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1. INTRODUCERE

Motivatia, importanta si actualitatea temei

Afectiunile neurologice reprezintd o problema majora la nivel global din cauza
cresterii rapide a numarului de cazuri. Depistarea precoce este esentiala pentru imbunatatirea
calitatii vietii si incetinirea progresiei patologiilor neurologice. Pentru acest scop, au fost
dezvoltate dispozitive portabile capabile sd detecteze compusi biologici prin proceduri
minim invazive. Acestea pot fi utilizate direct la locul de ingrijire al pacientului.

Obiectivul general al acestui studiu se refera la elaborarea de senzori electrochimici
cu metode originale, bazate pe utilizarea tensiunilor (Esin) si curentilor alternativi (Isin),
pentru determinarea rapidd a unor compusi de interes biologic din probe de urind. Prin
urmare, am propus elaborarea de senzori electrochimici alcatuiti din electrozi modificati cu
materiale compozite pe baza de polimeri conductori (PEDOT, PEDOT-PDA, PEDOT/PB) si
nanoparticule metalice (nano-Au, nano-Pt, nano-Ag). Pentru sinteza acestor materiale am
elaborat metodele originale bazate pe utilizarea curentilor si tensiunilor alternative deoarece
acestea Tmbundtitesc considerabil suprafata electrochimic activa, proprietatile
electrocatalitice si implicit sensibilitatea analitica.

Obiectivele tezei de doctorat

Obiectivul general constd in dezvoltarea de noi senzori electrochimici proiectati pe
platforme de detectie electrochimice constituite din electrozi conventionali modificati cu
materiale compozite cu aplicatii in detectia de compusi biologic activi. Principalii analiti
investigati sunt neurotransmitatorii epinefrind si serotonind, antioxidantul quercetina si ionii
de potasiu. Obiectivul general al tezei a avut In vedere elaborarea de senzori utilizati pentru
detectia compusilor biologic activi in probe reale, si anume in probe de urind, prin proceduri
de prelevare minim invazive.

Obiectivele specifice ale tezei de doctorat au fost stabilite pe baza obiectivului
general si in corelatie cu activitdtile prevazute in programul individual de cercetare
stiintificad. Obiectivele specifice au fost realizate integral, prin documentarea stiintifica
(realizarea unei recenzii privind determinarea electrochimicd a neurotransmitatorilor cu
senzori electrochimici pe baza de materiale compozite), elaborarea si prezentarea in fata
comisiei de indrumare a sapte rapoarte de cercetare stiintificd, elaborarea de publicatii
stiintifice cu datele prezentate in teza de doctorat (cinci articole in reviste cotate ISI dintre
care trei in zona QI, unul in zona Q3 si unul in zona Q4) si 14 participari la conferinte
nationale/internationale, dintre care patru comunicari orale si 10 comunicari de tip poster.

Metodologia de cercetare

Metodologia de cercetare a permis monitorizarea indicatorilor de progres si
indeplinirea integrald a obiectivelor specifice ale tezei de doctorat: stabilirea si optimizarea
parametrilor experimentali ai metodelor originale bazate pe curenti alternativi (Isin) si
tensiuni alternative (Esin), functionalizarea selectiva a suprafetei electrozilor conventionali
cu materiale compozite pe baza de polimeri conductori (PEDOT, PDA) si nanoparticule
metalice (nanoparticule de Au, Pt, Ag) si anorganice (Albastru de Prusia), caracterizarea
electrochimicd a electrozilor modificati in prezenta unei sonde redox pentru determinarea
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proprietatilor electrochimice, caracterizarea morfologica a electrozilor modificati, studiul
influentei vitezei de baleiaj a potentialului asupra raspunsurilor electrochimice ale senzorilor
elaborati In prezenta unor sonde redox, testarea senzorilor voltametrici elaborati in probe
sintetice cu compozitie cunoscuta de analiti, estimarea performantelor analtice ale senzorilor
elaborati, efectuarea studiilor de interferentd, elaborarea curbelor de calibrare si testarea si
validarea senzorilor elaborati in probe reale.

Structura tezei de doctorat

Prezenta tezd de doctorat este structuratd in trei parti principale: Introducerea
(Capitolul 1), Partea A - Studiul critic al datelor din literatura (Capitolele 2 si 3), Partea B -
Contributii originale (Capitolele 4, 5, 6, 7, 8 si 9), respectiv Partea C - Concluzii generale,
contributii stiintifice originale si directii viitoare de cercetare (Capitolul 10). La final sunt
incluse sectiunile: Referintele bibliografice (Capitolul 11) si Anexele (Capitolul 12).

Capitolul 1 descrie motivatia, importanta temei de cercetare, obiectivele tezei de
doctorat si metodologia cercetarii.

Capitolul 2 prezinta principalele tipuri de senzori electrochimici pe baza de electrozi
conventionali functionalizati cu polimeri conductori, nanoparticule metalice/anorganice si
materiale compozite. Sunt discutate principalele aspecte referitoare la sinteza, caracterizarea
si performantele analitice ale electrozilor functionalizati.

Capitolul 3 include o descriere sinteticd a principalilor compusi biologic activi
investigati in cadrul tezei, neurotransmititori si antioxidanti. In acest capitol sunt discutate

Contributiile originale sunt descrise in Capitolele 4, 5, 6, 7, 8 si 9.

Capitolul 4 include descrierea activitatilor experimentale referitoare la aparatura
utilizata, reactivi, electrozi, proceduri de sinteza, tehnici de investigatie, protocoale analitice
de testare si validare a senzorilor electrochimici elaborati in cadrul tezei.

Capitolul 5 descrie elaborarea metodelor originale de preparare a senzorilor
electrochimici §1 optimizarea parametrilor experimentali pentru sinteza polimerilor
conductori, a nanoparticulelor metalice si anorganice, respectiv a materialelor compozite.

Capitolul 6 descrie elaborarea de platforme de detectie electrochimicd pe baza de
electrozi conventionali functionalizati cu polimeri organici conductori, PEDOT,
polidopamina, si nanoparticule de aur.

Senzorul electrochimic constituit din stratul de PEDOT si nano-Au, preparat in situ,
prin metoda Isin, a fost implementat pentru determinarea analitica a epineftrinei si serotoninei.
Ca si obiective de cercetare, s-a urmdrit optimizarea parametrilor electrochimici pentru
sinteza PEDOT si a nano-Au, caracterizarea electrochimica si morfologicd a PEDOT-ului si
materialului compozit PEDOT/nano-Au si validarea senzorilor electrochimici prin evaluarea
criteriilor de performanta analitica.

6.1.1. Sinteza electrochimica a polimerului conductor si a nanoparticulelor de Au

Sinteza in situ a polimerului conductor PEDOT a fost realizatd prin metoda
electrogravimetrica utilizdnd un cristal de cuart acoperit cu Au. Rezultatele din figura de mai
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jos ilustreaza curentul alternativ aplicat in timpul depunerii, potentialul rezultat precum si
variatia frecventei de rezonanta a cristalului de cuart in timpul procesului de polimerizare
(Figura 31).
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Figura 1. Sinteza materialului polimeric PEDOT prin aplicarea unei frecvente fixe de 100
mHz: a) Curentul alternativ aplicat; b) Raspunsul in potential; c¢) Variatia frecventei.
Imagine adaptata sub licenta CC BY 4.0 din referinta [1], DOI: 10.3390/bios14070320.

Traducere in limba romana a textului, reorganizarea graficelor.

Conform datelor experimentale din Figura 31, PEDOT-ul este depus prin modularea
potentialului intre 0,30 si 0,85 V si demonstreazd implicarea domeniului de potentiale
anodice mai mari de 0,80 V in procesul de polimerizare electrochimica. in timpul procesului
de polimerizare are loc, de asemenea, expulzarea contra-ionilor si/sau a moleculelor de
solvent, acest proces fiind corelat cu cresterea frecventei cristalului de cuart la finalul
fiecarui ciclu de sintezd (un ciclu de sinteza reprezintd un ciclu complet al semnalului
alternativ aplicat) [1].

Masa de polimer depus poate fi estimata cu ajutorul ecuatiei lui Sauerbrey:
2 X f¢ X Am

Af =—————7 (24
A X pz X pz

Unde:

Af — variatia frecventei cristalului rezonator (Hz), fo — frecventa de rezonanta (Hz),
Am — variatia masei (ug/cm?), A — aria activi a cristalului de cuart (cm?), p — densitatea
cristalului de cuart (g/cm?) si p — modulul de forfecare al cristalului de cuart (g X cm™ X s?).


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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In acest fel, masa de polimer a avut valoarea de 5,2 ug cm. Din datele experimentale
referitoare la polimerizarea electrochimicd a monomerului se poate estima masa de polimer
depus utilizand sarcina electrica si numarul de electroni transferati per moleculd de monomer
(2,25 electroni) [2,3]. A fost obtinuti o valoare de ca. 3,1 ng cm™ , considerand ci nu au loc
reactii secundare. Aceasta valoare mai mica fatd de valoarca obtinuta din masuratori
electrogravimetrice este determinatad de faptul ca nu a fost luat in calcul efectul datorat
incorporarii in stratul de polimer a contraionilor si/sau a moleculelor de solvent.

6.1.3.3. Evaluarea parametrilor analitici. Elaborare curbe de calibrare

Performantele analitice ale senzorului PEDOT/nano-Au dezvoltat cu parametri
optimizati de sinteza, pentru epinefrind au fost evaluate (Figura 44a). Asa cum reiese din
Figura 44b, senzorul prezinta un raspuns liniar pe un domeniu de concentratie cuprins intre
1 uM si 100 uM. Ecuatia de regresie liniard este reprezentata astfel: I,a (WA) = 1,2 + 0,060
[EP] (uM), coeficient de determinare R? = 0,9974. Sensibilitatea senzorului are o valoare de
0,845 pA X uM™ X cm™. LD si LC au fost determinate, obtindndu-se valorile de 0,5 uM si
1,7 uM [1]. Rezultatele experimentale indicd o performantd analitici Tmbunatatitd a
senzorului dezvoltat cu noii parametri ai metodei Isin.

1,0x107 -

100 uM EP
74
5,0x10° - 64
< <:_L 51
v
e 0,01 -~ 4 .
©
= 3
-5,0x10° 4/ 2-
14
06 03 00 03 06 09 o 20 40 60 8 100
E/V Concentratie EP / uM
a) b)

Figura 2. Raspunsul analitic: a) CV pentru PEDOT-nano Au in PBS 0,1 M (pH=7) si EP
1-100 uM, v = 0,05 V/s; b) Curba de calibrare cu bara de erori (n=3). Imagine adaptata
sub licenta CC BY 4.0 din referinta [1], DOI: 10.3390/bios14070320. Traducere in
limba romana a textului, reorganizarea graficelor.

6.1.4.1. Electroanaliza epinefrinei

Senzorul electrochimic PEDOT/nano-Au dezvoltat pe baza parametrilor intermediari
de sinteza a fost utilizat pentru determinarea epinefrinei dintr-o proba de apa de la robinet si
dintr-o proba reala de urina diluata in raport 1:10 cu tampon fosfat 0,1 M, pH=7 (Figura
46). Studiul efectuat in proba de apa de la robinet a avut drept scop evaluarea performantei
analitice a senzorului in medii cu rezistentd electrica ridicata, fiind adaugat un electrolit
suport, in acest caz o solutie de tampon fosfat cu concentratia finala in proba analizata de
0,04 M. In acest caz s-a obervat o valoare a potentialului la care se produce oxidarea
epinefrinei de 0,25 V (Figura 46a). Pe baza modelului de regresie liniard a dependentei
curentului de pic anodic in functie de concentratia analitului s-a obtinut un coeficient de
determinare R? = 0,9751 cu o sensibilitate de 0,277 pA X pM™! X ¢cm™. Din comparatia
realizata intre valorile de sensibilitate obtinute intre aceastd proba si solutia de tampon fosfat,


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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rezultd cd senzorul poate fi utilizat Tn mod eficient in probe cu rezistentd electrica crescuta
[2].

Senzorul electrochimic PEDOT/nano-Au dezvoltat cu implementarea parametrilor
intermediari de sinteza a fost utilizat pentru detectia epinefrinei dintr-o proba reala de urina
diluata in raport 1:10 cu tampon fosfat 0,1 M, pH=7 (Figura 46b). Oxidarea epinefrinei are
loc la o valoare de potential de 0,32 V. Curentul de pic asociat cu oxidarea epinefrinei
prezinta o crestere liniara, direct proportionald cu concentratia analitului. Gradul analitic de
regasire a fost determinat pentru concentratiile de 40 pM, 80 uM si 160 uM si au fost
obtinute valori de 90,8%, 101,3% si 104,2% [2].
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Figura 3. CV cu raspunsul analitic al senzorului PEDOT/nano-Au in: a) proba de apa de
la Robinet. Grafic inserat: curba de calibrare si b) proba de urina imbogatita cu EP 40-
160 uM; v = 0,05 V/s. Imagini adaptate sub licenta CC BY 4.0 din ref. [2],
DOI:10.3390/bios13080781. Traducere in limba romdna a textului.

6.1.5. Comparatie intre performantele analitice ale senzorilor obtinuti si datele din
literatura

Performantele analitice ale senzorului PEDOT/nano-Au sintetizat prin metoda Isin
sunt comparabile cu rezultatele din literatura de specialitate pentru senzorii elaborati prin
intermediul metodelor clasice de sinteza (Tabelul 15).

Tabelul 1. Exemple de senzori din literatura utilizati pentru electroanaliza EP.

Electrod si Metoda Limita D.or.nemul -
. Y . de liniar de Sensibilitate
material Analit de . y 1 Ref.
selectiv detectie detectie  raspuns (rARM™)
’ (uM) M)
Giﬁ'ﬁgF i EP SWV 1,7 { >5<OI 0’ 7,27 x 107! [3]
Au/ZnO/ .
PPy/RGO/  EP DPV foﬁ 65211002' [4]
GCE
MIP/AuNPs 7.6 X 9 x 1072-
> - 5
/GCE EP DPV 102 1 x10? [3]
P tul
PEDOT/  EP CV  5x100 1-1x102 6 x 102 Zzzlf;i‘u“
nano-Au ST CV 5,7 10-320 4,9 x 102

2]

RGO-oxid de grafena redus; MIP-polimer imprimat molecular.
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Din analiza rezultatelor din literaturd se poate afirma ca senzorul electrochimic
obtinut in prezenta lucrare, PEDOT/nano-Au, prezintd performante analitice similare
senzorilor raportati 1n literatura si poate fi utilizat cu eficientd in determinarea epinefrinei.

6.2. Senzori electrochimici pe baza de PEDOT-PDA si nanoparticule de Au

Principalul obiectiv al prezentului studiu constd in dezvoltarea de senzori
electrochimici pe baza de electrozi modificati cu materiale compozite ce includ un material
polimeric hibrid constituit dintr-un polimer organic biomimetic, polidopamind (PDA), un
polimer organic conductor (PEDOT) si nanoparticule de aur (nano-Au), sintetizate prin
metoda curentilor alternativi (Isin) [6—8]. Senzorul electrochimic a fost utilizat in
determinarea analiticd a epinefrinei In probe sintetice si probe reale.

6.2.3.3. Optimizarea parametrilor analitici

Senzorul electrochimic PEDOT-PDA/nano-Au a fost studiat in solutie apoasa de PBS
0,1 M (pH=7,4) pentru determinarea analiticd a epinefrinei. Raspunsul analitic al senzorului
PEDOT-PDA/nano-Au a fost evaluat in voltametrie cu puls diferential, prin realizarea curbei
de calibrare in PBS 0,1 M (pH=7,4), cu adaos de epinefrina cu concentratii cuprinse intre
0,4 51 100 uM (Figura 57a). A fost obtinutd o dependenta liniara intre curentul de pic anodic
asociat cu oxidarea epinefrinei si concentratiile cuprinse intre 0,4 si 100 uM, exprimata prin
urmitoarea ecuatie de regresie liniard: Ipa (LA) = 0,082 + 0,029 [EP] (uM), R? = 0,9941.
Oxidarea analitului epinefrina la suprafata senzorului PEDOT-PDA/nano-Au are loc la un
potential de pic anodic de 0,141 V, o valoare de potential mult mai electronegativa fata de
potentialul de pic anodic inregistrat cu electrodul modificat cu materialul hibrid depus in
doua etape (secvential). Limita de detectie si limita de cuantificare au fost calculate, fiind
obtinute valorile 0,062 uM, respectiv 0,21 uM. Sensibilitatea senzorului a fost calculata prin
efectuarea raportului dintre panta graficului curentului de pic anodic vs. concentratia
epinefrinei (0,029 pA X puM™) si aria geometricd a electrodului (0,071 cm?). Senzorul
electrochimic PEDOT-PDA/nano-Au a prezentat o sensibilitate de 0,41 A X cm? x pM™,
Repetabilitatea a fost estimatd prin masurdtori replicate (n=3) pentru concentratii de
epinefrind de 4 uM, 20 uM, 60 uM si 100 uM si a fost exprimata sub forma abaterii standard
relative. Au fost obtinute valori de 5,9%, 4,6%, 3,2% si 3,4%. Valorile pentru repetabilitate
au fost conforme, incadrate in limitele admise. Reproductibilitatea a fost determinata prin
masurarea concentratiilor de epinefrina de 4 uM, 20 uM, 60 uM si 100 uM utilizand trei
senzori electrochimici preparati in conditii experimentale similare. Au fost obtinute
urmatoarele valori pentru reproductibilitate, in ordinea concentratiilor mentionate anterior:
7,05%, 4,9%, 3,5% si 4,1%. Prin urmare, senzorul electrochimic preparat prezintd o buna
reproductibilitate [8]. Stabilitatea senzorului voltametric PEDOT-PDA/nano-Au a fost
evaluata pentru cinci niveluri de concentratii, de la 4 uM la 100 uM EP, pe o perioada de
14 zile (Figura 57b). La cea mai micd concentratie se observa o scadere a curentului de pic
anodic de 45,4%. La concentratii medii (8 uM, grafic inserat cu raspunsul senzorului) si mari
(60 uM) scaderea raspunsului senzorului este mai mica (22,4% si 22,7%). De asemenea,
pentru nivelul de concentratie de 20 uM se poate observa o scddere a curentului de pic anodic
cu valoarea de 27,8%. Rezultatele evidentiazd o stabilitate bund a senzorului voltametric
pentru perioada de timp mentionata [8].
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Figura 4. Aplicatii analitice: a) DPV pentru PEDOT-PDA/nano-Au in solutie PBS 0,1 M si

EP 0,4-100 uM. Grafic inserat: Curba de calibrare (Ipa vs. concentratie EP); b) Evaluarea

stabilitatii senzorului PEDOT-PDA/nano-Au pe o perioada de 14 zile pentru cinci niveluri
de concentratie. Grafic inserat: Raspunsul senzorului la SuM EP. Imagine adaptata din

referinta [8], © Elsevier.
6.2.4. Aplicatiile senzorilor in electroanaliza epinefrinei in probe reale

Senzorul electrochimic PEDOT-PDA/nano-Au a fost utilizat in detectia epinefrinei
intr-o proba reala de urina care a fost imbogatita cu analitul in concentratii cunoscute. Proba
reala de urina a fost diluata conform raportului de dilutie 1:10 cu o solutie apoasa de tampon
fosfat 0,1 M, cu pH=7,4. Curentul de pic specific oxidarii epinefrinei creste liniar cu
concentratia conform ecuatiei: Ipa (LA) = 0,14 + 0,026 [EP] (uM), R? = 0,9952. A fost
obtinutd o sensibilitate de 0,37 pA X cm™? X puM-!. Prin urmare, senzorul electrochimic
dezvoltat poate determina in mod eficient epinefrina dintr-o proba reala, in prezenta unei
specii chimice interferente (acidul uric), fara un efect de matrice semnificativ [8].

Tabelul 2. Gradul analitic de regasire in probe de urina pentru senzorul electrochimic
PEDOT-PDA/nano-Au. Tabel adaptat din referinta [8], © Elsevier.

Proba de Concentratia  Concentratia alﬁlrl.iat(iicu(lie RSD (%)
urina adaugata (uM) regasita (uM) regisire (%) °
0

20 18,3 91,5 24

40 36,8 92,0 7,4
Proba 1 60 64,4 107,3 2,9

80 87,2 109,0 4,6

100 94,7 94,7 2,9
Proba 2 40 42,0 105,0 5,2
Proba 3 20 18,9 94,5 3,3

Gradul analitic de regasire pentru epinefrina in proba reala de urina a fost calculat cu
scopul de a estima acuratetea metodei de detectie. Valorile gradului analitic de regasire
pentru probe reale de urina sunt prezentate in Tabelul 17 [8].

6.2.5. Comparatia performantelor senzorilor elaborati prin sinteza simultana si sinteza
secventiala

Figura 62 evidentiazd raspunsul a diferiti senzori electrochimici sintetizati prin
metodele Lsin, Esin s1 CV intr-o solutie apoasa ce contine EP 10 uM si PBS 0,1 M (pH=74).
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Cele mai bune performante analitice sunt atribuite senzorului PEDOT-PDA/nano-Au,
dezvoltat prin metoda s, care prezintd o amplitudine a curentului de pic anodic superioara.
Curentul de pic anodic este de patru ori mai mare decat curentii anodici observati pentru
platformele electrochimice dezvoltate prin metodele tensiunii alternative (Esin) s1 voltametrie
ciclica (CV) [8].

—— GCE / PEDOT/PDA-CV / nano-Au-l,, + 10 M EP

—— GCE / PEDOT/PDA-l,,, / nano-Au-ly, + 10 uM EP

—— GCE / PEDOT/PDA-E,;, / nano-Au-l,,, + 10 uM EP

3,6x107 - —— GCE/PDA, + 10 yuM EP

~——— GCE/PEDOT-I,, + 10 uM EP
—— GCE / PEDOT-PDA-l;, / nano-Au-l, + 10 uM EP

4,5x107

< 2,7x107 1
~ 1,8x107 1
9,0x10°%

0,0

-9,0x1078
0.2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

E/V

Figura 5. Comparatia intre performantele analitice a diferiti senzori electrochimici
preparati prin metodele I, Esin si CV, intr-o solutie apoasa ce contine EP 10 uM si PBS
0,1 M (pH=7,4). Imagine adaptata din referinta [8], © Elsevier.
Rolul nano-Au in structura senzorului electrochimic PEDOT-PDA/nano-Au a fost

investigat in detaliu. In vederea acestui obiectiv, a fost realizata sinteza nano-Au direct pe
suprafata electrodului nemodificat prin metodele Isn si galvanostatica si efectuatd o
comparatie cu senzorul electrochimic pe baza de material compozit. Procesul de sinteza s-a
desfasurat pe doud perioade de timp, de 40 s si respectiv 100 s. Conform voltamogramelor
cu puls diferential ilustrate in Figura 63, electrozii modificati cu nano-Au prin metodele Lsin
si galvanostatica prezintd performante analitice inferioare comparativ cu electrodul
modificat cu materialul compozit (PEDOT-PDA/nano-Au), in prezenta EP 40 uM. O
comparatie suplimentara a fost efectuatd prin utilizarea unui electrod nemodificat si
observarea raspunsului analitic al acestuia la epinefrind. In conformitate cu ipotezele
formulate, electrodul nemodificat a prezentat cel mai slab raspuns analitic in prezenta
epinefrinei, dintre toate platformele electrochimice sintetizate. Rezultatele obtinute
evidentiazd eficienta analiticd a materialului compozit PEDOT-PDA/nano-Au pentru
determinarea epinefrinei.

6 ] —— GCE +40 yM EP
1,5x10 o GCE-nano-Au (galy 100sec) + 40 M EP
— GCE-nano-Au {I_}+ 40 pM EP
—— GCE-nano-Au (galv 40 sec) + 40 uM EP
~— GCEPEDOT-PDA/nano-Au + 40 pM EP
6
1,0x107 4
\ :
= 5.0x10" 1
0,0
0,2

E/V

Figura 6. Comparatie intre performanta analitica a senzorului modificat cu nano-Au
(galvanostatic si Iin) 51 senzorul PEDOT-PDA/nano-Au intr-o solutie apoasa ce contine
EP 40 uM si PBS 0,1 M (pH=7,4). Imagine adaptata din ref. [8], © Elsevier.
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In Tabelul 18 sunt evidentiati principalii parametri analitici si electrochimici pentru
senzorii electrochimici preparati prin sinteza simultand si sinteza secventiald si utilizati
pentru electroanaliza analitului epinefrind din probe sintetice (PBS 0,1 M, pH=7.4):
potentialul de pic anodic (Epa), curentul de pic anodic (Iya), sensibilitatea (S), domeniul de
raspuns liniar, limita de detectie (LD), limita de cuantificare (LC), rezistenta la transfer de
sarcind (R¢) si diferenta dintre potentialele de pic anodice si catodice (AEp).

Tabelul 3. Parametrii analitici pentru senzorii electrochimici elaborati prin metoda Iy §i

implementati pentru electroanaliza EP. Tabel adaptat din referinta [8], © Elsevier.
GCE/

PEDOT- GCE/ PSS(E)/T ,  GCE/  GCE/ GCE/
Senzor PDA/  PEDOT- , ' PEDOT/ PDA- PEDOT- GCE

nano- PDA 0- PDA Lsin Lsin

Au

Au
Parametru
analitic
Epa (V) 0,141 0,151 0,217 0312 0234 0205 0,246
Ipa (A) 3,17 2,50 1,26 0,99 0,44 0,74 0,51
S("A/Z”M/ 0,41 0,28 0,30 0,25 0,18 0,27 0,14
cm®)
Domeniul
derdspuns 4 100 1100 0,6-100 4-100 2100 2-100  6-100
liniar
(M)
LD (uM) 0,062 7.87 0,83 9,50 2,92 4,86 6,60
LC (M) 021 25,98 2,50 3135 9,64 16,05 21,78
Ret (Q) 696 1820 1957 29374 1695 220 1381
AEp (V) 0,162 0,150 0,220 0,156 0,187 0,084 0,174

6.2.6. Comparatia performantelor senzorilor elaborati cu date din literatura

Performantele analitice ale senzorului PEDOT-PDA/nano-Au preparat prin metoda
Isin au fost comparate cu performantele analitice ale senzorilor raportati in literatura de
specialitate pentru electroanaliza epinefrinei (7abelul 19). Pot fi remarcate rezultate
comparabile pentru criteriile de performanta analitica: limita de detectie, domeniul liniar de
raspuns si sensibilitatea.

Tabelul 4. Exemple de senzori raportati in literaturad, utilizati la electroanaliza EP.

Domeniul R
Tipde | Me0d3 | 11y | jiniarde | Scnsibilitatea ) e sau
de 9 (nA X . Ref.
senzor detectie (M) raspuns HMJ) matricea
’ (uM)
Ag/Cu NC- 0,52- ) H>SO4 9
GCE DPV 0,43 1665,02 4,9 x 10 0,25 M 9]
Fe;@N- DPV | 0,031 | 0,07-130 | 5,385 x 10! 0 ; < 1\2 [10]
OMCs/GCE ’
NC-BM-ZIF CA 0,01 | 0,5-1,625 | 3,79 x 10! PBS?’l M [11]
(pH_755)
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Domeniul -
Tip de Me(;;)da LD liniar de Senzﬂzh)t(atea Proba sau Ref
senzor detectie (uM) | raspuns R M) matricea )
’ (BM) :
PEDOT- Prezenta
PDA/ DPV | 0,062 | 0,4-100 2,9 x 102 P(BISL12,71 41\)/[ lucrare
nano-Au-Lin PH= [8].

PDA-polidopamind; Ag/Cu NC-material compozit pe baza de nanoparticule de argint si
polidopamind; Pt;-Ru7s-Fe2-nanoparticule metalice de platina, ruteniu si fier; N-OMCs-
carbon mezoporos ordonat dopat cu azot Isin--procedura de sinteza in curent alternativ.

Capitolul 7 prezintd elaborarea, caracterizarea, testarea si validarea unor senzori
electrochimici pe bazd de electrozi functionalizati cu polimer organic (PEDOT) si
nanoparticule de platind. Senzorii electrochimici pe baza de PEDOT si nano-Pt au fost
obtinuti prin implementarea metodei Lsin. Asocierea PEDOT-ului cu nano-Pt intr-un material
compozit asigura obtinerea unor efecte sinergice ce imbunatatesc proprietatile analitice ale
senzorului utilizat pentru detectia analitului serotonina.

7.3.3. Elaborarea curbei de calibrare

Raspunsul analitic al senzorului PEDOT/nano-Au a fost evaluat prin intermediul
voltametriei ciclice pentru diferite concentratii ale analitului serotonina pe domeniul 2 - 80
uM. In Figura 73a se observi voltamogramele ciclice cu raspunsul senzorului intr-o proba
sintetica imbogatita cu diferite concentratii de serotonina, iar Figura 73b ilustreaza curba de
calibrare corespunzdtoare dependentei liniare a curentului de pic anodic in functie de
concentratia serotoninei [12]. Stabilitatea senzorului electrochimic pe baza de PEDOT-PtNP
a fost investigata prin efectuarea de masuratori pentru o perioada de timp de 21 zile, senzorul
fiind stocat in laborator (Figura 73c). Raspunsul senzorului a prezentat o scadere relativa
fata de valoarea initiald, pentru diferite valori ale concentratiei, dupa cum urmeaza: 28,9%
la concentratie de 20 uM, 23,55% la nivel de 40 uM, 18,18% la nivel de 60 uM, respectiv
15,15% la nivel de 80 uM. S-a observat o scddere mai accentuatd pentru concentratiile mici
de analit, iar la concentratii mai mari de 40 uM, scaderea raspunsului este mult mai redusa,
fapt ce poate fi considerat ca reprezentand o stabilitate operationald acceptabild pentru
perioada de timp investigata. Aceste rezultate demonstreaza performantele analitice bune ale
senzorului electrochimic elaborat in vederea determinarii serotoninei [12].

15



Senzori electrochimici cu aplicatii in analize de compusi biologic activi

4x10°°
174
3x10°°
<L 2x10°- < 18
—
A -
1x10° ~ 15
(3]
01 L 44
Ax10°
134
-2x10°° ' v ' y - . - v -
0,0 0,2 0,4 0,6 08 0 20 40 60 80
E/V Concentratie ST/ uM
a) b)
.5 | ——40 uM STinitial
3,0x10° -~=-40 uM ST dupa 21 zile
2,0x10°5
1,0x10°°
= 00 -
-1,0x10°°4
-2,0x10°° T T : .
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
E/V
c)

Figura 7. Raspunsul analitic: a) CV pentru senzorul PEDOT/nano-Pt in solutie de PBS
0,1 M (pH=7) 5i ST 2-80 uM; v = 0,05 V/s; b) Curba de calibrare corespunzatoare; c)
Raspunsul senzorului dupa stocare. Imagine adaptata cu permisiunea editurii din referinta

[12].

Senzorul electrochimic a prezentat un raspuns liniar pe domeniul de concentratii 2 -
80 uM, cu urmitoarea ecuatie de regresie liniara: Ip, (LA) = 12,2 +0,057 [ST] (uM), R? =
0,9992. LD si LC au fost determinate ca fiind 1,9 uM si 6,3 uM. Valorile pantei, LD s1 LC
pentru senzorul electrochimic PEDOT/nano-Pt indica performante analitice superioare fata
de senzorul PEDOT/nano-Au prezentat in Capitolul 6, ambii utilizati pentru detectia
serotoninei. Valorile pentru repetabilitate si reproductibilitate au fost calculate pentru
concentratia de 40 uM si au fost de 3,6% si 4,7% [12]. Aceste rezultate demonstreaza
performantele analitice foarte bune ale senzorului electrochimic elaborat in vederea
determindrii serotoninei.

7.5. Comparatie intre performantele analitice ale senzorilor obtinuti si datele din
literatura

In aceasta sectiune a fost realizati o evaluare comparativd intre senzorii
electrochimici din literaturd dezvoltati prin metode clasice si senzorul electrochimic
PEDOT/nano-Pt dezvoltat prin intermediul metodei lsin (7Tabelul 23). Se constata ca senzorul
electrochimic elaborat si descris in acest capitol prezinta criterii de performanta analitica
comparabile cu senzorii electrochimici prezentati in literatura.
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Tabelul 5. Exemple reprezentative de senzori din literatura utilizati la electroanaliza ST.

Electrod Limita  Domeniul
. Metoda - cpers
si Analit de de liniar de  Sensibilitate Ref
material detectie detectie  raspuns (uApM1) )
selectiv ’ (M) (uM)
MIS-
2
13?1?13;1/ ST DPV  2x102 ° ng) 3,90 x 107 [13]
GCE
CNTs-
CuzO' _3 1 X 10-2' 14
CuO@PY ST CA 3% 10 3 % 10° [14]
GCE
Pt/OPPy/ q
RGO ST DPV 1’1006_ X0 271(? T 1,04 x 102 [15]
/GCE
Prezentul
PEDOth/ ST cv 1,9 280  570x10?  studiu

MIS-coated PtNPs-nanoparticule de platind acoperite cu silice imprimata molecular; OPPy-
polipirol supraoxidat; RGO -oxid de grafena redus.

Capitolul 8 descrie dezvoltarea unui senzor electrochimic pe bazd de PEDOT si
nano-Ag si implementarea acestuia pentru detectia quercetinei in probe sintetice si probe
reale. Materialul compozit a fost sintetizat pe suprafata electrodului de lucru prin intermediul
unei metode originale bazata pe curenti alternativi, Isin.

8.1. Sinteza, caracterizarea electrochimica si morfologica a materialelor compozite

Sinteza electrochimicad a nano-Ag pe electrodul modificat cu PEDOT a fost realizata
prin intermediul metodei Isn. In Figura 75 sunt prezentate graficele curentului alternativ
aplicat si potentialul rezultat in timpul procesului de sintezd electrochimica. Curentul
alternativ aplicat (Figura 75a) produce o variatie a potentialului in domeniul cuprins intre
0,58 510,75 V (Figura 75b).

0.8 4
0.00+

E/V

~~ -0.02-
p—

0.6

-0.04

20 40 60 80 100 20 a0 60 80 100
time / s time / s
a) b)

Figura 8. Depunerea nano-Ag pe electrodul de carbon sticlos modificat cu PEDOT prin
metoda Isin: a) Curentul alternativ aplicat; b) Raspunsul sistemului sub forma de potential.
Imagine adaptata conform licentei CC BY 4.0 din referinta [1], DOI:

10.3390/bios14070320. Traducere in limba romdna a textului.
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8.2. Estimarea parametrilor cinetici si a performantelor analitice

8.2.1. Studiul vitezei de baleiaj a potentialului. Influenta pH-ului.

Senzorul electrochimic PEDOT/nano-Ag a fost utilizat pentru detectia quercetinei in
solutie tampon acetat 0,1 M, pH=5, fiind observat un raspuns liniar pe domeniul de
concentratii 1-40 uM, (Figurile 81a si 81b). A fost obtinuta urmatoarea ecuatie de regresie
liniard: Ipa (uA) = 1,1 + 0,2 [QER] (uM), R? = 0,9851. De asemenea, au fost determinati
parametrii analitici, sensibilitatea, LD si LC, fiind obtinute urmatoarele valori: 2,817
A X uM! X em?, 2,8 uM i 9,5 uM [1].

Stabilitatea senzorului PEDOT/nano-Ag a fost evaluata pe o perioada de 22 zile,
pentru doud niveluri de concentratie (20 si 40 uM). Raspunsul senzorului a inregistrat o
scadere relativa fatd de valoarea initiald de 20,48% pentru concentratia de 20 uM QER si
28,07 uM pentru 40 pM QER. Studiile de stabilitate efectuate la concentratii mai mici de
QER au aritat o scidere minima a curentului de pic anodic. in Figura 81c este ilustrat
raspunsul senzorului PEDOT/nano-Ag in prezenta a 40 uM QER, prin efectuarea a 10 cicluri
consecutive de potential. Se poate observa o stabilizare a curentului de pic anodic dupa
primele trei cicluri de baleiaj, demonstrand o stabilitate electrochimica buna.

104
3,00x10™ 1 40 uM QER 0

1

1uM QER

Tpa (A) = 1,1 +0,2 [QER] (uM)
£=0,9925

1,50x10
<
= 0,00
-1,50x10™ 4
T y ’ : ! D b T T T T T T T
0,0 0,2 0.4 0.6 0.8 . . o 30 40
E/V Concentratie QER / pM
a) b)
2,4x107°
1,8x10° 1
1.2x10° 4 Ciclul 1

~ 6,0x10°

0,0
-6,0x10° 1
-1,2x10° , T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,8 0,8
E/V
©)

Figura 9. Raspunsul analitic al senzorului PEDOT/nano-Ag: a) CVs in solutie tampon
acetat (pH=5) si QER 1-40 uM; b) Curba de calibrare cu bara de erori (n=3); ¢)
Raspunsul senzorului in solutie tampon acetat 0,1 M si QER 40 uM, la 10 cicluri

consecutive de potential. Imagine adaptata sub licenta CC BY 4.0 din referinta [1],
DOI: 10.3390/bios14070320. Traducere in limba romana a textului.

18


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://doi.org/10.3390/bios14070320

Senzori electrochimici cu aplicatii in analize de compusi biologic activi

8.3.2. Comparatie performantelor analitice cu datele din literatura

Senzorul electrochimic PEDOT/nano-Ag preparat prin metoda originald Isin a fost
evaluat, din punct de vedere analitic, prin realizarea unei comparatii cu alti senzori
electrochimici publicati in literatura, pentru detectia aceluiasi tip de analit, quercetina
(Tabelul 27). Rezultatele evidentiazd performante analitice similare pentru toti senzorii
mentionati, pentru urmatorii parametri analitici: limita de detectie, domeniul de raspuns
liniar, sensibilitatea.

Tabelul 6. Exemple de senzori raportati in literatura, utilizati la electroanaliza QER.

Electrod Limita  Domeniul
. Metoda .. -
si Analit de de liniar de Sensibilitate Ref
material detectie detectie  raspuns (uApM™) ’
selectiv ’ (uM) (uM)
AuNPs/ 1
AgNPs'  QER  DPV 11103( > XIBO T 169 % 10% [16]
CFME
AgNPs 2
@ QER  DPV ?52 ! ><121(()) ] 3,51 x 102 [17]
g-CN
- -2_
ﬁg;gso QER  Sswv > ’130_>3< Ix 510 7.79 x 102 [18]
Prezenta
l; iﬂo: g/ QER  CV 2.8 1-40 2 x 101 lucrare
i 1]

CFME-microelectrozi din fibra de carbon; g-CN-nanosuprafete de nitrurd grafiticd de
carbon; AETGO-foi de oxid de grafend functionalizate cu 2-aminoetanotiol (cisteamina).

Capitolul 9 descrie dezvoltarea unui senzor electrochimic constituit dintr-un polimer
conductor (PEDOT) si un mediator redox anorganic (Albastru de Prusia, denumirea in
engleza Prussian Blue, PB). Sinteza materialului compozit PEDOT-PB a fost realizata prin
intermediul metodei Esin pe suprafata unui electrod de tip carbon sticlos (GCE). Senzorul
dezvoltat (PEDOT/PB) a fost implementat pentru determinarea ionilor de potasiu (K"), un
analit cu o importantd majord in aria medicala [19].

9.1. Sinteza si caracterizarea electrochimicd a modificatorilor

Caracterizarea electrochimica a senzorilor PEDOT/FeCN si PEDOT/PB in
voltametrie ciclicd permite permite evaluarea transferului de sarcina la interfata electrod-
solutie de electrolit si intelegerea aprofundatd a mecanismelor de reactie. Raspunsul
voltametric al electrodului modificat cu PEDOT (PEDOT/FeCN) si al electrodului modificat
cu materialul compozit (PEDOT/PB) a fost inregistrat intr-o solutie de electrolit KCI1 0,1 M
si HC10,01 M (Figura 86). In acest mod este evaluat comportamentul redox al materialului
PB [20].
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Figura 10. Raspunsul in CV pentru: a) Senzorul PEDOT/PB; b) Senzorul PEDOT/FeCN
in solutie apoasa de KCI 0,1 M si HCI 0,01 M; v = 0,05 V/s. Imagine adaptata cu
permisiunea editurii Springer Nature din referinta [20], DOI:10.1007/s10008-023-
05392-2.

9.2. Aplicatii analitice. Determinarea ionilor de potasiu si a dopaminei

Senzorul electrochimic PEDOT/PB dezvoltat a fost validat pentru determinarea
analiticd a ionilor de K' in probe sintetice. Au fost determinate si evaluate performantele
analitice: domeniul liniar de raspuns, sensibilitatea, limita de detectie, limita de cuantificare

si repetabilitatea.

06 03 00 03 06 09 12
E/V
Figura 11. Aplicatii analitice-Raspunsul senzorului PEDOT/PB in prezenta K™ 107-107°
M, v = 0,05 V/s. Imagine adaptata cu permisiunea editurii Springer Nature din referinta
[20], DOI:10.1007/s10008-023-05392-2.

Aplicatiile analitice au fost realizate In voltametrie ciclicd pe un domeniu de
concentratii de K cuprins intre 102 M si 10> M (Figura 88). Diminuarea concentratiei K*
determind o scadere a curentilor de pic anodici si catodici precum si o deplasare a
potentialului de pic catodic spre valori de potential electronegative [20].

Partea C include concluziile generale, contributiile stiintifice originale si directii
viitoare de cercetare.
Capitolul 10 prezinta concluziile generale ale tezei de doctorat.

Obiectivul principal al tezei de doctorat a constat in realizarea a cinci studii pentru
elaborarea de senzori electrochimici pe baza de electrozi modificati cu materiale
nanocompozite, prin intermediul a doud metode originale bazate pe tensiuni si curenti
alternativi pentru determinarea analitica a epinefrinei, serotoninei, quercetinei si ionilor de

potasiu.
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Principalele concluzii, structurate pe capitole sunt urmatoarele:

Senzorul electrochimic PEDOT/nano-Au a fost elaborat prin intermediul metodei
bazate pe curenti alternativi, prin sinteza electrochimica in doua etape, a matricei polimerice
si a stratului de nanoparticule metalice. Sinteza electrochimica a materialului compozit a fost
realizata prin utilizarea unor parametri intermediari de sinteza care au fost optimizati n etapa
finald. Evaluarea eficientei procesului de sinteza in sifu si a proprietatilor electrochimice ale
materialului compozit sintetizat s-a realizat cu microbalanta electrochimicad cu cristal de
cuart, voltametria ciclica si spectroscopia de impedanta electrochimica.

Senzorul electrochimic PEDOT-PDA/nano-Au a fost obtinutd prin sinteza
simultana, in situ, a materialului hibrid PEDOT-PDA urmata de sinteza unui strat de nano-
Au prin tehnica curentilor alternativi. Cele mai bune performante analitice au fost obtinute
in cazul senzorului electrochimic PEDOT-PDA/nano-Au: limita de detectie cu valoarea de
62 nM, limita de cuantificare egald cu 0,21 uM, coeficient de determinare egal cu 0,9941,
repetabilitatea si reproductibilitatea cu valori mai mici de 6%, respectiv 7%. Studiul de
interferentd a demonstrat cd prezenta acidului uric nu influenteaza semnificativ detectia
analitului. Platforma a fost aplicata cu succes in detectia analitului in urina.

Senzorul electrochimic PEDOT/nano-Pt a fost elaborat prin implementarea
metodei curentilor alternativi si a fost utilizat la determinarea serotoninei. Senzorul
electrochimic a prezentat valori scazute ale limitelor de detectie si cuantificare, si anume 1,9
UM, respectiv 6,3 M, cu un coeficient de determinare egal cu 0,9992. Senzorul a fost utilizat
la detectia serotoninei in urina.

Senzorul electrochimic PEDOT/nano-Ag a fost elaborat prin implementarea
metodei curentilor alternativi si a fost utilizat pentru determinarea analitica a antioxidantului
quercetind. Senzorul electrochimic elaborat a demonstrat o performanta analitica
imbunatatita: limita de detectie de 2,8 uM, limita de cuantificare de 9,5 uM, cu un coeficient
de determinare egal cu 0,9851. Repetabilitatea si reproductibilitatea au avut valori mai mici
de 3,5%, respectiv 6,5%. Acuratetea a fost exprimata ca grad de regasire in probele reale
imbogatite si s-au obtinut valori cuprinse intre 96% si 108%. Senzorul electrochimic
PEDOT/nano-Ag a fost utilizat cu succes in detectia quercetinei in probe sintetice si probe
reale (must din struguri) cu compozitie complexa.

Senzorul electrochimic PEDOT/PB a fost obtinut prin sinteza electrochimicad a
materialului compozit PEDOT/PB, utilizdnd metoda tensiunilor alternative. Utilizarea
senzorului a vizat determinarea analitica a ionilor de potasiu din probe sintetice, fiind
obtinute rezultate promitatoare: limita de detectie 3,1 mM, limita de cuantificare 10,23 mM
si repetabilitatea cu valoarea de 12,8%.

10.2. Principalele realizari si contributii originale

Contributiile stiintifice originale realizate in aceastd teza de doctorat sunt prezentate
succint In continuare:

e FElaborarea si optimizarea a doua metode originale de preparare a senzorilor
electrochimici bazate pe tensiuni si curenti alternativi cu frecvente si amplitudini
selectate;
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Dezvoltarea si testarea a patru senzori electrochimici printr-o metoda originald bazata
pe curenti alternativi: PEDOT/nano-Au, PEDOT/nano-Pt, PEDOT/nano-Ag si PEDOT-
PDA/mano-Au;

Elaborarea si testarea unui senzor voltametric, PEDOT/PB, printr-o metoda originala
bazatd pe tensiuni alternative prin sinteza electrochimica in situ a unui compus
anorganic intr-o matrice polimerica;

Stabilirea si optimizarea parametrilor electrochimici experimentali pentru metodele de
sinteza implementate;

Caracterizarea electrochimica si morfologica a electrozilor modificati;

Monitorizarea proceselor de sinteza in situ a materialelor compozite

Testarea si validarea functionarii senzorilor electrochimici in conditii de laborator;
Estimarea performantelor analitice in probe sintetice si probe reale (urind) pentru analitii
studiati.
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