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INTRODUCERE

Biomoleculele sunt elemente de bazd ale materiei vii de aceea dezvoltarea unor
metode de detectie a biomoleculelor este importanta, in special pentru aplicatii clinice. Dintre
metodele utilizate Tn scopuri analitice, se remarca metodele de detectie electrochimice care
simplitatii, rapiditatii si pretului de cost relativ mic.

Pe de alta parte, in ultimii ani o atentic deosebitd este acordatd prepararii de
nanomateriale functionalizate cu proprietati chimice si fizice specifice care sa poata fi
utilizate pentru prepararea unor sisteme analitice, capabile sa detecteze specii chimice de
interes biomedical.

Tn acest context, In cadrul acestei teze s-a urmarit detectia a trei biomolecule: acidul
uric, acidul ascorbic si dopamina prin utilizarea unor metode electrochimice. De asemenea, s-
a urmarit conversia ionului amoniu implicat in reactia de aminare reductiva a acidului a-
cetoizocaproic la L-leucina. Astfel, s-au preparat electrozi de aur modificati cu molecule
organice (tiocitozind, guanind) si nanoparticule de aur si un biosenzor pe baza de
nanoparticule de aur si leucin dehidrogenaza. Electrozii modificati cu nanoparticule de aur si
tiocitozind/ guanind au fost testafi ca senzori pentru detectia acidului uric in prezenta
interferentului acid ascorbic, respectiv pentru detectia dopaminei in prezenta interferengilor
acid uric si acid ascorbic. Biosenzorul modificat a fost utilizat atat pentru detectia indirecta a
ionului amoniu implicat in reactia de aminare reductivd a acidului o-cetoizocaproic la L-
leucina, cét si ca substrat pentru imobilizarea enzimei.

Elementele de noutate introduse de aceasta lucrare sunt:

v Utilizarea moleculelor de guanind i tiocitozind pentru autoasamblarea
nanoparticulelor pe suprafata electrozilor; tiocitozina a mai fost utilizatd doar pentru
obtinerea de monostraturi;

v Utilizarea electrozilor modificati cu multistraturi pentru detectia acidului uric si
acidului ascorbic;

v’ Utilizarea pentru prima data a leucin dehidrogenazei pentru modificarea electrozilor
pe baza de tiocitozina i nanoparticule de aur;

v" Urmidrirea conversiei ionului amoniu implicat in reactia de aminare reductiva a
acidului a-cetoizocaproic la L-leucina;

v' Regenerarea electrochimica a NADH-ului utilizand biosenzorul modificat.
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Lucrarea este structuratd pe patru capitole.

Primul capitol prezinta o scurta trecere in revista a literaturii stiintifice cu privire la
electrozii modificati chimic pe bazd de nanoparticule de aur. Este introdusa o scurtd descriere
a metodelor de preparare a nanoparticulelor de aur si aplicatiile lor in prepararea de electrozi
modificati. Sunt prezentate cateva aspecte cu privire la amino acid dehidrogenaze si utilizarea
lor pentru obtinerea de biosenzori modificati.

Tn capitolul 2 sunt descrise metodele experimentale de sinteza (utilizind 3 metode)
si caracterizare (UV-Vis si TEM) a nanoparticulelor de aur utilizate pentru modificarea
suprafetei electrozilor de aur. De asemenea, este prezentata metoda de preparare a electrozilor
modificati si caracterizarea electrozilor obtinuti din punct de vedere morfologic prin
microscopie de fortd atomica si electrochimic prin voltametrie ciclica si spectroscopie de
impedanta electrochimica.

Capitolul 3 prezinta rezultatele unei cercetari axate pe doua directii: (1) detectia
acidului uric in prezenta interferentului acid ascorbic; (2) detectia dopaminei in prezenta
intereferentilor acid ascorbic si acid uric. S-au preparat electrozi de aur modificati cu
tiocitozind/ guanind si nanoparticule de aur. Electrozii modificati prezintd activitate
electrochimica pentru detectia acidului uric in prezenta interferentului acid ascorbic, respectiv
pentru detectia dopaminei in prezenta interferentilor acid uric si ascorbic.

1n cadrul capitolului 4 s-a preparat un biosenzor modificat cu nanoparticule de aur si
leucin dehidrogenaza prin autoasamblarea nanoparticulelor de aur cu tiocitozind, urmatd de
imobilizarea enzimei. Biosenzorul a fost utilizat atat ca senzor indirect de amoniu cat si ca
substrat pentru enzima imobilizata chimic necesard pentru reactia de aminare electrochimica
de sinteza a L-leucinei. De asemenea, biosenzorul a fost utilizat pentru regenerarea

electrochimica (in situ) a NADH-ului.

Mentionez ca in cadrul rezumatului numerotarea capitolelor/ subcapitolelor, figurilor

si tabelelor este cea din teza de doctorat.

Cuvinte cheie: electrozi modificati, nanoparticule de aur, tiocitozind, guanina, leucin

dehidrogenaza, acid uric, acid ascorbic, dopamina.
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CONTRIBUTIH ORIGINALE

OBIECTIVELE TEZEI

Obiectivul general al acestei teze este prepararca, caracterizarea si testarea de noi
electrozi modificati cu nanoparticule de aur si molecule organice in vederea utilizarii lor ca

senzori pentru detectia diferitelor tipuri de molecule organice sau anorganice.

Pentru realizarea acestui obiectiv general au fost stabilite o serie de obiective

specifice:

v’ Prepararea nanoparticulelor de aur prin metoda Turkevich, metoda Turkevich-Frens si
prin metoda reducerii sarii metalice cu amestec de citrat de sodiu si borohidrura de
sodiu;

v’ Caracterizarea nanoparticulelor de aur preparate prin microscopie electronica de
transmisie (TEM) si spectroscopie UV-Vis;

v’ Prepararea de electrozi modificati cu tiocitozind/ guanind si nanoparticule de aur,
respectiv a unui electrod (biosenzor) modificat cu tiocitozind, nanoparticule de aur si
leucin dehidrogenaza;

v’ Caracterizarea electrozilor modificati preparati prin microscopie de fortd atomica
(AFM) si spectroscopie de infrarosu cu transformatd Fourier prin refelexie speculard
(FTIR-RAS);

v Testarea electrozilor modificati cu molecule organice (tiocitozind/ guanind) si
nanoparticule de aur ca senzori pentru detectia acidului uric in prezenta interferentului
acidul ascorbic, respectiv pentru detectia dopaminei In prezenta interferentilor acid
uric si acid ascorbic;

v Testarea biosenzorului modificat cu tiocitozind, nanoparticule de aur si leucin
dehidrogenaza ca senzor indirect pentru detectia ionului amoniu implicat in reactia de

aminare reductiva a acidului a-cetoizocaproic la L-leucina.
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CAPITOLUL 2
METODE EXPERIMENTALE GENERALE

2.2. Sinteza nanoparticulelor de aur

Nanoparticulele de aur (AuNPs) au fost sintetizate prin trei metode: metoda Turkevich
(AuNPs-T), metoda Turkevich-Frens o modificare a metodei clasice Turkevich (AuNPs-F) si
o metoda de sintezd cu citrat de sodiu si borohidrura de sodiu (AUNPs-B). S-au obtinut
AUNPs cu diametre cuprinse intre 30-40 nm prin metoda Turkevich, respectiv 40-45 nm prin
metoda Turkevich-Frens, si 35-40 nm prin metoda cu amestec de citrat de sodiu si

borohidrura de sodiu.
2.3. Caracterizarea nanoparticulelor de aur

2.3.1. Microscopie electronica de transmisie (TEM)

Dimensiunea si forma AuNPs au fost examinate prin TEM. In figura 2.1 sunt ilustrate
imaginile TEM ale nanoparticulelor sintetizate prin metoda Turkevich si metoda Turkevich-
Frens (figura 2.1.a — imaginile TEM ale AuNPs — T; figura 2.1.b — imaginile TEM ale
AUNPs — F). Imaginile TEM pun in evidentd faptul ca AuNPs sintetizate au forma aproape
sferica (metoda Turkevich), respectiv ovoidala (metoda Turkevich-Frens) cu diametre
cuprinse intre 30 si 40 nm, respectiv 40-45 nm. Toate probele au fost diluate cu apa bidistilata

n raport 1:4 (AuNPs:H20).

a ub

Figura 2.1. Imaginile TEM ale nanoparticulelor sintetizate: a — imaginile TEM ale AuNPs
obtinute prin metoda Turkevich (AUNPS-T); b — imaginile TEM ale AuNPs obtinute prin
metoda Turkevich-Frens (AuNPs-F)
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2.3.2. Spectroscopie UV-Vis

Nanoparticulele de aur preparate prin reducerea solutiei de aur cu citrat de sodiu sunt
incarcate negativ la suprafata (invelis de citrat). In figura 2.2. este prezentati variatia culorii

pentru nanoparticulele de aur cu diferiti liganzi.

Figura 2.2. Variatia culorii pentru nanoparticulele de aur cu diferiti liganzi

Figura 2.3. prezintd spectrul de absobtic UV-Vis al nanoparticulelor obtinute prin
reducerea cu citrat a acidului tetracloroauric. Pentru AuNPs obtinute prin metoda Turkevich

maximul de absorbtie este 525 nm, iar pentru cele sintetizate prin metoda Turkevich-Frens

este 535 nm.
0.30 4 AuNPs-F
(A =535 nm)
0.25 -
AUNPs-T
0.20 ~ (A =525 nm)

0.15

0.10

Absorbanta/ a.u.

0.05

0.00

-0.05 T T
400 500 600 700

Lungime de unda/nm

Figura 2.3. Spectrul de absorbtie UV-Vis al AUNPs-T si AUNPs-F (1:4 AuNPs:H-0)

In figura 2.6. sunt prezentate spectrele de absorbtie ale nanoparticulelor de aur
obtinute prin metoda reducerii cu citrat si borohidrurd (AuNPs — B) si AuNPs — B
functionalizate cu tiocitozina. Picul de absorbtie pentru nanoparticulele de aur functionalizate
cu tiocitozina este deplasat la lungimi de unda mai mari, de la 530 nm la 595 nm, ca urmare a

formarii de agregate de dimensiuni mai mari.
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Figura 2.6. Spectrul de absobtie al AuNPs obtinute prin metoda cu citrat si borohidrura
(AUNPs-B si AUNPs—B _TC (1:0.3 AuNPs-B : TC)

2.4. Prepararea electrozilor modificati cu molecule organice si
nanoparticule de aur

Electrozii modificati cu diferite straturi au fost preparati utilizdnd o celula de teflon
inchisa. Electrodul de aur disc se fixeaza in celula si fiecare strat a fost obtinut, in prezenta a:
2 mL solutie alcoolicd 10°M de tiocitozind sau guanini pentru primul strat, respectiv 2 mL

solutie de nanoparticule de aur pentru cel de al doilea strat.

2.5. Caracterizarea electrozilor modificati

2.5.1. Voltametrie ciclica (CV)

S-a investigat comportamentul electrochimic al electrozilor Au disc, Au/TC, Au/GU,
AU/TC/AUNPs-T si Au/GU/AUNPs-T cu ajutorul voltametriei ciclice. Tn figura 2.10. asi b
sunt prezentate voltamogramele tipice Tnregistrate pentru electrozii Au disc, Au/TC, Au/GU,

AU/TC/AuNPs-T, Au/GU/AUNPs-T in solutie Zobell.
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Figura 2.10. Voltamogramele ciclice pentru electrozii (a) Au disc, Au/TC, Au/TC/AuNPs-T
si (b) Au disc, Au/GU, Au/GU/AUNPSs-T in solutie Zobell (0.003M KzFe(CN)e si 0.003M
KsFe(CN)s Tn 0.1M KCI), viteza de baleiaj 50 mV/s

Aceste rezultate demonstreaza faptul ca straturile depuse pe suprafata de aur nu

blocheaza total transferul de electroni, diminudnd partial contactul intre aur si electrolit.

2.5.2. Spectroscopia de impedanta electrochimica (SIE)

Spectroscopia de impedanta electrochimica este o0 metoda importanta pentru studierea
proceselor care au loc la interfata electrod/electrolit. Electrozii de aur modificati fie doar cu
tiocitozina, respectiv guanind (Au/TC, Au/GU) fie cu tiocitozina, respectiv guanina si
nanoparticule de aur (Au/TC/AuNPs-T, AU/GU/AuUNPs-T) au fost investigati prin
spectroscopie de impedanta electrochimica (SIE). Fitarea datelor s-a realizat utilizand soft-ul
Nova 1.8 (EcoChemie-Netherlands).

Tn figura 2.15. (a si b) sunt prezentate diagramele Nyquist pentru electrodul de aur
disc, electrodul modificat cu tiocitozind, respectiv guanind si electrodul modificat cu
tiocitozind si nanoparticule de aur, respectiv guanind i nanoparticule de aur. Se poate observa
ca dupa fiecare etapa de preparare a electrozilor diagramele Nyquist se modifica, indicand
faptul ca la interfata electrodului sunt imobilizate moleculele de tiocitozina/ guanina si

nanoparticulele de aur.

10
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Figura 2.15. (a si b) Diagramele Nyquist pentru: electrodul de aur disc (Au disc), electrodul
de aur modificat cu tiocitozina (Au/TC), respectiv cu guanina (Au/GU) si electrodul de aur
modificat cu tiocitozina si nanoparticule de aur (Au/TC/AuNPs-T), respectiv guanina si
nanoparticule de aur (Au/GU/AUNPs-T). Experimentele s-au realizat in solutie Zobell (0.003
M KsFe(CN)s si 0.003 M K4Fe(CN)s in 0.1 M KCl), potentialul aplicat + 0.3 V vs Ag/AgCl;
liniile continue reprezinta fitarea pe baza circuitului echivalent.

2.5.3. Microscopia de forta atomica (AFM)

Electrozii de aur modificati cu tiocitozind, respectiv guanind si nanoparticule de aur
(obtinute prin metoda Turkevich Frens: AuNPs—F si metoda reducerii cu citrat si borohidrura:
AUNPs-B) au fost caracterizati din punct de vedere morfologic prin microscopie de forta
atomica.

In figura 2.17. (a) sunt prezentate imaginile 2D ale electrodului de aur modificat cu
tiocitozina si nanoparticule de aur obtinute prin metoda Turkevich-Frens (Au/TC/AuNPs-F).
Se pot observa structuri ovoide, orientate paralel, cu indlfimi de aproximativ 60-70 nm

(imaginea 3D — b).

AU/TC/AUNPs - F

o 02 04 06 08 10 1,2 um

Figura 2.17. Imaginile AFM ale electrodului modificat cu tiocitozina si nanoparticule de aur
(Au/TC/AUNPs — F): (a) —imaginea height 2D; (b) — imaginea 3D.

11
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In cazul electrodului modificat cu guanina si nanoparticule de aur obtinute prin metoda
Turkevich-Frens (figura 2.18. a) din imaginile 2D se observa structuri piramidale, orientate

pararel, cu indltimi de 60-80 nm (imaginea 3D — b).

AU/GU/AUNPs - F

Figura 2.18. Imaginile AFM ale electrodului modificat cu guanina si nanoparticule de aur
(Au/GU/AUNPs — F): (a) imaginea height 2D; (b) — imaginea 3D

Imaginile AFM inregistrate pentru electrozii de aur modificati cu tiocitozind si
naoparticule de aur obtinute prin metoda reducerii cu citrat si borohidrura (Au/TC/AuNPs-B)
sunt prezenetate n figura 2.19. Analiza suprafetei indica inaltimea maxima a protuberantelor

suprafetei 243.454 nm, media indltimilor 113.68 nm (imaginea 3D — b).

AU/TC/AUNPs - B

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 um

Figura 2.19. Imaginile AFM ale electrodului modificat cu tiocitozina si nanoparticule de aur
(Au/TC/AuUNPs - B): (a) imaginea height 2D; (b) — imaginea 3D

12
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CAPITOLUL 3

ELECTROZI MODIFICATI CU TIOCITOZINA/ GUANINA SI
NANOPARTICULE DE AUR PENTRU DETECTIA ACIDULUI URIC, SI
DOPAMINEI iN PREZENTA INTERFERENTULUI ACID ASCORBIC

3.2. Electrozi modificati cu tiocitozina/ guanina si nanoparticule de aur

pentru detectia acidului uric in prezenta interferentului acid ascorbic

S-au preparat si testat electrozi modificati cu tiocitozind (Au/TC), respectiv cu
guanina (Au/GU), electrozi modificati cu tiocitozina si nanoparticule de aur (Au/TC/AUNPs-
T), respectiv cu guanind si nanoparticule de aur (Au/GU/AUNPs-T) si electrozi modificati cu
multistrat Au/TC/ AuNPs-T/ TC, respectiv Au/GU/AuNPs-T/GU.

: Lol

L ,LZ?“ ’Jﬁ é &;Eﬂ NH2 &Aﬁgﬁ S\s‘ s
SRR u«;m a5 fa‘"ﬁ?‘;‘ﬁ“m

Nz&s 28 3 3 g”LLL $sve $ 37 e

E—

© Tiocitozina @ @ @
(TC) AUNPS Tlocltozma

ecrod e clectrod AwTC electrod Au/TC/AuNPs electrod Au/TC/AuNPs/TC
g : .
mqu fii 3 ﬁgﬁéﬁ - i V}’%sﬂ‘ ;J\p yr;
Vz?/z‘ A

HN | N\ g N
X N N N
HNT N7 TN @ N HNT N7 TN
- E——— >
Guanina (GU) AuNPs i
electrod de Au electrod Au/GU electrod Au/GU/AuNPs

electrod Au/GU/AuNPs/GU

Figura 3.1. Reprezentare schematica preparare electrozi modificati: Au/TC/AUNPs-T/TC si
Au/GU/AuUNPs-T/GU
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3.2.3. Studii electrochimice

Comportamentul electrochimic al electrozilor de aur modificati cu diferite straturi a
fost studiat prin voltametrie ciclica si prin spectroscopie de impedanta electrochimica.

Electrozii de au fost testati ca senzori pentru detectia acidului uric (AU) si acidului
ascorbic (AA), atat in solutii continand doar una dintre biomolecule, cat si n amestec.

Masuratorile au fost realizate in tampon fosfat (PBS) pH 7.2, in domeniul de
concentratii de acid uric si ascorbic 10° — 102 M. S-a ales acest domeniu deoarece
concentratia normald, la o persoand sanatoasa, de acid uric este 2-5 mg/ 100 ml in ser
respectiv 1.4 - 4.4 mM in urina, iar pentru acidul ascorbic este 0.6 — 2 mg/dl in ser respectiv
20 — 40 mg/dl in urina.

3.2.3.1. Voltametrie ciclica
A fost testat raspunsul electrochimic al electrozilor de aur nemodificati (Au disc) si

modificati cu diferite straturi (Au/TC, AuU/GU, AUu/TC/AuNPs, Au/GU/AuUNPs,
AU/TC/AUNPs/TC, Au/GU/AUNPS/GU) in solutii continand concentratii diferite de acid
uric si acid ascorbic. Dintre electrozii testati cei mai buni pentru detectia AA si AU sunt:
Au/TC si Au/GU. Prezenta AuNPs aduce o separare a picurilor, dar nu la fel de bund ca in
cazul electrozilor modificati cu monostrat. Cel de al doilea strat de TC/GU nu aduce
imbunatatiri comparativ cu stratul de AuNPs.

In figura 3.5 sunt prezentate voltamogramele ciclice inregistrate pentru electrodul
AU/TC in solutii de acid ascorbic (figura 3.5. a), respectiv acid uric (figura 3.5. b). Tn acest
caz se obtine o separare bund a semnalelor de oxidare de aproximativ 0.2 V, ca urmare a
deplasarii potentialului de oxidare al acidului uric spre valori mai mici (de la ~0.5 la ~0.35 V).

Un comportament similar se poate observa si in cazul electrozilor de aur modificati cu
guaninia (Au/GU). In figura 3.6 sunt prezentate voltamogramele ciclice inregistrate pentru
electrodul Au/GU in solutii de acid ascorbic (figura 3.6. a), respectiv acid uric (figura 3.6.b).
Si 1n acest caz se obtine o separare buna a semnalelor de oxidare de aproximativ 0.2 V, ca
urmare a deplasarii potengialului de oxidare al acidului uric spre valori mai mici (~0.35 V).
Comparativ cu electrodul Au/TC in caz se observa o crestere a intensitatii picurilor de oxidare

atat in cazul AA acid ascorbic, cat si Tn cazul AU.
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Figura 3.6. Voltamogramele ciclice pentru electrozii de aur modificati cu guanina (Au/GU)
in solutii de acid ascorbic (a), respectiv acid uric (b) si curbele de calibrare corespunzatoare;
viteza de baleiaj 50 mV/s

Din dreptele de calibrare (figura 3.5 si 3.6) se poate observa ca electrozii de aur

modificati cu monostrat (Auw/TC si Au/GU) raspund liniar in domeniul de concentratii 10° —

102 M atat in solutii de acid ascorbic, cat si in solutii de acid uric.
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S-a testat raspunsul electrochimic al electrozilor de aur disc, respectiv modificati cu

monostrat (Au/TC si Au/GU) in solutii continand amestec de acid uric si acid ascorbic.

In figura 3.11 este prezentat raspunsul electrochimic al electrozilor de aur

nemodificati (Au disc) in solutii amestec de acid ascorbic si acid uric, in domeniul de

concentratii 10° — 102 M, respectiv un detaliu Tn domeniul 10 — 5x10™* M.

Figura 3.11. Voltamogramele ciclice pentru electrozii de aur nemodificati (Au disc) n
amestec de acid ascorbic si acid uric; viteza de baleiaj 50 mV/s
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Utilizand electrozii de aur nemodificati am obtinut un singur pic de oxidare la ~0.65V

care cuprinde atat picul de oxidare al AA cat si cel al AU.
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Tn figura 3.12 este prezentat raspunsul electrochimic al electrozilor modificati cu
tiocitozina (figura 3.12 a), respectiv guanina (figura 3.12 b) in solutii amestec AA si AU. In
cazul ambilor electrozi se obtine o separare foarte buna a potentialelor de oxidare a celor doua

biomelecule: 0.270 V pentru Au/TC, respectiv 0.240 V pentru Au/GU.

3.2.3.2. Spectroscopie de impedanta electrochimica (SIE)

Am studiat comportamentul impedimetric al electrozilor de aur nemodificati (Au disc)
si modificati cu monostrat (Au/TC, Au/GU) in solutii de acid ascorbic si acid uric. Potentialul
aplicat este +0.35 V vs Ag/AgCl in solutiile de acid ascorbic, respectiv +0.55 V vs Ag/AgCl
in solutiile de acid uric. Fitarea datelor s-a realizat utilizand soft-ul Nova 1.8 (EcoChemie
Nethelands).

In figura 3.13 sunt prezentate diagramele Nyquist pentru electrodul de aur
nemodificat (Au disc). Se poate observa ca electrodul Au disc se comporta la fel in solutii
continand acid uric sau acid ascorbic, fara a exsita diferente semnificative la rezistentei
solutiei si rezistentei de transfer de sarcinad. Odata cu cresterea concentratiei, Rct Se micsoreaza

(scade diametrul buclei corespunzatoare transferului de sarcina).
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Figura 3.13. (a) Diagramele Nyquist pentru: electrodul de aur disc (Au disc) in PBS (pH 7.2)

continand concentratii diferite de AA, respectiv AU; liniile continue reprezinta fitarea pe baza
circuitului echivalent (b)

Dupa modificarea suprafetei electrozilor de aur (cu tiocitozind/ guanind), s-a testat
comportamentul lor in PBS (pH 7.2) continand diferite concentratii de acid ascorbic, respectiv
acid uric (10“ - 10 M). Diagramele Nyquist (figura 3.14 a si b) arati o variatie a Ret cu

cresterea concentratiei de AA, respectiv AU.
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Figura 3.14. Diagramele Nyquist pentru: electrozii modificati a — Au/TCb — Au /GU 1in PBS
(pH 7.2) continand concentratii diferite de AA, respectiv AU; liniile continue reprezinta
fitarea pe baza circuitului echivalent (b)

Cu cresterea concentratiei se observa o scadere a Rct;aceasta scadere a rezistentei de
sarcind poate fi atribuita faptului ca la concentratii mari de acid uric, respectiv acid ascorbic

viteza procesului de oxidare este mai mare.

3.3. Electrozi modificati cu tiocitozina si nanoparticule de aur pentru

detectia dopaminei in prezenta interferentilor acid uric si acid ascorbic

3.3.1. Studii electrochimice — voltametrie cu puls diferential (DPV)

Am testat electrozii modificati pentru detectia dopaminei in prezenta interferengilor
(AA s1 AU) utilizand voltametria cu puls diferential.

Detectia dopaminei (DA) in prezenta acidului ascorbic/ascorbatului (AA) reprezintd o
problemd, deoarece acidul ascorbic se oxideaza la un potential apropiat de cel al dopaminei.
In plus, ascorbatul se gaseste in cantitati mult mai mari decat dopamina atat in ser cat si in
urind (valori normale: AA — ser 60-80 uM, urina 95-270 uM, DA — ser sub 0.0001 uM, urina
0.34-3.139 uM/24h).

In figura 3.15 sunt prezentate voltamogramele cu puls diferential obtinute folosind

electrodul de aur nemodificat (Au disc). Se observa ca desi raspunsul electrodului de aur fata
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de dopamini este bun (figura 3.15 a) si raspunde liniar in domeniul de concentratii 2.5x10° —
2.6x10° M (inset), acesta nu poate decela intre dopamina si ascorbatul dintr-un amestec

(figura 3.15 b). De aceea se impune modificarea suprafetei electrodului cu diverse materiale.

Au disc in DA (@) Au disc in DA+AA (b)
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Figura 3.15. (a) Voltamogramele cu puls diferential obtinute pentru electrodul de aur disc in
PBS (pH 7.2) continand DA: 2.5x10® M — 2x10° M, inset: raspunsul liniar in domeniul de
concentratii 2.5x10° M — 2x10° M; (b) Voltamogramele cu puls diferential inregistrate pentru
electrodul Au disc in solutii contindnd DA (adaos succesiv 2.5 pM) si AA (adaos succesiv6.5
HM)

In figura 3.16 este prezentat raspunsul electrochimic al electrozilor modificati cu
tiocitozina (AU/TC) in solutii amestec DA si AA. Utilizarea electrozilor modificati Au/TC nu
au adus schimbari esentiale n ceea ce priveste detectia selectiva a dopaminei dintr-un amestec
dopamina — ascorbat, totusi se poate observa o despicare a picului voltametric datorita

suprapunerii partiale a picurilor corespunzatoare celor doi componenti ai amestecului.
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Figura 3.16. Voltamogramele cu puls diferential inregistrate pentru electrodul Au/TC in
solutii de PBS (pH 7.2) continand DA (5 uM) si AA - adaos succesiv: a) 0, b) 5, ¢) 5,
d-h) 10 uM
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Pentru a modifica potentialul de oxidare al acestor biomolecule, in vederea detectiei
simultane a dopaminei si ascorbatului, in continuare s-au testat electrozii de aur modificati cu
tiocitozind si nanoparticule de aur obtinute prin metoda reducerii sarii metalice cu citrat si
borohidrura de sodiu (Au/TC/AuNPs — B). Raspunsul electrochimic al electrodului
modificatAu/TC/AuNPs — Bin PBS (pH 7.2) continand diferite concentratii de dopamina

solutii este prezentatin figura 3.18.

AU/TC/AuNPs - B in DA (@) (b)
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Figura 3.18. (a) Voltamogramele cu puls diferential inregistrate pentru electrodul
AU/TC/AuUNPs-B in PBS (pH 7.2) continind DA: 2x107 M — 1.44x10° M; (b) dreapta de
calibrare in domeniul de concentratii 2x107" M — 1.44x10°M

Réspunsul electrochimic al electrodului Au/TC/AuNPs — B 1in solutii amestec
dopamind si ascorbat este prezentat in figura 3.19 a. Utilizdnd acest electrod modificat
potentialul de oxidare al celor doua biomolecule este modificat obtinandu-se doua picuri de
oxidare distincte. Potentialul de oxidare al ascorbatului este deplasat la valori mai pozitive.

In solutii continand amestec de dopamind, ascorbat si acid uric electrodul
AU/TC/AuNPs — B se comporta diferit. Se obtin doar doua picuri de oxidare: unul pentru
dopamina (+0.15 V vs Ag/AgCl) si unul pentru ascorbat si acid uric (+0.35 V vs Ag/AgCl).
Se observa ca picul corespunzator oxidarii dopaminei nu este influentat de prezenta mai
multor interferenti in amestec, nici chiar cand acestia se gasesc la concentratii duble fata de
dopamina. O limitare a folosirii electrodului modificat Au/TC/AuNPs-B consta in faptul ca
acesta nu poate decela intre picul de oxidare al ascorbatului si cel al acidului uric In conditiile

folosite (figura 3.19 b).
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Figura 3.19. (a) Voltamogramele cu puls diferential inregistrate pentru electrodul
Au/TC/AUNPs-B in solutii continand DA (ados succesiv 2.5 uM) si AA (adaos succesiv 6.5
uM); (b) Voltamogramele cu puls diferential inregistrate pentru electrodul Au/TC/AuNPs-B

in solutii contindnd DA: a-c) 20 uM, d) 50 uM; AA: a-d) 52 uM si AU: a) 0, b) 50,

c-d) 100 uM
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CAPITOLUL 4

BIOSENZOR MODIFICAT CU LEUCIN DEHIDROGENAZA PENTRU
DETECTIA IONULUI AMONIU IMPLICAT TN AMINAREA
REDUCTIVA A ACIDULUI a-CETOIZOCAPROIC

4.2. Prepararea biosenzorului modificat cu leucin dehidrogenaza

S-a preparat un biosenzor modificat cu tiocitozina, nanoparticule de aur si

leucindehidrogenaza. Procedura de preparare a biosenzorului este reprezentatd schematic in

!

figura 4.1.
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A\"AVAY7 N, VS ?V\_/O

2 gege M 222 2 3

Au disk electrode Au/TC electrode Auw/TC/AuNPs electrode Auw/TC/AuNPs/LeuDH electrode

TC Au _______ AuNPs g

Figura 4.1.Reprezentare schematica — preparare biosenzor modificat cu leucin dehidrogenaza
(Au/TC/AuNPs-F/LeuDH)

LeuDH

PAYAL":IVaVS

4.4. Studii electrochimice

Determinarea ionului amoniu implicat in aminarea reductivd a acidului o-
cetoisocaproic s-a realizat utilizand biosenzorul modificat cu leucin dehidrogenaza prin
masuratori de cronoamperometrie. Biosenzorul este utilizat atit ca senzor de amoniu
(indirect) cat si ca substrat pentru enzima imobilizata chimic necesara sintezei L-leucinei prin
reactia de aminare electrochimica. Ionul amoniu este utilizat ca sursd de amoniac pentru
biosinteza L-leucinei. De asemenea, biosenzorul modificat a fost utilizat pentru regenerarea in
situ a NADH-ului.

Reactia de aminare reductiva a acidului a-cetoizocaproic la L-leucind a fost condusa
electrochimic utilizand biosenzorul modificat (Au/TC/AuNPs-F/LeuDH). Trebuie subliniat
faptul ca pentru reactia de aminare reductiva condusa electrochimic nu mai este necesara cea

de a doua enzima (GlcDH), NADH-ul fiind regenerat in situ.
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4.4.1. Voltametrie ciclica

In prezenta ionului amoniu, leucin dehidrogeanza catalizeaza conversia acidului a-
cetoizocaproic in L-leucina, utilizind NADH-ul ca si cofactor. In timpul reactiei enzimatice,
NADH-ul este oxidat la NAD" si genereaza doi electroni care conduc la cresterea curentului,
proportional cu concentratia ionului amoniu. Oxidarea electrocatalitici a NADH-ului este
utilizata pentru cuantificarea concentratiei ionului amoniu.

Pentru a stabili potentialul optim de lucru al biosenzorului Au/TC/AuNPs-F/LeuDH s-
au realizat doua experimente (figura 4.7a, b).

Tn primul experiment, biosenzorul este imersat intr-o solutie de PBS (pH 8) care
contine acid a-cetoizocaproic 60 mM si NADH 7.2 mM. S-au inregistrat voltamogramele
ciclice Tnainte (figura 4.7a — linia neagra) si dupa adaugarea ionului amoniu 60 mM (figura
4.7a — linia rosie). Peak-ul de oxidare la aproximativ +0.5 V poate fi atribuit oxidarii NADH-
ului, care creste usor dupa adaugarea ionului amoniu.

Tn cel de al doilea experiment, biosenzorul este imersat ntr-o solutie de PBS (pH 8)
care confine acid o-cetoizocaproic 60 mM si ion amoniu 60 mM. S-au inregistrat
voltamogramele ciclice Tnainte (figura 4.7b — linia neagra) si dupa adaugarea NADH-ului 7.2
mM (figura 4.7b — linia rosie). In acest caz se observa o deplasare (la aproximativ + 0.8 V vs.
Ag/AgCl) si o crestere semnificativa a peak-ului de oxidare a NADH-ului, ceea ce conduce la
concluzia ca biosenzorul raspunde direct la NADH si indirect la ionul amoniu.

(@ (b)

3x10™ 4x10™*
in absenta NH* in absenta NADH
‘ 1 ——in prezenta NADH
2X1074* —in prezenta NH, 3)(10'4*
1x10* A 2x10™
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E /V vs Ag(AgCl) E/V vs Ag(AgCl)

Figura 4.7. Voltamogramele ciclice inregistrate cu biosenzorul Au/TC/AuNPs-F/LeuDH in

absenta si in prezenta ionului amoniu 60 mM (@) si in absenta si in prezenta NADH-ului 7.2
mM (b) la pH 8, viteza de baleiaj 50 mV/s
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Din rezultatele de mai sus s-a tras concluzia ca potentialul optim de lucru al
biosenzorului Au/TC/AuNPs-F/LeuDH este + 0.8 V vs. Ag/AgCI.

4.4.2. Cronoamperometrie

Performantele biosenzorului Au/TC/AuNPs-F/LeuDH au fost evaluate utilizand
cronoamperometria. Astfel, s-a urmarit raspunsul biosenzorului in timp fatd de ionul amoniu
(indirect) la potentialul de +0.8 V vs. Ag/AgCl. Pentru masuratori s-a utilizat o celula
electrochimica clasica cu 3 electrozi: biosenzorul modificat — electrod de lucru, electrod de
AQ/AQCIl — electrod de referinta si electrod de platind — contraelectrod. Celula a fost
termostatatd pe o baie de apa, cu ajutorul unui agitator magnetic prevazut cu termostat.

In figura 4.8. este prezentati o cronoamperogrami inregistrati cu biosenzorul
AU/TC/AuNPs-F/LeuDH la aditii succesive de NADH 1.2 mM unui amestec de reactie
continand acid a-cetoizocaproic 60 mM si clorura de amoniu 60 mM (figura 4.8a). Sunt
prezentate si curbele de calibrare atat pentru concentratia de NADH (figura 4.8b), cat si
pentru concentratia ionului amoniu (concentratia ionului amoniu consumata la un anumit timp

de reactie), determinata indirect (figura 4.8c).
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Figura 4.8. Cronoamperograma obtinuta cu biosenzorul Au/TC/AuNPs-F/LeuDH: (a) aditii
succesive de NADH 1.2 mM; (b) raspunsul liniar in domeniul de concentratii 2.4 — 7.2 mM
NADH,; (c) curba de calibrare indirecta pentru NH"4 in domeniul de concentratii 10 — 40 mM,;
lo — curentul de fond (curentul inregistrat inainte de aditia NADH-ului)
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In continuare au fost realizate mai multe reactii de aminare reductiva a acidului a-
cetoizocaproic utilizand biosenzorul Au/TC/AuNPs-F/LeuDH. Tn acest sens s-a utilizat o
celuld electrochimica termostatatd la 30 °C, continand acid a-cetoizocaproic 60 mM, clorura
de amoniu 60 mM 1in 35 ml PBS pH 8, iar dupa stabilizarea curentului s-a adaugat intreaga
cantitate de NADH (7.2 mM

4.4.3. Regenerarea in situ a NADH-ului utilizand biosenzorul Au/TC/AuNPs-
F/LeuDH

In aceasta lucrare, regenerarea in situ a NADH-ul de la NAD* a fost realizata utilizand
biosenzorul Au/TC/AuNPs-F/LeuDH. S-a utilizat o metoda electrochimicd directa de
regenerare (cronoamperometria), leucin dehidrogenaza imobilizata pe electrod facilitind
transferul de electroni si aditia unui atom de hidrogen la NAD".

Experimentele au fost realizate astfel: dupa terminarea unui ciclu de reactie (dupa
7500 sec) se modificd potentialul de lucru (de la +0.8 V vs Ag/AgCl — potentialul de oxidare
al NADH la -0.6 V vs Ag/AgCI — potentialul de reducere al NAD") si timpul (la 2000 sec) si
se reporneste cronoamperometria.

In figura 4.12 sunt prezentate cronoamperogramele obtinute cu biosenzorul
Au/TC/AUNPs-F/LeuDH in prezenta a 7.2 mM NADH si dupa regenerarea NADH-ului.
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Figura 4.12. Cronoamperogramele obtinute cu biosenzorul Au/TC/AuNPs-F/LeuDH in
prezenta a 7.2 mM NADH (linia neagra) si dupa regenerarea NADH-ului (linia rosie)

Dupa terminarea reactiei s-a recalculat conversia ionului amoniu si s-a observat o
crestere cu 20 %. Astfel, dupa doua cicluri de reactie si unul de regenerare conversia totala a

ionului amoniu este 80 %.
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4.4.5. Validarea metodei cronoamperometrice utilizand reactia Berthelot
Rezultatele obtinute prin cronoamperometrie au fost comparate cu cele obtinute

utilizand metoda spectrofotometrica Berthelot.

Principiul metodei: ionii de amoniu reactioneaza cu hipocloritul sau hipobromitul de sodiu, in

mediu alcalin, formand monocloramina, respectiv monobromamina. Aceasta reactioneaza
apoi cu fenolul in prezenta nitroprusiatului de sodiu cu formarea unui produs de reactie
albastru: indofenolul. In cadrul acestei lucrari am folosit hipobromitul de sodiu. Concentratia
de amoniac este determinata spectrofotometric la 625 nm.

In tabelul 4.3. sunt prezentate datele comparative obtinute prin metoda

cronoamperometrica si prin metoda Berthelot.

Tabelul 4.3. Rezultate comparative pentru determinarea concentratiei ionului amoniu

utilizand metoda cronoamperometrica si metoda Berthelot

Concentratia ionului amoniu

Experiment [mM] Eroare
Metoda Metoda [%%6]
cronoamperometrica Berthelot
1 24.50 24.00 +2.08
2 28.90 28.00 +3.21
3 29.00 30.00 -3.33

Se poate observa faptul ca rezultatele obtinute prin cele doua metode sunt comparabile

si nu exista diferente semnificative.
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CONCLUZII SI PERSPECTIVE

CONCLUZII GENERALE

Cercetarile realizate in cadrul acestei teze au fost axate pe douad directii: (1)
dezvoltarea de noi electrozi modificati cu molecule organice si nanoparticule de aur pentru
detectia unor biomolecule si (2) dezvoltarea unui biosenzor nou pe baza de nanoparticule de
aur si leucin dehidrogenaza pentru detectia indirectd a ionului amoniu implicat in reactia de
aminare reductiva a acidului a-cetoizocaproic la L-leucina.

Principalele rezultate obtinute pe parcursul tezei sunt urmatoarele:

v/ S-au preparat nanoparticule de aur prin metoda Turkevich (AuNPs-T), Turkevich-
Frens (AuNPs-F) si metoda reducerii sarii metalice cu amestec de citrat de sodiu si
borohidrura de sodiu (AUNPs-B);

v Nanoparticulele de aur preparate au fost caracterizate prin TEM si spectroscopie UV-
Vis;

V' S-au preparat electrozi de aur modificati cu:

o molecule organice: Au/TC, Au/GU;

o molecule organice si nanoparticule de aur: Au/TC/AuNPs-T, Au/GU/AuNPs-
T, Au/TC/AuNPs-F, Au/TC/AuNPs-B;

o multistraturi: Au/TC/AuNPs-T/TC, Au/GU/AuNPs-T/GU;

v’ Electrozii preparati au fost caracterizati prin microscopie de fortd atomicd si
spectroscopie de infrarosu cu transformatd Fourier prin reflexie speculara;

v Electrozii modificati (Au/TC, Au/GU, Au/TC/AuNPs-T, Au/GU/AuNPs-T,
AU/TC/AuUNPs-T/TC, Au/GU/AUNPs-T/GU) au fost testati ca senzori pentru
detectia acidului uric 1n prezenta intereferentului acidul ascorbic;

v' Cele mai bune rezultate s-au obtinut cu electrozii Au/TC, respectiv Au/GU si
rezultate satisfacatoare cu electrozii Au/TC/AUNPs-T, respectiv Au/GU/AUNPs-T;

v’ Electrozii modificati (Au/TC, Au/TC/AuNPs-F, Au/TC/AuNPs-B) au fost testati ca
senzori pentru detectia dopaminei in prezenta interferentilor acidul uric si acidul
ascorbic;

v’ Electrozii modificati Au/TC/AuNPs-B prezintd activitate cataliticd pentru oxidarea

DA, nu numai in absenta interferentilor ci si in prezenta acestora. Totusi acest electrod
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v

nu poate decela intre picul de oxidare al ascorbatului si cel al acidului uric in conditiile
folosite;

Electrozii modificati preparati prezinta reproductibilitate, stabilitate si sensibilitate
bune;

S-a preparat un biosenzor amperometric pe bazad de nanoparticule de aur si leucin
dehidrogenaza: Au/TC/AuNPs-F/LeuDH;

Biosenzorul a fost utilizat atat ca senzor de amoniu cat si ca substrat pentru enzima
imobilizata chimic necesard pentru reactia de aminare electrochimica de sinteza a L-
leucinei;

Utilizand biosenzorul Au/TC/AuNPs-F/LeuDH reactia de aminare reductiva a fost
condusa cu o singura enzima (leucin dehidrogenaza) si in acelasi timp NADH-ul a fost
regenerat electrochimic in situ;

Rezultatele obtinute prin metoda cronoamperometrica cu biosenzorul dezvoltat sunt
comparabile cu cele obtinute prin metoda spectrofotometrica Berthelot;

Biosenzorul prezinta stabilitate, reproductibilitate si performante analitice bune;

PERSPECTIVE

Cercetarile viitoare vor fi conduse in urmatoarele directii:

o optimizarea conditiilor experimentale, respectiv testarea metodei adaosului
standard, pentru detectia simultand a dopaminei, acidului uric si acidului ascorbic
utilizand electrodul modificat Au/TC/AuNPs-B. Modificarea conditiilor
experimentale poate determina o deplasare a potentialului de electrod a speciilor

analizate si in consecintd, o separare a acestor specii.

o imbunatatirea performantelor biosenzorului modificat Au/TC/AuNPs-F/LeuDH
in vederea utilizdrii lui pentru biosinteza L-leucinei marcate izotopic cu °N.
Pentru marcarea izotopici se utilizeazd ®NH4Cl ca sursi de °N, de aceea trebuie

imbunatatit gradul de conversie al ionului amoniu.
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