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1. INTRODUCERE

De-a lungul secolului trecut, mai multe studii au fost publicate cu scopul de a
elabora o metoda eficienta si simpla pentru functionalizarea suprafetelor metalice cu
diverse molecule. Pe de altd parte utilizarea enzimelor vizand cresterea selectivitagi
electrozilor modificati este bine stabilita, dar mai exista inca multe provocari si in acest
domeniu (Frew et al. 1987)

Piranoz dehidrogenaza (PDH; CE 1.1.99.29) este o oxidoreductaza care este
produsa intr-un grup restrans de ciuperci. PDH poarta un centru activ (flavin-adenin-
dinucleotida, FAD) cu legatura covalenta (Sygmund et al. 2008) (Figura 1).

Figura 1. PDH izolata din Agaricus meleagris (Am), in rosu centrul active al
enzimei.

Tn functie de sursa de enzima si substrat, PDH poate cataliza mono- si dioxidarea
unor varietati de substraturi in pozitia C-2, C-3 si C-2,3, respectiv C-3, 4
(Volc et al. 1998; Volc et al. 2002; Peterbauer et al. 2010), cu o eficienta catalitica
asemdndtoare, ceea ce face enzima atractivd pentru aplicarea ei in chimia analiticd,
productia industriald de zaharuri rare si construirea de pile galvanice enzimatice (EBFC).

Glicozilarea este una din cele mai frecvente modificari ale proteinelor. Mai mult de
50% din proteine sunt glicozilate. Eliminarea invelisului de glicani din molecula enzimei,
poate conduce la o scadere a distantei dintre centrul redox al enzimei si suprafata
electrodului (Lindgren et al. 1999; Presnova et al. 2000; Ferapontova et al. 2001;
Prévoteau et al. 2010), si in conformitate cu ecuatia Marcus (Marcus 1964), acesta poate
facilita transferul direct de electroni.
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Masa moleculara (MW) a enzimei PDH izolata din Agaricus meleagris (AmPDH)
exprimata in P. pastoris a fost determinata a fi ~93 kDa, continand ~30% glicani, in timp
ce MW a enzimei native este ~66.5 kDa insemnéand doar 7% glicani.
biocatalitice a bioelectrodului, asa cum s-a observat anterior in transfer direct de electroni
(Lindgren et al. 1999; Presnova et al. 2000; Ferapontova et al. 2001; Ferapontova et al.
2005; Prévoteau et al. 2010; Ortiz et al. 2012), dar si transfer mediat de electroni
(Fraser et al. 1992; Courjean et al. 2010; Prévoteau et al. 2010).

Printre diferitele metode de realizare a interfetelor electrochimice modificate cu
molecule, monostraturile formate prin auto-asamblare s-au dovedit a avea o eficienta
remarcabild si 0 mare versatilitate (Buck 2009). Prin urmare, un numar mare de studii
fundamentale si aplicative au fost publicate vizand exploatarea structurilor auto-
asamblate.

Calixarenele sunt compusi macrociclici. Ele exista Tn forma de cupa avand o parte
superioara, una inferioara respectiv un spatiu inelar central. Calixarenele pot fi utilizate
pentru realizarea unor senzori electrochimici, cu scopul de a detecta specii ionice si
moleculare de interes biologic sau pentru protectia mediului. Fiind cunoscutd marea
afinitate dintre sulf si aur, s-a presupus faptul cd prezenta sulfului in compusii
calixarenici poate asigura dezvoltarea unor straturi auto-asamblate ale acestor compus pe
o suprafata de Au.

Tn lucrarea de fata sunt descrise doua abordari pentru modificarea electrozilor:

(i) Prima se bazeaza pe imobilizarea enzimei deglicozilate (dgPDH) cu scopul de a
imbunatati proprietatile biocatalitice ale bioelectrodului modificat;

(ii) A doua are la baza modificarea prin auto-asamblare, rezultata prin absorbtia S-
calix[8]arenei pe suprafata electrodului de Au, Tn scopul de a obtine o interfata
inteligentd, capabila sa recunoasca diverse specii chimice.

Teza este structuratd in doua parti principale: o descriere bibliografica si
contributiile originale. Tn partea bibliografica urmitoarele teme sunt evidentiate:
biosenzori, transferul de electroni intre centrul redox al enzimei si electrozi, generalitati
despre enzima PDH si proprietatile sale moleculare, mono-straturi auto-asamblate
(SAM) pe Au si calixarene, precum si o scurta descriere a metodelor folosite pentru
investigarea experimentala. Partea originald este structuratd pe doud capitole distincte:
prima parte cuprinde investigarea efectului deglicozilarii PDH asupra electroactivitatii
acesteia, Tn timp ce, in a doua parte, este prezentat un studiu cinetic al adsorbtiei unui
derivat S-calix[8]arenic pe Au.

2. OBIECTIVELE PRINCIPALE ALE TEZEI

Exista multe cercetari de-a lungul ultimelor trei decenii care incearca sa “risipeasca
ceata din domeniul” electrozilor modificati. Lucrarea de fata are scopul de a:

(i) Caracteriza si de a dezvolta un nou bioelectrod cu proprietati biocatalitice
imbunatatite, bazate pe deglicozilarea enzimei PDH,;

(i) Investiga procesul de reorganizare observat in cazul unui SAM, construit prin
adsorbtia unui derivat S-Calix[8]arenic pe suprafata Au policristalin.
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3. EFECTUL DEGLICOZILARII ASUPRA ACTIVITATII
ELECTROCATALITICE MEDIATA A AMPDH CONECTATA
ELECTRIC PRIN OS-RP

Efectul deglicozilarii asupra activitatii bioelectrocatalitice a PDH a fost investigata
prin efectuarea imobilizarii enzimelor gPDH sau dgPDH pe suprafata electrodului de
grafit (Killyeni et al. 2012; Killyéni et al. 2013). Imobilizarea enzimei a fost realizata
prin simpla adsorbtie a acesteia, dizolvata intr-un amestec care contine Os-RP si un agent
de reticulare (PEGDGE).

cr

Figura 2. Prezentarea schematica a reactiei de reticulare a Os-RPII si enzima folosind
PEGDGE ca agent de reticulare.

Reactia de reticulare este prezentata in Figura 2. PEGDGE este solubil in apa si
poate sa se lege de amine primare, secundare, si tertiare, precum si de azot heterociclic.
Tn scopul de a efectua o comparatie fiabild, cantititi egale (in termeni de activitate) ale
gPDH si dgPDH au fost depuse pe suprafata electrodului.

3.1. Optimizarea bioelectrozilor
Raspunsul unui bioelectrod este puternic influentat de cétiva parametri-cheie de
lucru, dintre care potentialul aplicat, pH, debitul electrolitului purtator si incarcarea cu
enzimd a bioelectrodului joacd un rol important. Pentru a avea un sistem eficient este
necesara optimizarea acestor parametri-cheie.
i.Polimerul redox cu osmiu

Pentru conectarea electricd a centrului activ al AmPDH la electrodul de grafit au
fost testati doi polimeri redox cu Os, solubili in apa (Os-RP) avand diferite potentiale
formale redox standarde.

Raspunsul amperometric maxim inregistrat la electrodul G/gPDH-(Os-RPII) a fost
de aproximativ 3,5 ori mai mare decat cel masurat pentru electrodul G/gPDH-(Os-RPI).
Pentru a avea un transfer eficient de electroni Os-RPII, avand E°’ de +32 mV vs.

Ag|AgCl, 0.1M KClI, a fost ales cu scopul de a conecta electric centrul activ al enzimei
de electrod.
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ii.Debit

AmPDH este capabila de mono- respectiv dioxidarea D-glucozei, in primul pas la
2-dehidro-D-glucoza sau 3-dehidro-D-glucoza s n continuare la
2,3-didehidro-D-glucoza (Peterbauer et al. 2010). Prin urmare, tindnd cont de acest
comportament complex al enzimei PDH, a fost interesant sa se evalueze influenta
debitului electrolitului purtator (domeniul studiat a fost 0.1 -1.8 ml / min) asupra
raspunsului bioelectrodului. Cum era de asteptat pentru masuratori tranzitorii, cresterea
debitului conduce la o scadere semnificativa a curentului.

Tn continuare toate masuritorile s-au efectuat la un debit de 0.45 mL/min. Pentru
aceastd valoare a debitului, ambii biosenzori au aratat o scddere minora a raspunsului
(mai mica de 10%).

iii. Potential aplicat

Pentru un potential aplicat mai mare de +200 mV vs. Ag|AgCl, 0.1 M KCI, in cazul
bioelectrozilor investigati, raspunsul se plafoneaza ( Figura 4). Prin urmare, cu scopul de
a realiza cea mai mare sensibilitate la cea mai mica valoare a potentialului aplicat, un
potential aplicat de +200 mV vs. Ag|AgCl, s-a ales 0.1M KCI pentru toate masuratorile
ulterioare.

100 Figura 3. Influenta potentialului aplicat

asupra raspunsului amperometric al
bioelectrozilor G/gPDH-(Os-RPII) and
G/dgPDH-(Os-RPI1).

80

60

Conditii experimentale: incarcare
enzimaticd, 17,6 Uem™; 10mg/mL Os-RPII;
electrolit de fond, 50 mM PB continand 137
mM NaCl (pH 7.4); proba injectata, 50 puL

40

20

Relative response gPDH (%)

-200 -1;)0 (I) 160 260 360
E / mVvs. Ag|AgCl, 0.1 M KCI de 5 mM glucoza debit, 0.45 mL/min.

iv.Incircarea enzimatici

In scopul de a optimiza cantitatea de enzima imobilizati, electrozii modificati
AmPDH-(Os-RPII) au fost realizati cu diferite incarcari ale enzimei. Pentru ambii
electrozi modificati pentru o incarcare enzimatici de 23.6 Ucm™ a fost inregistrat un
curent maxim. Pentru o incarcare enzimatica mai mare, raspunsul acestora a fost aproape
la fel, in timp ce pentru incarcari enzimatice mai mici curentul inregistrat a fost
semnificativ mai mic.

Tn consecinta, indiferent de tipul de AMPDH imobilizata pe suprafata electrodului
de grafit, o incarcare enzimatica de 23.6 Ucm™ a fost considerati ca valoare optima.

v.pH utilizat

O mica diferenta a fost observata intre valorile corespunzatoare pH-ului optim
pentru gPDH (pH 9) si dgPDH (pH = 9,5). Cu toate acestea, toate experimentele
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ulterioare au fost efectuate la o valoare pH corespunzatoare conditiilor
fiziologice (pH = 7.4).

3.2. Efectul deglicozilirii asupra oxidarii electrocatalitice a glucozei

Tn scopul de a evalua parametrii cinetice ale electrozilor modificati cu AmPDH atét
electrozi modificati cu gPDH, cat si dgPDH au fost investigati intr-un sistem sistem Fl,
iar curbele de calibrare obtinute pentru glucoza sunt prezentate in Figura 4 A. Parametrii
cinetici corespunzatori bioelectrozilor investigati au fost estimati prin fitarea curbelor de
calibrare pentru glucoza cu ecuatia Michaelis-Menten (Tabel 1).

Tabel 1. Compararea parametrilor cinetici ai electrozilor modificati cu g°PDH si dgPDH
utilizand glucoza ca si substrat. (condirii experimentale Figura 4; 10 mg/mL Os-RPII)

i * Domeniul .
jmax KmP DL Electrozi

Bioelectrod 2 linear i
(MAcm™) (mM) (mM) (MM) testati
G/gPDH-(Os-RPII)  80.9+19 75+03  0.01 0.1-1 5
G/dgPDH-(Os-RPIl)  146.6+26 24+01  0.003 0.1-1 5

“estimata pentru un raport intre semnal/zgomot de 3.

Bioelectrodul bazat pe dgPDH a aritat o densitate de curent catalitica semnificativ
mai mare decat cea observatd pentru gPDH. Aceasta constatare dovedeste activitatea
bioelectrocatalitica mai mare a enzimei deglicozilate.

125 45+
H gPDH
® dgPDH
— 100+ o
£ g 30
o Q
< 75 <
3 =
~
-
- 50- - 159
251 B
0' T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
0

[glucose] / mM

0 5 10 15 20

[glucose] / mM

Figura 4 (A) curbele de calibrare si (B) domeniul linear corespunzatoare electrozilor
modificati G/gPDH-(Os-RPII) si G/gPDH-(0s-RPII) utilizand glucoza ca substrat.
Condirii experimentale: potenyial aplicat, +200 mV vs. Ag|AgCl, 0.1M KClI; incarcare
enzimatica, 17.6 Ucm™; 10 mg/mL Os-RPII; electrolit de fond, 50 mM PB consinand 137
mM NaCl (pH 7.4); debit, 0.45 mL/min.
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Tn acelasi timp, in cazul bioelectrodului modificat cu dgPDH constanta aparenta
Michaelis are o valoare mai mica comparativ cu cea estimatd pentru bioelectrodul
modificat cu enzima glicozilatd. Acest comportament sugereaza fie:

(1) o mai mare afinitate intre enzima-substrat pentru dgPDH,

(i) 0 mai mare permeabilitate pentru glucoza prin matricea enzimei deglicozilata

asociata cu 0 accesibilitate mai mare a Os-RP pentru enzima deglicozilata.

Pentru ambii bioelectrozi modificati domeniului linear a fost practic aceeasi, de la
0.1 pana la 1 mM glucoza (Figura 3 B), in timp ce limitele de detectie au fost
semnificativ diferite: 0.01 si 0.003 mM pentru AmPDH glicozilata respectiv
deglicozilata.

Panta  domeniului  linear  pentru  bioelectrodul ~ G/dgPDH-(Os-RPII)
[(43.6 + 1.1) pA/(mM/cm?)] a fost aproximativ de 4.5 ori mai mare decat cea pentru
bioelectrodul G/gPDH-(Os-RPII) [(9.74 £ 0.16) pA/(mM/cm?)].

Pentru aceeasi incdrcare enzimatici (exprimatdi in Ucm™), bioelectrodul
G/dgPDH-(Os-RPIl) prezinta un raspuns amperometric mai mare comparativ cu
bioelectrodul G/gPDH-(Os-RPII), probabil datorita:

(i) unui transfer mai rapid de electroni intre Os-RP si cofactorul enzimei dgPDH,;

permeabilitatea mai mare a retelei Os-RP — dgPDH (Prévoteau et al. 2010).

3.3. Stabilitatea bioelectrozilor

Stabilitatea operationala a unui bioelectrod este unul dintre parametrii-cheie pentru
eventuala utilizare a acestuia, din acest motiv, Tn continuare aceasta a fost evaluata prin
efectuarea unui test de stabilitate pe termen de 80 h sub un flux constant de
5 mM glucoza (Figura 5).

100 & Figura 5. Stabilitatea
\ bioelectrozilor G/gPDH-
80 (Os-RPII) si G/dgPDH-(Os-
RPII) sub un flux constant
X 60 de 5 mM glucozi.
-~ ] - - Conditii experimentale:
_0 401 et potential aplicat, +200 mV
= vs. Ag|AgCl, 0.1M KClI;
20 | o gPDH incarcarea enzimaticd, 23.6
| | o dgPDH Ucm?; 5 mg/mL Os-RPII;
0 . . . . electrolit de fond, 50 mM
0 20 40 60 80

PB (pH 7.4); debit, 0.45
Time / h mL/min.

Liniile continue reprezinta fitarea datelor experimentale cu ecuatia care descrie
descresterea exponentiala a raspunsului bioelectrozilor.

Pentru ambii electrozi modificati, a fost observata o scadere accentuatd a
raspunsului in primele 20 de ore. Astfel, pentru G/dgPDH-(Os-RPII), scadereca a
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fost de ~26%, in timp ce pentru G/gPDH-(Os-RPII) scaderea raspunsului a fost mai
accentuatd (~38%).

3.4. Selectivitatea bioelectrozilor

AmPDH aratd o activitate bioelectrocatalitici semnificativd pentru diverse
substraturi, cum ar fi: 2-deoxi-D-galactoza, celobioza, fucoza, zaharoza, trehaloza,
galactoza, xiloza (Tasca et al. 2007). Tn scopul de a se stabili daca deglicozilarea enzimei
induce schimbdri in ordinea selectivitati acestuia, parametrii cinetici corespunzatori
bioelectrozilor G/gPDH-(Os-RPII) si G/dgPDH-(Os-RPII) au fost estimati prin fitarea cu
ecuatia Michaelis-Menten a curbelor de calibrare inregistrate pentru urmatoarele
substraturi: glucoza, galactoza, lactoza, maltoza, manoza, celobioza, 2-deoxi-D-glucoza,
fucoza, zaharoza si xiloza. Sensibilitatea bioelectrozilor G/gPDH-(Os-RPII) si
G/dgPDH-(Os-RPII) pentru toate substraturile investigate a fost estimata ca raportul
dintre lnax / K (Figura 6).

6 - [_19gPDH

I B dgPDH
1 . . II

IS
1

N
1

g
[=2]
I\

Sensitivity / (10'3uAIM)
w

o
o
1

Glu Gal Lac Mal Man Cell 2-Glu Fuc Suc Xyl

Substrate

Figura 6. Sensibilitatea bioelectrozilor G/gPDH-(Os-RPII) si G/dgPDH-(Os-RPII) pentru
diferite substraturi: Glu, glucoza; Gal, galactoza; Lac, lactoza; Mal, maltoza; Man,
manoza; Cell, celobioza; 2-Glu, 2-deoxi-D-glucoza; Fuc, fucoza; Suc, zaharoza; Xyl,
xiloza.

Conditii experimentale: potential aplicat, +200 mV vs. Ag|AgCl, 0.IM KCI; incarcare
enzimaticd, 23.6 Uem™®; 5 mg/ml Os-RPII; electrolit de fond, 50 mM PB confindnd 137
mM NaCl (pH 7.4); debit, 0.45 mL/min

Dupa cum se poate observa din Figura 6 deglicozilarea enzimei AmPDH induce
schimbari semnificative in ordinea de selectivitati a acesteia:

e gPDH: Glucoza > Fucoza > Galactoza > Celobioza > Xiloza > Zaharoza >
Maltoza > Lactoza > 2-Deoxi-D-glucoza > Manoza

e dgPDH: Fucoza > Glucoza > Xiloza > Zaharoza > Galactoza > Celobioza >
Maltoza > 2-Deoxi-D-glucoza > Lactoza > Manoza
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3.5. Descompunerea enzimei deglicozilate  AmMPDH si influenta conditiilor de
depozitare

S-a observat ca atunci cand dgPDH este stocata in anumite conditii, enzima pierde
aproximativ 20 kDa din MW totala (Yakovleva et al. 2013). Pierderea unui fragment de
peptida a dgPDH din partea C-terminal a rezultat in formarea unei enzime deglicosilate
stabile (sdgPDH).

Pentru a urmari procesul de descompunere, o cantitate de enzima PDH proaspat
purificatd si deglicozilata a fost stocata la o temperatura de 4 °C 1n loc
de -30 °C (temperatura la care enzima a aratat a fi stabila (Sygmund et al. 2012)).

Procesul de fragmentare a fost urmarit prin electroforeza in gel (SDS-PAGE)
respectiv miasuritorile de activitate a enzimei prin utilizarea Fc* ion ca acceptor de
electroni. Toate cele trei forme ale enzimei AmPDH (gPDH, dgPDH si sdgPDH) au fost
electric conectate cu Os-RPII pe suprafata electrozilor de grafit. Curentul generat de
oxidarea biocatalitica a glucozei la bioelectrozi modificasi cu g°PDH, dgPDH sau
sdgPDH au fost comparat utilizdind voltametrie ciclica, respectiv amperometrie in
sistem FI.

3.5.1. Urmairirea descompunerii enzimei deglicozilate prin SDS-PAGE

Toate cele trei forme ale enzimei AmMPDH (gPDH, dgPDH si sdgPDH) au fost
investigate prin utilizarea SDS-PAGE, gelurile fiind colorate cu azotat de argint pentru
vizualizarea proteinelor (Bartsch et al. 2012). Greutatea moleculara a gPDH exprimata in
P. pastoris a fost determinata a fi de aproximativ ~95 kDa (Figura 7 A, B) valoare
similara cu cea raportata precedent (Sygmund et al. 2012). PDH apare intr-o banda larga
datorita posibilelor variatii structurale datorita continutului mare de glicani
(Mechref et al. 2002). Banda majora la ~65 kDa poate fi atribuita enzimei deglicozilate
(dgPDH), diferenta de ~30-35 kDa fiind atribuitd glicanilor inlaturati de pe lantul
peptidei. Banda minora la ~46 kDa este asociata cu enzima deglicozilata fragmentata
(sdgPDH), fragmentarea fiind un proces care are loc atunci cand dgPDH a fost
stocatd la + 4 °C (Figura 7). PDH deglicozilata stabilizata (sdgPDH) apare ca urmare a
pierderii unui fragment de ~20 kDa din partea C-terminala a proteinei, chiar si in absenta
unei activitati proteolitice.

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 a 5 6 7
150 -
120 200
100 150
85 ! | 120
100
70 8s
60 Gy G- 70 [y ——
60
50y 50
a0 S == 0 od  ead  (Cx) ctem
o ’ 30

Figura 7. Caracterizarea descompunerii enzimei in timp utilizand 10% acrilamida SDS-
PAGE; pentru vizualizarea peptidei s-a folosit azotat de argint: (A) coloana 1 — marker
de greutate moleculara; coloana 2,3 — dgPDH; coloana 4,5 — sdgPDH; coloana 6,7 —
gPDH; (B) coloana 1 — marker de greutate moleculara; coloana 2,3 — g°PDH; coloana 4,5
— sdgPDH ( dupa 2 saptamani); coloana 6,7 — sdgPDH (dupa 3 luni).

Enzima a fost pastrata la 4 °c.
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3.5.2. Determinarea spectrofotometrica a activitatii enzimei
Activitatea volumetricd a dgPDH (sdgPDH) respectiv gPDH a fost masuratd in
termen de trei luni utilizand Fc* ca electron acceptor si glucozi ca substrat.

25001 gpoH
|| E22 dgPDH
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Figura 8. Schimbarea in
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Din Figura 8 se poate observa ca activitatea enzimei dgPDH creste progresiv
atingandu-se un platou dupa aproximativ doud luni, in timp ce pentru gPDH nu s-au
observat modificari de activitate.

3.5.3. Oxidarea electrocataliticd a glucozei pe electrozi modificati cu g°PDH, dgPDH
si sdgPDH

Enzima sdgPDH a pierdut o parte din lantul peptidic, fapt ce ar putea micsora
distanta dintre centrul activ al enzimei si mediator sau electrod, facilitand astfel transferul
de electroni. Pentru a investiga acest aspect, comportamentul electrochimic al enzimei
sdgPDH a fost comparat cu cel al enzimelor gPDH si dgPDH. Toate cele trei forme ale
enzimei AmPDH (sdgPDH, dgPDH si gPDH) au fost co-imobilizate consecutiv cu Os-
RPII in prezenta PEGDGE pe suprafata unui electrod de grafit, in acelasi mod precum
cel descris in (Yakovleva et al. 2012) si au fost investigate utilizandu-se voltametria
ciclica (rezultate doar in tezd) si amperometria Tn sistem FI.

Curbele de calibrare corespunzatoare oxidarii electrocatalitice a glucozei pe
bioelectrozii modificati cu g°PDH, dgPDH, respectiv sdgPDH sunt prezentate in Figura 9.
Parametrii cinetici pentru bioelectrozii investigati au fost estimati prin fitarea rezultatelor
experimentale cu ecuatia Michaelis-Menten.
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Figura 9. Curbe de calibrare ai biolectrozilor G/gPDH-(Os-RPII), G/dgPDH-(Os-RPI1)
si G/sdgPDH-(Os-RPII) utilizand glucoza ca substrat.
Condirii experimentale: potenyial aplicat +200 mV vs. Ag|AgCl, 0.1M KClI; electrolit de
fond, 50 mM PB conginand 137 mM NaCl (pH 7.4); debit, 0.45 mL/min.

O crestere  semnificativa a  densitatii de curent catalitic maxim
[imax = (230.8 * 4.9) pAcm?] poate fi observati n cazul bioelectrodului
G/sdgPDH-(Os-RPII)  comparativ. cu cea inregistrata pentru bioelectrodul
G/gPDH-(Os-RPI1) [jmx = (16.3 + 0.7) pAcm?] sau pentru bioelectrodul
G/dgPDH-(0s-RPI) [jmax = (33.9 + 0.4) pAcm™]. Constanta aparenta Michaelis pentru
ambii, dgPDH [Ky®™ = (1.8 + 0.1) mM] si sdgPDH [Ku®® = (3.0 + 0.2) mM] este mai
mare comparativ cu cea pentru gPDH [Ky*° = (5.5 + 0.5) mM] fapt care indica:

e 0 mai mare afinitate Tntre enzima si substrat, in cazul bioelectrozilor modificati cu
sdgPDH si dgPDH;

e 0 permeabilitate mai mare a matricelor enzimatice, in cazul sdgPDH si dgPDH
pentru glucoza, ceea ce inseamna ca difuzia substratului spre centrul activ al
acestor enzime este mai usoara

Atét cresterea remarcabila a curentului catalitic de oxidare pentru sdgPDH, cat si
scdderea Ky™" sustin ideea cd pierderea spontand a fragmentului peptidic din partea
terminala a proteinei joacad un rol important in performanta catalitici a enzimei
descompuse care Tsi pastreaza centrul activ.
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4. STUDIUL CINETIC AL ADSORBTIEI S-ACETIL-
CLIX[8]JARENEI SI REORGANIZARII FILMULUI FORMAT PE
SUPRAFATA AU POLICRISTALIN

Studiul de fata (Killyeni et al. 2013) a fost realizat cu scopul de a obtine un
electrod modificat cu un derivat calixarenic (S-Calix). Datorita binecunoscutelor
proprietati de recunoastere ale calixarenei, s-a presupus ca electrodul modificat cu S-
Calix va avea capacitatea de a recunoaste anumite specii chimice.

Tn acest scop, utilizand interactiunea puternica dintre atomii de S si Au s-a format
un strat de S-Calix, prin simpla adsorbtie a acesteia pe suprafata unui electrod de Au
policristalin. Cu ajutorul masuratorilor de spectroscopie de impedanta a fost posibila
urmarirea cineticii adsorbtiei S-Calix pe Au si in continuare s-a putut studia cinetica
procesului de reorganizare a mono-stratului auto-asamblat (SAM) forat pe electrodul de
Au policristalin.

Electrozii modificati Au/S-Calix au fost preparati prin simpla imersie a unor fire de
Au ntr-o solutie adecvata de S-Calix.

4.1. Masuratori de voltametrie ciclica
Voltamogramele ciclice pentru cuplul HCF(I11/11) inregistrate pentru un electrod de

Au, un electrod modificat Au/S-calix si un electrod modificat Au/S-Calix,MUA sunt
prezentate in

Figura 10.

In cazul electrodului de Au nemodificat se observa 0 pereche de picuri
voltametrice bine definite, specifice unui cuplu redox dizolvat, cu transfer de sarcina
cuasi-reversibil. Valoarea estimata a potentialului standard formal, obtinuta prin
medierea potentialelor de pic, este de 0.26 V vs. Ag/AgCl, 3 M NaCl, fiind o valoare
apropiata de cea caracteristica cuplului HCF(III/II).

Dupa modificarea electrodului cu S-Calix, perechea de picuri voltametrice se
modificd prin scdderea curentilor de pic si prin cresterea separarii potentialelor de pic.
Scaderea intensitatii curentului de pic a fost atribuitd unor modificari de la interfata
electrodica in sensul micsorarii suprafetei accesibile cuplului redox ca urmare a
adsorbtiei calixarenei. Scaderea importantd a curentului sugereaza ca o fractiune mare a
interfetei este blocata cu S-Calix si astfel accesul cuplului redox utilizat ca sonda
electrochimica la interfatd devine restrictionat. Totodata, trebuie s mentionam ca in
intervalul de potential studiat nu au fost prezente alte picuri aditionale datorate prezentei
calixareneli.
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Alura voltamogramei inregistrate la electrodul modificat Au/S-Calix arata ca
suprafata electrodului nu este complet blocata. Pentru a se verifica aceasta presupunere
au fost trasate voltamograme ciclice pentru cuplu redox HCF(III/II) la electrozii
modificati Au/S-Calix, MUA, deoarece moleculele de MUA au o mare abilitate de a
forma un mono-strat compact pe suprafata electrodului de Au in comparatie cu S-Calix.

Scaderea curentului de pic observat in cazul electrodului modificat cu Au/S-
Calix,MUA indica faptul ca toata suprafata electrodica este blocata cu molecule de S-
Calix si MUA, ambii compusi fiind electrochimic inactivi in domeniul de potential
investigat.

4.2. Masuratori de spectroscopie de impedanta electrochimica

4.2.1. Adsorbtia S-Calix

Cinetica adsorbtiei S-Calix pe Au a fost monitorizatd prin masuratori de
impedantd electrochimica, efectuate succesiv la intervale de 87 secunde, in timpul
procesului de adsorbtie (4 ore). Spectrele de impedanta obtinute au acoperit intervalul de
frecventa cuprins intre 100 Hz si 23 kHz, interval in care s-au alese 23 de frecvente.
Pentru fiecare spectru de impedanta, amplitudinea semnalului alternativ a fost de 10 mV,
iar valoarea componentei continue a corespuns valorii potentialului de circuit deschis
(OPC).

Spectrele de impedanta obtinute au fost interpretate folosindu-se circuitul electric
echivalent prezentat in Figura 11.
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Figura 11. Circuitul electric echivalent utilizat pentru modelarea spectrelor de impedanta
nregistrate in timpul adsorbtiei S-Calix pe electrod de Au. Elementele circuitului electric
echivalent sunt: Rs rezistenta solutiei, R¢; rezistenta de transfer de sarcina; CPE element de

faza constanta.

Spectrele de impedanta inregistrate au fost fitate pe circuitul electric echivalent
mentionat anterior, iar o selectie reprezentativa a valorilor parametrilor modelului, pentru
cateva valori de timp, este prezentatd in Tabel 2. Toate valorile parametrilor sunt insotite
de semilatimea intervalelor de incredere (calculate pentru un interval de incredere de
95%) si de criteriul de calitate al corelatiilor (Chiz).

Pentru identificarea etapei determinante de vitezd a procesului de adsorbtie, S-au
utilizat doua modele cinetice, care coreleaza fractia de acoperire cu timpul (Subramanian
et al. 2000):

i.  Modelul pur difuziv, model descris de ecuatia:

0(t) = kqCtY2 (1)
unde: 6(z) este fractia acoperita, C este concentratia S-Calix, t este timpul, ky este
constanta de viteza al difuziei
Tn prima parte a procesului (t < 20 min) se constati o buni liniarizare a dependentei
fractiei de acoperire de t+2, fapt care sustine valabilitatea modelului pur difuziv
(Figura 12 A).
ii.  Modelul Langmuir, model descris de ecuatia:

0(t) = 1 — exp(—knt) )
Unde: 6(z) este fractia de acoperire; t este timpul; ky, este constanta de viteza a
procesului de adsorbtie.
Tn a doua parte a procesului de adsorbtie se observd o liniarizare mai buni in
coordonate In(1-0) vs. t, ceea ce indica faptul ca procesul de adsorbtie este bine descris in
aceasta etapa de un modelul Langmuir (Figura 12 A).
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Figura 12. (A) Variatia fractiei acoperite cu t1/2 (liniarizare corespunzatoare modelului
pur difuziv); (B) variatia of In(1 — 0) cu t (liniarizarea modelului Langmuir cu control
difuziv).

Condirii experimentale: potenyial aplicat (OCP), 0.33 V vs. Ag|AgCl, 3 M NaCl;interval
de frecvenya, 100 Hz la 23 kHz (23 valori); amplitudine, 10 mV;

solurie de lucru, 1.16 mg/L S-Calix in CHCI3/C,HsOH 1:1 (v/v) conginand 0.05 M LiCIO,
ca electrolit de fond.
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Tabel 2. Evolutia in timp a parametrilor Rs, R, Q si o (circuit electric echivalent din Figura 11) Tn timpul adsorbtiei S-Calix pe

electrodul de Au

Timp Rs Ret Q Chi?/ N
(s) (Q cm?) (kQ cm?) (MQ'cm™?s%) A Q% cm?)
0 75.30 £0.33 0.97+0.16 6.127 £ 0.075 0.669 = 0.034 0.81/23
304 75.21 £0.35 0.98£0.14 5.551 + 0.067 0.644 + 0.034 0.89/23
652 74.82 £0.41 1.13+£0.19 5.344 £ 0.081 0.598 £ 0.042 1.19/23
1000 75.14 £ 0.38 1.09+0.16 5.143 + 0.064 0.635 + 0.036 1.06/23
2044 75.32+£0.41 1.23+£0.19 4.828 + 0.062 0.616 £ 0.037 1.18/23
3001 75.25+0.42 1.30+£0.20 4.649 = 0.060 0.607 £0.038 1.27 /23
5002 74.48 £0.44 1.32+£0.19 4.406 = 0.055 0.604 £ 0.038 1.35/23
8047 73.20£0.48 144 £0.19 4.099 = 0.053 0.585 £ 0.041 1.58/23
14050 73.56 £0.47 146 £0.21 4.062 = 0.069 0.590 £ 0.039 1.63/23
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4.2.2. Procesul de reorganizare a monostratului de S-Calix

Masuratorile voltametrice au evidentiat faptul ca stratul de S-Calix, auto-asamblat
pe suprafata Au, trece printr-o evolutie lentd in timp, probabil datorita reorganizarii sale
ceea ce determina o crestere a fractiei acoperite a electrodului modificat Au/S-Calix.
Acest proces de reorganizare a fost explorat tot prin utilizarea spectroscopiei de
impedanta pentru electrozi modificati Au/S-Calix. Spectrele Nyquist obtinute, continand
57 de valori ale frecventei  (de la 0,01 Hz pana la 100 kHz), prezinta caracteristicile
tipice ale unui proces controlat de activare si difuzie.

Dupa cum se poate observa din Figura 1112, indiferent de timpul de inregistrare
toate spectrele sunt alcatuite: (i) dintr-un semicerc (datorat procesului de transfer de
sarcind si situat in domeniul de frecvente Tnalte) (ii) cuplat cu o linie de transport
Warburg (corespunzand difuziei cuplul redox si situata in domeniul de frecvente joase).
Acest comportament este similar cu cel observat in cazul electrodului de Au (

Figura 13), cu exceptia faptului ca procesul transfer de sarcina aste mult mai rapid
n cazul electrodului nemodificat.

Tn timp, rezistenta transferul de sarcini, arati 0 crestere monotona, sugerand o
crestere a suprafetei blocate a electrodului, care ingreuneaza procesul de transfer de
sarcind. Acest comportament este foarte probabil o consecinti a cresterii acoperirii
electrodului, indusa de o rearanjare a statului auto-asamblat de S-Calix.

Chiar si dupa un interval mare de timp (t> 20 h), In spectrele de impedanta
Tnregistrate se poate observa semicercul reprezentand transferul de sarcind. Acest lucru
indica faptul ca stratul S-Calix, format si reorganizat pe suprafata electrodului nu
blocheaza complet procesul de transfer de electroni al suprafetei de Au.

Aceastd ipoteza a fost confirmatd, prin scadderea semnificativd a diametrului
semicercului observat Tn spectrele de impedanta inregistrate la electrodul modificat
Au/S-Calix, MUA, care coroboreaza si cu raspunsul voltametric nregistrat la acelasi
electrod.

8
Figura 13. Spectre de impedanta
o] ) inregistrate la electrozi modificati
8- o Au/S-Calix. Tnserat: spectrul de
= 0h impedanta inregistrat la electro de Au
g LT apH 7.
N.§ v 9h Conditii experimentale: Potential
) ¢ 12h .
37 v« 3{, . < 15h aplicat, +0.24 V vs. Ag|AgCl, 3M
21 8 :. “ 18h NaCl; domeniu de frecventa, de la
Se L4 ., ¢ 21h .
e 10 mHz la 100 kHz (57 valori); ac
- 24h ;
0 %’ ."'\( \/ ‘3\\” | amplitudinea, 10 mV; electrolit de

0 8 fond, 1 M KCI
Z kQ
re

Pentru modelarea spectrele de impedanta inregistrate in etapa de reorganizare a
stratului S-Calix format pe suprafata Au, s-a utilizat circuitul electric echivalent prezentat
in Figura 14. Acest circuit echivalent porneste de la modelul propus de Finklea
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(Finklea et al. 1993; Rueda et al. 2011) pentru pori activi inconjurati de zone inactive.
Aceasta idee este rezonabila luand in considerare conformatia aparte a moleculei S-Calix,
care formeaza un strat auto-asamblat mai putin compact decat tioalkeneii.

— ] <
R, I,
5
R | |Zw

Figura 14. Circuitul electric echivalent utilizat pentru modelarea spectrelor de
impedanta inregistrate in timpul reorganizarii stratului de S-Calix pe suprafata
electrodului modificat Au/S-Calix. Elementele circuitului electric echivalent sunt: R
rezistenta solutiei, R rezistenta de transfer de sarcina; Cy capacitatea stratului dublu
electric, Z,, este impedanta Warburg.

Au slelelelele o ole =l

— CPE

z“’ (Ax)

cf {Am)

A

Figura 15. Circuitul electric echivalent utilizat pentru modelarea spectrelor de
impedanta inregistrate pentru (A) electrodul de Au si (B) electrodul modificat Au/S-
Calix,MUA. Elementele circuitului electric echivalent sunt: R rezistenta solutiei, R

rezistenta de transfer de sarcind; Cq4 capacitatea stratului dublu electric, CPE element de
faza constanta, Z,, este impedanta Warburg.

Datele suplimentare, necesare pentru a modela circuitul echivalent, au fost obtinute
prin modelarea spectrelor de impedanta inregistrate la electrozi de Au folosind circuitul
echivalent din Figura 14 (A) si electrozi modificati cu Au/S-Calix, MUA din
Figura 14 (B).

Cu ajutorul datelor estimate prin fitarea spectrelor de impedanta inregistrate la
electrozi de Au si electrozii modificati Au/S-Calix,MUA prezentate in tabel 3 si valorile
estimate prin fitarea spectrelor corespunzitore electrodului modificat Au/S-Calix tabel 4
s-a putut calcula fractia de acoperire a electrozilor modificati cu S-Calix la diferite
intervale de timp.
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Tabel 3. Valorile parametrilor utilizati pentru modelarea spectrelor de impedanta corespunzatoare electrodului de Au, respectiv

electrodului modificat Au/S-Calix,MUA (Circuit electric echivalent din Figura 14)

Rs Ret Q o Chi®/N
Electrod ) 2 42 a A2 2 2
(Q cm) (Q cm?) (MQ ™ cm™s% Qs cm?) (Q°cm?)
0.93+£0.74 523+1.29 615 £ 124 0.55+£0.10 22.8+0.2 0.00001 /57
Au
0.45+0.38 10.29 £ 0.80 161 + 44 0.75+£0.03 28.2+0.6 0.00006 / 57
0.87+1.11 655.7+1.2 6.12 + 0.07 0.940 + 0.002 30.6+04 2.66 /57
Au/S-Calix,MUA
1.37 +1.58 2440.9 £ 3.8 6.61 + 0.05 0.943 £ 0.002 28.7+1.72 33.32 /57
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Tabel 4. Evolutia Tn timp a parametrilor circuitului electric echivalent prezentat in Figura 14 pentru monitorizarea reorganizarii
stratului de S-Calix format prin auto-asamblare pe electrozii de Au

Timp Rs Cq 1-0 q Chi?/N
Electrode pH ) ) L s 4
(h) (Q cm”) (HF cm™) (%) (s7) (Q° cm’)
0 0.86 £ 1.53 2.82 £ 0.62 3.96 £0.19 245 + 55 61.3/57
6 0.50 £ 2.67 2.89+£0.26 1.42 +0.03 236 + 34 110.5/57
12 1.06 £ 3.80 2.76 £ 0.27 0.95+0.03 222 +33 161.4 /57
18 0.89+£7.02 2.67 +£0.47 0.77 £0.04 189 + 28 249.7 157
Au/S-Calix
0 3.17+£0.76 5.39+£0.03 4.59 +0.02 334+13 0.9/57
6 4.07 £1.39 4.92 +£0.03 1.53+0.01 221 +12 7.2157
12 4.22 + 2.56 4.64 +0.05 1.09+£0.01 171+£13 29.3/57
18 4.12 +3.63 4.46 +0.06 0.90 £0.01 149 + 14 62.1/57
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Datele prezentate in tabelul 4 indica in mod clar faptul ca stratul S-Calix trece printr-un
proces de reorganizare lent, implicand moleculele deja imobilizate de S-Calix. Reorganizarea
induce o scadere semnificativa a suprafetei libere a electrodului (Figura 6). Este demn de
mentionat cd scaderea totala a suprafetei libere este in concordanta cu scaderea observata pe
voltamogramele inregistrate la electrodul modificat Au/S-Calix (vezi Figura 10).
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{® n pH5
0.04 —* e pH7
® Figura 16. Evolutia an
0.031 4 timp a suprafetei libere (1— 0)
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Tn esentd, procesul de reorganizare consti in cresterea numarului de legaturi S-Au pentru
moleculele de S-Calix deja imobilizate prin conversiea conformationala adecvatd a moleculelor
S-Calix. Acest proces este datorat afinitatii remarcabile dintre atomi de S si Au, care favorizeaza
legarea tuturor atomilor de S din molecula S-Calix. Pe de alta parte, procesul de reorganizare
este facilitat de flexibilitatea binecunoscuta a scheletului moleculei calix[8]arenei, care permite
o multitudine de conformatii, consolidata de prezenta substituentilor de mici dimensiuni, cum ar
fi -S-CO-CHj3 (pe partea superioara) si -O-CHj3 (pe partea inferioara) (Neri et al. 2002).
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5. CONCLUZII GENERALE

I. Efectul deglicozilarii enzimei AmMPDH exprimatd in P. pastoris a fost studiat prin
realizarea de electrozi modificati cu AmPDH. Stabilitatea enzimei dgPDH in solutie a fost
urmaritd prin masuratori SDS-PAGE si UV/Vis. Activitatea biocatalitica a electrozilor
modificati cu enzima PDH a fost evaluatd cu ajutorul voltametriei ciclice si masuratorilor
amperometrice in sistem FI.

e Din masuratorile de electroforeza in gel (SDS-PAGE) s-a observat ca, datorita
expresiei in organism-gazda P. pastoris, gPDH este in mai mare masura glicozilata. Prin
diminuarea partiald a continutului de glicani, masa enzimei scade de la 95-100 kDa la ~ 65
kDa ( diferenta fiind glicanii eliminati din lantul peptidic)

e Pentru aceeasi incircare enzimatica (exprimatd in Ucm™), bioelectrodul G/dgPDH-
(Os-RPII) prezinta un raspuns amperometric mai mare comparativ cu bioelectrodul
G/gPDH-(0S-RPII). Tn acelasi timp, deglicozilarea enzimei AmPDH a dus la sciderea
valorii constantei Michaelis, comparativ cu cea estimata pentru enzima initiala.

e Deglicozilarea enzimei AmPDH induce modificari semnificative 1n ordinea
selectivitati acesteia:

e gPDH: Glucoza > Fucoza > Galactoza > Celobioza > Xiloza > Zaharoza >
Maltoza > Lactoza > 2-Deoxi-D-glucoza > Manoza

e dgPDH: Fucoza > Glucoza > Xiloza > Zaharoza > Galactoza > Cellobioza >
Maltoza > 2-Deoxi-D-glucoza > Lactoza > Manoza

¢ Bioelectrodul bazat pe enzima PDH deglicozilatd arata o stabilitate in timp mai buna
decét bioelectrodul bazat pe enzima PDH glicozilata.

e S-a constatat ca dupa doua luni de stocare la 4 °C, enzima dgPDH sufera o
fragmentare spontand. Enzima stabila rezultata (sdgPDH) are MW de ~46 kDa si dispune
de o0 activitate enzimaticd mai ridicatd comparativ cu cea a enzimelor glicozilate si
deglicozilate.

Il. A doua parte a lucrarii de fata a fost consacrata investigarii: absorbtiei moleculei S-Calix
si procesului de reorganizare a SAM format pe suprafata de Au policristalin, folosind
voltametrie ciclica, spectroscopie Raman, microbalanta de cuart si masuratori de spectroscopie
de impedanta electrochimica.

e Masuratorile de voltametrie ciclica efectuate in prezenta cuplului redox HCF (111/11),
evidentiaza o evolutie in timp a permeabilitagii stratului format prin simpla adsorbtie a
moleculei S-Calix pe suprafata de Au. Raspunsul voltametric observat la electrodul
modificat Au/S-Calix sugereazd un proces de reorganizare care apare in stratul auto-
asamblat de S-Calix, avand ca rezultat cresterea suprafetei blocate de electrodul modificat
Au/S-Calix.

e Masuratorile de spectroscopie de impedanta au fost utilizate pentru a descrie procesul
de adsorbtie a moleculei S-Calix. Astfel, inceputul procesului de adsorbtie prezinta
caracteristicile unui proces controlat de difuzie purd, dar in a doua parte se supune
modelului Langmuir.
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e La sfarsitul procesului de adsorbtie (6 > 0,9), un proces lent de reorganizare are loc,
care consta in cresterea numarului de legaturi S-Au pentru moleculele de S-Calix deja
adsorbite. Acest proces de reorganizare este determinat de mare afinitatea existenta intre
atomi de S si Au. Pe de alta parte, acest proces este facilitat de flexibilitatea remarcabila a
scheletului moleculei de calix[8]arena. La starea de echilibru, moleculele S-Calix sunt
organizate intr-un monostrat pe suprafata Au policristalin, fiecare molecula fiind atasata
prin 3-4 atomii de S.

e Se poate afirma ca monostratul de S-Calix format prin auto-asamblare pe Au ofera un
mod simplu, rapid si eficient pentru un design versatil de materiale inteligente, care
prezintd proprietati interesante pentru recunoasterea ionica sau moleculara
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