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Inventia se refera la un biosenzor enzimatic, ce foloseste, drept catalizator, enzime
de tip oxidaza, destinat determinarii rapide si in situ a concentratiei unor specii chimice sau
biologice, fara folosirea de kituri de unicé folosinta

in vederea determinarii rapide si in situ a concentratiei, a masei sau a grosimii de
strat ale unor specii chimice sau biologice, la ora actuala, sunt folositi biosenzori care repre-
zinta sisteme biologico - electronice, selective, integrate, formate dintr-un receptor biologic
activ, un traductor si un sistem electronic de achizitie, prelucrare si afisare date. Receptorul
biologic activ da informatii analitice, specifice, ce permit recunoasterea si determinarea
cantitativa sau semicantitativa a unei anumite specii biologice sau chimice dintr-un amestec
complex ce compune materia analizata, componenta biologica, activa, a receptorului, fiind
formata dintr-o enzima, un anticorp, ADN sau chiar din celule intregi. Traductorul transforma
valoarea concentratiei unui produs de reactie sau a masei unei specii biologice intr-o marime
electrica proportionala. Sistemul electronic de achizitie, prelucrare si afisare date amplifica
semnalul electric al traductorului, il converteste pe baza unei curbe de calibrare, memorata
electronic, in unitati de concentratie, pe care le afiseaza pe display.

Mai jos, sunt redate reactiile biochimice care stau la baza principalilor biosenzori din
categoria celor care folosesc cataliza enzimaticd a produsului urmarit in vederea
transformarii acestuia in apa oxigenata si un alt produs de reactie.

1. Glucoza + O, Suezdeza Gjyconolactona + H,0,

2. Colesterol + O, <esterdoxideza Golastenona + H,0,

3. Glutamate + Q, LeMamatoddeza Qyijgjytarat + NH,+ H,0,

4. Lactate + O, Ldideza  pPiryyat + H,0,

5. Piruvat + HPQ, Erwaloxdeza A cetilfosfat + CO, + H,O,

Cantiatea de apa oxigenata rezultata, stoichiometric proportionala cu masa speciei
urmarite, poate fi determinata cantitativ pe cale amperometrica sau pe cale conductometrica,
transformarea valorilor de curent sau de conductivitate in unitati de concentratie facandu-se
automat, printr-o curba de calibrare, memorata in microprocesorul aparatului. Cel mai
reprezentativ biosenzor enzimatic este cel de glucoza, folosit la scard larga, pentru
determinarea rapida a glucozei din sange, la diabetici si la sportivi. in acest scop, este
necesara doar o singura picatura de sange, ce se aduce pe un suport din plastic, de unica
utilizare, pe care se gasesc doi electrozi si o depunere uscatd a unui gel polimeric,
electroconducator, ce contine o anumita cantitate de glucozoxidaza, care are rol catalitic, in
transformarea, in cateva secunde, a glucozei, din picatura de sange, in gluconolactona si
apa oxigenata, conform reactiei 1. Aplicarea din partea electronica a unei tensiuni continue
si constante celor doi electrozi permite ca, din valoarea medie a curentului de electroliz3,
instalat si a legii lui Faraday, sa se determine cantitatea de apa oxigenata, rezultata din
reactie, care, la randul ei, conform stoichiometriei proceselor chimice si electrochimice gi a
reactiei 1, de mai sus, este o masura a concentratiei glucozei din sange. Acelasi principiu
se aplica si la un biosenzor pentru determinarea unor procente mai mari de glucoza, cum
sunt cele din procesele fermentative, cu circa 10...15% glucoza, evident biocatalizatorul
glucozoxidaza avand, in acest caz, o participare masica mai mare.

Dezavantajul principal al biosenzorilor cu kituri de unica utilizare este pretul acestora,
determinat, in cea mai mare parte, de pretul kiturilor de unica folosiinta si de faptul ca
biosenzorii nu sunt universali, in sensul folosirii aceluiasi biosenzor la mai multe tipuri de
specii chimice de analizat. De asemenea, biosenzorii catalitici, actuali, nu sunt de tip
combinat, in sensul ca pot folosi doua sau mai multe principii de masurare concomitent,
pentru eliminarea dezavantajelor fiecaruia. Alte dezavantaje tin de faptul ca activitatea
cataliticd a enzimelor depuse pe suportul polimeric scade pronuntat, in timp, astfel incat
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precizia de determinare este diferita, pentru o determinari facute la inceputul perioadei de
garantie a acestora, fatd de una facuta la sfarsitul perioadei de garantie (de obicei un an).
Un alt dezavantaj, care tine tot de precizia determinarii, consta in faptul c, la aceste tipuri
de biosenzori, volumul materiei lichide de analizat, aplicata pe kitul de unica utilizare, nu este
constant, din cauza imposibilitatii controlarii precise a acestui volum si a scurgerii solutiei de
pe kit. La biosenzorii catalitici, ceea ce trebuie precis dozata este specia chimica de analizat,
enzima trebuind sa fie in exces, astfel incat aceasta sa catalizeze, in timpul prescris, reactia.
in realitate, este exact invers, pe kit, producatorul acestuia asigura o doza bine dozata de
enzim3, in schimb, volumul speciei de analizat nu poate fi precis dozat, ceea ce se reflecta
in erori de masurare, destul de mairri.

La ora actuald, exista cereri mari de biosenzori industriali si medicali atat pentru glu-
coza, cat si pentru alte specii de tipul celor aratate in reactiile de mai sus. Profitul inregistrat
cu folosirea kitului de unica utilizare este insa atat de mare, incat producatorii de biosenzori
s-au orientat cu totii spre aceasta forma de aplicatie, incercand, totodatd, si acreditarea ideii
ca este singura posibilitate viabila din punct de vedere tehnic. Industria si laboratoarele de
specialitate, unde se fac sute de analize pe zi, solicitd in schimb biosenzori fara kituri de
unica utilizare, exploatarea acestora fiind mult mai economica, dar si mai bine controlabila
din punct de vedere al preciziei, al sensibilitatii si al limitei de detectie.

Se cunosc, din stadiul tehnicii, diferite variante constructive ale senzorilor enzimatici,
bazate pe reactii electrochimice.

Astfel, din cererea de brevet de inventie a 2008 00285 (RO 125798), cu titlul “Biosenzor”,
se cunoaste un senzor de bioluminescenta, destinat convertirii valorii luminescentei unei specii
biologice, dintr-o proba, intr-o tensiune proportionala cu aceasta valoare, in scopul determinarii,
identificarii si dozarii rapide a speciei. Senzorul de bioluminescenta, conform inventiei, este
conceput sub forma unei structuri compacte, formata dintr-un corp (1) cilindric cav, care contine
olentila (2) colectoare, un filtru de interferenta (3) si un detector CCD (4) de mare sensibilitate,
la partea superioara a structurii fiind amplasat un capac (5) prevazut cu electronica (6) de
interfatare cu un laptop, iar la partea inferioara fiind montat un capac (7, 8 sau 9) interschim-
babil, folosit in functie de starea de agregare a probei de analizat.

Din cererea de brevet de inventie EP 0145398 A2, cu titlul “Senzor de maltozd”, se
cunoaste un senzor pentru maltoza, care cuprinde o membrana enzimatica in care este
imobilizata alfa-glucozidaza si glucoz-oxidaza si un electrod, electrodul fiind un electrod de
peroxid de hidrogen, prevazut cu un catod de paladiu.

Din cererea de brevet de inventie RO 113202B (D3), cu titlul “Senzor chimic si
procedeu de obtinere a acestuia”, se cunoasgte un senzor chimic, constituit din 1,5...2,5%
extract de colagen de tip acid, cu viscozitate intrinseca de 12,5...18,5 di/g, 2...4%
poliacrilamida, cu grad de hidrolizd cuprins intre 20 si 40%, si masa moleculara
500000...1000000, si care este reticulata cu 0,2....0,8% N,N-metilenbisacrilamida, 0,1...1%
persulfat de amoniu, 2...5% fosfat monosodic si pana la 100% apa distilatd. Procedeul de
obtinere a senzorului constd in aceea ca extractul in acid acetic 0,5 M se amesteca cu
solutia de poliacrilamida in acid acetic 0,5 M, de concentratie 2...4%, se adauga 10 vol.
solutie acid acetic 0,5 M, care contine N,N-metilenbisacrilamida, 0,1...1% persulfat de
amoniu, 2...5% fosfat monosodic, amestecul obtinut se mentine la 30...40°C, timp de 16...24
h, dupa care se dializeaza contra apei distilate, timp de 72 h, si (D3) anexate, in copie,
prezentei notificari.

Din brevetul de inventie RO 111626 B, cu titlul “Senzor de oxigen electrochimic”, se
cunoaste un senzor de oxigen electrochimic, utilizat pentru controlul concentratiei de oxigen
din gazele de esapament, la autoturisme alimentate cu benzina, prin carburator sau injectie.
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Senzorul conform inventiei este compus dintr-un corp metalic (1), realizat dintr-o singura
bucata care comporta o parte cilindrica (1a), o parte hexagonala (1b), o parte filetata (1c) si
o teacéd de protectie (1d), si prezint, in interior, o portiune conica in care se pozitioneaza
celula de masura ( 2), alcatuita din celuld ceramica electrolit, in forma unui tub cu un capat
inchis, realizata din material pe baza de oxid de zirconiu stabilizat cu 6 mol% oxid de yitriu,
electrozi porosi din platind (4) si un strat ceramic protector (5) din material spinel de
magneziu, celula de masura (2) fiind etansata de corpul metalic (1) cu ajutorul a doua saibe
(6) si cu pulbere din amestec de grafit coloidal cu cupru (7), si in care se introduce un
electrod central metalic (8), izolat faté de corpul metalic (1) printr-o componenté ceramica
izolatoare (9) si care se aduce in contact ferm cu electrodul interior al celulei prin proces de
sertizare si de formare a capacului de protectie (10), de corpul metalic (1), cu ajutorul unor
elemente elastice (11).

Autorilor nu le sunt cunoscute realizari sau initiative privind constructia de biosenzori
enzimatici, cu detectie combinata: amperometric- conductometric, utilizabili universal la mai
multe tipuri de specii de analizat, ce folosesc cataliza enzimatica, fara utilizarea de kituri de
unica folosinta.

Problema tehnica, pe care o rezolva inventia, consta in realizarea unui biosenzor
enzimatic, fara folosirea de kituri de unica utilizare. Biosenzorul este combinat de tip ampero-
metric-conductometric si totodatd universal, putand fi folosit la analiza cantitativa a mai
multor specii chimice.

in acest scop, este folositd o structuré portabila, ce contine, in partea inferioara, o
cuva miniaturala cu doi electrozi din platind, in care se dozeaza, dintr-o capsula din plastic,
sigilata, folosind un sistem de pompare peristaltic cu o singura rotire, un anumit volum de
enzima de tip oxidaza lichida, dupa care se dozeaza precis, folosind un dispenser electronic
manual sau o pipeta de precizie, un anumit volum prestabilit de materie lichida de analizat.
in cuva biosenzorului, are loc reactia biochimic a speciei analizate i totodata electrolizarea
cantitatii de apa oxigenata, rezultata din reactie. Folosind ca baza legea lui Faraday si o
curba de calibrare, memorata electronic, microprocesorul unitatii electronice a biosenzorului
converteste valoarea medie a curentului de electroliza in unitati de concentratie a speciei
analizate pe care le afiseaza automat pe display.

Astfel, inventia se referd la un biosenzor enzimatic, utilizabil pentru reactii catalizate
de oxidaze si avand detectie combinata de tip amperometric-conductometric, destinat deter-
minarii rapide $i in situ a concentratiei unor specii chimice sau biologice, cu ajutorul unei
structuri de dozare-masurare, format dintr-un corp 1, in care se gaseste o unitate 2, elec-
tronica, de achizitie, prelucrare si afisare date, o unitate 3, electronica, amperometrica, pentru
masurarea curentului de electroliza, o unitate 4, electronica, conductometrica, pentru masu-
rarea conductivitatii electrice, o tastatura 5, pentru programarea aplicatiilor cu enzime diferite,
care mai cuprinde un sistem de dozare, compus dintr-o capsula 6, din plastic, ce contine
solutia de oxidaza, un furtun 10, siliconic, subtire, prin care se face transferul si dozarea unei
anumite cantitati de oxidaza, |a rotatia manuala a unui cilindru 11, sprijinit excentric, o tija 13,
prevazuta, la partea inferioard, cu doi electrozi 14 si 15, semicirculari, din platina, pentru
masurari concomitente amperometrice si conductometrice, o cuva 17, miniaturala, detasabil3,
ce constituie camera de reactie, volumul solutiei de analizat fiind introdus in cuva 17,
miniaturald, detasabila, prinintermediul varfului unei pipete 21, de dozare, sau a unui dozator
electronic, manual, datele fiind transmise la unitatea 2.

Prin aplicarea inventiei. se obtin urmatoarele avantaje:

- serealizeaza un biosenzor economic, prin se eliminarea kiturilor de unica folosinta;

- se pune baza pentru producerea unui biosenzor universal si fiabil, utilizabil pe termen
lung, la toate tipurile de reactii catalizate prin enzime de tip oxidaze;
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- prin folosirea concomitentd, in cadrul aceleiasi determinari, atdt a metodei
amperometrice, cat si a celei conductometrice, creste precizia masuratorilor, existand
posibilitatea eliminarii erorilor specifice fiecarei metode;

- solutiile constructive ale biosenzorului permit o productivitate ridicata la analizg;

- creste precizia de determinare, datorita posibilitatii dozarii volumetrice, precise, a
cantitatii de materie lichida de analizat, transformata de oxidaza in produse de reactie;

- creste precizia de determinare, prin pastrarea oxidazelor in capsule din plastic sigilate
si prin posibilitatea verificarii periodice si rapide a activitatii catalitice a acestora.

Se da, in continuare, un exemplu de realizare a inventiei, in legatura cu fig. 1, 2 si 3,
care reprezinta:

- fig. 1, vedere in sectiune a biosenzorului enzimatic;

- fig. 2, vedere laterala si din fata a biosenzorului enzimatic;

- fig. 3, schema de principiu a masurarii amperometrice si conductometrice a
concentratiei speciei urmarite, folosind biosenzorul conform inventiei.

Biosenzorul enzimatic, conform inventiei si a fig. 1, 2 si 3, este format dintr-un corp
1, n care se gaseste o unitate 2, electronica, de achizitie, prelucrare si afisare date, o unitate
3, electronica, amperometrica, pentru masurarea curentului de electroliza, o unitate 4, elec-
tronic&, conductometricd, pentru masurarea conductivitatii electrolitului, o tastatura 5, pentru
programarea aplicatiilor cu enzime diferite, un sistem de dozare peristaltica, pentru solutia
ce contine o enzima de tip oxidaza, compus, la randul lui, dintr-o capsula 6, din plastic, ce
contine o solutie de oxidaza, un surub 7, randalinat la partea superioara si cav la partea
inferioara, un sistem 8, de perforare, prevazut, la partea superioara, cu un perforator p, pentru
taierea foliei f, termosudata, folosita pentru inchiderea ermetica a capsulei 6, din plastic, iar
la partea inferioara, cu un con ¢ si o piulitd 9, pentru strangerea si etansarea unui furtun 10,
siliconic, subtire, prin care se realizeaza transferul oxidazei, un cilindru 11, actionat manual,
sprijinit excentric $i cu rotatie excentricd, prevazut cu un locag conic, pentru plasarea
cilindrului 11 pe pozitia obturat a furtunului 10 si actionat manual cu un buton b, un clichet
12, cu arc de compresie si bild. In corpul 1, se mai gaseste cuplata prin apasare o tija 13,
prevazutad, la partea inferioara, cu doi electrozi 14 si 15, semicirculari, din platind, pentru
masurare amperometrica si conductometrica, un con 16, perforat, pentru fixarea si strangerea
furtunului 10, o cuva 17, miniaturald, polimerica, detasabila prin desfiletare, ce constituie
camera de reactie, si, la partea superioara, cu doua contacte 18 si 19, si un locas de fixare
elastica atijei 13, prin intermediul unui clichet 20, cu bila si arc de compresie, reperul 21 este
extern biosenzorului, poate fi 0 pipeta sau un dozator electronic de tip dispenser si foloseste
pentru dozarea precisa a unui anumit volum prescris din solutia de analizat in cuva 17,
miniaturald, ce constituie camera de reactie a biosenzorului.

Modul de lucru cu biosenzorul este urmatorul: se desfileteaza la maximum surubul
7, randalinat si cav, dupa care se intoarce aparatul cu 180° fata de pozitia normala de lucru,
se asaza capsula cu oxidaza in cavitatea surubului 7, dupa care acesta se strange cu mana,
pana cand este opusa o rezistentd mecanica sensibila, ceea ce inseamna ca folia termo-
sudata a capsulei 6 a fost perforata de cutitul p, al reperului 8, iar gatul capsulei 6 a realizat
etansarea cu reperul 8. in continuare, se intoarce din nou biosenzorul in pozitia de lucru si
se desfileteaza cuva 17, miniaturala, de pe tija 13, se executd, prin intermediul butonului b,
cateva rotatii complete spre dreapta a cilindrului 11, sprijinit excentric, pana cand, pe conul
16, perforat, apare o picaturé de oxidaza. Dupa aceste operatii, se infileteaza laloc cuva 17,
miniaturald, se mai executa o rotatie completa a cilindrului excentric, in vederea dozarii, prin
sistemul peristaltic, a volumului necesar de oxidaza in cuva 17, miniaturald, cu oprirea
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cilindrului 11 pe pozitia de obturare completa a furtunului siliconic, pozitie sesizata prin
sageata indicatoare de pe butonul b, de rotire, dar si prin clicul bilei clichetului 12. Urmeaza
dozarea, in cuva 17, miniaturald, a volumului prescris pentru specia de analizat, cu varful unei
pipete 21, de dozare, sau a unui dozator electronic manual, dupa care aparatul se tine in
pozitie verticala si se urmareste afisajul digital. Declansareareactiei catalizate duce la aparitia
primelor cantitati de apa oxigenata, un prag minim al concentratiei acesteia provoaca initierea
automata a masuratorilor amperometrice si conductometrice, acestea desfagurandu-se in
mod alternativ, prin comutare electronica, automata, de la un procedeu de masurare la celalalt.
Dupa 20 sec, este afisata valoarea concentratiei, rezultatd din media a zeci de masuratori
amperometrice si conductometrice, prelucrate statistic de microprocesorul biosenzorului.
Volumul unei capsule de oxidaza ajunge pentru sute de determinari, intre doua determinari
cu aceeasi oxidaza, nu este necesara decéat spalarea sub jet de apa a cuvei 17, miniaturale.
La schimbarea tipului de oxidaza, se spala tot traseul, folosind, in acest scop, o capsula cu
apa bidistilata, care se fixeaza precum s-a descris deja, pe corpul 1, al biosenzorului, si se
executd mai multe rotatii complete ale cilindrului 11, prin intermediul butonului b, in vederea
pomparii apei de spalare prin circuitul de dozare. La aplicatii specifice, unde volumul de
oxidaze dozat este diferit fatd de aplicatia precedentd sau daca furtunul este uzat, este
necesara inlocuirea furtunului 10, siliconic si, pentru aceasta, se desface piulita de pe partea
opusa butonului b, de actionare a cilindrului 11, dupa care acesta se extrage din corpul 1,
al biosenzorului, urmeaza intoarcerea aparatului cu 180° fata de pozitia normala de lucru,
desfiletarea surubului 7, extragerea capsulei 6 si a reperului 8 din locasul lui, desfiletarea
completd a piulitei 9, extragerea furtunului siliconic de pe reperul 8, urmata de extragerea
tijei 13 din corpul 1, extragerea conului 16 din tija 13, scoaterea furtunului 10 de pe conul 16.
La montarea noului furtun siliconic, operatiile se repeta in sens invers celor de lademontarea
furtunului 10, siliconic, cilindrul 11 fiind Tnlocuit cu altul cu excentricitatea corespunzatoare
noului diametru de furtun 10, siliconic. Din cauza faptului ca o supradozare cu oxidaza nu
este critica, la necesitatea unor volume mai mari ale acesteia, corespunzatoare unor con-
centratii mairidicate de materie analizata, se poate apela si la mai multe dozari repetate, una
dupa alta, de oxidaza, fara a inlocui furtunul existent cu altul de diametru mai mare.
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Revendicare

Biosenzor enzimatic, utilizabil pentru reactii catalizate de oxidaze si avand detectie
combinata de tip amperometric-conductometric, destinat determinarii rapide si in situ a
concentratiei unor specii chimice sau biologice, cu ajutorul unei structuri de dozare-masurare,
format dintr-un corp (1) in care se gaseste o unitate (2) electronica de achizitie, prelucrare
si afisare date, o unitate (3) electronica, amperometrica, pentru masurarea curentului de
electroliza, o unitate (4) electronica, conductometrica, pentru masurarea conductivitatii
electrice, o tastatura (5) pentru programarea aplicatiilor cu enzime diferite, caracterizat prin
aceea ca, mai cuprinde un sistem de dozare, compus dintr-o capsula (6) din plastic ce contine
solutia de oxidaza, un furtun (10) siliconic, subtire, prin care se face transferul si dozarea unei
anumite cantitati de oxidaza, la rotatia manuala a unui cilindru (11) sprijinit excentric, o tija
(13) prevazuta la partea inferioara cu doi electrozi (14 si 15) semicirculari, din platina, pentru
masurari concomitente amperometrice si conductometrice, o cuva (17) miniaturala, detasgabila,
ce constituie camera de reactie, volumul solutiei de analizat fiind introdus in cuva (17)
miniaturald, detasabila, prin intermediul varfului unei pipete (21) de dozare sau a unui dozator
electronic, manual, datele fiind transmise la unitatea (2).
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