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Materiale compozite pe baza de carbon pentru senzori
si biosenzori electrochimici

Tematica tezei de doctorat vizeaza dezvoltarea unor senzori electrochimici
miniaturizati, sensibili si ieftin de realizat prin cuplarea conceptelor no in ceea ce priveste
tehnologiile avansate inivative care deschid noi oportunitati pentru o utilizare clinica cat mai
largd a acestora.

In general, eficienta senzorilor electrochimici poate fi evaluata din punct de vedere al
limitei de detectie (LOD). In plus, pentru aplicatiile 7n vivo se impugn anumite caracteristici
specific: biocompatibilitatea i biostabilitatea pe termen lung. Pentru ca un material de
electrod s opereze ca si senzor, trebuie sd indeplineascd urmatoarele caracteristici: sa
preyinte conductivitate suficientd pentru aplicatia aleasd, dimensiunea potrivitd mediului
investigat, usurinta de fabricare, stabilitate, compatibilitate cu mediul, eliminarea
inconvenientelor legate de procesarea semnalului, integrarea intr-un sistem functional. In
aceasta directie, se impune necesitatea gasirii unor materiale noi cat si tehnologii de fabricare
a microeletrozilor utilizati in inregistrare, stimulare si detectie.

Materialele de electrod pe baya de carbon prezinta potential ridicat in electroanaliza
deoarece sunt caracterizati de o fereastra de potential larga si selectivitate superioara pentru
detectia analitilor tintda de tipul moleculelor neurotrasmitatoare.

Materialele din carbon sub forma de grafit, carbon sticlos, fibra de carbon, nanotuburi
de carbon, etc., sunt materiale importante in dezvoltarea electrozilor solizi, dar considerand
materialele compozite pe baza de carbon in general, proprietatile lor prezintd imbunatatiri in
comparatie cu electrozii solizi de carbon din cauza anumitor avantaje interesante: usurinta in
fabricare care permite constructia unor sezori cu configuratii $i marimi diferite, matricea
polimerica care oferd stabilitate mecanicd i chimicd a compozitului, curent de fond mic,
comportament de retea de microelectrozi, miniturizarea usoard, completat de o
compatibilitate buna pentru electroanaliza in-vivo a moleculelor neurotransmitatoare.

Pentru a inlatura dezavantajul major pe care il prezintd materialele compozite pe baza
de carbon cu privire la cinetica lentd, se impune incorporarea unor materiale catalitice
specifice In matricea compozitului. Amestecul de zeolit si grafit a fost propusd din anii 1980
in forme variate, ducand la o clasd de electrozi modificati cu zeolit (ZME). Combinand
materiale indeajuns de sensibile cu geometrii mai mici ale electrozilor functionali, se pot
obtine echipamente importante de detectiec pentru monitorizarea in-vivo a compusilor in
celulele organismelor vii. Mai mult, microelectrozii care contin materiale compozite,
cupleaza avantajele sistemului de microelectrozi cu avantajele compozitului asigurand o
cadere de tensiune mai mica, o stabilitate a semnalului, o crestere a curentului util §i un raport
semnal-zgomot mai bun.



Cercetarile noastre s-au concentrat pe studiul raspunsului anodic al dopaminei
(DA), un neurotransmitator semnificativ, care joaca un rol important in sistemul nervos
central, cardiovascular si hormonal. Anormalitati extreme ale nivelelor de concentratie ale
DA pot da indicatii asupra bolii Parkinson si de asemenea, semnale clinice ale infectiilor
HIV. Deci, existd un interes continuu in dezvoltarea metodelor simple, sensibile si de
incredere pentru determinarea dopaminei. Dopamina este un neurotransmititor si un
neurohormon ce apartine familiei catecolamine a compusilor fenolici. Dopamina este folosita
de asemenea ca si drog si actioneaza asupra sistemului nervos pentru a creste ritmul cardiac i
presiunea in sange. Se presupune ca o deficienta de dopamina in creier cauzeaza schizofrenia
si boala Parkinson. Deci detectia dopaminei din tesutul creierului este vitald in diagnosticarile
clinice.

Pentru a atinge obiectivul tezei, mai mulfi microelectrozi compoziti grafit-epoxi,
ex., u-GEC( microelectrod be baza de grafit simplu in matrice de epoxi ) , u-ZN-GEC
(microelectrod be bazd de grafit in matrice de epoxi modificat cu zeolit natural), pu-ZS-
GEC(microelectrod be baza de grafit in matrice de epoxi modificat cu zeolit sintetic) si CNT-
film p-ZS-GEC(microelectrod be baza de grafit in matrice de epoxi modificat cu zeolit
sintetic i acoperit cu film de nanotuburi de carbon) in comparatie cu aceeasi compozitic de
macroelectrozi, ex., M-GEC(macroelectrod be baza de grafit simplu in matrice de epoxi), M-
ZN-GEC (macroelectrod be baza de grafit in matrice de epoxi modificat cu zeolit natural) si
M-ZS-GEC(macroelectrod be baza de grafit in matrice de epoxi modificat cu zeolit sintetic),
au fost studiati pentru a selecta schema unei detectii selective si simultane optime a
dopaminei in prezenta acidului ascorbic. Protocolul de preparare a fost stabilit pe baza
optimizarii metodei de amestecare, a raportului dintre componetele epoxi, raportul dintre
grafit si epoxi, cat si a raportului grafit-zeolit-epoxi in relatie cu comportamentul
electrochimic al sistemului clasic redox ferri/ferrocianurd de potasiu, care permite §i
determinarea ariei suprafetei electroactive a electrozilor. De asemenea, membrana polimerica
de Nafion a fost testatd in vederea detectiei selective a dopaminei in prezenta altor
componenti relevanti, precum acidul ascorbic, DOPAC - un produs metabolic al dopaminei-
si in prezenta acidului uric, care ar putea interfera in detectia dopaminei.

in plus, a fost testat efectul electrocatalitic al nanotuburilor de carbon, in vederea

O alta directie a cercatarii a avut in vedere monitorizarea amperometrica in-vivo a
oxigenului dizolvat din creier, cel mai important substrat oxidativ pentru reactii biochimice si
pentru producerea energiei necesare creierului.

Pe baza protocolului de preparare propus, au fost construiti cu succes mai multi
microelectrozi compoziti grafit-epoxi: u-GEC, u-ZN-GEC si u-ZS-GEC in comparatie cu
aceeasi compozitie de macroelectrozi, ex., M-GEC, M-ZN-GEC si M-ZS-GEC.

Compozitul simplu grafit-epoxi a fost considerat ca si referinta si electrozii modificati
cu zeolit au fost construiti pentru a testa efectul superioritatii prezentei zeolitului in matricea
compozitului asupra performantelor de detectie in apicatii ulterioare stabilite.

Au fost folosite tehnici de voltametrie ciclicd pentru a determina aria suprafetei
electroactive a materialelor construite. Aria suprafetei electroactive a M-GEC a fost egald cu
0.165 cmz, care a fost cea mai mare dintre to{i macrosenzorii, suprafata care a scazut de la M-



GEC la M-ZS-GEC (0.135 cm?) si M-NZ-GEC (0.127 c¢m?), dar in toate cazurile ariile
suprafetelor electroactive au fost mai mici decét aria geometrica calculati de 0.196 cm?.

Constructia microsenzorilor a prezentat o geometrie de 2.5 10 cm™ si o lungime
finald de 5 cm. Pentru studiile de interferenta si imbunétatire a performantelor electroanalitice
ulterioare, au fost construiti microelectrozi cu strat de Nafion (Nafion- u-GEC, Nafion- p-
ZN-GEC, Nafion- p-ZS-GEC) si respective strat de nanotuburi de carbon ( CNT-film- p-ZS-
GEC).

Materialul de electrod compozit simplu grafit-epoxi ca material de referintd si
compozitele grafit-zeolit-epoxi au fost construite in etape ce au implicat mai multe proceduri
de optimizare: gasirea celor mai bune conditii de polimerizare a rasinii epoxi, o metoda
potrivitd de amestecare a componentelor epoxi cu particule de grafit, urmat de optimizarea
raportului  grafit-epoxi §i optimizarea raportului grafit-zeolit-epoxi, toate procedurile de
optimizare baazandu-se pe caracteristicile de reversibilitate §i sensibilitate ridicatd pentru
sistemul redox feri-ferocianura de potasiu.

Conform sistemulului clasic ferri/ferrocianurd si cu ajutorul voltametriei ciclice au
fost determinate ariile suprafetelor electroactive ale materialelor construite. Aria suprafatei
electroactive pentru  pu-GEC egala cu 1.03 107 a fost cea mai mare dintre toti senzorii,
valoare ce a scazut de la p-GEC la u-ZN-GEC (5.7 10* em?® ) si p-ZS-GEC (3.8 10* cm?),
dar in toate cazurile ariile suprafetelor electroactive au fost mai mari decét ariile suprafatelor
geometrice de 2.5 10 cm®. Rezultate comparabile au fost gisite si pentru microsenzorul
CNT film-p-ZS-GEC cu valori ale ariei egale cu 5.88 10 cm” .

Toti senzorii construifi au prezentat un numdar mare de microzone conductive si
majoritatea suprafetei lor s-a dovedit a fi electroactiva. De asemenea, pe baza relatiei liniare a
I vs. v'"* la valori ale vitezei de scanare intre 25 pand la 454 mV s, sa gasit ca procesul
electrochimic care decurge la suprafata senzorilor e controlat de difuzie.

O investigatiec mai detaliatd a fost facutd pentru microelectrozii compoziti grafit-
epoxi (u-GEC), grafit-zeolit natural-epoxi (u-NZ-GEC), grafit-zeolit sintetic-epoxi (u-SZ-
GEC) din punct de vedere al comportamentului de tip macroelectrod/microelectrod. Toate
voltamonogramele la viteze de scanare lente au prezentat un raspuns sigmoidal consistent cu
un comportament de microelectrod. La viteze de scanare rapide, din forma voltamogramelor
au fost evidentiate picurile de oxidare/reducere, o histereza substantiala in special la senzorul
u-SZ-GEC, caracteristic pentru un comportament de macroelectrozi solizi.

Luand in considerare cd scopul principal al acestor materiale compozite este de a
detecta selectiv/simultan dopamina (DA) si acidul ascorbic (AA) au fost invstigate
capacitatile de adsorbtie pentru dopamina si acid ascorbic ale zeolitului natural si la celui
sintetic. Zeolitul sintetic a prezentat o capacitate de adsorbtie buna pentru DA, ceea ce il face
potrivit pentru a fi folosit ca si o0 membrana permselectivd pentru a Tmbunatatii detectia
selectiva a DA in prezenta AA. Aceastd proprietate este datoratd posibilitatii preconcentrarii
DA pe zeolitul sintetic incorporat in electrodul compozit pe baza de carbon Tmbunatatind
astfel concentratia locala si excluzand prezenta AA la suprafata electrodului.

Voltametria ciclica, voltametria diferentiald pulsatd si voltametria cu unda patratica,
testate pentru detectia simultand de AA si DA pe macroelectrozi compoziti, au permis
detectia ambilor analiti, observandu-se o sensibilitate mai buna a macroelectrozilor
compoziti de tip grafit-epoxi -modificat cu zeolit sintetic pentru detectia dopaminei. De



asemenea, la acest electrod, s-a obtinut o valoare maxima de separare a potentialelor de
oxidare a celor doi analiti investigati de minim 200 mV, folosind voltametria cu unda
patratica, in conditiile optimizate caracterizate prin un pas de potential de 0.0025V,
amplitudinea de modulatie de 0.1V si frecventa de 50 Hz. In conditiile experimentale mai sus
prezentate, efectul catalitic privind detectia dopaminei s-a dovedit favorabil la microelectrozii
selectivitatii fatd de dopamind datoritd unei posibile atractii electrostatice intre cationul
dopaminei si suprafata Incarcata negativ a zeolitului sintetic §i respingerea electrostaticd a
anionului de acid ascorbic.

De asemenea, macroelectrozii commpoziti cu zeolit sintetic au dat cele mai bune
rezultate electroanalitice la detectia dopaminei folosind cronoamperometria, cea mai utila
tehnica pentru aplicatii practice.

Comportamentul electrochimic a AA a fost investigat prin CV la toti microsenzorii
CNT-film-p-ZS-GEC a prezentat sensibilitatea cea mai mare egald cu 2145 nA pM'cm™ si
un potential de oxidare mai mic de 0.220V/ Ag/AgCl, pe cand microsenzorii p-SZ-GEC au
prezentat cea mai mica sensibilitate la detectia acidului ascorbic si cel mai mare potential de
oxidare, egal cu 0.521 V.

Aplicatii ulterioare cu privire la detectia selectivd a dopaminei in prezenta acidului
ascorbic, au demonstrat o usoara scadere a sensibilitatii pentru detectia AA la microsenzorul
u-SZ-GEC (sensibilitate egald cu 554.11 nA ;LM'lcm'2 si E=0.521 V). Mai mult, pentru a
evita interferenta AA 1n detectia DA in aplicatii practice si poate fi investigatd de asemeneca
membrana Nafion permselectiva.

Detectia directd a DA pe u-GEC, pu-ZN-GEC si u-ZS-GEC cu tehnica CV a aratat ca
microsenzorul p-ZS-GEC a prezentat sensitibilitate buna (2027 nA pM'1 cm'z), potential de
oxidare imbunatatit ( E=0.161 V / Ag/AgCl) cu o diferenta de potential intre picurile
de oxidare/reducere de AE= 0.069 V si cea mai buna valoare pentru limita de detectie ( 7.03
uM) prin comparatie cu microsenzorii p-GEC si p-ZN-GEC.

Cand au fost comparati microsenzorii compoziti grafit- zeolit sintetic -epoxi cu cei
acoperiti cu film de nanotuburi de carbon, parametrii analitici au aratat rezultate imbunatatite
din punct de vedere al sensibilitatii pentru CNT-film-p-ZS-GEC (12321 nA pM™ cm™) dar
nu si cand s-a comparat valoarea potentialului de oxidare al dopaminei, care pentru CNT-
film-p-ZS-GEC a fost la E=0.216 V Ag/AgCl .

Microelectrozii, desi au avut acceeasi compozifie ca si macroelectrozii, au permis
'em™ a fost atinsa cu microelectrozii compoziti contindnd zeolit sintetic fatd de 0.58 nA uM-
'em™? obtinuti la aceeasi compozitie de macroelectrozi.

Acest rezultat obtinut pentru cazul de detectie directa al dopaminei poate deschide
calea citre noi abordari pentru cuantificarea sa analitici. In aceastd directie, microsenzorii
mentionati mai sus au fost acoperiti cu un strat de Nafion.

Desi membrane permeselectiva de Nf este folositd in mare parte in electroanaliza, in
conditii particulare, u-ZS-GEC este evidentiat ca fiind cel mai bun material pentru detectia
DA. Trebuie mentionat, ca prin acoperirea microsenzorilor cu Nafion, poate fi consideratd o
detectie indirectd, datoritd aparitiei unor picuri bine evidentiate pe partea de reducere, fapt ce



este de asemenea valabil pentru microsenzorii CNT-film-p-ZS-GEC. Avantajul
microsenzorilor modificati cu polimerul Nafion de a fi selectiv asupra celor mai importante
molecule interferente va fi exploatat in masuratori ulterioare in apicatiile in-vivo. Potentialul
de folosire a acestor microsenzori in aplicatii in-vivo, in special p-ZS-GEC care a prezentat
cel mai mare procentaj de respingere fatd de acidul ascorbic (94.95%) calculat din tehnicile
CV, necesita totusi investigatii ulterioare. Trebuie evidentiate totusi rezultatele comparative
de detectie individuala a dopaminei cat si simultane pe p-ZS-GEC, care a aratat cd in
prezenta acidului ascorbic, semnalul voltametric al dopaminei a crescut cu doar cu 0.8%,
ceea ce inseamna ca acidul ascorbic nu a interferat in detectia dopaminei.

Amperometria la potential constant (CPA), este cea mai practica tehnica folosita
pentru detectia directa a dopaminei. Prin aceasta, s-au obtinut cele mai bune rezultate cu p-
ZS-GEC (in comparatie cu u-GEC si u-ZN-GEC) dar comparabile cu microsenzorul CNT-
film-u-ZS-GEC, 1n special la potentialul de oxidare de 0.150 V. Cand membrana de Nafion a
fost atasatd, rezultatele amperometrice sunt considerabil mai bune din punct de vedere a
cu mentiunea ca la microsenzorii CNT-film-pu-ZS-GEC s-a aplicat un potential de oxidare de
+0.250 V.

Nici o interferentd semnificativd nu a fost observatd la expunerea microsenzorior
compoziti acoperiti cu film de Nf, moleculeo electroactive prezente in fluidul extracelular
striatal la concentratii farmacologice relevante ( raspunsul AA a fost testat pentru concentratii
de 500 uM, DOPAC pentru 10 uM, UA pentru 2.97 uM, iar DA pentru 1 uM) prin tehnica
CPA, la o valoare a potentialului de 0.430 V. La aceasta valoarea de potential se presupune
ca toate moleculele ar trebui sa fie oxidate, si ca o consecinta sa interfere cu detectia DA.

Utilitatea microsenzorilor compozifi grafit-epoxi a fost investigatd pentru
monitorizarea in vivo a O, dizolvat in creier folosind tehnica amperometriei la potential
constant (CPA). O, fiind cel mai important substrat oxidativ pentru reactiile biochimice si
pentru producerea energiei pentru creier. Concentratia oxigenului extracelular din creier a
fost stimulata prin injectarea a 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahidropyrine (MPTP), care este
cunoscutd pentru inducerea oxidarii neuronale. Folosind calibrari in vitro, In urma
experimentelor in vivo, a fost posibild estimarea concentratiei de O, dizolvat, dupa
administrarea MPTP. Procedura in-vivo folosind un microsenzor compozit nou zeolit-grafit-
epoxi a fost cu succes aplicatd in detectia oxigenului extracelular §i estimarea concentratiei
oxigenului molecular bazat pe pre/post calibrari.

Anumite aplicatii in-vivo sau in-vitro vor impune cerinfe specific pentru obtinerea
anumitor performante electroanalitice, care presupun o selectie a constructiei
microsenzorilor pe baza de carbon in relatie directd cu membrane sau filme.

Nivelul de originalitate si complexitate al acestui studio a constat in:

e FElaborarea si manufacturarea de microlelectrozi compoziti pe baza de grafit
nemodificati sau modificati cu zeolit natural/sintetic cu proprietati potrivite pentru
detectia electrochimica in-vitro selectiva si simultand a dopaminei §i a acidului
ascorbic;



Elaborarea si manufacturarea de macrolelectrozi compozifi pe bazia de grafit
nemodificati sau modificati cu zeolit natural/sintetic pentru detectia electrochimica in-
vitro selectiva si simultand a dopaminei si a acidului ascorbic;

Evaluarea comportamentului materialelor de electrod in solutie de electrolit tampon la
pH 7 cat si in prezenta anilitilor {intd, pentru a stabili o corelare intre materialele de
electrod obtinute si a tipurilor de reactii desfasurate la suprafata lor;

Realizarea experimentelor de detectie individuala, care ofera informatii specifice,
precum in cazul detectiei de tip amperometric/voltametric, valoarea potentialului de
detectie, domenii de concentratii, calibrari, toate acestea pentru elaborarea unui
protocol consistent si complex de detectie;

Exploatarea caracteristicilor specifice ale tehnicilor voltametrice pulsate, precum
voltametria diferentiald pulsatd sau voltametria cu patraticd, pentru a mbunatatii
performanta electroanalitica in vederea detectiei selective a dopaminei 1n prezenta
acidului ascorbic;

Elaborarea unui protocol de detectie specific pentru dopamina si acidu ascorbic;
Elaborarea unui protocol de detectie selectiva a dopaminei in prezenta acidului
ascorbic la microelectrozii compoziti pe baza de grafit acoperiti cu membrand de
Nafion;

Realzarea experimentelor de detectie in vitro 1mbunatatita a dopaminei la
microelectrozi pe bazd de grafit modificati cu zeolit sintetic si acoperiti cu film de
nanotuburi de carbon;

Monitorizarea amperometrica in vitro a oxigenului dizolvat din creier cu ajutorul
microelectrozilor modificati cu zeolit.



