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Teza este structurati in doud parti principale: PARTEA TEORETICA, care descrie datele din
literatura de specialitate cu privire la tematicile de cercetare abordate, si PARTEA
EXPERIMENTALA care prezinti contributiile originale.

In primul capitol sunt prezentate aspecte generale referitoare la biosenzorii cu exemplificare
pentru cei enzimatici si imunosenzori. in al doilea capitol sunt discutate cdile de modificare a
designul interfetei biomolecula-traductor utilizand particule magnetice sau diferite materiale
compozite bazate pe nanotuburi de carbon, lichide ionice si mediatori redox. In capitolul trei sunt
prezentati compusii care au prezentat interes analitic in teza de doctorat, respectiv: ocratoxina A,
pesticidele organofosforice si medicamentele de tip carbamat.

In partea experimentald se prezinti constructia, caracterizarea si stabilirea parametrilor de
performanta pentru: imunosenzori impedimetrici si SPR pentru detectia ocratoxinei A modificati cu
particule magnetice, senzori electrochimici pentru detectia tiocolinei modificati cu materiale
compozite diferite (IL-MWCNT, MWCNT-TCNQ si TTF-TCNQ-IL) si biosenzorii corespunzatori,
utilizati in detectia de compusi organofosforici sau carbamati.

Obiectivul principal al acestei teze de doctorat consta in modificarea interfetei biomolecula-
traductor dintr-un biosenzor, cu materiale diferite, simple sau compozite, care sa imbunatateasca
considerabil caracteristicile de perfomanta ale acestora.

In dezvoltarea biosenzorilor s-au avut in vedere alegerea unui bioreceptor (anticorp Sau
enzima) corespunzator pentru analitul de interes, stabilirea principiilor de realizare a biosenzorilor,
elaborarea strategiei pentru designul interfetei traductor — bioreceptor, realizarea si caracterizarea
biosenzorilor modificati si detectia compusilor de interes.

Aplicarea conceptului de designul rational in dezvoltarea de biosenzori modificati cu
materiale compozite consta in selectarea de precursori ai unor materiale compozite care prin efectul
sinergic generat de acestea sa conduca la obtinerea de caracteristici de performanta superioare celor
asigurate de precursorii.

Prima aplicatie descrisd in cadrul partii experimentale constd in utilizarea de particule
magnetice functionalizate pentru dezvoltarea de imunosenzori pentru ocratoxina A (OTA).
Particulele magnetice (PM) au fost utilizate ca suport pentru legarea de anticorpi specifici
ocratoxinei A si realizarea de imunosenzori impedimetrici si optici. Urmatoarele aplicatii se refera
la utilizarea de nanotuburi de carbon cu pereti multiplii (MWCNT), lichide ionice cu cation
imidazolic (IL) si mediatori electrochimici (TTF, TCNQ) pentru a prepara amestecuri compozite.
Materialele obtinute, IL-MWCNT, MWCNT-TCNQ si TTF-TCNQ-IL, au fost utilizate la
dezvoltarea de senzori electrochimici pentru determinarea tiocolinei (TCh). lar senzorii pentru
tiocolina au fost dezvoltati in biosenzori bazati pe inhibitia acetilcolinesterazei (AChE) pentru
detectia de pesticide compusi organofosforici si medicamente de tip carbamat.

5. IMUNOSENZORI MODIFICATI CU PARTICULE MAGNETICE

Particulele magnetice permit imobilizarea unui numar mare de anticorpi (Ac) pe suprafata
unui senzor si manipularea lor facila, cu ajutorul unui magnet. Metoda de imobilizare utilizata in
pentru realizarea unui imunosenzor pentru OTA a constat in legarea de anticorpi specifici OTA pe
suprafata unor PM modificate cu grupari carboxil. Detectia OTA are loc in urma interactiei de
afinitate dintre Ag-Ac care duce la o variatie a rezistentei masurata de catre imunosenzorul
impedimetric. Imunosenzorul astfel obtinut nu necesita elemente de marcare si poate fi reutilizat.



Imobilizarea anticorpilor anti-OTA pe PM s-a realizat prin formarea de legaturi covalente
intre gruparile carboxil ale PM si cele amino ale Ac. In acest scop s-a utilizat o carbodiimida, EDC,
pentru activarea gruparile carboxilice ale PM. Modificarea electrodului de aur necesita mai multe
etape, prezentate schematic in Fig. 5-3. Pe un electrod de aur curatat in prealabil, se depune un strat
tiolic peste care se adaugd glutaraldehida si apoi BSA. La final se obtine un electrod de aur
modificat cu un strat de BSA. Pe suprafata acestuia se fixeaza Ac-PM obtinandu-se imunosenzorul
pentru OTA.
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Fig. 5-3. Etapele de realizare a imunosenzorului EIS: (1) Au/TA; (2) AuTAIGA; (3) Au/TA/IGA/BSA, (4) imunosenzor
OTA AU/TA/IGA/BSA/Ac-PM; (5) detectia OTA.

Fiecare etapele de preparare a imunosenzorului a fost studiata prin voltametria ciclica pe un
domeniu de potential cuprins intre -700 ~ +700 mV (vs SCE), cu o viteza de scanare de 100 mV/s,
intr-o solutie de 2.5 mM Kj;[Fe(CN)g]/Ka[Fe(CN)s] (1:1).
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Fig. 5-4. Masuritori de voltametrie ciclica in prezenta a 2.5 mM K3[Fe(CN)gl/K4[Fe(CN)e] pentru electrozii: (A) Au (a)
Au; (b) Au/TA; (B). (c) AU/ITA/GA,; (d) Au/ITA/GA/BSA; (e) AU/TA/GA/BSA/Ac-PM - imunosenzorul; (f)
imunosenzor + 0.1 ng/mL OTA. (vs = 100 mV/s)

Voltamograma inregistratd pentru electrodul de aur prezintd doua picuri reversibile, ceea ce
indicd absenta de impuritati de pe electrod (Fig. 5-4.A., curba a), iar cele inregistrate pentru
suprafata de aur modificata cu SAM indica faptul ca stratul de SAM blocheaza transferului de
electroni la suprafata electrodului. Interactia dintre o solutie de 0.1 ng/mL OTA si stratul de Ac-PM
a fost urmata de o scddere a raspunsului faradaic §i o crestere a separarii intre valoarea de potential
a picului catodic si a celui anodic (Fig. 5-4., curba f), ceea ce ne indica faptul ca transferul de
electroni intre Fe(CN)s' /Fe(CN)g”~ si suprafata electrodului este inhibat.

In studiile de spectroscopie electrochimici de impedantd s-a urmirit variatia rezistentei la
transferul de electroni de la suprafata electrodului. Fig. 5-5. prezintd curbele Nyquist pentru
electrodului de aur nemodificat si pentru cei modificati dupa fiecare etapa de imobilizare.



204

Z ko cm?
3
z

T T T
0 20 40 60
2
Z geaL /K2 em

Fig. 5-5. Diagrame Nyquist (ZgeaL VS. Zjm) pentru masuratorile de impedanta corespunzatoare electrozilor: (a) Au; (b)
AU/TA,; (c) AUTAIGA; (d) AuU/TA/GA/BSA; (e) Au/TAIGA/BSA/Ac-PM: solutie de 2.5 mM
Ks[Fe(CN)e)/Ka[Fe(CN)g] (1:1)

Dupa depunerea BSA, valoarea rezistentei a crescut semnificativ ca urmare a formarii unui
strat incarcat negativ care actioneaza ca o bariera electrostatica intre suprafata electrodului si anionii
Fe(CN)s*/Fe(CN)g’~ din solutie. Nu a fost observati nicio modificare a semnalului dupi adiugarea
solutiei de OTA de concentratii diferite, pentru electrodul Au/TA/GA/BSA, ceea ce dovedeste ca
intre OTA si suprafata electrodului nu au loc fenomene de adsorbtie sau alte interactii nespecifice.

Interactiile de afinitate dintre Ac si antigen conduc la o crestere a rezistentei corelatd cu
cresterea a diametrului semicercurilor inregistrate in EIS pentru concentratiile testate. Cresterea
rezistentei la transferul de sarcina, direct proportionalad cu logaritmul zecimal al concentratiei de
OTA, se explica prin faptul cd moleculele de OTA legate de anticorpi imobilizati pe suprafata ofera
un surplus de sarcini negative. Molecula de OTA are o grupare carboxil si o grupare fenolica ce
conferd moleculei de OTA doua forme anionice: un monoanion (OTA") si un dianion (OTAZ').
Diagramele Nyquist corespunzatoare sunt prezentate in Fig. 5-7.A, iar curba de calibrare prezentata
in Fig. 5-7.B aratd o dependenta neliniara a rezistentei la transferul de sarcina (AR) fatd de
logaritmul concentratiei de OTA. Domeniul liniar al imunosenzorului impedimetric este situat intre
0.01 - 5 ng/mL OTA. Imunosenzorul impedimetric prezinta o sensibilitate de 26.83 kQ pe o decada
de concentratie, cu un coeficient de corelare de R? = 0.9676 si o limita de detectie de 0.01 ng/mL
OTA. Pentru 5 masurdtori repetate, realizate cu o solutie de OTA de aceeasi concentratie, s-a
calculat o deviatie standard de 4.7%.
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Fig. 5-7. (A) Diagrame Nyquist obtinute dupa incubarea imunosenzorului cu diferite concentratii de OTA: (a) 0 ng/mL;
(b) 0.01 ng/mL; (c) 0.05 ng/mL; (d) 0.1 ng/mL; (e) 1 ng/mL; (f) 5 ng/mL; (g) 10 ng/mL (2.5 mM
Ks[Fe(CN)sl/K4[Fe(CN)gl, E= -400 mV vs. SCE, v=100 mHz - 100 kHz). (B) Curba de calibrare a imunosenzorului
(AR) pentru concentratii de OTA intre 0.01 si 10 ng/mL (n = 5); figura inserata: dreapta de calibrare pentru
imunosenzorul EIS.

Determinarile cu imunosenzorul SPR au fost efectuate pe un domeniu de concentratie cuprins
intre 0.1 si 100 ng/mL OTA. In urma interactiilor de afinitate dintre OTA si anticorpii imobilizati se
observa o crestere a unghiului de rezonanta care este direct proportionald cu concentratia de OTA.
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Pentru solutiile cu concentratie de OTA cuprinse intre 1 si 50 ng/mL OTA s-a obtinut o dependenta
liniara A® = f([OTA]) cu R? = 0.9899.

Imunosenzorii EIS au fost testati pe probe de vin alb contaminate cu 0.1, 0.5, 1, 2 si 5 ng/mL
de OTA, in timp ce biosenzorul SPR a fost testat folosind doar 1, 2, si 5 ng/mL OTA. Rezultatele au
fost comparate cu cele obtinute cu kituri ELISA (test cu kit Ridascreen pentru OTA), ca metoda de
referinta.

Strategia abordatd in vederea realizarii unui imunosenzor pentru OTA a avut in vederea
regenerarea suprafetei imunosenzorului si astfel s-a ales imobilizarea anticorpi specifici pentru
OTA pe PM. Imobilizarea Ac-PM are loc ajutorul unui magnetic suprafata electrodului de Au.
Interactiile nespecifice dintre OTA si suprafata de aur au fost eliminate prin depunerea unui strat de
BSA pe electrodul de aur, crescand astfel specificitatea biosenzor. Utilizarea PM pentru
imobilizarea Ac permite o imobilizare facila a OTA, iar detectia nu necesita utilizarea unui marker.
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6. BIOSENZORI CU ACETILCOLINESTERAZA MODIFICATI CU
MATERIALE COMPOZITE

Inhibitia AChE de catre diferite specii chimice std la baza dezvoltarii de biosenzori pentru
detectia de inhibitori. In urma interactiei dintre un compus inhibitor si AChE are loc o scidere a
activitatii enzimatice. Gradul de inhibitie al AChE este calculat prin masurarea activitatii enzimatice
a AChE inainte si dupd incubarea intr-o solutie ce contine compusul inhibitor si se calculeaza cu
formula 1-5.

Ay — A
% = 2" x 100
Ag

1-5. Formula de calcul a gradului de inhibitie al unei enzime.

unde: Ao = activitatea enzimatica initiala, A; = activitatea enzimatica dupa incubare cu inhibitorul si
1% = gradul de inhibitie.

In cazul biosenzorilor bazati pe inhibitie enzimatica, domeniul liniar corespunde unui interval
cuprins intre 20% si 80% grad de inhibitie, iar limita de detectie este definitd drept cantitatea de
compus inhibitor ce duce la inregistrarea unui procent de inhibitie de 10%.

Deoarece substratul natural al AChE, acetilcolina, nu genereaza prin hidroliza un compus
electroactiv, biosenzorii amperometrici bazati pe AChE utilizeaza un substrat sintetic,
acetiltiocolina (ATCh). Din reactia de hidroliza enzimatica a ATCh se formeaza TCh, compus cu 0
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grupare tiol ce poate fi oxidat electrochimic la ditio-bis-tiocolina. Actiunea unui compus inhibitor
asupra AChE duce la scaderea activitatii enzimatice, si deci la scaderea concentreatiei de TCh din
solutie. Biosenzorul amperometric bazat pe AChE este imersat intr-o solutie de tampon si se
masoara semnalul corespunzator ATCh. Principiul functionarii biosenzorului este prezentat
schematic in Fig. 6-1.

Inhibitor

TChox

—

CH.COOH

+
+ Eimv g™~
23S z[ >+2H +2e~ + 201
/ N

N—
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Fig. 6-1. Principiul functionarii biosenzorului monoenzimatic.

Diferenta dintre valorile intensitatii curentului pentru TCh generata enzimatic, inregistrate
inainte si dupd incubarea cu pesticid, este utilizate pentru a calcula gradul de inhibitie
corespunzatoare concentratiei de inhibitor utilizat.

Metoda de imobilizare a AChE utilizatd in toate experimentele consta in inglobarea AChE
intr-o matrice de tip sol-gel. Porozitatea matricei sol-gel asigura difuzia moleculelor de substrat
catre situsul catalitic al enzimei.

6.4 Senzori pasta de carbune modificati cu geluri de IL-MWCNT pentru tiocolina

In aceasta parte experimentala sunt prezentate studiile asupra proprietatilor electrochimice ale
unor geluri compozite noi bazate pe MWCNT si IL cu cation imidazolic. Senzorii electrochimici
pentru TCh dezvoltati in aceasta parte experimentald au la baza un electrod pasta de carbune care a
fost modificati cu geluri compozite IL-MWCNT. Lichidele ionice prezinta conductivitate ionica
ridicati si capacitatea de a dispersa CNT. Intre cele doud componente au loc interactii de tip n— si
n-cation, ce conduc la formarea unui compozit stabil IL-CNT [16].

Geluri noi, pe baza de IL si MWCNT s-au realizat prin amestecarea directa si utilizarea
ultrasunetelor pentru a facilita dispersia MWCNT in IL. Lichidele ionice utilizate in experimente
electrochimice prezinti un cation imidazolic si diferiti anioni organici sau anorganici. In alegerea
acestora s-a avut in vedere studierea influentei structurii lichidelor ionice asupra proprietatilor
electrochimice. Designul rational consta in selectarea de precursori ai materiale compozite care prin
efectul sinergic generat sa conduca la obtinerea de caracteristici superioare celor ale componentelor
separate. S-a urmarit combinarea caracteristicilor MWCNT, cum ar fi rezistenta mecanica si
conductivitatea electrica, cu cele ale IL, cum ar fi conductivitate ionica si capacitate de dispersie a
MWCNT. Acestea sunt primele experimente raportate in literatura cu privire la utilizarea de IL-
MWCNT pentru detectia TCh.

Senzorii CP, MWCNT/CP, IL-MWCNT/CP si IL/CP au fost caracterizati prin CV, in solutii
de TCh de diferite concentratii, masuratorile efectudandu-se in domeniul de potential -400+800 mV,
cu o viteza de baleiere de 100 mV/s. Rezultate obtinute cu IL-MWCNT/CP au fost comparate cu
cele obtinute cu senzorii modificati cu precursorii gelurilor pentru a pune in evidentda efectul
sinergic al IL si MWCNT. Pentru determinarile de CV a TCh, unul dintre obiectivele modificarii

senzorilor cu diferite materiale constd in cresterea selectivitatii, prin atingerea de valori ale
8
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cat mai mari a intensitatii corespunzatoare picului de oxidare a TCh. Pentru electrozii nemodificati
CP, picului de oxidare corespunzator TCh i se atribuie o valoare de potential de aproximativ +650
mV, iar pentru electrodul modificat cu MWCNT potentialul de oxidare este deplasat spre valori mai
mici, de +350 mV. Aceasta scadere a potentialului de oxidare, inregistratd in cazul senzorilor
MWCNT/CP (Fig. 6-6.A.) poate fi atribuitd proprietatilor electrocatalitice si a suprafetei
electroactive mari a MWCNT.
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Fig. 6-6. Voltamograme ciclice inregistrate in prezenta a 5 mM TCh pentru senzorii: A) CP (a); MWCNT/CP (b); B)
[BMIM][BF4]-MWCNT/CP (c); [EMIM][NTF,]-MWCNT/CP (d); [EMIM][OTF]-MWCNT/CP (¢) si [EMIM][TCB]-
MWCNT/CP (f). (vs = 100 mV/s)

In cazul senzorilor modificati cu IL-MWCNT potentialul de oxidare al TCh se afla la o
valoare si mai scazuta si intensitatea curentului de pic este mai mare. Voltamogramele inregistrate
pentru electrozii CP modificati cu geluri cu [BMIM][BF,], [EMIM][NTF;], [EMIM][OTF] si
[EMIM][TCB] sunt prezentate in Fig. 6-6.B. S-a observat ca majoritatea valorilor de potential
pentru senzorii IL-MWCNT/CP se situeaza sub +100 mV. Valorile scazute ale potentialul de
oxidare a TCh inregistrate cu senzorii IL-MWCNT/CP sunt datorate faptul ca gelul poate accelera
transferul de electroni datorita interactiei electrostatice dintre moleculele de TCh, incarcate negativ
la pH = 8 si cationi imidazolici din lichidul ionic. S-a observat cad pentru patru tipuri de geluri s-au

.....

.....

.....

MWCNT/CP. Senzorii modificati cu geluri pe baza de [HMIM][PFg], [EMIM][NTF,],
[EMIM][PFs] si [EMIM][FAP] au prezentat sensibilitate scazuta fatd de TCh. Deoarece gelul
[BMIM][BF4]-MWCNT s-a remarcat prin valoarea cea mai mare a curentului de oxidare a TCh si
un potential scazut, acesta fost ales pentru efectuarea urmatoarelor determinari experimentale.

6.5 Biosenzori pasta de carbune modificati cu geluri de IL-MWCNT

Pentru determinarile amperometrice de ATCh calibrarile s-au realizat prin metoda adaosurilor
succesive pe un domeniu cuprins intre 0.1-10 mM ATCh. Detectia ATCh s-a realizat in
amperometrie la o valoare de potential de +50 mV, prin adaosuri succesive de ATCh intr-o solutie
de PBS ce contine 1 Ul de AChE.

S-au efectuat determinari amperometrice pentru biosenzori cu valori diferite ale activitatii
enzimei imobilizate in 5 mM ATCh, inainte si dupa contactul cu pesticidul clorpirifos. Cantitatea
optima de AChE s-a determinat efectudnd determindri ale procentului de inhibitie prin incubare in

9



solutii de clorpirifos cu concentratii intre 10°® s 10® M. Pentru fiecare valoare de concentratie s-a
calculat procentul de inhibitie a activitatii AChE si valorile sunt reprezentate in Fig. 6-17.
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Fig. 6-17. Efectul cantitatii de enzima asupra gradului de inhibitie a biosenzorului AChE/[BMIM][BF;]-MWCNT/CP
(AChE 17-130 mUI, E = +50 mV, [ATCh] =5 mM, pH =8, Tincuare = 15 min.).

Rezultatele obtinute arata faptul ca o activitate enzimatica de 17 mIU reprezinta o valoarea
optima pentru realizarea de determinari de clorpirifos pe baza inhibitiei AChE deoarece este
valoarea pentru care s-a inregistrat inhibitie pentru 10® M si 5 x 10® M clorpirifos. S-au efectuat
determinari de clorpirifos utilizand biosenzorul AChE/[BMIM][BF4]-MWCNT/CP, pe un domeniu
de concentratie de 10® + 10° M. Semnalul amperometric s-a inregistrat la un potential de +50 mV,
in prezenta a 5 mMM ATCh. S-au efectuat determinari pentru optimizarea timpului de incubare
pentru o concentratie de 10® M clorpirifos intre 5 si 30 de minute, iar timpului de incubare optim
este de 15 minute, valoare raportata si de alti autori [57].

Dreapta de calibrare prezentatd in Fig. 6-19. este o reprezentare semi-logaritmica 1% =
Log[Clorpirifos]. Limita de detectie calculata pentru un grad de inhibitie de 10 % este de 4 nM
clorpirifos (1.4 ppb).

Y = (277414) + (32.242.1)X b
R%=0.9835

80

60+

1 (%)
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" [Clorpirifos] s

T T T T T
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Log[Clorpirifos] / M

Fig. 6-19. Dreapta de calibrare 1% = Log[Clorpirifos] pentru clorpirifos (figura inserata: 1%= [Clorpirifos]). (AChE 17
mlU, E =+50 mV, [ATCh] =5 mM, pH =8, n=5).

Un alt obiectiv I-a reprezentat regenerarea suprafetei biosenzorului. Pesticidele
organofosforice inhibd reversibil AChE, aceasta putdnd fi regeneratd cu agenti de reactivare de tip
oxima, cum ar fi PAM sau obidoxima. Agentii de reactivare reactioneaza cu inhibitorul legat
covalent de enzima si-1 indeparteaza din situsul activ. Mecanismul de actiune al obidoximei asupra
ACHhE inhibate de clorpirifos este prezentat in Fig. 6-21.

10



HO
o
_N_ O_ N_ -~ T
/\O Q/\ + 7 T+ S=P—0
| N
Syt \/ o
S

P

O
Situs anionic Situs esterazic I Situs anionic Situs esterazic

Fig. 6-21. Mecanismul de actiune al obidoximei asupra AChE inhibate de clorpirifos.

Capacitatea obidoximei de a regenerare AChE a fost studiata pentru o concentratie de 10 nM
clorpirifos. Procentul de inhibitie inregistrat initial este de 20%. Biosenzorul a fost imersat intr-0
solutie agitatd de obidoxima. S-a observat cd un timp de 5 minute este suficient pentru regenerarea
totald a activitdtii enzimatice. Pentru obidoximd o concentratia de 0.1 mM este considerata a fi
optima pentru regenerarea enzimei.

Studiile de regenerare efectuate cu obidoxima si PAM pe biosenzori identici incubati in
aceeasi solutie de clorpirifos au aratat ca obidoxima este un agent de reactivare mai eficient decat
PAM. Pentru toate experimentele ulterioare implicand inhibitori ai AChE s-a utilizat obidoxima ca
agent de reactivare.

In acest capitol s-au realizat si caracterizat senzori pentru detectia TCh bazati pe geluri
compozite IL-MWCNT. Senzorul [BMIM][BF,]-MWCNT/CP, caracterizat printr-o sensibilitate
crescutd si un potential relativ scazut pentru oxidarea TCh, a fost utilizat in dezvoltarea unui
biosenzor pentru compusi organofosforici bazat pe AChE. Cantitatea de enzima imobilizata pe
senzorii [BMIM][BF;]-MWCNT/CP a fost optimizata pentru a se putea inregistra un procent de
inhibitie cat mai mare pentru o concentratie mica de clorpirifos. S-a calculat o limita de detectie de
4 nM pentru clorpirifos, obtinuti cu un biosenzor cu 17 mIU AChE. In aceasti teza de doctorat s-a
raportat pentru prima data utilizarea obidoximei ca agent de reactivare a AChE imobilizate pe un
biosenzor.
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6.5 Biosenzori serigrafiati modificati cu amestecuri compozite de TCNQ-MWCNT

Unul dintre cei mai utilizati mediatori in dezvoltarea de senzori si biosenzori este 7,7,8,8-
tetracianochinodimetanul, o molecula organicd acceptoare de electroni, cu proprietati
11



electrocatalitice [1]. Pana in prezent nu s-a raportat in literatura de specialitate utilizarea de
amestecuri de MWCNT si TCNQ pentru modificarea de senzori pentru detectia TCh. S-au preparat
trei tipuri de senzori serigrafiati, fiecare modificat cu un material diferit: electrozi modificati cu
MWCNT (MWCNT/SPE), cu TCNQ (TCNQ/SPE) si cei modificati cu un compozit MWCNT-
TCNQ (MWCNT-TCNQ/SPE).

Compozitului MWCNT-TCNQ a fost caracterizat prin spectroscopie DR-UV-Vis si Raman.
Proprietatile acestui compozit au fost comparate cu cele ale precursorilor, MWCNT si TCNQ (Fig.
6-28.A).
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Intensitate Raman

K - J
2200 1600 1400 1200
Numar de unda /cm’”

Fig. 6-28. A) Spectrele de absorbtie moleculara DR-UV-Vis pentru TCNQ (a), MWCNT (b), MWCNT-TCNQ 1 mM
(c), MWCNT-TCNQ 10 mM (d), MWCNT-TCNQ 100 mM (e), si MWCNT-TCNQ 200 mM (f). B) Spectrul Raman
pentru TCNQ (a), MWCNT-TCNQ 100 mM (b) si MWCNT-TCNQ 200 mM (c).

Pentru spectrul DR-UV-Vis al MWCNT-TCNQ 1 mM, nu se mai observa banda de la 454 nm
din spectrul moleculei neutre de TCNQ atribuita radicalului anionic (TCNQ™), fapt ce poate fi
explicat prin aparitia unei interactii intre gruparile CN ale TCNQ si nucleele aromatice din CNT-
uri. In cazul spectrelor Raman (Fig. 6-28.B) pentru amestecul MWCNT-TCNQ 100 mM se observa
o deplasare a benzii de vibratie corespunzatoare CN poate fi explicatd printr-o interactie a gruparilor
CN cu MWCNT. Aceasta deplasare nu mai apare pentru MWCNT-TCNQ 200 mM, dar se observa
deplasari pentru benzile corespunzatoare C=C, explicate prin aparitia unui proces de transfer de
electroni intre MWCNT si moleculele TCNQ 1in stare anionica [8]. Datele obtinute in analizele
spectrale sugereaza doua tipuri de organizari supramoleculare in functie de concentratia de TCNQ,
structuri prezentate in Fig. 6-29: concentratii mici de TCNQ (Fig. 6-29.A) si la concentratii mari de
TCNQ (Fig. 6-29.B).
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Fig. 6-29. Organizarea supramoleculara a MWCNT-TCNQ la (A) concentratii mici de TCNQ (<1 mM) si (B) la
concentratii mari de TCNQ (>10 mM).

Pentru concentratii de TCNQ de 1 pana la 10 mM, moleculele de TCNQ se aranjeaza au
grupdrile CN orientate spre suprafata MWOCNT, datoritd interactiilor electrostatice. Pentru
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amestecurile MWCNT-TCNQ cu concentratii mici de mediator, moleculele de TCNQ indeplinesc
doua functii: cea de punti intre nanotuburile apropiate cu rol in stabilizarea amestecului compozit si
asigurarea transferul de electroni intre nanotuburi, si cea de acceptori de electroni pentru oxidarea
TCh.

Studiile de CV au fost realizate cu urmatorii senzori: MWCNT/SPE, TCNQ/SPE si MWCNT-
TCNQ/SPE. In Fig. 6-31. sunt prezentate voltamogramele ciclice inregistrate in solutie de TCh 5
mM, 1n tampon fosfat. Se poate observa ca potentialul de oxidare al TCh are valori diferite in
functie de senzorul folosit: +450 mV in cazul MWCNT/SPE, +300 mV pentru TCNQ/SPE si +150
mV pentru MWCNT-TCNQ/SPE. O crestere semnificativa a intensitatii curentului de oxidare a fost
observatd pentru electrodul modificat cu MWCNT-TCNQ comparativ cu ceilalti electrozii
serigrafiati modificati cu TCNQ sau MWCNT. Intensitatea curentului de pic corespunzator oxidarii
TCh pe MWCNT-TCNQ/SPE este de 60 pA, o valoare de aproape doua ori mai mare decat cea
inregistratd pentru MWCNT/SPE, si de sase ori mai mare decat cea pentru TCNQ/SPE. Acest
fenomen este atribuit efectului sinergic al celor douda componente, MWCNT si TCNQ.
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Fig. 6-31. Voltamograme ciclice inregistrate pentru TCh 5 mM cu senzorii SPE (a), MWCNT/SPE (b), cu TCNQ/SPE
(c) si MWCNT-TCNQ/SPE (d) (vs = 100 mV/s, [TCNQ] =1 mM, pH = 8).

Determinari amperometrice ale ATCh s-au efectuat utilizand electrozi MWCNT-TCNQ/SPE
si TCNQ/SPE, intr-o celula de 10 mL prevazuta cu agitator magnetic. Calibrarea s-a realizat prin
metoda adaosurilor succesive, pe un domeniu cuprins intre 0.1-5 mM ATCh. S-a inregistrat
intensitatea curentului pentru linia de baza, si intensitatea semnalului dat de TCh generata enzimatic
dupi adaugarea de ATCh. Intre masuritori senzorul a fost spilat cu apa distilata si tampon fosfat.
Un raspuns liniar a fost inregistrat pe domeniul de concentratie 0.05-0.6 mM cu o sensibilitate de 45
HA/mMxcm? si o limita de detectie de 30 pM (Tabel 6-10.). Pentru electrodul modificat cu TCNQ
s-a determinat o sensibilitate mai mica, de 32 pA/mMxcm?,

Tabel 6-10. Parametrii de raspuns in amperometrie pentru senzorii TCNQ/SPE si MWCNT-TCNQ/SPE (E = +150 mV,

pH = 8).
Tip senzor Domeniu liniar Panta Sensibilitate2 2 Lp
mM HA/ MM pA/ mMxcm uM
MWCNT-TCNQ 0.05-0.6 5.78 45.05 0.9785 28.5
TCNQ 0.05-0.4 4.02 32 0.9984 37.3

Biosenzorul AChE/MWCNT-TCNQ/SPE a fost utilizat pentru determinarea ATCh.
Raspunsul amperometric a fost inregistrat pentru adaosuri succesive de ATCh intr-o solutie agitata
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de tampon fosfat la un potential de lucru de +150 mV. Reproductibilitatea semnalului analitic
inregistrat in prezenta ATCh de 5 mM a fost testatd cu 5 biosenzori diferiti, % RSD fiind egala cu
6%. Raspunsul amperometric pentru ATCh ajunge la 96% din valoarea initiald dupa 1 saptdmana,
indicand o buna stabilitate a biosenzorului.

Pentru determinarile de inhibitie, s-au utilizat doua pesticide organofosforice, clorpirifosul si
metil-paraoxonul. Curbele de calibrare pentru metil-paraoxon si clorpirifos au fost obtinute pentru
un timp de incubare de 30 de minute pentru fiecare proba de pesticid. Clorpirifosul a fost determinat
in domeniul de concentratie 10® - 107 M, iar metil-paraoxonul pe un domeniu de concentratie de
10 x 10® M pesticid, cu o reproductibilitate similara. Limitele de detectie calculate pentru un grad
de inhibitie de 10% sunt de 30 pM (7 ppt) pentru metil-paraoxon si de 0.4 nM (0.1 ppb) pentru
clorpirifos (Tabel 6-11.).

Tabel 6-11. Caracteristicile de raspuns pentru biosenzorului AChE/MWCNT-TCNQ/SPE; ecuatia dreptei 1% = a + b x
log [Pesticid] (M). (Tincubare = 30 min.)

Domeniude  Limita de detectie

Pesticid a b R? .
concentratie pM ppt
metil-paraoxon 195+12 176 £1.3 0.9722 0.1-500 30 7
clorpirifos 2582+ 5.6 26.50+0.70 0.9958 1-100 430 100

Biosenzorul a fost utilizat in detectia de pesticide in probe de apa de robinet. Gradul de
inhibitie inregistrat In apd (3.4 %) este mai mic decat limita de detectie, ceea ce dovedeste ca
biosenzorul poate fi utilizat in probe de apa fara interferente semnificative. S-au efectuat
determindrile ale gradului de inhibitie atat in solutii standard cat si in solutii de apa de robinet
contaminate cu diferite cantitati de metil-paraoXon si clorpirifos. S-au testat solutii de 1, 10 si 50
mM metil-paraoxon si 5, 10 si 50 mM clorpirifos.

Rezultatele experimentale obtinute pentru probele reale sunt prezentate in tabelul 6-12 sub
forma de procente de inhibitie. Gradul de recuperare a fost calculat ca fiind raportul dintre procentul
de inhibitie inregistrat in proba imbogatita si cel din probele standard corespunzatoare, si in toate
cazurile a avut o valoare de sub 100 %.

Tabel 6-12. Determinarea pesticidelor din probe de apa.
Grad de inhibitie

- Concentratie Procent
Pesticid P 0
pesticid (nM) Solutie standard Proba de apa recuperare %

metil 1 37 364 97.3
10 55 52+5 94.5

paraoxon
50 67 64 £2 95.5
5 38 33£2 86.8
clorpirifos 10 46 42 +4 91.3
50 65 61+3 93.8

Formarea amestecului compozit bazat pe MWCNT si mediatorul electrochimic TCNQ.
compozitului MWCNT-TCNQ a fost confirmata prin determinari de spectrometriec DR-UV-Vis si
Raman. Electrozi serigrafiati modificati cu TCNQ, MWCNT si MWCNT-TCNQ au fost testati ca
senzori pentru TCh. Utilizarea electrozilor modificati cu MWCNT-TCNQ in experimentele de
voltametrie ciclica a permis scaderea potentialului de oxidare a TCh de la +450 mV pentru
MWCNT/SPE la +150 mV pentru MWCNT-TCNQ/SPE. Sensibilitatea pentru TCh este de aproape
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sase ori mai mare pentru MWCNT-TCNQ/SPE decat cea pentru TCNQ/SPE. Utilizand acest
compozit, a fost realizat un nou tip de biosenzor amperometric pentru detectia pesticidelor metil-
paraoxon si clorpirifos bazat pe un electrod MWCNT-TCNQ/SPE si AChE imobilizata prin metoda
sol-gel.
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6.7 Biosenzori pasta de cirbune modificati cu geluri TTF-TCNQ-IL

In aceasta parte experimentald este descrisd prepararea unui nou material format din IL cu
cation imidazolic si complexul cu transfer de sarcind TTF-TCNQ. In cadrul complexului cu transfer
de sarcind, TTF are rolul de donor datorita electronilor @ conjugati, iar TCNQ este un acceptor de
electroni datoritd prezentei a patru grupari ciano. Amestecarea celor doi compusi are ca rezultat
formarea de cristale TTF-TCNQ ce sunt caracterizate prin conductivitate ridicata [1]. In literatura
s-a descris prepararea si caracterizarea unor geluri formate din TTF, TCNQ si IL cu cationi
imidazolici [7]. Materialele obtinute se prezinta sub forma unor geluri similare IL-CNT [8]. S-a
constatat existenta unui efect sinergic datorit combinarii proprietatilor fizice ale complexului TTF-
TCNQ si a IL, obtinandu-se gelurile TTF-TCNQ-IL ce prezinta conductivitate electrica si ionica.
Formarea gelului a fost explicatd prin stabilirea de interactii electrostatice si n-m intre complexul
TTF-TCNQ si IL. Pana acum in literatura nu s-a descris aplicarea TTF-TCNQ-IL pentru
dezvoltarea de senzori sau biosenzori.

Formarea complexului TTF-TCNQ in cadrul amestecurilor compozite cu IL a fost studiata in
spectroscopia FT-IR. In Fig. 6-43 sunt prezentate spectrele corespunzitoare TTF, TCNQ,
[EMIM][TCB] si ale gelului TTF-TCNQ-[EMIM][TCB]. Deplasarile benzilor de vibratie
corespunzatoare formelor neutre ale TCNQ st TTF la valori ce indica prezenta formelor ionice
pentru amestecurile TTF-TCNQ si TTF-TCNQ-[EMIM][TCB] pot fi explicate prin formarea
complex cu transfer de sarcina.
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Fig. 6-43. A) Spectrele FT-IR ale: (a) TCNQ, (b) TTF, (c) TTF-TCNQ, (d) [EMIM][TCB], (¢) TTF-TCNQ-
[EMIM][TCB] gel. B) Imagini SEM ale (a) TTF-TCNQ, (b) TTF-TCNQ-[EMIM][TCB].

Imaginile obtinute in microscopia electronica cu baleiaj (SEM) sunt prezentate in Fig.
6-43.B, imaginea a, se poate observa structura TTF-TCNQ, alcatuita din cristale dispuse sub forma
unor agregate, iar in imaginea b, corespunzatoare gelului TTF-TCNQ-[EMIM][TCB], se observa
dispersia acestor structuri sub forma unor cristale aciculare, ceea ce indica faptul ca [EMIM][TCB]
se comporta ca un electrolit fatd de ionii de TTF+ si TCNQ- in gelul TTF-TCNQ-[EMIM][TCB].

Studiile de voltametrie ciclicd cu senzori bazati pe electrozi CP au permis compararea a
caracterului electrochimic al amestecurilor compozite cu cele ale componentelor precursoare. S-au
testat sase tipuri de senzori: TCNQ/CP, TTF/CP, TTF-TCNQ/CP, IL/CP si TTF-TCNQ-IL/CP.
Voltamogramele inregistrate in 5 mM TCh sunt prezentate in Fig. 6-44. Studiile electrochimice au
aratat un potential de oxidare mai scazut pentru electrozii TTF-TCNQ-[EMIM][TCB]/CP
comparativ cu cel inregistrat pe TTF-TCNQ/CP. Potentialul de oxidare scade de la +600 mV pentru
TTF-TCNQ/CP la +395 mV pentru TTF-TCNQ-[EMIM][TCB]/CP, iar potentialul de reducere
scade de la -259 mV pentru TTF-TCNQ/CP la -143 mV pentru electrodul modificat cu gel. Efectul
electrocatalitic sporit al gelurilor TTF-TCNQ-IL poate fi explicata de comportarea IL ca o matrice
conductiva ce permite difuzia de ioni generati in interiorul gelului. Mobilitatea crescutd a TTF+ in
interiorul gelului TTF-TCNQ-[EMIM][TCB] este datorata volumului mic al anionului TCB'.
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Fig. 6-44. Voltamograme ciclice pentru : CP (a), TCNQ/CP (b), TTF/CP (c), TTF-TCNQ/CP (d), [EMIM][TCB]/CP
(e)*, [EMIM][NTF,]/CP (H)* si [EMIM][OTF]/CP (g), (*Curentul este prezentat pe axa din dreapta)

Proprietatile electrocatalitice ale acestui gel pot fi explicate printr-o conductivitate inaltd a
[EMIM][TCB] comparativ cu celelalte lichide ionice. Pentru senzorul modificat cu [EMIM][TCB]
s-a Inregistrat un curent de oxidare al TCh mai crescut comparativ cu ceilalti senzori modificati,
fapt pentru care a fost utilizat in continuare in dezvoltarea biosenzorului enzimatic.

S-au efectuat masurdtori cronoamperometrice cu senzorii modificati cu TTF-TCNQ-
[EMIM][TCB] in solutii de TCh de diferite concentratii, la un potential aplicat este cel de +400 mV
vs. Ag/AQCI. A fost calculata o valoare a Kg: de 32.3 L/molxs, ceea ce indicd un caracter
electrocatalitic sporit al gelului TTF-TCNQ-[EMIM][TCB] fata de oxidarea TCh. Aceasta valoare
este mai mare decat cea raportatd in literatura pentru un electrod modificat cu hexacianoferat de
cobalt [13], dar mai scazutda comparativ cu cele raportate pentru electrozii modificati cu IL-
MWCNT sau cu TCNQ-MWCNT.

Determinarile amperometrice cu biosenzorii AChE/TTF-TCNQ-IL/CP au fost efectuate la un
potential de lucru de +400 mV prin adaosuri succesive de ATCh in PBS, pe un domeniu de

concentratie de 0.1-5 mM ATCh. Pentru experimentele realizate cu acelasi biosenzor valoarea RSD
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este de 3.6% pentru 5 determindri succesive cu ATCh 5 mM. Stabilitatea operationald a fost
determinata prin efectuarea a 5 masuratori cu ATCh 5 mM pentru acelasi biosenzor. Biosenzorul
este stocat la 4 °C. Semnalul isi pastreaza 92% din intensitatea initiala dupa doua saptamani.

Compusii terapeutici carbamati determinati sunt eserina si neostigmina. S-au efectuat
misuritori de inhibitie pentru 10° M eserina pentru optimizarea timpului de incubare. Acesta a fost
variat Intre 5 si 30 minute iar gradul de inhibitie creste cu timpul de incubare de la 5% la 100%
pentru eserind. Astfel curbele de calibrare pentru eserind si neostigmind au fost obtinute pentru un
timp de incubare de 30 de minute. Caracteristicile de raspuns ale biosenzorului sunt prezentate in
tabelul 6-13. Limitele de detectie obtinute sunt 26 pM (7 ppt) pentru eserina si 0.3 nM (57 ppt)
pentru neostigmina, calculate pentru un nivel de inhibitie de 10%. Aceste valori reprezintd unele din
cele mai scazute valori raportate in literatura.

Tabel 6-13. Caracteristicile de raspuns pentru biosenzorului AChE/TTF-TCNQ-IL/CP; ecuatia dreptei 1% =a + b x log
[Compus] (M). (Tincubare = 30 min.)

) Domeniu de Limita de detectie
Compus a b R .
concentratie (nM) nM ppt
eserind 220.4+13.6 199+1.7 0.9645 0.1-1000 0.03 7
neostigmina 247.2+21.9 248 +2.8 0.9504 1-500 0.3 57

Atingerea unor limite de detectie scazute pentru cei doi compusi carbamati a permis utilizarea
biosenzorilor bazati pe AChE in detectia de compusi in ape uzate. Determinarile de probe reale au
fost realizate prin aditia de cantitdti cunoscute in probe de apa de robinet. Concentratiile de
medicament utilizate au fost 10, 50 si 100 nM, iar rezultate experimentale sunt prezentate in tabelul
6-14. Eserina si neostigmina au fost detectate Tn domenii de concentratie intre 0.1 nM si 1 nM,
respectiv. Limitele de detectie de 0.03 nM pentru eserina si 0.3 nM pentru neostigmind, sunt printre
cele mai scazute raportate in literatura.

Tabel 6-14. Determinarea de compusi carbamati din probe de apa.

Grad de inhibitie (%)

Concentratie Procent
Compus ’
(nM) Solutie standard Proba de apa recuperare (%)
10 61 54+4 85.8
Eserina 50 75 70+ 4 96.2
100 81 94 +4 1144
10 49 38+8 78
Neostigmina 50 66 65+1 97.8
100 74 76 +4 103.2

Procentele de inhibitie obtinute sunt in concordantd cu cele obtinute ceea ce sugereazd o
acuratete bund a biosenzorului. Procentul de recuperare pentru cei doi compusi a fost exprimat ca
raport Intre gradul de inhibitie in proba imbogatita si cel din solutia standard.

In acest capitol s-a descris prepararea de geluri compozite TTF-TCNQ-IL utilizate pentru
dezvoltarea de senzori electrochimici pentru TCh. Gelurile compozite TTF-TCNQ-IL combina
proprietatile electrochimice ale mediatorilor TTF si TCNQ cu cele ale lichidelor ionice iar
materialul rezultat are proprietati fizice asemanatoare cu cele ale gelurilor IL-MWCNT. Studiile
efectuate in spectroscopia FT-IR au indicat faptul ca amestecarea mecanicd a compusilor duce atat
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la formarea complexului cu transfer de sarcind TTF-TCNQ cat si la stabilirea de interactii
electrostatice intre mediatori si cationul lichidului ionic, iar in SEM s-a observat fenomenul de
dispersie a cristalelor de TTF-TCNQ in lichidul ionic. Determinarile efectuate in CV utilizand trei
tipuri de amestecuri cu lichide ionice si fiecare dintre precursori gelurilor au aratat ca gelul TTF-
TCNQ-[EMIM][TCB] prezintd cea mai mare sensibilitate pentru TCh. Senzorul TTF-TCNQ-
[EMIM][TCB]/CP a fost utilizat mai departe pentru dezvoltarea unui biosenzor bazat pe AChE
pentru detectia compusilor terapeutici carbamati, eserina si neostigmina
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CONCLUZII GENERALE

In cadrul acestei teze s-au elaborat diferite metode pentru modificarea interfetei biomolecula-
traductor pentru a obtine biosenzori cu caracterisitici de performanta imbunatatite. S-au utilizat PM
ca suport pentru imobilizarea de Ac iar materialele compozite cu proprietati conductoare IL-
MWCNT, MWCNT-TCNQ si TTE-TCNQ-IL au fost utilizate drept materiale de electrod pentru
biosenzori bazati pe AChE.

S-a dezvoltat un imunosenzor pentru OTA cu Ac imobilizati pe PM, utilizand monostraturi
tiolice auto-asamblate cuplate cu albumina serica bovina pentru a reduce interactiile nespecifice de
pe suprafata electrodului. PM au permis imobilizarea facila a anticorpilor pentru OTA si
regenerarea ulterioara a suprafetei electrodului, realizandu-se un imunosenzorul impedimetric si
unul SPR pentru detectia OTA.

In aceasta teza s-au descris primii senzori pentru detectia TCh bazati pe geluri compozite IL-
MWCNT. Senzorul [BMIM][BF;]-MWCNT s-a caracterizat printr-o sensibilitate crescutd pentru
TCh comparativ cu alte geluri bazate pe IL sau doar cu MWCNT, si un potential relativ scazut de
+50 mV pentru oxidarea TCh in voltametrie ciclica, si de aceea a fost utilizat in dezvoltarea unui
biosenzor bazat pe AChE pentru detectia de clorpirifos. Pentru prima oara s-a raportat utilizarea
obidoximei ca agent de reactivare a AChE imobilizata pe un biosenzor.

S-a elaborat o metoda de preparare a unui nou tip de material de electrod alcatuit din
MWCNT si mediatorul electrochimic TCNQ. Formarea compozitului MWCNT-TCNQ a fost
confirmati prin determinari de spectrometrie UV-VIS si Raman. In experimentele de voltametrie
ciclica pentru senzorul modificat cu MWCNT-TCNQ s-a inregistrat un potential de oxidare a TCh
de +150 mV, iar sensibilitatea pentru TCh este de aproape sase ori mai mare pentru MWCNT-
TCNQ/SPE decat cea pentru TCNQ/SPE. Biosenzorul AChE/MWCNT-TCNQ/SPE a fost utilizat
pentru detectia de metil-paraoxon si clorpirifos.

Prima aplicatie a gelurilor compozite TTF-TCNQ-IL in dezvoltarea de senzori si biosenzori a
fost descrisa in aceasta teza. S-au preparat geluri TTF-TCNQ-IL cu IL cu cation imidazolic si au
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fost utilizate in dezvoltarea de senzori pentru TCh. Studiile de SEM si FT-IR au confirmat formarea
gelurilor compozite. Studiile electrochimice au aratat ca senzorul TTF-TCNQ-[EMIM][TCB]
prezinta cea mai mare sensibilitate pentru TCh si acesta fost utilizat pentru realizarea unui biosenzor
AChE/TTF-TCNQ-[EMIM][TCB]/CP cu AChE pentru detectia de compusi carbamati.
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