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. INTRODUCERE

Electrochimia este o stiinta multidisciplinara care exploreaza interfata dintre electricitate si
chimie, concentrandu-se pe reactiile chimice care implica transferul de sarcina intre un compus
(analit) si conductorii de electroni (electrod). Aceast domeniu complex are numeroase aplicatii Tn
viata noastra de zi cu zi. Un exemplu notabil este in realizarea de baterii si acumulatori, inima
multor dispozitive moderne precum telefoane, laptopuri si masini electrice. Electrochimia permite
transformarea energiei chimice in electrica, facilitind functionarea acestor aparate. In plus,
electrochimia are un impact major asupra mediului inconjurator, fiind esentiala in analiza, tratarea
si purificarea apei, eliminand poluantii si substantele toxice. In domeniul medical, aplicatiile
electrochimiei au un rol important in diagnosticarea si monitorizarea afectiunilor prin intermediul
senzorilor electrochimici (ex: senzori pentru glucoza sau colesterol).

Senzorii si biosenzorii electrochimici sunt esentiali in mediu, industrie si medicind pentru
detectarea precisa si rapida a analitilor importanti. Aceasta tehnologie a cunoscut progrese rapide,
senzorii electrochimici pot detecta analiti in probe biologice si chimice, oferind avantaje precum
simplitatea si viteza analizelor, uneori fard a necesita o prelucrare anterioara a probei. Pana in
2023, peste 100.000 de rapoarte de cercetare despre senzori electrochimici sunt inregistrate n baza
de date "Web of Science," subliniind importanta si interesul crescand In comunitatea stiintifica.

Pornind de la aceste considerente, obiectivul general al tezei de doctorat a fost proiectarea,
dezvoltarea si optimizarea de noi metode si senzori electrochimici pentru determinarea si

cuantificarea unor analiti de interes §i care sa ofere o alternativa fiabila la metodele clasice.

Structurarea tezei

Teza de doctorat intitulata “Senzori electrochimici cu aplicatii biomedicale” este
structuratd in patru parti distincte, Tnsumand sase capitole.
Partea | - cuprinde motivatia care a stat la baza alegerii temei de cercetare, subliniind importanta,
noutatea, provocarile si actualitatea acesteia realizandu-se o legatura intre tema de cercetare si
preocupirile stiintifice ale comunititii de cercetare. In plus, se oferd o prezentare sinteticd si

concisd a continutului lucrarii, evidentiindu-se rezultatele obtinute.



Partea Il - se concentreazd asupra unui studiu teoretic detaliat, care aduce in discutie bazele

teoretice si conceptuale esentiale pentru intelegerea functiondrii celulei electrochimice si a

principalelor tehnici utilizate in analiza electrochimica.

Capitolul 11.1 oferd o perspectiva asupra structurii si componentelor celulei
electrochimice, precum si asupra proceselor si mecanismelor electrochimice de transfer de
electroni de la interfata electrod/lichid. Prezinta in detaliu tehnici electrochimice utilizate
in partea experimentala: voltametria ciclica, voltametria in puls diferential si

amperometria.

Partea 11l — este structuratd in trei capitole (Capitolele II1.2-I11.4) si cuprinde contributiile

originale privind dezvoltarea, optimizarea si caracterizarea unor noi metode si senzori

electrochimici pentru determinarea §i caracterizarea biomarkerilor de interes, si anume

colesterolul, piperina si nitritul.

Capitolul 111.2 trateaza dezvoltarea si optimizarea unei metode electrochimice inovative
pentru determinarea colesterolului in mediu acid, utilizand reactia Liebermann-Buchard
adaptata pentru conditiile electrochimice.

Capitolul 111.3 cuprinde analiza electrochimica a doi alcaloizi naturali, piperina si
capsaicina, utilizand tehnici voltametrice in combinatie cu diferite teste chimice, cu scopul
de a obtine o corelatie intre comportamentul redox al acestora si activitatea antioxidanta.
Comportamentul redox al alcaloizilor studiati a fost comparat cu cel al unor antioxidanti
cunoscuti, utilizati ca grup de control si anume acidul ascorbic, acidul protocatecuic, acidul
siringic si tirozina. Evaluarea posibilelor proprietati antioxidante utilizand tehnici
electrochimice, s-a realizat prin intermediul a patru teste specifice: (i) captarea radicalului
liber DPPHe; (ii) captarea radicalului TEMPO; (iii) reducerea Fe**; (iv) reducerea H,Os.
Capitolul 111.4 cuprinde un studiu privind depunerea AuNPs pe materiale bidimensionale
(2DM) folosite ca substrat: Grafenul (Gr) si MoS,. Diferentele obtinute in particulele

electrodepuse au fost evidentiate si evaluate fata de oxidarea nitritului (NO; );

Partea IV cuprinde concluziile generale desprinse din rezultatele obtinute in urma studiilor

efectuate pe parcursul studiilor doctorale.

Rezultatele obtinute si prezentate in cadrul tezei de doctorat “Senzori electrochimici cu

aplicatii biomedicale”, au facut pana in prezent subiectul a doud lucrari stiintifice publicate in



jurnale cotate ISI si un al treilea trimis spre publicare, precum si a patru comunicari (orale sau

poster) la manifestari stiintifice internationale si nationale.

[11. Contributii personale

I11.1. Determinarea electrochimica a Colesterolului

Tn acest capitol am dezvoltat si optimizat 0 metoda electrochimici simpla si robusta pentru
determinarea si cuantificarea colesterolului din ser, utilizdnd intr-un mod inovativ reactia

Liebermann-Burchard (LB) si oferind astfel, o alternativa fiabila la metodele colorimetrice.

Teste preliminare de voltametrie ciclica — Comportamentul redox al colesterolului
Comportamentul electrochimic al colesterolului a fost studiat Th amestecul de reactivi LB
(cloroform, anhidrida acetica si H,SO,4 concentrat) la care s-a adaugat si tetrabutilamoniu perclorat
(TBAP) pe post de electrolit necesar reactiei electrochimice, utilizand voltametria ciclica. Curba
curent-potential reprezentativa pentru amestecul LB in prezentd de colesterol prezinta o crestere a
curentului anodic la potentiale mai mari de 1,4 V, indicand posibila oxidare a colesterolului (figura
1.A.b). Ca si experiment control, am efectuat voltametria ciclica pentru amestecul de reactivi
Liebermann-Burchard in absenta colesterolului, fara a fi observata o crestere a curentului de

oxidare (figura 1.A.a).
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Figura 1. (A) Voltametria ciclica a amestecului format din: 2 mL Cloroform-TBAP, 1 mL anhidrida acetica

si 40 L H,SO, concentrat: (a) in absenta si (b) in prezenta a 0,64 mM colesterol, utilizand electrodul GC.



(B) Variatia de culoare a solugiei LB cu colesterol in celula electrochimicd in momentul aplicarii unui

potential.

Reactia chimica este lenta (aprox 30 minute) Tnsa cand aceastd reactie este plasata in
mediul electrochimic si cuplata cu aplicarea unui potential, reactia este mult accelerata, si acest
lucru este usor vizibil deoarece culoarea se schimba instantaneu in verde [1, 2] (figura 1.B) cand se

atinge pragul de 1,4 V.

Testele amperometrice

Pentru a stabili mecanismul de reactie, s-a evaluat raspunsul amperometric obtinut pentru
oxidarea colesterolului Tn amestecul Lieberman—Burchard, aplicand un potential constant de 1,5
V. In experimentul de amperometrie, se inregistreaza linia de bazi pentru amestecul
cloroform-TBAP, anhidrida acetica si H,SO4 concentrat, iar la adaugarea colesterolului, curentul

de oxidare creste rapid (figura 2.A) iar virajul culorii de la violet/roz la verde inchis este foarte

rapid.
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Figura 2. (A) Raspunsul amperometric pentru 0,64 mM colesterol adaugat in amestecul 2 ml
cloroform-TBAP, 1 ml anhidridad acetica si 40 uL H,SO4concentra); (B). Raspunsul amperometric pentru
40uL H,SO, concentrat adaugat in amestecul 2 mL cloroform-TBAP, 1 mL anhidrida acetica si 0,64 mM

colesterol.

Deoarece oxidarea colesterolului in conditii puternic acide implica mai mult decat un
mecanism electrochimic, am explorat detectia colesterolului printr-o abordare inversa, adaugand
reactivii intr-o ordine diferita si anume: colesterolul aflat initial in mediul de reactie cand s-a
inregistrat linia de baza, apoi a fost adaugat acidul sulfuric (figura 2.B). Tn acest caz, curentul de

oxidare creste relativ lent, atingand un raspuns contant dupa aproximativ 100 s. Dupa cum era de



asteptat, si variatia culorii solutiei a fost mai lentd. Evolutia lentd a reactiei (cresterea lenta a
curentului de oxidare si variatia lenta a culorii) indica un transfer electronic Tngreunat demonstrand
astfel ca mecanismul electrochimic este precedat de unul chimic. Si anume, reactia chimica dintre
anhidrida acetica si acidul sulfuric (R 1) are o importanta critica pentru reactia electrochimica [3].

H,SO4 + Ac,0 =» AcOH + AcO-SO,0H = HOSO,-CH,-COOH  (R1)

Acid Acetilsulfuric  Acid sulfoacetic

Acidul sulfoacetic rezultat din reactia chimica reactioneaza cu colesterolul, acesta fiind
primul pas Tn derivatizarea colesterolului (mecanismul chimic), astfel formand colesta-diene [1,
4, 5]. Acestea din urma sunt apoi implicate in transferul electronic cu suprafata electrodului sub

influenta potentialului aplicat (mecanismul electrochimic). Pentru optimizarea conditiilor de

.....

Influenta potentialului aplicat

In cadrul acestui studiu, am testat 6 valori ale potentialului aplicat: 0,8; 1,0; 1,2; 1,4; 1,5 s1
16 V pentru a vedea influenta asupra curentului de oxidare inregistrat pentru oxidarea
colesterolului. Semnalul obtinut creste odata cu valoarea potentialului aplicat, iar valoarea maxima
a curentului a fost inregistrata pentru potentialul de 1,6 V. Avand in vedere ca raspunsul curentului
inregistrat pentru potentialul de 1,6 V nu este foarte stabil si este destul de zgomotos s-a ales pentru

experimentele ulterioare valoarea de 1,5 V ca fiind optima pentru determinarea in aceste condifii.

Influenta concentratiei de acid

In cadrul acestui studiu, am testat rispunsul amperometric pentru oxidarea a 1 mM
colesterol, variind volumul de H,SO,4 concentrat din amestecul de reactie Lieberman—Burchard.
Semnalul analitic creste odatd cu volumul de acid prezent in celula electrochimica, nsd cu cat
volumul de acid sulfuric este mai mare (200 pL), cu atit curentul Inregistrat este mai instabil si
zgotomos, probabil din cauza degradarii treptate a produsilor de reactie care pasiveaza suprafata

electrodului. Prin urmare, volumul de 100 pL acid a fost folosit in experimentele urmatoare.

Curba de Calibrare
Pentru a determina sensibilitatea metodei i domeniul de liniaritate a raspunsului
amperometric, a fost studiat raspunsul (curentul de oxidare) pentru concentratii diferite de

colesterol adaugate in amestecul de reactie LB, in conditiile optimizate anterior si prezentate in



figura 3.A. Au fost testate solutii standard de colesterol cu concentratii cuprinse intre 0,025 si 7
mM, aplicand un potential de 1,5 V. Metoda dezvoltatd prezintd sensibilitatea de 14,959 pA/mM
calculata din curba de calibrare (figura 3.B.) si o limita de detectie de 19,78 nM colesterol, cu un
raspuns liniar pe domeniul 0,025-3 mM (R?=0.99).
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Figura 3. (A)Rdaspunsul amperometric pentru diferite concentratii de colesterol, aplicand un potential
constant de 1,5 V. (B) Curba de calibrare a raspunsului amperometric.

Interferentii

Pentru a evalua selectivitatea metodei, o serie de compusi care pot coexista alaturi de
colesterol in probele biologice, cum ar fi acidul ascorbic, acidul uric, KCI1, NaCl si glucoza, au fost
testati atat individual, cat si impreuna cu colesterolul, utilizand conditiile de lucru optimizate
anterior. Compusii testati in acest studiu nu interfera in oxidarea colesterolului. Prin urmare,

aceastda metoda prezinta un grad ridicat de specificitate.

Reproductibilitatea metodei s-a evaluat prin repetarea unor masuratori amperometrice
consecutive ale aceleiasi concentratii de colesterol sau repetarea in zile diferite (tabelul 1). Metoda
dezvoltatd pentru determinarea specifica a colesterolului prezinta o buna reproductibilitate.

Tabelul 1. Reproductibilitatea determinarii electrochimice a colesterolului.

Media curentului de
Test oxidare (LA) RSD

Precizie Intra-test > dctermindri consecutive ale 10.56 1.97%
aceleiasi concentratii

Precizie Inter-test 10 determlr.lar.l in zile dlfgrlte 10.37 4.07%
ale aceleiasi concentratii

Detectia colesterolului din probele de singe



Validarea analitica a metodei dezvoltata Tn acest studiu a fost realizata comparand datele
obtinute prin teste electrochimice cu datele furnizate de un laborator acredidat (Top Medical Grup,
Iasi, Romania), analizand probe de sange de la aceiasi subiecti implicati in studiu. Rezultatele
prezentate in tabelul 2 arata valori apropiate ale concentratiei de colesterol pentru determinarile
efectuate prin metoda electrochimica optimizatd comparativ cu cele furnizate de laboratorul
medical, demonstrand astfel ca metoda dezvoltata este exacta. Mai mult, tot din tabelul 2 se poate
observa ca metoda de extractie utilizata este mai eficienta cand se utilizeaza un volum de 200 puL
ser comparativ cu 100 YL ser. Metoda dezvoltata este simpld, rapida si ar putea fi adaptata pentru

a fi utilizata in analizele de rutina.

Tabelul 2. Rezultatele obtinute analizdnd probele de ser prin metoda electrochimicd dezvoltatd si

comparate cu datele furnizate de laboratorul medical.

Concentrtia Colesterolului (mg/dL)

Numiir esantion — Diferenta

’ Metoda Electrochimica Laborator (A-B)/B*100
(A) Medical (B)

1 15015 1561 Y
2 0694 3182 201
3 15317 1604 43
‘ 206 0 2213 572
o 27556 2134 02t
o rto2r o
T 22155 22354 592

a = proba obtinuta din 100 pL ser
b = proba obtinuta din 200 pL ser



II1.2. Analiza antioxidantilor utiliziand tehnici electrochimice

In acest capitol este prezentati analiza electrochimica a celor doi alcaloizi naturali,
piperina si capsaicina, utilizand tehnici voltametrice cuplate cu diferite teste chimice pentru a
intelege mai bine comportamentul redox si activitatea antioxidanta a acestora. Comportamentul
redox al alcaloizilor studiati a fost comparat cu cel al unor antioxidanti cunoscuti, folositi drept

control, si anume: acidul ascorbic, acidul siringic, acidul protocatecuic si tirozina.

Comportamentul electrochimic al piperinei si capsaicinei comparativ cu cel al
antioxidantilor control

Determinarea potentialelor de oxidare ale compusilor studiati in aceastd tezd (piperina,
capsaicina comparativ cu antioxidantii control) este primul pas in evaluarea activitatii antioxidante
a unei molecule. O valoare scazutd a potentialului de oxidare reflecta inclinatia unei anumite
molecule de a dona usor electroni si, prin urmare se poate considera ca prezinta 0 puternica
activitate antioxidanta. Pentru majoritatea antioxidantilor fenolici, reactia implica transformarea
unei grupari fenolice intr-o chinond, printr-un proces de oxidare care in general are loc pe
intervalul de potential +300 mV si +700 mV. Figurile 4. A si B prezinta voltamogramele obtinute
pentru antioxidantii control, acidul ascorbic si siringic, care se oxideaza intr-o singura etapa
formand chinonele corespunzatoare, la potentiale pozitive relativ scazute inh mediu acid. Valoarea
potentialului este influentatd de numarul de grupari hidroxil prezente in structura acestora [6].

Figura 4.C prezinta voltamograma capsaicinei pentru doud cicluri repetitive. Initial,
capsaicina sufera o oxidare ireversibila la 0,45 V, cedand doi electroni, cu formarea de
orto-benzochinond si metanol ca produs secundar. Benzochinona formata este redusa in timpul
scandrii catodice la orto-hidroxifenol (catecol) rezultand picul de reducere la 0,2 V [7]. In timpul
celui de-al doilea ciclu, are loc re-oxidarea catecolului la orto-benzochinona, generand un al doilea

pic anodic la 0,26 V, concomitent cu scaderea celui de la 0,45 V.
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Figura 4. Voltamogramele ciclice a 0,5 mM (A) acid ascorbic, (B) acid siringic, (C) capsaicina si (D)

piperinain HCIO, 0,1 M, si reactiile de oxidare care au loc.

Electrooxidarea piperinei implica un proces de transfer electronic in trei etape. In primul
transfer (0,65 V) are loc formarea diolului piperin, urmat de o oxidare ulterioara la un compus
dionic (0,95 V). In continuare, oxidarea compusului dionic rezultat conduce la ruperea legiturii
dintre doi atomi de carbon cu formarea a doi acizi carboxilici (1,14 V) [157]. La baleierea
potentialului in directia opusa, are loc o reactie de reducere, urmatd de dimerizarea si pasivarea
suprafetei electrodului, dupa cum este sugerat de scdderea puternica a picurilor la baleieri repetate
(ciclu doi - linie punctata) (figura 4.D).

Potentialul relativ scazut la care apare picul de oxidare al acidului ascorbic demonstreaza
ca dintre cei sase compusi studiati acesta se oxideaza cel mai usor. La polul opus se afla tirozina
avand cea mai mare valoare a potentialului de oxidare, si cel mai mic numar de grupari —OH. Cu

toate acestea, numarul de grupari —OH fenolice prezente n structura unei molecule nu este



intotdeauna singurul factor care determind activitatea sa antioxidantd. Pozitiile gruparilor —OH
fenolice, prezenta altor grupari functionale, cum ar fi legéturile duble si conjugarea lor, joacad de
asemenea, un rol important in activitatea antioxidanta.

Activitatea antioxidanta a piperinei si capsaicinei a fost evaluata in vitro prin intermediul a
patru teste ce se utilizeaza pe scard largd in evaluarea activitdtii antioxidante a compusilor
bioactivi, si anume: testele de neutralizare a radicalilor DPPHe, TEMPO, testul de captare a
radicalilor hidroxil si reducerea ionului Fe®*. Acizii ascorbic, siringic, protocatecuic impreuna cu

tirozina au fost utilizati pentru comparatie ca antioxidanti control.

Neutralizarea radicalului 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPHe)

Activitatea redox remanenta a radicalului DPPHe¢ in urma interactiunii cu un antioxidant
[8] este determinata electrochimic dupa incubarea acestora timp de 45 de minute.

Figura 5.A prezinta raspunsul voltametric initial al radicalului DPPHe (linia neagrd) si al
piperinei (linia albastrd) comparativ cu raspunsul obtinut pentru solutia de amestec DPPHe +
piperina in 0,1 M HCIO4 dupa incubare (linia rosie). Scaderea picurilor in cazul amestecului indica

un consum partial al speciei radicalice DPPHe in reactia cu piperina.
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Figura 5. (A) Voltametria ciclicd a 0.5 mM DPPH* (negru), 0.5 mM piperind (albastru) si a amestecului:
0.5 mM DPPH* + 0.5 mM piperind (rosu). (B) Voltametria ciclicd a 0.5 mM DPPH* (negru) §i a
amestecului: 0,5 mM DPPH* + 0,25 mM piperina (albastru), 0,5 mM DPPH* + 0,5 mM piperina (rosu) §i
0,5 mM DPPH+ + [ mM piperina (verde).

Aceasta concluzie a fost sustinuta si de rezultatele obtinute in urma incubarii DPPHe-ului
cu diferite concentratii de piperina (figura 5.B) unde se observa cum picul de oxidare specific

DPPHe scade proportional cu concentratia de piperina.



Metoda DPPH a fost utilizata si pentru a evalua activitatea antioxidanta a capsaicinei.
Figura 6.A prezinta picurile bine definite ale DPPH- (linia neagra) si ale capsaicinei (linia albastra)
comparativ cu raspunsul obtinut pentru amestecul acestora in urma incubarii timp de 45 de minute
(linia rosie). Din voltamograma amestecului se poate observa cum picurile de oxidare specifice
capsaicinei sunt puternic diminuate in urma incubarii cu DPPHe, precum si o disparitic completa a
picurilor carcateristice radicalului DPPHe, demonstrand activitatea capsaicinei de a neutraliza
radicalul DPPHe.
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Figura 6. (A) Voltametria ciclica a 0,5 mM DPPH* (negru), 0,5 mM capsaicind (albastru) si a amestecului:
0,5 mM DPPH«* + 0,5 mM capsaicina (rosu. (B) Voltametria ciclica a 0,5 mM DPPH* (negru) si a
amestecului: 0,5 mM DPPHe* + 0,25 mM capsaicind (albastru); 0,5 mM DPPHe + 0,5 mM capsaicind
(rosu) si 0,5 mM DPPH* + 1 mM capsaicind (verde).

La fel ca si In cazul piperinei, s-a studiat variatia picului specific DPPHe pentru mai multe
concentratii de capsaicini. In imaginea inserati in figura 6.B se observi cum oxidarea DPPH-ului
are loc la valori de potential mai mici, iar Tndltimea picului este influentatd de concentratia de
capsaicina.

Pentru a confirma efectul antioxidantilor studiati (piperina $i capsaicina) asupra
DPPHe-ului, acelasi test a fost realizat in conditii similare utilizand antioxidantii control (acidul
ascorbic, acidul protocatecuic — figura 7.A si B) si s-a constatat ca in toate cazurile picul de
oxidare al DPPHe scade sau chiar dispare in urma incubarii cu antioxidantul, iar activitatea
compusilor fenolici de a neutraliza radicalul DPPHe depinde in mare masura de structura si natura

acestora.



0.13x10° 0.13x10°

0.10x10° 0.10x10°%
0.08x10° 0.08x10°
0.05x10° 0.05x10°
< 003x10° < 003x10°
- S
0 - 0
-0.03x10° 2.03x10°
-0,05x10° Ande®
3
-0.08x10° 2.08x10°
A0y o 5 025 050 035 ib0 125 -Momggn '”“5 e I ih
EIV -

Figura 7. Voltametria ciclica a 0,5 mM DPPH* (negru), 0,5 mM antioxidant (albastru) si a
amestecului 0,5 MM DPPH- + 0,5 mM antioxidant (rosu; figura (A) pentru acidul ascorbic si (B) pentru
acidul protocatecuic,in 0,1 M HCIO,.

In cadrul acestui experiment, am demonstrat ca si moleculele care nu contin grupari
hidroxil (piperina) poseda capacitatea de a neutraliza radicali liberi, in functie de structura lor §i

de aranjamentul legaturilor duble [9].

Neutralizarea radicalului 2,2,6,6-tetrametilpiperidinil-1-oxi (TEMPO)
Capacitatea piperinei si a antioxidantilor control de a neutraliza radicalul TEMPO a fost
studiata electrochimic in solutii apoase de 0,1 M HCIO,, utilizdnd tehnica voltametrie Tn puls

diferential (DPV).
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Figura 8. (A) DPV pentru 2 mM TEMPO dupd incubarea cu 0 mM (a), 0,25 mM (b), 0,5 mM (c) si
1 mM piperina (d); (B) DPV pentru 2 mM TEMPO dupa incubarea cu 0 mM (a), 0.25 mM (b), 0.5 mM (c) si
1 mM acid ascorbic (d).



Figura 8.A prezinta curbele DPV obtinute pentru radicalul TEMPO in forma sa initiala
(linia a) s1 dupa incubarea timp de 45 de minute cu diferite concentratii de piperina (liniile b, ¢ si
d). Intensitatea picului anodic specific radicalului TEMPO scade odata cu cresterea concentratiei
de piperina, demonstrand capacitatea acesteia de a neutraliza radicalul TEMPO [10-12].

Un efect similar a fost obtinut si pentru antioxidantii control in urma incubdrii cu TEMPO.
Figura 8.B prezinta comparativ cazul acidului ascorbic: cu cat concentratia de acid ascorbic este
mai mare, cu atat scade intensitatea picului anodic pentru TEMPO.

Masuratorile realizate folosind radicalul TEMPO au aratat ca piperina prezintd
proprietati antioxidante similare cu cele ale antioxidantilor control studiati. Rezultatele obtinute

sunt in concordanta cu cele furnizate de testele cu radicalul DPPHe.

Reducerea electrochimici a ionului feric (Fe*")

Pe baza comportamentului electrochimic al compusilor studiati, in aceasta teza se propune
monitorizarea interactiunii dintre ionul Fe** si un antioxidant utilizind voltametria ciclica, in
scopul de a urmari modificarile picurilor redox specifice tranzitiei Fe**/Fe? [13].

Figura 9.A prezintd voltamogramele individuale ale fiecarui reactant: KzFe(CN)g - linia
neagra si piperina - linia albastra, comparativ cu raspunsul obtinut pentru amestecul acestora - linia
rosie. Din voltamograma amestecului, se poate observa o diminuare a picurilor redox
caracteristice procesului Fe**/Fe?* in urma interactiunii cu piperina, sugerand ci o parte din ionul
Fe® a fost deja redus de piperind. De asemenea, si o deplasare a picurilor caracteristice piperinei

. e A - . . A A +
indicand ca procesul de oxidare al acesteia este ingreunat n prezenta Fe¥".
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Figura 9.(A) Voltametria ciclica a 0,5 mM K3Fe(CN)g (negru), 0,5 mM piperind (albastru) si a amestecului
de 0,5 mM K3Fe(CN)g + 0,5 mM piperind (rosu) ;.(B) Voltametria ciclica a 0.5 mM KsFe(CN)g (negru), 0.5

MM tirozind (albastru) si amestec 0.5 mM KzFe(CN)g + 0.5 mM tirozina (rosu);.



Acelasi comportament asupra transferului Fe**/Fe** a fost observat si pentru antioxidantii
control testati. Cazul tirozinei este prezentat pentru comparatie (figura 9.B). Efectul tirozinei este
similar cu cel al piperinei, demonstrand capacitatea acesteia de a reduce ionul Fe**, respectiv

activitatea antioxidanta.

Reducerea electrochimici a peroxidului de hidrogen

Oxidarea anodica a peroxidului de hidrogen este utilizata pe scard largd pentru studierea
reactivitatii moleculelor, evaluarea capacitatii antioxidante a diferitilor compusi, investigarea
efectelor oxidative asupra biomoleculelor, etc. [14-16]. Figura 10.A prezinta curbele CV obtinute
pentru o concentratie initiala a radicalul OHe (linia a) si dupad adaugarea a diferite concentratii de
piperina (liniile b, ¢, d si €). Adaugarea antioxidantului face ca picul anodic specific H,0, sa scada,
sugerand scaderea concentratiei acestuia datorita interactiei cu antioxidantul. Picul de oxidare
specific H,0; scade proportional cu concentratia de antioxidant.

Figura 10.B prezinta curbele pentru radicalul OHe¢ in urma adaugarii a diferite concentratii
de capsaicind, iar rezultatele obtinute indica acelasi efect de consum al H,O; de cétre capsaicina.
Acelasi efect a fost observat si pentru acidul siringic folosit ca si control (figura 10.C),

demonstrand capacitatea antioxidanta a compusilor studiati.
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Figura 10. Voltametria ciclica pentru 5 mM H,0,; (a) si a diferite concentratii de (A) piperind, (B)
capsaicina si (C) acid siringic: 0.125 mM (b), 0.25 mM (c), 0.375 mM (d) si 0.75 mM (e), in 0.1 M KCI .



111.3. Electrodepunerea comparativa a nanoparticulelor de aur pe materiale

bidimensionale. Aplicatii pentru detectia nitritului.

Acest capitol prezintd o analizd comparativa a nanoparticulelor de Au electrodepuse pe
diferite materiale 2D folosite ca substraturi (Gr si M0S,) sau codepuse cu materialul 2D metalic
MoS,. Activitatea electrocatalitica a particulelor de aur obtinute in aceste configuratii a fost
evaluata fata de oxidarea nitritului (NO ) in vederea obtinerii unui senzor electrochimic cat mai

sensibil pentru deteminarea acestui analit.

Electrodepunerea AuNPs pe diferite materiale 2D

Electrodepunerea AuNPs pe cele doua tipuri de materiale 2D s-a realizat prin Voltametrie
Ciclica (figura 11). Aceasta presupune formarea de nuclei prin reducerea directa a cationilor
metalici la suprafata electrodului dintr-o solutie de electrolit prin aplicarea unui potential
corespunzator si cresterea particulelor pe suprafata nucleilor formati, controland timpul si
potentialul aplicat. In figura 11 (si evidentiat in figura inseratd) se observd picurile catodice
caracteristice procesului de reducere al ionilor de aur (Au**) la aur metalic (Au®) conform reactiei
R1 [17, 18]. Aceste picuri catodice apar in intervalul de potential 0,39 V - 0,47 V, in functie de

natura materialului folosit ca substrat pe electrod.

AuCly(aq) + 3¢ > Au(s) + 4CI (R1)
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Figura 11. Voltametria ciclica pentru HAUCl, 10 mM pe diferite substraturi: SPE nemodificat (linia
galbena), Gr/SPE (linia neagra), MoS,/SPE (linia albastra), codepunere HAuCl, 10 mM +MoS, 2 mg/mL

(linia rogie).



In conditiile codepunerii AuNPs cu MoS,, prezenta lamelelor MoS; in solutia de depunere
oferd o suprafatd de contact mai mare cu ionii Au**, facilitand procesul de nucleatie. [19, 20]
Electrozii modificati rezultati din cele trei configuratii au fost denotati: AUNPS/Gr/SPE,
AUNPs/Mo0S,/SPE si M0S,-AuNPs/SPE.

Caracterizarea morfologica a electrozilor modificati
Figura 12 prezintda comparativ imaginea SEM a electrodului de aur nemodificat SPE
(figura 12.A) si imaginea electrodului cu AuNPs electrodepuse direct pe acesta (figura 12.B),

folosit ca si control.
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Figura 12. Imaginile SEM pentru electrodul A) SPE si B) AUNPS/SPE.

Figurile 13.A, B si C evidentiaza prezenta structurilor stratificate lamelare de MoS; si,
respectiv, grafen cu dimensiuni variate, de la zeci de nanometri la cativa micrometri, care sunt
stivuite impreuna crescand porozitatea suprafetelor. Aceste structuri stratificate, ofera o suprafata

mai mare cu mai multe situri favorabile pentru nucleatie si crestere a nanoparticulelor de aur.

e if‘ F ] 2 % P "a,; . D é)\
* Figura 13. Imaginile SEM pentru electrodul A) AUNPS/GI/SPE, B) AUNPS/M0S,/SPE gi C)
M0S,-AUNPS/SPE.



Analiza SEM evidentiaza eficienta procesului de electrodepunere si preferinta AuNPs

pentru anumite situri de atasare.

Caracterizarea electrochimica a AUNPS electrodepuse pe diferite substraturi

Activitatea electrochimicd a AUNPs electrodepuse in cele trei configuratii denotate:
AUNPs/Gr/SPE, AuNPs/MoS,/SPE si M0S,-AuNPs/SPE, a fost evaluata utilizand voltametria
ciclica in electrolit H,SO4 0,1 M si comparata cu activitatea AuNPs electrodepuse direct pe
electrodul nemodificat de aur (SPE), utilizat ca si control (figura 14). Voltamogramele prezinta
picurile anodice specifice procesului de oxidare al aurului electrodepus conform reactiilor (R 2) si
(R 3) [21-23]:

Au-(H,0)ys —> Au-OH+H' +¢ (R2)
Au-OH — Au=O+H +¢ (R3)
AuNPs/SPE
1.80E-03 — AuNPs/Gr/SPE

—— AuNPs/MoS:/SPE

PO MoS:-AuNPs/SPE
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Figura 14. Raspunsul voltametric pentru AUNPS/SPE (linia galbénd), AUNPs/Gr/SPE (linia
neagra), AUNPS/IM0S,/SPE (linia albastra) si M0S,-AUNPS/SPE (linia rosie) in 0.1 M H,SO,.

Se poate observa ca diferentele de inaltime ale picurilor anodice indica un transfer
electronic accentuat in cazul nanoparticulelor de aur co-depuse cu MoS; fata de nanoparticulele de
aur electrodepuse pe Gr sau MoS,, fenomen datorat existentei unui numar mai mare de particule de

aur codepuse cu MoS; pe suprafata electrodului, fapt confirmat si de imaginile SEM.

Oxidarea nitritului la electrozii rezultati in urma electrodepunerii AuNPs pe diferite
substraturi

Activitatea electrocatalitica a electrozilor modificati chimic si denotati: AuNPs/Gr/SPE,
AUNPs/Mo0S,/SPE si MoS,-AuNPs/SPE a fost studiata fatd de oxidarea nitritului prin tehnici de



voltametrie ciclicd. Figura 15 prezintd voltamogramele obtinute pentru solutia de NaNO; 0,2 mM
n H,SO,4 0,1 M, utilizand cele trei configuratii de electrozi modificati, si comparate cu raspunsul
la nitrit pe electrodul cu particule de aur fara material 2D (AuNPs/SPE) utilizat ca si control.
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Figura 15. Raspunsul voltametric pentru NaNO; 0.2 mM la electrozii modificati chimic: AUNPS/SPE (linia
galbend), AUNPS/Gr/SPE (linia neagra), AUNPSIMOS,/SPE (linia albastra) si MoS,-AuNPs/SPE (linia
rogie) in 0.1 M H,SO,.

Activitatea electrocatalitica a nanoparticulelor de aur co-depuse cu MoS; este superioara
comparativ cu cea a AuUNPs electrodepuse fie pe electrodul nemodificat, fie pe materialele 2D (Gr
si MoS;), ceea ce este in concordanta cu experimentele anterioare in care s-a evidentiat un numar
mai mare de particule de Au codepuse cu MoS;. Prin urmare doar configuratia MoS,-AuNPs/SPE
a fost folosita in continuare pentru a optimiza detectia electrocatalitica a nitritului in scopul

dezvoltarii unui senzor electrochimic.

Optimizarea detectiei nitritului - Influenta potentialului aplicat

Influenta potentialului aplicat a fost studiata pe M0S;-AuNPS/SPE in scopul imbunatatirii
performantei senzorului dezvoltat pentru determinarea cat mai sensibila a nitritului. Pentru a
investiga aceasta relatie, am efectuat un studiu in care am testat patru valori diferite ale
potentialului aplicat: 0,5; 0,6; 0,7 si 0,8 V si am masurat curentul de oxidare obtinut ca semnal al
procesului de oxidare al nitritului. Conform rezultatelor obtinute, semnalul inregistrat pentru 0,1

mM nitrit creste proportional cu cresterea valorii potentialului aplicat pana la atingerea pragului de



0,7 V, dupa care la un potential mai mare (0,8 V) semnalul Tnregistrat scade, prin urmare

potentialul de 0,7 V a fost folosit in experimentele urmatoare.

Otimizarea detectiei nitritului - Influenta concentratiei de acid

Folosind potentialul optim aplicat de 0,7 V, am investigat influenta concentratiei de H;SO4
asupra reactiei de oxidare electrochimica a nitritului (NO') pe electrodul MoS,-AuNPs/SPE.
Raspunsul amperometric obtinut pentru oxidarea a 0,1 mM nitrit a fost inregistrat utilizand
concentratii diferite ale acidului folosit ca electrolit. S-a observat ca semnalul analitic creste odata
cu concentratia electrolitului pana la 0,25 M. Prin urmare, aceasta concentratie a acidului sulfuric

s-a utilizat in experimentele urmatoare pentru determinarea electrochimica a nitritului.

Curba de Calibrare

Pentru a evalua performanta analiticd a electrozilor modificati chimic cu AuNPs si
materiale 2D pentru determinarea nitritului, s-a realizat calibrarea acestora prin amperometrie,
masurand semnalul analitic (curent) pentru aditii succesive de nitrit (NO,") Tntr-o solutie de H,SO,
0,25 M, aplicand un potential constant de 0,7 V, sub agitare continua. In figura 16.A se poate
observa curentul de oxidare a nitritului inregistrat n timp pentru electrodul MoS,-AuNPs/SPE
(curba b) si comparat cu semnalul inregistrat pentru AUNPs/SPE (curba a) utilizat drept control. Tn
ambele cazuri, pentru fiecare aditie de nitrit in celula electrochimica curentul de oxidare creste

brusc in 2-3 secunde pana atinge o valoarea stabila.
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Figura 16. (A) Raspunsul amperometric pentru aditii succesive de nitrit, potentialul aplicat 0,7 V. (B)
Curba de calibrare a raspunsului amperometric pentru electrozii: a) AuNPs/SPE si b) M0S,-AuNPS/SPE.



Tabelul 3. Parametrii analitici pentru determinarea nitritului extrasi din curbele de calibrare.

Electrodul modificat Domeniul de Sensibilitatea (nA/pM) Limita de
chimic concentratii (nM) detectie (nM)
AuNPs/SPE 20-1300 0,071 0,34
MoS,-AuNPs/SPE 0,5-600 0,131 0,16
Interferentii

Pentru a evalua selectivitatea electrodului MoS,-AuNPs/SPE fatid de nitrit, s-au testat
cateva substante care, in mod obisnuit, pot coexista cu ionul nitrit (NO") in probele reale, cum ar fi
KCI, MgCOs;, CaCl,, NaNO3, MgSOy, glucoza, si NaCl si care ar putea fi oxidati la potentialul
aplicat pentru detectia nitritului, interferand in determinarea acestuia prin metoda amperometrica.
S-a demonstrat experimental cd modificarile cauzate de addugarea acestor interferenti sunt
neglijabile, indicand o detectie extrem de selectiva a NaNO, utilizand electrozii

MoS,-AuNPs/SPE optimizati.




IV. CONZLUZII GENERALE

Rezultatele obtinute in cadrul tezei de doctorat “Senzori electrochimici cu aplicatii
biomedicale” conduc la o serie de concluzii generale, ingloband fiecare capitol din partea de

contributii personale, dupa cum urmeza:

Capitolul II1.1 Determinarea electrochimica a colesterolului

Tn cadrul acestui capitol, s-au explorat tehnicile electrochimice in combinatie cu reactia
Liebermann-Buchard ca o abordare inovatoare si simpld pentru determinarea cantitativa a
colesterolului, cu sensibilitate si selectivitate ridicatd. Metoda electrochimicd dezvoltata a
reprezentat o alternativd fiabild si robustd la metodele conventionale colorimetrice sau
cromatografice, care sunt mai costisitoare si necesita personal specializat.

Pentru optimizarea procesului de oxidare a colesterolului prin metode electrochimice, au
fost evaluate: reactiile implicate, potentialul aplicat, volumul de acid si posibilii interferenti in
conditiile amestecului Liebermann — Burchard. Metoda dezvoltata este sensibila si selectiva,
demonstrand ca alti compusi biologici nu interfera in raspunsul colesterolului si prezinta buna
reproductibilitate. Metoda optimizata a fost aplicata cu succes in determinarea continutului de
colesterol din probe reale, si validata cu rezultate obtinute printr-o metoda spectrofotometrica
certificata.

Capitolul II1.2 Analiza antioxidantilor utilizind tehnici electrochimice

Un alt aspect al acestei teze a fost explorarea aplicabilitatii tehnicilor electrochimice pentru
evaluarea proprietatilor antioxidante ale piperinei si capsaicinei. Studiul a aratat cd metodele
electrochimice, in combinatie cu teste de neutralizare a radicalilor liberi, pot fi utilizate pentru a
evalua comportamentul redox si posibilele proprietati antioxidante ale acestor compusi.
Comparand comportamentul redox al piperinei si capsaicinei cu cel al unor antioxidanti control
cunoscuti, rezultatele obtinute atesta faptul cd atat piperina cat si capsaicina pot functiona ca
antioxidanti.

Experimentele realizate in vederea investigarii posibilelor proprietdti antioxidante ale
compusilor studiati, au condus la o serie de concluzii care evidentiaza cativa factori determinanti

pentru activitatea antioxidanta: (i) configuratia si numarul total de grupari hidroxil; (i1) potentialul



redox si capacitatea de a transfera electroni; (ii1) prezenta sau absenta unei legaturi nesaturate.
Rezultatele obtinute au dezvaluit, de asemenea, cd numarul de grupari fenolice -OH prezente Tn
structura moleculei nu este singurul factor care influenteaza activitatea antioxidanta. Piperina desi
nu are grupari -OH 1n structura sa, prezinta o activitate similard cu antioxidantii deja cunoscuti si
utilizati ca referinte in acest studiu. Pozitia gruparilor fenolice -OH si prezenta altor grupari
functionale, precum legaturile duble si conjugdrile, joacd, de asemenea, un rol semnificativ in
determinarea activitatii antioxidante.

Capitolul I11.3 Electrodepunerea comparativa a nanoparticulelor de aur pe materiale
bidimensionale. Aplicatii pentru detectia nitritului.

In cadrul acestui capitol s-a realizat o analizd comparativd a nanoparticulelor de aur
electrodepuse pe diverse materiale 2D (Grafen si MoS;) utilizand doua protocoale de lucru, si
anume: electrodepunerea AuNPs pe Gr si MoS; si co-depunerea AUNPs cu materialul 2D metalic
MoS;, obtindndu-se trei configuratii de electrod denotate: AUNPsS/Gr/SPE, AuNPs/MoS,/SPE si
MoS,-AuNPs/SPE.

Electrodepunerea nanoparticulelor de aur in cele 3 configuratii a fost realizatda cu succes
utilizand Voltametria Ciclica. Voltamogramele rezultate prezinta picurile de reducere caracteristice
procesului de nucleatie = transformarea ionilor de aur (Au®") in aur metalic (Au®), iar diferentele
de potential ale acestor picuri au evidentiat influenta data de natura materialului depus ca substrat
pe electrod.

Analiza morfologica si electrochimica a demonstrat eficienta procesului de
electrodepunere si preferinta AuNPs pentru anumite situri de atasare in functie de natura
materialului folosit ca substrat si metoda de depunere utilizata.

Electrozii modificati chimic rezultati au fost testati pentru oxidarea nitritului. Picul de
oxidare al nitritului apare la un potential mic, aproximativ 0,5 V. Activitatea electrocatalitica a
nanoparticulelor de aur co-depuse cu MoS; este superioara comparativ cu cea a nanoparticulelor
de aur depuse fie pe electrodul gol, fie pe materialele 2D (Gr si MoS;). Ca rezultat, doar aceasta
configuratie (MoS,-AuNPs/SPE) a fost optimizata in ceea ce priveste dezvoltarea unui senzor
electrochimic sensibil si selectiv pentru determinarea nitritului.

Senzorul electrochimic dezvoltat este suficient de sensibil pentru a determina concentratii
mici de nitrit §i suficient de selectiv, demonstrand ca alti compusi biologici nu interfera in

raspunsul nitritului.
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