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Bioinstrumentația în medicină 

 

Diagnosticul molecular este un domeniu în plină expansiune, care utilizează 
bioinstrumentația și care permite realizarea atât a unui diagnostic timpuriu, cât și a unor 
abordări terapeutice inovatoare (cheia pentru tratarea cu succes a multor boli) [1].  

Bioinstrumentația implică realizarea a noi dispozitive și proceduri care rezolvă probleme 
medicale și de sănătate prin combinarea cunoștințelor avansate recente în domeniul 
medicinei, biologiei și ingineriei moleculare în scopul îmbunătățirii sănătății umane. 
Bioinstrumentația, prin activități interdisciplinare, integrează astfel principii de medicină, 
biologie, biofizică și biochimie cu concepte de proiectare în inginerie pentru îmbunătățirea 
stării de sănătate (diagnostic și terapie) [2]. 

Dispozitivele ce conțin: 

1. biomolecule: proteine (enzime pentru recunoașterea specifică a substraturilor, anticorpi 
pentru interacțiunea specifică cu antigenele corespunzătoare), ADN-uri sau ARN-uri, 
orice alt receptor (artificial sau biologic) care se leagă de molecula analizată (țintă) cu 
afinitate și specificitate mari sau  

2. microrganisme: ciuperci, bacterii, țesut, componente biomimice, 

constituie noi generații de instrumente pentru aplicațiile de diagnostic molecular, sunt 
numite senzori și biosenzori. Ambele tipuri de dispozitive au și potențialul de a facilita 
testarea la punctul de îngrijire (POCT), unde pot fi efectuate analize moleculare de ultimă 
generație (prin auto-monitorizare sau personal fără pregătire specială), fără a necesita prezența 
unui laborator de analize sofisticat.  

Astfel, bioinstrumentele, ce folosesc tehnologii noi, cum sunt (nano)senzorii și 
(nano)biosenzorii, pot fi aplicate în diagnosticul molecular [3]: în monitorizarea clinică a 
unor substanţe de interes biologic (biomarkeri: glucoza, neurotransmițători, hormoni, lactoza, 
ureea, colesterolul, antioxidanți și specii reactive ai oxigenului sau azotului, medicamente, etc,), 
în estimarea răspunsului organismului la terapii specifice, dar și în studiul interacţiunilor 
dintre diverse biomolecule (interacțiuni proteine-proteine, proteine-medicamente, ADN-proteine, 
etc.). 

Astfel, sisteme de diagnostic molecular pe bază de senzori și biosenzori pot fi dezvoltate 
pentru a viza mai multe domenii de interes medical: teste pentru evidențierea și cuantificarea 
biomarkerilor bolilor metabolice, neurodegenerative, infecțioase, genetice, farmacogenomice și 
a stresului oxidativ (în sportul de performanță, dieta dezechilibrată, poluare, etc.) [4]. 

Metodele analitice tradiționale sunt costisitoare, lente, au nevoie de laboranți bine pregătiți și în 
unele cazuri necesită pre-tratarea probelor, fapt ce determină creșterea timpului de analiză. O 
alternativă la aceste metode este dată de utilizarea senzorilor și biosenzorilor care prezintă 
avantajele de a fi mai simple, mai rapide și mai ieftine decât testele clasice. Avantajele 
(bio)senzorilor sunt date astfel de: selectivitatea și specificitatea mare, costul relativ scăzut al 
construcției și depozitării, potențialul de miniaturizare, facilitatea de automatizare și construcție 
a unui echipament simplu și portabil/plasture atașat pe piele pentru analize și monitorizare 
rapidă în afara laboratorului (auto-monitorizare) [3].  

Nanomedicina este o ramură a medicinei care aplică cunoștințe și instrumente din domeniul  
nanotehnologiei pentru prevenirea și tratamentul bolilor. Nanomedicina implică utilizarea de 
materiale la scală nanometrică (nanoparticule biocompatibile și nanoroboți), pentru 
diagnostic (tehnici și substanțe de imagistică), detecție (biomarkeri), transport (medicamente) 
și acționare (ingineria țesuturilor și medicina regenerativă) în organismele vii. Nanomedicina 
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se referă, astfel, și la dezvoltarea unor dispozitive mici, nanostructurate, ușor de utilizat, care 
folosesc pot ajuta în diagnosticarea timpurie și recomandarea terapiei adecvate. 
Nanosistemele bazate pe nanomateriale utilizează unicitatea proprietăților nanomaterialelor 
biologice și fizice în recunoașterea unei molecule țintă. Nanomateriale noi, care au o 
rezistență mecanică mare, o conductivitate electrică bună, dimensiuni nanometrice și care sunt 
compatibile cu moleculele biologice sunt ideale pentru dezvoltarea biosenzorilor cu o limită 
de detecție scăzută [5-8].  

În general, avantajele (bio)senzorilor bazați pe nanomateriale sunt răspunsul rapid în timp 
real, dimensiunile reduse, sensibilitatea, specificitatea și selectivitatea foarte mari și 
portabilitatea în comparație cu electrozii și senzorii mari. Astfel, odată cu apariția 
nanotehnologiei, diagnosticul molecular poate fi realizat cu nano(bio)senzori avansați care pot 
detecta concentrații de nivel scăzut ale analiților utilizând dispozitive portabile.  

Nanobiologia, cu ajutorul biologiei moleculare și biochimiei sintetice, a dezvoltat noi elemente 
de recunoaștere artificială, cum sunt aptamerii și fragmente variabile cu lanț unic, care 
recunosc specific anumite proteine, ce pot fi folosite împreună cu elemente artificiale 
(nanoparticule și nanofibre metalice, compuși metaloporfirinici, etc.) pentru obținerea unor 
dispozitive noi,  (nano)senzorii și (nano)biosenzorii, cu grad mare de selectivitate și 
specificitate pentru biomarkeri din probe cu matrici complexe cum sunt lichidele biologice (ser, 
urină, salivă) folosite în diagnosticul molecular.  

Dispozitivele mici trebuie integrate sau ambalate utilizând o tehnică de fabricare adecvată. 
Tehnologiile recente avansate ale sistemelor microelectro-mecanice (MEMS), inclusiv 
microelectronica, microfabricarea, fotolitografia și microprelucrarea care se aplică în domeniul 
cercetării biomedicale, au permis apariția dispozitivelor BioMEMS. Încorporarea BioMEMS 
într-un canal microfluidic permite dezvoltarea unui „laborator pe un cip” (lab-on-chip) care 
oferă posibilitatea realizării unei prelevări automate a unui volum mic de probă, o pre-
separare sau o detecție multi-proteică [9]. 

Interacțiunile biomoleculare sunt unele din cele mai prezente reacții care au loc într-un 
organism viu și reprezintă mecanismul de bază al funcțiilor biologice. Aceste interacțiuni apar 
între macromolecule (ADN, ARN, proteine, lipide, carbohidrați, medicamente), receptori biologici 
specifici și bio(molecule). Înțelegerea acestor interacțiuni este esențială pentru diagnosticarea 
timpurie a unei patologii și obținerea unor medicamente eficiente și pot fi studiate cu 
ajutorul (nano)senzorii lor și (nano)biosenzorilor.  
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Scopul și obiectivele tezei de doctorat 

Scopul acestei teze de doctorat a constat în dezvoltarea unor metode noi de diagnostic 
molecular pentru identificarea/evidențierea și cuantificarea unor biomarkeri de interes în 
aplicații medicale. 

În acest scop au fost urmărite următoarele obiective: 

1. dezvoltarea unei metode noi de identificare și cuantificare a dopaminei ca biomarker 
al bolilor neurodegenerative prin realizarea și testarea (bio)senzorilor electrochimici.  

2. dezvoltarea unei metode noi de identificare și cuantificare a glucozei ca biomarker al 
diabetului zaharat prin realizarea și testarea biosenzorilor electrochimici și optici. 

3. dezvoltarea unei metode noi de evidențiere și cuantificare a capacității antioxidante 
totale ca marker al stresului oxidativ prin realizarea și testarea senzorilor electrochimici cu 
enzime artificiale (nanozime). 

Senzorii electrochimici dezvoltați în această teză au avut la bază nanomateriale, atât 
naturale (biomolecule enzimatice), cât și artificiale (nanoparticule de aur) și reprezintă 
modele demonstrative experimentale care vor permite realizarea și testarea unor sisteme 
noi, cu îmbunatăţiri semnificative, pentru diagnosticarea timpurie a patologiilor 
corespunzătoare și elaborarea unor abordări terapeutice inovatoare. 

 
Cuantificarea dopaminei (DA) în mediul fiziologic, prezintă interes deoarece aceasta este un 
neurotransmițător important care este legat de o mare varietate de afecțiuni medicale [11]. 
Identificarea selectivă a DA permite monitorizarea bolilor Parkinson și Alzheimer, a tulburării 
de hiperactivitate cu deficit de atenție (ADHD) și a schizofreniei [12-15], fiind acceptat și ca 
biomarker de prognostic. Astfel, analiza și controlul neurotransmițătorilor au o 
importanță deosebită în domeniul neuroștiințelor, în care tratamentul actual este arbitrar, 
bazat în principal pe observațiile clinice ale pacientului. Metodele tradiționale cele mai 
utilizate pe scară largă pentru detectarea neurotransmițătorilor sunt metode in vitro, 
(cromatografia lichidă de înaltă performanță (HPLC) [16], spectroscopia de absorbție [17]), în 
care ambele metode necesită setări speciale de laborator și consumă mult timp sau in vivo, 
care sunt foarte scumpe (tomografie cu emisie de pozitroni) [18]. Senzorii electrochimici 
oferă un răspuns în timp real, cu sensibilitate și selectivitate mari, datorită naturii electroactive a 
DA, astfel aceștia pot fi folosiți ca metodă de diagnostic molecular in vitro. 
 
Diabetul zaharat este cea mai frecventă afecțiune endocrină a metabolismului carbohidraților. 
În întreaga lume, este o cauză principală de morbiditate și mortalitate și o problemă majoră 
de sănătate pentru cele mai dezvoltate societăți, iar prevalența diabetului continuă să crească. 
Concentrația glucozei din sânge este principalul criteriu de diagnostic pentru diabetul 
zaharat, împreună cu cea al HbA1c [19], și este un instrument util pentru monitorizarea 
pacienților. Sunt utilizate teste multiple de laborator pentru diagnosticarea pacienților cu 
diabet zaharat ce folosesc echipamente sofisticate cu consum mare de consumabile și care 
necesită personal specializat. Astfel, au fost dezvoltate o serie de dispozitive adecvate pentru 
măsurarea glucozei. Auto-monitorizarea glicemiei reprezintă un instrument valoros pentru 
gestionarea diabetului cu scopul de a ajuta pacientul să realizeze și să mențină concentrațiile 
normale de glucoză din sânge pentru a întârzia sau chiar preveni progresia microvasculară și 
complicații macrovasculare. În plus, auto-monitorizarea poate fi utilă și pentru detectarea 
hipoglicemiei și furnizarea de informații în timp real pentru ajustarea medicamentelor, a 
alimentației și a activității fizice pentru a atinge obiectivele glicemice. În acest scop piața 
dispozitivelor cu senzori s-a dezvoltat rapid și poate juca un rol-cheie, oferind un instrument 
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analitic puternic, cu aplicații majore, în special în medicină. Astfel, biosenzorii electrochimici 
enzimatici pot fi folosiți ca metodă de diagnostic molecular in vitro (pentru auto-monitorizare).  
 
Stresul oxidativ (OS) a beneficiat de o atenție deosebită în ultimele două decenii, datorită 
descoperirii faptului că statusul oxidativ anormal evaluat de biomarkerii circulanți, a fost 
asociat pacienților cu boli cronice (diabet, sindromul ovarului polichistic (PCOS), cancer și boli 
neurologice) [20]. Stresul oxidativ (OS) a fost definit ca un dezechilibru, între speciile reactive 
de oxigen (ROS) și antioxidanți, în favoarea ROS, conducând la o întrerupere a 
semnalizării redox și/sau la leziuni moleculare ale lipidelor, proteinelor și ADN-ului. ROS au 
atât proprietăți fiziologice cât și patologice [21, 22]. La nivel fiziologic, ROS acționează ca 
mesageri secundari (semnalizare redox) capabili să inducă supraexprimarea genelor care 
codifică enzimele antioxidante. Atunci când sunt produse în cantități excesive, ROS provoacă 
leziuni ireversibile biomoleculelor care sunt potențial implicate în îmbătrânire și în patologii 
asociate îmbătrânirii (patologii cardiovasculare și neurodegenerative, cancer, diabet etc.). Un 
stres oxidativ mare poate rezulta dintr-o dietă săracă în fructe și legume cunoscute pentru 
bogăția lor de antioxidanti, dar si datorită unor surse endogene si exogene (fumat, poluare, 
expunerea excesivă la radiații ionizante, consumul excesiv de alcool și de medicamente, 
inflamația cronică, etc.). Evidențierea OS in vivo reprezintă o mare provocare [23]. Au fost 
dezvoltate mai multe abordări tradiționale de investigare: cuantificarea compușilor 
antioxidanți, determinarea oligoelementelor (seleniu și zinc), evidențierea daunelor oxidative 
mai ales ale lipidelor și ADN-ului, identificarea surselor endogene care produc ROS in vivo și, în 
final, chestionarul alimentar pentru estimarea aportului de antioxidanți [24]. Pe lângă faptul că 
aceste metode tradiționale sunt invazive (cu excepția ultimei), toate aceste abordări necesită 
mult timp și necesită protocoale complexe, echipamente specifice și personal specializat, 
ceea ce face ca majoritatea analizelor să fie foarte costisitoare. Beneficiile antioxidanților 
sunt demonstrate in vitro prin stoparea oxidării biomoleculelor datorită anihilării/captării ROS 
de acestea. Gradul de anihilare poate fi cuantificat folosind senzori electrochimici și folosit 
pentru evidențierea capacității totale antioxidante, ca marker al stresului oxidativ, ca 
metodă de diagnostic molecular in vitro. 
 

Senzori pentru evidențierea/evaluarea interacțiunilor biomoleculare și 
cuantificarea unor biomolecule de interes 
 

Un senzor este definit ca fiind un dispozitiv de măsură (traductor) care, atunci când este supus 
unui fenomen biochimic ori biologic (ex. oxidarea glucozei, dopaminei sau a H2O2), generează 
un semnal măsurabil sub diferite forme (ex. variația intensității unui curent electric sau a unui 
fascicul de unde electromagnetice). Astfel, senzorul este un instrument care transformă un tip 
de semnal în altul ai cărui parametrii pot fi îmbunătățiți prin modificarea suprafeței sale 
active. Această modificare poate fi realizată cu ajutorul unor componente biologice (ex. 
enzime) sau artificiale (ex. film polimeric, nanoparticule) cu rol de recunoaștere (receptori) a 
(bio)moleculelor analizate (liganzi). 

Receptorul este ales astfel încât să interacţioneze în mod specific şi selectiv cu molecula 
ligand studiată. Astfel, selectivitatea şi specificitatea receptorului sunt combinate cu 
sensibilitatea tehnicii pentru evidențierea calitativă şi cantitativă a analitului (ligandul) prin 
analiza  interacţiunii moleculare dintre receptor şi ligand sau electrocataliza acestuia pe 
suprafața instrumentului (ex. oxidare-reducere, cataliza enzimatică). Caracteristic este faptul că 
performanţele analitice ale acestor dispozitive sunt obţinute folosindu-se ambele elemente 
(receptor/ligand) în cantităţi mici [25-31]. Măsurătorile sunt realizate direct, în timp real, 
fără a fi necesară prezenţa unui marker (metoda „label-free”). 
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Senzorii și biosenzorii sunt instrumente analitice care pot fi folosite atât pentru 
diagnosticarea timpurie a unor boli, prin cuantificarea unor molecule cu rol de biomarker, cât şi 
pentru studiul şi caracterizarea interacţiunilor biomoleculare. Funcţionarea biosenzorilor se 
bazează pe modificările conformaţionale sau configuraţionale care au loc la nivel de 
(bio)moleculă. 

În diagnosticul molecular se pot folosi atât senzorii și cât biosenzorii electrochimici.  

Biosenzorii electrochimici sunt utilizați pentru identificarea și cuantificarea compușilor 
biologici care nu sunt activi electrochimic (glucoza, ureea, acetiltiocolina etc.). În acest caz se 
folosește un bioreceptor (enzimă) cu ajutorul căruia compusul analizat este transformat într-un 
produs care este activ din punct de vedere electrochimic. 

Senzori cu suprafață modificată 

Performanțele senzorilor (electrochimici sau optici) pot fi îmbunătățite prin modificarea fizico-
chimică a suprafeței lor. În acest scop pot fi folosite componente artificiale (filme polimerice, 
nanoparticule), biologice (enzime) sau combinația lor. 

Prin modificarea chimică a suprafeței senzorului electrochimic, cu filme polimerice subțiri și/sau 
nanostructurate ori prin autoasamblarea unor monostraturi, performanțele acestuia pot fi 
îmbunătățite prin: 

 facilitarea transferului electronilor,  

 acumularea sau difuzia selectivă a analiților,  

 posibilitatea identificării unor substanțe care nu au proprietăți electroactive. 
Prin modificarea suprafeței unui senzor cu o enzimă se obține biosenzorul enzimatic.  

Stabilitatea biosenzorului și performanțele sale analitice depind atât de procesul de 
imobilizare a enzimei, dar și de mediul folosit pentru imobilizarea acesteia într-un sistem stabil 
pe suprafața senzorului. Acest sistem trebuie să păstreze cât mai aproape posibil enzima de 
suprafața electrodului și să permită un transfer rapid al electronilor, cu conservarea 
activității enzimei imobilizate. Astfel, metoda de imobilizare trebuie să prevină denaturarea 
moleculei enzimatice sau orientările nefavorabile ale acesteia la suprafața senzorului, iar centrul 
de transfer al electronilor sa nu fie ecranat în lanțul peptidic [69].  

Senzori și biosenzori cu tirozinază electrochimici pentru detecția dopaminei (DA) au mai 
fost folosiți și prezentați în articole anterioare, dar diferiți față de cei prezentați în această teză. 
Până în prezent activitatea tirozinazei în combinație cu un film de metaloporfirină și senzori de 
aur nu a fost încă studiată și va fi prezentată în primul capitol al tezei pentru identificarea și 
cuantificarea dopaminei prezentă în probe de medicamente (model biologic).  
 
Majoritatea biosenzorilor pentru glucoză sunt de tip electrochimic, datorită sensibilității și 
reproductibilității lor mari, întreținerii ușoare, precum și a costului redus al acestora. În al doilea 
capitol al tezei este prezentată dezvoltarea și evaluarea biosenzorilor pentru glucoză 
prezentă în vin (model biologic) folosind două materiale senzoriale (film de carbon și aur) și o 
combinație multistrat auto-asamblată pentru imobilizarea eficientă a enzimei (GOX) bazată pe 
interacțiunile slabe electrostatice. 
 
Pentru organismul uman, stresul oxidativ este considerat un mecanism fiziopatologic, prin 
urmare, detecția markerilor de stres oxidativ este un real ajutor în scopuri clinice. Când 
apărarea antioxidantă a organismului este slăbită, celulele și țesuturile organismului devin 
mai predispuse de a dezvolta disfuncții și/sau boli. În al treilea capitol al tezei este prezentat 
un model pentru determinarea AC, ca marker de stres oxidativ, prin studierea capacității de 
anihilare a H2O2 de antioxidanții prezenți în extractele din plante apoase (model biologic) 
utilizând senzori bazați pe nanoparticule de aur (nanozime). Rezultatele au fost obținute în 
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cadrul proiectului TINERE ECHIPE DE CERCETARE-PN-II-RU-TE-2014 (Contract Nr. 199/ 
01.10.2015), director de proiect Dr. Monica Florescu. 
 
Dispozitivele senzoriale dezvoltate în această teză au fost caracterizate prin folosirea unor 
metode fizico-chimice descrise mai jos, metode care au fost folosite și pentru evaluarea 
interacţiunilor biomoleculare implicate în realizarea și testarea senzorilor. 

Metodele fizico-chimice folosite:  

1. metode electrochimice: voltametria (ciclică și în puls diferențial), amperometria, 
spectroscopia de impedanță electrochimică,  

2. metode optice: rezonanța plasmonilor de suprafață, 

3. spectrofotometria UV-Vis. 

Carbonul și aurul sunt materiale senzoriale folosite pentru multe studii de imobilizare 
enzimatică, având în vedere buna lor compatibilitate cu stratul de enzimă imobilizat [65, 66]. 
Aceste materiale au fost folosite în această teză pentru obținerea biosenzorilor 
electrochimici cu glucozoxidază și tirozinază. 

Pentru imobilizarea moleculelor de enzimă pe suprafața senzorilor, în această teză au fost 
folosite două metode, una chimică și una fizică. În ambele cazuri suprafața senzorului a fost în 
prealabil modificată cu un compus electrochimic activ care are rol de mediator electronic între 
enzimă și suprafața senzorului (pentru realizarea unui transfer rapid al electronilor). 
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1. Identificarea și cuantificarea experimentală a dopaminei ca 

biomarker al bolilor neurodegenerative 

 

1.1. Scopul și obiectivele cercetării 

Scopul acestui capitol a constat în dezvoltarea unei metode noi de diagnostic molecular 
pentru identificarea și cuantificarea dopaminei ca biomarker al bolilor neurodegenerative și 
aplicația ei pe probe reale. 

Metoda nouă folosită: (bio)senzori electrochimici de aur cu suprafață modificată cu filme 
polimerice subțiri de metaloporfirină și tirozinază.   

Obiectivele urmărite in cadrul acestui capitol au fost următoarele: 

- modificarea suprafeței senzorilor electrochimici de aur cu filme polimerice subțiri de 
metaloporfirină și tirozinază. 

- optimizarea senzorilor electrochimici în soluții standard pentru detecția selectivă a 
dopaminei în prezența interferenților principali în lichidele biologice (acidul ascorbic și acidul 
uric). 

- cuantificarea amperometrică selectivă a dopaminei în soluții standard și obținerea 
parametrilor curbelor de calibrare ale senzorilor electrochimici. 

- detecția amperometrică a dopaminei și validarea metodei electrochimice pentru probe 
reale. 

 

Rezultatele prezentate în acest capitol au fost publicate în:  

 

Revista ISI (FI = 2,677) 

[167] M. Florescu*, M. David, Tyrosinase-based biosensor for selective dopamine detection, 
Sensors, 2017, 17, 1314-1329. 

Reviste BDI: 

[168] M. Florescu*, A. Baicu, I. Capan, Gh. Coman, Selective determination of dopamine using 
modified electrodes by differential pulse voltammetry, Romanian Journal of Biophysics, 
25(2), 2015, print / ISSN: 1220-515X, electronic / ISSN: 1843-424X. 

[169] M. Florescu, A. Valceanu, Ghe. Coman, Aplicații ale tirozinazei și lacazei: biosenzori 
enzimatici electrochimici, Jurnal Medical Brasovean, Nr. 2, 2013, ISSN 1841-0782, e-ISSN 
2247 – 4706. 

 

1.2. Cuantificarea dopaminei 

Dopamina (DA) este un neurotransmițător care joacă un rol foarte important în funcționarea 
sistemelor mamiferelor (nervos central, hormonal, renal și cardiovascular), iar deficiența 
acestuia are ca rezultat apariția unor boli (Parkinson și Alzheimer, sindromul picioarelor 
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neliniștite sau schizofrenia) [12]. Astfel, DA a fost larg acceptat a fi un fel de biomarker de 
prognostic pentru mai multe tipuri de boli [118]. 
 
Acidul ascorbic (AA) rămâne cel mai important interferent [179] deoarece poate fi oxidat 
electrochimic la un potențial apropiat de cel folosit pentru oxidarea DA, iar răspunsul AA se 
suprapune peste cel al dopaminei, ceea ce duce la dificultăți în diferențierea celor doi compuși 
pentru testele realizate pe probe reale. Prin urmare, obținerea unor sensibilități și selectivități 
mari  pentru senzorii de DA este scopul final.  
 
 
1.3. Materiale și echipamente 

1.3.1. Materiale 

Substanțele utilizate pentru aceste experimente au fost: hidroclorhidrat de dopamină (DA), acid 
ascorbic (AA), cobalt(II)(2,3,7,8,12,13,17,18-octaetil-21H,23H-porfirină) (CoP), cloroform, Nafion 
5% (v/v), tirozinază din ciuperci (pudră hidrolizată ≥1000 U/mg) (Tyr), glutaraldehidă 25% (GA), 
albumină bovină serică (BSA), etanol, care au fost cumpărate de la firma Sigma Aldrich, fără a 
necesita o purificare ulterioară. Electrolitul folosit în studiul electrochimic a fost solutia tampon 
fosfat de sodiu 0.1M NaPB (Na2HPO4 + 0.1M NaH2PO4). Apă deionizată cu pH 8,0 de la Dajhan 
LabTech cu rezistență >18 MΩ, a fost folosită pentru prepararea tuturor soluțiilor. Soluțiile de 
lucru, dopamină, acid ascorbic și acid uric au fost preparate zilnic, experimentele s-au realizat la 

temperatura camerei (aproximativ 22C). O soluție de clorhidrat de dopamină (5 mg / ml) 
pentru injecții intravenoase de 10 ml a fost utilizat ca probă reală și a fost achiziționat de la 
compania farmaceutică Zentiva. Solutiile de CoP cu diferite concentrații (v/v) au fost preparate 
in cloroform. 

 

1.3.2. Echipamente și metode 

Măsuratorile s-au efectuat într-o celulă electrochimică care conține un electrod de lucru - 
electrod de aur (senzorul) cu suprafața de 0.00785 cm², un fir de platină ca electrod auxiliar și 
un electrod de referință Ag/AgCl (KCl 3 M). Pentru experimentele electrochimice a fost fost 
folosit potențiostatul PalmSens3  (interfața electrochimică)  de la firma PalmSens BV, Olanda, 
controlat de un computer (PC) prin intermediul unui soft dedicat (PSTrace) care e capabil să 
preia toate informațiile oferite de potențiostat de la celula electrochimică și să le redea sub 
formă de grafice pe PC (Fig. 1.1A și B). Metodele de caracterizare, identificare și cuantificare au 
fost electrochimice: voltametria ciclică (CV) și voltametria în puls diferenţial (DPV), 
amperometria și spectroscopia de impedanță electrochimică (EIS).  

DPV-urile au fost înregistrate între -0,40 V și +0,40 V cu o viteză de scanare de 10 mV s-1, 
utilizând o amplitudine a pulsului aplicat de 50 mV și o perioadă de 0,2 s (condiții optimizate), cu 
condiționare și preconcentrare la un potențial fix pentru un timp fix, toate optimizate în timpul 
testelor pentru a crește răspunsul senzorului. Pentru măsurătorile de impedanță, a fost aplicată 
o perturbație de 10 mV în intervalul de frecvențe 50 kHz - 0,1 Hz, cu 10 frecvențe pe decadă de 
frecvență. Spectrele au fost înregistrate la un potențial de -0,2 V față de Ag/AgCl și au fost 
reprezentate grafic sub forma unui plan complex (diagrame Nyquist) utilizând EIS Spectrum 
Analyzer 1.0 software.  

Morfologia de suprafață a filmul subțire de CoP a fost investigat prin microscopie de forță 
atomică (AFM NT-MDT model NTEGRA PRIMA EC). Imaginile au fost luate în modul semi-
contact cu cantilever de siliciu "GOLDEN" (NCSG10, forță constantă 0,15 N/m, raza vârfului 10 
nm). 
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Fig. 1.1. (A) Montajul experimental format din celula electrochimică cu cei trei electrozi conectați 
la potentiostat controlat prin intermediul software-ului PCTrace. (B) Electrod de aur. (C) CoPC-

SPE. (D) NP-SPE. (E) Disc cu film de aur. 

 

1.4. Detecția dopaminei folosind senzori de aur cu suprafață modificată 

1.4.1. Senzori de aur  

Electrodul de aur nemodificat a fost folosit ca senzor pentru detecția DA în prezența AA 
folosind DPV în condițiile experimentale prezentate mai sus. DPV a prezentat un singur vârf de 
oxidare la potențialul de 0,09 V pentru AA fără a detecta prezența DA.  

 

Fig. 1.2. Stânga: DPV în 200 µM AA+30 µM DA pentru electrodul de Au, nemodificat, cu lipsa 
vârfului de oxidare a DA. Dreapta: DPV în soluția cu concentrația de 200 µM AA +30/40 µM DA.  
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Datorită faptului că în vivo AA se găsește în cantități de 1000 ori mai mari, a apărut necesitatea 
modificării electodului de lucru pentru a îmbunătăți semnalul pentru DA în detrimentul AA. 

Electrodul de Au modificat cu CoP a avut ca efect apariția celor două vârfuri de oxidare la 
potențiale mai mici și diferite de cele obținute cu electrodul nemodificat (0,08V și -0,03 V) 
(Fig. 1.2.).  

 

1.4.2. Senzori modificați cu CoP 

Porfirina este un sistem tetrapirolic macrociclic, care posedă legături π conjugate și substituenți 
diferiți legați în jurul acestuia.  

 

Fig.1.3. Structura compusului cobalt(II)2,3,7,8,12,13,17,18-octaetil-21H,23H-porfinic (CoP) [14] 

 

Astfel, considerăm că senzorul sub forma electrodulului de aur modificat cu CoP (Au-CoP) 
va avea o activitate electrocatalitică bună pentru oxidarea dopaminei. Combinația cu CoP va 
îmbunătăți conductivitatea electronică și accesibilitatea DA, îmbunătășeste transferul de 
electroni între DA și suprafața electrodului, generând astfel un efect de sinergie în 
electrocataliză.  

Metoda de imobilizare aleasă în această lucrare a fost cea mai simplă, obținută prin simpla 
imersare a electrodului de aur în soluția de CoP pentru o perioadă de timp, urmată de 
evaporarea solventului în atmosferă de aer.  

 

 

Fig. 1.4. Mecanismul pentru oxidarea electrocatalitică a dopaminei la electrodul de Au modificat 
cu CoP [168]. 

O reprezentare schematică a oxidării electrocatalitice a DA la electrodul de Au modificat cu CoP 
este prezentată în Figura 1.4. DA este ușor oxidată electrocalitic și formează dopamin-o-
chinonă de (DOQ) la suprafața electrodului, atunci când senzorul este menținut la un potențial 
electric, după schimbul celor 2 electroni și 2 protoni. Mai târziu, acești electroni sunt donați 
senzorului și produc un curent electric (Faradaic). 
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1.4.3. Senzori de aur modificați cu CoP și tirozinază 

Electrozii de Au curățați au fost modificați cu film de CoP prin imersie și timp depunere de 10 
minute în soluție proaspătă de CoP cu concentrația de 0.5% (dizolvat in cloroform). Pentru 
următoarele 10 minute, filmul adsorbit a fost uscat în aer și depus în soluție tampon pentru a 
evita interacțiunea filmului de porfirină cu moleculele de gaz [184]. Pentru biosenzorul bazat pe 
tirozinază (Tyr), după modificarea suprafeței electrodului de Au cu  filmul de CoP, tirozinaza a 
fost imobilizată pe suprafața sa prin reticulare. Pentru aceasta o soluție apoasă conținând 1% 
Tyr și 4% BSA (albumină serică bovină) cu agent de reticulare 2,5% GA (glutaraldehidă) a fost 
pipetată pe suprafața electrodului astfel încât o concentrație de 0,7% Tyr a fost imobilizată. 
Stratul de enzimă a fost lăsat să se usuce timp de 10 min, spălat cu apă și imersat în soluție 
tampon între măsurători. Biosenzorul modificat cu filmul de CoP și Tyr (Au-CoP-Tyr) a fost 
folosit pentru detecția DA. 

 

1.5. Comportamentul electrochimic al senzorilor cu suprafață modificată 

1.5.1. Voltametrie ciclică 

1.5.1.1.Senzori modificați cu CoP (Au-CoP) 

Selectivitatea este un factor important al performanței senzorului. Performanțele senzorilor de 
Au nemodificați și modificați cu CoP 1% au fost investigate prin voltammetrie ciclică (CV) în 
NaPB 0,1 M la pH 8,0 cuo viteză de scanare de 50 mV s-1. 

 

 

Fig. 1.5.  Voltamograme ciclice în 0,1 M NaPB la pH 8,0 pentru:  
(a) electrodul Au nemodificat; (b) electrodul Au modificat cu CoP; (c) electrodul Au modificat cu 

CoP în 30 µM DA; (d) electrodul Au modificat cu CoP în 30 µM DA + 200 µM AA.  
Viteza de scanare 50 mV s-1. [168] 

 

Figura 1.5b arată (prin comparație cu figura 1.5a) că o îmbunătățire a răspunsului senzorului a 
fost observată când filmul de CoP a fost adăugat. Este evident că răspunsul CV al senzorului 
modificat este mai mare decât cel al electrodului de Au, indicând faptul că viteza de transfer a 
electronilor este îmbunătățită datorită filmului CoP depus pe suprafața electrodului.  
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1.5.1.2. Senzori modificați cu CoP și tirozinază (Au-CoP-Tyr) 

S-au investigat performanțele biosenzorilor cu tirozinază Au-CoP-Tyr prin voltametrie ciclică în 
0.1M NaPB la pH 8,0 la o viteză de scanare de 50 mV s−1 (Fig. 1.6.). Se poate observa 
comportamentul diferit în soluție tampon a electrodului cu film de CoP după imobilizarea pe 
suprafața sa a tirozinasei (Tyr). De asemenea se poate observa apariția unui vârf de oxidare la 
introducerea DA care corespunde reducerii dopamin-o-chinonei la suprafața electrodului de aur 
modificat cu film CoP.   

 

Fig. 1.6.  Voltamograme ciclice în 0,1 M NaPB la pH 8,0 pentru: electrodul Au nemodificat; 
electrodul Au modificat cu CoP; electrodul Au modificat cu CoP și Tyr cu o adăugare de 

dopamină (DA) 60 uM. Viteza de scanare 50 mV s-1. [167] 

 

1.5.2. Voltametrie în puls diferențial  

1.5.2.1.Senzori modificați cu CoP (Au-CoP) 

Pentru a realiza o identificare și cuantificare mai rapidă, selectivă și sensibilă a dopaminei 
în prezența AA, DPV a fost folosită, fiind o metodă foarte sensibilă (utilizând parametrii 
experimentali descriși în secțiunea Echipamente și Metode), cu preconcentrare la un potențial 
fix. Efectul modificării suprafeței electrodului cu CoP poate fi observat prin apariția atât a 
vârfurilui de oxidare al DA cât și a al AA la potențiale mai scăzute comparativ cu cele 
obținute cu electrod nemodificat la 0,09 V pentru DA și -0,03 V pentru AA (comparativ cu 0,15 V 
pentru DA și, respectiv, 0,35 V pentru DA cu electrozii nemodificați). 

 

1.5.2.1.1.Efectul potențialului și al timpului de preconcentrare 

Pentru optimizarea potențialului și timpului de depunere (preconcentrare) asupra vârfului de 
oxidare pentru 30 µM DA și 200 µM AA, la senzorul de Au modificat cu CoP, unul dintre 
parametri a fost menținut constant, în timp ce a fost variat celălalt.  

 

Influența potențialului de preconcentrare 

Influența potențialului de preconcentrare pentru electrodul Au modificat cu film de CoP 1% a 
fost studiat între -1,7 și 0,0 V față de Ag/AgCl (electrod de referință), cu un timp de 
preconcentrare de 60 s.  

Prin urmare, valoarea -1,2 V a fost ales pentru potențialul de preconcentrare. 
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Fig. 1.7. Răspunsul senzorului de Au modificat cu 1% la CoP în NaPB, 0,1 M, pH = 8,0 ce 
conține 30 μM DA + 200 μM AA pentru diferite potențiale de preconcentrare. [168] 

 

Influența timpului de preconcentrare 

Pentru a studia influența timpului de preconcentrare, acesta a fost variat între 20 și 500 s 
aunci când senzorul a fost menținut la un potențial de -1.2V. Vârful de oxidare la 30 µM DA 
și 200 µM AA crește in primele 60s, apoi rămâne stabil (până la 500s), obținându-se un 
platou dupa 60s, sugerând că toate toate situsurile de legare de pe suprafața filmului sunt 
ocupate. 

 

Fig. 1.8. DPV cu senzorul Au-CoP 1% în NaPB pH 8,0 ce conține DA cu concentrațile: 
5,10,15,20,30,40,50 µM. Viteza de scanare 10 mV s-1. [168] 

Detecția DA s-a efectuat în condițiile optimizate (Fig. 1.8) și s-a observat un răspuns liniar în 
intervalul de concentrații 0 - 50 µM, sensibilitatea senzorului CoP-Au de 0.36 µA cm-2 µM-1 și 
limita de detecție de 13 µM. 
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Fig. 1.9. DPV în două zile diferite cu senzorul Au-CoP 1% pentru detecția a 40 µM DA și 200 
µM AA în NaPB pH 8,0. Viteza de scanare 10 mV s-1. [168] 

 

1.5.2.1.2. Efectul compoziției filmului de cobalt porfirină (II), CoP 

În scopul de a evita problema menționată mai sus și pentru a studia influența metaloporfirinei s-
a folosit CoP 0.5% pentru modificarea suprafaței electrodului de Au. Pentru a produce un 
senzor mai robust, s-a inclus Nafion(Fig. 1.10)  (polimer schimbător de cationi) în soluția de 
CoP. Acesta ar trebui să îmbunătățească și să creeze o membrană anionică pentru a proteja 
suprafața împotriva altor interferenți. 

Pentru a face dinstincția între DA și AA s-au inclus în condițiile experimentale, înainte de 
etapa de preconcentrare, un potențial de condiționare negativ. În aceste condiții senzorul 
modificat Au-CoP-Nafion a fost astfel capabil să facă distincția între DA și AA. 

 

 

        Fig. 1.10. Nafionul, structură și grupari funcționale 

 

Prin urmare, pentru evidențierea selectivă a oxidarii DA și AA a fost ales potențialul de 
condiționare -1.2 V și potențialul de preconcentrare -0.5 V.  

Comportamentul electrodului de Au modificat cu 0,5% CoP+Nafion pentru o durată totală de 
pretratament de 60 s (condiționare și preconcentrare) a fost studiat, cu mai multe combinații 
ale celor doi pași (Tabel 1.1). Astfel, am observat că în această situație vârfurile pentru DA și 
AA au fost mai mari. 
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Tabel 1.1. Răspunsul senzorului de Au modificat cu film de CoP 0.5%+ Nafion la 50 µM DA și 
400 µM AA pentru diferiți timpi de condiționare( tc) și preconcentrare (td). 

tc/td (s/s) J (µA cm-2) 

DA AA 

60/60 12.61 9.55 

30/30 16.56 16.31 

20/40 18.22 12.48 

40/20 13.25 22.17 

 

La un timp de condiționare de 20s și 40s timp de depunere, vârful DA este net superior față 
de cel al AA, de unde putem deduce că electrodul de lucru este selectiv pentru DA, acesta 
fiind și scopul lucrării. 

 

Fig. 1.11. DPV pentru electrodul modificat cu CoP 0.5%+ Nafion în NaPB pH 8,ce conține 40 
µM DA și 200 µM AA. Viteza de scanare 10 mV s-1. [168] 

 

Deoarce senzorul modificat cu Nafion îmbunătațește stabilitatea și sensibilitatea, dar acesta nu 
ajută foarte mult la selectivitatea DA (datorită stratului dens de film) s-a preferat utilizarea 
electrodului modificat doar cu CoP 0.5% schimbând radical modalitatea de stocare atunci 
când nu este utilizat.  

 

1.5.2.2. Senzori modificați cu CoP și tirozinază (Au-CoP-Tyr) 

1.5.2.2.1 Efectul potențialului și al timpului de preconcentrare 

În prezența enzimei, potențialul de condiționare nu mai este necesar, deoarece s-a observat 
că acesta nu influențează potențialul de vârfului de oxidare. S-a studiat variația potențialului 
de preconcentrare și s-a ales o valoare de -1,3 V pe o durată fixă de 40 s, deoarece a 
contribuit în mod clar la diferențierea vârfurilor AA și DA (Fig. 1.12).  
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Fig. 1.12. Optimizarea potențialului de preconcentrare în DPV la detecția selectivă a DA în 
prezența AA folosind biosenzorul cu Au-CoP-Tyr. [167] 

 

1.6. Caracterizarea filmului de CoP 

1.6.1. Microscopia de forță atomică 

A fost în interesul nostru ca filmul subțire să ofere și un bun suport pentru imobilizarea 
tirozinazei. În acest context, a fost important ca filmul să aibă un număr mare de site-uri active 
de adsorbție. Acest lucru poate fi estimat prin rugozitatea filmului (figura 1.13). Pentru un RMS 
de 12,16 nm, vârfurile și văile sunt mai pronunțate, oferind locuri de legătură accesibile pe 
peliculă pentru stratul de enzimă. Cu toate acestea, filmul CoP a fost distribuit uniform, după 
cum se vede din histograme. 

 

 

Fig. 1.13. Imaginea de microscopie de forță atomică (AFM) pentru monitorizarea filmului de 
0,5% CoP după adsorbția pe substrat de Au cu RMS de la (A) 7,52 nm la (B) 12,16 nm. Sunt 

prezentate topografia-contrast de fază în 2D, topografia în 3D și o histogramă corespunzătoare 
care descrie distribuția înălțimii. [167] 
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1.6.2. Caracterizarea reacțiilor redox la senzorul Au-CoP 

Pentru caracterizarea procesului redox al dopaminei la filmul de CoP s-au realizat CV-uri, 
unde  parametrii experimentali au fost păstrați constanți, cu excepția vitezei de scanare 
(modificare a potențialului), care a fost variată. În Fig. 1.14A se remarcă o creștere a vârfului 
de oxidare a DA, odată cu creșterea rădăcinii pătrate a vitezei de scanare, acest lucru 
sugerând o creștere a ratei de transfer a electronilor (conform ecuației Randles–Sevcik, 1.2). 
Relația liniară a rădăcinii pătrate a ratei de scanare cu valorile curentului de vârf anodic (Ipa) și 
curentul de vârf catodic (Ipc) pot fi văzute în figura 1.14B. Având în vedere ecuațiile de regresie 
liniară de mai jos, influența ratei de scanare a explicat procesul de electrod în termeni de 
reacție controlată prin difuzie (transport de masă). 

   (1.1) 

 

(1.2) 

Unde: 

Ip = curent vârfului în amperi, n = numărul de electroni transferați în evenimentul redox (1),  

A = suprafața electrodului în cm2, F = Constanta Faraday în C mol-1, D = coeficientul de difuzie 
în cm2 s-1, C = concentrația în mol cm-3, ν = viteza de scanare în mVs-1, R = Constanta gazului 
în J K-1 mol-1, T = temperatura în K  

  

Fig. 1.14. (A) Voltamograme ciclice în NaPB 0,1 M. pH 8,0, conținând 100 µM DA la viteze 
diferite de scanare: 10, 30, 50, 70, 70 și 110 mV s-1; (B) graficele ambelor curenți de vârf Ipa și 

Ipc în funcție de rădăcina pătrată a vitezei de scanare. [167] 

 

1.6.3. Spectroscopia de impedanță electrochimică, EIS 

EIS a fost folosită pentru a caracteriza fenomenele ce se produc la interfața 
electrod/electrolit și pentru a obține informații despre transferul de electroni și acumularea 
de sarcină electrică. Astfel se pot identifica modificările interfaciale obținute după depunerea 
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filmului CoP și imobilizarea enzimei Tyr, similar cu formarea unei structuri strat-cu-strat 
(LbL) pe suprafața electrodului.  

Figura 1.15 prezintă reprezentarea complexă a spectrelor de impedanță (grafic Nyquist) 
achiziționate pentru senzorii Au, Au-CoP și Au -CoP-Tyr la un potențial aplicat de -0,2 V față de 
Ag/AgCl. Spectrele au fost fitate cu ajutorul unui circuit electric echivalent prezentat în inserția 
din Figura 1.15 și au constat dintr-o rezistență, reprezentând rezistența electrică a celulei și 
soluției electrolitice (RΩ), în serie cu două combinații paralele. Prima combinație paralelă a fost 
asociată, în toate situațiile, cu filmul CoP sau CoP-Tyr de la interfața electrod Au/electrolit  
și este constituită dintr-o rezistență a transferului de sarcină (Rct) prin această interfață și 
capacitatea electrică non-ideală asociată unui strat dublu de sarcină electrică (CPEdl). Interfața 
electrodului de Au cu filmul CoP sau CoP-Tyr a introdus în serie o a doua combinație 
paralelă ce constă din rezistența transferului de sarcină electrică (Rf) și capacitatea electrică 
non-ideală (CPEf) ale filmului CoP sau CoP-Tyr. Ambele capacități non-ideale au fost 
reprezentate prin elementul de fază constantă (CPE), conform ecuației: 

 

unde C este capacitatea ideală, ω frecvența radială și exponentul α, care reflectă uniformitatea 
suprafeței. 

 

Fig.1.15. Reprezentarea complexă a spectrelor de impedanță pentru Au, Au-CoP și Au-CoP-Tyr 
în 0,1 M NaPB pH 8,0, la -0,2 V față Ag / AgCl cu inserția care arată circuitul electric echivalent 

utilizat pentru fitarea spectrelor. [167] 

 

Tabel. 1.2. Valori ale elementelor de circuit echivalente obținute prin fitarea spectrelor de 
impedanță din figura 1.15 cu circuitul electric echivalent corespunzător. 

Electrod 
Rf 

/kΩ·cm2 

CPEf  

/μF·cm−2·sα−1 
αf 

Rct 

/kΩ·cm2 
CPEdl 

/μF·cm−2·sα−1 
αdl 

Au -- -- -- 4,64 29,40 0,82 

Au-CoP 0,785 956,3 0,98 2,09 30,07 0,87 

Au-CoP-Tyr 1,420 901,6 0,96 2,00 60,43 0,80 
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EIS a fost, de asemenea, utilizată pentru a caracteriza fenomenele care se prroduc la interfața 
electrod/electrolit, în prezența dopaminei. Figura 1.16 prezintă reprezentarea complexă a 
spectrelor de impedanță, la un potențial de 0,1 V aplicat în timpul măsurătorilor, a spectrelor de 
impedanță achiziționate pentru Au-CoP-Tyr în 0,1 M NAPB, pH 8,0 conținând 30 și 60 µM DA. 
Tabelul 1.3 prezintă valorile componentelor circuitului obținute prin fitarea spectrelor 
experimentale cu circuitul electric echivalent corespunzătoare oxidării DA.  

 

Fig. 1.16. Reprezentarea complexă a spectrelor de impedanță pentru pentru Au-CoP-Tyr în 0,1 
M NaPB pH 8,0, cu adăugarea succesivă de 30 și 60 µM DA la 0,1 V față de Ag /AgCl, cu 

inserția care arată circuitul echivalent utilizat pentru fitarea spectrelor. [167] 

 

Tabel. 1.3. Valori ale elementelor de circuit echivalent obținute prin fitarea spectrelor de 
impedanță cu circuitul corespunzător pentru oxidarea DA. 

Electrod 
Rct 

/kΩ·cm2 
CPEf 

/μF·cm−2·sα−1 
αdl 

CPEdl  

/μF·cm−2·sα−1 
αf 

Au-CoP-Tyr 58,57 61,07 0,71 300,63 0,98 

Au-CoP-Tyr 30 µM DA 26,12 90,89 0,74 620,50 0,65 

Au-CoP-Tyr 60 µM DA 6,99 100,01 0,82 665,47 0,62 

 

1.6.4. Rolul CoP în oxidarea dopaminei 

Viteza reacțiilor electrochimice a fost semnificativ influențată de natura suprafeței 
electrodului. Porfirinele sunt utilizate mai puțin ca un modificator de suprafață sau mediator 
electrochimic în (bio)senzori și interacțiunea lor cu diferiți analiți este mai puțin studiată.  

Utilizarea metaloporfirinei (CoP) este recomandată de următoarele caracteristici: 

1. Activitatea electrocatalitică spre oxidarea dopaminei (îmbunătățirea conductivității 
electronice și promovarea vitezei de transfer a electronilor între DA și suprafața electrodului); 

2. Activitatea de mediator electrochimic în timpul oxidării enzimatice a dopaminei 
(îmbunătățește conductivitatea electronică și acționează ca purtători de sarcină); 

3. Suport pentru imobilizarea enzimelor pentru dezvoltarea biosenzorului. 
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Cu ajutorul senzorilor CoP, dopamina poate fi ușor oxidată electrocatalic pe filmul de CoP 
pentru a forma dopamin-o-chinonă (DOQ) care poate fi redusă la rândul ei la suprafața 
electrodului, atunci când electrodul este polarizat la un anumit potențial electric, după schimbul 
celor doi electroni și doi protoni, pentru a produce un curent Faradaic [39].  

În cazul biosenzorilor, în timpul etapelor de oxidare ale DA, stările de oxidare ale atomilor 
de cupru ai tirozinazei se schimbă pentru a da diferite forme ale enzimei [23] (Schema 1).  

 

 

Schema 1. (A) Forme de tirozinază în timpul catalizei enzimatice a dopaminei la CoP-Tyr-
biosenzor și (B) principiul de detectare la suprafața CoP-Tyr a biosenzorului. [167] 

 

1.7. Cuantificarea dopaminei folosind senzori de aur cu suprafață modificată 

1.7.1. Senzori modificați cu CoP (Au-CoP) 

1.7.1.1.Parametrii analitici senzorului Au-CoP 

Deoarece DPV este mai sensibilă decât CV, ea a fost utilizată pentru a detecta DA (în 
absența și prezența AA).  

Setările optimizate de pretratare a senzorilor CoP, pentru detecția DA au fost: un potențial 
de condiționare de -1,2 V pentru o perioadă de 20 s, urmată de 40 s pentru o etapă de 
preconcentrare la -0,5 V.  

Astfel, senzorul de Au modificat cu CoP 0.5% în condițiile experimentale optimizate mai sus a 
prezentat un răspuns liniar până la 50 µM, o sensibilitate de S = 0,577 ± 0,041 µA µM-1 cm-2 cu 
o limită teoretică de  detecție de LOD = 0,98µM  (LOD=3*SD/S, unde SD a fost deviația 
standard a interceptului și S a fost sensibilitatea senzorului). Toate curbele de etalonare au fost 
obținute în triplicat (n = 3). 

Procesele de electrooxidare ale DA au fost studiate și în prezența AA, cu senzorul Au-CoP. 
Deoarece în condiții fiziologice (sistemul nervos central), concentrațiile AA pot fi de 100-1000 de 
ori mai mari decât cele ale DA [41], toate datele experimentale au fost efectuate cu un raport 
mai mare de AA/DA.  
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Fig. 1.17. DPV pentru senzorul Au-CoP 0.5% în prezența a 200 µM AA în NaPB 0.1 M, pH 8,0. 
Concentrația DA (de la a la f): 0, 10, 20, 30, 40, 50 µM. Viteza de scanare 10 mV s-1. tc/td 

=20s/40s. [168] 
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Fig. 1.18. DPV cu senzor de Au-CoP 0.5%  în NaPB 0.1 M, pH 8,0. Concentrația celor doi 
compuși (de la a la e): 10, 20, 30, 40, 50 µM pentru DA și 50, 100, 150, 200, 250 µM pentru AA. 

Viteza de scanare 10 mV s-1. tc/td =20s/40s. [168] 
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Fig. 1.19. DPV pentru senzorul de Au-CoP 0.5% pentru detecția 50 µM DA + 200 µM AA în 
două zile diferite, cu păstrarea senzorului în NaPB 0.1M pH 8,0.  Viteza de scanare 10 mV s-1. 

tc/td =20s/40s. [168] 

 

1.7.1.2.Interfența acidului uric 

Pentru a remarca posibilele interferențe între acidul uric (AU) și dopamină, s-a utilizat DPV 
pentru a vedea la ce potențiale de oxidare apar vârfurile celor doi compuși. Grafic se 
înregistrează vârful DA la un potențial de 0,08V, iar pentru acid uric la 0,31V (Fig. 1.20). 

 

Fig. 1.20. DPV cu electrod de Au-CoP 0.5%  în NaPB 0.1 M, pH 8,0. Concentrația celor doi 
compuși (de la a la e): 10, 20, 30, 40, 50 µM pentru DA și 50, 100, 150, 200, 250 µM 

concentrațiile acidului uric. Viteza de scanare 10 mV s-1. tc/td =20s/40s. 

 

Se poate observa o selectivitate a electrodului de Au modificat cu CoP 0.5% pentru DA și 
apariția un vârf mic de oxidare pentru acid uric (care nu se modifică), deși concentrațiile de acid 
uric au fost de cinci ori mai mari comparativ cu DA.  
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1.7.2. Senzori modificați cu CoP și tirozinază (Au-CoP-Tyr) 

1.7.2.1. Parametrii analitici ai biosenzorului Au-CoP-Tyr vs. senzorul Au-CoP 

DPV a fost, de asemenea, utilizat ca metodă de identificare și cuantificare sensibilă și 
selectivă pentru DA în prezența AA folosind biosenzorul Au-CoP-Tyr. Potențialul de vârf 
pentru AA a fost în regiunea negativă la -0,07 V, în timp ce pentru DA era la valoarea 0,06 V, 
menținându-se o diferență de 130 mV între cele două vârfuri. Performanța biosensorului a fost 
testată în condițiile stabilite. Figura 1.21 prezintă un răspuns liniar al biosenzorului CoP-Tyr 
pentru DA pentru domeniul 2 până la 30 µM, cu o sensibilitate de 1,22 ± 0,02 µA cm-2 µM-1 și o 
limită de detecție de 0,43 µM (R2 = 0,997). Sensibilitatea medie a biosenzorului a fost 
considerabil mai mare comparativ cu cea a senzorulului Au-CoP. Toate curbele de etalonare au 
fost obținute în triplicat (RSD = 2,48%).  

 

Fig. 1.21.Curba de etalonare a biosenzorului Au-CoP-Tyr pentru 2-60 µM DA în 0,1 M NAPB, 
pH 8,0, v = 50 mVs-1. [167] 

 

Fig. 1.22. DPV pentru variația simultană a 5-50 μM DA și 25-250 μM AA în 0,1 M NAPB, pH 8,0, 
pentru biosenzorul Au-CoP-Tyr. [167] 

Vârfurile  au fost bine separate în ambele situații când a fost utilizat biosenzorul Au-CoP-Tyr; 
în jur de 130 mV, ceea ce este suficient pentru evitarea interferențelor nedorite. Prin comparație 
cu senzorul Au-CoP, separarea dintre vârfuri este mai mare și vârfurile DA sunt mult mai 
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mari. Aceste rezultate s-au reflectat în sensibilitatea mare și LOD mai scăzută pentru 
biosenzorul CoP-Tyr față de DA în prezența AA. Tabelul 1.4 rezumă performanțele analitice 
ale senzorilor Au-CoP și Au-CoP-Tyr.  

 

Fig. 1.23. DPV în 0,1 M NAPB, pH 8,0 pentru biosenzorul Au-CoP-Tyr pentru 200 µM AA și 5-
50 µM DA. v = 50 mV s-1. [167] 

 

Tabel 1.4. Performanțele analitice ale senzorilor Au-CoP și Au-CoP-Tyr pentru DA în prezența 
și absența AA (valori fixe și variabile).. 

Analit (Bio)sensor 
Linearitate 

/µM 

S 

/µA·cm−2·mM−1 

LoD 

/µM 

DA 
CoP 10–50 0,57 0,98 

CoP-Tyr 2–30 1,22 0,43 

DA și AA fix 
CoP 20–50 0,56 2,46 

CoP-Tyr 10–30 1,21 0,52 

DA și AA var. 
CoP 20–50 0,43 3,13 

CoP-Tyr 10–30 1,21 0,55 

 

1.7.2.2.Stabilitatea biosenzorului cu Tyr cu film de CoP 

Stabilitatea pe termen lung a biosenzorilor noștri Au-CoP-Tyr a fost evaluată prin măsurători 
repetate pe diferite zile într-un interval de timp de două săptămâni, determinând sensibilitatea 
pentru detectecția DA.  

Biosenzorul și-a menținut activitatea până la 95% în prima săptămână, scăzând la mai puțin 
de 50% în a 9-a zi și continuându-și scăderea ulterior. În comparație cu senzorul Au-CoP, a 
cărui sensibilitate a scăzut după două zile, biosenzorul Au-CoP-Tyr a avut o stabilitate mai 
bună, sensibilitatea păstrând valori inițiale timp de aproape o săptămână. Între măsurători, 
biosenzorul a fost păstrat în soluție tampon în frigider la temperatura de aproximativ 4°C.  
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Fig. 1.24. Stabilitatea în timp a biosenzorului Au-CoP-Tyr. [167] 

 

1.8. Cuantificarea DA în probe reale 

Performanțele senzorilor și biosenzorilor au fost testate în prezența medicamentului 
clorhidrat de dopamină (5 mg/ml) cu un echivalent de 26,36 mM DA, care este de obicei 
utilizat în tratamentul tensiunii arteriale. S-au preparat diluții apoase până la 1000-100000 ori (în 
funcție de tipul de de senzor folosit Au-CoP, respectiv Au-CoP-Tyr). Concentrația de dopamină 
din flacon (Cx) a fost determinată utilizând metoda standard de adăugare (SAM) și a fost 
calculat gradul de recuperare a acesteia. După adăugarea probei, s-au adăugat trei 
concentrații cunoscute de DA pentru a extrapola valoarea pentru Cx. Toate măsurătorile au fost 
efectuate în triplicat. Rezultatele sunt prezentate în Tabelul 1.5.  

Deoarece valorile deviației standard relative (RSD) obținute pentru concentrațiile obținute cu 
biosenzorul au o valoare de până la 4,7%, se recomandă o posibilă utilizare a 
biosenzorului în probe reale, cum ar fi sânge sau urină. Recuperările medii au fost de 96% 
pentru biosenzorul Au-CoP-Tyr și 99,6% pentru senzorul Au-CoP.  

Valoarea mai mică a gradului de  recuperare a biosenzorului Au-CoP-Tyr poate fi explicată prin 
modificări conformaționale induse de metoda de imobilizare prin reticulare, care afectează 
situsul activ al enzimei. De asemenea, difuza dopaminei și dopaminei-chinonei la suprafața 
electrodului, poate fi împiedicată. Metodele de imobilizare mai slabe ale enzimei ar trebui luate 
în considerare pentru abordările viitoare. 

 

Tabel 1.5. Determinarea DA în clorhidratul de dopamină (n = 3) prin SAM 

Senzor 
DA 

Specificat/µM 
DA 

Adăugat/µM 
DA 

Obținut/µM 
RSD 
(%) 

Recuperarea 
(%) 

CoP 

26.36 0 27.38 ± 0.83 5.9 103.0 

26.36 10 36.57 ± 1.02 5.2 100.5 

26.36 20 46.12 ± 0.53 2.1 99.0 

26.36 30 54.42 ± 0.97 3.2 96.0 

CoP- 3.00 0 3.17 ± 0.32 2.6 105.0 
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Tyr 3.00 2 5.07 ± 0.28 4.0 101.0 

3.00 4 6.24 ± 0.25 2.7 89.0 

3.00 6 8.07 ± 0.59 4.7 89.0 

 

Curbele de etalonare ale senzorului Au-CoP și ale biosenzorului Au-CoP-Tyr au fost de 
asemenea utilizate pentru a determina concentrația probei. Gradul de recuperare pentru 
fiecare valoare găsită este prezentată în Tabelul 1.6. 

 

Tabelul 1.6. Determinarea DA în flaconul cu clorhidrat de dopamină (n = 3) utilizând curba de 
etalonare din Figura 7. 

Senzor 
DA Specificat 

/µM 

DA Obținut 

/µM 

 
/µM 

Recuperarea  

(%) 

Au-CoP 

26.36 29.05 

27.50 ± 1.45 

110 

26.36 26.18 99 

26.36 27.28 103 

Au-CoP-Tyr 

3.00 3.43 

3.10 ± 0.32 

114 

3.00 2.79 93 

3.00 3.09 103 

 

Performanțele senzorilor au fost, de asemenea, comparate cu ale altor senzori menționați 
în literatura de specialitate pentru detecția dopaminei, iar rezultatele sunt prezentate în 
Tabelul 1.7. 

 

Tabelul 1.7. Comparația parametrilor analitici ai senzorilor raportate în literatura de specialitate 
pentru detectarea dopaminei. 

Senzor 
LOD 

/μM 

Liniaritate 
/µM 

Interferent 
Recuperarea 

(%) 

RSD 
(%) 

Ref. 

GCE-TCPP/CCG 0.010 0.1–1 AA, UA ~99.0 3.00 [41] 

GCE-
PPyox/graphene 

0.100 25–1000 AA - 4.30 [6] 

GCE-Tyr-Fe3O4-
CHIT 

0.006 0.02–0.75 AA ~105.0 5.18 [42] 

GCE-GNS-Bi 0.350 1–30 - 98.4 2.20 [43] 

GCE-RGO-Pd-
NPs 

0.230 1–150 AA, UA 98.8 - [44] 

Au-CoP 0.750 10–50 AA ~99.6 4.10 Acum 

Au-CoP-Tyr 0.430 2–30 AA ~96.0 3.50 Acum 
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1.9. Concluzii 

Scopul acestui capitol a constat în dezvoltarea unei metode noi de diagnostic molecular 
pentru identificarea și cuantificarea dopaminei ca biomarker al bolilor neurodegenerative și 
aplicația ei pe probe reale. 

Metoda nouă folosită: (bio)senzori electrochimici de aur cu suprafață modificată cu filme 
polimerice subțiri de metaloporfirină și tirozinază și evaluarea lor. 

Astfel, senzori de aur cu suprafață modificată cu filme polimerice subțiri de metaloporfirină 
(CoP) și tirozinază (Tyr), au fost caracterizați și evaluați folosind metode electrochimice 
(voltametria ciclică (CV) și în puls diferențial (DPV), spectroscopia de impedanță electrochimică 
(EIS)) pentru optimizarea performanțele lor analitice. 

Cuantificarea dopaminei a fost realizată în soluții standard și au fost obținuți parametrii 
curbelor de etalonare ale senzorului și biosenzorului (sensibilitate, domeniul de liniaritate, 
limită de detecție).  

S-a demonstrat că CoP acționează ca mediator electrochimic în timpul reacției catalizate de 
enzimă, măsurătorile CV și EIS au evidențiat transferul îmbunătățit al electronilor.  

Sensibilitatea biosenzorului Au-CoP-Tyr a fost de 1,22 ± 0,02 μA · cm-2 μM-1, cu o limită de 
detecție de 0,43 μM și un interval de liniaritate până la 30 μM, comparabilă cu rezultatele 
găsite în literatură pentru senzorii pe bază de nanoparticule. În prezența acidului ascorbic 
(principalul interferent în probele biologice) a existat o ușoară scădere a sensibilității. 

Prin comparație cu senzorul Au-CoP, pentru biosenzorul Au-CoP-Tyr separarea vârfurilor 
de oxidare a DA și AA a fost mai mare, iar vârfurile DA au fost mult mai evidențiate.  

Aceste fapte sunt reflectate în sensibilitatea mai ridicată și LOD mai scăzută pentru 
biosenzorul Au-CoP-Tyr față de DA în prezența AA.  

Studii ale interferenților au fost realizate asupra senzorului electrochimic de dopamină.  
Metoda a permis o separare a semnalului DA în prezența acidului ascorbic, în timp ce 
semnalul datorat acidului uric a fost nesemnificativ.  

Repetabilitatea și reproductibilitatea metodei de identificare și cuantificare a dopaminei au 
fost realizate prin determinări ale dopaminei cu senzori și biosenzori diferiți. Biosenzorul Au-
CoP-Tyr și-a menținut activitatea până la 95% în prima săptămână, scăzând la mai puțin de 
50% în a 9-a zi și continuându-și scăderea ulterior, în comparație cu senzorul Au-CoP, a cărui 
sensibilitate a scăzut după două zile, Biosenzorul a prezentat sensibilitate mare și 
stabilitate bună până la șapte zile. Reproductibilitatea biosenzorului a fost determinată prin 
studierea activității a trei senzori construiți în condiții identice, obținându-se un RSD = 2,48%. 

Ambii senzori au fost analizați în prezența medicamentelor de dopamină disponibile în 
comerț, care arată o bună recuperare și deviație standard relativă (RSD).  

Gradul de recuperare al concentrațiilor obținute cu biosenzorul electrochimic față de cele 
adevărate (adăugate) a variat între 93% și 114%. RSD au avut o valoare de până la 4,7%.  

Se recomandă folosirea biosenzorilor de aur, Au-CoP-Tyr, pentru dozarea dopaminei in 
vitro (medicamente) și dezvoltatea metodei pentru probele biologice (salivă, ser, urină). 



 

 

 

 

35 

 

2. Identificarea și cuantificarea experimentală a glucozei ca 

biomarker al diabetului zaharat 

 

2.1. Scopul și obiectivele cercetării 

Scopul capitolului a constat în dezvoltarea unei metode noi de diagnostic molecular pentru 
identificarea și cuantificarea glucozei ca biomarker al diabetului zaharat și aplicația ei pe 
probe reale. 

Metoda nouă folosită: senzori electrochimici cu suprafață modificată cu structuri 
enzimatice multistrat auto-ansamblate prin metoda strat-pe-strat (Layer-by-Layer, LbL). 

Obiectivele urmărite in cadrul acestui capitol au fost următoarele: 

- modificarea suprafeței senzorilor de aur cu straturi de polielectroliți auto-asamblate pentru 
imobilizarea glucozoxidazei pe suprafața funcționalizată a senzorilor. 

- monitorizarea interacțiunilor moleculare dintre straturile ansamblului LbL pe suprafața 
modificată a senzorilor de aur funcționalizat prin metode electrochimice și optice. 

- optimizarea senzorilor electrochimici în soluții standard pentru detecția selectivă a 
glucozei în prezența interferenților principali din lichidele biologice. 

- cuantificarea electrochimică a glucozei în soluții standard și obținerea parametrilor 
curbelor de calibrare ale senzorilor elecrochimici cu suprafață modifică. 

- cuantificarea glucozei și validarea metodei electrochimice pentru probe reale. 

 

Rezultatele prezentate în acest capitol au fost publicate în:  

 

Revista ISI (FI = 6,393) 

[188] M. David, M. M. Barsan, C. M.A. Brett, M. Florescu*, Improved glucose label-free 
biosensor with layer-by-layer architecture and conducting polymer poly(3,4-
ethylenedioxythiophene), Sensors and Actuators B, 255 (2018) 3227–3234. 

Capitole de carte: 

[185] M. Florescu, Evaluation of Functional Features of Immobilized Enzymes Using 
Electrochemical Label-Free Methods, Advances In Biomedicine And Health Science, Recent 
Advances in Biology and Biomedicine Series, Proceedings of 2nd WSEAS ISI International 
Conference on Biomedicine and Health Engineering (BIHE '13), June 1-3, 2013, Brasov, 
Romania. ISBN: 978-1-61804-190-6, ISSN: 1790-5125, Proceedings of the International 
Conferences ISBN: 978-1-61804-196-8, WSEAS Press. 

[186] M. David, M. Florescu, M. M. Barsan, L. Tugulea and C. M.A. Brett, Development and 
Characterization of Layer-by-Layer Biosensors Based on PEI(+)/GOx(-) Layers Using Label-
Free Methods, in Sensing in Electroanalysis, Vol. 8  (K. Kalcher, R. Metelka, I. Švancara, K. 
Vytřas; Eds.),  pp. 329-346.  2013/2014  University Press Centre, Pardubice, Czech Republic. 
ISBN 978-80-7395-782-7 (printed); 78-80-7395-783-4 (pdf). 

[187] M. David, M. Florescu, Biomolecular interaction evaluation using surface plasmon 
resonance. SPR biosensors, in: Biophysics for Biomedical and Environmental Sciences 
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(Edited by Monica Florescu), pp. 211-223, Transilvania University Press, Brasov, 2016,ISBN 
978-606-19-0768-7. 

 

2.2. Senzori cu suprafață modificată cu structuri enzimatice auto-ansamblate, LbL  

Structurile multistrat sunt o strategie bună pentru fixarea biomoleculelor enzimatice, 
deoarece numărul legăturilor aleatorii este redus, crescând stabilitatea complexului astfel 
format. Metoda strat-pe-strat (Layer-by-Layer, LbL), bazată pe interacțiunile electrostatice 
dintre monostraturi, conduce la formarea unor structuri auto-ansamblate cu arhitecturi 
moleculare foarte ordonate și reproductibile. Mecanismul LbL facilitează transferul direct 
de electroni între enzimă și senzor în diferite sisteme biologice. O varietate de polielectroliți 
alternând cu straturi de enzime încărcate cu sarcină electrică de semn opus sunt utilizate pentru 
depunerea arhitecturii LbL. 

Polietilenimina (PEI), polication, este un polimer cu catenă scurtă și un purtător de electroni 
eficient, utilizat pentru fixarea mai multor biomolecule în diferite configurații de biosenzori. 
Astfel, în condiții fiziologice de pH enzima (glucozoxidaza, GOX) este un polielectrolit 
anionic (este încarcată cu sarcini electrice negative) și poate fi incorporată împreună cu un 
polielectrolit cationic cum este PEI în structura auto-ansamblată a unui film nanostructurat 
multistrat. Structura multristat va fi realizată pe o suprafață a unui electrod ce conține diverse 
grupări funcționale între care să se realizeze interacțiuni moleculare foarte puternice.  

Glucozoxidaza (GOX) este o enzimă folosită frecvent pentru evaluarea arhitecturilor LBL a 
biosenzorilor nou dezvoltați, datorită costului redus și robusteții sale. GOX a fost de asemenea 
imobilizată folosind strategia LbL și prin incorporarea ei în structura polimerică 
biocompatibilă a chitosanului, care este încărcat pozitiv, {chit+(GOx)}, care împreună cu 
poli(stiren sulfonat) încărcat negativ, PSS- a fost folosit pentru obținerea arhitecturii LbL 
pentru imobilizarea GOX pe suprafața senzorilor modificați cu un film de polimer 
conductor, PEDOT. 

Ansamblul secvențial al bistraturilor PEI+/GOX- și {chit+(GOx)}/PSS- a fost monitorizat prin 
măsurători electrochimice de voltametrie ciclică (CV) și spectroscopie de impedanță 
electrochimică (EIS), și prin măsurători optice de rezonanța plasmonilor de suprafață 
(SPR). Performanțele biosenzorului dezvoltat a fost analizat prin măsurători de voltametrie 
ciclică și spectroscopie de impedanță electrochimică care permit și selectarea 
biosenzorului cu un număr optim de bistraturi PEI+/GOX-. 

 

2.3. Materiale și echipamente 

2.3.1. Materiale 

Clorhidratul de cisteamină (Cys), poli(4-stirensulfonat de sodiu) (NaPSS),  3-mercapto-1-
propansulfonat de sodiu (MPS), acid 11-mercaptodecanoic (MUA), polietilenimină (PEI) 50% (g 
/ v) în soluție apoasă, 3,4-etilendioxitiofen (EDOT), albumina bovină serică (BSA) minim 98% și 
glucoza au fost achiziționate de la Sigma-Aldrich. Grafena dopată cu azot (NG) a fost preparat 
conform procedurii descrise în [191] și a fost un cadou de la Prof. X. Sun, Universitatea din 
Western Ontario, Canada. Acidul sulfuric, apa oxigenată și glucozoxidaza (GOX) din Aspergillus 
niger (24 U/mg) provin de la Fluka. Soluția apoasă de glucoză a fost preparată 24 de ore 
înaintea efectuării măsurătorilor, pentru a se obține forma biologic activă (α-D-glucoză). Soluția 
tampon concentrație 0,1 M NaPB utilizată pentru toate experimentele conține un amestec de 
fosfat monosodic (NaH2PO4) și fosfat disodic (Na2HPO4),  (Riedel-de Haën). 
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Apa deionizată ultrapură Millipore Milli-Q și reactivi analitici au fost folosiți pentru prepararea 
tuturor soluțiilor. Experimentele au fost toate efectuate la temperatura camerei (~ 22°C) și toți 
biosenzorii au fost păstrați în soluție tampon la 4 °C în frigider. 

 

2.3.2. Echipamente și metode 

Toate măsurătorile electrochimice au fost efectuate într-o celulă electrochimică convențională 
care conține trei electrozi (Fig. 1.1A). Senzorii (electrozii de lucru) au fost sub forma unor 
electrozi de aur (bară și film subțire) și electrozi imprimați cu film  de carbon modificați cu 
ftalocianină de cobalt (CoPC-SPE) cu rol de mediator electrochimic (Fig. 1.1C). Când bara de 
aur a fost folosită ca senzor o plăcuță de platină a fost folosită ca electrod auxiliar și un electrod 
saturat de calomel (SCE) drept referință. Electrodul bară de aur este acoperit în teflon, lăsând o 
suprafață geometrică expusă de 0,785 mm2 (Fig. 1.1B). Diametrul suprafeței electrodului de 
lucru SPE a fost de 4 mm, electrodul auxiliar fiind de Ag și pseudo-referința Ag/AgCl. 

Măsurătorile voltammetrice și amperometrice au fost realiate cu ajutorul interfețelor 
electrochimice µ-Autolab de tip II și Autolab controlate de calculator prin intermediul software-
ului GPES 4.9 (Metrohm-Autolab, Utrecht, Olanda). Masuratorile de impedanță electrochimică 
au fost efectuate cu un potențiostat/galvanostat/ZRA (Gamery Instruments, Reference 600) 
pentru electrozii de aur și potențiostat-galvanostat Autolab pentru CoPC-SPE. Pentru 
măsurătorile de impedanță, a fost aplicată o perturbare rms de 10 mV în intervalul de frecvențe 
de 100 kHz - 0,1 Hz, cu 10 frecvențe pe decadă de frecvență. Spectrele obținute au fost 
înregistrate la potențiale diferite, -0,2 V față de SCE pentru electrozii de Au și respectiv 0,0 V 
pentru electrozii CoPC-SPE, și au fost reprezentate grafic sub formă de diagrame în plan 
complex (Nyquist) folosind software-le ZPlot 2.4 și FRA. 

Un analizor Bionavis SPR Navi 200 și discuri cu film de aur (senzori SPR) (Fig. 1.1E), de la 
BioNavis LTD, Finlanda, au fost utilizate pentru a evalua interacțiunile implicate în imobilizarea 
biomoleculelor pe suprafețe prin rezonanța plasmonilor de suprafață. Pentru achiziția și 
analiza datelor au fost folosite software-urile SPR Navi Control și SPR Navi DataViewer. 
Analizorul Bionavis SPR Navi 200 se bazează pe configurația Kretschmann în care un fascicul 
de lumină polarizată, colimată, suferă un total reflexie internă la o interfață de sticlă/film-
subțire/dielectric. Aceasta este echipat cu lasere cu lungime de undă de 670 nm. Senzorul SPR 
este format dintr-un disc de sticlă acoperit cu un film subțire de aur cu grosimea de 50 nm care 
produce efectul SPR.  

Suprafața celor doi electrozi de aur (bară și fim), penrtu ambele tipuri de măsurători, a fost 
funcționalizată în două moduri: 1) cu trei tipuri de molecule ce conțin grupări funcționale și 2) cu 
un strat subțire de polimer conductor PEDOT, urmând protocolul descris mai jos. Suprafața cu 
film de aur (senzor SPR) funcționalizată a fost folosită într-o celulă electrochimică Bionavis de 
100 µl ca electrod de lucru împreună cu un electrod auxiliar sub foma unui fir de platină și un 
electrod de referință de argint, toate conectate la interfața senzorului electrochimic PalmSens3 
(Palm Instruments BV, Olanda) controlată de software-ul PSTrace 4.8. Temperatura de lucru a 
fost stabilită la 21 °C. 

 

2.3.3. Imobilizarea enzimei pe suprafața senzorilor 

Senzorii de Au au fost mai întâi funcționalizați:  

1) prin chemisorbția unor molecule pe suprafața lor prin intermediul legăturilor Au-S: cu 
cisteamină (Cys) (senzori electrochimici și SPR); 3-mercapto-1-propansulfonat de sodiu (MPS) 
și acid 11-mercaptodecanoic (MUA) (senzorii SPR),   
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2) cu polimer conductor poli(3,4-etilendioxitiofen), PEDOT (senzorii SPR).  

Aceste funcționalizări au permis fixarea și creșterea stabilității structurii multistrat (LbL) 
ulterioare. Astfel, a fost facilitată fixarea PEI prin intermediul legăturilor de hidrogen la suprafața 
senzorului de aur și a structurii LbL obținută prin alternarea straturilor de poli(etilenimina) PEI+ 
cu enzima GOX- (Fig. 2.1). În cazul funcționalizării cu PEDOT au fost asamblate structurile 
multistrat LbL conținând enzima (GOX) dispersată în polimerul chitosan încărcat pozitiv 
{chit+(GOx)}, împreună cu poli(stiren sulfonat) încărcat negativ, PSS-.  

 

Fig. 2.1. Reprezentarea schematică a ansamblului multistrat pe suprafață unui senzor: 
suprafața a fost funcționalizată cu diverse tipuri de molecule (CoPC, Cys-Ga), urmată de 

ansamblul LBL obținut prin alternarea monostraturilor de PEI și GOX. 

Senzorii CoPC-SPE nu au avut nevoie de nici o modificare, fiind deja electrozi cu film de 
carbon (care prezintă grupări carboxil și hidroxil intrinseci) funcționalizați cu ftalocianină de 
cobalt; pe suprafața lor au fost depuse alternativ soluții de PEI+ și GOX-. La pH neutru PEI este 
încărcat pozitiv, permițând astfel formarea de nanostructuri LBL cu enzima, care este încărcată 
cu sarcină electrică negativ. 

 

2.3.3.1 Senzori electrochimici 

Imobilizarea enzimei a fost realizată prin imersie pentru electrozii bară de Au, iar pentru 
CoPC-SPE a fost obținută printr-o procedură de acoperire în picătură utilizând volume 
adecvate de soluții. În ambele cazuri, structurile de film de nanometrice bine definite au fost 
construite pe suprafețele senzorilor prin auto-asamblare. Straturile de polielectroliți (LbL) s-au 
format prin depunerea secvențială a macromoleculelor încărcate cu sarcină electrică 
opusă realizată prin adsorbția alternativă a soluțiilor adecvate, GOX- și PEI+, respectiv, 
chit+(NG+GOx)} și PSS- care s-au legat prin interacțiuni electrostatice.  

Electrozii bară de aur au fost folosiți în măsurători electrochimice ca suport pentru cele două 
structuri auto-asamblate LBL, PEI+/GOX- și chit+(NG+GOx)}/PSS- și au fost funcționalizați în 
prealabil astfel: 

1) au fost imersați în soluție apoasă de 25 mM Cys timp de 2,5 ore, spălați cu apă Milli-Q 
pentru a elimina moleculele reziduale, nelegate și uscate.  

2) cu un film de polimer conductor poli(3,4-etilendioxitiofen), PEDOT, prin 
electrodepoziție dintr-o soluție apoasă conținând 0,1 M poli(stiren sulfonat) de sodiu (NaPSS) 
și 10 mM (3,4-etilendioxitiofen), EDOT.  

Bistraturile PEI+/GOX- au fost depuse și pe suprafața CoPC-SPE printr-o procedură de 
acoperire prin picurare.  
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2.3.3.2 Senzori SPR 

Pentru măsurători optice, folosind rezonanță a plasmonilor de suprafață (SPR), senzorii cu film 
subțire de aur curați au fost funcționalizați:  

1) cu grupări funcționale (carboxil, sulfonat sau amino/aldehidă) prin chemisorbția unor 
molecule pe suprafața Au prin intermediul legăturilor Au-S:  

2) cu un film de polimer conductor poli(3,4-etilendioxitiofen), PEDOT, prin electrodepoziție 
dintr-o soluție apoasă conținând 0,1 M poli(stiren sulfonat) de sodiu (NaPSS) și 10 mM (3,4-
etilendioxitiofen), EDOT.  

Suprafețele astfel funcționalizate au fost folosite pentru obținerea structurilor LbL prin 
imobilizarea bistraturilor pe diferite materiale senzoriale: 1) PEI+/GOX- și 2) {chit+(GOx)}/PSS-. 
Structurile LbL au fost imobilizate pe suprafața senzorilor fucționalizați prin introducerea 
soluțiilor polielectroliților corespunzători în celula electrochimică Bionavis (curgere în flux, 50 µl 
min-1). Odată ajunsă soluția în celulă fluxul a fost oprit timp de 20 minute pentru a permite 
interacțiunile moleculare electrostatice și depunerea monostraturilor. 

 

2.4. Comportamentul electrochimic al senzorilor cu suprafață modificată 

1.4.1. Voltametrie ciclică 

2.4.1.1 Senzori cu structura PEI+/GOX- 

Toate măsurătorile electrochimice s-au efectuat într-o celulă electrochimică convențională 
conținând trei electrozi folosind NaPB 0,1 M pH 6,9 ca electrolit, cu condițiile experimentale 
descrise în secțiunea Echipamente și Metode. 

 

 

 

Fig. 2.2. CV în 0,1 M pH 6,9 NaPB pentru un număr diferit de bistraturi PEI+/GOX- depuse pe: a) 
electrod de Au și b) Co-SPE. Viteza de scanare de 50 mV s-1. [186] 

 

Formele CV-urilor obținute (Figura 2.2) pentru cele două substraturi electrodice sunt 
diferite. Această diferență se datorează în primul rând proprietăților electrice diferite ale 
materialului de electrod și, în al doilea rând, prezenței/absenței mediatorului electrochimic.  
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2.4.1.2 Senzori cu structura {chit+(NG+GOx)}/PSS- 

Monitorizarea CV-ului din figura 2.3 oferă o perspectivă atât asupra adsorbției structurii LbL, 
cât și asupra modificării valorilor capacității electrice la adăugarea fiecărui strat datorită 
adsorbției speciilor încărcate cu sarcină electrică.  

 

Fig. 2.3. CV pentru senzorii Au, Au/PEDOT, Au/ PEDOT/{chit+(NG + GOx)}n = 1,2 în 0,1 M NaPB 
pH 7,0, v = 50 mV s-1. [188] 

 

2.4.2. Spectroscopia de impedanță electrochimică 

2.4.2.1 Senzori cu structura PEI+/GOX- 

Proprietățile interfaciale ale senzorilor au fost, de asemenea, investigate prin spectroscopie 
de impedanță electrochimică (EIS). Spectrele de impedanță (prezentate în figura 2.4) au fost 
înregistrate în NaPB 0,1 M, pH 6,9 într-o celulă electrochimică convențională conținând cei trei 
electrozi în condițiile experimentale descrise în secțiunea Echipamente și Metode.  
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Fig. 2.4. Reprezentarea în plan complex a spectrelor de impedanță în 0,1 M NaPB pH 6,9 
pentru un număr diferit de bistraturi {PEI/GOX} pe: a) electrod Au în comparație cu 

Au/{PEI/GOx}n, b) Co-SPE/{PEI/GOX}n și c) CoPC-SPE (roșu) în comparație cu Co-
SPE/{PEI/GOx}n. [186] 

 

Circuit echivalent utilizat pentru a se potrivi spectrelor, unde RΩ este rezistența electrolitului, 
Rct este rezistența la transferul de sarcină și CPEdl este elementul de fază constant 

 

Depunerea suplimentară a bistratului PEI+/GOX- conduce la o scădere continuă a valorii Rct 
(tabel 2.1), care arată o îmbunătățire a transferului de electroni prin filmul multistrat până la 
al treilea bistrat PEI+/GOX-. Se poate deduce că pentru electrodul de aur stratul Cys 
influențează comportamentul electrodului împreună cu numărul de bistraturi PEI+/GOX-. 
Depunerea suplimentară a altui bistrat în ambele cazuri va crește atât grosimea, cât și Rct și 
transferul de electroni va fi împiedicat. 

Se observă același comportament pentru electrozi modificați CoPC, unde o reducere 
semnificativă a Rct apare la depunerea primului bistrat PEI+/GOX-, urmată de o scădere mai 
mică pentru următoarele două bistraturi până la al patrulea, când nu se observă nici o 
îmbunătățire a transferului de electroni (tabel 2.2).  

Atunci când prima bistrat PEI+/GOX- este depus pe suprafața CoPC-SPE, se produce o 
scădere drastică și a capacității CPEdl, dovedindu-se adsorbția moleculelor pe suprafața 
electrodului. Pe măsură ce cantitatea moleculelor PEI+/GOX- adsorbite crește, grosimea 
structurii LbL depuse crește și capacitatea la interfața electrod-electrolit scade cu 
acoperirea suprafeței.  

Când glucoza a fost adăugată în soluția tampon Rct crește odată cu creșterea concentrației 
de glucoză, fiind de asemenea în concordanță cu rezultatele CV (figura 2.11 A și B, secțiunea 
2.6.1). Acest fapt sugerează că procesele de transfer de sarcină controlează fenomenele 
de suprafață și promovează un transfer mai ușor al electronilor. 
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Tabel 2.1. Valori ale componentelor circuitului electric echivalent (extrase prin fitarea spectrelor 
din figura 2.4a, potențial aplicat -0,2 V vs SCE, electrod Au) 

Electrod 
RΩ /  

Ω cm2 
Rct /  

kΩ cm2 
CPEdl / 

mF cm-2 sα-1 
α 

Au 425,9 1,4 126,8 0,85 

Au/Cys 430,4 68,0 68,2 0,88 

Au/Cys/{PEI_GOx} 423,2 47,2 71,0 0,87 

Au/Cys/{PEI_GOx}2 428,2 25,5 71,9 0,86 

Au/Cys/{PEI_GOx}3 427,3 21,8 71,2 0,87 

 

Tabel 2.2: Valori ale componentelor circuitului electric echivalent (extrase prin fitarea spectrelor 
din figura 2.4b, potențial aplicat 0,0 V vs SCE, electrod Co-SPE) 

Electrod 
RΩ /  

Ω cm2 
Rct /  

kΩ cm2 
CPEdl / 

mF cm-2 sα-1 
α 

CoPC-SPE 540 8600,0 16,8 0,93 

CoPC-SPE /{PEI_GOx} 580 340,5 14,7 0,93 

CoPC-SPE /{PEI_GOx}2 590 119,0 27,4 0,92 

CoPC-SPE /{PEI_GOx}3 600 76,5 40,4 0,92 

CoPC-SPE /{PEI_GOx}4 600 63,0 52,6 0,92 

 

2.4.2.2 Senzori cu structura {chit+(NG+GOx)}/PSS- 

 

Fig. 2.5: Reprezentarea în plan complex a spectrelor de impedanță la -0,2 V vs SCE cu circuitul 
echivalent utilizat pentru a se potrivi spectrelor pentru Au, Au/PEDOT, Au/PEDOT/{chit+(NG + 

GOx)}n = 1,2 în pH 0,1 NaPB pH 7.0. [188] 
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Spectroscopia de impedanță electrochimică a fost utilizată pentru a identifica modificările 
interfațiale după fiecare etapă a formării structurii LbL {chit+(NG+GOx)}/PSS- pe suprafața 
electrodului. Figura 2.5 prezintă reprezentarea în plană complex a spectrelor de impedanță 
obținute la un potențial de -0,2 V față de Ag/AgCl, inserția arătând circuitul echivalent utilizat 
folosit pentru fitarea spectrulor.  

 

Tabel 2.3. Valori ale elementelor de circuit echivalent obținute prin fitarea spectrelor de 
impedanță din figura 2.4 

Electrod Rf / 
Ω cm2 

CPEf /  
mF cm-2 

sα-1 

αf Rct / 
kΩ 
cm2 

CPEdl / 
μF cm-2 

sα-1 

αdl 

Au -- -- -- 54.4 38.2 0.85 

Au/PEDOT 690 4.0 0.77 79.5 345.5 1.00 

Au/PEDOT/{chit+(NG+GOx)} 200 4.0 0.78 70.0 320.1 0.99 

Au/PEDOT/{chit+(NG+GOx)}2 220 3.9 0.77 90.3 293.7 0.99 

 

Atât datele obținute cu EIS, cât și cu CV, indică o creștere a valorilor capacității la prima 
depunere a primului bistrat {chit+(NG+GOx)}/PSS- și o ușoară scădere după depunerea celui 
de-al doilea, care începe să acționeze ca o barieră de difuzie.  
 

2.5. Evaluarea optică (SPR) a interacțiunilor biomoleculare din structurile enzimatice 
LbL 

Măsurătorile SPR oferă o perspectivă asupra modului în care se realizează interacțiunea 
moleculelor încărcate cu sarcină electrică opusă și arhitectura structurii multistrat (LbL). 
Creșterea filmului LBL pentru imobilizarea GOX a fost monitorizată folosind două modalități 
experimentale SPR, scanare unghiulară (AS-SPR) și scanare la unghi fix (FA-SPR). Măsurători 
combinate electrochimie-SPR (EC-SPR) au fost, de asemenea, utilizate pentru caracterizarea 
electrodepunerii filmelor subțiri polimerice conductive de PEDOT. În măsurătorile EC-SPR, 
suprafața de aur a fost utilizată ca electrod de lucru într-un experiment electrochimic standard 
cu trei electrozi. Astfel, proprietățile electrochimice și optice sunt obținute simultan pe suprafețe 
și filme la scara nanometrică [195].  

Senzori SPR cu film subțire de Au funcționalizați cu:  

1) MPS, MUA și Cys-GA, prin depunere statică.  
2) cu film de polimer conductor PEDOT prin electrodepoziție. 

Funcționalizarea suprafețelor de aur a fost realizată conform descrierii din sectiunea 
Echipamente și Metode. Senzorii (discurile) SPR astfel obținuți au fost folosiți pentru evaluarea 
interacțiunilor moleculare implicate în depunerea a doua structuri LbL:  

1) PEI+/GOX- și  

2) {chit+(GOx)}/PSS-.  

 

2.5.1. Structura PEI+/GOX-  

Funcționalizarea suprafețelor de aur cu cele trei molecule prin adsorbție chimică pe suprafața 
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aurului prin legare Au-S a fost evaluată calitativ prin scanare unghiulară (AS-SPR). 
Suprafața de aur modificată a fost spălată după fiecare etapă, pentru a îndepărta moleculele 
nelegate. Intensitatea luminii reflectate a fost înregistrată în funcție de unghiulul de incidență al 
luminii pe suprafața senzorului și a fost determinat unghiul incident la care are loc rezonanța 
(valoarea intensității are un minim datorită faptului că o parte a energiei luminoase se va 
transforma într-o undă de suprafață plasmonică care se deplasează de-a lungul interfaței dintre 
stratul de aur și mediul său adiacent). Acest unghi de rezonanță este sensibil la orice modificare 
a indicelui de refracție al mediului de lângă aur. O creștere a unghiului de rezonanță în modul 
AS-SPR poate fi observată (Figura 2.6). 

 

 

Fig. 2.6. Funcționalizarea suprafațelor de Au cu cele trei tipuri de molecule monitorizată prin AS-
SPR. Inserția prezintă o mărire a curbelor în zona unghiului de rezonanță. [187] 

 

În cazul monitorizării folosind modul FA-SPR unghiul de incidență s-a menținut fix și s-a 
înregistrat variația intensității luminii odată cu depunerea monostraturilor pe suprafața 
senzorului. Creșterea semnalului a avut loc odată cu introducerea în celulă a moleculelor in 
soluție la suprafața aurului. Scăderea răspunsului se datorează moleculelor nelegate, care 
au fost îndepărtate după faza de spălare (figura 2.7a). Astfel, răspunsul stabilizat corespunde 
moleculelor legate care vor oferi o nouă platformă de depunere.  

Tabelul 2.4 prezintă procente diferite ale imobilizării GOX pe suprafețele de Au funcționalizate 
cu MPS, MUA și Cys-GA care evidențiază diferitele interacțiuni biomoleculare care au loc 
(figura 2.7b). 

Tabel 2.4. Parametrii de interacțiune biomoleculară pentru diferiți senzori SPR funcționalizați 

Senzor 
Grad de legare al 

moleculelor 
Grad de diminuare a 

semnalului SPR 

 
% % 

Au_MPS 14,29 85,21 

Au_MUA 14,00 86,00 

Au_Cys-GA 40,51 59,50 
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Imobilizarea GOX prin structura LBL {PEI+/GOX-} a fost monitorizată cu senzorii de Au 
funcționalizați cu Cys-GA utilizând și modul FA-SPR. Interacțiunile moleculare au apărut pe 
suprafața filmului subțire Au așa cum se arată în figura 2.8. Pentru fiecare etapă de imobilizare, 
răspunsul a fost calculat ca diferența dintre semnalul SPR după etapa de spălare și uscare 
înainte și după injectarea soluției de polielectrolit în celula Bionavis.  

 

 

Fig. 2.7. Monitorizarea depunerii monostraturilor pe suprafața de Au folosind FA-SPR: (A) 
reprezentare generală, (B) reprezentarea depunerii GOX pe senzori functionalizați cu trei tipuri 

de molecule. [187] 

 

Fig. 2.8. Monitorizarea depunerii structurii LbL{PEI+/GOX-} pe suprafața de Au functionalizată cu 
Cys-GA folosind FA-SPR. Unghi de incidență 67,26 grd. 

 

2.5.2.  Structura {chit+(GOx)}/PSS- 

Pentru analiza calitativă a depunerii filmului de PEDOT și a formării structurii LbL pe senzorul 
astfel modificat, a fost utilizat modul de scanare unghiulară a SPR (AS-SPR) (figura 2.9). În 
figura 2.9A curba (1) prezintă spectrul AS-SPR pentru senzorul cu film de aur în aer. Când 
soluția care conține EDOT a fost introdusă în celulă, indicele de refracție s-a modificat și a fost 
înregistrată curba (2). Depunerea filmului PEDOT poate fi observată în curba (3) atunci când 
atât intensitatea, cât și unghiul de rezonanță se modifică. Aceste modificări sunt importante 
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deoarece ele evidențiază proprietățile electrocromice ale filmului depus de PEDOT. Acest 
model de comportament rămâne și pentru curbele înregistrate pentru fiecare etapă de 
imobilizare a ansamblului LbL pe suprafața filmului subțire Au/PEDOT: curba (4) pentru primul 
strat de {chit+(GOx)}, (5) pentru primul strat PSS- și (6) pentru al doilea strat de {chit+(GOx)}. 

 

Fig. 2.9. (A) Depunerea filmului PEDOT pe suprafața Au monitorizată prin AS-SPR și (B) 
depunerea structurii LbL {chit+(GOX)}/PSS- pe Au/PEDOT prin FA-SPR (unghi de incidență 

67.30 grd). [188] 

 

Interacțiunile moleculare au apărut pe suprafața filmului subțire Au/PEDOT așa cum se arată în 
figura 2.9B. Pentru fiecare etapă de imobilizare, răspunsul a fost calculat ca diferența dintre 
semnalul SPR după etapa de spălare și uscare înainte și după injectarea soluției de 
polielectrolit în celula Bionavis. Modificările semnalului SPR pentru fiecare etapă de 
imobilizare au permis o estimare brută a masei moleculare adsorbite pe unitatea de 
suprafață corespunzătoare, (tabelul 2.5). 

 

Tabel 2.5. Estimarea masei superficiale și a legării fiecărui monostrat în stare hidratată și uscată 
pe discul de Au modificat cu strat subțire PEDOT. 

Strat m / g cm-2 

(hidratate) 

m / g cm-2 

(uscate) 

Gradul de legare al moleculelor / % 

(uscate) 

{chit +(GOx)}1 1,430,005 1,110,004 75,1 

PSS - 0,500,010 0,010,005 1,61 

{chit +(GOx)}2 1,140,004 1,110,002 79,1 

 

2.6. Cuantificarea glucozei folosind senzori cu suprafață modificată 

3.6.1. Senzori cu structura PEI+/GOX- 

Amperometria la potențial fix permite monitorizarea curenților electrici ce apar datorită reacției 
electrochimice la care participă analiții pe suprafața senzorului menținut la potențialul electric 
ales.  
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Biosenzorul electrochimic de aur cu structura enzimatică multistrat LBL, PEI+/GOX- a fost 
folosit pentru detecția glucozei, Au/Cys/{PEI+GOX-}n, n= 1,2,3.  

Măsurătorile amperometrice au fost realizate la un potențial fix de -0,2 V față de SCE.  

Pentru a determina sensibilitatea biosensorului, a fost construită o curbă de etalonare la un 
potențial fix de -0,2 V față de SCE în 0,1 M NaPB pH 7,0 prin adăugarea concentrațiilor 
crescute de glucoză, așa cum se arată în Figura 2.9a. Deoarece nici un mediator nu este 
prezent în structura biosenzorului, sunt posibile două mecanisme enzimatice:  

1) Primul mecanism se bazează pe regenerarea directă a cofactorului enzimatic FADH2, 
care implică oxidarea sa la suprafața electrodului,  

2) Al doilea mecanism implică utilizarea O2 ca acceptor de electroni de la FADH2 pentru a 
forma H2O2.  

Deoarece la potențialul de -0,2 V vs. SCE, H2O2 este cel mai probabil să fie redus, iar curentul 
final înregistrat la suprafața electrodului este un curent de oxidare, primul mecanism enzimatic 
este dominant. O amperogramă tipică înregistrată cu biosenzorul Au/Cys/{PEI+/GOX-}2 este 
prezentată în figura 2.10a. În figura 2.10b este reprezentat graficul cu curbele de etalonare 
corespunzătoare biosenzorilor care conțin un număr diferit de bistraturi PEI+/GOX-. Cea mai 
mare sensibilitate de 282 nA cm-2 mM-1 a fost pentru biosenzorul cu 2 bistraturi LbL,  
Au/Cys/{PEI+/GOX-}2.  
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Fig. 2.10. a) Amperograma tipică înregistrată în 0,1 M NaPB pH 6,9 la -0,2 V față de SCE. cu 
biosenzorul Au/Cys/{PEI+GOX-}2 și  

b) curbele de etalonare a biosenzorului Au/Cys/{PEI+/GOX-}n, n = 1, 2 și 3. [186] 
 

Stabilitatea biosenzorului a fost evaluată prin efectuarea unei calibrări de 5 puncte la fiecare 
două zile timp de 14 zile. Biosenzorul a fost ținut într-un frigider la 4 °C, imersat în soluție 
tampon între utilizări. După 8 zile, răspunsul biosenzorului a fost de 50% din valoarea 
inițială, scăzând drastic dupa aceea și s-a oprit din lucru după 12 zile. Stabilitatea slabă a 
biosenzorului LBL este unul dintre dezavantajele lor majore, datorită forțelor electrostatice slabe 
care acționează între straturile imobilizate.  

Figura 2.11A demonstrează că GOX imobilizat în structura LbL își păstrează activitatea 
catalitică. Când se adaugă glucoză la soluția tampon, vârful de reducere al CoPC scade 
odată cu creșterea concentrației de glucoză. Scăderea curentului de reducere poate fi 
utilizată pentru a determina concentrația de glucoză și pentru a determina activitatea enzimatică 
a GOX. 
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Fig. 2.11. Comportarea Co-SPE/{PEI/GOX}3: (A) Voltamograme ciclice. (B) Grafice cu spectrele 
în plan complex. Măsurători realizate în 0,1 M NaPB pH 6,9 și în soluții cu două concentrații de 

glucoză. [185] 

3.6.2. Senzori cu structura {chit+(GOx)}/PSS- 

O curbă de etalonare la un potențial fix de -0,2 V față de Ag /AgCl în 0,1 M NaPB pH 7,0 a fost 
construită prin adăugarea concentrațiilor crescute de glucoză, așa cum se arată în figura 2.10. 
O schimbare anodică a curentului catodic a fost înregistrată la fiecare injecție, indicând apariția 
reacțiilor de oxidare (figura 2.12A). Se observă o situație similară cu a biosenzorului 
Au/Cys/{PEI+/GOX-}. Ținând cont de acest lucru și de cele două mecanisme enzimatice 
posibile prezentate mai sus, care sunt posibile și pentru biosenzorul 
Au/PEDOT/{chit+(NG+GOx)}, putem considera că și în acest caz primul mecanism enzimatic 
este dominant (figura 2.13). 

 

 

Fig. 2.12. (A) Cronoamperograma cu potențial fix pentru creșterea concentrațiilor de glucoză și 
(B) curba de etalonare corespunzătoare detecției glucozei la Au/PEDOT/{chit+(NG + GOX)}2, în 

0,1 M NaPB pH 7,0 la -0,2 V față de Ag AgCl. [188] 
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Fig. 2.13. Mecanismele de oxidare ale glucozei catalizate de GOX la suprafața senzorului 
Au/PEDOT/{chit+(NG+GOX)}n, în 0,1 M NaPB pH 7,0 la -0,2 V față de Ag AgCl. [188] 

  

Această modificare anodică (pozitivă) a curentului catodic a fost sporită de prezența NG și 
PEDOT-ului. Nanomaterialele prezintă sensibilitate ridicată la potențial negativ, tendință 
observată și în literatură [197] și poate fi explicată prin capacitatea lor de a regenera 
cofactorul enzimatic. În prezența polimerului PEDOT, regenerarea enzimei a fost cauzată 
de o reacție redox cu forma oxidată a polimerului (figura 2.13). Curbele de etalonare au 
fost construite la un potențial în aceleași condiții experimentale pentru a evalua efectul 
numărului de straturi asupra performanțelor biosenzorului. Sensibilitățile obținute sunt 
prezentate în figura 2.14. O configurație a biosenzorului cu două straturi de chitosan, 
Au/PEDOT/{chit+(NG+GOx)}2, a fost considerată a fi optimă datorită sensibilității sale celei mai 
ridicate de 237 ± 3 μA cm-2 mM-1, o limită de detecție de 41 μM și un răspuns a fost liniar penru 
concentrații de glucoză cuprinse între 0,1 și 1,4 mM.  Prezența PEDOT a dus la o creștere a 
sensibilității cu mai mult de un ordine de mărime, comparativ cu biosenzorii bazați pe structuri 
similare LbL dezvoltați fără PEDOT [193]. 

 

Fig. 2.14. Influența numărului de bistraturi n asupra sensibilității biosenzorului 
Au/PEDOT/{chit+(NG+GOx)}n. 
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Studii de interferență 

Sensibilitatea biosenzorului a fost, de asemenea, testată în prezența interferenților prezenți 
în lichidele biologice, înregistrând mai întâi răspunsul la glucoză, 0,3 mM, urmată de 
injectarea compușilor interferenți, fiecare cu o concentrație finală de 0,6 mM (raport 1:2): 
dopamină, ascorbat, catechol, acid uric, urmată de încă două injecții care corespund la 0,3 mM 
glucoză. În prezența interferenților de mai sus, biosensorul a pierdut 34% din sensibilitatea 
sa, ajungând la valoarea 156 ± 5 uA cm-2 mM-1 și o limită de detecție de 56 µM. Stabilitatea pe 
termen lung și stabilitatea la depozitare a biosenzorului a fost determinată prin construirea 
unei curbe de etalonare la fiecare câteva zile pe parcursul unei luni. Reproductibilitatea 
biosenzorilor a fost determinată prin studierea activității a trei senzori construiți în condiții 
identice, obținându-se un RSD de 6,7%. 

 

Fig. 2.15. Stabilitatea în timp a biosenzorului Au/PEDOT/{chit+(NG+GOx)}2 

 

2.7. Cuantificarea glucozei în probe reale 

Biosenzorii Au/PEDOT/{chit+(NG+GOx)}2 au fost testați pe vinuri preparate prin fermentarea 
strugurilor albi proaspeți din România (ca model biologic). Metoda adausurilor standard a fost 
utilizată pentru a determina concentrația de glucoză. Valorile calculate pentru glucoza din cele 
trei tipuri de vinuri sunt prezentate în tabelul 2.6. 

 

Tabelul 2.6: Determinarea glucozei în vinuri (n = 3) utilizând metoda adausurilor standard. 

Metoda Au/PEDOT/{chit+(NG+GOx)}2 
Metoda spectrofotometrică 

Böhringer 

Recuperarea  

(%) 

Glucoză  

/g l-1 

2,69± 0,30   2,83± 0,34   105 

2,35± 0,24   2,29 ± 0,17 97 

2,25± 0,14   2,27 ± 0,12 101 

 

2.8. Concluzii 

Scopul capitolului a constat în dezvoltarea unei metode noi de diagnostic molecular pentru 
identificare și cuantificare a glucozei ca biomarker al diabetului zaharat și aplicația ei pe 
probe reale. 
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Metoda nouă folosită: biosenzori electrochimici cu suprafață modificată cu structuri 
enzimatice multistrat auto-ansamblate prin metoda strat-pe-strat (Layer-by-Layer, LbL). 

Astfel, suprafețele senzorilor de aur au fost funcționalizate pentru a permite modificarea 
suprafeței senzorilor cu structuri enzimatice în structuri multistrat auto-ansamblate prin metoda 
strat-pe-strat (Layer-by-Layer, LbL) prin: 

1. chemisorbția unor molecule pe suprafața senzorilor prin intermediul legăturilor Au-S: 
2. depunerea electrochimică a unui film de polimer conductor poli(3,4-etilendioxitiofen), 

PEDOT. 
 

Senzorii au fost sub forma unor electrozi de aur (bară și film subțire) și electrozi imprimați cu 
film  de carbon modificați cu ftalocianină de cobalt (CoPC-SPE) cu rol de mediator 
electrochimic. Discuri cu film de aur (senzori SPR) au fost utilizate pentru a evalua interacțiunile 
implicate în imobilizarea biomoleculelor pe suprafețe prin rezonanța plasmonilor de 
suprafață. 

Două structuri LbL enzimatice auto-ansamblate au fost depuse pe suprafețele de aur 
funcționalizate și CoPC-SPE: PEI+/GOX- și {chit+(GOx)}/PSS-. 

Cuantificarea amperometrică a glucozei a fost realizată în soluții standard și parametrii 
curbelor de etalonare ale ambelor tipuri de biosenzori cu suprafață modifică au fost obținuți 
(sensibilitate, domeniul de liniaritate, limită de detecție).  

Biosenzorii în configurația cu două LbL au avut cea mai mare sensibilitate: 
Au/Cys/{PEI+/GOX-}2 și Au/PEDOT/{chit+(NG+GOx)/PSS-}2. 

Sensibilitatea biosenzorului Au/PEDOT/{chit+(NG+GOx)/PSS-}2 a fost cea mai mare, 237 ± 3 
μA cm-2 mM-1, cu o limită de detecție de 41 μM, și un interval de liniaritate 0,1 și 1,4 mM, 
comparabilă cu rezultatele găsite în literatură.  

Studii ale interferenților au fost realizate asupra biosenzorului de glucoză. Metoda a permis o 
obținerea unui semnal datorat glucozei în prezența interferenților, în timp ce semnalul 
datorat acestora a fost nesemnificativ.În prezența interferenților a existat o ușoară scădere a 
sensibilității, biosensorul a pierdut 34% din sensibilitatea sa, ajungând la valoarea 156 ± 5 
uA cm-2 mM-1 și o limită de detecție de 56 µM. 

Stabilitatea biosenzorului Au/PEDOT/{chit+(GOx)}/PSS- a fost studiată în timp arătând ca 
sensibilitatea sa a crescut la o valoare mai mare după 8 zile, după care aceasta a început să 
scadă și să se stabilizeze la 65% din valoare inițială. Reproductibilitatea biosenzorului a 
fost determinată prin studierea activității a trei senzori construiți în condiții identice, obținându-se 
un RSD de 6,7%. 

Biosenzorii Au/PEDOT/{chit+(NG+GOx)/PSS-}2 au fost testați pe probe reale pentru 
cuantificarea glucozei. Valorile obținute au fost în acord cu cele obținute prin metoda 
spectrofotometrică standard cu un grad bun recuperare (între 97 și 105%). 

Se recomandă folosirea biosenzorilor electrochimici Au/PEDOT/{chit+(NG+GOx)/PSS-}2. și 
dezvoltatea metodei pentru probele biologice (salivă, ser, urină). 
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3. Evidențierea și cuantificarea experimentală a capacităţii 

antioxidante totale ca marker al stresului oxidativ 

 

3.1 Scopul și obiectivele cercetării 

Scopul acestui capitol a constat în dezvoltarea unei metode noi de diagnostic molecular 
pentru evidențierea și cuantificarea capacităţii antioxidante totale ca marker al stresului 
oxidativ și aplicația ei pe probe reale. 

Metoda nouă folosită: senzori electrochimici cu nanoparticule de aur cu rol de enzime 
artificiale (nanozime) 

Obiectivele urmărite în cadrul acestui capitol au fost următoarele: 

- caracterizarea și evaluarea senzorilor electrochimici cu nanozime de aur. 

- caracterizarea și evaluarea capacității antioxidante probelor (soluțiilor cu compuși 
antioxidanți) folosind senzori electrochimici cu nanozime de aur. 

- cuantificarea capacității antioxidante totale (relativă și absolută) și activității 
antioxidante totale a a probelor folosind senzori electrochimici cu nanozime de aur. 

- validarea metodei electrochimice comparativ cu metoda spectrofotometrică UV-Vis și 
chemiluminiscență. 

 

Rezultatele prezentate în acest capitol au fost publicate în următoarele reviste:  

Revista BDI 

[198]  M. Florescu, Ghe. Coman, Label-free methods for real-time analysis used in oxidative 
stress biomarkers detection, Bulletin of the  Transilvania University of Braşov, Vol. 6 (55) 
No. 1, pp. 9-18, 2013, Series VI: Medical Sciences. Transilvania University Press, Brasov. 

Revista ISI (FI = 3,031) 

[199]  M. David, A. Serban, C. V. Popa, M. Florescu*, Nanoparticle-based label-free sensors 
for screening the relative antioxidant capacity of hydro-soluble plant extracts, Sensors, 2019, 
19(3), 590. 

Revista ISI (FI = 4,474) 

 [200] M. David, A. Serban, C. Radulescu, A. F. Danet, M. Florescu*, Bioelectrochemical 
evaluation of plant extracts and gold nanozyme-based sensors for total antioxidant capacity 
determination, Bioelectrochemistry, 2019, 129, 124-134. 

 

3.2 Senzori cu suprafață modificată cu enzime artificiale (nanozime) 

Antioxidanții reprezintă o clasă de compuși de interes real pentru rolul lor în reducerea 
efectelor adverse cauzate de speciile reactive ale azotului (RNS) sau oxigenului (ROS). Din 
categoria ROS face parte și peroxidul de hidrogen, H2O2, fiind un produs secundar reactiv 
obţinut în urma proceselor biochimice și care poate genera stres oxidativ ori leziuni celulare. 
Extractele apoase din plante ce sunt folosite ca suplimente alimentare, în mod similar cu 
lichidele biologice, au o capacitate antioxidantă totală (AC) care este datorată tuturor 
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antioxidanților constituenți (vitamine, carotenoizi, polifenoli, etc.) care participă la reacții 
electrochimice de oxidare-reducere. Extractele apoase din plante au reprezentat în acest 
capitol un model biologic, constituind o matrice complexă, similară lichidelor biologice.  

Metodele clasice folosite pentru determinarea AC sunt costisitoare și necesită mai multe 
operațiuni, elimină cantități mari de eluenți, nu sunt întotdeauna prietenoase cu mediul, sunt 
dependente de mai mulți parametri și necesită echipamente și personal specializat. Astfel, 
pentru evaluarea și cuantificarea AC (a extractelor din plante și a lichidelor biologice) sunt 
necesare dispozitive noi specifice, cum sunt senzorii, sensibile și cu preț mic.  

Utilizarea senzorilor chimici și a nanosenzorilor ne permite să depășim problemele legate 
de imobilizarea enzimelor și de stabilitatea pe termen lung. Nanoparticulele de aur (AuNP) 
sunt utilizate pe scară largă deoarece au propietăți conductoare foarte bune [25]. Pe lângă o 
suprafață activă îmbunătățită (raport mare dintre suprafață și volum) și o bună 
biocompatibilitate, AuNP au, de asemenea, proprietăți optice și facilitează transferul electronilor 
între molecule biologice electroactive și senzor [26]. Recenzile recente arată că nanoparticulele 
împreună cu unii polimeri, compuși porfirinici, complexe metalice, dendrimeri și alți compuși pot 
cataliza reacții, în mod similar enzimelor, introducând termenul "nanozyme=nanozimă" 
[205, 206]. S-a raportat că și nanoparticulele de aur (AuNP) au un comportament similar 
enzimelor, nanozime, catalizând reacţii chimice de oxidare-reducere fapt ce le recomandă în 
dezvoltarea nanosenzorilor electrochimici. 

AuNP au fost utilizate în acest capitol ca nanozime datorită activității catalitice 
asemănătoare cu cea a peroxidazelor naturale (de exemplu, peroxidaza de hrean). 

Pentru estimarea și cuantificarea activității capacităţii antioxidante totale absolute (TAC) și 
relative (RAC) am folosit ca senzori electrozi imprimați cu film de carbon modificați cu 
nanozime de aur (nanoparticule de aur) (AuNP-SPE).  

Senzorii cu nanozime de aur au fost folosiți pentru detecția amperometrică a H2O2. 
Principiul de estimare și cuantificare a TAC și RAC pentru extracte din plante  s-a bazat pe 
efectul de anihilare (captare/neutralizare) a H2O2 de antioxidanții prezenți în extractele cu 
capacitate antioxidantă. Astfel, scăderea semnalului electric sugerează o capacitate 
antioxidantă totală în creștere. 

Mai întâi, măsurătorile electrochimice (voltametria ciclică și spectroscopia de impedanță 
electrochimocă) au fost folosite pentru a caracteriza senzorii modificați cu  nanoparticule 
(carbonice și de aur) și extractele din plante apoase obținute prin diferite metode. Cea mai 
bună performanță a fost înregistrată pentru senzorii pe bază de nanoparticule de aur, datorită 
activității catalitice a nanoparticulelor de aur similară enzimelor (nanozime de aur). 

Voltammetria și amperometria au fost folosite pentru a evidenția capacitatea totală 
antioxidantă a fiecărui extract utilizând senzorul electrochimic cu nanozime de aur, iar 
rezultatele au fost comparate cu cele obținute prin metodele clasice (spectroscopia de absorbție 
în UV-Vis și chemiluminescența) 

 

3.3 Materiale și echipamente 

3.3.1 Materiale 

Toți reactivii au fost de puritate analitică. H2O2 (30%) a fost achiziționat de la Merck. Acidul 
ascorbic și Trolox (acid 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilic) 97%, au fost 
achiziționați de la Sigma-Aldrich, Germania. Glicerina, propilenglicolul și etanolul au fost 
obținute de la S.C. Chemical Company, România. Acidul boric și hexahidratul de cobalt (II) au 
fost de la Reactivul, România. Sarea disodică a acidului etilendiaminotetraacetic (Na2EDTA) de 
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la Loba Chemie; 5-amino-2,3-dihidronaftalazin-1,4-dionă (luminol) de la Fluka BioChemie, 
Slovacia și monohidratul de acid gallic a fost achiziționat de la Riedel-de Haen. Măsurătorile 
electrochimice și spectrometrice s-au efectuat în tampon fosfat de sodiu pH 7,0 (NaPB, 0,1 M). 
Apa nanopură Millipore Milli-Q (rezistivitate ≥ 18 MΩ cm) a fost utilizată pentru prepararea 
tuturor soluțiilor. Toate experimentele au fost efectuate la temperatura camerei (22 ± 1°C) și nu 
au fost necesare condiții speciale pentru păstrarea SPE între măsurători. Extractele din plante  
au fost obținute din fructe de cătină românești, flori de lavandă. Apă cu două valori diferite ale 
pH-ului a fost folosită și a fost obținută cu un aparat de apă Leveluk Kangen: apă "a" (pH = 2,5) 
și apă "b" (pH = 9,5). Etanolul, glicerina și propilenglicolul au fost de calitate farmaceutică. 

 

3.3.2. Prepararea extractelor din plante 

Două metode de extracție au fost utilizate: extracția asistată cu ultrasunete (US) și 
extracția cu solvent la presiune crescută, 6,7 bar (T).  

 

Tabelul 3.1. Solvenți și metodele de extracție folosiți penru obținerea extractelor din plante . 

Solvent (1:1) Extract fructe cătină  Extract flori lavandă  

apă “a” : etanol (A) 1.Hf Aa T/ US 1.Lf Aa T/ US 

apă „b” : etanol (A) 2.Hf Ab T/ US 2.Lf Ab T/ US 

apă „a” : glicerină (G) 3.Hf Ga T/ US 3.Lf Ga T/ US 

apă „b” : glicerină (G) 4.Hf Gb T/ US 4.Lf Gb T/ US 

apă „a” : propileneglicol (Pg) 5.Hf Pga T/ US 5.Lf Pga T/ US 

apă „b” : propileneglicol (Pg) 6.Hf Pgb T/ US 6.Lf Pgb T/ US 

*planta: Hf – cătină, Lf – lavandă;  
*solvenți: A – etanol, G - glicerină, Pg – propileneglicol,  
*apă: a (pH 2,5); b (pH  9,5);  
* metode de extracție: US - extracția asistată cu ultrasunete, T - extracție cu solvent la 6,7 bar 
 

3.3.3.   Echipamente și metode 

Toate măsurătorile electrochimice au fost efectuate într-o celulă electrochimică convențională 
care conține trei electrozi (Fig. 1.1A). Senzorii au fost sub forma unor electrozi imprimați cu 
film  de carbon modificați cu nanoparticule (NP-SPE) (Fig. 1.1D). Diametrul suprafeței 
electrodului de lucru SPE a fost de 4 mm, electrodul auxiliar fiind de Ag și pseudo-referința 
Ag/AgCl. NP-SPE au fost utilizați cum au fost primiți. S-au efectuat măsurători voltammetrice, 
de impedanță și amperometrice utilizând o interfață electrochimică PalmSens3 (Palm 
Instruments BV, Olanda) controlată cu software PSTrace 5.5. Voltametriile în puls diferențial 
(DPV) s-au efectuat prin baleierea potențialului de lucru al senzorului de la 0,0 la 1,0 V cu o 
viteză de scanare de 10 mV s-1 și un puls aplicat cu o amplitudine de 50 mV, un timp de acțiune 
al pulsului 0,1 s cu o treaptă de potențial de 2 mV. Pentru măsurătorile de impedanță, a fost 
aplicată o perturbare rms de 10 mV în intervalul de frecvențe de 50 kHz - 0,05 Hz, cu 10 
frecvențe pe decadă de frecvențe. Spectrele obținute au fost înregistrate la un potențial de 0,1 V 
față de Ag/AgCl și au fost reprezentate grafic sub formă de diagrame plane complexe (diagrame 
Nyquist și Bode). Folosind principiile spectroscopiei electrochimice și utilizând software-ul 
PSTrace 5.5 cu modulul FRA, s-a dedus circuitul echivalent electric care corespunde cel mai 
bine datelor experimentale cu parametrii electrici corespunzători. 
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Măsurătorile de absorbție spectrofotometrică UV-Vis au fost înregistrate utilizând un 
spectrometru FLAME-S, Ocean Optics, preconfigurat pentru 200-1050 nm. Sursa de lumină 
halogen tungsten deuteriu echilibrată DH-2000-BAL cu iluminare pentru lungimi de undă 
cuprinse în intervalul 230-2500 nm. Datele au fost vizualizate și analizate prin software-ul 
Ocean View 1.6.3. Drumul optic pentru spectrele de absorbție a fost de 1 cm. 

Toate măsurătorile de chemiluminescență (CL) au fost efectuate cu ajutorul unui luminometru 
Turner Biosystems 20/20n cuplat la un calculator, astfel încât software-ul "SIS pentru 2020h" a 
înregistrat intensitatea luminii în unități relative de luminescență (RLU) în funcție de timp 
(secunde). Soluția de lucru pentru determinările CL (10-3 M Na2EDTA, 0,8 x 10-3 M CoCl2, 1,1 x 
10-4 M luminol), 350 µL de 0,1 M, soluție tampon de borat de pH = 9,0 și 350 µL soluție de 3 x 
10-4 M H202. 

 

3.4 Comportamentul electrochimic al senzorilor cu nanoparticule, NP-SPE 

3.4.1.   Voltametrie ciclică și în puls diferențial 

 

 

Fig. 3.1. CV în 0,1 M NaPB, pH 7,0, în prezența extractului (E), cu adăugare de 6 mM de H2O2, 
v = 50 mVs-1 pentru: (A) AuNP, (B) CNT și (C) G.  
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Măsurători electrochimice prin voltammetrie ciclică (CV) și amperometrie au fost efectuate 
folosind senzori cu film de carbon (SPE) modificați cu trei tipuri de nanoparticule (NP). 
AuNPs (nanoparticule de aur) s-au dovedit a fi cele mai adecvate pentru evidențiera și 
cuantificarea capacității antioxidante totale, după cum se arată mai jos. 

Utilizând CV, au fost fi monitorizați trei parametri ai comportamentului reducător al 
antioxidanților (AOx): curentul anodic de vârf (Ia) cu potențialul de oxidare (Epa) și zona 
anodică a CV [210]. În acest capitol H2O2 este folosit ca ROS; anihilarea sa (prin captare) de 
către AOx prezenți în extractele analizate este monitorizată folosind senzori SPE cu 
nanoparticule. Mai întâi, răspunsul senzorilor în prezența unui extract (E) diluat în 0,1 M NaPB 
pH = 7,0 (E: electrolit tampon) a fost monitorizat prin CV, rata de scanare 50 mV s-1. În etapa 
următoare s-a monitorizat reducerea capacității antioxidante totale (reducătoare) a 
extractului (E) în prezența a 6 mM H2O2, o scădere a răspunsului senzorului fiind așteptată. 
În prezența unui extract E, voltamogramele ciclice prezintă vârfuri anodice la potențial 
redus (sub 0,45 V) și se știe că acestea apar pentru compușii cu activitate antioxidantă 
semnificativă [211]. O comparație între SPE modificați cu nanoparticule și SPE nemodificați a 
fost făcută, de asemenea, prin înregistrarea CV-urilor în aceleași condiții (Figura 3.2).  

 

Figura 3.2. CV in 0.1 M NaPB, pH 7,0, în prezența a 6 mM H2O2, v = 50 mV s-1 pentru SPE 
nemodificat (C) și SPE modificat cu nanoparticule AuNP, CNT și G. [199] 

 

Aceste CV-uri comparative oferă o perspectivă asupra modificărilor valorilor capacității electrice 
ale senzorilor pentru fiecare tip de nanoparticule. Valorile capacității au fost calculate în 
regiunea non-faradaică (fără vârfuri redox), la un potențialul de 0,55 V (Tabel 3.2). 

Tabelul 3.2. Valorile capacității calculate pentru toate tipurile de senzori din CV-urile din figura 
3.2. 

Senzor (SPE) C / mF cm-2 

C  0,06 

G 0,89 

CNT 0,46 

AuNP 2,67 
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Studiu de pH 

Un studiu de pH a fost realizat, de asemenea, folosind CV și DPV, pentru a determina cel mai 
performant tip de nanoparticule pentru detectecția H2O2 în prezența E. Rezultatele obținute prin 
CV sunt prezentate în Figura 3.3.  

 

Fig. 3.3. Studiul pH-ului pentru toți senzorii cu NP (date din CV în 0,1 M NaPB cu E și 6 mM 
H2O2), v = 50 mV s-1. [199] 

 

Figura 3.4 ilustrează voltametriile în puls diferențial (DPV-urile) realizate cu AuNP-SPE în 1,5 
mM H2O2, pentru o variație a pH-ului între 5,5 și 8,5 a 0,1 M NaPB. Valoarea cea mai mare a 
curentului de vârf (cea mai mare viteză de transfer de electroni) a fost observată pentru pH 7,0, 
care a fost utilizat pentru toate măsurătorile ulterioare, fapt confirmat de  rezultatele cu CV de 
mai sus.  

 

Fig. 3.4. DPV de pentru senzorul modificat cu AuNP în NaPB 0,1 M, interval de pH variind între 
5,0 și 8,5 în prezența a 1,5 mM H202. [200] 
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Studiul influenței nanoparticule 

Influența adusă de fiecare tip de NP la performațele senzorilor a fost studiată și prin 
amperometrie la potențial fix, 0,55 V (Figura 3.5.). Deși curenții mai mari au fost înregistrați în 
cazul grafenei, senzorul cu AuNPs are un comportament mai stabil, în timp ce cel cu CNT-uri 
prezintă cele mai slabe performanțe. 

 

Fig. 3.5 Curbele de etalonare ale senzorilor cu NP înregistrate la 0,55 V față Ag/AgCl în 0,1 M 
NaPB ce conține același E, pH = 7,0. [199] 

 

Datorită dimensiunilor mici și a suprafeței electroactive mari, AuNP oferă oportunități unice de 
încorporare în substraturi miniaturizate pentru aplicații portabile la fața locului. Conform 
rezultatelor de mai sus, senzorul modificat cu AuNP (AuNP-SPE) pentru detecția H2O2, care 
a prezentat cel mai bun comportament în prezența extractelor din plante , cu caracter 
antioxidant, a fost folosit pentru toate măsurătorile următoare. AuNP permit estimarea și 
cuantificarea indirectă a capacității antioxidante totale a diferitelor extracte din plante , pe 
baza activității lor catalitice enzimatice (nanozime). Astfel, senzorii pe bază de nanozime de 
aur pentru detectarea H2O2 ne permit să determinăm TAC și RAC pe bază anihilării H2O2 cu 
ajutorul AOx prezenți în extractele din plante   studiate. 

 

Studiu de diluție a extratelor 

Diluția optimă a E a fost testată folosind măsurători amperometrice înregistrate cu AuNP-SPE la 
0,55 V față de AgAgCl în 0,1 M NaPB (pH 7,0) și trei diluții ale E utilizând raportul (E:tampon) 
după cum urmează: (1:20), (1:40) și (1:60). Curbele de etalonare corespunzătoare au fost 
reprezentate în figura 3.4, pentru diferite concentrații crescătoare de H2O2, iar datele prelucrate 
sunt în Tabelul 3.3.  

Tabelul 3.3. Parametrii de performanță pentru cele trei diluții diferite de (E: tampon) 

Extract S  

(µA mM-1 cm-2) 

R2 LoD  

(mM) 

1:20 8.66 0.998 0.60 

1:40 11.37 0.995 0.75 

1:60 17.46 0.991 1.76 
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Fig. 3.4. Curbele de calibrare pentru senzor cu AuNP înregistrate la 0,55 V față de Ag/AgCl în 
0,1 M NaPB cu același extract pentru diferite diluții, pH = 7,0. [199] 

 

Procesul de electrod – evidențierea rolului de nanozimă a AuNP 

Senzorul pe bază de AuNP a fost caracterizat în continuare prin intermediul mecanismului 
electrochimic al lui AuNP, evidențiind raportul dintre viteza de scanare și curentul de vârf în 
timpul măsurătorilor CV în 0,1 M NaPB (pH 7,0), iar rezultatele obținute sunt prezentate în 
Figura 3.5.  

 

Fig. 3.5. Voltamograme ciclice în NaPB 0,1 M, pH = 7,0 pentru senzorul cu AuNP pentru diferite 
viteze de scanare: 10, 20, 30, 50, 70, 90 și 110 mV s-1. [199] 

 

S-a dovedit că AuNP-urile acționează ca un catalizator (nanozimă). Se observă reacția 
reacția redox a AuNP, cu vârfurile corespunzătoare oxidării și reducerii Au. Dependența liniară 
ale valorilor curentului de vârf anodic (Ipa) și curentului de vârf catodic (Ipc) în funcție de 
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radicalul vitezei de scanare a potențialului este prezentată în Figura 3.6. Luând în considerare 
ecuațiile de regresie liniară (3.1) și (3.2), influența vitezei de scanare explică (conform ecuației 
Randles–Sevcik, 3.3) procesul de electrod poate fi explicat în termenii unei reacții 
controlată prin difuzie (transport de masă). 

 

Fig. 3.6. Dependența liniară a curenților de vârf Ipa și Ipc (Fig. 3.5), față de rădăcina pătrată a 
vitezei de scanare. [199] 

  

Ipa (µA) = 0.48 v1/2 + 1.21 (mV s-1)1/2, R2 = 0.969 

  Ipc (µA) = -1.15 v1/2 - 2.59  (mV s-1)1/2, R2 = 0.987                

(3.1) 

(3.2) 

 

(3.3) 

Unde: 

Ip = curent vârfului în amperi, n = numărul de electroni transferați în evenimentul redox (1), A = 
suprafața electrodului în cm2, F = constanta Faraday în C mol-1, D = coeficientul de difuzie în 
cm2 s-1, C = concentrația în mol cm-3, ν = viteza de scanare în mVs-1, R = constanta gazului în J 
K-1 mol-1,T = temperatura în K  

Pentru caracterizarea și mai bună a procesului de electrod (reacția redox a AuNP), a fost 
studiată relația dintre viteza de scanare și curentul de vârf în timpul CV-urilor, în prezența H2O2 
și a unui compus antioxidant standard, așa cum se arată în figurile 3.7 și 3.8. Ca 
antioxidant standard, a fost folosit analogul solubil în apă al vitaminei E, Trolox , care a fost 
folosit în mod obișnuit în testele clasice pentru determinarea capacității antioxidante totale 
[33,34]. 

Astfel, putem concluziona că cele două vârfuri din CV-uri caracterizează reacțiile de oxidare-
reducere ale AuNP: formele de oxid de aur se formează la 0,6 V și se reduc la 0,2V.  
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Fig. 3.7.CV-uri în 0,1 M NaPB, pH 7,0, conținând 1,5 mM H2O2, la viteze diferite de scanare 10, 
20, 30, 50, 70, 90 și 110 mV s-1. [200] 

 

Relația liniară dintre curentul de vârf anodic (Ipa) și curentul de vârf catodic (Ipc) ca funcție de 
viteza de scanare poate fi văzută în figura 3.9 (albastru), cu ecuațiile de regresie liniară 
corespunzătoare de mai jos: 

 

 ;                             (3.4) 

 ;                             (3.5) 

În al doilea rând, studiul vitezei de scanare pentru 60 µM Trolox  a fost realizat (figura 3.8). S-a 
observat un comportament similar ca în cazul studiului vitezei de scanare pentru H2O2, cu un 
vârf de oxidare la 0,65 V și un vârf de reducere la 0,2 V.  

Relația liniară dintre curentul de vârf anodic (Ipa) și curentul de vârf catodic (Ipc) ca funcție de 
viteza de scanare poate fi văzut în figura 3.8 (verde), cu ecuațiile de regresie liniară 
corespunzătoare de mai jos: 

 ;                             (3.6) 

 ;                             (3.7) 

Având în vedere liniaritatea bună atât pentru H2O2, cât și pentru Trolox , influența vitezei de 
scanare indică că procesul de electrod poate fi explicat șă în acest caz în termenii unei o 
reacții redox a AuNP controlată prin difuzie.  
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Fig. 3.8. CV în 0,1 M NaPB, pH 7,0, conținând. 60 pM Trolox , la diferite viteze de scanare: 10, 
20, 30, 50, 70, 90 și 110 mV s-1. [200] 

 

 

Fig. 3.9. Variația curenților de vârf ((Ipa și Ipc) (Fig. 3.8) față de rădăcina pătrată a vitezei de 
scanare pentru H2O2 și Trolox. [200] 
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Fig. 3.10. CV-uri în NaPB 0,1 M, pH 7,0, v = 50 mV s-1 pentru senzorul SPE de carbon modificat 
cu AuNP în absența (portocaliu) și prezența de 1,5 mM (albastru) și 3 mM (mov) H2O2. [200] 

 

 

Fig. 3.11. CV-uri pentru SPE de carbon nemodificat în: NaPB 0,1 M, pH 7,0, (roșu), în prezența 
a 1,5 mM H2O2 (albastru), 60 µM Trolox  (verde) și 1,5 mM H2O2 + 60 µM Trolox  (maro). v = 50 

mV s-1. [200] 

 

CV-uri realizate la aceași viteză de scanare au fost folosite pentru a evidenția atât comportarea 
senzorului cu nanozime de aur în absența și prezența H2O2 cât și proprietățile catalitice 
ale AuNP și sunt prezentate în figurile 3.10 și 3.11.  

Putem concluziona că H2O2 suferă o oxidare ireversibilă catalizată de AuNP. Această 
declarație este în concordanță cu constatările din figurile 3.7 și 3.8, unde pentru viteza de 
scanare de 50 mV s-1, vârful de reducere a rămas neschimbat atât pentru H2O2, cât și pentru 
Trolox, atribuind vârful de reducere unei caracteristici intrinseci a AuNP. În aceleași condiții, 
pentru vârful anodic, curentul crește cu valori diferite (13,3 μA și 3,08 μA). Pentru a evidenția în 
continuare proprietățile catalitice ale AuNP la detecția H2O2, au fost realizate o serie de CV-
uri și pe electrodul de film de carbon nemodificat (în absența AuNP). După cum se poate 
observa în figura 3.11, oxidarea H2O2 are loc la potențiale mai mari (0,8 V) și a fost înregistrat 
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un răspuns foarte mic al senzorului față de Trolox . A fost observată o diferență semnificativă 
între comportamentul celor doi senzori față de detecția H2O2, ceea ce evidențiază avantajul 
utilizării senzorilor AuNP. 

Se poate trage concluzia că procesul de electrod se bazează pe reacțiile redox ale AuNP 
controlate prin difuzie și că AuNP catalizează oxidarea ireversibilă a H2O2 (și a Trolox ului) 

 

3.4.2.   Spectroscopia de impedanță electrochimică 

 

 

Figura 3.12. Reprezentarea în plan complex a spectrelor de impedanță 
în 0,1 M NaPB, pH 7,0, 0,1 V față Ag/AgCl pentru:  

A. senzor de carbon nemodificat (gri) și modificat cu AuNP (portocaliu) cu inserție a circuitului 
electric echivalent utilizat pentru fitarea spectrelor AuNP;  

B. Senzor cu AuNP în NaPB (portocaliu), H2O2 (albastru), Trolox  (verde) și H2O2+Trolox  
(maro) cu inserție a regiunii de înaltă frecvență.  

C. Diagrama Bode cu inserție a variației fazei în condițiile din B. [200] 
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Spectroscopia de impedanță electrochimică (EIS) a fost utilizată pentru caracterizarea 
fenomenelor de la interfața senzorului cu nanozime / electrolit în prezența H2O2, cu și fără 
antioxidantul standard Trolox. Cu ajutorul acestei metode vor putea fi adăugate noi informații 
despre procesele de transfer ale electronilor și fenomenele de difuzie evidențiate prin 
măsurătorile anterioare de CV.  

Tabelul 3.4 împreună cu figurile 3.13 și 3.14 prezintă valorile componentelor circuitului 
echivalent obținute prin fitarea spectrelor experimentale în regiunea de frecvențe 
intermediare și joase și variația lor în funcție de electrolitul folosit. A fost observată o 
scădere semnificativă a valorilor impedanței la frecvență joasă (0,05 Hz).  

 

Tabelul 3.4. Valorile elementelor de circuit echivalent obținute prin fitarea spectrelor de 
impedanță din figura 3.12 

Electrod/Electrolit Rct  

(kΩ cm2) 

CAu  

(µF cm-2) 

CPEdl  

(µF cm-2 sα-1) 

αdl 

C /NaPB 1,360 - 9,8 0,95 

AuNP / NaPB 0,830 0,4 142,6 0,91 

AuNP /NaPB + H2O2 0,160 78,6 250,9 0,86 

AuNP /NaPB + Trolox  0,027 203,2 648,0 0,81 

AuNP /NaPB + Trolox  + H2O2 0,019 557,4 1934,7 0,78 

 

 

Figura 3.13. Variația valorilor Rct si αdl din tabelul 3.4 pentru C-SPE comparativ cu AuNP-SPE 
in: NaPB, NaPB+H2O2, NaPB+Trolox, NaPB+Trolox+H2O2 

 

În concluzie, în domeniul frecvențelor intermediare și joase, impedanța are un 
comportament capacitiv, care este, de asemenea, în conformitate cu diagramele Bode 
(fază între 75 - 87 °). Panta curbelor Z =f(log f) are valoarea de aproximativ -0,85. 
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Figura 3.14. Variația valorilor CAu si CPEdl din tabelul 3.4 pentru C-SPE comparativ cu AuNP-
SPE in: NaPB, NaPB+H2O2, NaPB+Trolox, NaPB+Trolox  +H2O2 

 

3.5 Evaluarea electrochimică a capacității antioxidante totale a extractelor din plante 

3.5.1.   Voltametrie ciclică – comparație între extractele din plante 

Folosind AuNP, pentru modificarea senzorului cu film de carbon, care au un impact asupra 
răspunsului senzorului electrochimic datorită efectului sinergetic dintre nanotehnologie și 
detecția electrochimică, am optimizat cu succes în secțiunile anterioare senzorul cu 
nanozime de aur pentru detecția H2O2. Acesta va fi folosit ca o metodă simplă de screening 
pentru caracterizarea rapidă a extractelor din plante prin evaluarea și cuantificarea  
capacității antioxidante totale, absolute și relative.  

Masurătorile spectroscopice au evidențiat un conținut ridicat de fenoli în extractele din plante  
analizate, E, dovedind caracterul antioxidant al acestora. Metodele electrochimice 
voltametrice sunt o alternativă mai rapidă și mai simplă față de metodele clasice pentru 
evaluarea capacității antioxidante totale a extractelor, dar și pentru a evidenția caracterul 
lor antioxidant diferit, care este funcție de solventul și metoda de extracție folosiți (figura 
3.15). 

Există câțiva parametri care pot fi determinați utilizând voltammetria ciclică (vârfurile anodice, 
potențialele corespunzătoare vârfurilor de oxidare și zona sub undă anodică (pozitivă), A, a CV-
ului) care ajută la caracterizarea caracterului antioxidant prezenți în diferite probe [31]. Acest 
lucru este posibil datorită puterii reducătoare a AOx prezenți în extractele   din plante, E, care 
acționează ca donori de electroni sau protoni în reacțiile redox, având capacitatea de a 
reduce (anihila) speciile reactive cum ar fi H2O2. 
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Fig. 3.15. CV-uri în 0,1 M NaPB, pH 7,0, ce conține extracte  obținute prin două metode de 
extracție (T și US): de lavandă (A) și (B) și de cătină (C) și (D). Viteza de scanare 50 mV s-1 

 

3.5.2.   Voltametrie ciclică – calcul AC 

O expresie valabilă a capacității antioxidante totale a unui extract este evidențiată de profilul 
său redox. Astfel, zona anodică a CV-urilor înregistrate cu senzorul cu nanozime de aur 
optimizat poate fi corelată cu capacitatea antioxidantă a extractelor [212].  

Figura 3.16A ilustrează profilul CV realizat între 0,0 - 1,0 V, v = 50 mV s-1, înregistrat de 
senzorul cu nanozime de aur în 0,1 M NaPB, pH = 7,0, ce conține extracte din lavandă obținute 
prin cele metoda de extracție la presiune mare (T), descrisă în sectiunea 3.3.2.  

În figura 3.16B, CV-urile au fost realizate în aceleași condiții experimentale în unele extracte de 
lavandă și cătină selectate, studiate în comparație cu cele efectuate în Trolox, dezvăluind 
diferențe în zona anodică în funcție de tipul plantei, metoda de extracție și solvenții utilizați. În 
cazul extractelor de lavandă (în special 2.Lf Ab US), un profil mai pronunțat este vizibil pentru 
vârfurile de oxidare. Rezultatele sunt în concordanță cu rezultatele spectroscopice care 
subliniază că extractele de lavandă au compuși antioxidanți diferiți în comparație cu extractele 
de cătină [100].  
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Fig. 3.16. voltamograme ciclice, în 0,1 M NaPB, pH = 7,0, ν = 50 mV s-1 pentru:  
(A) toate extractele din lavanda Es obținute prin extracție sub presiune;  

(B) 1.Hf Aa T, 2.Lf Ab US, 5 Lf Pga T, 6. Hf Pgb T, 6. Lf Pgb US și Trolox. [199, 200] 
 

Mai mult, aria zonei anodică a unui CV, A, poate fi corelată cu puterea de reducere a unui E, și 
prin aceasta, cu capacitatea antioxidantă, AC [213]. Voltamogramele înregistrate anterior au 
fost utilizate pentru a calcula aria suprafațelor anodice care reprezinta AC unui extract. 

 

 

Fig. 3.17. Histograme ale suprafeței calculate din CV-urile corespunzătoare: (A) analizei tuturor 
extractelor de lavanda și cătină, și (B) selecția extractelor din Fig. 3.16B (comparativ cu Trolox). 

[199, 200] 

 

Figura 3.17A reprezintă AC calculată din aria zona anodică, A, a voltamogramelor pentru toate 
extractele de lavandă și de cătină (după scăderea ariei zonei anodice corespunzătore CV-ului 
electrodului în NaPB absența lui extractelor). Figura 3.17B prezintă valorile capacității 
antioxidante ale tuturor extractelor, calculate din voltamograme, în comparație cu valoarea 
obținută pentru Trolox  de 60 µM.  
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Se poate concluziona astfel, că aria anodică a CV-urilor înregistrată de senzorul cu 
nanozime de aur optimizat poate fi corelată cu capacitatea antioxidantă a extractelor, 
ceea ce permite discriminarea între diferitele extracte de plante. 

 

3.5.2.   Voltametrie în puls diferențial - indicele electrochimic 

Termenul de indice electrochimic, EI, a fost introdus cu un deceniu în urmă și se calculează 
pornind de la raportul dintre următorii parametri voltametrici: curentul vârfului anodic (Ipa) și 
potențialul vârfului anodic (Epa) pentru toate perechile de vârfuri prezente în voltamogramă 
(1, 2 , ..., n), după cum se arată în ecuația [214] de mai jos: 

 

 +….+                               (3.8) 

Prin urmare, indicele electrochimic, EI, poate fi folosit ca o altă abordare pentru cuantificarea 
"antioxidanților naturali totali" prezenți în probele analizate, care conțin acid ascorbic, în cazul 
nostru, extractele de cătină. În absența acidului ascorbic (extractele de lavandă), EI poate fi 
exprimat prin cuantificarea polifenolilor totali [215].  

 

 
Fig. 3. 18. (A) Deasupra : DPV pentru extractele Lf: 2.Lf Ab US , 5.Lf Pga T, 6.Lf Pgb US;  

Jos: DPV pentru extractele Hf: 1.Hf Aa T, 6.Hf Pgb T.  
B. Histograma valorilor EI corespunzătoare extractelor în comparație cu EI  a 60 μM Trolox             

. 
Valorile EI pentru extractele analizate au fost calculate folosind ecuația 3.8 și sunt prezentate în 
histograma din figura 3.18B, comparativ cu EI obținut pentru Trolox  60 µM, utilizat ca standard. 
În figura 3.19 sunt prezentate variațiile EI în funcție de metoda și solventul de extracție pentru 
extratele de cătină (A) și de lavandă (B). 
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Fig. 3.19. Histograme ale valorilor indicelui electrochimic pentru cătină și lavandă. 

 

Valorile EI calculate pot fi comparate cu valorile obținute din calculul ariei zonei anodice, A, a 
CV-urilor, observându-se cum acestea, inclusiv capacitatea antioxidantă totală, menține 
tendințe similare pentru același extract. Trebuie ținut cont de faptul că parametrii electrochimici 
calculați se bazează pe reacțiile redox, care diferă în cazul CV și DPV. Deoarece în cazul CV-
urilor, se realizează o variație ciclică a potențialului aplicat senzorului, potențialul de oxidare al 
extractelor este diferit în comparație cu cel obținut în măsurătorile DPV [210].  

 

3.6 Cuantificarea capacităţii antioxidante folosind senzori cu nanozime de aur 

Pentru cuantificarea activității capacităţii antioxidante totale am introdus un parametru, 
capacitatea antioxidantă totală relativă (RAC) și absolută (TAC) care a fost calculat folosind 
sensibilitatea senzorilor cu nanozime de aur (AuNP-SPE).  

Principiul de determinare a RAC/TAC pentru extracte din plante  s-a bazat astfel pe efectul 
de anihilare (captare/neutralizare) a H2O2 de antioxidanții prezenți în extractele cu 
capacitate antioxidantă. Astfel, scăderea răspunsului senzorului de  H2O2 sugerează o 
capacitate antioxidantă totală în creștere. 

Conform literaturii [216, 217], capacitatea antioxidantă totală a unui E poate fi exprimată și în 
funcție de concentrația a doi antioxidanți standard, cunoscuți pentru activitatea antioxidantă 
mare:  

1. În echivalent acid ascorbic (AAE): valoarea corespunzătoare RAC a unui extract 
vegetal care echivaleză efectul antioxidant produs de concentrația corespunătoare de  acid 
ascorbic (AA). 

2. În echivalent Trolox  (TE): valoarea corespunzătoare RAC a unui extract vegetal care 
echivaleză efectul antioxidant produs de concentrația corespunătoare de  Trolox  (T). 

Rezultatele obținute prin metoda electrochimică amperometrică au fost comparate cu cele 
obținute prin metodele clasice, chemiluminescența și spectrometria UV-vis. 

 

3.6.1.   Cuantificarea capacităţii antioxidante totale relative (RAC) 

RAC-ul unui extract vegetal apos (E) a fost determinat folosind formula de mai jos: 
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           (3.9) 

Unde: 

 S0 = sensibilitatea senzorului pentru H2O2 în absența lui E și  

 SE = sensibilitatea senzorului pentru H2O2 în prezența E.  

 

Figura 3.20 Amperometrie la potențial fix la 0,55 V față Ag/AgCl pentru senzorul de H2O2 în 
prezența și absența extractului 2.Hf Ab US în 0,1 M NaPB, pH = 7,0. [199] 

După adăugarea unui E (1:40 - diluție E: NaPB), de exemplu 2.Hf Ab US, s-a obținut o 
sensibilitate mult mai scăzută, ilustrând efectul de aihilare al AOx prezent în E față de H2O2, SE 
= 2,71 ± 0,2 µA cm-2 mM-1 (n = 3), așa cum se arată în Figura 3.21. 

 

 

Figura 3.21. Curbele de etalonare corespunzătoare amperometriilor din Fig. 3.19. [199] 

 

Tabele 3.5 și 3.6 prezintă valorile sensibilităților senzorilor de H2O2 cu nanozime de aur obținute 
în prezența tuturor extractelor  de cătină și lavandă, împreună cu RAC-urile corespunzătoare 
calculate cu formula (3.9) ce sunt reprezentate în figura 3.22. 

Sensibilitățile cele mai scăzute, cele mai mari valori ale RAC, sugerează cea mai mare 
capacitate antioxidantă totală.  
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Tabelul 3.5. Valorile sensibilităților senzorilor de H2O2 cu nanozime de aur și a RAC (%) 
obținute în prezența tuturor extractelor  de cătină. 

Extract S (µA cm-2 mM-1) RAC (%) 

1.Hf Aa T 8,10 81,94 

2.Hf Ab T 6,98 84,44 

3.Hf Ga T 8,34 81,41 

4.Hf Gb T 6,67 85,12 

5.Hf PGa T 4,98 88,88 

6.Hf PGb T 4,47 90,02 

1.Hf Aa US 7,25 83,85 

2.Hf Ab US 6,36 85,83 

3.Hf Ga US 9,36 79,13 

4.Hf Gb US 5,92 86,80 

5.Hf PGa US 4,35 90,29 

6.Hf PGb US 12,64 71,84 

 

Tabelul 3.6. Valorile sensibilităților senzorilor de H2O2 cu nanozime de aur și a RAC (%) 
obținute în prezența tuturor extractelor  de lavandă. 

Extract S (µA cm-2 mM-1) RAC (%) 

1.Lf Aa T 5,72 87,25 

2.Lf Ab T 7,80 82,61 

3.Lf Ga T 4,38 90,22 

4.Lf Gb T 2,74 93,88 

5.Lf PGa T 4,23 90,56 

6.Lf PGb T 3,85 91,40 

1.Lf Aa US 4,32 90,37 

2.Lf Ab US 4,09 90,88 

3.Lf Ga US 3,19 92,89 

4.Lf Gb US 3,00 93,30 

5.Lf PGa US 8,42 81,24 

6.Lf PGb US 6,27 86,01 
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Fig. 3.22. Histograma pentru capacitatea antioxidantă totală relativă (RAC) a fiecărui extract de 
lavandă (Lf) și cătină (Hf) calculată utilizând formula (3.9). [199] 

 

Putem, de asemenea, să vedem că tipul solvenților și a metodei de extracție influențează 
capacitatea antioxidantă totală a extractelor, conform figurii 3.23.  

Din figurile 3.23A și B se observă cum pentru aceeași metodă de extracție, extractele  prezintă 
RAC-uri diferite, funcție de resursa vegetală folosită. Variația RAC-ului se observă și în cazul 
extractelor atunci când, pentru aceeași resursă vegetală și aceeași sovenți, se folosește altă 
metodă de extracție (figurile 3.23C și D). 
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Fig. 3.23. Dependența valorilor RAC a extractelor  de cătină (Hf) și lavandă (Lf) în funcție de: 
(A)  și (B) tipul solventului pentru extractul de cătină; (C) și (D) metoda de extracție. 

 

Pentru realizarea comparaților și o exprimare mai precisă a RAC-ului, valorile sale pot fi 
exprimate în echivalent acid ascorbic (AAE) și în echivalent Tolox (TE).  

Prin urmare, curba de etalonare pentru senzorul cu nanozime a fost realizată în echivalent 
acid ascorbic (AAE) în echivalent Tolox (TE) (considerând o valoare fixă 0,5 mM H2O2). 
Folosind formula 3.9, valoarea RAC-ului pentru fiecare concentrație AA/Trolox a fost calculată și 
rezultatele au fost reprezentate grafic ca o funcție a concentrațiilor AA/Trolox, așa cum se arată 
în figura 3.24și 3.25 (A). 

Regiunea liniară a fost extrapolată și valorile RAC obținute pentru fiercare E au fost identificate 
și asociate cu concentrațiile AA/Trolox corespunzătoare exprimate în mg/100 mL solvent, valori 
care permit exprimarea RAC-ului fiecărui extract în  AAE așa cum se arată în Figura 3.24și 
3.25 (B). 

 

Fig. 3.24. (A) Curba de etalonare pentru creșterea concentrațiilor AA la o valoare fixă 0,5 mM 
H2O2 obținute din amperometria cu potențial fix la 0,55 V față de Ag/AgCl; (B) histograma RAC 

exprimată în AAE. [199] 
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Fig. 3.25. (A) Curba de etalonare pentru creșterea concentrațiilor Trolx la o valoare fixă 0,5 mM 
H2O2 obținute din amperometria cu potențial fix la 0,55 V față de Ag/AgCl; (B) histograma RAC 

exprimată în TE. 

 

3.6.2.  Cuantificarea capacităţii antioxidante totale absolute (TAC) 

Capacitatea antioxidantă totală am estimat-o folosind un alt raport, similar cu cel folosit în 
determinările chemiluminescente, al curenților electrici obținuți din măsurători 
amperometrice, I0/I, pe care l-am numit capacitate antioxidantă totală absolută, TAC.  

      (3.10) 

Astfel, TAC poate fi evaluat utilizând senzorul cu nanozime pe baza proprietăților de 
anihilare H2O2 a compușilor antioxidanți existenți în extractele din plante .  

În acest scop, pentru o concentrație cunoscută de H2O2, curentul electric este determinat în 
absența și în prezența unui extract. Dacă extractul conține compuși antioxidanți, se va observa 
o scădere a curentului. Aceasta evidențiază TAC a extractelor. 

Pentru potențialul de 0,55 V față de Ag AgCl, în NaPB 0,1 M, curentul generat de senzorul cu 
nanozime de aur este înregistrat în funcție de timp. Pentru o concentrație fixă de 0,5 mM H202, 
în absența extractului studiat curentul a fost înregistrat și notat I0 (2,88 ± 0,3 μA), iar în prezența 
unor concentrații diferite de Trolox (5 până la 200 μM) curentul a fost înregistrat și notat I.  

Raportul TAC = I0/I a fost calculat și reprezentat ca o funcție de concentrația Trolox, obținând 
curba de etalonare din figura 3.26A. 

Urmând aceeași procedură ca și pentru Trolox, curentul I a fost înregistrat pentru fiecare extract 
în prezența aceleași concentrații de 0,5 mM H202.  

Raportul I0/I a fost calculat, pentru fiecare extract și concentrația corespunzătoare Troloxului 
care ar genera acel raport a fost citită din graficul de calibrare Trolox. Acest raport estimează 
capacitatea totală antioxidantă a extractului (TAC) și a fost exprimat și în echivalent Trolox, TE, 
valori prezentate în figura 3.26B și tabelele 3.7 și 3.8.  
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Fig. 3.26. (A) Curba de etalonare pentru TAC, obținută pentru diferite concentrații de Trolox 
utilizând senzorul cu AuNP amperometric la 0,55 V față de Ag AgCl în 0,1 M NaPB pentru 0,5 

mM H2O2, R
2 = 0,998. (B) histograma TAC exprimată în TE. [200] 

 

Tabelul 3.7. Valorile TAC obținute în prezența tuturor extractelor  de cătină prin cele două 
metode de extracție: T și US. 

Extract/ TAC  Metoda de extracție 

(µM) Timatic Ultrasunete 

1.Hf Aa  0,12 0,12 

2.Hf Ab  0,11 0,06 

3.Hf Ga  0,05 0,10 

4.Hf Gb  0,12 0,12 

5.Hf PGa  0,10 0,09 

6.Hf PGb  0,09 0,09 

 

 

Tabelul 3.8. Valorile TAC obținute în prezența tuturor extractelor  de lavandă prin cele două 
metode de extracție: T și US. 

Extract/ TAC  Metoda de extracție 

(µM) Timatic Ultrasunete 

1. Lf Aa  0,11 0,09 

2. Lf Ab  0,09 0,10 

3. Lf Ga  0,11 0,10 
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4. Lf Gb  0,13 0,10 

5. Lf PGa  0,10 0,06 

6. Lf PGb  0,08 0,04 

 

 

3.6.3.   Estimarea activității antioxidante prin studii cinetice 

Există o diferență între activitatea antioxidantă totală și capacitatea antioxidantă totală. În 
timp ce activitatea antioxidantă este legată de cinetica reacției dintre un oxidant și un 
antioxidant, capacitatea antioxidantă se referă la eficiența de conversie a unui radical 
liber care este anihilat. Activitatea antioxidantă este echivalentă cu cantitatea, exprimată în 
moli, de radicali liber capturat de antioxidanți [218, 219], în cazul nostru reprezentat de 
extractele din plante. Activitatea antioxidantă a unui extract, E, poate fi estimată studiind 
cinetica reacției de anihilare a H2O2 în prezența unui compus antioxidant din E (inhibare 
competitivă). Astfel, evaluarea activității antioxidante s-a realizat prin evaluarea constantelor 
cinetice ale consumului de H2O2 în prezența compușilor antioxidanți (fig.3.27).  

 

 

Fig. 3.27. Descreșterea curentului anodic înregistrat cu senzorul cu nanozime de aur la 
oxidarea H2O2 în prezența extractelor din plante . 

 

Se presupune că reacția de anihilare a H2O2 respectă un model cinetic de ordinul întâi [220]. 
Întrucât graficele semi-logaritmice nu prezintă o linearizare perfectă pe întreaga perioadă de 
timp, a fost luată în considerare prima parte a sa, pentru 300 de secunde, pentru care s-a 
calculat panta (figura 3.28A). Constanta de viteză (k) a reacției de anihilare a H2O2 a putut fi 
astfel determinată din panta graficului semi-logaritmic al raportului dintre intensitatea curentului 
obținut la oxidarea H2O2 în prezența (I) și în absența (I0) extractului, folosind ecuația: 

      (3.11) 
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Figura 3.28(B) prezintă valorile constantei cinetice K pentru toate extractele studiate, fiind un 
indicator relativ al activității antioxidante totale a acestora. Cu cât este mai mare valoarea 
lui k, cu atăt există mai mulți compuși puternic antioxidanți în extractul studiat.  

Se observă, din tabelul 3.9 și graficul 3.28(B), penru extractele studiate o constantă k mai mică 
prin comparație cu cea a sucurilor obținute direct prin stoarcerea plantei (2-3x103 s-1), dar 
comparabilă cu a altor extracte cum sunt vinurile (aproximativ 1x103 s-1) [212]. 

Tabel. 3.9. Constantele cinetice ale reacției de anihilare a H2O2 pentru toate extractele 

Extract k (x103 s-1) Extract k (x103 s-1) 

1HfAaT 1.00 

 

1LfAaUS 0.10 

1HfAaUS 1.10 

 

1LfAaT 0.30 

2HfAbT 1.20 

 

2LfAbUS 0.20 

2HfAbUS 1.20 

 

2LfAbT 0.30 

3HfGaT 0.80 

 

3LfGaUS 0.30 

3HfGaUS 0.70 

 

3LfGaT 0.80 

4HfGbT 0.60 

 

4LfGbUS 0.40 

4HfGaUS 1.10 

 

4LfGbT 0.50 

5HfPGaUS 1.00 

 

5LfPGaUS 0.60 

5HfPGaT 1.30 

 

5LfPGaT 0.50 

6HfPGbUS 0.60 

 

6LfPGbT 0.60 

6HfPGbT 1.20 

 

6LfPGbUS 0.70 

 

 

 

Fig. 3.28. (A) Descreșterea semi-logaritmică în timp a curentului de oxidare a H2O2; (B) 
Histograma constantei cinetice a anihilării H2O2 pentru toate extractele. [199] 
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3.7 Estimarea capacității antioxidante relativă folosind metode spectroscopice 

3.7.1. Spectroscopia UV-VIS 

Similar cu cuantificarea electrochimică a RAC-ului, spectroscopia de absorbție UV-Vis 
poate fi utilizată pentru caracterizarea procesului de anihilare a H2O2. Spectrofotometria clasică 
permite înregistrarea spectrelor de absorbție ale soluțiilor de diferite concentrații de H2O2 și 
înregistrarea extincției la lungimea de undă λ de 225 nm (corespunzătoare vârfului de absorbție 
a H2O2), direct sau după reacția de anihilare a H2O2 de compușii antioxidanți din extractele din 
plante  [39].  

Figura 3.29 prezintă spectrele de absorbție pentru H2O2, în timp ce Figura 3.30 prezintă curbele 
de etalonare pentru H2O2 în absența și în prezența extractului 1.Hf Aa US calculată din 
spectrele de absorbție la λ = 225 nm.  

 

Fig. 3.29. Spectre de absorbție la λ = 225 nm pentru adăugarea succesivă de H2O2 în prezența 
și în absența extractului 1.Hf Aa US, în 0,1 M NaPB, pH = 7,0. [199] 

 

Fig. 3.30. Curbele de calibrare pentru H2O2 în prezența și în absența extractului 1.Hf Aa US, în 
0,1 M NaPB, pH = 7,0. λ = 225 nm. [199] 
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RAC-ul spectrofotometric, RACs, poate fi calculat în același mod ca și pentru metoda 
electrochimică, utilizând formula de mai jos: 

 

                  (3.10) 

unde:  

 y0 = panta curbei de etalonare pentru H2O2 în absența E și  

 yE = panta curbei de etalonare pentru H2O2 în prezența E.  
 
3.7.1.1 Corelarea RAC electrochimic RAC spectrofotometric 

În tabelul 3.10 sunt prezentate RAC-urile pentru extractele de lavandă și cătină obținute prin 
cele două metode de extracție, folosind același solvent de extracție, împreună cu gradul de 
recuperare al valorilor obținute prin metoda electrochimică folosind senzorul cu nanozime de 
aur comparativ cu cele obținute prin metoda spectrofotometrică.  

 

Table 3.10. Valorile RAC (%) pentru extractele de lavandă și cătină 

Extract RAC Electrochimic 
(%) 

RAC Spectrofotometric 
(%) 

Recuperarea  

(%) 

1. Lf Aa US 83,8 ± 0,04 77,6 ± 0,11 107,99 

1. Hf Aa US 72,8 ± 0,22 79,0 ± 0,09 92,15 

1. Lf Aa T 78,5 ± 0,03 84,5 ± 0,07 92,90 

1. Hf Aa T 69,6 ± 0,20 81,9 ± 0,24 84,98 

 

Se observă cum capacitatea antioxidantă a extractelor variază în funcție de metoda de 
extracție. În general valorile RAC, obținute spectrofotometric, sunt un pic mai mari decât 
cele electrochimice. Diferențele sunt explicate prin faptul că prin cele două metode 
caracteristici diferite sunt măsurate. 

 

3.7.2   Chemiluminescența 

Determinarea chemiluminescentă (CL) a capacității antioxidante totale se bazează pe reacția 
ROS sau RNS cu reactivi chemiluminescenți în urma căreia se produc compuși într-o stare 
energetică excitată care vor putea emite lumină. Antioxidanții, introduși în mediul de reacție, 
interacționează cu speciile reactive inițiale și inhibă emisia luminoasă, proporțional cu 
concentrația AOx [164].  

Pentru obținerea curbei de etalonare raportul I0/I calculat a fost apoi reprezentat în funcție de 
concentrația Trolox (Fig. 3.31).  

Raportul I0/I calculat din analiza extractelor din plante  E au fost comparate cu curba de 
etalonare a Troloxului pentru a fi exprimate în echivalentul Trolox (TE). Rezultatele sunt 
prezentate în Figura 3.32.  



 

 

 

 

81 

 

 

Fig. 3.31. Curba de etalonare a semnalului CL (I0/I) în funcție de concentrația Trolox  

 

 

Fig. 3.32. Histograma determinărilor CL în echivalent Trolox , pentru extractele de cătină (Hf) și 
lavandă (Lf). [199] 

 

3.7.2.1. Corelarea metodei electrochimice cu chemiluminescența 

Pentru a putea corela datele obținute prin chemiluminescență și electrochimie, valorile 
RAC și TAC au fost și ele exprimate în echivalent Trolox, TE. Valorile, reprezentând RAC-urile 
exprimate în TE (mg/100 mL E), pentru unele extracte, prin metoda electrochimică în 
comparație cu TAC obținut prin chemiluminescență, pot fi văzute în Tabelul 3.10.  

În funcție de tipul și activitatea componentelor antioxidante din extracte, valorile variază de la 
20,5 la 54,2 mg 100 mL extract și sunt comparabile între cele două metode.  

Folosind corelația lui Pearson pe același set de date, a fost obținut un coeficient de corelație r 
= 0,822, ceea ce indică o corelație pozitivă între cele două metode. Această valoare mai mică 
poate fi explicată datorită diferențelor semnificative dintre cele două metode, în care 
chemiluminescența utilizează mai multe substanțe chimice și markeri. Graficul de dispersie a 
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rezultatelor din Figura 3.33 arată modul în care datele pentru cele două metode urmăresc o 
tendință liniară, în conformitate cu valoarea coeficientului de corelație. 

 

Table 3.11. RAC/TAC-ul exprimat în TE pentru unele extracte din cătină (Hf) și lavandă (Lf) 

Extract RACEC 

TE (mg/100 mL E) 

TACCL 

TE (mg/100 mL E) 

1.Hf Aa US 45,1 ± 0,22 49,2 ± 0,90 

2.Hf Ab T 42,0 ± 0,85 42,5 ± 1,40 

3.Hf Ga T 22,0 ± 0,90 29,4 ± 1,00 

3.Hf Ga US 47,8 ± 0,36 44,6 ± 0,82 

3.Lf Ga T 54,2 ± 1,05 52,8 ± 4,60 

4.Hf Gb US 53,5 ± 1,28 44,8 ± 3,90 

4.Lf Gb US 31,7 ± 0,50 20,5 ± 0,84 

5.Hf PGa T 42,3 ± 0,78 39,9 ± 1,50 

5.Hf PGa US 48,4 ± 0,36 48,1 ± 0,80 

6.Hf PGb T 35,0 ± 0,60 40,7 ± 1,50 

 

 

 

Fig. 3.33. Corelarea valorilor RAC electrochimic (EC) și TAC chemiluminescent (CL) exprimate 
în TE. Coeficient de corelație: r = 0,822. [199] 
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3.7.2.2 Corelarea TAC electrochimic cu TAC chemiluminescent 

Extractul alcoolic de cătină (1.Hf Aa T) prezintă o capacitate antioxidantă totală mai mare când 
este analizat prin amperometrie (TAC = 80 mg/100 ml), spre deosebire de rezultatul obținut prin 
chemiluminescență (TAC = 17 mg/100 mL). La analiza extractului hidroalcoolic de cătină (2.Lf 
Ab US), ambele metode au o valoare similară (73 și 75,4 mg/ 100 ml). Extractele de catină și de 
lavandă obținute cu glicerol și propilen glicol păstrează o tendință similară pentru ambele 
metode de caracterizare (figura 3.34).  

 

Fig. 3. 34  Histograma TAC pentru determinări CL (maro) și electrochimie (verde) în echivalent 
Trolox, pentru unele extracte. [200] 

 

Folosind corelația lui Pearson cu același set de date (TACEC și TACCL) , s-a obținut o bună 
corelație pozitivă, cu un coeficient de corelație Pearson, r = 0.958. Această valoare 
demonstrează acuratețea unei detecții amperometrice și estimarea AC prin TAC comparativ o 
metodă clasică elaborată, cum este chemiluminescența.  

În principal, datele obținute prin măsurătorile CV și DPV par să urmeze aceeași tendință ca și 
măsurătorile CL, cu excepția extractelor alcoolice comparate mai sus.Acest lucru poate fi 
explicat prin faptul că CV, DPV și CL se concentrează asupra conținutului fenolic al extractelor, 
în timp ce cătina are o concentrație mare de acid ascorbic, prezentând diferite abilități de 
captare/anihilare a ROS, mai bine evidențiate prin determinări amperometrice. 

 

3.8 Concluzii 

Scopul acestui capitol a constat în dezvoltarea unei metode noi de diagnostic molecular 
pentru evidențierea și cuantificarea capacităţii antioxidante totale ca marker al stresului 
oxidativ și aplicația ei pe probe reale. 

Metoda nouă folosită: senzori electrochimici cu nanoparticule de aur cu rol de enzime 
artificiale (nanozime de aur) 

Senzorii electrochimici cu nanozime de aur au fost caracterizați și evaluați prin intermediul 
voltammetriei ciclice (CV) și a spectroscopiei de impedanță electrochimică (EIS). S-a dovedit că 
AuNP-urile acționează ca biocatalizatori (nanozime de aur). 
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Metodele electrochimice voltametrice, CV și DPV, folosite împreuna cu senzori 
electrochimici cu nanozime de aur, au oferit o alternativă mai rapidă și mai simplă față de 
metodele clasice pentru evaluarea capacității antioxidante totale.  

Capacitatea antioxidantă totală, AC, a fost estimată și cuantificată folosind zona anodică, 
A, a CV-urilor și valorile indicelui electrochimic, EI, din DPV, înregistrate cu senzorul cu 
nanozime de aur. O bună corelare a fost obținută între metode și tipul probelor.  

Capacitatea antioxidantă totală relativă (RAC) și absolută (TAC) împreună cu activitatea 
antioxidantă totală a probelor au fost estimate și cuantificate folosind senzori electrochimici cu 
nanozime de aur. 

Metoda electrochimică care folosește senzori electrochimici cu nanozime de aur pentru 
determinarea RAC-ului și TAC-ului a fost validată comparativ cu metoda spectrofotometrică 
UV-Vis și chemiluminiscența.  

Gradul de recuperare al RAC-ul obținut electrochimic comparativ cu cel spectrofotometric a 
variat între 85% și 108%. Corelația lui Pearson pe același set de date, a indicat un coeficient 
de corelație, electrochimic comparativ chemiluminescență: r1 = 0,822, pentru RAC și r2 = 
0.958 pentru TAC. Valorile obținute au indicat o corelație pozitivă între cele metode. 

Se recomandă folosirea senzorilor electrochimici cu nanozime de aur, pentru evidențierea 
și cuantificarea capacităţii antioxidante totale ca marker al stresului oxidativ și 
dezvoltatea metodei pentru probele biologice (salivă, ser, urină). 
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CONCLUZII GENERALE 

CONTRIBUȚII PERSONALE 

 

Scopul acestei teze de doctorat a constat în dezvoltarea unor metode de diagnostic 
molecular pentru cuantificarea unor biomarkeri de interes și evidențierea/evaluarea 
interacțiunilor biomoleculare pentru aplicații medicale. 
În acest scop au fost urmărite și realizate următoarele obiective: 

1. dezvoltarea unei metode noi de identificare și cuantificare a dopaminei ca biomarker 
al bolilor neurodegenerative prin realizarea și testarea (bio)senzorilor electrochimici.  

2. dezvoltarea unei metode noi de identificare și cuantificare a glucozei ca biomarker al 
diabetului zaharat prin realizarea și testarea biosenzorilor electrochimici și optici. 

3. dezvoltarea unei metode noi de evidențiere și cuantificare a capacității antioxidante 
totale ca marker al stresului oxidativ prin realizarea și testarea senzorilor electrochimici cu 
enzime artificiale (nanozime). 

Cuantificarea dopaminei (DA) în mediul fiziologic, prezintă interes deoarece aceasta este un 
neurotransmițător important care este legat de o mare varietate de afecțiuni medicale. 
Identificarea selectivă a DA permite monitorizarea DA ca biomarker de prognostic. 
Biosenzorii electrochimici enzimatici au oferit un răspuns selectiv, în timp real cu 
sensibilitate mare. 

Astfel, cuantificarea dopaminei a fost realizată în soluții standard și au fost obținuți 
parametrii curbelor de etalonare ale senzorilor cu suprafață modifică cu filme polimerice 
subțiri de metaloporfirină (CoP) și tirozinază (Tyr) (sensibilitate, domeniul de liniaritate, limită 
de detecție). S-a demonstrat că CoP acționează ca un mediator electrochimic în timpul 
reacției catalizate de enzimă, măsurătorile CV și EIS au evidențiat transferul îmbunătățit al 
electronilor.  

Prin comparație cu senzorul Au-CoP, pentru biosenzorul Au-CoP-Tyr separarea vârfurilor 
de oxidare a DA și AA a fost mai mare, iar vârfurile DA au fost mult mai evidențiate. Aceste 
fapte sunt reflectate în sensibilitatea mai ridicată și LOD mai scăzută pentru biosenzorul Au-
CoP-Tyr față de DA în prezența AA.  

Sensibilitatea biosenzorului Au-CoP-Tyr a fost de 1,22 ± 0,02 μA · cm-2 μM-1, cu o limită de 
detecție de 0,43 μM și un interval de liniaritate până la 30 μM, comparabilă cu rezultatele 
găsite în literatură pentru senzorii pe bază de nanoparticule.  

Studii ale interferenților au fost realizate asupra senzorului electrochimic de dopamină.  
Metoda a permis o separare a semnalului DA în prezența acidului ascorbic, în timp ce 
semnalul datorat acidului uric a fost nesemnificativ. În prezența acidului ascorbic (pricipalul 
interferent în probele biologice) a existat o ușoară scădere a sensibilității. 

Repetabilitatea și reproductibilitatea metodei de identificare și cuantificare a dopaminei au 
fost realizate prin determinări ale dopaminei cu senzori și biosenzori diferiți. Biosenzorul Au-
CoP-Tyr și-a menținut activitatea până la 95% în prima săptămână, scăzând la mai puțin de 
50% în a 9-a zi și continuându-și scăderea ulterior, în comparație cu senzorul Au-CoP, a cărui 
sensibilitate a scăzut după două zile, Biosenzorul a prezentat sensibilitate mare și 
stabilitate bună până la șapte zile. Reproductibilitatea biosenzorului a fost determinată prin 
studierea activității a trei senzori construiți în condiții identice, obținându-se un RSD = 2,48%. 
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Ambii senzori au fost analizați în prezența medicamentelor de dopamină disponibile în 
comerț, și rezultatele au prezentat un grad bun de recuperare.  

Gradul de recuperare al concentrațiilor obținute cu biosenzorul electrochimic față de cele 
adevărate (adăugate) a variat între 93% și 114%. RSD au avut o valoare de până la 4,7%:  

Concluzie 1:  
Se recomandă folosirea biosenzorilor de aur, Au-CoP-Tyr, pentru dozarea dopaminei in 
vitro (medicamente) și dezvoltatea metodei pentru probele biologice (salivă, ser, urină) prin 
realizarea unui dispozitiv portabil/purtabil și ușor de utilizat. 
 

Concentrația glucozei din sânge este principalul criteriu de diagnostic pentru diabetul 
zaharat și este un instrument util pentru monitorizarea pacienților. Auto-monitorizarea 
glicemiei reprezintă un instrument valoros pentru gestionarea diabetului cu scopul de a 
ajuta pacientul, în timp real, să realizeze și să mențină concentrațiile normale de glucoză din 
sânge. Astfel pacientul are nevoie să poate folosi acasă dispozitive ieftine, portabile, ușor de 
utilizat cum sunt biosenzorii electrochimici enzimatici (glucometre).  

Astfel, cuantificarea glucozei a fost realizată în soluții standard și au fost obținuți parametrii 
curbelor de etalonare ale senzorilor (aur și imprimați cu film de carbon) cu suprafețe 
modificate cu structuri enzimatice multistrat auto-ansamblate (sensibilitate, domeniul de 
liniaritate, limită de detecție). 

Două structuri LbL enzimatice auto-ansamblate au fost depuse pe suprafețele senzorilor: 
PEI+/GOX- și {chit+(GOx)}/PSS-. Discuri cu film de aur (senzori SPR) au fost utilizate pentru a 
evalua interacțiunile implicate în imobilizarea biomoleculelor pe suprafețe prin rezonanța 
plasmonilor de suprafață. 

Sensibilitatea biosenzorului Au/PEDOT/{chit+(NG+GOx)/PSS-}2 a fost cea mai mare, 237 ± 3 
μA cm-2 mM-1, cu o limită de detecție de 41 μM și un interval de liniaritate între 0,1 și 1,4 mM, 
comparabilă cu rezultatele găsite în literatură. În prezența interferenților a existat scădere a 
sensibilității, biosensorul a pierdut 34% din sensibilitatea sa, ajungând la valoarea 156 ± 5 
uA cm-2 mM-1 și o limită de detecție de 56 µM. 

Studii ale interferenților au fost realizate asupra biosenzorului de glucoză. Metoda a permis o 
obținerea unui semnal datorat glucozei în prezența interferenților, în timp ce semnalul 
datorat acestora a fost nesemnificativ.În prezența interferenților a existat o ușoară scădere a 
sensibilității, biosensorul a pierdut 34% din sensibilitatea sa, ajungând la valoarea 156 ± 5 
uA cm-2 mM-1 și o limită de detecție de 56 µM. 

Stabilitatea biosenzorului Au/PEDOT/{chit+(GOx)}/PSS- a fost studiată în timp arătând ca 
sensibilitatea sa a crescut la o valoare mai mare după 8 zile, după care aceasta a început să 
scadă și să se stabilizeze la 65% din valoare inițială. Reproductibilitatea biosenzorului a 
fost determinată prin studierea activității a trei senzori construiți în condiții identice, obținându-se 
un RSD de 6,7%. 

Biosenzorii Au/PEDOT/{chit+(NG+GOx)/PSS-}2 au fost testați pe probe reale pentru 
cuantificarea glucozei. Valorile obținute au fost în acord cu cele obținute prin metoda 
spectrofotometrică standard cu un grad bun de recuperare (între 97 și 105%). 

Concluzie 2:  
Se recomandă folosirea biosenzorilor electrochimici, cu structuri enzimatice multistrat 
auto-ansamblate, Au/PEDOT/{chit+(NG+GOx)/PSS-}2, pentru cuantificarea glucozei și 
dezvoltatea metodei pentru probele biologice (salivă, ser, urină), prin realizarea unui 
dispozitiv portabil/purtabil și ușor de utilizat. 
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Stresul oxidativ (OS) a beneficiat de o atenție deosebită în ultimele două decenii, datorită 
descoperirii faptului că statusul oxidativ anormal evaluat de biomarkerii circulanți, a fost 
asociat pacienților cu boli cronice (diabet, sindromul ovarului polichistic, cancer și boli 
neurologice). Evidențierea OS in vivo reprezintă o mare provocare. Beneficiile 
antioxidanților sunt demonstrate in vitro prin stoparea oxidării biomoleculelor datorită 
anihilării/captării ROS de acestea. Gradul de anihilare al H2O2 a fost cuantificat cu ajutorul 
senzorilor electrochimici cu nanozime de aur și folosit pentru cuantificarea capacității 
antioxidante totale, ca marker al stresului oxidativ. 

Senzorii electrochimici cu nanozime de aur (AuNP) au fost caracterizați și evaluați prin 
intermediul voltammetriei ciclice (CV) și a spectroscopiei de impedanță electrochimică (EIS). S-
a dovedit că AuNP-urile acționează ca biocatalizatori (nanozime de aur). 

Metodele electrochimice voltametrice, CV și DPV, a folosind senzori electrochimici cu 
nanozime de aur, au oferit o alternativă mai rapidă și mai simplă față de metodele clasice 
pentru evaluarea capacității antioxidante totale.  

Capacitatea antioxidantă totală, AC, a fost estimată și cuantificată folosind aria zonei 
anodice, A, a CV-urilor și valorile indicelui electrochimic, EI, din DPV, înregistrate cu 
senzorul cu nanozime de aur. O bună corelare a fost obținută între metode și tipul probelor.  

Capacitatea antioxidantă totală relativă (RAC) și absolută (TAC), împreună cu activitatea 
antioxidantă totală a probelor au fost estimate și cuantificate folosind senzori electrochimici cu 
nanozime de aur. 

Metoda electrochimică care folosește senzori electrochimici cu nanozime de aur a fost 
validată comparativ cu metoda spectrofotometrică UV-Vis și chemiluminiscența.  

Gradul de recuperare al RAC-ul obținut electrochimic comparativ cu cel spectrofotometric a 
variat între 85% și 108%.  

Corelația lui Pearson pe același set de date, a indicat un coeficient de corelație, 
electrochimic comparativ chemiluminescență: r1 = 0,822, pentru RAC și r2 = 0.958 pentru 
TAC. Valorile obținute au indicat o corelație pozitivă între cele metode. 

Concluzie 3.  
Se recomandă folosirea senzorilor electrochimici cu nanozime de aur, pentru evidențierea 
și cuantificarea capacităţii antioxidante totale ca marker al stresului oxidativ și 
dezvoltatea metodei pentru probele biologice (salivă, ser, urină), prin realizarea unui 
dispozitiv portabil și ușor de utilizat. 
 

Senzorii electrochimici dezvoltați în această teză au avut la bază nanomaterialele, atât 
naturale (biomolecule enzimatice), cât și artificiale (nanoparticule de aur) și au reprezintat 
modele demonstrative experimentale care vor permite realizarea și testarea unor sisteme 
noi, cu îmbunatăţiri semnificative, pentru diagnosticarea timpurie a patologiilor 
corespunzătoare și abordări terapeutice inovatoare.  

Studiile viitoare vor urmări realizarea unor dispozitive portabile/plasturi lipiți pe piele, 
neinvazivi și ușor de utilizat, pentru auto-monitorizarea biomarkerilor în cazul pacienților 
cu patologii cronice.  
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REZUMAT 
Bioinstrumentele, cum sunt (nano)senzorii și biosenzorii, mai simple, mai rapide și mai ieftine decât 
testele clasice, cu răspuns rapid în timp real, dimensiuni reduse, cu sensibilitate, specificitate și 
selectivitate mari, pot fi folosite în diagnosticul molecular. Scopul acestei teze de doctorat, prezentat de-a 
lungul a trei capitole, a constat în realizarea și testarea unor sisteme senzorile noi, cu îmbunatăţiri 
semnificative, (nano)(bio)senzori electrochimici, ca metode de diagnostic molecular pentru 
cuantificarea unor biomarkeri de interes.  
Cuantificarea dopaminei a fost realizată folosind senzori de aur cu suprafață modificată cu filme 
polimerice subțiri de metaloporfirină (CoP) și tirozinază (Tyr) pentru care au fost obținuți parametrii 
curbelor de etalonare. Biosenzorul Au-CoP-Tyr a prezentat sensibilitate mai mare (1,22 ± 0,02 μA cm

-2
 

μM
-1

) decât a senzorului Au-CoP, cu o limită de detecție de 0,43 μM, comparabilă cu rezultatele găsite în 
literatură. Senzorii au fost analizați pe probe reale, cu un grad mare de recuperare al concentrațiilor 
obținute față de cele adevărate (între 93 și 114%), RSD = 4,7%. Cuantificarea glucozei a fost realizată 
folosind senzori electrochimici (de aur și carbon) cu suprafețe modificate cu două structuri 
enzimatice multistrat auto-ansamblate. Discuri cu film de aur (senzori SPR) au fost utilizate pentru a 
evalua interacțiunile implicate în imobilizarea biomoleculelor pe suprafețe prin rezonanța plasmonilor 
de suprafață. Sensibilitatea biosenzorului Au/PEDOT/{chit

+
(NG+GOx)/PSS

-
}2 a fost cea mai mare, (237 ± 

3 μA cm
-2

 mM
-1

), cu o limită de detecție de 41 μM, comparabilă cu rezultatele obținute în literatură. 
Biosenzorii au fost testați pe probe reale. Valorile obținute au fost în acord cu cele obținute prin metoda 
spectrofotometrică clasică cu un grad bun de recuperare (între 97 și 105%). Senzorii electrochimici cu 
nanozime de aur, AuNP, (enzime artificiale), caracterizați și evaluați electrochimic, au fost folosiți pentru 
cuantificarea capacității antioxidante totale (relativă, RAC, și absolută, TAC), ca markeri ai stresului 
oxidativ. Metoda electrochimică a fost validată comparativ cu metoda spectrofotometrică și 
chemiluminiscența. Gradul de recuperare al RAC-ul obținut electrochimic comparativ cu cel 
spectrofotometric a variat între 85% și 108%. Valorile obținute au indicat o corelație pozitivă între metoda 
electrochimică comparativ cu chemiluminescența: coeficienți Pearson 0,822 (RAC) și 0.958 (TAC). 
În concluzie, sisteme senzorile noi, selectivite și specifice, cu răspuns rapid în timp real, au fost 
realizate și testate pentru evidențierea și cuantificarea biomarkerilor specifici (dopamină, glucoză, 
capacitate antioxidantă totală), pentru diagnosticarea timpurie a patologiilor corespunzătoare. 
Studii viitoare vor urmări realizarea unui dispozitiv portabil și ușor de utilizat pentru auto-
monitorizarea biomarkerilor în cazul pacienților cu patologii cronice. 
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ABSTRACT 
Bioinstrumentation, such as (nano)sensors and biosensors, simpler, faster and cheaper than 
classical tests, with fast response in real time, small size, with high sensitivity, specificity and selectivity, 
can be used in molecular diagnostics. The aim of this doctoral thesis, presented along with three 
chapters, was to in the development and testing of new sensory systems, with significant improvements, 
(nano) (bio) electrochemical sensors as molecular diagnostic methods for the quantification of some 
biomarkers of interest. 
Quantification of dopamine was performed using gold surface sensors modified with thin polymeric 
films of metaloporphyrin (CoP) and tyrosinase (Tyr) for which parameters of calibration curves were 
obtained. The Au-CoP-Tyr biosensor showed higher sensitivity (1.22 ± 0.02 μA cm

-2
 μM

-1
) than the Au-

CoP sensor, with a detection limit of 0.43 μM, comparable to the results found in the literature. The 
sensors were analyzed in the presence of real samples, with a high degree of recovery of the obtained 
concentrations from the real ones (between 93 and 114%), RSD = 4.7%. The glucose quantification 
was performed with the help of electrochemical sensors (gold and carbon film) with modified 
surfaces with wo auto-assembled multilayer structures. Gold film discs (SPR sensors) were used to 
evaluate the interactions involved in the immobilization of biomolecules on surfaces by surface plasmon 
resonance. The sensitivity of the Au/PEDOT/{chit

+
(NG+GOx)/PSS

-
}2 biosensor was the highest (237 ± 3 

μA cm
-2

 mM
-1

), with a detection limit of 41 μM comparable to the results found in literature. Biosensors 
were tested on real samples. The values obtained were consistent with those obtained by the standard 
spectrophotometric method with a good recovery rate (between 97 and 105%). Electrochemical 
sensors with gold nanozyme (AuNP), electrochemically characterized and evaluated, have been used 
to quantify total antioxidant capacity (relative RAC, and absolute TAC) as markers of oxidative stress. 
The electrochemical method was validated compared to the spectrophotometric method and 
chemiluminescence. The recovery rate of the electrochemically obtained RAC compared to the 
spectrophotometric ranged from 85% to 108%. The obtained values indicated a positive correlation 
between the electrochemical method compared to the chemiluminescence: Pearson coefficients 0.822 
(RAC) and 0.958 (TAC). 
In conclusion, new sensory, selective and specific sensor systems with fast real-time response 
have been developed and tested to highlight and quantitate specific biomarkers (dopamine, glucose, 
total antioxidant capacity), for early diagnosis of appropriate pathologies. Future studies will aim to 
develop a portable/wearable, and easy-to-use for self-monitoring of biomarkers in patients with 
chronic diseases. 
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CV (Română) 

Informaţii personale  

Nume, Prenume Moldovan (Florescu), Monica 

E-mail florescum@unitbv.ro 

  

Experienţa profesională  

Perioada 1998 - prezent 

Funcţia sau postul ocupat Conferentiar Universitar, Sef De Lucrari, Asistent Universitar 

Activităţi şi responsabilităţi 
principale 

Activitate didactica cu studentii, 
Cercetari stiintifice in domeniul biofizicii, 

Numele şi adresa 
angajatorului 

Universitatea Transilvania din Brasov,  

Tipul activităţii sau sectorul 
de activitate 

Educatie si cercetare 

Perioada 1994 - 1998 

Funcţia sau postul ocupat Profesor  

Activităţi şi responsabilităţi 
principale 

Activitate didactica teoretica si de laborator cu elevii. 

Numele şi adresa 
angajatorului 

Liceul “N. Titulescu” din Brasov,  

Tipul activităţii sau sectorul 
de activitate 

Educatie  

  

Educaţie şi formare  

Perioada 2000 - 2007 

Calificarea / diploma 
obţinută 

Diploma de Doctor in Fizica 

Numele şi tipul instituţiei de 
învăţământ / furnizorului de 
formare 

Universitatea din Bucuresti 

Perioada 2000 - 2002 

Calificarea / diploma 
obţinută 

Diploma de curs postuniversitar, "Monitorizarea calității mediului". 

Numele şi tipul instituţiei de 
învăţământ / furnizorului de 
formare 

Universitatea Transilvania din Brasov 

Perioada 1988 - 1993 

Calificarea / diploma 
obţinută 

Diploma de Licenta 

Numele şi tipul instituţiei de 
învăţământ / furnizorului de 
formare 

Universitatea din Bucuresti, Facultatea de Fizica 



 

 

 

 

103 

 

Competenţe şi aptitudini 
organizatorice 

• Responsabil de proiect de cercetare complex: SANOMAT, PNIII-P1-
1.2-PCCDI-2017-0062 , 2018-2020:  
• Grant RO–JINR Dubna: Responsible person for Romania and 
Chairperson of the Organizing Committee of 8th International Student 
Summer School “Nuclear Physics – Science and Applications” 
(NUCPHYS-SC&APPL), 2017, Brasov, Romania. 
• Director de proiect, Tanara Echipa, VEDETAX -PN-II-RU-TE-2014-4-
2801. 
• Director de proiect, Parteneriate PNCDI2, TIPSARMER, No. 72-
172/2008. 
• MC Member from Romania  to COST Action CA15126. 
• Membru in European COST TD 1104 Action - EP4Bio2Med. 
• Membru în comitetul de editori al revistei Journal of Clinical Medicine 
• Editor Asociat al unor numere speciale ale revistelor: Journal of Clinical 
Medicine, Bioelectrochemistry, Analytical Letters, Sensors, dedicate "IC- 
ANMBES 2010-2018”. 
Organizare de evenimente ştiinţifice (conferinţe, workshop-uri, etc.):  
• International Conference on Analytical and Nanoanalytical Methods for 
Biomedical and Environmental Sciences  „IC-ANMBES  2018-2010”, Co-
presedinte, Membru in comitetul Stiintific International 
• Sesiune a actiunii COST TD 1104 in cadrul „IC-ANMBES 2014”, 

Informaţii suplimentare Alte specializări şi calificări: 
• 2015: Short-Term Scientific Mission, COST TD 1104 Action - 
EP4Bio2Med, European network for development of electroporation-
based technologies and treatments. Universiteit Twente, Institute for 
Nanotechnology (MESA+), Microfluidics for nanomedicine. 
• 2012: Stagiu de cercetare: Nanoscale Integration Lab, Universitatea 
Texas-Dallas, USA (dezvoltarea de nanobiosenzori folosind SiNW-FET). 
• 2012: Curs international „Electroporation for Medicine: Basic 
Knowledge, Applications and Technologies”, Universitatea de Medicina 
Carol Davila, Bucuresti, Societatea Romana de Bofizica Pura si Aplicata. 
• 2007 – 2008 (12 luni): Bursa Postdoctorat, Facultatea de Medicina si 
Facultatea de Fizica (Laborator biofizica), Universitatea Wisconsin-
Milwaukee, SUA, (studiul tesuturilor biologice (creier) in vivo prin tehnici 
de spectroscopie dielectrica, EEG). 

Cerere brevet Numărul de înregistrare al cererii de brevet: A/00728/27.09.2018 (OSIM) 

Publicații • 30 articole and 6 rezumate publicate în reviste ISI,  
• peste 500 de citări în reviste cotate ISI, 1 articol publicat în volum 
indexat ISI, 
• 11 lucrări publicate extenso în volumele conferințelor științifice 
internaționale și naționale cu editori, ISBN-uri și edituri internaționale, 
• 16 articole publicate în reviste BDI, 
• 89 de participări la conferințe internaționale și naționale, dintre care 76 
la conferințe internaționale și 13 la conferințe naționale, 
• 30 de cărți / capitole de cărți, 10 ca autori în edituri internaționale și 9 
în edituri naționale, 11 ca editor în edituri naționale 
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CV (Engleză) 

PERSONAL 
INFORMATION 

Florescu, Monica 
florescum@unitbv.ro, 

WORK EXPERIENCE  

From-To 1998 - present 

Position Assistant professor, Associate Professor  

Main activities and 
responsibilities 

Didactical activities with students, 
Scientific research in physics and biophysics (bioelectrochemistry, 
electrochemical and SPR biosensors, UV-VIS), 

Employer’s name and 
locality 

Transilvania University of  Brasov,  

Type of business or 
sector 

Education and research 

From-To 1994 - 1998 

Position Teacher of Physics  

Main activities and 
responsibilities 

Didactical activities with students. 

Employer’s name and 
locality i 

 “N. Titulescu” High School,  Brasov,  

Type of business or 
sector 

Education  

Education and 
Training 

 

From-To 2000 - 2007 

Qualification awarded PhD in Physics, Summa cum laude. Specialization Biophysics 

Education or training 
organisation’s name and 

locality 

University of Bucharest, Bucharest, Romania 

  

From-To 2000 - 2002 

Qualification awarded Postgraduate Diploma.  

Education or training 
organisation’s name and 

locality 

Post-graduate specialization course. Subject: „Environmental quality 
monitoring” 
Transilvania University of  Brasov, Brasov, Romania 

  

From-To 1988 - 1993 

Qualification awarded Bachelor's (Master equivalent) degree 

Education or training 
organisation’s name and 

locality 

University of Bucharest 

PERSONAL SKILLS  

Communication skills Team spirit: I have teamwork experience in educational and research 
projects both as coordinator and member. 
Ability to adapt to multicultural environments, gained through experience 
and research studies in abroad universities; 

mailto:florescum@unitbv.ro
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Organisational / 
managerial skills 

Good experience in project management and team research projects as 
director and as manager of the group of students in the educational 
process. 
• Project manager of complex research project: SANOMAT, PNIII-P1-1.2-
PCCDI-2017-0062 , 2018-2020:  
• Grant RO –JINR Dubna: Responsible person for Romania and 
Chairperson of the Organizing Committee of 8th International Student 
Summer School “Nuclear Physics – Science and Applications” (NUCPHYS-
SC&APPL), 2017, Brasov, Romania. 
• Project Director, establishment of young independent research project, 
VEDETAX -PN-II-RU-TE-2014-4-2801. 
• Project Director, Partnerships PNCDI2 project, TIPSARMER, No. 72-
172/2008. 
• MC Member from Romania  to COST Action CA15126  
• Member in European COST TD 1104 Action 
• Associate Editor of the journals Bioelectrochemistry, Analytical Letters and 
Sensors for volumes dedicated " IC- ANMBES 2018"," IC- ANMBES 
2016"," IC- ANMBES 2014", “ IC- ANMBES 2012", “ IC-ANMBES 2010. 
Organizing scientific events (conferences, workshops, etc.) 
• International Conference on Analytical Methods and Nanoanalytical for 
Biomedical and Environmental Sciences "IC- ANMBES 2018","IC- 
ANMBES 2016","IC- ANMBES 2014"," IC- ANMBES 2012", "IC-ANMBES 
2010", Co-President, Member of International Scientific Committee 
• Co-organizing TD 1104 COST Action Meeting Special Session on 
Electroporation at IC- ANMBES 2014. 

Other specializations 
and qualifications 

(selection): 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Patent application 
 

Publications 
 
 
 
 

-Term Scientific Mission, COST TD 1104 Action - 
EP4Bio2Med, European network for development of electroporation-based 
technologies and treatments. Universiteit Twente, Institute for 
Nanotechnology (MESA+), Microfluidics for nanomedicine 
2012: Research Internship: Nanoscale Integration Lab, University of Texas-
Dallas, USA (nano-biosensors development using SiNW-FET). 

ne: Basic 
Knowledge, Applications and Technologies" Carol Davila University of 
Medicine, Bucharest, Romanian Society of Pure and Applied Biophysics. 
October 25-27, 2012. 

- 2008 (12 months) postdoctoral fellowships, Faculty of Medicine 
and Faculty of Physics (Biophysics Laboratory), University of Wisconsin-
Milwaukee, USA, (the study of biological tissues (brain) in vivo dielectric 
spectroscopy techniques, EEG) 
 
Registration number of the patent application: A/00728/27.09.2018 (OSIM) 
 

 6 abstracts published in ISI journals,  
over 500 citations in ISI rated journals, 1 article published in volume 
indexed ISI proceedings,  

scientific conferences with publishers, ISBNs and international publishing 
houses,  

-rated magazines,  

international conferences and 13 at national,  
thors in international publishing 

houses and 9 in national publishing houses, 11 as editor in national 
publishing houses 

 

 


