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Invenţia se referă la un electrod nanostructurat sensibil, şi la un senzor impedimetric1

de măsurare directă a conţinutului de fosfatază alcalină (FA) din fluide biologice, cum este

serul uman.3

FA este un grup de enzime localizate mai ales în ficat şi oase, cantităţi mai mici

găsindu-se, de asemenea, şi în intestine, placentă şi rinichi.5

Măsurarea FA se face, de aceea, pentru depistarea unor afecţiuni ale sistemului osos

şi ale ficatului [Moss DW - “Alkaline phosphatase isoenzymes”, Clin Chem., 28 (10), pp.7

2007-16, 1982], FA fiind esenţială pentru procesele de mineralizare, jucând un rol important

în creşterea şi dezvoltarea oaselor şi dinţilor [Orimo H., - “The mechanism of9

mineralization and the role of alkaline phosphatase in health and disease”, J Nihon

Med Sch., 77(1), pp. 4-12, 2010].11

În mod curent, determinarea conţinutului de FA se face printr-o tehnică spectrofoto-

metrică, descrisă de Mc Comb, o tehnică indirectă, laborioasă şi scumpă [McComb R. B.,13

Bowers G. N., Posen S., - “Alkaline phosphatise”, Plenum New York, USA, 1979].

Recent au fost propuse şi mai multe metode electrochimice de măsurare, bazate pe15

reacţiile antigen - anticorp sau alte reacţii ale FA în soluţie [Shi-Ping RU, Jian WU, Yi-Bin

YING, Feng JI, - “Electrochemical Detection of Alkaline Phosphatase Using Ionic17

Liquid Modified Carbon Nanotubes Electrode”, Chinese Journal of Analytical

Chemistry, Volume 40, Issue 6, June, pp. 835-840, 2012; Miao P., Ning L., Li X, Shu Y,19

Li G., - “An electrochemical alkaline phosphatase biosensor fabricated with two DNA

probes coupled with 8 exonuclease”, Biosens Bioelectron, Sep 15;27 (1), pp. 178-82,21

2011; Pablo Fanjul-Bolado, David Hernández-Santos, Maria Begoña González-García,

Agustin Costa-García, - “Alkaline phosphatase-catalyzed silver deposition for23

electrochemical detection”, Analytical Chemistry 79(14), pp. 5272-7,

DOI:10.1021/ac070624o, 08/2007; Shuichiro Ito, Shin-ichi Yamazaki, Kenji Kano, Tokuji25

Ikeda, - “Highly sensitive electrochemical detection of alkaline phosphatase”, Elsevier

Analytica Chimica Acta, 424, pp. 57-63, 2000; Elizabeth Kelso, John McLean, Marco F.27

Cardosi, - “Electrochemical Detection of Secreted Alkaline Phosphatase: Implications

to Cell Based Assays”, Electroanalysis, Volume 12, Issue 7, pp. 490-494, May 2000 şi29

Ho WO, Athey D, McNeil CJ, - “Amperometric detection of alkaline phosphatase

activity at a horseradish peroxidase enzyme electrode based on activated carbon:31

potenţial application to electrochemical immunoassay”, Biosens Bioelectron.

Fall;10(8), pp. 683-91, 1995], acestea sunt tot metode indirecte şi, de aceea, laborioase, şi33

ridică probleme de conservare în timp a performanţelor analitice ale electrodului sensibil,

funcţionalizat biologic.35

În literatură au fost la raportate diferite aplicaţii pentru suprafeţele nanotubulare de

TiO2. De exemplu, Z. Zhang, Y. Xie, Z. Liu, F. Rong, Y. Wang şi D. Fu descriu în “Covalently37

immobilized biosensor based on gold nanoparticles modified TiO2 nanotube arrays”,

Journal of Electroanalytical Chemistry, 2011, vol. 650, pp. 241-247, un biosenzor sensibil39

la glucoză, ce are la bază o suprafaţă de nanotuburi de TiO2 modificată cu nanoparticule de

aur, suprafaţă funcţionalizată prin imobilizarea covalentă a glucozoxidazei. K. C. Popat, L.41

Leoni, C. A. Grimes şi T. A. Desai prezintă în ”Influence of engineered titania nanotubular

surfaces on bone cells“, Biomaterials, 2007, Vol. 28, pp. 3188-3197, un studiu despre43

influenţa suprafeţelor nanotubulare de TiO2 asupra celulelor osoase.
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Problema tehnică pe care o rezolvă invenţia este de a măsura în mod direct fosfataza 1

alcalină din soluţii biologice.

Un prim obiect al invenţiei este un electrod nanostructurat, sensibil la fosfataza 3

alcalină, constituit dintr-un film de nanotuburi de bioxid de titan, sub formă de anatas şi rutil,

cu diametrul de 50 nm şi lungimea de 500 nm, crescute anodic pe titan, tratat termic în aer 5

timp de 2 h la 550/C, şi aurit în vid, la 2 x 10-3 Pa, timp de 30 s.

Un al doilea obiect al invenţiei este un senzor impedimetric, destinat măsurătorilor 7

biomedicale directe de fosfatază alcalină, compus din electrodul sensibil amintit, un contra-

electrod din platină şi un electrod de referinţă de calomel saturat, care formează celula elec- 9

trochimică, şi un bloc electronic pentru spectrometrie de impedanţă electrochimică, ce deser-

veşte celula şi care aplică electrodului sensibil un potenţial continuu de 0 mV faţă de elec- 11

trodul saturat de calomel, şi tensiuni alternative cu frecvenţe între 100 kHz şi 50 mHz, şi

amplitudinea 25 mV, şi înregistrează o diagramă Nyquist, ce reflectă concentraţia de fos- 13

fatază alcalină din electrolit.

Invenţia prezintă următoarele avantaje: 15

- senzorul permite măsurarea electrochimică directă a conţinutului de FA din soluţii

biologice, până la concentraţii de 50 ng/ml; 17

- electrodul sensibil nu necesită funcţionalizare biologică, este stabil practic nelimitat

în timp, nu necesită condiţii speciale de stocare, şi poate fi supus sterilizării fără să i se 19

altereze sensibilitatea;

- costul analizei este redus, numai electrodul sensibil cu film de nanotuburi de bioxid 21

de titan, de 3...4 mm2, trebuie schimbat de fiecare dată.

Electrodul sensibil nanostructurat şi senzorul cu trei electrozi (electrodul sensibil, un 23

contraelectrod din platină şi un electrod de referinţă), cuplaţi la un bloc electronic pentru

spectrometrie de impedanţă electrochimică, conform invenţiei, elimină neajunsurile din 25

stadiul tehnicii prin aceea că electrodul sensibil este constituit dintr-un film de nanotuburi de

bioxid de titan cu diametrul de 50 nm şi lungimea de circa 500 nm, crescut anodic pe titan, 27

care prezintă o morfologie adecvată aderării fizice şi mecanice a FA prezentă în electrolit,

aderare ce modifică specific, la concentraţii mici, dublul strat electrochimic, şi permite spec- 29

trometriei de impedanţă electrochimică să reflecte cantitativ în mod liniar aceste modificări.

Filmul este tratat termic în aer la 550/C, timp de 2 h, pentru cristalizarea anatasului şi 31

rutilului, şi este aurit în vid timp de 30 s, pentru mărirea conductibilităţii electrice la interfaţă,

şi datorită proprietăţilor electrocatalitice ale acestui metal. 33

Se dau, în continuare, două exemple de realizare a invenţiei, în legătură cu fig. 1...4,

ce reprezintă electrodul sensibil nanostructurat 1, senzorul impedimetric 9 şi curbele de cali- 35

brare specifice, însoţite de diagramele Nyquist ale spectrometriei de impedanţă electrochi-

mică efectuate asupra serului uman şi, respectiv, asupra unui extract proteic total, ambele 37

cu conţinut de FA.

Exemplul 1 39

Un electrod sensibil nanostructurat, constituit dintr-un film de nanotuburi de bioxid de

titan (anatas şi rutil) cu diametrul de 50 nm şi lungimea de circa 500 nm 2, crescut anodic 41

pe titan 3, tratat termic în aer la 550/C, timp de 2 h, şi aurit în vid, la 2 x 10-3 Pa, timp de 30 s

4, constituie, împreună cu un contraelectrod din platină 5 şi cu un electrod de referinţă de 43

calomel saturat 6, o celulă electrochimică 7, ce este în contact cu o soluţie de ser uman ce

conţine FA umană, şi este conectată la un bloc electronic pentru spectrometrie de impedanţă 45

electrochimică 8, cu care formează senzorul. Blocul electronic 8 aplică electrodului sensibil

1 un potenţial continuu de 0 mV faţă de electrodul de referinţă de calomel saturat, şi tensiuni 47
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alternative cu frecvenţa între 100 kHz şi 50 mHz, şi amplitudinea 25 mV, înregistrând o dia-1

gramă Nyquist 10, ce reflectă cantitativ concentraţia de FA din electrolit. Curba de calibrare

11, trasată pentru trei concentraţii de FA în ser uman, arată o dependenţă liniară între con-3

centraţii şi parametrul R2 (fig. 3).

Exemplul 25

Senzorul, la fel cu cel din exemplul anterior, se pune în contact cu o soluţie de extract
proteic total, ce conţine FA umană. Se efectuează spectrometria de impedanţă electro-7

chimică, la fel ca în exemplul anterior, şi se citeşte concentraţia de FA ca R2 de pe curba

specifică de calibrare 11 (fig. 4).9
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Revendicări 1

1. Electrod nanostructurat sensibil la fosfataza alcalină (1), caracterizat prin aceea 3

că este constituit dintr-un film (2) de nanotuburi de bioxid de titan, sub formă de anatas şi

rutil, cu diametrul de 50 nm şi lungimea de 500 nm, crescute anodic pe titan (3), tratat termic 5

în aer timp de 2 h la 550/C, şi aurit (4) în vid, la 2x10-3 Pa, timp de 30 s.

2. Senzor impedimetric (9), destinat măsurătorilor biomedicale directe de fosfatază 7

alcalină, compus din electrodul sensibil (1) definit în revendicarea 1, un contraelectrod din

platină (5) şi un electrod de referinţă, de calomel saturat (6), care formează celula electro- 9

chimică (7), şi un bloc electronic (8) pentru spectrometrie de impedanţă electrochimică, ce

deserveşte celula (7) şi care aplică electrodului sensibil (1) un potenţial continuu de 0 mV 11

faţă de electrodul saturat de calomel (6), şi tensiuni alternative cu frecvenţe între 100 kHz
şi 50 mHz, şi amplitudinea 25 mV, şi înregistrează o diagramă Nyquist, ce reflectă concen- 13

traţia de fosfatază alcalină din electrolit.
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