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Cuvinte cheie

- biosenzori amperometrici;
- celobioz dehidrogenaza,
- transfer de electroni;

- electrozi din grafit;

- electrod de aur modificat.

Tn loc de introducere

Care ar fi fraza ideala pentru introducerea acestei teze ce descrie biosenzorii utilizati
in detectia unor analiti de interes biotehnologic? Aceasta a fost prima intrebare la care a
trebuit sa gasesc raspuns...si, ca de obicei in publicatiile de acest gen, am gasit propozitia
folositi In majoritatea recenziilor: ”Incd din cele mai vechi timpuri oamenii
foloseau...” ”biosenzori” pentru detectia compusilor otravitori din alimente, vin si alte tipuri

de bauturi (Figura 1.).

Figura 1. Folosirea unui ”biosenzor”/sclav pentru a preveni otrivirea conducitorului.

Istoria acestui tip de “biosenzi” (de asemenea, putem mentiona utilizarea pasarilor
pentru detectarea metanului din mine) ar fi interesanta, dar dimensiunea unei lucrari de acest
gen este limitatd si de asemenea, fiind nevoit sa limitez continutul acestei lucrari la fapte
mult mai stiintifice, suntem nevoiti sd sarim peste cateva sute de ani, pana la inceputul anilor

‘60...



|. Studiu bibliografic

1. Generalitati despre biosenzori

Istoria biosenzorilor a inceput in anul 1962 cu dezvoltarea electrozilor modificati cu
enzime de citre Leland C. Clark'. De atunci, comunitatea stiintifica din diverse domenii,
cum ar fi chimia, fizica si stiinta materialelor a colaborat in vederea dezvoltarii unor
dispozitive cu elemente biologice mai sofisticate, fiabile pentru diferite aplicatii in medicina,
agricultura, biotehnologie, precum si in domeniul militar la prevenirea bioterorismului?.

O varietate larga de definitii si terminologii sunt folosite in functie de domeniul de
aplicare. Biosenzorii sunt cunoscuti ca: immunosenzori, canari chimici, oglinzi cu rezonanta,
glucometre, biochipuri, biocomputere etc. O definitie citatd frecvent, acceptatd de IUPAC
este urmatoarea: “un biosenzor electrochimic este un dispozitiv care este capabil sa
furnizeze anumite informatii analitice cantitative sau semi-cantitative cu ajutorul unui
element de recunoastere biologica (receptor biochimic) care este in contact direct cu un
element electrochimic numit traductor” *.

Biosenzorii pot avea o varietate de aplicatii biotehnologice. Domeniul de aplicatie
cel mai important pana in prezent este detectarea glucozei din sange, datoritd potentialului
sau comercial. Desi avand aplicativitate extinsa si potential economic important, punerea in
comert a mai multor biosenzori este intarziata datoritda mai multor provocari tehnologice
cum ar fi: complexitatea probelor reale, miniaturizarea si simplificarea tehnologiei,

6

selectivitatea si stabilitatea elementului de recunoastere®® etc.



2. Metodele de caracterizare ale biosenzorilor

Tn ultimii 50 de ani, s-au dezvoltat diverse tipuri de biosenzori, precum numeroase
alte tehnologii de detectare si dispozitive de biodetectie. In urmitoarele randuri vor fi
descrise pe scurt metodele electrochimice utilizate la dezvoltarea tezei: amperometria
cuplata cu metoda analizei prin injectie in flux si voltametria (ciclica).

Voltametria apartine unei categorii de metode electro-analitice, prin care informatia
despre o specie este obtinutd prin schimbarea continud a potentialului si inregistrarea
curentului rezultat. Exista numeroase modalitati de a varia un potential, de asemenea exista
si mai multe forme de voltametrie, cum ar fi: polarografia "%, puls normal, puls invers, puls
differential etc. *'°,

Voltametria ciclica (CV) este una dintre formele cele mai utilizate pe scara larga a
tehnicilor voltametrice si este utila in obtinerea informatiilor cu privire la potentialul redox
si al reactiilor electrochimice in solutiile speciilor detectate. In voltametria ciclica,
potentialul electrodului de lucru este baleiat continuu n timp, cu o viteza definita (viteza de
baleiaj), ciclic intre potentialul de pornire si de comutare, curentul generat fiind inregistrat si
analizat. O reprezentare schematica tipica de CV este prezentata mai jos, in figura de mai jos
fiind vizibila schimbarea de potential (a), curentul generat (b) si voltamograma ciclica

rezultata (Figura 2)*.

a b ¢ E,

A

Potential, |
Current, |
Current, |

7,
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time, t time, t Potential, E

Figura 2. Semnalul de excitare (a), raspunsul in functie de timp (b) si reprezentarea curent vS. potential
(c) al unei CV.

Voltametria ciclica este una din tehnicile electrochimice folosite cel mai frecvent in
publicatiile despre interactiunea enzimelor cu electrozii din aur, modificati cu diferiti tioli.
Pe parcursul cercetarilor mele, am utilizat voltametria ciclica in investigarea electrochimica
a celobioz dehidrogenazei (CDH) din Neurospora crassa si interactiunea acestei enzime cu
diferite monostraturi auto-asamblate (SAM) formate din tioli. Biosenzorii obtinuti au fost

studiati in absenta si prezenta lactozei, in solutii tampon si la pH-uri diferite.
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Metoda electrochimica de detectie cea mai simpla si folosita cel mai frecvent este
masurarea curentului la un potential constant, cunoscuta sub numele de amperometrie.
Mentinerea potentialului constant are avantajul de a evita efectele schimbarilor in stratul
dublu-electric, la interfata dintre electrodul de lucru si solutie, care cauzeaza curenti non-
faradaici. Amperometria este utilizata pe scara larga, atat in sistemele “’batch” cat si in flux.
Pentru un transport de masa controlat, poate fi utilizata 0 analiza Tn flux sau un electrod disc-
rotitor (EDR).

Metodele electrochimice au fost folosite pentru detectia in flux inca de la primii sai
ani de dezvoltare®®™. Analiza in flux este considerati ca tehnica analitici, bazata pe
introducerea unei probe prin aspiratic sau injectie intr-un flux purtator, cu procesarea si
detectia probei on-line, pentru furnizarea/imbunatatirea selectivitatii raspunsului.

Exemplul tipic pentru sistemul de analiza cu injectie in flux (FIA) este compus dintr-
o pompa peristalticd, o supapa de injectie, o celula electrochimica, un potentiostat, un
procesor de semnal si un Tnregistrator (Figura 3a). Celula electrochimica utilizata consta, de
obicei, dintr-o configuratie cu trei electrozi (Figura 3b). n scopul de a minimaliza
schimbarile potentialului la electrodul de referintd, curentul a fost colectat prin intermediul
unui contra-electrod (in cazul nostru, un fir de platind).
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Figura 3. Un sistem FIA (a)si o celuli electrochimici utilizati in amperometrie (b) *°

FIA a fost una din tehnicile electrochimice folosite cel mai des pe parcursul partii
experimentale a acestei teze, In special pentru investigarea CDH-ului din Neurospora crassa
depus pe electrodul de grafit, folosind atat transferul direct de electroni (DET) cat si cel

mediat (MET) pentru un numar mare de glucide la pH-uri diferite.



3. Cellobioz dehidrogenaza

Celobioz dehidrogenaza (CDH) (EC 1.1.99.18) este o enzima produsa extracelular de
diverseciuperci. Literatura de specialitate raporteaza mai mult de 25 de specii producatoare
de CDH. Enzimele CDH se impart in doua subgrupe: clasa |, sintetizata doar de
bazidiomicete si clasa II, cu o structurd mai complexa, sintetizata de ascomicete.

CDH-urile cel mai des intalnite si bine-cunoscute sunt cele sintetizate de ciupercile

degradante de lemn si de agentii patogeni ai plantelor'®*’

. Recent, cum mai multe secvente
din genomul CDH-ului au devenit disponibile, o a treia clasa de CDH-uri ipotetice au fost
gasite in ascomicete si introduse de citre Zamocky'® et. al., Tnsi fard confirmarea
experimentald a proprietatilor electrocatalitice ale acestora'’.

Tn general, clasa | de CDH (bazidiomicete) prezinta o selectivitate mai mare fata de
celobioza si celo-oligozaharide, acestea fiind oxidate la atomul de carbon anomeric, in timp
ce glucoza si alte monozaharide sunt substraturi slabe. Clasa Il de CDH, produs de
ascomicete, preferd de asemenea celobioza ca si substrat, dar monozaharidele, cum ar fi
glucoza si maltoza sunt mai putin discriminate n comparatie cu omologii lor din
basidiomicete'®. CDH-urile din clasa | au pH-ul optim in jurul valorii de 3.5-4, dar de obicei
nu mai mult de 5.5, pe cind cele din clasa Il, in functie de originea lor, functioneaza si in
conditii alcaline sau neutre. Acest lucru poate fi atribuit adaptarii ciupercii la habitatul sau
natural si mecanismului de degradare a polimerului'®*®,

Activitatea CDH-ului a fost descoperita pentru prima datd in anul 1974, prin
reducerea chinonelor dependente de celobioza in ciupercile albe de putregai, de cétre
Westermark si Eriksson?*?!,

CDH-ul este o enzima interesantd in domeniul bioelectrochimiei pentru aplicatiile
sale multilaterale si flexibilitatea sa in ceea ce priveste mecanismul transferului de electroni.
Aceasta enzima fungica a fost folosita la dezvoltarea biosenzorilor pentru detectia celobiozei

222 < 24 52 g . 2 :
2 pentru maltoza %, lactoza %, compusi difenolici ® precum si pentru

si altor celodextrine
anozi in celule de biocombustie, alimentate cu glucoza, lactoza sau celobioza®’.

Structural, enzima este compusa din doud domenii: un domeniu catalitic (DHcpy) de
tip flavinic care contine dehidrogenaza, apartinand superfamiliei proteice: glucoza-metanol-
colind oxidoreductaza, avand o unitate flavin-adenin dinucleotid (FAD) ca si grupare

prostetica, care este conectat printr-o legatura flexibila la domeniul citocromic (Cytcpr)



continand gruparea hem b (Figura 4). Masa moleculara este de obicei in jurul valorii de 90-
100 kDa. Conexiunea intre cele doua domenii poate fi desfacuta de proteazele prezente in

cultura supernatanti obtinand un domeniu catalitic (DHcpp) inca activ™™.

Figura 4. Domeniul dehidrogenaza (stdnga) si domeniul citocromic (dreapta), PDB 1D7C) al CDH-ului
din P. chrysosporium. Pozitia conexiunii este reprezentata punctat. Ambele domenii sunt rotite din
pozitiile lor fati-in-fati cu 45° fati de observator pentru a oferi 0 perspectivi mai buni la FAD (galben)

si hem b (rosu)'®,

cel prin transfer direct de electroni (DET) si transferul mediat de electroni (MET). Aceste

cai de transfer al electronilor sunt reprezentate in Figure 5.
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Figure 5: Reprezentarea schematici a transferului de electroni direct (DET) si mediat (MET) intre CDH
si electrod.

-7-



Aceste cai de transfer al electronilor pot fi studiate folosind metoda analizei
amperometrice prin injectare in flux, cu enzima adsorbita pe suprafata electrodului din grafit.
Prin injectarea celobiozei In solutia tampon purtdtoare, se obtine un curent de oxidare ca
urmare a transferului direct de electroni, in timp ce adaugarea celobiozei in solutia tampon
purtatoare,se va obtine un palier de curent , caracteristic pentru starea de echilibru in DET.
Folosirea benzochinoneiin amestec cu solutia de substrat va genera un curent mai mare, ca
urmare a recicldrii chinond/benzochinond intre domeniul FAD si electrod. Acest curent se
referd in continuare la transferul mediat de electroni (MET).

Datorita capacitatii sale pentru a arata DET eficient cu electrodul prin intermediul
domeniul citocromic si stabilitatea operationala pe termen lung, CDH a demonstrat deja un
potential mare pentru a fi utilizata in dezvoltarea biosenzorilor.

O altd abordare in punerea in aplicare a CDH-ului este domeniul biopilelor de
combustie (BFC). Acestea sunt dispozitive care utilizeaza biocatalizatori (enzime sau celule
vii) in scopul de a converti energia chimica in energie electricd. Substraturile energetice
tipice care au fost folosite in cercetirile pentru hrinirea” BFC-urilor sunt glucoza®®®,
metanolul®® si etanolul® dar o varietate mai mare de combustibili poate fi utilizata, deoarece
organismele folosite in constructia celulelor pot oxida 0 mare varietate de substraturi,
inclusiv alcooli, carbohidrati si acizi grasi. Un numar mare de recenzii scrise in ultimii ani
reflectd interesul mare in acest domeniu®®, Unele CDH-uri au fost utilizate n prototipuri

de BFC folosind atat abordarea DET?**® cat si MET>"* cu rezultate promitatoare.



I1. Contributii originale

1. Obiectivele tezei de doctorat

(i) Studiile prezentate mai jos au fost efectuate cu intentia de a caracteriza un CDH
nou din ciuperca ascomiceta Neurospora crassa pe electrozi din grafit si din aur, luand n
considerare anumiti factori experimentali, cum ar fi concentratia substratului, prezenta sau
absenta unui mediator redox, efectul diferitelor solutii tampon si a pH-ului. Sectiunea
dedicata contributiilor originale este impartita in doua parti: in prima parte sunt prezentate
rezultatele obtinute pentru caracterizarea CDH-ului imobilizat prin simpla adsorbtic pe
electrozi din grafit, folosind masuratori de tip FIA, in timp ce a doua parte rezuma
rezultatele cu privire la comportamentul CDH-ului adsorbit pe electrozi din aur, modificati
cu monostraturi auto-asamblate (SAM) de tioli.

(if) O multitudine de tioli a fost folosita la constructia SAM-uri pe electrozii din aur
cu scopul de a imbundtati proprietatile electrochimice al CDH-ului imobilizat. Enzima
prezinta un DET eficient si curenti catalitici pe electrozi din aur, modificati cu SAM-uri, dar
eficienta comunicarii a fost influentata decisiv de lungimea spacer-ului si de gruparea
terminald a tiolului utilizat, sugerand importanta relatiei dintre structura CDH si natura
SAM-ului.

(iii) Referitor la posibile aplicatii analitice, electrochimia CDH-ului pe electrozi din
grafit a fost studiata pentru un numar mare de substraturi, cum ar fi celodextrinele, lactoza si
glucoza, speciile analizate avand o mare importanta in domeniul biotehnologiei. Biosenzorul
a aratat o buna stabilitate operationald, in conditiile de lucru pentru o lunga perioada de timp,
cu rezultate promitatoare pentru posibile aplicatii, cum ar fi biosenzori amperometrici si

biopile de combustie.



2. Electrozi din grafit, modificati cu NcCDH®

2.1. Influenta potentialului aplicat

Electrodul modificat G/CDH, folosind modul de preparare descris in®, a fost montat
ntr-un suport de Teflon si a a fost introdus intr-o celula, mentinand debitul solutiei tampon
purtitoare la un debit constant de 0.5 mL min™, iar potentialul aplicat a fost variat treptat de
la -100 pana la +600 mV vs. electrodul de referinta (Ag|/AgC1 0.1 M KCl), in trepte de 50 de
mV. Pentru fiecare valoare a potentialului aplicat, curentul de raspuns pentru electrodul
G/CDH a fost monitorizat si inregistrat in timpul injectarii unei solutii de lactoza (SmM, 50
pL).

Rezultatele sunt ilustrate in Figura 6.

1400

v 5 mM lactose
1200 A v

1000

800 v

I/ nA

600 - v
400 v
2004 VW

T T T T T T T T T T T T T T T
-100 0 100 200 300 400 500 600
E/mV

Figura 6: Dependenta curentului de pic (vs.Ag|JAgCIl 0.1 M KCI) pentru injectii de lactoza (5mM)
in solutie de tampon fosfat, 50 mM, pH 7.0. Debitul a fost de 0.5 mL/min.

Dupa cum se poate observa din Figura 6, o crestere a raspunsului amperometric al
electrodului G/CDH este observata in paralel cu crestera potentialului aplicat, pana la
atingerea valorii maxime la +500 mV vs. RE. La aplicarea potentialelor mai pozitive,
raspunsul bioelectrodului scade semnificativ, ca o urmare a denaturarii ireversible al enzimei.
Aceastd presupunere a fost verificatad si confirmata prin inregistrarea raspunsului de electrod
la valori mai scazute, dupa atingerea valorii critice de +600 mV iar curentii inregistrati au

fost mai mici fata de cei Inregistrati initial la acelasi potential (datele nu sunt prezentate).
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Studiile anterioare™**

au aratat ca potentialul formal (E°’) al Cytcpy din diferite
enzime de tip CDH, implicate in procesul DET intre CDH si suprafata electrodului, este
situat sub 0 mV vs. Ag|AgCl, 0.1 M KClI, in intervalul de pH 5-7, si variaza cu aproximativ
30 de mV pe unitatea de pH a solutiei. Cu toate acestea, in cazul nostru, pentru toate
masurdtorile efectuate cu electrodul modificat G/CDH in modul de operare DET, potentialul
de lucru a fost stabilit la valoarea potentialului de +300 mV vs. RE, care este un potential
suficient de mare in comparatie cu E°” al NcCY T¢py. Aceasta valoare este in concordanta cu
potentialele raportate pentru electrozii modificati cu diferite tipuri de CDH.referinte?

Pentru modul de operare MET, electrodul G/CDH a fost investigat in conditii similare
celor folosite la alte enzime CDH din clasa Il %, folosind un mediator redox de 2 e’, 2 H,
respectiv 1,4-benzochinona (BQ) in cazul nostru, in scopul de a re-oxida dirext NcoyCDH
redus (FADy, la FAD, Figure 5). In scopul de a facilita comparatia dintre caracteristicile
pentru DET si MET, valoarea potentialului aplicat folosit pentru MET a fost ales identic cu
cel selectat pentru DET (+300 mV vs. RE). In acelasi context, avand ca scop estimarea
concentratiei optime de mediator, concentratia de BQ a fost crescutd treptat in proba
injectata continand in aceeasi timp 5 mM lactoza (pH 7.0), iar raspunsul amperometric a fost
inregistrat in conditii de flux continuu. Raspunsul maxim al bioelectrodului a fost atins in
jurul concentratiei de ~50 UM BQ. Avand in vedere ca o crestere a concentratiei de doua ori
genereaza o crestere a raspunsului cu doar 13.3%, toate experimentele in modul de operare

MET a fost efectuate cu o concentratie de BQ de 25 pM.

2.2. Influenta pH-ului

Raspunsul amperometric al electrodului modificat G/CDH, operate atat in modul DET
cat si in MET, a fost inregistrat in conditii de flux continuu pentru injectii de 5 mM de
lactoza sau celobioza, dizolvata in solutie tampon (50 mM); solutia fara substraturi a fost
folosita in acelasi timp ca si purtator. Domeniul de pH investigat a fost de la 4.0 pana la 8.5
si a fost acoperit cu doud solutii tampon: 50 mM tampon citrat intre pH 4.0 si 6.5 si 50 mM
tampon fosfat intre pH 6.0 si 8.5.

Asa cum se poate observa din Figura 7A, pentru ambele substraturi investigate,
intervalul de pH optim pentru DET este situat intre 4.5 si 5.5. Acest rezultat este
concordanta cu datele publicate anterior privind NCCDH in solutie, cand s-a utilizat un cyt

c'® ca si acceptor de electroni. In studiul prezent, cele mai mari valori de curent s-au
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observat la pH ~ 5.2 pentru lactoza si la ~ 4.9 pentru celobioza. Aceste rezultate confirma
faptul ca atat procesul DET cét si IET sunt dependente atit de substrat cat si de pH. Tn
comparatie cu alte enzime CDH din clasa Il **%, NcCDH prezinti un interval de pH optim
acid, aflat mai aproape de pH neutru. Mai mult decét atat, curentii inregistrati in DET sunt
mai mari decat in cazul electrodului modificat cu MtCDHZ, reflectand o eficientd mai mare
al transferului intern de electroni (IET) pentru NcCDH. Intensitatile de curent obtinute la pH
7.0 reprezinta 43%, respectiv 48% 1in cazul lactozei si al celobiozei raportat la curentii

maximi obtinuti la pH-ul optim.

1250 == Ac buffer, Lactose (A) 3500 (B)

=@= PB buffer, Lactose
== Ac buffer, Cellobiose

== PB buffer, Cellobiose 3000 ."_‘\\

2500 +

1000+

< <
=~ 500+ = 2000+
250 1500 == Ac buffer, Lactose
=@= PB buffer, Lactose
=& Ac buffer, Cellobiose
== PB buffer, Cellobiose
0 T T T T 1000 -— T T T T
4 5 6 7 8 4 5 6 7 8
pH pH

Figura 7: Dependenta rispunsului amperometric in functie de pH si solutia tampon in cazul DET (A) si

MET (folosind 1,4-benzochinoni) (B). Potentialul aplicat +300 mV (vs. Ag | AgCI 0.1 M KClI), injectiri

de lactoza si celobioza de 5 MM, concentratia solutiei tampon a fost 50 mM, debitul solutiei a fost de 0.5
mL/min.

Cum era de asteptat, intensitatile de curent masurate Th modul de operare MET pentru
electrodul modificat G/CDH, pentru lactoza si celobioza (Figura 7B), sunt mai mari decat
cele inregistrate Tn modul de operare DET (Figura 7A). Astfel, raportul dintre curentii
maximi observate la MET vs. DET la pH optim a fost 2.75 pentru lactoza si 2.5 pentru
celobioza, crescand la pH 7.0 la 5.9 si respectiv 5.1. In conditiile MET, valoare optima de
pH pentru lactoza si celobioza a fost usor mai mare decat cea observata pentru DET, iar
intervalul optim de lucru este mult mai larg (de la pH 5 pana la 8) decat in cazul DET. Acest
rezultat este similar cu cel obtinut in solutie atunci cand se utilizeaza DCPIP ca si acceptor
de electroni*®. Tn plus, In modul de operare MET raspunsul bioelectrodului a fost influentat
mai puternic de natura substratului (Imax lactoza/ Imax celobioza = 1.21 la pH 6.5) decét in modul
DET (Imax lactoza! Imax celobioza = 1.09 at pH 5.0). In cele din urma, compararand rezultatele din
Figura 7A si B, se poate afirma cd, in modul DET, influenta pH-ului asupra raspunsului

bioelectrodului este mai mare in comparatie cu cel pentru modul MET, aceste schimbari
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avand impact puternic asupra modificarilor conformationale din domeniile enzimei si din

regiunea de legatura, care afecteaza IET si DET la suprafata electrodului.

2.3. Curbele de calibrare pentru diferite substraturi

Electrodul modificat G/CDH a fost calibrat pentru lactoza si celobioza atat in modul
de operare DET, cat si in MET, folosind conditiile experimentale optime: potentialul aplicat
de +300 mV vs. RE si pH 5.2 (50 mM tampon citrat). Luand in considerare potentialele
aplicatii al acestei bioelectrod in conditii fiziologice (neutre), masurdtori suplimentare au
fost efectuate la pH 7.0 (50 mM tampon fosfat). Curentii catalitici pentru fiecare
concentratie de substrat au fost inregistrati pentru 4 injectii consecutive folosind trei
electrozi similari de G/CDH iar rezultatele sunt expuse in Table 1 si Table 2.

Asa cum era de asteptat, indiferent de valoarea pH-ului, bioelectrodul G/CDH, ofera in
modul DET un comportament Michaelis-Menten bine conturat si identic pentru lactoza si
celobioza (Figure 8A). Dupa cum s-a mentionat deja, indiferent de substratul studiat,
raspunsul bioelectrodului este influentat de valoarea pH-ului, cu cea mai mare eficienta in
mediu acid. Curbele de calibrare obtinute sunt in conformitate cu modul de functionare
MET, sustindnd concluziile formulate Tn sectiunea anterioard. Astfel, prezenta BQ ca
mediator redox diminueazad diferentele observate in modul DET intre lactoza si celobioza,
precum si efectul pH-ului cu privire la activitatea CDH-ului (Figure 8B). Acest lucru este de
asteptat daca luam in considerare faptul ca mediatorul este direct redus la DHnecpn (Figure
5) iar modificarile pH-ului au un efect mai puternic asupra regiunii de legatura si asupra
procesului IET#4,

A B

3500

B Cellobiose, pH 5.2
25001 @ Cellobiose, pH 7.0
A Lactose, pH 5.2 3000
WV Lactose, pH 7.0

2000 25004

2000 4
< 1500 <
. £ 15004
— 1000 =
wl 1000 R
4' B Cellobiose, pH 5.2
500 500 ® Cellobiose, pH 7.0
A Lactose, pH 5.2
0 . . . . . 0 ‘ ‘ Y Lactose‘z, pH7.0 ‘
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000
[C]/uM [C]/ uM

Figure 8: Dependenta raspunsului amperometric al electrodului G/CDH referitor la pH si compozitia
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solutiei tampon in cazul DET (A) si MET (B) (folosind 1,4-benzochinoni), pentru diferite concentratii de
lactoza si celobiozi. Potentialul aplicat +300 mV (vs. Ag | AgCl 0.1 M KCI), debit 0.5 mL/min.

Parametrii cinetici si analitici, folosind fitarea non-lineara pe curbele de calibrare
ilustrate in Figure 8A and B cu ajutorul ecuatiei Michaelis-Menten, sunt sintetizati in Table
1si Table 2.

Folosirea mediatorului a crescut valorile lna (diferenta cauzata de pH a fost mai
mica decat in DET) precum si raportul lna/Km, ceea ce poate fi interpretat ca si eficienta
catalitica®, pentru toate substraturile studiate la acest grup de zaharide. Cresterea raportului
Imax/Km @ fost cea mai mare pentru celobioza; pentru lactoza, mediatorul n-a avut un efect
semnificativ asupra acestui raport. Modul transferului de electroni si valoarea de pH nu au
influenta clara asupra intervalului linear (0.5-500 pM) si asupra limitei de detectie (0.5-1

MM), aceste valori au ramas mai mult sau mai putin aceleasi in cadrul acestui grup de

substraturi.
A B
2500
25001 m Cellotriose, pH 5.2, DET B Cellotetraose, pH 5.2, DET
Cellotriose, pH 7.0, DET @ Cellotetraose, pH 7.0, DET
Cellotriose, pH 5.2, MET 20004 A Celiotetraose, pH 5.2, MET
20004 VY Cellotriose, pH 7.0, DET WV Cellotetraose, pH 7.0, MET

1500 1500+
< <
c c
= 1000+ ~ 1000
| 500
500 o o
O T T T T T 0 T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000
[Cellotriose] / pM [Cellotetraose] / pM

Figure 9: Dependenta raspunsului amperometric al electrodului G/CDH referitor la pH si compozitia
solutiei tampon in cazul DET si MET (folosind 1,4-benzochinoni) la diferite concentratii de celotrioza(A)
si celotetraozia(B). Potentialul aplicat +300 mV (vs. Ag | AgCl 0.1 M KCl), debit 0.5 mL/min.

In conditii de DET pentru NcCDH-ul utilizat, valorile pentru K®P si Ina in cazul
tuturor substraturilor investigate (Tabel 1) au fost mai mari decat cele raportate in conditii
similare pentru MtCDH %, sugerand faptul ca NcCDH prezinta afinitate redusd pentru
substrat dar eficientd Tmbunatdtitd. Cum era de asteptat, indeferent de tipul substratului,
valori mai mari ale Ina au fost inregistrate in mediu acid (pH 5.2) in comparatie cu cele

masurate in conditii neutre (pH 7.0). Acest comportament argumenteaza din nou faptul ca
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NcCDH apartine clasei II de CDH, cu preferinte evidente pentru domeniile acide in cadrul
masuratorilor in mod DET, avand, totusi activitate semnificativa si in domeniul neutru.

Tn modul de operare MET (vezi Tabelul 1 si Tabelul 2), parametrii cinetici ai NcCDH-
ului adsorbit, pentru substraturile cercetate sunt aproape identice in mediul acidic respectiv
neutru, confirmand usoara influentd a pH-ului asupra proprietatilor catalitice a DHnccph
operata in MET. Indiferent de natura substratului, valorile curentului Iax au fost mai mari in
timpul masuratorilor cu metoda MET in comparatie cu DET, diferentele fiind accentuate la
pH 7.0. In consecinti, se poate afirma ci, prin aplicarea unui mediator, eficienta catalitica
creste (estimata ca raportul Iyna/ Kir?) in cazul tuturor substraturilor energetice investigate.

Tn ambele moduri de operare, enzima NcCDH manifesta activitate maritd pentru
substraturile cu legaturi B-1,4 (lactoza si celodextrine) in comparatie cu substraturile cu
legaturi a-1,4 (maltodextrine). Concomitent au fost inregistrate cele mai mari afinitati al
CDH pentru lactoza si celobioza. In cazul tuturor substraturilor, limita de detectie si
domeniul liniar pentru modurile DET si MET nu difera in mod semnificativ, valorile pentru
substraturile cu legaturi B-1,4 fiind situate in domeniul puM, iar pentru substraturile cu
legaturi a-1,4 Tn domeniul mM (Tabelul 1 si Tabelul 2).

Valorile Ky, pentru maltodextrine sunt aproximativ de 100 de ori mai mari in decét in
cazul lactozei si a celodextrinelor; cele mai mici valori ale parametrului K, din acest grup
fiind Tnregistrate pentru maltozd si maltopentozd in ambele cazuri de DET si MET.
Utilizarea mediatorului a crescut valorile Ky, asa cum se poate observa in cazul maltotriozei
si al maltotetrozei (cu exceptia maltopentozei, care la pH 5.2 prin utilizarea BQ valorile K,
au scazut). Valorile curentului Iy variazd de la 46 nA (maltoza, pH 7.0) la 232 nA
(maltotrioza, pH 5.2). Efectul utilizarii BQ poate fii observat in modul de operare MET,
valorile Imax crescand in comparatie cu DET, iar diferenta intre cele doua bufferi/pH-uri
ramanand micd. Limita de detectie variaza intre 1-10 mM, domeniul liniar intre 1-100 mM,
prezentdnd o tenditd de scadere catre domeniile molare mai mici in cazul masuratorilor
realizate fara mediator.

Pentru evaluarea selectivitatii enzimei pentru monozaharide, s-au trasat curbe de
calibrare in DET/MET pentru glucoza (Figura 10), galactoza, arabinoza si xilitol. Indiferent
de modul de operare (DET, MET), nu s-au inregistrat raspunsuri semnificative pentru
galactoza, arabinoza si Xilitol (semnale mai mici de 10nA/0.1M). Pentru glucoza,
valorile K3f* (de la 200 la 500 mM) confirma similaritatea cu alte enzime CDH din clasa |1

1623284648 NcCDH posedand activitate redusd catre acest substrat 23448 parametrii
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cinetici ( Kit® si lmax) si limitele de detectie (~10 mM) nu a fost influentate in mod

semnificativ de catre modul de operare (DET sau MET).

Gluc 5.2 DET
Gluc 7.0 DET
Gluc 5.2 MET
Gluc 7.0 MET

300

4pon

|/ nA

0 ' 50 ' 1(I)O ' léO ' 2(I)O ' 2é0
[Glucose] / mM

Figure 10: Dependenta rispunsului amperometric al electrodului G/CDH referitor la pH si compozitia
solutiei tampon in cazul DET (A) si MET (B) (folosind 1,4-benzochinoni), pentru diferite concentratii de
glucoza. Potentialul aplicat +300 mV (vs. Ag | AgCl10.1 M KCI), debit 0.5 mL/min.

PR

poate afirma ca NCCDH se ataseaza mai eficient de suprafata electrodica in momentul
exploatdrii in prezenta unui mediator redox. Indiferent de modul de operare si pH, se pot
nota: (i) celodextrinele si lactoza sunt preferate in comparatie cu maltodextrinele; (ii) Tn
cazul substraturilor din grupul celodextrinelor, secventa de sensibilitate raméane practic
neschimbatd, cu mentiunea cd celobioza > (celotrioza ~ celopentoza). Influenta pH-ului
individuale urmand secventa: maltopentozi > maltotetratoza > maltotrioza > maltoza. In
ambele moduri de operare, sensibilitatea NcCDH pentru glucoza a fost cea mai mica dintre
zaharurile investigate, fiind aproape de cele observate pentru maltoza Tn cazul enzimei
MtCDH?,
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Table 1. Parametrii cinetici aparenti (calculati pe baza cineticii Michaelis-Menten) si analitici (calculati din curbele de calibrare), estimati pentru
diferite substraturi in cazul electrodului modificat in modul de operare DET.

Km™P I max Domeniul linear LD* )
Substrat pH R°/N
(mM) (HA) (mM) (mM)
5.2 0.265 + 0.019 1.90 £0.04 0.005 -0.25 0.001 0.9963/11
Celobioza
7.0 0.334 £ 0.040 0.62 +0.02 0.01-0.25 0.005 0.9902/11
5.2 0.698 + 0.042 1.49 £0.03 0.01-0.25 0.004 0.9978 /11
Celotrioza
7.0 0.289 + 0.024 0.46 +0.01 0.01-0.25 0.006 0.9940/11
5.2 0.556 + 0.036 1.01 +0.32 0.001 - 0.25 0.005 0.9972 /11
Celopentaoza
7.0 0.522 + 0.084 0.57 £0.03 0.025 -0.25 0.008 0.9818/11
5.2 0.488 + 0.041 2.03+0.05 0.005-0.5 0.002 0.9953/11
Lactoza
7.0 0.225 £ 0.021 0.80 +0.02 0.005 -0.25 0.003 0.9939/11
5.2 355+34 0.056 + 0.002 10 - 50 5.8 0.9947 /6
Maltoza
7.0 40.8+ 34 0.047 £ 0.001 10 - 50 1.7 0.9962 /6
5.2 69.3+8.4 0.23+0.01 5-25 2.7 0.9932/6
Maltotrioza
7.0 63.3+9.8 0.15+0.01 5-25 3.8 0.9881/6
5.2 478+ 2.7 0.226 + 0.006 5-25 1.9 0.9990/6
Maltotetraoza
7.0 53.6 +9.1 0.20 £ 0.02 5-25 2.5 0.9913/6
5.2 443+6.7 0.17+0.01 5-25 2.4 0.9921/6
Maltopentaoza
7.0 36.0+7.0 0.11+£0.01 5-25 2.9 0.9857/6
5.2 514 + 48.4 0.61+0.04 10-100 7.6 0.9993/6
Glucoza
7.0 302 +35.6 0.26 +0.02 25100 10.3 0.9977/6

* Limita de detectie (LD) a fost estimata la un raport de semnal/zgomot de 3 (intensitatea de curent 10 nA).

-17 -




Table 2. Parametrii cinetici aparenti (calculati pe baza cineticii Michaelis-Menten) si analitici (calculati din curbele de calibrare), estimati pentru
diferite substraturi in cazul electrodului modificat in modul de operare MET (folosind BQ, 25uM) .

KmPP Imax Domeniul linear LD* )
Substrat pH R°/N
(mM) (A) (mM) (mM)
5.2 0.419 £ 0.016 3.31+0.04 0.005 -0.25 0.002 0.9991/6
Celobioza
7.0 0.239 £ 0.010 3.28+0.03 0.01-0.25 0.004 0.9989/6
5.2 0.874 £ 0.070 2.28 £0.06 0.025-0.25 0.014 0.9962 /6
Celotrioza
7.0 1.20 £ 0.06 2.63+0.05 0.025-0.25 0.011 0.9987/6
5.2 0.936 + 0.044 2.29+0.04 0.025 -0.25 0.012 0.9987 /6
Celopentaoza
7.0 0.719 £ 0.039 1.83 £0.03 0.025 -0.25 0.012 0.9982 /6
5.2 0.743 £ 0.053 3.64 £0.09 0.01-0.25 0.007 0.9969/6
Lactoza
7.0 0.912 £ 0.044 3.87 £0.07 0.01-05 0.006 0.9986 /6
5.2 44 +11.7 0.082 + 0.008 25-100 16.3 0.9684 /6
Maltoza
7.0 41.1+9.6 0.086 = 0.007 25-100 14.3 0.9747 /6
5.2 173 +25.7 0.74 £ 0.06 10 - 100 7.0 0.9942 /6
Maltotrioza
7.0 98 +15.2 0.57 £0.04 10 - 50 5.2 0.9910/6
5.2 106.2 +5.7 0.67 £0.02 10 - 50 4.8 0.9989/6
Maltotetraoza
7.0 86 +10.8 0.66 +0.04 10 - 50 3.8 0.9933/6
5.2 82.5+95 1.10 £ 0.07 5-25 2.3 0.9972/6
Maltopentaoza
7.0 36.6 +8.7 0.88 £ 0.09 5-10 1.2 0.9779/6
5.2 239 +63.9 0.51+£0.08 25 -100 14.0 0.9851/6
Glucoza
7.0 323 +104.3 0.64 £0.13 25100 15.1 0.9854 /6

* Limita de detectie (LD) a fost estimata la un raport de semnal/zgomot de 3 (intensitatea de curent 10 nA).




2.4. Stabilitatea operationala a biosenzorului

S-au implementat doua protocoale experimentale pentru evaluarea stabilitatii
operationale a electrodului modificat G/CDH la temperatura camerei: (i) injectari
repetate de lactoza in fluxul continuu de tampon fosfat la pH 7 (Figura 11A); (ii) un
flux continuu de lactoza (5 mM) dizolvata in solutia de tampon fosfat (Figura 11B).
Rezultatele au subliniat faptul ca in prima parte al experimentului (care a durat timp
de 11 ore, =10% din durata totald a experimentului) raspunsul bioelectrodului a
scazut linear si s-a micgorat pana la ~86% din raspunsul initial iar in a doua parte a
experimentului (*90% din durata totald a experimentului) scaderea semnalului a fost
lenta comparativ cu prima parte, ajungand la un semnal de ~70% din cel initial al
biosenzorului la finalizarea experimentului (5 zile). Acest comportament bifazic **?
dovedeste ca stabilitatea sistemului investigat a fost afectatd Tn principal de doi
factori: (i) desorbtia moleculelor de enzime legate slab de suprafata electrodului din
grafit, predominant in prima parte a experimentelor si (ii) scaderea activitatii enzimei

in conditiile de lucru date, care s-a manifestat pe intreaga durata a experimentului.
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Figura 11. Rezultatele masuritorilor de stabilitate in FIA pentru electrodul modificat, cu
injectia succesivi a lactozei (5 mM) in flux (A) si in flux continuu de lactoza in solutia de tampon
fosfat (concentratia de lactozi 5 mM, solutie de tampon fosfat 50 mM) (B). Potentialul aplicat:
+300 mV (vs. Ag | AgCl 0.1 M KCI), debitul solutiei 0.5 mL/min.

In cazul in care electrodul G/CDH a fost folosit in conditii de debit constant de
solutie de lactoza (Figura 11B), scaderea raspunsului a fost mai mica, comparand cu
prima metoda. Astfel, dupa 24 de ore de functionare continua cu un debit constant de

lactoza, raspunsul amperometric al electrodului modificat a scazut cu =~11% fata de
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raspunsul initial. Rezultatele din ambele experimente ne-au dus la concluzia ca, prin
simpla adsorptia a enzimei NCCDH pe suprafata electrodului din grafit se poate
obtine on biosenzor cu o stabilitate operationald mare, mentinand o mare parte din
raspunsul initial timp de o sdptdmana. Aceastd caracteristica poate fi considerata
suficient de promitatoare pentru a justifica fabricarea de biosensori cu acest electrod

pentru diferite aplicatii biotehnologice.

2.5. Concluzii

Pentru a intelege mai bine modul de funtionare al enzimei CDH si
mecanismele care apar in conditii de functionare DET si MET, in prezenta diferitelor
substraturi, a fost efectuatd caracterizarea electrochimica a unei enzime CDH din
clasa a ll-a , izolata din ciuperca ascomiceta Neurospora crassa, adsorbita pe grafit.
Cu scopul de a gasi conditiile experimentale optime, efectul potentialului aplicat, al
concentratiei de mediator (1,4-benzochinona) si pH-ul solutiei tampon purtatoare, au
fost investigate in conditii de flux.

Din curbele de calibrare, inregistrate la doua valori de pH (5.2 si 7), parametrii
cinetici si analitici au fost estimati pentru noud glucide, in modurile de functionare
DET si MET. Aceste rezultate ne-au ardtat ca: (i) pentru toate cele noud substraturi,
sensibilitatea enzimei a fost mai mare pentru MET comparativ cu MET, respectiv
pentru pH 5.2 comparativ cu pH 7; (ii) indiferent de modul de operare DET/MET,
sensibilitatea enzimei fatd de zaharurile investigate a scazut in urmatoarea secventa:
celobioza > lactoza > (celotrioza ~ celopentaoza) >> (maltotrioza ~ maltotetraoza ~
maltopentaoza) > (maltoza ~ glucoza); (iii) pentru ambele moduri de operare,
sensibilitatea enzimei NcCDH la glucoza a fost cea mai mica dintre substraturile
investigate, fiind aproape de cea observata pentru maltoza; (iv) cdnd NcCDH este
operata in DET, preferd mediul acid dar isi mentine o activitate semnificativa si in
conditii de pH neutru; (v) biosensorul G/CDH obtinut prezintd o stabilitate

operationala promitatoare pentru aplicatiile de interes biotehnologic.
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3. Comparatia intre comportamentul electrochimic
al electrozilor modificati G/CDH si Au-S-Ph-OH-
CDH®

3.1. Imobilizarea enzimei CDH pe diferite materiale de

electrod

Imobilizarea enzimei CDH pe electrozi din grafit implica o adsorptie fizico-
chimica simpld pe suprafata electrodului. In consecinti, orientarea optimi a
enzimelor pe suprafata electrodului nu este garantatd, fiindcd moleculele sunt
adsorbite la intdmplare. Unele molecule adsorbite vor putea sa participe 1n cataliza si
in transferul de electroni, dar unele vor fi imobilizate intr-un mod in care fie
domeniul hem nu este orientat intr-un mod favorabil transferului de electroni produs
in timpul procesului de electrocatalitica la domeniul FAD, ori orientarea centrului
catalitic nu permite intrarea substratului din solutie in “buzunarul catalitic” (Figura
12A). O alta abordare necesita modificarea suprafetei de electrod (aur) cu tioli,
formand un monostrat auto-asamblat (SAM) si legarea ordonata a enzimei pe aceasta
suprafatd. Teoretic, aceasta abordare presupune ca toate molecule de enzima

adsorbite sunt implicate in cataliza si in transferul de electroni (Figura 12 B).
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Figura 12. Adsorbtia/orientarea enzimei CDH (domeniul FAD — gri; domeniul hem —
negru) pe grafit (A) si pe electrodul din aur, modificat cu un monostrat auto-asamblat
din 4-mercaptofenol (B).
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In acest context, subiectul acestei cercetdri s-a Indreptat spre compararea
celor doua variante de constructie a electrozilor descrise mai sus, prin eficienta
electrocatalitici a acestora. In acest scop, doud tipuri de electrozi modificati cu
NcCDH (G/NcCDH si Au-S-Ph-OH/CDH) au fost pregatite si comparate prin

comportamentul lor electrocatalitic fatd de acelasi substrat (lactoza).
3.2. Influenta pH-ului

Raspunsul relativ ai electrozilor modificati de G/CDH si Au-S-Ph-OH/CDH
in prezenta lactozei (5 mM), in funtie de pH, au fost inregistrate in conditi de flux
(G/ICDH) sau folosind voltametria ciclicd (Au-S-Ph-OH/CDH), rezultatele fiind
prezentate in Figure 13.
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Figure 13. Dependenta raspunsul amperometric relativ de pH a electrozilor G/CDH (m,
—) si Au-SPh-OH/CDH (e,— —). Conditii experimentale pentru G/CDH: metoda
fluxului continuu, injectari de lactoza (5 mM), volumul probei injectate 50 uL; debit
0.5 mL / min; potential aplicat +300 mV vs. Ag|AgCl, 0.1M KCI; pentru Au-SPh-
OH/CDH, voltametrie ciclica, potentialul de pornire -300 mV vs. SCE, v=10 mV/s;
solutii de tampon citrat 50 mM (pH 4 to 6) si fosfat 50 mM (pH 6.5 to 8.5).

Se poate observa ca ambii electrozi au pH-ul optim de lucru Tn jurul valorii de
5.5. Diferenta dintre comportamentul electrozilor investigati poate fi explicata prin
interactiunile intre conformatiile schimbate, induse de pH, ale moleculelor de enzima
imobilizata si efectul acestuia asupra procesului de transfer de electroni, care au avut
loc la diferitele suprafete de electrozi. In acelasi timp, trebuie luati in considerare

sctructura mai organizata, caracteristica electrodului modificat de Au-S-Ph-
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OH/CDH. Astfel se poate presupune, cd, in anumite limite, proprietatile suprafetei de
grafit si de Au-SPh-OH nu sunt afectate semnificativ de variatiile pH-ului. Contrar,
procesele DET si IET (transferul de electron intern) intre moleculele de CDH si
suprafetele electrozilor sunt influentate puternic de modificarile conformationale ale
enzimeli, care sunt induse de variatia distantei intre cele doud domenii functionale,
care apar in urma modificarii pH-ului inconjuritor. Tn concluzie, maximul pe un
domeniu mult mai strans de pH in cazul electrodului Au-S-Ph-OH/CDH reflecta
sensibilitatea ridicatd pentru schimbari minore de pH a structurii ordonate, care au
loc in jurul valorii de pH optim. Tn acest context trebuie si mentionam ci activitatea
electrocatalitica observata la electrodul modificat Au-S-Ph-OH/CDH scade cu ~50%
din valoarea sa maxima la o schimbare a valorii de pH cu numai 0.5 unitati (Figure

13).
3.3. Eficienta electrocatalitica

Raspunsul amperometric al electrozilor modificati a fost inregistrat la doua
valori diferite de pH: valoarea optimd de pH 5.5 si la o valoare de interes practic,
pentru posibile aplicatii biotehnologice (pH 7.0).

Curbele de calibrare obtinute in cazul electrodului modificat G/CDH in
prezenta lactozei sunt prezentate in Figura 4. Cum era de asteptat, bioelectrodul arata
un comportament de tip Michaelis-Menten la ambele valori de pH. Eficienta mai
mare a fost inregistratd in mediu usor acid. Valoarea constantei aparente Michaelis-
Menten (Kwapp) scade la jumatate fata de valoarea estimata la pH optim, de la 488
MM la 225 pM pentru lactoza. Intensitatea maxima de curent (Imax) prezintd un
comportament similar, in scadere de la valoarea de 2.03 pA (pH 5.5) la 0.8 pA (pH
7.0). In consecinta, sensibilitatea bioelectrodului este usor influentati de schimbarile
de pH, valoare scazand cu mai putin de 15%, de la 57.5 (pH 5.5) pana la valoarea de
49.1 (pH 7.0) pA*mMem™,
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Figure 14. Curbele de calibrare pentru electrodul G/CDH in prezenta lactozei, la doua
pH-uri diferite. Conditii experimentale: potentialul aplicat +300 mV vs. Ag|AgCl, 0.1M
KCI; volumul injectat de lactoza 50 pL; debit 0.5 mL/min; solutii tampon 50 mM citrat
(pH 5.5) si 50 mM tampon fosfat (pH 7.0); simbolurile pline reprezinti valorile la pH
5.5 iar simbolurile goale cele la pH 7.0.

Electrochimia CDH-ului si raspunsul voltametric al acestuia folosind
electrodul modificat Au-SPh-OH/CDH a fost studiat in prezenta si absenta lactozei,
la valorile de pH 5.5 si pH 7.0.

in absenta substratului, poate fi observat raspunsul cuplului redox Fe*"** din
domeniul hem. La pH 5.5 potentialul standard formal (E”) a fost de +150 mV vs.
SCE, in timp ce la pH 7.0 E* a fost +160 mV vs. SCE (Figure 15). Indiferent de pH-
ul solutiei, in prezenta substratului Se poate observa un curent electrocatalitic clar.
Asa cum a fost sugerat pentru un CDH similar®, tiolii cu grupare alcoolici
imobilizati pe suprafata electrodului din aur induc orientarea moleculelor de enzima
intr-o pozitie favorabilda pe suprafata electrozilor modificati. Astfel, procesul
biocatalitic poate fi imbunatatit, rezultdnd un bioelectrod activ si selectiv. Scaderea
observatd la pH neutru poate fi atribuitd scaderii eficientei transferului direct de
electroni si din cauza interactiunii mai slabe dintre (Au-S-Ph-OH) si CDH, cauzata
fie de schimbarile nefavorabile de conformatie care au loc in enzima, fie de
schimbirile de la nivelul SAM-ului. In consecint, transferul de electroni devine mai

putin eficient si rdspunsul bioelectrodului scade.
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Figure 15. Raspunsul voltametric al electrodului modificat Au-SPh-OH/CDH in
absenta [pH 5.5 (—); pH 7.0 (--)] si in prezenta [pH 5.5(- -); pH 7.0 (- - -)] lactozei (5
mM). Conditii experimentale: potential de pornire -300 mV vs. SCE; viteza de baleiaj

10 mV/s; tampon citrat 50 mM (pH 5.5) si fosfat 50 mM (pH 7.0).

Valorile estimate pentru eficienta electrocatalitica a electrozilor modificati
sunt prezentate in Tabel 3. Valoarea Iy se refera la curentul masurat in absenta
substatului, Tn timp ce lpeak, s se refera la curentul masurat in prezenta substratului. Se
poate observa ca valorile de eficienta corespunzatoare electrodului modificat G/CDH
sunt mult mai mari decat cele estimate pentru electrodul modificat Au-SPh-
OH/CDH. Acest comportament este cauzat de incarcarea mai mare de enzima in
cazul primului bioelectrod. Intr-adevir, o suprafata caracterizata printr+o0 rugozitate
mai mare (grafit) permite o distributie fara restrictii a moleculelor CDH cu o
activitate enzimaticd mai mare decat in cazul suprafetei cu o rugozitate mai mica
(Au-SPh-OH) cu o constrangere de dimensiune pentru moleculele de CDH.

Tabel 3. Eficienta electrocatalitici pentru electrozii modificati ca CDH in prezenta
lactozei (5 mM) (pentru conditiile experimentale vezi Figura 15 pentru Au-SPh-
OH/CDH si Figura 14 pentru G/CDH).

Eficienta electrocatalitica
Electrod (Ipeak, s/1o)
pH 5.5 pH 7.0
G/CDH 72 30
Au-SPh-OH/CDH 9.76 3.84

25



3.4. Concluzii

Tn istoria de o jumatate de secol a biosenzorilor, diferite materiale de electod
si diverse cai de transfer de electroni au fost investigate, vizand posibile aplicatii in
medicini si biotehnologie. In capitulul de mai sus au fost prezentate asemanarile si
diferentele in modul DET dintre electrozi diferiti modificati cu CDH. Ambele
abordari au avantajele si dezavantajele lor.

=9

Imobilizarea de CDH prin “adsorptie simpla” pe suprafata de grafit oferd o
modalitate rapida si eficientd din punct de vedere economic pentru biosenzori si/sau
biopile de combustie. Punctul slab al acestei metode consta intr-o adsorbtic aleatorie
a enzimei, rezultind o reproductibilate teoreticdi mai mica. Abordarea "SAM”,
ilustratd de electrozii din aur, modificati cu 4-mercaptofenol, ofera avantajul unei
versatilitati mai mari, datoritd numarului mare de tiocompusi care pot fi utilizati in
aceasta abordare. Un alt ”pro” pentru "SAM” este prezenta unei structuri cvasi-
ordonate, construite pe suprafata electrodului. Principalul dezavantaj al acestei
abordari se referd la activitatea enzimatica scazuta a suprafetei de electrod cuplata cu
instabilitatea relativa al monostratului.

Pe langa acestea, capitolul prezentat mai sus arata faptul ca, in cazul enzimei
CDH, o enzima capabila sa sustina DET pe diferite materiale de electrozi, abordarea
”SAM” prezintd o vulnerabilitate mai mare la modificarile pH-ului decét adsorbtia
”simpld”. Acest comportament a fost explicat ludnd in considerare schimbarile
conformationale ale moleculelor CDH, care, in cazul unei interfete mai bine-

organizate, exercitd o influenta puternicd asupra activitdtii bioelectrodului.
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4. Comportamentul electrocatalitic al electrozilor
modificati de Au-SYX-CDH>

4.1. Immobilizarea enzimei CDH pe electrozii

modificati din Au

Pentru a obtine un modalitate eficienta de cuplare DET intre centrii redox ai
proteinei/enzimei §i electrod, o orientare corespunzatoare a enzimei pe suprafata
electrodului este cruciala. Conform teoriei lui MarcuSSZ, DET fintre o proteina si un
electrod depinde de trei factori majori: 1) distanta dintre centrul redox si suprafata
electrodului; ii) de energia de reorganizare, care reflecta rigiditatea structurala a site-
ului redox in formele sale oxidatd si redusd; iii) forfa motricd termodinamicd a
transferului de electroni (ET), care depinde de o sincronizare corecta intre potentialul
redox al proteinei si polarizarea suprafetei de electrod®*>,

Printre enzimele cu caracteristici DET pe diferife materiale de electrod,
celobioz dehidrogenaza a fost subiectul cercetarilor intense in ultimii ani*®!**®>’.
Clasa de enzime CDH studiata cel mai mult pana in momentul de fata sunt cele din
clasa | obtinute din bazidiomicete, in timp ce doar informatii limitate ne stau la
dispozitie despre clasa 11"®*°. Comportamentul DET al acestor enzime, pe electrozi
din aur, modificati cu diferite tipuri de SAM a fost studiat cu ajutorul voltametriei
ciclice si al spectroelectrochimiei UV-Vis (predominant cele din clasa 1)*°*% 0O
reprezentare schematica a principiului de funtionare, care implica DET, ilustrat in
cazul unui bioelectrod construit prin imobilizarea CDH-ului pe un electrod din SAM-
Au este prezentatd in Figure 16A. In prezenta substratului (de exemplu lactozi),
CDH-ul oxideaza zaharul la lactona corespunzatoare pe domeniul catalitic FAD iar
electronii sunt transferate printr-o cale internd (IET) la domeniul hem conectat. Tn
cazul in care enzima este orientatd corect pe suprafata electrodului modificat (Figure

16B), domeniul hem transferd electronii la suprafata electronului printr-un proces

eficient de DET.
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Figure 16: (A) Schema transferului direct de electroni (avand la baza transferul intern
de electroni) pentru enzima CDH, adsorbita pe un electrod modificat SAM-Au; (B)
structura bioelectrodului bazat pe CDH adsorbiti pe diferite tipuri de electrozi SAM-
Au, undeY = -(CHQ)Q-, -C5H4-, '(CH2)11', iar X = -OH, -NH,, -COOH.

4.2. Comportamentul voltametric al electrozilor
modificati - Au-SYX-CDH

Scopul capitolului urmator a fost furnizarea mai multor informatii cu privire
la procesul DET, In cazul NcCDH. In acest scop, enzima a fost prinsd sub o
membrand permselectiva pe suprafata electrodului din aur modificat cu SAM, cum a
fost descris anterior®®. Masuratori de voltametrie ciclica au fost efectuate la pH-uri
diferite pentru a estima eficienta catalitica fata de lactoza. Comportamentul observat
a fost explicat in termeni de influenta a structurii SAM-ului privind procesul de DET
care apare intre enzima si suprafata electrodului din aur. In acelasi timp, dependenta

de pH a potentialului standard formal al grupului hem, coroboratd cu datele de
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eficienta electrocatalitica, confirma inca o datd, ca CDH-ul depus pe monostratul
tiolic este capabil sa sustind un proces eficient de DET.

Dupa cum se poate observa din Figura 17, trei tipuri de comportamente
voltametrice au fost observate pentru electrozii modificati Au-SYX-CDH: (i) un
raspuns electrocatalitic bine-conturat, observat pentru electrozii de aur acoperiti cu
HS-(CH2)2-NH; si HS-CgH4-X (X= -OH, -COOH); (ii) un raspuns mixt, observat in
cazul HS-(CH2),-OH, HS-CgH4-NH, si HS-(CH,)11-COOH, care poate fi explicat
prin suprapunerea raspunsului catalitic cu o oxidare partiala a substratului direct pe
suprafata electrodului din aur; (iii) un raspuns electrocatalitic slab, observat in cazul
HS-(CH2)11-OH, datorita oxidarii directe a substratului pe suprafata electrodului din
59,64

aur nemodificat
HS-(CH,),-X HS-CgH-X HS-(CH,)11-X
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Figura 17.: Raspunsul voltametric al electrozilor modificati Au-SYX-CDH in absenta
(linie intrerupta) si in prezenta (linie continua) lactozei (5 mM). Conditii
experimentale: viteza de baleiaj 10 mV/s; electrolit suport, tampon citrat 50 mM (pH
5.5).
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Trebuie mentionat faptul ca electrodul modificat Au-S-(CH;),-COOH-CDH a
aratat o instabilitate mare si din acest motiv, rezultatele corespunzatoare n-au fost
luate Tn considerare.

Aceste comportamente pot fi interpretate prin combinatia complexd a
urmatorilor factori: (i) distanta dintre suprafata electrodului si centrul activ al
enzimei, care este controlata de grosimea stratului tiolic si (ii) interactiunile existente,
pentru un anumit SAM, intre molecula CDH si gruparea functionala terminala.

Pentru un anumit SAM, interactiunile electrostatice intre molecula CDH si
grupul terminal/functional depinde foarte mult de pH-ul mediului inconjurator care
controleaza atat starea de ionizare a gruparilor respective, cat si pe suprafata enzimei.
Un exemplu care ilustreaza aceasta situatie este cazul tiolului HS-(CH,),-NH,, care
la pH-ul 5.5 este incarcata pozitiv si prin urmare va dezvolta interactiuni care atrag
moleculele de CDH, promovand astfel procesul DET®. Discrepanta aparenta intre
eficienta electrocataliticd observatd pentru electrozii modificati Au-S-CgHs-NH,-
CDH si Au-S-(CH,),-NH,-CDH pot fi atribuite alcalinitatii crescute a gruparii —NH,
alifatica comparat cu cea aromatica.

Cu toate acestea, in afard de aceste aspecte electrostatice, alte interactiuni,
cum ar fi legaturile de hidrogen, van der Waals si interactiunile hidrofile/hidrofobe ar
trebui sa fie luate in considerare pentru a intelege de ce, de exemplu, electrodul
modificat Au-S-C¢Hs-COOH-CDH a aratat activitatea electrocataliticad cea mai mare

printre electrozii investigati.

4.3. Comportamentul electrocatalitic al electrozilor
modificati Au-SYX-CDH

Cu toate acestea, in afard de aceste aspecte electrostatice, alte interactiuni,
cum ar fi legaturile de hidrogen, van der Waals si interactiunile hidrofile/hidrofobe ar
trebui sa fie luate in considerare pentru a intelege de ce, de exemplu, electrodul
modificat Au-S-C¢Hs-COOH-CDH a aratat activitatea electrocataliticd cea mai mare
printre electrozii investigati la fel ca si mai sus (Figura 18). Astfel, preferinta deja

H16:66 pentru mediul acid a fost confirmata inca o data. In ceea ce

raportata de NcCD
priveste comportamentul specific al electrodului Au-S-(CH,)11-COOH-CDH (Figura

18C), cresterea pH-ului induce ionizarea treptatd a gruparii carboxil, determinand o
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scadere monotond a eficientei electrocatalitice. La valorile de pH mai mari de 5,
activitatea electrocatalitica a electrodului dispare, probabil datorita interactiunilor

nefavorabile dintre CDH si suprafata SAM-ului incarcat negativ.

Figura 18: Dependenta eficientei electrocatalitice de pH, calculati ca si (Ij5-1;07)/l107),
pentru electrozii modificati Au-SYX-CDH, unde Y = -(CH,),- (A); -C¢Hy- (B) si -
(CH3)11- (C). Conditii experimentale: potentialul aplicat, +200 mV vs. SCE; substrat:
lactoza, 5 mM.
Efectul gruparii terminale asupra eficientei electrocatalitice poate fi pusa in

evidentd, atunci cand valorile maxime de eficientd electrocatalitica, estimat pentru
toti electrozii de tip Au-SYX-CDH, sunt grupate pentru aceeasi unitati -Y- (Figura
19). Astfel, in limitele erorilor experimentale, se poate afirma, ca: (i) in cazul in care
gruparea —COOH este conectata la electrod printr-o unitate (-CgHy-), activitatea
electrocatalitica se va imbunatati in mod clar; (ii) alcalinitatea mai mare a aminelor
alifatice, comparativ cu cele aromatice, va favoriza interactiunile dintre CDH si

suprafata electrodului modificat, determinand o crestere a eficientei electrocatalitice.
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Figura 19. Infleunta tipului de SAM asupra eficientei electrocatalitice pentru electrozii
modificati Au-SY X-CDH. Conditii experimentale: potential aplicat, +200 mV vs. SCE;
pH 5.5; substrat 5 mM lactoza.

4.4, Influenta pH-ului asupra E” al cuplului redox
hem din CDH

Rispunsurile voltametrice corespunzitore cuplului redox hem #4380

, S-au
inregistrat la valori diferite de pH pentru electrozii modificati Au-SYX-CDH.
Parametrii electrochimici al acestora, estimati la pH 5.5, sunt prezentati ih Tabel 4.

Tabel 4. Parametrii electrochimici al hem-ului, la electrozii modificati Au-SYX (pH 5.5).

Thiolic compound X AE, (mV) E" (mV)
-OH 50 -135
HS-(CHy),-X
-NH, 40 -130
-OH 70 -135
HS-CgHs-X -COOH 30 -135
-NH, 70 -135

Se poate observa faptul ca potentialul standard formal (E”) ramane practic
neschimbat, atunci cand se schimba SAM-ul, iar separarea dintre picuri (AE) este
caracteristicd unui cuplu redox adsorbit pe suprafata.. Valoarea cea mai micad de AE,,
observat pentru electrodul modificat Au-S-CgH;-COOH-CDH subliniaza faptul, ca,
Tn acest caz interactiunile intre suprafata electrodului si enzima CDH sunt cele mai

puternice, confirmand si cea mai mare eficientd electrocatalitica observata.
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4.5. Concluzii

Masuratorile de voltametrie ciclice pe electrozii modificati Au-SYX-CDH (Y
= -(CH2)2-, -CgHy- si -(CH2)11-; X = -OH, -COOH, -NH), in absenta sau in prezenta
substratului (lactoza) permit estimarea eficientelor electrocatalitice ale CDH-ului fata
de lactoza.

Variatiile observate intre eficientele electrocatalitice au fost explicate Tn
termeni de influenta a structurii SAM-ului cu privire la transferul direct de electroni
intre CDH si suprafata electrodului din Au. Acest comportament a fost explicat ca
fiind rezultatul unei combinatii complexe de doi factori: (i) distanta dintre suprafata
electrodului si centrul activ al enzimei si (ii) interactiunile existente pentru un anumit
SAM intre moleculd si gruparea terminala.

Dependenta de pH a potentialului standard formal al grupului hem valideaza
ipoteza ca CDH-ul extras din Neurospora crassa si imobilizat pe un electrod
modificat Au-SYX este capabil sa sustina un DET eficient, constand in trei etape
consecutive: (i) oxidarea substratului de domeniul FAD; (ii) un transfer de electroni
intern rapid la domeniul hem; (iii) conexiuneai electrica intre domeniul hem si

suprafata electrodului modificat.
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