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Introducere

Scopul acestei lucrari este de a studia metodele cinetice si electrochimice de analizad a
unor medicamente bazate pe reactii catalizate enzimatic si eterogen.

Lucrarea este alcatuita din 5 capitole principale:

In primul capitol sunt prezentate aspecte teoretice legate de reactiile catalizate enzimatic
si modul de urmarire al acestora. Tot aici sunt prezentate aspectele generale ale cineticii
reactiilor enzimatice, modelele de liniarizari utilizate, inhibarea reactiilor enzimatice si tipurile
de inhibitori, fractia de inhibitie. De asemenea se face referire la metodele analitice utilizate:
metode spectrofotometrice, amperometrice, voltametrice, spectroscopie de impedanta.

Al doilea capitol este consacrat studiului procesului de inhibitie a fenolului asupra
reactiei de descompunere a H,O, catalizate de peroxidaza. S-au realizat masurdtori atit cu
peroxidaza purd, cit si cu peroxidaza extrasa din hrean.

Tn cadrul acestui capitol, s-au determinat parametrii cinetici, constantele de inhibitie, s-a
stabilit mecanismul de inhibitie pentru fenol si s-a pus la punct o metodd de extragere a
peroxidazei din hrean.

Al treilea capitol prezintd descompunerea apei oxigenate catalizate de catalaza utilizand
diverse medicamente ca si inhibitori (atenolol, metoprolol).

Si in acest capitol s-au determinat parametrii cinetici, constantele de inhibitie, pentru
atenolol si metoprolol atat prin metoda spectrofotometrica, cat si prin metoda amperometrica. S-
a stabilit mecanismul de inhibitie pentru atenolol si metoprolol.

S-a incercat punerea la punct a unor metode de determinare a acestor medicamente.

Capitolul 4 prezintd studiul oxidarii atenololului utilizdnd un electrod de carbune
sticlos, GCE, a carui suprafatd a fost modificatd cu aminoacizi $i nanoparticule de aur, prin
voltametrie liniara si spectroscopie de impedanta.

Oxidarea atenololului s-a realizat pe doud decade de concentratii (10°-10* M) cu o
limitd de detectie de 3,910 M

Din masurdtorile de spectroscopie de impedanta s-a realizat un circuit electric
echivalent in bund concordantd cu datele experimentale §i care permite determinarea
parametrilor electrici.

In capitolul 5 al acestei lucrari se prezintd studiul oxidarii carbamazepinei utilizand un
electrod de aur modificat cu grafene prin voltametrie liniara si spectroscopie de impedanta. Si in
cazul acestui capitol s-a realizat un circuit electric echivalent, in bund concordantd cu datele

experimentale si care permite determinarea parametrilor electrici.



Capitolul 1. Consideratii generale ale reactiilor catalizate enzimatic si modul
de urmarire al acestora.

1.1. Cinetica reactiilor enzimatice

In cele mai multe cazuri, enzimele sunt catalizatori atat de eficienti incat au o actiune
importantd chiar la concentratii extrem de mici. [1]. Se va discuta aici mecanismul cel mai
simplu cu putintd, implicdnd doar un singur substrat. Cercetarea cineticii pentru procesele
enzimatice se face de reguld urmarind viteza de reactie la diferite concentratii crescatoare de
substrat si mentindnd concentratia de enzima constantd. Facand astfel de masurdtori de viteza, se
obtine o dependentd a vitezei de concentratia substratului prezentata calitativ in figura 1.1.1. La
concentratii destul de mari de substrat se atinge o valoare maxima (rmax), Care este direct

proportionala cu concentratia totald de enzima [E],.
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Figura 1.1.1. Reprezentarea schematica a vitezelor initiale in functie de concentratia de substrat la
concentratie constanta de enzimd.

Aceasta dependentda a fost descrisa de cate Michaelis si Menten, printr-un mecanism
simplu [2]. Ecuatiile cinetice pentru reactiile catalizate de enzime au fost analizate pentru un

singur substrat, pentru care mecanismul propus este urmatorul:

k. k
S+EcoESe=E+P (1.1.1)
1 2

S si P reprezinta substratul si respectiv produsul, iar ES este un intermediar sau complex

enzima-substrat.. Ecuatia de viteza are urmatoarea forma:

k,[E] r

=[S 2.-00 . max  rg 1.1.8

r=[ ][S]+k‘lk+k2 S [s] (1.1.8)
1

Aceastd ecuatie, prezentdnd dependenta vitezei de concentratia substratului, este
concordantd cu experienta si explicd figura 1.1.1. Raportul ce cuprinde cele trei constante de
viteza (k1 + kp)/ki = Ky se numeste constanta Michaelis pentru substrat. Cu toate ca se

obisnuieste sd se noteze cu Ky, aceasta nu este o constantd de echilibru. Constanta Michaelis



defineste concentratia de stare stationara [E][S]/[ES], ea se poate determina din figura 1.1.1., ca
fiind egala cu concentratia de substrat corespunzatoare jumatatii vitezei maxime.

1.3. Inhibarea reactiilor enzimatice

Tn studiul inhibitorilor parametri cei mai comuni care descriu inhibitia, sunt: constanta de
disociere a speciilor enzimatice, fractia de inhibitie (potentialul relativ de inhibitie) si
concentratia de inhibitori pentru a reduce activitatea enzimatica la jumatate;

Inhibitorii totali sunt clasificati conform Nomenclaturii Committee of International Union
of Biochemistry (IUB), [15] in diferite tipuri dupa efectul pe care il prezinta asupra parametrilor
Michaelis-Menten: competitive; noncompetitive; mixte; necompetitive;

Diferentele intre tipurile de inhibitie sunt reflectate Tn graficele Lineweaver-Burk.

Mecanismul general de inhibitie este descris de interactiunea substratului S si a

inhibitorului I cu enzima E, dupa cum se observa in figural.3.1.

(Ks)
K

E+S ES —®> E + P
+ * +
| |
(Ky) k'ZHK2 k-sH‘% (KD
kg
El+ S

ESI T>EI+P

Ky P

(K's)

Figura. 1.3.1. Mecanismul general de inhibitie

Capitolul 2. Cinetica si mecanismul reactiei de descompunere a H,O,
catalizate de peroxidaza prin inhibare cu fenol

Acest capitol este consacrat studiului procesului de inhibare de catre fenol a reactiei de
descompunere a H,0O, catalizate de peroxidaza. S-au facut masuratori atit cu peroxidaza pura,
cat si cu peroxidaza extrasa din hrean.

2.1. Peroxidaza: prezentare generala

Cea mai demult cunoscuta si bine studiata peroxidaza este cea izolata din radacinile de
hrean (Armoracea rustica) [24].

Din punct de vedere structural peroxidaza este consideratd o enzima heminica, fiind
alcatuita dintr-o parte proteica numitd apo-enzima §i o parte neproteica ce poartd denumirea de
grupare prostetica

2.9. Principiul metodei amperometrice

Principiul metodei consta in monitorizarea consumului de O; rezultat din reactia de

descompunere a H,O, utilizand un senzor de oxigen de tip Clark.



Determinarea constantelor Michaelis-Menten Ky, si a vitezelor maxime rmp,x S-a facut prin
liniarizarile Lineweaver-Burk.
Pentru determinarea tipului de inhibitie si calculul constantelor de disociere K; (pentru
disocierea complexului enzima — inhibitor) si K (pentru disocierea complexului enzima —
g g o 1 .
substrat — inhibitor) a fost necesard trasarea linearizarilor — = f([H,0,],) la concentratii
rO

diferite de fenol. Figura 2.9.2. prezinta acest grafic.
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Figura 2.9.2. Linearizarile Lineweaver-Burk pentru diverse concentratii de fenol
Se observa cd odata cu cresterea concentratiei de fenol viteza reactiei scade, ceea ce
confirma inhibarea reactiei de catre fenol.
Din regresiile liniare obtinute s-au putut calcula vitezele maxime si constantele Michaelis
aparente in cazul diferitelor concentratii de inhibitori:

Tabel 2.9.2. Vitezele maxime si constantele Michaelis aparente in cazul diferitelor concentratii

de inhibitori
10° x[fenol] 10°X Fmaxqy | Ordonata | 10°x Ky
(mol/L) panta (mol/Ls) | la origine (mol/L) R/n
0,0 1476 2,88 346166 4,25 0,1424
2,0 1958 2,80 356482 5,48 0,1245
4,0 2671 2,65 376526 7,07 0,1991
6,0 3241 2,59 386030 8,39 0,1248
8,0 3724 2,39 417863 8,90 0,1424

Valorile constantelor de disociere K; si K'., prezentate in tabelul 2.9.3, s-au determinat cu
ajutorul ecuatiilor (1.3.15) si (1.3.16.), considerand B = 0, si utilizdnd valorile constantelor
Michaelis aparente

Tabel 2.9.3. Valorile constantelor de inhibitie K, , K’|

[fenol]ox 10° K, x 10° K\x10" | K, x10° | K', x10°
(mol/L) (mol/L) (mol/L) (mol/L) (mol/L)
2.0 6,11 6,82
4,0 5,00 4,94
6,0 511 579 5,43 5,55
8,0 5,50 4,65




Din tabelul 2.9.3 se observa ca nu existd o valoare constanta pentru valorile constantelor
de inhibitie K; si K'1. Aceasta inseamna ca coeficientul B nu este 0, deci inhibitia nu e totala.
Valorile medii obtinute din aceste calcule sunt: K,=5,4-10° mol/L si K ;=5.55-10"* mol/L.

Valorile constantelor de inhibitie se pot determina si prin metoda grafica.

Cu ajutorul ecuatiilor (2.11) si (2.12) s-a calculat K;=(4,77+0.97)-10° mol/L si
K'=(3,35+0.97) 10 mol/L in buni concordanti cu valoarea medie obtinuta din calcule (tabelul
2.9.3).

Revenind la figura (2.9.1) prelungirile dreptelor obtinute pentru diferite concentratii de
fenol se intalnesc intr-un punct de coordonate x = -3528, y = -777673. Graficul se aseamana cu
cel din figura 1.4.1 sugerand un mecanism de inhibitie de tip mixt total. VValoarea raportului K/
K| este ~ 10™ deci tinand cont de tabelele prezentate de J.L. Gelpi si colaboratori, mecanismul
pentru inhibitie ar fi urmatorul:[49]

E+ S _KS_;ES k

—K >E+p

+ +

K, K,

K's
El+ S ——= ESI

Figura. 2.9.4. Mecanismul propus pentru inhibarea peroxidazei de catre fenol.

S-au facut aceleasi masuratori si cu peroxidaza extrasa din hrean. .
In figura 2.9.9 sunt prezentate curbele cinetice la aceeasi concentratie de H,O, cu

peroxidaza pura (curba albastrd),si cu peroxidaza extrasa din hren (curba mov).

8.8

8.6 ‘
8.4
8.2 |
8
gl ||
0 25 50 75 100 125 150

t(s)

[O] (mglL)

Figura 2.9.9 Curbele cinetice pentru descompunerea apei oxigenate fara inhibitor cu peroxidaza pura
(albastru) si perozidaza extrasa din hrean (mov).

Determinarea parametrilor cinetici Ky si rmax pentru masuratorile cu peroxidaza din hrean
este mai dificila deoarece masuratorile nu sunt reproductibile si nu se cunoaste concentratia de
enzima. Un al inconvenient este acela ca enzima nu este stabila decat un timp relativ scurt, in

care nu se pot face decat putine masuratori.
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Capitolul 3. Descompunerea apei oxigenate catalizate de catalaza utilizind

medicamente ca si inhibitori

Catalaza joacd un rol important in descompunerea apei oxigenate rezultate din diverse
reactii biochimice care au loc In organism. Aceastd reactie este cunoscutd sub denumirea de

activitate “catalitica™:
H,0, —catalaza_, H20+}602 (3.1)
si a fost subiectul a numeroase studii privitoare la elucidarea cineticii si mecanismului [55].

3.3. Medicamente utilizate ca si inhibitori ai reactiei de descompunere a apei

oxigenate

Unul din cele mai incantatoare domenii ale enzimologiei moderne este aplicarea inhibitorilor
enzimatici, ca §i medicamente in medicina umana si veterinara. De exemplu, aspirina, unul din
cele mai populare medicamente folosite in lume, ca si antiinflamator actioneza ca un inhibitor al

enzimei prostaglandin sintetaza [59].

3.5. Atenolol, Metoprolol. Prezentare generala

Atenololul (C14H2,N,03) este conform cu farmacopeea europeana, (1)-2-[4-[2-hidroxi-3-
izopropilaminopropoxil)]-fenil]-acetamida [110]. Formula spatiald este prezentatd in figura
3.5.1

CH3

o L
KQ/H CHy

Figura. 3.5.1 Structura atenololului

Masa relativa este 266,3g/mol. Atenololul se prezintd sub formd de pudra alba sau cristale
incolore foarte solubile in apa, solubile in etanol, putin solubile in clorurd de metilen si practic
insolubila in eter.

Metoprolul este prezent in formele farmaceutice sub forma de metoprolol tartrat, metoprolol

succinat i metoprolol fumarat.
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Metoprolul tartrat (CssHseN2O12) este conform cu farmacopeea europeana [110] (£)-1-
izopropil-amino-3-p-(2-metoxietil)fenoxipropan-2-ol(2R, 3R)-tartrat cu numarul 56392-17-7.

Formula spatiala este prezentata in figura 3.5.2.

CHj
o L
K”’Q/ CHS H QH
H
o HOO COOH
OCH3 Z
H on

— —2

Fig. 3.5.2 Structura metoprolului tartrat

Masa relativa este 684,82 g/mol. Metoprolul tartrat se prezintd sub forma de pudra alba
foarte solubild in apa, solubild in cloroform si diclormetan, putin solubild in acetona si practic

insolubila in eter .

A) Metoda spectrofotometrica de determinare a atenololului

3.9. Rezultate si discutii
Reactia este urmaritd spectrofotometric prin scaderea absorbantei la 240 nm. Atat
atenololul cat si metoprololul nu au efecte interferente asupra reactiei deoarece prezintd picuri de

oxidare la 270 nm, respectiv 273nm [127].

1504

1254

M0,
1004 atenolol
metoprolol

0754

Absorbance (a.u.)

050

0254

0.00 T T T T T 1
150 200 20 300 350 400 450
A (hm)

Figura 3.9.1.Spectrul electronic al H,O,, atenololului si metoprololului

In figura 3.9.1. sunt prezentate spectrele electronice ale apei oxigenate si ale celor doui
medicamente B-blocante utilizate de noi ca si inhibitori (atenolol i metoprolol).

Descompunerea apei oxigenate de catre catalaza decurge dupa o lege cinetica de ordinul I
Valoarea vitezei initiale, ro S-a calculat din panta dreptei obtinute din reprezentarea
absorbantei functie de timp. Valorile medii ale vitezelor initiale s-au calculat din trei masuratori

independente respectand aceleasi conditii experimentale.
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Tn figura 3.9.2. sunt prezentate liniarizirile Lineweaver-Burk si prelungirile acestora, la

doua concentratii diferite de atenolol

9.0x10° A e 0M
v 2x10°M

< 4x10°M

d
=}
X
oy
o

3.0x10°A

P

1/ro (mol/Ls)

0.0

-3.0x10°

-6.0x10°
-4.0x10%

T
0.0 2.0x10°

-2.0x10°
1/[H,0,] (L/mol)
Figura 3.9.2. Liniarizarile Lineweaver-Burk pentru diferite concentratii crescatoare de atenolol
Tn tabelul 3.9.1 sunt prezentate atat valorile parametrilor cinetici: vitezd maxima rmax,
respectiv constanta Michaelis Ky, cat si valorile pantei respectiv ordonatei la origine pentru toate

concentratiile de atenolo] utilizate.

Tabel 3.9.1 Valorile parametrilor cinetici obtinuti din Liniarizarile Lineweaver-Burk pentru atenolol

10° x[atenolol], 10°X Fiaxy | Ordonata | 10%x Ky,
mol/L) Panta (mol/Ls) | la origine (mol/L) R/n
0,0 29,795 9,70 1030,3 2,89 0,165
2,0 24,768 9,48 1054,2 2,34 0,1653
4,0 16,984 7,14 1399,5 1,21 0,1655
6,0 29,653 6,82 1464,3 2,02 0.1662
8,0 23,266 6,53 1531 1,51 0,1653

Din acest tabel se poate observa ca odata cu cresterea concentratiei de atenolol viteza de
reactie scade, ceea ce confirma inhibarea reactiei de catre atenolol.

Valorile vitezelor maxime, rma, se obtin din panta liniarizarilor Lineweaver-Burk, iar
constantele Michaelis, Kwv, se obtin din ordonatele la origine ale acestor liniarizari. Pentru
determinarea mecanismului de inhibitie §i a constantelor de inhibitie se reprezintd panta
liniarizarilor Lineweaver-Burk in functie de concentratia de atenolol, si se obtine K, = 5,35-10”
mol/L, (figura 3.9.3a), respectiv ordonata la origine a reprezentarilor Lineweaver-Burk functie de

concentratia de atenolol si se obtine K’ = 2,58-10"° mol/L, (figura 3.9.3b)..

b

H
&
g

15x10™

1/rmax (Lxs/mol)

T 14x10°

BB N B B &

slope=Km(1)rmax(1)(s)

o intercept =3.28x10 atenolol] +1267.68

RP=0%

R

a slope = 1.112x10%atenolol] + 20.752
RP=099

40x10°  60x10°
[atenolol] (mol/L)

R
g

intercept:

B

40x10° 50x10° 6.0x10° 7.0¢10° 80x10°
[atenololo] (mol/L)

20x10° 80x10°

Figura 3.9.3 Panta liniarizarii Lineweaver-Burk functie de concentratia de atenolol(a), Ordonata la
origine a liniarizarii Lineweaver-Burk functie de concentratia de atenolol (b)
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B). Metoda amperometrica de determinare a atenololului
3.10. Rezultate si discutii

Reactia este studiatd prin monitorizarea amperometrica a consumul de oxigen, rezultat

din reactia de descompunere a apei oxigenate [132].

Determinarea parametrilor cinetici si a tipului de inhibitie se face, in acelasi mod,
respectand aceleasi conditii experimentale ca si in cazul metodei spectrofotometrice, doar

volumul de reactie este diferit.

Tabel 3.10.2. Vitezele maxime si constantele Michaelis aparente in cazul diferitelor concentratii de
atenolol prin metoda amperometricd

[atenolol]ox 10° Fmax X10° | Ordonata | Ky x10° R/n
(mol/l) Panta (mol/ls) | laorigine (mol/l)
0,0 18,281 4,64 2155,1 3,94 0,124
2,0 7,986 2,98 3355,7 2,68 0,166
4,0 5,945 2,53 3952,5 2,35 0,166
6,0 6,382 1,94 5154,6 3,29 0,142
8,0 3,104 1,87 5347,7 1,66 0,166

Se observa ca odata cu cresterea concentratiei de atenolol, asa cum era de asteptat, viteza
reactiei scade, ceea ce confirma inhibarea reactiei de catre acest medicament.

Aceste rezultate, aratd faptul ca valorile vitezei maxime obtinute prin metoda
spectrofotometrica (tabel 3.9.1) sunt duble fata de valorile vitezei maxime obtinute prin metoda
amperometrica, (tabel 3.10.2), in aceleasi conditii experimentale. Acest lucru poate fi explicat
prin stoechiometria reactiei de descompunere a apei oxigenate: din doud molecule de apa
oxigenta rezultd doud molecule de apa si 0 molecula de oxigen

De asemenea, In masuratorile amperometrice se masoara cantitatea de oxigen molecular
eliberat, In timp ce prin metoda spectrofotometrica se masoara consumul de apd oxigenata care

se descompune [127].
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Capitolul 4. Studiul oxidarii atenololului utilizind un electrod de carbune
sticlos modificat cu nanoparticule de Aur

Utilizarea electrozilor modificati isi gaseste diverse aplicatii intr-o largd varietate de domenii
de analizd: medicina, farmacie, protectia mediului, prelucrarea produselor alimentare, tehnica
militara.

Nanoparticulele de aur (AuNPs) sunt des folosite pentru modificarea suprafetei diversilor
electrozi, avand multiple aplicatii electrocatalitice printre care si constructia de biosenzori [137-
139].

Recent mai multe studii s-au axat pe detectia atenololului datorita utilizarii sale terapeutice in
tratamentul diferitelor boli cardiace ( angina pectorald, infarct miocardic, hipertensiune arteriala,

aritmie cardiaca [145,147].

Contributii originale

4.2. Prepararea solutiei de nanoparticule de aur (AuNPs)

Solutia de nanoparticule de aur, AuNPs s-a obtinut astfel: 50 mL de HAuCl, (0,01%) se
aduc la fierbere sub agitare continua, apoi se adaugd 1 mL de citrat de sodiu 1% si se lasd in
continuare sa fiarba alte 15 minute. Apoi solutia se lasa sa se raceasca sub agitare continud timp
de 45 de minute. Solutia astfel obtinutd este de culoare roz. Din imaginile TEM diametrul

nanoparticulelor de aur, este de aproximativ 40 nm.

4.3.Preprarea electrodului de carbune sticlos (GCE) pentru depunerea de
nanoparticule de aur ( AuNPs) pe suprafata sa.

In schema 4.4 este reprezentatd modificarea chimici a suprafetei electrodului de GCE cu
nanoparticule de aur si modul in care are loc formarea diverselor legaturi la suprafata

electrodului modificat.
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Schema 4.4. Reprezentarea schematica a legarii nanoparticulelor de aur pe suprafata electrodului de
GCE-AuNPs

Se obtin astfel structuri GCE/PGA/cisteind/AuNPs, care vor fi simbolizate GCE-AUNPS.
4.4. Aparatura utilizata

Pentru vizualizarea nanoparticulelor de aur si pentru caracterizarea suprafetei
nanostructurate a electrodului s-au utilizat diferite tehnici de microscopie TEM(Transmission
Electron Microscopy), AFM( Atomic Force Microscopy).

Pentru a caracteriza efectele care au loc la suprafata electrodului s-au folosit metode

electrochimice: voltametrie ciclica si: spectroscopie de impedanta
4.5.Rezultate si discutii

Modificarea electrodului de carbune sticlos GCE cu amine au fost studiate atit in scop
electrocatalitic, cat si pentru obtinerea de senzori electrochimici.[150-155]
In figura 4.5.3 sunt prezentate imaginile TEM, ale nanoparticulelor de aur stabilizate. Se observa
ca nanoparticulele de aur sunt dispersate, datoritd interactiunii electrostatice de repulsie intre

moleculele de citrat si au dimensiuni cuprinse intre 40 si 70 nm.
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Figura 4.5.3 Imagini TEM ale nanoparticule de aur stabilizate cu citrat
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In figura 4.5.3 sunt prezentate imagini AFM obtinute in ,,contact mode”. Se observa ca
existd o densitate mare de nanoparticule atasate pe suprafata electrodului, ceea ce ii confera

acesteia caracterul ,,nanostructurat”.

Figura.4.5.4. Imagini AFM (contact mode) ale electrodului de carbune sticlos (GCE) acoperit cu
nanoparticule de aur.

Imagini mult mai clare cu fost obtinute atunci cand s-a folosit metoda ,,tapping mode”.
Asa cum se vede din figura 4.5.4, suprafata electrodului a fost acoperitd cu un monostrat de

nanoparticule metalice. Nanoparticulele si-au pastrat

in general dimensiunea initiald (cea din solutia coloidald) si doar in putine cazuri au

format aglomerate mai mari (dimensiunea > 100 nm).

Figura 4.5.5. Imagini AFM (tapping mode) ale electrodului de carbune sticlos (GCE) acoperit cu
nanoparticule de aur

4.6. Caracterizarea electrochimica a electrodului nanostructurat, GCE-AuUNPs

S-au inregistrat voltamogramele liniare in intervalul de potential +0,3+1V/ESC, atat in
tampon Britton Robinson, cat si in solutii de diferite concentratii de atenolol (10'7—10'2M), n
tampon Britton Robinson.(figura 4.5.6 a)

Ulterior electrodul a fost transferat in solutiile tampon care contin concentratii diferite de
atenolol (107-102M).

La concentratii mai ridicate (10°-10°M) de atenolol se observa aparitia unui pic de
oxidare la o valoare de potential de aproximativ +0.65V/ESC. Acest potential este semnificativ
mai mic decat cel obtinut cu un electrod de cdrbune sticlos modificat cu fulerene, Cg-GCE
(+1.04 V vs Ag/AgCl), sau cu un electrod pastd de carbon modificat cu nanoparticule de Aur (
0,85 V/Ag/AQCI) [145-147].
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Din voltamograma liniara prezentata in figura 4.5.6a se poate observa ca existd o crestere
a intensitatii picului de oxidare a atenololului intre concentratiile 10°® -10*M. Acest lucru a

permis trasarea curbei de calibrare prezentata in figura 4.5.6b.

4.0x10° 4.0x10°7 |y

_ 3.5x10°

< <

— 2.0x10° o 3.0x10°

. y =5.77+10°6 + 5.00:107*x
2.5x10 R=0988
0.0 6
2.0x107+
0.2 10° 10° 10°
Catenolol (M)

Figura 4.5.6. Voltamogramele liniare pentru diferite concentratii de atenolol (107-10" M) pe electrod
GCE-AuNPs (a), Curba de calibrare pentru detectia atenololului cu electrod GCE-AUNPS(D).
Conditii experimentale: viteza de baleiaj50 mV/s, potential de start: +0,35V/ESC, tampon BR, pH=10.

Este interesant si subliniem ci la concentratii mai mari de atenolol 10°3-10 M, picul de
oxidare are o scadere semnificativd. Acest lucru se poate explica prin adsorbtia produsului de
oxidare pe suprafata electrodului, ceea ce duce la micsorarea suprafetei active a electrodului.
Practic are loc blocarea suprafetei electrodului.[157]

Tot din voltamograma liniard se poate vedea ca la concentratii foarte mici de atenolol 10°
" nu apare nici un pic de oxidare la fel ca si in solutia de tampon Britton-Robinson.

Figura 4.5.12 prezinta voltametriile liniare in tampon Britton Robinson la variatia de pH

utilizdnd o concentratie de 6x10™ M atenolol.(la o viteza de scanare 100mVs™).

1.5x10°7 —PH5

1.2x10° :E: Zo
< 9.0x10°
- 6.0x10°
3.0x10°
0.0

02 04 OEG(V/géE)l'O 1.2

Figura 4.5.12. Voltamogramele liniare ale solutiei de 6x10™*M atenolol, pe electrod GCE/AuNPs la
diferite valori de pH.
Conditii experimentale: electrolit tampon BR, viteza de baleaj 100mV/s, potential de start +0,35V/ESC

Din figura 4.5.12, se observa aparitia picului de oxidare, la un potential de +0,65 V/ESC,

a grupdrii amino prezente in molecula de atenolol, numai in mediu bazic la pH=10.
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Figura 4.5.13. Voltamogramele liniare ale atenololului pe electrod GCE nemodoficat.
Conditii experimentale: electrolit tampon BR,pH=10, viteza de baleaj: 100mV/s, potential de pornire
+0,35V/SCE.

Din figura 4.5.13 se observa ca la concentratii scdzute de atenolol (107 -10®° M)
voltamogramele liniare se suprapun cu inregistrarea data de solutia tampon, evidentiind faptul ca
compusul nu prezintd activitate redox.

La concentratie mai mare (10™M) curentul creste si apare un pic de oxidare foarte larg, in
jur de +0,65V/ESC, acesta sugerand ca apare un transfer cinetic lent de echilibru.

Comparand voltamogramele din figura 4.5.13, cu cele obtinute pe electrodul modificat
din figura 4.5.6 se observa ca prezenta nanoparticulelor de aur induc electrooxidarea gruparii
amino a atenololului, la valoarea de potential de +0,65V/ESC, conform mecanismului prezentat

Tn schema 4.6.

H < >
—2H, = 2e O OH
HZN{@’O OH 2H, — 2 HN

0 0]

Schemad.6. Mecanismul propus pentru electro-oxidarea atenololului pe electrod de GCE-AUNPs [147].

Oxidarea are loc prin transferul a 2 electroni si 2 protoni. Transferul celor 2 protoni se

face de la gruparea —NH si nu de la gruparea —OH [147].

In figura 4.5.14(a,b) sunt prezentate diagrama Nyquist si schema circuitului echivalent

corespunzatoare spectrelor de impedanta cu electrod GCE-AuNPs, in prezenta de atenolol.

Circuitul echivalent contine rezistenta solutiei (Rs) n serie cu doua circuite RC paralel:
RyCy (care caracterizeaza ansamblul nanostructurat), respectiv. RuCq.( care cracterizeaza
interfata) Spectrele de impedantd de la concentratiile mari de atenolol (103102 M) s-au
suprapus cu spectrul de impedantd de la concentratia de 10"M atenolol si de aceea nu s-a

reprezentat in figura 4.5.14 b
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Figura 4.5.14. Circuitul electric echivalent obtinut prin fitarea datelor experimentale de spectroscopie de
impedantd(a), Diagrama Nyquist obtinutd la concentratii diferite de atenolol(10°-10™ M) in tampon
Britton-Robinson si variatia Ry cu concentratia de atenolol.( b)

Din figura 4.5.14b se observa cd toate spectrele obtinute se caracterizeaza prin 2
semicercuri: unul mic care apare la frecvente foarte mari si unul mare care apare la frecvente
medii-joase. Regiunea caracteristica difuziei Warburg (linia dreapta sub un unghi de 45°) nu este
bine definita 1n aceste spectre si de aceea nu a fost luata in calcul.

Dupa fitarea datelor experimentale s-au obtinut valorile rezistentei (R, = 5k Q) si a
capacitatii (Cq = 2,9 X 107 F) care sunt constante indiferent de concentratiile de atenolol.
Rezistenta de transfer de sarcind (R ) este semnificativ mai mare decat Ry, ea variaza cu

concentratia de atenolol si este cuprinsa intre 37 si 45 kQ.

Capitolul 5. Studiul oxidarii carbamazepinei utilizind un electrod de aur

modificat cu grafene si nanoparticule de aur

Acest capitol este consacrat studiului oxidarii moleculei de carbamazepind cu ajutorul
unui electrod de aur modificat cu nanoparticule de aur si grafene, luand in considerare

proprietatile electrocatalitice ale grafenelor.

5.1. Caracteristici generale ale moleculei de carbamazepina

O

Hy

Figura 5.1.1.Structura moleculei de carbamazepina
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Carbamazepina este considerata ca fiind unul din poluatii emergenti din sol si din apele de
suprafata, din preajma sanatorilor, prin urmare este de dorit determinarea ei exacta prin metode

rapide si sigure.

5.3. Prepararea electrodului de aur modificat cu grafene si nanoparticule de aur
(Au-GR-AuNPs)

Tn schema 5.1 este prezentat modul si etapele in s-a realizat modificarea electrodului de aur
cu grafene si nanoparticule de aur [180].

@ — )

Chemical  Decorated with Au - R
N g 3
Au NP Vapor : S
N Deposition RN
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Deposition of Carbamazepine __
Graphene Sheets
Decorated with Au (CPZ)
(c) :
Nanoparticles
N
07 “NH,

»

Electrochemical
Detection

Schema 5.1 Reprezentarea schematica a modificarii suprafetei electrodului de aur cu grafene si
nanoparticule

5.5. Rezultate si discutii

Figura 5.5.1. prezinta grafene cu forme si dimensiuni variate.
Toate imaginile AFM arata faptul ca stratul de grafene depus pe suprafata de aur nu are
morfologia unui singur strat. Cu toate acestea masuratorile electrochimice dovedesc faptul ca

proprietatile electrocatalitice se pastreaza si in acest caz.
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Figura 5.5.1. Imaginea opticd a suprafetei de aur modificatd cu grafene Au-GR (a); imagini
reprezentative ale grafenelor pe suprafatd de aur (tapping™ mode) (b-d); sectiunea transversaldi a
grafenelor utilizate (f,g).
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5.6. Caracterizarea electrochimica a electrodului modificat cu nanoparticule de aur
si grafene.

Voltamograma ciclica a carbamazepinei (figura 5.6.1), permite identificarea unei perechi
de picuri la potentialele de +1,49 V/ESC (oxidare, I,) si +1,16 V/ESC (reducere,l;). Peste picul de
oxidare I, se suprapune un pic de oxidare I’; de intensitate mult mai mica, pozitionat la un
potential de aproximativ +1,6 V/ESC.

Diferenta de potential Ae (calculatd ca diferenta dintre potentialele €, si & are o valoare
de 0,33V/ESC, ceea ce sugereaza ca molecula de carbamazepina suferd la electrod un proces

redox cvasi-reversibil

8.0x10°) _
6.0x10°1 %

4.0x10°%{ ~

Ipeak (WA)

1 (A)

2 3 4 5 6 7
v1/2 (mvl/Z 571/2)
2.0x10™

0.0/

ackground

06 038 E&/é&}h 1.6 1.8

-2.0x10°

Figura 5.6.1. Voltamogramele ciclice succesive inregistrate cu un electrod de Au-GR-4uNPs in solutie de
electrolit (linia neagrd) si solutie de electrolit si carbamazepina 10% M (linia albastrd), variatia
intensitatii curentului de pic cu viteza de scanare la %.

Conditii experimentale: electrolit acetonitril +0,05M TBAP, viteza de baleaj 25 mV/s, potential de
pornire +0,6V/ESC, numar de cicluri 3.

Din studiile de voltametrie ciclica, (figura 5.6.1), respectiv voltametrie liniara (figura
5.6.2), aceste picuri de oxidare se pot observa doar la concetratii ridicate de carbamazepind (10

M), la concentratii mai mici aceste picuri se suprapun generand un palier larg de oxidare.

Din voltamogramele cu baleaj liniar de potential se observa ca picul de oxidare creste
odata cu cresterea concentratiei de carbamazepina. La concentratii scazute (10°M), dispare acest
pic de oxidare, iar semnalul se suprapune cu semnalul electrolitului O crestere clara a picului de
oxidare a fost obtinuta la concentratii mai mari decat 5x10° M, si acest lucru a permis trasarea

unei curbe de calibrare cuprinsi intre 10°-10°M carbamazepina. (Fig 5.6.2b)
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Figura 5.6.2 Voltamograma cu baleaj liniar de potential a carbamazepinei pe electrod de
AU-GR-AuNPs(a), Curba de calibrare pentru carbamazepinda (b).
Conditii experimentale: electrolit acetonitril +0,05M TBAP, viteza de baleaj 25mV/s, potential de start
+0,6V/ESC.

Pentru a dovedi activitatea electrocatalitica a electrodului de aur modificat cu grafene si
nanoparticule de aur, s-au trasat voltamogramele liniare, pentru un electrod de aur nemodificat si
modificat cu grafene si nanoparticule de aur la aceleasi concentratii de carbamazepind si in

aceleasi conditii experimentale

Rezultatele obtinute cu cele doua tipuri de electrozi sunt prezentate in figura 5.6.3

1x10%; —Au

— Au-GR-AuNPs
8x10™; 102M
5]
g 6x10
— 4x10°
2x10° 103m
0 104 M
06 0.8 10 12 14 16 18
E(V/SCE)

Figura 5.6.3. Voltamogramele cu baleaj liniar de potential a diferitelor concentratii de carbamazepind
obtinute cu un electrod de aur (linia albastra), respectiv Au-GR-AuNPs, (linia rosie), Conditii
experimentale: electrolit acetonitril+0,05M TBAP, viteza de baleaj 25mV/s, potential de pornire
+0,65V/ESC.

Din figura 5.6.3 se observa ca in cazul electrodului de aur modificat, existd o crestere
semnificativa a intensitatii picului de oxidare, impreuna cu o deplasare a valorii potentialului de
oxidare la toate concentratiile de carbamazepina cu aproximativ 90 mV spre valori mai negative.

Pentru a avea o caracterizare suplimentara a electrodului nanostructurat, s-au efectuat si
spectrele de impedanta electrochimica la un potential de +1,49V/ESC. In figura 5.6.4 s-au
reprezentat circuitul echivalent, Diagrama Nyquist si rezistenta de transfer de sarcind functie de

concentratia de carbamazepina.
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Figura 5.6.4. Circuitul electric echivalent obtinut prin fitarea datelor experimentale de spectroscopie de
impedantd(a), Diagrama Nyquist obtinutd la concentratii diferite de carbamazepind(10°-10% M) in
solutie de electrolit (acetonitril si TBAP)(b) variatia Ry cu concentratia de carbamazepind.( ¢)
Conditii experimentale:electrolit acetonitril+0,05M TBAP, potential +1,49V/ESC

Din diagrama Nyquist se poate vedea ca spectrele de impedantd de la concentratiile mici
de carbamazepina (10'6 M) se suprapun cu spectrul de impedanta al electrolitul.

Spectrele de impedanta sunt caracterizate de un singur semicerc in intervalul de frecventa
ridicat si mediu, urmat de o linie dreapta, sub un unghi de 45 OC in intervalul de frecventa joasa.
(figura inserata 5.6.4b) Linia dreaptd care corespunde zonei de difuzie Warburg, apare numai la
concentratii mai mari de 10™*M.

Circuitul electric echivalent ales in concordanta cu datele experimentale este prezentat in
figura 5.6.4 a. El contine rezistenta solutiei Rs, rezistenta de transfer de sarcind R, impedanta
Warburg Zw, si capacitatea stratului dublu electric Cy;.

Rezistenta de transfer de sarcind R este influentatd de starea suprafatei electrodului
nanostructurat. In acest caz se observa cd R are o variatie liniard cu concentratia de
carbamazepina in intervalul, 10°-10° M, valoarea sa scizand de la 127 la 5,8 KQ si prezintd o
tendinta de saturatie la aproximativ 2,5 KQ (figura 5.6.4b). Aceasta saturatie poate fi atribuita
acumularii moleculelor de carbamazepind intre straturile de grafene, care in timp duce la o

interactiune slaba intre grafene si suprafata electrodului de aur.
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Concluzii generale

Enzimele sunt catalizatori deosebit de eficienti la concentratii foarte mici. Intocmai ca si
catalizatorii clasici, enzimele oferda o cale de reactie noud, cu o energie de activare mult mai
mica, fard modificarea 1nsa a echilibrului reactiilor reversibile.

Pe baza mecanismului de cineticd enzimatica se pot stabili interactiunile dintre enzima si
substrat.

S-a realizat studiul procesului de inhibitie a fenolului asupra reactiei de descompunere a
apei oxigenate, catalizate de peroxidaza.

S-au facut masuratori amperometrice atat cu peroxidaza pura, cat si cu peroxidaza extrasa
din hrean. Pentru ambele tipuri de peroxidaza s-au calculat valorile parametrilor cinetici si s-a
stabilit mecanismul de inhibitie al fenolulului.

S-a realizat studiul procesului de inhibitie a atenololului si metoprololului asupra reactiei
de descompunere a apei oxigenate, catalizate de catalaza.

Pentru ambele medicamente (-blocante s-au determinat parametrii cinetici, atat din
masuratori amperometrice cat si spectrofotometrice.

S-a stabilit mecanismul de inhibitie pentru aceste medicamente -blocante utilizate ca si
inhibitori pentru reactia de descompunere a apei oxigente.

S-a realizat studiul oxidarii atenololului cu ajutorul unui electrod de carbune sticlos, GCE
a carui suprafatd a fost modificatd cu ansamble de aminoacizi i nanoparticule de aur (AuNPs),
prin voltametrie liniara i spectroscopie de impedanta.

Suprafata electrodului modificatd, permite determinarea unui pic de oxidare a
atenololului la un potential considerabil mai mic (0.65V/SCE), in comparatie cu datele de
literatura existente.

Din masuratorile de spectroscopie de impedanta s-a realizat un circuit electric echivalent
in bund concordanta cu datele experimentale si care permite determinarea parametrilor electrici
cum sunt: Rezistenta de transfer de sarcina (Re), i rezistenta ansamblului nanostructurat (Ryp).

S-a realizat studiul oxidarii carbamazepinei cu ajutorul unui electrod de aur, a carui
suprafata a fost modificatd cu grafene. prin voltametrie liniara i spectroscopie de impedanta.

Modelul ales de noi a evidentiat oxidarea carbamazepinei la un potential de +1,49V/SCE,
si a unui pic de reducere mai mic, la un potential de +1,16 V/ESC.

Din masuratorile de spectroscopie de impedanta s-a realizat un circuit electric echivalent

in buna concordanta cu datele experimentale si care permite determinarea parametrilor electrici.
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Din masuratorile electrochimice s-a constatat ca in cazul electrodului de aur modificat,
existd o crestere semnificativa a intensitatii picului de oxidare, impreund cu o deplasare spre
valori negative a potentialului de oxidare, la toate concentratiile de carbamazepina.

Rezultatul cercetarilor personale contribuie la imbogdtirea cunostiintelor referitoare la
metodele cinetice si electrochimice de analiza a unor medicamente bazate pe reactiile catalizate

enzimatic.
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