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INTRODUCERE

Indispensabile vietii, proteinele sunt compusi organici macromoleculari care participa la
toate functiile celulei vii. Din structura proteinelor fac parte aminoacizii, micromolecule cu multiple
functii, ce au n structura lor una sau mai multe grupe functionale carboxil si una sau mai multe
grupe functionale amino legate de atomi de carbon, dar si un radical atasat structurii de baza.

Raportarile in literatura stiintifica cu privire la investigatiile aminoacizilor au fost numeroase
n ultimii ani, acest aspect datorandu-se interesului pe care l-a acordat industria farmaceutica
acestor compusi, dar mai ales recomandarilor crescute din sfera medicala. Astfel ca, pe piata
farmaceutica, sunt prezente variate medicamente si suplimente, sub forme farmaceutice diferite, cu
diverse concentratii, provenind de la producatori diferiti. Din aceste considerente se apreciaza a fi
necesare o serie de dispozitive pentru monitorizarea calitatii acestor produse, prezentand in
aceasta lucrare studii in legatura cu trei aminoacizi, respectiv: fenilalanina, tirozina si triptofanul;
selectati in functie de actiunea lor asupra sistemului nervos central.

Fenilalanina sau acidul (S)-2-amino-3-fenilpropanoic, aminoacid esential si precursor al
tirozinei, este asimilatd de catre organismul uman prin intermediul consumarii unor alimente
precum: oua, carne, peste, lapte sau prin adiministrarea unor suplimente medicamentoase, in
scopul prevenirii bolii Parkinson, depresiei, bolii de piele vitiligo, tulburarii deficit de atentie-
hiperactivitate. O atentie deosebita trebuie acordatd in cazul persoanelor ce sufera de
fenilcetonurie, care este o tulburare mostenita datorita acumularii in exces a fenilalaninei de catre
organism. Din acest motiv aceste persoane trebuie sa evite consumul de alimente sau suplimente
ce contin aminoacidul fenilalanin&, in caz contrar pot risca sa dezvolte si alte tulburari sau boli,
precum: retard mental, hipertensiune arteriald sau accident vascular cerebral. In prezent exista un
test pentru detectia fenilalaninei, chiar inca de la nastere, efectuat din serul sangvin: Testul Guthrie
— un test de depistare neonatala a fenilcetonuriei, creat in anul 1963 de catre Robert Guthrie. L-
fenilalanina, D-fenilalanina, DL-fenilalanina sunt cele trei forme ale acestui aminoacid, respectiv
forma naturala, sintetica si cea gasita in produse farmaceutice.

Tirozina sau acidul L-2-Amino-3-(4-hidroxifenil)propanoic, un aminoacid neesential, care
comparativ cu fenilalanina si triptofanul, se produce in mod natural Tn organism, chiar din
fenilalanind, si care prin hidroxilare devine precursor a doi neurotransmitatori importanti ai
sistemului nervos central: adrenalina si noradrenalina. Asemeni celorlalti aminoacizi, lipsa de
tirozina din organism se poate compensa cu ingerarea unor alimente (nuci, ovaz, fasole, carne,
peste, grau) sau produse farmaceutice, suplimente ce au rolul de a trata fenilcetonuria si tulburari
de natura neurologica: depresia, deficitul de atentie, boala Alzheimer, retard mental.

Triptofanul sau acidul 2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propionic, este tot un aminoacid esential, pe
care organismul uman 1l foloseste pentru sinteza proteinelor, aportul acestuia facandu-se tot din
surse externe, precum alimente sau produse farmaceutice. Acesta indeplineste doua functii
importante in organism: pe de o parte contribuie la biosinteza serotoninei, pe de altd parte este
implicat in biosinteza melatoninei. Valorile concentratiei sanguine a triptofanului in organism sunt
situate Tn urmatoarele limite normale: intre 10 si 40 milimoli/L, adica intre 2,05 si 5,15 mg/L. n
cazul unor valori sub limita normala a triptofanului se declanseaza forme de depresie, insomnii, iar
in cazul valorilor peste limita normala apar afectiuni la nivelul sistemului nervos central: psihoza
maniacodepresiva cu delir, schizofrenie.



Ancuta DINU (IACOB) INTRODUCERE
Aplicatii ale electrozilor modificati chimic si biochimic
in analiza aminoacizilor din produse farmaceutice

Studiile privind cei trei aminoacizi aduc originalitate acestei teze, fiind incluse atat in partea
teoretica unde s-au elaborat documentari de amploare in literatura de specialitate, cat mai ales in
partea de contributii personale. Astfel, au fost dezvoltate o serie de dispozitive versatile cu rol de
analiza calitativa si cantitativéa a aminoacizilor din diverse produse farmaceutice, utilizand materiale
de generatie noud, cu proprietati excelente, asa cum s-au dovedit a fi: polimerii, polimerii imprimati
molecular, mediatorii electroactivi, enzimele, electrozi de carbon serigrafiati. Aceste dispozitive
versatile se regasesc in lucrare sub numele de senzori si biosenzori, fiind precizate toate etapele
de preparare, modificare, analiza si validare ale acestora.

Diversitatea metodelor aplicate pentru studiul dispozitivelor dezvoltate au adus un aport
semnificativ in aceasta cercetare, intrucat rezultatele obtinute au depasit performantele altor
senzori Si biosenzori mentionati in articolele publicate pana in prezent. Aceste metode au fost
cronoamperometria, voltametria ciclica, microscopia cu scanare electronica, spectroscopia cu
transformata in infrarosu, cromatografia si metoda adaosului standard.

Probele reale pe care s-au efectuat testarile senzorilor si biosenzorilor au fost constituite din
produse farmaceutice care au avut in compozitie drept substante active aminoacizii mentionati.
Perspectivele viitoare de cercetare prevad continuarea studiilor cu aceste instrumente realizate si
pe alte probe, precum: fluide biologice, probe alimentare; reusind astfel sa contribuim la sanatatea
omenirii.

Prin urmare, aceasta teza de cercetare intitulatda APLICATII ALE ELECTROZILOR
MODIFICATI CHIMIC SI BIOCHIMIC [N ANALIZA AMINOACIZILOR DIN PRODUSE
FARMACEUTICE fTsi atinge obiectivele, dar mai ales scopul de a realiza dispozitive precise,
sensibile, selective, cu cost redus, pentru detectia si prevenirea unor boli prin masurarea si
verificarea concentratiei de aminoacizi din medicamente si suplimente alimentare.

Cuvinte cheie: fenilalanina, tirozina, triptofan, aminoacid, senzor, biosenzor, voltametrie
ciclica, lacaza, polipirol, polimer conductor, polimer imprimat molecular
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electrochimica

ETM - mediatori cu rol de transfer de electroni
FeCN sau K4 Fe(CN)s] - hexacianoferat de
potasiu

GA - glutaraldehida

GC-MS - cromatografie de  gaze-
spectrometrie de masa

GIn - glutamina

Glu - acidul glutamic

Gly - glicina

His - histidina

IR - infrarosu

KBr - bromura de potasiu

KCI - clorura de potasiu

L- levo

LAAO - L - aminoacid oxidaza

Lacc - lacaza

LC-MS - cromatografia lichida - spectrometria
de masa

Leu - leucina

LOD - limita de detectie

L-Phe - levo - fenilalanina

LOQ - limita de cuantificare

LSV - voltametria cu scanare liniara

M - masa moleculara

MB - Albastrul lui Meldola

Met - metionina

MIPs - polimeri imprimati molecular
MWCNTSs - nanotuburi multistrat de carbon
NADH - nicotinamida - adenin dinucleotida
NP - nitropusiat de sodiu dihidrat

OMS - Organizatia Mondiala a Sanatatii
OTC -- over the counter - medicamente
eliberate fara prescriptie medicala

PAH - fenilalanina hidroxilaza

PANI - polianilina

PB - Albastru de Prusia

PEA - feniletilamina

PEDOT - poli(3,4-etilendioxitiofen)

Phe - Fenilalanina

PKU - fenilcetonurie

PMS - sindrom premenstrual

POC - point of care

PPy - polipirol
Pro - prolina
Pt - platina

PTh - politiofen
RMN - rezonanta magnetica nucleara
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LISTA DE ABREVIERI

rGO - oxid de grafen redus

RSD - deviatie standard relativa

SARS - CoV - 2 - coronavirus sever acut
SDS - dodecil sulfat de sodiu

Ser - serina

SEM - microscopia cu scanare electronica
SNC - sistem nervos central

SPCEs - electrozi serigrafiati de carbon
SWV - voltametria de unda patrata

TEM - microscopia electronica de transfer
TGA - analiza termogravimetrica

Thr - treonina

TRP - triptofan

Tyr - tirozina

UV - ultraviolet

VY2 - r&d&cina péatrata a vitezei de scanare
Val - valina

VIS - vizibil
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PARTEA TEORETICA. Principalele studii in domeniul temei de doctorat.

CAPITOLUL I. AMINOACIZII
I.1. Notiuni definitorii

Prevenirea unor boli metabolice ereditare, precum: fenilcetonuria (PKU), alkaptonuria, boala
Parkinson, orientarea catre o alimentatie “bio” si catre un stil de viata sanatos, inlaturand factorii ce
conduc la numeroase tulburari si afectiuni depresive, reprezinta temeiul pentru care a fost realizat
prezentul studiu. Aminoacizii (AAs) responsabili de echilibrul sistemului nervos, de reglarea
aproape a tuturor proceselor metabolice din organism, au fost analizati in aceasta teza de
cercetare, astfel incat carenta sau excesul lor sa poata fi depistate si tratate corespunzator si cat
mai timpuriu.

AAs detin diverse functii in organism, in special utili pentru sinteza proteinelor, iar lipsa
acestora din dieta zilnica poate avea drept consecinta scaderea formarii proteinelor, deci aparitia
unor afectiuni nedorite. AAs sunt parte a proteinelor corpului uman, asadar sunt considerati
elementele constitutive de baza ale organismului ce se regasesc in organe, tesuturi, piele, muschi,
par. In literatura de specialitate se gasesc numeroase lucrari stiintifice in care au fost studiate
diverse aspecte privind AAs.

[.2. Clasificarea aminoacizilor

AAs sunt implicati in sinteza proteinelor, insa nu toti, doar 20 apar in codul genetic din cei
peste 500 de AAs identificati. Acesti 20 de AAs nu au aparut in acelasi timp, unii dintre ei fiind
incorporati in codul genetic ulterior.

S-au identificat urmatoarele criterii de clasificare a AAs: dupa structura, dupa pozitia gruparii
amino (-NH.), dupa necesarul nutritional si dupa polaritate [6].

Astfel, dupa structura, AAs sunt molecule organice care contin o grupare bazica amino (-
NH;), o grupare acida carboxil (-COOH) si o grupare organica unica pentru fiecare AA (R).

1.3. Proprietatile fizico-chimice ale aminoacizilor

Multitudinea de functii biologice si chimice pe care le indeplinesc AAs pentru organismul
uman se datoreaza proprietatilor fizico-chimie ale acestora. Din punct de vedere fizic, proprietatile
remarcabile sunt legate de aspect, solubilitate, punctul de topire, gust. Astfel, AAs se prezinta in
stare solida sub forma de cristale incolore [11]. Majoritatea AAs sunt solubili in apa si etanol, dar
insolubili Tn solventi organici (benzen, eter). Aceasta proprietate depinde in mare masura de
temperatura, de natura solventului si de punctul izoelectric. Punctul lor de topire este ridicat,
respectiv intre 200-300°C. Majoritatea AAs nu au gust, insa unii sunt dulci (asa cum este Gly), iar
altii amari (de exemplu Arg) [12].

Din punct de vedere chimic, AAs participa la reactii de decarboxilare, de esterificare, de
acilare, cu formare de saruri, ce se datoreaza existentei gruparilor amino si carboxil. De asemenea,
o serie de reactii specifice, precum reactia cu ninhidring, cu reactivul Sanger’s, reactivul Edmann’s,
pot identifica rapid AAs [13].
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l.4. Importanta si utilizarile aminoacizilor

Indiferent de tipul de AA, organismul uman are nevoie de proteine complexe Tn scopul unei
functionari corecte Tn orice moment. Rolurile importante pe care AAs le indeplinesc sunt
urmatoarele:

- reglarea expresiei genelor printr-un transfer de informatii codificate, participand la
procesele biochimice de transcriptie, traducere, modificari post-translationale [22];

- sintetizeaza si secreta hormoni (de exemplu: Tyr este precursor pentru sinteza epinefrinei,
norepinefrinei, dopaminei si hormonilor tiroidieni) [23];

- participa la metabolismul specific nutrientilor si la stresul oxidativ (asa cum Arg este
activatorul N-acetilglutamat sintetazei) [24];

- rol n turnover-ul proteic celular (sintetizeaza si degradeaza printr-un proces continuu
proteinele - Leu este un inhibitor al proteinelor in muschiul scheletic si ficat)[25];

- functie imunitara. Studii intense s-au efectuat asupra AAs TRP si Pro pentru functiile
imune [26];

- rol in reproducere si lactatie (de exemplu fertilitatea masculing, ovulatia; crestere si
dezvoltare fetala si lactogeneza) [9];

- obezitate, diabet si sindrom metabolic (Articole recente au aratat ca suplimentarea
alimentara cu Arg a redus nivelurile plasmatice de glucoza, homocisteina si factori de risc asimetrici
ai dimetilargininei pentru sindromul metabolic) [25]

- functie endoteliald, circulatia sdngelui si functionarea normala a limfei [27];

- echilibru acido-bazic [28];

- regenerarea si remodelarea tesuturilor si altele [26].

Analizdnd toate aceste functii, concluziondm ca AAs prezinta o reglare metabolica
remarcabild, cu rol primordial in dezvoltarea, cresterea, reproducerea si homeostazia organismelor;
de asemenea, servind ca precursori principali pentru sinteza unor molecule de o importanta
enorma.

I.5. Produse farmaceutice pe baza de aminoacizi. Mod de administrare, efecte adverse si
contraindicatii.

AAs si-au castigat astfel titlul de cei mai importanti nutrienti ai organismului, acestia
reprezentédnd ,elementele care ne formeaza viatd” si care oferad corpului, alaturi de vitamine si
minerale, materialul de care are nevoie pentru a repara muschi, organe sau alte tesuturi ale
acestuia [29].

Pe piata farmaceutica ruleaza o serie de OTC-uri (over the counter) ce contin cantitati
semnificative de AAs, fiecare astfel de supliment fiind insotit de un prospect cu mentiuni esentiale
privind indicatiile substantelor active, modul de administrare, efectele adverse si contraindicatiile pe
care acestea le pot produce la nivelul organismului [30]. 0 analiza completa a AAs, atat calitativa
cat si cantitativa, ar putea fi efectuatd prin teste de identificare si de cuantificare din produse
farmaceutice cu dispozitive ce pot fi dezvoltate in laborator.
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CAPITOLUL Il. METODE ELECTROCHIMICE APLICATE PENTRU DETERMINAREA
AMINOACIZILOR

[1.1. Generalitati

De-a lungul timpului, multi cercetatori au dezvoltat numeroase metode prin care AAs sa
poata fi detectati rapid si precis, atat din produse biologice, cat si din produse farmaceutice ori
produse alimentare. in aceasta parte a tezei sunt centralizate metodele raportate in literatura de
specialitate prin care s-au detectat AAs. Dintre aceste metode se pot mentiona metodele chimice,
dar si metodele instrumentale, dintre care s-au detaliat metodele electrochimice pe baza de senzori
si biosenzori.

Pentru detectia AAs s-au publicat numeroase articole stiintifice, review-uri, capitole de carti
si carti pana Tn prezent. Lucrarile stiintifice descriu diverse metode de detectie a AAs, metode care
au o serie de avantaje si dezavantaje. In realizarea tabelului I1.1 s-au avut in vedere cateva criterii
de performanta a acestor metode: precizie, selectivitate, acuratete, sensibilitate, limita de detectie,
cost si durata.

Tabel 11.1. Avantajele si dezavantajele metodelor utilizate pentru determinarea AAs

Precizie Selectivitate Acuratete Limita de Cost si
detectie durata
Ridicat Metode electrochimice bazate pe realizare de senzoril si biosenzori [32—35]
Mediu Metode instrumentale (electrice [36], optice [37], termice [38], magnetice si
radiochimice [39])
Scazut Metode chimice (volumetrie, gravimetrie, de precipitare) [40]

I.2. Metode analitice pentru detectia aminoacizilor

Putine la numar, intrucat sunt costisitoare si necesita abilitati analitice specifice, dar
constituind baza cercetarilor urmatoare, metodele chimice aplicate pentru determinarea AAs fac
referire la metode gravimetrice (agenti de precipitare anorganici, organici, electrodepunere) si
metode volumetrice (titrari acid-baza, de precipitare, de complexonometrie, de oxido-reducere)
[41].

I1.3. Metode instrumentale
Metodele instrumentale, pana in prezent, conform cercetarilor efectuate, sunt cele mai
numeroase. in determinarea AAs, s-au folosit:

o Colorimetria [43—-45], spectrofotometria Tn ultraviolet (UV) si infrarosu (IR) [46],
dicroismul circular (CD) [68], fluorescenta [47-51, 71], chemiluminiscenta [52,53];

o cromatografia de gaze [54], electroforeza capilara [55-57], HPLC — cromatografia cu
lichide de inalta performanta [58—-62];

o spectroscopia Raman [63,64], spectroscopia asistata de laser [65], spectroscopia
UV-VIS (UV-vizibil), asistate de chemometrie pentru interpretarea datelor [66];

[0 rezonanta magnetica nucleara (RMN) [67];

o spectrometria de masa [43,54,69,70].
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Desi aceste metode s-au dovedit a fi numeroase si eficiente, ele prezinta si o serie de
dezavantaje: sunt costisitoare, necesitd timp, analize si echipamente speciale. Drept urmare,
metodele electrice si electrochimice s-au evidentiat mai mult in ultima perioada pentru
determinarea AAs.

Il.4. Metode electrochimice. Clasificare si descriere

Din categoria metodelor instrumentale, cele electrochimice, care au luat amploare in ultimii
ani, au la baza constructia unor senzori sau biosenzori si masoara una din marimile: potentialul de
electrod, intensitatea curentului prin celuld, cantitatea de electricitate care trece prin celul3,
rezistenta, timpul de desfasurare a procesului de electrod [41]. La randul lor, aceste metode
electrochimice se subclasifica in: potentiometrice, amperometrice, coulometrice, conductometrice,
electrogravimetria, cronoamperometria (CA) si cronopotentiometria, metode voltamperometrice

CV (voltametria ciclica) este una dintre metodele cel mai frecvent utilizate pentru
caracterizarea sistemelor electrochimice, deoarece ofera atat informatii calitative céat si cantitative
despre un sistem studiat. Reprezentarea grafica a curentului Tnregistrat de electrodul de lucru in
functie de potentialul aplicat se numeste curba CV. Folosind aceastd metoda, o varietate de
senzori si biosenzori pot fi aplicati, studiati si modificati pentru a determina substanta de analizat
[83].

[1.5. Parametrii analitici ai metodelor electrochimice

Orice metoda electrochimica aplicata petru studiul unui analit reprezinta o masuratoare.
Astfel, Organizatia Modiala de Standardizare (ISO) a stabilit si elaborat o serie de reguli si ghiduri
ce mentioneaza caracteristicile, parametrii, calitatea, forma unui produs sau serviciu din toate
domeniile de activitate. Asa se intdmpla si in cazul aplicarii si dezvoltarii metodelor electrochimice,
pentru a avea certitudinea ca rezultatele obtinute in urma aplicarii metodelor au un sens real, adica
pot fi aplicate oriunde in lume si au aceeasi semnificatie pentru oricine. Parametrii analitici de
referinta in cazul metodelor electrochimice sunt: limita de detectie (LOD), limita de cuantificare
(LOQ), selectivitatea, sensibilitatea, acuratetea, precizia, repetabilitatea, reproductibilitatea [90].

CAPITOLUL lll. SENZORI SI BIOSENZORI ELECTROCHIMICI MODIFICATI

lI.1. Introducere. Compusi si materiale utilizate pentru modificarea electrozilor

In ultimii ani studiile privind dezvoltarea senzorilor si biosenzorilor, care s-au dovedit a avea
un caracter interdisciplinar, a atras atentia multor cercetatori, specialisti in diverse discipline
fundamentale dar si aplicative, respectiv in chimie, biochimie, fizica, biofizica, biologie, bio-farmaco-
medicina, bioinginerie, industrie, transporturi, protectia mediului, automatizari, preconizand astfel
un viitor al omenirii ce va depinde de multe dintre aceste aparate, asa cum sunt diabeticii care
depind de glucometru, un aparat de detectie a nivelului glicemiei din organism, ce se bazeaza pe
un biosenzor [91]. Astfel de senzori se folosesc indeosebi Tn sisteme de monitorizare a mediului, a
sanatatii, in controlul calitatii a diverselor produse.

Daca senzorul este un instrument analitic ce traduce informatii fizice si chimice in semnale
masurabile, biosenzorii au acelasi rol, dar se bazeaza pe o combinatie dintre un compus biologic
de recunoastere si un traductor fizic, elementul de recunoastere putand fi o enzima, un anticorp
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sau un microorganism, facandu-l astfel mai sensibil si mai selectiv la detectia substantei supusa
analizei.

Un pas important in realizarea senzorilor si biosenzorilor este reprezentat de etapa de
selectie a materialelor de constructie sau de fabricare a acestora, care pot contribui la rezolvarea
unor probleme ce intervin in detectia analitului, asa cum sunt: suprapunerea potentialelor redox al
moleculelor, deteriorarea suprafetei electrozilor care conduc la o reproductibilitate scazuta.

lll.2. Compusi organici electroactivi: Albastru de Prusia, Albastrul Meldola si Ftalocianina de
Cobalt

Modificarile SPCEs cu o serie de mediatori electrochimici si nanomateriale le confera
proprietati ce-i fac utili pentru diverse aplicatii. Agenti organici si anorganici electroactivi, precum:
Albastru de Prusia (PB), Albastru de Meldola (MB), Ftalocianina de Cobalt (CoPc), Ftalocianina de
Mangan, Ferocianurda de Potasiu, Ftalocianina de Cupru, Ftalocianina de Fier; sunt specii
electrochimice care confera electrozilor urmatoarele avantaje: activitate electrocatalitica,
performante bune in ceea ce priveste LOD si nivelul de interferenta, permit oxidarea sau reducerea
la potentiale micii a speciilor de analizat [94-96].

PB se prezintd sub doua forme: forma solubila KFe"Fe'(CN); si forma insolubild
Fe,"[Fe"(CN)els; astfel structura PB prezinta valentad mixtad, atomii de fier putand avea diferite stari
de oxidare (Fe**/Fe*"), deci structura de baza este formata dintr-o retea polimerica tridimensional&
in care ionii ferici alterneaza cu ionii ferosi pe siturile cu retea cubica [95,130-133]. Din punct de
vedere electrochimic, PB este evidentiat prin doua reactii redox reversibile in care are loc reducea
PB la Alb de Prusia (PW) si oxidare la Galben de Prusia (PY) prin forma de valentd mixta a
Verdelui de Prusia (PG) (Figura IIl.5). S-a demonstrat stiintific ca utilizarea acestui compus a
condus la obtinerea unor senzori cu sensibilitate si selectivitate crescute [134].

MB este un alt compus foarte bine studiat, cercetatorii gasindu-i astfel aplicabilitate si
atractivitate in domeniul dezvoltarii senzorilor si biosenzorilor. Acest reactiv a fost utilizat pentru
detectia acidului ascorbic, a peroxidului de hidrogen, pentru oxidarea nicotinamidei - adenin
dinucleotida (NADH). De asemenea, este un bun catalizator utilizat in constructia unor electrozi cu
aplicabilitate in chimia industriala, fabricarea LED-urilor si pentru detectia unor produse
farmaceutice [94,135-140].

CoPc este un compus chimic, un semiconductor organic, folosit pentru fabricarea multor
dispozitive electronice (leduri, panouri fotovoltaice, senzori si biosenzori chimici) datorita
avantajelor pe care le detine, respectiv sensibilitate, stabilitate termica si fotochimica,
conductivitate, cost scazut de fabricare [96,141,142].

[11.3. Polimeri conductori

In ultimii zece ani, numeroase grupuri de cercetare au adus contributii majore in domeniul
electroanalizei, precum si in domeniul stiintei materialelor, obtinerea a noi clase de materiale
(nanomateriale), cum ar fi noi polimeri, care au permis posibilitatea unei game largi de detectie a
analitilor.

Cunoscuti si sub numele de compusi macromoleculari, polimerii se regasesc aproape in
fiecare material pe care oamenii 1l utilizeaza n viata de zi cu zi. In esentd, polimerii sunt alcatuiti
din mai multe molecule mici - numite monomeri - legate intre ele formand catene lungi [97]. CPs,
cunoscuti si sub numele de “metale sintetice”, reprezinta o generatie noua de polimeri, preferandu-
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se obtinerea acestora prin sinteza electrochimica, intrucéat prezinta avantajul simplitatii si posibilitatii
de realizare a unor filme polimerice de diferite grosimi si niveluri de dopare [144]. CPs cel mai des
intalniti in studiile stiintifice sunt reprezentati de PPy, PANi, PEDOT, PTh, poliacetilena, structurile
chimice ale acestora fiind prezentate in figura 111.6.[144].
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Figura l11.6. Cei mai utilizati CPs: a.PPy; b.PANi; c.PEDOT, d.PTh (Adaptata dupa [144])

Aceasta categorie de polimeri a atras atentia multor cercetatori, tocmai datorita proprietatii
lor principale, anume conductivitatea electrica [145].

lll.4. Polimeri imprimati molecular

Alti polimeri implicati in numeroasele studii sunt MIPs din solutii de monomer cu molecule
sablon, agenti de reticulare sau cu solventi, fiind o metoda de preparare versatila ce se foloseste
des pentru configurarea unor receptori biomimetici [152].

ntrucat AAs se regasesc si in fluidele biologice, implicit Tn serul sanguin Si in urina umana,
este extrem de importanta monitorizarea nivelului acestora in organism, respectiv masurarea
concentratiei cu ajutorul unor dispozitive mai sensibile si mai selective, asa cum sunt senzorii Si
biosenzorii.

lI.5. Enzime utilizate in realizarea biosenzorilor pentru detectia aminoacizilor

Am demonstrat in primul capitol cd AAs sunt componente principale in alimentatia
individului, astfel ca o detectie rapida si precisa a acestora nu doar din alimente, cat mai ales din
fluidele biologice si produse farmaceutice au stimulat cercetétorii sa dezvolte dispozitive fiabile si
sensibile. Astfel de dispozitive sunt biosenzorii, pentru a caror fabricare este nevoie de un element
modificator, cum sunt enzimele. De regula, tipurile de enzime care au fost utilizate pentru
dezvoltarea biosenzorilor au fost oxidoreductazele, polifenol oxidazele, peroxidazele sau
aminooxidazele [127].

Pentru detectia unor AAs specifici se pot utiliza si alte tipuri de enzime, precum lacaza
(Lacc), tirozinaza, L-glutamat oxidaza, L-glutamat dehidrogenaza, aceste enzime fiind selectate si
in functie de metoda de analiza [169].



Ancuta DINU (IACOB) CONTRIBUTII PERSONALE. Senzori si biosenzori
Aplicatii ale electrozilor modificati chimic si biochimic ~ dezvoltati pentru analiza fenilalaninei, tirozinei i
in analiza aminoacizilor din produse farmaceutice triptofanului din produse farmaceutice

CONTRIBUTII PERSONALE. Senzori si biosenzori dezvoltati pentru analiza fenilalaninei,
tirozinei si triptofanului din produse farmaceutice.

CAPITOLUL IV. INTRODUCERE. ASPECTE GENERALE

Bolile metabolice reprezinta tulburari genetice care vizeaza caile metabolice ale unor
compusi de natura alimentara. Aceste afectiuni se datoreaza pe de o parte factorilor ereditari
(unele pot fi depistate de la nastere), dar pot fi cauzate si de boli aparute pe parcursul vietii (fiind
identificate dupa aparitia unor simptome specifice).

Cea mai frecventa si extinsa boala metabolica este PKU, care se datoreaza lipsei enzimei
PAH sau are un nivel scazut in sénge, o enzima necesara pentru convertirea AA esential Phe Tn alt
AA numit Tyr. Din acest motiv, Phe este unul dintre cei mai studiati AAs. Nivelul PKU poate fi
depistat inca din perioada neonatala, detectia markerilor PKU din fluidele biologice realizédndu-se
ndeosebi prin metodele: HPLC sau prin cromatografie de gaze-spectrometrie de masa (GC-MS).
Exista insa si alte metode pentru determinarea PKU precum: teste de activitate enzimatica,
electroforeza capilara cuplata cu fluorescentd indusa cu laser sau detectie electrochimica precum
Si teste genetice.

Pentru ca depind de multe etape de prelucrare si necesita mult timp pentru analiza, sunt
destul de costisitoare, necesita personal calificat, nu sunt portabile, multe dintre metodele
enumerate anterior sunt inadecvate pentru testarea point-of-care (POC). Pentru analiza produselor
farmaceutice, dar si pentru aplicatiile biomedicale aplicabile la POC sunt necesare dispozitive cu
cost redus, usor de manevrat si eficiente in depistarea precoce a unor boli metabolice, iar
realizarea unor noi senzori care sa indeplineasca aceste criterii reprezinta o directie de cercetare
de actualitate.

Din nevoia de a depista cat mai rapid bolile metabolice, au fost realizate si aplicate multe
metode de testare, insa problema care se ridica si care face dificila diagnosticarea sunt diferentele
dintre criteriile de screening neonatale dintre tari si chiar in aceeasi tara. Printre subiectele de
interes major in randul cercetatorilor se afla cele legate de tehnicile electrochimice, datorita
avantajelor pe care le prezintd, respectiv: simplitate, potential excelent pentru miniaturizare,
operare usoara, cost redus si sensibilitate ridicata. Astfel, LOD mica oferita de aceste metode este
motivul pentru care s-au depus eforturi de catre multi cercetatori pentru studiul AAs. Pe de alta
parte, metodele electrochimice prezinta si o serie de limitari la determinarea electrochimica a AAs.
S-au observat ca transferul de electroni este lent, sensibilitatea si reproductibilitatea sunt scazute,
stabilitatea este redusa pentru multe solutii si potentialul de detectie este ridicat. Astfel, pentru a
inlatura aceste inconveniente, utilizarea electrozilor modificati chimic (CME) in scopul detectarii
AAs reprezinta o alternativa rezonabila.

Pana in prezent, pentru a imbunatati parametrii electroanalitici ai CMEs s-a apelat la o
varietate de modificari ale suprafetei sensibile, cum ar fi acoperirea cu CPs (PPy) sau cu MIPs.
Modificarile suprafetei electrozilor s-au realizat si cu o serie de enzime. Existd mai multe enzime
care pot fi utilizate pentru detectia AAs, cea mai frecventa fiind tirozinaza, insa pentru acest studiu
a fost selectata Lacc, intrucat este usor de utilizat, nefiind necesari co-factori si participand la multe
reactii de oxidare pentru o mare varietate de substante organice (poliamine, polifenoli, diamine,
lignine). De asemenea, prezenta enzimei a condus la obtinerea unui biosenzor cu performante
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mult mai crescute, comparativ cu senzorul obtinut anterior, respectiv stabilitate, conductivitate,
reproductibilitate si sensibilitate crescute, preparare usoara.

CAPITOLUL V. MOTIVATIA, SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARII

In contextul tr&irii unor vremuri cu multe interdictii si masuri restrictive privind impiedicarea
raspandiriic SARS-CoV-2, numeroase articole publicate de catre specialisti atat in psihologie,
medicina, chimie, evidentiaza ca izolarea si carantina au afectat intreaga omenire, accentuandu-se
si crescand numarul de stari depresive, tulburari afective, de anxietate si de somn.

Efectele negative care afecteaza sanatatea individului cauzate de noul coronavirus pot fi
partial sau complet tratate cu produse farmaceutice care contin compusi ce actioneaza asupra
SNC, asa cum sunt Phe, Tyr, TRP, compusii tinta ai acestei teze de cercetare. Un alt motiv pentru
care a fost realizatd aceasta teza este reprezentat de faptul ca una dintre afectiunile tot mai des
prezenta n randul populatiei este depresia, iar in acest sens o masura utila ar putea fi reprezentata
de monitorizarea valorilor AAs, respectiv a Phe, Tyr, TRP. Pentru prevenirea si tratarea formelor
usoare de depresie (post-partum, sezoniera, premestruala), pe piata farmaceutica s-au dezvoltat si
se regasesc o varietate de suplimente medicamentoase, ce contin AAs supusi studiului, Tn diferite
concentratii.

Obiectivul general al acestei teze de doctorat a fost realizarea de noi senzori si biosenzori
electrochimici prin modificare chimica cu o serie de compusi electroactivi, CPs si MIPs, precum si
prin modificare biochimica apeland la diverse enzime, in scopul detectiei a trei AAs din produse
farmaceutice prin metode electrochimice.

Teza de doctorat a avut o serie de obiective specifice, ce au fost in stransa corelatie cu
activitatile prevazute in programul individual de studii universitare de doctorat. Obiectivele propuse
au fost atinse in prima etapa prin documentarea stiintifica, intocmirea a doua recenzii si doua
referate stiintifice, intitulate dupa cum urmeaza:

e Recenzie a senzorilor si biosenzorilor electrochimici folositi in electroanaliza Phe;

e Recenzie a senzorilor si biosenzorilor modificati cu CPs si MIPs utilizati pentru detectia

electrochimica a AAs: Phe, Tyr si TRP;

e CPs si MIPs. Sinteza, proprietati, aplicatii;

e Metode electrochimice folosite Tn chimia analitica.

Pornind de |a obiectivele generale, au fost stabilite si o serie de obiective specifice care
au fost atinse, dovada facand articolele publicate in reviste de specialitate cu un important factor de
impact, dupa cum urmeaza:

e Determinarea voltametrica a Phe folosind senzori serigrafiati modificati chimic;,

e Dezvoltarea senzorilor pe bazd de SPCEs modificati cu PPy pentru determinarea L-Tyr din
produse farmaceutice;

e Dezvoltarea unui senzor nou bazat pe PPy dopat cu hexacianoferat de potasiu (Il) pentru
detectarea L-TRP din medicamente;

e Cuantificarea Tyr din produse farmaceutice cu noul biosenzor modificat cu filme subtiri
polimerice de PPy si cu Lacc.
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CAPITOLUL VI. MATERIALE SI METODE FOLOSITE PENTRU DEZVOLTAREA NOILOR
SENZORI $1 BIOSENZORI PENTRU DETECTIA AMINOACIZILOR

VI.1. Compusi analizati: L-fenilalanina, L-tirozina si L-triptofanul. Proprietatile, sinteza si
importanta acestora pentru organismul uman

Din cei 11 AAs esentiali si 9 neesentiali pentru organism, doar trei au fost supusi prezentului
studiului, respectiv Phe, TRP (AAs esentiali) si Tyr (AA neesential) datoritd asemanarii structurale
si a rolului pe care acesti AAs il au pentru organismal uman

VI.2. Materiale

VI1.2.1. Electrozi serigrafiati

In toate studile s-au folosit SPCEs, achizitionati de la Metrohm DropSens
(www.dropsens.com) (Oviedo, Spania). Pentru determinarea voltametrica a L-Phe din
medicamente electrozii de lucru studiati au fost modificati de producator cu 3 substante
electroactive comerciale: PB, CoPc si MB.

in cel de-al doilea studiu privind detectia L-TRP din produse farmaceutice, s-au utilizat
SPCEs DRP-C110, fiind supusi unei electropolimerizari prin metoda CA. Acesti SPCEs au fost
imersati intr-o solutie monomer/agent dopant preparata in prealabil din 0,1 M Py - 0,1 M FeCN.

Studiul comparativ pentru determinarea AA L-Tyr din produse farmaceutice s-a efectuat prin
dezvoltarea unor SPCEs modificati in laboratorul de chimie, obtindndu-se pe de o parte senzori, pe
de alta parte biosenzori.

VI.2.2. Aparatura si celule electrochimice

Pentru modificarea si caracterizarea senzorilor s-au folosit doud potentiostate:
potentiostatul/galvanostat EG&G modelul 263A (Princeton Applied Research, Oak Ridge, TN, USA)
controlat prin software-ul ECHEM si potentiostatul/galvanostat Biologic SP 150 (Bio-Logic Science
Instruments SAS, France) controlat prin software-ul EC — Lab Express. La aceste aparate a fost
conectata celula electrochimica, in care au fost introdusi simultan electrozii, respectiv: electrodul
de referinta Ag/AgCI/KClsy, electrodul auxiliar si electrodul de lucru SPCE.

Pentru studiul probelor standard si a probelor reale cu continut de AAs prin metoda FT-IR s-
a utilizat spectrofometrul Bruker ALPHA FT-IR (BrukerOptik GmbH, Ettlingen, Germany), controlat
de software-ul OPUS (BrukerOptik GmbH, Ettlingen, Germany). EImasonic S10H este baia de apa
cu ultrasunete folosita pentru dizolvarea compusilor si omogenizarea solutiilor.

Informatii importante despre probele reale, despre morfologia speciilor depuse pe suprafata
electrozilor, despre structura cristalind si compozitia chimicd a acestora au fost obtinute cu
microscopul cu scanare electronica JEOL - IMS-T300.

U-HPLC-Q-Exactive Orbitrap HRMS, a fost aparatul utilizat pentru analiza cromatografica a
AAs studiati (achizitia Full MS - vDIA), controlat de programul software Xcalibur, versiunea 4.1. Cu
ajutorul acestui dispozitiv s-a realizat determinarea calitativd si identificarea AAs din diferite
preparate farmaceutice.

De asemenea, balanta analiticd AS 60/220.R2 (SC Partner Corporation SRL, Bucuresti,
Romania), baloane cotate, pipete si micropipete au fost utilizate pentru cantarirea probelor solide si
prepararea solutiilor.


http://www.dropsens.com/
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VI.2.3. Solutii si reactivi

Reactivii utilizati Tn acest studiu au fost achizitionati de la Sigma-Aldrich (St. Louis, SUA) si
folositi fara purificare suplimentara.

Astfel, pentru primul studiu de detectie a AA-ului L-Phe au fost necesare solutii inactive,
precum KCI de concentratie 0,1 M; 0,001 M L-Phe— 0,1 M KClI, dar si solutiile electroactive 0,001 M
NP - 0,1 M KCI; 0,001 M SDS - 0,1 M KCI; 0,001 K4[Fe(CN)s] M — 0,1 M KCI.

De asemenea, au fost analizate trei produse farmaceutice: L-Phenylalanine 500 mg, sub
forma de capsule (Solaray), DLPA 500 mg — DL — Phe free form — capsule vegetale (Solgar) si
Amino 75 continand AAs esentiali sub forma libera (Solgar) — capsule vegetale care au in
compozitie AA L-Phe in concentratie de 75 mg.

Pentru cel de-al doilea studiu de determinare a AA-ului L-TRP, s-au utilizat: L-TRP (= 98 %),
KCI (299,0 %), KiFe(CN)s] (= 99,5 %), pirol (98 %). Pentru validarea rezultatelor obtinute cu
senzorii modificati s-au folosit doua produse farmaceutice care contin L-TRP: Sleep Optimizer
SOLARAY (150 mg Tryptophan) si Cebrium NEUROPHARMA (1,02 mg Tryptophan).

In studiul comparativ dintre senzorii si biosenzorii dezvoltati pentru detectia AA-ului L-Tyr,
au fost implicate urmatoarele substante: L-Tyr (= 98 %), KCI (299.0 %), FeCN (= 99,5 %), SDS (2
99,0 %), NP (= 99 %), pirol (98 %), Lacc, glutaraldehida (GA). Probele reale au fost reprezentate
de produse cumparate de pe piata farmaceutica. Pentru validarea rezultatelor obtinute de catre
electrozii modificati, au fost selectate trei produse care contin substanta L-Tyr in concentratii
diferite, de la trei producatori, unul dintre produse contindnd mai multi AAs, anume Cebrium. Astfel,
au fost analizati L-Tyrosine 500 mg (SOLARAY) (500 mg L-Tyr), Tiroidin (PARAPHARM) (90 mg
Tyr) si Cebrium (EVER NEURO PHARMA) (4,012 mg L-Tyr). In toate studiile, KCI a fost folosita ca
electrolit suport, concentratia fiind de 0,1 M.

VI.3. Metode de caracterizare a electrozilor, a mediatorilor electroactivi si a aminoacizilor
VI.3.1. Analiza prin cronoamperometrie
Tehnica cronoamperometrica a fost utilizatd in studiile acestei lucrari in scopul analizei
activitatii electrochimice, a stabilitatii electrocatalizatorilor, dar si pentru modificarea electrozilor prin
electropolimerizare. Cu ajutorul experimentului cronoamperometric s-au putut determina grosimea
filmului de substanta modificatoare de la suprafeta senzorilor si biosenzorilor, a fost posibil studiul
cineticii reactiilor chimice, studiul proceselor de difuzie si absorbtiei.

V1.3.2. Analiza prin voltametrie ciclica - CV

Metoda de detectie care a stat la baza realizarii prezentului studiu a fost CV urmarindu-se
comportamentul elecrochimic al SPCEs madificati in solutiile de analizat KCI, K4;[Fe(CN)g], KCI - L-
Phe, KCI - L-Tyr, KCI - L-TRP si in solutiile obtinute din produse farmaceutice. CV este metoda
cea mai atractiva si cea mai utilizata tehnica de catre cercetatori, prezentand urmatoarele avantaje:
ofera informatii calitative despre reactiile electrochimice, ofera informatii despre procesele redox,
reactiile eterogene de transfer de electroni si procesele de adsorbtie, ofera o localizare rapida a
potentialului redox al speciilor electroactive [84].



Ancuta DINU (IACOB) CONTRIBUTII PERSONALE. Senzori si biosenzori
Aplicatii ale electrozilor modificati chimic si biochimic ~ dezvoltati pentru analiza fenilalaninei, tirozinei i
in analiza aminoacizilor din produse farmaceutice triptofanului din produse farmaceutice

V1.3.3. Analiza spectrometrica in infrarosu cu transformata Fourier - FT-IR

FT-IR este o metoda simpla, usoara, rapida, neinvaziva, s-a dovedit benefica pentru
aceasta cercetare, avand drept scop identificarea compusilor studiati, atat in stare pura, cat mai
ales din produsele farmaceutice selectate.

S-a dovedit stiintific ca fiecare proba de analizat detine o amprenta moleculara unica, astfel
metoda FT-IR se dovedeste a fi una eficienta pentru validarea unor rezultate obtinute cu alte tehnici
de analiza, asa cum este metoda CV aplicata in studiile efectuate pentru aceasta cercetare. De
asemenea, spectrofotometria FT-IR este capabila sa identifice posibilele substante contaminante
dintr-un material, sa caracterizeze gradul de descompunere si oxidare a moleculelor, precum si
tipurile de aditivi aflate in proba de analizat.

VI.3.4. Analiza cromatografica de lichide de inalta performanta - HPLC

Metoda HPLC utilizata in aceasta cercetare a avut drept scop validarea rezultatelor obtinute
prin metoda electrochimica CV prin analiza unor compusi, respectiv AAs, din probe reprezentate de
produse farmaceutice.

VI1.3.5. Microscopia cu scanare electronica - SEM

Informatii importante raportate in aceasta teza despre morfologia externa sau intern3,
despre compozitia chimica si structura cristalina a compusilor existenti in probele de analizat, au
fost obtinute cu ajutorul SEM. Prin intermediul acestui dispozitiv se obtin semnale care rezulta din
interactiunile electron-proba, datele fiind colectate de pe o zona selectatd a suprafetei probei,
rezultatul consténd intr-o imagine bidimensionald ce afiseaza variatii spatiale ale proprietatilor
probei de analizat.

CAPITOLUL VII: ANALIZA L-FENILALANINEI, L-TIROZINEI $I L-TRIPTOFANULUI DIN
PRODUSE FARMACEUTICE CU SENZORI $I BIOSENZORI ELECTROCHIMICI

VIL.1. Detectia voltametrica a L-fenilalaninei din medicamente cu senzori serigrafiati
modificati chimic cu agenti electroactivi

Aceasta lucrare descrie proprietatile senzitive ale SPCEs modificati cu trei compusi chimici
electroactivi diferiti: PB, CoPc si MB. Senzorul PB-SPCE s-a folosit pentru determinarea L-Phe
utilizédnd tehnici de calibrare si de adaos standard pe probe pure, pe probe farmaceutice simple sau
probe farmaceutice multicomponent. Senzorii au fost aplicati cu succes la determinarea AA esential
L-Phe din produse farmaceutice prin metoda CV. Validarea metodei s-a realizat prin metoda FT-IR
si prin compararea rezultatelor obtinute de PB-SPCE in analiza a trei produse farmaceutice de
diferite concentratii cu cele indicate de producator.

VII.1.1. Raspunsurile electrochimice ale electrozilor de carbon serigrafiati in solutie

de KCI 0,1 M

KCI este o solutie utilizata des in domeniul electrochimiei pentru depozitarea si activarea
electrozilor avand rolul de a neutraliza sau dilua contaminarea electrozilor prin diafragma. De
asemenea, aceasta solutie este folosita drept solutie de referinta, fiind inactiva din punct de vedere
electrochimic [236].
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Raspunsurile voltametrice ale celor trei senzori s-au inregistrat in aceasta solutie de KC| 0,1
M cu diferite viteze de scanare si in diverse domenii de potential. S-au obtinut semnale bine
definite, cu putin zgomot de fond cand viteza de scanare a fost de 0,6 V x s*. Domeniul de
potential optim a fost de la -0,4 V la +1,3 V, domeniul in care apa nu este implicata in procesele
electrochimice de la nivelul electrodului de lucru. Procesele electrochimice ale CoPc si respectiv
MB imobilizate Tn electrozi nu sunt favorizate in acest electrolit si in domeniul de potential folosit.
Drept urmare, au fost centralizate rezultatele obtinute cu PB-SPCE modificati ce s-au determinat
din CV, mentionand in tabelul VII.1. urmatorii parametri: potentialul picului anodic (E,.), potentialul
picului catodic (Epc), intensitatea picului anodic (lpa) si intensitatea picului catodic (l,). De
asemenea, s-au calculat Ej, AEpP Si |lpe/lpal-

Tabel VII.1. Parametrii electrochimici obtinuti din voltamogramele ciclice ale PB-SPCE imersat in solutie KC/
0,1M la0,6V xs™

Perechea Ein (V) AE, (V)
Electrod de picuri Epa (V) Epc (V) (EvitEpel2) | (Epa-Epe) lpa (MA) | Toc (MA) | loc/lpa
PB- I 0,221 -0,009 0,115 0,230 136,1 | -186,5 1,36
SPCE Il 0,855 0,676 0,765 0,179 64,7 -60,5 1,07

Intrucat KCl este o substantd electroinactiva cele doua perechi de picuri sunt datorate
proceselor redox ale PB imobilizat n electrodul serigrafiat.

Aceste rezultate sunt Tn conformitate cu cele prezentate Tn literatura de specialitate,
diferentele fiind datorate particularitatii electrodului (de exemplu aria suprafetei, materialul suport) si
tehnicii voltametrice (domeniu de potential, viteza de scanare).

VII.1.2. Comportamentul electrochimic al PB-SPCE, MB-SPCE si CoPc-SPCE in
solutie de K,[Fe(CN)¢] 0,001 M - KCI 0,1 M

K4[Fe(CN)s] prezinta activitate redox si aceasta se poate evidentia cu electrozi de carbon
sau din metale nobile utilizdnd CV cand se obtine un pic anodic si unul catodic datorate oxidarii
reversibile ale ionului ferocianura la fericianura [239,240].

Asa cum se observa in figura VII.3, exista o diferenta neta intre procesele redox care se
observa in CVs celor trei SPCEs modificati. Astfel, in cazul CoPc-SPCE se observa doua picuri,
unul anodic si unul catodic, iar Tn cazul MB-SPCE si PB-SPCE se observa doua perechi de picuri
redox. Deci, la nivelul MB-SPCE si PB-SPCE pe langa procesul redox ferocianura/fericianura se
observa si procesele redox ale modificatorului electroactiv prezent in stratul sensibil.
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Figura VII.3. Voltamogramele ciclice ale: a) CoPc-SPCE; b) MB-SPCE; ¢) PB-SPCE imersati in

solutie de K4[Fe(CN)g] 0,001 M— KCI 0,1 M inregistrate cu viteza de scanare de 0,6 V x s’

Conform acestor rezultate obtinute Tn urma masuratorilor electrochimice, se poate observa
ca MB-SPCE si PB-SPCE, din figura VII.3.(b) si VII.3.c au cele mai bune raspunsuri inregistrate
prin CV, unde pe langa activitatea redox a solutiei Ks[Fe(CN)g], se observa si activitatea compusilor
electroactivi cu care au fost modificati senzorii, respectiv MB si PB.

Raportul 1,./l,» este este mai mare sau mai mic decéat valoarea ideala 1, dar apropiata de
aceasta Tn cazul electrodului PB-SPCE (l,J/l,a este 1,05), demonstrand ca procesul este
cvasireversibil Tn cazul electrodului modificat cu PB. Rezultate similare s-au obtinut si in cazul altor
electrozi modificati cu CoPc sau MB [94,96,237].

VII.1.3. Raspunsul voltametric al senzorilor modificati in solutie de L-fenilalanina
0,001 M si KCI 0,1 M
Studiul celor 3 SPCEs modificati a continuat cu analiza solutiei de L-Phe de concentratie
0,001 M dizolvata in KCI 0,1 M in domeniul de potential de la -0,4 V la +1,3 V, la viteze de scanare
diferite, cuprinse intre 0,1 — 1,0 V x s™. Tn figura VII.6. sunt prezentate voltamogramele ciclice
obtinute de fiecare SPCE modificat imersat Tn solutie de L-Phe, la viteza de scanare optima de 0,6
V x s, intrucat zgomotul de fond a fost redus, iar semnalul bine definit.
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in analiza aminoacizilor din produse farmaceutice
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Figura VII.6. Voltamogramele ciclice ale a) CoPc-SPCE; b) MB-SPCE; c) PB-SPCE imersati in solutie de

KCI 0,1 M (linia punctata) si in solutie de L-Phe 0,001 M - KCI 0,1 M (linia continud) inregistrate cu 0,6 V x st

Prin urmare, pentru detectia L-Phe se va folosi PB-SPCE, acesta fiind cel mai sensibil
dintre cei trei electrozi. Intensitéatile picurilor si potentialele obtinute prin CV pentru senzorul PB-

SPCE sunt detaliate Tn tabelul VI11.4.
Tabel VII.4. Parametrii electrochimici obtinuti din voltamogramele ciclice ale PB-SPCE imersat in solutie de

Phe 0,001 M - KCI0,1M la 0,6V x s™
Senzor Perechea | Epa Epc Eip AE, lpa lpc Ll
de picuri | (V) V) V) V) | WA) | @A) | ™
PB-SPCE I 0,210 | -0,024 | 0,117 | 0,234 | 122,5 | -158,2 | 1,29
1 0,824 | 0,697 | 0,760 | 0,127 | 46,3 | -43,2 | 0,93

Din compararea voltamogramelor ciclice obtinute in solutie de KCI cu cele obtinute in solutie
L-Phe - KCI (tabelul VII.1., tabelul VII.4. si figura VII.6.) se observa ca picurile sunt mai putin

intense n solutia ce contine L-Phe.
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VIl.1.4. Influenta concentratiei de L-fenilalanina asupra raspunsului voltametric al PB-
SPCE
Concentratia solutiilor de analizat are o importantad cruciald in raspunsul unui senzor
electrochimic. Pentru a determina influenta concentratiei L-Phe asupra PB—SPCE s-au inregistrat
voltamogramele ciclice Tn solutii de L-Phe de concentratii diferite dizolvata in solutie de KCI 0,1 M,
cuprinse ntre 0,33 - 21 x 10° M. Raspunsurile electrochimice ale senzorului Tnregistrate prin CV
sunt prezentate n figura VII.8.
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Figura VI1.8. a) Voltamogramele ciclice ale PB-SPCE imersat in solutii de L-Phe in domeniul 0,33 - 21 x 10°®
M. b) Reprezentarea graficd a dependentei dintre I,, si concentratia de L-Phe in intervalul 0,33 - 21 x 10° M.
c) Dependenta liniaré dintre |, si concentratia de L-Phe n intervalul in domeniul 0,33 - 14,5 x 10° M

Se observa ca intensitatea picurilor creste odata cu cresterea concentratiei (c). Valorile
obtinute pentru PB-SPCE sunt LOD = 1,23 x 10® M si LOQ = 4,09 x 10® M, valori similare sau mai
mici decat cele raportate n literatura de specialitate [129]. Valorile LOD si LOQ ale senzorului PB-
SPCE sunt foarte bune si prin urmare acest senzor s-a folosit pentru determinarea Phe din produse
farmaceutice.

VII.1.5. Stabilitate, reproductibilitate si studii de interferenta

Stabilitatea senzorului PB-SPCE a fost evaluata prin metoda voltametriei ciclice pentru 50
de scanari consecutive. Senzorul PB-SPCE a mentinut 96,2% din raspunsul initial al curentului
picului atunci cand este imersat in solutie de Phe 5 x 10° M - KCI 0,1 M. in ceea ce priveste
stabilitatea pe termen lung a senzorului PB-SPCE, acesta a fost testat pe parcursul a zece zile,
Senzorul PB-SPCE a pastrat 94% din raspunsul initial dupa zece zile, cu o valoare a RSD de
3,28%. Aceste rezultate au demonstrat stabilitatea bund a senzorului. In plus, reproductibilitatea
fabricarii senzorului PB-SPCE a fost studiata prin pregatirea a cinci senzori diferiti.
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Testele de reproductibilitate au fost efectuate in solutie de L-Phe 5 x 10°® M - KCI 0,1 M.
Valoarea RSD calculata pentru curentul picului anodic observat pentru toti cei cinci senzori a fost
de 2,5%, demonstrand reproductibilitatea buna a dezvoltarii senzorului.

Studiile de interferentd ale senzorului PB-SPCE au fost efectuate in prezenta unor specii
chimice interferente folosind CV. Raspunsurile CV au fost inregistrate in solutie de L-Phe 5 x 10°
M - KCI 0,1 M in prezenta unei concentratii de 10 ori mai mare de specii interferente, cum ar fi
glucoza, L-valind, L-metionina, L-histidinad si acid ascorbic. Rezultatele obtinute au aratat ca
senzorul PB-SPCE a retinut 93,5% din activitate in prezenta speciilor chimice interferente. Prin
urmare, senzorul PB-SPCE ar putea fi aplicat in analiza probelor reale.

VII.1.6. Determinarea cantitativa a L-fenilalaninei din produse farmaceutice

Pentru validarea senzorului Tn analiza L-Phe din probe reale au fost selectate si supuse
analizei trei produse farmaceutice de la producatori diferiti si care contin L-Phe in concentratii
diferite, dupa cum urmeaza: Amino 75 mg Solgar (L-Phe 75 mg), L-Phenylalanine 500 mg Solaray
si DLPA 500 mg Solgar. Aceste produse farmaceutice s-au analizat prin doua metode: CV (metoda
dezvoltata in acest studiu) si FT-IR (metoda standard) [11].

Scopul acestor analize a fost compararea rezultatelor obtinute prin cele 2 metode, precum
si compararea cu valorile indicate de producatori in prospectele produselor farmaceutice analizate.
in tabelul VII.5. sunt prezentate rezultatele obtinute in urma determinarii cantitative a L-Phe prin
cele 2 metode.

Tabel VIIL5. Cantitatea de L-Phe mésurata in produse farmaceutice de diferite concentratii si de la
producatori diferiti

, Cantitatea de L- Cantitatea de L-Phe
Produs farmaceutic | Phe raportata de

producator / mg | Metoda CV/mg Metoda FT-IR/mg

Amino 75 75 75%2 753
L-Phenylalanine 500 500 500+15 498+20
DLPA 500 500 500+14 503+22

O altd metoda prin care s-a determinat continutul de L-Phe din produse farmaceutice a
fost tehnica HPLC in tandem MS (spectrometria de masa) / ESI (cu ionizare electrospray) utilizand
dispozitivul U-HPLC-Q-Exactive Orbitrap HRMS. In vederea realizarii determinarilor calitative de
identificare a AA-ului L-Phe din preparatele farmaceutice selectate, prin UHPLC-MS/ESI s-au
optimizat si ulterior setat urmatoarele categorii de parametri operationali: parametrii de ionizare
HESI, parametrii de separare cromatografica, parametrii de operare MS (achizitia Full MS - vDIA
(Achizitie independenta de date variabile)). Un exemplu de cromatograma obtinuta cu dispozitivul
U-HPLC-Q-Exactive Orbitrap HRMS intr-o proba reala este ilustrata in figura VII.11.
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Figura VII.11. Analiza cromatografica a AA-ului L-Phe din produsul L-Phenylalanine (Solaray)

Conform datelor obtinute, s-a calculat cantitatea de L-Phe per capsula existenta in fiecare

farmaceutic, rezultatele fiind centralizate Tn tabelul VII.8.

Tabel VII.8. Continutul de L-Phe obtinut prin metoda HPLC in probele analizate

Produs farmaceutic

Rezultate HPLC
L-Phe (mg/capsula)

L-Phenylalanine SECOM (500 mg L-Phe) 497,81
Amino 75 SOLGAR (75 mg L-Phe) 74,79
Cebrium EVER NEURO PHARM (4.012 mg L-Phe) 4,12

Datele obtinute prin metoda cromatograficd confirma precizia metodelor CV si FT-IR,
dovedind inca o data ca senzorii preparati sunt sensibili si selectivi fata de AA-ul L-Phe.

VIIL.1.7. Concluzii

Senzorul maodificat cu PB prezinta electroactivitate Tn toate mediile studiate ceea ce
dovedeste ca acest senzor este util inclusiv pentru detectia compusilor redox inactivi cum este L-
Phe.

Folosirea CV ca metoda de detectie a permis obtinerea unor performante analitice foarte
bune cu aplicabilitate Tn practica de laborator. S-a dovedit ca senzorul PB-SPCE are performantele
analitice cele mai bune pentru determinarea L-Phe in produse farmaceutice. Are un domeniu de
liniaritate vast, o sensibilitate ridicata si o LOD foarte mica.

Rezultatele obtinute cu senzorul PB-SPCE sunt foarte apropiate cu cele obtinute prin
metoda standard si cele indicate de producator, la un nivel de precizie de 99%, demonstrand astfel
ca metoda propusa este mai rapida, mai simpla si mai avantajoasa economic decéat cele standard.
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VIl.2. Determinarea cantitativa prin voltametrie ciclica a L-triptofanului cu noul senzor
modificat cu polipirol dopat cu K;[Fe(CN)g]

Aceasta lucrare descrie dezvoltarea unui nou senzor cu aplicabilitate in determinarea si
cuantificarea AA esential L-TRP din produse farmaceutice. Senzorul propus are la bazé un SPCE
modificat cu polimerul conductor PPy dopat cu FeCN. Pentru modificarea SPCE cu PPy dopat cu
FeCN s-a folosit CA.

Pentru studiul comportamentului electrochimic si al proprietatilor sensibile ale senzorului la
detectia L-TRP s-a folosit CV. Acest senzor dezvoltat a prezentat sensibilitate ridicata, o LOD
scadzuta de 1,05 x 107 M, o LOQ egalad cu 3,51 x 107 M si un domeniu de liniaritate larg cuprins
intre 3,3 x 107 M i 1,06 x 10° M.

Performantele analitice ale senzorului au fost evaluate pentru detectia L-TRP din
preparate existente pe piata farmaceutica, iar rezultatele obtinute de catre acesta au evidentiat
performante excelente, valide si comparabile cu cele obtinute prin metoda standard.

VII.2.1. Prepararea prin metoda cronoamperometrica a senzorului PB/FeCN/SPCE
Pentru depunerea PPy pe SPCE s-a preparat o solutie de pirol 0,1 M si FeCN 0,1 M. 50
mL din solutie s-au introdus in celula electrochimica si apoi, in solutie, s-a introdus electrodul DRP-
C110, facandu-se conexiunile la potentiostatul EG&G.

Depunerea stratului de PPy in prezenta agentului dopant (FeCN) s-a realizat cu ajutorul
metodei CA, folosindu-se urmatorii parametri de lucru: potentialul de 0,8 V, timpul de depunere de
90 s. Cronoamperogramele obtinute la electropolimerizare sunt prezentate in figura VI1.14 sub
douéa forme: dependenta curentului in functie de timp (figura VII.14.A) si dependenta sarcinii in
functie de timp (figura VI11.14.B).
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Figura VII.14. A. Dependenta curentului (1) in functie de timp (t) al curbelor inregistrate in timpul
electrosintezei filmelor de PPy /FeCN la 0,8 V timp de 90 s; B. Dependenta sarcinii (Q) in functie de timp (t)
in timpul electrosintezei PPy in prezenta FeCN pentru trei replici de senzori

VII.2.2. Comportamentul electrochimic al electrodului DRP-110 nemodificat in solutie
de L-triptofan 0,001 M - KCI 0,1 M
Tnainte de modificare, SPCE a fost imersat in solutie de L-TRP 0,001 M - KCI 0,1 M si s-a
inregistrat voltamograma ciclica, comparand astfel rezultatele obtinute de catre senzorul
nemodificat cu cele ale senzorului modificat cu PPy/FeCN. Utilizdnd parametrii electrochimici
mentionati anterior, voltamograma obtinuta cu senzorul nemodificat la viteza de scanare 0,1V x s™
este prezentata in figura VI1.15.
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Figura VII.15. Comportamentul electrochimic al senzorului nemodificat in solutie de L-TRP 0,001 M si KC/

0,1 M la viteza de scanare 0,1V x s*

VI1.2.3. Raspunsul voltametric al electrodului modificat cu PPy/FeCN in solutie de KCI
0,1 M si in solutie de L-triptofan 0,001 M -KCI| 0,1 M
Dupa modificarea cu PPy/FeCN, comportamentul electrochimic al senzorului a fost
analizat initial intr-o solutie de KCI 0,1 M, pentru a putea observa procesele redox ale PPy si ale
ionului ferocianura inclus in matricea polimerica. In figura VII.16. se prezintd semnalul stabil al
senzorului modificat imersat Th KCI 0,1 M suprapus cu semnalul stabil al PPy/FeCN/SPCE imersat
in solutie de L-TRP 0,001 M - KCI 0,1 M.
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Figura VI1.16. Raspunsul electrochimic al senzorului PPy/FeCN imersat in solufie de KCI 0,1 M

(voltamograma neagréa) si in solutie de L-TRP 0,001 M - KC/ 0,1 M (voltamograma rosie) la 0,1 V x s?

Diferenta importanta dintre cele doua voltamograme este reprezentatd de prezenta AA L-
TRP n cea de-a doua solutie Tn care a fost imersat electrodul, respectiv solutia de L-TRP 0,001 M
avand ca electrolit suport KCI 0,1 M.

Rezultatele obtinute demonstreaza ca senzorul PPy/FeCN/SPCE poate fi util in detectia L-
TRP, rezultate ce corespund celor raportate in alte lucrari stiintifice, cu mentiunea ca anumite
caracteristici ale electrodului (precum suprafata electrodului, materialul modificator) si anumiti
parametri electrochimici (domeniul de potential, viteza de scanare) difera.
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VI1.2.4. Influenta vitezei de scanare asupra raspunsului senzorului PPy/FeCN/SPCE

Senzorul propus pentru detectia L-TRP a fost imersat in solutia de L-TRP 0,001 M si KCI
0,1 M, inregistrandu-se voltamogramele ciclice la 10 viteze de scanare diferite si obtindndu-se
rezultatele prezentate in figura VII.17.A. Vitezele de scanare au variat intre 0,1 — 1,0V x s™.

100 - 0 02 0.4 0.6 0.8 1 12
A 0
B.
50 -
-20
0 - -40 ~d y = -87.268x - 20.486
< [~4 R? = 0.9901
3 - 100 mvrs < 60 ~I
50 200 mV/s E— &~
- 300 mV/s - . )
- 400 mV/s .80 Ny
- 600 mV/s
-100
-100
-900 mV/s
- 1000 mV/s
-150 T T T T T T T T T -120
-2 10 -08 -06 -04 -02 00 02 04 0.6 viV*s -1

E/V vs Ag/AgCl
Figura VII.17. A.Voltamogramele ciclice ale senzorului PPy/FeCN-SPCE imersat in solutie de L-TRP 0,001
M - KCI 0,1 M, la viteze de scanare cuprinse intre 0,1 si 1,0 V % st si B. Graficul dependentei liniare dintre I,
si viteza de scanare

Ecuatia lui Laviron a permis calculul gradului de acoperire pe suprafata electrodului cu
centri activi, acesta fiind de 1,76 x 10™ mol x cm?, tinandu-se totodatad cont de ecuatia liniara
dintre viteza de scanare si curentul celui mai intens pic catodic. Aceasta valoare este apropiata de
rezultatele raportate Tn articole stiintifice in care s-au modificat electrozi cu mediatori.

VI.2.5. Influenta concentratiei de triptofan asupra raspunsului senzorului
PPy/FeCN/SPCE imersat in solutia de L-triptofan 0,001 M - KCI| 0,1 M. Curba de
calibrare.
Concentratia solutiei de analizat s-a dovedit a fi importanta in raspunsurile electrochimice
ale senzorului PPy/FeCN, folosindu-se astfel in prezentul studiu solutii cu concentratii diferite de L-
TRP, dizolvat in solutie de KCI 0,1 M. Domeniul de concentratii studiat a fost cuprins intre 3,33 x
107 M si 2,72 x 10° M. Domeniul de liniaritate obtinut este cuprins intre 3,3 x 10” M si 1,06 x 10°
M, iar din ecuatia de calibrare s-au calculat valorile pentru LOD si LOQ, raportate in tabelul VII.10.

Tabel VII.10. LOD si LOQ obtinute cu senzorul PPy/FeCN
Senzor LOD (M) LOQ (M)
PPy/FeCN-SPCE 1,05 x 10" 3,51 x10"

Limita de detectie obtinutda cu senzorul PPy/FeCN/SPCE este mai mica decat limitele
senzorilor dezvoltati pana in prezent in cercetarile stiintifice [220], putand fi utilizat pentru detectia
sensibila a L-TRP din probe farmaceutice.
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VI1.2.6. Precizia, stabilitatea si reproductibilitatea senzorului

Studiile de precizie efectuate pentru senzorul PPy/FeCN s-au realizat atat in aceeasi zi,
cat si in zile diferite, pe solutii cu continut de L-TRP, de concentratie 5 x 10° M. Precizia a fost
evaluata Tn 4 zile diferite, dar si in trei momente diferite ale Zilei, la un interval de 2 ore. RSD % a
prezentat urmatoarele valori 4,2% inter-day, respectiv 3.8% intra-day.

Stabilitatea buna a senzorului PPy/FeCN, atat pe termen scurt, cat si pe termen lung, a
fost demonstrata prin metoda CV. Pe termen scurt s-au inregistrat 30 de scanari consecutive cu
senzorul realizat in solutie de L-TRP 5 x 10° M - KCI 0,1 M, mentinandu-si intensitétile picurilor in
proportie de 97,8% fata de raspunsul initial. Pe termen lung s-a obtinut un procent de 96% de
stabilitate din raspunsul initial, dupa 5 zile, RSD prezentand o valoare de 95 % .

De asemenea, reproductibilitatea senzorului s-a efectuat tot in solutie de L-TRP 5 x 10° M -
KCI 0,1 M, preparandu-se 3 senzori diferiti. Valoarea RSD pentru curentul picului catodic
obervat n toate cele 3 cazuri a fost de 3,1 %.

VII.2.7. Validarea senzorului prin determinarea cantitativa a L-triptofanului din probe

farmaceutice

O serie de produse existente pe piata farmaceutica contin substanta supusa prezentului
studiu, respectiv L-TRP. Dintre acestea, Cebrium si Sleep Optimizer au fost testate in scopul
validarii senzorului folosind metoda FT-IR precum si prin compararea rezultatelor electroanalitice
cu cele indicate de producatori. Cele doua produse farmaceutice au compozitii diferite, concentratii
diferite de L-TRP si provin de la producatori diferiti.

In figura VI11.19 se prezinta raspunsurile senzorului imersat in solutii de L-TRP obtinute din

produsele farmaceutice analizate. Concentratia estimata de L-TRP in solutiile supuse analizei a
fost de 5 x 10° M.
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Figura VII.19. Raspunsurile voltametrice ale senzorului PPy/FeCN in solutii de: A. Cebrium (EVER NEURO

PHARMA); B. Sleep Optimizer (SOLARAY)

VII.2.8. Concluzii
Metoda CA s-a dovedit a fi eficienta pentru depunerea PPy dopat cu FeCN prin
electropolimerizare pe suprafata unui SPCE. Senzorul dezvoltat Tn acest studiu, PPy/FeCN/SPCE,
prezintad utilitate Tn detectia L-TRP atat din solutii model, cat si din produse farmaceutice,
prezentand rezultate electroanalitice excelente: sensibilitate ridicata, stabilitate buna si precizie.
Rapiditatea raspunsului, costul scazut si varietatea domeniilor in care poate fi aplicat acest nou
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dispozitiv realizat pentru detectia L-TRP, respectiv in medicing, farmacie, chimie si industrie
alimentara, selectivitatea foarte buna demonstratd de senzorul preparat la adaosuri de compusi
care se gasesc in probele reale, sunt avantaje importante pentru plasarea acestuia pe piata
comerciald, putand contribui astfel la controlul calitatii produselor farmaceutice, la monitorizarea
unor afectiuni provocate de carenta sau excesul de L-TRP, sau la controlul calitatii alimentelor.

VIL.3. Studiul comparativ privind identificarea si cuantificarea experimentala a L-tirozinei din
produse farmaceutice cu noul senzor PPy/FeCN/SPCE si noul biosenzor
PPy/FeCN/Lacc/SPCE

In acest studiu, o serie de SPCEs au fost modificati cu PPy si dopati cu diferiti agenti,
precum FeCN, Nitroprusiat de sodiu (NP) si Dodecilsulfat de sodiu (SDS), in scopul detectiei
selective si sensibile a acestui AA.

Pe de altéd parte, au fost preparati si o serie de biosenzori modificati cu polimerul
conductor (CP) PPy dopat cu FeCN, polimerul fiind selectat pentru proprietatile sale excelente,
respectiv permeabilitate, conductivitate si stabilitate. Enzima Lacc, a fost ulterior imobilizata in
matricea polimerica si reticulata cu glutaraldehida (GA), intrucéat aceasta enzima este un catalizator
termostabil, obtindnd astfel un biosenzor performant.

Dezvoltarea si caracterizarea senzorilor si biosenzorilor s-a realizat prin urmatoarele
metode electrochimice: CA, CV, microscopie electronica cu scanare (SEM), FT-IR.

VII.3.1. Procesul de preparare a senzorului PPy/FeCN/SPCE, respectiv a biosenzorului
PPy/FeCN/Lacc/SPCE
VI1.3.1.1. Prepararea solutiei monomer-agent dopant

Pentru modificarea senzorului s-a utilizat o solutie obtinutd din pirol, FeCN si KCI, de
concentratie pirol 0,1 M/FeCN 0,1 M/KCI 0,1 M. Pentru omogenizarea celor trei compusi, balonul
cotat cu solutia preparata a fost introdus in baia cu ultrasunete timp de 5 minute. Depunerea s-a
realizat prin conectarea SPCE DRP-C110 la potentiostatul EG&G si imersarea acestuia in solutia
monomer/agent dopant aflata in celula electrochimica, aplicand un potential de 0,8 V timp de 90 s,
la o temperaturd constanta de 25°C. Ulterior, acesti senzori preparati au fost clatiti cu apa
ultrapura. Metoda de caracterizare a modificarilor ce au avut loc la suprafata de lucru a senzorului
a fost CA.

VII.3.1.2. Fabricarea senzorului prin doparea polipirolului pe suprafata
elecrodului prin cronoamperometrie

In prezenta cercetare s-au modificat electrochimic SPCEs in scopul detectiei L-Tyr. Pentru
depunerea PPy, in prima etapa s-au realizat trei solutii diferite de monomer/agent dopant (FeCN,
SDS si NP) de concentratie 0,1 M/0,1 M.

Ulterior comportamentul electrochimic al senzorilor PPy/FeCN/SPCE, PPy/SDS/SPCE si
PPy/NP/SPCE a fost analizat prin metoda CV in solutie de KCI 0,1 M si apoi in solutie dubla de L-
Tyr 0,001 M si KCI 0,1 M. Tn cazul acestei metode s-a lucrat cu urmétorii parametri: potential initial
0,0 V, potential pozitiv maxim 0,5 V, potential negativ maxim - 1,0 V, iar viteza de scanare a fost
cuprinsa intre 0,1 si 1,0 V x s™. S-au obtinut cronoamperogramele prezentate in figura VII.22,
provenind de la 6 senzori diferiti, dar analizati in aceleasi tipuri de solutii.
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Figura VII.22. Curentul in functie de timp al curbelor inregistrate in timpul electrosintezei celor sase senzori

diferiti preparati in aceleasi conditii (a) PPy/FeCN, (b) PPy/SDS si (c) PPy/NP

Agentii dopanti folositi Th acest studiu au fost selectati in functie de o serie de caracteristici:
electroactivitate, sarcini multiple si o masa moleculara mare. Aceste caracteristici ar trebui sa
imbunatateasca stabilitatea stratului sensibil, precum si sensibilitatea si selectivitatea.

VII.3.1.3. Fabricarea senzorului enzimatic prin imobilizarea enzimei lacaza
VI1.3.1.3.1. Lacaza - enzima utilizata la constructia biosenzorului

Descoperita inca din anii 1980 Tn arborele de lac, Lacc este o enzima ce face parte din
categoria oxidazelor de cupru ce reduce oxigenul molecular la apa. Enzima a fost selectata pentru
acest studiu intrucat detine o serie de proprietati catalitice unice, printre care si proprietatea de a
oxida o varietate de substraturi organice, dar si unii compusi anorganici. Pe langa aceste
proprietati, Lacc participa la degradarea polimerilor, la reticularea monomerilor si la scindarea
inelului compusilor aromatici (asa cum sunt o parte dintre aminoacizi).

VII.3.1.3.2. Structura lacazei
Utilizata in industria farmaceutica, textila, alimentara, chimica, pentru ca oxideaza nu doar
substraturile toxice, cét si pe cele netoxice, Lacc este o enzima foarte specifica si un catalizator
eficient. Fiind cea mai veche si mai studiata forma enzimatica, Lacc se prezinta sub trei forme, in
functie de subunitatea de cupru: Lacc de tip 1, Lacc de tip 2 si Lacc de tip 3, putand fi diferentiate la
UV-Vis.

VI1.3.1.3.3. Mecanismul de actiune al lacazei la suprafata biosenzorului
Transformarea senzorului PPy/FECN/SPCE 1in biosenzorul PPy/FeCN/Lacc/SPCE s-a
realizat prin turnarea in picaturi a unei solutii de enzima Lacc pe suprafata electrodului de lucru,
echivalentul a 10 x 10° M enzima. Aceastd etapa a fost urmatad de o reticulare cu ajutorul
reactivului GA si de o uscare. Tehnica de preparare a biosenzorului mai poarta denumirea de
tehnica drop-and-dry, ilustrata in schema VII.5.

OH o.

Lacaza
0, H,0 H oo

R R
- ® - . Glutaraldehida s
e ey =
—_ PPy/FeCN - Lacaza —_— -
SPCE PPy/FeCN/SPCE Lacc/PPy/FeCN/SPCE Lacc/PPy/FeCN/SPCE o
cu Glutaraldehida H

Schema VII.5. Diagrama schematica a imobilizarii enzimei Lacc in constructia biosenzorului
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VII.3.1.4. Analiza SEM a senzorului
Pentru caracterizarea senzorului din punct de vedere al grosimii si morfologiei stratului
polimeric s-au folosit CA si SEM. Morfologia filmelor polimerice si imaginile obtinute sunt prezentate
in figura VI1.27.

|l N

(@ ' ) ©

Figura VII.27. Imaginile obtinute in urma SEM a senzorilor modificati cu PPy dopat cu: (a) FeCN; (b) NP si
(c) Sbs

VII.3.2. Caracterizarea senzorului i biosenzorului prin voltametrie ciclica
VI1.3.2.1. Raspunsul electrochimic obtinut in solutie de KCI| 0,1 M si in solutie
de L-tirozina 0,001 M - KCI 0,1 M de catre electrodul DRP-110 nemodificat
Raspunsul electrochimic al SPCEs nemadificati a fost investigat in cele doua solutii: solutie
de KCI 0,1 M, respectiv in solutie de KCI 0,1 M - L- Tyr 0,001 M in domeniul de potential de la -1,0
la 0,5 V. Acest pas este important pentru a putea compara rezultatele obtinute de electrodul
nemodificat cu cele obtinute de electrozii modificati cu PPy dopati cu FeCN, NP si SDS, dar si cu
electrodul modificat cu enzima.

VI1.3.2.2. Raspunsurile stabile ale electrozilor modificati chimic si biochimic
imersati in solutie de KC| 0,1 M si in solutie de L-tirozina 0,001 M - KCI 0,1 M
e In solutie de KCI 0,1 M
Pentru stabilitatea acestor dispozitive, au fost inregistrate sase cicluri, la viteza de scanare
0,1 V x s, timp in care a avut loc atat stabilizarea in solutia de electrolit atat a PPy, in cazul
senzorilor, cat si a Lacc, in cazul biosenzorilor [254]. Raspunsurile stabile ale senzorilor in solutia
de KCI 0,1 M sunt ilustrate in figura VI1.31, conform careia se observa doua picuri anodice si doua
picuri catodice care corespund pe de o parte proceselor redox ale PPy, iar sistemul redox Il
corespunde si procesului de oxido-reducere a ionului ferocianura imobilizat Tn matricea polimerica.
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Figura VII.31. Raspunsurile stabile ale senzorilor pe baza de PPy imersati in solutie de KCI 0,1 M la viteza
de scanare de 0,1 V x s™: (a) PPy/FeCN/SPCE (b) PPy/NP/SPCE (c) PPy/SDS/SPCE
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Intrucat senzorul PPy/FeCN/SPCE prezinta picurile cele mai bine definite si un curent de
fond mult mai redus comparativ cu ceilalti doi senzori, acesta a fost supus unei modificari
suplimentare, transformandu-l Tn senzor enzimatic, cu ajutorul enzimei Lacc. Astfel, s-a realizat un
studiu comparativ privind raspunsurile stabile ale senzorului neezimatic cu cele ale senzorului
enzimatic, mai intéi in solutia de KCI 0,1 M, la aceeasi viteza de scanare.

e in solutie de KCI 0,1 M - L-Tyr 0,001 M
In urmétoarea etapa, electrozii modificati au fost imersati intr-o solutie de KCI 0,1 M - L-Tyr
0,001 M. La detectia AA L-Tyr raspunsurile electrochimice stabile obtinute cu cei trei electrozi
modificati cu PPy sunt prezentate in figura VI1.33.
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Figura VI1.33. Raspunsurile electrochimice stabile ale senzorilor modificati cu PPy imersati in solufia de KCI
0,1 M - L-Tyr 0,001 M si inregistrate la viteza de scanare de 0,1 V x s™ (a) PPy /FeCN/SPCE (b)
PPy/NP/SPCE (c) PPy/SDS/SPCE

Se observa, intensitati crescute ale picurilor anodice si catodice pentru senzorul
neenzimatic imersat in solutia dubla.

O prima observatie notabila este cea dintre senzor si biosenzor, caz in care intensitatile
picurilor sunt crescute atat la nivelul sistemului redox I, corespunzator PPy, cét si la nivelul
sistemului redox Il, corespunzator FeCN inclusa in matricea polimerica pe de o parte, pe de alta
parte enzima Lacc ofera o selectivitate si o precizie mai buna biosenzorului.

VII.3.2.3. Efectul vitezei de scanare asupra senzorului, respectiv biosenzorului

Este bine cunoscut ca viteza de scanare joaca un rol important in masuratorile
electrochimice, intrucadt aceasta contribuie la evidentierea proceselor redox si influenteaza
semnificativ raspunsurile voltametrice ale senzorilor. Voltamogramele au fost Tnregistrate la 10
viteze de scanare de la 0,1 la 1,0 V x s™, in domeniul de potential cuprins intre -1,0 V si + 0,5V,
facand posibil astfel studiul caracteristicilor dinamice si a preformantelor senzorilor. Intensitatile
picurilor sunt direct proportionale cu radacina patrata din viteza de scanare, ceea ce indica faptul
ca procesele redox au ca etapa determinanta de viteza procesul de difuzie.

Din ecuatia dependentei liniara si folosind ecuatia lui Randles-Sevcik s-a calculat aria activa
pentru cei trei senzori. Valorile obtinute pentru A, suprafata activa a senzorului, calculata din panta
ecuatiei de dependenta dintre 1,, si v, precum si factorul de rugozitate sunt prezentate in tabelul
VII.18.
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Tabel VII.18. Suprafata activa si factorul de rugozitate pentru electrozii folositi in analiza inainte si dupa

modificare
Panta Suprafata | Factorul
Electrod Solutie 1o ap R? activa de
’ (MA x s x V™) 5 .
(cm”) rugozitate

SPCE 0,00005820 0,9946 0,0803 0,63
PPy/FeCN/SPCE | L-Tyr 0,001 M - 0,00085700 0,9972 1,1824 9,41
PPy/NP/SPCE KCI0,1 M 0,00027890 0,972 0,3847 3,06
PPy/SDS/SPCE 0,00034100 0,9910 0,4700 3,74

In concluzie, se observa céa valoarea ariei active a senzorului PPy/FeCN este cea mai mare,
deci acest senzor prezinta cea mai mare sensibilitate pentru detectia L-Tyr, drept pentru care s-a
studiat mai departe influenta vitezei de scanare pentru acest senzor comparativ cu biosenzorul
preparat, tot in solutia de electrolit L-Tyr 0,001 M - KCI 0,1 M.

VI1.3.2.4. Curbele de calibrare si limitele de detectie obtinute de catre senzorul
PPy/FeCN/SPCE, respectiv biosenzorul PPy/FeCN/Lacc/SPCE
Aceasta etapa este importanta deoarece din ecuatia dreptei de calibrare se poate calcula
LOD si LOQ a fiecarui senzor modificat cu PPy. Domeniul de concentratie studiat a fost cuprins
intre 0,5 —27 x 10°® M pentru toti cei trei senzori realizati in aceasta lucrare. Un aspect important
privind acesti trei electrozi este cresterea liniara a intensitatii picului anodic odata cu cresterea
concentratiei de L-Tyr. Sensibilitatea pentru determinarea L-Tyr cu senzorii modificati
PPy/FeCN/SPCE, PPy/NP/SPCE, PPy/SDS/SPCE, cét si cu senzorul nemodificat a fost de 1,463
A/M; 0,2789 A/IM; 0,3412 A/M; respectiv 0,1543 A/M. Determinarile voltametrice s-au efectuat cu
toti cei trei senzori, iar Tn tabelul VII.20 se prezinta valorile LOD si LOQ obtinute la detectia L-Tyr.

Tabel VI1.20. Datele obtinute din dreptele de calibrare pentru senzorii PPy/FeCN, PPy/NP si
PPy/SDS la detectia L-Tyr

Senzor LOD (M) LOQ (M)
PPy/FeCN/SPCE 8,20 x 10°® 2,73x 10"
PPy/NP/SPCE 4,30 x 10”7 1,43 x 10°
PPy/SDS/SPCE 3,51 x 107 1,17 x 10°

Valorile cele mai mici ale LOD si LOQ au fost obtinute in cazul senzorului PPy/FeCN/SPCE,
confirméandu-se sensibilitatea superioara a acestui senzor. Prin urmare, rezultatele senzorului au
fost comparate cu cele ale biosenzorului dezvoltat (Tabel VII.20.).

Tabel VII.21. Datele obtinute pentru curbele de calibrare a senzorului Ppy/FeCN/SPCE si
biosenzorului Ppy/FeCN/Lacc/SPCE la detectia L-Tyr
Electrod LOD (M) LOQ (M)
senzor PPy/FeCN/SPCE 3,76 x 107 1,25 x 10°
biosenzor PPy/FeCN/Lacc/SPCE 2,29 x 10°® 7,63 x 108
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VII.3.2.5. Studii de interferenta si studii privind precizia, repetabilitatea,
reproductibilitatea, stabilitatea senzorului si biosenzorului

Atét pentru senzor, cat si pentru biosenzor, s-au efectuat studii de precizie, repetabilitate,
reproductibilitate si stabilitate. De exemplu, in ceea ce priveste stabilitatea electrodului, aceasta a
fost determinata in aceeasi solutie de L-Tyr timp de trei saptaméani. Dupa trei saptamani, s-a
constatat ca electrodul pastreaza 91% din raspunsul initial al semnalului. Atunci cand nu au fost
utilizati, senzorii au fost pastrati in frigider la o temperatura de 4°C intr-o cutie uscata inchisa.

A fost studiata si reproductibilitatea procesului de fabricare. Cinci biosenzori au fost pregatiti
in conditii identice si au fost inregistrate raspunsurile in L-Tyr 10° M. Asa cum se observa in figura
VI11.40, diferentele dintre raspunsurile biosenzorului au fost mici, cu o abaterea standard relativa
(RSD) de 2,7%.

Biosenzor
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Figura VII.40. Stabilitatea raspunsurilor obfinute cu 5 biosenzori modificati PPy/FeCN/Lacc/SPCE pentru L -
Tyr de concentratie 10° M (RSD = 0,33%)

VI1.3.2.6. Determinarea cantitativa a L-tirozinei cu senzorul si biosenzorul
preparati, precum si validarea acestora pe probe reale
Trei produse farmaceutice, de la trei producatori diferiti, care au in compozitie diferite
concentratii de L-Tyr au fost selectate si analizate pentru validarea senzorilor si biosenzorilor
preparati in acest studiu prin cuantificarea AA L-Tyr. Aceste produse farmaceutice au fost
achizitionate de la farmacii locale si poarta numele de L-Tyrosine (Solaray) (L-Tyr 500 mg), Tiroidin
(Parapharm) (L-Tyr 90 mg) si Cebrium (Ever Neuro Pharma) (L-Tyr 4,012 mg), fiind analizate prin
metoda CV. Prin urmare, concentratiile fiecarui AA din solutia analizata au fost la un nivel similar.
PPy/FeCN/SPCE a fost folosit pentru cuantificarea L-Tyr din produsele farmaceutice
deoarece are performantele analitice cele mai bune dintre cei trei senzori realizati in aceasta
lucrare. Voltamogramele inregistrate cu PPy/FeCN/SPCE pentru solutile a doua produse
farmaceutice cu o concentratie de L-Tyr 0,001 sunt ilustrate in figura VII1.41.
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Figura VI.41. Réaspunsurile voltametrice ale senzorului PPy/FeCN in solutie de: a. L-Tyrosine (Solaray); b.
Cebrium (Ever Neuro Pharma).
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Validarea electrozilor a fost efectuata prin metoda FT-IR. Rezultatele electroanalitice pentru
cuantificarea L-Tyr obtinuta prin metoda CV bazata pe senzorul si biosenzorul dezvoltati in acest
studiu au fost comparate atat cu cele obtinute prin metoda FT-IR cat si cu cele furnizate de
producatorii produselor farmaceutice analizate.

VII.3.2.7. Concluzii

Filmele de PPy dopate cu ionii FECN, NP si SDS, au fost sintetizate cu succes prin
metoda CA prin depunere pe SPCEs. Senzorii au fost folositi pentru detectia L-Tyr in solutii etalon
si in produse farmaceutice, dovedindu-se ca PPy/FeCN/SPCE are cele mai bune performante
electroanalitice. Prin utilizarea CV s-au atins performante analitice excelente ceea ce recomanda
acest senzor pentru a fi folosit in practica de laborator. Rezultatele obtinute cu PPy/FeCN/SPCE la
cuantificarea L-Tyr au fost verificate prin metoda adaosului standard, obtinandu-se valori de
recuperare bune. Metoda electroanalitica are o serie de avantaje importante pentru practica de
laborator, cum sunt precizia, fiabilitatea, simplitatea si costul redus. Senzorul prezintd raspuns
rapid, sensibilitate si stabilitate bune pentru detectarea voltamperometricd a L-Tyr, fiind utila si
pentru determinarea selectivda a probelor complexe care contin diferiti AAs. Metoda
voltamperometrica poate fi folosita in controlul calitatii produselor farmaceutice si fitoproduselor,
precum si alte tipuri de probe de interes.

In acest studiu s-a dezvoltat un nou biosenzor prin imobilizarea enzimei Lacc la suprafata
unui electrod modificat cu un material conductor cu proprietati excelente, polimerul PPy dopat cu
anionul FeCN, prin metoda CA. Caracterizarea electrodului modificat s-a efectuat prin tehnici
voltametrice si spectroscopia FT-IR, rezultatele obtinute demonstrand selectivitatea crescuta a
biosenzorului pentru determinarea cantitativda a L-Tyr, comparativ cu cele obtinute de electrodul
nemodificat cu enzima Lacc. De asemena, Lacc si CP au demonstrat biocompatibilitate, proprietati
mecanice superioare si un raport mare suprafata - volum in cazul biosenzorului. Domeniul de
concentratii Tn care a fost testat PPy/FeCN/Lacc/SPCE s-a incadrat in intervalul 0,2 - 6 x 10° M iar
LOD obtinuta a fost de 2,29 x 10, o valoare mica comparativ cu senzorul neenzimativ si cu a altor
dispozitive raportate in literatura de specialitate. Mai mult decéat atat, acest nou biosenzor a
demonstrat o buna stabilitate timp de o saptamana si recuperari acceptabile atunci cand a fost
testat pe probe reale, respectiv pe produse farmaceutice cu diferite concentratii de L-Tyr.
Dezvoltarea acestui biosenzor se poate dovedi eficient in controlul calitatii produselor farmaceutice
care contin L-Tyr si reprezinta o provocare pentru cercetarile viitoare, in sensul dezvoltarii unui
biosenzor care sa detecteze nivelul de L-Tyr din alimente si fluide biologice inca de la nastere,
deoarece un astfel de dispozitiv poate ajuta la prevenirea multor afectiuni.

CAPITOLUL VIiIl. PRINCIPALII SENZORI S| BIOSENZORI VOLTAMETRICI RAPORTATI iN
LITERATURA DE SPECIALITATE PENTRU DETECTIA FENILALANINEI, TIROZINEI $I
TRIPTOFANULUI

Pentru a demonstra ca senzorii Si biosenzorii dezvoltati in aceastd tezd de cercetare
prezinta performante analitice foarte bune, am efectuat o documentare stiintifica cu privire la ceea
ce s-a dezvoltat Tn ultimii 5-10 ani Tn acest sens. Deoarece studiile elaborate s-au axat pe electrozi
modificati atat chimic, cat si biochimic, referintele in motoarele de cautare au avut in vedere
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elementele modificatoare ale acestora: compusi organici electroactivi, polimeri conductori, polimeri
imprimati molecular, enzime. Totodata s-a urmarit ca aceste dispozitive sa fi fost studiate pentru
detectia aminoacizilor (Phe, Tyr, TRP) prin tehnici electrochimice, precum: CV, CA, DPV, SWV,
LSV.

Intrucat senzorii presupun etape de preparare diferite comparativ cu biosenzorii, rezultatele
selectate din literatura de specialitate au fost structurate in doud sectiuni: una in care sunt
prezentati senzorii electrochimici si alta cu biosenzorii electrochimici.

CAPITOLUL IX. CONCLUZIIl GENERALE

Ultimii doi ani, in care piata farmaceutica mondiala a avut o evolutie crescanda comparativ
cu cea din anii 2017-2020, au marcat necesitatea existentei unor instrumente si dispozitive de
control, de masurare ori de verificare a calitatii medicamentelor. Prin urmare, obiectivul principal
indeplinit al acestei lucrari a fost de a dezvolta dispozitive usor de manevrat, cu un cost redus,
precise si sensibile la detectia unor aminoacizi din produse farmaceutice. Aminoacizii selectati,
respectiv fenilalanina, tirozina si triptofanul, au fost cei mai solicitati de catre populatie, dar si
recomandati de specialistii din domeniul farmaco-medical, datoritd consecintelor ce au aparut ca
urmare a raspandirii si infectarii cu noul coronavirus, dar mai ales a starilor de panica, frica, stres
cauzate de razboi. De asemenea, s-a urmarit ca excesul sau deficitul unuia dintre cei trei
aminoacizi, sa poata fi depistate cat mai timpuriu pentru a fi tratate corespunzator. in esenta, prin
intermediul unor dispozitive versatile s-a putut stabili asimilarea unei concentratii corecte de
fenilalanina, tirozind sau triptofan, asigurand astfel cunoasterea biodisponibilitatii Tn organism a
unei substante dintr-o forma farmaceutica (capsula).

Am constatat astfel ca:

- Fenilalanina, tirozina si triptofanul sunt aminoacizii cei mai cautati si studiati pentru tratarea
unor afectiuni ale sistemului nervos central (depresia, insomnia, anxietatea), insa nefiind gasita
inca o metoda rapida si eficienta de determinare cantitativa a lor din fluidele biologice, din produse
farmaceutice sau din produse alimentare;

- Interesul crescut al cercetatorilor fatd de metodele electrochimice se datoreaza avantajelor
pe care le detin acestea, respectiv: economisesc timp de analiza, costurile sunt mai reduse, timpul
de raspuns este mai rapid, utilizarea in cantitati reduse a reactivilor;

- Polimerii conductori si polimerii imprimati molecular sunt materiale de generatie noua,
avand o sfera larga de utilizare, insa cu aplicatii restranse in ceea ce priveste realizarea unor
electrozi pentru detectia aminoacizilor;

- Albastru de Prusia, maodificator al unui electrod serigrafiat de carbon, este un compus
organic electroactiv prin care se pot detecta compusi redox inactivi, asa cum a fost detectia
indirecta a aminoacidului fenilalanina din probe preparate cu produse farmaceutice;

- Cronoamperometria este 0 metoda electrochimica rapida de modificare a electrozilor
serigrafiati de carbon, obtindndu-se o reproductibilitate foarte buna a electropolimerizarii senzorilor
preparati in aceleasi conditii experimentale;

- Polimerul conductor-polipirol impreuna cu agentul dopant, ferocianura de potasiu, sunt
modificatori chimici care au demonstrat semnale imbunatatite ale electrozilor serigrafiati de carbon,
detectand aminoacidul triptofan cu precizie, limita de detectie mare si sensibilitate crescuta; dar mai
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ales aminoacidul tirozina, cand semnalele PPy/FeCN/SPCE au fost comparate cu ale altor doi
electozi madificati, respectiv PPy/NP/SPCE si PPy/SDS/SPCE;

- Lacaza este elementul modificator versatil ce a transformat senzorul PPy/FeCN/SPCE
pentru detectia tirozinei in senzor biochimic, respectiv biosenzor. Aceasta enzima si-a demonstrat
eficacitatea prin tehnica drop-and-dry, unde glutaraldehida a fost folosita ca agent reticulant,
pastrandu-si astfel activitatea enzimatica dupa multe utilizari ale biosenzorului;

- Cele mai importante informatii si cele mai intense studii s-au efectuat folosind metoda
voltametria ciclica. Aceasta metoda a condus la obtinerea unor rezultate originale, fiind folosita
pentru studiul influentei unor parametri electrochimici importanti: viteza de scanare, concentratia
analitului, studii de interferenta, precizie, stabilitate si reproductibilitate;

- Pentru mecanismele redox s-au calculat aria suprafetei active sau coeficientul de difuzie,
in functie de parametrul care a influentat procesul redox;

- Toate modificarile ce s-au aplicat electrozilor in laboratorul de senzori si biosenzori au
condus la rezultate cu performante crescute, dovedindu-le utilitatea pentru controlul calitatii
produselor farmaceutice si alte tipuri de probe.

CAPITOLUL X. PERSPECTIVE VIITOARE DE CERCETARE

Oportunitatea de a realiza controlul complet, atat din punct de vedere cantitativ, cat si
calitativ a unor medicamente sau OTC-uri (over the counter drugs) cu o serie de dispozitive
versatile realizate in laboratorul de senzori si biosenzori pot facilita multe activitati desfasurate de
inspectorii Agentiilor Nationale de Control a Calitati Medicamentelor. Cu aceste dispozitive
realizate n studiile anterior prezentate s-a demonstrat ca sensibilitatea si selectivitatea crescute
pot face din acestea instrumente veritabile de testare rapida cu aplicabilitate in variate domenii:
chimie, biochimie, medicina, farmacie, industrie alimentara s.a.

Intrucat o parte din rezultatele obtinute cu senzorii si biosenzorii pentru detectia Phe, Tyr si
TRP, dezvoltati si prezentati in aceasta teza de cercetare se numara printre cele mai bune in
comparatie cu cele raportate n literatura de specialitate, iar alte rezultate sunt chiar unice, asa cum
am mentionat n capitolul al Vlll-lea, viitoarele studii propuse cu aceste dispozitive se axeaza pe
urmatoarele obiective:

+ testarea senzorilor si biosenzorilor pe fluidele biologice (uring, saliva, plasma) pentru
detectia celor trei AAs;

+ largirea spectrului de detectie si pentru alti AAs de interes cu actiune asupra SNC,;

+ studii suplimentare pentru modificarile ce au loc la suprafata electrozilor prin metode
precum: FT-IR, TEM, SEM etc.

+» largirea spectrului de analiza electrochimica a senzorilor si biosenzorilor prin alte metode
DPV, SWV, LSV.

+“ modificarea electrozilor cu alti CPs (PANi, Pth, PEDOT) si compararea rezultatelor cu cele
obtinute anterior;

% brevetarea dispozitivelor;

* plasarea pe piata comerciala a senzorilor si biosenzorilor initial prin realizarea unor
campanii de testare gratuita in cadrul cabinetelor medicale, ulterior prin distribuirea la nivelul pietei
farmaceutice si medicale;
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* realizarea unor aplicatii digitale (instalate pe smartphone, smartwatch, smart tv) conectate
la dispozitivele realizate prin porturi USB pentru a asigura o monitorizare cu caracter continuu.

Tehnicile de detectie pot si ele imbunatatite prin utilizarea unor noi tehnici, mai rapide si mai
sensibile, cum sunt CV ultrarapida sau prin combinarea tehnicilor de detectie, cum este tehnica
spectroelectrochimica, ce combina tehnicile voltametrice cu spectroscopia in UV-Vis sau Raman.
Aportul de informatie de natura diferita poate aduce informatii suplimentare utile in detectie si
cuantificare.

Toate aceste activitati sunt directii viitoare de cercetare intr-o etapa a studiilor
postdoctorale, dar si pentru dezvoltarea unui plan de afaceri START-up, intrucat se incadreaza in
codurile CAEN 2651 si 3250 ce au ca domeniu de activitate Fabricare de instrumente si dispozitive
pentru mdasurd, verificare, control, navigatie, respectiv Fabricarea de dispozitive, aparate i
instrumente medicale si stomatologice.

CAPITOLUL XI. VALORIFICAREA SI IMPACTUL REZULTATELOR CERCETARII

XI.1. Articole publicate in jurnale cotate ISI
» 2020

Dinu, A.; Apetrei, C., A Review on Electrochemical Sensors and Biosensors Used in
Phenylalanine Electroanalysis, Sensors 2020, 20(9), 2496, https://doi.org/10.3390/s20092496,
Factor de impact 3,576, Q1;

Dinu, A.; Apetrei, C., Voltammetric Determination of Phenylalanine Using Chemically
Modified Screen-Printed Based Sensors, Chemosensors 2020, 8(4), 113,
https://doi.org/10.3390/chemosensors8040113, Factor de impact 3,398, Q1.

» 2021

Dinu, A.; Apetrei, C., Development of Polypyrrole Modified Screen-Printed Carbon
Electrode Based Sensors for Determination of L-Tyrosine in Pharmaceutical Products. International
Journal Molecular Sciences 2021, 22(14), 7528, https://doi.org/10.3390/ijms22147528, Factor de
impact 5,924, Q1,

Dinu, A.; Apetrei, C., Development of a Novel Sensor Based on Polypyrrole Doped with
Potassium Hexacyanoferrate (1) for Detection of L-Tryptophan in Pharmaceutics, Inventions 2021,
6(3), 56, https://doi.org/10.3390/inventions6030056.

> 2022

Dinu, A.; Apetrei, C., Quantification of Tyrosine in Pharmaceuticals with the New Biosensor
Based on Laccase-Modified Polypyrrole Polymeric Thin Film. Polymers 2022, 14(3), 441.
https://doi.org/10.3390/polym 14030441, Factor de impact 4,329, Q1;

Dinu, A.; Apetrei, C., A Review of Sensors and Biosensors Modified with Conducting
Polymers and Molecularly Imprinted Polymers Used in Electrochemical Detection of Amino Acids:
Phenylalanine, Tyrosine, and Tryptophan, International Journal Molecular Sciences 2022, 23(3),
1218. https://doi.org/10.3390/ijms23031218, Factor de impact 5,924, Q1.

Factor de impact cumulat: 22,521 WOS


https://doi.org/10.3390/s20092496
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X1.2. Lucrari si postere prezentate la conferinte internationale si nationale
» 2018

Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Development of polyaniline based sensors for the
determination of ascorbic acid in pharmaceutical products, The 4th International Conference New
Trends on Sensing - Monitoring - Telediagnosis for Life Sciences NT-SMT-LS 2018, Book of
abstracts, pp. 39, Brasov, Roméania, August 30 - September 1, 2018, Conferinta Internationala -
poster;

Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Voltammetric Study of Phenylalanine by Means of
Sensors Based on Polypyrrole Doped with Different Anions, Scientific Conference of Doctoral
Schools SCDS-UDJG 2018 The Sixth Edition, Book of abstracts, pp 83, Galati, Romania, 7th-8th of
June 2018, Conferinta Internationala - prezentare orala,

Ancuta Dinu, Constantin Apetrei , Development of the electrochemical sensors for the
detection of neurotransmitters, European Conference of Phsyhiatry and Mental Health ,Galatia
2018”, Abstract will be published in American Journal of Psychiatry and Neuroscience 2018, Galati,
Romania, May 9-13, Conferinta Internationala - poster;

Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Development of voltammetric sensors based on
conducting polymers for the detection of amino acids, 22nd Conference “New Cryogenic and
Isotope Technologies for Energy and Environment” - EnergEn, Book of abstracts, pp 179, Baile
Govora, Roméania, October 24 — 26, 2018, Conferinta nationala - poster.

» 2019
Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Determination of L-phenylalanine with polypyrrole
sensors doped with different anions, Research and Innovation Salon, UGALINVENT, Edition IV,
Book of abstracts, pp. 116, Galati, Romania, 16-18 October 2019, Conferinta Internationala -
poster.

» 2020

Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Voltamperometric Sensors for Detection of the Amino
Acid Phenylalanine, National online conference of Byophysics — CNB, Book of abstracts, pp. 66,
Brasov, Roméania, June 14 — 16, 2020, Conferinta nationala - poster;

Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Electrochemical Sensor Modified with Cobalt
Phthalocyanine for Voltammetric Determination of Phenylalanine, International online Conference -
8th Edition of Scientific Conference organized by the Doctoral Schools of ,Dundrea de Jos”
University of Galati, Book of abstracts, pp. 116, Galati, Roméania, June 18-19, 2020, Conferinta
Internationala - prezentare orala;

Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Indirect voltammetric detection of acetylsalicylic acid with
carbon paste electrodes, 8th Edition of Scientific Conference organized by the Doctoral Schools of
,Dundrea de Jos” University of Galati, Book of abstracts, pp. 262, Galati, Romania, June 18-19,
2020, Conferinta Internationala - poster;

Ancuta Dinu, Dorin Dascalescu, Irina Georgiana Munteanu, Alexandra Virginia Bounegru,
Ramona-Oana Rosca, Constantin Apetrei, Electrochemical sensors based on nanomaterials
employed in water analysis, 8th Edition of Scientific Conference organized by the Doctoral Schools
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of ,Dunarea de Jos” University of Galati, Book of abstracts, pp. 258, Galati, Roméania, June 18-19,
2020, Conferinta Internationala - poster;

Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Sensitive properties of screen printed carbon electrode
modified with Meldola/s Blue for voltammetric detection of Phenylalanine, The 5th International
Conference ,New Trends on Sensing - Monitoring - Telediagnosis for Life Sciences NT-SMT-LS
2020", Book of abstracts, pp. 103, Bragov (Bucuresti), Roménia, July 3 — 4, 2020, Conferinta
Internationala - prezentare orala;

Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Sensitive proprieties of screen-printed carbon electrode
modified with polypyrrole and various doppind agents for the voltammetric detection of different
amino-acids, UGALMAT, International Conference on Materials Science & Engineering, Book of
abstracts, pp. 25, December 8-9, 2020, Galati, Romania, Conferinta Internationala - prezentare
orala.

» 2021

Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Electrochemical Sensors and Biosensors Modified with
Polypyrrole for the Detection of the Amino-acids L-Phenylalanine and L-Tyrosine, 8th Edition of
Scientific Conference organized by the Doctoral Schools of ,Dunarea de Jos” University of Galati,
Book of abstracts, pp. 111, Galati, Roménia, June 10-11, 2021, Conferinta Internationala - online
- prezentare orala;

Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Development of a Novel Biosensor Based on
Laccase/Polypyrrole/Screen-Printed Electrode for Detection of L-Tyrosine in Pharmaceutics, 8th
Edition of Scientific Conference organized by the Doctoral Schools of ,Dunarea de Jos” University
of Galati, Book of abstracts, pp. 278, Galati, Romania, June 10-11, 2021, Conferinta
Internationala - online - poster;

Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Dorin Dascalescu, Irina-Georgiana Munteanu (Bulgaru),
Ramona-Oana Rosca (Gunache), Detection of Amino Acids L-Phenylalanine, L-Tyrosine and L-
Tryptophan with Biosensors based on Polypyrrole, Exploratory Workshp NeXT-Chem lll, Book of
abstracts, pp. 11, May 27-28, 2021, Bucuresti, Roménia, Conferinta Internationala - online -
prezentare orala;

Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Comparative study of two sensors performances
regarding the detection of L-Phenylalanine and L-Tyrosine, 16th International Conference on
European Integration - Realities and Perspectives, May 14-15, 2021, Galati, Roméania, Conferinta
Internationala - online - prezentare orala;

Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Versatile electrochemical devices for L-Tyrosine amino
acid detection, 16th International Conference on European Integration - Realities and Perspectives,
May 14-15, 2021, Galati, Romania, Conferinta Internationala - online - prezentare orala;

Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Electrochemical biosensors based on polypyrrole and
laccase for the detection of L-Tyrosine in pharmaceutical products, Poster, The 1st International
Electronic Conference on Chemical Sensors and Analytical Chemistry, July 1-15, 2021, online
chemaosensors mdpi - 10.3390/CSAC2021-10626 (registering DO,
https://sciforum.net/paper/view/10626, Conferinta Internationala - online - poster.



https://sciforum.net/paper/view/10626
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» 2022

Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Molecularly imprinted polymers based electrochemical
sensor for quantification of amino acids, International Conference on Contemporary Scientific and
Technological Aspects towards an Entrepreneurial Approach, Universitatea Danubius, 25 februarie,
2022, Galati, Romania, Conferinta Internationala - online - prezentare orala;

Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Enzymes involved in the development of electrochemical
biosensors for amino acid detection: phenylalanine, tyrosine, tryptophan, International Conference
on Contemporary Scientific and Technological Aspects towards an Entrepreneurial Approach,
Universitatea Danubius, 25 februarie, 2022, Galati, Roménia, Conferinta Internationala - online -
prezentare orala;

Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Modern Alternatives for Depression Monitoring by
Measuring the Concentration of Amino Acids in Biological Fluids, European Conference of
Psychiatry and Mental Health “Galatia 2022”, 23-27 martie, Galati 2022, Romania, Poster;

Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Sensitivity, selectivity, precision and accuracy of the new
devices designed to prevent post-COVID 19 depression and neuropsychiatric disorders caused by
war, International online Conference - 10th Edition of Scientific Conference organized by the
Doctoral Schools of ,Dunarea de Jos” University of Galati, Book of abstracts, Galati, Romania, 9-10
iunie, 2022, Conferinta Internationala - online - prezentare orala.

X1.3. Premierea rezultatelor cercetarii
» 2018

Premiul 1 - Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Dezvoltarea unor senzori pe baza de
polianilina pentru determinarea acidului ascorbic din produse farmaceutice, Sesiunea de
Comunicari Stiintifice Studentesti — Sectiunea ,Chimia in Slujba Umanitatii”, 17 mai 2018, Galati,
Romania;

Premiul al ll-lea - Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Voltammetric Study of Phenylalanine
by Means of Sensors Based on Polypyrrole Doped with Different Anions, Scientific Conference of
Doctoral Schools SCDS-UDJG 2018 The Sixth Edition, Book of abstracts, pp 83, Galati,
Romania, 7th-8th of June 2018, Conferinta Internationala - prezentare orala.

» 2020

Premiul al lll-lea - Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Electrochemical Sensor Modified with
Cobalt Phthalocyanine for Voltammetric Determination of Phenylalanine, International online
Conference - 8th Edition of Scientific Conference organized by the Doctoral Schools of ,Dunarea
de Jos” University of Galati, Book of abstracts, pp. 116, Galati, Roméania, June 18-19, 2020,
Conferinta Internationala - prezentare orala.

Premiul The most active team of students - International online Summer School Food
Safety and Healthy Living FSHL — 05 — 08 iulie, Brasov (Bucuresti), 2020, Romania

» 2021
Premiul al Il-lea - Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Electrochemical Sensors and
Biosensors Modified with Polypyrrole for the Detection of the Amino-acids L-Phenylalanine and L-
Tyrosine, 8th Edition of Scientific Conference organized by the Doctoral Schools of ,Dunarea de
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Jos” University of Galati, Book of abstracts, pp. 111, Galati Romania, June 10-11, 2021,
Conferinta Internationala - online - prezentare orala;

Premiul al Ill - lea GALA CEREX IOSUD UDJG (Gala Cercetarii de Excelenta -
Premierea rezultatelor cercetarii stiintifice doctorale - Universitatea ,,Dunarea de Jos” din
Galati) - Dinu, A.; Apetrei, C., Development of Polypyrrole Modified Screen-Printed Carbon
Electrode Based Sensors for Determination of L-Tyrosine in Pharmaceutical Products. International
Journal Molecular Sciences 2021, 22(14), 7528, https://doi.org/10.3390/ijms22147528, Factor de
impact 5.924, Articol;

Mentiune | - Ancuta Dinu, Constantin Apetrei, Dorin Da&scalescu, Irina-Georgiana
Munteanu (Bulgaru), Ramona-Oana Rosca (Gunache), Detection of Amino Acids L-Phenylalanine,
L-Tyrosine and L-Tryptophan with Biosensors based on Polypyrrole, Exploratory Workshp NeXT-
Chem 1ll, Book of abstracts, pp. 11, May 27-28, 2021, Bucuresti Roméania, Conferinta
Internationala - online - prezentare orala.

XL.5. Activitati conexe desfasurate in cadrul programului individual de studii universitare de
doctorat
o Participare la Scoala Internationald Food Safety and Healthy Living FSHL — 05 — 08
iulie, Brasov (Bucuresti), 2020, Romania;
Participare la Sesiuni de comunicari stiintifice pentru studenti - 2018;
Sustinere de laboratoare la disciplinele: Chimie, Cataliza (sub indrumarea
domnului profesor dr. Habil Constantin Apetrei), Poluare Chimica si Analiza
Probelor de Mediu, Poluarea si Protectia Mediului (sub indrumarea doamnei lector
dr. Mihaela Timofti), Chimie analitica (sub indrumarea doamnei profesor Maria Cioroi
si doamnei conferentiar Simona S$tefan, Chimie Terapeutica (sub tndrumarea
doamnei profesor Oana Dragostin si doamnei conferentiar Elena Lis&) - 2017-2022;
o Membra a grupului tinta a Proiectului Excelenta academica si valori
antreprenoriale - sistem de burse pentru asigurarea oportunitatilor de formare si
dezvoltare a competentelor antreprenoriale ale doctoranzilor si postdoctoranzilor
(ANTREPRENORDOC), cofinantat din Fondul Social European prin Programul
Operational Capital Uman, 2014-2020, Contract nr. 36355/23.05.2019
POCU/380/6/13 - Cod SMIS: 123847 - 2021
o Membra a comitetului de organizare in cadrul Conferintei Scolilor Doctorale
.Perspective si provocari in cercetarea doctorald’, Sectiunea Chemistry -
Electrochemistry in Life Sciences, Galati - 2020,2021
Participare la cursuri, seminarii, workshopuri, stagii de practica atat organizate atat de
Scoala Doctorala de Stiinte Fundamentale si Ingineresti, cat si de la proiectul
ANTREPRENORDOC.
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