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Bioinstrumentatia in medicina

Diagnosticul molecular este un domeniu in plind expansiune, care utilizeaza
bioinstrumentatia si care permite realizarea atat a unui diagnostic timpuriu, cat si a unor
abordari terapeutice inovatoare (cheia pentru tratarea cu succes a multor boli) [1].

Bioinstrumentatia implica realizarea a noi dispozitive si proceduri care rezolva probleme
medicale si de sanatate prin combinarea cunostintelor avansate recente in domeniul
medicinei, biologiei si ingineriei moleculare in scopul Tmbunatatiri sanatati umane.
Bioinstrumentatia, prin activitati interdisciplinare, integreaza astfel principii de medicina,
biologie, biofizica si biochimie cu concepte de proiectare in inginerie pentru imbunatatirea
starii de sanatate (diagnostic si terapie) [2].

Dispozitivele ce contin:

1. biomolecule: proteine (enzime pentru recunoasterea specifica a substraturilor, anticorpi
pentru interactiunea specificd cu antigenele corespunzatoare), ADN-uri sau ARN-uri,
orice alt receptor (artificial sau biologic) care se leaga de molecula analizata (tinta) cu
afinitate si specificitate mari sau

2. microrganisme: ciuperci, bacterii, tesut, componente biomimice,

constituie noi generatii de instrumente pentru aplicatiile de diagnostic molecular, sunt
numite senzori si biosenzori. Ambele tipuri de dispozitive au si potentialul de a facilita
testarea la punctul de ingrijire (POCT), unde pot fi efectuate analize moleculare de ultima
generatie (prin auto-monitorizare sau personal fara pregatire speciala), fara a necesita prezenta
unui laborator de analize sofisticat.

Astfel, bioinstrumentele, ce folosesc tehnologii noi, cum sunt (nano)senzorii i
(nano)biosenzorii, pot fi aplicate in diagnosticul molecular [3]: Th monitorizarea clinica a
unor substante de interes biologic (biomarkeri: glucoza, neurotransmitatori, hormoni, lactoza,
ureea, colesterolul, antioxidanti si specii reactive ai oxigenului sau azotului, medicamente, etc,),
in estimarea raspunsului organismului la terapii specifice, dar si in studiul interactiunilor
dintre diverse biomolecule (interactiuni proteine-proteine, proteine-medicamente, ADN-proteine,
etc.).

Astfel, sisteme de diagnostic molecular pe baza de senzori si biosenzori pot fi dezvoltate
pentru a viza mai multe domenii de interes medical: teste pentru evidentierea si cuantificarea
biomarkerilor bolilor metabolice, neurodegenerative, infectioase, genetice, farmacogenomice si
a stresului oxidativ (in sportul de performanta, dieta dezechilibrata, poluare, etc.) [4].

Metodele analitice traditionale sunt costisitoare, lente, au nevoie de laboranti bine pregatiti si in
unele cazuri necesita pre-tratarea probelor, fapt ce determina cresterea timpului de analiza. O
alternativa la aceste metode este data de utilizarea senzorilor si biosenzorilor care prezinta
avantajele de a fi mai simple, mai rapide si mai ieftine decéat testele clasice. Avantajele
(bio)senzorilor sunt date astfel de: selectivitatea si specificitatea mare, costul relativ scazut al
constructiei si depozitarii, potentialul de miniaturizare, facilitatea de automatizare si constructie
a unui echipament simplu si portabil/plasture atasat pe piele pentru analize si monitorizare
rapida in afara laboratorului (auto-monitorizare) [3].

Nanomedicina este o ramura a medicinei care aplica cunostinte si instrumente din domeniul
nanotehnologiei pentru prevenirea si tratamentul bolilor. Nanomedicina implica utilizarea de
materiale la scala nanometrica (nanoparticule biocompatibile si nanoroboti), pentru
diagnostic (tehnici si substante de imagistica), detectie (biomarkeri), transport (medicamente)
si actionare (ingineria tesuturilor si medicina regenerativa) in organismele vii. Nanomedicina
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se refera, astfel, si la dezvoltarea unor dispozitive mici, nanostructurate, usor de utilizat, care
folosesc pot ajuta n diagnosticarea timpurie si recomandarea terapiei adecvate.
Nanosistemele bazate pe nanomateriale utilizeaza unicitatea proprietatilor nanomaterialelor
biologice si fizice In recunoasterea unei molecule tintd. Nanomateriale noi, care au o
rezistenta mecanica mare, o conductivitate electrica buna, dimensiuni nanometrice si care sunt
compatibile cu moleculele biologice sunt ideale pentru dezvoltarea biosenzorilor cu o limita
de detectie scazuta [5-8].

in general, avantajele (bio)senzorilor bazati pe nanomateriale sunt raspunsul rapid in timp
real, dimensiunile reduse, sensibilitatea, specificitatea si selectivitatea foarte mari Si
portabilitatea Tn comparatie cu electrozii si senzorii mari. Astfel, odata cu aparitia
nanotehnologiei, diagnosticul molecular poate fi realizat cu nano(bio)senzori avansati care pot
detecta concentratii de nivel scazut ale analitilor utilizand dispozitive portabile.

Nanobiologia, cu ajutorul biologiei moleculare si biochimiei sintetice, a dezvoltat noi elemente
de recunoastere artificiala, cum sunt aptamerii si fragmente variabile cu lant unic, care
recunosc specific anumite proteine, ce pot fi folosite impreuna cu elemente artificiale
(nanoparticule si nanofibre metalice, compusi metaloporfirinici, etc.) pentru obtinerea unor
dispozitive noi, (nano)senzorii si (nano)biosenzorii, cu grad mare de selectivitate si
specificitate pentru biomarkeri din probe cu matrici complexe cum sunt lichidele biologice (ser,
urina, saliva) folosite in diagnosticul molecular.

Dispozitivele mici trebuie integrate sau ambalate utilizdnd o tehnica de fabricare adecvata.
Tehnologiile recente avansate ale sistemelor microelectro-mecanice (MEMS), inclusiv
microelectronica, microfabricarea, fotolitografia si microprelucrarea care se aplica in domeniul
cercetérii biomedicale, au permis aparitia dispozitivelor BioMEMS. Incorporarea BioMEMS
intr-un canal microfluidic permite dezvoltarea unui ,laborator pe un cip” (lab-on-chip) care
ofera posibilitatea realizarii unei prelevari automate a unui volum mic de proba, o pre-
separare sau o detectie multi-proteica [9].

Interactiunile biomoleculare sunt unele din cele mai prezente reactii care au loc intr-un
organism viu si reprezintd mecanismul de baza al functiilor biologice. Aceste interactiuni apar
intre macromolecule (ADN, ARN, proteine, lipide, carbohidrati, medicamente), receptori biologici
specifici si bio(molecule). intelegerea acestor interactiuni este esentiala pentru diagnosticarea
timpurie a unei patologii si obtinerea unor medicamente eficiente si pot fi studiate cu
ajutorul (nano)senzorii lor si (nano)biosenzorilor.
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Scopul si obiectivele tezei de doctorat

Scopul acestei teze de doctorat a constat in dezvoltarea unor metode noi de diagnostic
molecular pentru identificarea/evidentierea si cuantificarea unor biomarkeri de interes in
aplicatii medicale.

in acest scop au fost urmarite urmatoarele obiective:

1.dezvoltarea unei metode noi de identificare si cuantificare a dopaminei ca biomarker
al bolilor neurodegenerative prin realizarea si testarea (bio)senzorilor electrochimici.

2.dezvoltarea unei metode noi de identificare si cuantificare a glucozei ca biomarker al
diabetului zaharat prin realizarea si testarea biosenzorilor electrochimici si optici.

3.dezvoltarea unei metode noi de evidentiere si cuantificare a capacitatii antioxidante
totale ca marker al stresului oxidativ prin realizarea si testarea senzorilor electrochimici cu
enzime artificiale (hanozime).

Senzorii electrochimici dezvoltati in aceasta teza au avut la bazd nanomateriale, atat
naturale (biomolecule enzimatice), cat si artificiale (nanoparticule de aur) si reprezinta
modele demonstrative experimentale care vor permite realizarea si testarea unor sisteme
noi, cu imbunatatiri semnificative, pentru diagnosticarea timpurie a patologiilor
corespunzatoare si elaborarea unor abordari terapeutice inovatoare.

Cuantificarea dopaminei (DA) in mediul fiziologic, prezinta interes deoarece aceasta este un
neurotransmitator important care este legat de o mare varietate de afectiuni medicale [11].
Identificarea selectiva a DA permite monitorizarea bolilor Parkinson si Alzheimer, a tulburarii
de hiperactivitate cu deficit de atentie (ADHD) si a schizofreniei [12-15], fiind acceptat si ca
biomarker de prognostic. Astfel, analiza si controlul neurotransmitatorilor au o
importanta deosebita in domeniul neurostiintelor, in care tratamentul actual este arbitrar,
bazat in principal pe observatiile clinice ale pacientului. Metodele traditionale cele mai
utilizate pe scara largd pentru detectarea neurotransmitatorilor sunt metode in vitro,
(cromatografia lichida de inalta performanta (HPLC) [16], spectroscopia de absorbtie [17]), Tn
care ambele metode necesita setari speciale de laborator si consuma mult timp sau in vivo,
care sunt foarte scumpe (tomografie cu emisie de pozitroni) [18]. Senzorii electrochimici
ofera un raspuns in timp real, cu sensibilitate si selectivitate mari, datorita naturii electroactive a
DA, astfel acestia pot fi folositi ca metoda de diagnostic molecular in vitro.

Diabetul zaharat este cea mai frecventa afectiune endocrind a metabolismului carbohidratilor.
in intreaga lume, este o cauza principald de morbiditate si mortalitate si o problema majora
de sanatate pentru cele mai dezvoltate societati, iar prevalenta diabetului continua sa creasca.
Concentratia glucozei din sange este principalul criteriu de diagnostic pentru diabetul
zaharat, impreuna cu cea al HbAlc [19], si este un instrument util pentru monitorizarea
pacientilor. Sunt utilizate teste multiple de laborator pentru diagnosticarea pacientilor cu
diabet zaharat ce folosesc echipamente sofisticate cu consum mare de consumabile si care
necesita personal specializat. Astfel, au fost dezvoltate o serie de dispozitive adecvate pentru
masurarea glucozei. Auto-monitorizarea glicemiei reprezintd un instrument valoros pentru
gestionarea diabetului cu scopul de a ajuta pacientul sa realizeze si s mentina concentratiile
normale de glucoza din sdnge pentru a intarzia sau chiar preveni progresia microvasculara si
complicatii macrovasculare. In plus, auto-monitorizarea poate fi utila si pentru detectarea
hipoglicemiei si furnizarea de informatii in timp real pentru ajustarea medicamentelor, a
alimentatiei si a activitdtii fizice pentru a atinge obiectivele glicemice. In acest scop piata
dispozitivelor cu senzori s-a dezvoltat rapid si poate juca un rol-cheie, oferind un instrument
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analitic puternic, cu aplicatii majore, in special in medicina. Astfel, biosenzorii electrochimici
enzimatici pot fi folositi ca metoda de diagnostic molecular in vitro (pentru auto-monitorizare).

Stresul oxidativ (OS) a beneficiat de o atentie deosebitd in ultimele doua decenii, datorita
descoperirii faptului ca statusul oxidativ anormal evaluat de biomarkerii circulanti, a fost
asociat pacientilor cu boli cronice (diabet, sindromul ovarului polichistic (PCOS), cancer si boli
neurologice) [20]. Stresul oxidativ (OS) a fost definit ca un dezechilibru, intre speciile reactive
de oxigen (ROS) si antioxidanti, in favoarea ROS, conducand la o fintrerupere a
semnalizarii redox si/sau la leziuni moleculare ale lipidelor, proteinelor si ADN-ului. ROS au
atat proprietati fiziologice cat si patologice [21, 22]. La nivel fiziologic, ROS actioneaza ca
mesageri secundari (semnalizare redox) capabili sa induca supraexprimarea genelor care
codifica enzimele antioxidante. Atunci cand sunt produse in cantitati excesive, ROS provoaca
leziuni ireversibile biomoleculelor care sunt potential implicate in imbatranire si in patologii
asociate imbatranirii (patologii cardiovasculare si neurodegenerative, cancer, diabet etc.). Un
stres oxidativ mare poate rezulta dintr-o dieta saraca in fructe si legume cunoscute pentru
bogatia lor de antioxidanti, dar si datoritd unor surse endogene si exogene (fumat, poluare,
expunerea excesiva la radiatii ionizante, consumul excesiv de alcool si de medicamente,
inflamatia cronica, etc.). Evidentierea OS in vivo reprezintd o mare provocare [23]. Au fost
dezvoltate mai multe abordari traditionale de investigare: cuantificarea compusilor
antioxidanti, determinarea oligoelementelor (seleniu si zinc), evidentierea daunelor oxidative
mai ales ale lipidelor si ADN-ului, identificarea surselor endogene care produc ROS in vivo si, in
final, chestionarul alimentar pentru estimarea aportului de antioxidanti [24]. Pe langa faptul ca
aceste metode traditionale sunt invazive (cu exceptia ultimei), toate aceste abordari necesita
mult timp si necesitd protocoale complexe, echipamente specifice si personal specializat,
ceea ce face ca majoritatea analizelor sa fie foarte costisitoare. Beneficiile antioxidantilor
sunt demonstrate in vitro prin stoparea oxidarii biomoleculelor datorita anihilarii/captarii ROS
de acestea. Gradul de anihilare poate fi cuantificat folosind senzori electrochimici si folosit
pentru evidentierea capacitatii totale antioxidante, ca marker al stresului oxidativ, ca
metoda de diagnostic molecular in vitro.

Senzori pentru evidentierea/evaluarea interactiunilor biomoleculare si
cuantificarea unor biomolecule de interes

Un senzor este definit ca fiind un dispozitiv de masura (traductor) care, atunci cand este supus
unui fenomen biochimic ori biologic (ex. oxidarea glucozei, dopaminei sau a H,0,), genereaza
un semnal masurabil sub diferite forme (ex. variatia intensitatii unui curent electric sau a unui
fascicul de unde electromagnetice). Astfel, senzorul este un instrument care transforma un tip
de semnal in altul ai carui parametrii pot fi imbunatatiti prin modificarea suprafetei sale
active. Aceasta modificare poate fi realizatd cu ajutorul unor componente biologice (ex.
enzime) sau artificiale (ex. film polimeric, nanoparticule) cu rol de recunoastere (receptori) a
(bio)moleculelor analizate (liganzi).

Receptorul este ales astfel incat sa interactioneze in mod specific si selectiv cu molecula
ligand studiata. Astfel, selectivitatea si specificitatea receptorului sunt combinate cu
sensibilitatea tehnicii pentru evidentierea calitativa si cantitativa a analitului (ligandul) prin
analiza interactiunii moleculare dintre receptor si ligand sau electrocataliza acestuia pe
suprafata instrumentului (ex. oxidare-reducere, cataliza enzimatica). Caracteristic este faptul ca
performantele analitice ale acestor dispozitive sunt obtinute folosindu-se ambele elemente
(receptor/ligand) in cantitati mici [25-31]. Masuratorile sunt realizate direct, in timp real,
fara a fi necesara prezenta unui marker (metoda ,label-free”).
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Senzorii si biosenzorii sunt instrumente analitice care pot fi folosite atat pentru
diagnosticarea timpurie a unor boli, prin cuantificarea unor molecule cu rol de biomarker, céat si
pentru studiul si caracterizarea interactiunilor biomoleculare. Functionarea biosenzorilor se
bazeaza pe modificarile conformationale sau configurationale care au loc la nivel de
(bio)molecula.

In diagnosticul molecular se pot folosi atat senzorii si cat biosenzorii electrochimici.

Biosenzorii electrochimici sunt utilizati pentru identificarea si cuantificarea compusilor
biologici care nu sunt activi electrochimic (glucoza, ureea, acetiltiocolina etc.). In acest caz se
foloseste un bioreceptor (enzima) cu ajutorul caruia compusul analizat este transformat intr-un
produs care este activ din punct de vedere electrochimic.

Senzori cu suprafata modificata

Performantele senzorilor (electrochimici sau optici) pot fi imbunatatite prin modificarea fizico-
chimica a suprafetei lor. In acest scop pot fi folosite componente artificiale (filme polimerice,
nanoparticule), biologice (enzime) sau combinatia lor.

Prin modificarea chimica a suprafetei senzorului electrochimic, cu filme polimerice subfiri si/sau
nanostructurate ori prin autoasamblarea unor monostraturi, performantele acestuia pot fi
imbunatatite prin:

o facilitarea transferului electronilor,
o acumularea sau difuzia selectiva a analitilor,
. posibilitatea identificarii unor substante care nu au proprietati electroactive.

Prin modificarea suprafetei unui senzor cu o enzimé se obtine biosenzorul enzimatic.

Stabilitatea biosenzorului si performantele sale analitice depind atat de procesul de
imobilizare a enzimei, dar si de mediul folosit pentru imobilizarea acesteia intr-un sistem stabil
pe suprafata senzorului. Acest sistem trebuie sa pastreze cat mai aproape posibil enzima de
suprafata electrodului si sa permitd un transfer rapid al electronilor, cu conservarea
activitatii enzimei imobilizate. Astfel, metoda de imobilizare trebuie sa& prevind denaturarea
moleculei enzimatice sau orientérile nefavorabile ale acesteia la suprafata senzorului, iar centrul
de transfer al electronilor sa nu fie ecranat in lantul peptidic [69].

Senzori si biosenzori cu tirozinaza electrochimici pentru detectia dopaminei (DA) au mai
fost folositi si prezentati in articole anterioare, dar diferiti fatd de cei prezentati in aceasta teza.
Pana in prezent activitatea tirozinazei in combinatie cu un film de metaloporfiring si senzori de
aur nu a fost inca studiata si va fi prezentata in primul capitol al tezei pentru identificarea si
cuantificarea dopaminei prezenta in probe de medicamente (model biologic).

Majoritatea biosenzorilor pentru glucoza sunt de tip electrochimic, datorita sensibilitatii si
reproductibilititii lor mari, intretinerii usoare, precum si a costului redus al acestora. In al doilea
capitol al tezei este prezentata dezvoltarea si evaluarea biosenzorilor pentru glucoza
prezentd in vin (model biologic) folosind doua materiale senzoriale (film de carbon si aur) si o
combinatie multistrat auto-asamblaté pentru imobilizarea eficientd a enzimei (GOX) bazata pe
interactiunile slabe electrostatice.

Pentru organismul uman, stresul oxidativ este considerat un mecanism fiziopatologic, prin
urmare, detectia markerilor de stres oxidativ este un real ajutor in scopuri clinice. Cand
apararea antioxidanta a organismului este slabita, celulele si tesuturile organismului devin
mai predispuse de a dezvolta disfunctii si/sau boli. in al treilea capitol al tezei este prezentat
un model pentru determinarea AC, ca marker de stres oxidativ, prin studierea capacitatii de
anihilare a H,O, de antioxidantii prezenti in extractele din plante apoase (model biologic)
utilizadnd senzori bazati pe nanoparticule de aur (nanozime). Rezultatele au fost obtinute in
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cadrul proiectului TINERE ECHIPE DE CERCETARE-PN-II-RU-TE-2014 (Contract Nr. 199/
01.10.2015), director de proiect Dr. Monica Florescu.

Dispozitivele senzoriale dezvoltate in aceasta teza au fost caracterizate prin folosirea unor
metode fizico-chimice descrise mai jos, metode care au fost folosite si pentru evaluarea
interactiunilor biomoleculare implicate in realizarea si testarea senzorilor.

Metodele fizico-chimice folosite:

1. metode electrochimice: voltametria (ciclicd si in puls diferential), amperometria,
spectroscopia de impedanta electrochimica,

2. metode optice: rezonanta plasmonilor de suprafata,
3. spectrofotometria UV-Vis.

Carbonul si aurul sunt materiale senzoriale folosite pentru multe studii de imobilizare
enzimatica, avand in vedere buna lor compatibilitate cu stratul de enzima imobilizat [65, 66].
Aceste materiale au fost folosite in aceasta teza pentru obtinerea biosenzorilor
electrochimici cu glucozoxidaza si tirozinaza.

Pentru imobilizarea moleculelor de enzima pe suprafata senzorilor, in aceasta teza au fost
folosite doud metode, una chimica si una fizica. in ambele cazuri suprafata senzorului a fost in
prealabil modificatda cu un compus electrochimic activ care are rol de mediator electronic intre
enzima si suprafata senzorului (pentru realizarea unui transfer rapid al electronilor).
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1. Identificarea si cuantificarea experimentala a dopaminei ca

biomarker al bolilor neurodegenerative

1.1. Scopul si obiectivele cercetarii

Scopul acestui capitol a constat in dezvoltarea unei metode noi de diagnostic molecular
pentru identificarea si cuantificarea dopaminei ca biomarker al bolilor neurodegenerative si
aplicatia ei pe probe reale.

Metoda noua folosita: (bio)senzori electrochimici de aur cu suprafata modificata cu filme
polimerice subtiri de metaloporfirina si tirozinaza.

Obiectivele urmarite in cadrul acestui capitol au fost urmatoarele:

- modificarea suprafetei senzorilor electrochimici de aur cu filme polimerice subtiri de
metaloporfirina si tirozinaza.

- optimizarea senzorilor electrochimici in solutii standard pentru detectia selectiva a
dopaminei in prezenta interferentilor principali in lichidele biologice (acidul ascorbic si acidul
uric).

- cuantificarea amperometrica selectiva a dopaminei in solutii standard si obtinerea
parametrilor curbelor de calibrare ale senzorilor electrochimici.

- detectia amperometrica a dopaminei si validarea metodei electrochimice pentru probe
reale.

Rezultatele prezentate in acest capitol au fost publicate in:

Revista ISI (FI = 2,677)

[167] M. Florescu*, M. David, Tyrosinase-based biosensor for selective dopamine detection,
Sensors, 2017, 17, 1314-1329.

Reviste BDI:

[168] M. Florescu*, A. Baicu, I. Capan, Gh. Coman, Selective determination of dopamine using
modified electrodes by differential pulse voltammetry, Romanian Journal of Biophysics,
25(2), 2015, print / ISSN: 1220-515X, electronic / ISSN: 1843-424X.

[169] M. Florescu, A. Valceanu, Ghe. Coman, Aplicatii ale tirozinazei si lacazei: biosenzori
enzimatici electrochimici, Jurnal Medical Brasovean, Nr. 2, 2013, ISSN 1841-0782, e-ISSN
2247 — 4706.

1.2. Cuantificarea dopaminei

Dopamina (DA) este un neurotransmitator care joaca un rol foarte important in functionarea
sistemelor mamiferelor (nervos central, hormonal, renal si cardiovascular), iar deficienta
acestuia are ca rezultat aparitia unor boli (Parkinson si Alzheimer, sindromul picioarelor
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nelinistite sau schizofrenia) [12]. Astfel, DA a fost larg acceptat a fi un fel de biomarker de
prognostic pentru mai multe tipuri de boli [118].

Acidul ascorbic (AA) ramane cel mai important interferent [179] deoarece poate fi oxidat
electrochimic la un potential apropiat de cel folosit pentru oxidarea DA, iar raspunsul AA se
suprapune peste cel al dopaminei, ceea ce duce la dificultati in diferentierea celor doi compusi
pentru testele realizate pe probe reale. Prin urmare, obtinerea unor sensibilitati si selectivitati
mari pentru senzorii de DA este scopul final.

1.3.  Materiale si echipamente
1.3.1. Materiale

Substantele utilizate pentru aceste experimente au fost: hidroclorhidrat de dopamina (DA), acid
ascorbic (AA), cobalt(I(2,3,7,8,12,13,17,18-octaetil-21H,23H-porfirina) (CoP), cloroform, Nafion
5% (v/v), tirozinaza din ciuperci (pudra hidrolizata 21000 U/mg) (Tyr), glutaraldehida 25% (GA),
albumina bovina serica (BSA), etanol, care au fost cumparate de la firma Sigma Aldrich, fara a
necesita o purificare ulterioara. Electrolitul folosit in studiul electrochimic a fost solutia tampon
fosfat de sodiu 0.1M NaPB (Na,HPO, + 0.1M NaH,PO,). Apa deionizata cu pH 8,0 de la Dajhan
LabTech cu rezistenta >18 MQ, a fost folositéd pentru prepararea tuturor solutiilor. Solutiile de
lucru, dopamind, acid ascorbic si acid uric au fost preparate zilnic, experimentele s-au realizat la
temperatura camerei (aproximativ 22°C). O solutie de clorhidrat de dopamina (5 mg / ml)
pentru injectii intravenoase de 10 ml a fost utilizat ca proba reala si a fost achizitionat de la
compania farmaceutica Zentiva. Solutile de CoP cu diferite concentratii (v/v) au fost preparate
in cloroform.

1.3.2. Echipamente si metode

Masuratorile s-au efectuat intr-o celuld electrochimica care contine un electrod de lucru -
electrod de aur (senzorul) cu suprafata de 0.00785 cm?, un fir de platind ca electrod auxiliar si
un electrod de referinta Ag/AgCl (KCI 3 M). Pentru experimentele electrochimice a fost fost
folosit potentiostatul PalmSens3 (interfata electrochimica) de la firma PalmSens BV, Olanda,
controlat de un computer (PC) prin intermediul unui soft dedicat (PSTrace) care e capabil sa
preia toate informatiile oferite de potentiostat de la celula electrochimica si sa le redea sub
forma de grafice pe PC (Fig. 1.1A si B). Metodele de caracterizare, identificare si cuantificare au
fost electrochimice: voltametria ciclicd (CV) si voltametria in puls diferential (DPV),
amperometria si spectroscopia de impedanta electrochimica (EIS).

DPV-urile au fost inregistrate intre -0,40 V si +0,40 V cu o viteza de scanare de 10 mV st
utilizadnd o amplitudine a pulsului aplicat de 50 mV si o perioada de 0,2 s (conditii optimizate), cu
conditionare si preconcentrare la un potential fix pentru un timp fix, toate optimizate in timpul
testelor pentru a creste raspunsul senzorului. Pentru masuratorile de impedanta, a fost aplicata
o perturbatie de 10 mV in intervalul de frecvente 50 kHz - 0,1 Hz, cu 10 frecvente pe decada de
frecventa. Spectrele au fost inregistrate la un potential de -0,2 V fatd de Ag/AgCl si au fost
reprezentate grafic sub forma unui plan complex (diagrame Nyquist) utilizdnd EIS Spectrum
Analyzer 1.0 software.

Morfologia de suprafatd a filmul subtire de CoP a fost investigat prin microscopie de forta
atomica (AFM NT-MDT model NTEGRA PRIMA EC). Imaginile au fost luate Tn modul semi-
contact cu cantilever de siliciu "GOLDEN" (NCSG10, fortd constanta 0,15 N/m, raza varfului 10
nm).
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Fig. 1.1. (A) Montajul experimental format din celula electrochimica cu cei trei electrozi conectati
la potentiostat controlat prin intermediul software-ului PCTrace. (B) Electrod de aur. (C) CoPC-
SPE. (D) NP-SPE. (E) Disc cu film de aur.

1.4. Detectia dopaminei folosind senzori de aur cu suprafata modificata
1.4.1. Senzoride aur

Electrodul de aur nemodificat a fost folosit ca senzor pentru detectia DA in prezenta AA
folosind DPV in conditiile experimentale prezentate mai sus. DPV a prezentat un singur varf de
oxidare la potentialul de 0,09 V pentru AA fara a detecta prezenta DA.

025

Current/pA
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Fig. 1.2. Stanga: DPV in 200 uM AA+30 uM DA pentru electrodul de Au, nemodificat, cu lipsa
varfului de oxidare a DA. Dreapta: DPV in solutia cu concentratia de 200 uM AA +30/40 uM DA.
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Datorita faptului ca in vivo AA se gaseste in cantitati de 1000 ori mai mari, a aparut necesitatea
modificarii electodului de lucru pentru a imbunatati semnalul pentru DA in detrimentul AA.

Electrodul de Au modificat cu CoP a avut ca efect aparitia celor doua varfuri de oxidare la
potentiale mai mici si diferite de cele obtinute cu electrodul nemodificat (0,08V si -0,03 V)
(Fig. 1.2.).

1.4.2. Senzori modificati cu CoP

Porfirina este un sistem tetrapirolic macrociclic, care poseda legaturi 11 conjugate si substituenti
diferiti legati in jurul acestuia.

CH3 HsC.

HiC CHs

H3C CHB

CH3 HsC

Fig.1.3. Structura compusului cobalt(ll)2,3,7,8,12,13,17,18-octaetil-21H,23H-porfinic (CoP) [14]

Astfel, consideram ca senzorul sub forma electrodulului de aur modificat cu CoP (Au-CoP)
va avea o activitate electrocatalitica buna pentru oxidarea dopaminei. Combinatia cu CoP va
imbunatati conductivitatea electronica si accesibilitatea DA, imbunataseste transferul de

electroni intre DA si suprafata electrodului, generdnd astfel un efect de sinergie in
electrocataliza.

Metoda de imobilizare aleasa in aceasta lucrare a fost cea mai simpla, obtinuta prin simpla
imersare a electrodului de aur in solutia de CoP pentru o perioada de timp, urmata de
evaporarea solventului in atmosfera de aer.

Current {pA)

CoP-Au Elecrod

Potential {V)

Fig. 1.4. Mecanismul pentru oxidarea electrocatalitica a dopaminei la electrodul de Au modificat
cu CoP [168].

O reprezentare schematica a oxidarii electrocatalitice a DA la electrodul de Au modificat cu CoP
este prezentata in Figura 1.4. DA este usor oxidata electrocalitic si formeaza dopamin-o-
chinona de (DOQ) la suprafata electrodului, atunci cand senzorul este mentinut la un potential
electric, dupa schimbul celor 2 electroni si 2 protoni. Mai tarziu, acesti electroni sunt donati
senzorului si produc un curent electric (Faradaic).
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1.4.3. Senzori de aur modificati cu CoP si tirozinaza

Electrozii de Au curatati au fost modificati cu film de CoP prin imersie si timp depunere de 10
minute Tn solutie proaspata de CoP cu concentratia de 0.5% (dizolvat in cloroform). Pentru
urmatoarele 10 minute, filmul adsorbit a fost uscat in aer si depus in solutie tampon pentru a
evita interactiunea filmului de porfirind cu moleculele de gaz [184]. Pentru biosenzorul bazat pe
tirozinaza (Tyr), dupa modificarea suprafetei electrodului de Au cu filmul de CoP, tirozinaza a
fost imobilizata pe suprafata sa prin reticulare. Pentru aceasta o solutie apoasa continand 1%
Tyr si 4% BSA (albumina serica bovina) cu agent de reticulare 2,5% GA (glutaraldehida) a fost
pipetata pe suprafata electrodului astfel incat o concentratie de 0,7% Tyr a fost imobilizata.
Stratul de enzima a fost lasat sa se usuce timp de 10 min, spalat cu apa si imersat in solutie
tampon intre masuratori. Biosenzorul modificat cu filmul de CoP si Tyr (Au-CoP-Tyr) a fost
folosit pentru detectia DA.

1.5. Comportamentul electrochimic al senzorilor cu suprafata modificata
1.5.1. Voltametrie ciclica
1.5.1.1.Senzori modificati cu CoP (Au-CoP)

Selectivitatea este un factor important al performantei senzorului. Performantele senzorilor de
Au nemadificati si modificati cu CoP 1% au fost investigate prin voltammetrie ciclica (CV) in
NaPB 0,1 M la pH 8,0 cuo viteza de scanare de 50 mV s™.

T T T T T T T
-G L2 [=E=) oz o4

E (V) vs.Ag/AgCl

Fig. 1.5. Voltamograme ciclice in 0,1 M NaPB la pH 8,0 pentru:
(a) electrodul Au nemodificat; (b) electrodul Au modificat cu CoP; (c) electrodul Au modificat cu
CoP in 30 uM DA,; (d) electrodul Au modificat cu CoP in 30 uM DA + 200 uM AA.
Viteza de scanare 50 mV s™. [168]

Figura 1.5b arata (prin comparatie cu figura 1.5a) ca o imbunatatire a raspunsului senzorului a
fost observata cand filmul de CoP a fost adaugat. Este evident ca raspunsul CV al senzorului
modificat este mai mare decat cel al electrodului de Au, indicand faptul ca viteza de transfer a
electronilor este imbunatatita datorita filmului CoP depus pe suprafata electrodului.
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1.5.1.2. Senzori modificati cu CoP si tirozinaza (Au-CoP-Tyr)

S-au investigat performantele biosenzorilor cu tirozinaza Au-CoP-Tyr prin voltametrie ciclica n
0.1M NaPB la pH 8,0 la o vitezd de scanare de 50 mV s (Fig. 1.6.). Se poate observa
comportamentul diferit in solutie tampon a electrodului cu film de CoP dupa imobilizarea pe
suprafata sa a tirozinasei (Tyr). De asemenea se poate observa aparitia unui varf de oxidare la
introducerea DA care corespunde reducerii dopamin-o-chinonei la suprafata electrodului de aur
modificat cu film CoP.

[

00

| ()

e B
e By _CoF in F B

= Au_CaoP_Tyrin PB
[=——Au_CoP _Tyr_in pB+80 ul DA

T T T T
04 o oo 0z 04

Fig. 1.6. Voltamograme ciclice in 0,1 M NaPB la pH 8,0 pentru: electrodul Au nemodificat;
electrodul Au modificat cu CoP; electrodul Au modificat cu CoP si Tyr cu o adaugare de
dopamina (DA) 60 uM. Viteza de scanare 50 mV s™. [167]

1.5.2. Voltametrie in puls diferential
1.5.2.1.Senzori modificati cu CoP (Au-CoP)

Pentru a realiza o identificare si cuantificare mai rapida, selectiva si sensibila a dopaminei
in prezenta AA, DPV a fost folosita, find o metoda foarte sensibila (utilizand parametrii
experimentali descrisi in sectiunea Echipamente si Metode), cu preconcentrare la un potential
fix. Efectul modificarii suprafetei electrodului cu CoP poate fi observat prin aparitia atat a
varfurilui de oxidare al DA céat si a al AA la potentiale mai scazute comparativ cu cele
obtinute cu electrod nemodificat la 0,09 V pentru DA si -0,03 V pentru AA (comparativ cu 0,15 V
pentru DA si, respectiv, 0,35 V pentru DA cu electrozii nemodificati).

1.5.2.1.1.Efectul potentialului si al timpului de preconcentrare

Pentru optimizarea potentialului si timpului de depunere (preconcentrare) asupra varfului de
oxidare pentru 30 uM DA si 200 pM AA, la senzorul de Au modificat cu CoP, unul dintre
parametri a fost mentinut constant, in timp ce a fost variat celalalt.

Influenta potentialului de preconcentrare

Influenta potentialului de preconcentrare pentru electrodul Au modificat cu film de CoP 1% a
fost studiat intre -1,7 si 0,0 V fatda de Ag/AgCl (electrod de referintd), cu un timp de
preconcentrare de 60 s.

Prin urmare, valoarea -1,2 V a fost ales pentru potentialul de preconcentrare.
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Fig. 1.7. Raspunsul senzorului de Au modificat cu 1% la CoP in NaPB, 0,1 M, pH = 8,0 ce
contine 30 uM DA + 200 uM AA pentru diferite potentiale de preconcentrare. [168]

Influenta timpului de preconcentrare

Pentru a studia influenta timpului de preconcentrare, acesta a fost variat intre 20 si 500 s
aunci cand senzorul a fost mentinut la un potential de -1.2V. Varful de oxidare la 30 pM DA
si 200 uM AA creste in primele 60s, apoi ramane stabil (pana la 500s), obtindndu-se un
platou dupa 60s, sugerand ca toate toate situsurile de legare de pe suprafata filmului sunt
ocupate.

J (tA em?)

E (V) vs. Ag/AgCI

Fig. 1.8. DPV cu senzorul Au-CoP 1% in NaPB pH 8,0 ce contine DA cu concentratile:
5,10,15,20,30,40,50 pM. Viteza de scanare 10 mV s™. [168]

Detectia DA s-a efectuat in conditiile optimizate (Fig. 1.8) si s-a observat un raspuns liniar in
intervalul de concentratii 0 - 50 puM, sensibilitatea senzorului CoP-Au de 0.36 pA cm™ uM-1 si
limita de detectie de 13 pM.
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Fig. 1.9. DPV in doua zile diferite cu senzorul Au-CoP 1% pentru detectia a 40 uM DA si 200
UM AA in NaPB pH 8,0. Viteza de scanare 10 mV s™. [168]

1.5.2.1.2. Efectul compozitiei filmului de cobalt porfirina (Il), CoP

n scopul de a evita problema mentionatd mai sus si pentru a studia influenta metaloporfirinei s-
a folosit CoP 0.5% pentru modificarea suprafatei electrodului de Au. Pentru a produce un
senzor mai robust, s-a inclus Nafion(Fig. 1.10) (polimer schimbator de cationi) in solutia de
CoP. Acesta ar trebui sa imbunatateasca si sa creeze o membrana anionica pentru a proteja
suprafata impotriva altor interferenti.

Pentru a face dinstinctia intre DA si AA s-au inclus n conditile experimentale, inainte de
etapa de preconcentrare, un potential de conditionare negativ. In aceste conditii senzorul
modificat Au-CoP-Nafion a fost astfel capabil sa faca distinctia intre DA si AA.

SO0:H neionizat

®a
Hidroniu OeQ &5 5
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Politetrafluoretilenad

Fig. 1.10. Nafionul, structura si grupari functionale

Prin urmare, pentru evidentierea selectiva a oxidarii DA si AA a fost ales potentialul de
conditionare -1.2 V si potentialul de preconcentrare -0.5 V.

Comportamentul electrodului de Au modificat cu 0,5% CoP+Nafion pentru o durata totala de
pretratament de 60 s (conditionare si preconcentrare) a fost studiat, cu mai multe combinatii
ale celor doi pasi (Tabel 1.1). Astfel, am observat ca in aceasta situatie varfurile pentru DA si

AA au fost mai mari.
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Tabel 1.1. Raspunsul senzorului de Au modificat cu film de CoP 0.5%-+ Nafion la 50 yM DA si
400 uM AA pentru diferiti timpi de conditionare( tc) si preconcentrare (td).

to/ty (S/S) J (LA cm?)
DA AA
60/60 12.61 9.55
30/30 16.56 16.31
20/40 18.22 12.48
40/20 13.25 22.17

La un timp de conditionare de 20s si 40s timp de depunere, varful DA este net superior fata
de cel al AA, de unde putem deduce ca electrodul de lucru este selectiv pentru DA, acesta
fiind si scopul lucrarii.

| DA 1z
o | 5z1

J (nAcm?)

T T T T T
-8 o8 o1 [-F-3 o

E (V) vs. Ag/AgCl

Fig. 1.11. DPV pentru electrodul modificat cu CoP 0.5%+ Nafion ih NaPB pH 8,ce contine 40
uM DA si 200 uM AA. Viteza de scanare 10 mV s™. [168]

Deoarce senzorul modificat cu Nafion imbunatateste stabilitatea si sensibilitatea, dar acesta nu
ajuta foarte mult la selectivitatea DA (datorita stratului dens de film) s-a preferat utilizarea
electrodului modificat doar cu CoP 0.5% schimband radical modalitatea de stocare atunci

cand nu este utilizat.

1.5.2.2. Senzori modificati cu CoP si tirozinaza (Au-CoP-Tyr)
1.5.2.2.1 Efectul potentialului si al timpului de preconcentrare

In prezenta enzimei, potentialul de conditionare nu mai este necesar, deoarece s-a observat
ca acesta nu influenteaza potentialul de varfului de oxidare. S-a studiat variatia potentialului
de preconcentrare si s-a ales o valoare de -1,3 V pe o durata fixa de 40 s, deoarece a
contribuit in mod clar la diferentierea varfurilor AA si DA (Fig. 1.12).
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Fig. 1.12. Optimizarea potentialului de preconcentrare in DPV la detectia selectiva a DA in
prezenta AA folosind biosenzorul cu Au-CoP-Tyr. [167]

1.6. Caracterizarea filmului de CoP

1.6.1. Microscopia de forta atomica

A fost n interesul nostru ca filmul subtire sa ofere si un bun suport pentru imobilizarea
tirozinazei. In acest context, a fost important ca filmul sa aiba un numar mare de site-uri active
de adsorbtie. Acest lucru poate fi estimat prin rugozitatea filmului (figura 1.13). Pentru un RMS

de 12,16 nm, varfurile si vaile sunt mai pronuntate, oferind locuri de legatura accesibile pe
pelicula pentru stratul de enzima. Cu toate acestea, filmul CoP a fost distribuit uniform, dupa

cum se vede din histograme.
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(B) RMS = 12,16 nm

Fig. 1.13. Imaginea de microscopie de fortd atomica (AFM) pentru monitorizarea filmului de
0,5% CoP dupa adsorbtia pe substrat de Au cu RMS de la (A) 7,52 nm la (B) 12,16 nm. Sunt
prezentate topografia-contrast de faza in 2D, topografia in 3D si o histograma corespunzatoare
care descrie distributia inaltimii. [167]
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1.6.2. Caracterizarea reactiilor redox la senzorul Au-CoP

Pentru caracterizarea procesului redox al dopaminei la filmul de CoP s-au realizat CV-uri,
unde parametrii experimentali au fost pastrati constanti, cu exceptia vitezei de scanare
(modificare a potentialului), care a fost variata. In Fig. 1.14A se remarca o crestere a varfului
de oxidare a DA, odata cu cresterea radacinii patrate a vitezei de scanare, acest lucru
sugerand o crestere a ratei de transfer a electronilor (conform ecuatiei Randles-Sevcik, 1.2).
Relatia liniara a radacinii patrate a ratei de scanare cu valorile curentului de varf anodic (j,a) Si
curentul de varf catodic (i,c) pot fi vazute in figura 1.14B. Avand in vedere ecuatiile de regresie
liniara de mai jos, influenta ratei de scanare a explicat procesul de electrod in termeni de
reactie controlata prin difuzie (transport de masa).

1/2
Ie (LA) = 0.036 07 4 0.032 (mv s*l) ; R? = 0.998

: ~1\2 12
I (HA) = —0.014 02 —0.047 (mVs 1) ;R = 0.946

I, = 0,4463 nFAC(? ’
p = 04463 nFAC(—) (1.2)

(1.1)

Unde:
Ip = curent varfului in amperi, n = numarul de electroni transferati in evenimentul redox (1),

A = suprafata electrodului in cm?, F = Constanta Faraday in C mol™, D = coeficientul de difuzie
in cm? s, C = concentratia in mol cm-?, v = viteza de scanare in mVs™, R = Constanta gazului
in J K* mol?, T = temperatura in K
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Fig. 1.14. (A) Voltamograme ciclice Tn NaPB 0,1 M. pH 8,0, continand 100 uM DA la viteze
diferite de scanare: 10, 30, 50, 70, 70 si 110 mV st (B) graficele ambelor curenti de varf Ipa si
Ipc in functie de radacina patrata a vitezei de scanare. [167]

1.6.3. Spectroscopia de impedanta electrochimica, EIS

EIS a fost folosita pentru a caracteriza fenomenele ce se produc la interfata
electrod/electrolit si pentru a obtine informatii despre transferul de electroni si acumularea
de sarcina electrica. Astfel se pot identifica modificarile interfaciale obtinute dupa depunerea

24



n I I Universitatea

Transilvania
II din Brasov

filmului CoP si imobilizarea enzimei Tyr, similar cu formarea unei structuri strat-cu-strat
(LbL) pe suprafata electrodului.

Figura 1.15 prezintd reprezentarea complexa a spectrelor de impedantd (grafic Nyquist)
achizitionate pentru senzorii Au, Au-CoP si Au -CoP-Tyr la un potential aplicat de -0,2 V fata de
Ag/AgCI. Spectrele au fost fitate cu ajutorul unui circuit electric echivalent prezentat in insertia
din Figura 1.15 si au constat dintr-o rezistentd, reprezentand rezistenta electrica a celulei si
solutiei electrolitice (Rp), in serie cu doud combinatii paralele. Prima combinatie paralela a fost
asociata, in toate situatiile, cu filmul CoP sau CoP-Tyr de la interfata electrod Au/electrolit
si este constituita dintr-o rezistenta a transferului de sarcind (R prin aceasta interfata si
capacitatea electrica non-ideald asociata unui strat dublu de sarcina electrica (CPEg). Interfata
electrodului de Au cu filmul CoP sau CoP-Tyr a introdus in serie o a doua combinatie
paralela ce consta din rezistenta transferului de sarcina electrica (Rf) si capacitatea electrica
non-ideala (CPE;) ale filmului CoP sau CoP-Tyr. Ambele capacitati non-ideale au fost
reprezentate prin elementul de faza constanta (CPE), conform ecuatiei:

CPE = [(Ciw)®] ™

unde C este capacitatea ideala, w frecventa radiala si exponentul a, care reflecta uniformitatea
suprafetei.

60 —

R,

0] " Au Ry Ry
& = Au/CoP
§ = Au/CoP-Tyr
S W T e,
N
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Fig.1.15. Reprezentarea complexa a spectrelor de impedanta pentru Au, Au-CoP si Au-CoP-Tyr
in 0,1 M NaPB pH 8,0, la -0,2 V fatd Ag / AgCl cu insertia care arata circuitul electric echivalent
utilizat pentru fitarea spectrelor. [167]

Tabel. 1.2. Valori ale elementelor de circuit echivalente obtinute prin fitarea spectrelor de
impedanta din figura 1.15 cu circuitul electric echivalent corespunzator.

Electrod R P& ar Ra CPEs aq
/kQ-cm?  [pF-cm™2.s%" IkQ-cm JuF-cm™:s

Au -- -- -- 4,64 29,40 0,82

Au-CoP 0,785 956,3 0,98 2,09 30,07 0,87

Au-CoP-Tyr 1,420 901,6 0,96 2,00 60,43 0,80
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EIS a fost, de asemenea, utilizata pentru a caracteriza fenomenele care se prroduc la interfata
electrod/electrolit, in prezenta dopaminei. Figura 1.16 prezinta reprezentarea complexa a
spectrelor de impedantd, la un potential de 0,1 V aplicat in timpul masuratorilor, a spectrelor de
impedanta achizitionate pentru Au-CoP-Tyr in 0,1 M NAPB, pH 8,0 continand 30 si 60 pM DA.
Tabelul 1.3 prezinta valorile componentelor circuitului obtinute prin fitarea spectrelor
experimentale cu circuitul electric echivalent corespunzatoare oxidarii DA.

30
25

[= ]PB
PB +30 uM DA
* PB+60 uM DA

2" kG em’

Z'IkQcem’

Fig. 1.16. Reprezentarea complexa a spectrelor de impedanta pentru pentru Au-CoP-Tyr in 0,1
M NaPB pH 8,0, cu adaugarea succesiva de 30 si 60 uM DA la 0,1 V fata de Ag /AgCl, cu
insertia care arata circuitul echivalent utilizat pentru fitarea spectrelor. [167]

Tabel. 1.3. Valori ale elementelor de circuit echivalent obtinute prin fitarea spectrelor de
impedanta cu circuitul corespunzator pentru oxidarea DA.

Electrod Ret CPE a CPEq a
/kQ-cm? Il.lF'Cm_z'Sa_1 d /“F.Cm_z.sa_1 f
Au-CoP-Tyr 58,57 61,07 0,71 300,63 0,98
Au-CoP-Tyr 30 uM DA 26,12 90,89 0,74 620,50 0,65
Au-CoP-Tyr 60 uM DA 6,99 100,01 0,82 665,47 0,62

1.6.4. Rolul CoP in oxidarea dopaminei

Viteza reactiilor electrochimice a fost semnificativ influentata de natura suprafetei
electrodului. Porfirinele sunt utilizate mai putin ca un modificator de suprafatd sau mediator
electrochimic in (bio)senzori si interactiunea lor cu diferiti analiti este mai putin studiata.

Utilizarea metaloporfirinei (CoP) este recomandata de urmatoarele caracteristici:

1. Activitatea electrocatalitica spre oxidarea dopaminei (imbunatatirea conductivitatii
electronice si promovarea vitezei de transfer a electronilor intre DA si suprafata electrodului);

2. Activitatea de mediator electrochimic in timpul oxidarii enzimatice a dopaminei
(imbunatateste conductivitatea electronica si actioneaza ca purtatori de sarcina);

3. Suport pentru imobilizarea enzimelor pentru dezvoltarea biosenzorului.
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Cu ajutorul senzorilor CoP, dopamina poate fi usor oxidata electrocatalic pe filmul de CoP
pentru a forma dopamin-o-chinona (DOQ) care poate fi redusa la randul ei la suprafata
electrodului, atunci cand electrodul este polarizat la un anumit potential electric, dupa schimbul
celor doi electroni si doi protoni, pentru a produce un curent Faradaic [39].

In cazul biosenzorilor, in timpul etapelor de oxidare ale DA, starile de oxidare ale atomilor
de cupru ai tirozinazei se schimba pentru a da diferite forme ale enzimei [23] (Schema 1).

Met-Tyr (A)

ZAN

N

DO Q

N\
i 1 M,0 A
p~0;

DOOQ \ DA

1
H,0 jo; \\
\
\

¥ 0. \
Doxy-Tyr: : - » Oxy-Tyr

(8)

Current (uA)

Potential {V)

Schema 1. (A) Forme de tirozinaza in timpul catalizei enzimatice a dopaminei la CoP-Tyr-
biosenzor si (B) principiul de detectare la suprafata CoP-Tyr a biosenzorului. [167]

1.7. Cuantificarea dopaminei folosind senzori de aur cu suprafata modificata
1.7.1. Senzori modificati cu CoP (Au-CoP)
1.7.1.1.Parametrii analitici senzorului Au-CoP

Deoarece DPV este mai sensibila decat CV, ea a fost utilizata pentru a detecta DA (in
absenta si prezenta AA).

Setarile optimizate de pretratare a senzorilor CoP, pentru detectia DA au fost: un potential
de conditionare de -1,2 V pentru o perioada de 20 s, urmata de 40 s pentru o etapa de
preconcentrare la-0,5V.

Astfel, senzorul de Au modificat cu CoP 0.5% in conditiile experimentale optimizate mai sus a
prezentat un raspuns liniar pana la 50 uM, o sensibilitate de S = 0,577 + 0,041 pA pM™* cm™ cu
o limitd teoreticd de detectie de LOD = 0,98uM (LOD=3*SD/S, unde SD a fost deviatia
standard a interceptului si S a fost sensibilitatea senzorului). Toate curbele de etalonare au fost
obtinute in triplicat (n = 3).

Procesele de electrooxidare ale DA au fost studiate si in prezenta AA, cu senzorul Au-CoP.
Deoarece in conditii fiziologice (sistemul nervos central), concentratiile AA pot fi de 100-1000 de
ori mai mari decét cele ale DA [41], toate datele experimentale au fost efectuate cu un raport
mai mare de AA/DA.
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Fig. 1.17. DPV pentru senzorul Au-CoP 0.5% in prezenta a 200 uM AA in NaPB 0.1 M, pH 8,0.
Concentratia DA (de la a la f): 0, 10, 20, 30, 40, 50 uM. Viteza de scanare 10 mV s™. tc/td
=20s/40s. [168]
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Fig. 1.18. DPV cu senzor de Au-CoP 0.5% in NaPB 0.1 M, pH 8,0. Concentratia celor doi

compusi (de la a la e): 10, 20, 30, 40, 50 uM pentru DA si 50, 100, 150, 200, 250 uM pentru AA.

Viteza de scanare 10 mV s™. tc/td =20s/40s. [168]
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Fig. 1.19. DPV pentru senzorul de Au-CoP 0.5% pentru detectia 50 uM DA + 200 uM AA in
dou zile diferite, cu pastrarea senzorului in NaPB 0.1M pH 8,0. Viteza de scanare 10 mV s™.
tc/td =20s/40s. [168]

1.7.1.2.Interfenta acidului uric

Pentru a remarca posibilele interferente intre acidul uric (AU) si dopamina, s-a utilizat DPV
pentru a vedea la ce potentiale de oxidare apar varfurile celor doi compusi. Grafic se
inregistreaza varful DA la un potential de 0,08V, iar pentru acid uric la 0,31V (Fig. 1.20).

e

0.20

Dopamina

0.154

Current/pA

0104
Acid uric

0.054

T T i T T
0.00 0.10 0.20 0.30 0.40
Potential/V

Fig. 1.20. DPV cu electrod de Au-CoP 0.5% 1n NaPB 0.1 M, pH 8,0. Concentratia celor doi
compusi (de la a la e): 10, 20, 30, 40, 50 uM pentru DA si 50, 100, 150, 200, 250 yM
concentratiile acidului uric. Viteza de scanare 10 mV s™. tc/td =20s/40s.

Se poate observa o selectivitate a electrodului de Au modificat cu CoP 0.5% pentru DA si
aparitia un varf mic de oxidare pentru acid uric (care nu se modifica), desi concentratiile de acid
uric au fost de cinci ori mai mari comparativ cu DA.
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1.7.2. Senzori modificati cu CoP si tirozinaza (Au-CoP-Tyr)
1.7.2.1. Parametrii analitici ai biosenzorului Au-CoP-Tyr vs. senzorul Au-CoP

DPV a fost, de asemenea, utilizat ca metoda de identificare si cuantificare sensibila si
selectiva pentru DA in prezenta AA folosind biosenzorul Au-CoP-Tyr. Potentialul de varf
pentru AA a fost in regiunea negativa la -0,07 V, in timp ce pentru DA era la valoarea 0,06 V,
mentinandu-se o diferenta de 130 mV intre cele doua varfuri. Performanta biosensorului a fost
testata in conditiile stabilite. Figura 1.21 prezinta un raspuns liniar al biosenzorului CoP-Tyr
pentru DA pentru domeniul 2 pana la 30 pM, cu o sensibilitate de 1,22 + 0,02 pA cm™ pM™ sio
limita de detectie de 0,43 uM (R®* = 0,997). Sensibilitatea medie a biosenzorului a fost
considerabil mai mare comparativ cu cea a senzorulului Au-CoP. Toate curbele de etalonare au
fost obtinute in triplicat (RSD = 2,48%).

60

50 ; ’ i
40 E E
o E/}
o
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204 }/
/ ——S, =122 pA pM cm”
10 R*=0.999
/1‘ LOD =0.43uM
O T T

0 10 20 30 40 50 60
[DAJuM

Fig. 1.21.Curba de etalonare a biosenzorului Au-CoP-Tyr pentru 2-60 uM DA in 0,1 M NAPB,
pH 8,0, v = 50 mVs™. [167]

104 DA (B)
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-0.2 01 0.0 0.1 0.2 03
E/V vs. Ag/AgCI

Fig. 1.22. DPV pentru variatia simultana a 5-50 uM DA si 25-250 uM AA in 0,1 M NAPB, pH 8,0,
pentru biosenzorul Au-CoP-Tyr. [167]

Varfurile au fost bine separate Tn ambele situatii cand a fost utilizat biosenzorul Au-CoP-Tyr;
n jur de 130 mV, ceea ce este suficient pentru evitarea interferentelor nedorite. Prin comparatie
cu senzorul Au-CoP, separarea dintre varfuri este mai mare si varfurile DA sunt mult mai
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mari. Aceste rezultate s-au reflectat in sensibilitatea mare si LOD mai scazuta pentru
biosenzorul CoP-Tyr fata de DA in prezenta AA. Tabelul 1.4 rezuma performantele analitice
ale senzorilor Au-CoP si Au-CoP-Tyr.

25 (B)

jiwA cm

E/V vs. Ag/AgClI

Fig. 1.23. DPV in 0,1 M NAPB, pH 8,0 pentru biosenzorul Au-CoP-Tyr pentru 200 pM AA si 5-
50 uM DA. v = 50 mV s™. [167]

Tabel 1.4. Performantele analitice ale senzorilor Au-CoP si Au-CoP-Tyr pentru DA in prezenta
si absenta AA (valori fixe si variabile)..

. . Linearitate S LoD
Analit (Bio)sensor -2 -1

UM JUA-cm™-mM /UM
DA CoP 10-50 0,57 0,98
CoP-Tyr 2-30 1,22 0,43
. _ CoP 20-50 0,56 2,46

DA si AA fix
CoP-Tyr 10-30 1,21 0,52
CoP 20-50 0,43 3,13

DA si AA var.
CoP-Tyr 10-30 1,21 0,55

1.7.2.2.Stabilitatea biosenzorului cu Tyr cu film de CoP

Stabilitatea pe termen lung a biosenzorilor nostri Au-CoP-Tyr a fost evaluatd prin masuratori
repetate pe diferite zile Intr-un interval de timp de doua saptamani, determinand sensibilitatea
pentru detectectia DA.

Biosenzorul si-a mentinut activitatea pana la 95% in prima saptaméana, scazand la mai putin
de 50% in a 9-a zi si continuandu-si scaderea ulterior. In comparatie cu senzorul Au-CoP, a
carui sensibilitate a scazut dupa doua zile, biosenzorul Au-CoP-Tyr a avut o stabilitate mai
buna, sensibilitatea pastrand valori initiale timp de aproape o saptaméana. ntre m&suratori,
biosenzorul a fost pastrat in solutie tampon in frigider la temperatura de aproximativ 4°C.
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Fig. 1.24. Stabilitatea n timp a biosenzorului Au-CoP-Tyr. [167]

1.8. Cuantificarea DA in probe reale

Performantele senzorilor si biosenzorilor au fost testate in prezenta medicamentului
clorhidrat de dopamina (5 mg/ml) cu un echivalent de 26,36 mM DA, care este de obicei
utilizat in tratamentul tensiunii arteriale. S-au preparat dilutii apoase pana la 1000-100000 ori (in
functie de tipul de de senzor folosit Au-CoP, respectiv Au-CoP-Tyr). Concentratia de dopamina
din flacon (Cy) a fost determinata utilizdnd metoda standard de adaugare (SAM) si a fost
calculat gradul de recuperare a acesteia. Dupa adaugarea probei, s-au adaugat trei
concentratii cunoscute de DA pentru a extrapola valoarea pentru C,. Toate masuratorile au fost
efectuate in triplicat. Rezultatele sunt prezentate inh Tabelul 1.5.

Deoarece valorile deviatiei standard relative (RSD) obtinute pentru concentratiile obtinute cu
biosenzorul au o valoare de péana la 4,7%, se recomanda o posibila utilizare a
biosenzorului in probe reale, cum ar fi sdnge sau urina. Recuperarile medii au fost de 96%
pentru biosenzorul Au-CoP-Tyr si 99,6% pentru senzorul Au-CoP.

Valoarea mai mica a gradului de recuperare a biosenzorului Au-CoP-Tyr poate fi explicata prin
modificari conformationale induse de metoda de imobilizare prin reticulare, care afecteaza
situsul activ al enzimei. De asemenea, difuza dopaminei si dopaminei-chinonei la suprafata
electrodului, poate fi impiedicata. Metodele de imobilizare mai slabe ale enzimei ar trebui luate
in considerare pentru abordarile viitoare.

Tabel 1.5. Determinarea DA in clorhidratul de dopamina (n = 3) prin SAM

Senzor _D_A § DA _DA RSD Recuperarea
Specificat/uM Adaugat/pM Obtinut/uM (%) (%)
26.36 0 27.38+0.83 5.9 103.0
26.36 10 36.57 + 1.02 5.2 100.5
CoP 26.36 20 46.12 + 0.53 2.1 99.0
26.36 30 54.42 + 0.97 3.2 96.0
CoP- 3.00 0 3.17+£0.32 2.6 105.0

32



Universitatea
Transilvania

din Brasov
Tyr 3.00 2 5.07 £ 0.28 4.0 101.0
3.00 4 6.24 + 0.25 2.7 89.0
3.00 6 8.07 £ 0.59 4.7 89.0

Curbele de etalonare ale senzorului Au-CoP si ale biosenzorului Au-CoP-Tyr au fost de
asemenea utilizate pentru a determina concentratia probei. Gradul de recuperare pentru
fiecare valoare gasita este prezentata in Tabelul 1.6.

Tabelul 1.6. Determinarea DA in flaconul cu clorhidrat de dopamina (n = 3) utiliz&dnd curba de
etalonare din Figura 7.

Senzor DA Specificat DA Obtinut S Recuperarea
my my by} (%)
26.36 29.05 110
Au-CoP 26.36 26.18 27.50 = 1.45 99
26.36 27.28 103
3.00 3.43 114
Au-CoP-Tyr 3.00 2.79 3.10+0.32 93
3.00 3.09 103

Performantele senzorilor au fost, de asemenea, comparate cu ale altor senzori mentionati
in literatura de specialitate pentru detectia dopaminei, iar rezultatele sunt prezentate n
Tabelul 1.7.

Tabelul 1.7. Comparatia parametrilor analitici ai senzorilor raportate in literatura de specialitate
pentru detectarea dopaminei.

LOD  Linjaritate Recuperarea Rsp
Senzor Interferent 0 Ref.
/UM uM (%) (%)
GCE-TCPP/ICCG | 0.010 0.1-1 AA, UA ~99.0 3.00 | [41]
GCE-
PPyoxigraphene | 0-100 | 251000 AA - 430 | [6]
GCE-Tyr-FesOs 1 5006 | 0.02-0.75 AA ~105.0 518 | [42]
CHIT
GCE-GNS-Bi 0.350 1-30 - 98.4 220 | [43]
GCE-RGO-PA- 15230|  1-150 AA, UA 98.8 - a4
NPs
Au-CoP 0.750 10-50 AA ~99.6 4.10 Acum
Au-CoP-Tyr 0.430 2-30 AA ~96.0 3.50 | Acum
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1.9. Concluzii

Scopul acestui capitol a constat in dezvoltarea unei metode noi de diagnostic molecular
pentru identificarea si cuantificarea dopaminei ca biomarker al bolilor neurodegenerative si
aplicatia ei pe probe reale.

Metoda noua folosita: (bio)senzori electrochimici de aur cu suprafata modificata cu filme
polimerice subtiri de metaloporfirina si tirozinaza si evaluarea lor.

Astfel, senzori de aur cu suprafata modificata cu filme polimerice subtiri de metaloporfirina
(CoP) si tirozinaza (Tyr), au fost caracterizati si evaluati folosind metode electrochimice
(voltametria ciclica (CV) si in puls diferential (DPV), spectroscopia de impedanta electrochimica
(EIS)) pentru optimizarea performantele lor analitice.

Cuantificarea dopaminei a fost realizatd in solutii standard si au fost obtinuti parametrii
curbelor de etalonare ale senzorului si biosenzorului (sensibilitate, domeniul de liniaritate,
limita de detectie).

S-a demonstrat ca CoP actioneaza ca mediator electrochimic in timpul reactiei catalizate de
enzima, masuratorile CV si EIS au evidentiat transferul imbunatatit al electronilor.

Sensibilitatea biosenzorului Au-CoP-Tyr a fost de 1,22 * 0,02 A - cm™? pyM™, cu o limita de
detectie de 0,43 puM si un interval de liniaritate pana la 30 pM, comparabila cu rezultatele
gasite in literaturd pentru senzorii pe baza de nanoparticule. In prezenta acidului ascorbic
(principalul interferent in probele biologice) a existat o usoara scadere a sensibilitatii.

Prin comparatie cu senzorul Au-CoP, pentru biosenzorul Au-CoP-Tyr separarea varfurilor
de oxidare a DA si AA a fost mai mare, iar varfurile DA au fost mult mai evidentiate.

Aceste fapte sunt reflectate in sensibilitatea mai ridicata si LOD mai scazuta pentru
biosenzorul Au-CoP-Tyr fata de DA in prezenta AA.

Studii ale interferentilor au fost realizate asupra senzorului electrochimic de dopamina.
Metoda a permis o separare a semnalului DA in prezenta acidului ascorbic, in timp ce
semnalul datorat acidului uric a fost nesemnificativ.

Repetabilitatea si reproductibilitatea metodei de identificare si cuantificare a dopaminei au
fost realizate prin determinari ale dopaminei cu senzori si biosenzori diferiti. Biosenzorul Au-
CoP-Tyr si-a mentinut activitatea pana la 95% in prima saptaméana, scazand la mai putin de
50% in a 9-a zi si continuandu-si scaderea ulterior, in comparatie cu senzorul Au-CoP, a carui
sensibilitate a scazut dupa doua zile, Biosenzorul a prezentat sensibilitate mare si
stabilitate buna pana la sapte zile. Reproductibilitatea biosenzorului a fost determinata prin
studierea activitatii a trei senzori construiti Th conditii identice, obtindndu-se un RSD = 2,48%.

Ambii senzori au fost analizati in prezenta medicamentelor de dopamina disponibile in
comert, care arata o buna recuperare si deviatie standard relativa (RSD).

Gradul de recuperare al concentratiilor obtinute cu biosenzorul electrochimic fata de cele
adevarate (adaugate) a variat intre 93% si 114%. RSD au avut o valoare de pana la 4,7%.

Se recomanda folosirea biosenzorilor de aur, Au-CoP-Tyr, pentru dozarea dopaminei in
vitro (medicamente) si dezvoltatea metodei pentru probele biologice (saliva, ser, urina).
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2. Identificarea si cuantificarea experimentala a glucozei ca

biomarker al diabetului zaharat

2.1.  Scopul si obiectivele cercetarii

Scopul capitolului a constat in dezvoltarea unei metode noi de diaghostic molecular pentru
identificarea si cuantificarea glucozei ca biomarker al diabetului zaharat si aplicatia ei pe
probe reale.

Metoda noua folosita: senzori electrochimici cu suprafata modificata cu structuri
enzimatice multistrat auto-ansamblate prin metoda strat-pe-strat (Layer-by-Layer, LbL).

Obiectivele urmarite in cadrul acestui capitol au fost urmatoarele:

- modificarea suprafetei senzorilor de aur cu straturi de polielectroliti auto-asamblate pentru
imobilizarea glucozoxidazei pe suprafata functionalizata a senzorilor.

- monitorizarea interactiunilor moleculare dintre straturile ansamblului LbL pe suprafata
modificatd a senzorilor de aur functionalizat prin metode electrochimice si optice.

- optimizarea senzorilor electrochimici in solutii standard pentru detectia selectiva a
glucozei in prezenta interferentilor principali din lichidele biologice.

- cuantificarea electrochimica a glucozei in solutii standard si obtinerea parametrilor
curbelor de calibrare ale senzorilor elecrochimici cu suprafatd modifica.

- cuantificarea glucozei si validarea metodei electrochimice pentru probe reale.
Rezultatele prezentate in acest capitol au fost publicate in:

Revista ISI (FI = 6,393)

[188] M. David, M. M. Barsan, C. M.A. Brett, M. Florescu*, Improved glucose label-free
biosensor  with  layer-by-layer architecture and conducting polymer  poly(3,4-
ethylenedioxythiophene), Sensors and Actuators B, 255 (2018) 3227-3234.

Capitole de carte:

[185] M. Florescu, Evaluation of Functional Features of Immobilized Enzymes Using
Electrochemical Label-Free Methods, Advances In Biomedicine And Health Science, Recent
Advances in Biology and Biomedicine Series, Proceedings of 2nd WSEAS ISl International
Conference on Biomedicine and Health Engineering (BIHE '13), June 1-3, 2013, Brasov,
Romania. ISBN: 978-1-61804-190-6, ISSN: 1790-5125, Proceedings of the International
Conferences ISBN: 978-1-61804-196-8, WSEAS Press.

[186] M. David, M. Florescu, M. M. Barsan, L. Tugulea and C. M.A. Brett, Development and
Characterization of Layer-by-Layer Biosensors Based on PEI(+)/GOx(-) Layers Using Label-
Free Methods, in Sensing in Electroanalysis, Vol. 8 (K. Kalcher, R. Metelka, I. Svancara, K.
Vytfas; Eds.), pp. 329-346. 2013/2014 University Press Centre, Pardubice, Czech Republic.
ISBN 978-80-7395-782-7 (printed); 78-80-7395-783-4 (pdf).

[187] M. David, M. Florescu, Biomolecular interaction evaluation using surface plasmon
resonance. SPR biosensors, in: Biophysics for Biomedical and Environmental Sciences
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(Edited by Monica Florescu), pp. 211-223, Transilvania University Press, Brasov, 2016,ISBN
978-606-19-0768-7.

2.2.  Senzori cu suprafata modificata cu structuri enzimatice auto-ansamblate, LbL

Structurile multistrat sunt o strategie buna pentru fixarea biomoleculelor enzimatice,
deoarece numarul legaturilor aleatorii este redus, crescand stabilitatea complexului astfel
format. Metoda strat-pe-strat (Layer-by-Layer, LbL), bazata pe interactiunile electrostatice
dintre monostraturi, conduce la formarea unor structuri auto-ansamblate cu arhitecturi
moleculare foarte ordonate si reproductibile. Mecanismul LbL faciliteaza transferul direct
de electroni intre enzima si senzor in diferite sisteme biologice. O varietate de polielectroliti
alternand cu straturi de enzime incarcate cu sarcina electrica de semn opus sunt utilizate pentru
depunerea arhitecturii LbL.

Polietilenimina (PEI), polication, este un polimer cu catena scurta si un purtator de electroni
eficient, utilizat pentru fixarea mai multor biomolecule in diferite configuratii de biosenzori.
Astfel, in conditii fiziologice de pH enzima (glucozoxidaza, GOX) este un polielectrolit
anionic (este incarcatd cu sarcini electrice negative) si poate fi incorporatd impreuna cu un
polielectrolit cationic cum este PEI in structura auto-ansamblata a unui film nanostructurat
multistrat. Structura multristat va fi realizatéd pe o suprafatd a unui electrod ce contine diverse
grupari functionale intre care sa se realizeze interactiuni moleculare foarte puternice.

Glucozoxidaza (GOX) este o enzima folosita frecvent pentru evaluarea arhitecturilor LBL a
biosenzorilor nou dezvoltati, datorita costului redus si robustetii sale. GOX a fost de asemenea
imobilizata folosind strategia LbL si prin incorporarea ei in structura polimerica
biocompatibild a chitosanului, care este incarcat pozitiv, {chit"(GOx)}, care impreuna cu
poli(stiren sulfonat) incarcat negativ, PSS™ a fost folosit pentru obtinerea arhitecturii LbL
pentru imobilizarea GOX pe suprafata senzorilor modificati cu un film de polimer
conductor, PEDOT.

Ansamblul secvential al bistraturilor PEI'/GOX" si {chit"(GOx)}/PSS  a fost monitorizat prin
masuratori electrochimice de voltametrie ciclica (CV) si spectroscopie de impedanta
electrochimica (EIS), si prin masuratori optice de rezonanta plasmonilor de suprafata
(SPR). Performantele biosenzorului dezvoltat a fost analizat prin masuratori de voltametrie
ciclica si spectroscopie de impedanta electrochimica care permit si selectarea
biosenzorului cu un numar optim de bistraturi PEI"/GOX'.

2.3.  Materiale si echipamente
2.3.1. Materiale

Clorhidratul de cisteamina (Cys), poli(4-stirensulfonat de sodiu) (NaPSS), 3-mercapto-1-
propansulfonat de sodiu (MPS), acid 11-mercaptodecanoic (MUA), polietilenimina (PEI) 50% (g
/ v) in solutie apoasa, 3,4-etilendioxitiofen (EDOT), albumina bovina serica (BSA) minim 98% si
glucoza au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich. Grafena dopata cu azot (NG) a fost preparat
conform procedurii descrise in [191] si a fost un cadou de la Prof. X. Sun, Universitatea din
Western Ontario, Canada. Acidul sulfuric, apa oxigenata si glucozoxidaza (GOX) din Aspergillus
niger (24 U/mg) provin de la Fluka. Solutia apoasa de glucoza a fost preparatd 24 de ore
inaintea efectuarii masuratorilor, pentru a se obtine forma biologic activa (a-D-glucoza). Solutia
tampon concentratie 0,1 M NaPB utilizata pentru toate experimentele contine un amestec de
fosfat monosodic (NaH,PO,) si fosfat disodic (Na,HPO,), (Riedel-de Haén).
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Apa deionizata ultrapura Millipore Milli-Q si reactivi analitici au fost folositi pentru prepararea
tuturor solutiilor. Experimentele au fost toate efectuate la temperatura camerei (~ 22°C) si toti
biosenzorii au fost pastrati in solutie tampon la 4 °C in frigider.

2.3.2. Echipamente si metode

Toate masuratorile electrochimice au fost efectuate intr-o celula electrochimica conventionala
care contine trei electrozi (Fig. 1.1A). Senzorii (electrozii de lucru) au fost sub forma unor
electrozi de aur (bara si film subtire) si electrozi imprimati cu film de carbon modificati cu
ftalocianina de cobalt (CoPC-SPE) cu rol de mediator electrochimic (Fig. 1.1C). Cand bara de
aur a fost folosita ca senzor o placuta de platina a fost folosita ca electrod auxiliar si un electrod
saturat de calomel (SCE) drept referinta. Electrodul bara de aur este acoperit in teflon, lasénd o
suprafatd geometricid expusd de 0,785 mm? (Fig. 1.1B). Diametrul suprafetei electrodului de
lucru SPE a fost de 4 mm, electrodul auxiliar fiind de Ag si pseudo-referinta Ag/AgCI.

Masuratorile voltammetrice si amperometrice au fost realiate cu ajutorul interfetelor
electrochimice p-Autolab de tip Il si Autolab controlate de calculator prin intermediul software-
ului GPES 4.9 (Metrohm-Autolab, Utrecht, Olanda). Masuratorile de impedanta electrochimica
au fost efectuate cu un potentiostat/galvanostat/ZRA (Gamery Instruments, Reference 600)
pentru electrozii de aur si potentiostat-galvanostat Autolab pentru CoPC-SPE. Pentru
masuratorile de impedanta, a fost aplicata o perturbare rms de 10 mV in intervalul de frecvente
de 100 kHz - 0,1 Hz, cu 10 frecvente pe decada de frecventa. Spectrele obtinute au fost
inregistrate la potentiale diferite, -0,2 V fatd de SCE pentru electrozii de Au si respectiv 0,0 V
pentru electrozii CoPC-SPE, si au fost reprezentate grafic sub forméa de diagrame in plan
complex (Nyquist) folosind software-le ZPlot 2.4 si FRA.

Un analizor Bionavis SPR Navi 200 si discuri cu film de aur (senzori SPR) (Fig. 1.1E), de la
BioNavis LTD, Finlanda, au fost utilizate pentru a evalua interactiunile implicate in imobilizarea
biomoleculelor pe suprafete prin rezonanta plasmonilor de suprafata. Pentru achizitia si
analiza datelor au fost folosite software-urile SPR Navi Control si SPR Navi DataViewer.
Analizorul Bionavis SPR Navi 200 se bazeaza pe configuratia Kretschmann in care un fascicul
de lumind polarizata, colimata, sufera un total reflexie interna la o interfatd de sticla/film-
subtire/dielectric. Aceasta este echipat cu lasere cu lungime de unda de 670 nm. Senzorul SPR
este format dintr-un disc de sticla acoperit cu un film subtire de aur cu grosimea de 50 nm care
produce efectul SPR.

Suprafata celor doi electrozi de aur (bara si fim), penrtu ambele tipuri de masuratori, a fost
functionalizata in doua moduri: 1) cu trei tipuri de molecule ce contin grupari functionale si 2) cu
un strat subtire de polimer conductor PEDOT, urméand protocolul descris mai jos. Suprafata cu
film de aur (senzor SPR) functionalizata a fost folosita intr-o celuld electrochimica Bionavis de
100 pl ca electrod de lucru impreuna cu un electrod auxiliar sub foma unui fir de platina si un
electrod de referinta de argint, toate conectate la interfata senzorului electrochimic PalmSens3
(Palm Instruments BV, Olanda) controlaté de software-ul PSTrace 4.8. Temperatura de lucru a
fost stabilita la 21 °C.

2.3.3. Imobilizarea enzimei pe suprafata senzorilor
Senzorii de Au au fost mai intai functionalizati:

1) prin chemisorbtia unor molecule pe suprafata lor prin intermediul legaturilor Au-S: cu
cisteamina (Cys) (senzori electrochimici si SPR); 3-mercapto-1-propansulfonat de sodiu (MPS)
si acid 11-mercaptodecanoic (MUA) (senzorii SPR),
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2) cu polimer conductor poli(3,4-etilendioxitiofen), PEDOT (senzorii SPR).

Aceste functionalizari au permis fixarea si cresterea stabilitatii structurii multistrat (LbL)
ulterioare. Astfel, a fost facilitata fixarea PEI prin intermediul legaturilor de hidrogen la suprafata
senzorului de aur si a structurii LbL obtinuta prin alternarea straturilor de poli(etilenimina) PEI*
cu enzima GOX' (Fig. 2.1). Tn cazul functionalizérii cu PEDOT au fost asamblate structurile
multistrat LbL contindnd enzima (GOX) dispersatd in polimerul chitosan incarcat pozitiv
{chit"(GOXx)}, impreuna cu poli(stiren sulfonat) incarcat negativ, PSS

Fig. 2.1. Reprezentarea schematica a ansamblului multistrat pe suprafaté unui senzor:
suprafata a fost functionalizata cu diverse tipuri de molecule (CoPC, Cys-Ga), urmata de
ansamblul LBL obtinut prin alternarea monostraturilor de PEI si GOX.

Senzorii CoPC-SPE nu au avut nevoie de nici o modificare, fiind deja electrozi cu film de
carbon (care prezintd grupari carboxil si hidroxil intrinseci) functionalizati cu ftalocianind de
cobalt; pe suprafata lor au fost depuse alternativ solutii de PEI* si GOX". La pH neutru PEI este
incarcat pozitiv, permitand astfel formarea de nanostructuri LBL cu enzima, care este incarcata
cu sarcina electrica negativ.

2.3.3.1 Senzori electrochimici

Imobilizarea enzimei a fost realizata prin imersie pentru electrozii bara de Au, iar pentru
CoPC-SPE a fost obtinutd printr-o procedura de acoperire in picatura utilizand volume
adecvate de solutii. Tn ambele cazuri, structurile de film de nanometrice bine definite au fost
construite pe suprafetele senzorilor prin auto-asamblare. Straturile de polielectroliti (LbL) s-au
format prin depunerea secventiala a macromoleculelor incarcate cu sarcina electrica
opusd realizatd prin adsorbtia alternativd a solutiilor adecvate, GOX si PEI", respectiv,
chit’(NG+GOx)} si PSS’ care s-au legat prin interactiuni electrostatice.

Electrozii bara de aur au fost folositi in masuratori electrochimice ca suport pentru cele doua
structuri auto-asamblate LBL, PEI"/GOX’ si chit"(NG+GOXx)}/PSS’ si au fost functionalizati in
prealabil astfel:

1) au fost imersati in solutie apoasa de 25 mM Cys timp de 2,5 ore, spalati cu apa Milli-Q
pentru a elimina moleculele reziduale, nelegate si uscate.

2) cu un film de polimer conductor poli(3,4-etilendioxitiofen), PEDOT, prin
electrodepozitie dintr-o solutie apoasa continadnd 0,1 M poli(stiren sulfonat) de sodiu (NaPSS)
si 10 mM (3,4-etilendioxitiofen), EDOT.

Bistraturile PEI'/GOX au fost depuse si pe suprafata CoPC-SPE printr-o procedurd de
acoperire prin picurare.
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2.3.3.2 Senzori SPR

Pentru masuratori optice, folosind rezonanta a plasmonilor de suprafata (SPR), senzorii cu film
subtire de aur curati au fost functionalizati:

1) cu grupari functionale (carboxil, sulfonat sau amino/aldehida) prin chemisorbtia unor
molecule pe suprafata Au prin intermediul legaturilor Au-S:

2) cu un film de polimer conductor poli(3,4-etilendioxitiofen), PEDOT, prin electrodepozitie
dintr-o solutie apoasa continand 0,1 M poli(stiren sulfonat) de sodiu (NaPSS) si 10 mM (3,4-
etilendioxitiofen), EDOT.

Suprafetele astfel functionalizate au fost folosite pentru obtinerea structurilor LbL prin
imobilizarea bistraturilor pe diferite materiale senzoriale: 1) PEI'/GOX’ si 2) {chit"(GOx)}/PSS.
Structurile LbL au fost imobilizate pe suprafata senzorilor fuctionalizati prin introducerea
solutiilor polielectrolitilor corespunzatori in celula electrochimica Bionavis (curgere in flux, 50 pl
min~). Odata ajunsa solutia in celula fluxul a fost oprit timp de 20 minute pentru a permite
interactiunile moleculare electrostatice si depunerea monostraturilor.

2.4. Comportamentul electrochimic al senzorilor cu suprafata modificata
1.4.1. Voltametrie ciclica
2.4.1.1 Senzori cu structura PEI"/GOX

Toate masuratorile electrochimice s-au efectuat ntr-o celuld electrochimica conventionala
continand trei electrozi folosind NaPB 0,1 M pH 6,9 ca electrolit, cu conditile experimentale
descrise n sectiunea Echipamente si Metode.

(a) (b) .
AU 50/ pAcm? —c/coPC 200/ pA cm
—— C/CoPC/PeilGox}
ﬁ”;gys/{P /Goxs —— CICOPCAPei/Gox),
M= YSILT el 50X —— CICOPC/{Pei/Gox},
EAU/CyS/{PeVGOX}Z —— C/CoPCKPei/Gox},
Au/Cys/{Pei/Gox} ¢

3

T T T T T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 08 -1.2 -0.8 -0.4 0.0 0.4 0.8
Evs. SCE/V Evs. SCE/V

Fig. 2.2. CV'in 0,1 M pH 6,9 NaPB pentru un numar diferit de bistraturi PEI"/GOX" depuse pe: a)
electrod de Au si b) Co-SPE. Viteza de scanare de 50 mV s™. [186]

Formele CV-urilor obtinute (Figura 2.2) pentru cele doua substraturi electrodice sunt
diferite. Aceasta diferentd se datoreaza in primul rand proprietatilor electrice diferite ale
materialului de electrod si, in al doilea rénd, prezentei/absentei mediatorului electrochimic.
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2.4.1.2 Senzori cu structura {chit"(NG+GOXx)}/PSS

Monitorizarea CV-ului din figura 2.3 ofera o perspectiva atat asupra adsorbtiei structurii LbL,
cat si asupra modificarii valorilor capacitatii electrice la adaugarea fiecarui strat datorita
adsorbtiei speciilor incarcate cu sarcina electrica.

-Au
Au/PEDOT
0.8 Au/PEDOT/{chit’ (NG+GOX)}
Au/PEDOT/{chif(NG+GOX)}2
'€ 0.4
[&]
= 0.0
0.4 4
T L T

-0.4 -0.2 I 070 ' 0?2 ' 0.4 0.6
Evs Ag/AgCI/V

Fig. 2.3. CV pentru senzorii Au, Au/PEDOT, Au/ PEDOT/{chit" (NG + GOXx)},-1, In 0,1 M NaPB
pH 7,0, v=50 mV s™. [188]

2.4.2. Spectroscopia de impedanta electrochimica
2.4.2.1 Senzori cu structura PEI'/GOX

Proprietatile interfaciale ale senzorilor au fost, de asemenea, investigate prin spectroscopie
de impedanta electrochimica (EIS). Spectrele de impedanta (prezentate in figura 2.4) au fost
inregistrate in NaPB 0,1 M, pH 6,9 intr-o celula electrochimica conventionala continand cei trei
electrozi in conditile experimentale descrise in sectiunea Echipamente si Metode.
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Fig. 2.4. Reprezentarea in plan complex a spectrelor de impedanta in 0,1 M NaPB pH 6,9
pentru un numar diferit de bistraturi {PEI/GOX} pe: a) electrod Au in comparatie cu
AUu/{PEI/GOx},, b) Co-SPE/{PEI/GOX}, si c) CoPC-SPE (rosu) in comparatie cu Co-
SPE/APEI/GOx},. [186]

R ct
Ra

—AAN—

Circuit echivalent utilizat pentru a se potrivi spectrelor, unde Rq este rezistenta electrolitului,
R este rezistenta la transferul de sarcina si CPE este elementul de faza constant

Depunerea suplimentara a bistratului PEI"/GOX™ conduce la o scadere continua a valorii R
(tabel 2.1), care aratad o imbunatatire a transferului de electroni prin filmul multistrat pana la
al treilea bistrat PEI'/GOX. Se poate deduce ca pentru electrodul de aur stratul Cys
influenteazd comportamentul electrodului impreund cu numarul de bistraturi PEI"/GOX.
Depunerea suplimentara a altui bistrat in ambele cazuri va creste atat grosimea, cat si R;; si
transferul de electroni va fi impiedicat.

Se observa acelasi comportament pentru electrozi modificati CoPC, unde o reducere
semnificativa a R, apare la depunerea primului bistrat PEI'/GOX’, urmata de o scadere mai
mica pentru urmatoarele doua bistraturi padnd la al patrulea, cadnd nu se observa nici o
imbunatatire a transferului de electroni (tabel 2.2).

Atunci cand prima bistrat PEI'/GOX este depus pe suprafata CoPC-SPE, se produce o
scadere drastica si a capacitatii CPEy, dovedindu-se adsorbtia moleculelor pe suprafata
electrodului. Pe mdsurd ce cantitatea moleculelor PEI"/GOX adsorbite creste, grosimea
structurii LbL depuse creste si capacitatea la interfata electrod-electrolit scade cu
acoperirea suprafetei.

Cand glucoza a fost adaugata in solutia tampon R creste odata cu cresterea concentratiei
de glucoza, fiind de asemenea in concordanta cu rezultatele CV (figura 2.11 A si B, sectiunea
2.6.1). Acest fapt sugereaza ca procesele de transfer de sarcina controleaza fenomenele
de suprafata si promoveaza un transfer mai usor al electronilor.
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Tabel 2.1. Valori ale componentelor circuitului electric echivalent (extrase prin fitarea spectrelor
din figura 2.4a, potential aplicat -0,2 V vs SCE, electrod Au)

Electrod QRgrr/12 @ Cér/nz - Erﬁszl é‘“ a

A 425.9 1,4 1268 085
AUICys 430,4 68,0 682 088
AU/CYSI{PEI_GOX} 4232 472 710 0,87
AUICYSI{PEI_GOx 4282 255 71,9 086
AUICYSI{PEI_GOxs 4273 1.8 712 0,87

Tabel 2.2: Valori ale componentelor circuitului electric echivalent (extrase prin fitarea spectrelor
din figura 2.4b, potential aplicat 0,0 V vs SCE, electrod Co-SPE)

Electrod oom | koomt | mromies | @

CoPC-SPE 540 |  8600,0 68| 0,93
CoPC-SPE /PEI_GOX} 580 3405 147] 093
CoPC-SPE /PEI_GOx}, 590 119.0 274 092
CoPC-SPE /PEI_GOx}, 600 76,5 404 092
CoPC-SPE /PEI_GOx 600 63,0 52,6 0,92

2.4.2.2 Senzori cu structura {chit"(NG+GOx)}/PSS

35 - . 2
® Au/PEDOT
304 @ Au/PEDOT/chit" (NG+GOx)}
A Au/PEDOT/chit (NG +GOx)},
25 1 P
£ 20-
g
< 15
f\l CPE, CPE,
| 10_ _&m
5

5 10 15 20 25 30 35
Z'1 kQ cm?

Fig. 2.5: Reprezentarea in plan complex a spectrelor de impedanta la -0,2 V vs SCE cu circuitul
echivalent utilizat pentru a se potrivi spectrelor pentru Au, Au/PEDOT, Au/PEDOT/{chit"(NG +
GOX)}h=12Tn pH 0,1 NaPB pH 7.0. [188]
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Spectroscopia de impedanta electrochimica a fost utilizatd pentru a identifica modificarile
interfatiale dupa fiecare etapa a formarii structurii LbL {chit"(NG+GOXx)}/PSS" pe suprafata
electrodului. Figura 2.5 prezintd reprezentarea in pland complex a spectrelor de impedanta
obtinute la un potential de -0,2 V fata de Ag/AgCl, insertia aratand circuitul echivalent utilizat
folosit pentru fitarea spectrulor.

Tabel 2.3. Valori ale elementelor de circuit echivalent obtinute prin fitarea spectrelor de
impedanta din figura 2.4

Electrod R:/ CPE;/ a; Rei/ CPEy / ay
Qcm? mFcm? kQ MF cm™
Sa—l Crn2 Sa—l
Au -- -- -- 54.4 38.2 0.85
Au/PEDOT 690 4.0 0.77 79.5 345.5 1.00
AU/PEDOT/{chit" (NG+GOx)} 200 4.0 0.78 70.0 320.1 0.99
AU/PEDOT/{chit'(NG+GOx)} 220 3.9 077 903 2937  0.99

Atat datele obtinute cu EIS, cét si cu CV, indicd o crestere a valorilor capacitatii la prima
depunere a primului bistrat {chit"(NG+GOx)}/PSS" si o usoara scadere dupa depunerea celui
de-al doilea, care incepe sa actioneze ca o bariera de difuzie.

2.5. Evaluarea optica (SPR) a interactiunilor biomoleculare din structurile enzimatice
LbL

Masuratorile SPR ofera o perspectiva asupra modului in care se realizeaza interactiunea
moleculelor incarcate cu sarcina electricd opusa si arhitectura structurii multistrat (LbL).
Cresterea filmului LBL pentru imobilizarea GOX a fost monitorizata folosind doua modalitati
experimentale SPR, scanare unghiulara (AS-SPR) si scanare la unghi fix (FA-SPR). Masuratori
combinate electrochimie-SPR (EC-SPR) au fost, de asemenea, utilizate pentru caracterizarea
electrodepunerii filmelor subtiri polimerice conductive de PEDOT. in masuratorile EC-SPR,
suprafata de aur a fost utilizatéd ca electrod de lucru intr-un experiment electrochimic standard
cu trei electrozi. Astfel, proprietétile electrochimice si optice sunt obtinute simultan pe suprafete
si filme la scara nanometrica [195].

Senzori SPR cu film subtire de Au functionalizati cu:

1) MPS, MUA si Cys-GA, prin depunere statica.
2) cufilm de polimer conductor PEDOT prin electrodepozitie.

Functionalizarea suprafetelor de aur a fost realizatd conform descrierii din sectiunea
Echipamente si Metode. Senzorii (discurile) SPR astfel obtinuti au fost folositi pentru evaluarea
interactiunilor moleculare implicate in depunerea a doua structuri LbL:

1) PEI'/GOX si
2) {chit'(GOX)}/PSS".

2.5.1. Structura PEI'/GOX

Functionalizarea suprafetelor de aur cu cele trei molecule prin adsorbtie chimica pe suprafata
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aurului prin legare Au-S a fost evaluata calitativ prin scanare unghiulara (AS-SPR).
Suprafata de aur modificata a fost spalatéd dupa fiecare etapa, pentru a indeparta moleculele
nelegate. Intensitatea luminii reflectate a fost inregistrata in functie de unghiulul de incidenta al
luminii pe suprafata senzorului si a fost determinat unghiul incident la care are loc rezonanta
(valoarea intensitatii are un minim datorita faptului cd o parte a energiei luminoase se va
transforma intr-o unda de suprafata plasmonica care se deplaseaza de-a lungul interfatei dintre
stratul de aur si mediul sau adiacent). Acest unghi de rezonanta este sensibil la orice modificare
a indicelui de refractie al mediului de langa aur. O crestere a unghiului de rezonanta in modul
AS-SPR poate fi observata (Figura 2.6).

0.8 A
Au_MUA
Au_MPS
Au_Cys-GA

0.7 A

0.5

0.4 -

Intensitate (RU)

0.3
0.2 A

0.1 o

0.0
60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80

Unghi incident (grd)

Fig. 2.6. Functionalizarea suprafatelor de Au cu cele trei tipuri de molecule monitorizata prin AS-
SPR. Insertia prezintd o marire a curbelor in zona unghiului de rezonanta. [187]

In cazul monitorizérii folosind modul FA-SPR unghiul de incidentd s-a mentinut fix si s-a
inregistrat variatia intensitatii luminii odatd cu depunerea monostraturilor pe suprafata
senzorului. Cresterea semnalului a avut loc odata cu introducerea in celula a moleculelor in
solutie la suprafata aurului. Scaderea raspunsului se datoreaza moleculelor nelegate, care
au fost indepartate dupa faza de spalare (figura 2.7a). Astfel, raspunsul stabilizat corespunde
moleculelor legate care vor oferi o noua platforma de depunere.

Tabelul 2.4 prezinta procente diferite ale imobilizarii GOX pe suprafetele de Au functionalizate
cu MPS, MUA si Cys-GA care evidentiaza diferitele interactiuni biomoleculare care au loc
(figura 2.7b).

Tabel 2.4. Parametrii de interactiune biomoleculara pentru diferiti senzori SPR functionalizati

Grad de legare al Grad de diminuare a
Senzor .
moleculelor semnalului SPR
% %
Au_MPS 14,29 85,21
Au_MUA 14,00 86,00
Au_Cys-GA 40,51 59,50
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Imobilizarea GOX prin structura LBL {PEI'/GOX} a fost monitorizatd cu senzorii de Au
functionalizati cu Cys-GA utilizdnd si modul FA-SPR. Interactiunile moleculare au aparut pe
suprafata filmului subtire Au asa cum se arata in figura 2.8. Pentru fiecare etapa de imobilizare,
raspunsul a fost calculat ca diferenta dintre semnalul SPR dupa etapa de spalare si uscare
inainte si dupa injectarea solutiei de polielectrolit in celula Bionavis.

1 02 —wmps
0.40 | @ | ® -+ MUA
0.40 | -+ Cys-GA

0.38 o

0.36 -
molecule

nelegate

1 0.36 4
0.34 4

on] (F

m (ng cm?)
m (ng cm?)

0.34
0.32

0.30 082

molecule I

0.28 ____‘_.J legate

0.30

0.28 T T T T T T T T T T T 1

timp (min) timp (min)

Fig. 2.7. Monitorizarea depunerii monostraturilor pe suprafata de Au folosind FA-SPR: (A)
reprezentare generala, (B) reprezentarea depunerii GOX pe senzori functionalizati cu trei tipuri
de molecule. [187]

055 | structura LbL

NaPB
0.50 GOX-NaPB l

NaPB l

0.40 l
PEI
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0.45 -

m/ngcm?
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0.25 5
Au_Cys-GA

timp / min

Fig. 2.8. Monitorizarea depunerii structurii LbL{PEI"/GOX} pe suprafata de Au functionalizata cu
Cys-GA folosind FA-SPR. Unghi de incidenta 67,26 grd.

2.5.2. Structura {chit"(GOx)}/PSS

Pentru analiza calitativa a depunerii filmului de PEDOT si a formarii structurii LbL pe senzorul
astfel modificat, a fost utilizat modul de scanare unghiulard a SPR (AS-SPR) (figura 2.9). In
figura 2.9A curba (1) prezinta spectrul AS-SPR pentru senzorul cu film de aur in aer. Cand
solutia care contine EDOT a fost introdusa in celula, indicele de refractie s-a modificat si a fost
inregistrata curba (2). Depunerea filmului PEDOT poate fi observata in curba (3) atunci cand
atat intensitatea, cat si unghiul de rezonantd se modifica. Aceste modificari sunt importante
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deoarece ele evidentiaza proprietatile electrocromice ale filmului depus de PEDOT. Acest
model de comportament raméane si pentru curbele inregistrate pentru fiecare etapa de
imobilizare a ansamblului LbL pe suprafata filmului subtire Au/PEDOT: curba (4) pentru primul
strat de {chit"(GOx)}, (5) pentru primul strat PSS" si (6) pentru al doilea strat de {chit’(GOXx)}.

(A) 150005 structura LbL (B)
n chit*(cox)
o 74000 -
5 : \
% o 73000 chit’(GOx) \
® 0.4 £
; |
¢°=-‘ g’ 72000
= spalat si uscat
S 4) (5) (6)
(3 71000 -
spalat si uscat spalat si uscat
1) ) | P 3 P 3
0.0 AwPEDOT
- T T T T g T " 1 70000 T T T T T T T T T T T !
40 50 60 70 80 0 20 40 60 80 100 120
Unghi incident (grd) timp/min

Fig. 2.9. (A) Depunerea filmului PEDOT pe suprafata Au monitorizata prin AS-SPR si (B)
depunerea structurii LbL {chit’'(GOX)}/PSS™ pe Au/PEDOT prin FA-SPR (unghi de incident&
67.30 grd). [188]

Interactiunile moleculare au aparut pe suprafata filmului subtire Au/PEDOT asa cum se arata in
figura 2.9B. Pentru fiecare etapa de imobilizare, raspunsul a fost calculat ca diferenta dintre
semnalul SPR dupad etapa de spélare si uscare inainte si dupa injectarea solutiei de
polielectrolit Tn celula Bionavis. Modificarile semnalului SPR pentru fiecare etapa de
imobilizare au permis o estimare bruta a masei moleculare adsorbite pe unitatea de
suprafata corespunzatoare, (tabelul 2.5).

Tabel 2.5. Estimarea masei superficiale si a legarii fiecarui monostrat in stare hidratata si uscata
pe discul de Au modificat cu strat subtire PEDOT.

Strat m/pgcm?  m/pgcm?  Gradul de legare al moleculelor / %
(hidratate) (uscate) (uscate)

{chit '(GOX)}; 1,430,005  1,11+0,004 75,1

PSS~ 0,50+0,010 0,01+0,005 1,61

{chit (GOxX)},  1,14+0,004  1,11+0,002 79,1

2.6. Cuantificarea glucozei folosind senzori cu suprafata modificata
3.6.1. Senzori cu structura PEI'/GOX

Amperometria la potential fix permite monitorizarea curentilor electrici ce apar datorita reactiei

electrochimice la care participa analitii pe suprafata senzorului mentinut la potentialul electric
ales.
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Biosenzorul electrochimic de aur cu structura enzimaticd multistrat LBL, PEI"/GOX a fost
folosit pentru detectia glucozei, Au/Cys/{PEI"GOX},, n=1,2,3.

Masuratorile amperometrice au fost realizate la un potential fix de -0,2 V fata de SCE.

Pentru a determina sensibilitatea biosensorului, a fost construitd o curba de etalonare la un
potential fix de -0,2 V fatd de SCE in 0,1 M NaPB pH 7,0 prin adaugarea concentratiilor
crescute de glucoza, asa cum se aratd in Figura 2.9a. Deoarece nici un mediator nu este
prezent in structura biosenzorului, sunt posibile doud mecanisme enzimatice:

1) Primul mecanism se bazeaza pe regenerarea directd a cofactorului enzimatic FADH,,
care implica oxidarea sa la suprafata electrodului,

2) Al doilea mecanism implica utilizarea O, ca acceptor de electroni de la FADH, pentru a
forma H,0..

Deoarece la potentialul de -0,2 V vs. SCE, H,O, este cel mai probabil sa fie redus, iar curentul
final inregistrat la suprafata electrodului este un curent de oxidare, primul mecanism enzimatic
este dominant. O amperograma tipica inregistratd cu biosenzorul Au/Cys/{PEI'/GOX?}, este
prezentatd in figura 2.10a. in figura 2.10b este reprezentat graficul cu curbele de etalonare
corespunzatoare biosenzorilor care contin un numar diferit de bistraturi PEI"/GOX". Cea mai
mare sensibilitate de 282 nA cm? mM* a fost pentru biosenzorul cu 2 bistraturi LbL,
Au/Cys/{PEI'/GOX}..

-12.6 (a) 125 n 1 bistrat .
Au/Cys/{PEI_GOx}, ] +* 2 t'!.E-E‘ﬁEIJ:I'!.
-12.8 1 & 3 bistratori
- 1,20 - -
~- -13.0 E &
5 T 015 »
< = .
F-132 =z
=5 .
-13.4
N
a
-13.6 a
= n
800 1000 1200 1400 1600 1800 0 .10 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

t/s

i it

Fig. 2.10. a) Amperograma tipica inregistrata in 0,1 M NaPB pH 6,9 la -0,2 V fata de SCE. cu
biosenzorul Au/Cys/{PEI'GOX}, si
b) curbele de etalonare a biosenzorului Au/Cys/{PEI"GOX},, n =1, 2 si 3. [186]

Stabilitatea biosenzorului a fost evaluata prin efectuarea unei calibrari de 5 puncte la fiecare
doua zile timp de 14 zile. Biosenzorul a fost tinut intr-un frigider la 4 °C, imersat in solutie
tampon intre utilizari. Dupa 8 zile, raspunsul biosenzorului a fost de 50% din valoarea
initiala, scazénd drastic dupa aceea si s-a oprit din lucru dupa 12 zile. Stabilitatea slaba a
biosenzorului LBL este unul dintre dezavantajele lor majore, datorita fortelor electrostatice slabe
care actioneaza intre straturile imobilizate.

Figura 2.11A demonstreazd cad GOX imobilizat in structura LbL isi pastreaza activitatea
catalitica. Cand se adauga glucoza la solutia tampon, varful de reducere al CoPC scade
odatd cu cresterea concentratiei de glucoza. Scaderea curentului de reducere poate fi
utilizata pentru a determina concentratia de glucoza si pentru a determina activitatea enzimatica
a GOX.
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Fig. 2.11. Comportarea Co-SPE/{PEI/GOX}s: (A) Voltamograme ciclice. (B) Grafice cu spectrele
in plan complex. Masuratori realizate in 0,1 M NaPB pH 6,9 si in solutii cu doua concentratii de
glucoza. [185]

3.6.2. Senzori cu structura {chit*(GOx)}/PSS

O curba de etalonare la un potential fix de -0,2 V fatd de Ag /AgCl in 0,1 M NaPB pH 7,0 a fost
construitd prin adaugarea concentratiilor crescute de glucoza, asa cum se arata in figura 2.10.
O schimbare anodica a curentului catodic a fost inregistrata la fiecare injectie, indicand aparitia
reactiilor de oxidare (figura 2.12A). Se observa o situatie similara cu a biosenzorului
Au/Cys/{PEI'/GOX?}. Tinand cont de acest lucru si de cele doua mecanisme enzimatice
posibile  prezentate mai sus, care sunt posibile si pentru biosenzorul
Au/PEDOT/{chit" (NG+GOXx)}, putem considera ca si in acest caz primul mecanism enzimatic
este dominant (figura 2.13).
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Fig. 2.12. (A) Cronoamperograma cu potential fix pentru cresterea concentratiilor de glucoza si
(B) curba de etalonare corespunzatoare detectiei glucozei la Au/PEDOT/{chit" (NG + GOX)},, in
0,1 M NaPB pH 7,0 la -0,2 V fata de Ag AgCl. [188]
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Fig. 2.13. Mecanismele de oxidare ale glucozei catalizate de GOX la suprafata senzorului
Au/PEDOT/{chit"(NG+GOX)},, in 0,1 M NaPB pH 7,0 la -0,2 V fatd de Ag AgCl. [188]

Aceasta modificare anodica (pozitiva) a curentului catodic a fost sporita de prezenta NG si
PEDOT-ului. Nanomaterialele prezinta sensibilitate ridicata la potential negativ, tendinta
observata si in literaturd [197] si poate fi explicatd prin capacitatea lor de a regenera
cofactorul enzimatic. In prezenta polimerului PEDOT, regenerarea enzimei a fost cauzata
de o reactie redox cu forma oxidata a polimerului (figura 2.13). Curbele de etalonare au
fost construite la un potential in aceleasi conditii experimentale pentru a evalua efectul
numarului de straturi asupra performantelor biosenzorului. Sensibilitatile obtinute sunt
prezentate in figura 2.14. O configuratie a biosenzorului cu doua straturi de chitosan,
Au/PEDOT/{chit"(NG+GOXx)},, a fost considerata a fi optima datoritd sensibilitatii sale celei mai
ridicate de 237 £ 3 pA cm? mM™ o limita de detectie de 41 pM si un raspuns a fost liniar penru
concentratii de glucoza cuprinse intre 0,1 si 1,4 mM. Prezenta PEDOT a dus la o crestere a
sensibilitatii cu mai mult de un ordine de marime, comparativ cu biosenzorii bazati pe structuri
similare LbL dezvoltati fara PEDOT [193].

[Au/PEDOT/{chit(NG+GOX)in]

S (A mM "' cm?)

1 2 3 4

n (numar bistraturi)

Fig. 2.14. Influenta numarului de bistraturi n asupra sensibilitatii biosenzorului
Au/PEDOT/{chit" (NG+GOXx)}.
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Studii de interferenta

Sensibilitatea biosenzorului a fost, de asemenea, testata in prezenta interferentilor prezenti
in lichidele biologice, inregistrand mai intai raspunsul la glucoza, 0,3 mM, urmata de
injectarea compusilor interferenti, fiecare cu o concentratie finala de 0,6 mM (raport 1:2):
dopamind, ascorbat, catechol, acid uric, urmata de inca doua injectii care corespund la 0,3 mM
glucoza. in prezenta interferentilor de mai sus, biosensorul a pierdut 34% din sensibilitatea
sa, ajungand la valoarea 156 + 5 uA cm? mM™ si o limita de detectie de 56 uyM. Stabilitatea pe
termen lung si stabilitatea la depozitare a biosenzorului a fost determinaté prin construirea
unei curbe de etalonare la fiecare cateva zile pe parcursul unei luni. Reproductibilitatea
biosenzorilor a fost determinata prin studierea activitatii a trei senzori construiti in conditii
identice, obtinandu-se un RSD de 6,7%.
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Fig. 2.15. Stabilitatea Tn timp a biosenzorului Au/PEDOT/{chit"(NG+GOXx)},

2.7. Cuantificarea glucozei in probe reale

Biosenzorii Au/PEDOT/{chit"(NG+GOx)}, au fost testati pe vinuri preparate prin fermentarea
strugurilor albi proaspeti din Roméania (ca model biologic). Metoda adausurilor standard a fost
utilizata pentru a determina concentratia de glucoza. Valorile calculate pentru glucoza din cele
trei tipuri de vinuri sunt prezentate n tabelul 2.6.

Tabelul 2.6: Determinarea glucozei in vinuri (n = 3) utilizdnd metoda adausurilor standard.

ic3 Recuperarea
Metoda Au/PEDOT/Achit'(NG+GOx)},  Metoda spectrofotometrica P
Bohringer (%)
. 2,69+ 0,30 2,83+ 0,34 105
Glucoza
ol 2,35+ 0,24 2,29+ 0,17 97
J 2,25+ 0,14 2,27 +£0,12 101

2.8. Concluzii

Scopul capitolului a constat in dezvoltarea unei metode noi de diagnostic molecular pentru
identificare si cuantificare a glucozei ca biomarker al diabetului zaharat si aplicatia ei pe
probe reale.
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Metoda noua folosita: biosenzori electrochimici cu suprafata modificata cu structuri
enzimatice multistrat auto-ansamblate prin metoda strat-pe-strat (Layer-by-Layer, LbL).

Astfel, suprafetele senzorilor de aur au fost functionalizate pentru a permite modificarea
suprafetei senzorilor cu structuri enzimatice in structuri multistrat auto-ansamblate prin metoda
strat-pe-strat (Layer-by-Layer, LbL) prin:

1. chemisorbtia unor molecule pe suprafata senzorilor prin intermediul legaturilor Au-S:

2. depunerea electrochimica a unui film de polimer conductor poli(3,4-etilendioxitiofen),
PEDOT.

Senzorii au fost sub forma unor electrozi de aur (bara si film subtire) si electrozi imprimati cu
film de carbon modificati cu ftalocianina de cobalt (CoPC-SPE) cu rol de mediator
electrochimic. Discuri cu film de aur (senzori SPR) au fost utilizate pentru a evalua interactiunile
implicate in imobilizarea biomoleculelor pe suprafete prin rezonanta plasmonilor de
suprafata.

Doua structuri LbL enzimatice auto-ansamblate au fost depuse pe suprafetele de aur
functionalizate si COPC-SPE: PEI"/GOX si {chit"(GOx)}/PSS".

Cuantificarea amperometricd a glucozei a fost realizatd in solutii standard si parametrii
curbelor de etalonare ale ambelor tipuri de biosenzori cu suprafatd modifica au fost obtinuti
(sensibilitate, domeniul de liniaritate, limita de detectie).

Biosenzorii in configuratia cu doud LbL au avut cea mai mare sensibilitate:
Au/Cys/{PEI'/GOX}, si AuU/PEDOT/{chit"(NG+GOx)/PSS}..

Sensibilitatea biosenzorului Au/PEDOT/{chit"(NG+GOx)/PSS’}, a fost cea mai mare, 237 + 3
MA cm”? mM™ cu o limitd de detectie de 41 pM, si un interval de liniaritate 0,1 si 1,4 mM,
comparabila cu rezultatele gasite in literatura.

Studii ale interferentilor au fost realizate asupra biosenzorului de glucoza. Metoda a permis o
obtinerea unui semnal datorat glucozei in prezenta interferentilor, in timp ce semnalul
datorat acestora a fost nesemnificativ.in prezenta interferentilor a existat o usoara scadere a
sensibilitatii, biosensorul a pierdut 34% din sensibilitatea sa, ajungand la valoarea 156 * 5
uA cm? mM™ si o limiti de detectie de 56 pM.

Stabilitatea biosenzorului Au/PEDOT/{chit’(GOx)}/PSS" a fost studiata in timp aratand ca
sensibilitatea sa a crescut la o valoare mai mare dupa 8 zile, dupa care aceasta a inceput sa
scada si sa se stabilizeze la 65% din valoare initiala. Reproductibilitatea biosenzorului a
fost determinatéa prin studierea activitatii a trei senzori construiti in conditii identice, obtinandu-se
un RSD de 6,7%.

Biosenzorii Au/PEDOT/{chit"(NG+GOx)/PSS}, au fost testati pe probe reale pentru
cuantificarea glucozei. Valorile obtinute au fost in acord cu cele obtinute prin metoda
spectrofotometrica standard cu un grad bun recuperare (intre 97 si 105%).

Se recomanda folosirea biosenzorilor electrochimici Au/PEDOT/chit" (NG+GOx)/PSS},. si
dezvoltatea metodei pentru probele biologice (saliva, ser, urina).
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3. Evidentierea si cuantificarea experimentala a capacitatii

antioxidante totale ca marker al stresului oxidativ

3.1  Scopul si obiectivele cercetarii

Scopul acestui capitol a constat in dezvoltarea unei metode noi de diagnostic molecular
pentru evidentierea si cuantificarea capacitatii antioxidante totale ca marker al stresului
oxidativ si aplicatia ei pe probe reale.

Metoda noua folosita: senzori electrochimici cu nanoparticule de aur cu rol de enzime
artificiale (nanozime)

Obiectivele urmarite in cadrul acestui capitol au fost urmatoarele:
- caracterizarea si evaluarea senzorilor electrochimici cu nanozime de aur.

- caracterizarea si evaluarea capacitatii antioxidante probelor (solutilor cu compusi
antioxidanti) folosind senzori electrochimici cu nanozime de aur.

- cuantificarea capacitatii antioxidante totale (relativa si absoluta) si activitatii
antioxidante totale a a probelor folosind senzori electrochimici cu nanozime de aur.

- validarea metodei electrochimice comparativ cu metoda spectrofotometrica UV-Vis si
chemiluminiscenta.

Rezultatele prezentate in acest capitol au fost publicate in urmatoarele reviste:
Revista BDI

[198] M. Florescu, Ghe. Coman, Label-free methods for real-time analysis used in oxidative
stress biomarkers detection, Bulletin of the Transilvania University of Brasov, Vol. 6 (55)
No. 1, pp. 9-18, 2013, Series VI: Medical Sciences. Transilvania University Press, Brasov.

Revista ISI (FI = 3,031)

[199] M. David, A. Serban, C. V. Popa, M. Florescu*, Nanoparticle-based label-free sensors
for screening the relative antioxidant capacity of hydro-soluble plant extracts, Sensors, 2019,
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3.2 Senzori cu suprafata modificata cu enzime artificiale (nanozime)

Antioxidantii reprezinta o clasd de compusi de interes real pentru rolul lor in reducerea
efectelor adverse cauzate de speciile reactive ale azotului (RNS) sau oxigenului (ROS). Din
categoria ROS face parte si peroxidul de hidrogen, H,O,, fiind un produs secundar reactiv
obtinut in urma proceselor biochimice si care poate genera stres oxidativ ori leziuni celulare.
Extractele apoase din plante ce sunt folosite ca suplimente alimentare, in mod similar cu
lichidele biologice, au o capacitate antioxidantd totala (AC) care este datorata tuturor
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antioxidantilor constituenti (vitamine, carotenoizi, polifenoli, etc.) care participa la reactii
electrochimice de oxidare-reducere. Extractele apoase din plante au reprezentat in acest
capitol un model biologic, constituind o matrice complexa, similara lichidelor biologice.

Metodele clasice folosite pentru determinarea AC sunt costisitoare si necesitda mai multe
operatiuni, elimina cantitati mari de eluenti, nu sunt intotdeauna prietenoase cu mediul, sunt
dependente de mai multi parametri si necesitd echipamente si personal specializat. Astfel,
pentru evaluarea si cuantificarea AC (a extractelor din plante si a lichidelor biologice) sunt
necesare dispozitive noi specifice, cum sunt senzorii, sensibile si cu pret mic.

Utilizarea senzorilor chimici si a nanosenzorilor ne permite sa depasim problemele legate
de imobilizarea enzimelor si de stabilitatea pe termen lung. Nanoparticulele de aur (AuNP)
sunt utilizate pe scara larga deoarece au propietati conductoare foarte bune [25]. Pe langa o
suprafatd activa Tmbunatatita (raport mare dintre suprafatd si volum) si o buna
biocompatibilitate, AUNP au, de asemenea, proprietati optice si faciliteaza transferul electronilor
intre molecule biologice electroactive si senzor [26]. Recenzile recente arata ca nanoparticulele
impreund cu unii polimeri, compusi porfirinici, complexe metalice, dendrimeri si alti compusi pot
cataliza reactii, in mod similar enzimelor, introducand termenul "nanozyme=nanozima"
[205, 206]. S-a raportat ca si nanoparticulele de aur (AuNP) au un comportament similar
enzimelor, nanozime, catalizand reacitii chimice de oxidare-reducere fapt ce le recomanda in
dezvoltarea nanosenzorilor electrochimici.

AuNP au fost utilizate in acest capitol ca nanozime datorita activitatii catalitice
asemanatoare cu cea a peroxidazelor naturale (de exemplu, peroxidaza de hrean).

Pentru estimarea si cuantificarea activitatii capacitatii antioxidante totale absolute (TAC) si
relative (RAC) am folosit ca senzori electrozi imprimati cu film de carbon modificati cu
nanozime de aur (hanoparticule de aur) (AuNP-SPE).

Senzorii cu nanozime de aur au fost folositi pentru detectia amperometrica a H.O,.
Principiul de estimare si cuantificare a TAC si RAC pentru extracte din plante s-a bazat pe
efectul de anihilare (captare/neutralizare) a H,O, de antioxidantii prezenti in extractele cu
capacitate antioxidanta. Astfel, scaderea semnalului electric sugereaza o capacitate
antioxidanta totala in crestere.

Mai intéi, masuratorile electrochimice (voltametria ciclica si spectroscopia de impedanta
electrochimocd) au fost folosite pentru a caracteriza senzorii modificati cu nanoparticule
(carbonice si de aur) si extractele din plante apoase obtinute prin diferite metode. Cea mai
buna performanta a fost inregistratd pentru senzorii pe baza de nanoparticule de aur, datorita
activitatii catalitice a nanoparticulelor de aur similara enzimelor (nanozime de aur).

Voltammetria si amperometria au fost folosite pentru a evidentia capacitatea totala
antioxidanta a fiecarui extract utilizand senzorul electrochimic cu nanozime de aur, iar
rezultatele au fost comparate cu cele obtinute prin metodele clasice (spectroscopia de absorbtie
in UV-Vis si chemiluminescenta)

3.3  Materiale si echipamente
3.3.1 Materiale

Toti reactivii au fost de puritate analitica. H,O, (30%) a fost achizitionat de la Merck. Acidul
ascorbic si  Trolox (acid 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilic) 97%, au fost
achizitionati de la Sigma-Aldrich, Germania. Glicerina, propilenglicolul si etanolul au fost
obtinute de la S.C. Chemical Company, Roménia. Acidul boric si hexahidratul de cobalt (Il) au
fost de la Reactivul, Roméania. Sarea disodica a acidului etilendiaminotetraacetic (Na,EDTA) de
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la Loba Chemie; 5-amino-2,3-dihidronaftalazin-1,4-diona (luminol) de la Fluka BioChemie,
Slovacia si monohidratul de acid gallic a fost achizitionat de la Riedel-de Haen. Masuratorile
electrochimice si spectrometrice s-au efectuat in tampon fosfat de sodiu pH 7,0 (NaPB, 0,1 M).
Apa nanopura Millipore Milli-Q (rezistivitate = 18 MQ cm) a fost utilizatd pentru prepararea
tuturor solutiilor. Toate experimentele au fost efectuate la temperatura camerei (22 + 1°C) si nu
au fost necesare conditii speciale pentru pastrarea SPE intre masuratori. Extractele din plante
au fost obtinute din fructe de catina romanesti, flori de lavanda. Apa cu doua valori diferite ale
pH-ului a fost folosita si a fost obtinuta cu un aparat de apa Leveluk Kangen: apa "a" (pH = 2,5)
si apa "b" (pH = 9,5). Etanolul, glicerina si propilenglicolul au fost de calitate farmaceutica.

3.3.2. Prepararea extractelor din plante

Doua metode de extractie au fost utilizate: extractia asistata cu ultrasunete (US) si
extractia cu solvent la presiune crescuta, 6,7 bar (T).

Tabelul 3.1. Solventi si metodele de extractie folositi penru obtinerea extractelor din plante .

Solvent (1:1) Extract fructe catina Extract flori lavanda
apa “a” : etanol (A) 1.Hf AaT/US 1.LfAaT/US
apa ,b” : etanol (A) 2.Hf Ab T/ US 2.Lf Ab T/ US
apa ,a” : glicerina (G) 3.Hf Ga T/ US 3.LfGa T/ US
apa ,b” : glicerina (G) 4.Hf Gb T/ US 4.LfGb T/ US
apa ,a” : propileneglicol (Pg) 5.Hf Pga T/ US 5.Lf Pga T/ US
apa ,b” : propileneglicol (Pg) 6.Hf Pgb T/ US 6.Lf Pgb T/ US

*planta: Hf — catina, Lf — lavanda;

*solventi: A — etanol, G - glicerina, Pg — propileneglicol,

*apa: a (pH 2,5); b (pH 9,5);

* metode de extractie: US - extractia asistata cu ultrasunete, T - extractie cu solvent la 6,7 bar

3.3.3. Echipamente si metode

Toate masuratorile electrochimice au fost efectuate intr-o celula electrochimica conventionala
care contine trei electrozi (Fig. 1.1A). Senzorii au fost sub forma unor electrozi imprimati cu
film de carbon modificati cu nanoparticule (NP-SPE) (Fig. 1.1D). Diametrul suprafetei
electrodului de lucru SPE a fost de 4 mm, electrodul auxiliar fiind de Ag si pseudo-referinta
Ag/AgCl. NP-SPE au fost utilizati cum au fost primiti. S-au efectuat masuratori voltammetrice,
de impedantd si amperometrice utilizdnd o interfatd electrochimicd PalmSens3 (Palm
Instruments BV, Olanda) controlatd cu software PSTrace 5.5. Voltametriile in puls diferential
(DPV) s-au efectuat prin baleierea potentialului de lucru al senzorului de la 0,0 la 1,0 V cu o
vitez& de scanare de 10 mV s si un puls aplicat cu o amplitudine de 50 mV, un timp de actiune
al pulsului 0,1 s cu o treapta de potential de 2 mV. Pentru masuratorile de impedanta, a fost
aplicata o perturbare rms de 10 mV in intervalul de frecvente de 50 kHz - 0,05 Hz, cu 10
frecvente pe decada de frecvente. Spectrele obtinute au fost inregistrate la un potential de 0,1 V
fatd de Ag/AgCl si au fost reprezentate grafic sub forma de diagrame plane complexe (diagrame
Nyquist si Bode). Folosind principiile spectroscopiei electrochimice si utilizdnd software-ul
PSTrace 5.5 cu modulul FRA, s-a dedus circuitul echivalent electric care corespunde cel mai
bine datelor experimentale cu parametrii electrici corespunzatori.
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Masuratorile de absorbtie spectrofotometrica UV-Vis au fost inregistrate utilizand un
spectrometru FLAME-S, Ocean Optics, preconfigurat pentru 200-1050 nm. Sursa de lumina
halogen tungsten deuteriu echilibrata DH-2000-BAL cu iluminare pentru lungimi de unda
cuprinse in intervalul 230-2500 nm. Datele au fost vizualizate si analizate prin software-ul
Ocean View 1.6.3. Drumul optic pentru spectrele de absorbtie a fost de 1 cm.

Toate masuratorile de chemiluminescenta (CL) au fost efectuate cu ajutorul unui luminometru
Turner Biosystems 20/20" cuplat la un calculator, astfel incat software-ul "SIS pentru 2020h" a
inregistrat intensitatea luminii in unitati relative de luminescentd (RLU) in functie de timp
(secunde). Solutia de lucru pentru determinarile CL (10'3 M Na,EDTA, 0,8 x 10° M CoCl,, 1,1 x

10* M luminol), 350 uL de 0,1 M, solutie tampon de borat de pH = 9,0 si 350 L solutie de 3 x
10 M H.0,.

3.4 Comportamentul electrochimic al senzorilor cu nanoparticule, NP-SPE
3.4.1. Voltametrie ciclica si in puls diferential
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Fig. 3.1. CVin 0,1 M NaPB, pH 7,0, in prezenta extractului (E), cu adaugare de 6 mM de H,0,,
v =50 mVs™ pentru: (A) AuNP, (B) CNT si (C) G.
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Masuratori electrochimice prin voltammetrie ciclica (CV) si amperometrie au fost efectuate
folosind senzori cu film de carbon (SPE) modificati cu trei tipuri de nanoparticule (NP).
AuNPs (nanoparticule de aur) s-au dovedit a fi cele mai adecvate pentru evidentiera si
cuantificarea capacitatii antioxidante totale, dupa cum se arata mai jos.

Utilizand CV, au fost fi monitorizati trei parametri ai comportamentului reducator al
antioxidantilor (AOx): curentul anodic de varf (la) cu potentialul de oxidare (Epa) si zona
anodicd a CV [210]. Tn acest capitol H,O, este folosit ca ROS; anihilarea sa (prin captare) de
catre AOx prezenti in extractele analizate este monitorizatd folosind senzori SPE cu
nanoparticule. Mai intai, raspunsul senzorilor in prezenta unui extract (E) diluat in 0,1 M NaPB
pH = 7,0 (E: electrolit tampon) a fost monitorizat prin CV, rata de scanare 50 mV s™. n etapa
urmatoare s-a monitorizat reducerea capacitatii antioxidante totale (reducatoare) a
extractului (E) in prezenta a 6 mM H,O,, o scadere a raspunsului senzorului fiind asteptata.
in prezenta unui extract E, voltamogramele ciclice prezinta varfuri anodice la potential
redus (sub 0,45 V) si se stie ca acestea apar pentru compusii cu activitate antioxidanta
semnificativa [211]. O comparatie intre SPE modificati cu nanoparticule si SPE nemodificati a
fost facutad, de asemenea, prin inregistrarea CV-urilor in aceleasi conditii (Figura 3.2).
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Figura 3.2. CVin 0.1 M NaPB, pH 7,0, in prezenta a 6 mM H,0,, v =50 mV st pentru SPE
nemodificat (C) si SPE modificat cu nanoparticule AUNP, CNT si G. [199]

Aceste CV-uri comparative ofera o perspectiva asupra modificarilor valorilor capacitatii electrice
ale senzorilor pentru fiecare tip de nanoparticule. Valorile capacitatii au fost calculate in
regiunea non-faradaica (fara varfuri redox), la un potentialul de 0,55 V (Tabel 3.2).

Tabelul 3.2. Valorile capacitatii calculate pentru toate tipurile de senzori din CV-urile din figura

3.2.
Senzor (SPE) C/mFcm™
C 0,06
G 0,89
CNT 0,46
AUNP 2,67
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Studiu de pH

Un studiu de pH a fost realizat, de asemenea, folosind CV si DPV, pentru a determina cel mai
performant tip de nanoparticule pentru detectectia H,O; in prezenta E. Rezultatele obtinute prin
CV sunt prezentate in Figura 3.3.
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Fig. 3.3. Studiul pH-ului pentru toti senzorii cu NP (date din CV in 0,1 M NaPB cu E si 6 mM

H,0,), v =50 mV s™. [199]

Figura 3.4 ilustreaza voltametriile in puls diferential (DPV-urile) realizate cu AuNP-SPE in 1,5
mM H,0,, pentru o variatie a pH-ului intre 5,5 si 8,5 a 0,1 M NaPB. Valoarea cea mai mare a
curentului de varf (cea mai mare viteza de transfer de electroni) a fost observata pentru pH 7,0,
care a fost utilizat pentru toate masuratorile ulterioare, fapt confirmat de rezultatele cu CV de

mai sus.

Fig. 3.4. DPV de pentru senzorul modificat cu AuNP in NaPB 0,1 M, interval de pH variind intre

5,0 si 8,5 1n prezenta a 1,5 mM H,0,. [200]
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Studiul influentei nanoparticule

Influenta adusa de fiecare tip de NP la performatele senzorilor a fost studiata si prin
amperometrie la potential fix, 0,565 V (Figura 3.5.). Desi curentii mai mari au fost inregistrati in
cazul grafenei, senzorul cu AuNPs are un comportament mai stabil, in timp ce cel cu CNT-uri
prezinta cele mai slabe performante.
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Fig. 3.5 Curbele de etalonare ale senzorilor cu NP inregistrate la 0,55 V fata Ag/AgClin 0,1 M
NaPB ce contine acelasi E, pH = 7,0. [199]

Datorita dimensiunilor mici si a suprafetei electroactive mari, AUNP ofera oportunitati unice de
incorporare in substraturi miniaturizate pentru aplicatii portabile la fata locului. Conform
rezultatelor de mai sus, senzorul modificat cu AuNP (AuNP-SPE) pentru detectia H,O,, care
a prezentat cel mai bun comportament in prezenta extractelor din plante , cu caracter
antioxidant, a fost folosit pentru toate masuratorile urméatoare. AUNP permit estimarea si
cuantificarea indirecta a capacitatii antioxidante totale a diferitelor extracte din plante , pe
baza activitatii lor catalitice enzimatice (nanozime). Astfel, senzorii pe baza de nanozime de
aur pentru detectarea H,O, ne permit s determinam TAC si RAC pe baza anihilarii H,O, cu
ajutorul AOx prezenti in extractele din plante studiate.

Studiu de dilutie a extratelor

Dilutia optima a E a fost testata folosind masuratori amperometrice inregistrate cu AUNP-SPE la
0,55 V fata de AgAgCl in 0,1 M NaPB (pH 7,0) si trei dilutii ale E utilizadnd raportul (E:tampon)
dupa cum urmeaza: (1:20), (1:40) si (1:60). Curbele de etalonare corespunzatoare au fost
reprezentate in figura 3.4, pentru diferite concentratii crescatoare de H,O,, iar datele prelucrate
sunt in Tabelul 3.3.

Tabelul 3.3. Parametrii de performanta pentru cele trei dilutii diferite de (E: tampon)

Extract S R? LoD
(MA mM™* cm™) (mM)

1:20 8.66 0.998 0.60
1:40 11.37 0.995 0.75
1:60 17.46 0.991 1.76
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Fig. 3.4. Curbele de calibrare pentru senzor cu AuNP inregistrate la 0,55 V fata de Ag/AgCl in
0,1 M NaPB cu acelasi extract pentru diferite dilutii, pH = 7,0. [199]

Procesul de electrod — evidentierea rolului de nanozima a AuNP

Senzorul pe baza de AuNP a fost caracterizat in continuare prin intermediul mecanismului
electrochimic al lui AuNP, evidentiind raportul dintre viteza de scanare si curentul de varf in
timpul masuratorilor CV in 0,1 M NaPB (pH 7,0), iar rezultatele obtinute sunt prezentate in

Figura 3.5.
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Fig. 3.5. Voltamograme ciclice in NaPB 0,1 M, pH = 7,0 pentru senzorul cu AuNP pentru diferite
viteze de scanare: 10, 20, 30, 50, 70, 90 si 110 mV s™. [199]

S-a dovedit cd AuNP-urile actioneaza ca un catalizator (nanozima). Se observa reactia
reactia redox a AuNP, cu varfurile corespunzatoare oxidarii si reducerii Au. Dependenta liniara
ale valorilor curentului de varf anodic (Ipa) si curentului de varf catodic (Ipc) in functie de
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radicalul vitezei de scanare a potentialului este prezentata in Figura 3.6. Luand in considerare
ecuatiile de regresie liniara (3.1) si (3.2), influenta vitezei de scanare explica (conform ecuatiei
Randles—-Sevcik, 3.3) procesul de electrod poate fi explicat in termenii unei reactii
controlata prin difuzie (transport de masa).
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Fig. 3.6. Dependenta liniara a curentilor de varf Ipa si Ipc (Fig. 3.5), fata de radacina patrata a
vitezei de scanare. [199]

3.1

lpa (UA) = 0.48 v+ 1.21 (mV s™)*?, R* = 0.969 (3 2)

lpe (WA) = -1.15v"?- 2,59 (mV s™)"?, R* = 0.987 (32
nFvD /2

I, = 0,4463 nFAC(?) (3.3)

Unde:

Ip = curent varfului in amperi, n = numarul de electroni transferati in evenimentul redox (1), A =
suprafata electrodului in cm?, F = constanta Faraday in C mol™, D = coeficientul de difuzie Tn
cm? s, C = concentratia in mol cm™, v = viteza de scanare in mVs™, R = constanta gazului in J
K™ mol™, T = temperatura in K

Pentru caracterizarea si mai buna a procesului de electrod (reactia redox a AuNP), a fost
studiata relatia dintre viteza de scanare si curentul de varf in timpul CV-urilor, in prezenta H,0O,
si a unui compus antioxidant standard, asa cum se aratd in figurile 3.7 si 3.8. Ca
antioxidant standard, a fost folosit analogul solubil in apa al vitaminei E, Trolox , care a fost
folosit in mod obisnuit in testele clasice pentru determinarea capacitatii antioxidante totale
[33,34].

Astfel, putem concluziona ca cele doua varfuri din CV-uri caracterizeaza reactiile de oxidare-
reducere ale AuNP: formele de oxid de aur se formeaza la 0,6 V si se reduc la 0,2V.
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Fig. 3.7.CV-uriin 0,1 M NaPB, pH 7,0, continand 1,5 mM H,0,, la viteze diferite de scanare 10,
20, 30, 50, 70, 90 si 110 mV s™. [200]

Relatia liniara dintre curentul de varf anodic (Ipa) si curentul de varf catodic (Ipc) ca functie de
viteza de scanare poate fi vazuta in figura 3.9 (albastru), cu ecuatiile de regresie liniara
corespunzatoare de mai jos:

La(uA) = 1,59 v¥2 + 1,73 (mV s~ 1)/2 ; R2 = 0,997 (3.4)
Lc(uA) = 1,19 vY2 + 3,77 (mV s~1)1/2 ; R? = 0,993 (3.5)

Tn al doilea rand, studiul vitezei de scanare pentru 60 uM Trolox a fost realizat (figura 3.8). S-a
observat un comportament similar ca in cazul studiului vitezei de scanare pentru H,O,, cu un
varf de oxidare la 0,65 V si un varf de reducere la 0,2 V.

Relatia liniara dintre curentul de varf anodic (Ipa) si curentul de varf catodic (lpc) ca functie de
viteza de scanare poate fi vazut in figura 3.8 (verde), cu ecuatile de regresie liniara
corespunzatoare de mai jos:

Ia(uA) = 0,54 v¥/2 + 0,96 (mV s~ 1)/2; R = 0,982 (3.6)
1
Lc(uA) = —1,09 vz + 1,99 (mV s~1)¥2 ; R? = 0,994 (3.7)

Avand in vedere liniaritatea buna atat pentru H,O,, cat si pentru Trolox , influenta vitezei de
scanare indica ca procesul de electrod poate fi explicat sa in acest caz in termenii unei o
reactii redox a AuNP controlata prin difuzie.
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Fig. 3.8. CVin 0,1 M NaPB, pH 7,0, continand. 60 pM Trolox , la diferite viteze de scanare: 10,
20, 30, 50, 70, 90 si 110 mV s™. [200]
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Fig. 3.9. Variatia curentilor de varf ((Ipa si Ipc) (Fig. 3.8) fata de radacina patrata a vitezei de
scanare pentru H,O, si Trolox. [200]
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Fig. 3.10. CV-uri in NaPB 0,1 M, pH 7,0, v = 50 mV s™ pentru senzorul SPE de carbon modificat
cu AuNP in (portocaliu) si prezenta de 1,5 mM (albastru) si 3 mM (mov) H,O,. [200]
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Fig. 3.11. CV-uri pentru SPE de carbon nemodificat in: NaPB 0,1 M, pH 7,0, (rosu), in prezenta
a 1,5 mM H,0; (albastru), 60 uM Trolox (verde) si 1,5 mM H,O, + 60 uM Trolox (maro). v =50
mV s™. [200]

CV-uri realizate la aceasi viteza de scanare au fost folosite pentru a evidentia atat comportarea
senzorului cu nanozime de aur in absenta si prezenta H,O, céat si proprietatile catalitice
ale AuNP si sunt prezentate in figurile 3.10 si 3.11.

Putem concluziona ca H,O, sufera o oxidare ireversibila catalizata de AuNP. Aceasta
declaratie este in concordanta cu constatarile din figurile 3.7 si 3.8, unde pentru viteza de
scanare de 50 mV s, varful de reducere a rdmas neschimbat atat pentru H,O,, cét si pentru
Trolox, atribuind varful de reducere unei caracteristici intrinseci a AUNP. Tn aceleasi conditii,
pentru varful anodic, curentul creste cu valori diferite (13,3 pA si 3,08 pA). Pentru a evidentia in
continuare proprietatile catalitice ale AuNP la detectia H,O,, au fost realizate o serie de CV-
uri si pe electrodul de film de carbon nemodificat (in absenta AuNP). Dupa cum se poate
observa in figura 3.11, oxidarea H,O, are loc la potentiale mai mari (0,8 V) si a fost inregistrat
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un raspuns foarte mic al senzorului fata de Trolox . A fost observata o diferenta semnificativa
intre comportamentul celor doi senzori fata de detectia H,O,, ceea ce evidentiaza avantajul

utilizarii senzorilor AuNP.

Se poate trage concluzia ca procesul de electrod se bazeaza pe reactiile redox ale AuNP
controlate prin difuzie si ca AUNP catalizeaza oxidarea ireversibila a H,O, (si a Trolox ului)

3.4.2. Spectroscopia de impedanta electrochimica
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Figura 3.12. Reprezentarea in plan complex a spectrelor de impedanta
in 0,1 M NaPB, pH 7,0, 0,1 V fata Ag/AgClI pentru:
A. senzor de carbon nemodificat (gri) si cu AuNP (portocaliu) cu insertie a circuitului

B. Senzor cu AuNP 1n

electric echivalent utilizat pentru fitarea spectrelor AUNP;

(portocaliu), H,O; (albastru), Trolox (verde) si H,O,+Trolox
(maro) cu insertie a regiunii de inalta frecventa.

C. Diagrama Bode cu insertie a variatiei fazei in conditiile din B. [200]
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Spectroscopia de impedantad electrochimica (EIS) a fost utilizatd pentru caracterizarea
fenomenelor de la interfata senzorului cu nanozime / electrolit in prezenta H,O,, cu si fara
antioxidantul standard Trolox. Cu ajutorul acestei metode vor putea fi adaugate noi informatii
despre procesele de transfer ale electronilor si fenomenele de difuzie evidentiate prin
masuratorile anterioare de CV.

Tabelul 3.4 impreuna cu figurile 3.13 si 3.14 prezinta valorile componentelor circuitului
echivalent obtinute prin fitarea spectrelor experimentale in regiunea de frecvente
intermediare si joase si variatia lor in functie de electrolitul folosit. A fost observata o
scadere semnificativa a valorilor impedantei la frecventa joasa (0,05 Hz).

Tabelul 3.4. Valorile elementelor de circuit echivalent obtinute prin fitarea spectrelor de
impedanta din figura 3.12

Electrod/Electrolit Rt Cau CPEy (o A1
(kQ cm?) (LF cm™) (LF cm™ s

C /NaPB 1,360 - 9,8 0,95

AuNP / NaPB 0,830 0,4 142,6 0,91

AuNP /NaPB + H,0, 0,160 78,6 250,9 0,86

AUNP /NaPB + Trolox 0,027 203,2 648,0 0,81

AuNP /NaPB + Trolox + H,O, 0,019 557,4 1934,7 0,78

15

T
N \ | 0.5

0.5 + 0.90

Ip eydje

0.0 4 L I 0.85

Ret (kQ cmzl

-0.5 - 0.80

-1.0 0.75

T T T T T T T T T
C-NaPB Au-NaPB Au-{H202) Au-(TroloxAu-(Trolox + H202)

Senzor

Figura 3.13. Variatia valorilor R si ag din tabelul 3.4 pentru C-SPE comparativ cu AUNP-SPE
in: NaPB, NaPB+H,0,, NaPB+Trolox, NaPB+Trolox+H,0,

in concluzie, in domeniul frecventelor intermediare si joase, impedanta are un
comportament capacitiv, care este, de asemenea, in conformitate cu diagramele Bode
(faza intre 75 - 87 °). Panta curbelor Z =f(log f) are valoarea de aproximativ -0,85.

65



Universitatea
Transilvania
din Brasov

700
~ 2000

600

500 — 1500

400 -
L 1000
300 -

CAu (uF em?)

200

(,.8 ,wo 1) p3dD

T
3
=]

100

-0

T T T T T
C-NaPB Au-NaPB Au-(H202) Au-(TroloxAu-(Trolox + H202)

Senzor

Figura 3.14. Variatia valorilor Ca, si CPEy din tabelul 3.4 pentru C-SPE comparativ cu AuNP-
SPE in: NaPB, NaPB+H,0,, NaPB+Trolox, NaPB+Trolox +H,O,

3.5 Evaluarea electrochimica a capacitatii antioxidante totale a extractelor din plante
3.5.1. Voltametrie ciclica — comparatie intre extractele din plante

Folosind AuNP, pentru modificarea senzorului cu film de carbon, care au un impact asupra
raspunsului senzorului electrochimic datorita efectului sinergetic dintre nanotehnologie si
detectia electrochimicd, am optimizat cu succes in sectiunile anterioare senzorul cu
nanozime de aur pentru detectia H,O,. Acesta va fi folosit ca 0 metoda simpla de screening
pentru caracterizarea rapida a extractelor din plante prin evaluarea si cuantificarea
capacitatii antioxidante totale, absolute si relative.

Masuratorile spectroscopice au evidentiat un continut ridicat de fenoli in extractele din plante
analizate, E, dovedind caracterul antioxidant al acestora. Metodele electrochimice
voltametrice sunt o alternativa mai rapida si mai simpla fatd de metodele clasice pentru
evaluarea capacitatii antioxidante totale a extractelor, dar si pentru a evidentia caracterul
lor antioxidant diferit, care este functie de solventul si metoda de extractie folositi (figura
3.15).

Exista cativa parametri care pot fi determinati utilizand voltammetria ciclica (varfurile anodice,
potentialele corespunzéatoare varfurilor de oxidare si zona sub undéa anodicé (pozitiva), A, a CV-
ului) care ajuta la caracterizarea caracterului antioxidant prezenti in diferite probe [31]. Acest
lucru este posibil datorita puterii reducéatoare a AOx prezenti in extractele din plante, E, care
actioneaza ca donori de electroni sau protoni in reactiile redox, avand capacitatea de a
reduce (anihila) speciile reactive cum ar fi H,0,.
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0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
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Fig. 3.15. CV-uriin 0,1 M NaPB, pH 7,0, ce contine extracte obtinute prin doua metode de
extractie (T si US): de lavand& (A) si (B) si de cétina (C) si (D). Viteza de scanare 50 mV s™

3.5.2. Voltametrie ciclica — calcul AC

O expresie valabild a capacitatii antioxidante totale a unui extract este evidentiata de profilul
sau redox. Astfel, zona anodica a CV-urilor inregistrate cu senzorul cu nanozime de aur
optimizat poate fi corelata cu capacitatea antioxidanta a extractelor [212].

Figura 3.16A ilustreaza profilul CV realizat intre 0,0 - 1,0 V, v = 50 mV s™, inregistrat de
senzorul cu nanozime de aur in 0,1 M NaPB, pH = 7,0, ce contine extracte din lavanda obtinute
prin cele metoda de extractie la presiune mare (T), descrisa in sectiunea 3.3.2.

in figura 3.16B, CV-urile au fost realizate in aceleasi conditii experimentale in unele extracte de
lavanda si catina selectate, studiate in comparatie cu cele efectuate in Trolox, dezvaluind
diferente in zona anodica in functie de tipul plantei, metoda de extractie si solventii utilizati. in
cazul extractelor de lavanda (in special 2.Lf Ab US), un profil mai pronuntat este vizibil pentru
varfurile de oxidare. Rezultatele sunt in concordantd cu rezultatele spectroscopice care
subliniaza ca extractele de lavanda au compusi antioxidanti diferiti in comparatie cu extractele
de catiné [100].
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Fig. 3.16. voltamograme ciclice, in 0,1 M NaPB, pH = 7,0, v=50 mV st pentru:
(A) toate extractele din lavanda Es obtinute prin extractie sub presiune;
(B)1.Hf AaT, 2.Lf Ab US, 5 Lf Pga T, 6. Hf Pgb T, 6. Lf Pgb US si Trolox. [199, 200]

Mai mult, aria zonei anodica a unui CV, A, poate fi corelata cu puterea de reducere a unui E, si
prin aceasta, cu capacitatea antioxidanta, AC [213]. Voltamogramele inregistrate anterior au
fost utilizate pentru a calcula aria suprafatelor anodice care reprezinta AC unui extract.

12

12 4 (A) (B)
- I Hf (T) 10 4 1LHfAaT

CIHE(US) s

L (T) 6Hf Pgb T

8- LT (US) 81 SLIPebUS

AluAV

6 Lf Trolox

5Lf 6 Hf
Extracts

1 Hf 2Lf

Hf/LfAa Hf/LfAb Hf/LfGa Hf/LfGb Hf/LfPGaHf/LfPGb
Extracts

Fig. 3.17. Histograme ale suprafetei calculate din CV-urile corespunzatoare: (A) analizei tuturor
extractelor de lavanda si catina, si (B) selectia extractelor din Fig. 3.16B (comparativ cu Trolox).
[199, 200]

Figura 3.17A reprezinta AC calculata din aria zona anodica, A, a voltamogramelor pentru toate
extractele de lavanda si de catinad (dupa scaderea ariei zonei anodice corespunzatore CV-ului
electrodului in NaPB absenta lui extractelor). Figura 3.17B prezinta valorile capacitatii
antioxidante ale tuturor extractelor, calculate din voltamograme, in comparatie cu valoarea
obtinuta pentru Trolox de 60 puM.
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Se poate concluziona astfel, ca aria anodica a CV-urilor inregistrata de senzorul cu
nanozime de aur optimizat poate fi corelata cu capacitatea antioxidanta a extractelor,
ceea ce permite discriminarea intre diferitele extracte de plante.

3.5.2. Voltametrie in puls diferential - indicele electrochimic

Termenul de indice electrochimic, El, a fost introdus cu un deceniu in urma si se calculeaza
pornind de la raportul dintre urmatorii parametri voltametrici: curentul varfului anodic (Ipa) si
potentialul varfului anodic (Epa) pentru toate perechile de varfuri prezente in voltamograma
(1,2, ..., n), dupa cum se arata in ecuatia [214] de mai jos:

El = Ipal/Epal +Ipa2/Epa2 +----+Ipan/Epan (3-8)

Prin urmare, indicele electrochimic, El, poate fi folosit ca o altd abordare pentru cuantificarea
"antioxidantilor naturali total" prezenti in probele analizate, care contin acid ascorbic, in cazul
nostru, extractele de catind. In absenta acidului ascorbic (extractele de lavanda), El poate fi
exprimat prin cuantificarea polifenolilor totali [215].

180 - B
10
8 150 -
i 6
< 4 120 -
2
0] : — . : \
-0.2 0.0 02 0.4 0.6 08 ~ 904
4 EIV (vs Ag/AgCl) o
60
34
i 2 30 4
< 1
0 ! v ! ! ) . 1 Hf 2Lf 5Lf 6 Hf 6Lf Trolox
0.0 0.2 04 0.6 0.8 10
E/V (vs Ag/AgCl) Extracts

Fig. 3. 18. (A) Deasupra : DPV pentru extractele Lf: 2.Lf Ab US , 5.Lf Pga T, 6.Lf Pgb US;
Jos: DPV pentru extractele Hf: 1.Hf Aa T, 6.Hf Pgb T.
B. Histograma valorilor El corespunzatoare extractelor in comparatie cu EI a 60 yM Trolox

Valorile El pentru extractele analizate au fost calculate folosind ecuatia 3.8 si sunt prezentate in
histograma din figura 3.18B, comparativ cu El obtinut pentru Trolox 60 pM, utilizat ca standard.
in figura 3.19 sunt prezentate variatiile El in functie de metoda si solventul de extractie pentru
extratele de catina (A) si de lavanda (B).
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Fig. 3.19. Histograme ale valorilor indicelui electrochimic pentru catina si lavanda.

Valorile El calculate pot fi comparate cu valorile obtinute din calculul ariei zonei anodice, A, a
CV-urilor, observandu-se cum acestea, inclusiv capacitatea antioxidanta totala, mentine
tendinte similare pentru acelasi extract. Trebuie tinut cont de faptul ca parametrii electrochimici
calculati se bazeaza pe reactiile redox, care difera in cazul CV si DPV. Deoarece in cazul CV-
urilor, se realizeaza o variatie ciclica a potentialului aplicat senzorului, potentialul de oxidare al
extractelor este diferit in comparatie cu cel obtinut in masuratorile DPV [210].

3.6 Cuantificarea capacitatii antioxidante folosind senzori cu nanozime de aur

Pentru cuantificarea activitatii capacitafii antioxidante totale am introdus un parametru,
capacitatea antioxidanta totala relativad (RAC) si absolutd (TAC) care a fost calculat folosind
sensibilitatea senzorilor cu nanozime de aur (AuNP-SPE).

Principiul de determinare a RAC/TAC pentru extracte din plante s-a bazat astfel pe efectul
de anihilare (captare/neutralizare) a H,O, de antioxidantii prezenti in extractele cu
capacitate antioxidanta. Astfel, scaderea raspunsului senzorului de H,0O, sugereaza o
capacitate antioxidanta totala in crestere.

Conform literaturii [216, 217], capacitatea antioxidanta totald a unui E poate fi exprimata si in
functie de concentratia a doi antioxidanti standard, cunoscuti pentru activitatea antioxidanta
mare:

1. Tn echivalent acid ascorbic (AAE): valoarea corespunzatoare RAC a unui extract
vegetal care echivaleza efectul antioxidant produs de concentratia corespunatoare de acid
ascorbic (AA).

2. 1n echivalent Trolox (TE): valoarea corespunzatoare RAC a unui extract vegetal care
echivaleza efectul antioxidant produs de concentratia corespunatoare de Trolox (T).

Rezultatele obtinute prin metoda electrochimicd amperometricad au fost comparate cu cele
obtinute prin metodele clasice, chemiluminescenta si spectrometria UV-vis.

3.6.1. Cuantificarea capacitatii antioxidante totale relative (RAC)

RAC-ul unui extract vegetal apos (E) a fost determinat folosind formula de mai jos:
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Unde:
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Figura 3.20 Amperometrie la potential fix la 0,55 V fata Ag/AgCl pentru senzorul de H,O; in
prezenta si absenta extractului 2.Hf Ab US in 0,1 M NaPB, pH = 7,0. [199]

Dupa adaugarea unui E (1:40 - dilutie E: NaPB), de exemplu 2.Hf Ab US, s-a obtinut o
sensibilitate mult mai scazuta, ilustrand efectul de aihilare al AOx prezent in E faté de H,O,, Sg
=2,71+0,2 yA cm? mMm?t (n=3), asa cum se arata in Figura 3.21.
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Figura 3.21. Curbele de etalonare corespunzatoare amperometriilor din Fig. 3.19. [199]

Tabele 3.5 si 3.6 prezinta valorile sensibilitatilor senzorilor de H,O, cu nanozime de aur obtinute
in prezenta tuturor extractelor de catina si lavanda, impreuna cu RAC-urile corespunzatoare
calculate cu formula (3.9) ce sunt reprezentate n figura 3.22.

Sensibilitatile cele mai scazute, cele mai mari valori ale RAC, sugereaza cea mai mare
capacitate antioxidanta totala.
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Tabelul 3.5. Valorile sensibilitatilor senzorilor de H,O, cu nanozime de aur si a RAC (%)
obtinute n prezenta tuturor extractelor de catina.

Extract S (WA cm? mM™) RAC (%)
1.Hf AaT 8,10 81,94
2HfALT 6,98 84,44
3.HfGaT 8,34 81,41
AHfGbT 6,67 85,12
5.Hf PGa T 4,98 88,88
6.HfPGb T 4,47 90,02
1.Hf Aa US 7,25 83,85
2.Hf Ab US 6,36 85,83
3.Hf Ga US 9,36 79,13
4 Hf Gb US 5,92 86,80
5.Hf PGa US 4,35 90,29
6.Hf PGb US 12,64 71,84

Tabelul 3.6. Valorile sensibilitatilor senzorilor de H,O, cu nanozime de aur si a RAC (%)
obtinute in prezenta tuturor extractelor de lavanda.

Extract S (WA cm?mM? RAC (%)
1.LfAaT 5,72 87,25
2LfAbDT 7,80 82,61
3.LfGaT 4,38 90,22
4LfGbT 2,74 93,88
5Lf PGaT 4,23 90,56
6.LfPGbT 3,85 91,40
1.Lf AaUS 4,32 90,37
2.Lf Ab US 4,09 90,88
3.Lf GaUS 3,19 92,89
4.Lf Gb US 3,00 93,30
5.Lf PGa US 8,42 81,24
6.Lf PGb US 6,27 86,01
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Fig. 3.22. Histograma pentru capacitatea antioxidanta totala relativa (RAC) a fiecarui extract de
lavanda (Lf) si catina (Hf) calculata utilizand formula (3.9). [199]

Putem, de asemenea, s vedem ca tipul solventilor si a metodei de extractie influenteaza
capacitatea antioxidanta totala a extractelor, conform figurii 3.23.

Din figurile 3.23A si B se observa cum pentru aceeasi metoda de extractie, extractele prezinta
RAC-uri diferite, functie de resursa vegetala folosita. Variatia RAC-ului se observa si in cazul
extractelor atunci cand, pentru aceeasi resursa vegetala si aceeasi soventi, se foloseste alta
metoda de extractie (figurile 3.23C si D).
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Fig. 3.23. Dependenta valorilor RAC a extractelor de catina (Hf) si lavanda (Lf) in functie de:
(A) si(B) tipul solventului pentru extractul de catina; (C) si (D) metoda de extractie.

Pentru realizarea comparatilor si o exprimare mai precisa a RAC-ului, valorile sale pot fi
exprimate in echivalent acid ascorbic (AAE) si in echivalent Tolox (TE).

Prin urmare, curba de etalonare pentru senzorul cu nanozime a fost realizata in echivalent
acid ascorbic (AAE) in echivalent Tolox (TE) (considerand o valoare fixa 0,5 mM H,0,).
Folosind formula 3.9, valoarea RAC-ului pentru fiecare concentratie AA/Trolox a fost calculata si
rezultatele au fost reprezentate grafic ca o functie a concentratiilor AA/Trolox, asa cum se arata
in figura 3.24si 3.25 (A).

Regiunea liniard a fost extrapolata si valorile RAC obtinute pentru fiercare E au fost identificate
si asociate cu concentratiile AA/Trolox corespunzatoare exprimate in mg/100 mL solvent, valori
care permit exprimarea RAC-ului fiecarui extract in AAE asa cum se arata in Figura 3.24si
3.25 (B).
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Fig. 3.24. (A) Curba de etalonare pentru cresterea concentratiilor AA la o valoare fixa 0,5 mM
H,O, obtinute din amperometria cu potential fix la 0,55 V fata de Ag/AgCl; (B) histograma RAC
exprimata in AAE. [199]
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Fig. 3.25. (A) Curba de etalonare pentru cresterea concentratiilor Trolx la o valoare fixa 0,5 mM
H,O, obtinute din amperometria cu potential fix la 0,55 V fata de Ag/AgCl; (B) histograma RAC
exprimata in TE.

3.6.2. Cuantificarea capacitatii antioxidante totale absolute (TAC)

Capacitatea antioxidanta totala am estimat-o folosind un alt raport, similar cu cel folosit in
determindrile chemiluminescente, al curentilor electrici obtinuti din masuratori
amperometrice, ly/l, pe care I-am numit capacitate antioxidanta totala absoluta, TAC.

TAC =2 (3.10)

Astfel, TAC poate fi evaluat utilizand senzorul cu nanozime pe baza proprietatilor de
anihilare H,O, a compusilor antioxidanti existenti in extractele din plante .

In acest scop, pentru o concentratie cunoscuta de H,O,, curentul electric este determinat in
absenta si in prezenta unui extract. Daca extractul contine compusi antioxidanti, se va observa
o scadere a curentului. Aceasta evidentiaza TAC a extractelor.

Pentru potentialul de 0,55 V fatd de Ag AgCl, in NaPB 0,1 M, curentul generat de senzorul cu
nanozime de aur este Tnregistrat in functie de timp. Pentru o concentratie fixa de 0,5 mM H,0,,
in absenta extractului studiat curentul a fost inregistrat si notat I, (2,88 + 0,3 pyA), iar in prezenta
unor concentratii diferite de Trolox (5 pana la 200 uM) curentul a fost inregistrat si notat I.

Raportul TAC = I/l a fost calculat si reprezentat ca o functie de concentratia Trolox, obtinand
curba de etalonare din figura 3.26A.

Urmand aceeasi procedura ca si pentru Trolox, curentul | a fost inregistrat pentru fiecare extract
in prezenta aceleasi concentratii de 0,5 mM H,0..

Raportul Io/lI a fost calculat, pentru fiecare extract si concentratia corespunzatoare Troloxului
care ar genera acel raport a fost citita din graficul de calibrare Trolox. Acest raport estimeaza
capacitatea totald antioxidanta a extractului (TAC) si a fost exprimat si in echivalent Trolox, TE,
valori prezentate in figura 3.26B si tabelele 3.7 si 3.8.
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Fig. 3.26. (A) Curba de etalonare pentru TAC, obtinuta pentru diferite concentratii de Trolox
utilizdnd senzorul cu AuNP amperometric la 0,55 V fata de Ag AgCl in 0,1 M NaPB pentru 0,5
mM H,0,, R? = 0,998. (B) histograma TAC exprimata in TE. [200]

Tabelul 3.7. Valorile TAC obtinute in prezenta tuturor extractelor de catina prin cele doua
metode de extractie: T si US.

Extract/ TAC Metoda de extractie
(LM) Timatic Ultrasunete
1.Hf Aa 0,12 0,12
2.Hf Ab 0,11 0,06
3.Hf Ga 0,05 0,10
4. Hf Gb 0,12 0,12
5.Hf PGa 0,10 0,09
6.Hf PGb 0,09 0,09

Tabelul 3.8. Valorile TAC obtinute in prezenta tuturor extractelor de lavanda prin cele doua
metode de extractie: T si US.

Extract/ TAC Metoda de extractie
(UM) Timatic Ultrasunete
1. Lf Aa 0,11 0,09
2. LfAb 0,09 0,10
3. LfGa 0,11 0,10
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4. Lf Gb ‘ 0,13 ‘ 0,10
5. Lf PGa ‘ 0,10 ‘ 0,06

6. Lf PGb ‘ 0,08 ‘ 0,04

3.6.3. Estimarea activitatii antioxidante prin studii cinetice

Existd o diferentd intre activitatea antioxidanta totala si capacitatea antioxidanta totala. in
timp ce activitatea antioxidanta este legatd de cinetica reactiei dintre un oxidant si un
antioxidant, capacitatea antioxidanta se refera la eficienta de conversie a unui radical
liber care este anihilat. Activitatea antioxidanta este echivalentd cu cantitatea, exprimata in
moli, de radicali liber capturat de antioxidanti [218, 219], in cazul nostru reprezentat de
extractele din plante. Activitatea antioxidanta a unui extract, E, poate fi estimata studiind
cinetica reactiei de anihilare a H,O, in prezenta unui compus antioxidant din E (inhibare
competitiva). Astfel, evaluarea activitatii antioxidante s-a realizat prin evaluarea constantelor
cinetice ale consumului de H,O, in prezenta compusilor antioxidanti (fig.3.27).

26 -

—— 1Hf T

——]1HfUS

—— 1LfT
—— 1LfUS

I (HA)
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T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
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Fig. 3.27. Descresterea curentului anodic inregistrat cu senzorul cu nanozime de aur la
oxidarea H,O, in prezenta extractelor din plante .

Se presupune ca reactia de anihilare a H,O, respectd un model cinetic de ordinul intai [220].
Intrucat graficele semi-logaritmice nu prezintd o linearizare perfectd pe intreaga perioadd de
timp, a fost luata in considerare prima parte a sa, pentru 300 de secunde, pentru care s-a
calculat panta (figura 3.28A). Constanta de viteza (k) a reactiei de anihilare a H,O, a putut fi
astfel determinata din panta graficului semi-logaritmic al raportului dintre intensitatea curentului
obtinut la oxidarea H,O, in prezenta (I) si in absenta (ly) extractului, folosind ecuatia:

Int = —kt (3.11)

Io
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Figura 3.28(B) prezinta valorile constantei cinetice K pentru toate extractele studiate, fiind un
indicator relativ al activitatii antioxidante totale a acestora. Cu cat este mai mare valoarea
lui k, cu atat exista mai multi compusi puternic antioxidanti in extractul studiat.

Se observa, din tabelul 3.9 si graficul 3.28(B), penru extractele studiate o constanta k mai mica
prin comparatie cu cea a sucurilor obtinute direct prin stoarcerea plantei (2-3x10° s), dar
comparabild cu a altor extracte cum sunt vinurile (aproximativ 1x10° s™) [212].

Tabel. 3.9. Constantele cinetice ale reactiei de anihilare a H,O, pentru toate extractele

Extract k (x10°s™) | Extract k (x10°s™)
1HfAaT 1.00 1LfAaUS 0.10
1HfAaUS 1.10 1LfAaT 0.30
2HfALT 1.20 2LfAbUS 0.20
2HfAbUS 1.20 2LfAbT 0.30
3HfGaT 0.80 3LfGaus 0.30
3HfGaus 0.70 3LfGaT 0.80
AHfGbT 0.60 4LfGbUS 0.40
4HfGaus 1.10 ALfGbT 0.50
5HfPGaus 1.00 5LfPGaus 0.60
S5HfPGaT 1.30 5LfPGaT 0.50
6HfPGbUS 0.60 6LfFPGbT 0.60
6HfPGbT 1.20 6LfFPGbUS 0.70
01- i B Hf (T) (B)
(A) [_IHf(US)
1251 L1 (T) i

0.0 gy EEELf(US) M
N y =-0.001x - 0.0202 ]
R? = 0.9801 1001

-0.1 4
0.75 4

-0.2 4

In (1)
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k1(*10°s™)
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G 0.25
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-0.4 T T T T T T 1 0.00 3
0 50 100 150 200 250 300 350 Hf/LfAa Hf/LfAb Hf/LfGa Hf/LfGb Hf/LfPGa Hf/LfPGb
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Fig. 3.28. (A) Descresterea semi-logaritmica in timp a curentului de oxidare a H,O,; (B)
Histograma constantei cinetice a anihilarii H,O, pentru toate extractele. [199]
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3.7 Estimarea capacitatii antioxidante relativa folosind metode spectroscopice

3.7.1. Spectroscopia UV-VIS

Similar cu cuantificarea electrochimica a RAC-ului, spectroscopia de absorbtie UV-Vis
poate fi utilizata pentru caracterizarea procesului de anihilare a H,O,. Spectrofotometria clasica
permite inregistrarea spectrelor de absorbtie ale solutiilor de diferite concentratii de H,O, si
inregistrarea extinctiei la lungimea de unda A de 225 nm (corespunzatoare varfului de absorbtie
a H;0,), direct sau dupa reactia de anihilare a H,O, de compusii antioxidanti din extractele din

plante [39].

Figura 3.29 prezinta spectrele de absorbtie pentru H,O,, in timp ce Figura 3.30 prezinta curbele
de etalonare pentru H,O, in absenta si in prezenta extractului 1.Hf Aa US calculata din
spectrele de absorbtie la A = 225 nm.

0.8 ~

Extinctia

200

250 300 350 400

A/nm

Fig. 3.29. Spectre de absorbtie la A = 225 nm pentru addugarea succesiva de H,0, in prezenta
si in absenta extractului 1.Hf Aa US, in 0,1 M NaPB, pH = 7,0. [199]
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Fig. 3.30. Curbele de calibrare pentru H,O, in prezenta si in absenta extractului 1.Hf Aa US, in
0,1 M NaPB, pH =7,0. A =225 nm. [199]
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RAC-ul spectrofotometric, RACs, poate fi calculat in acelasi mod ca si pentru metoda
electrochimica, utilizand formula de mai jos:

RAC, =22, 100 (3.10)
Yo
unde:
. Yo = panta curbei de etalonare pentru H,O, in absenta E si
° Ye = panta curbei de etalonare pentru H,O, in prezenta E.

3.7.1.1 Corelarea RAC electrochimic RAC spectrofotometric

in tabelul 3.10 sunt prezentate RAC-urile pentru extractele de lavanda si catina obtinute prin
cele doua metode de extractie, folosind acelasi solvent de extractie, impreuna cu gradul de
recuperare al valorilor obtinute prin metoda electrochimica folosind senzorul cu nanozime de
aur comparativ cu cele obtinute prin metoda spectrofotometrica.

Table 3.10. Valorile RAC (%) pentru extractele de lavanda si catina

Extract RAC Electrochimic  RAC Spectrofotometric Recuperarea
(%) (%) %)
1. Lf Aa US 83,8 £ 0,04 77,6 £0,11 107,99
1. Hf Aa US 72,8 £ 0,22 79,0 £ 0,09 92,15
1. LfAaT 78,5+ 0,03 84,5+ 0,07 92,90
1. Hf AaT 69,6 + 0,20 81,9+0,24 84,98

Se observa cum capacitatea antioxidantd a extractelor variaza in functie de metoda de
extractie. In general valorile RAC, obtinute spectrofotometric, sunt un pic mai mari decat
cele electrochimice. Diferentele sunt explicate prin faptul ca prin cele doua metode
caracteristici diferite sunt masurate.

3.7.2 Chemiluminescenta

Determinarea chemiluminescenta (CL) a capacitatii antioxidante totale se bazeaza pe reactia
ROS sau RNS cu reactivi chemiluminescenti in urma céareia se produc compusi intr-o stare
energetica excitata care vor putea emite lumina. Antioxidantii, introdusi in mediul de reactie,
interactioneaza cu speciile reactive initiale si inhiba emisia luminoasa, proportional cu
concentratia AOx [164].

Pentru obtinerea curbei de etalonare raportul Iy/l calculat a fost apoi reprezentat in functie de
concentratia Trolox (Fig. 3.31).

Raportul ly/l calculat din analiza extractelor din plante E au fost comparate cu curba de
etalonare a Troloxului pentru a fi exprimate in echivalentul Trolox (TE). Rezultatele sunt
prezentate in Figura 3.32.
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Fig. 3.31. Curba de etalonare a semnalului CL (10/I) in functie de concentratia Trolox
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Fig. 3.32. Histograma determinarilor CL in echivalent Trolox , pentru extractele de catina (Hf) si
lavanda (Lf). [199]

3.7.2.1. Corelarea metodei electrochimice cu chemiluminescenta

Pentru a putea corela datele obtinute prin chemiluminescenta si electrochimie, valorile
RAC si TAC au fost si ele exprimate in echivalent Trolox, TE. Valorile, reprezentand RAC-urile
exprimate in TE (mg/100 mL E), pentru unele extracte, prin metoda electrochimica in
comparatie cu TAC obtinut prin chemiluminescenta, pot fi vazute in Tabelul 3.10.

in functie de tipul si activitatea componentelor antioxidante din extracte, valorile variaza de la
20,5 la 54,2 mg 100 mL extract si sunt comparabile intre cele doua metode.

Folosind corelatia lui Pearson pe acelasi set de date, a fost obtinut un coeficient de corelatie r
= 0,822, ceea ce indica o corelatie pozitiva intre cele doud metode. Aceasta valoare mai mica
poate fi explicatd datoritd diferentelor semnificative dintre cele doua metode, in care
chemiluminescenta utilizeaza mai multe substante chimice si markeri. Graficul de dispersie a
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rezultatelor din Figura 3.33 aratd modul in care datele pentru cele doua metode urmaresc o
tendinta liniara, in conformitate cu valoarea coeficientului de corelatie.

Table 3.11. RAC/TAC-ul exprimat in TE pentru unele extracte din catina (Hf) si lavanda (Lf)

Extract RACgc TACqL
TE (mg/100 mL E) TE (mg/100 mL E)
1.Hf Aa US 45,1 + 0,22 49,2 + 0,90
2HfADT 42,0 £ 0,85 42,5+ 1,40
3HfGaT 22,0£0,90 29,4+ 1,00
3.Hf Ga US 47,8+ 0,36 44,6 + 0,82
3.LfGaT 54,2 + 1,05 52,8 + 4,60
4 Hf Gb US 53,5+1,28 44,8 + 3,90
4.Lf Gb US 31,7+ 0,50 20,5+ 0,84
5.Hf PGa T 42,3+0,78 39,9+1,50
5.Hf PGa US 48,4 + 0,36 48,1+ 0,80
6.Hf PGb T 35,0 + 0,60 40,7 £ 1,50
60
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Fig. 3.33. Corelarea valorilor RAC electrochimic (EC) si TAC chemiluminescent (CL) exprimate
in TE. Coeficient de corelatie: r = 0,822. [199]
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3.7.2.2 Corelarea TAC electrochimic cu TAC chemiluminescent

Extractul alcoolic de catina (1.Hf Aa T) prezinta o capacitate antioxidanta totala mai mare cand
este analizat prin amperometrie (TAC = 80 mg/100 ml), spre deosebire de rezultatul obtinut prin
chemiluminescenta (TAC = 17 mg/100 mL). La analiza extractului hidroalcoolic de catina (2.Lf
Ab US), ambele metode au o valoare similara (73 si 75,4 mg/ 100 ml). Extractele de catina si de
lavanda obtinute cu glicerol si propilen glicol pastreaza o tendintd similara pentru ambele
metode de caracterizare (figura 3.34).
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Fig. 3. 34 Histograma TAC pentru determinari CL (maro) si electrochimie (verde) in echivalent
Trolox, pentru unele extracte. [200]

Folosind corelatia lui Pearson cu acelasi set de date (TACgc si TACc.) , s-a obtinut o buna
corelatie pozitiva, cu un coeficient de corelatie Pearson, r = 0.958. Aceasta valoare
demonstreaza acuratetea unei detectii amperometrice si estimarea AC prin TAC comparativ o
metoda clasica elaborata, cum este chemiluminescenta.

in principal, datele obtinute prin masuratorile CV si DPV par s& urmeze aceeasi tendinta ca si
masuratorile CL, cu exceptia extractelor alcoolice comparate mai sus.Acest lucru poate fi
explicat prin faptul ca CV, DPV si CL se concentreaza asupra continutului fenolic al extractelor,
in timp ce catina are o concentratie mare de acid ascorbic, prezentand diferite abilitati de
captare/anihilare a ROS, mai bine evidentiate prin determinari amperometrice.

3.8 Concluzii

Scopul acestui capitol a constat in dezvoltarea unei metode noi de diagnostic molecular
pentru evidentierea si cuantificarea capacitatii antioxidante totale ca marker al stresului
oxidativ si aplicatia ei pe probe reale.

Metoda noua folosita: senzori electrochimici cu nanoparticule de aur cu rol de enzime
artificiale (nanozime de aur)

Senzorii electrochimici cu nanozime de aur au fost caracterizati si evaluati prin intermediul
voltammetriei ciclice (CV) si a spectroscopiei de impedanta electrochimica (EIS). S-a dovedit ca
AuNP-urile actioneaza ca biocatalizatori (nanozime de aur).
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Metodele electrochimice voltametrice, CV si DPV, folosite impreuna cu senzori
electrochimici cu nanozime de aur, au oferit o alternativa mai rapida si mai simpla fata de
metodele clasice pentru evaluarea capacitatii antioxidante totale.

Capacitatea antioxidanta totala, AC, a fost estimata si cuantificata folosind zona anodica,
A, a CV-urilor si valorile indicelui electrochimic, El, din DPV, inregistrate cu senzorul cu
nanozime de aur. O buna corelare a fost obtinuta intre metode si tipul probelor.

Capacitatea antioxidanta totala relativa (RAC) si absoluta (TAC) impreuna cu activitatea
antioxidanta totala a probelor au fost estimate si cuantificate folosind senzori electrochimici cu
nanozime de aur.

Metoda electrochimica care foloseste senzori electrochimici cu nanozime de aur pentru
determinarea RAC-ului si TAC-ului a fost validata comparativ cu metoda spectrofotometrica
UV-Vis si chemiluminiscenta.

Gradul de recuperare al RAC-ul obtinut electrochimic comparativ cu cel spectrofotometric a
variat intre 85% si 108%. Corelatia lui Pearson pe acelasi set de date, a indicat un coeficient
de corelatie, electrochimic comparativ chemiluminescenta: r, = 0,822, pentru RAC si r, =
0.958 pentru TAC. Valorile obtinute au indicat o corelatie pozitiva intre cele metode.

Se recomanda folosirea senzorilor electrochimici cu nanozime de aur, pentru evidentierea
si cuantificarea capacitatii antioxidante totale ca marker al stresului oxidativ si
dezvoltatea metodei pentru probele biologice (saliva, ser, urina).
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CONCLUZII GENERALE

CONTRIBUTII PERSONALE

Scopul acestei teze de doctorat a constat in dezvoltarea unor metode de diagnostic
molecular pentru cuantificarea unor biomarkeri de interes si evidentierea/evaluarea
interactiunilor biomoleculare pentru aplicatii medicale.
in acest scop au fost urmérite si realizate urmétoarele obiective:

1.dezvoltarea unei metode noi de identificare si cuantificare a dopaminei ca biomarker
al bolilor neurodegenerative prin realizarea si testarea (bio)senzorilor electrochimici.

2.dezvoltarea unei metode noi de identificare si cuantificare a glucozei ca biomarker al
diabetului zaharat prin realizarea si testarea biosenzorilor electrochimici si optici.

3.dezvoltarea unei metode noi de evidentiere si cuantificare a capacitatii antioxidante
totale ca marker al stresului oxidativ prin realizarea si testarea senzorilor electrochimici cu
enzime artificiale (hanozime).

Cuantificarea dopaminei (DA) in mediul fiziologic, prezinta interes deoarece aceasta este un
neurotransmitator important care este legat de o mare varietate de afectiuni medicale.
Identificarea selectiva a DA permite monitorizarea DA ca biomarker de prognostic.
Biosenzorii electrochimici enzimatici au oferit un raspuns selectiv, in timp real cu
sensibilitate mare.

Astfel, cuantificarea dopaminei a fost realizatd in solutii standard si au fost obtinuti
parametrii curbelor de etalonare ale senzorilor cu suprafatd modificd cu filme polimerice
subtiri de metaloporfirina (CoP) si tirozinaza (Tyr) (sensibilitate, domeniul de liniaritate, limita
de detectie). S-a demonstrat cd CoP actioneaza ca un mediator electrochimic in timpul
reactiei catalizate de enzima, masuratorile CV si EIS au evidentiat transferul imbunatatit al
electronilor.

Prin comparatie cu senzorul Au-CoP, pentru biosenzorul Au-CoP-Tyr separarea varfurilor
de oxidare a DA si AA a fost mai mare, iar varfurile DA au fost mult mai evidentiate. Aceste
fapte sunt reflectate in sensibilitatea mai ridicata si LOD mai scazuta pentru biosenzorul Au-
CoP-Tyr fata de DA in prezenta AA.

Sensibilitatea biosenzorului Au-CoP-Tyr a fost de 1,22 * 0,02 yA - cm™? pM™, cu o limita de
detectie de 0,43 pM si un interval de liniaritate pana la 30 uM, comparabila cu rezultatele
gasite n literatura pentru senzorii pe baza de nanoparticule.

Studii ale interferentilor au fost realizate asupra senzorului electrochimic de dopamina.
Metoda a permis o separare a semnalului DA in prezenta acidului ascorbic, in timp ce
semnalul datorat acidului uric a fost nesemnificativ. in prezenta acidului ascorbic (pricipalul
interferent in probele biologice) a existat o usoara scadere a sensibilitatii.

Repetabilitatea si reproductibilitatea metodei de identificare si cuantificare a dopaminei au
fost realizate prin determinari ale dopaminei cu senzori si biosenzori diferiti. Biosenzorul Au-
CoP-Tyr si-a mentinut activitatea pana la 95% in prima saptamana, scazand la mai putin de
50% in a 9-a zi si continuandu-si scaderea ulterior, in comparatie cu senzorul Au-CoP, a carui
sensibilitate a scazut dupa doua zile, Biosenzorul a prezentat sensibilitate mare si
stabilitate buna pana la sapte zile. Reproductibilitatea biosenzorului a fost determinata prin
studierea activitatii a trei senzori construiti in conditii identice, obtinandu-se un RSD = 2,48%.
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Ambii senzori au fost analizati in prezenta medicamentelor de dopamina disponibile in
comert, si rezultatele au prezentat un grad bun de recuperare.

Gradul de recuperare al concentratiilor obtinute cu biosenzorul electrochimic fata de cele
adevarate (adaugate) a variat intre 93% si 114%. RSD au avut o valoare de pana la 4,7%:

Concluzie 1:

Se recomanda folosirea biosenzorilor de aur, Au-CoP-Tyr, pentru dozarea dopaminei in
vitro (medicamente) si dezvoltatea metodei pentru probele biologice (saliva, ser, urina) prin
realizarea unui dispozitiv portabil/purtabil si usor de utilizat.

Concentratia glucozei din séange este principalul criteriu de diagnostic pentru diabetul
zaharat si este un instrument util pentru monitorizarea pacientilor. Auto-monitorizarea
glicemiei reprezinta un instrument valoros pentru gestionarea diabetului cu scopul de a
ajuta pacientul, in timp real, sa realizeze si sa mentina concentratiile normale de glucoza din
sange. Astfel pacientul are nevoie sa poate folosi acasa dispozitive ieftine, portabile, usor de
utilizat cum sunt biosenzorii electrochimici enzimatici (glucometre).

Astfel, cuantificarea glucozei a fost realizata in solutii standard si au fost obtinuti parametrii
curbelor de etalonare ale senzorilor (aur si imprimati cu film de carbon) cu suprafete
modificate cu structuri enzimatice multistrat auto-ansamblate (sensibilitate, domeniul de
liniaritate, limité de detectie).

Doua structuri LbL enzimatice auto-ansamblate au fost depuse pe suprafetele senzorilor:
PEI'/GOX si {chit"(GOx)}/PSS". Discuri cu film de aur (senzori SPR) au fost utilizate pentru a
evalua interactiunile implicate in imobilizarea biomoleculelor pe suprafete prin rezonanta
plasmonilor de suprafata.

Sensibilitatea biosenzorului Au/PEDOT/{chit"(NG+GOx)/PSS’}, a fost cea mai mare, 237 + 3
pA cm? mM™ cu o limita de detectie de 41 uM si un interval de liniaritate intre 0,1 si 1,4 mM,
comparabild cu rezultatele gasite in literatura. in prezenta interferentilor a existat scadere a
sensibilitatii, biosensorul a pierdut 34% din sensibilitatea sa, ajungand la valoarea 156 * 5
uA cm? mM™ si o limiti de detectie de 56 uM.

Studii ale interferentilor au fost realizate asupra biosenzorului de glucoza. Metoda a permis o
obtinerea unui semnal datorat glucozei in prezenta interferentilor, in timp ce semnalul
datorat acestora a fost nesemnificativ.in prezenta interferentilor a existat o usoara scadere a
sensibilitatii, biosensorul a pierdut 34% din sensibilitatea sa, ajungand la valoarea 156 + 5
uA cm? mM™ si o limita de detectie de 56 pM.

Stabilitatea biosenzorului Au/PEDOT/{chit"(GOx)}/PSS a fost studiata in timp aratand ca
sensibilitatea sa a crescut la o valoare mai mare dupa 8 zile, dupa care aceasta a inceput sa
scada si sa se stabilizeze la 65% din valoare initiala. Reproductibilitatea biosenzorului a
fost determinata prin studierea activitatii a trei senzori construiti in conditii identice, obtinandu-se
un RSD de 6,7%.

Biosenzorii Au/PEDOT/chit'(NG+GOx)/PSS}, au fost testati pe probe reale pentru
cuantificarea glucozei. Valorile obtinute au fost in acord cu cele obtinute prin metoda
spectrofotometrica standard cu un grad bun de recuperare (intre 97 si 105%).

Concluzie 2:

Se recomanda folosirea biosenzorilor electrochimici, cu structuri enzimatice multistrat
auto-ansamblate, Au/PEDOT/{chit"'(NG+GOx)/PSS},, pentru cuantificarea glucozei si
dezvoltatea metodei pentru probele biologice (saliva, ser, urind), prin realizarea unui
dispozitiv portabil/purtabil si usor de utilizat.
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Stresul oxidativ (OS) a beneficiat de o atentie deosebitd in ultimele doua decenii, datorita
descoperirii faptului ca statusul oxidativ anormal evaluat de biomarkerii circulanti, a fost
asociat pacientilor cu boli cronice (diabet, sindromul ovarului polichistic, cancer si boli
neurologice). Evidentierea OS in vivo reprezinta o mare provocare. Beneficiile
antioxidantilor sunt demonstrate in vitro prin stoparea oxidarii biomoleculelor datorita
anihilarii/captarii ROS de acestea. Gradul de anihilare al H,O, a fost cuantificat cu ajutorul
senzorilor electrochimici cu nanozime de aur si folosit pentru cuantificarea capacitatii
antioxidante totale, ca marker al stresului oxidativ.

Senzorii electrochimici cu nanozime de aur (AuNP) au fost caracterizati si evaluati prin
intermediul voltammetriei ciclice (CV) si a spectroscopiei de impedanta electrochimica (EIS). S-
a dovedit cd AuNP-urile actioneaza ca biocatalizatori (nanozime de aur).

Metodele electrochimice voltametrice, CV si DPV, a folosind senzori electrochimici cu
nanozime de aur, au oferit o alternativa mai rapida si mai simpla fatd de metodele clasice
pentru evaluarea capacitatii antioxidante totale.

Capacitatea antioxidanta totala, AC, a fost estimata si cuantificata folosind aria zonei
anodice, A, a CV-urilor si valorile indicelui electrochimic, El, din DPV, inregistrate cu
senzorul cu nanozime de aur. O buna corelare a fost obtinuta intre metode si tipul probelor.

Capacitatea antioxidanta totala relativa (RAC) si absoluta (TAC), impreuna cu activitatea
antioxidanta totala a probelor au fost estimate si cuantificate folosind senzori electrochimici cu
nanozime de aur.

Metoda electrochimica care foloseste senzori electrochimici cu nanozime de aur a fost
validata comparativ cu metoda spectrofotometrica UV-Vis si chemiluminiscenta.

Gradul de recuperare al RAC-ul obtinut electrochimic comparativ cu cel spectrofotometric a
variat intre 85% si 108%.

Corelatia lui Pearson pe acelasi set de date, a indicat un coeficient de corelatie,
electrochimic comparativ chemiluminescenta: r, = 0,822, pentru RAC si r, = 0.958 pentru
TAC. Valorile obtinute au indicat o corelatie pozitiva intre cele metode.

Concluzie 3.

Se recomanda folosirea senzorilor electrochimici cu nanozime de aur, pentru evidentierea
si cuantificarea capacitatii antioxidante totale ca marker al stresului oxidativ si
dezvoltatea metodei pentru probele biologice (saliva, ser, urind), prin realizarea unui
dispozitiv portabil si usor de utilizat.

Senzorii electrochimici dezvoltati in aceasta teza au avut la bazd nanomaterialele, atat
naturale (biomolecule enzimatice), cat si artificiale (nanoparticule de aur) si au reprezintat
modele demonstrative experimentale care vor permite realizarea si testarea unor sisteme
noi, cu imbunatatiri semnificative, pentru diagnosticarea timpurie a patologiilor
corespunzatoare si abordari terapeutice inovatoare.

Studiile viitoare vor urmari realizarea unor dispozitive portabile/plasturi lipiti pe piele,
neinvazivi gi usor de utilizat, pentru auto-monitorizarea biomarkerilor in cazul pacientilor
cu patologii cronice.
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REZUMAT

Bioinstrumentele, cum sunt (nano)senzorii si biosenzorii, mai simple, mai rapide si mai ieftine decét
testele clasice, cu raspuns rapid in timp real, dimensiuni reduse, cu sensibilitate, specificitate si
selectivitate mari, pot fi folosite in diagnosticul molecular. Scopul acestei teze de doctorat, prezentat de-a
lungul a trei capitole, a constat in realizarea si testarea unor sisteme senzorile noi, cu imbunatéatiri
semnificative, (nano)(bio)senzori electrochimici, ca metode de diagnostic molecular pentru
cuantificarea unor biomarkeri de interes.

Cuantificarea dopaminei a fost realizata folosind senzori de aur cu suprafata modificata cu filme
polimerice subtiri de metaloporfirina (CoP) si tirozinaza (Tyr) pentru care au fost obtinuti parametru
curbelor de etalonare. Biosenzorul Au-CoP- Tyr a prezentat sensibilitate mai mare (1,22 + 0,02 yA cm™
UM ) decéat a senzorului Au-CoP, cu o limita de detectie de 0,43 pM, comparabila cu rezultatele gasite in
literatura. Senzorii au fost analizati pe probe reale, cu un grad mare de recuperare al concentratiilor
obtinute fata de cele adevarate (intre 93 si 114%), RSD = 4,7%. Cuantificarea glucozei a fost realizata
folosind senzori electrochimici (de aur si carbon) cu suprafete modificate cu doua structuri
enzimatice multistrat auto-ansamblate. Discuri cu film de aur (senzori SPR) au fost utilizate pentru a
evalua interactiunile implicate in imobilizarea biomoleculelor pe suprafete prin rezonanta plasmonilor
de suprafata SenS|b|I|tatea biosenzorului Au/PEDOT/{chit'(NG+GOx)/PSS}, a fost cea mai mare, (237 +
3 YA cm? mM’ ) cu o limitd de detectie de 41 yM, comparabild cu rezultatele obtinute in literatura.
Biosenzorii au fost testati pe probe reale. Valorile obtinute au fost Tn acord cu cele obtlnute prin metoda
spectrofotometrica clasica cu un grad bun de recuperare (intre 97 si 105%). Senzorii electrochimici cu
nanozime de aur, AuNP, (enzime artificiale), caracterizati si evaluati electrochimic, au fost folositi pentru
cuantificarea capacitatii antioxidante totale (relativa, RAC, si absoluta, TAC), ca markeri ai stresului
oxidativ. Metoda electrochimica a fost validatda comparativ cu metoda spectrofotometrica si
chemiluminiscenta. Gradul de recuperare al RAC-ul obtinut electrochimic comparativ cu cel
spectrofotometric a variat intre 85% si 108%. Valorile obtinute au indicat o corelatie pozitiva intre metoda
electrochimicd comparativ cu chemiluminescenta: coeficienti Pearson 0,822 (RAC) si 0.958 (TAC).

in concluzie, sisteme senzorile noi, selectivite si specifice, cu raspuns rapid in timp real, au fost
realizate si testate pentru evidentierea si cuantificarea biomarkerilor specifici (dopamina, glucoza,
capacitate antioxidanta totala), pentru diagnosticarea timpurie a patologiilor corespunzatoare.
Studii viitoare vor urmari realizarea unui dispozitiv portabil si usor de utilizat pentru auto-
monitorizarea biomarkerilor in cazul pacientilor cu patologii cronice.
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ABSTRACT

Bioinstrumentation, such as (nano)sensors and biosensors, simpler, faster and cheaper than
classical tests, with fast response in real time, small size, with high sensitivity, specificity and selectivity,
can be used in molecular diagnostics. The aim of this doctoral thesis, presented along with three
chapters, was to in the development and testing of new sensory systems, with significant improvements,
(nano) (bio) electrochemical sensors as molecular diagnostic methods for the quantification of some
biomarkers of interest.

Quantification of dopamine was performed using gold surface sensors modified with thin polymeric
films of metaloporphyrin (CoP) and tyrosinase (Tyr) for which parameters of calibration curves were
obtained. The Au-CoP-Tyr biosensor showed higher sensitivity (1.22 + 0.02 pA cm™ pM™) than the Au-
CoP sensor, with a detection limit of 0.43 yM, comparable to the results found in the literature. The
sensors were analyzed in the presence of real samples, with a high degree of recovery of the obtained
concentrations from the real ones (between 93 and 114%), RSD = 4.7%. The glucose quantification
was performed with the help of electrochemical sensors (gold and carbon film) with modified
surfaces with wo auto-assembled multilayer structures. Gold film discs (SPR sensors) were used to
evaluate the interactions involved in the immobilization of biomolecules on surfaces by surface plasmon
resonance. The sensitivity of the Au/PEDOT/{chit" (NG+GOXx)/PSS}, biosensor was the highest (237 + 3
MA cm™ mM‘l), with a detection limit of 41 pM comparable to the results found in literature. Biosensors
were tested on real samples. The values obtained were consistent with those obtained by the standard
spectrophotometric method with a good recovery rate (between 97 and 105%). Electrochemical
sensors with gold nanozyme (AuNP), electrochemically characterized and evaluated, have been used
to quantify total antioxidant capacity (relative RAC, and absolute TAC) as markers of oxidative stress.
The electrochemical method was validated compared to the spectrophotometric method and
chemiluminescence. The recovery rate of the electrochemically obtained RAC compared to the
spectrophotometric ranged from 85% to 108%. The obtained values indicated a positive correlation
between the electrochemical method compared to the chemiluminescence: Pearson coefficients 0.822
(RAC) and 0.958 (TAC).

In conclusion, new sensory, selective and specific sensor systems with fast real-time response
have been developed and tested to highlight and quantitate specific biomarkers (dopamine, glucose,
total antioxidant capacity), for early diagnosis of appropriate pathologies. Future studies will aim to
develop a portable/wearable, and easy-to-use for self-monitoring of biomarkers in patients with
chronic diseases.
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