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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un senzor electrochimic pentru
detectia salivard simultand a doi compusi cu rol de
markeri pentru afectiuni severe, respectiv pentru
detectia in vivo a N(6) - carboximetillizinei CML si a
metilglicoxalului MGL, doi produsi de glicare avansata.
Senzorul conforminventiei este realizat prin imprimarea
unei celule (1) electrochimice pe un suport (4) flexibil si
atasarea acesteia pe un dispozitiv (3) intra - oral de tip
gutierd, celula electrochimica fiind amplasata pe partea
frontald a mandibulei avand astfel contact cu saliva
care este mediul din care se face detectia, iar contac-
tele celor trei electrozi ai celulei (1) electrochimice sunt
dispuse in partea superioara unde se face legarea la
cablurile (8) de alimentare ale potentiostatului (6) porta-
bil miniaturizat prin intermediul unor fire (6) izolate
pentru a nu intra Tn contact cu saliva, astfel incat analitii
de interes dizolvati in salivd difuzeaza la suprafata
electroduluide lucru realizat din carbon functionalizat cu
film nanostructurat de platind si la scanarea domeniului
de potential de oxidare, respectiv de reducere, sufera
procese de oxidare electrochimicd, respectiv de redu-
cere electrochimica, semnalele analitice sub forma de
pic de curent de oxidare al CML, si respectiv de redu-

cere al MGL, fiind inregistrate sub forma unor volta-
mograme puls diferentiale din care se determina valorile
potentialelor de oxidare, respectiv de reducere, care
sunt intersectia perpendicularelor trasate din varful
picurilor cu axa OX.
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Data depoz;t enns

Senzor electrochimic imprimat pe suport planar integrat pe un dispozitiv intra-oral pentru

detectia electrochimici directa si simultana a unor agenti de glicare avansata din saliva

Inventia se referd la un senzor electrochimic construit cu scopul detectiei salivare simultane
a doi compusi din categoria agentilor de glicare avansatd, mai precis N(6)-carboximetil lizina
(acidul 2-amino-6:(carboximetilamino)hexanoic) — CML si metilglioxalul (aldehida piruvicé sau 2-
oxopropanalul) — MGL. Produsii de glicare avansatd, cunoscuti sub denumirea de ,,advanced
glycation end products” sau AGEs, sunt proteine sau lipide care devin glicate ca urmare a expunerii
la zaharuri. S-a dovedit ca acesti compusi pot avea rol de biomarkeri, a céror prezentd in fluidele
biologice cum sunt singele, urina, lichidul lacrimal sau saliva la anumite nivele putand fi corelatd
direct cu unele afectiuni grave, cum sunt bolile degenerative (diabetul, ateroscleroza, boala renala
cronic, boala Parkinson si boala Alzheimer), afectiuni cardiovasculare, boli ale articulatiilor si
oaselor, imbatranirea celulara si stresul oxidativ.

Senzorul electrochimic salivar prezentat in cadrul acestei inventii se referd la o celuld
electrochimici alcatuitd din trei electrozi, aceastd celuld fiind imprimata serigrafic impreuna cu
contactele corespunzitoare pe un suport planar de polietilend. Senzorul este ulterior atasat reversibil
pe un dispozitiv intra-oral — spre exemplu dar nelimitativ la o gutierd, aparat dentar, lucrare
proteticd, etc.

Nivelele biomarkerilor variaza in functie de natura probei biologice in care se gisesc (sange,
urind, salivd, lacrimi, transpiratie, tesut etc.). Saliva umani este un fluid rezultat din secretia
exocrind a glandelor salivare, reprezentind o matrice complexd care reflectd starea hormonald,
emotionald, imunologicd, metabolicé si nutrifionald a unei persoane. Mai mult, este considerat cel
mai potrivit fluid biologic pentru investigatiile stiintifice din punct de vedere al eticii, tindnd cont
de faptul cd se excretd in mod natural §i mai ales cé poate fi prelevat intr-o maniera noninvaziva sau
minim invazivd in functie de pacient. O productiec medie zilnicd de lichid salivar nestimulat si
stimulat pentru o persoand séndtoasd este cuprinsi intre 0,5 si 1,5 L. Saliva este compusi in
principal din apd (aproximativ 99%), electrolifi (sodiu, potasiu, calciu, clorurd, magneziu,
bicarbonat si fosfat), glucozi, produsi cu azot si diverse biocomponente (enzime, imunoglobuline,
glicoproteine mucoase, albumind, polipeptide, oligopeptide, factori antimicrobieni etc.). Toate
aceste componente sunt de o importantd deosebitd pentru sdnitatea cavitdfii bucale si sunt

responsabile pentru diverse functii atribuite salivei. Aproximativ ZQE)Q‘;deL”I")(roteine sunt prezente in
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saliva umand, iar mai mult de un sfert dintre acestea se regésesc si in serul uman, ceea ce dovedeste
incd o datd importanta chimiei salivei ca posibil instrument de diagnostic si monitorizarea
tratamentului. Principalii analiti care sunt testati in prezent din saliva cu instrumente disponibile in
comert sunt glucoza, diferiti hormoni (cortizol, estriol, estradiol, estrona, estrogen, progesteron,
testosteron si sulfat de hidroepiandrosterond), virusul papiloma uman (HPV), anticorpul HIV,
diferite bacterii, sau proteine cum sunt interleukina 1 si interleukina 6. Recunoagterea din ce in ce
mai mare a corelatiei dintre sanatatea publica orald si starea generala de sanitate, a dus la cresterea
interesului pentru utilizarea salivei in scop de diagnostic, precum si pentru descoperirea de noi
biomarkeri care si fie monitorizati in acest fluid.

Chimia salivard este un domeniu in curs de dezvoltare mai ales in toxicologie si medicind
clegala, fiind util pentru analiza si detectarea consumului i dependentei de droguri, a consumului
de alcool sau a altor substante interzise.

Necesitatea unor metode rapide, eficiente din punct de vedere al costurilor si fiabile pentru
investigarea markerilor salivari a dus la progrese tehnologice deosebite in dezvoltarea
instrumentelor de detectare. Prin urmare, un numir tot mai mare de lucridri din literatura de
specialitate raporteaza posibilitatea diagnosticérii precoce cu ajutorul biomarkerilor salivari a unor
patologii locale sau sistemice precum cancerul oral, patologiile endocrine §i imunologice, boli
infectioase si neurologice etc.

Exista trei condifii principale pentru ca tehnologiile avansate sa fie potrivite pentru aplicatii
clinice:

- existenta biomarkerilor specifici pentru afectiunea urmaritid si in mediul de detectie

considerat;

- instrumente cu precizie ridicatd, pretabile pentru miniaturizare §i portabile, usor de

manipulat pentru diagnosticarea bolii si screeningul stérii de sinétate.

Datoritd nivelului scizut de biomarkeri in salivd, decelarea semnalului specific analitului de
interes riméne o provocare, astfel, se doreste elaborarea unor metode analitice care si ofere limite
de detectie mici, sensibilitate bund si selectivitate ridicatd. Metodele analitice conventionale
utilizate pan in prezent pentru analiza salivard pot fi aplicate doar la nivel de laborator, implicAnd
adesea multe etape, cum ar fi prelevarea de probe, prelucrarea acestora, stocarea egantioanelor intre

prelevare si testare, testarea in sine si, in final, procesarea, analjza §i raportarea rezultatelor
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obtinute. Astfel, dezvoltarea metodelor rapide si a tehnologiilor care includ utilizarea de senzori
purtabili electrochimici pentru diagnosticul salivar si/sau monitorizarea bolilor, este importanta
deoarece poate contribui la facilitarea accesului pacientilor la servicii medicale de calitate precum si
la imbunatatirea rezultatelor asistenfei medicale pentru acestia. In prezent existi mai multe
dispozitive fiabile, disponibile pentru testarea unor proteine din salivd, dar toate sunt limitate la
testele de laborator, datoritda compexititii, dimensiunilor mari §i costului ridicat al echipamentelor,
acestea fiind limitéri serioase pentru aplicatiile privind Ingrijirea la patul bolnavului (asa numita
,»point-of-care analysis”). Mai mult, instrumentajia scumpa este accesibild numai laboratoarelor
mari, cu putere economici ridicatd deoarece si intrefinerea si exploatarea acestor dispozitive este
foarte costisitoare. |
Printre tehnicile utilizate in mod obisnuit pentru determinarea biomarkerilor salivari
mentiondm aici:
» Cromatografia de lichide cuplatd cu spectrometria de masd (LC-MS) (utilizatd in
special pentru determinarea nivelului de glucozi);
» Cromatografia de lichide cuplati cu spectrofotometria UV-VIS (LC-UV-VIS) (utilizata
in special pentru determinarea nivelului de glucozi);
» Teste de imunoadsorbtie cu enzime legate (ELISA) (utilizate in special pentru
determinarea biomarkerilor proteici);
> Analiza imuno- -electroforeticd (utilizata in special pentru determinarea biomarkerilor
proteici);
> Analiza proteomicid pe bazid de spectrometrie de masid (utilizatdi in special pentru
determinarea biomarkerilor proteici);
» Teste radio-imunologice (RIA) (utilizate in special pentru determinarea biomarkerilor
proteici);
> Tehnici pe bazd de ADN (utilizate in special pentru determinarea biomarkerilor
genetici);
> Microcipuri si dispozitive de micro fluidicd (cu multiple aplicatii in detectia de
biomarkeri din fluide biologice);
> Senzori si biosenzori electrochimici (cu multiple aplicatii in detectia de biomarkeri din

fluide biologice).
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Senzorii electrochimici sunt obtinuti prin tehnologii simple, ieftine si cu importantd practica
deosebitd datoritd simplitatii de functionare si instrumentare, integrérii usoare in dispozitivele
analitice compacte potrivite pentru miniaturizare si pretabilitdfii pentru multiplexare in scopul
detectiei simultane si rapide de markeri cu relevanta biomedicala.

De asemenea, functionalizarea suprafetelor electrodice cu nanomateriale pe bazé de carbon
(nanotuburi de carbon, grafend si derivati de grafend, nanoparticule de carbon, fulerene, etc.),
nanoparticule metalice (de aur, platind sau din aliaj de metale nobile), sau oxizi metalici asigura
imbunétitirea conductivitafii electrice precum si o crestere a suprafetei active, care determind
imbunatatiri semnificative ale sensibilititii de detectie. In unele cazuri, modificarea suprafetei
electrodice cu nanomateriale poate contribui si la cresterea selectivitatii, asigurand astfel detectia
prefentiald a anumitor analiti din matrici complexe aga cum sunt fluidele biologice.

Diferite metode de detectie salivard au fost de asemenea raportate dintre care mentiondm
doar cele mai utilizate:

- Metode de detectie bazate pe procese chimice — sunt metode care se pot aplica doar pentru
analiza in vifro, deoarece testarea presupune recoltarea unei probe de saliva si expunerea
acesteia la reactivi chimici specifici detectiei salivare, in afara cavititii bucale. Aceste
metode au avantajul obtinerii unor rezultate corecte, dar au dezavantajul ca detectia nu se
realizeaza in timp real si nu se poate realiza pe teren, la patul bolnavului ci doar in conditii
de laborator.

- Metode de detectiec bazate pe fenomene optice si optoelectronice — sunt metode care
exploateazd proprietétile spectrale ale analitilor care urmeazid si fie detectati, respectiv
modificarea sub influenta analitilor ai parametrilor specifici luminii. Aceste metode au
dezavantajul c& se pot aplica doar pentru analiza in vifro tindnd cont de faptul ca
echipamentele necesare pot fi operate doar in mediul de laborator sau, in cazul metodelor
optoelectronice, in afara laboratorului, dar cu nivelul de miniaturizare limitat de gabaritul
bateriei si ale componentelor optice si optoelectronice. Un caz particular din aceastd
categorie sunt senzori bazati pe fibrd opticd. Ghidul de unda este in acest caz fibra optica,
iar detectia este corelatd cu modificarea parametrilor de propagare a luminii prin fibra sub
incidenta analitului de interes. Fibra opticd are avantajul considerabil al dimensiunilor
reduse si pretabile pentru integrare in dispozitive miniaturizate, inclusiv cele intra-orale, dar

au limitdri in ceea ce priveste sursa de radiatie necesari si sistemul de receptie a semnalului.
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- Metode bazate pe senzori electrochimici — se bazeazd pe variatia semnalului de curent
inregistrat la transformarea redox a compusilor de interes la interfata unui electrod de lucru.
In acest caz, pentru detectie se utilizeazi metode electrochimice, cum sunt voltametria si
amperometria, dar nu sunt limit#iri stricte la aceste exemple. Aceste metode au avantajul
faptului c&, 1n acest caz detectia se poate face in timp real, chiar in vivo in unele cazuri
particulare. De asemenea, proiectarea atentd a sistemului electronic care asigurd operarea
senzorului electrochimic poate conduce la un sistem miniaturizat si portabil. Dezavantajul 1l
constituie insi necesitatea alimentérii circuitului electronic, iar miniaturizarea dispozitivului
de detectie este limitatd de gabaritul bateriei, ale componentelor electronice, ale pldcutei cu

circuit imprimat si ale senzorului electrochimic propriu-zis.

Tinand cont de datele prezentate In literatura de specialitate, dintre metodele de detectie
enumerate, s-a ales pentru aceastd inventie elaborarea unui senzor electrochimic de unica folosinta,
imprimat serigrafic pe suport planar de polietilend utilizat pentru detectia salivard simultand a unor
markeri cu implicatii biomedicale. Fiind vorba despre un sistem miniaturizat si pretabil pentru
integrare 1n dispozitivele intra-orale, pentru aceastd inventie s-a ales un senzor imprimat pe suport
planar, iar ca suport de imprimare o folie de polietilend. Acest material este ieftin, suficient de
flexibil pentru a putea fi adaptat pentru imobilizarea pe suprafete neregulate cum sunt dispozitivele
intra-orale de tip gutierd si nu pune probleme de toxicitate, fiind considerat un material
biocompatibil la expunere in vivo un timp limitat. In plus, in aceasta forma de prezentare,
polietilena este nontoxica, putind fi utilizati si in interiorul cavititii bucale.

In documentarea realizata nu a fost identificatd nicio metoda electrochimica sau de alta
naturd, care sd permita detectia salivara simultana si in vivo a celor doi markeri considerati: CML si
MGL, sau a altor biomarkeri din categoria agentilor de glicare avansati, ceea ce dovedeste
importanta temei propuse in cadrul inventiei noastre.

Se dd in continuare un exemplu de realizare a inventiei, evidentiind etapele propuse pentru
fabricarea si testarea senzorului electrochimic salivar. Reprezentarea schematicd a senzorului
montat pe dispozitivul intra-oral, se poate observa in figura 1. Etapele de realizare a inventiei sunt
simple si constau in:

- imprimarea celulei electrochimice cu ajutorul unui sablon, etapa care incepe cu imprimarea

contactelor celor trei electrozi in aceeasi etapd cu electrodul de referinga (ER) utilizdnd
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cerneala conductoare de argint cu clorurd de argint (Ag/AgCl), urmati de uscarea pentru 15
minute la 60°C, apoi imprimarea electrodului de lucru (EL) in aceeasi etapa cu electrodul
auxiliar (EA) utilizAnd cerneald conductoare de carbon, uscarea pentru 15 minute la 60°C,
imprimarea unui strat polimeric izolator peste contacte pentru evitarea scurtcircuitului si
uscarea pentru 15 minute la 60°C (vezi figura 2 pentru detalii privind componentele celulei
electrochimice);

conditionarea electrochimici a electrodului de lucru prin aplicarea unui potential de 1,2 V
pentru 600 s intr-o solutie de carbonat de sodiu (Na;CO3) de concentratie 1 mol L™, urmati
de modificarea acestui electrod prin depunerea electrochimica a unui film nanostructurat de
platind obtinut prin baleierea potentialului electrodului de lucru intre -0,3 si +1,4 V, pentru
20 cicluri cu o viteza de baleiaj de 50 mV s™ intr-o solutie de H,PtCls de concentratie 10
pmol L preparata in HC1 0,1 mol L™ (vezi figura 2 c);

aplicarea senzorului electrochimic (1) pe suprafata dispozitivului intra-oral (3), cu
ajutorul unui foto-polimer utilizat pentru lucrari protetice, cu uscare rapida prin expunere la
lumind. Senzorul (1) se aplica in partea frontala a dispozitivului intra-oral (3) (vezi figura
3), pentru a avea un contact optim cu saliva pacientului dupa montarea in cavitatea bucala;
conectarea senzorului (1) prin intermediul unor fire izolate (6) 1a potentiostatul (§) echipat
cu contacte specifice (8) (vezi figura 3);

testarea cu ajutorul voltametriei puls diferentiale a senzorului pentru detectia CML in
domeniul potentialelor de oxidare, respectiv pentru detectia MGL 1n domeniul potentialelor
de reducere (vezi figura 4);

evaluarea parametrilor analitici din voltamogramele inregistrate (potential de pic — pentru
identificarea compusilor, respectiv intensitatea curentului de pic — pentru determinarea
cantitatii de analiti din probe) (vezi figura 4 pentru identificarea notatiilor specifice).

Inventia noastra se refera la posibilitatea detectiei simultane, rapide, in vivo a CML si MGL

din saliva brutd, féra nicio prelucrare prealabila, fara adaos de reactivi si folosind aceeasi suprafata
electrodica pentru ambii analiti testati in exemplul de inventie prezentat. Principiul de functionare
al senzorului electrochimic (1) se refera la inregistrarea curentului de oxidare electrochimici al
CML (Ioxcmr) respectiv de reducere electrochimicd al MGL (LeamcL), procese care au loc la
suprafata electrodului de lucru de carbon modificat cu un film nanostructurat de platini. Valorile

potentialelor de oxidare (E,cmi), respectiv de reducere (Epmar) sunt specifice compusilor de
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interes, permitand identificarea prezentei acestora in salivd, in timp ce intensitatea acestor curenti
este proportionald cu concentrafia celor doi markeri, permitdnd determinarea lor cantitativa.

Inventia noastra inlocuieste necesitatea testarii separate §i ex vivo sau in vitro a analitilor de
interes. Avantajul principal este scurtarea timpului de analiza si posibilitatea detectiei simultane a
variatiei nivelelor celor doi analiti cu perspectiva exploatdrii rezultatelor in interes biomedical, de
diagnostic precoce sau monitorizare pe durata unui tratament.

Perspectivele inventiei noastre se referd la posibilitatea integrarii senzorului electrochimic in
dispozitive intra-orale de tip gutierd (cum este cel exemplificat in inventia noastra la pozitia (3)), la
pacientii cu metainflamatie (inflamatie cronicd de intensitate joasd), care este specificd si in
sindromul metabolic. Acest senzor va permite identificarea prezentei a doi compusilor de interes
biomedical, dar cu perspective de extindere a studiului asupra altor compusi prezenti in saliva.

Senzorul electrochimic (1) poate fi amplasat din timp pe dispozitivul intra-oral (3), nefiind
afectat de conditiile regdsite in interiorul cavitatii orale si fiind nontoxic, iar conectarea acestuia la
potentiostatul portabil (5) si efectuarea testelor cu privire la detectia markerilor de interes din saliva
brutd si se facd doar atunci cdnd este necesar. Acest lucru dovedeste aplicabilitatea practicd a
senzorului electrochimic (1) si scade disconfortul pacientului fiind necesare in jur de cinci minute
de la conectarea celulei electrochimice la potentiostatul (5) pani la inregistrarea voltamogramelor si
prezentarea rezultatului obtinut.

Inventia poate fi extinsd, nelimitativ, la testarea altor markeri sau biomarkeri salivari de
interes biomedical, cu conditia calibrarii celulei electrochimice (senzorului (1)) la noii compusi. In
cazul ideal, imobilizarea unor biocomponenti (cum sunt anticorpii) sau a unor compusi biomimetici
(cum sunt aptamerii), care prezinta specificitate ridicatd pentru analitul {intd ar permite detectarea
preferentiald a acestuia si cuantificarea cu interferente minime din partea altor compusi aflati in
matricea complex reprezentati de saliva brutd. In cazul compusilor care nu prezintd transformare
redox, utilizarea senzorului s-ar putea limita la detectia indirectd a acestora prin intermediul unor
sonde redox care ar trebui sd fie introduse in proba, sau s fie imobilizate pe suprafata electrodului
de lucru (EL). Mai mult decét atat, posibilitatea realizarii unei baterii de senzori (2, 4 sau 8 senzori),
imprimati pe acelagi suport, fiecare fiind functionalizat intr-un mod care si permitd detectia
individualad a unui singur marker, dar care s poatd fi operati simultan, ar permite obtinerea unei

amprente pentru mai multi markeri, ceea ce ar fi foarte benefic pentru un diagnostic precoce precis.

Lo
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Limitarile acestei inventii, dupd pérerea noastrd, se referd in primul rand la dimensiunile
potentiostatului (5) care asigurd operarea celulei electrochimice (1). Acest potenfiostat, desi este
portabil, este alimentat cu ajutorul unui acumulator cu autonomie foarte bund si este previdzut cu
sistem de transmitere a datelor inregistrate fard fir, de tip bluetooth, are dezavantajul de a necesita
conectare prin fire (6) la contactele (8) electrozilor din celula electrochimici (electrodul de lucru
(EL), electrodul auxiliar (EA) si electrodul de referintd (ER)) pentru a permite alimentarea acestora
si implicit efectuarea experimentelor de oxidare/reducere electrochimicd. Pozitionarea
potentiostatului (5) in afara cavitifii bucale si necesitatea conectdrii prin fire (6 si §), cresc
dificultatea utilizarii senzorului (1) pentru monitorizarea continud in vivo a nivelelor de CML si
MGL din salivd. Aceste inconveniente ar putea fi eliminate dacd s-ar utiliza un potentiostat
miniaturizat, integrat in dispozitivul intra-oral (3), care sa fie pus in contact cu senzorul (1) imediat
ce acesta este atasat pe dispozitiv si care si asigure operarea celulei electrochimice. In prezent se
cautd solutii pentru miniaturizarea acumulatorului integrat acestui sistem, care sd aibd dimensiuni
suficient de mici pentru integrarea pe gutiera (3), si aibd o duratd de viatd rezonabild si un cost
redus.

Efectuarea de teste individuale, in mod periodic, regulat sau la nevoie, se poate realiza in
sistemul propus in cadrul acestei inventii, cu minipotentiostatul (5) amplasat in exteriorul cavitatii
bucale si interpretarea rezultatelor obtinute pe un dispozitiv de tip tableta sau telefon mobil (7) (vezi
figura 3). Acest ansamblu a fost testat in vivo cu succes pentru detectia CML si MGL (vezi figura
5).

Inventia noastrd are rol preventiv, scopul nostru fiind atit de detectie precoce - estimarea
prezentei unor markeri din salivd, ct si de evaluare cantitativd - determinarea nivelelor acestor
compusi din salivd. Inventia poate fi consideratd si metodd de monitorizare a pacientilor pentru
evaluarea eficientei terapiilor aplicate. Astfel, inventia noastrd abordeazi o metoda de detectie
simpld, directd, fard etichetare, bazatd pe semnalele de curent obtinute la transformarea redox
(reducere, respectv oxidare) a compusilor de interes la nivelul electrodului de lucru (EL) pe bazi de
carbon functionalizat cu film nanostructurat de platind. Aceastd inventie valorificd potentialul
salivei brute de a conduce curentul electric datorita electrolifilor confinuti, ceea ce permite operarea
senzorului (1) fard a fi necesard addugarea unor electrolifi sau prelucrarea probelor inainte de
testare, scurtdnd astfel durata analizei. In inventia noastre“‘lj;ffé;e’i“‘ "renu‘ntatv la utilizarea de

biocomponente specifice analitilor de interes, pentru a nu cregtfe”f costul senzorului §i a nu scidea
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durata de utilizare a acestuia. Acest compromis a fost posibil deoarece testele preliminare de
interferentd intre semnalele analitilor de interes au dovedit o0 minima influen{a reciproca, dar care
nu afecteazi In mod semnificativ rezultatele analitice, putdnd fi considerata neglijabila.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este detectie salivard directd si simultand a doi
markeri importanti din punct de vedere biomedical (dar nu se limiteaza neaparat la acesti compusi),
realizatd prin voltametrie puls diferentiald (tehnica electrochimicd) si renuntarea la etapa de
modificare a suprafetei electrodice cu biocomponente specifice analifilor de interes, ceea ce scade
semnificativ timpul necesar elabordrii si testérii senzorului, creste stabilitatea in timp a acestuia si
mentine costurile la un nivel acceptabil. Reducerea costurilor se datoreazi in primul rand
neutilizérii biocomponentelor specifice pentru analitii de interes si utilizirii foliei de polietilena (4)
ca suport de imprimare. Cu toate acestea, inventia noastrd poate fi extinsd prin utilizarea unor
biocomponenti specifici sau a unor sisteme biomimetice, atunci cind este necesar, precum §i a unor
sonde redox pentru detectia indirectd a analitului de interes atunci cdnd acesta nu prezintd
transformare redox. De asemenea, utilizarea unei baterii de senzori (cu 2, 4 sau 8 electrozi de lucru
imprimati pe acelasi suport) ar extinde aplicabilitatea inventiei pentru detectia simultand a mai mult
de doi markeri, in cazul in care acestia prezintd interferente de semnal si nu pot fi detectati pe
acelasi electrod.

Senzorul electrochimic salivar (1), conform inventiei, este alcatuit din trei electrozi cu
geometrii diferite, imprimati impreuna cu contactele electrice corespunzitoare pe un suport flexibil
de polietilend (4), folosind cerneald conductoare de argint cu clorura de argint, respectiv de carbon.
Electrodul de lucru (EL) are suprafata sfericd (cu diametrul de 4 mm), este pozitionat central si
alcatuit din carbon functionalizat cu film nanostructurat de platini, generat electrochimic.
Electrodul auxiliar (FA) de carbon are forma de semiluna si este dispus in stdnga electrodului de
lucru, iar electrodul de referinta (ER) din argint este in formd de semilund si dispus in dreapta
electrodului de lucru (EL) (vezi figura 2).

Procedeul de obtinere a senzorului electrochimic salivar integrat pe un dispozitiv intra-oral
de tip gutiera consta in parcurgerea urmatoarelor etape:

(1) Realizarea dispozitivul intra-oral (3) dupd un mulaj specific pacientului (mandibuld falsa

).

(ii) Imprimarea celulei electrochimice (1) pe suportul planar flexibil (5).
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(iii) Functionalizarea electrodului de lucru de carbon prin depunerea electrochimicd a unui film

nanostructurat de platini.

(iv) Fixarea senzorului pe suprafata dispozitivului intra-oral.

(v) Alimentarea celulei electrochimice la sursa de curent a potentiostatului prin intermediul

unor fire conductoare izolate in exterior.

(vi)Efectuarea testelor de voltametrie puls diferentiald pentru oxidarea CML, respectiv

reducerea MGL si inregistrarea semnalelor de curent obtinute sub forma voltamogramelor,

pentru teste ex vivo §i in vivo.

(vii) Prelucrarea rezultatelor experimentale si interpretarea datelor obtinute.

Se prezintd in continuare doar un exemplu de realizare a inventiei (acesta nefiind insi

limitativ), ficand trimitere la figurile din anexa, care reprezinta:

Figura 1, care cuprinde: a - reprezentarea schematici a senzorului electrochimic salivar (1)
pentru detectie simultand in vivo, aga cum este fixat pe dispozitivul intra-oral (3) amplasat
pe o mandibuli falsi (2); b - detaliu privind geometria senzorului cu cei trei electrozi: EL,
EA si ER si ¢ - reprezentarea suprapusd a voltamogramelor puls diferentiale utilizate pentru
detectia salivard a CML (negru) si MGL (rosu).

Figura 2, cuprinde detalii privind celula electrochimici si suprafata de detectie. Comparatie
intre celula electrochimicd a - inainte §i ¢ - dupd functionalizarea electrodului de lucru de
carbon cu filmul de platind. EA — electrod auxiliar de carbon; EL — electrod de lucru de
carbon, respectiv carbon+Pt; ER — electrod de referintd Ag/AgCl. b - Voltamograma
multiciclicd inregistratd in timpul functionalizirii electrodului de lucru de carbon prin
depunerea electrochimicd a unui film nanostructurat de platind folosind o solutie de HoPtCig
10 pmol L™ tn HC1 0,1 mol L.

Figura 3, cuprinde o imagine privind modul de amplasare al senzorului electrochimic (1) pe
dispozitivul intra-oral (3) montat pe mandibula falsd (2) si detaliu privind cuplajul firelor
izolate (6) la contactele (8) ale potentiostatul portabil (5) operat prin intermediul unei tablete
smart (7).

Figura 4, cuprinde voltamogramele puls diferentiale suprapuse pentru detectia simultani a
CML — negru si MGL - rosu. Notatiile se referd la potentialele de pic, respectiv curentii de

pic de oxidare a CML (Ep o i Iox,omp) §i de reducerc: aMGL (Epmor i LedMoL)-
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Figura 5, cuprinde o imagine privind amplasarea dispozitivului de detectie intra-oral (3) cu
senzorul electrochimic (1) atasat si cuplajul la potentiostatul portabil (5) realizat prin
interrhediul unor fire izolate (6) si contacte specifice (8) si inregistrarea semnalului analitic
pe o tableta (7) in sistem ,,fard fir”. Potentiostatul utilizat: EmStat3 Blue (PalmSens) operat
prin Bluetoot cu ajutorul unei tablete Samsung Galaxy A2 mini.

Figura 6, cuprinde voltamogramele puls diferentiale suprapuse pentru: a - domeniul
potentialului de oxidare: detectia CML (voltamogramele inregistrate cu senzorul optimizat
in: tampon fosfat salin de concentratie 0,1 moli L7 si pH 7,4 — negru; CML 10 ug mL”’ 1n
PBS 0,1 moli L™ §i pH 7,4 — rosu; CML 10 pg mL" si MGL 100 pg mL™ in PBS 0,1 moli
L' si pH 74 — verde); b - domeniul potentialului de reducere: detectia MGL
(voltamogramele inregistrat cu senzorul optimizat in: tampon fosfat salin de concentratie 0,1
moli L' si pH 7,4 — negru; MGL 100 pg mL™ in PBS 0,1 moli L si pH 7,4 — rosu; MGL
100 pg mL™" si CML 10 pg mL™ in PBS 0,1 moli Lt si pH 7,4 — verde).

Figura 7, teste efectuate cu ajutorul senzorului electrochimic salivar (1). Prezentarea
comparativa a rezultatelor obfinute la detectia in vivo, respectiv ex vivo ale: a - CML si b -
MGL in saliva bruti recoltata de la un voluntar sinétos inainte de periajul dentar.

Figura 8, teste efectuate cu ajutorul senzorului electrochimic salivar (1). Prezentarea
comparativa a rezultatelor obtinute la detectia in vivo, respectiv ex vivo ale: a - CML si b -

MGL in saliva brutd recoltatd de la un voluntar sdnédtos dupa periajul dentar.

Senzorul electrochimic salivar constd dintr-un suport planar de polietilend (4), pe care s-au

imprimat cu ajutorul unui sablon potrivit confectionat din ofel inox, contactele electrice ale celor 3
electrozi, in aceeasi etapd cu electrodul de referintd (ER) folosind cerneala conductoare de Ag/AgCl
(Electrodag PF-410, Acheson). Dupd uscarea la 60°C pentru 15 minute, se trece la imprimarea cu
ajutorul sablonului descris anterior a electrodului auxiliar (EA) si electrodului de lucru (EL)
folosind cerneald conductoare de carbon (Loctite EDAG 423SS, Henkel). Dupd o noud etapd de
uscare la 60°C pentru 15 minute, se trece la imprimarea cu ajutorul sablonului potrivit a unui strat
polimeric izolator (Fabric glue, Aleenes) peste contacte avind ca scop atit izolarea celulei
electrochimice de contacte cit si protejarea acestora de scurtcircuitarea accidentala. Dupa uscarea
complet se trece la functionalizarea electrodului de lucru prin acoperirea electrochimica cu un film

nanostructurat de platina. Dispunerea 1n dispozitivul intra-oral (3)~aanzoru1u1 electrochimic (1) se
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face prin lipire cu ajutorul unui fotopolimer biocompatibil (Nexcomp Flow, MetaBiomed) utilizat
in lucrdiri protetice, care permite fixarea stabild pe durata testelor si indepértarea facild a acestuia
dupa finalizarea testelor pentru a face loc unui nou senzor. Modul de amplasare al senzorului pe
dispozitivul intra-oral se poate observa in figura 1 si figura 3. Intr-un exemplu de montaj (vezi
figura 1 si figura 3), senzorul electrochimic este dispus paralel cu versantul lingual si perpendicular
pe planul arcadei dentare. Avantajul acestei realizéri este faptul cé suprafata de detectie (1), anume
celula electrochimica cu cei 3 electrozi este expusé continuu salivei care se acumuleazd in spatele
arcadei dentare.

Se prezintd in continuare descrierea detaliatd a etapelor implicate in procedeul de obtinere a
senzorului electrochimic (1) salivar integrat pe un dispozitiv intra-oral de tip gutierd (3) montat pe o
mandibula falsd (2) pentru testele ex-vivo, respectiv in gura voluntarului pentru testele in vivo.
Astfel avem:

(i) Realizarea dispozitivul intra-oral dupi un mulaj specific pacientului

Gutiera a fost realizatd utilizind un model de mandibuli realizat din ghips extradur, de clasa
a IV-a, reprezentand o arcadd dentard reald (2). O folie rezistentd la cdldurd si transparentd cu
grosimea de 1,5 mm (soft Tray Sheets) a fost introdusi in sistemul Ultradent, unde a fost incalzitd
pana céand a fost plasticizatd. Rama aparatului a fost coboratd deasupra modelului, iar prin actiunea
vidului folia a fost intim aplicatd pe modelul de ghips. Dupé récire, folia a fost tdiata la nivelul
limitelor rebordurilor alveolare, vestibulare si linguale, si indepartatdi de pe modelul de gips
obtindnd gutiera (3), care dupi curatare si sterilizare poate fi utilizatd ca suport pentru fixarea unui

senzor electrochimic (1) si testarea in vivo a CML si MGL din saliva.

(ii) Imprimarea celulei electrochimice pe suportul planar

Pentru imprimarea electrozilor pe suport planar s-a utilizat un sablon de otel inoxidabil de
12" x 12" si 150 um grosime produs de Metal Etch Services, San Marcos, CA, SUA. Acesta are
tipare bine definite pentru contacte, electrodul de referinta, electrodul auxiliar si electrodul de lucru.
Inainte de utilizare, acest sablon si curdtd cu acetond pentru indepirtarea oriciror impurititi si se
pozifioneaza pe suportul dorit, curdtat in prealabil cu acetona sau etanol si perfect uscat. O cantitate
potrivitd de cerneald se aseazd deasupra decupajului ales apoi se foloseste o racletd de silicon
flexibild pentru a intinde cerneala intr-un strat cat mai uniform. Etagele.z,procesului de imprimare

sunt urmétoarele:
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- imprimarea contactelor electrozilor in aceeasi etapa cu electrodul de referintd (ER) folosind
un sablon potrivit si cerneald de Ag/AgCl;

- imprimarea electrodului auxiliar (EA) in aceeasi etapa cu electrodul de lucru (EL), folosind
un sablon potrivit si cerneald conductoare de carbon;

- imprimarea stratului polimeric izolator peste contactele electrozilor pentru evitarea
scurtcircuitului;

Stratul de Ag/AgCl a fost imprimat in primul rdnd pe suportul curdtat cu acetona sau etanol,
apoi cerneala a fost uscatd prin expunere pentru 15 minute intr-o autoclavd, la 60°C. Dupa uscarea
completd a cernelei de Ag/AgCl, s-a trecut la imprimarea electrodului auxiliar si electrodului de
lucru utilizdnd cerneald de carbon si respectand aceeasi procedura de uscare. Procesul de imprimare
descris mai sus asigurd o grosime a stratului de cerneald depus de aproximativ 150 um. Pentru a
evita scurtcircuitele din partea de sus a conexiunilor electroxilor, celula electrochimicid (1) se
izoleazi fatd de contacte prin imprimarea pe acestea din urma a unui film izolant din polimer.
Acesta se introduce la autoclava pentru 15 minute la 60°C, etapd ce permite obtinerea unui film
flexibil, care asigurd si separarea dielectricd a sistemului cu trei electrozi, cu expunerea zonei de
detectie. Electrozii astfel imprimati pot rezista la socuri mecanice de tip pliere, indoire, imtindere,
sau rdsucire datoritd proprietifilor elastice ale suportului de polietilend (4), dar si datorita
caracterului flexibil al adezivului izolant. Senzorii astfel obtinuti nu au necesitat niciun fel de
pretratare Tnainte de utilizare si testare.

(iii) Functionalizarea electrodului de lucru de carbon prin depunerea electrochimici a unui
film nanostructurat de platihﬁ

Functionalizarea electrodului de lucru de carbon cu film nanostructurat de platind are ca
scop expandarea suprafetei electrochimic active (disponibile pentru transformarea redox
electrochimicd a analitilor de interes) pruin generarea unui strat poros, tridimensional, alcituit din
nanostructuri ordonate din metal nobil, care permite transferul rapid de electroni intre compusul din
solutie si suprafata electrodics, dar mai ales creste sensibilitatea de detectie a senzorului. Generarea
electrochimica a nanostructurilor de platina se face prin baleierea potentialului electrodului de lucru
intre -0,3 si +1,4 V vs.Ag/AgCl pentru 20 cicluri cu o vitezad de baleiaj de 50 mV s intr-o solutie
de H,PtClg de concentratie 10 pumol Lt preparatd in HC1 0,1 mol L., Voltamogramele multiciclice
inregistrate in timpul procesului de generare electrochimicd a nanostructurilor de platind pot fi

observate In figura 2b.
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(iv)  Fixarea senzorului electrochimic pe suprafata dispozitivului intra-oral

Dupa functionalizare, senzorul electrochimic imprimat (1) se atageaza pe suprafata gutierei
mandibulare (3), in zona frontald, fiind pozitionat pe incisivi, cu celula electrochimicd orientatd in
jos, cum se poate observa in imaginea prezentatd in figura 1b si in imaginea din figura 3, Partea
senzorului in care sunt contactele imprimate se pliazd spre exterior, unde se va realiza conexiunea
cu contactele electrice ale potentiostatului (8), prin intermediul unor file izolate (6). Fixarea in
aceastd pozitie a senzorului s-a realizat cu ajutorul unei régini polimerice biocompatibile utilizate in
lucrdri protetice, care se intdreste dupd expunerea la lumind UV timp de 20 de secunde. Acest
adeziv a facilitat imobilizarea stabild a senzorului electrochimic pe gutierd pe toatd durata testului
efectuat atit in vivo cét si ex vivo, de control. Dupd utilizare, senzorul de unicd folosintd poate fi
indepértat cu usurintd de pe gutierd si inlocuit cu unul nou. Folia flexibild, materialul din care a fost
fabricatd gutiera §i rdsina au fost alese pe baza biocompatibilittii acestora, fiind non toxice si
biocompatibile, potrivite pentru amplasarea in cavitatea bucala.

v) Alimentarea celulei electrochimice la sursa de curent a potentiostatului prin
intermediul unor fire conductoare izolate;

Conectorii electrozilor au fost imprimati in forma serpuitd, cu lungimea de 2,50 cm, ceea ce
asigurd transmiterea curentului de la nivelul celulei electrochimice (1) aflate in contact cu saliva,
pand in afara cavitdtii bucale. Din acest punct se folosesc conectori de tip cablu izolat (6) cu
diametrul de 2,5 mm, care sunt suficienfi de lungi si flexibili pentru a permite conectarea intre
senzor si cablurile specifice (8) ale potentiostatul portabil (5). Lungimea conexiunii serpentine
poate fi modificatd dupd necesitate.

(vi)  Efectuarea testelor de voltametrie puls diferentiald pentru oxidarea CML, respectiv
reducerea MGL si inregistrarea semnalelor de curent obtinute;

Experimentele electrochimice au fost realizate cu ajutorul unui minipotentiostat comercial
de tip EmStat3 Blue (PalmSens) (5), care este alimentat cu ajutorul unui acumulator, iar
transmiterea semnalului analitic inregistrat se face prin intermediul unui sistem Bluetooth integrat,
la o tabletd Samsung Galaxy A2 mini (7), operatd cu sistem Android si cu soft specific pentru
EmStat3 Blue PS Trace. Dispozitivul de testare integral, in stare de functiune si montat in gura
voluntarului este prezentat in figura 5.

S-a utilizat voltametria puls diferentiald, voltamogramele corespunzitoare fiind inregistrate

la baleierea potentialului Ia electrodul de lucru pe domeniul-de1a 0 la +1,5 V vs. Ag/AgCl, cu o
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vitezd de scanare de 0,05 V s in cazul CML, respectiv de la +0,2 la -1,2 V vs. Ag/AgCl, cu o
vitezd de scanare de 0,05 V s” in cazul MGL (vezi figura 4). In aceste conditi experimentale,
testarea pentru cei doi analifi dureazi in jur de 1 minut. Voltamogramele puls diferentiale obtinute
la testarea senzorului salivar in solutii sintetice care contin fie un singur analit, fie ambii analiti sunt
prezentate comparativ cu testele inregistrate in tampon fosfat salin (PBS) de concentratie 0,1 mol L°
!'si pH 7,4 sunt prezentate in figura 6 a pentru CML, respectiv figura 6 b pentru MGL.

Testarea in vivo a senzorului electrochimic salivar (1) a fost de asemenea realizatd pentru
ambii analiti, montdnd didspozitivul de detectie in gura unui voluntar sinitos, inainte si dupa
periajul dentar. Rezultatele obtinute sunt prezentate comparativ cu cele obtinute testand ex vivo
senzorului cu saliva prelevata de la acelagi voluntar, imediat dup testarea in vivo, respectiv testele
inregistrate in absenta analitilor, in PBS 0,1 mol L. Voltamogramele puls diferentiale obtinute
inainte de periajul dentar sunt prezentate in figura 7 a pentru CML si figura 7 b pentru MGL, iar
cele obtinute dupa periajul dentar in figura 8 a pentru CML si figura 8 b pentru MGL.

(vii) Prelucrarea rezultatelor experimentale §i interpretarea datelor obtinute.

Din voltamogramele puls diferentiale obtinute la testarea ex vivo, respectiv in vivo a celor doi
analiti din probe sintetice, respectiv salivd bruti, se extrag informatii care permit atit identificarea
prezentei analitilor in proba (potentialul de oxidare/reducere - E,, care dd informatii privind pozitia
picului de oxidare a CML, respectiv reducere a MGL), cit si determinarea cantitativd a acestora
(indltimea/aria picului de oxidare, respectiv reducere — I,yred, care sunt corelate cu cantitatea de
analiti din probele analizate).

Prin aplicarea inventiei se obtin urmétoarele avantaje:

- Detectia in timp real a compusilor salivari de interes.

- Detectia se realizeazi folosind metode electrochimice simple, iar semnalele de curent care
se inregistreazd corespund transformarii electrochimice a compusilor testati, intensitatea
curentului inregistrat fiind direct proportinonald cu concentratia compusilor testati. Astfel,
procedura de detectie este directd si nu necesitd etichetarea compusilor de interes cu sonde
redox.

- Din punct de vedere constructiv, senzorul electrochimic are o dimensiune redusi (1cm x 0,5
cm), avand cei trei electrozi imprimati pe o suprafati totald ce permite integrarea facila intr-
un dispozitiv intra-oral de tip gutiers. in configuratia propusi in aceastd inventie, contactele

imprimate ale electrozilor ocupd o suprafatd suplimentari de 2,5 cm x 0,5 cm, care permite
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legarea firelor conductoare carea asigura legarea la potentiostatul portabil in afara cavitaii
bucale pentru a evita scurtcircuitarea electrozilor sau curentarea subiectului testat.

Utilizarea prototipului elaborat in cadrul invenfiei creeazd premise optime pentru
monitorizare non-invazivd a unor (bio)markeri cu implicatii biomedicale care pot fi astfel

detectati in vivo din saliva.
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REVENDICARI

Senzor electrochimic pentru detectia salivard realizat prin imprimarea unei celule
electrochimice (1) pe un suport flexibil (4) si atagarea acesteia pe un dispozitiv intra-oral de
tip gutierd (3), caracterizati prin aceea ci, celula electrochimica este amplasatd pe partea
frontald a mandibulei, fiind astfel in contact cu saliva, care este mediul din care se face
detectia. Contactele celor trei electrozi ai celulei electrochimice (1) sunt dispuse in partea
superioard, unde se face legarea la cablurile de alimentare (8) ale potentiostatului portabil si
miniaturizat (5) prin intermediul firelor izolate (6), fard ca acestea sd se afle in contact cu
saliva.

Senzor electrochimic pentru detectia salivard (1), conform revendicarii de la punctul 1,
caracterizatd prin aceea ci, permite detectie salivard simultand a doi biomarkeri de tip
AGEs, aceasta fiind posibila tindnd cont de caracterul redox opus al compusilor (unul
reductibil, celalalt oxidabil) si diferenta semnificativa dintre valorile potentialelor redox ale
acestora (vezi figura 4).

Senzor electrochimic pentru detectia salivard (1), conform revendicdrilor 1 si 2,
caracterizati prin aceea ci, analitii de interes dizolvati in salivd difuzeazi la suprafata
electrodului de lucru (EL) de carbon functionalizat cu film nanostructurat de platina si la
scanarea domeniului de potential de oxidare (pentru CML), respectiv de reducere (pentru
MGL) suferd procese de oxidare electrochimicd, respectiv reducere electrochimica.
Semnalele analitice sub formi de pic de curent de oxidare al CML, respectiv de reducere al
MGL, vor fi inregistrate sub forma unor voltamograme puls diferentiale, din care se
determind valorile potentialelor de oxidare (Epcmy), respectiv reducere (Epmcr) ca fiind
intersectia perpendicularelor trasate din varful picurilor cu axa OX. Aceste valori de
potential sunt specifice pentru analitii testati, permitand astfel identificarea prezentei acestor
compusi din probe necunoscute.

Senzor electrochimic pentru detectia salivard (1), conform revendicdrilor 1, 2 si 3,
caracterizatd prin aceea cii, detectia compusilor salivari care prezintd functiuni cu
potential de transformare redox se realizeaza printr-un__‘iiiééénism de transfer de electroni,

care are loc la interfafa dintre mediul de detectie (éalii;a) si élcéﬁodul de lucru (EL) de
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carbon functionalizat cu platind. Intensitatea curentului de pic de oxidare pentru CML
(Toxcmr), respectiv de reducere pentru MGL (Ireacmr), sunt direct proporfionale cu
concentratiile analitilor de interes din mediul de detectie, permitdnd astfel cuantificarea
(determinarea cantitativi) simultand in mai putin de 5 minute a compusilor de interes din

saliva brutd, fird adaos de reactivi, fara dilutie sau alte pretratamente.
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Senzor pentru detectia

electrochimica salivara a
CML si MGL EL
b | EA
#3 3
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Figura 1, a - reprezentarea schematica a senzorului electrochimic salivar (1) pentru detectie
simultand in vivo, asa cum este fixat pe dispozitivul intra-oral (3) amplasat pe o mandibula falsa
(2); b - detaliu privind geometria senzorului cu cei trei electrozi: EL, EA si ER si ¢ -
reprezentarea suprapusd a voltamogramelor puls diferentiale utilizate pentru detectia salivara a

CML (negru) si MGL (rosu).
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Figura 2, detalii privind celula electrochimica si suprafata de detectie. Comparatie intre celula
electrochimici a - Inainte si ¢ - dupa functionalizarea electrodului de lucru de carbon cu filmul de
platind. EA — electrod auxiliar de carbon; EL — electrod de lucru de carbon, respectiv carbon+Pt;
ER — electrod de referintd Ag/AgCl. b - Voltamograma multiciclicd inregistratd in timpul
functionalizarii electrodului de lucru de carbon prin depunerea electrochimicd a unui film

nanostructurat de platina folosind o solutie de H>PtCis 10 pmol L' in HC1 0,1 mol L-!.
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Figura 3, imagine prezentand modul de amplasare al senzorului electrochimic (1) pe dispozitivul
intra-oral (3) montat pe mandibula falsd (2) si detaliu privind cuplajul firelor izolate (6) la

contactele (8) ale potentiostatul portabil (5) operat prin intermediul unei tablete (7).

o
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Figura 4, voltamogramele puls diferentiale suprapuse pentru detectia simultana a CML — negru si
MGL - rosu. Notatiile se refera la potentialele de pic, respectiv curentii de pic de oxidare a CML

(Ep.eme si Loxcomr) si de reducere a MGL (Epmar $i LredmaL).
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Figura 5, imagine privind amplasarea dispozitivului de detectie intra-oral (3) cu senzorul
electrochimic (1) atasat si cuplajul la potentiostatul portabil (5) realizat prin intermediul unor fire
izolate (6) si contacte specifice (8) si Inregistrarea semnalului analitic pe o tabletd (7) in sistem
fara fir’. Potentiostatul utilizat: EmStat3 Blue (PalmSens) operat prin Bluetoot cu ajutorul unei

tablete Samsung Galaxy A2 mini.

(
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Figura 6, voltamogramele puls diferenfiale suprapuse pentru: a- domeniul potengialului de

oxidare: detecfia CML (voltamogramele inregistrate cu senzorul optimizat in: tampon fosfat salin
de concentratie 0,1 moli L si pH 7,4 — negru; CML 10 ug mL! in PBS 0,1 moli L' si pH 7,4 —
rosu; CML 10 ug mL-!' si MGL 100 ug mL-! in PBS 0,1 moli L' si pH 7,4 — verde); b - domeniul

potentialului de reducere: detecfia MGL (voltamogramele inregistrat cu senzorul optimizat in:

tampon fosfat salin de concentratie 0,1 moli L' si pH 7,4 — negru; MGL 100 ug mL! in PBS 0,1
moli L' si pH 7,4 — rosu; MGL 100 ug mL! si CML 10 pg mL! in PBS 0,1 moli L' si pH 7,4 —

verde).
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Figura 7, teste efectuate cu ajutorul senzorului electrochimic salivar (1). Prezentarea comparativa
a rezultatelor obginute la detectia in vivo, respectiv ex vivo ale: a - CML si b - MGL 1n saliva

bruta recoltatd de la un voluntar sandtos inainte de periajul dentar.
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Figura 8, teste efectuate cu ajutorul senzorului electrochimic salivar (1). Prezentarea comparativa
a rezultatelor obtinute la detectia in vivo, respectiv ex vivo ale: a - CML si b - MGL in salivad

brutd recoltata de la un voluntar sanatos dupa periajul dentar.
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