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1. INTRODUCERE

Medicamentele sunt substante chimice utilizate pentru preventia, tratarea si/sau
ameliorarea unei game largi de afectiuni, actionand ca analgezice (care diminueaza durerea)
[1], antihipertensive (care regleaza tensiunea arteriald)[2], sau antidiabetice (care controleaza
nivelul glicemiei)[3]. Ele actioneazad prin mecanisme biologice diverse, influentdnd caile
metabolice sau interactionand cu receptori specifici din organism, pentru a restabili echilibrul
functional al organismului. In acest context, antibioticele si antitromboticele ocupi un rol
central datoritd impactului lor profund asupra sanatatii publice. Din cauza folosirii excesive si
inadecvate a medicamentelor, atat din perspectiva efectului asupra organismului uman cat si a
implicatiilor asupra mediului inconjurator, se contureaza premisa dezvoltarii de noi metode si
instrumente analitice de detectie, cuantificare, studiere a diferitelor procese in care sunt
implicate aceste substante si de metode de combatere a poludrii generate de traseul necontrolat

al acestora.
2. MEDICAMENTE ANTIBIOTICE

Antibioticele au devenit categoria cea mai comund de medicamente care a revolutionat
medicina 1n ultimele decenii. O definitie mult mai complexa a antibioticelor cuprinde clase de
molecule precum metaboliti secundari ai unor specii bacteriene si fungice [4]-[6], fie compusi
semi-sintetici [7]-[9] sau sintetici. Acestea se impart in 2 mari categorii: antibiotice cu efect
bactericid (aminoglicozide, beta-lactame, fluorochinolone etc.) [10] si cu efect bacteriostatic
(tetracicline, macrolide, sulfonamide etc.) [11]. Cu toate acestea, delimitarea nu este foarte
strictad, deoarece existd si antibiotice bacteriostatice cu activitate bactericida (de exemplu
linezolid) sau invers, unde antibiotice bactericide pot actiona ca bacteriostatice Tn anumite
conditii [12].

Aceastd clasd de substante prezintd un rol aparte datoritd modului in care ajuta
organismele vii sa lupte impotriva diferitelor infectii bacteriene (gastrointestinale, urinare [13],
ale tractului genital [14], cutanate [15], abdominale [16], ale sistemul nervos central [17], ale
urechii, ale gatului, pneumonie, tifos, bronsitd, sinuzitd [9], artritd, mastita [4], tuberculoza,
lepra, malarie [18], etc.), contribuind astfel la Tmbunatdtirea sdnatatii si reducerea ratei
mortalitatii.

Din pacate, la fel ca multe alte medicamente, antibioticele pot genera efecte secundare,
precum permeabilizarea scdzuta a membranei celulare, febra, mialgie, hepatotoxicitate si/sau

nefrotoxicitate, eruptii cutanate, ruptura tendonului [19], [20], hiperactivitate, inflamatie la



locul injectarii [16], dinti galbeni, tulburdri digestive si cardiovasculare [21], carcinogenitate

[22] etc.

3. MEDICAMENTE ANTITROMBOTICE

Medicamentele antitrombotice sunt esentiale in prevenirea formarii trombilor arteriali
prin inhibarea agregarii plachetare. In artere, intreruperea plicii aterosclerotice declanseaza
agregarea plachetard si activarea coaguldrii culmindnd cu formarea de trombi bogati in
trombocite, care obstructioneaza fluxul sanguin (aterotromboza) [23]. Acest proces este cauza
principala a infarctului miocardic, accidentului vascular cerebral ischemic si a ischemiei acute
a membrelor. Fluxul sanguin in vene este mai lent decat cel din artere, astfel incat trombii
venosi contin mai putine trombocite si mai multd fibrina decat trombii arteriali. Blocajul in
vene duce la tromboza venoasd profunda si embolia pulmonard, care sunt cunoscute sub

numele de tromboembolism venos (TEV) [24].

4. TEHNICI ANALITICE FOLOSITE iN ANALIZA
INSTRUMENTALA

Dintre tehnicile folosite pentru studierea proprietdtilor substantelor, cele mai la
indemana sunt cele bazate pe analiza instrumentala, ( tehnici electrochimice si spectrometrice).
Aceste tehnici au la bazd examinarea proprietitilor analitilor, in vederea stabilirii sau
confirmarii structurii lor, elucidarea mecanismelor de reactie si echilibrelor implicate sau
pentru estimarea anumitor constante fizice (constanta de disociere, coeficient al transferului de
sarcind, constante de viteza, viteze initiale de reactie etc.) si determinarea cantitativd a acestora

din matrici complexe si unice [25].

In cadrul tehnicilor si metodelor electrochimice, care au ca instrument central senzorul
electrochimic, traductorul folosit cu precadere este electrodul, care In baza unei instrumentatii
si metode adecvate, poate aduce informatii relevante cu privire la mecanismul de actiune al
unei substante, cat si la cantitatea in care se gaseste intr-o probd de interes. S-a pus accent pe
electrozii dezvoltati pe baza de carbon, pornind de la electrozi consacrati precum electrodul de
carbune sticlos (GCE), electrodul serigrafiat de carbune (SPCE), electrodul de grafit mina de
creion (PGE), etc. si culmindnd cu materiale cu structuri complexe precum grafena, oxidul de
grafend, nanotuburile de carbon, nanomateriale (nanoparticule, puncte cuantice, nanofire)

pentru a evidentia stadiul actual al cunoasterii.

Tehnicile analitice spectrometrice sunt cele mai folosite tehnici in laboratoarele de

analiza, tehnici ce pun accent pe absorbtia/emisia luminii pentru a aduce informatii relevante



cu privire la mecanismele de reactie in care sunt implicate diverse substante cat si la cantitétile
in care se regasesc 1n probe. Spectrometria de absorbtie molecularda in domeniul vizibil si
ultraviolet este folositd pentru studierea proceselor in care sunt implicate substante cu molecule
de dimensiuni mai mari cum sunt medicamentele. Totodatd se poate studia si cinetica de
degradare a acestora cu rol 1n deslusirea mecanismului de actiune pentru reactiile

catalizate/biocatalizate. [26].
5. POLIMERI IMPRIMATI MOLECULAR (MIP)

Polimerii imprimati molecular sunt sintetizati dintr-o moleculd template (molecula tinta
sau molecula sablon) si un monomer functional, iar in functie de metoda de polimerizare sunt
prezenti in proces si agenti de reticulare (cross-linker), solvent porogen si/sau initiatori de
reactie. Monomerii functionali pot fi legati de molecula template prin interactiuni necovalente
(legaturi de hidrogen, ionice sau hidrofobe) sau covalente (prin formarea unor structuri
denumite pre-complecsi 1n etapa antemergatoare reticuldrii in solvent porogen [4]. Principalul
avantaj al acestei clase de polimeri este sensibilitatea ridicatd, conferitd prin interactiunea

specifica analit- MIP.

Senzorii pe bazd de polimeri imprimati molecular (figura 5.1) au fost utilizati in
dezvoltarea diferitelor metode de detectie (electrochimice [27], optice [28], fluorescente [29],

(electro)chemiluminescente [30], de rezonantd plasmonica de suprafata [31], ELISA [32]).
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Figura 5.1. Instrument de analiza electrochimica si partile sale componente: receptor,

traductor si dispozitiv analitic.
Procedura generala pentru sinteza MIP-urilor implica 3 etape (Figura 5.2):

1) formarea complexului de pre-polimerizare (pre-complex). Acest proces are la baza
combinarea moleculelor template cu monomerul functional in solventul de reactie, cu

scopul formarii de legaturi covalente sau necovalente;



2) initierea si propagarea procesului de polimerizare in mediul de reactie, In conditii
foto/termice si intr-un solvent adecvat, In vederea obtinerii unui polimer 3D care sa
includa molecule tinta.

3) indepartarea moleculelor tintd din polimerul nou format, prin extractie, elutie sau

prin aplicarea unui potential electric.

(1) Formarea pre-complexului (2) Mixul de polimerizare
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Figura 5.2. Reprezentarea schematica a principalelor etape implicate in sinteza MIP.

In structura MIP-ului se formeaza microcavitdti, capabile de recunoastere specifica a
moleculei tintd, obtindndu-se un semnal analitic care sa permita astfel determindri sensibile si

selective utilizand un dispozitiv de detectie adecvat [33].
6. SENZORI ELECTROCHIMICI PE BAZA DE MIP-URI

Senzorii electrochimici au capatat o importantd remarcabild in tehnicile de analiza
fi usor modificati si miniaturizarti. Acestia, impreuna cu MIP-urile, isi combina avantajele
rezultand unelte cu selectivitate si sensibilitate ridicate, stabilitate chimica/mecanica crescuta
cu grad de reutilizare ridicat si limite de detectie scazute (LOD) [34], [35]. Aceste caracteristici
sunt influentate atat de tipul substratului (fiind luati in considerare doar electrozii pe baza de
carbon), cat si de modificatori, care actioneazd ca receptor, fiind nucleul de detectie al

senzorului.



7. DETERMINAREA ELECTROCHIMICA A OXITETRACICLINEI
FOLOSIND ELECTRODUL DE GRAFIT TIP MINA DE CREION

A fost investigat comportamentul voltametric al oxitetraciclinei la electrodul de grafit
de tip mina de creion HB intrucat la acesta s-a obtinut cel mai mare semnal de oxidare al OTC
comparativ cu alti electrozi de lucru studiati (PGE de diferite duritati (2B, B, HB, H, 2H), GCE
sau electrod de Pt).

In cadrul dezvoltarii metodei s-a studiat influenta pH-ului si naturii electrolitul suport
asupra procesului voltametric al OTC, rezultand ca oxidarea antibioticului este caracterizata de
un proces de electrod ireversibil, dar dependent de pH. Rezultatele obtinute prin voltametrie
ciclica voltametrie diferentiald cu pulsuri au evidentiat faptul ca la oxidarea OTC numarul

electronilor implicati in proces este egal cu cel al protonilor.

Domeniul de liniaritate al metodei DPV dezvoltate pentru cuantificarea OTC in BRB
pH = 4,56 folosind PGE, a fost de la 1,0 x 10 pani la 3,6 x 10 mol/L OTC (figura 7.1.).
Valoarea limitei de detectie (LOD) a fost 6,8 x 10”7 mol/L OTC, iar a limitei de cuantificare
(LOQ) 2,3 x 10°mol/L OTC.

Intercept 5.62E-07 + 5.25E-08
Slope 0.036 + 3.924E-04
—_— -6
) 1.0x10 . mol/L Adj. R-Square 0.9992 -
3.9x10°1  —— 3.6 x 10 mol/L 12x10%
—— 6.6 x 10 mol/L ’ - W E, ~0830V
——9.2x10"° moliL ® E,,~1.000V
3.6 x 105 mol/L -
T 2.6x10° ’
< 6.3 x 10" mol/L g 810°
9.0 x 10"° mol/L =
1.3x10° § 4.1x10° .
- -
" Intercept 1.28E-07 + 9.60E-08
o5 et [Sope 0,019 % 0,002
— X 0.0 'o Adj. R-Square 0.9781
0.0 |/ & X
T T ! T ! T T T T T
0.000 0.240 0.480 0.720 0.960 1.200 0.0 0.0x10°  18x10%  27x104  3.6x10%
E (V) (vs. Ag/AgCl) Core (moliL)
a) b)

Figura 7.1.a) Voltamograme diferentiale cu pulsuri inregistrate pe HB PGE pentru
solutii de OTC de concentratii diferite in solutie de BRB pH = 4,56,b) variatia intensitatii
curentului de peak pentru diferite concentratii de OTC 1n solutie de tampon BRB pH = 4,56.

Metoda dezvoltata este simpla si rapidd, optimizatd pentru determinarea OTC in

produsele farmaceutice veterinare.



8. DETERMINAREA DIPIRIDAMOLULUI FOLOSIND ELECTROZI
TIP MINA DE GRAFIT MODIFICATI CU FILME POLIMERICE
IMPRIMATE MOLECULAR

8.1.SELECTAREA MONOMERULUI IN VEDEREA OB TINERII DE FILME
POLIMERICE IMPRIMATE MOLECULAR

e Naringin ca monomer functional

S-a studiat posibilitatea realizarii unui film polimeric imprimat molecular folosind drept
moleculi template dipiridamolul. In acest caz s-a folosit ca monomer functional naringinul, un

bioflavonoid natural a carui structurd chimica este prezentata in figura figura 8.1.

—
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Figura 8.1. Formula structurala a naringinului.

Luand 1n considerare datele prezente in literaturd, referitoare la posibilitatea
dimerizarii/ polimerizarii flavonoidelor la pH-uri scazute cu posibilitatea pierderii unui proton
si producerii unui radical semichinond [36], s-a incercat folosirea unei metode
potentiodinamice pentru obtinerea unui film de polinaringin (pNGN). In urma optimizarii
conditiilor de polimerizare pentru MIP si NIP s1 a folosirii senzorilor noi formati pentru pentru
misurarea intensitatilor de peak asociate DIP dintr-o solutie ce continea 1,00 x107 mol/L analit,

raspunsul senzorului nu a fost multumitor, astfel incat au fost considerati alti monomeri.
o Acidul galic ca monomer functional

Alt monomer functional testat pentru capacitatea de formare a unui film polimeric
impregnat molecular a fost acidul galic (GA), care este un compus trifenolic (figura 8.2) cu
importantd biologicd si farmacologicd avand proprietdti antibacteriene, anticanceroase si

antiinflamatorii.

\‘ﬂ T \Q-:]_// o

Figura 8.2. Formula structurala a acidului galic
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Pornind de la faptul ca exista in literatura electrozi de carbon modificati cu acid
poligalic (pGA), s-a propus modificarea unui electrod cu acid galic, in 2 solutii electrolitice
diferite: PBS pH = 7,00 si BRB pH = 9,00. Senzorii obtinuti nu au prezentat calitati superioare

electrozilor nemodificati, astfel incat a fost schimbat monomerul de lucru.
e Proflavina ca monomer functional

Alt monomer folosit pentru generarea de filme polimerice imprimate molecular pentru
detectia DIP a fost proflavina (PFV), unul dintre cei mai folositi agenti antibacterieni.
Activitatea biologica este data de structura planara a acesteia (figura 8.3), putand foarte usor sa

se intercaleze intre cele 2 helixuri de ADN, blocand astfel anumite functii date de acesta [37].

Figura 8.3. Formula structurald a proflavinei.

S-au generat doud un mix-uri de polimerizare, primul continAnd PFV 2,00x 10™* mol/L,
in scopul formirii NIP-ului si cel de al 2-lea continand PFV 2,00 x 10~ mol/L si DIP 2,00x
10 mol/L, pentru formarea MIP-ului. Au fost aplicate 5 cicluri de potential, in care acesta
varia de la — 0,300V pana la 1,300 V, iar viteza de scanare era 0,100V/. Nici in cazul folosirii

proflavinei, raspunsul senzorului nu a fost superior electrodului nemodificat.

8.2.DETERMINAREA DIPIRIDAMOLULUI FOLOSIND PGE MODIFICAT CU MIP
PE BAZA DE ACID CAFEIC

In vederea obtinerii electrodului modificat MIP_PGE, s-a folosit o metodd de
polimerizare potentiodinamica ce a constat in aplicarea a 5 cicluri de potential intre 0,000 si
2,000V, solutia de lucru continand CA (monomer), DIP (template) si PBS pH = 7,00 (electrolit
suport). Acelasi tratament electrochimic a fost aplicat electrolitului suport, electrodului
modificat doar cu CA si electrodului modificat cu DIP. Pentru electrodul MIP_PGE pot fi
observate in primul ciclu de scanare al voltamogramelor un semnal corespunzdtor CA (a) si un
semnal corespunzdtor DIP (b), peak-urile anodice putand fi observate la cca. 0,300 V si cca.
0,500 V. In timpul scandrii inverse a primului ciclu de potential a aparut un peak catodic la cca.
0,150 V. incepénd cu cel de-al 2 lea ciclu, aceste doud semnale au scazut dramatic, semnalul
DIP (b) disparand complet incepand cu cel de-al 3 lea ciclu, in timp ce semnalul corespunzator
CA (a) s-a deplasat spre potentiale mai putin pozitive. Potrivit lui Nian Bing Le et al. [38] acest

semnal (de la cca. 0,230 V) poate fi atribuit formarii filmului poli(acid cafeic) (pCA). Cuplul

10



redox semnalului anodic cu cel catodic care corespundea perechii de o-chinona/o-hidrochinona
reprezintd o dovada a formarii filmului pCA [39], [40]. Imbunatitirea curentilor de peak cu
cresterea numarului de cicluri de polimerizare a sugerat faptul ca polimerul generat la suprafata
electrodului este conductiv. Voltamogramele aferente polimerizarii DIP+CA pot fi observate in

figura 8.4.

4.0x10°%

20x10% a b
4.0x107 - /ﬂ ”

3.0x107* 1

Ciclul 1

|
< 2.0x10 Ciclul 2
= Ciclul 3
Ciclul 4 /7 /
1.0x10* 4 Ciclul 5 ##

00+

T T T 1
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000
E (V) (vs. AgiAgCI)

Figura 8.4. Voltamograme ciclice inregistrate pe PGE in timpul procesului de
electropolimerizare avand in mixul de reactie 2,00 x 10 mol/L si 4,00 x 10~ mol/L DIP in
PBS pH = 7,00, cu o valoare a vitezei de scanare de 0,100 V/s. Inset: sectiune extinsa a

regiunii In care au fost observate semnalele CA si DIP.

S-au optimizat conditiile experimentale pentru dezvoltarea electrodului modificat prin
studiul influentei concentratiei monomerului functional si a moleculei sablon, obtinandu-se
concentratiile optime 2,00 x 10 mol/L CA si 4,00 x 10~ mol/L DIP. S-a determinat ci 5 cicluri
voltametrice reprezintd numarul optim de cicluri de electropolimerizare aplicate, s-a stabilit
valoarea vitezei de baleiaj si anume 0,100 V/s, a conditiilor de eliminare a moleculei sablon si

s-a caracterizat electrodul prin spectroscopie de impedanta electrochimica.

Influenta concentratiei DIP asupra curentului de peak anodic obtinut prin DPV pentru
MIP_PGE in PBS pH = 7,00 a fost studiati in intervalul de concentratie 1,00 x 1077 — 1,00 x
107 mol/L DIP si au fost exprimate intensititile curentilor de peak din DPV in functie de

concentratia de DIP din solutie, in PBS, pH = 7,00 (Figura 8.5).
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Figura 8.5. a) Voltamograma obtinuta prin DPV pe MIP_PGE pentru diferite
concentratii de DIP in PBS pH = 7,00; b) reprezentarea a intensitatilor curentilor de peak din
DPV in functie de concentratia de DIP din solutie, in PBS, pH = 7,00 folosind viteza de
scanare de 0,100 V/s

Variatia liniard a curentului de peak de oxidare cu concentratie DIP a fost descrisa de
ecuatia de regresie I, (A) = 0,902x Cpp (mol/L) + 2,412 x 107 (R? = 0,9943), care a fost

valabila pentru Intregul interval de concentratie investigat.

Pentru a reduce limita inferioara a intervalului liniar obtinut pentru determinarea prin
DPV a DIP pe MIP_PGE, s-a studiat influenta cumularii DIP la suprafata electrodului prin
aplicarea unui timp de acumulare (tacc) de 10 s si baleierea potentialului de acumulare (Eacc) de
la —0,200 V la 0,200V. Tinand cont de faptul ca cel mai mare curent oxidare al DIP a fost
inregistrat la un Eacc de 0,200V, in etapa urmdtoare, acest potential de acumulare a fost mentinut
constant si tacc a fost crescut treptat pana la 45 s. Semnalul de oxidare DIP a crescut cu cresterea
tace pand la 30 s si usor a scdzut pentru perioade mai lungi de acumulare, cel mai probabil
datoritd saturatiei suprafetei electrodului cu moleculele de analit. S-au inregistrat

voltamograme DPV-Ads pentru mai multe concentratii de analit. (figura 8.6).
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Figura 8.6. a) Voltamograma obtinuta prin Ads-DPV pe MIP_PGE pentru diferite
concentratii de DIP in PBS pH = 7,00, tacc 30 s; Eacc 0,200 V; b) reprezentarea a intensitatilor
curentilor de peak din tehnica AdS-DPV in functie de concentratia de DIP din solutie, in PBS,
pH 7,00 folosind viteza de scanare de 0,100 V/s

Datorita efectului electrocatalitic al pCA si acumularii analitului In cavitatile selective
ale MIP-ului, semnalul anodic ireversibil, dependent de pH al DIP a fost de 28% mai mare la

MIP_PGE in comparatie cu cel nemodificat.

Determinarea concentratiei de DIP s-a efectuat prin DPV, tehnicd mai sensibilad pentru
PGE modificat fata de PGE nemodificat si nu prin AdS-DPV a cdrei sensibilitate era mai slaba
comapartiv cu ale altor senzori raportati in literaturd. Cu toate acestea, intervalele liniare de
aproape doud ordine de marime si limitele de detectie situate la nivelul de zeci de nanomolar
prin DPV si AdS-DPV pentru MIP_PGE au demonstrat faptul ca sunt potrivite pentru
cuantificarea DIP din probele farmaceutice si in plasma sanguind umana atunci cand se iau in
considerare nivelurile plasmatice ale DIP intre 0,800 si 2,32 ug/mL (1,58 x 107 pana la 4,60 x
10 mol/L) [41].

8.3.SENZOR ELECTROCHIMIC TIP MINA DE GRAFIT PE BAZA DE FILM
IMPRIMAT MOLECULAR CU CURCUMINA PENTRU DETECTIA
DIPIRIDAMOLULUI

Influenta electrolitului suport utilizat in etapa de electro-polimerizare asupra
amplitudinii semnalului de oxidare DIP inregistrat la PGE modificat cu MIP electropolimerizat
in mediul corespunzator, a fost investigat utilizind HCI1 0,1 mol/L, solutie tampon de fosfat
(PBS) pH = 7,00 si, respectiv, NaOH 0,2 mol/L (Tabelul 8.1). In acest sens, potentialul aplicat

PGE a fost ciclat de cinci ori intre 0,000 si 1,000 V. Semnalul cel mai intens a fost obtinut
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atunci cand suprafata PGE a fost acoperitd cu MIP pe baza de curcumina electropolimerizat in

NaOH 0,2 mol/L. In continuare, acest mediu a fost selectat pentru experimentele ulterioare.

Tabelul 8.1. Curenti de peak anodic, I, (A), inregistrati pentru DIP 1,00 x 10 mol/L

in BRB pH = 3,29 prin DPV cu electrodul

Electrolitul suport folosit pentru formarea filmului MIP pe PGE Ip (A)
HC1 0,1 mol/L 5,76 x 10°°
PBS pH = 7,00 6,98 x 107
NaOH 0,2 mol/L 7,51 x 107

Pentru polimerizarea In NaOH 0,2 mol/L, la baleiajul anodic al primului ciclu de

potentiale, voltamograma ciclicd inregistratd in mediu puternic bazic pentru amestecul de CU

si DIP (Figura 8.7) a prezentat un semnal intens cu potentialul de peak de aproximativ 0,330

V, care a prezentat si o pre-unda slab

6.8x10°° o

5.1x10% o

1(A)

3.4x10°% o

4.5x10*

1.7x10°% o

3.0x10™

1(A)

0.0 —_——

0.000 0.‘{40 0.;80 0.‘320 0.;60
E (V) (vs. Ag/AgCl)

1.5x10

—— Cycle 1
—— Cycle 2
—— Cycle 3
0.0 —— Cycle 4
Cycle 5

T T T T T T T T T 1
0.000 0.200 0.400 0.600 0.800 1.000

E (V) (vs. Ag/AgCl)

Figure 8.7. Voltamograme ciclice inregistrate cu electrodul PGE pentru (a) 5,00 x 10

mol/L CU si (b) 5,00 x 10 mol/L CU 1in prezenta a 2,50 x 10~> mol/L DIP in NaOH 0,2

mol/L, viteza de scanare 0,100 V/s. Inset: zond marita a potentialelor unde CU si DIP prezinta

semnale.

In cadrul dezvoltarii senzorului au fost optimizati o serie de parametri relevanti precum

raportul dintre monomer si template (2,00 x 10~ mol/L si respectiv 4,00 x 107> mol/L), numarul

de cicluri de potential aplicate in cadrul electropolimerizarii potentiodinamice (7 cicluri), viteza

14




de baleiaj a electropolimerizarii (0,100 V/s) si timpul de inlaturare a moleculei sablon din
filmul polimeric format (120 minute). Ulterior, au fost caracterizate filmele polimerice
imprimate molecular prin spectroscopie de impedanta electrochimica si caracterizate din punct

de vedere al suprafetei active

Influenta curentului de peak anodic al DIP obtinut prin DPV s-a studiat la MIP_PGE in
solutia de BRB pH = 3,29 in intervalul de concentratie 5,00 x 10°® — 1,00 x 10~* mol/L DIP
(figura 8.8).

——5.00 x 10" mol/L
——1.00 x 107 mol/L
——5.00 x 107 mol/L

6.3x10°

——1.00 x 10" mol/L
5.00 x 10" mol/L
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Figura 10.2. a) Voltamograme diferentiale cu pulsuri de potential inregistrate pe
MIP_PGE pentru solutii de DIP de contratii care variazi intre 5,00 x 107® — 1,00 x 107> si b)
2,50 x 107° — 1,00 x 10~ in solutie BRB pH = 3,29 cu rol de electrolit suport
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Figura 10.3. a) Reprezentarea a intensitatilor curentilor de peak din DPV in functie de
concentratia de DIP din solutie, pentru domeniul liniar 5,00 x 10%—-1,00 x 107 si b) 2,50 x
1075 - 1,00 x 10 mol/L, in BRB, pH = 3,29 folosind viteza de scanare de 0,100 V/s
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Variatia liniara a curentului peak de oxidare cu concentratia de DIP este descrisa de
ecuatiile de regresie I, (A) = 0,7341x Cpp (mol/L) + 2,000 x 108 (R? = 0,9994) pentru
intervalul de concentratie 5,00 x 1078 — 1,00 x 107> si Ip (A) = 0,2016x Cprp (mol/L) + 1,000
x 107 (R? = 0,9997) pentru intervalul de concentratie 2,50 x 107> — 1,00 x 10™* mol/L.

A fost dezvoltat un nou senzor electrochimic bazat pe MIP pentru identificarea DIP,
folosind CU, ca monomer si DIP ca moleculd sablon. Polimerizarea s-a bazat pe o metoda

potentiodinamicd, obtinand un senzor eficient si selectiv pentru detectarea DIP.

Tehnicile electrochimice DPV si AdS-DPV au fost utilizate pentru identificarea
continutului de DIP in tabletele farmaceutice si apa de la robinet, rezultand o LOD de 1,47 x
10~® mol/L pentru DPV si respectiv 3,96 x 10~ mol/L pentru AdS-DPV si domenii liniare de
aproape doud ordine de mirime 5,00 x 10® — 1,00 x 107> mol/L si 5,00 x 10 — 1,00 x 10”7
mol/L.

9. STUDIUL DEGRADARII ENZIMATICE A DIPIRIDAMOLULUI iN
PREZENTA LACAZEI SI FOLOSIND CA MEDIATOR ACIDUL
CAFEIC.

Acest capitol a presupus folosirea polifenolilor, anterior utilizati ca monomeri
functionali ca mediatori enzimatici in scopul degradarii DIP. Prin acest studiu a fost evaluat
efectul posibil poluant al medicamentelor in scopul dezvoltarii unei metode enzimatice de

degradare a dipiridamolului din mediu.

Prima etapa a fost studierea influentei unei cantitati fixe de lacaza 0.20 mg/mL asupra
decoloririi unei solutii de DIP = 1,00 x 10* mol/L, in solutie tampon ABS pH = 4,40. Spectrele

rezultate la intervale de timp variate pot fi observate in figura 9.1.

300 350 400
24 A (nm)

—— Cpp = 1.00 x 10 mol/L - fara lacaza

—— Cppp = 1.00 x 10" mol/L +C ¢ 0.20 mg/mL- 2 min

—— Cppp = 1.00 x 10 mol/L +C_,, 0.20 mg/mL- 4 min

—— Cppp = 1.00 x 10 mol/L +C_, 0.20 mg/mL- 5 min
Cppp = 1.00 x 10 mol/L +C,,, 0.20 mg/mL- 20 min

x 10" mol/L +C,, 0.20 mg/mL- 30 min

T T T 1
200 300 400 500 600
A (nm)
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Figura 9.1. Degradarea dipiridamolului (DIP = 1,00 x 10 mol/L) in prezenta a 0,20

mg/mL lacaza inregistrata la diferite perioade de timp.

Din spectrele initiale A = f(t) s-a putut determina maximul de absorbtie in domeniul Viz
al DIP si anume 404 nm si ulterior din interactia cu enzima s-a observat decolorarea acestuia
in timp. S-a determinat pH-ul optim de actiune al enzimei, se suprapune pe datele din literatura
(pH = 4,40).

Au fost determinate vitezele initiale de reactie VrO ca fiind panta dependentei liniare
pe portiunea initiala (aproximativ 200 secunde). Reprezentarea vitezelor initiale n functie de

concentratia initiala de DIP este redata in figura 9.2.

4.4x10%

3.7x10% 3.3x10% 4

"
2.8x10 2.2x10% -

VR0 (s)

VR0 (1/s)

1.9x10 4
1.1x10* -

[
9.3x10°° 4

0.0

0.0 7.0x10% 1ax10¢ 24x10% 28x10% 2000 4000 6000 8000 10000
Cpyp (moliL) 1/Cpp (L/mol)
Figura 11.2. Reprezentarea vitezelor initiale de reactie in functie de concentratia de DIP

si liniarizarea Linewaver-Burk care exprima relatia 1/VrO= {(1/Cpip)

Din alura hiperbolica a graficului se poate observa faptul cd enzima poseda un
comportament tipic unui mecanism Michaelis-Menten, parametrii cinetici fiind estimati din

reprezentarea grafica Lineweaver-Burk.

S-a studiat influenta concentratiei de substrat asupra degraddrii enzimatice si s-au
estimat parametrii Ky = 1,41 x 1057, iar Km =6,50 x 107 mol/L. Totodati s-a studiat influenta
concentratiei de enzima in contextul degradarii enzimatice, observandu-se o buna liniaritate pe
domeniul studiat. S-a studiat si influenta mediatorului CAF asupra reactiei enzimatice,
observandu-se o activare a acesteia la cantitati mici de mediator si o concurenta de substrat

pentru concentratii mai mari de acid cafeic.

10.CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

Au fost urmarite tehnicile electrochimice pe baza de electrozi de carbon nemodificati

si modificati cu filme polimerice imprimate molecular, bazate cu precddere pe detectia de
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medicamente antibiotice si antitrombotice din diverse matrici de proba. Pentru a obtine metode
rapide de analiza, filmul polimeric a fost obtinut printr-o metodad electrochimica dintr-un
template (dipiridamolul) si monomer functional (compusi polifenolici). Au fost dezvoltati 2
senzori electrochimici de carbon tip mind de grafit modificati cu filme polimerice imprimate
molecularpe baza de acidul cafeic si curcumina. Au fost optimizati parametrii aferenti sintezei
noilor filme polimerice si au fost caracterizate prin spectroscopie de impedanta electrochimica
si a fost determinata suprafeta electroactiva. In final, a fost studiat comportamentul voltametric
al senzorilor (influenta pH-ului, a vitezei de scanare, concentratia de analit, timp si potential de

acumulare etc.).

in capitolul 7 a fost studiat comportamentul votammetric al OTC. Dupi stabilirea
electrodului de lucru, s-a studiat influenta electrolitului suport, a pH-ului rezultand faptul ca
OTC este oxidat intr-un proces de electrod ireversibil, dependent de pH. Domeniul de liniaritate
al metodei este 1,0 x 10° — 3,6 x 10* mol/L OTC in pH BRB = 4,56.S-a obtinut o limiti de
detectie de 6,8 x 107 mol/L OTC, valoare potriviti pentru determinarea OTC in produsele

farmaceutice veterinare.

in capitolul 8 rezultatele se impart in 3 parti. in prima parte au fost studiati compusi
potriviti pentru a fi folositi ca monomeri functionali In procesul de polimerizare. Dintre acestia,
naringinul si acidul galic nu au adus nici o imbunatatire electrodului modificat, iar proflavina
a adus o imbunétitire a intensititii peak-ului de oxidare al unei solutii de DIP 1,00 107> mol/L
de Iomip = 5,30 x 107 A, fata de Ippce = 3,80 x 10 A. Cu toate acestea cele mai bune rezultate
sunt prezentate in celelalte parti ale capitolului. in a 2-a parte a fost studiat comportamentul
DIP si utilizdnd un electrod modificat cu un film imprimat molecular de unica folosinta.
Tehnica de obtinere a filmului a fost electropolimerizarea potentiodinamica a acidului cafeic,
impreund cu molecula template. Determinarea concentratiei de DIP s-a efectuat prin DPYV,
obtinandu-se un domeniu liniar care variaza intre 1,00 x 10~ — 1,00 x 107 mol/L cu o limiti
de detectie de 2,04 x 107® mol/L. Folosindu-se o tehnici adsorbtivi de striping s-a obtinut un
domeniu liniar care variaza intre 1,00 x 1078 — 5,00 x 1077 si prezintd o limitd de detectie de
8,67 x 10 mol/L. In cea de-a 3 a parte a fost prezentat un nou senzor electrochimic bazat pe
MIP pe baza de curcumind pentru identificarea dipiridamolului. Conditiile electropolimerizarii
au fost optimizate pentru a obtine cel mai bun semnal analitic. Extractia moleculei sablon a fost
realizata prin imersarea electrodului in EtOH timp de 2 ore. Tehnicile DPV si AdS-DPV au fost
utilizate pentru identificarea continutului de DIP, obtinandu-se pentru fiecare domeniul liniar

care se intinde pe aproape 2 ordine de mirime 5,00 x 107 — 1,00 x 10~ mol/L si 5,00 x 10~ —
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1,00 x 107 mol/L, prezentand limitele de detectie de 1,47 x 107® mol/L pentru DPV si respectiv
3,96 x 10~ mol/L pentru AdS-DPV. Metoda a fost aplicati pentru detectia dipiridamolului din

preparate farmaceutice si din probe de apa de robinet.

In capitolul 9 sunt prezentate rezultatele capacititii de folosire ca mediatori enzimatici
a compusilor din categoria polifenolilor pentru inlaturarea eficienta a dipiridamolului din ape
uzate. S-a determinat maximul de absorbtie al DIP (404 nm), din spectrele initiale A = f(t) si
ulterior s-a testat actiunea enzimei asupra substratului in timp. pH -ul optim al enzimei s-a
determinat (4,40), observandu-se o buna corelatie cu cel definit in literaturd). S-au determinat
parametrii Vmax = 1,41 x 10* s, iar Km =6,50 x 107 mol/L, ca rezultat studiat influentei
concentratiei de substrat asupra degradarii enzimatice. S-a studiat posibilitatea inactivarii
enzimei pe un domeniu de concentratii stabilit (0,10 — 0,50 mg/mL), observandu-se un grad de
liniaritate buna a vitezelor initiale de reactie in functie de concentratia de enzima, fapt din care
rezultd cad enzima ramane activa. S-a studiat si posibilitatea folosirii CA ca mediator 1n reactia
de degradare enzimaticd, observandu-se o crestere a vitezei de reactie la cantitdti mici de

mediator si o concurentd de substrat pentru concentratii mai mari de acid cafeic.
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