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INTRODUCERE

Progresul cercetdrii impune existenta unor metode cit mai performante, care sa
permita determinarea cu precizie a speciilor monitorizate (Popescu I. C. 1996; Murray R.W.
1992). Pe un loc important printre instrumentele folosite pentru aceastd monitorizare se afla
electrozii modificati (EM), folositi In domenii ce includ electrocataliza, electrosinteza si
electroanaliza.

Unul dintre cele mai interesante domenii ale cercetarii electrochimice pare a fi studiul
structurii interfetei solid/electrolit si a proceselor care au loc la nivel atomic sau molecular
(Bard A.J., Faulker L.R. 1980). Imobilizarea deliberatd a diferitelor substante pe suprafata
electrozilor se realizeazd cu intentia ca electrozii obtinuti sd prezinte o combinatie dintre
proprietatile materialului de electrod utilizat si cele caracteristice speciilor chimice
imobilizate (Murray R.W. 1984).

O importantd proprietate a EM o constituie abilitatea acestora de a cataliza oxidarea
sau reducerea unor specii chimice de interes practic, procese care, din cauza ca pe electrozii
conventionali se desfasoara cu suprapotentiale mari, sunt susceptibile la interferente. Aceasta
caracteristicd oferd EM o larga aplicabilitate, indeosebi in domeniul detectiei amperometrice a
unor specii cu importantd biologicd. Compusii redox imobilizati pe suprafata electrodului,
faciliteaza cuplajul redox intre acesta si centrul activ din numerosi compusi biologici cu rol
important in diverse procese biochimice. Aceasta explica, in parte, si interesul declangat de
introducerea EM 1in bioelectrochimie, interes exemplificat si prin folosirea acestora ca
interfete electrochimice in realizarea de biosenzori (Spiridon 1. 2004; Mateescu M. et al.
2004). Materialul biologic, cu grad inalt de selectivitate, joaca rol de receptor in sistemul
analitic de detectie fiind sursd de informatii referitore la comportamentul materialului
biologic, mecanismele de interactie intermoleculard si de transfer de sarcind in cadrul
sistemelor biologice.

Ca matrici de sustinere pentru biosenzori se folosesc frecvent polimerii conductori.
Fiind in acelasi timp biocompatibili, pot fi folositi In solutii neutre, in conditiile necesare
pentru asigurarea activitdtii enzimei. Este exploatabild de asemenea, proprietatea acestor
polimeri de a putea fi depusi electrochimic pe electrozi in prezenta diverselor specii biologice.

Meritd remarcat faptul cd, aparitia EM a dinamizat cercetarile spre realizarea de
sisteme destinate analizei simultane a mai multor specii chimice, sisteme caracterizate de

consum redus de reactivi si energie, avand un grad ridicat de autonomie.




PARTEA 1. INFORMARE BIBLIOGRAFICA
IV. MEDIATORI UTILIZATI IN REALIZAREA DE
BIOSENZORI AMPEROMETRICI

Mediatorii sunt substante cu masa moleculara mica, naturale sau artificiale, care au o
mare diversitate de structuri, proprietiti si valori ale potentialului redox. In procesul de
transfer de electroni intre centrul activ al enzimei si electrod, mediatorul este ciclat intre
forma oxidatd si cea redusd; au rol de “navetd de electroni” 1Intre centrii activi ai
sustratului/enzimei si cei ai electrodului, contribuind la stabilirea unui flux efectiv si eficient

de electroni spre electrod.

IV.4. Hemina (C34H3204N4F€Cl)

Hemina sau fier (III) protoporfirina IX, contine in moleculd in locul atomilor de
hidrogen din grupele -CH ale nucleelor pirolice, patru grupe metil, doud grupe vinil si doua
resturi de acid propionic. In Figura 10 este prezentati structura heminei conform datelor

http://www.chemicalize.org/structure/#!mol=hemin, consultat in 27 martie 2014.

Figura 10. Structura heminei

In centrul moleculei se afld ionul Fe** legat complex de cei patru atomi de azot. Cele
doud sarcini negative ale ionului de porfirind C34H3204H42' sunt repartizate uniform asupra
celor patru atomi de N. Sarcina pozitiva ramasa la Fe este compensatd de anionul CI, printr-o
legitura ionici. Comportamentul deosebit al heminei se datoreaza prezentei Fe’* care se poate
reduce la Fe** si a legaturilor duble, care fac posibild extinderea conjugarii.

Datoritd prezentei cuplului redox Fe(Ill)/Fe(Il), hemina ( Mares G. M. et al. 2013;




Zheng N. et al. 2002; Ye J. S. et al. 2004; Gao Y., Chen J. 2005; Zejli H. et al. 2010; Chen J.
et al. 2011; Xu J. B. et al. 2012; Hasebe Y., Wang Y. 2013; Aoki K. J. et al. 2014; Varma S.
2002; Guo Y et al. 2011; Valentini F. et al. 2012; Ma S.-H. et al. 2013; Zhang Y. et al. 2013;
Sun R. et al. 2014; Zhang F.-T. et al. 2014; Nan C. G. et al. 2002; Ma Q. et al. 2010; de Groot
M. T. et al. 2005; Santos R. M. er al. 2013) manifestd o remarcabild activitate
electrocataliticd, exploatatd cu succes in electroreducerea mediatd a unor oxidanti, cum ar fi:
oxigen (Gao Y., Chen J. 2005; Zejli H. et al. 2010; Chen J. et al. 2011; Xu J. B. et al. 2012;
Hasebe Y., Wang Y. 2013; Aoki K. J. et al. 2014); nitrit (Valentini F. et al. 2012; Dai Z. et al.
2004; Feng J. J et al. 2006; Xu Y., Hu C., Hu S., 2008); oxid de azot (de Groot M. T. et al.
2005; Santos R. M. et al. 2013; Dai Z. et al. 2004); peroxid de hidrogen (Song H. 2013 ;
Chen J. et al. 2011; Varma S. 2002; Guo Y et al. 2011; Valentini F. ef al. 2012; Ma S.-H. et
al. 2013; Zhang Y. et al. 2013; Sun R. et al. 2014; Zhang F.-T. et al. 2014; Han X. et al.
2002; Han X. et al. 2002; Dai Z. et al. 2004; Feng J. J. et al. 2006; Xu Y. et al. 2008; Kafi
A. K. M. et al. 2007; Mares G. M. et al 2013); glucoza (Guo Y. et al. 2011); fenol (Sun R. et
al. 2014; Neto J. R. M. et al. 2011); triptofan (Zhang Y. et al. 2013; Nan C. G. et al. 2002);
acid ascorbic, acid uric si dopamind (Zhang Y. et al. 2013); L-tirozind (Ma Q. et al. 2013);

nitrozamine, acetanilidd, sulfonamide, unele medicamente oxidante, etc.

PARTEA II. CONTRIBUTII ORIGINALE

Obiectivele cercetarilor

Obiectivele de bazd urmarite in activitatea de cercetatre si implicit in realizarea
prezentei teze au fost:

(i) Imobilizarea heminei (Hm) pe suprafata unui electrod de grafit (G) sau de aur (Au)
folosind diferite tehnici: adsorbtie chimicd, legare covalentd si inglobarea in chitosan sau
polimeri fenolici obfinuti prin electropolimerizarea catecolului, rezorcinei sau, hidrochinonei;

(i1) Obtinerea unui biosenzor amperometric enzimatic pe baza de peroxidaza (HRP);

(iii) Caracterizarea electrochimica a electrozilor modificati obtinuti; determinarea
parametrilor cinetici si analitici;

(iv) Optimizarea structurii electrozilor modificati $i urmarirea stabilitatii lor;

(v) Utilizarea electrozilor modificati obtinuti pentru detectia unor specii de interes

practic (H,O, si NOy).




Reactivi si solutii

Au fost preparate solutii stoc: 5 mM de Hm (3.25ug/uL) in solutie de tampon TRIS;
solutie stoc de HRP (10ug/uL); solutie de Chit (10,67ug/uL) in acid acetic (HAc) 0.1%;
solutie de Ga 2,5%; tampon TRIS de concentratie 0.05M pH 10; tampon fosfat (TF) 0.1M pH
7; H,O, 10°M ; 0.1IM de azotit de sodiu (NaNO,) ; 5 mM Hm dizolvata in tampon TRIS 5
mM (pH 10) si 5 mM monomer (Cat, Res, HQ); pH-ul solutiei finale a fost 8.6 (ajustat cu
HCI); L-Cys 2 mM 1in alcool etilic.

Straturile de modificatori sunt aplicate cu micropipeta (5 pL) iar in cazul
electropolimerizarii din amestec de monomer si Hm.

Grafitul respectiv firul de Au sunt curatati in prealabil, dupa protocolul cunoscut.

V. ELECTROD MODIFICAT G/Hm

V.2. Influenta vitezei de baleiaj/frecventei asupra semnalului voltametric al

electrodului modificat G/Hm

Electrodul modificat G/Hm a fost investigat prin voltametrie ciclicd (CV) si

voltametrie de unda patratd (SWV). Voltamogramele sunt redate in Figura 19.
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Figura 19. Voltamograma ciclica (A) si cea de unda patratd (B) pentru electrodul modificat
G/Hm. Conditii experimentale: solutie tampon fosfat 0.1M pH 7.02, solutie deaerata (Ar);
potential initial 0 V vs. Ag/AgClKClg,; (A) CV: diferite viteze de baleiaj (B) SWV:
amplitudine 20mV, diferite frecvente.
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Figura 20. Dependenta intensitatii curentilor de pic Lunoa $1 Leatoa de viteza de baleiaj pentru
electrodul modificat G/Hm. Conditii experimentale: solutie tampon fosfat 0.1M pH 7.02,
solutie deaeratd (Ar); potential initial 0 V vs. Ag/AgCILKCly,.

La cresterea vitezei de baleiaj picurile se indeparteaza si potentialele de pic se
deplaseaza spre valori absolute mai mari, sugerand un proces electrochimic cvasi-reversibil.

Atat din masuratorile de CV, cat si din cele de SWV (Figura 21) rezulta in mod clar ca
raspunsul voltametric al electrodului G/Hm corespunde unui cuplu redox (Hm) imobilizat pe
suprafata electrodului. Intensitatea curentului de pic variaza liniar cu viteza de baleiaj/
frecventa. Din voltamograma ciclica inregistratd la viteza de baleiaj de 50mV/s (Figura 19A)
a fost evaluata valoarea potentialului standard formal [EO’: (Epat Ep )2, unde E,, 51 Ep ¢ sunt
potentialele de pic anodic respectiv catodic] pentru cuplul redox al heminei.

Valoarea potentialului standard formal obtinutd prin calcul (-0.33V  vs.
Ag/AgCl,KClgy) din date CV este in buna concordantd cu valoarea raportata (-0.34V vs.

Ag/AgCl,KClsy) pentru hemina (Ye J.- S. et al. 2004).

600
B *
.
300 a0
b4 ]
¢
150 200 [}
< n pHaoy
3. g_ ® pH5.70)
-~ 0 o pH7.02]
- = ¢ pHa20)
= 200
-150 ] : ®
0] 3 '
-300 *
600 *
-450 T T T T T T T T
0,6 05 04 03 02 01 0,0 3 4 5 6 7 8 9 10
12 A2
E/V vs.AgIAgCI,NaCIsm_ s

Figura 21. Voltamograma de unda patrata (A) si dependenta intensitatii curentului de pic

anodic (I, ) si catodic (I, ¢) de rdddcina patratd a frecventei (B) pentru electrodul modificat

G/Hm. Conditii experimentale: solutie tampon fosfat 0.1M pH 7.02, solutie deaerata (Ar);
potential initial 0 V vs. Ag/AgCl,KCly,; amplitudine 20 mV, diferite frecvente si pH.




Distanta intre potentialele de pic anodic si catodic AE,= E,, - E,. este de 0.034V si
valoarea raportului I,/ I, = 0.955 (foarte apropiata de 1), la 50 mV/s (pH 7.02) respectiv
valorile pantelor reprezentarilor log(l,) - log(v) apropiatd de 1, confirma adsorbtia Hm pe
suprafata electrodului de grafit, iar procesul redox investigat este unul cvasi-reversibil

(Santos R. M. et al. 2013; Bart J. A., Faulker L. R. 1980).
Masuratorile SWV confirma faptul ca hemina este imobilizatd pe suprafata

electrodului si se comporta dupa modelul speciilor redox adsorbite (Figura 21).

Tabel 12. Panta dreptei log I, vs. log v pentru electrodul G/Hm (CV), pH 7.02.

Proces redox Panta R/ Nr. pct. experim.
anodic 1.18 £0.05 0.990/6
catodic 0.82 £0.02 0.997/7

V.3. Influenta pH-ului

In intervalul de pH 4-8, dependenta E” = f (pH) este liniard, panta avand valoarea de:
CV: (-0.041 £ 0.005) V/pH, (R =0.962 si n = 4); SWV: (-0.033 £ 0.001) V/pH, (R =0.99 si n
= 4), valori mai mici decat valoarea asteptata pentru un proces redox implicand transfer de le’
/TH* (0.059 V/pH). Acest comportament a mai fost observat in cazul heminei (Sun J.-J. et al.

2011; Baron C. P., Andersen H. J. 2002).
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Figura 22. Influenta pH- ului asupra raspunsului voltametric al electrodului modificat G/Hm
in CV (A) si SWV (B). Conditii experimentale: solutie tampon fosfat 0.1M, solutie deaerata
(Ar); potential initial, 0 V vs. Ag/AgCl,KClg,; viteza de baleiaj, 20 mV/s (A); frecventa 25Hz,
amplitudine 20 mV (B).
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Tabelul 15. Valorile parametrilor de pic anodic si catodic obtinute din voltamogramele ciclice
si de unda patrata, la diferite valori de pH; v 20mV/s (CV); f 25Hz (SWV) amplitudine
20mV; f 100Hz amplitudine 50mV, pentru electrodul G/Hm.

pH E. (V) E, (V) AE, (V) E” (V)

ov 4.05 -0.3131 -0.2179 0.0952 -0.2655
2OmV/s 5.70 -0.3346 -0.2408 0.0938 -0.2877
7.02 -0.3703 -0.2921 0.0780 -0.3310

8.0 -0.3960 -0.3104 0.0856 -0.3530

SWV 4.05 -0.2626 -0.2417 0.0209 -0.25215
20mV 5.70 0.3142 -0.2957 0.0185 -0.30495
5 5‘1‘; 7.02 -0.3566 -0.3447 0.0119 -0.35065
z 8.0 -0.3896 -0.3793 0.0102 -0,38445

Din masuratorile de SWV, efectuate la pH 7, amplitudine 50 mV, s-a estimat valoarea

constantei eterogene de transfer de sarcind k,, obtindndu-se valoarea de (0.3612 + 0.02) s,

V.4. Stabilitatea electrodului G/Hm

Dupa 30 cicluri complete, rapunsul voltametric al electrodului G/Hm aratd o variatie
nesemnificativa, atat pentru picul anodic cat si pentru cel catodic. Variatia in timp a gradului
de acoperire a suprafetei electrodului aratd cd hemina este puternic adsorbitd pe suprafata
electrodului de grafit. Datele cuprinse in Tabelul 16 si 18 sintetizeza variatia in timp
scurt/lung a gradului de acoperire pentru raspunsul voltametric Inregistrat in voltametrie
ciclicd (CV) pentru electrodul G/Hm iar. Tabelul 18 sintetizeza variatia pe timp lung a

parametrilor de pic.

Tabelul 16. Stabilitatea pe termen scurt pentru electrodul G/Hm.

Timp T, T, AT, AT,
(s) (nmol/cm?) (nmol/cm?) (%) (%)
240 76.6 128 0.53 0.08
480 76.8 135 0.79 4.65
720 76.5 130 0.39 0.08

Al'e= 100(Fc,t - l—‘c,t=48)/ l—‘c,t=48; Al'y= loo(ra,t - l—‘a,t=48)/l—‘ ast=48

Tabel 18. Variatia pe termen lung a parametrilor de pic pentru raspunsul voltametric al

electrodului modificat G/Hm.

AL, AL, AT AT, AE, I
(%) (%) (%) (%) (mV) w/lep
7.6 2.4 6.5 9.3 23 1.15

unde: AIcp = 100(Icp, t=305 = Icp, t=0)/Icp, t=0 > AIap = IOO(Iap, t=305 — Iap, t=0)/Iap, t=0
Arc= 100(rc,t=305_ cht:O)/rc,t=0; Ara= loo(ra,t=305_ Fast:O)/ra’t=0
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Dupa o utilizare continua timp de 2 ore, valoarea curentului catodic scade cu 2.01%,
iar dupa 5 ore cu 2.74% din valoarea initiald. Datele din literaturd confirma comportamentul
observat, comportament determinat de insolubilitatea heminei in mediu neutru si acid (Zheng
N. et al.2002) asociata cu o puternicd interactiune de tip n-m intre hemina si grafit (Wang X.
et al. 2002). Pastrarea electrodului se face in atmosfera saturatd cu electrolit suport, la

temperatura de 4°C. Valorile numerice sustin stabilitatea buna a electrodului modificat G/Hm.
V.5. Detectia H,O, cu electrodul G/Hm

Electrodul modificat G/Hm, poate fi folosit pentru detectia H,O,; Hm actioneaza ca
mediator redox pentru electroreducerea H,O,, prin intermediul ionului Fe(II)/Fe(Ill), asa cum

reiese din schema de mai jos (Varvari L., Popescu L. C. 2010):

.
Electrod /\‘ FG(H) HzOz
de grafit

Fe(III) H,0

0,80 60
<
3 ]
>
0
0,40 -1 30
<
=
2
A _m
0,00 . . —o
0 100 200

H202 /I mM

Figura 27. Curbele de calibrare pentru H,O, folosind electrodul G/Hm obtinute din CV si
SWYV. Conditii experimentale: electrolit suport, tampon fosfat 0.1 M (pH 7.0); potential
initial, -0.6 V vs. Ag/AgCLKCl,, viteza de baleiaj 20 mV/s (CV); 0 mV vs. Ag/AgClKClg, ;
amplitudine 20 mV; frecventa 25 Hz (SWV); solutie deaerata (Ar).

Analizand valorile parametrilor cinetici si analitici centralizate in tabelul 19, se
observa faptul ca, datele obtinute in SWV sunt considerabil mai mari decat in CV (atat pentru

parametri cinetici cat si pentru cei analitici). O explicatie ar putea fi sensibilitatea mai Tnalta

de care dispune tehnica SWV (Mares G.M. et al. 2013).
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Tabel 19. Parametrii analitici si cinetici pentru electrodul modificat G/Hm.

Metoda Cv SWV
Parametri Fitare Michaelis-Menten
Lnax (MA) 0.77 £0.02 101 £ 16.1
Kp™ (mM) 202 +25 311 +68.3
Sensibilitate (mA/M) 0.038 0.325
R/N 0.9836/11 0.9861/12

Fitare liniara

Panta (A/mM) 160+1.3 2763 +11.9
Limita de detectie /mM 0.011 0.012
Domeniul linear (mM) 10 - 40 10 - 80
R/N R=0.979/n=5 R=0993/n=9

*Sensibilitate = L. /Kn™

VI. ELECTROD MODIFICAT CU Hm iNCORPORATA IN FILM DE
POLIMERI FENOLICI OBTINUTI PRIN ELECTROPOLIMERIZARE

VI1.4. Prepararea electrozilor: G/Hm-Res, G/Hm-Cat, G/Hm-HQ

In figurile 28-30 sunt prezentate voltamogramele ciclice pentru obtinerea filmelor de

polimer in absenta si in prezenta heminei.

i 180

=

115 4 A2

A1

1/ pA

C1

) ) -5;10 (; 51;0
Y-S om0
L oH U bwm o= E/mV vs. Ag/AgCl, KCI_

EMY

Figura 28. Voltamogramele ciclice corespunzatoare obftinerii electrozilor modificati G/Res
(negru) si G/Hm-Res (rosu). Conditiile experimentale: 10 ml solutie 5 mM Res in tampon
TRIS (negru); 10 ml solutie ce contine: 5 mM Hm + 5 mM Res in tampon TRIS 5 mM (pH
10), pH solutie finala 8.6 (ajustare cu HCI) (rosu); viteza de baleiaj 100 mV/s, 30 cicluri intre
—0,9 — 40,85 V vs. Ag/AgCl,KCly, ; deaerare cu Ar; temperatura, 25+2°C.
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Figura 29. Voltamogramele ciclice corespunzatoare obtinerii electrozilor modificati G/Cat
(A) si G/Hm-Cat (B). Conditiile experimentale: 10 mL solutie 5 mM Cat in tampon TRIS 5
mM (pH 10) (A); 10 mL solutie continind: 5 mM Hm + 5 mM Cat in tampon TRIS 5 mM (pH
10), pH solutie finala 8.6 (ajustare cu HCI) (B); viteza de baleiaj 100 mV/s, 30 cicluri intre —
0,9 — +0,85 V vs. Ag/AgCl, KCly, ; deaerare cu Ar; temperatura, 25+2°C.

1/ pA

-150.

40 08 06 04 02 GO G2 04 06 08 10 4008 06 04 02 0 G2 04 6 08 10
E | VisAghgaKd_ E/ VisAghgaa

Figura 30. Voltamogramele ciclice corespunzatoare obtinerii electrozilor modificati G/HQ
(A) si G/Hm-HQ (B). Conditiile experimentale: 10 mL solutie 5 mM HQ in tampon TRIS 5
mM (pH 10) (A); 10 mL solutie continand: 5 mM Hm + 5 mM HQ in tampon TRIS 5 mM
(pH 10), pH solutie finala 8.6 (ajustare cu HCI) (B); viteza de baleiaj 100 mV/s, 30 cicluri
intre —0,9 — +0,85 V vs. Ag/AgCl, KClg,, deaerare cu Ar, temperatura, 25+2°C.

Din figurile 28 (A) — 30 (A), se observad cd intensitatea picului anodic observat in
cazul Cat, Res si HQ scade 1n timpul ciclarii potentialului, ceea ce indicd formarea unui film
de polimer neconductor. In prezenta heminei in voltamogramele ciclice, Figurile 28 (B) — 30
(B), apar picul anodic si cel catodic, caracteristice heminei, ale caror intensitati cresc in timpul

ciclarii potentialului electrodului.
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VI.5. Mecanisme posibile de inglobare a Hm in filmele de polimeri

1. Oxidarea chimica a derivatului fenolic de catre Fe(IlI) din hemina, urmata de
polimerizarea benzochinonei obtinute. (http://www.uni-regensburg.de/Fakultaeten/; (Zen J.

M., Chung H.-H., Kumar A.S. 2002; Nakabayashi Y., Wakuda M., Imai H. 1998).

2. Initierea reactiei de polimerizare prin formarea de radicali dupa modelul
polimerizarii fenolului (Chen X. et al. 2002 ; http://intel.ucc.ie/sensors/Electropolym.htm;

Hrapovic S., Luong J. H. T. 2003; Sayyah S.M., et al. 2011; www.intechopen.com ).

In ambele mecanisme, dupid initierea polimerizarii derivatului fenolic, este posibild
formarea de sisteme auto-organizate (layer-by-layer), bazate pe interactiuni electrostatice
intre sarcina pozitivd a heminei §i sarcina negativd a derivatului fenolic, asa cum sunt
prezentate in literaturd (Turdean G. L. et al. 2002; Cheng L., Dong S. 2000; McCormac T. et
al. 2001). Potentialele perechilor de picuri pentru Hm, se deplaseaza in functie de pozitia —OH

din derivatul hidroxifenolic, asa cum se observa in Tabelul 21.

Tabelul 21. Influenta pozitiei —OH din derivatul fenolic asupra potentialelor de pic.

Picul Hm Picul polimerului
Tipul de Ec
electrod Ea Ec E” Ea E”
(Vvs. ER) (Vvs. ER) (Ea+Ec)/2 (Vvs. ER) (Vvs. ER) (Ea+Ec)/2

G/Cat - - - +0.42 +0.055 0.2375
G/Cat-Hm -0.35 -0.560 -0.455 +0.48 +0.06 0.270

G/Res - - - +0.80 - -
G/Res-Hm -0.44 -0.51 -0.475 - - -

G/HQ - - - +0.30 -0.20 0.050
G/HQ-Hm -0.40 -0.50 -0.450 +0.10 -0.10
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VI1.6. Influenta vitezei de baleiaj asupra semnalului voltametric al

electrodului modificat G/Hm-Res, G/Hm-Cat si G/Hm-HQ

08 47 05 05 44 03 02
E/ Vs AghgCLKOl,

Figura 36. Influenta vitezei de baleiaj asupra comportamentului electrochimic al Hm
imobilizate ntr-un film de catecol depus pe un electrod de grafit. Conditii experimentale:

solutie tampon fosfat 0.1 M, pH 8, potential initial —-0.85 V vs. Ag/AgCl, KCly,; deaerare cu
Ar; temperatura, 25+2°C.

54
< }
- 5
- :u

0,7 0,6 -0,5 04 -0,3 -0,2 0,1 0,0
E / Vvs AgiAgCLKCI

Figura 37. Influenta vitezei de baleiaj asupra comportamentului electrochimic al Hm
imobilizate ntr-un film de hidrochinona depus pe un electrod de grafit. Conditii
experimentale: solutie tampon fosfat 0.1 M, pH 8, potential initial, —0.85 V vs. Ag/AgCl,
KClg,; deaerare cu Ar; temperatura 25+2°C.
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Figura 38. Dependenta I, vs. v pentru electrozii modificati G/Hm-Res(®), G/Hm-Cat (A ) si
G/Hm-HQ (m). Conditii experimentale: solutie tampon fosfat 0.1 M, pH 8; potential initial —
0.85 V vs. Ag/AgCl, KCly, ; deaerare cu Ar; temperatura, 25+2°C.
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Pentru toate tipurile de electrozi, dependentele log I vs. log v sunt liniare (tabelul 22)
si au panta cuprinsa intre 0,8 si 1,3 valori apropiate de valoarea teoretica (1), iar dependentele
I vs. v trec prin origine (Figura 38), confirmilind cd specia redox studiata este adsorbita pe

suprafata electrodului In tabelul 22 sunt prezentati parametrii liniarizarilor log I vs. log v.

Tabelul 22. Dependenta I vs. v pentru diverse tipuri de electrozi

Tipul de electrod LogI vs. Logv R Numir de puncte
G/Hm-Res logI,,=-1.03+ 0.8 log v 0.997 11
G/Hm-Cat logl,,=-79+13logv 0.995 9
G/Hm-HQ logl,,=-79+12logv 0.986 9

VI.8. Studiul proprietitii electrocatalitice a electrozilor G/Hm-Res, G/Hm-
Cat si G/Hm-HQ pentru electroreducerea H,0; si a nitritilor

Proprietatile electrocatalitice ale atomului de Fe(III) din hemina inglobata in filme de
catecol si de hidrochinond, au fost investigate pentru reactia de reducere a unor specii de

interes practic: apa oxigenata si nitrifi.

VI1.8.1.Electroreducerea H,0,

In prezenta H,0, de diferite concentratii, electrozii modificati realizati au prezentat un
efectul electrocatalitic clar in reducerea peroxidului de hidrogen.
In literatura de specialitate, mecanismul dupa care are loc reducerea apei oxigenate in

prezenta heminei este urmatorul:

Forric "‘Q“ . M0 Cmpa i
h ) (re™ < — g (;5'-10
Fe(II)PC + HOOH — compound [+ H2O (1) ' o Zon  Nos al
b HO + A= / A
compound [ + AH — compound [1 4+ A® (2 “ o\ 'T/"
N /\
AN .
k3 \ H \ /
compound [1 4+ AH = Fe(III)PC +A" +HO (3] " N
l: r.:_-”'-o
Cmpa w

Figura 47. Ciclul catalitic de reducere a apei oxigenate si schema mecanismului de reactie.
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Fe(Ill) din hemind se oxideaza utilizand 2 electroni proveniti de la H,O, pentru a
forma un intermediar feril-oxo porfirin ( Fe(IV)=0 PC) cunoscut sub denumirea de Complex
I (reactia 1, sensul direct). Ciclul se poate inchide in doua moduri:
+¢ analog ciclului catalazei: prin reducerea complexului I de Fe(IIl) din hemina de catre
H,0; si formarea oxigenului molecular (reactia inversa);
+¢+ analog ciclului peroxidazei: prin reducerea complexului I in doud trepte succesive a cate 1
electron de catre un substrat reducator exogen (A). Se genereaza 2 echivalenti de radical de
substrat si hemina recupereaza starea de Fe(IIl) prin intermediarul feril-oxo cunoscut sub
denumirea de compusul II. (reactia 2 si 3, adica laturile triunghiului) (Li Y., Goodwin D. C.

2004; Laszlo J. A, Compton D. L. 2002).

VI1.8.2. Electroreducerea nitritilor

Reducerea nitrifilor are loc la un potential de pic peste —0.70 V vs. Ag/AgCl, KClg,,
dupa mecanismul prezentat in literatura de specialitate. Primul pas In procesul catalitic
implicad formarea, Tn solutii apoase neutre, a unui complex fier-nitrosil, ca urmare a reducerii
metalului central Fe (III)/Fe (II), urmatd de legarea nitritului (picul plasat la —0.45 V wvs.

Ag/AgCl, KClgy), in concordanta cu mecanismul de mai jos:

[FeIDPC]* +e¢ — [Fe(ID)PC] (R4)
[Fe(D)PC] + HONO + H' — [Fe(ID(NO"HPC]® + H,O (RS)

unde: [FePC] simbolizeaza centrul fier hem.
Apoi urmeaza reducerea aductului fier-nitrosil (pic situat la —0.750 V vs. Ag/AgCl,

KCly,), conform reactiei:

[FeD)(NO"P]* + € — [Fe(NO®)] (R6)

Trebuie mentionat ca incd nu se poate caracteriza in detaliu procesul de reducere,
deoarece n literatura de specialitate nu a fost stabilit un mecanism general pentru acest proces
catalitic. (Mimica D., Zagal J. H., Bedioui F. 2001).

Valorile parametrilor de pic (potential, intensitate), obtinute din voltamogramele ciclice de

reducere a H,O, si NO; sunt redate in Tabelul 29.
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Tabelul 29. Valorile parametrilor de pic pentru electrocataliza H>O; si NO, .

Analit Concentratia G/Hm-Res G/Hm-Cat G/Hm-HQ

(mM) E.(V) L@A)  E(Y) IL@A)  E(V) I.(uA)
0 -0.182 -4,337 -0.157 -2,9053 -0.157 -4,229
0.2 -0.207 -6,0155 -0.157 -5,505 -0.157 -5,264
H,O0, 04 -0.266 -8,005 -0.157 -5,841 -0.157 -5,883

0.8 -0.296 -1,0567 - - - -
0.9 - - -0.157 -8,133 -0.157 -8,157
0 -0.753 -5.987 -0,710 -7.5043 -0.708 -4.1374
) 0.01 - - -0,7104 -3.7475 -0.706 -5.0349
NO: 0.1 -0.760 -6.9723 -0,7104 -9.5397 -0.709 -9.6460
1 -0.784 -9.6147 -0,7104 -25.381 -0.716 -14.518

VII. BIOSENZOR AMPEROMETRIC PE BAZA DE HRP si Hm

VII.2. Peroxidaze

Peroxidazele formeaza un grup de enzime capabile sd catalizaze eficient oxidarea

diferitelor substraturi (AH,-substrat reducator) de catre compusi peroxo (ROOH):

ROOH + AH, =A + ROH + H,0 (1)

Peroxidazele sunt omniprezente in organismele animale, plante $i mincroorganisme,
rolul lor fiziologic fiind important si foarte mult studiat (Bartonek-Roxa E., Holm C. 1999;

Cherry J. R. et al. 1999; Duroux L., Welinder K. G., 2003; Folkes L. K., Wardman P. 2001).

100nm
50nm

Figura 53. Structura spatiald a HRP determinata prin cristalografie cu raze X conform datelor
din Protein Data Bank (PDB); imaginea filmului de HRP prin microscopie de fortd atomoca
(atomic force microscopy-AFM) (Armstrong F. A. et al. 1997; Rusling J. F., Z. Zhang 2003).
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Peroxidaza din hrean HRP reprezintd prototipul acestui grup de enzime (Ahuja T. et
al. 2007; Smeller Laszl6 2007; Smith A.T. 1990; Passardi F. et al. 2007; Folkes L. K. et al.
2002; Gaspar T. et al. 1982; Gaspar T. et al. 1992; Mittler R. 2002; Welinder K. G., 1992;
Welinder K. G., Gajhed M. 1993; Welinder K.G. et al. 2002).

In conditii normale la pH cuprins intre 5 si 10, HRP nativd prezintd o stabilitate
remarcabild pentru perioade lungi de timp. Din acest punct de vedere HRP este o enzima
ideald pentru aplicatii analitice (Nagy G., Pungor E., 1988; Smeller L. 2007; Adadnyiné dr.
Kisbddi N. 2003; Smeller L., Fidy J. 2002; Schlichter J. ef al. 2001; Szigeti K. 2008).

Electrozii modificati pe baza de peroxidaze pot fi utilizati in detectia amperometricad a
peroxidului de hidrogen, a unor peroxizi organici, a fenolilor i a aminelor aromatice, precum
si a unor computi nocivi (ex. cianuri), de la ioni anorganici pana la compusi organici cu masa

moleculard mare (Nagy G., Pungor E. 1988; Ahuja T. et al. 2007).

VIL.3. Biosenzor amperometric continand: Hm, Chit, HRP si Ga

S-a urmarit realizarea unui biosenzor amperometric pentru detectia H,O,, pe baza de
Hm, Chit, HRP si Ga (glutaraldehida). In capitolele anterioare a fost prezentatd posibilitatea
imobilizarii Hm pe electrod de grafit, atat prin simpld adsorbtie cét si prin inglobare in
chitosan respectiv polimeri dihidroxilici ai benzenului. In ambele cazuri s-a demonstrat

posibilitatea utilizarii electrozilor modificati obtinuti in electroreducerea apei oxigenate.

VILS5.1. Depunerea modificatorilor in trei straturi: G/Hm/HRP/Chit/Ga si
G/Hm/Chit/HRP/Ga

VIL.5.1.2. Detectia amperometrica a H,O,

In tabelul 31 sunt centralizate valorile parametrilor cinetici pentru electrozii studiati.

.....

biosenzorului (de cca 30%), atunci cand In structura matricei enzimatice stratul de chitosan
acoperd stratul de HRP. Acest efect se poate explica prin faptul cd stratul de chitosan

actioneaza ca o bariera de difuzie in calea substratului. (Mares G.M. et al. 2013).
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Tabelul 31. Valorile parametrilor cinetici corespunzatori biosenzorilor
G/Hm/Chit/HRP/Ga (A) si G/Hm/HRP/Chit/Ga (B).

Tipul liniarizirii Loox / HA Ky / mM S(:f&m/mll\lz;q R/n
Fitare MM (A) 0.82 +0.05 0.23 +0.03 3.6+0.6 0.99 /16
Lineweaver- Burk 0.9+0.1 0.25+0.04 3.6+0.1 0.99 /23
Eadie-Hofstee 0.84 % 0.06 0.24 +0.03 35406 0.97 /12
Hanes-Woolf 0.83+0.06 0.23 +0.03 3.6+0.2 0.99 /13
Fitare MM (B) 1.1£0.1 0.6+0.2 1.9+0.8 0.98 /20
Lineweaver-Burk 0.8+0.1 0.30 £ 0.06 2.7+0.1 0.99/24
Eadie-Hofstee 0.57 +0.06 0.20 +0.03 2.9+0.8 0.94/9
Hanes-Woolf 0.74 + 0.09 0.30 +0.07 2.5+0.3 0.96 /13

VIL.S5.2. Depunerea modificatorilor in doua straturi: G/ Hm-HRP/Chit/Ga
si G/ Hm/HRP-Chit/Ga

VIL.5.2.2. Detectia amperometrica a H,O,

In tabelul 32 si 33 sunt centralizate valorile parametrilor cinetici pentru biosenzorul
G/Hm/HRP-Chit/Ga si G/Hm-HRP/Chit/Ga:

Tabelul 32. Valorile parametrilor cinetici pentru biosenzorul
G/Hm/HRP-Chit/Ga.

G/Hm/ HRP-Chit//GA Lnax (HA) Ky (mM) S (:;'/"zﬁ)M R/n
Fitare M-M 1,07 £0.02 0.31+£0.01 3,48 £0.21 0.99740
Liniarizare L-B 1,13 £0.03 0.38 £0.01 3,34 +£0.05 0.99742
Liniarizare E-H 1,07 £0.02 0.31+£0.01 3,45+0.19 0.997/36
Liniarizare H-W 1,08 +0.02 0.31£0.01 3,43+0.01 0.997/38
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Tabelul 33. Valorile parametrilor cinetici pentru biosenzorul
G/Hm-HRP/Chit/Ga.

. S = ImaX/KM
G/Hm-HRP/Chit/GA Lax (A K M R/
m i (nA) m (mM) (uA/mM) n
Fitare M-M 1,1 £0.1 0.39 +£0.07 2,7+0.8 0.98/25
Liniarizare L-B 1,2+0.1 0.22 +0.04 54+04 0.98/14
Liniarizare H-W 1,5+0.1 0.33 £0.06 45+0.5 0.99/18

Biosenzorul in structura caruia HRP este in contact direct cu Hm prezintd o
sensibilitate (~5,0 pA/mM; calculatad ca medie a datelor obtinute din liniarizarile L-B si H-W)
semnificativ mai mare, cu cca 40%, decat sensibilitatea (~3,4 pnA/mM; calculata ca medie a
datelor obtinute din liniarizarile L-B, E-H si H-W) biosenzorului in structura caruia HRP nu

este in contact direct cu Hm. O explicatie a acestui comportament poate fi atribuitd unei

conectdri electrice mai eficiente a HRP la electrod in primul caz decét in cel de al doilea.

VIL.5.3. Depunerea modificatorilor intr-un strat: G/Hm-HRP-Chit/Ga

VIL.5.3.2. Detectia amperometrica a H,O,

Biosenzorul G/Hm-HRP-Chit/Ga a fost investigat prin CV si amperometrie.

Valorile numerice obtinute in urma prelucrarii statistice a datelor liniarizarilor masuratorilor

sunt cuprinse 1n tabelul de mai jos (tabelul 34).

Tabelul 34. Valorile parmetrilor cinetici pentru biosenzorul G/Hm- HRP-Chit/Ga.

S=I,,..,/K
G/Hm-HRP-Chit/Ga Lnax / DA Ky / mM M R/n

(nA/mM)
Fitare M-M 274+0.12  0.31£0.07 8.78+2.9 0.99/18
Liniarizare L-B 3.02 £048  0.35+0.08 8.59 +0.59 0.98/19
Liniarizare E-H 2824022  0.33+0.04 8.50+ 1.7 095/14 I
Liniarizare H-W 2.85+0.18  0.34%0.04 8.42+0.41 0.98/ 14
Fitare M-M 3.15+053  0.35%0.09 9.0 £3.9 0.99/13
Liniarizare L-B 580+097  0.75+0.15 7.86 +0.24 0.99 /28
Liniarizare E-H 593+0.15  0.69+0.04 8.56 +0.68 0.989/17  TII
Liniarizare H-W 594+0.17  0.69%0.04 8.56 £ 0.68 0.998 /17
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Notatiile TI si TII din tabelul semnificd prima, respectiv, a doua testare.

Prima testare a electrodului s-a facut in ziua imediat urmatoare prepardrii, iar a doua
testare la cinci zile dupa aceea. Din valorile de sensibilitate din tabelul de mai sus reiese ca, la
retestarea electrodului s-au Tnregistrat valori apropiate de cele obtinute la prima testare.

Acest comportament denotd o bund stabilitate pe termen scurt a bisenzorului G/Hm-

HRP-Chit/Ga.

VIII. ELECTRODUL MODIFICAT DE Au/L-Cys/Hm

VIILS.1. Influenta vitezei de baleiaj / frecventei

Voltamogramele inregistrate la diferite viteze de baleiaj (CV) respectiv frecvente
(SWV) (Figura 70) indica, Tn ambele cazuri, faptul cd la cresterea vitezei de baleiaj/ frecventei
are loc o deplasare a valorilor potentialelor de pic spre valori absolute mai mari. Se observa o
pereche de picuri stabile, bine conturate, caracteristice Hm.

Valoarea potentialului standard formal (EO’) pentru Hm adsorbita (EO’ = -70 mV vs.
Ag/AgCl,NaClsy; pH 7), care a fost estimata ca semisuma potentialelor de pic anodic (Ep,) si
catodic (E,.), este in bund concordanta cu valoarea raportata n literatura (Zejli H. et al. 2010;

Zhang F.-T. et al. 2014; Turdean G. L. et al. 2006; Mares G. M. et al. 2013).
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Figura 70. Influenta vitezei de baleiaj/frecventei asupra semnalului voltametric al
electrodului Au/L-Cys/Hm: (A) CV: (B) SWV. Conditii experimentale: electrolit suport,
solutie TF 0.1 M (pH 6.9); potential initial, 0.4 V vs. Ag/AgCl,NaClsy; SWV: amplitudine, 50

mV, solutie TF (pH 5); deaerare cu Ar.
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Procesul de transfer sarcina cvasi-reversibil in care este implicat cuplul Fe(III)/Fe(II)
din structura Hm, este descris de ecuatia de mai jos (Hasebe Y., Wang Y. 2013; Dai Z. et al.
2004; Turdean G. L. et al. 2006; Pilloud D. L. et al. 2000; Wang Q. et al. 2004):

Hm-Fe(IIl) + e- + H" S Hm-Fe(II) (R7)

Intensitatea curentilor de pic anodic (I ,) si catodic (I, ) prezintd o dependenta liniara
de viteza de baleiaj (v) In domeniul investigat de viteze de baleiaj, cuprins intre 20 — 250
mV/s. (Figura 71A). In masuritorile de SWV se observd acelasi comportament al Hm,
intensitatea curentului de pic prezintd o dependenta liniard de radicalul frecventei (v) (Reeves
J. H. 1993) (Figura 71B).

Independent de valoarea pH-ului, valoarea pantei reprezentarii log I-log v (Tabelul

37) are valori apropiate de valoarea teoreticd 1, relevant un cuplu redox imobilizat pe elecrod

(panta ~1) (Murray R. W. 1983).
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Figura 71. Dependenta curentului de pic de viteza de baleiaj a potentialului CV (A) si de
frecventd SWV (B) pentru electrodul modificat Au/L-Cys/Hm. Conditii experimentale:
electrolit suport, solutie TF 0.1 M (diferite pH); potential initial, 0.4 V vs. Ag/AgCl,NaClzy;
SWV: amplitudine, 50 mV; deaerare cu Ar.

Tabelul 37. Valorile pantelor dependentei log(I,) vs. log(v) pentru electrodul modificat

Au/L-Cys/Hm la diferite valori de pH.

Panta dependentei log(I;,) — log(v)

pH

anodic R*/N cathodic R*/N
5.0 1.01 £0.01 0.9989/5 0.95 +0.02 0.9994 /7
6.0 0.92+0.02 0.9972/7 0.92 +0.01 0.9976 /7
6.9 0.89+0.01 0.9991 /6 0.86 +0.01 0.9992/9
8.0 0.91+0.08 0.9681 / 4 0.90 +0.12 0.9265/5
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VIILS.2. Influenta pH-ului

Figurile 72 A si B prezinta voltamogramele ciclice (A) (v=50mV/s) si pe cele unda
patrata (B) (cu frecventa de 50 Hz si amplitudinea de 5S0mV) pentru electrodul modificat

Au/L-Cys/Hm, la diferite valori de pH, 1n intervalul 5+8.
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Figura 72. Dependenta semnalului voltametric de pH, pentru electrodul Au/L-Cys/Hm
obtinutd din masuratori de CV (A) si de SWV (B). Conditii experimentale: solutie TF 0.1M,
diferite pH, viteza de baleiaj de S0mV/s, 2 cicluri (CV); frecventa 50 Hz, 50mV amplitudine

(SWYV), deaerare cu Ar.

Cantitativ, in domeniul de pH investigat (5 + 8), valoarea pantei reprezentarii E”vs. pH,
obtinutd din masuratori de CV [(-0.040 £ 0.004) V/pH, cu R>=0.9751 si N = 4; Figura 73A),
este relativ apropiata de valoarea teoretica (0.059 V/pH), caracteristica unui proces redox care

implica un transfer de 1e’/1H", conform ecuatiei R7.
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Figura 73. Dependenta de pH a potentialului redox formal (E”) pentru Hm adsorbita pe
suprafata electrodului de Au modificat cu L-Cys: (A) CV and (B) SWV. Conditii
experimentale: electrolit suport, solutie TF 0.1M; CV: viteza de baleiaj de potential, 25
mV/s; SWV: frecventa, 75 Hz; amplitudinea, 50 mV.




Datele obtinute din masuratori de SWV (Figura 73 B) sugereaza cd in domeniul de pH

investigat are loc disocierea acida a cuplului redox generator de raspuns voltametric.

VIIL.5.3. Determinarea pK, respectiv k;

In determinarile de SWV, in domeniul de pH 5 — 8, dependenta E’ vs. pH (Figura 73
B) este neliniard. Fitarea neliniard a datelor experimentale a permis estimarea valorii
constantei de aciditate pentru reactia de disociere a Hm adsorbite pe suprafata Au/L-Cys (pK,
= 6.25 = 0.09). Aceasta valoare este mai mica decat cea raportata in cazul Hm dizolvate (pK,
= 6.63) (Hasinoff B. B. er al. 1969), datoritd, probabil, interactiunilor existente Intre Hm
adsorbita si sarcina negativa a filmului de Au/L-Cys.

Pentru calculul valorii ks din masuratori de CV s-a folosit metoda Laviron (Laviron E.,
1979). In cazul SW valoarea k; s-a calculat cu metoda elaborati de Reeves (Reeves H. J. et

al. 1993) pentru un cuplu redox cvasi-reversibil adsorbit.
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Figura 74. Influenta pH-ului asupra valorii constantei de viteza a procesului de transfer
eterogen de sarcina (ki) pentru elecrodul modificat Au/L-Cys/Hm (0,0) si G/Hm/Chit
(M, @), estimate din masuratori CV (C1,M) si SWV (O, @).

Asa cum rezultd din Figura 74, in limita erorilor experimentale, si considerand
nesemnificative oscilatiile cu pH-ul ale valorilor de ks, rezultatele obtinute pentru valoarea ks,
din prelucrarea datelor CV respectiv WSV sunt in relativa concordanta.

In paralel, se poate observa ci valorile constantei k, estimata in cazul Hm imobilizata
pe electrodul Au/L-Cys auto-asamblat [(ks)cy =(0.65+ 0.22) st (ky)swy = (0.62 + 0.27) s':la
pH 6)] sunt cu un ordin de marime mai mici decat in cazul imobilizarii Hm in chitosan,
estimata pentru electrodul modificat G/Hm/Chi [(ks)cy = (1.9 £ 0.7) s (k9)swv = (3.4 £ 1.5)
s pH 6)] (Mares G.M. et al. unpublished results).
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CONCLUZII GENERALE

In concordantd cu obiectivele formulate in partea de Introducere, contributiile

originale aduse de prezenta lucrare pot fi rezumate astfel:

1. S-au obtinut electrozi modificati cu structura si arhitecturd variatd, avand notatia
specificatd, imobilizand hemina (Hm) pe suprafata electrodului de grafit (G) si aur (Au), prin:
simpld adsorbtie si fixare in polimeri obtinuti prin electropolimerizarea de compusi
dihidroxilici aromatici: rezorcind (Res), catecol (Cat) si hidrochinona (HQ), legare de L-

cisteind (L-Cys), care formeaza un sistem auto-asamblat pe suprafata electrodului de aur.

2. Electrozii modificati au fost caracterizati din punct de vedere electrochimic, fiind
investigati prin voltametrie ciclica (CV) si voltametrie de unda patratd (SWV). S-a studiat:
influenta vitezei de baleiaj/frecventei, a pH-ului asupra raspunsului electrodului; stabilitatea
mecanica si operationald a electrozilor modificati; efectul electrocatalitic in reducerea H,O, si
nitritilor; au fost determinati parametrii de pic, potentialul stadard formal, Eo’, intensitatea si
potentialul de pic anodic si catodic, separarea picurilor, aria de sub pic si implicit gradul de
acoperire, konstanta de transfer eterogen, k;, iar in cazul imobilizarii pe electrod de aur s-a

calculat si valoarea constantei pKa.

3. Parametrii determinati au aratat faptul ca hemina se gaseste este fixata pe
suprafata electrodului si este participanta intr-un proces electrochimic cvasi-reversibil ce

implica 1H/1e".

4. Au fost exploatate interactiile de natura electrostatica asociata cu suprafata
electrodului modificat Au/L-Cys (disocierea gruparii carboxil al L-Cys, predominanta la pH >

5) si sarcina pozitiva a regiunii din jurul Hm (localizat in jurul Fe legat coordinativ de N).

5. S-au obtinut biosenzori amperometrici pentru detectia H>O,, avand Tn compozitie:

Hm, Chit, HRP si glutaraldehida (Ga).

6. S-aurmarit reducerea numarului straturilor de modificator, pentru a reduce durata de

preparare si de a reduce barierele ce stau 1n calea procesului de transfer de sarcina.
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7. In cazul biosenzorilor amperometrici, la a doua folosire, valoarea intensitatii
curentului este mai mare, fata de prima testare. Este posibild regenerarea biosenzorului, daca
este tinut in atmosfera saturata de solutie electrolit suport (sau imersat 1n acesta - in cazul

nostru solutie tampon fosfat de Na sau K), la frigider la temperatura de 4°C.

8. Prepararea electrozilor este simpla (cu atat mai simpla cu cat numarul straturilor

ce urmeaza a fi depiuse este mai mic) rapida, stabilitatea si reproductibilitatea este buna.

9. 1In urma prelucririi rezultatelor experimentale obtinute prin metodele de CV
respectiv SWV, valorile rezultatelor obtinute erau in concordanta intre ele si cu cele din datele

de literatura.

10. Au fost determinati parametrii bioelectrochimici: Iy, K™, S. In acest sens a fost
realizata simularea ecuatiei Michaelis-Menten si utilizarea liniarizarilor Lineweaver-Burk,
Eadie-Hoffstee si Hanes-Woolf. Cea mai mare sensibilitate se observa in cazul co-imobilizarii
tuturor modificatorilor (Hm+Chit+HRP) timpul de raspuns, a fost intre 6-30s, de fiecare data

mai mica de 30s.
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