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l. Introducere

Monitorizarea selectiva si precisd a numeroase specii chimice este in atentia laboratoarelor
dintr-o varietate de domenii: analize clinice, protectia mediului, controlul calitatii etc.

Electrozii ion-selectivi de tipul PVC-ionofor (EIS-PVC-I) se preteaza foarte bine acestor
cerinte. De asemenea, ei prezintd avantajul rapiditatii masuratorilor, al simplitatii procedurilor
necesare, motive pentru care adesea sunt adesea preferati analizoarelor mai performante, dar foarte
costisitoare, precum spectrometrul de masa cu plasma cuplatad inductiv.

Un interes deosebit in domeniul alimentatiei il reprezintad monitorizarea antioxidantilor (AO),
substante cu un rol extrem de important Tn prevenirea unor maladii (cancer, boli cardiovasculare etc.)
si Tn Tncetinirea unor procese degradative precum Tmbatranirea. in momentul de fati existi o varietate
de metode utilizate Tn monitorizarea activitatii antioxidante (AAO). Totusi, datoritd, Th principal,
complexitatii modului de actiune a AO, inca nu s-a stabilit o metoda standard pentru evaluarea AAO.

Tn acest context, lucrarea de fati a vizat (i) caracterizarea unor compusi macrociclici — unul
[4.4.4.4]ciclofanic si 9 calixarenici — ca si ionofori pentru EIS-PVC-I (incluzdnd evaluarea
comparativi a parametrilor electroanalitici in solutii de: Li*, Na*, K*, Cs*, NH,*, Mg*, Ca®*, Ba*,
Co*, Ni**si Zn* si (ii) studiul comparativ al unor senzori amperometrici pentru H,O,, studiu ce a
vizat prepararea, optimizarea, caracterizarea si utilizarea acestor senzori in probe sintetice si reale

(vinuri si sucuri de fructe).

I1.  Studiu bibliografic

1. Electrozi ion-selectivi de tipul PVVC-ionofor (EIS-PVC-I)

1.1.Principiul de functionare a EIS-PVC-I

Tncepand din anul 1964, cand s-a descoperit ci unele antibiotice au proprietatea de a transporta
ioni alcalini Tn mitocondrie, interesul pentru elaborarea, dezvoltarea si utilizarea in diferite domenii a
EIS-PVC-I este in continud expansiune.

Elementul sensibil al EIS-PVC-1 il constituie ionoforul (l), avand in general o structura
macrociclicd, 1n cavitatea careia pot patrunde cationi sau anioni ce leagd preferential I in functie de
dimensiuni si sarcina’. Tn alcatuirea membranei EIS-PVC-I intrd, aldturi de ionofor, un plastifiant, care
joacd un rol esential in stabilitatea si elasticitatea membranei, o matrice polimericd, care asigurd
proprietatile mecanice ale membranei, si, adesea, un aditiv ionic, cu rol suplimentar Tn selectivitatea
membranei. Proportiile componentilor sunt, de reguld, urmatoarele: ionofor, 0,5-1%; plastifiant, 66%;

matrice polimerica, 33%; aditiv ionic, max. 0,5%".



Activitatea ionului de analizat A, avand sarcina ionicad za, se determina prin masurarea
potentialului de echilibru (E) dintre EIS-PVC-I si un electrod de referintd extern. Potentialul E depinde
de activitatea ionului A in interiorul membranei (faza organica) si de cea din solutia analizatd, conform

ecuatiei lui Nernst:

a
E=EQ + RT In—AC%) (1)
AT ZAF a
A A(org)

unde EA° este potentialul standard al speciei A si depinde direct de energia libera de transfer al ionului
A, fiind exprimat In functie de potentialele chimice standard in cele doua faze (schema 2). In conditiile
in care membrana are un caracter suficient de lipofil, termenul aaerg este considerat constant si se
include in expresia pantei din schema 1. Raspunsul EIS-PVC-l este considerat nernstian daca
sensibilitatea acestuia reprezinti 59/z4 mV / decada de concentratie (plon). in procesul de generare a

1deala.
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_HA(ag) "HA(org) 2
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Daca in solutia de analizat sunt prezenti mai multi ioni, A fiind considerat ionul primar, iar B,

cei interferenti, dependenta potentialului E de activitatile acestora este data de ecuatia Nernst-

Nikolskii-Eisenman, care reprezinta o generalizare a ecuatiei 1:

RT t . Zal2
E=E%+ZA—FIn(aA+ZK20,BaBA ®) (3)

1.2. Aplicatii ale EIS-PVC-I
1.2.1. EIS-PVC-I pentru ioni de interes biologic

O serie de ionofori selectivi pentru cationi de interes biologic, precum: Ca®*, K* si
Na’, pentru cationi de metale tranzitionale, cu aplicatii in monitorizarea mediului, cum ar fi:
Cu®, Pb%, zn?*, Ni**, Cd¥', dar si pentru ioni moleculari, precum surfactantii anionici, ClO4’

si NOg3’, vor fi prezentati in cele ce urmeaza.

EIS-PVC-I pentru K*



Monitorizarea clinici a K* prezinti o importantd deosebit, mai ales in cazul pacientilor care

suferd modificdri semnficative si bruste ale concentratiei de K, ca de exemplu in cazul interventiilor

Figura 1. Structura valinomicinei

chirurgicale, comei diabetice si arsurilor. Cateva clase
de ionofori pentru K* mentionati in literatura de
specialitate sunt eterii (bis-)coroana si ionoforii
hemisferanzi®. lonoforul cel mai des folosit pentru K*
este valinomicina (Fig. 1), un antibiotic produs din
culturi de Streptomyces fulvissimu. Valinomicina
prezintd proprietati deosebite in materie de
selectivitate, sensibitate s§i timp de raspuns.
Dezavantajul sau il constituie lipofilicitatea scazuta.

Pentru conturnarea acestei probleme, derivati ai

valinomicinei au fost imobilizati prin legare covalentd pe o matrice polimerica i se continua obtinerea

unor noi derivati.
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Figura 2. Structura esterului de
tetraetil acid tetraacetic 4-tert-
butilcalix[4]arenic utilizat ca
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Figura 3. Structura ETH 1001,

utilizat in evaluarea activitatii Ca**

lonul de Na* joaca un rol fundamental in functionarea
organismului uman, multe afectiuni fiind cauzate de inversarea
raportului concentratiilor de Na* extracelular si K* intracelular®.
Cei mai performanti ionofori pentru Na® fac parte din clasa
calix[4]arenelor, precum asa-numitul ,,ionofor X (Fig. 2).
Monitorizarea este Ca’* este deosebit de importanta n
transplantul de organe si transfuzia de sange, care pot cauza
schimbari rapide ale concentratiei de Ca”". Proprietati
remarcabile in acest sens prezinta ionoforul ,,ETH 1001”

(Fig. 3), mai ales din punct de vedere al selectivitatii

(log Kg%tJ:—3,4; -4,4, unde ] reprezinti Na', respectiv

Mg™). Proprietati asemanatoare ETH 1001 au si compusii
didecilfosfat de calciu si bis-di-(1,1,3,3-tetrametilbutil)-fenil-

fosfat de calciu®.

1.2.2. EIS-PVC-I pentru ioni de interes in protectia mediului

Dezvoltarea industriei Tn domeniul agriculturii, alimentatiei, constructiilor, produselor de

igiend si farmaceutice, energiei, transportului etc. a produs un numar impresionant de poluatori

chimici ai apelor, aerului §i solului. Dintre acestia, multi sunt monitorizati cu ajutorul EIS-PVC-I:

compusi cu metale grele, surfactanti anionici $i cationici, perclorati, etc.



aciclici cu grupari ditiocarbamat si N, calix[4]arenele si bazele Schiff®.

Dintre utilizarile plumbului, amintim obtinerea aliajelor, munitiei, petrolului, vopselelor si
tevilor. Un numdr insemnat de derivati calixarenici functionalizati cu grupari ce contin heteoratomii S,
Se, N si P, ca de exemplu: tioeteri, tiaamiloxi-, ariltiaalchiloxi-, piridil, benzotiazoil, baze Schiff sunt
mentionati in literatura ca ionofori selectivi pentru Pb**®”.

Zincul si compusii sai sunt utilizati pentru numeroase aplicatii industriale: baterii, aliaje,
catalizatori, explozivi, suplimente nutritive®. Monitorizarea Zn** se realizeaza cu ionofori din diferite
clase: derivati ai disulfurilor, calixaren tiamide, benzopolieteri’.

Nichelul este folosit la obtinerea otelului, magnetilor, bateriilor reincarcabile, aliajelor
speciale, dar si in baile de galvanizare si in colorarea sticlei. Ca ionofori selectivi pentru Ni*" au fost
studiate baze Schiff derivate din liganzi ai salicilaldehidei polidentate, complecsii aminici cu 4 atomi
de N de diferite dimensiuni®®, etc.

Cadmiul se foloseste, in principal, la acoperirea obictelor din otel, fier, etc. cu un strat
protector. Se foloseste, de asemenea, in bateriile Ni-Cd. lonoforii mentionati in literatura ca fiind
selectivi pentru Cd”* sunt unii derivati ai eterilor coroana'".

Cobaltul, sub forma metalica si de compusi, este utilizat in baterii, aliaje, bai de galvanizare,
sticld cu rezistenta la abraziune, agenti de uscare pentru lacuri etc. S-au mentionat in literatura unele
baze Schiff ca fiind selective pentru Co®* *2,

O aplicatie importanta a EIS-PVC-I este evaluarea activitatii surfactantilor anionici, utilizati la
scard largd ca agenti de spdlare in domenii casnice §i industriale. La ora actuala existd ionofori din
clasa poliazaciclialcanilor pentru masurarea activitatii lauril sulfatului si  din clasa
tetraazaciclotetradecanilor pentru monitorizarea dodecil sulfatului®®.

lonul ClO, se géaseste adesea in concentratii mari (21000 ppm) in apele de suprafata si in
panza freatica, provenind din percloratii folosifi 1n industria medicalda datoritd activitatii sale
tirostatice', dar si in industria carburantilor, explozivilor, etc. Pentru evaluarea activitatii C1O, exista

numerosi ionofori neutri constand din complecsi ai Ni’* sau Pt***°,

1.3.Concluzii si perspective

Datorita proprietatilor lor de exceptie privind selectivitatea fatd de un anumit ion, acuratetea si
rapiditatea masuratorilor, simplitatea procedurii experimentale, posibilitatea de miniaturizare, etc.,
EIS-PVC-I reprezinta o temad de actuald, de interes, iar numarul EIS-PVC-I selectivi pentru diverse

specii ionice (anioni si cationi metalici sau nemetalici) este in continua crestere.

2. Modalititi de determinare a activitatii antioxidante (AAQO)



2.1.Generalititi despre antioxidanti (AO) si AAO

AO indeplinesc o complexitate de roluri si pot avea o mare varietate de structuri chimice.
AAO se defineste in functie de o serie de parametri, precum: (i) specia radicalica sau neradicalica
neutralizata; (ii) conditiile de lucru: mediu hidrofil/lipofil, timpul de reactie, etc.

Dintre speciile neutralizate de AO, amintim: radicalii superoxid (O;™), hidroxil (HO"), peroxil
(ROO") si speciile reactive cu oxigen (,reactive oxygen species”, ROS)™, care includ specii
neradicalice cu proprietati oxidante, ca de exemplu: H,0, si HOCI.

Cercetarile in domeniul AO s-au intensificat In ultimii 20 de ani in special datorita
descoperirilor efectelor benefice ale AO asupra sandtatii umane. In organism, cantitatea excesiva de
ROS, datorata actiunii unor factori precum: poluarea, alimentatia nesanatoasa, fumatul, poate produce
boli cardiovasculare, cancer, diabet, sindroame inflamatorii si alte afec;iunis. Studiile aratid ca
incidenta afectiunilor amintite scade odata cu cresterea consumului alimentelor bogate in AO. Cat
despre suplimentele de AO, parerile sunt impartite; este totusi cunoscut faptul ca un consum excesiv al

acestor suplimente poate fi cauza unor procese nedorite, precum dereglarea sistemului imunitar"’.

2.2.Metode pentru evaluarea AAO

2.2.1. Metoda ORAC

Aceastd metoda (,,oxygen radical absorbance capacity”, ORAC) a fost propusa de Glazer
(1990)"®; ea masoari capacitatea AO de a inhiba oxidarea indusa de ROO" generat prin descompunerea
termicd a unui compus azo. ROO" reactioneazd cu un substrat fluorescent (fluoresceind, rosu de
pirogalol), producand un compus nonfluorescent. Metoda ORAC evalueaza AAO folosind ariile de
sub curbele ce descriu variatia substratului fluorescent in prezenta /absenta AAO™. Valorile ORAC

sunt exprimate de obicei in echivalenti Trolox.

2.2.2. Metoda TRAP

Metoda ,.total radical-trapping antioxidant parameter” (TR AP) monitorizeaza abilitatea AO de
a interfera cu reactia dintre ROO' si un substrat fluorescent, precum acidul linoleic® sau p-ficoeritrina.
Reactiile de baza sunt similare celor de la ORAC. Spre deosebire de ORAC, metoda TRAP defineste
AAO 1in functie de timpul de inhibitie, ce reprezintd extinderea, in prezenta AO, a timpului necesar

aparitiei substratului oxidat.

2.2.3. Metoda PCL

Aceasta metoda are la bazd masurarea fotochemiluminescentei (PCL) produse prin reactia

unor specii radicalice cu compusi excitabili fotochimic (luminol, lucigenina). Metoda PCL a fost



comercializata de Analytik Jena AG (Germania), kitul pentru evaluarea PCL fiind denumit
L,PHOTOCHEM”%, Sistemul acesta este extrem de eficient din punctul de vedere al costului; in plus,

poate fi utilizat pentru AO hidrofili si lipofili, la valori multiple de pH si temperatura.

2.2.4. Metoda bazata pe detectia DPPH

Radicalul DPPH" este utilizat ca sursa radicalica in evaluarea AAO??, monitorizarea acestuia
fiind spectrofotometrica sau electrochimica®® ?*. In prezenta AO, DPPH’ (culoare violeti) este redus la
un compus galben pal; variatia absorbantei DPPH" este masuratd la 517 nm. Valorile AAO sunt
exprimate ca si cantitatea de AO ce produce descresterea DPPH' absorbantei la 50%. Metoda DPPH
este simpld, rapidd, se bazeazd pe un principiu simplu de detectie, insd o posibila problemad o

reprezinta evaluarea AAO a AO al caror spectru se suprapune cu cel al DPPH’ (ex: carotenoizii).

2.2.5. Metoda Folin-Ciocalteu

Metoda Folin-Ciocalteu are la baza oxidarea acestora cu ajutorul unui molibdowolframat
(Na,WOQ,/ Na,Mo0Q,). Din aceasti reactie rezultd O,”, care reactioneazi cu molibdatul, formand ionul
(Mo*") (albastru), a cirui absorbanti este urmdriti spectrofotometric in intervalul 745-750 nm. Reactia
are loc Tn puternic mediu bazic. Ca si AO de referinti este utilizat acidul galic®. Metoda FC este
simpla, specifica si rapida. Totusi, este nevoie ca pH-ul de lucru sa nu fie acid, ceea ce ar cauza reactii
lente si nespecifice. O problema a metodei este lipsa specificitatii fatd de polifenoli, fiind detectate, in
egald masurd, monofenolii si alte tipuri de compusi ce pot fi redusi. Exista o corelatie buna in literatura
intre rezultatele obtinute prin metoda Folin-Ciocalteu si cele obtinute prin alte metode (ex. DPPH,
TEAC), care evalueazi o AAQ totala®.

2.3.Concluzii si perspective

Exista o mare varietate de metode prin care se poate determina AAO. Totusi, acest termen este
unul relativ, care tine cont de conditiile de reactie: tipul speciei neutralizate; mecanismul de
interactiune intre AO si specia neutralizata (transfer de electron sau atom de H); tipul de AAO
monitorizatd (globald sau specifica pentru polifenoli); metoda de detectie (spectrofotometrica,
electrochimicd, etc.); tipul mediului de reactie (hidrofil sau lipofil); timpul necesar reactiei; modul de
interpretare a rezultatelor (parametrii luati in considerare). Aceasta varietate a metodelor pentru
evaluarea AAO are, pe langd dezavantajul ca ingreuneazd stabilirea unei metode standardizate,

notiunii complexe de ,,AAO”.

I11. Rezultate experimentale originale




1. Comportamentul electrochimic al unor EIS-PVC-I

1.1.Scopul cercetarii

Prima parte a acestui studiu a constat din caracterizarea electroanalitici a 10 compusi
macrociclici — un [4,4,4,4]<:i<:lofan27 sintetizat Tn cadrul colectivului de cercetare al prof. lon Grosu
(Catedra de Chimie Organici, Facultatea de Chimie si Inginerie Chimici, Cluj-Napoca)® si 9 derivati
din clasa calixarenelor sintetizati in cadrul colectivului de cercetare condus de dr. Elisabeth-Jeanne
Popovici (Institutul de Cercetare ,Raluca Ripan”) (Fig, 3, Tabelul 1) — in calitate de ionofori pentru

EIS-PVC-1**, Tn acest scop, EIS-PVC-I pe baza celor 10 compusi macrociclici au fost preparati si

utilizati pentru o serie de cationi: Li*, Na*, K*, Cs*, NH,", Mg**, Ca*", Ba**, Co™", Ni** si Zn®".

C(CHs)s | [ C(CH3); |
CHjs CHs 43 ( 3)3
(0] [e]
Hac)fo 2 & o/j\cm C(CHa)s
o 0 o
CH | CH;
OH OR

CH

HsC, ° o) () ° ’
o o \J/CHS OR
Il \\ 0. n|
CH3 (0] e} &y = —nkb —n
3

Figura 3. Structurile compusilor utilizati ca ionofori: stinga: compusul ciclofanic M7F2, mijloc,
dreapta: compusii macrociclici

Tabelul 1. Structurile gruparilor R si numarul acestora (n) prezente in compusii calixarenici testati

Denumire . Denumire .
Denumire Denumire
compus R R n compus R R n
calixarenic calixarenic
o) /
C4Es2Cr2 ester, crotil | 2| C6Es3Cr3 OFt ester, crotil | 3
or N\
AVAN
- AN
P fosfat- /O crotil,
C4P4 ©/ I difenil 4| C6Cr3Ams3 _<N_Et amidi 3
=4
(6] /O
/- fosfat- —X o
C4P0O4 P\BO difenilester 4 C6AmM3 N amida 3
z Et
C6Es6 0 6 o)
Y — Y
{ t 8
COES3 o ester 3 C8Es8 —(OEt ester

1.2.Parametrii electroanalitici evaluati



Sensibilitatea

Sensibilitatea (S) reprezintd parametrul ce exprima variatia potentialului de electrod in functie
de logaritmul activitatii ionice a analitului si este exprimatd in mV/decada de activitate (plon).
Formula de calcul a S este data mai jos:
S= El - E2

log(a;/a,)

unde E; si E, sunt valorile de potential intre care se face evaluarea S, ambele aflate in domeniul de

©)

linearitate (vezi mai jos), iar a; si a, sunt activitatile ionice corespunzatoare potentialelor E;, respectiv
E,.

Valorile S, in mod ideal date de raportul 59/z mV/pIon34, au fost evaluate din fitarea liniara a
curbelor de calibrare reprezentand dependenta E de logaritmul activitatii ionice a speciei de interes
sau, in cazul cand nu s-au inregistrat suficiente valori ale E, de diferenta intre acestea pentru

activitatile ionice luate in considerare.

Limita de detectie

Limita de detectie (LD) reprezintd activitatea analitului aflatd la intersectia extrapolarilor

portiunilor liniare ale curbei de calibrare® .

Domeniul de linearitate

Domeniul de linearitate (DL) reprezinta intervalul activitatilor de analit in care potentialul de
electrod depinde liniar de logaritmul activitatii speciei utilizate. DL a fost calculat ca fiind intervalul
cuprins intre LD si limita superioard a domeniului de activitati testate, daca patratul coeficientului de
corelatie liniard pe intervalul luat 1n calcul a fost cel putin 0,99; in caz contrar, ca limitd superioara s-a

luat In considerare activitatea maxima de analit care a Indeplinit aceastd cerinta.
Coeficientul de selectivitate

Coeficientul de selectivitate (K'%\OtB) este un parametru ce exprimd abilitatea electrodului de
a raspunde preferential la ionul primar A, fati de interferentii B¥. Conform ecuatiei Nernst-Nikolskii-
Eisenmann, daca termenul Kg\OtB are valoare subunitara, electrodul este selectiv pentru A, iar daca

este supraunitar, electrodul este selectiv fatd de B*:

0o, RT ot 2,1z
E:EA+_ZAFIn(aA+ZK£\,BaBA B) (10)



Evaluarea selectivitatii EIS-PVC-| s-a realizat in solutii mixte, continand atat ionul primar cat

. . . . . L C oy ot
si cel interferent, fiind variata concentratia unuia din cei doi ioni. Formula de calcul a Kg\ p este cea
de mai jos:
pot __ 28a
KA,B - zplzg (11)
ap

unde aa si ag reprezintd activitdtile ionice ale ionului primar, respectiv interferent in momentul

decelarii interferentei.

1.3.Conditii experimentale

Dispozitivul experimental

Masuratorile potentiometrice realizate s-au efectuat cu ajutorul unui stand de masuratori
electrochimice controlat de calculator (Fig. 4)* care permite efectuarea automati a 17 adaosuri de

solutie standard concentratd intr-una diluatd, volumele adaugate fiind presetate in asa fel incat sa

Interfata
PC-AO-2DC

EIS-PVC-I 1 Celula
EIS-PVC-I 2 electro-
EIS-PVC-I 3 chimica

EIS-PVC-I 4

REF

= N
- ;l— Interfata
_— electrochimica

Interfata : 690
PCI -6024 E )
S
Unitate ——
N de AM
control

Figura 4. Schema dispozitivului experimental pilotat de calculator utilizat in masuratorile
potentiometrice



EIS-PVC-I au fost conectati la sistemul de achizitie de date prin intermediul unei interfete
electrochimice cu patru canale avind o impedanti de intrare foarte mare (> 10™ ohm). Interfata
electrochimicd precum §i pompa peristalticd (P) folositd pentru efectuarea adaosurilor de solutie
standard au fost conectate la calculator prin intermediul unei interfete PCI-6024 E (National
Instruments, SUA). Omogenizarea solutiilor dupa fiecare adaos s-a efectuat cu ajutorul unui agitator
magnetic (AM), a carui functionare a fost controlatd cu ajutorul unei unitati de control conectata la
calculator prin intermediul interfetei PC-AO-2DC (National Instruments, SUA).

Controlul sistemului si achizitia datelor s-au
realizat folosind aplicatii elaborate cu ajutorul programului
LabView 5.1 (National Instruments, SUA), iar datele

experimentale obtinute au fost prelucrate cu ajutorul

programului Origin 6.0.
Celula electrochimicd a continut 4 EIS-PVC-I si un
electrod de referintd extern de calomel saturat cu dubla

jonctiune (Radelkis, Budapesta) avand, ca jonctiune interna,

0 solutie saturata de KCI, iar ca jonctiune externa o solutie de

CH3COOLi 0,1 M. EIS-PVC-I (Fig. 5) au fost construiti

artizanal din corpuri de seringd de volum 1 ml, care au fost

umplute cu o solutie de referintd internd (solutii ionice de

clorura cationului investigat, ~5 mM) si in care s-a introdus

4

un electrod de referintd intern, constand dintr-un fir de Ag pe

Figura 5. Componentele EIS-PVC-I:
1-corpul EIS-PVC-I; 2-orificiu de
aerisire; 3-inel de cauciuc pentru inferior al seringilor s-au fixat, cu ajutorul unor inele de
obturarea orificiului; 4-membrana
ion-selectiva; 5-inel de cauciuc
pentru fixarea membranei; 6-electrod
de referinta intern Ag/AgCl; 7-solutie Reactivi
de referintd internd; 8-dop cu filet
pentru fixarea electrodului de
referinta

care s-a depus electrochimic un strat de AgCl. La capatul

cauciuc siliconic, discuri de membrana cu diametru de 8 mm.

Pentru prepararea membranelor EIS-PVC-I s-au
utilizat urmdtorii reactivi: compusii macrociclici studiati
(ionofori); tetrakis(4-clorofenil)borat de potasiu (KTkCIPB), Fluka, 60591 (aditiv ionic); 2-nitrofenil
octil eter (0-NPOE), Fluka, cod 73732 (plastifiant); clorurd de polivinil (PVC), Fluka, cod 81392
(matrice polimerica); tetrahidrofuran (THF), Fluka, cod 87369 (solvent).

Pentru efectuarea masurétorilor s-au preparat solutii de diferite concentratii prin dizolvarea in
apa bidistilatd a urmatoarelor saruri: LiCl, NaCl, KCI, NH4CI, CsCl, CaCl,, MgCl,, BaCl,, CoCl,,
NiSO, ZnSO,, CH;COOLI, utilizAndu-se reactivi p.a. obtinuti de la Fluka, Merck, Sigma sau

Chimopar.
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Prepararea membranelor EIS-PVC-I

Compozitia membranelor EIS-PVC-1 a fost urmatoarea: 0,7 sau 1% ionofor: 1% pentru toti
compusii calixarenici si 0,7 sau 1% pentru M7F2 (electrozii corespunzatori purtind denumirea
M7F2(a), respectiv M7F2); 0,3% aditiv ionic (KTKCIPB), in cazul membranei M7F2(a); 33% matrice
polimerica (PVC) si 66% plastifiant (o-NPOE)(procente de masa). Masa totald a unei membrane a fost
de ~1,5¢.

Masele necesare de ionofor, aditiv ionic si matrice polimerica, cantarite cu ajutorul unei
balante analitice cu precizie de 0,1 mg, precum si volumul necesar de plastifiant (1,0 ml) au fost
dizolvate succesiv in 2 ml de THF. Amestecul a fost supus agitarii pana la dizolvarea componentelor
solide, dupa care a fost turnat intr-un inel cilindric de sticla (® = 4,8 cm) si lasat sa se usuce lent, timp
de 24 ore, sub un clopot de sticld, intr-o atmosferd saturatd de vapori de THF pentru a se evita
formarea de bule In masa membranei. Dupa uscare, membrana a fost ,,maturata” incd 24 de ore in aer
liber, la intuneric, pana la completa evaporare a solventului. Ulterior, cu ajutorul unei preducele, s-au
decupat discuri de membrana cu diametrul de 8 mm, care au fost fixate pe corpurile de electrod, dupa

care au fost conditionate in solutii 1 mM din clorurile cationilor investigati.

Procedura de lucru

solutii cationice separate. Masuratorile au constat din inregistrarea potentialelor de electrod in functie
de timp, iar din corelarea potentialelor obtinute cu activitatea ionicd corespunzdtoare s-au obtinut
curbele de calibrare corespunzatoare. Masurarea potentialelor s-a realizat folosind fie asa-zisa metoda
a adaosului standard automat (conform procedurii tehnice descrisd in paragraful 1.3.1.), fie metoda
adaosului standard manual, care necesita o procedurd experimentala simplificatd, masurdtorile
constand din efectuarea manuald a 2 adaosuri standard succesive intr-o solutie solutie ionicd diluata.
Prin aceasti metoda s-au inregistrat potentialele corespunzitoare concentratiilor 10, 10° si 107 M,
panta fiind cititd intre valorile 10° si 10° M. Pentru toate tipurile de misuratori, s-au preparat si
utilizat Tn paralel doi sau patru EIS-PVC-I avand compozitie similard, asa dupa cum se specifica in
fiecare caz. Fiecare masuratoare a fost repetatd cel putin de doud ori succesiv in aceleasi conditii

experimentale, rezultatele fiind redate ca medie impreuna cu deviatia standard (DS) a acesteia.

1.4.Rezultate si discutii

In functie de numarul si tipul gruparilor care intrd in alcétuirea lor, cavitatea compusilor
macrociclici utilizati ca ionofori capatd dimensiuni distincte, care determind afinitdti specifice pentru
diferiti cationi. Pe baza acestor corelatii, compusii macrociclici studiati au fost utilizati in prepararea

de membrane EIS-PVC-I pentru diferite clase de cationi mono- si bivalenti facind parte din categoria
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elementelor alcaline, alcalino-pamantoase si tranzitionale, la care s-a addugat ionul amoniu, care
prezinta interes deosebit in domeniul biologic si ecologic.

Un tablou sintetic al masuratorilor efectuate este prezentat in Tabelul 3, in care ,,P” indica
faptul ca ionul respectiv a fost utilizat ca ion primar pentru compusul macrociclic corespunzator; ,,am”
si ,aa” indica metoda de lucru — adaos manual [ex. Fig. 7(A)] sau automat [ex. Fig. 7(B)]; ,.Ime” indica
ionul interferent, iar Me, pe cel primar; ,,-” indicd faptul ca tipul respectiv de experiment nu a fost
realizat. Tabelele 4 — 6 prezinta sintetic parametrii electroanalitici evaluati: sensibilitate, limitd de

detectie, domeniu de linearitate si coeficient de selectivitate.

0,16
’ = EIS-PVC-M7F2-1 -
e EIS-PVC-M7F2-2 280 |- -~~-EIS—P\'VVC‘—(:4E52C:|-2-1
ozl s EEmCNTM s e
7 [ _PVC- % wn —_— - -C4Es2Cr2-
8 ' ¢ EISEVEMTE )2 i O 2401 _ _ prs-pvC-C4Es2Cr2-4
= ';il = 2 -
; ey 4 | 10°M ¢
£ 0,08} ':gt' : 200 i
> & -
E ..l 2160
D 0,04 eeeeeryd =
ety (A) 120
-6 -4 2
log aca2*

Figura 6. (A) Dependenta potentialului de electrod de logaritmul activitatii ionice urmarita cu EIS-
PVC-MT7F2 si EIS-PVC-MT7F2(a); (B) Variatia in timp a potentialului de electrod inregistrat cu EIS-
PVC-C4Es2Cr2 in solutii de Na* 10 M la care s-au efectuat manual adaosuri standard de Na* 1 M
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Tabelul 3. Rezumatul masuratorilor efectuate asupra compusilor macrociclici in calitate de ionofori pentru EIS-PVC-I

Cation MM7|7:|;%1;) C4Es2Cr2 C4P4 C4P0O4 C6Es6 C6Es3 C6Es3Cr3 | C6Cr3Am3 C6AmM3 C8Es8
Li* - - - - P (aq) - - - - -
Na* P (aa), Ica P (am) P (am), Ica P (am) P (aa), Ik P (aa) P (aa) P (am) P (am) P (am)
K* P (aa), Ica P (am) P (am), Ica P (am) P (aa) P (am), Ina | P (am), Ina P (am) P (am) P (am)
Cs' - - - - P (aa), Ik - - - - -

NH," - - - - P (aa), Ik - - - - -
Mg** P (aa), Ica P (am) P (am), lca P (am) P (aa) P (am), Ina | P (am), Ina P (am) P (am) P (am)
Cca** P (aa) P (am) P (am) P (am) P (aa) P (am), Ina | P (am), Ina P (am) P (am) P (am)
Ba** - P (am) P (am), Ica P (am) - - - P (am) P (am) P (am)
Co* - - - - - P (aa) P (aa) - P (aa) -
Ni%* - - - - - P (aa) P (aa) - P (aa) -
Zn* - - - - - P (aa) P (aa) - P (aa) -
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M7F2,

Cation | 19l | C4Es2Cr2 | Capa C4PO4 CBES6 C6Es3 | CBES3Cr3 | C6Cr3Am3 | C6Am3 | CSEs8
Li* ] ] ; ; 258+36 ] ] ] ] ]
. 577570
Na ol e I | 520+05 | 208+12 | 33505 | 558+34 | 662%41 | 57832 | 440+20 | 425+40 | 40.2%02
K S iys | 465£20 | 25005 | 60£20 | 519+25 | 478+07 | 445+15 | 538+12 | 46070 | 518+08
Ccs' ; ; ] ] 292422 i i i i i
NH," ] ] ; ; 529430 i i i i i
" 52104
Mg ot0% | 11802 | 180+25 | 50£20 | 122+10 | 73+19 | 88%13 | 7505 | 45%20 | 85%05
ca®* gggfig 210400 | 225+10 | 45+20 | 163+27 | 114+25 | 119+36 | 80+00 | 242+02 | 115+35
Ba’* ] 230400 | 148+08 | 68+02 ] ] ] 115410 | 258408 | 182402
Co?* ] ; ; ; ; 282+95 | 211465 ] 232412 ]
Ni2* ] ; ; ; ; 485+07 | 400+28 ] 435+ 0,7 ]
zne* ] ; ; ; ; 385+17 | 233+06 i 200+ 1,2 i
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Tabelul 5. Domeniile de linearitate (plon) si limitele de detectie (mM) evaluate pentru EIS-PVC-I pe bazd de compusi macrociclici

rzgsu DL (plon) LD (mM)

Cation M'\;';g(za) C6Es6 | C6Es3 | C6ES3Cr3 | C6Am3 M'\%g(za) C6Es6 C6Es3 C6ES3Cr3 | C6AM3
Li* - 3,55 - - - - 9,33*10° - - -
Na* fgg 2,45 2,68 2,66 - 3’082,;;0_1 1,17 6,88*10™ 7,24%10™ -
K* éf’é 3,37 i i i 1,2‘28(1’0_1 1,41*10" i i i
Cs" - 4,17 - - - - 2,23*10% - - -

NH," - 3,59 - - - - 8,60*107 - - -
Mg** 1,'78 2,79 - - - 5,;12 5,41*10" - - -
Ca? j ;; 217 - - - isgzigz 224 . . .
Co* - - 1,93 2,04 1,64 - - 3,91 3,02 7,52
Ni%* - - 2,33 2,20 1,91 - - 1,56 2,07 4,05
zn* - - 2,11 2,45 1,98 - - 2,54 1,18 3,49
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Tabelul 6. Logaritmii coeficientilor de selectivitate evaluati pentru EIS-PVC-I pe baza de compusi macrociclici

Cation

M7F2

interferent M7F2(a) C4p4 C6Es6 C6Es3 C6Es3Cr3
t
log K P2 =14
Ca,Na '
' pot  _ pot  _
Na* log KPPt Z55 log KCa, Na = 0.8 log KK, Na = 1.2 - .
98caNa =4 ([Na'] = 10 M) ([K'] = 107 M)
([Ca®*] = 5+10° M)
pot  _ pot  _
log K?:%tK =13 t log KNa,K =14 log KNa,K =15
) 0 + - + -
K* log K POt log K2 i =18 ] ([K']=10" M) ([K'] = 10* M)
0g K, k =46 P
! (K'1=10"M) log kP =04 logkP% =01
([Ca%] = 5+10° M) 9" Nak =9 IKNak =0
([K'] =107 M) ([K'] =102 M)
pot  _
Cs* i i log KK,CS =-0,5 ] )
([K'] =107 M)
pot _
NH. ] ] log KK,NH4 =-0,8 i i
([K7=10"M)
pot  __
log KCa,Mg 0,3 kP g log KpNOz: o =36 log KpNOz: o =32
Mgz+ pot 0g Ca,Mg ) _ 2+, g 2+, g
log KCa,Mg =-04 ([Mg?'] = 10° M) (Mg™]1=1M) (Mg"T=1M)
([Ca®'] = 5+10° M)
pot  _ pot  _
catt ) ] ] log KNa,Ca =-31 log KNa,Ca =-25
pot  _
BaZ* i log KCa,Ba =-21 ) ] )

([Ba®] = 10™ M)
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1.5.Concluzii

In urma studiului parametrilor electroanalitici a zece compusi macrociclici, si anume un
[4,4,4,4]ciclofan sintetizat Tn cadrul colectivului de cercetare al prof. lon Grosu (Catedra de Chimie
Organicd, Facultatea de Chimie si Inginerie Chimica, Cluj-Napoca) si noud compusi calixarenici
sintetizati in cadrul Institutului de Cercetare ,,Raluca Ripan” (Cluj-Napoca), s-a constat cd marea lor
majoritate prezinta proprietati ion-selective, dupa cum urmeaza:

0 Compusul M7F2, atat in forma cu aditiv, cat si in cea fara aditiv ionic, prezinta selectivitate

2*1n raport cu cationul Mg®* si ar putea fi valorificat ca ionofor pentru evaluarea activitatii

pentru Ca
Ca’* din solutii cu nivel scizut de Na* si K*

0 Compusul C4Es4Cr2 poate fi utilizat la elaborarea de EIS-PVC-I pentru determinarea
activititii Na’, necesitdnd optimizarea compozitiei membranei si a conditiilor experimentale.

0 Compusul C4P4 poate fi utilizat la constructia de EIS-PVC-I pentru determinarea activitatilor
Ca’* i K*, dar numai in situatia in care cei doi cationi nu sunt prezenti simultan in mediul investigat.

0 Compusul C4PO4 prezinta slabe proprietati electroanalitice, raspunsurile Inregistrate fiind net
sub-nernstiene pentru toti cationii investigati.

0 Compusul C6Es6 prezintd rispuns cvasi-nernstian pentru K*, NH," si Na’' si un
comportament selectiv pentru K*, putand fi utilizat eventual la elaborarea de EIS-PVC-I pentru
determinarea acestui ion.

0 Compusii C6Es3 si CO6Es3Cr3 prezinta o selectivitate semnificativa pentru ionii alcalini in
raport cu cei alcalino-pamantosi, sugerand faptul ca EIS-PVC-I elaborati pe baza acestor compusi ar
putea fi utilizati pentru determinarea Na* in probe cu nivel scizut de K*. In plus, s-a observat
existenta unui raspuns cvasi-nernstian pentru EIS-PVC-C6Es3 in prezenta Co** si pentru EIS-PVC-
C6Am3 in solutii de Zn**, anticipandu-se astfel eventuale aplicatii in monitorizarea apelor reziduale
provenite din industria metalurgica.

0 Compusii C6Cr3Am3 si C8Es8 prezintd rispuns cvasi-nernstian pentru K, putand fi utilizati
la elaborarea de EIS-PVC-I pentru determinarea activitatii acestui ion, dar numai dupa optimizarea

compozitiei membranelor si a conditiilor experimentale.

2. Evaluarea AAO folosind senzori amperometrici pentru detectia H,O,
2.1.Principiul de functionare

2.1.1. Biosenzorul pe bazia de HRP pentru H,0O,
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S-a realizat un biosenzor amperometric pentru detectia H,O,"’, avand denumirea prescurtata
G/RP/HRP, constand dintr-o bara de grafit pirolitic modificat cu peroxidaza din hrean (horseradish
peroxidase, HRP) si un polimer redox, poli(1-vinilimidazol) complexat cu [Os(4-4'-
dimetilbipiridina),CI)(11/111)” (redox polymer, RP), folosit ca mediator electronic. Aceste componente
au fost fixate pe grafit cu ajutorul agentului de reticulare poli(etilenglicol)diglicidil eter (PEGDGE).

Prin intermediul unor cicluri catalitice (schema 2), H,O, din faza de volum este redusa. ntre
electrodul de lucru si cel de referintd este aplicat un potential astfel ales incat se genereaza un curent
de reducere proportional cu concentratia H,O, pe suprafata G/RP/HRP. Un rol important Tn
producerea semnalului amperometric il au incarcarea enzimatica (cantitatea de HRP depusa pe grafit)

si eficienta mediatorului (viteza transferului de sarcina).
Os(In HRP H,0O
electrod /\ ( e s
(16)
graﬁt s(1)
2.1.2. Biosenzorul pe baza de HRP si XOD pentru XA

Principiul biosenzorului G/RP/HRP//XOD* este similiar G/RP/HRP, cu diferenta ci sursa
H,O, o constituie radicalii O,", produsi din reactia xantinei (XA) cu oxigenul, catalizata de xantin-
oxidazd (XOD) (schema 17). Mai departe, are loc dismutarea O,", fie spontan, fie cu ajutorul

superoxid dismutazei (SOD), rezultand H,0,:

0] 0]
| N [ H
HN XOD HN _
& D H0pHHO & )0 07"+ 2 w7)
= N = N
N 0] N
H H H
XA acid uric

2.1.3. Senzorul pe baza de Prussian Blue pentru detectia H,O,

Compusul Prussian Blue (PB) reprezintd un hexacianoferat obtinut dintr-un amestec
echimolar de KsFe(CN)g si FeCls. Este folosit cu succes ca mediator redox, Tn mod special pentru

reducerea H,0,** *

, motiv pentru care intrda in componenta a numerosi senzori pentru detectia
glucozei, lactatului, persulfatilor, etc*. PB poate fi depus pe grafit, platini, cirbune sticlos, carbune
pastd, cerneala de carbune (,,carbon ink™), etc., singur sau in combinatie cu alte materiale. Printre

avantajele PB, amintim: potentialul mic de lucru si costul redus®.
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Tn cazul de fata, senzorul a constat dintr-un strat de PB depus pe grafit pirolitic (G/PB). PB

reprezinta mediatorul redox pentru electroreducerea H,O,, prin intermediul Fe'/Fe'" (schema 5)*.

e Fe(I1) H,0
Electrod 22
de grafit g/_\ ( >< (18)
Fe(l1) H,0

Dintre cei trei senzori prezentati, G/RP/HRP//XOD prezinta avantajul de a reflecta abordarea

cea mai raspandita a definitiei AAO, si anume aceea de capacitate de neutralizare a radicalilor liberi.

2.2.Definirea AAO

in general, AAO se defineste ca abilitate a AO de a neutraliza diferiti radicali, precum: O,™,

HO" si ROO™ (v. 11.2.1). Unii cercetétori definesc insa AAO ca si capacitate a AO de a se oxida Tn
prezenta H,0,™. Tn cazul de fati, s-au luat in considerare ambele abordiri. Astfel, senzorul
H y G/RP/HRP//XOD prezinta abilitatea AO de a neutraliza O,”, iar ceilalti

= 0 0 doi senzori reflectd activitatea oxidanta fatda de H,O,. Rezultatele celor

HO\/\q trei metode au fost comparate cu cele obtinute prin trei metode de

HO OH  referinta: (i) metoda Folin-Ciocédlteu pentru evaluarea cantitatii de

e)

Figura 9. Structura Polifenoli; (ii) metoda bazatd pe detectia electrochimica a DPPH’; (iii)

Chinﬁk‘)’? a acidului  eoda titrimetricd bazatdi pe sarea de sodiu a 2,6-diclorofenol-
ascorbic
indofenolului (DCPIP) pentru evaluarea continutului de acid ascorbic

(AA).
AO de referinta ales a fost AA (Fig. 9), pentru urmatoarele considerente: (i) este usor solubil
in apa; (ii) este bine cunoscuti abilitatea sa de a reactiona cu H,0,";
NO, ‘ (iii) este unul dintre AO cei mai raspanditi in natura, prezent in fructe
o, N—Q*N— si legume; (iv) este folosit ca indice al calitatii alimentelor, datorita
sensibilitatii sale la degradarea alimentelor prin procesare si stocare;

o [
(v) joaca un rol extrem de important in organismul uman,
reprezentand o vitamina esentiala.
Pentru senzorii G/RP/HRP, G/RP/HRP/XOD si G/PB,

evaluarea AAO a probelor sintetice si reale s-a facut utilizind o curba de calibrare pentru AA,

Figura 4. Structura DPPH’

constand din variatia curentului in functie de concentratia AA in prezenta unei concentratii constante
de H,0,. Separat, s-au efectuat masuratori amperometrice constand din adaosuri de AO in prezenta

unei concentratii constante de H,O,. Formula de calcul a AAO utilizeaza sensibilitatea curbei de
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calibrare, Saa, si variatia curentului observata ca urmare a adaosului de AO, Alao (schema 15). AAO
rezultate s-au exprimat ca si concentratii echivalente de AA — valori absolute si relative (raportate la

cea maxima dintre probele luate in lucru).

AAO= Al *i (15)

Pentru evaluarea prin metoda Folin-Ciocalteu a cantitatii totale de polifenoli prezenti in
probele de AO, s-au Tnregistrat spectrele acestora Tn amestec cu reactivul Folin-Ciocalteu, iar AAO au
fost date de valorile absorbantelor corespunzatoare punctului maxim. De asemenea, s-au dat si
valorile relative, obtinute prin raportarea absorbantelor la absorbanta maxima dintre toate probele.

Metoda bazatd pe reducerea radicalului DPPH" (Fig. 7) s-a bazat pe acelasi principiu de
evaluare a AAO ca si cel prezentat mai sus, adaosurile de AO fiind realizate, in acest, in prezenta unei
concentratii constante de DPPH". AO de referinta a fost acidul (+)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman
carboxilic (Trolox)?,

Conform metodei titrimetrice utilizate, cantitatea de AA din probe este data de volumul de
DCPIP utilizat in neutralizarea probelor, volum raportat la cel necesar reducerii unei cantitati
cunoscute de AA. Rezultatele sunt exprimate atat ca si concentratii de AA, cat si ca valori relative,

obtinute prin raportarea concentratiilor la concentratia maxima.

2.3.Conditii experimentale

Reactivi si aparatura

Toti reactivii au fost utilizati fara nici o purificare prealabila: peroxidaza din hrean 325 U/mg,
superoxid dismutaza din eritrocite bovine 5030 U/mg, catalazd din ficat bovin 2950 U/mg solid,
xantin oxidaza din sursd microbiald 8 U/mg, sarea de sodiu a xantinei, acid L-ascorbic - cristale fine
(20-200 mesh), reactivul Folin-Ciocalteu 2N, DPPH", acid citric (Sigma - Germania); xantin oxidaza
din lapte batut 0,5 U/mg proteina (Calbiochem - SUA); poli(etilen glicol) diglicidil eter (Polysciences
- SUA); poli(1-vinilimidazol) complexat cu [osmiu (4-4'-dimetilbipiridind),Cl)]""" (Suedia - donatie
a Departamentului de Chimie Analitica, Universitatea din Lund); H,O, 30%, KH,PO,, K,HPO,
(Merck - Germania); acid (z)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman carboxilic, FeCl; (Fluka -
Germania); K;[Fe(CN)s] (Polskie Odczynniki Chemiczne Gliwice - Polonia); H;PO, 89% (Loba
Chemie - Austria); sarea de sodiu a 2,6-diclorofenol-indofenolului, etanol (Riedel-de Haén - Europa);
KCI, Na,CO; (Reactivul - Romania) si HCl 1 N (Microchim - Roménia).

Pentru toate masurdtorile voltametrice §i amperometrice au fost utilizate sisteme

electrochimice formate din: (i) electrod de lucru - bara de grafit pirolitic (Ringsdorff, Germania) cu
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diametrul de 3 mm, nemodificat (metoda DPPH) sau modificat (G/RP/HRP, G/RP/HRP//XOD si
G/PB), incorporat ntr-un corp cilindric de teflon; (ii) electrod de referinta - fir de Ag acoperit cu
AgCI depus electrochimic, imersat Tn solutie apoasa saturatd de KCl si agezat intr-o capilara Luggin
umpluta cu aceeasi solutie; (iii) contraelectrod - fir de Pt incorporat intr-un corp de plastic, cu contact
de Cu. Electrozii au fost imersati intr-o celuld de sticla (vol. 30 ml). Pentru masuratorile
amperometrice s-a utilizat un corp de electrod disc-rotitor Tachyprocesseur (Radiometer Analytical,
Germania) sau un agitator magnetic (Heidolph MR 3000, Heidolph Instruments, Germania).
Potentiostatele folosite au fost PARSTAT 2276 (Princeton Applied Research, SUA) si BioLogic SP-
150 (Science Instruments, Franta) - potrivit pentru masurarea unor curenti mai slabi. Pentru curatarea
suprafetei de grafit prin ultrasonare s-a utilizat o baie de ultrasonare Elma S10 (Elmasonic,
Germania). Pentru masuratorile spectrofotometrice s-au folosit spectrofotometrul UV/VIS Jasco V-
530 si cuve standard din cuart (1,0%¥1,0* 4,5 cm®).

Tnregistrarea datelor s-a realizat cu ajutorul programelor Power Suite 2.56 (pentru
PARSTAT), EC-Lab V9.76 (pentru BioLogic) si Spectra Manager (pentru Jasco), iar interpretarea

datelor s-a facut cu ajutorul programului Origin 8.

Prepararea senzorilor

G/RP/HRP si G/IRP/HRP//XOD

Bara de grafit a fost curatata prin slefuire cu hartie abraziva si cu hartie de filtru, dupa care s-
a ultrasonat timp de 2 minute. Lipsa existentei speciilor cu proprietati redox pe suprafata de grafit s-a
verificat voltametric prin baleierea potentialului Tn intervalul -0,200 - +0,500 V vs. Ag/AgCI, KClg,
la viteza de 50 mV/s, folosind tampon fosfat (phosphate buffer solution, PBS) de pH 7,5, preparat din
(KH,PO,4 + K;HPO,) 50 mM + KCI 50 mM. Tn cazul grafitului curat, singurul semnal observat a fost
cel corespunzator reducerii O,.

Pe bara de grafit s-au depus: 4,7 U HRP, 7,2 ug RP si 1,8 pg PEGDGE, sub forma unui
amestec preparat cu maximum 15 minute inainte de utilizare. Biosenzorul preparat a fost pastrat la
~5°C, 1n atmosfera de PBS.
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G/PB

Senzorul G/PB a fost preparat

03+ prin baleiaj ciclic de potential. Dupa
activarea suprafetei de grafit prin
0.0 aplicarea potentialului de +1,700 V vs.
< Ag/AgCl, KClg timp de 3 minute Tn PBS
E pH 3,1, s-a efectuat baleierea Tn 25 cicluri
T 03) succesive a potentialului ntre -0,500 si
+1,200 V vs. Ag/AgCI, KClg, cu viteza de
0.6 , A , , 25 mV/s intr-un amestec de KsFe(CN)s
-0.7 0.0 0.7 14 0,1 M si FeCl3 0,1 M (preparate Tn HCI 10

E /V vs. Ag/AgCl,KClsat mM)* (Fig. 11).
Figura 11. Depunerea electrochimica pe grafit a PB Picurile observate sunt descrise de

prin baleiaj ciclic de potential Tn amestec de K;Fe(CN)s ) B )
0,1 M si FeCl; 0,1 M; electrolit suport, PBS, pH 3,1;  Procesele redox din ecuatiile 21 si 22, ele

numar cicluri inregistrate = 25; v =25 mV/s corespunzand perechilor de picuri (A),
respectiv (B).
Kre'"'Fe'(CN)g + K' + & KoFe'"Fe'(CN)g e
(PB solubil) (Alb de Prusia, sare Everitt)
kreFe'(CN)y =——= 23K’ +2/3¢ + Kys(Fe" (CN)o)za(Fe' (CN)e) 13
22
(PB solubil) (\Verde de Berlin) 22)

Tn concluzie, se poate afirma ca, dintre senzorii G/RP/HRP, G/RP/HRP//XOD si G/PB, G/PB

prezinta avantajul obtinerii simple, rapide si la un cost redus.

2.4.Rezultate si discutii
2.4.1. Caracterizarea electroanalitica

2.4.1.1. Studiul stabilitatii G/RP/HRP

Cunoasterea modului in care variaza in timp performantele electroanalitice ale biosenzorului
G/PR/HRP s-a considerat a fi deosebit de importantd. Din acest motiv, s-a studiat stabilitatea
operationald a acestuia, pentru diferiti biosenzori avind aceeasi compozitie, dar diferind prin
temperatura de stocare si frecventa masuratorilor pentru care s-au utilizat, prin efectuarea la diferite

intervale de timp a unor masuratori amperometrice in PBS inainte si dupa un adaos de H,O,, urmat

22



sau nu de un adaos de AA. Rezultatele sunt valori relative, exprimate ca valori ale curentului de

reducere raportate la curentul maxim pentru fiecare biosenzor.

S-au realizat doua tipuri de masuratori: (i) un adaos de H,O, 130 UM in PBS; (ii) un adaos de

H,0, 40 uM in PBS, urmat de un adaos de AA 330 uM. Conditiile de pastrare si lucru a biosenzorilor

utilizati sunt prezentate n Tabelul 10. Frecventa masuratorilor (1-7 zile) a variat identic pentru

biosenzorii G/RP/HRP-1-3, scizand odata cu cresterea duratei de utilizare.

Tabelul 10. Conditiile de utilizare si pastrare a G/RP/HRP pentru studiul stabilitatii operationale

Stab”v't?t?a FrecYen;.a Terpperatu ra de Solutia test Cod biosenzor

urmarita masuratorilor pastrare (°C) ’

Prima gi a 63-a zi 5 G/RP/HRP-0

Termen 23 H,0, 130 pM G/RP/HRP-1

lung 1-77ile . O, 40N AR G/RP/HRP-2

2\V2

330 M G/RP/HRP-3

Termen | ord 23 G/RP/HRP-1

scurt . 5 H,0, 130 uM G/RP/HRP-4

7 — 10 minute 23 G/RP/HRP-5

Din variatiile de curenti raportate, pentru fiecare biosenzor, la variatia maxima (Fig. 12), se

remarca urmatoarele:

1.5 3
a) v G/RP/HRP-1 b) = G/RP/HRP-0
4o G/RP/HRP-4 % G/RP/HRP-1
* G/RP/HRP-5 2L ¢  G/RP/HRP-2
= L0 v = A G/RP/HRP-3 (H,0,)
T * I ) = % ¥ G/RP/HRP-3 (AA)
S’ 01 B 3 x X
H A AT SN SRR ST
'_h0.5- ﬁ* Y % & X ii*t* []
b &Y EA . 4
ol %ﬁ * ; g 2L % 000
0 100 200 300 400 0 20 40 60
t/ min t/ zile

Figura 12. Studiul stabilitatii operationale (a) pe termen scurt (7,5 ore) si (b) pe termen lung (63 zile)
pentru biosenzorii G/RP/HRP-0-3 in prezenta H,O, 130 UM si pentru G/RP/HRP-3(AA) in H,0, 40
UM + AA 330 uM. Electrolit suport, PBS, pH 7,5; Eq, = -0,100 V vs. Ag/AgCI, KClg; o = 1000 rpm

(o] Pe o duratd de 7,5 ore, nu s-a observat o variatie semnificativd a curentului in functie de
temperatura de pastrare (23°C pentru G/RP/HRP-1 si 5°C pentru G/RP/HRP-4); in schimb, dupa 10
zile scaderea curentului a fost mai mare cu 52% in cazul G/RP/HRP-1 comparativ cu G/RP/HRP-2

o] Performantele biosenzorilor au scazut odata cu cresterea frecventei masuratorilor (G/RP/HRP-

0, -2 si -3) si a concentratiei H,O, utilizate (G/RP/HRP-2 si -3)
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o] Timpii de injumatatire (t;2) a variatiei curentului de reducere in cazul biosenzorilor utilizati
pentru H,O, au fost de: 3 zile, 11 zile, 61 zile, 54 minute si 5,2 ore pentru biosenzorii G/RP/HRP-

1(termen lung), -2, -3, -4 si respectiv -5, conform unei interpolari de tip polinomial

2.4.1.2. Evaluarea parametrilor electroanalitici

Performantele senzorilor G/RP/HRP, G/RP/HRP//XOD si G/PB au fost evaluate pentru
diferite concentratii de H,O,, XA sau AA 1in prezenta de H,O, sau XA. S-au evaluat, pornind de la
curbele de calibrare, urmatorii parametri electroanalitici: sensibilitatea (S), domeniul de concentratii
linear (DL), limita de detectie (LD), timpul de raspuns (tgs) si deviatia standard relativa (DSR).

Un studiu voltametric realizat pe grafit nemodificat in AA 10 mM a evidentiat un proces de
oxidare n jurul valorii de 0 mV/Ag/AgCI, KClg;. Oxidarea AA la potentialul ales in masuratorile

amperometrice fiind nesemnificativa, nu exista riscul interferentei acesteia cu procesul urmarit.

G/RP/HRP

Caracterizarea electroanalitica a G/RP/HRP a fost precedatd de un studiu de optimizare ce a
vizat incarcarea de HRP si pH-ul PBS utilizat ca electrolit suport, din care a rezultat ca performantele
biosenzorului sunt optime in cazul incarcarii HRP de 4,7 U si al pH-ului de 7,5.

Parametrii electroanalitici ai G/RP/HRP au fost evaluati din masuratori amperometrice
efectuate la potentialul de -0,100 V vs. Ag/AgCI, KClg pentru diverse concentratii de H,O, avand ca
electrolit suport PBS de pH 7,5. Parametrii electroanalitici s-au evaluat in conditii de repetabilitate
maxima, cu ajutorul a 2 biosenzori de compozitie similara utilizati in paralel (Tabelul 11).
Biosenzorul G/RP/HRP poate fi utilizat cu rezultate bune n intervalul de concentratii 28-159 PM.

Un set de masuratori amperometrice folosind G/RP/HRP a fost realizat in AA in prezenta de
H,0O, 0,3 mM la potentialul de -0,100 V vs. Ag/AgCI, KClg. Din Tabelul 12 rezulta ¢cd G/RP/HRP

poate fi utilizat in conditii bune n intervalul de concentratii 93-185 uM.

Tabelul 11. Parametrii electroanalitici ai biosenzorului G/RP/HRP evaluati pentru H,0,

Fitare lineara Fitare MM *

S R? DL . K, 2P S R? tos Df/R ",a
(mAM) | N @ | @A) | M [mamy | N | © | 0 WM
59,1+ | 0,9983 238 — 37,7+ | 049% | 773+ | 09992 | 4 ) 05
1,7 7 159,1 1,1 0,02 4.1 17 '

“calculatd pentru H,O, 300 pM

Tabelul 12. Parametrii electroanalitici ai G/RP/HRP evaluati in prezenta AA in mediu de H,O, 0,3
mM
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- Fltarl;cezhnearé — | KFalptare MMS . tos DSR” LD
) max m = 0
(mAM) | N e | @A | e [ mam | N | © ] 0O 1M
45,6 + 21,6 + 0,3+ 74,6 + 0,9952
32 0,9951 3 93 -185 11 0.04 0.2 —’—17 4 13,2 5,2

“calculata pentru AA 94,0 UM

Au fost realizate masuratori amperometrice similare si In prezenta Trolox-ului si a acidului
cafeic, Tn mediu de H,0,. Trebuie mentionat faptul ca s-a efectuat Tn prealabil cate un studiu
voltametric al Trolox-ului si acidului cafeic si ca acesti AO se afla, la potentialul ales (-0,100 V vs.
AgQ/AQCI, KClgy), sub forma redusd, deci pot fi utilizati fara interferente in combinatie cu HO,.
Parametrii electroanalitici ai celor doi AO, prezentati in Tabelele 13 si 14, evidentiaza faptul ca
dependenta curentului de reducere de concentratia de AO este liniara pe intregul domeniu de

concentratii.

Tabelul 13. Parametrii electroanalitici ai biosenzorului G/RP/HRP, obtinuti in prezenta Trolox-ului si
a acidului cafeic Tn mediu de H,O, 0,04 mM

5 FltareRlzlnearé . tos DSR LD
LA 0,
AO (MA/M) N (mM) (s) (%) (UM)
Trolox 0,7+0,0 9’% 09-70 22 0,1" 39,5
Acid cafeic 1,0+0,0 Q’% 0,9-6,3 65 27,97 40

“calculata pentru Trolox 6,0 mM
“calculata pentru acid cafeic 6,0 mM

G/RP/HRP//XOD

Tn Tabelul 14 sunt prezentati parametrii electroanalitici ai biosenzorului G/RP/HRP//XOD,
evaluati din masurdtori amperometrice realizate la -0,100 V vs. Ag/AgCl, KClg la diferite
concentratii de XA, avand ca electrolit suport PBS contindnd XOD 0,1 mU/ml. Prin comparatie cu
parametrii electroanalitici obtinuti pentru G/RP/HRP in prezenta de H,O,, se observa cateva avantaje
ale acestuia: (i) sensibilitatea obtinuta din fitarea lineara este cu 21% mai mare; (ii) domeniul linear
ese mai extins cu 70%; (iii) timpul de raspuns este de 4 ori mai scurt; (iv) deviatia standard relativa
pentru 300 uM analit este de 7 ori mai mica; (V) limita de detectie este de 3 ori mai scazuta. Aceste
diferente se datoreaza in principal complexitatii mai ridicate a sistemului G/RP/HRP//XOD fata de cel
G/RP/HRP.

Tabelul 14. Parametrii electroanalitici ai G/RP/HRP//XOD evaluati pentru XA

Fitare lineara | Fitare MM | ts |DSR™| LD |
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S R® DL I K S R® ) | (%) | (uM)
(MA/M) N (UM) (LA) (UM) | (MA/M) N
49,0 + 23,8 - 17,7+ | 024+ | 769+ | 0,9979

o1 | 099245 93,0 0,5 0,01 3,8 17 55 14 14

“calculata pentru 300 pM XA

Tabelul 15 cuprinde parametrii electroanalitici evaluati din curbele de calibrare in prezenta
AA, la potentialul -0,100 V vs. Ag/AQCI, KClsy, in prezenta electrolitului suport PBS pH 7,5
G/RP/HRP, fapt ce confirma similitudinea proceselor care au loc in cele doud sisteme. Se poate
deduce de aici cd AA reactioneazd cu H,O, formata din dismutarea O,", acesta fiind un proces

spontan ce are loc foarte rapid.

Tabelul 15. Parametrii electroanalitici ai G/RP/HRP//XOD corespunzatori AA in prezenta de XA
0,07 mM si XOD 0,1 mU/ml

Fitare lineara Fitare MM *
S R? DL . K, P S R? tos Df/R ",a
(mAM) | N e | @A) | M [mam | N | © | G0 WM
436+ 238 — 01+ | 583+ | 09976
08 0,9983 7 1501 47+0,1 0.0 33 e | 90 | 121 | 07

“calculata pentru AA 95 pM
G/PB

Parametrii electroanalitici ai senzorului G/PB (Tabelul 16) s-au estimat folosind curbele de
calibrare in prezenta H,O, realizate pornind de la masuratori amperometrice la potential constant, -
0,100 V vs. Ag/AQCI, KClg, in solutie de electrolit suport PBS, pH 3,1.

Comparativ cu biosenzorul G/RP/HRP, G/PB prezintd un domeniu de lucru de cca 13 ori mai
extins, ceea ce se explica prin faptul ca suprafata activa pe care are loc reducerea H,O, este mult mai
limita de detectie sunt mai bune fatd de cele ale G/RP/HRP.

In Tabelul 16 sunt prezentati parametrii electroanalitici corespunzitori calibrarii in AA,
realizatd din masuratori amperometrice efectuate la potentialul constant de -0,100 V vs. Ag/AgCl,
KClg, in prezenta H,O, 0,8 mM. Sistemul G/PB indica o eficienta relativ redusa pentru detectia AA
in prezentd de H,0O,, datd de sensibilitatea relativ redusd fatd de cea obtinutd cu biosenzorii

G/RP/HRP si G/RP/HRP//XOD.

Tabelul 16. Parametrii electroanalitici ai G/PB evaluati pentru H,0,

Fitare lineara Fitare MM *
S R? DL . K, 2P S R? fos Df/R ",a
(MAM) | N mM) | (mA) | mM) | mAM) | N ) | 0 | (M)
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89 0,9917 0,03 - 4,4+ 35% 126 + 0,9978
+2,.2 15 17,3 0,01 4,5 20,1 16

“calculatd pentru H,O, 300 pM

Din datele prezentate Tn acest subcapitol se poate concluziona ca, dintre senzorii investigati,

din punctul de vedere al parametrilor electroanalitici senzorul optim este G/PB.

Tabelul 17. Parametrii electroanalitici ai biosenzorului G/RP/HRP//XOD evaluati pentru AA in
prezenta H,0O, 0,8 mM

Fitare lineara Fitare MM *
S R? DL . K, 2P S R? tos Df/R ",a
(MA/M) N (mM) mA) | (mM) | mAM) | N ) | C6) | (M)
0,9916 723+ 0,9892
09£00 | =5~ | 05-449 | 0,100 503 14£04 | =55 | 10 4,6 0,5

“calculata pentru AA 8,5 mM

2.4.1.3. Evaluarea AAO a unor probe reale

Metode amperometrice

Probele reale pentru care s-a facut evaluarea AAO au fost: vin rosu ,,Cabernet” (Recas; data
recoltarii: 06.05.2009), vin alb “Feteasca Regala” (Jidvei; data recoltarii: 06.05.2009), suc concentrat
de mere ,,Pektirom” (Dej; data recoltarii: 04.05.2009) (probe furnizate de Centrul de Biotehnologii
Vegetale Aplicate ,Proplanta”, Cluj-Napoca)®® si sucuri proaspete de limaie, grepfrut, portocala
rosie, parda ,,Seckel”, nectarind, kiwi, portocald, mar ,,Red Delicious”, mandarina, struguri albi si
struguri negri. Sucurile de fructe au fost obtinute prin simpla stoarcere manuald a fructelor si au fost
utilizate imediat dupa obtinere.

Pentru evaluarea AAO pentru probele enumerate mai sus, S-au efectuat masuratori
amperometrice ntr-o solutie de PBS continand H,0, (0,1 mM pentru G/RP/HRP si 0,8 mM G/PB)
sau XA 0,05 mM + XOD 0,1 mU/ml (pentru G/RP/HRP//XOD), la care s-a adaugat proba reala.
Interpretarea rezultatelor a fost facutd prin raportarea variatiilor de curent obtinute dupa adaugarea
probei in solutia de H,O, sau XA la curba de calibrare a AA (conform procedurii descrise in sectiunii
2.1). Rezultatele obtinute din evaluarea AAO folosind senzorii amperometrici G/RP/HRP,
G/RP/HRP//XOD si G/PB si metodele de referinta sunt cuprinse in Tabelul 19, iar corelatiile valorilor

AAO ce se stabilesc intre diversele metode sunt prezentate Tn Tabelul 20.

Metode de referinta
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Tn cazul metodei bazate pe reducerea DPPH’, adaosurile de proba reala s-au realizat intr-o
solutie de DPPH" 50 uM, iar potentialul aplicat a fost de -0,100 mV/Ag/AgCl, KCls. Pentru a
verifica dacd variatiile de curent au provenit exclusiv de la reactia probei cu DPPH" au fost efectuate
amperograme similare cu cele descrise mai sus, dar in absenta DPPH’. Pentru niciuna din probe nu s-
au observat variatii de semnal, ceea ce a confirmat provenienta variatiei curentului de reducere din
interactiunea radicalului DPPH’ cu proba de AO.

In vederea evaluirii AAO prin metoda Folin-Ciocélteu, s-a misurat absorbanta probelor
(diluate astfel ca absorbanta sa fie cuprinsa intre 0 si 1) continidnd reactiv Folin-Ciocélteu 0,026 N si
Na,CO; 13,2 g¢/l, dupa incubare la intuneric, la temperatura camerei, timp de 1,5 ore. Absorbantele
luate in calcul au constat din maximele inregistrate fata de apd in intervalul 400 - 800 nm, si anume,
668 nm pentru portocala si 662 nm pentru grepfrut. Absorbantele amestecurilor au fost masurate la
aceste lungimi de unda, timp de 5 minute, in cuve de cuart, fatd de proba martor — solutie continand
reactivul Folin-Ciocalteu si Na,CO; in concentratii egale cu cele ale probelor, in care sucul a fost
inlocuit cu apa distilata.

Evaluarea concentratiilor de AA din probele reale testate s-a facut prin metoda ce utilizeaza
DCPIP; in prezenta AA, DCPIP se reduce la compusul DCPIPH (Fig. 10), amestecul fiind incolor in
mediu acid. Consumul total al AA din sistem corespunde virajului de culoare de la incolor la roz.
Rezultatele au fost evaluate din volumul de DCPIP 1 mM necesar neutralizérii unui volum de 1 ml

proba, prin comparatie cu cel necesar neutralizarii unui ml de AA 1 mM (0,4 ml).
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Tabelul 19. Valorile AAO ale probelor reale obtinute cu senzorii G/PB, G/RP/HRP si G/RP/HRP//XOD in comparatie cu cele obtinute prin

metodele de referinta

Proba G/PB G/RP/HRP | G/IRP/HRP/IXOD | Folin-Ciocalteu DPPH 5CPIP (M. %
s (MM AA, %) | (MM AA, %) | (MM AA %) | (absorbanti, %) | (mM Trolox, %) (MM, 96)
Limiie 43+ 12 07+03 _ _ 18200 9300
30+9 31.8+136 8.8+00 27.0+00
Grepfrut 44+ 14 22+02 22+03 05+01 33+03 61+06
31+ 10 1000+ 9.1 759+ 10,3 79,6+ 02 161+13 183+18
Portocali rosie 46+5 1,3+003 _ _ 36+02 100+41
33+4 501+14 17.6+10 571+12.3
. . 51+ 11
Para “Seckel 36+ 8 - - - - -
Nectarini 57+12 . ) ] 1,4+0,3 0,6 +0,0
40+ 9 68+16 18+00
i 50 + 7 12403 _ _ 18+02 4003
42+5 545+ 136 8.8+12 120409
Portocali 61+ 13 12402 20+04 0,7+00 37+02 83+05
43+ 9 545+ 1 1000 + 13,8 1000+ 0,3 180+0.8 240+15
Vin alb “Feteasca 61+8 0,1+0,04 1,2+0,2 1,1+0,3
Regali“ 43+6 45+1,8 ) ) 59+0,8 3,3+0,9
- . 63+5 14402 1.9+00
Mar “Red Delicious 45 + 4 - - - 6.8+10 5.7+ 0.0
Struguri negri 72+1 0,04 + 0,00 _ _ 0.8+ 0,05 20+07
51+1 18+00 39+03 6.0+21
Struguri albi 73+9 0,08+ 003 _ _ 0.9+ 0,04 04+00
52 + 6 36+14 44402 12+00
Mandaring 78+8 0.3+ 0,07 _ _ 2004 5106
55 + 6 13.6+32 9.8+20 153+18
Vin ross “Cabernet" 87 + 29 03+02 _ _ 205+ 49 333282
62 + 21 13.6+91 1000 + 24,0 1000 + 24,6
Suc conc. de mere 141+ 6 0,2+0,08 17,3+2,1 9,6+0,0
“pektirom* 100 + 4 91+36 y y 84,4+ 102 28.8+00
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Tabelul 20. Corelatii ale valorilor AAO probelor de vinuri si sucuri de fructe observate intre diversele metode utilizate

Metoda G/PB G/RP/HRP G/RP/HRP//XOD
G/RP/HRP lamaie < kiwi ~ portocala (R* = 0,9890) - -
struguri negri < struguri albi < mandarini (R? =
0,9984)
lamaie < grepfrut
lamaie < portocala rosie
vin alb ,,Feteasca Regala” < vin rosu ,,Cabernet”
vin alb ,,Feteasca Regald” < suc conc. de mere
,,Pektirom”
G/RP/HRP//XOD grepfrut < portocala - -
Folin-Ciocéalteu grepfrut < portocala - grepfrut < portocala
DPPH Struguri negri < struguri albi < mandarina (R® = struguri negri < struguri albi < vin alb -
0,9934) ,Feteasca Regald” < mandarini (R® =
lamaie < grepfrut < portocala rosie < portocala < 0,9844)
suc conc. de mere ,,Pektirom” (R2 =0,9788) kiwi < portocala rosie
vin alb ,,Feteasca Regala” < vin rosu ,,Cabernet” vin alb ,,Feteasca Regala” < kiwi
vin alb ,,Feteasca Regald” < mar ,,Red Delicious” | vin alb ,,Feteasca Regala” < portocala
nectarind < kiwi suc conc. de mere ,,Pektirom” < vin
portocald < suc conc. de mere ,,Pektirom” rosu ,,Cabernet”
DCPIP nectarina < vin alb ,,Feteasca Regald” < mar ,,Red | vin alb ,,Feteasca Regald” < suc conc. grepfrut < portocala

Delicious” (R? = 0,8995)
kiwi < madarina < suc conc. de mere ,,Pektirom”
(R? =0,9987)
grepfrut < portocala
mar ,,Red Delicious” < struguri negri
mar ,,Red Delicious” < mandarina
portocald rosie < vin rosu ,,Cabernet”
struguri albi < suc conc. de mere ,,Pektirom”

de mere ,,Pektirom” < vin rosu
~Cabernet” (R* = 0,9274)
struguri negri < portocala
kiwi < grepfrut
struguri albi < mandarina
lamaie < portocala rosie
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Conform Tabelului 20, cele mai multe corelatii s-au stabilit Intre metoda G/PB si metodele
G/RP/HRP, DPPH si DCPIP. Se deduce, asadar, similitudinea principiilor de functionare a metodelor
G/PB si G/RP/HRP. Similaritatea rezultatelor obtinute fatd de metoda DPPH indica aspectul de
capacitate de reducere a AO surprins de valorile AAO evaluate. Numeroasele corelatiile stabilite fata
de metoda de determinare a AA indica faptul ca principalul AO detectat in probele utilizate este AA.

Numeroase rezultate obtinute prin metoda G/RP/HRP se coreleaza cu cele obtinute prin
metoda DPPH. Comparativ cu rezultatele metodei DCPIP, se observa ca toate AAO estimate folosind
biosenzorul G/RP/HRP sunt de 3 pana la 50 de ori mai mici. Acest fapt poate fi explicat de existenta
unor reactii secundare Tn este implicat AA prezent in sistem, care duce la scaderea concentratiei
acestuia.

Pentru cele doua probe reale testate cu biosenzorul G/RP/HRP//XOD, s-a observat 0 buna
concordanta fata de cele trei metode de referintd. Similaritatea fatd de metoda DPPH indica aspectul
de capacitate de reducere a probei de AO evidentiat de valorile AAO, asa cum s-a precizat §i mai sus.
Valorile mici obtinute comparativ cu cele corespunzitoare metodei determindrii AA cu ajutorul
DCPIP ar putea fi explicate, ca si in cazul biosenzorului G/RP/HRP, de existenta unor reactii

secundare in care este implicat AA, reactii care nu implica si consumul de H,O,.

2.5.Concluzii

Studiul de fata cuprinde descrierea comparativa privind principiul de functionare, realizarea,
optimizarea, caracterizarea gi utilizarea in AO sintetici §i probe reale a doi biosenzori (G/RP/HRP si
G/RP/HRP//XOD) si un senzor amperometrici (G/PB).

Principial, G/RP/HRP, G/PB si G/RP/HRP//XOD reprezinti senzori pentru H,O,. In prezenta
probei de AO, H,O, reactioneazd cu acesta, determindnd o variatie a curentului de reducere.
curbelor de calibrare obtinute 1n cazul fiecarui senzor in AA, ales ca AO de referinta.

Din perspectiva modului de obtinere, G/PB prezintd avantajul simplitatii, rapiditatii si
costului redus. G/RP/HRP//XOD necesita prepararea cea mai laborioasa, insd are avantajul de a
reflecta cel mai fidel conceptul de ,capacitate antioxidantd”, conform definitiei celei mai larg
raspandite, si anume, aceea de activitate antiradicalica.

In urma studiilor de optimizare au rezultat urmitoarele concluzii: (i) pentru G/RP/HRP
sensibilitatea maxima in H,O, este obtinuta la pH neutru (7,5) si Incarcare enzimatica medie, 4,7 U
HRP/electrod; (ii) parametrii optimi a biosenzorului G/RP/HRP//XOD se obtin cu XOD dizolvat si nu

necesita prezenta SOD.
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Studiul de caracterizare s-a realizat pe senzorii optimizati §i a cuprins urmatoarele aspecte:
durata medie de viatd (G/RP/HRP), efectul electrocatalitic pentru H,O, (G/RP/HRP si G/PB) si XA
(G/RP/HRP//XOD) si parametrii (bio)electroanalitici.

Din studiul de stabilitate a rezultat faptul ca durata medie de viata — evaluata ca fiind timpul
de utilizare folosite, de 3 zile pentru un biosenzor pastrat la temperatura camerei si de 11 zile pentru
unul identic pastrat la ~5°C, biosenzorii fiind utilizati odata la 1-7 zile. Pentru biosenzorii utilizati mai
relative in functie de temperatura de pastrare. Demna de remarcat este observatia ca utilizarea mai
frecventa a unui biosenzor duce la pierderea mai rapida a performantelor sale analitice.

Efectul electrocatalitic pentru H,0, a fost cel mai bine pus in evident in cazul G/PB. In cazul
biosenzorilor, nu s-au observat diferente majore intre picurile voltamogramelor inregistrate in absenta
/ prezenta H,O,.

Din punctul de vedere al parametrilor (bio)electroanalitici: sensibilitate, domeniu de lucru,
limita de detectie, timp de raspuns si deviatii standard, cele mai bune performante au fost obtinute in
cazul G/PB.

Biosenzorii G/RP/HRP si G/RP/HRP//XOD si senzorul G/PB au fost utilizati pentru AA, si,
in plus pentru G/RP/HRP, Trolox si acid cafeic. Pentru AA, domeniul de lucru cel mai larg a fost
obtinut pentru G/RP/HRP, dar sensibilitatea maxima a prezentat-o G/PB. Aplicatiile in probe reale au
constat din evaluarea AAO a unor vinuri i sucuri de fructe, folosind AA ca AO de referinta.
Rezultatele au fost comparate cu cele obtinute prin trei metode de referinta: Folin-Ciocalteu, DPPH" si
determinarea titrimetricd a AA. Cele mai multe corelatii s-au obtinut intre rezultatele metodelor
G/PB, G/RP/HRP, DPPH" si determinarea titrimetricdi a AA, fapt ce indica faptul ca exista
similitudini in mecanismul interactiunilor AO cu specia neutralizata.

Datele obtinute atdt In partea de caracterizare cat si in cea aplicativd indica posibilitatea
utilizarii biosenzorilor G/RP/HRP si G/RP/HRP//XOD si a senzorului G/PB ca metode pentru

evaluarea AAO din probe de vinuri si sucuri de fructe.

IV. Concluzii generale

Lucrarea de fatd a avut ca prim obiectiv evaluarea proprietitilor de ionofor ale unui
[4.4.4.4]ciclofan i a 9 compusi calixarenici, pentru care au fost evaluati parametrii electrochimici:
sensibilitate, limita de detectie si domeniu de linearitate folosind solutii ionice separate, precum si
coeficientii de selectivitate, evaluati in solutii mixte. In cazul compusului M7F2, pentru care s-au

preparat membrane atat cu, cat si fara aditiv ionic (KTkCIPB), nu s-au observat diferente
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semnificative intre parametrii electroanalitici ai celor doud tipuri de membrane. Compusii M7F2 si
C4P4 au prezentat selectivitate pentru ionul de Ca®*; compusii calixarenici C4Es2Cr2, C6Es3 si
C6Es3Cr3 au manifestat un comportament selectiv pentru Na’, iar compusii C4P4, C6Es6,
C6Cr3Am3 si C8Es8 au rispuns preferential fatd de K.

Al doilea obiectiv urmarit in lucrarea de fatd a constat din prepararea, optimizarea,
caracterizarea si utilizarea In probe sintetice (AA, Trolox si acid cafeic) si probe reale (vinuri si sucuri
de fructe) a trei senzori amperometrici pentru evaluarea AAO (G/RP/HRP, G/RP/HRP//XOD si
G/PB). Luand in considerare simplitatea procedurii de preparare, costurile aferente precum si
proprietatile electroanalitice, senzorul G/PB este optim. Daca se ia in considerare relevanta AAQO
evaluate, biosenzorul G/RP/HRP-XOD este de preferat, datorita capacitatii antiradicalice determinate.
Studiul stabilitatii operationale efectuat pentru biosenzorul G/RP/HRP a aratat ca durata de viata a
acestuia scade odata cu cresterea temperaturii de pastrare a acestuia, a concentratiei H,O, utilizate si a
frecventei masuratorilor. Folosind cei trei senzori realizati §i trei metode de referinta (DPPH, Folin-
Ciocalteu si DCPIP), s-au evaluat comparativ AAO ale unor vinuri (alb “Feteasca Regala”; rosu
“Cabernet”) si sucuri de fructe (ldmaie, grepfrut, portocald rosie, pard “Seckel®, nectarina, kiwi,
portocald, mar “Red Delicious®, struguri negri, struguri albi, mandarind, suc concentrat de mere
“Pektirom®). S-au obtinut multiple corelatii intre metodele utilizate, ceea ce demonstreaza ca, in

anumite cazuri, metodele propuse pot fi utilizate cu succes in evaluarea AAO.
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