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1. Uvod

Jednou z velmi intenzivné se rozvijejicich oblasti
aplikovanych biotechnologii je vyuziti elektrochemickych
vlastnosti biokatalyzatori, kdy enzymové katalyzované
redoxni reakce probihajici na povrchu elektrod jsou dete-
govany jako proudova odezva. Tohoto principu ve spojeni
se selektivitou enzymil se vyuziva pii konstrukci jednak
elektrochemickych biosenzorii, v soucasnosti je ovSem
predmétem ¢im dal intenzivngj$iho vyzkumu i konstrukce
tzv. biopalivovych ¢lankd. V téchto zafizenich jsou na
povrchu dvou spojenych elektrod (anody a katody) imobi-
lizovany biokatalyzatory umozinujici preménu casti che-
mické energie substratu na elektrickou stejnym zptisobem
jako v konven¢nich palivovych ¢lancich. Prvni experimen-
ty v této oblasti vyuzivaly celé buiky (mikrobialni biopali-
vové ¢lanky'), nicméné efektivngjsi se ukézalo vyuziti
izolovanych oxidoreduktas (enzymové biopalivové ¢lanky,
EBFC), které bylo poprvé realizovano v Sedesatych le-
tech?. Takto je zaji§tdno vy$§i mnozstvi vlastnich kataly-
tickych jednotek na povrchu elektrody a diky nepfitom-
nosti bunéénych membran nedochazi k omezeni transportu
hmoty mezi jednotlivymi slozkami biokatalytického elek-
trodového rozhrani.

K vlastni reakci u enzymt dochazi pouze v jejich
katalytickém centru, coZ je hlavni rozdil proti ¢ésticim
anorganickych katalyzatori katalyticky aktivnich na celém
jejich povrchu. Proto poskytuji konvencni palivové ¢lanky
s anorganickymi katalyzatory vzdy vyS$si vykon, nicméné
EBFC jsou biokompatibilni, tzn. 1ze je vyuzit pro specific-
ké aplikace, pfedevsim pro napajeni implantovanych me-
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Obr. 1. Obecné schéma biopalivovych ¢lanki; dvoukomorova (A) jednokomorovéa (B) konfigurace. S — substrat, P — produkt,

A —anodovy, x — katodovy. PEM — proton permeabilni membrana
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dicinskych zafizeni, pfipadné napéajeni zafizeni s nizkou
spotfebou.

Predmétem tohoto referatu je prehled biokatalyzatort
a substrati pouzitych pfi konstrukci enzymovych biopali-
vovych ¢lankd spolu s piehledem jejich vyuziti na kon-
strukci samonapajecich biosenzort a jako implantovanych
energetickych zdroju.

2. Konstruk¢éni faktory EBFC

P1i konstrukci EBFC musime pocitat s nizsi stabilitou
enzyml mimo jejich pfirozené prostiedi, proto je nutno
pouzit technologie zarucujici vy$§i Zivotnost zafizeni,
napf. kovalentni vazani enzymu, chemické sitovani, uzavi-
rani do polymernich matric, atd. Dalsi nevyhoda enzymi
spociva v nekompletni oxidaci substratu, cemuz se lze
vyhnout imobilizaci vice enzymut — enzymové kaskady.

Z konstrukéniho hlediska lze rozlisit biopalivové
¢lanky dvoukomorové a jednokomorové, u nichz odpada
nutnost oddélit anodovy a katodovy prostor proton-
permeabilni membranou (viz obr. 1). Toto usporadani je
z cenového 1 provozniho hlediska vyhodnéjsi, je ovsem
podminéno dostatecnou aktivitou anodového i katodového
biokatalyzatoru za stejnych podminek. To lze zajistit bud’
vhodnym vybérem biokatalyzatoru nebo koimobilizaci
latek nutnych pro efektivni katalyzu (pfedevsim disociova-
telnych kofaktorti nebo elektronovych mediatort, viz dale)
spolu s enzymem do elektrodového rozhrani.

U biopalivovych ¢lank jsou mozné dva zakladni
mody prenosu naboje mezi aktivnimi centry enzymu
a povrchem elektrody: zprostfedkovany (mediated electron
transfer, MET) a ptimy (direct electron transfer, DET)
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elektronovy transfer (viz obr. 2). Prvni je podminén pii-
tomnosti elektronového mediatoru, tedy latky figurujici
jako vlastni transportér elektront. Na anodé dochazi k jeji
redukci biokatalyzatorem a k nasledné reoxidaci na po-
vrchu elektrody a na katodé slouzi po redukci jako zdroj
elektrond pro biokatalytickou redukci depolarizatoru.

Schopnost DET zavisi pfedev§im na dostupnosti ak-
tivnich a redoxnich center daného enzymu, tedy mist, kde
dochdzi k preméné substratu, resp. ktera slouzi
k intramolekularnimu transferu elektronii k jejich finalni-
mu akceptoru (viz obr. 3). Na zakladé toho mize byt rozli-
Sen nemediovany elektronovy transfer kofaktorem, ktery
muze difundovat z apoenzymu a pfimy elektronovy trans-
fer, kdy aktivni centra nejsou disociovatelna, ale jsou do-
statecné blizko povrchu enzymu, takze mlze dojit k tzv.
Htunelovani®, tedy transportu elektronu i pfes proteinové
prostfedi. Treti moznosti je MET, kdy kofaktor neni diso-
ciovatelny ani nemize dojit k ,,tunelovani**.

Piiklady kofaktorti v aktivnich centrech jsou NAD
(H), FAD a pyrrolo-chinolin chinon (PQQ), ostatni redox-
ni centra pak obsahuji atomy kovi: hemy jako Fe*'/Fe**
ligandy, Cu aktivni a redoxni centra u lakas a bilirubin
oxidas nebo viceatomarni Fe-S a Mo centra u hydrogenas.

Na efektivitu elektronové vymény méa kromé¢ uvede-
nych stérickych podminek vliv mimo jiné i povrchova
glykosylace; jeji odstranéni vede ke snizeni vzdélenosti
mezi redoxnimi centry enzymu a povrchem elektrody®.
Dalsi moznosti zefektivnéni DET je vyuZiti vodivych na-
nomateriald; strukturovanost zajistuje lepsi kontakt po-
vrchu enzymu s rozhranim a vy$si pravdépodobnost pieno-
su elektronu z redoxnich center na elektrodu (viz obr. 3).
Zarovenl dojde k vyraznému zvétSeni aktivniho povrchu,
tedy k imobilizaci vétsiho mnozstvi biokatalyzatoru,
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Obr. 2. Schéma piimého (DET) a zprostiedkovaného (MET) elektronového transferu. S — substrat, P — produkt, Kat — biokatalyza-
tor, M — mediator, index ox — oxidovany, index rgp— redukovany. E® — redoxni potencial mediatoru (v), biokatalyzatoru (i,) a substratu

(s)-m

napétim biopalivového ¢lanku
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Obr. 3. Intramolekularni elektronovy transfer (Sipky plnou ¢arou) oxidoreduktasy s PQQ aktivnim centrem a tifemi hemy c jako
redoxnimi centry (H1-H3) spolu s chemickou strukturou prislusnych center. Sipky pferuSovanou ¢arou — zefektivnény prenos nabo-

je pomoci nanostruktur

a tento efekt je jeSté zesilen aplikaci nanomateriali na
povrch jiz bohaté strukturovanych substratd, napf. porézni-
ho kiemiku® nebo uhlikového papiru®. Velmi efektivni je
rovnéz orientovana imobilizace, kdy jsou na povrch elek-
trody vnaseny chemické skupiny umoziujici selektivni
navazani (kovalentni, elektrostatické, hydrofobni) a tedy
orientaci enzymu takovym zplsobem, kdy bude nejlépe
probihat elektronovy transfer na elektrodu. Typicky jsou
takto pfipravovany napf. thiolové samoskladebné mono-
vrstvy (SAM) vyuzivajici silné vazby siry na zlato (viz
obr. 4A) nebo pyrenové SAM na uhlikovych povrsich
vyuzivajici m-n interakci. Dal$i moznosti zajisténi elektro-
nového transferu predstavuji matrice z tzv. redoxnich po-
lymert, které maji na nevodivé kostie navazana redoxni

< thiolova
SAM vrstva

<nanocastice

| povrch elektrody |

centra (viz obr. 4B). Obdobou tohoto principu jsou matrice
z vodivych polymeri (polypyrol, polyanilin), kde je vodi-
vost zprostfedkovana konjugovanymi m-elektrony uhlovo-
dikové kostry (viz obr. 4B).

Riznorodost struktur a vlastnosti dehydrogenas imo-
bilizovanych na elektrody odrazi nutnost nastavit co
nejpresnéji vlastnosti rozhrani, coz je mozné diky vyse
popsanym principtim a pfedev§im diky jejich kombinacim.

3. Substraty a biokatalyzatory anodovych reakei

Pfi vybéru enzymu pro anodické reakce je nutné pii-
hlédnout ke druhu pouzitého paliva, resp. substratu. Diraz

polymerni
kostra

povrch elektrody

O
‘ povrch elektrody ‘

Obr. 4. A — schématické znazornéni orientované imobilizace enzymii na povrch se samoskladebnou monovrstvou, B — schéma
elektronového transferu pomoci redoxniho hydrogelu a vodivého polymeru
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je kladen jednak na co nejlevnéjsi a nejdostupnéjsi substra-
ty a dale na biologicky relevantni slouceniny. Nejcastéji
jsou proto vyuzivany enzymy schopné katalyzovat oxidaci
alkohold a mono-, popt. di-sacharidii, z nich absolutné
nejcastéji glukosy.

3.1. Sacharidy

Glukosaoxidasa (GOx) jako jeden z prvnich biokata-
lyzatora glukosa-kyslikovych BFC (cit.?) ma FAD kofak-
tor umistén uvnitt apoenzymu. K elektronovému transferu
jsou tedy nutné mediatory. Byly pouzity jak rozpustné,
volné v anolytu (benzochinonem mediovana bioelektroka-
talyza GOx uzaviené v polymerni matrici — BFC o vykonu
1620 W cm2, cit.7), tak koimobilizované v matrici roz-
hrani®, v&etn& imobilizace GOx do redoxnich polymert.
Ptirozeny finalni elektronovy akceptor FAD koenzymu je
0,, tento je tedy nutné vyloudit z anodového prostoru, aby
nedochézelo k nezadoucimu pienosu elektrontt mimo elek-
trodu. Tohoto bylo dosazeno pravé diky redox-polymerni
matrici, ¢imZ byla umozZnéna i bezmembranové konfigura-
ce glukosa-kyslikového BFC (cit.?). DET mezi enzymo-
vym kofaktorem a povrchem elektrody byl dosazen az
integraci s nanomateridly, napf. uhlikovymi nanotrubicka-
mi (CNT)', uhlikovym nano-aerogelem'' & modifikova-
nym grafitovym oxidem v chitosanové polymerni matri-
ci'2. U GOx byla dosazena amperometricka odezva i elek-
trochemickou transformaci H,O, vznikajiciho jako produkt
redukce pritomného O,. Takto indukovana odezva byla
detegovana bez piitomnosti elektronovych mediatort
a byvéa oznacovana jako DET (cit."?), nejedna se nicméné
o pfimou elektrochemickou transformaci aktivniho centra
na elektrodé. Piekvapivé podobné vykonové hustoty BFC
(ca 1000 uW cm ) byly dosazeny v piipadé anody s kompresné
integrovanymi CNT a GOx (cit.'*), anody s GOx-CNT
v redoxni polymerni matrici'® i GOx integrovanou s poly-
pyrolem modifikovanymi CNT (cit.'®). Popsan byl i sys-
tém'”, kdy byl FAD kovalentné imobilizovany na povrch
zlatych nanocéstic, jejichz naslednou inkubaci s apoGOx
vznikla monovrstva rekonstituované aktivni GOx.

Glukosadehydrogenasa (GDh; E.C. 1.1.1.47) je rezis-
tentni vici snizovani efektivity elektronového transferu
kyslikem diky NADH kofaktoru. Nevyhodou je ovSem
vysoké prepéti nutné pro reoxidaci NADH na elektrod¢; to
se da snizit vyuzitim rozpustnych mediatord, ptipadné
koimobilizaci GDh s NADH-regenerujicim systémem
(diaforasa je redukovana vznikajicim NADH, ¢imz tento
kofaktor oxiduje. Nasledné je diaforasa reoxidovana po-
moci mediatoru a mize oxidovat dalsi molekulu kofakto-
ru)'®. Vyrazného snizeni piepéti bylo dosazeno i aplikaci
nanomateriali, napf. kombinaci grafenového derivatu
a CNT (cit."”), ptipadné kombinaci nanomaterialt a azo-
barviv (BFC o vykonu 56 pW cm™ pii 400 mV, cit.*%)
nebo naftylu (131 + 4 pW cm? pii 300 mV, cit.?"). Vyse
uvedené konfigurace vyzadovaly ov§em piitomnost kofak-
toru v roztoku, ¢emuz se lze vyhnout napf. jeho kovalentni
imobilizaci na povrch elektrody®.
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Dalsi moznosti eliminace problémi s kofaktorem je
vyuziti PQQ dependentni glukosadehydrogenasy (E.C.
1.1.5.2), membranového enzymu nesenzitivniho na kyslik,
u n&jz byla prokazana schopnost piimého elektronového
transferu napf. na CNT (cit.”®). Hydrofilngjsi periplasma-
ticka PQQ-GDh (E.C. 1.1.99.17) neobsahujici redoxni
hem ma kofaktor jesté htie dostupny, nicméné i zde byl
popsan DET u kovalentni imobilizace na CNT (cit.>*),
ptipradné u fiizniho proteinu PQQ-GDh/Cyt ¢ (cit.’) a pii
rekonstituci apoenzymu na elektrodé modifikované PQQ/
CNT (cit.*®). Maximalni anodova proudova hustota 1800
tA cm™ pak byla pozorovana pii imobilizaci do polymeru
s osmiovymi redoxnimi centry”’. Popsano bylo i vyuziti
FADH-dependentni glukosadehydrogenasy imobilizované
do redoxniho polymeru; anoda poskytovala proudovou
huzsgtotu 215 pA em™ pii 200 mV proti Ag/AgCl elektro-
de~.

K oxidaci glukosy byla rovnéz vyuzita FADH-
dependentni celobiosadehydrogenasa (CDH), kterd neni
senzitivni na kyslik, je schopna DET a vykazuje optimum
aktivity v oblasti fyziologického pH. I pfes zjisténou
schopnost DET se efektivnéjsi ukazal byt transfer zpro-
sttedkovany matrici z redoxniho polymeru v kombinaci
s CNT (157 pW cm ™ ptfi 200 mV)®, pozitivni vliv ma
i deglykosylace enzymu®. Nizsi substratové specificity
CDH pak bylo vyuzito i na konstrukei laktosa-kyslikového
BFC (cit.*’). Dalsimi enzymy vyuZzitymi na anodickou
oxidaci glukosy je FAD dependentni pyranosadehydroge-
nasa’', pyranosa-2-oxidasa (pfirodni a rekombinantni)*?
a aldosadehydrogenasa®.

Kromé glukosy je jako palivo BFC ¢asto vyuzivana
i fruktosa. Jeji oxidace typicky probihd pomoci PQQ de-
pendentni fruktosadehydrogenasy (FDH), membranového
enzymu s hemy zajist'ujicimi intramolekuldrni pfenos elek-
tronti z redoxniho centra na elektrodu®. DET této dehyd-
rogenasy byl pozorovan a vyuzit pro konstrukci jednoko-
morového bezmediatorového BFC napt. na CNT modifi-
kovanych iontovymi kapalinami®. Velmi efektivni se uka-
zala 1 jednoduchéa adsorbce FDH na uhlikové nanocastice
KetjenBlack v hydrofobni polymerni matrici® (BFC
o vykonu 800 pW c¢m?), piipadné na nanoéastice tzv. uhli-
kového kryogelu, rovnéz dispergovaného v hydrofobni
polymerni matrici®, orientovana imobilizace na merkapto-
ethanolem modifikované zlaté nanodastice®’ (BFC
o vykonu 660 pW cm™?) a adsorpce na oxidované CNT
(cit.®). Nejvyssi vykonova hustota 1800 uW cm  pak byla
dosazena integraci FDH s vysoce usporadanymi CNT, jez
aplikaci iontovych kapalin velmi tésné ,,obalily* enzymy
a tim zajistily maximalni moznou hustotu katalytickych
center CNT/FDH kompozitu, ktery byl navic flexibilni®.
Tyto flexibilni bioanody a biokatody oddélené vrstvou
hydrogelu (elektrolyt + fruktosa) pak byly pouzity na kon-
strukci sériové zapojenych fruktosa kyslikovych BFC
s celkovym vykonem 640 uW pii potencialu 1210 mV,
coz je zatim nejslibngjsi krok smérem k praktickému vyu-
7iti enzymovych BFC (cit.*).
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Krom¢&  monosacharidi byl testovan  napf.
i maltodextrin, jehoz zpracovani bylo zajisténo v prvnim
kroku maltodextrinfosforylasou a fosfoglukomutasou
(voln€ v roztoku) a v druhém imobilizovanou glukos-6-
fosfatdehydrogenasou a diaforasa-vitamin K3 mediatoro-
vym systémem“.

3.2. Alkoholy
Akers a spol.* testoval efektivitu NADH dependentni
alkoholdehydrogenasy (ADH) pro konstrukci BFC. Imobi-
lizace ADH do matrice z hydrofobizovaného sulfonované-
ho fluoropolymeru (Nafion®) spolu s methylenovou zeleni
zajistyjici reoxidaci NADH umoznila vykon zafizeni vyssi
nez 1000 uW cm 2, pti¢emz methanol jako palivo byl jests
o cca 30 % efektivnéjsi nez ethanol z hlediska vykonu
BFC. Pouzitad matrice zajistila vysokou stabilitu zafizeni a
koimobilizace ADH s aldehyddehydrogenasou navic
umoznila efektivnéj$i vyuziti paliva a témét dvojnasobné
zvySeni vykonu ethanol-kyslikového BFC. Stejny princip
— koimobilizace ADH, aldehyddehydrogenasy a navic
formiatdehydrogenasy pak zajistil kompletni oxidaci me-
thanolu na CO, na anod& BFC (cit.*’). Kromé koimobiliza-
ce enzymu a mediatoru do hydrofobni matrice byla ADH
i voln¢ sorbovana na uhlikové nanocastice KetjenBlack
spolu s NADH, kde byl vyuzit jako mediator ferocen®.
Elektrostaticka interakce byla vyuzita pfi pfipravé kom-
plexu ADH/oxidované diamantové nanocéstice. Ten byl
soucasti anolytu BFC (cit.*’). Velmi efektivni se ukézala
byt kombinovana trimethoxysilan-chitosanovd matrice
umoziujici elektrostatickou retenci mediatoru, imobilizaci
ADH i zlatych nano€éstic pro zvySeni vodivosti rozhrani,
nicméné s kofaktorem rozpuiténym v anolytu®®. Vyuzity
byly i polyamidoaminové dendrimery vytvéarejici vhodné
imobilizacni prostfedi, bez vlivu na kinetiku bioelektro-
oxidace ethanolu®’. Efektivniho snizeni piepéti reoxidace
NADH bylo dosazeno i modifikaci elektrody elektropoly-
merizovanym  ruthenium-aminofenantrolinovym kom-
plexem™®.

Dalsi volbu predstavuje PQQ dependentni membrano-
va alkoholdehydrogenasa, v niz je intramolekularni elek-
tronovy transfer z PQQ centra na elektrodu zabezpecen
pomoci hemil ¢. Pfimy elektronovy transfer byl pozorovan
na kovovych® i uhlikovych elektrodach a nano&asticich,
¢ehoz bylo m.j. vyuzito pro konstrukci BFC s ethanolem
slouzicim jako anodicky substrét i katodicky depolarizator
(H,O, produkujici alkoholoxidasa v kombinaci s H,0,
redukujici mikroperoxidasou)*’. Efektivita DET byla dale
zvySena integraci CNT do matrice s hydrofobizovanym
Nafionem®" a pro vyssi vykon BFC bylo vyuZito schopnos-
ti ADH oxidovat i glycerol. Takto byl zkonstruovan vyso-
ce uginny (1200 uW cm?) glycerol-kyslikovy BFC s PQQ
dependentnimi ADH a aldehyddehydrogenasou, pfi-
¢emz glycerol diky vétsimu poctu reakénich mist predsta-
vuje 0 60 % efektivnéjsi palivo nez ethanol pii stejné kon-
figuraci. Glycerolovy BFC navic fungoval i pfi velmi vy-
soké koncentraci paliva (98 %)%, Dalsi zvySeni efektivity
tohoto konceptu ptedstavovalo obohaceni enzymové kas-
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kady o FAD dependentni oxalatoxidasu™.

Na konstrukci stabilniho methanol-kyslikového bio-
palivového ¢€lanku byla vyuZita i PQQ dependentni metha-
noldehydrogenasa™.

3.3. Karboxylové kyseliny

Z dalsich biopaliv pro BFC byly testovany napft. py-
ruvat (anodickd oxidace pomoci pyruvatdehydrogenasy®
a jeho kompletni oxidace pomoci imobilizovanych enzy-
mi Krebsova cyklu®®), dale kyselina jable¢na (anodicka
oxidace pomoci malatdehydrogenasy”’) a laktat (anodické
oxidace laktatdehydrogenasou’®), ktery byl vyuzit i jako
pali5\9/0 oxidované az na CO, kaskadou Sesti dehydroge-
nas™ .

3.4. Vodik

Velmi casto pouzivanym substratem konvencnich
palivovych ¢lanki je vodik, neselektivné oxidovany nej-
Castéji platinovymi katalyzatory. Spousta mikroorganismi
nicméné disponuje hydrogenasami umoziujicimi obou-
smérnou preménu protonu na H,, pficemz u nékterych
z nich byl zjiStén i pfimy elektronovy transfer spolu
s dostate¢n& nizkym potencidlem oxidace vodiku®. Pro
konstrukci BFC bylo dilezité najit enzymy vykazujici co
nejnizsi inhibici kyslikem a CO, coz splnuji napt. membra-
nové hydrogenasy z Ralstonia eutropha®, E. coli””, Desul-
fovibrio vulgaris® a Aquifex aeolicus®™.

Pro imobilizaci dehydrogenas na povrch elektrod byly
vyuzity vesmés techniky jiz zminéné u ostatnich oxidore-
duktas, napt. fyziosorpce na pyrolyticky grafit®', kovalent-
ni imobilizace® & orientovana imobilizace na zlaté elek-
trody pokryté SAM®. Nejefektivnéjsi se ukazala byt kova-
lentni imobilizace vyuzivajici karboxylované CNT a ami-
nové skupiny enzymu® (vodik-kyslikovy BFC s vykonem
300 uW cm? pii 600 mV).

4. Substraty a biokatalyzatory katodovych
reakci

Jako depolarizator na katod¢ je nejcastéji pouZzivan
kyslik. Nejefektivnéjsi biokatalyzatory jeho katodické
redukce se ukazaly byt z hub izolované lakasy (napf.
z Cerrena unicolor, Rhus vernificera a Trametes versi-
color a hirsuita)® a bilirubinoxidasy (BOD) izolovany
napt. z Myrothecium verrucaria®, Bacillus pumilus®
a Magnaporte oryzae®, u nichz byl prokazan primy elek-
tronovy transfer. Aktivni centra téchto enzymu (,,multi-
copper oxidasy, MCO) obsahuji atomy médi, pticemz
pomoci tzv. T1 centra (1 atom Cu) probiha transfer elek-
trontl z povrchu katody. Redukované T1 centrum je prav-
dépodobné reoxidovano T3 centrem obsahujicim dva ato-
my médi, které nasledné redukuji T2 centrum (1 atom Cu).
Zde je navéazana a nasledn¢ redukovéana molekula kysliku.
Uvedeny systém doposud nebyl i pfes znacné mnozstvi
studii (viz reference napt. v cit.*’) jednozna¢né potvrzen,
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nicmén€ z dosavadnich zkouméni vyplyva, Ze se jedna
o tzv. ,,uphill” pfenos, tedy transfer elektronti proti hnaci-
mu potencialu, z Cu s vys$§im redoxnim potencidlem na
centrum s niz§im redoxnim potencialem’”.

Lakasy izolované z rtiznych zdroji se vyznaduji roz-
dilnymi redoxnimi potencialy T1 centra; pro vyssi celkové
napéti EBFC je pak vyhodné pouZit enzym s co nejvysSim
T1 redoxnim potencidlem (maximalni hodnota uvadéna
780 mV proti standardni vodikové elektrod¢), které posky-
tuji vy$e jmenované zdroje®. Bilirubinoxidasa ma podob-
né usporadani aktivnich center a rovnéz dostate¢né vysoky
redoxni potencial T1 centra, optimum katalyzy je ovSem
v oblasti fyziologického pH, coz je vyhoda oproti lakasam
(opt. pH cca 4-5).

BOD i lakasy byly podobné jako anodické biokataly-
zatory Uspésné imobilizovany na rizna rozhrani s nanoma-
teridly podstatné zvysujicimi vysledné katodické proudové
hustoty. Velmi efektivni DET byl napf. pozorovan jak
u lakasy”', tak u bilirubinoxidasy®’ pii jednoduché adsorp-
ci na rozhrani tvofené zlatymi nanocasticemi bez jakékoliv
povrchové modifikace. Jesté vyhodnéjsi z hlediska pouzi-
tych materiald a stejné efektivni z hlediska vykonu je ad-
sorpce na uhlikové nanomaterialy; v polyvinyliden fluori-
du ¢&i Teflonu dispergované saze'”, piip. nano&astice uhli-
kového kryogelu umoziiujici efektivni nastaveni porozity®,
predstavuji efektivni a na obnovitelnych zdrojich zaloZe-
nou alternativu ke zlatym nanocasticim. Vysoce vykonna
katoda (vice nez 1000 uA cm *) byla p¥ipravena i inkubaci
preCisténé lakasy na antracenem modifikované CNT
(cit.”). Podobné efektivity bylo dosaZeno i pfi uzavieni
BOD do osmiovych redoxnich polymert’, jejich syntéza
vSak neni z technologického hlediska tak jednoducha
a levna jako vySe uvedené materialy.

Redukce kysliku byva znaéné limitovana jeho nizkou
rozpustnosti ve vod¢. Exponovanim biokatalytické casti
katody volnému vzduchu lze tak zvysit katodické proudo-
vé hustoty a tedy vykon celého zafizeni** % Tyto elektro-
dy jsou typicky tvofeny vnéjs$i difuzni vrstvou, ktera je
hydrofobni (teflonované uhlikové nanocastice), a hydrofil-
ni katalytickou ¢asti obsahujici enzym. U téchto systému
byla publikovéana proudové hustota a7 20 mA cm (cit.”).

Velmi efektivni bezmedidtorové katodické redukce
kysliku bylo dosazeno i pii pouziti bakterialni oxidoreduk-
tasy ,,Copper efflux Oxidase™ (CueO), ktera ma strukturu
velmi podobnou vySe zminénym MCO, neslouzi nicméné
k oxidaci organickych latek, ale Cu iontl. Tento enzym
byl exprimovan v rekombinantni E. coli a nasledné pouzit
jako biokatalyzator na katod¢, pti¢emz dosavadni vysledky
naznacuji, Ze CueO by zde mohla byt jesté ucinnéjsi nez
BOD nebo lakasa’.

Ptimy elektronovy transfer pro redukci kysliku vyka-
zuji 1 dal§si MCO, napt. ceruloplasmin, jehoZz intezivné;jsi-
mu vyuZiti v této oblasti brani jeho komplikovana struktu-
ra a pomérné bohata glykosylace, askorbatoxidasa s nepo-
mérné jednodussi strukturou a tyrozinasa®.

Kromé MCO bylo k redukei kysliku vyuzito i systé-
mu cytochrom c¢/cytochromoxidasa, nicméné s velmi niz-
kym potencialem redukce kysliku’®.
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Jako depolarizator byl pouzit i H,O, redukovany mi-
kroperoxidasami vykazujicimi DET (napi. MP-8, cit.”")
a peroxidasami’®, H,0, byl bud’ ptimo dodavan do systé-
mu nebo byl produkovan koimobilizovanou GOx (cit.”’).
Oproti kysliku je tento depolarizator reaktivnéji, coZ zna-
mena omezeni jeho vyuZiti pouze na systémy, které jsou
viici jeho oxida¢nim schopnostem rezistentni.

5. Aplikace biopalivovych ¢lanki

Jednim z pfedpokladanych vyuziti EBFC je napéjeni
implantovanych zafizeni, tedy vyuzivani kysliku a glukosy
obsazenych predevsim v krvi organismil jako depolarizato-
ru a paliva. Nezbytnymi podminkami jsou zde predevsim
eliminace uvolilovani pouzitych materialli do krevniho
obéhu, rezistence vuci interferencim a imunitnim reakcim.
Jednim z prvnich experimentl v této oblasti byl glukosa-
kyslikovy BFC (glukosaoxidasa + ubichinon na anodé
a polyfenoloxidasa + hydrochinon na katod¢) implantova-
ny do retroperitonealniho prostoru krys a produkujici jed-
notky pW béhem deseti dnt””. Nasledovaly rovnéz gluko-
sové BFC implantované do $nekt®® a do ustfic, kde bylo
testovano i spojent tii ,,elektrifikovanych® jedinct do bate-
rie poskytujici maximum 800 mV a 37 uW pfi sériovém,
resp. paralelnim spojeni®'. Podobny vykon byl dosazen
u BFC na bazi glukosaoxidasy, lakasy a CNT umisténého
do bfisni dutiny krysy. Stabilitni experimenty pak prokaza-
ly, ze ani po 110 dnech nebyla indukovana zadna zapalova
reakce®. Southcott a spol. pak popsali glukosadehydro-
genasa/lakasovy BFC s vykonem dostateénym na provoz
kardiostimulatoru testovany v simulaci lidského krevniho
ob¢&hu.

Pokud jsou opera¢ni charakteristiky BFC zndmym
zpusobem zavislé na podminkach prostiedi, 1ze tato zatize-
ni vyuzit i jako samonapdjeci biosenzory. Publikovany
byly napf. samonapajeci biosenzory na glukosu (zavislost
napéti BFC na koncentraci glukosy)™, CN™ ionty (inhibice
intramolekularniho elektronového transportu lakasy)®,
nitroaromatické vybuSniny (zplsobujici vyvazani oli-
gomycinu  inhibujictho anodové reakce pyruvat-
kyslikového mitochondrialniho BFC)* a kyslik. V posled-
nim piipadé bylo vyuzito negativniho vlivu kysliku na
efektivitu anodového MET, ¢imz mohl BFC fungovat jako
logické hradlo se vstupy reprezentovanymi probubldvanim
elektrolytu kyslikem (inhibice anodového proudu) a dusi-
kem (Z4dn4d reakce na katod¢). Detegovatelny signal
(proud poskytovany BFC) existuje tedy jen pfi takovém
mnozstvi kysliku v systému, kdy jesSt¢ nedojde k zastaveni
transportu elektrontl na anodu a zaroven je dostatek kato-
dického substratu®’. Podobné bylo vyuzito i aptamerti na
konstrukci samonapajeciho biosenzoru, logického hradla,
ktery byl schopen rozliSovat rizné kombinace koncentrace
ATP a thrombinu®®.

Pii vyuziti BFC jako integralni soucasti biosenzorl
odpada potifeba maximalizace vykonu a diky biokompati-
bilit€ a rozmanitosti konfiguraci BFC jsou tyto inteligentni
samonapajeci (ptfipadné implantované) biosenzory oblast
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s pravdépodobné nejvysSim potencidlem pro praktické
vyuziti BFC.

6. Zavér

Enzymové biopalivové ¢lanky predstavuji
v soucasnosti stdle intenzivnéji zkoumanou specifickou
alternativu alkalickych baterii a zdroji implantovanych
zatizeni. Pokrok pfedevSim v oblasti nanomaterialti spolu
s vybérem nejvhodnéjsich oxidoreduktas umoznil kon-
strukci zafizeni s operacnimi vlastnostmi opraviiujicimi
k ptredpokladu, ze tento koncept bude mozné vyuzit
i v praktickych aplikacich. Hlavnim cilem nicméné
i nadale ziistava zvyseni dlouhodobé stability a dalsi zvy-
Seni vykonu, pficemz jednou ze slibnych cest mize byt
vyuziti rekombinantnich oxidoreduktas se specidlnimi
vlastnostmi.

Tato publikace byla vytvorena v ramci projektii APVV
0282-11 a VEGA 1/0229/12.
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J. Filip and J. Tka¢ (Institute of Chemistry, Slovak
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.
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