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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest biokatoda obejmujaca elektrode szklana, pokrytg cienkg warstwa
tlenku indu domieszkowanego tlenkiem cyny, ITO, oraz co najmniej jedng warstwe nanoczastek tlenku
metalu zawierajacg nanoczastki tlenku indu domieszkowane tlenkiem cyny, ITOyp charakteryzuje sie
tym, ze na powierzchni elektrody znajduje sie zaadsorbowany enzym w postaci oksydazy bilirubiny,
BOD, zaadsorbowanej bezposrednio na powierzchni elektrody szklanej pokrytej warstwg tlenku indu
domieszkowanego tlenkiem cyny, ITO, modyfikowanej nanoczgstkami tlenku indu domieszkowanymi
tlenkiem cyny, ITOnp. Wynalazek obejmuje takze sposéb wykonania takiej biokatody oraz ogniwo
cynkowo-tlenowe, obejmujace takg biokatode.

Bioogniwo paliwowe jest to urzadzenie elektrochemiczne, w ktérym energia reakcji chemicznej
jest przeksztatcana w energie elektryczna. Do tego celu, jako biokatalizatory reakcji elektrodowych,
wykorzystuje sie enzymy lub cate, zywe mikroorganizmy. W bioogniwie paliwowym na bioanodzie,
w wyniku utleniania biopaliwa, wytwarzane sg elektrony, ktdére nastepnie wykorzystywane sg do re-
dukgcji nadtlenku wodoru lub ditlenu do wody zachodzacej na biokatodzie. W wiekszosci przypadkow
bioanody i biokatody zawieraja, oprécz enzymu, takze mediator — przekaznik elektrondw, ktéry wptywa
na zwiekszenie wydajnosci bioogniwa paliwowego. Jednak obecnos¢ mediatora moze wptywac¢ na
skrocenie czasu zycia (dziatania) bioogniwa, pogorszy¢ stabilnos¢ jego pracy, a takze skomplikowac¢
konstrukcje bioogniwa i ograniczy¢ mozliwos¢ jego miniaturyzacji. Z tego ostatniego wzgledu biokata-
lizatory muszg by¢ trwale unieruchomione na powierzchni elektrody (bioanody lub biokatody), a kon-
strukcja elektrody powinna umozliwia¢ bezmediatorowa bioelektrokatalize. W stanie techniki do tego
celu stosowane sa elektrody modyfikowane filmami otrzymanych z nanoczastek o réznej architekturze
i sktadzie, np. zawierajacych nanoczastki metali, tlenkéw metali lub wegla. Pomimo licznych doniesien
literaturowych dotyczacych modyfikacji elektrod nanoczastkami metali i wegla, wykorzystanie
nanoczastek tlenkéw metali jest mniej popularne (Chen 2001, The Analyst 126: 1728-1732, Jia 2005,
Journal of Electroanalytical Chemistry 580(2): 213-221, Li 2006, Analytical Biochemistry 349: 33-40,
Salimi 2006, Electrochemistry Communications 8(9): 1499-1508, Zong 2006, Langmuir 22: 8915-8919,
Salimi 2007, Biophysical Chemistry 130(3): 122-131, Salimi 2007, Biosensors and Bioelectronics
22(12): 3146-3153, Zong 2007, Analytica Chimica Acta 582: 361-366, Moghaddam 2008, Journal of
Electroanalytical Chemistry 614(1-2): 83-92, Moghaddam 2008, Journal of Applied Electrochemistry
38: 1233-1239, Solanki 2008, Applied Physics Letters 93: 163903, Szot 2008, Journal of
Electroanalytical Chemistry 612: 1-8, Wang 2008, Biosensors and Bioelectronics 23: 1781-1787, Kim
2009, Enzyme and Microbial Technology 44: 129-134, Wang 2009, Sensors and Actuators B: Chemi-
cal 136(2): 332—-337, Alkasir 2010, Biosensors and Bioelectronics in press, Rahman 2010, Sensors
10:4855-4886).

Unieruchamianie enzymu na powierzchni elektrody modyfikowanej nanoczastkami tlenkéw
metali realizowane jest poprzez jednoczesne elektroosadzanie nanoczastek i biokatalizatora (Salimi
2007, Biosensors and Bioelectronics 22(12): 3146—-3153, Salimi 2007, Biophysical Chemistry 130(3):
122-131, Kim 2009, Enzyme and Microbial Technology 44: 129-134, Alkasir 2010, Biosensors and
Bioelectronics in press), elektroosadzanie nanoczastek i nastepnie sieciowanie na nich enzymu
(Alkasir 2010, Biosensors and Bioelectronics in press), adsorpcje enzymu na nanoczastkach tlenkow
metali, na ktére nastepnie nanosi sie warstwe polimeru z nanorurkami weglowymi (Wang 2009, Sen-
sors and Actuators B: Chemical 136(2): 332-337), unieruchomienie biokatalizatora w polimerze
hybrydowym (Szot 2008, Journal of Electroanalytical Chemistry 612: 1-8) lub w nanokompozytach
polimerowych (Chen 2001, The Analyst 126:1728-1732, Jia 2005, Journal of Electroanalytical Chem-
istry 580(2): 213-221, Li 2006, Analytical Biochemistry 349: 33-40, Zong 2006, Langmuir 22: 8915-
8919, Zong 2007, Analytica Chimica Acta 582: 361-366, Solanki 2008, Applied Physics Letters
93:163903, Wang 2008, Biosensors and Bioelectronics 23:1781-1787, Wang 2009, Sensors and Ac-
tuators B: Chemical 136(2): 332-337).

W stanie techniki elektrody modyfikowane nanoczgstkami tlenku indu domieszkowanego tlen-
kiem cyny (ITO) stosowane sg do adsorpcji cytochromu c (Frasca 2010, ChemCatChem 2, 839-845)
oraz do unieruchamiania lakazy w polimerze hybrydowym (Szot 2008, Journal of Electroanalytical
Chemistry 612: 1-8). Pierwsza z wspomnianych elektrod wykorzystywana jest jako bioczujnik do
oznaczania anionu ponadtlenkowego (O;"), druga za$ jako biokatoda do mediowanej ABTS redukcji
ditlenu do wody.
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Nieoczekiwanie okazalo sie, ze osadzajgc w prosty sposdb nanoczastki ITOyr na powierzchni
elektrody ITO i adsorbujac na nich enzym, mozna uzyskac¢ elektrode, ktéra charakteryzuje sie o wiele
lepszg wydajnoscig bezmediatorowego procesu biokatalitycznej redukcji tlenu w poréwnaniu do elek-
trody niemodyfikowanej nanoczastkami.

Zgodnie z wynalazkiem, biokatoda obejmujaca elektrode szklana, pokrytg cienkg warstwa tlen-
ku indu domieszkowanego tlenkiem cyny, ITO, oraz co najmniej jedng warstwe nanoczgstek tlenku
metalu zawierajacg nanoczastki tlenku indu domieszkowane tlenkiem cyny, ITOyp charakteryzuje sie
tym, ze na powierzchni elektrody znajduje sie zaadsorbowany enzym w postaci oksydazy bilirubiny,
BOD, zaadsorbowanej bezposrednio na powierzchni elektrody szklanej pokrytej warstwa tlenku indu
domieszkowanego tlenkiem cyny, ITO, modyfikowanej nanoczgstkami tlenku indu domieszkowanymi
tlenkiem cyny, ITOyp.

Korzystnie, nanoczastki ITOyp majg $rednice od 10 nm do 100 nm, korzystniej ok. 20 nm.

Korzystnie, obejmuje od 1 do 12 warstw nanoczastek ITOyp.

Korzystnie, biokatoda dodatkowo pokryta jest warstwa sieciujgca otrzymang z mieszaniny wod-
nych roztworéw aldehydu glutarowego, GA, surowiczej albuminy wotowej, BSA oraz buforu Mcl-
Ivaine'a.

Korzystnie, biokatoda obejmuje warstwe sieciujaca otrzymang z mieszaniny wodnych roztwo-
réw enzymu, aldehydu glutarowego, GA oraz surowiczej albuminy wotowej, BSA.

Wynalazek dotyczy takze sposobu wykonania biokatody, w ktérym na powierzchnie elektrody
szklanej pokrytej cienkg warstwg ITO nanosi sie z roztworu nanoczastki tlenku metalu zawierajgce
nanoczastki tlenku indu domieszkowane tlenkiem cyny, ITOyp charakteryzujacy sie tym, ze adsorbuje
sie enzym bezposrednio na powierzchni elektrody szklanej pokrytej cienkg warstwag tlenku indu do-
mieszkowanego tlenkiem cyny, ITO, modyfikowanej nanoczgstkami tlenku indu domieszkowanymi
tlenkiem cyny, ITOyp, poprzez zanurzenie elektrody w roztworze enzymu, przy czym adsorbowanym
enzymem jest oksydaza bilirubiny, BOD.

Korzystnie, roztwor enzymu ma stezenie od 0,1 mg cm®do 10 mg cm’, korzystniej okoto 1 mg cm®.

Korzystnie, czas etapu adsorpcji wynosi od 1 h do 24 h, korzystniej 2h.

Korzystnie, po etapie absorpcji enzymu sposéb obejmuje on etap pokrywania biokatody war-
stwa sieciujaca otrzymang z mieszaniny wodnych roztworéw aldehydu glutarowego, GA, surowiczej
albuminy wotowej, BSA oraz buforu Mcllvaine'a.

Korzystnie, stezenia GA i BSA wynosza 1% wag., a stosunek objeto$ciowy zmieszanych roz-
tworéw wynosi 1:1:1.

Korzystnie, sposdb obejmuje etap pokrywania biokatody warstwg sieciujaca otrzymang z mie-
szaniny wodnych roztworéw enzymu, aldehydu glutarowego, GA oraz surowiczej albuminy wotowej,
BSA.

Korzystnie, stezenia GA i BSA wynoszg 1% wag., stezenie enzymu wynosi 1 mg cm 3, a stosu-
nek objeto$ciowy zmieszanych roztworéw wynosi 1:1:1.

Wynalazek dotyczy takze ogniwa cynkowo-tlenowego, obejmujgcego anode cynkowa; elektrolit,
ktérym jest bufor Mcllvaine'a o stezeniu od 0,02M do 1M, korzystnie okoto 0,1; i pH od 4 do 8, ko-
rzystnie okoto 4,8; oraz biokatode wedtug wynalazku.

Nieoczekiwanym efektem modyfikacji powierzchni elektrody nanoczgstkami ITO i nastepnie ad-
sorpcjg enzymu wedlug wynalazku okazato sie zwiekszenie wydajnosci procesu bezposredniego
przeniesienia elektronu pomiedzy enzymem a powierzchnig elektrody przy jednoczesnie prostej me-
todzie przygotowania biokatody.

Korzystne przyktady wykonania wynalazku

Obecny wynalazek zostanie bardziej szczegdtowo przedstawiony w przyktadach wykonania
z odniesieniem do zatgczonego rysunku, na ktérym:

fig. 1 przedstawia schemat modyfikacji elektrody ITO nanoczastkami ITOyp i 0ksydaza bilirubiny;

fig. 2 przedstawia schemat biokatody (A) z oksydaza bilirubiny zaadsorbowang na elektrodzie
ITO modyfikowang nanoczastkami ITOwp (ITOwp | BOD), (B) BOD unieruchomiong w warstwie sieciu-
jacej (ITONP|BODemb, BSA, GA) oraz (C) z oksydazg bilirubiny zaadsorbowang na elektrodzie ITO
modyfikowang nanoczgstkami ITOyp i pokrytg warstwg sieciujacg (ITOnp | BOD,gs, BSA, GA) wedtug
wynalazku;

fig. 3 przedstawia krzywe woltamperometryczne otrzymane dla elektrod ITO: niemodyfikowanej
oraz modyfikowanych 1, 3, 6, 9 i 12 warstwami nanoczastek ITOyp z zaadsorbowang BOD zanurzo-
nych w nasyconym ditlenem 0,1 M buforze Mcllvaine'a pH 4,8;
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fig. 4 przedstawia krzywe woltamperometryczne otrzymane dla elektrod ITO (A) niemodyfiko-
wanej oraz (B) modyfikowanej 6 warstwami nanoczastek ITOyp z zaadsorbowang BOD zanurzonych
w nasyconym ditlenem 0,1 M buforze Mcllvaine'a pH 4,8 (DET) oraz w nasyconym ditlenem 0,1 mM
roztworze ABTS pH 4,8 (MET);

fig. 5 przedstawia zaleznosci gestosci pradu od czasu otrzymane dla elektrod: ITOyp |BOD (—),
ITONnp \ BODe¢np, BSA, GA (—) oraz ITOyp \ BOD,gs, BSA, GA (-"-) modyfikowanych 12 warstwami na-
noczastek ITOwp z zaadsorbowang BOD zanurzonych w nasyconym ditlenem 0,1 M buforze Mcllvai-
ne'a pH 4,8;

fig. 6 przedstawia charakterystyki prad-napiecie (m) oraz prad-moc (o) ogniwa sktadajacego sie
z anody cynkowej pokrytej cienkg warstwa Nafionu oraz (A) ITOpp | BOD,Lgs, BSA, GA lub (B)
ITONnp \ BOD BODgn,, BSA, GA zanurzonych w nasyconym ditlenem 0,1 M buforze Mcllvaine'a pH 4,8.

Odczynniki i stosowane materialy.

Do przygotowania katod uzyto materiat elektrodowy — ITO (tlenek indu domieszkowany tlenkiem
cyny) zakupiony w Delta Technologies, Ltd., nanoczgstki ITOxp 0 $rednicy 21 nm zakupione Na-
nophase Technologies Corp., metanol zakupiony w Chempur, aldehyd glutarowy (GA) zakupiny
w Fluka, surowicza albumina wotowa (BSA) oraz 2,2'-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian)
amonu zakupione w Sigma-Aldrich. Oksydaza bilirubiny otrzymana z Amano Enzymes Inc.

Do przygotowania anody uzyto drut cynkowy o srednicy 0,25 mm zakupiony w GoodFellow,
Nafion (5% roztwoér w izopropanolu) zakupiony w Sigma-Aldrich, alkohol izopropylowy (CsH;OH) za-
kupiony w Merck.

Do przygotowania elektrolitow uzyto wodorofosforan sodu (Na,HPOQO,) zakupiony w POCh, kwas
cytrynowy (CgHgO7xH,0) zakupiony w Chempur, wode demineralizowang (p > 15 MQ cm) otrzymang
Z systemu oczyszczania Millipore Elix oraz ditlen (99,99999%) — Multax.

Aparatura

Do pomiaréw woltamperometrycznych, wyznaczenia charakterystyk pragdowo-napieciowych i cha-
rakterystyk mocy ogniw postuzono sie elektrochemiczng stacjg pomiarowg Autolab PGSTAT30 wy-
produkowanej przez Eco Chemie.

Do nanoszenia nanoczastek ITO wykorzystano urzadzenie do naktadania warstw typu dip-co-
ater wyprodukowane przez KSV Instruments Ltd.

Przygotowanie elektrod oraz elektrolitu

Elektrody ITO modyfikowane nanoczgstkami ITOyr bedace biokatodami w prezentowanych
przyktadach zostaty przygotowane zgodnie z procedurg opisang wczesniej (Niedziolka 2007, Electro-
analysis 19: 155-160). Przed modyfikacjg elektrody ITO byty czyszczone zgodnie z procedurg opisa-
ng przez Macdonald 2008, Journal of Solid State Electrochemistry 12: 287-293 oraz Murata 2009,
Energy and Environmental Science 2 (12): 1280-1285. Nastepnie warstwy nanoczastek ITO nakfada-
no poprzez sekwencyjne zanurzanie i wynurzanie elektrod ITO w 3% wag. zawiesinie ITOyr W meta-
nolu z szybkoscig 85 mm min™ (fig. 1). Proces ten powtarzano od 1 do 12 razy. Po kazdym etapie
zanurzania i wynurzania elektroda byta ptukana w metanolu w celu usuniecia niezwigzanych nano-
czastek ITO.

Kolejnym etapem modyfikacji byta adsorbcja enzymu na powierzchni elektrody. W tym celu
elektrode ITO z naniesionymi warstwami nanoczastek ITOywp zanurzano w 1 mg cm™ roztworze BOD
w 0,1 M buforze Mcllvaine'a pH 4,8 przez 2 h w temperaturze ok. 5°C. Powierzchnia biokatody wyno-
sita 0,2 cm®. Otrzymana w ten sposéb biokatoda w dalszej czesci tekstu jest nazywana ITOwe | BOD
(fig. 2A).

Unieruchomienie enzymu w warstwie sieciujgcej wykonano dwiema metodami wykorzystujac
zmodyfikowang procedure opisang wczesniej (Li 2008, Electrochemistry Communications 10: 851-854).
W pierwszej metodzie zmieszano w stosunku objetosciowym 1:1:1 wodne roztwory BSA (1% wag.),
GA (1% wag.) oraz 0,1 M bufor Mcllvaine'a pH 4,8. 5 ul tej mieszaniny nakroplono na elektrode mody-
fikowang nanoczgstkami ITO i z zaadsorbowang oksydazg bilirubiny. Elektroda byta nastepnie pozo-
stawiana do wyschniecia na 2 godzin w temperaturze pokojowej. W drugiej metodzie zmieszano roz-
twor BOD (1 mg cm'3) z wodnym roztworem BSA (1% wag.) i GA (1% wag.) w stosunku objetoscio-
wym 1:1:1. 5 ul tej mieszaniny nakroplono na elektrode modyfikowang nanoczastkami ITO i pozostawio-
no do wyschniecia na 2 godz. w temperaturze pokojowej. Otrzymane w ten sposéb biokatody w dalszej
czesci tekstu sg nazywane odpowiednio ITOp | BOD,4s, BSA, GA (fig. 2C) oraz ITOwp | BOD¢mp, BSA,
GA (fig. 2B).
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Anoda cynkowa zostata przygotowana w sposéb podobny do opublikowanego wczesniej (Shin
2005, J. Am. Chem. Soc. 127: 14590-14591). Drut cynkowy (& = 0,25 mm) pokryto cienkg warstwg
Nafionu przez zanurzenie go do 0,5% roztworu Nafionu w izopropanolu i wysuszenie.

Elektrolitami byly nasycone tlenem: wodny 0,1 M bufor Mcllvaine'a pH 4,8 przygotowane pod-
czas pH-metrycznego miareczkowania roztworu Na,HPO, o stezeniu 0,2 M za pomoca roztworu kwasu
cytrynowego o stezeniu 0,1 M lub wodny roztwér 0,1 mM ABTS w 0,1 M buforze Mcllvaine'a pH 4,8.

Przyktad 1

W celu zobrazowania wydajnosci procesu biokatalitycznej redukcji tlenu biokatod modyfikowa-
nych nanoczastkami ITOyp | enzymem przeprowadzono pomiary woltametrii cyklicznej elektrod zanu-
rzonych do nasyconego ditlenem buforu Mcllvaine'a pH 4,8. Krzywe woltametrii cyklicznej przedsta-
wiono na fig. 3. Nieoczekiwanie okazato sie, ze osadzajgc nanoczastki ITO na powierzchni elektrody
ITO i absorbujagc BOD, mozna uzyska¢ o wiele lepsza wydajnosé procesu biokatalitycznej redukciji
tlenu w poréwnaniu do elektrody niemodyfikowanej nanoczastkami, na ktérej zaadsorbowano BOD.
Najwiekszg wydajnoscig wynoszacg ok. 110 pA cm™ charakteryzuje sie elektroda modyfikowana 12
warstwami nanoczastek ITOyp, @ Najmniejszg, wynoszaca ok. 14 pA cm™, elektroda niemodyfikowana
nanoczastkami. Wydajnos¢ procesu biokatalitycznej redukcji jest proporcjonalna do liczby warstw
nanoczastek ITOwp (fig. 2), co sugeruje, ze BOD jest zaadsorbowana nie tylko na zewnetrznej po-
wierzchni nanoczastek ITOyp, ale takze w gtebszych warstwach ITOyp.

Przyktad 2

W celu zobrazowania wptywu obecnosci mediatora na wydajnosci procesu biokatalitycznej re-
dukcji tlenu biokatod modyfikowanych nanoczastkami ITOwp | BOD postepowano analogicznie jak
w przyktadzie 1 zmieniajac jedynie elektrolit na 0,1 M roztwér ABTS w buforze Mcllvaine'a pH 4,8.
Porownanie procesu bezposredniego przeniesienia elektronu (DET) pomiedzy enzymem a powierz-
chnig elektrody i mediowanego przez ABTS (MET) przedstawiono na fig. 4. Mozna zauwazy¢, ze za-
réwno dla elektrody modyfikowanej tylko BOD (fig. 3A), jak i dla elektrody modyfikowanej 6 warstwami
ITONe | BOD (fig. 3B) wplyw mediatora jest niewielki. Jest to spowodowane tym, ze BOD na po-
wierzchni elektrody zorientowana jest w odpowiedni sposéb, aby mogto zaj$¢ bezposrednie przenie-
sienie elektronu pomiedzy centrum katalitycznym enzymu a elektroda.

Przyktad 3

W celu zobrazowania trwato$ci adsorpcji enzymu na powierzchni zmodyfikowanej elektrody po-
stepowano analogicznie jak w przyktadzie 1 z tym, ze prowadzono chronoamperometrie przyktadajac
potencjat E=100 mV (fig. 5). Mozna zauwazy¢, ze po ok. 1 h gestos¢ pradu katalitycznego dla elektro-
dy modyfikowanej 12 warstwami ITOywp i BOD (ITOyp | BOD) spada o ok. 90%. Jest to spowodowane
desorpcjg enzymu. Trwatos¢ adsorpcji zostata polepszona przez zastosowanie warstwy sieciujgcej,
ktéra naniesiono na zaadsorbowang BOD na elektrodzie z 12 warstwami ITOyp (ITONP\ BOD_gs, BSA,
GA) lub w ktérej unieruchomiono enzym (ITONp|BODemb BSA, GA). Stwierdzono, ze zaréwno dla
ITONP|BODads, BSA, GA jak i dla ITONP|BODemb BSA, GA w ciggu pierwszych 15 min. wzrasta ge-
stos¢ pradu katalitycznego. Jest to spowodowane zwilzaniem warstwy sieciujgcej, dzieki czemu uta-
twiona jest dyfuzja ditlenu rozpuszczonego w elektrolicie do BOD. Po okoto 105 min. obserwowany
jest spadek pradu katalitycznego o ok. 33%, jednak trwato$¢ adsorpcji BOD na tych elektrodach jest
lepsza w poréwnaniu do takiej samej elektrody niemodyfikowanej warstwg sieciujaca.

Przyktad 4

W celu zobrazowania wydajnosci przyktadowych ogniw z biokatodg ITONP|BODadS, BSA, GA
lub ITONP|BODemb, BSA, GA zarejestrowano ich charakterystyki pragdowo-napieciowe. W tym celu
umozliwiano przeptyw przez ogniwa zadanego pragdu za pomoca galwanostatu. Po czasie 100 s od
przytozenia zadanego pradu rejestrowano napiecie ogniw, a nastepnie sporzadzono wykresy zalezno-
$ci tego napiecia od gestosci pradu. Sporzgdzono réwniez zaleznosci gestosci mocy (iloczyn napiecia
i gestosci pradu) od gestosci pradu. Charakterystyki prad-napiecie oraz prgd-moc przyktadowych
ogniw sg przedstawione na fig. 6. Napiecie obwodu rozwartego dla ogniw z biokatodg ITOwp | BOD 45,
BSA, GA lub ITOyp | BODe¢mp, BSA, GA wynosi ok. 1,6 V. Wyzszg gestos¢ mocy uzyskano dla ogniwa
Z ITOwp | BODemy, BSA, GA jako biokatodg wynoszaca 54 pW cm?® przy 1,1 V, a nizsze dla ogniwa
Z ITOwp | BOD,4s, BSA, GA jako biokatodg wynoszacg 43 uW cm? przy 0,86 V.
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Zastrzezenia patentowe

1. Biokatoda obejmujgca elektrode szklang, pokryta cienkg warstwag tlenku indu domieszko-
wanego tlenkiem cyny, ITO, oraz co najmniej jedng warstwe nanoczastek tlenku metalu zawierajaca
nanoczastki tlenku indu domieszkowane tlenkiem cyny, ITOwp, znamienna tym, ze na powierzchni
elektrody znajduje sie zaadsorbowany enzym w postaci oksydazy bilirubiny, BOD, zaadsorbowanej
bezposrednio na powierzchni elektrody szklanej pokrytej warstwg tlenku indu domieszkowanego tlen-
kiem cyny, ITO, modyfikowanej nanoczgstkami tlenku indu domieszkowanymi tlenkiem cyny, ITOyp.

2. Biokatoda wedlug zastrz. 1, znamienna tym, ze nanoczastki ITOyr majg $rednice od 10 nm
do 100 nm, korzystniej ok. 20 nm.

3. Biokatoda wedlug zastrz. 1 albo 2, znamienna tym, ze obejmuje od 1 do 12 warstw nano-
czastek ITOpp.

4. Biokatoda wedlug dowolnego z zastrz. od 1 do 3, znamienna tym, ze dodatkowo pokryta
jest warstwa sieciujgcg otrzymang z mieszaniny wodnych roztworéw aldehydu glutarowego, GA, su-
rowiczej albuminy wotowej, BSA oraz buforu Mcllvaine'a.

5. Biokatoda wedtug dowolnego z zastrz. od 1 do 4, znamienna tym, ze obejmuje warstwe
sieciujgcg otrzymang z mieszaniny wodnych roztworéw enzymu, aldehydu glutarowego, GA oraz su-
rowiczej albuminy wotowej, BSA.

6. Sposodb wykonania biokatody, w ktérym na powierzchnie elektrody szklanej pokrytej cienka
warstwa ITO nanosi sie z roztworu nanoczastki tlenku metalu zawierajgce nanoczastki tlenku indu
domieszkowane tlenkiem cyny, ITOwp, znamienny tym, ze adsorbuje sie enzym bezposrednio na
powierzchni elektrody szklanej pokrytej cienkg warstwg tlenku indu domieszkowanego tlenkiem cyny,
ITO, modyfikowanej nanoczgstkami tlenku indu domieszkowanymi tlenkiem cyny, ITOyp, poprzez za-
nurzenie elektrody w roztworze enzymu, przy czym adsorbowanym enzymem jest oksydaza bilirubiny,
BOD.

7. Spos6b wedtug zastrz. 6, znamienny tym, ze roztwor enzymu korzystnie ma stezenie od
0,1 mg cm™ do 10 mg cm, korzystniej okoto 1 mg cm™.

8. Sposdb wedtug zastrz. 7, znamienny tym, ze czas etapu adsorpcji wynosi od 1 h do 24 h,
korzystniej 2 h.

9. Sposéb wedtug dowolnego z zastrz. od 6 do 8, znamienny tym, Ze po etapie absorpcji en-
zymu obejmuje on etap pokrywania biokatody warstwg sieciujgcq otrzymang z mieszaniny wodnych
roztworéw aldehydu glutarowego, GA, surowiczej albuminy wotowej, BSA oraz buforu Mcllvaine'a.

10. Sposdb wedtug zastrz. 9, znamienny tym, ze stezenia GA i BSA wynosza 1% wag., a sto-
sunek objetosciowy zmieszanych roztworéw wynosi 1:1:1.

11. Sposéb wedtug dowolnego z zastrz. od 6 do 8, znamienny tym, Zze obejmuje etap pokry-
wania biokatody warstwg sieciujacg otrzymang z mieszaniny wodnych roztworéw enzymu, aldehydu
glutarowego, GA oraz surowiczej albuminy wotowej, BSA.

12. Sposéb wedtug zastrz. 13, znamienny tym, ze stezenia GA i BSA wynosza 1% wag., ste-
zenie enzymu wynosi 1 mg cm’, a stosunek objetosciowy zmieszanych roztworéw wynosi 1:1:1.

13. Ogniwo cynkowo-tlenowe, obejmujgce anode cynkowa; elektrolit, ktérym jest bufor Mcllv-
aine'a o stezeniu od 0,02M do 1M, korzystnie okoto 0,1; i pH od 4 do 8, korzystnie okoto 4,8; oraz
blokatode wedtug dowolnego z zastrz. od 1 do 5.
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Rysunki

Fig. 1

Fig. 2
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