (GOx) jako jeden z prvních biokata-

lyzátorů glukosa-kyslíkových BFC (cit.2) má FAD kofak-
tor umístěn uvnitř apoenzymu. K elektronovému transferu 
jsou tedy nutné mediátory. Byly použity jak rozpustné, 
volně v anolytu (benzochinonem mediovaná bioelektroka-
talýza GOx uzavřené v polymerní matrici – BFC o výkonu 
1620 W cm–2, cit.7), tak koimobilizované v matrici roz-
hraní8, včetně imobilizace GOx do redoxních polymerů. 
Přirozený finální elektronový akceptor FAD koenzymu je 
O2, tento je tedy nutné vyloučit z anodového prostoru, aby 
nedocházelo k nežádoucímu přenosu elektronů mimo elek-
trodu. Tohoto bylo dosaženo právě díky redox-polymerní 
matrici, čímž byla umožněna i bezmembránová konfigura-
ce glukosa-kyslíkového BFC (cit.9). DET mezi enzymo-
vým kofaktorem a povrchem elektrody byl dosažen až 
integrací s nanomateriály, např. uhlíkovými nanotrubička-
mi (CNT)10, uhlíkovým nano-aerogelem11 či modifikova-
ným grafitovým oxidem v chitosanové polymerní matri-
ci12. U GOx byla dosažena amperometrická odezva i elek-
trochemickou transformací H2O2 vznikajícího jako produkt 
redukce přítomného O2. Takto indukovaná odezva byla 
detegována bez přítomnosti elektronových mediátorů 
a bývá označována jako DET (cit.13), nejedná se nicméně 
o přímou elektrochemickou transformaci aktivního centra 
na elektrodě. Překvapivě podobné výkonové hustoty BFC 
(ca 1000 W cm–2) byly dosaženy v případě anody s kompresně 
integrovanými CNT a GOx (cit.14), anody s GOx-CNT 
v redoxní polymerní matrici15 i GOx integrovanou s poly-
pyrolem modifikovanými CNT (cit.16). Popsán byl i sys-
tém17, kdy byl FAD kovalentně imobilizovaný na povrch 
zlatých nanočástic, jejichž následnou inkubací s apoGOx 
vznikla monovrstva rekonstituované aktivní GOx.  

Glukosadehydrogenasa (GDh; E.C. 1.1.1.47) je rezis-
tentní vůči snižování efektivity elektronového transferu 
kyslíkem díky NADH kofaktoru. Nevýhodou je ovšem 
vysoké přepětí nutné pro reoxidaci NADH na elektrodě; to 
se dá snížit využitím rozpustných mediátorů, případně 
koimobilizací GDh s NADH-regenerujícím systémem 
(diaforasa je redukována vznikajícím NADH, čímž tento 
kofaktor oxiduje. Následně je diaforasa reoxidována po-
mocí mediátoru a může oxidovat další molekulu kofakto-
ru)18. Výrazného snížení přepětí bylo dosaženo i aplikací 
nanomateriálů, např. kombinací grafenového derivátu 
a CNT (cit.19), případně kombinací nanomateriálů a azo-
barviv (BFC o výkonu 56 W cm–2 při 400 mV, cit.20) 
nebo naftylu (131 ± 4 W cm–2 při 300 mV, cit.21). Výše 
uvedené konfigurace vyžadovaly ovšem přítomnost kofak-
toru v roztoku, čemuž se lze vyhnout např. jeho kovalentní 
imobilizací na povrch elektrody22. 

Další možností eliminace problémů s kofaktorem je 
využití PQQ dependentní glukosadehydrogenasy (E.C. 
1.1.5.2), membránového enzymu nesenzitivního na kyslík, 
u nějž byla prokázána schopnost přímého elektronového 
transferu např. na CNT (cit.23). Hydrofilnější periplasma-
tická PQQ-GDh (E.C. 1.1.99.17) neobsahující redoxní 
hem má kofaktor ještě hůře dostupný, nicméně i zde byl 
popsán DET u kovalentní imobilizace na CNT (cit.24), 
přípradně u fúzního proteinu PQQ-GDh/Cyt c (cit.25) a při 
rekonstituci apoenzymu na elektrodě modifikované PQQ/
CNT (cit.26). Maximální anodová proudová hustota 1800  
A cm–2 pak byla pozorována při imobilizaci do polymeru 
s osmiovými redoxními centry27. Popsáno bylo i využití 
FADH-dependentní glukosadehydrogenasy imobilizované 
do redoxního polymeru; anoda poskytovala proudovou 
hustotu 215 A cm–2 při 200 mV proti Ag/AgCl elektro-
dě28. 

K oxidaci glukosy byla rovněž využita FADH-
dependentní celobiosadehydrogenasa (CDH), která není 
senzitivní na kyslík, je schopna DET a vykazuje optimum 
aktivity v oblasti fyziologického pH. I přes zjištěnou 
schopnost DET se efektivnější ukázal být transfer zpro-
středkovaný matricí z redoxního polymeru v kombinaci 
s CNT (157 W cm–2 při 200 mV)29, pozitivní vliv má 
i deglykosylace enzymu4. Nižší substrátové specificity 
CDH pak bylo využito i na konstrukci laktosa-kyslíkového 
BFC (cit.30). Dalšími enzymy využitými na anodickou 
oxidaci glukosy je FAD dependentní pyranosadehydroge-
nasa31, pyranosa-2-oxidasa (přírodní a rekombinantní)32 
a aldosadehydrogenasa33. 

Kromě glukosy je jako palivo BFC často využívaná 
i fruktosa. Její oxidace typicky probíhá pomocí PQQ de-
pendentní fruktosadehydrogenasy (FDH), membránového 
enzymu s hemy zajišťujícími intramolekulární přenos elek-
tronů z redoxního centra na elektrodu34. DET této dehyd-
rogenasy byl pozorován a využit pro konstrukci jednoko-
morového bezmediátorového BFC např. na CNT modifi-
kovaných iontovými kapalinami35. Velmi efektivní se uká-
zala i jednoduchá adsorbce FDH na uhlíkové nanočástice 
KetjenBlack v hydrofobní polymerní matrici6 (BFC 
o výkonu 800 W cm–2), případně na nanočástice tzv. uhlí-
kového kryogelu, rovněž dispergovaného v hydrofobní 
polymerní matrici36, orientovaná imobilizace na merkapto-
ethanolem modifikované zlaté nanočástice37 (BFC 
o výkonu 660 W cm–2) a adsorpce na oxidované CNT 
(cit.38). Nejvyšší výkonová hustota 1800 W cm–2 pak byla 
dosažena integrací FDH s vysoce uspořádanými CNT, jež 
aplikací iontových kapalin velmi těsně „obalily“ enzymy 
a tím zajistily maximální možnou hustotu katalytických 
center CNT/FDH kompozitu, který byl navíc flexibilní39. 
Tyto flexibilní bioanody a biokatody oddělené vrstvou 
hydrogelu (elektrolyt + fruktosa) pak byly použity na kon-
strukci sériově zapojených fruktosa kyslíkových BFC 
s celkovým výkonem 640 W při potenciálu 1210 mV, 
což je zatím nejslibnější krok směrem k praktickému vyu-
žití enzymových BFC (cit.40). 
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Kromě monosacharidů byl testován např. 
i maltodextrin, jehož zpracování bylo zajištěno v prvním 
kroku maltodextrinfosforylasou a fosfoglukomutasou 
(volně v roztoku) a v druhém imobilizovanou glukos-6-
fosfátdehydrogenasou a diaforasa-vitamin K3 mediátoro-
vým systémem41. 

 
3.2. Alkoholy 

 
Akers a spol.42 testoval efektivitu NADH dependentní 

alkoholdehydrogenasy (ADH) pro konstrukci BFC. Imobi-
lizace ADH do matrice z hydrofobizovaného sulfonované-
ho fluoropolymeru (Nafion®) spolu s methylenovou zelení 
zajišťující reoxidaci NADH umožnila výkon zařízení vyšší 
než 1000 W cm–2, přičemž methanol jako palivo byl ještě 
o cca 30 % efektivnější než ethanol z hlediska výkonu 
BFC. Použitá matrice zajistila vysokou stabilitu zařízení a 
koimobilizace ADH s aldehyddehydrogenasou navíc 
umožnila efektivnější využití paliva a téměř dvojnásobné 
zvýšení výkonu ethanol-kyslíkového BFC. Stejný princip 
– koimobilizace ADH, aldehyddehydrogenasy a navíc 
formiátdehydrogenasy pak zajistil kompletní oxidaci me-
thanolu na CO2 na anodě BFC (cit.43). Kromě koimobiliza-
ce enzymu a mediátoru do hydrofobní matrice byla ADH 
i volně sorbovaná na uhlíkové nanočástice KetjenBlack 
spolu s NADH, kde byl využit jako mediátor ferocen44. 
Elektrostatická interakce byla využita při přípravě kom-
plexu ADH/oxidované diamantové nanočástice. Ten byl 
součástí anolytu BFC (cit.45). Velmi efektivní se ukázala 
být kombinovaná trimethoxysilan-chitosanová matrice 
umožňující elektrostatickou retenci mediátoru, imobilizaci 
ADH i zlatých nanočástic pro zvýšení vodivosti rozhraní, 
nicméně s kofaktorem rozpuštěným v anolytu46. Využity 
byly i polyamidoaminové dendrimery vytvářející vhodné 
imobilizační prostředí, bez vlivu na kinetiku bioelektro-
oxidace ethanolu47. Efektivního snížení přepětí reoxidace 
NADH bylo dosaženo i modifikací elektrody elektropoly-
merizovaným ruthenium-aminofenantrolinovým kom-
plexem48. 

Další volbu představuje PQQ dependentní membráno-
vá alkoholdehydrogenasa, v níž je intramolekulární elek-
tronový transfer z PQQ centra na elektrodu zabezpečen 
pomocí hemů c. Přímý elektronový transfer byl pozorován 
na kovových49 i uhlíkových elektrodách a nanočásticích, 
čehož bylo m.j. využito pro konstrukci BFC s ethanolem 
sloužícím jako anodický substrát i katodický depolarizátor 
(H2O2 produkující alkoholoxidasa v kombinaci s H2O2 
redukující mikroperoxidasou)50. Efektivita DET byla dále 
zvýšena integrací CNT do matrice s hydrofobizovaným 
Nafionem51 a pro vyšší výkon BFC bylo využito schopnos-
ti ADH oxidovat i glycerol. Takto byl zkonstruován vyso-
ce účinný (1200 W cm–2) glycerol-kyslíkový BFC s PQQ 
dependentními ADH a aldehyddehydrogenasou, při-
čemž glycerol díky většímu počtu reakčních míst předsta-
vuje o 60 % efektivnější palivo než ethanol při stejné kon-
figuraci. Glycerolový BFC navíc fungoval i při velmi vy-
soké koncentraci paliva (98 %)52. Další zvýšení efektivity 
tohoto konceptu představovalo obohacení enzymové kas-

kády o FAD dependentní oxalátoxidasu53. 
Na konstrukci stabilního methanol-kyslíkového bio-

palivového článku byla využita i PQQ dependentní metha-
noldehydrogenasa54. 

 
3.3. Karboxylové kyseliny 

 
Z dalších biopaliv pro BFC byly testovány např. py-

ruvát (anodická oxidace pomocí pyruvátdehydrogenasy55 
a jeho kompletní oxidace pomocí imobilizovaných enzy-
mů Krebsova cyklu56), dále kyselina jablečná (anodická 
oxidace pomocí malátdehydrogenasy57) a laktát (anodická 
oxidace laktátdehydrogenasou58), který byl využit i jako 
palivo oxidované až na CO2 kaskádou šesti dehydroge-
nas59. 

 
3.4. Vodík 

 
Velmi často používaným substrátem konvenčních 

palivových článků je vodík, neselektivně oxidovaný nej-
častěji platinovými katalyzátory. Spousta mikroorganismů 
nicméně disponuje hydrogenasami umožňujícími obou-
směrnou přeměnu protonu na H2, přičemž u některých 
z nich byl zjištěn i přímý elektronový transfer spolu 
s dostatečně nízkým potenciálem oxidace vodíku60. Pro 
konstrukci BFC bylo důležité najít enzymy vykazující co 
nejnižší inhibici kyslíkem a CO, což splňují např. membrá-
nové hydrogenasy z Ralstonia eutropha61, E. coli62, Desul-
fovibrio vulgaris63 a Aquifex aeolicus64. 

Pro imobilizaci dehydrogenas na povrch elektrod byly 
využity vesměs techniky již zmíněné u ostatních oxidore-
duktas, např. fyziosorpce na pyrolytický grafit61, kovalent-
ní imobilizace65 či orientovaná imobilizace na zlaté elek-
trody pokryté SAM63. Nejefektivnější se ukázala být kova-
lentní imobilizace využívající karboxylované CNT a ami-
nové skupiny enzymu64 (vodík-kyslíkový BFC s výkonem 
300 W cm–2 při 600 mV). 

 
 

4. Substráty a biokatalyzátory katodových 
reakcí 
 
Jako depolarizátor na katodě je nejčastěji používán 

kyslík. Nejefektivnější biokatalyzátory jeho katodické 
redukce se ukázaly být z hub izolované lakasy (např. 
z Cerrena unicolor, Rhus vernificera a Trametes versi-
color a hirsuita)66 a bilirubinoxidasy (BOD) izolovány 
např. z Myrothecium verrucaria66, Bacillus pumilus67 
a Magnaporte oryzae68, u nichž byl prokázán přímý elek-
tronový transfer. Aktivní centra těchto enzymů („multi-
copper“ oxidasy, MCO) obsahují atomy mědi, přičemž 
pomocí tzv. T1 centra (1 atom Cu) probíhá transfer elek-
tronů z povrchu katody. Redukované T1 centrum je prav-
děpodobně reoxidováno T3 centrem obsahujícím dva ato-
my mědi, které následně redukují T2 centrum (1 atom Cu). 
Zde je navázána a následně redukována molekula kyslíku. 
Uvedený systém doposud nebyl i přes značné množství 
studií (viz reference např. v cit.69) jednoznačně potvrzen, 
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nicméně z dosavadních zkoumání vyplývá, že se jedná 
o tzv. „uphill“ přenos, tedy transfer elektronů proti hnací-
mu potenciálu, z Cu s vyšším redoxním potenciálem na 
centrum s nižším redoxním potenciálem70. 

Lakasy izolované z různých zdrojů se vyznačují roz-
dílnými redoxními potenciály T1 centra; pro vyšší celkové 
napětí EBFC je pak výhodné použít enzym s co nejvyšším 
T1 redoxním potenciálem (maximální hodnota uváděna 
780 mV proti standardní vodíkové elektrodě), které posky-
tují výše jmenované zdroje66. Bilirubinoxidasa má podob-
né uspořádání aktivních center a rovněž dostatečně vysoký 
redoxní potenciál T1 centra, optimum katalýzy je ovšem 
v oblasti fyziologického pH, což je výhoda oproti lakasam 
(opt. pH cca 4–5). 

BOD i lakasy byly podobně jako anodické biokataly-
zátory úspěšně imobilizovány na různá rozhraní s nanoma-
teriály podstatně zvyšujícími výsledné katodické proudové 
hustoty. Velmi efektivní DET byl např. pozorován jak 
u lakasy71, tak u bilirubinoxidasy37 při jednoduché adsorp-
ci na rozhraní tvořené zlatými nanočásticemi bez jakékoliv 
povrchové modifikace. Ještě výhodnější z hlediska použi-
tých materiálů a stejně efektivní z hlediska výkonu je ad-
sorpce na uhlíkové nanomateriály; v polyvinyliden fluori-
du či Teflonu dispergované saze72, příp. nanočástice uhlí-
kového kryogelu umožňující efektivní nastavení porozity6, 
představují efektivní a na obnovitelných zdrojích založe-
nou alternativu ke zlatým nanočásticím. Vysoce výkonná 
katoda (více než 1000 A cm–2) byla připravena i inkubací 
přečištěné lakasy na antracenem modifikované CNT 
(cit.73). Podobné efektivity bylo dosaženo i při uzavření 
BOD do osmiových redoxních polymerů74, jejich syntéza 
však není z technologického hlediska tak jednoduchá 
a levná jako výše uvedené materiály. 

Redukce kyslíku bývá značně limitována jeho nízkou 
rozpustností ve vodě. Exponováním biokatalytické části 
katody volnému vzduchu lze tak zvýšit katodické proudo-
vé hustoty a tedy výkon celého zařízení40, 72. Tyto elektro-
dy jsou typicky tvořeny vnější difuzní vrstvou, která je 
hydrofobní (teflonované uhlíkové nanočástice), a hydrofil-
ní katalytickou částí obsahující enzym. U těchto systémů 
byla publikována proudová hustota až 20 mA cm–2 (cit.75). 

Velmi efektivní bezmediátorové katodické redukce 
kyslíku bylo dosaženo i při použití bakteriální oxidoreduk-
tasy „Copper efflux Oxidase“ (CueO), která má strukturu 
velmi podobnou výše zmíněným MCO, neslouží nicméně 
k oxidaci organických látek, ale Cu iontů. Tento enzym 
byl exprimován v rekombinantní E. coli a následně použit 
jako biokatalyzátor na katodě, přičemž dosavadní výsledky 
naznačují, že CueO by zde mohla být ještě účinnější než 
BOD nebo lakasa75. 

Přímý elektronový transfer pro redukci kyslíku vyka-
zují i další MCO, např. ceruloplasmin, jehož intezivnější-
mu využití v této oblasti brání jeho komplikovaná struktu-
ra a poměrně bohatá glykosylace, askorbátoxidasa s nepo-
měrně jednodušší strukturou a tyrozinasa66. 

Kromě MCO bylo k redukci kyslíku využito i systé-
mu cytochrom c/cytochromoxidasa, nicméně s velmi níz-
kým potenciálem redukce kyslíku76. 

Jako depolarizátor byl použit i H2O2 redukovaný mi-
kroperoxidasami vykazujícími DET (např. MP-8, cit.77) 
a peroxidasami78. H2O2 byl buď přímo dodáván do systé-
mu nebo byl produkován koimobilizovanou GOx (cit.77). 
Oproti kyslíku je tento depolarizátor reaktivnějí, což zna-
mená omezení jeho využití pouze na systémy, které jsou 
vůči jeho oxidačním schopnostem rezistentní. 

 
 

5. Aplikace biopalivových článků 
 
Jedním z předpokládaných využití EBFC je napájení 

implantovaných zařízení, tedy využívání kyslíku a glukosy 
obsažených především v krvi organismů jako depolarizáto-
ru a paliva. Nezbytnými podmínkami jsou zde především 
eliminace uvolňování použitých materiálů do krevního 
oběhu, rezistence vůči interferencím a imunitním reakcím. 
Jedním z prvních experimentů v této oblasti byl glukosa-
kyslíkový BFC (glukosaoxidasa + ubichinon na anodě 
a  polyfenoloxidasa + hydrochinon na katodě) implantova-
ný do retroperitoneálního prostoru krys a produkující jed-
notky W během deseti dnů79. Následovaly rovněž gluko-
sové BFC implantované do šneků80 a do ústřic, kde bylo 
testováno i spojení tří „elektrifikovaných“ jedinců do bate-
rie poskytující maximum 800 mV a 37 W při sériovém, 
resp. paralelním spojení81. Podobný výkon byl dosažen 
u BFC na bázi glukosaoxidasy, lakasy a CNT umístěného 
do břišní dutiny krysy. Stabilitní experimenty pak prokáza-
ly, že ani po 110 dnech nebyla indukována žádná zápalová 
reakce82. Southcott a spol.83 pak popsali glukosadehydro-
genasa/lakasový BFC s výkonem dostatečným na provoz 
kardiostimulátoru testovaný v simulaci lidského krevního 
oběhu. 

Pokud jsou operační charakteristiky BFC známým 
způsobem závislé na podmínkách prostředí, lze tato zaříze-
ní využít i jako samonapájecí biosenzory. Publikovány 
byly např. samonapájecí biosenzory na glukosu (závislost 
napětí BFC na koncentraci glukosy)84, CN– ionty (inhibice 
intramolekulárního elektronového transportu lakasy)85, 
nitroaromatické výbušniny (způsobující vyvázání oli-
gomycinu inhibujícího anodové reakce pyruvát-
kyslíkového mitochondriálního BFC)86 a kyslík. V posled-
ním případě bylo využito negativního vlivu kyslíku na 
efektivitu anodového MET, čímž mohl BFC fungovat jako 
logické hradlo se vstupy reprezentovanými probubláváním 
elektrolytu kyslíkem (inhibice anodového proudu) a dusí-
kem (žádná reakce na katodě). Detegovatelný signál 
(proud poskytovaný BFC) existuje tedy jen při takovém 
množství kyslíku v systému, kdy ještě nedojde k zastavení 
transportu elektronů na anodu a zároveň je dostatek kato-
dického substrátu87. Podobně bylo využito i aptamerů na 
konstrukci samonapájecího biosenzoru,  logického hradla,  
který byl schopen rozlišovat různé kombinace koncentrace 
ATP a thrombinu88. 

Při využití BFC jako integrální součásti biosenzorů 
odpadá potřeba maximalizace výkonu a díky biokompati-
bilitě a rozmanitosti konfigurací BFC jsou tyto inteligentní 
samonapájecí (případně implantované) biosenzory oblast 
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s pravděpodobně nejvyšším potenciálem pro praktické 
využití BFC. 

 
6. Závěr 

 
Enzymové biopalivové články představují 

v současnosti stále intenzivněji zkoumanou specifickou 
alternativu alkalických baterií a zdrojů implantovaných 
zařízení. Pokrok především v oblasti nanomateriálů spolu 
s výběrem nejvhodnějších oxidoreduktas umožnil kon-
strukci zařízení s operačními vlastnostmi opravňujícími 
k předpokladu, že tento koncept bude možné využít 
i v praktických aplikacích. Hlavním cílem nicméně 
i nadále zůstává zvýšení dlouhodobé stability a další zvý-
šení výkonu, přičemž jednou ze slibných cest může být 
využití rekombinantních oxidoreduktas se speciálními 
vlastnostmi. 

 
Tato publikace byla vytvořena v rámci projektů APVV 

0282-11 a VEGA 1/0229/12. 
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Academy of Sciences, Bratislava): Enzymatic Biofuel 
Cells  

 
Enzymatic biofuel cells are environmentally clean, 

renewable and biocompatible sources for low-power elec-
tronic devices. They are based on  immobilization of elec-
troactive enzymes on electrode surfaces modified prefer-
entially with nanomaterials. Enzymatic catalysts used in 
biofuel cell construction are reviewed together with their 
immobilization techniques. An overview of fabricated 
biofuel cells close to practical applications is also given 
with the focus on the recent progress in construction of 
implantable biofuel cells and self-powered biosensors. 
These are two main fields where biofuel cells can offer 
advantages over conventional power sources. 

 


