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1. Introducere în nanotehnologie 

 „Discovery consists of seeing what everybody seen and thinking what nobody has thought” 
 

Albert von Szent-Gyogyi 
The Scientist Speculates,1962 

 
If our small minds, for some convenience, divide this…Universe into parts - physics, biology, 

chemistry, geology, astronomy, and so on – remember that nature does not know it! 
 

R. P. Feynman, 1963 

“When nature finishes to produce its own species, man begins using natural things in harmony 
with this very nature to create an infinity of species” 

 
Leonardo da Vinci  

 
 Secolul XXI se confruntă cu transformări de anvergură atît în ştiinţele naturii cît şi 
la nivel social, economic, uman. Societatea tinde spre informatizare şi globalizare a 
schimburilor comerciale datorită dezvoltării şi integrării pe verticală respectiv pe orizon-
tală a proceselor de producţie avansate ce înglobează ultimele inovaţii ale ştiinţei şi teh-
nologiei. Ca orice transformare impactul asupra mediului, dezvoltării sociale, sănătăţii, 
dezvoltării demografice respectiv a necesarului de energie este considerabil. Asistăm la 
transformări şi crize de neimaginat altădată: reducerea considerabilă a combustibililor 
fosili, noi tipuri de boli, epidemii care altădată erau necunoscute, transformări ale naturii 
datorită încălzirii glo-bale, creşterea accelerată a stresului, modificări drastice în mediu 
datorită noxelor şi deşeurilor, dispariţii de specii naturale etc. 
 Cum acţionăm să prevenim? Cum monitorizăm aceste fenomene? Ce soluţii avem 
pentru surse noi de energie şi combustibili ecologici? Cum reintegrăm deşeurile? Cum 
prevenim bolile sau le vindecăm pe acelea incurabile? 
 Ce soluţii ne oferă ştiinţele şi tehnologiile actuale sau cele de viitor? 
 Un răspuns categoric nu exisă iar lucrurile trebuiesc privite în dinamica dezvoltării 
societăţii care este o societate de consum adică lucrurile bune astăzi devin neutilizabile 
mîine datorită apariţiei altora mai performante. 
 Un răspuns actual este dezvoltarea şi implementarea nanotehnologiilor la orice 
scală de dezvoltare a societăţii în curs de globalizare. 
 Nanotehnologia este germinată de rezultatele ştiinţelor interdisciplinare din secolul 
XX şi a noilor instrumente de investigare la scală nanometrică a materiei. Ea a generat 
ulterior o largă intermixare a ştiinţelor altădată considerate fundamentale şi a propulsat 
noi domenii de cercetare de neimaginat cu cîteva decenii în urmă. În sens restrictiv este 
ştiinţa materialelor a căror proprietăţi depind de dimensiune şi cuprinde: 
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• Nanoştiinţele: fenomenele şi legile fundamentale ale fizicii, chimiei, biolo-
giei aplicate la scală nanometrică.  

• Nanoinginerie: manipularea moleculelor pentru a construi noi tipuri de 
materiale; instrumentele şi metodele prin care sunt proiectate şi realizate 
dispozitive la scală nanometrică, asamblarea lor în produse de larg consum şi 
pentru noi cercetări avansate. 

 Nanotehnologia, “tehnologia fabricaţiei secolului 21”, cuprinde ingineria de înaltă 
precizie, direcţia principală în aplicaţiile biomedicale din arii ca terapia genetică, tran-
sportul dirijat de medicamente, noi tipuri de medicamente, tehnici de sinteză la scală na-
nometrică sau mai concis arta manipulării atomilor individuali şi a moleculelor pentru a 
construi structuri cu proprietăţi dirijate. 
 Nanotehnologia reprezintă abilitatea de a construi obiecte prin asamblarea de atomi 
în secvenţe de timp bine precizate. A construi structuri pornind de la atomi şi molecule 
este necesar inventarea de dispozitive de asamblare la scală nanometrică. Rolul lor este de 
a asambla atomii şi moleculele în miliarde de configuraţii specifice unei structuri nano-
metrice. Capacitatea ansamblurilor de a se autoreplica este una din cerinţele de bază a in-
strumentelor nanometrice. Fiecare nanoinstrument va trebui să opereze în mod propriu şi 
să fie programabil. 
 Materialele sintetizate a căror dimensiuni caracteristice se situează între 1nm şi 100 
nm au proprietăţi dependente de dimensiune. Aceasta prezintă un interes ştiinţific 
deosebit. Cu cît dimensiunea unui material se reduce cu atît fenomenele cuantice sunt mai 
pronunţate iar defectele sunt mai puţin importante ca în procesele de sinterizare ca 
exemplu.  
 Interesele industriale sunt enorme: depăşirea limitărilor din litografie pentru 
tehnologia semiconductorilor, cererea de control la nivel molecular, simplificarea pro-
ceselor, durificarea suprafeţelor, aplicaţii fotonice, controlul permeabilităţii, biocompa-
tibilitate pentru a enumera cîteva din ele 
 Nanotehnologia: este un domeniu multidisciplinar care aduce marile realizări şti-
inţifice din Fizică, Chimie, Biologie, Matematică şi Ştiinţa materialelor spre aplicarea lor 
la a construi cu atomi şi molecule materiale la scală nanometrică cu inteligenţă artificială, 
structuri biocompatibile, surse de energie neconvenţionale, nanoroboţi pentru medicină, 
cipuri cu densitate mare a componentelor şi biomateriale auto-replicabile etc. Metoda de 
construcţie de jos în sus este astăzi cunoscută ca “building from bottom-up”. Este 
domeniul unde structurile biologice (ADN, proteine, oligomeri şi bio-oligomeri) sunt 
arhitecturate cu materiale sintetizate la scală nanometrică utilizînd tehnici combinte din 
fizică şi chimie (microscopia de forţe atomice, nanolitografia, fascicule mole-culare, 
nanoelectrochimie, sol-gel) cu cele din genetică; domeniul unde moleculele şi polimerii 
devin dispozitive electronice (electronica moleculară); domeniul unde proprietăţile 
materialelor sunt exploatate la extrem pentru tehnica spaţială; domeniul unde se dezvoltă 
întrega tehnologie a informaţiei. 
 Ramurile Nanotehnologiei: nanofabricaţie, nanomecanică, nanorobotică, nano-
compozite şi compozite nanostructurate, nanobiotehnologie, nanomedicină, electronică 
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moleculară, MEMS, NEMS (sisteme micro/ nanoelectromecanice), microfluidică, medi-
camente inteligente, textile inteligente, biosenzori, econanotehnologie. 

Nanotehnologia a revigorat întreaga industrie electronică; astăzi dimensiunile unui 
tranzistor nu depăşeşte 180 nm într-un procesor 

Aceste domenii de cercetare vor profita de combinarea eforturilor teoretice şi 
experimentale din electronica moleculară şi materialele inteligente supramoleculare.  
 Conexiunea dintre ramurile nanotehnologiei o constiuie Sistemele Micro şi Nano-
electromecanice, discipline noi create o dată cu dezvoltările rapide din nano şi micro-
litografie, microelectronică, stereolitografie.  
 Dispozitive MEMS, NEMS, bioMEMS sunt aplicate la structuri complexe 
inteligente care cu o decadă în urmă practic erau de domeniul science fiction. Domeniul 
este focalizat în prezent pe crearea de micro/nanosisteme în efortul de combatere a 
terorismului, aplicaţii în securitatea domestică (protecţia caselor, terenurilor etc), secu-
ritatea electronică, siguranţă în exploatare. 

Aspectele multidiscipinare sunt extem de complexe pentru înţelegerea ingineriei 
acestor sisteme ce acoperă arii extem de largi: nanostructuri, nanoelectronică, micro-
fluidică, senzori biochimici de înaltă rezoluţie, detecţia substanţelor chimice şi a agenţilor 
biologici nocivi, microsenzori pentru radioactivitate, senzori cu consum redus de putere, 
aplicaţii medicale, investigări noninvazive, biomimetică, secvenţierea rapidă a ADN-ului, 
transportul la ţintă a medicamentelor, polimeri electronici, nanooptică, tehnici analitice la 
nivel nanometric, nanoasamblare, nanointegrare, tehnologia informaţiei la scală nano-
metrică, nanosisteme multifuncţionale, bionanointerfeţe. 

Tehnologiile implicate în această ramură: microstereolitografie, microformări prin 
matriţare şi extrudare la dimensiuni submironice. 

Produse şi servicii generate de nanotehnologie: 
• Dispozitive chimice inteligente, compatibilitate pentru microsisteme; 

chimice, biocompatibilitate pentru bioMEMS; 
• Senzori şi actuatori inteligenţi; 
• Microsisteme MEMS inteligente pentru microanalize; 
• Nanosisteme utilizate în transportul la ţintă a medicamentelor; 
• Electronica comunicaţiilor: microantene cu autocontrol, reconfigurabile; 

tehnologia Bluetooth; RF-MEMS;  
• Laborator-pe un cip (lab on chip): compensare, autocalibrare, transmisie de 

date; cipuri hibride; interfeţe auto-adaptabile; 
• Materiale pentru electronic packaging; 
• Polimeri, biopolimeri autoasamblabili; 
• Sisteme CAD/CAM pentru structuri MEMS: modelare electro-termo-

mecanică, microfluidică;  
• Pentru medicină, farmacie, bioingieria dispozitivelor Lab- on cip, biologie 

moleculară, inginerie genetică, proteomică, biomimetică: nanoboţi tran-
sportori de medicamente reparatori de ţesuturi, nanoboţi cu proprietăţi de 
anticorpi, nanoboţi sanepizi.  
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• Tehnologie IT: dispozitive pe structuri CNT (nanotuburi de carbon), 
nanofotonică, pile sau celule de combustie nanometrice, dispozitive 
spintronice. 

Practic este imposibil de a predicta implicaţiile nanotehnologiei dar simplu am 
putea considera că noile domenii ce apar se dezvoltă într-un ritm alert. Oricum trebuie să 
remarcăm un lucru esenţial despre nanotehnologie şi produsele ei: 
„Primul lucru care trebuie a fi cunoscut despre tehnologie este acela că tehnologia prin 
ea însăşi nu crează bogăţie, plus valoare şi bunăstare. Numai produsele şi serviciile care 
sunt create de tehnologie pot fi vîndute sau comercializate. În timp ce este adevărat că 
tehnologia poate conduce la procese care pot crea plus valoare prin îmbunătăţirea 
eficienţei unor operaţii existente, dezvoltarea şi furnizarea acestor procese este frecvent 
realizată de către o altă firmă ce oferă acest tip de serviciu. Există deasemeni o asociere 
apropiată dintre un nou proces şi un nou produs sau serviciu”  

Denzil J. Doyle, Making Technology Happen,2001 
  
 Întrucît capitolele ce tratează diferite aspecte ale implicaţiilor nanomaterialelor în 
biosenzori şi medicină, consider că este necesar a da unele definiţii: 
Nanobiotehnologie: ştiinţă multidisciplinară care aplică instrumente şi procese din nano 
/microfabricaţie pentru a construi dispozitive în vederea studierii biosistemelor, micro-
analiza biomoleculelor prin interfaţarea unei singure celule, ridicarea profilului meta-
bolismului şi biochimismului ei, analiza răspunsului la diferiţi analiţi; nanoparticule 
inspirate din biologie; biosenzori, celule de combustie microbiene, noi tipuri de markeri 
etc 
Nanomedicină: descrie un set de capabilităţi a sistemelor de maşini moleculare care pot 
fi utilizate în diagnostic, tratament şi reparări de ţesuturi sau organe: dispozitive medicale 
nanorobotice, abilitatea de a recunoaşte, sorta şi transporta molecule, autogenerare, comu-
nicare cu medicul, abilitatea de a migra prin tot corpul de a manipula obiecte micro-
scopice, de a dezafecta celule şi viruşi, evidenţierea genelor responsabile de cancer 
eventual repararea lor. 
Econanotehnologie: nanotehnologia în protecţia mediului şi a poluării, epurarea mediu-
lui şi soluţii noi de energie regenerabilă, recuperarea şi menţinerea biodiversităţii, toxi-
citatea nanoparticulelor (nanonoxe). 
 Lucrarea de faţă abordează teme şi subiecte de mare actualitate fiecare capitol 
putînd fi studiat separat. Ea este rezultatul lecţiilor de curs ţinute la secţiile de master de 
Biofizică şi Fizică medicală, Fizica Polimerilor dar mai ales al cercetărilor din diferite 
contracte naţionale şi internaţionale pe teme diverse ce au dezvoltat aceste subiecte: 

1. FP-6, TOK, Biological and microbial fuel cells ( TOK-Marie Curie) 
2. NATO-SfP 974214, Carbon-Ceramic composite materials for electrical en-

gineering applications. 
3. PN-II-2007, Dezvoltare de biosensori bazaţi pe acizi nucleici pentru evalua-

rea şi monitorizarea unor agenţi toxici cu aplicaţii în bioterorism. 
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4. CEEX-PD-3158, proiect postdoctoral, Celule de combustie – stocare de hi-
drogen. 

5. CEEX- Ctr 25/2005, Impactul micotoxinelor produse de specii de fungi ale 
genului Fusarium, asupra lanţului alimentar; investigarea unor metode de 
contracarare a toxicităţii acestora în scopul îmbunătăţirii calităţii şi securităţii 
alimentare la nivelul standardelor impuse de aderarea la UE. 

6. CEEX-Ctr 88/2005, Materiale alternative multifuncţionale cu cost scăzut, 
pentru pile de combustie cu electrolit polimer (PEMFC) ce operează la tem-
peraturi mai mari de 180°C. 

7. CEEX-Ctr. 635/2005, Sticle ecologice obţinute prin nanotehnologii, pentru 
atenuarea, adaptarea şi reastaurarea factorilor de mediu naturali . 

8. PCI 2006-Universitatea din Bucureşti, Măsurarea, caracterizarea şi manipu-
larea structurilor nanometrice cu microscopia de forţe atomice 

9. CEEX-Ctr 60/2006, Administrarea dirijată de medicamente prin nanostruc-
turi procesate prin tehnici laser pulsate avansate  

10. CEEX- Ctr. 110/2006, Model experimental pentru studiul biodisponibilităţii 
unor factori nutriţionali (Ca, B, fitosteroli) şi influenţa lor asupra mine-
ralizării osului la porc, suport ştiinţific în studiul osteoporozei 

11. MATNANTECH / PF 256 / 2004 Nanostructuri pe bază de carbon sintetizate 
prin tehnici avansate şi acţiunea lor asupra microorganismelor patogene. 

12. CERES / PED, 2004, Acoperiri nanostructurate de biopolimeri obţinute prin 
evaporare laser pulsată asistată de o matrice pentru aplicaţii în industria 
farmaceutică 

 Prin multitudinea subiectelor tratate cartea se adresează specialiştilor din diferite 
domenii ale fizicii, biologiei, chimiei, medicinei şi ingineriei încercînd să furnizeze 
instrumente utile de investigare, concepere, design de dispozitive de senzare şi de uti-
lizare a nanomaterialeor în diverse domenii. Este concepută în aşa fel încît să furnizeze 
cunoştinţele necesare pentru iniţierea studenţilor, tinerilor cercetători în a aborda domenii 
multidisciplinare dar şi pentru cercetători avansaţi care doresc să-şi extindă aria de in-
vestigare spre multidisciplinaritae. 
 Cartea include o serie de rezultate originale, idei şi concepte de utilizare ale nano-
materialelor care sunt publicate pentru prima dată. 
 Fiind rezultatul multiplelor cercetări şi experimentări în domenii diverse aduc pe 
această cale mulţumiri cercetătorilor şi profesorilor care au participat şi sprijinit această 
iniţiativă: 

Profesor universitar dr Ioan Pânzaru, Rector al Universităţii din Bucureşti, pentru 
sprijinul acordat în abordarea acestor cercetări multidisciplinare şi de a înfiinţa 
primul centru de cercetare în nanoştiinţe şi surse alternative de energie 

Profesor universitar dr. Ion Mihăilescu, pentru primul ajutor acordat de a iniţia şi 
forma centrul de cercetare. 

Profesor universitar dr. Emil Barna, Prorector al Universităţii din Bucureşti, pentru 
înţelegerea şi încrederea acordată. 
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Profesor universitar dr. Anton Ciucu, pentru discuţiile şi sugestiile în elaborarea 
capitolelor de biosenzori 

Profesor universitar dr Ion Mihailescu, INFLPR, pentru dezvoltarea de cercetări şi 
a aplicaţiilor radiaţiei laser în manipularea biopolimerilor 

Dr. Ion Morjan şi Dr. Ion Voicu, INFLPR, pentru discuţiile fructuoase de utilizare 
a nanocarbonilor 

Dr. Luminiţa Stamatin, S.C Biolumimedica, pentru experimentele şi cercetările 
dezvoltate pe bionanocompozite, aplicaţii în parazitologie şi microbiologie me-
dicală 

Dr. Ionela Ţăranu, IBNA, pentru discuţiile fructuoase de utilizare a punctelor 
cuantice în detecţia micotoxinelor. 

Dr. Rîmbu Gimi Aurelian şi Dr Iulian Iordache, ICPE-CA, pentru multiplele 
discuţii şi cercetări comune în domeniul celulelor de combustie respectiv bio-
combustie 

Dr. Rodica Cristescu, INFLPR, pentru dezvoltarea de cercetări în metode de tran-
sport dirijat al medicamentelor la ţintă. 

Dr. Elisa Mihai, Dr. Bogdan Sava Alexandru, INOE, pentru de dezvoltarea de 
cercetări în domeniul sticlelor ecologice. 
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2. Biosenzorii în contextul transdisciplinarităţii ştiinţelor 

2.1 De la chemosenzor la biosenzor 

 Lumea în care trăim este rapid dominată de informaţia digitală şi de necesitatea de 
a investiga materia la scală din ce în ce mai mică cu instrumente aparent ultrasofisticate 
ce pot „vedea” atomii şi moleculele la lucru prin interacţia şi asamblarea lor pe diferite 
nivele de organizare. Iniţial, revoluţia digitală a implicat în principal computere autonome 
care gradual s-au integrat în reţele complexe practic globalizate. 
 Unirea calculatoarelor cu sistemele de telecomunicaţii a dus la o creştere enormă a 
accesibilităţii la informaţie şi de aici creşterea cerinţei pentru aceasta. În prezent, această 
cerinţă este dominată de un amestec de texte, audio şi imagini structurate în baze de date 
care astăzi sunt omniprezente prin accesibilitatea la internet. Comunicaţiile şi internetul 
din ultima decadă va alimenta cererea pentru mai multe surse de informaţii şi date despre 
aspecte importante din viaţa noastră, sănătatea, mediul înconjurător, mîncarea, munca 
noastră. 
 Corpul uman şi în general toate fiinţele vii şi-au dezvoltat, în decursul evoluţiei, 
senzorii specifici care să menţină echilibrul fiziologic şi metabolic în raport cu inte-
racţiunea şi schimburile cu mediul înconjurător. Din nefericire modificările ambientale, 
societatea din ce în ce mai tehnologizată, implicarea abuzivă şi neraţională a omului 
asupra biosistemelor regulatoare ale naturii a condus la dezechilibre pe care fiinţele vii 
nu şi le mai pot regla prin sistemelor lor senzoriale proprii. Avem din ce în ce mai mult 
nevoie de senzori artificiali care să fie interfaţa monitorizării şi schimbării. 

 

 

Figura 2.1- Schema tipică a unui instrument de control şi măsurare în senzor. Semnalul 
de la senzor trece într-un buffer- amplificator operaţional-cu impedanţă mare de 
intrare şi protecţie. Semnalul este digitizat de către ADC transformându-se din 
analog în digital.În formă digitală poate fi procesat, stocat, afişat, disponibil spre 
alte locaţii prin reţeaua de comunicaţii 

 Astfel senzorii oferă portale dintre lumea “reală” sau analoagă în care trăim şi lum-
ea digitală a computerelor şi a sistemelor moderne de comunicaţie prin care ne racordăm 
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spre mediul ambiant. Senzorii fac posibil ca să se obţină informaţii în timp real despre 
lucruri pe care le putem vedea, atinge, mirosi şi auzi şi despre alte lucruri care nu le 
putem detecta – lucruri care pot fi nocive sau folositoare pentru noi. Semnalul electronic 
colectat de la senzor este trecut într-un circuit unde este digitizat de un convertor analog-
digital (ADC) (figura 2.1). Informaţia digitală poate fi apoi stocată în memorie, reprodusă 
vizual pe un monitor sau facută accesibilă lumii reale printr-un port digital de 
comunicaţie. 
 Din lumea extrem de diversificată a senzorilor ne vom ocupa de biosenzori, clasă a 
senzorilor chimici, însă pentru o descriere concisă a problematicii biosenzorilor atît de 
vastă şi variată o definiţie se impune de la început în contextul general a noţiunii de 
senzor aşa cum figura 2.1 descrie conceptul de detecţie şi prelucrare a semnalului. 
 
 Senzorul în accepţiune largă este un dispozitiv ce detectează un „analit”, A, prin intermediul 

unui „receptor”, R, ce este cuplat la un „traductor”, T. Interacţia analit-receptor 
produce un schimb de electroni sau emite/absoarbe fotoni pe care traductorul îl 
transformă într-un semnal electric sau fotonic, analogic sau digital 

 
În figura 2.2 este prezentată schema de principiu a unui senzor. 

Figura 2.2- Principiul general de construcţie şi funcţionare a unui senzor. Interacţia A-R 
produce un semnal intern preluat de detector , aflat în contact intim cu transfer spre 
traductor (figura 2.1) 

 Un senzor chimic sau biologic funcţionează pe principiul descris în figura 2.2 prin 
emiterea de semnal (tensiune sau curent electric, fotonic) ca răspuns la o reacţie chimică 
cum ar fi legătura dintre două molecule. Acest eveniment implică un receptor chimic sau 
biologic, R (ligand macrocilic, enzimă anticorp etc) care se leagă cu o moleculă ţintă 
specifică dintr-o probă de studiat, analitul, A. Transmiterea semnalului este realizată prin 
cuplarea cu un traductor, T care interfaţează procesele din senzor cu unitatea de pre-
lucrare –transformare într-un semnal măsurabil. Detaliu de funcţionare şi construcţie 
pentru chemosenzor /biosenzor este prezentat în figura 2.3. Conceptul descris în figura 
2.3 arată că biosenzorii sunt o clasă, astăzi extrem de vastă cu particularităţi specifice.  
 Astfel putem să adîncim definiţia de biosenzor spre particualarităţile lui. 
Biosenzor-dispozitiv sensibil la un stimul fizic sau chimic (cum ar fi căldura sau 
aciditatea, metabolismul) care transmite informaţii despre procesele vitale. Biosenzorii se 
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ocupă cu detectarea semnalelor fiziologice şi transformarea lor în semnale “tehnice” 
standardizate, de cele mai multe ori electrice, pentru a fi cuantificate din analog în digital. 

Figura 2.3 În chemosenzor, procesul chimic selectiv ce apare în sau pe filmul 
/membrana chemosenzitivă este cuplat cu traductorul de semnal . Exemple 
de mecanisme comune implicate includ legarea host-guest (reactant-
substrat reactiv), reacţii catalitice sau redox. În senzorul biologic un proces 
biologic selectiv este direct legat de membrană care este cuplată la tra-
ductor pentru generarea semnalului 

 Analiza de semnale în medicină şi biologie vizează prelucrarea semnalelor înregi-
strate prin măsurători în scopul extragerii maximului de informaţie utilă în diagnosticare 
şi monitorizare. Pe baza acestei descrieri generale se observă că senzorii în particular bio-
senzorii pot fi clasificaţi după natura traductorului sau a semnalului procesat, figura 2.4.  
 Figurile 2.1, 2.2, 2.3, 2.4 arată că un senzor este un instrument de măsurare a mări-
milor fiziologice transformîndu-le în semnale măsurabile. 
 Acest aspect a parcurs în ultimii ani drumul de la simpli traductori şi aparate de 
măsură la sisteme complexe care integrează atît electronica analogică, cît şi digitală. 

 

Figura 2.4- Clasificarea senzorilor după natura proceselor măsurate de traductor
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 Stadiul actual de dezvoltare este cel din figura 2.1 unde totul este integrat şi 
digitizat. Operaţiile care în mod tradiţional se efectuau analogic (filtrare, sumare, scădere, 
diferenţiere, integrare) tind să se facă în măsură tot mai mare prin algoritmi de calcul im-
plementaţi în unitatea de achiziţie şi procesare de date devenind sisteme moderne de 
măsurare şi transmitere a mărimilor fiziologice.  
 Efectul acestei tendinţe de miniaturizare şi digitizare a aparaturii simultan cu creş-
tearea performanţelor a condus la implementarea de funcţiuni mai complexe care la 
nivelul analogic ar necesita un număr mare de componente liniare discrete (rezistori, con-
densatori, tranzistori, diode, amplificatoare operaţionale). 
 Biosenzorii au o istorie recentă. În a doua jumătate a secolului XX biosenzorii erau 
consideraţi ca o ramură derivată a chemosenzorilor. Dezvoltarea ca ştiinţă transdisciplina-
ră s-a datorat succeselor curente ale biosenzorului de măsurare a glucozei pentru diabetici 
o metodă convenabilă, igienică, compactă de automonitorizare. Cu acest eveniment bio-
senzorii au arătat un potenţial enorm de a detecta o varietate largă de analiţi în medicină, 
industria alimentară, monitorizarea mediului, apărare, securitate. În tabela 2.1 sunt su-
marizate interferenţele aplicaţiilor chemosenzorilor -biosenzorilor în decursul evoluţiei 
lor. Aşa cum este prezentat în tabela 2.1, există multe domenii cu aplicaţii importante 
pentru senzorii chimici şi biologici, de la monitorizare continuă a proceselor chimice din 
industrie, sesizarea monoxidului de carbon în case, din mediu ambiant la medicina 
curentă, terapie intensivă, telemedicină 
 

Tabela 2.1: Aplicaţii de uz comun ale chemo şi biosenzorilor 
Aplicaţii Exemple 

Automobile Sistemul de control al alimentării cu combustibil, 
monitorizarea emissilor de gaze şi noxe 

Apărare Aplicaţii militare, contramăsuri în armele biologice şi 
chimice 

Industria aeronautică Sisteme de monitorizare a calităţii aerului în carlinga 
avionului,  

Agricultură Detecţia pH, ierbicide, pesticide 
Industria Chimică Sisteme de monitorizare a emissilor de gaze toxice, 

testare materiale 
Securitate civilă Detcţia gazelor
Mediu, Protecţia 

mediului 
Detecţia poluanţilor din aer, apăşi sol, BOD, controlul 
detergenţilor 

Medicină Diagnostice clinice in vivo sau in vitro, determinarea 
concentraţiei de gaze anestezice, telemedicină, terapie 
intensivă

Control Vamal Detecţia substanţelor ilegale, periculoase, droguri, 
explozivi, substanţe radioactive 

Alimente, Băuturi Determinarea compoziţiei chimice, mirosuri, nivelul 
de degradare, odorante, controlul fermentaţiei, etc 
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2.2 Biosenzorii şi nanotehologiile 

 Dezvoltarea impetuoasă a biosenzorilor ca`o consecinţă a cerinţelor din medicină, 
protecţia mediului, securitate alimentară a impulsionat tehnologiile actuale spre limite şi 
performanţe nebănuite. Noţiunea de senzor, respectiv biosenzor, a evoluat pe măsura 
creşterii cerinţelor de diagnostic noninvaziv, de investigări şi analize fără reactivi supli-
mentari, de a fi utilizaţi de nespecialişti, de a lucra on-line (regim continu de monitori-
zare) sau de a fi de unică folosinţă. Datorită evoluţiilor actuale spre nanotehnologii bio-
senzorul îşi perfecţionează definiţia. Actual prin biosenzor se înţelege încorporarea sau 
integrarea unui element biologic cu un traductor fizic şi cu instrumentele şi electronica 
aferentă. Se aşteaptă ca în următorii anii să includem în definiţie termeni ca interfeţe hi-
bride alcătuite din biocomponente şi procesoare moleculare 
  În mileniul III biosenzorul nu mai poate fi disociat de tehnologiile avansate din 
optoelectronică, tehnologia siliciului, procesarea de date, electronică moleculară, tehno-
logia IT&C. Aşa cum se va prezenta în următorul capitol clasele de biosenzori se extind 
şi se perfecţionează odată cu noile avansări în nanotehnologie cu un impact asupra bio-
tehnologiei şi medicinei, ecotehnologiilor care acum o decadă era de neimaginat. 
 Domenii specifice ale biologiei şi medicinei unde nanotehnologia se implementea-
ză cu o puternică vigurozitate a generat noi direcţii astăzi cunoscute sub denumiri de na-
nomedicină, nanobiotehnologie termeni deja consacraţi (subdomeniul biosenzori deja este 
privit ca interdisciplinar dintre nanobiotehnologie şi nanomedicină). 
 Nanotehnologia şi biosenzorii s-au impulsionat reciproc în dezvoltare. În etapele 
iniţiale s-au interferat reciproc prin implementarea unor algoritmi numerici mai puternici 
şi mai complecşi (software) ce s-au realizat în cadrul structurii fizice de calcul numeric, 
(hardware) existente. La acestea au concurat progresele tehnologice în termeni de redu-
cere a volumului fizic al componentelor discrete iar ulterior a circuitelor integrate digitale 
care au continuat cu o integrare şi ultraminiaturizare pînă la nivelul de 1nm. În paralel 
dezvoltarea în timp a medicinii a urmat, în mare, evoluţia încercărilor omului de a se cu-
noaşte mai bine, de a împinge tot mai departe cunoştinţele în ceea ce priveşte mediul în 
care se dezvoltă. 
 Treptat, tehnologii avansate şi nanotehnologii din ce în ce mai sofisticate au pă-
truns tot mai mult în cercetarea medicală şi a mediului înconjurător, realizînd o investi-
gare tot mai amănunţită, mai riguroasă, a fenomenelor vieţii, a bolilor, a mediului. 
 Secolul 21 aduce disciplinele din ştiinţele naturii, anterior considerate independen-
te, într-un context de interdisciplinaritate nebănuit odată cu dezvoltarea acestui nou con-
cept: nanotehnologia. 
 Nanotehnologia reprezintă ştiinţele la scală nanometrică, manipularea materiei na-
nometrice în realizarea de noi structuri şi ansamble moleculare. Un nanometru reprezintă 
a miliarda parte dintr-un metru, aproximativ 1/80000 din diametrul firului de păr sau de 
10 ori diametrul atomului de hidrogen. 
 
 O definiţie: Nanotehnologia este tehnologia bazată pe arta manipulării atomilor individuali şi 

a moleculelor pentru a construi structuri cu proprietăţi dirijate. 
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 Nanotehnologia reprezintă abilitatea de a construi obiecte prin asamblarea de atomi 
la un moment de timp în secvenţe bine precizate. În prezent cu instrumentele puse la 
dispoziţie de nanotehnologie, inginerie genetică, proteomică construim obiecte de „jos în 
sus=bottom-up” adică ansamblăm atomi şi molecule în structuri. 

 
Figura2.5- Dispunerea organizării materiei pe scală nanometrică-micrometrică

 Pentru a realiza aceasta este necesar de alte tipuri de instrumente şi dispozitive de 
dimensiuni nanometrice. Pentru a realiza obiecte macroscopice avem nevoie de miliarde 
de aceste mici dispozitive (ansambleri). 
 A reproduce aceste tipuri de instrumente avem nevoie de o metodă de a se autore-
produce sau de instrumente de replicare (replicatori). Noile instrumente nanometrice ne-
cesită a fi programabile pentru a realiza un anumit tip de operaţie. În figura 2.5 sunt pre-
zentate diferite nivele de organizare ale materiei. la scală nanometrică şi micrometrică. 
 Se constată imediat că instrumentele nanotehnologiei au dimensiuni sub acelea ale 
virusurilor. Obsevăm uşor din figura 2.6 cum noile instrumente ale nanotehnologiei pot 
manipula atomi şi molecule la scală nanometrică. 
 Iată că în acest context traductorii, componente esenţiale într-o structură senzorială, 
capătă semnificaţii cu totul deosebite datorită miniaturizării şi integrării pe scară largă în 
circuitele integrate devenind ele însăşi cipuri cu o puternică interfaţare a proceselor de 
reacţie analit-receptor.  
 Cînd receptorul conţine componente biologice parţial sau total integrate pe tra-
ductor atunci orice tip de senzor capătă definiţia de BIOSENZOR- ca un atribut generic. 
 În acest context şi noţiunea de biosenzor evoluează mai ales privit ca domeniu de 
aplicaţie. În ultima decadă termenul de biosenzor a fost în variate moduri aplicat la un 
număr de dispozitive fie pentru monitorizarea sistemelor vii sau pentru acelea care au 
încorporate elemente biotice. Recent comitetul IUPAC [1] a încercat o lămurire a defi-
niţiei termenului de biosenzor printr-o sistematizare a literaturii de specialitate care în de-
cursul timpului a fost utilizat pentru a descrie termometre, spectrometre de masă, dispo-
zitivele de determinare a daphniei în ecosistemul apelor, echipamente electrofiziologice, 
identificări de elemente chimice prin electrozi ionselectivi. 
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Figura 2.6- Manipulatoare al materiei de la scală micro (a) -implantări din ingineria 
genetică- la nanoscală (b) unde prin AFM ( microscopia de forţe atomice) se pot 
poziţiona şi asambla atomi sau molecule (mecanosinteza) sau lucra cu fluide şi 
transport de elemente bio( micro/nanofluidică) (c) 

 Prin consens s-a stabilit că termenul trebuie să fie rezervat pentru utilizarea în con-
text modern ca un senzor ce încorporează elemente biologice cum ar fi, enzime, anticorpi, 
acizi nucleici, microorganisme sau celule. IUPAC sugerează ca acest termen să fie pe 
deplin folosit în acest context. O dată cu dezvoltările din nanotehnologie care au adus o 
extrem de largă interdisciplinaritate iar materialele sunt în prezent manipulate la scală 
nanometrică noţiunea de biosenzor capătă o definiţie mai largă: 
 
 Biosenzorul va fi definit ca un dispozitiv analitic compact  încorporînd un element senzorial 

biologic sau derivat biologic integrat intim cu un traductor fizico-chimic. Scopul 
biosenzorului este de a produce un semnal electronic  analogic sau digital care este 
proporţional cu concentraţia unui analit singular sau a unui grup de analiţi [2]. 

 
 Actual, biosenzorii sunt utilizaţi în foarte multe domenii cum ar fi medicină, indus-
tria chimică, alimentară, farmaceutică, tehnică militară şi de aceea este necesară cunoaş-
terea principiilor de construcţie şi funcţionarea lor. Domeniul în care aceste dispozitive şi-
au găsit o largă utilizare fiind cel medical se impune cunoaşterea mecanismelor de reacţie 
şi a afinităţii enzimelor şi microorganismelor pentru diferite substraturi de interes. 
 Cercetările actuale au ca scop miniaturizarea de a crea arii de senzori, structuri in-
tegrate, laboratoare de analiză pe un singur cip, creşterea sensibilităţii şi a timpului de 
viaţă, scăderea timpului de răspuns, lărgirea plajei de utilizare şi scăderea costurilor de fa-
bricaţie a acestor dispozitive. 
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2.3 Biosenzori, biodiagnostic, nanobiotehnologie, nanomedicină 

 Astăzi vorbim despre platforme de diagnostic, imagistică moleculară şi diagnostic 
molecular, caracterizarea proceselor şi structurilor biologice. Toate acestea au la bază 
fundametarea şi dezvoltarea biosenzorilor. Fără ei nu am putea astăzi să dezvoltăm do-
menii ca: sisteme de detecţie şi identificare, recunoaştere moleculară, nanoparticule fun-
cţionalizate cu sisteme biologice, arii de senzori cu înaltă sensibilitate şi răspuns rapid, 
imagistică cu microscopia de baleiaj prin forţe atomice- SPM (scanning probe micro-
scopy) a structurilor biologice, detecţia intracelulară a biomoleculelor, ingineria nanobio-
interfeţelor. 
 După cum se observă ne apropiem de punctul unde detecţia unei singure molecule, 
determinarea in vivo cu precizie a proprietăţilor biologice şi a interacţiunilor specifice va 
fi posibilă. Atingerea acestui ţel va permite cercetătorilor, medicilor, tehnicienilor de: 

- A obţine o detecţie sigură a biomoleculelor în volume de probe minimale, 
evaluarea şi diagnoza rapidă din materiale neprocesate, direct prelevate- de 
exemplu diagnoza rapidă a bolii sau detecţia incipientă a contaminării biolo-
gice. 

- A studia ciclul de viaţă în timp real a organismelor la nivel molecular, de ex-
emplu pentru determinarea interacţiei intracelulare a proteinelor virale cu ce-
lulele lor ţintă conducînd astfel la o mai bună înţelegere a bolilor asociate. 

- Investigarea dinamicii proteomice şi astfel diferenţierea căilor şi a răs-
punsului celular la schimbările din mediul ambiant. 

 Astăzi discutăm şi elaborăm concepte despre: 
1. Platforme de diagnostic: arii de biosenzori incluzînd acelea de a utiliza na-

noparticule imobilizate şi metode de identificare rapidă cu cantităţi minimale 
de probe de material. 

2. Diagnostic imagistic la nivel molecular: utilizarea nanoparticulelor ca solu-
ţie alternativă de diagnostic în timp real a analizei intracelulare, imagistică 
medicală cu nanoparticule. (Un capitol special în lucrare va fi acordat pun-
ctelor cuantice fluorescente ca elemente de identificare şi analiză) 

3. Caracterizarea structurilor şi a proceselor biologice: utilizarea de instru-
mente cum ar fi SPM- cu sondă nanometrică pentru investigarea in situ a in-
teracţiilor biomoleculare şi de aici îmbunătăţirea, perfecţionarea înţelegerii 
dinamicii celulare şi a ciclurilor de viaţă. 

4. Senzori: detecţia în timp real de biomolecule sau organisme cu aplicaţii pen-
tru dispozitive de diagnostic fie la distanţă fie în sistem ambulatoriu 

2.3.1 Biocipurile şi tehnologiile actuale ale secolului XXI 

Ce este un Biocip? 
  Un biocip este un dispozitiv ce conţine o structură de elemente senzoriale indivi-
duale (biosenzori) interconectate după funcţii şi specificităţi de recunoaştere, integrate pe 
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un cip. Numărul de biosenzori pe un cip poate fi de ordinul 106 unităţi. În acest grad de 
integrare se pot realiza un imens set de teste distincte extrem de rapid şi eficient. 
 Biocipurile sunt adesea construite pe acelaşi principii ale microtehnologiei ca şi 
microcipurile. În contrast cu microcipurile, biocipurile nu sunt în general structuri elec-
tronice ( deşi ele pot conţine diferite structuri electronice cuplate la elementele biosen-
zoriale). Premiza cheie a biocipurilor este aceea că ele pot realiza reacţii chimice/ bio-
chimice la micro şi nanoscală. Fiecare biosenzor poate fi gîndit ca un “microreactor” care 
realizează a reacţie chimică specifică cu un analit. Biosenzorii din biocip pot fi realizaţi 
pentru a detecta o largă varietate de analiţi incluzînd ADN, anticorpi, proteine, biomo-
lecule.  
Biocipurile în contextul micro şi nanotehnologiilor 
 Biocipurile în general sunt arii 2D de senzori plasaţi într-o reţea specifică cu 
coordonate bine precizate. De exemplu (figura 2.7) un senzor la coordonatele x-y de 
valoare (4,5) poate senza anticorpul pentru HIV, în timp ce senzorul la coordonatele (7,3) 
poate detecta anticorpul pentru virusul Influenza. Pentru a aranja senzorii în coordonate 
precise sunt abordate tehnici sofisticate de microdepunere de construire a unui lanţ sau o 
matrice de senzori. Tehnica microdepunerii este costisitoare şi de randament scăzut. 
 O altă tehnică recentă angajează tehnica indexării după funcţia ce o îndeplineşte şi 
forma microbiosenzorului. Astfel senzorii pot fi plasaţi oriunde pe cip iar softurile de re-
cunoaştere de imagini pot fi utilizate pentru a citi biocipul. Dispunerea şi formarea bio-
senzorilor pe cip este realizată prin microlitografie sau tehnologia ink-printing sau de 
contact-printing. Avantajele sunt multiple: 1. senzorii pot fi produşi în loturi sau secvenţe 
care pot fi asamblaţi în paralel sau serial furnizînd un randament înalt de fabricaţie. 
2.Senzorii pot fi asamblaţi pe arii foarte mici, cu distanţe reduse între ei. 3. Pot fi generate 
structuri 3D furnizînd semnale mari faţă de structurile 2D . 4. Poate fi încorporată orice 
tip de reacţie biochimică 5. Senzorii pot fi produşi separat şi asamblaţi ulterior după spe-
cificitate şi natura aplicaţiei. Iată un concept avansat de platformă de diagnostic tip 
biochip (figura 2.7) pentru a detecta o clasă de virusuri. 
2.3.2 Biocipuri, nanobiotehnologia, nanomedicina 

 Implementarea cuceririlor din biologie chimia supramoleculară şi biochimie pe 
suportul nanotehnologiei şi a instrumentelor de investigare la scală nanometrică dezvol-
tate în fizică a generat noul domeniu, acela al nanobiotehnologiei, unde biosenzorii şi bio-
cipurile ocupă un loc preferenţial. Inferarea lor în medicină a generat noul domeniu: 
nanomedicina domeniul unde tehnicile non invazive şi autoreparatorii sunt elementele 
esenţiale ale viitorului medicinei. Curînd vom asista la sisteme şi nanoroboţi care vor lua 
locul chirurgiei şi tratamentelor invazive: transportul dirijat al medicamentelor la ţintă, 
nanoboţi injectabili cu informaţii precise ce vor repara organe, generarea internă de celule 
de biocombustie pentru întreţinerea activităţii inimii sau a sistemelor pulmonare, neuro-
nale, reglarea glucozei din sînge de către celulele de biocombustie miniaturizate etc. 
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Figura 2.7- Arii de senzori interconectaţi prin nanofire (NW) ce pot detecta natura 
virusului care trece prin structura de microcanale dintr-un fluid biologic colectat. 
Fiecare arie de senzori detectează forma, dimensiunea tipul de toxină, activitatea 
specifică, preluând un semnal de prezenţă (S) şi un semnal de detecţie specific 

 Cîteva din perspective sunt sumarizate, începînd de la faimoasa publicaţie a lui 
Feynman: (Richard Feynman Plenary Lecture on Nanotechnology, 1963):  

1. Electronica la scală moleculară- manipularea electronilor pe structuri ADN 
şi proteine, asamblarea lor în structuri cu proprietăţi electronice 

2. Nanobioelectronica pentru biosenzori 
3. Celule de biocombustie- sursa internă de energie ce consumă glucoza sau 

alte polizaharide din sînge generînd energie elec-trică pentru biostimulatoare 
sau pentru reglarea dozelor din bolile de diabet. Ele sunt surse de convertire 
a deşeurilor şi biomasei în materiale rgenerabile ( agricultură, pesticide, etc). 
Celulele de biocombustie sunt componentele de bază în designul bio-
senzorilor microbieni. 

4.  Circuite bioelectronice 
5.  Arhitecturi supramoleculare la interfaţa electrod-electrolit, pentru aplicaţii 

în biosenzori 
6.  Detecţia electrochimică a acidului 2,4 diclorofenoxiacetic sau a altor toxine, 

mirosuri, odorizante etc. ( nasuri electronice) 
7. Nanostructuri polimere,1D-2D-3D, elemete suport în biosenzori, protezare 

medicală 
8. Microarii ca porţi de legătură cu sistemele biologice. Interfeţele neuronale 

artificiale 
9. Dispozitive de calcul nanometrice formate din biomolecule cuplate cu inter-

feţe clasice şi biologice 
10. Optica nanometrică în biosenzori şi biotehnologie 
11. Materiale nanocompozite, nanostructurate  
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12. Biocipuri, componente în alte tipuri de arhitecturi  
13. Asamblarea de peptide la interfeţe 
14. Dinamica şi fluctuaţiile ADN-ului 
15. Imprimare moleculară  
16. Investigarea sistemelor de polimerizare electrochimică în procese sol-gel. 

Modificarea electrozilor prin funcţionalizarea xerogelurilor anorganice 
17. Biosenzori impedimetrici pe structuri de proteine şi celule 
18. Polimeri inteligenţi: aplicaţii la elaborarea de dispozitive bioanalitice 
19. Investigări în timp real cu biosenzori în timpul operaţiilor chi-rurgicale 
20. Investigarea mediilor moleculare prin optica neliniară, lumi-niscenţă, etc 

Alte domenii transdisciplinare generate de biosenzori şi nanotehnologii 
• Microarii, biocipuri, sisteme microbioanalitice 
• Neuroprocesoare- senzarea şi procesarea In-Vivo şi In-Vitro a semnalelor ne-

uronale 
• Transportul electric prin ADN,  
• Cip genetic 
• Măsurarea amperometrică a exocitozei veziculare din neurotransmiţători: 

descifrarea semnificaţiei biologice şi fizico-chimice 
 Nanobiotechnologie şi NanoBiosisteme 

• Nanoimprintarea biomoleculelor şi a biosuprafeţelor cu microscopia de forţe 
atomice 

• Studiul relaxărilor în ADN cu “pensetele” optice (optical tweezers) 
• Recunoaşterea de mono/oligonucleotide pe monostraturi de filme polimere.  
• Dinamica biopolimerilor, starea dinamică a motilităţii pe bază de actină 
• Reglarea proteinelor motor, microtubule  

 Nanobiotehnologie şi Biosenzori 
• Monitorizarea noninvazivă a glucozei prin biocipuri ce controlează 

ultrasonic pielea permeată 
• Arii de microace, cip-microfluidic pentru integrarea unei celule în sistem 
• Senzori colorimetrici pentru analiza bacterială 
• Senzori bacterieni pentru detecţia metalelor grele 
• Efectul biorecunoaşterii (bioafinitatea) şi implicaţiile asupra vieţii cotidiene. 

Monitorizarea genotoxicităţii în timpul degradării fotocatalitice a 
paranitrofenolului. 

• Monitorizarea electrochimică a bacteriilor biotinilate denitri-ficatoare 
• Celule-biocip pentru detecţia toxicităţii 

 Iată numai cîteva din domeniile unde biosenzorii au impulsionat cercetările cu rea-
lizări notabile. Biosenzorii au propulsat domenii de graniţă şi au creat noi domenii şi 
ştiinţe: chimia supramoleculară; tehnici de autoasamblare; concepţia de noi receptori sin-
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tetici utilizînd metode combinatoriale; imprintări moleculare (molecular imprinting); 
nanosisteme; ingineria proteinelor, acizilor nucleici şi a zaharidelor ca receptori şi siste-
me catalitice; ingineria biomoleculelor capabile de a avea funcţiuni suplimentare cum ar 
fi transducţia semnalelor (fire moleculare) sau transmiteri mecanice (motoare moleculare, 
braţe moleculare; senzori cu acizi nucleici, cipuri cu ADN; imunosenzori, senzori pe 
structuri enzimatice; receptori naturali şi sintetici; proteomica şi analiza individuală a ce-
lulei; bioelectronica, celule de biocombustie, sisteme nanoanalitice 
 Deşi aceste cuceriri ale ştiinţelor de graniţă apăreau ca lucruri de neimaginat acum 
20 ani totuşi avem cîteva elemente cheie de control care indiferent de scala de lucru sunt 
de o importanţă perpetuă: selectivitatea, sensibilitatea, stabilitatea în proiectarea de siste-
me senzoriale integrate cu structuri şi aranjamente de elemente senzitive.  
 Observăm că indiferent ce concept se abordează în construcţia şi realizarea de bio-
senzori ne confruntăm cu urmatoarele probleme: 

1. Sterilizarea directă a biosenzorilor este imposibilă; 
2. Pentru calibrarea biosenzorilor sunt necesare măsuratori discrete; 
3. În majoritatea cazurilor, concentraţiile compuşilor depăşesc domeniile de 

răspuns liniar ale biosenzorilor; 
4. Stabilitatea biosenzorilor este afectată de stresul mecanic şi termic; 
5. Sensibilitatea şi reproductibilitatea: parametrii ce asigură bu-na funcţionare a 

biosenzorilor, gradul de noninvazivitate. 
 Merită în acest context să sumarizăm o scurtă retrospectivă a dezvoltării istorice a 
biosenzorilor pentru a realiza conexiunea dintre fenomene fundamentale şi tendinţele ac-
tuale. 
2.3.3 Scurt istoric 

„1986: ROYAL SOCIETY, Londra, s-au definit biosenzorii ca fiind dispozitive bazate pe cuplajul 
spaţial direct al unui compus biologic activ imobilizat cu un traductor şi un amplificator 

electronic”. 
„as a compact analytical device incorporating a biological or biologically-derived sensing 

element either integrated within or intimately associated with a physicochemical transducer. The 
usual aim of a biosensor is to produce either discreţe or continuous digital electronic signals 

which are proportional to a single analyte or a related group of analytes”.[2]  
 
 Succesul biosenzorului pentru determinarea de glucoză, a constituit placa turnantă 
a exploziei biosenzorilor. El s-a dezvoltat datorită cerinţelor extraordinare a bolnavilor de 
diabet şi a abilităţii biosenzorilor de a oferi o metodă convenabilă, igienică şi compactă de 
moni-torizare personală. Biosenzorii oferă un mare potenţial de a detecta o largă varietate 
de analiţi în medicina curentă specifice laboratorelor clinice sau tratamentelor în regim 
ambulator; în industria alimentară, în monitorizarea factorilor poluanţi din mediu. 
  
1950 -1960 Electrodul Clark 
 O problemă deosebit de importantă in chimia analitică o constituia selecţia şi în 
particular, cea făcută la concentraţii scăzute şi în prezenţa substanţelor care interferează. 
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 Determinarea sensibilă şi selectivă a unui mare număr de compuşi era şi este în 
continuare foarte utilă pentru cercetările ştiintifice, ca şi pentru unele ramuri industriale 
(chimică şi alimentară).  În domeniul sănatăţii devenea indispensabilă găsirea de metode 
pentru diagnosticarea unor boli iar senzorii cu o fină selectivitate şi uşor de manevrat 
devenise o problemă cheie în perfecţionarea analizelor de laborator. În această perioadă o 
serie de senzori pe structuri solide erau folosiţi la determinarea parametrilor fizici cum ar 
fi temperatura, presiunea, energia sunetului dar analizele calitative şi cantitative făcute 
asupra compoziţiei chimice rămîneau dificile. Cele mai cunoscute în această etapă erau 
pH-metrele care sunt puţin aplicabile măsurătorilor unor substanţe fiziologice importante 
cum ar fi: ureea, colesterolul. Ele au devenit utile în primele investigări în cazul macro-
moleculelor cum sunt: enzimele, anticorpii, sau microorganismele. Fiinţele vii însă sunt 
capabile să se adapteze la schimbările propriului lor metabolism şi la mediul inconjurator 
cu ajutorul aşa numiţilor receptori care sunt alcătuite din structuri proteice complexe şi 
sunt, în mare parte, legate de membranele celulare. Ele posedă o mare afinitate pentru 
factorii specifici, cum ar fi: hormoni, enzime sau anticorpii. Legătura dintre aceşti factori 
determină activarea unor “cascade“ de enzime, care provoacă schimbări în proteina 
receptoare şi o amplificare a semnalului. Aceste considerente erau oarecum bine statuate 
în această perioadă dar pînă în 1956 nu s-a realizat nici un progres semnificativ de a găsi 
o metodă de măsurare. 
 În 1956, pentru a simplifica măsuratorile de glucoză s-a adoptat principiul hîrtiei 
folosită la determinarile de pH, [3]. Impregnînd o hîrtie de filtru cu enzime de glucoză, 
Free a obţinut primul “test-fîşie de enzime”, care poate fi privit ca un predecesor al bio-
senzorilor optoelectronici. 
 În această perioadă se ridica necesitatea de determinare a conţinutului de oxigen 
din sînge, respectiv a glucozei. Leland C. Clark Jr., a inventat un electrod destinat a fi 
folosit pentru măsurarea oxigenului dizolvat în sîngele bolnavilor operaţi. Acesta este 
format dintr-un electrod de platină şi un electrod cu o membrană de plastic permeabilă la 
gaze. Polaritatea electrodului a fost astfel stabilită încît intensitatea curentului prin circuit 
să depindă de viteza de difuzie a oxigenului prin membrană, viteză ce este direct propor-
ţională cu concentraţia externă a oxigenului. O dată cu electrodul Clark, considerat primul 
biosenzor, începe şi clarificarea scopului şi definiţiei conceptului de biosenzor ce continu 
a fost modificată şi reactualizată. Profesorul Leland C Clark Jr este considerat părintele 
domeniului biosenzori. În 1956, Clark publică articolul său despre electrodul de oxigen 
(discutat pe larg în [3]). Clark prin acumularea unei bogate experienţe lansează în 1962 
prin conferinţa susţinută la Academia de Ştiinţe din New York o viziune generală asupra 
conceptului de biosenzor şi direcţiile de dezvoltare: "to make electrochemical sensors 
(pH, pola-rographic, potentiometric or conductometric) more intelligent" by adding 
"enzyme tran-sducers as membrane enclosed sandwiches".[4] 
 
1962 Electrodul enzimatic  
 Clark extinde folosirea acestui "electrod de măsurare a oxigenului" la determinarea 
nivelului de glucoză in sînge. El a „îmbrăcat” senzorul pentru oxigen cu un strat subţire 
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de gel ce contine un biocatalizator, enzima glucozoxidaza, urmat de o membrană semi-
permeabilă de dializă ce permite glucozei să difuzeze în senzor, dar opreşte enzima să 
difuzeze. Cu cît intră mai multă glucoză, cu atît mai mult oxigen este consumat de enzi-
mă. Deci, o cantitate mică de oxigen existentă se traduce prin existenţa unui nivel ridicat 
de glucoză. Clark şi Lyons [4] introduc termenul de electrod enzimatic, adeseori greşit 
atribuit de mulţi autori de recenzii ca fiind introdus de Updike şi Hicks [5] care au avut 
meritul de a descrie experimental detaliile necesare de a construi un electrod cu enzimă 
pentru glucoză.  Prima descriere a unui biosenzor a fost realizată de Clark şi Lyons în anul 
1962, unde era prezentat de fapt un electrod de platină cu enzima oxidoreductaza, într-o 
construcţie de sandwich. Anodul de platină polarizat la +0,6V, răspunde la peroxidul 
produs de enzimă în reacţie cu substratul. Acest tip de biosenzor deschide calea pentru 
măsurarea glucozei din sînge.  
 
1969 Senzori enzimatici, traductori potenţiometrici 
 Guilbault şi Montalvo [6] descriu un electrod-enzimă potenţiometric. Autorii des-
criu un senzor de uree folosind ureaza imobilizată pe un electrod-membrană, selectivă la 
amoniac. G.Guilbault a in-ventat un sistem de masură pentru uree în fluidele corpului 
uman. Dispozitivul lui foloseşte enzima ureaza ce transformă urea în bioxid de carbon şi 
amoniac. Electrodul sesizează schimbările concentra-ţiei ionilor de amoniu. Acest 
dispozitiv a constituit o îmbunătăţire pentru că se bazează pe o detecţie potenţiometrică 
(senzor potenţiometric). În timp ce senzorii de tip Clark măsoară trecerea curentului prin 
electrod (senzor amperometric), senzorul potenţiometric măsoară tensiunea cerută pentru 
menţinerea curentului la zero. Electrodul nu consumă nici un fel de reactanţi de aceea este 
mai puţin susceptibil la erori cauzate de schimbările survenite în mediul extern. În plus, 
sistemul potenţiometric are o curbă logaritmică de răspuns astfel încît poate urmări o 
concentraţie de peste 100 de ori mai mare în raport cu alte tipuri. Ulterior au fost folosite 
în construcţia de biosenzori peste 100 de enzime. Cercetătorii în domeniu au realizat că 
nu numai enzimele singulare se pot folosi, ci şi ţesuturi ce reacţionează la aminoacizi şi 
la alte bio-molecule. De exemplu, folosirea pulpei de banană pentru măsurarea 
dopaminei, miezul de porumb pentru piruvat, frunza de castravete pentru cisteină, sfecla 
de zahăr pentru tirozina, ficatul de iepure pentru guanina şi pudra de muschi de iepure 
pentru monofosfat de adenozina. Rechnitz [7, 8] a mers şi mai departe în folosirea unor 
părţi din sisteme biologice; unul din senzorii săi conţine o antenulă, un mic organ de simţ, 
de la un crab albastru, supus disecţiei pentru a folosi fibrele nervoase conectate la un 
electrod. Acest dispozitiv poate măsura concen-traţia unor droguri, precum şi a toxinelor 
din mediu. 
 
1970 Miniaturizarea electrozilor.  
 La începutul anilor “70” au fost perfecţionaţi primii senzori enzimatici, cu indicaţii 
calorimetrice iar ulterior s-au folosit indicatori optici [2]. Noile descoperiri din bio-
tehnologie au perfecţionat biosenzorii. În 1970, s-au construit multielectrozi miniatu-
rizaţi pe un cip de siliciu [2, 8] ce poate realiza măsurători pe ţesuturi neuronale. Toate 
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cercetările în acest sens au condus la adoptarea unei tehnici generale de combinare a 
componentelor chimice cu circuitele integrate intr-un singur sistem. Unii cercetători au 
miniaturizat biosenzorii electronici, alţii au dezvoltat un întreg sistem bazat pe sensibi-
litate optică - în 1969, G.Vurek si R.Bowman [9] au demonstrat primii senzori pe fibre 
optice folosit la analize clinice.1970- Yellow Springs Instrument Co. (Yellow Springs, 
OH) comercializează primul senzor pentru monitorizarea glucozei 
 
1974 Traductorii termici. Termometrele în variate forme, termorezistenţele şi ter-
mistorii au fost propuşi ca biosenzori prin imobilizarea de enzime pe suportul traductor şi 
măsurarea efectului termic datorită efectelor termice induse de reacţia enzimatică. 
 Biosenzorii cu traductori termici propuşi în 1974 au devenit termeni uzuali astăzi 
ca sonde termice enzimatice [10] sau termistori enzimatici [11]. 
 
1975 Bioanalizoare de glucoză, senzori microbieni, optici 
 In anul 1975, DIVIES [12] a folosit o bacterie într-un senzor de alcool în timp ce 
GUILBAULT a construit în 1976, un NADH-senzor folosind o mitocondrie. Aplicarea 
modelelor enzimatice de mare stabilitate în biosenzori a oferit o nouă alternativă enzi-
melor. În 1975 JANATA (citat în [7]) a realizat un “imunoelectrod”. Ideile lui Clark 
devin realitate în 1975 prin lansarea de succes de compania Yellow Springs Instrument 
Company (Ohio) a analizorului de glucoză pe principiul detecţiei amperometrice a 
peroxidului de hidrogen. Este perioada lansării, în lume, a primului analizor de laborator. 
 Biosenzori microbieni. În 1975 biosenzorii iau o nouă rută evoluţionară cînd 
Divies [12] sugerează că bacteriile pot fi utilizate ca element biologic într-un electrod 
microbian pentru măsurarea concentraţiei de alcool. Articolul marchează începuturile 
eforturilor de cercetare din Japonia şi ulterior în toate ţările a aplicaţiilor biosenzorilor în 
protecţia mediului şi biotehnologie. 
 Optode. Lubbers şi Opitz [13] introduc termenul de optodă în 1975 pentru a des-
crie senzorul cu fibroptică ce are imobilizat un indicator pentru măsurarea bioxidului de 
carbon şi a oxigenului. Autorii extind conceptul dezvoltînd un biosenzor optic pentru 
alcool prin imobilizarea alcooloxidazei la o terminaţie a senzorului cu fibră optică pentru 
oxigen [14]. Optodele comerciale au în prezent performanţe excelente pentru măsurarea 
in vivo de pH, pCO2 şi pO2, însă optodele enzimatice încă sunt sub lupa cercetării fără a 
primi o largă audienţă comercială. 
 
1976 Implementări noninvazive, mediatori pentru transferul de electroni  
 În 1976, Clemens şi colab.[15] încorporează un biosenzor electrochimic de glucoză 
la un pancreas artificial marcînd implementarea comercială de către compania Miles 
(Elkhart) a Biostatorului. Biostatorul nu a fost comercializat pe scară largă el fiind înlo-
cuit de un analizor de glucoză cu cateter continu - VIA Medical (San Diego). În acelaşi an 
La Roche (Elveţia) introduce Lactate Analyser LA 640 în care mediatorul solubil hexa-
cianoferatul este utilizat pentru transferul mediat de electroni de la lactat dehidrogenaza 
spre electrod. Cu toate că nu a căpătat un uz comercial s-a deschis generaţia biosenzorilor 
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cu mediatori în transferul de electroni cu aplicaţii în analizorii de lactate pentru domeniul 
sportiv şi aplicaţii chimice. Un important avans pentru aplicaţii in vivo a senzorului de 
glucoză a fost raportat de Shichiri şi colabl.[16] ce descrie un electrod enzimă tip ac 
pentru implantări subcutanate, 1982, un succes ştiinţific însă fără o valorificare 
comercială.  
 
 1980- 2000-2007 
Imunosenzori, efectul SPR. 
  Ideia construirii de imunosenzori cu fixare directă de anticorpi pe un traductor 
piezoelectric sau potenţiometric a fost explorată din anii 70. Însă pavarea drumului spre 
un succes comercial este realizată de Liedberg et al. [17] descriind aplicarea fenomenului 
de rezonanţă a plasmonilor (SPR) pentru a monitoriza afinitatea reacţiilor în timp real.  
 1987, MediSense (Cambridge, MA) introduce primul biosenzor pentru moni-
torizarea glucozei în regim ambulatoriu. BIAcore ( Pharmacia, Suedia), lansată în 1990 
utilizează tehnologia SPR 
Ferocenii ca mediatori în electrozii enzimă, aplicaţii în ambulatoriu, microminiatu-
rizarea 
 În 1984, una din cele mai citate publicaţii [18] anunţă un electrod enzimă cu 
utilizarea ferocenilor şi a derivaţilor săi ca un mediator de imobilizare pentru oxido-
reductază. Acest principiu stă la baza electrozilor enzimă lansat de MediSense 
(Cambridge, USA) în 1987 ca un instrument de măsură în formă de creion pentru moni-
torizarea glucozei din sînge a pacienţilor în regim ambulatoriu. Întreaga sa electronică a 
fost proiectată pe modelul de credit card în formatul unui “mouse-computer”. MediSense 
a atins o creştere exponenţială în vînzări (US$175 milioane) fiind ulterior adsorbită de 
Abbott. Companiile Boehringer, Mannheim şi Bayer au în prezent biosenzori cu media-
tori deţinînd 85% din totalul pieţei internaţionale. Interesant că cele trei companii dez-
voltă tehnologii pe baza fotometriei de reflexie convenţionale pentru diagnosticul ambu-
latoriu. Jurnalele academice conţin descrieri de largi varietăţi de dispozitive exploatînd 
enzime, acizi nucleici, celule receptor, anticorpi, celule în combinaţie cu traductori 
electrochimici, optici, piezoelectrici şi termici [19]. În cadrul oricărei permutări în teh-
nicile traductorilor alte mirade de posibilităţi apar în concepte de proiectare ale senzorilor 
rezolvînd diverse probleme din medicină [20], alimente şi băuturi [21], procese indus-
triale [22], monitorizarea mediului [23], apărare şi securitate (detecţia drogurilor, explo-
zivilor). Biosenzorii au început să fie folosiţi cu succes şi în alte domenii decît cele 
medicale de exemplu măsurarea necesarului de oxigen biochimic, ce reprezintă un indiciu 
al prezenţei materiilor organice din apa uzată. 
 Biosenzorul bazat pe drojdie, realizează o citire a rezultatelor în 30 minute faţă de 
5 zile pentru a obţine rezultatele prin metode conventionale. Biosenzorii sunt folosiţi şi 
pentru a determina calitatea hranei şi prospeţimea ei. Cu mare succes sunt folosiţi în pro-
cesele industriale, pentru a determina compoziţia chimică a materialelor. Aceste măsu-
rători sunt importante în special în biotehnologie unde în mod curent nu se pot monitoriza 
culturile de microorganisme procese de fermentaţie ce produc proteine active şi alte pro-
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duse ca interferon sau insulina. O largă gamă de aplicaţii sunt cuprinse într-o serie de 
monografii ce au condus la un important impuls al dezvoltării biosenzorilor [24, 25, 26, 
27 -34]. 
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3.Stadiul dezvoltǎrii actuale în domeniul biosenzorilor 

 
 
 
 
 
 
 

Componente şi terminologie Lanţul de comandă 

Analit(A): Elementul necunoscut ce trebuie 
determinat 
Receptor(R): Molecula de biorecunoaştere, 
elementul biologic/ biochimic care interac-
ţionează cu analitul printr-o reacţie specifică. 
Traductor: Elementul care detectează 
semnalul de la interacţia  analit-receptor 
Procesare de semnale: Preluarea de date 
credibile, eliminarea zgomotului, 
parametrizare. 
 

Recunoaşterea specifică a analitului 
Transducţia- transformarea efectului 
fizico-chimic a interacţiei A-R într-un 
semnal măsurabil 
Procesarea semnalului şi amplificarea 
 

Trăsătura unică a biosenzorului este aceea că încorporează un element 
biologic în proximitate sau este integrat cu traductorul de semnal pentru a 
da un sistem de investigare specific pentru un analit ţintă făra a fi necesar 
reactivi suplimentari 
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3.1 Sisteme, arii de biosenzori, caracteristici de răspuns 

 Cinci arii cheie de dezvoltare a ştiinţei şi tehnologiei sunt identificate ce au con-
tribuit la facilitarea implementării pe scară largă a biosenzorilor: sensibilitatea, selec-
tivitatea, stabilitatea, sisteme integrate, paterningul (modelarea şi multiplicarea ca arii de 
senzori cu funcţiuni şi aplicaţii multiple). Vom descrie acestea în ordine inversă luînd în 
considerare stadiul actual şi metodele moderne de analiză a semnalelor rezultate din inte-
racţia analit-receptor conform cu figurile 2.1, 2.2, 2.3.  
3.1.1 Sisteme integrate 

 Succesele notabile atinse cu senzorii individuali prin soluţii pragmatice au implicat 
dezvoltarea de sisteme care să integreze o gamă largă şi variată de senzori cu performanţe 
optimizate şi suportate de electronică şi software sofisticate. În procesele de monitorizare 
sistemele integrate au înglobat şi multe elemente din fluidică şi tehnologia separărilor/ 
fracţionărilor. Unul din sistemele integrate cuprinzînd modul rotaţional aseptic de pre-
levare probe, sistem de injecţie de fluide robotizat şi electrozi reutilizabil formaţi prin 
metoda ink-jet printing a fost descris în [1]. Sistemul conţine electrod enzimatic cu GOX 
imobilizată în gel iar detecţia de apă oxigenată se realizează pe un electrod de carbon 
rodinizat (acoperire cu Rh). Deşi electrodul enzimă are bune caracteristici de stabilitate şi 
eficienţă, problema monitorizării şi prelevării automate de probe într-un sistem integrat 
cere optimizarea de mulţi parametri datorită interferenţelor reciproce. Există o cerinţă 
crescîndă pe domenii specifice (mediu şi analize medicale) de sisteme integrate ultraper-
formante care să funcţioneze în condiţii in vivo cum ar fi cele de dializă iar mai recent să 
utilizeze biointerfeţe, tehnici evanescente, microscopie de forţe atomice pentru a senza în 
adîncimea fenomenelor biologice (de exemplu identificarea şi înţelegerea interacţiei pro-
teinelor) [2]. Exploatarea in vivo a sistemelor de detecţie atît pentru glucoză şi lactat a 
fost confirmat prin eficacitatea utilizării de copolimeri fosfolipidici şi îmbunătăţirea he-
mocompatibilităţii [3]. Imunosenzorii oferă un alt exemplu pentru dezvoltarea de sisteme 
integrate unde sunt înglobate microseparările, metodele cromatografice, cuplaje electro-
chimice cu detectorii optici care în final conduc la un sistem miniaturizat. Sunt cî-teva din 
exemple prin care nivelul de integrare şi miniaturizare devine din ce mai accen-tuat. În 
secţiunile următoare se va prezenta unele dintre exemple de tipul ADN-nanotub, sau 
biocipuri-biointerfeţe care arată direcţiile de evoluţie ale domeniului.  
3.1.2 Şabloane 

 Succesul senzorilor analitici individuali a continuat după cum s-a prezentat în sec-
ţiunea anterioară cu sistemele integrate astăzi larg utilizate în laboratoarele clinice medi-
cale. Necesitatea integrării şi diversificării parametrilor investigaţi impune crearea de arii 
de senzori într-o singură unitate de măsură. Astfel a apărut necesitatea realizării de mo-
dele de senzori dispuse pe arii şi geometrii sofisticate utilizînd tehnologii avansate de 
fotolitografie, autoasamblare, ink-jet printing denumite tipare sau şabloane (templates) ce 
îndeplinesc o serie de funcţii predeterminate. 
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 Metoda de asamblare de arii de senzori cu funcţiuni diversificate dar specifice pen-
tru un set cît mai larg de analiţi se numeşte şablonare sau simplu astăzi prin termenul asi-
milat de patterning. Tipare sau şabloane de senzori oferă meniuri relevante pentru locaţii 
şi situaţii specifice. Un exemplu în acest sens îl constituie situaţiile critice din medicina 
ambulatorie. Clinicianul are la dispoziţie instrumente portabile de la care poate obţine in-
formaţii asupra concentraţiilor a şase analiţi cheie din probele de sînge: iar în secţiile 
medicale / spitale instrumentele pot măsura pînă la 4 parametrii. Aceste instrumente sunt 
configurate pentru glucoză, lactat, uree, creatinină. Multiplicarea numărului de analiţi 
pentru investigare necesită instrumente cu senzori cu un mare grad de miniaturizare, in-
tegrare pînă la arii nanometrice. Aceste solicitări vin acum nu numai din domeniul me-
dical, industria farmaceutică solicită intens senzori de evaluare medicamente produse în 
regim de producţie de serie cu înaltă productivitate şi care necesită analiza fiecărui produs 
pentru anumite caracteristici bine precizate cum ar fi dozarea relativ la funcţiunea şi rolul 
lor în organism. Ariile de nanosanzori sunt preconizate a fi larg utilizate în condiţii de 
ambulatoriu şi medicina de urgenţă unde trebuiesc identificaţi para-metrii fiziologici/ 
biochimici şi stabilită medicaţia de urgenţă. În prezent sunt dezvoltate tipuri de arii de 
senzori optici utilizînd 12 canale de interferometre de tip Mach-Zhender [4] construite pe 
1cm2 de siliciu cu 244 electrozi adresabili individual. 
 Tehnologia avansată ink-jet a dezvoltat metode de a analiza fracţii de nanolitri pe o 
suprafaţă de senzori tridimensională la o viteză de 6m/sec [5]. Este de aşteptat ca în viitor 
să se producă arii de 1 milion senzori/cm2 utilizînd fotolitografie, imprintarea prin contact 
sau tehnici de autoasamblare, adsorpţie/desorpţie sub fascicul laser ce va permite să 
“scriem” proteine pe suprafaţa de analizat cu foarte mare precizie. Tehnici laser, MAPLE 
(Matrix Assisted Pulsed Laser Evaporation) sau DW (direct writting) abordate pentru 
imobilizarea materialelor biologice pe substraturi sunt încă în stadiul de laborator dar au 
mari perspective de utilizare ca metode de imprintare moleculară. 
3.1.3 Sensibilitate 

 Fie că sunt senzori individuali, sisteme integrate sau arii de senzori toţi sunt 
caracterizaţi prin parametrii unici iar unul din aceştia este sensibilitatea şi limita de detec-
ţie pentru o gamă de analiţi. Detecţia de urme a diferiţilor analiţi (indicatori, aditivi, con-
taminanţi) cu o suficientă sensivitate şi siguranţă sunt criteriile de bază a unui biosenzor 
pentru a fi utilizat. Desigur astăzi limita de detecţie în laborator este împinsă pînă la un 
atom atunci cînd este folosită microscopia de forţe atomice. Însă în cazul biosenzorilor 
aceasta este pe departe decît un deziderat. De exemplu electrozii enzimatici, larg studiaţi 
şi continu perfecţionaţi utilizează încă paleative cum ar fi concentrarea analitului de 
interes ceea ce conduce la dificultăţi majore de proiectare şi miniaturizare [6]. S-au rapor-
tat pe acest principiu microbiosenzori pentru vapori de fenol unde fenoloxidaza s-a imo-
bilizat pe gel de glicerol cu o arie de electrozi interdigitizaţi [7]. 
 Vaporii de fenol sunt direct partiţionaţi în gel şi oxidaţi la chinonă. Amplificarea 
semnalului pentru a obţine o sensibilitate rezonabilă s-a îmbunătăţit prin amplificare 
redox a cuplului chinonă/catechol rezultînd o limită de detecţie de 30 ppb fenol. Acest 
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principiu este fezabil a fi extins şi la alţi compuşi carbonici pînă la limite de părţi per tri-
lion. 
 Limite de detecţie ultrajoase pot fi atinse cu senzorii de afinitate cuplat cu detecţia 
electrochimică [8] pentru a obţine dispozitive senzoriale performante.  
 Structurile ADN au fost studiate ca posibili receptori. Structuri sandwich de dis-
persii de cristal lichid şi complecşi ADN-polication au fost studiate cu relativ succes pen-
tru identificarea a diferiţi analiţi [9]. Policationul cu rol de a menţine integritatea struc-
turală a ADN-ului iar complecşii formaţi de ADN-protamine permit detectarea hidroli-
tică a enzimei tripsină la limita de detecţie de 10-14 M. Eliminarea policationului conduce 
la creşterea distanţei dintre cele două lanţuri ADN rezultînd apariţia unei benzi intense în 
spectrul de dicroism circular ca urmare a modificării texturii.  
3.1.4 Stabilitate  

 Practic este cel mai mare dezavantaj al complexelor biologice-instabilitatea lor ine-
rentă. S-au abordat diferite strategii de a îmbunătăţi longevitatea şi a prezerva structura 
receptorilor biologici. Imobilizarea în matrici prin tehnica sol-gel în optode pentru sen-
zorii de glucoză este una din strategii. În acest caz se utilizează doi indicatori de fluores-
cenţă: clorura hexahidratată de (2,2'-bipiridil) rutenium(II) şi 1-hdroxipirene-3,6,8 acid 
trisulfonic. Pe lîngă proprietăţi optice bune ale gelului s-a îmbunătăţit şi stabilitatea 
enzimei GOX [10].Alte exemple cu succese limitate este cazul monooxigenazei utilizată 
în detecţia hidrocarbonilor; detecţia halogenurilor organice cu metaloporfirine; tetraclo-
rura de carbon, haloalchene (percloretilena) şi insecticide (DDT) [11] 
3.1.5 Selectivitate 

 Îmbunătăţirea selectivităţii unui biosenzor poate fi abordată pe două nivele: inter-
faţare directă traductor-receptor biologic pentru reducerea interferenţelor (figurile 2.1-
2.4) şi noi receptori cu afinitate îmbunătăţită sau cu noi capacităţi de afinitate. De notat că 
selectivitatea este un parametru cheie care impune performanţele unui senzor. Sunt cîteva 
strategii de îmbunătăţire a acestui parametru. 
 Utilizarea mediatorilor pentru îmbunătăţirea performanţelor unui biosenzor ampe-
rometric a devenit o strategie comună. În [12] se descrie utilizarea pirolochinonei ca me-
diator într-un electrod enzimă cu glucozoxidază pentru măsurarea glucozei din băuturi. 
 Alternativ detecţia electrocatalitică a produşilor de reacţie rezultaţi din reacţiile  en-
zimatice poate fi îmbunătăţită prin electrozi modificaţi chimic ca de exemplu electrozi 
rodinizaţi [13] sau electrozi de carbon modificaţi cu hexacianoferat [14]. De exemplu 
folosirea albastrului de prusia pentru modificarea suprafeţei electrodului la detecţia am-
perometrică a apei oxigenate la ambele potenţiale de oxidare şi reducere pentru electrodul 
enzimatic în detecţia lactatului [15] şi a glucozei [14].  
 O soluţie mult mai elegantă este de a căuta centrii redox a enzimei via un fir mole-
cular pentru a se realiza transferul de electroni spre electrod. În acest sens s-a publicat 
mult despre enzime legate prin fire moleculare dar în general preocupările s-au axat pe 
mediatori imobilizaţi pe diferite lanţuri polimerice. Firele moleculare sunt privite ca 
intermediari în transferul de electroni pe distanţe lungi fiind alcătuite din grupuri de două 
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piridine legate de tiofene cu lungimi diferite (tienoviolagen). Firele de acest tip pot fi fo-
losite în conjucţie cu tehnici de autoasamblare pentru a produce un electrod izolat care 
transferă electroni pe căi moleculare predeterminate [16]. Aceasta ar conduce la electrozi 
enzimatici liberi de interferenţe electrochimice. Modelarea şi proiectarea asistată de 
calculator ne permite de a modela reacţiile cu transfer de electroni, legarea receptorilor şi 
interacţiile acestora cu o mare acurateţe. Aceasta îmbunătăţeşte înţelegerea noastră a in-
terfeţei receptor/traductor permiţîndu-ne astfel să dezvoltăm noi tipuri de receptori cu se-
lectivitate mare.  
 Pentru a obţine liganzi îmbunătăţiţi pentru utilizări în optosenzori cum ar fi glico-
hemoglobina (HbA1c), o nouă peptidă sintetică, aceasta a fost construită pe bază de 
librărie combinatorială chemometrică formată din 1 milion L-amino acid hexapeptid por-
nind de la 10 aminoacizi [17]. Librăria de hexapeptide a fost selectată si analizată în ra-
port cu HbA1c, HbA1b, HbAF, HbA0, şi găsiţi liganzii secvenţaţi. Liganzii individuali 
sau arii de liganzi în conjuncţie cu tehnica de recunoaştere a formelor sunt domenii ce vor 
contribui la cresterea selectivităţii şi stabilităţii. 
3.1.6 Parametrii de caracterizare a semnalelor biosenzorilor 

 Paragrafele precedente au introdus calitativ parametrii de care depinde răspunsul 
senzorilor în particular a biosenzorilor pentru a atinge performanţele dorite. Interacţia 
analit-receptor este preluată de traductor şi transformată într-un semnal fizic. Figura 3.1 
prezintă tipurile de semnale ce pot fi preluate de la suprafaţa unui biosenzor ca răspuns al 
interacţiei A-R conform cu figurile 2.1-2.6. Semnalul fizic preluat de traductor este tran-
smis spre lanţul electronic de măsură. Se observă din figura 3.1 că există o varietate foarte 
largă de mărimi ce pot fi colectaţi de la traductorii biosenzorilor şi transformate în sem-
nale fizice. Procesarea semnalelor în general este adaptată din tehnicile standard acu-
mulate din tehnologia siliciului. Pentru măsurarea parametrilor chimici şi fizici ( masă, 
concentraţie, temperatură, indice refracţie, cîmp electromagnetic, curenţi, potenţiale etc) 
ca rezultat al transferului interacţiei A-R este necesar un traductor specific. Acesta este 
interfaţa transmiterii procesele fizice, chimice şi biologice care le transformă în semnale 
spre procesare electronică, optică, stocare, comunicaţii, integrare în sisteme web sau de 
supra-veghere.  
 Orice interacţie A-R implică un răspuns iar pentru fiecare set de valori rezultă o 
curbă de răspuns specifică. Curba de răspuns este un răspuns calibrat a unui senzor ca 
funcţie de măsurandul respectiv aplicat la intrare (ceea ce rezultă din interacţia A-R). 
 Mărimea măsurată poate fi de orice natură dar pentru cei mai mulţi biosenzori unde 
interfaţa este electrochimică sau electrooptică vom lua în considerare unul din parametrii: 
rezistenţa electrică R sau inversul ei conductanţa (G=1/R), frecvenţa (f)-mult utilizată în 
fenomenele de rezonanţă; în cazul optosenzorilor, absorbanţa, deplasarea frecvenţei, ran-
damentul cuantic, etc. 
 Pentru fiecare biosenzor vor fi analizaţi aceşti parametrii în paragrafele destinate 
lor. 
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Figura 3.1 – Tipuri de mărimi ce pot fi transformate de către traductori în semnale fizice 
măsurabile  

 
 Este recomandat conform normelor dezvoltate în micro şi nanoelectronică să 
utilizăm următoarele notaţii pentru răspunsul la ieşire [18]:  

• G (conductanţă); 
• G/G0 (conductanţă relativă); 
• (G - G0) (conductanţă, variaţia absolută); 
• (G - G0)/G0 (conductanţă, variaţia relativă). 

 În cazul în care semnalul la ieşire este frecvenţa, reprezentarea semnalului la ieşire 
este: 

• f (frecvenţă); 
• f/f0 (frecvenţă relativă); 
• (f - f0) (variaţia absolută a frecvenţă); 
• (f - f0)/f0 (frecvenţă ,variaţia relativă). 

 Pentru comunicaţii şi integrarea sistemelor senzoriale spre telemedicină, securitatea 
şi controlul de la distanţă a modificărilor mediului sau controlul degradării mediului, în 
lanţul de măsură trebuiesc introduse sensibilităţile blocurilor electronice sau a altor 
mărimi, figura 3.2  
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Figura3.2 - Schema unui senzor complex. M- mărimea rezultată din interacţia (măsu-
randul) A-R, Y1- semnalul electric obţinut la traductor, Yi- semnalele rezultate din 
lanţul de măsură. S-sensibilităţile  pentru fiecare verigă din lanţul de măsură

 Cu definiţiile din figura 3.1 şi 3.2 sensibilitatea, introdusă calitativ în paragraful 
3.1.3, capătă semnificaţii măsurabile. Sensibilitatea, S, este definită ca derivata răspun-
sului ( ce este o funcţie de punctul şi momentul de măsură) în raport cu măsurandul M. 
 Pentru cazul conductanţei G avem patru cazuri de definiţie a sensibilităţii: 
  
 
 
 
 

 
 
 
 Cazul ideal pentru care răspunsul senzorului este liniar expresia sensibilităţii se 
simplifică, relaţiile 3.1 luînd forme uşor prelucrabile şi adaptabile la o largă serie de con-
vertori analog digitali (ADC). În tabelul 3.1 sunt prezentate expresii des utilizate în eva-
luarea biosenzorilor în condiţii de offset nul. Pentru alţi parametrii măsurabili de un bio-
senzor cum ar fi frecvenţa sau absorbanţa expresiile din tabela 3.1 se modifică doar prin 
înlocuirea mărimii măsurate de traductor. 
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Tabela 3.1- Expresii ale sensibilităţii pentru biosenzori cu răspuns liniar 
în conductănţă electrică 
Răspuns liniar cu offset nul Răspuns liniar pe porţiuni a curbei 
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0 0
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 Cu referire la figura 3.2 se observă că introducerea în lanţul de măsură a o serie de 
componente electronice acestea la rîndul lor contribuie cu sensibilitatea şi nivelul de am-
plificare specific. Propagarea sensivitătii în lanţul de măsură se descrie simplu ca un pro-
dus de sensibilităţi. 
 

 
 
 
 
 
 

                  3. 2 
 
  
 
 
 
 
 Sensibilitatea generală a biosenzorului se estimează astfel: 
 

                               3. 3 
 
  
 Unele din aceste definiţii se vor utiliza pentru cazuri specifice de clase de bio-
senzori. 
3.1.7 Zgomot, rezoluţie, drift 

 Zgomotul este un factor important ce afectează sensibilitatea, selectivitatea şi 
rezoluţia biosenzorilor. În situaţii practice sunt prezente diferite tipuri de zgomote care 
sunt legate de modul de operare sau de punctul de măsurare a biosenzorului: zgomote 
termice, electrochimice, de contact electric, fluctuaţii, generare-recombinare sarcini elec-
trice, bariere de potenţial aleatorii. Toate aceste tipuri de zgomote nu sunt generate si-
multan într-un biosenzor, ele sunt dependente de natura interacţiei A-R şi de lanţul de mă-
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sură în care este integrat traductorul. Orice tip de zgomot este caracterizat prin densitatea 
spectrală şi descris printr-o funcţie S(f) ce reprezintă pătratul tensiunii de zgomot la o 
frecvenţă dată. 
 Pentru un domeniu de măsură unde se realizează înregistrarea semnalului şi pe o 
gamă de frecvenţe de interes (f1-f2) unde se manifestă zgomotul atunci se estimează va-
loarea medie a pătratului tensiunii de ieşire: 

                                                   
 
 
 
 
 

                            3. 4 
 
 
 
 
parametrii reprezentînd caracteristicile fiecărui proces ce produce un anumit tip de zgo-
mot: k-constanta Boltzman, q-sarcina electrică, I-curent, R-rezistenţa electrică, V-ten-
siunea de zgomot, τ- timp de recombinare 
 Rezoluţia este definită ca fiind cantitatea de măsurand care produce un semnal de 
zgomot pentru o tensiune de ieşire. Definiţia rezoluţiei se exprimă: 
     tensiune zgomot

S
R =             3. 5 

unde S este definit în 3.2. Se observă că senzorii cu sensibilităţi mai mari ce produc zgo-
mote egale reprezintă o soluţie practică importantă. În practică relaţia 3.5 se reconsideră 
acceptînd zgomote de 3, 6, 9 ori mai mari faţă de relaţia de evaluare teoretică 3.5. 
 Aceasta este în funcţie de nivelul de precizie al măsurătorilor ce trebuie realizate cu 
un senzor. 
 Driftul reprezină deplasări fluctuante, nepredictibile, a semnalului la ieşire. Nu are 
semnificaţie statistică. Prezenţa sa poate fi redusă printr-un design adecvat al compo-
nentelor biosenzorului. Driftul se accentuează pe măsura îmbătrînirii componentelor 
biosenzorului. Analize detaliate asupra rolului acestor parametrii se pot găsi în diferite re-
ferinţe specifice microtehnologiei semiconductorilor. Particular pentru senzori şi bio-
senzori se pot consulta [19, 20,21, 22]. 

3.2 Componentele biologice ale biosenzorilor 

 În capitolul 2 s-a prezentat evoluţia noţiunii de senzor cu o largă extindere spre 
inter şi transdisciplinaritatea domeniului. În această secţiune se vor descrie succint com-
ponentele biologice ale biosenzorului ca element activ imobilizat pe membrană (fig 2.3) 
şi proprietăţile specifice cerute în contextul general al parametrilor de caracterizare şi 
componentelor sale. Deşi această parte este bine dezvoltată în domeniul ştiinţelor vieţii 
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iar celelalte componente constituie arsenalul micro şi nanotehnologiilor considerăm opor-
tun o succintă prezentare a elementelor necesare pentru dezvoltarea conceptelor ulterioa-
re. 
 Vom accepta ca o definiţie generală: un senzor ideal este un dispozitiv care va 
detecta un “analit”, ţinta supusă analizei şi care este prezentă într-o probă dată. Majori-
tatea probelor conţin şi alţi “analiţi” care pot interfera cu răspunsul biosenzorului. Acesta 
trebuie să posede o selectivitate specifică pentru a identifica “analitul” ţintă. Prin urmare 
este necesar să se proiecteze biosenzori cu selectivitate pentru un “analit” cu capacitatea 
de discriminare a interferenţelor produse de ceilalalţi componenţi din proba analizată. 
 Capacitatea de identificare şi selectivitate specifică reprezintă componenta cheie a 
recunoaşterii moleculare. 
 Recunoaşterea moleculară se realizează prin componenta din senzor formată din o 
moleculă gazdă (de exemplu, host-chemoreceptor) ce se leagă selectiv cu “analitul” 
(guest) ţintă (molecula/ complexul molecular „oaspete”) ce necesită a fi identificat. 
 Pentru fiecare sistem „host-guest” (gazdă-oaspete) întotdeauna există o reacţie chi-
mică specifică din multitudinea canalelor de reacţie posibile. Cînd ansamblul host-guest-
reacţie specifică a fost identificat atunci molecula gazdă se imobilizează sau încorporea-
ză în senzor, de regulă pe o membrană ce interfaţează traductorul sau un electrod de con-
tact. În final, trebuie găsit un mod de a semnala că evenimentul de legare/ recunoaştere a 
avut loc (transducţia spre traductor). Figura 2.3 schiţează toate aceste aspecte într-un con-
cept unitar 
3.2.1 Principiile recunoaşterii moleculare 

 Una din cerinţele cheie pentru recunoaşterea moleculară este existenţa grupărilor 
sau de centrii cu reactivitate specifică din molecula gazdă care pot “închide” sau lega 
ioni, atomi, molecule, biomolecule. Exemple pentru acest fel de sisteme gazdă-oaspete cu 
capacităţi de recunoaştere pot fi văzute în procesele din viaţa cotidiană. Toate organis-
mele vii folosesc enzime, care sunt proteine ce conţin “buzunare”, centre active, proiec-
tate să recunoască un analit specific. Acest lucru înseamnă că numai un analit specific 
este capabil să intre în buzunarul enzimei. 
 Enzimele pot fi folosite în biosenzori ca elemente receptoare gazdă cu capacitate de 
recunoaştere moleculară, dar sunt în general instabile[23,24]. 
 Este astfel necesar să se sintetizeze clase noi de macromolecule/ biomolecule care 
sunt capabile să joace rolul de molecule gazdă-receptoare. Pentru a proiecta molecule 
gazdă ce pot fi folosite într-un biosenzor sunt luate în considerare următoarele criterii: 

• Molecula gazdă trebuie sa fie stabilă la condiţiile în care va fi folosită 
• Trebuie sa fie capabilă să lege selectiv analitul din probă 
• Trebuie sa fie capabilă să fie imobilizată într-un film/membrana care este în 

contact cu proba. 
• Trebuie să semnaleze că un eveniment de legare gazdă-oaspete a avut loc 
• În mod ideal trebuie să elibereze analitul după detectare astfel încît gazda să 

fie liberă pentru a fi reutilizabilă. 
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Receptori Sintetici 

 Receptorii biologici includ: anticorpi, receptori membranari, enzime, ribozomi, 
lectine etc. Ei leagă analiţii utlizînd mecanisme de recunoaştere moleculară de tipul 
"lock-and-key" (cheie-lacăt, identificare-imobilizare), figura 3.3. 
 Receptorii biologici în general nu sunt soluţii practice pentru multe aplicaţii 
deoarece specificitatea, sensibilitatea şi stabilitatea nu pot fi optimizate. Receptorii artifi-
ciali sunt medii de imobilizare care pot fi optimizaţi prin proiectare moleculară pentru 
orice tip de aplicaţie. 
 Figura 3.3 arată pe un model generat că numai un tip de receptor are specificitate şi 
reacţionează la un analit-proteină, ceilalţi rămîn neutri. 
 Proiectarea şi sinteza receptorilor sintetici se bazează pe instrumentele dezvoltate 
de proteomică şi ingineria genetică producînd com-
ponente de recunoaştere ce pot răspunde la apariţia 
şi identificarea unor boli necunoscute, în biote-
rorism, la dezvoltarea de medicamente anticancer, 
antivirale, kituri de testare rapidă, diagnostice cli-
nice şi veterinare. 
 În prezent se dezvoltă platforme şi arii de re-
ceptori artificiali fundamentate pe tehnici de ma-
tematică combinatorială, biologia interfeţei, chimia 
suprafeţelor. Acestea au indus dezvoltarea de di-
verse medii de receptori artificiali cu capacitate de 
selecţie rapidă şi diversificată pentru orice analit 
ţintă. 
 Tehnica actuală de producere a receptorilor 
sintetici se numeşte CARA- combinatorial array of 
receptor analysis. Se vor prezenta cîteva exemple de 
recunoaştere moleculară pe structuri relativ simple 
de receptori sintetici, macrocicluri cu capacitate de 
imobilizare şi identificare pentru ioni metalici. Aceste exemple vor crea o bază mai pro-
fundă de a înţelege mecanismele implicate în biosenzori cu enzime, anticorpi, celule etc., 
unde joacă un rol important de sisteme receptor. Chimia supramoleculară a dezvoltat o 
gamă variată de macrocicluri [25, 26, 27] cu rol de receptori sintetici. În figura 3.4 sunt 
descrise clase variate de macrocicluri. Cea mai comună caracteristică pentru clasele de 
macrocicluri este că ele conţin cavităţi ce se comportă ca buzunare gazdă pentru mole-
culele oaspete. Selectivitatea gazdelor poate fi realizată în modul de „citire” prin variaţia 
mărimii cavităţilor preformate.  
 De exemplu, 12-crown-4 are o cavitate mică ideală pentru legarea ionilor mici cum 
ar fi Li+, în timp ce18-crown-6 are o cavitate mare care se potriveste mai bine ionilor mai 
mari cum ar fi K+. Este evident că mărimea cavităţilor este importantă pentru selec-
tivitatea gazdei, dar rămîne întrebarea ce anume atrage un ion sau moleculă într-o cavitate 
preformată şi ce factori stabilizează complexul gazdă-oaspete [28]. 

 
Figura 3.3- Model, generat de compu-

ter, program Accelrys 
Developer Studio. Numai un 
tip de receptor identifică 
proteina din analit, model lock-
and-key, tehnica CARA 
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 În enzime, interacţiile necovalente slabe (legătura de hidrogen, electrostatică, 
dipol-dipol, van der Waals, π-π) sunt folosite să lege oaspetele în buzunarul enzimei. 
 Aceste interacţii stabilizează interacţia gazdă -oaspete. Macrociclurile descrise în 
figura 3.4 conţin functionalităţi polare care sunt capabile de interacţie cu oaspeţii prin 
legătura de hidrogen, interacţii electrostatice şi interacţii dipol-dipol. Este de asemenea de 
dorit ca legarea din cavitate să nu fie prea puternică, pentru că este important ca analitul, 
oaspetele, să fie eliberat din gazdă după ce a fost detectat şi măsurat. Eterii crown şi 
calixarenele sunt ideali pentru legarea cationilor metalici, lucru bazat pe mărimea cavităţii 
lor dar şi pe densitatea mare de electroni prezentă pe atomii de oxigen din cavitate. 

 

Figura 3.4- Clase de macrocicluri cu cavităţi de diametre diferite şi reactivităţi specifice 

 În figura 3.5 este prezentată structura tetraetilestercalix[4]arena. Acest compus a 
fost preparat din macrociclul de bază calix[4]arena prezentată în figura 3.4. Deşi compu-
sul de bază leagă selectiv Li+ faţă de alţi cationi metalici [29, 30, 31], versiunea modi-
ficată a mocrociclului de bază are o selectivitate foarte bună pentru Na+. Astfel prin modi-
ficare sintetică este posibil să se mărească capacitatea cavităţii gazdei şi pot fi introduse 
funcţionalităţi noi care vor favoriza legarea unor molecule şi ioni specifici. Alt exemplu 
de calixarene modificate, care demonstrează mai mult acest principiu, este grupul de 
tetrafosfinoxid de calix[4]arena (figura 3.5).  
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Tetraetilestercalix[4]arena                             Tetrafosfin oxid de calix[4]arena 

Figura 3.5-Cavitatea tetraetilesterului este selectivă pentru sodiu în timp ce cavitatea 
oxidului tetrafosfinic este selectivă la calciu 

 Schimbînd grupurile de legare asupra aceluiaşi şablon calix[4]arene din esteri în 
oxizi de hidrogen fosforat, se schimbă selectivitatea de la Na+ la Ca2+. Mărind numărul de 
unităţi repetabile în esteri şi oxizi de hidrogen fosforat la şase, creşte capacitatea cavităţii 
iar selectivitatea se schimbă în favoarea cationilor mai mari cum ar fi Cs+ si respectiv 
Pb2+. 
 Acest tip de senzori a fost folosit la detectarea cationilor metalici de interes bio-
medical şi pentru mediul înconjurător. Unii compuşi gazdă au fost dezvoltaţi de asemenea 
pentru detectarea selectivă a moleculelor neutre mici fără sarcină. S-a decoperit că struc-
turile de calixarene au aplicaţie largă în acest domeniu [5,6]. Un exemplu implică folo-
sirea amidei de tetra-(S-propanol) calix[4]arena ce conţine patru jumătăţi chirale laterale 
pentru diferenţierea selectivă dintre enantiomerii de fenilalanilol. Structura acesteia este 
prezentată în figura 3.6 
 Alte tehnici ale chimiei supramoleculare pot fi angajate în sinteza de receptori sin-
tetici ce simulează proprietăţile enzimelor. Amintim structuri de bază ce pot fi modifica-
te: porfirinele, polimerii semiconductori din clasa tetrahialofulvenelor, poliacene, PPV 
(poliparafenilvinilidene). Alte şabloane pot fi considerate polizaharidele modificate. Un 
arhetip liniar sunt polianilinele ce conţin cele două tipuri de stări redox  
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Figura 3.6-Model, vedere laterală, a complexului format de S-fenilalanilol şi 
amida de S-propanalol calix[4]arena (model generat cu MacroModel v 
6.0 

Bazele moleculare ale interacţiunii Ag-Ac  

 Dintre multiplele clasificări ale biosenzorilor cei de bioafinitate au o largă gamă de 
aplicaţii iar interacţiunile antigen-anticorpi (Ag-Ac) joacă un rol important şi din ce mai 
mult sunt considerate un important instrument în dezvoltarea principiilor de recunoaştere 
moleculară. Prezentăm în continuare noţiunile strict legate de biosenzori. 
 Interacţiunile Ag-Ac, in vivo sunt întotdeauna reversibile. Factorii care condiţio-
nează interacţiunea Ag-Ac sunt: 

• Complementaritatea structurală dintre determinantul antigenic şi situsul de 
combinare al anticorpului. Acesta este factorul exclusiv al specificităţii reac-
ţiei. Complementaritatea structurală presupune adaptarea conformaţională a 
celor două grupări reactante şi a fost gîndită în termeni structurali, pe prin-
cipiul cheie-lacăt similar cu mecanismul descris anterior  

• Complementaritatea chimică a grupărilor reactante este consecinţa comple-
mentarităţii structurale şi semnifică intrarea în acţiune a unor forţe intermo-
leculare care stabilizează şi consolidează interacţiunea celor două grupări. 
Formarea legăturilor intermoleculare necesită existenţa unor grupări atomice 
suficient de apropiate pe cele două molecule. Distanţa dintre ele este invers 
proporţională gradului de complementaritate. 

 Deşi complementaritatea structurală nu este strict obligatorie, o potrivire spaţială 
cît mai înaltă este mai favorabilă interacţiunii. Ea se exprimă prin congruenţa suprafeţelor 
de contact care furnizează forţe de atracţie intermoleculară ce stabilizează complexul. 
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 La interacţiunea Ag-Ac participă următoarele tipuri de legături necovalente: 
legăturile de H, forţele electrostatice, legături van der Waals şi legături hidrofobe. Toate 
sunt forţe nespecifice cu valoare mică şi natura lor face ca reacţia să fie reversibilă.(figura 
3.7) 

Figura 3.7- Interacţii specifice Ag-Ac 

 Legăturile de H se formează cînd doi atomi au în comun un nucleu atomic de H (un 
proton). Protonul comun se găseşte între doi atomi de N sau de O sau între unul de N şi 
unul de O. Nucleul de H este legat covalent de unul dintre cei doi atomi (de N sau de O). 
Legătura de H are energia de legare de 3-7 kcal/mol. 
  Forţele intermoleculare implicate în formarea complexului Ag-Ac. Acţiunea aces-
tor forţe necesită un contact strîns între cele două grupări reactante. 
 Legăturile de H rezultă prin formarea unei punţi de H între doi atomi apropiaţi.  
 Forţele electrostatice se datorează atracţiei grupelor ionice cu sarcini opuse situate 
la periferia celor două lanţuri proteice. 
 Forţele Van der Waals rezultă prin interacţiunea între diferiţi nori electronici, re-
prezentaţi sub forma dipolilor oscilanţi. Legăturile van der Waals, cele mai slabe forţe de 
interacţiune, sunt active pe distanţe foarte mici dintre grupările reactante. Energia de lega-
re este de 1-2 kcal/mol. 
 Legăturile Van der Waals nu se bazează pe o separare permanentă a sarcinilor elec-
trice, ci pe fluctuaţii ale acestora, induse de apropierea moleculelor. La o distanţă inter-
moleculară limită se formează cîmpuri electrice instantanee, cu efect polarizant asupra 
moleculelor învecinate. 
 Între atomii suficient de apropiaţi, apare o forţă de atracţie reciprocă indusă de sar-
cina dipol fluctuantă, pe care un dipol o induce în dipolul învecinat. Aceste forţe se mai 
numesc şi forţe de dispersie. Intensitatea lor depinde de distanţa dintre grupările implicate 
şi este invers proporţională cu puterea a 7-a a distanţei. Valoarea lor este optimă la 1-2 Å. 
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 Legăturile hidrofobe, care pot contribui cu jumătate din forţa de legare Ag-Ac, sunt 
produse prin asociaţia grupărilor nepolare şi hidrofobe, de unde moleculele de apă sunt 
excluse. Distanţa optimă dintre grupările reactive variază cu tipul de legătură. 
 Forţele electrostatice (coulombiene sau ionice) sunt rezultatul atracţiei dintre atomi 
sau dintre grupe de atomi cu sarcină electrică opusă, situate pe cele două grupări reac-
tante: de exemplu, între un cation (Na+) şi un anion (Cl-) sau între COO- şi NH3

+. 
 Energia de legare a acestor forţe este semnificativă la distanţe foarte mici (sub 100 
Å) dintre grupările reactante. Juxtapunerea exactă a ionilor favorizează acţiunea acestor 
forţe. Energia de legare este de 5 kcal/mol şi variază invers proporţional cu pătratul dis-
tanţei dintre cele două grupări reactante (1/d2). 
 Legăturile hidrofobe (sau apolare) apar între grupări nepolare (neionizate) în soluţii 
apoase şi sunt consecinţa tendinţei de excludere a reţelei ordonate de molecule de apă, 
dintre molecula de antigen şi cea de anticorp. Aceste legături sunt favorizate de amino-
acizii cu grupări apolare, care au tendinţa de asociere, diminuînd numărul moleculelor de 
apă din vecinătatea lor. Prin eliminarea moleculelor de apă dintre grupările reactante, 
distanţa dintre situsurile active scade foarte mult şi creşte valoarea forţelor stabilizatoare.  
 Complementaritatea spaţială sau forţele intermoleculare nu sunt, fiecare în parte, 
suficiente pentru a forma legături stabile. Pentru stabilitatea interacţiunii Ag-Ac sunt 
necesare ambele condiţii. Cu cît energia de legare a reactanţilor este mai mare, cu atît 
complexele Ag-Ac sunt mai stabile. 
 Interacţiunea grupărilor reactante ale antigenului şi anticorpului este definită de doi 
parametri: afinitatea şi aviditatea anticorpilor. 
 Măsurarea afinităţii anticorpilor se poate realiza prin dializa la echilibru (figura 
3.8). Interacţiunea Ag-Ac este reversibilă. În interiorul sacului de dializă, haptena este 
parţial sub formă liberă şi parţial legată cu anticorpii, în fun-
cţie de afinitatea anticorpilor. Prin membrana sacului de 
dializă poate difuza numai haptena liberă şi concentraţia sa ex-
ternă va egala concentraţia haptenei libere din interiorul sa-
cului. Măsurarea concentraţiei haptenei în sacul de dializă per-
mite calculul cantităţii de haptenă legată de anticorpi. 
 Reînoirea constantă a tamponului duce la disocierea 
totală şi la pierderea haptenei din sacul de dializă, ceea ce de-
notă natura reversibilă a legăturii Ag-Ac [32]. 
 Afinitatea anticorpilor măsoară forţa de legare dintre un 
determinant antigenic şi situsul complementar de legare la un 
anticorp specific. Afinitatea este rezultanta forţelor de atracţie 
şi de respingere care mediază interacţiunea celor doi reactanţi. 
 Tăria acestor interacţiuni se măsoară în reacţia dintre un 
antigen monovalent ( haptene) cu anticorpii specifici. O inte-
racţiune cu afinitate înaltă presupune structuri complementare 
perfecte în timp ce complementaritatea imperfectă a grupărilor reactante determină o 
afinitate scăzută, deoarece forţele de atracţie sunt active numai pe distanţe foarte mici şi 

Figura 3.8-aranjament 
experimental pentru 
măsurarea prin 
dializă a 
interacţiunii Ag-Ac 
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sunt diminuate de forţele de respingere. Complexele Ag-Ac formate de anticorpi cu afini-
tate mică, persistă în circulaţie şi se depun pe membrana bazală a glomerulilor renali. 
 Complexele formate de anticorpii cu afinitate mare se elimină rapid din circulaţie, 
fără efecte defavorabile asupra funcţiei renale.  
 Interacţiunea Ag-Ac este caracterizată permanent prin formarea şi anularea dife-
ritelor tipuri de legături intermoleculare. In vivo, probabil toate reacţiile Ag-Ac sunt 
reversibile, dar reacţiile secundare, in vitro (aglutinarea, precipitarea), în condiţiile echi-
librului reactanţilor, sunt ireversibile. 
3.2.2 Imobilizarea moleculelor gazdă 

 O dată ce un compus receptor a fost dzvoltat pentru identificarea unui analit speci-
fic este necesar ca acesta să fie imobilizat în dispozitivul senzorial. Cea mai folosită 
metodă este incorporarea moleculei gazdă în membrane flexibile de polimeri fixate pe su-
prafaţa senzorului. Majoritatea membranelor sunt formate fie turnate din soluţie de poli-
meri sau polimeri plastifiaţi şi preformaţi în filme subţiri. Polimerii utilizaţi sunt în 
general solubli în solvenţi organici uzuali. Este esenţial ca receptorul-molecula gazdă să 
fie solubilă într-o varietate de solvenţi organici. Aceasta se obţine prin introducerea de 
grupări lipofile cum ar fi t-butil în calixarene.  
 Problemele acestor metode de imobilizare apar cînd membranale intră în contact cu 
proba (care este de obicei apoasă). S-a constatat că moleculele gazdă se filtrează în timp 
din membrane micşorînd astfel perioada de viaţă a senzorului. 
 O modalitate de a evita această problemă este să se lege covalent molecula gazdă în 
polimerul membranei. Această abordare poate fi destul de greoaie din punct de vedere 
sintetic pentru că trebuie încorporate unităţile reactive in molecula gazdă, care poate 
afecta selectivitatea. În cazul în care grupările reactive au fost introduse în moleculă 
acestea pot fi folosite să lege covalent gazda în polimeri şi la suprafeţele substratului (de 
exemplu silice) cu cuplare simultană la electrod (platina). Detalii asupra tehnicilor de 
imobilizare sunt descrise în [33]. 
 Alte tehnici de imobilizare abordate în prezent sunt: ink-jet printing, polimerizările 
în plasmă, transport electroforetic, electro-polimerizările, fiecare cu avantaje specifice. 
3.2.3 Transducţia semnalului 

 Aşa cum a fost menţionat anterior, este esenţial ca evenimentul de legare dintre 
gazdă şi oaspete (interacţiunea receptor-analit, R-A) să fie detectat. Este astfel necesar să 
fie disponibil un mod de identificare şi transducţie a semnalului provenit de la eveni-
mentul interacţiei receptor-analit spre exterior pentru a fi prelucrat sau procesat. Acesta 
este în termen general definit ca traductor. Prin urmare traductorul trebuie să fie în con-
tact intim cu receptorul sau membrana ce a imobilizat receptorul. 
 Electrozii, interacţiile interfaciale sunt determinante în captarea semnalului de la o 
interacţie R-A şi transformarea acestuia în semnal electric sau fotonic. Există diverse mo-
duri de identificare a evenimentului R-A, colectare de semnal şi transducţia lui spre exte-
rior ca semnal electric. Modul de identificare a semnalelor şi de transducţie a acestora 
defineşte tipul de biosenzor. De exemplu dacă interacţia R-A este identificată prin metode 
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electrochimice atunci biosenzorul se va numi „Biosenzor electrochimic”. Aceasta semni-
fică imobilizarea receptorului pe un traductor electrochimic care măsoară un curent ( me-
toda amperometrică) sau o tensiune (potenţiometric) între doi electrozi. 
 Dacă R este imobilizat pe un component optic atunci vom defini biosenzorii optici.  
( cu fibră optică, de fluorescenţă, de absorbţie, de rezonanţă plas-monică -SPR). 
 Aceste metode de măsurare şi transducţie a semnalului induce şi clasificarea bio-
senzorilor ce va fi prezentată în detaliu în capitolele următoare. În continuare se va prez-
enta cîteva din aspectele generale legate de metodele de încorporare a elementului de 
transducţie în gazdă (elementul receptor). Pentru detecţie,  
la majoritatea biosenzorilor electrochimici, este necesar 
ca membranele ce conţin molecula gazdă să fie plasate pe 
o suprafaţă a unui electrod care la legarea oaspetelui con-
duce la un răspuns electrochimic (figura 2.2, 2.3). A-
ceastă abordare funcţionează foarte bine cînd analiţii ţintă 
sunt specii încărcate cum ar fi cationii metalici. 
 Din păcate moleculele neutre nu pot fi detectate din 
punct de vedere al transducţiei electrochimice. Pentru a e-
vita această problemă s-au folosit cu succes metodele op-
tice de detectare. De exemplu o gazdă chirală în calix-
arene ce conţine unităţi de naftil, fluorescente. La legarea 
cu oaspetele are loc atenuarea fluorescenţei ca rezultat al 
interacţiei dintre grupurile naftil–fenil din gazdă respectiv 
analit. Atenuarea fluorescenţei este propor-ţională cu con-
centraţia de analit. Metodele optice sunt deseori folosite 
pentru că ele oferă o sensibilitate mai mare decît tehnicile 
electrochimice O calixarenă ce prezintă fluorescenţă la le-
garea cu un analit este prezentat in figura 3.9 [34]. În ab-
senţa analitului oaspete acest compus nu prezintă fluo-
rescenţă pentru că substituentul pirenic nu poate veni în contact cu substituentul nitrofenil 
invecinat (iar atenuarea fluorescenţei are loc datorită interacţiei lor). Totuşi în prezenţa 
ionilor Na+ este observată fluorescenţa, pentru că ionul Na+ intră în cavitate şi se leagă cu 
oxigenii din grupările fenoxi şi carbonil din gazdă. 
 Această legare induce o conformaţie mai rigidă îndepărtînd grupările de nitrofenil 
de pirene prevenind atenuarea fluorescenţei. 
3.2.4 Tipuri de componente biologice 

 Din cele prezentate anterior rezultă că biosenzorul este un sistem de analiză, 
bioelectronic care combină un traductor cu un component biologic ce se află într-o inter-
dependenţă specifică. Biosenzorii utilizează sisteme biologice cu diferite nivele de recu-
noaştere ale substanţelor ce vor fi determinate. Primul pas în această interacţie este for-
marea complexului specific al substanţei biologic active, imobilizate, R (receptorul, sub-
stratul cu componenta biologică senzitivă) cu analitul A ( definit adeseori ca semnalul 
chimic). În tabelul 3.2 sunt prezentate succint scheme specifice după care este conceput 

 

Figura 3.9- Calixarenă 
fluorescentă, grupările 
pirenice ataşate sunt  
suficient de libere pentru a 
permite atenuarea 
fluorescenţei la legarea 
Na+.[29] 
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un biosenzor în relaţie cu natura receptorului şi a semnalului chimic/ biochimic. Se con-
stată că există două clase generale de biosenzori care sunt bazaţi pe răspunsul datorită 
bioafinităţii dintre R cu A ce modifică distribuţia de sarcini electrice ce poate fi măsurată 
cu traductori specifici, fie de consumarea substratului printr-o reacţie specifică a acestuia. 
 
Tabela 3.2- Clasificare biosenzori după acticvitatea biologică 
1.Biosenzori de bioafinitate 

A R AR+ ⇔  
Modificarea densitatii electronilor 

2. Biosenzori metabolici 
A R AR P R+ ⇔ → +  

Consumarea substratului si formarea produsului 
Receptorul R Semnalul chimic A Receptorul R Raspunsul chimic A 

1. Colorant 
2. Lectina  
3. Apoenzima 
4. Anticorp 
5. Sistem de trans-port 
 

1. Proteine 
2. Zaharide 
3. Glicoproteine 
4. Substrat Inhibitor 
5. Grup Prostetic 
6. Antigen 
7. Hormon 
8. Substrat Analog. 

1. Enzime 
2. Microrganisme 
3. Microbi 
4. Tesut Striat 

1. Substrat 
2. Cofactor 
3. Inhibitor 
4. Activator 
5. Activitatea enzimei 

 Componenta biologică din care este alcătuit elementul de recunoaştere moleculară 
(R) este reprezentată prin diferite specii active ce pot fi: enzime sau sisteme enzimatice, 
anticorpi (Ab) sau antigeni (Ag), receptori, populaţii de bacterii sau celule eucariote, frag-
mente de ţesuturi, uneori chiar celule embrionare. Analiţii sau substanţele ce pot fi ana-
lizate (A) sunt: glucoza sau alte zaharuri, aminoacizi, alcooli, lipide, nucleotide. Ei pot fi 
identificaţi prin interacţia lor specifică sau poate fi masurată concentraţia lor prin diverse 
metode. Atît R cît şi A reprezintă specii moleculare distincte, cu înaltă specializare ma-
cromoleculară (anticorpi, antigene, enzime, receptori, etc), sau sunt sisteme complexe 
(celule, ţesuturi, chisturi de protozoare, ouă de paraziţi intestinali). 
 Din cele prezentate mai sus şi din tabela 3.2 observăm că biosenzorii se pot 
clasifica în general în două grupe după componenta biologică. Senzori catalitici ce utili-
zează enzime, microorganisme sau celule pentru a cataliza o reacţie cu o substanţă ţintă. 
 Senzorii de afinitate ce utilizează anticorpi, receptori şi acizi nucleici ce se leagă de 
o substanţă ţintă. Reacţiile sunt cuantificate prin traductori electrochimici, optici, eva-
nescenţi etc  
 După componenta biologică activă ei pot fi subclasificaţi după cum urmează: 
 1. Biosenzorul enzimatic. Enzimele sunt proteine cu înaltă energie, caracterizate 
prin funcţia lor catalitică. Moleculele de substrat modificate conduc la reacţii de oxidare, 
reducere, hidroliză, ce pot fi măsurate cu ajutorul biosenzorului enzimatic. Biosenzorul 
enzimatic produce un răspuns linear in funcţie de concentraţia substratului.  
 2. Imunosenzorul. Anticorpii sunt glicoproteine produse de sistemul imunitar la 
intervenţia unui substanţe din exterior, antigenul. Teoretic este posibilă producerea de 
anticorpi şi fără să se identifice un antigen. Imunosenzorul este un senzor de mare sen-
sibilitate. Principiul de funcţionare se bazează pe interacţiunea Ag-Ac, descrisă la para-
graful anterior, de recunoaştere moleculară (3.2.1) 
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 3. Biosenzorul cu receptori 
 Normalitatea proceselor biologice este asigurată de procese moleculare de sensibi-
litate mare bazate pe specializarea unor proteine structurale, numite receptori capabile de 
a recunoaşte un număr de semnale fiziologice. Este şi cazul neurotransmiţătorilor, a căror 
acţiune este mediată prin prezenţa unor receptori în membrana plasmatică, în situsuri sau 
ţinte celulare. În acest caz activarea situsului biologic activ se face prin canalele ionice. 
Receptorul pentru acetilcolina este primul receptor cunoscut în feno-menele de 
neurotransmisie.(Un excelent studiu a fost prezentat de Costa M, Department of 
Physiology and Centre of Neuroscience, School of Medicine, Flinders University, 
Adelaide Australia, NATO-ASI,Il Ciocco,Italy Biosensors 2005, „Advances In Sensors; 
The Lessons From Neurosciences”). Acest domeniu este în stadiu de laborator cu 
rezultate notabile [35, 36,37, 38, 39, 40, 41,42 ,43, 44, 45, 46] 
 4. Biosenzorul bazat pe celule sau ţesuturi 
 Măsurarea speciilor moleculare în acest caz nu se rezumă la interacţia cu compuşii 
de analizat, transformările ce au loc pot fi măsurate ca produşi rezultaţi. Este de dorit să 
se opereze cu populaţii de celule a căror căi metabolice principale să fie cunoscute. Un re-
levant exemplu este oferit de de biosenzorul  L-arginina, care asociază populaţii de celule 
bacteriene de Streptococcus faecium în combinaţie cu un electrod  pentru amoniac. 
Arginina este metabolizată de microorganisme, după schema din figura 3.10 [47 ] 

 

Figura 3.10-Mecanismele pentru transformarea L-argininei prin intermediul Streptococcus faecium 

 Este dificil de obţinut asemenea complexe de reacţii în afara structurilor celulare. 
Asemănător cu utilizarea populaţiilor celulare ca elemente senzitive se pot folosi frag-
mente sau părţi de ţesuturi, vegetale sau animale. În acest caz, avantajul este mai mare, 
deoarece nu se fac eforturi suplimentare pentru menţinerea celulelor viabile, într-un aran-
jament natural. Pentru biosenzorul de adenozină a fost propus un element biosenzitiv 
tisular, obţinut din mucoasa intestinului subţire de la un soarece. Pentru biosenzorul de 
dopamina, specialistii s-au orientat la pulpa fructului de banana, avînd in vedere că aceas-
ta are proprietati biocatalitice remarcabile. 
 5. Biosenzori cu proteine redox.  Proteinele redox sunt implicate în procese bio-
chimice precum respirţia celulară şi reacţiile caracteristice sistemului de fotosinteză. 
 Principalele tipuri de proteine redox implicate şi cunoscute sunt: 

1. CITOCROMII,  conţin ionii de fier în grupul prostetic, iar citocromul “c” 
este implicat în transferul de electroni în mitocondrie. 
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2. FEREDOXINELE, conţin ioni de fier şi sulf, în combinaţii dimerice ale 
cloroplastelor (2Fe-2S) feredoxina şi combinaţii tetramerice din feredoxina 
bacteriană 2 (2Fe- 2S), implicate în procesele de fotosinteză şi respectiv de 
transferul ionilor fixaţi de azot. 

3. PROTEINELE ALBASTRE, conţin cupru legat de cel mai mic rest de 
cisteină, implicat într-o structură tetraedrică, cum ar fi plastocianina şi 
azurina, ce mediază transferul de electroni în fotosinteză şi posibil în redu-
cerea nitriţilor. 

4. FLAVOPROTEINELE, conţin un un grup prostetic şi un cunjugat organic, 
sunt implicate în transferul proteinelor ca de exemplu flavotoxinele. 

 Aceste proteine au un rol important în natură, datorită localizării pe suprafaţa lor a 
centrilor redox. Arhitectura subtilă a moleculelor oferă selectivitate şi specificitate acestor 
molecule în interacţia lor cu alte proteine sau enzime, ca de exemplu structura cito-
cromului ”c”. Fierul porfirinic (hemul), este situat în centrul moleculei şi bine învelit sau 
ascuns, el este expus solvenţilor într-o mica proporţie de 0,06%, din totalul suprafeţei mo-
leculare. Proteina suportă un potenţial pozitiv de +9mV datorită excesului de resturi 
lizinice, bazice. Se manifestă un moment de dipol de 324 Debye, ce produce un dez-
echilibru în balanţul distribuţiei spaţiale a lanţurilor acide. Un număr de resturi de lizină 
se distribuie în jurul solventului la care este expus centrul hemului ce interacţionează cu 
proteinele redox [48]. 
3.2.5 Integrarea componentelor biologice în biosenzori 

 Recunoaşterea specifică a analitului, transformarea semnalului fizico-chimic pro-
dus de interacţiunea cu receptorul într-un semnal electric, procesarea şi amplificarea sem-
nalului au fost desrise pe larg în secţiunile anterioare, ele constituind elementele prin-
cipale din alcătuirea oricărui tip de biosenzor. Biosenzorii descrişi în literatura de spe-
cialitate se subdivid în trei generaţii (figura 3.11). La senzorii din prima generaţie, bioca-
talizatorul este prins la suprafaţa membranei şi apoi acest aranjament este fixat pe supra-
faţa traductorului (fig 3.11a). Adsorbţia sau fixarea covalentă a componentului biologic 
activ la suprafaţa traductorului permite eliminarea membranei semipermeabile, care este a 
doua generaţie (fig.3.11b). Legarea directă a biocatalizatorului la dispozitivul electronic 
care traduce şi amplifică semnalul, cum ar fi tranzistorul cu efect de cîmp, stă la baza mi-
niaturizării biosenzorilor care este a treia generaţie (fig.3.11c). În funcţie de natura imo-
bilizării şi a interacţiei dintre cele trei com-ponente A-R-membrană-contact cu electrozii 
spre traductor şi procesele din biosenzor au evoluat în funcţie de generaţie. 
 Deşi numărul şi varietatea metodelor utilizate în cazul construcţiei biosenzorilor 
este foarte mare, totuşi cîteva principii fundamentale sunt în general valabile pentru toate 
tipurile. În primul rînd, specificitatea şi selectivitatea este dominată de componenta bio-
logică şi este direct legată de natura ei: enzimele, anticorpii, microorganismele. Specifi-
citatea derivă din legarea analitului la componentul biologic folosit ca receptor. 
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DIALIZOR      RECEPTOR      TRADUCTOR     ELECTRONICA

R
R
R

R
R
R

R
R
R

SENZORMEMBRANA

PRIMA GENERATIE

A DOUA GENERATIE

A TREIA GENERATIE

SENZOR MODIFICAT BIOCHIMIC

BIOCHIP  
Figura 3.11- Generaţiile biosenzorilor. R- 

receptorul 

La baza acestei secvenţe dominantă este reacţia biochimică A-R şi procesul de 
ciocnire dintre A şi R. În al doilea rînd, tran-sportul analitului spre şi prin suprafaţa con-
siderată spre R constituie de asemenea un factor important. Acest proces este legat de 
transportul unei mărimi fizice prin meca-nisme tipice de difuzie, migraţie, convecţie. 

În al treilea rînd, semnalul senzorului este dependent reacţiei A-R presupus a fi la o 
viteză constantă. Stările tranzitorii şi condiţiile de pseudoechilibru biochimic, sunt domi-
nate de cinetica reacţiilor, natura transportului care la rîndul lor sunt cuplate cu reacţiile 
de interfaţă A-R –substrat de imobilizare. Chiar şi în cazul unui echilibru real, viteza 
reacţiei în apropierea stării de echilibru va fi 
importantă în determinarea timpului de 
răspuns. În acest caz, cinetica acestor pro-
cese necesită considerarea unor condiţii su-
plimentare. Clasificarea din figura 3.11 su-
marizează stadiul integrării biosenzorilor cu 
microtehnologiile secolului XX. Mileniul III 
a produs, o dată cu dezvoltarea nanotehno-
lgiilor şi a instrumentelor de mani-pulare a 
atomilor (microscopia de forţe atomice), o 
adevărată revoluţie în medicină. Noile tipuri 
de materiale la scală nanometrică cu diferite 
nivele de biocompati-bilitate, noua generaţie 
de celule de biocom-bustie fundamentată pe 
o mai bună înţe-legere a metabolismului, 
manipularea informaţiei stocate la nivel mo-
lecular au condus la o generaţie de biosen-
zori cu un înalt nivel de integrare. Infor-
maţia moleculară stocată iniţial în compo-
nentele moleculare de bază poate fi expri-
mată dirijat la un nivel superior numit "su-
pramolecular" în care interacţiunile dintre molecule se realizează după algoritmi pre-
stabiliţi, putînd conduce la materiale adaptative, funcţionale şi inteligente. Mai precis, se 
construiesc materiale pe baza unor principii moderne de concepţie, supramoleculare şi 
combinatoriale. Sunt dezvoltate tehnici separative, de stocare şi detecţie utilizînd mem-
brane "biomimetice" care funcţionează după modele biologice sau după principii fizico-
chimice precise. Prin urmare avem posibilitatea explorării diversităţii moleculare, supra-
moleculare şi combinatoriale în scopul elaborării de materiale adaptative cu proprietăţi 
optime sau funcţii multiple. Aceste concepte sunt utilizate de natură, de exemplu, din 
milioane de conformaţii pe care le poate adopta o proteină numai una prezintă activitate 
enzimatică foarte precisă. Prin astfel de exemple, natura ne învaţă să optimizăm explorînd 
diversitatea. În acest context se explorează sisteme integrate de nivel nanometric format 
din senzori, surse de energie (celule de biocombustie- adeseori denumite gastroboţi) ce 
utilizează metabolismul corpului uman, manipulatoare pentru chirurgie nanometrică, 
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rezervoare de medicamente înglobate în polimeri inteligenţi.Toate acestea au dimen-
siunea unui virus. Termenul astăzi este din ce mai mult utilizat: Nanomedicină [49]. 

Pentru a realiza avansurile de integrare ne vom limita la prezentarea schematică a 
unui biosenzor de ultimă generaţie bazat pe ADN, structuri de nanotuburi şi polimeri 
semiconductori [50]. Figura 3.12 descrie principial secvenţele de formare a unui senzor 
cu ADN. Biosenzorul electrochimic cu ADN din figura 3.12 este rezultatul cerinţelor 
diagnosticului medical de a determina rapid şi cu acurateţe segmentele din secvenţa unui 
ADN. Rezultatele din genetică, biologia moleculară preluate pe suportul nanoteh-
nologiilor au condus la una dintre cele mai precise metode de detecţie: senzor electro-
chimic cu ADN (combinarea principiului senzorului ISFET cu fire moleculare din nano-
tuburi). Principiul de funcţionare prezentat în figură constă în colectarea de semnal între 
doi electrozi – unul electrod de lucru şi altul de referinţă. Electrozii auxiliari au la rîndul 
lor un rol bine precizat. 
 Mecanismul de senzare constă în modificarea caracteristicii I-V ( curent –tensiune) 
în prezenţa unei molecule ţintă. Nanotuburile de carbon sunt excepţionali pentru elec-
trodul de lucru avînd viteză de transfer de electroni mare şi o rezoluţie spaţială excelentă. 
 Numai capetele nanotuburilor sunt active electrochimic, părţile laterale fiind inerte, 
aceasta oferă un avantaj excepţional şi anume electrozii de CNT pot fi fixaţi într-un strat 
izolator lăsînd numai capetele expuse spre mediul electrochimic.Ţinta în senzorul ADN 
este o secvenţă necunoscută de ADN (sau oligonucleotide) ataşată prin funcţi-onalizare la 
grupările carboxilice sau aminice de CNT. 
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Figura 3.12- Principiul de construcţie a unui biosenzor tip FET realizat prin funcţionalizare nanotuburilor 
cu ADN 
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3.3 Traductori şi electrozi 

 Din paragrafele precedente rezultat că orice eveniment al interacţiei R-A este 
identificată şi transdusă spre traductori prin intermediul electrozilor. Prin urmare traduc-
torul transformă detecţia indusă de variaţia  fizico-chimică din elementul senzitiv al 
biosenzorului într-un semnal, de regulă electric care este amplificat de un circuit elect-
ronic (vezi figura 2.1). Traductorul este în contact intim prin intermediul electrozilor cu 
materialul biologic iar activitatea acestor componente poate fi masurată cu un sistem elec-
tric, termic sau optic. Traductorii sunt necesari pentru transformarea mărimii primare de 
intrare într-o mărime electrică, şi reprezintă unul din elementele cheie al întregului sis-
tem. Principalele tipuri de traductori folosiţi în măsurarea interacţiei R-A sunt [51]: 
 Traductori de tensiune sau de curent ce măsoară între doi electrozi o diferenţă 
de potenţial sau un curent electric. În acest caz electrozii nu reprezintă un traductor în 
adevăratul sens al cuvantului, deoarece nu transformă o mărime de altă natură într-una e-
lectrică, ci doar intermediază preluarea şi transmiterea semnalelor electrice dintr-un me-
diu cu proprietăţi fizico-chimice aparte, mediul biologic spre exterior.  
 Pot fi traductori cu electrozi de suprafaţă (în contact) sau de volum (imersaţi în 
mediu). Electrozii sunt în general mini sau microminiaturizaţi 
 Traductori de temperatură  

• prin contact: 
 termistorii, 
 termocupluri, 
 joncţiuni semiconductoare, 
 tranzistori, 
 circuite integrate specializate. 

• prin radiaţie termică:  
 detectori semiconductori, 
 bolometre rezistive, 
 bolometre piroelectrice. 

 Traductori de debit : 
 mecanici  
 optici, prin efect Doppler,  
 ultrasonici, prin efect Doppler,  
 magneto-electrici, bazaţi pe tensiunea electromotoare produsă de 

particule încărcate care se mişcă într-un cîmp magnetic folosiţi 
pentru măsurarea debitului de aer, sînge, fluide biologice în ge-
neral cu aplicaţii în micro şi nanofluidica sistemelor biologice 

 Traductori de presiune:  
 manometre clasice, cu membrană şi traductor de deplasare 
 piezoelectrici, piezorezistivi, inductivi,  
 cu semiconductori, circuite integrate 

 



 

52 

 Traductori de deplasare.  
 potenţiometrici,  
 optici. 

 Traductori pentru măsurarea concentraţiilor (pH-metre) 
 semiconductori cu proprietăţi de suprafaţă, dependente de 

concentraţia diferitelor substanţe,  
 traductori spectrometrici  

 Traductori de radiaţie  
 ecrane fluorescente, 
 scintilatori,  
 semiconductori. 

3.3.1 Electrozi 

 Tipuri de electrozi : 
A. electrozi externi, sau de suprafaţă, sunt în general electrozi metalici, care 

fac contact cu componenta bioactivă din senzor fie în mod direct (elec-
trozi uscaţi sau solizi), fie prin intermediul unei soluţii electrolitice (elec-
trozi lichizi). Electozii solizi sau uscaţi sunt realizaţi în general din argint, 
platină, aur, sau nichel. Pentru cazul în care avem contact direct cu epi-
derma va trebui să se ia în considerare că suprafaţa pielii nu este în 
general uscată sau inertă chimic, ci există poluări electrochimice care au 
ca principală componentă clorura de sodiu. În momentul în care un elec-
trod metalic vine în contact cu soluţia electrolitică va aparea un schimb 
de ioni între metal şi electrolit. Ionii metalici, în masura în care sunt solu-
bili în soluţia electrolitică vor migra în electrolit, în timp ce ionii negativi 
a electrolitului vor migra către electrodul metalic, recombinîndu-se cu io-
nii metalici pentru a forma o sare a metalului din care este fomat elec-
trodul. Această migrare a ionilor în direcţii opuse echivalează cu un tran-
sfer de sarcina ce duce la apariţia unui potenţial de electrod. O condiţie pe 
care trebuie să o îndeplinească electrozii este aceea că metalele din care 
sunt confectionaţi să nu fie solubile în electroliţii prezenţi pe suprafaţa 
pielii, sau dacă sunt solubile, reacţiile chimice apărute să fie total rever-
sibile la aplicarea unui potenţial electric pe electrozi. 
În această clasă de electrozi numiţi şi reversibili intră: 

• electrozii din metal în contact cu un electolit ce conţine proprii 
săi ioni, 

• electozii nemetalici în contact cu un electrolit,  
• electrozii compuşi dintr-un metal şi o sare greu solubilă a acestui 

metal în electrolitul cu anion comun cu sarea metalului. 
B. Electrozi interni, sunt în general realizaţi din fire foarte subţiri, dintr-un metal 

rezistent: oţel inoxidabil, platină, wolfram. Porţiunea activă a electrodului poa-
te fi acoperită cu cu un strat metalic bun conducător (aur, argint) iar cea inac-
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tivă cu un strat izolator, de exemplu un polimer sau o peliculă subţire de sticlă. 
Suprafeţele de contact cu componenta activă din senzor au totuşi dimensiuni 
mari în comparaţie cu dimensiunile celulare, de aceea se folosesc pentru înre-
gistrări extracelulare. 

C. Microelectrozii, sunt tot electrozi interni, însă sunt asfel construiţi încît să 
poată măsura potenţialele în contact direct cu receptorul din biosenzor. Su-
prafaţa de contact cu R are dimensiuni micronice. 
Microelectrozii pot fi : 

• solizi, compuşi, care pot fi realizaţi prin depunerea unui strat conductor 
(platină, aur,) pe un suport de sticlă avînd un vîrf deosebit de subţire. O 
altă variantă constructivă constă în inserarea unui conductor metalic 
sau din fibră de carbon într-un suport de raşină epoxidică  amestecată 
cu o pastă conductoare. 

• lichizi, sunt folosiţi în prelevările celulare şi constau dintr-o pipetă de 
sticlă avînd un vîrf de dimensiuni micronice, umplută cu o soluţie elec-
trolitică conţinînd în general clorură de potasiu. În soluţia de electrolit 
este cufundat un fir conductor, pentru a prelua potenţialul electric. 

3.3.2 Electrozi în senzori electrochimici 

 Electrodul de aur . Mulţi ani s-a crezut că nu este posibil transferul direct al elec-
tronilor între electrod şi proteine, datorită denaturării lor. 
 Cîteva considerente de ordin practic au dus la concluzia că centrul activ din hem 
este adsorbit ireversibil atunci cînd rezultă denaturarea proteinelor în contact cu elec-
trodul. Modificarea suprafeţei electrodului de aur prin adsorbţia pe suprafaţa lui a 4,4’-
bipiridil, a dus la modificarea configuraţiei suprafeţei electodului pentru interacţia cu 
citocromul ”c”[59]. Este important de subliniat că 4,4’bipiridil nu este o substanţă elec-
troactivă, în regiunea de potenţial şi deci nu joacă rol de mediator. Această achiziţie în 
domeniul electrochimiei a fost posibilă datorită legării cvasireversibile a citocromului “c” 
de electrodul modificat, de aur, cu 4,4’ bipiridil, din acest demers rezultînd că legăturile 
de hidrogen din resturile de lizină s-au legat de azotul din piridil care a modificat supra-
faţa electrodului.Tranzitul prin proteine-electrod complex, orientează rapid transferul de 
electroni, care se realizează după următoarea schemă: 

• difuzia citocromului ”c” pe electrod, 
• legarea proteinelor pe suprafaţă,  
• transferul de electroni, 
• desorbţia proteinelor. 

 Urmînd acest procedeu au fost posibile mai mult de 60 de modificări de suprafeţe 
pentru electrochimia proteinelor şi a electrodului de aur. Prin urmare folosind un reactiv 
bifuncţional (X-Y), în care grupul X este electrodul legat cu azot (N), fosfor (P) sau sulf 
(S) şi grupul Y, ce trebuie să fie legat prin legături slabe de proteine. Rezultatele din 
electrochimia proteinelor s-au extins şi la aminoacizi şi peptide. 
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 Electrodul de grafit. Electrochimia proteinelor a fost extinsă şi la electrodul de 
carbon. Formele de carbon- grafitul pirolitic, carbonul vitros, mezocarbonii, sunt structuri 
în care planele grafenice, se aranjează ordonat în reţele hexagonale de tipul ABABA..sau 
dezordonat luînd diferite forme turbostratice Planul grafenic bazal este hidrofob dar de-
fectele existente sau induse conduc la legături C-C libere şi se produce o creştere a legă-
turilor C-O prin oxidare (detalii în cap 9). Electrochimia directă a proteinelor încărcate 
pozitiv poate prin urmare să fie efectuată pe marginile planurilor grafitice ale electrodului 
de carbon. Transferul direct al electronilor pentru proteinele încărcate negativ, cum ar fi 
plastocianina cu electrodul de grafit (marginile sau muchiile planelor), poate fi ajutată cu 
cationi de mangan, calciu, crom, complexaţi cu compuşi amino, Cr (Am6)3+, folosiţi ca 
promotori al reacţiilor. În acest context promotorii sunt specii redox inactive în soluţii dar 
care dau posibilitatea să se facă transferul electronilor la proteinele redox.  
 Electrozii de Au şi grafit şi tehnicile de microminiaturizare pînă la dimensiuni de 
10Ǻ sunt discutaţi în detaliu în referinţele [52, 53]. Electrozii microminiaturizaţi prezintă 
avantaje specifice printre care amintim îmbunătăţirea polarizării, contacte cu materialul 
biologic la nivelul situsurilor active. Electrozi pentru variate sisteme de pH metre, ISE au 
fost analizaţi pentru variate sisteme de analiză de către IUPAC [54, 55, 56]. 

3.4 Fenomene de transport 

 Specificitatea şi selectivitatea sistemului considerat depind de componentul 
biologic receptor al biosenzorului şi de afinitatea lui pentru analit. Afinitatea este o carac-
teristică specifică enzimelor, anti-bioticelor şi receptorilor fiind folosită în multe funcţii 
din organismelor vii. Afinitatea se bazează pe cuplajul chimic dintre un component şi 
partenerul său complementar. În cazul componenţilor cu afinitate mare, procesul de difu-
zie este foarte rapid, conducînd la formarea complexului ca exemplu cel de tipul antigen-
anticorp (figura 3.12).  
 Reacţia de asociere specifică recunoaşterii moleculare va fi caracterizată prin con-
stanta ratei de reacţie care în general este de ordinul întîi. În măsurătorile cu biosenzori 
este esenţial să considerăm concentraţia unui component constantă iar pe a celuilalt, va-
riabilă. Cu această condiţie, suma concentraţiilor anticorpilor liberi şi a celor legaţi la e-
chilibru va fi constantă şi independentă de concentraţia antigenului adăugat. O discuţie de 
detaliu asupra cineticii antigen-anticorp se poate găsi în orice monografie de biochimie, 
cu particularitate pentru aplicaţii în biosenzori pot fi recomandate referinţele [57, 58, 59, 
60] 
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3.4.1 Cinetica Enzimelor 

 Adăugarea enzimelor în soluţii conţinînd molecule de substrat este condiţia esen-
ţială în reacţiile de cataliză a enzimelor. O discuţie de detaliu asupra cineticii enzimelor şi 
a mecanismelor enzimatice este practic imposibilă într-un paragraf. Mai mult extragerea 
informaţiei necesare din ştiinţa enzimelor pentru a 
fi aplicate la dezvoltarea de senzori cum ar fi elec-
trodul enzimatic este o sarcină extrem de dificilă. 
 Se va utilza referinţele [61,62] pentru a schi-
ţa cîteva din proprietăţile enzimelor necesare des-
crierii senzorilor enzimatici. 
 Considerăm o reacţie simplă, cu un singur 
substrat S, care se combină cu enzima E pentru a 
forma complexul intermediar enzimă – substrat, 
ES. Acest complex fiind instabil suferă o nouă 
reacţie în urma căreia se obţine produsul P. 
 Schematic aceste reacţii se pot scrie: 

unde: k1 -constanta ratei reacţiei de formare a 
complexului ES; k--1 -constanta vetezei de reacţie 
de consumare (dispariţie) a complexului; k2 –con-
stanta vitezei de reacţie de obţinere a produsu-lui P 
  Vitezele de formare şi de consumare a com-
plexului sunt egale. Imediat ce E şi S intră în reac-
ţie, sistemul se dezechilibrează, concentraţia com-
plexului va fi zero şi viteza de formare a complex-
ului este cu mult mai mare decît viteza consumării 
lui. Pe măsură ce reacţia se desfşoară, ES creşte şi implicit creşte viteza dispariţiei 
complexului în raport cu rata formării lui. Se observă că, iniţial excesul substratului de-
termină consumul enzimei iar în timpul desfăşurării reacţiei începe regenerarea constantă 
a enzimei ajungîndu-se la atingerea stării de echilibru. 
 Din analiza acestor reacţii rezultă două concluzii importante : 

• La o concentraţie mică a substratului: rata reacţiei este proportională cu 
concentraţia substratului şi invers proportională cu constanta ratei re-
acţiilor de formare şi de dispariţie a complexului sau rata reacţiei de 
disociere în reactanţii iniţiali plus rata reacţiei de descompunere în pro-
duşi. 

• La o concentraţie mare a substratului: viteza maximă este limitată de 
concentraţia enzimei. Astfel cele două secvenţe corespund celor două 
procese care pot controla viteza totală a reacţiei. 

Figura 3.12- Cinetica interacţiei Ag-Ac, 
reprezentare generală. [A-A] reprezintă 
concentraţiile reactanţilor. Kd-constanta de 
reacţie. a) Curba generala a răspunsului 
interacţiei funcţie de concentraţia de anti-
gen Ag.b) Reprezentarea în valori reciproce 
conduce la liniarizarea proce-sului şi 
determinarea constantei de reacţie  
( prelucrare după [53-56]) 
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 O detaliere asupra proprietăţilor şi caracteristicilor catalitice a enzimelor precum şi 
o sinteză asupra tehnicilor de imobilizare sunt prezentate în [56,57] 
3.4.2 Fenomene de transport  

 Cînd reacţia are loc în soluţii omogene, cu o viteză uniformă, aceeaşi în tot mediul, 
este necesar să considerăm modificarea în timp a concentraţiei componenţilor. Dacă reac-
ţia se produce la suprafaţă, concentraţia reactanţilor şi produşilor prezintă modificări lo-
cale. Variaţia în funcţie de distanţă a concentraţiei este semnificativă la scară molecula-
ră.Transportul de la regiuni cu concentraţii mai mari spre cele cu concentraţii mai mici 
este un factor important în controlul vitezei reacţiilor. Trei mecanisme ale transportului de 
masă au loc în soluţie: difuzia,convecţia, migraţia . 
Difuzia  
 Considerăm că moleculele din soluţia studiată prezintă mişcare browniană suferind 
ciocniri cu solventul. În acest caz, probabilitatea ca o moleculă să se mişte într-o direcţie 
va fi egală cu probabilitatea ca orice altă moleculă să se mişte în altă direcţie. Punînd 
condiţia egalităţii probabilităţilor pentru fiecare moleculă, probabilitatea netă a mişcării 
globale a moleculelor dintr-un element de volum dat din soluţie spre altul alăturat, este 
dependentă de numărul de molecule din fiecare element de volum al soluţiei. Rezultă că 
mişcarea speciilor chimice se face din regiunile cu concentraţie mai mare spre cele cu 
concentraţie mai mică cu o viteză dependentă de diferenţa de concentraţie dintre cele 
două regiuni, ajungînd la echilibru cînd această diferentă devine egală cu zero. Timpul 
necesar ajungerii sistemului la echilibru reprezintă timpul de răspuns şi reprezintă un 
criteriu important pentru stabilirea performanţei biosenzorului. Determinarea timpului de 
răspuns în funcţie de membranele permeabile este necesară în operaţionalizarea apli-
caţiilor biosenzorilor. Grosimea membranei trebuie să fie atent aleasă, astfel încît difuzia 
să conducă la sensibilitatea optimă şi la cel mai stabil răspuns. 
Convecţia 
 Convecţia se referă la mişcarea soluţiei în întregime sub acţiunea unor forţe meca-
nice externe. Cînd reacţia se produce la suprafaţa membranei, convecţia este folosită pen-
tru sporirea vitezei transportului de masă, prin înlocuirea soluţiei în contact cu membrana 
cu alta nouă. Menţinerea reacţiei la o viteză constantă este importantă pentru controlul 
difuziei şi determinarea sensibilităţii. Vîscozitatea reprezintă mărimea fundamentală care 
controlează fluxul şi ea reflectă rezistenţa soluţiei la mişcarea de alunecare reciprocă a 
straturilor. Această rezistenţă este descrisă formal de legea lui Newton. Pentru o forţă 
dată, fiecare subsecvenţă a stratului de soluţie se mişcă în raport cu secvenţa anterioară, 
asfel încît viteza soluţiei, în raport cu subsecvenţa staţionară, creşte constant cu creşterea 
distanţei faţa de ea. Cînd reacţia are loc la suprafaţa membranei şi speciile sunt generate 
sau consumate, ele trebuie să difuzeze prin stratul staţionar, numit strat de difuzie. 
Migraţia 
 Migraţia se referă la mişcarea speciilor cu sarcina electrică într-un mediu în care 
există un gradient de potenţial. În sistemele electrochimice, ea reprezintă mecanismul de 
menţinere a echilibrului între sarcinile create şi distruse de electronul de transfer, datorat 
curentului dintre cei doi electrozi. În orice caz, contribuţia migraţiei la viteza globală a 
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transportului de masă, la generarea speciilor electrochimice, este nesemnificativă şi nu 
prezintă prea mare importanţă. De notat că literatura de specialitate surprinde foarte pu-
ţine aspecte asupra modelării şi simulării fenomenelor de transport şi a reacţiilor chimice 
de interfaţă într-un biosenzor.[63] 
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4. Biosenzori electrochimici 

 Un biosenzor electrochimic este un dispozitiv integrat, autonom, capabil să furni-
zeze informaţii analitice cantitative sau semicantitative specifice folosind ca element de 
recunoaştere moleculară un receptor biochimic (element de identificare biologică), care 
se află în contact spaţial direct cu un traductor electrochimic. Datorită abilităţii lor de a fi 
calibraţi în mod repetitiv un biosenzor electrochimic se distinge de un sistem bioanalitic 
care necesită paşi adiţionali de procesare, ca de exemplu adiţionarea de reactiv. 
 Biosenzorul disponibil pentru un singur tip de măsurătoare, sau incapabil să moni-
torizeze continu analiza concentraţiei sau să nu fie regenerat rapid şi reproductibil este de-
finit a fi de „unică folosinţă”. Din prezentările anterioare s-a arătat că biosenzorii sunt cla-
sificaţi în funcţie de specificitatea lor biologică – cu referire la mecanismul, sau la modul 
de interpretare a semnalului fizico-chimic (traductorul). Biosenzorii electrochimici se dis-
ting numai prin natura traductorului indiferent de natura componentei biologice conform 
cu clasificarea din tabelul 4.1 Elementul de recunoaştere biologică are la bază o reacţie 
chimică catalizată sau o reacţie de echilibru cu macromolecule ce au fost izolate în pre-
alabil sau sintetizate în mediul lor biologic original. În cazul reacţiilor reversibile starea 
de echilibru poate fi în general atinsă dacă nu mai există un consum net de către agentul 
biocomplexului imobilizat şi incorporat în senzor. Biosenzorii electrochimici pot fi clasi-
ficaţi în funcţie de analizele si reacţiile pe care le monitorizează: monitorizare directă a 
concentraţiei analiţilor sau a reacţiilor producătoare sau consumatoare a acestora; alte-
rnativ, o monitorizare indirectă a inhibitorului sau activatorului elementului de recunoaş-
tere biologică (receptorul biochimic). O proliferare rapidă a biosenzorilor electrochimici 
şi a diversităţii lor a condus la o lipsă de rigoare în definirea criteriilor de performanţă. Cu 
toate că fiecare biosenzor poate fi evaluat pentru o anumită aplicaţie, este util să se sta-
bilească o serie de protocoale standard pentru stabilirea criteriilor de performanţă con-
form normelor şi criteriilor IUPAC [64]. Aceste criterii includ caracteristicile de etalona-
re (sensibilitate, domeniul de liniaritate şi operaţional al concentraţiei, limitele determi-
nării cantitative şi detecţia specifică), selectivitate, starea de echilibru şi timpul de răs-
puns, reproductibilitate, timp de viaţă, stabilitatea.  
4.1 Senzori chimici vs senzorii biochimici  

 Un senzor chimic este un dispozitiv ce transformă informaţia chimică într-un sem-
nal electronic sau fotonic raportînd concentraţia unui compus specific identificat la proba 
analizată [65, 66]. Senzorii chimici de obicei conţin două componente de bază: un re-
ceptor = un sistem de recunoaştere chimică (moleculară) şi un traductor fizico-chimic.  
 Senzorii biochimici (biochemosenzorii) sunt senzori chimici, în care metoda / sis-
temul de identificare utilizează un procedeu biochimic. 
 Senzorii biochimici sau "biochemosenzorii " sunt dispozitive care introduse într-un 
mediu biologic, oferă la ieşire semnale electrice măsurabile ce caracterizează acest me-
diu. Aceştia pot avea la bază o serie de senzori chimici, cum ar fi electrozii pH, electrozii 
ionselectivi (EIS) etc. Modelul schematic este similar cu cele prezentate in figurile  2.1, 
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2.2, 2.3. Biochemosenzorii convenţionali utilizează un electrod electrochimic, ca element 
de conversie a semnalului biochimic într-un semnal electric în timp ce tipurile mai noi 
utilizează traductori cum ar fi: fibrele optice, dispozitivele piezoelectrice, tranzistorii cu 
efect de cîmp (FET), SAW (unde acustice de suprafata). Biochemosenzorii detectează, 
practic, specii electroactive produse sau consumate într-o reacţie de orice tip. 
 Toţi biosenzorii sunt mai mult sau mai puţin selectivi (non-specifici) pentru un 
anumit analit, unii sunt prin construcţie şi concepere doar specifici pe o anumită clasă de 
analiţi dacă folosesc clasa enzimelor (ex: biosenzori pentru detecţia fenolului) sau celule 
(ex: în măsurarea consumului biologic de oxigen). Noţiunea de recunoaştere este deseori 
folosită în biosenzori sau în sistemele biosenzoriale prin asociere cu sistemele senzoriale 
ale corpului uman. Simţurile ca mirosul sau gustul, sunt alcătuite din sisteme ce conţin o 
celulă receptoare pentru identificare cuplate cu căi neurotransmiţătoare de procesare pre-
lucrare semnale. 
 Fenomene de acest tip au loc şi în biochemosenzori dar la nivel mult simplificat 
faţă de complexitatea recunoaşterii moleculare din sis-temele vii. Exemple de semnale de 
transfer simple sau multiple sunt prezentate în tabelul 4.1. Aceste exemple se limitează la 
principalii biochemosenzori. 
 Pentru tipurile de receptori prezentaţi în tabela 4.1 se pot selecta diferiţi electrozi şi 
metode de măsură din tabela 4.2 pentru a forma un biosenzor electrochimic. Biosenzorii 
sunt clasificaţi după elementul de recunoaştere (tabela 4.1) sau după modul de transducţie 
(tabela 4.2). De reţinut că toţi biosenzorii indiferent de tipul de clasificare trebuiesc trataţi 
unitar ca un microsistem, elementul de recunoaştere biologică fiind în contact direct, 
intim, cu elementul traductor 
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Tabela 4.1 Tipuri de receptori folosiţi în biosenzori cuplaţi cu tehnici electrochimice de măsurare pentru 
recunoaşterea specifică de specii. Cupluri receptori biologici- tehnica de măsură electrochimică sunt 
indicate prin litere boldate [67]  

Tipul de analit Receptorul/ sistemul chimic 
/biochimic de recunoaştere 

Tehnica de măsurare 
Natura traductorului 

1.Ioni Oxizi metalici multivalenti 
Cristale anorganice cu con-ducţie 
ionică, 
Ioni permselectivi 
Ionofori biologici 
Enzime 
Sticle schimbatoare de ioni 

Potentiometric 
Voltametric 

2. Gaze dizolvate, 
vapori şi mirosuri 

Strat dublu lipidic sau membrane 
hidrofobe ; 
Electrod de metal inert 
Enzime 
Anticorpi, receptori 
 

Amperometric 
Amperometric şi potenţiometric 
Amperometric, potentiometric sau de 
impedanţă 
Piezoelectric, optic 

3. Substrate Enzime 
 
 

Amperomrtric sau potenţio-metric in 
serie cu 1 sau 2 metale 
Electrozi de carbon, 
Conductometric, 
Piezoelectric, optic,calorimetric 

Celulele 
Membrane receptor 
Tesuturi de animale sau de plante 

 idem 

4. Anticorp/ 
Antigen 

Antigene /anticorpi;   
Duplex de oligonucleotide, 
Aptamer 
 
 
Enzime specifice indexate 
Indexări fluorescenţă, 
chemiluminiscenţă 

Amperometric, 
Potenţiometric  
Impedanţmetrie, 
Piezoelectric, optic,  
Rezonanţa plasmonilor (SPR) 
Optic 
 

5. Diferite 
proteine, substante 
cu greutate 
moleculara mica 

Liganzi specifici  
proteine receptor  
Enzime specifice 
fluorescenti 

Idem cu 4 

*Pe lîngă determinarea sub raport cantitativ a analiţilor, biosenzorii sunt folosiţi şi pentru a detecta şi 
cuantifica micro-organisme: receptorii sunt bacterii, drojdii sau oligonucleotide cuplate cu traductori 
electrochimici, piezoelectrici, optici sau calorimetrici. 
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4.2 Biosenzor electrochimic 

 Un biosenzor electrochimic este un biosenzor cu traductor electrochimic (tabela 
4.2). Este considerat a fi un electrod modificat chimic (CME), ca un conductor electric ce 
transmite electronii din procesul de interacţie spre exterior în sistemul electronic de 
măsurare. Electrodul poate fi metal, semiconductor sau material cu conductivitate ionică 
acoperit cu un film biochimic sau bioactiv [68 ,69, 70]. Biosenzorul electrochimic este un 
microsistem integrat receptor - traductor, capabil să dea informaţii analitice selective, 
cantitative sau semicantitative folosind un element de identificare biologică. El poate fi 
folosit pentru a monitoriza atît elemente biologice cît şi nebiologice. De notat că senzorii 
chimici care încorporează componente nebiologice ca receptor, deşi este folosit la moni-
torizarea proceselor biologice (ex: pH sau senzorii de oxigen) nu sunt biosenzori. Totuşi 
ei, de exemplu electrodul Clark, sunt de o importanţă majoră în lanţul biosenzorial de 
măsură. Similar senzorii fizici utilizaţi în medii biologice cum ar fi cei ce măsoară presi-
unea arterială etc, nu sunt consideraţi biosenzori 
 

Tabela 4.2 Tipuri de traductori electrochimici, tipul de măsurătoare şi analitul corespun-  zător [62] 
Potenţiometric  Electrod ion-selectiv (ISE); K+, Cl-, Ca2+, F- 

Electrod de sticlă H+., Na+. . . .  

Electrod gazos CO2, NH3

Electrod metalic Reacţii redox 
Amperometric  Electrod metalic   

Electrod-carbon 
Electrozi modificati chimic  (CME), 

O2,  Zaharuri, alcooli: 
zaharuri, alcooli, fenoli, 
oligonucleotide 

Conductometric, 
Impedanţmetric 

Electrozi tip pieptene 
Electrozi metalici 

Uree, Oligonucleotide  

Tranzistori cu efect 
de cîmp (FET) 

Tranzistor cu efect de cîmp cu selectivitate 
ionică (ISFET) 
FET cu sensibilitate la Enzime (ENFET) 

H+., Na+. . . .  

* Biosenzorii utilizează şi alte tipuri de traductori non-electrochimici.: a) biosenzori piezoelectrici b) 
biosenzori-SAW, traductorul măsoară unde acustice de suprafaţă într-un circuit de rezonanţă (shear and 
surface acoustic wave); c) biosenzori calorimetrici (elementul activ este cuplat cu un termistor sau cu un 
termocuplu); d) biosenzori optici,  utilizează fenomene optice cum ar fi fibra optică şi fenomenele de 
reflexie, refracţie, interferenţă; biosenzori cu fluorescenţă, chemoluminiscenţă, absorbţia luminii  e) 
biosenzori SPR ce folosesc interacţia analit-receptor imobilizat pe un film metalic depus pe o prismă 
optică măsurînd variaţia indicelui de refracţie datorită modificărilor induse în sarcina electrică a 
metalului.  

  
4.3.Clasificare 

 Biosenzorii electrochimici după terminologia stabilită în tabela 4.1 şi 4.2 pot fi cla-
sificaţi în funcţie de specificitatea lor biologică, după mecanism sau modul de transmite-
re a semnalului sau, alternativ, combinaţia acestora două. Ei pot fi: amperometrici, poten-
ţiometrici, cu efect de cîmp (FET) sau senzori conductometrici (măsurarea conducţiei 
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electrice) respectiv de impedanţă (impedanţmetrici). Alternativ pot fi numiţi de exemplu: 
senzor amperometric enzimatic [71] pentru a specifica natura receptorului şi a traducto-
rului. Primii biosenzori ce au fost studiaţi sunt cei enzimatici şi imunosenzorii. 
4.4 Receptorul 

Element de recunoaştere biocatalitic 

 În acest caz, biosenzorul are la bază o reacţie catalizată de biomacromolecule, 
prezente în mediul biologic original şi care sunt izolate în prealabil sau sunt obţinute pe 
cale sintetică. Reacţia este monitorizată de un detector integrat (traductorul) ce măsoară 
stărilor staţionare sau de tranziţie ori produsul final de reacţie prin intermediul biocatali-
zatorului imobilizat în biosenzor. 
 Tipuri de biocatalizatori frecvent utilizaţi: 

1. Enzime (simple sau complexe enzimatice)- cel mai des folosite ca sisteme de 
recunoaştere  

2. Celule, microorganisme (ex: bacterii, fungi, celule eucariote sau drojdii), or-
ganele sau componente celulare (pereţi celulari, mitocondrii) 

3. Ţesuturi (secţiuni din ţesuturi de plante sau animale) 
 Biosenzorii cu elemente de recunoaştere cu biocatalizatori sunt cei mai cunoscuţi şi 
studiaţi, încă de la începutul abordării lor de Clark şi Lyons . Unul sau mai mulţi analiţi, 
de obicei numite substraturi S şi S’, reacţionează în prezenţa uneia sau mai multor 
enzime, celule etc, obţinîndu-se produşii P şi P’ după următoarea schemă de reacţie: 

' 'biocatalizatorS S P P+ ⎯⎯⎯⎯⎯→ +  
 Există patru strategii prin care traductorul asociat poate monitoriza consumul de 
analit S prin reacţia biocatalitică: 

1. Detectarea consumului co-substratului S’, ex: diminuarea oxigenului prin 
lanţul de reacţii indus de oxidaze, bacterii sau drojdii. Semnalul măsurat 
reprezintă diminuarea consumului de co-substrat faţă de valoarea iniţială. 

2. Reciclarea produsului de reacţie P cum ar fi: peroxihidrogen, H+, CO2, NH3., 
în scheme de reducere prin oxidoreducatză, hidroliză, liază etc. Semnalul de 
la traductor se va amplifica. 

3. Detecţia centrilor activi din biocatalizator: redox, co-factori, grupuri pros-
tetice ce evoluează în prezenţa substratului S prin folosirea unui mediator 
imobilizat. Acesta reacţionează rapid cu biocatalizatorul şi este uşor de de-
tectat în lanţul de transducţie. Diferiţi derivaţi ferocenici, tetrathia-fulvalene, 
tetracianochinodimetan  (TTF+ TCNQ- ), săruri organice, chinone, coloranţi 
chinonici, complexe de Ru sau Os în matrici polimere pot fi folosiţi ca me-
diatori.[72 ]  

4. Transfer direct de electron dintre situsul activ al reacţiei redox enzimatice şi 
traductorul electrochimic. 

 A-3-a strategie elimină, parţial sau total, dependenţa răspunsului senzorului de 
concentraţia cosubstratului, S’, descreşte influenţa interferenţei dintre specii. Aceasta se 
realizează printr-o viteză de reacţie mai mare pentru cuplul mediator- biocatalizator imo-
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bilizat pe substrat faţă de reacţiile cosubstrat- biocatalizator. O altă alternativă este res-
tricţionarea analitului să reacţioneze localizat pe un film. În acest caz analitul difuzează 
restrictiv printr-o membrană a cărei permeabilitate favorizează transportul cosubstratului 
[73,74]. Utilizarea mediatorilor conduce la diminuarea concentratiei substraturilor împre-
ună cu lanţurile de reacţii prin utilizarea unei membrane cores-punzătoare, a cărei perme-
abilitate să favorizeze transportul cosubstratului. 
 Cînd enzimele sunt imobilizate în cadrul aceloraşi lanţuri de reacţie, se poate îmbu-
nătăţi performanţa şi abilităţile biosenzorului. Trei posibilităţi sunt frecvent folosite: 

1. Unele enzime facilitează identificarea biologică prin convertirea secvenţială 
a produşilor seriilor de reacţii enzimatice într-o formă finală electroactivă: 
acest mod permite o plajă mai largă de analiză a biosenzorului [75] 

2. Complexul enzimatic, aplicat în serie, poate regenera co-substratul primei 
enzime şi amplifica semnalul de ieşire al biosenzorului prin regenerarea u-
nui alt cosubstrat al primei enzime. 

3. Complexul enzimatic, aplicat în paralel, îmbunătăţeşte selectivitatea biosen-
zorului prin scăderea concentraţiei locale a substratului electrochimic de in-
terferenţă: această secvenţă este o alternativă a utilizării unei membrane 
permselective sau a unei metode secvenţiale (ex: interpretarea unui semnal 
de ieşire generat de un biosenzor şi de un senzor de referinţă, fără a exista 
element de recunoaştere biologică).[76 ] 

Element de recunoaştere pe bază de biocomplexare sau de bioafinitate 

 Operarea biosenzorului se bazează pe interacţia dintre analit cu macromolecule sau 
cu ansamble moleculare organizate [77]. La atingerea echilibrului nu mai există consum 
de analit de către agentul de biocomplexare imobilizat în substrat. Răspunsul la reacţia 
analit-agent de biocomplexare este monitorizat de un detector integrator. În unele cazuri 
reacţia de biocomplexare se automonitorizează printr-o reacţie biocatalitică complemen-
tară. Detectorul integrator monitorizează stările staţionare sau tranzitorii.  

1. Interacţia anticorp-antigen (detalii asupra interacţiei Ac-Ag sunt prezentate 
în secţiunea 3.2). Cele mai relevante exemple de biosenzori ce folosesc 
receptori de biocomplexare au la bază reacţii imunochimice, ex: legarea 
unui antigen (Ag) cu anticorpul caracteristic (Ac). Complexele formate de 
Ac-Ag trebuie să fie detectate cu condiţia ca celelalte reacţii non-specifice 
să fie minimizate. Pentru fiecare determinare de Ag corespunde un anumit 
Ac ce trebuie produs izolat, purificat etc. Unele studii recente au analizt 
monitorizarea directă a formării complexului Ag-Ac utilizînd tranzistori cu 
efect de cîmp cu selectivitate ionică (ISFETs). Creşterea sensibilităţii senzo-
rilor imunologici se realizează prin adăugarea de enzime specifice la cupluri 
Ag-Ac însă aceasta necesită paşi adiţionali de sinteză. Cum tăria legăturii 
sau constanta de afinitate variază în limite largi aceste sisteme operează 
ireversibil (biosenzor de unică folosinţă) sau dacă sunt cuplate în sisteme 
analitice de injecţie a fluidelor (FIA) atunci Ac se poate regenera din diso-
cierea complexului cu agenţi cum ar fi glicin-HCl la pH 2.5  
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2. Receptor:antagonist/agonist. Recent s-au folosit ca sisteme de recunoaştere 
moleculară în analiza conductometrică, ISFET sau senzorii optici cu recep-
tori cu canale ionice, membranari sau structuri proteice [78]. De exemplu, o 
proteină transportoare, lactoz- permeaza (LP), poate fi încorporată într-un 
bistrat lipozomic ce permite transportul protonic de glucid cu un raport stoi-
chiometric de 1:1. Acest mecanism a fost identificat prin fluorescenţă de-
pendentă de pH a unui fluorofor imobilizat în lipozomi[79]. Lipozomi cu LP 
au fost încorporati într-un bistrat lipidic depozitat pe un ISFET sensibil la 
pH. Rezultatele preliminare arată că acest ISFET modificat e capabil sa de-
tecteze ireversibil, lactoza dintr-un sistem FIA. Biosenzorul cu receptor 
proteic a fost descoperit de curînd [80]. Legarea analiţilor, numiţi aici ago-
nişti, de proteine receptoare imobilizate este monitorizată prin schimbarea 
fluxului de ioni prin aceste canale. De exemplu, glutamatul, ca agonist, 
poate fi determinat în prezenţa altor agonişti ce pot interfera prin deter-
minarea fluxurilor de Na+ sau Ca2+, utilizînd metoda conductometrică  sau 
electrozi ioni-selectivi. Datorită dependenţei canalului ionic de natura legă-
turilor aceasta produce o independenţă de natura enzimelor pentru a se atin-
ge sensibilitatea dorită. 

 Evoluţia actuală de integrare a biochemosenzorilor pe cipuri a făcut din metodele 
electrochimice un instrument puternic de determinare şi detectare a legării oligonucleo-
tidelor şi a indexării secvenţei genetice (modulele de nanoelectrochimie ce dotează în 
prezent microscopia de forţe atomice). S-au abordat două metode. Prima se referă la inter-
calarea în duplexul de oligonucleotide, în timpul formării structurii dublu helix a ADN-
ului a unei molecule care este electroactivă. A doua metodă este detecţia directă a gua-
ninei care este electroactivă. 
 În concluzie, deşi cercetările au avansat rapid nu cunosc încă o dezvoltare similară 
cu cea a biosenzorilor bazaţi pe biocatalizatori unde cercetările au produs o largă cu-
noaştere a domeniului. Aceste tipuri avînd la bază monitorizarea reacţiilor de echilibru ce 
au un domeniu de liniaritate restrîns nu pot monitoriza continuu concentraţia analiţilor. O 
parte din aceşti biosenzori nu pot opera prin intermediul unor membrane de separare ana-
lit - element senzitiv. Stratul sensibil adeseori trebuie să fie în contact cu mediul biologic 
unde se află analiţi. 
4.5 Moduri de transducţie electrochimică 

Amperometria 

 Metoda amperometrică se bazează  pe măsurarea curentului electric în procesele de 
reducere sau oxidare a speciilor electroactive. Metoda constă în menţinerea unui potenţial 
constant al electrodului de lucru (Au-,Pt-, C) în raport cu un electrod de referinţă, care 
poate servi şi ca electrod auxiliar, şi măsurarea curentulu care este de ordinul 10-9 -10-6 A. 
 Curentul electric este direct corelat cu concentraţia speciei electroactive sau a vite-
zei  de consum a substratului biocatalitic. Cum vitezele de reacţie biocatalitice sunt ade-
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sea alese pentru a fi de ordinul întîi la fel şi curenţii sunt de obicei proporţionali cu con-
centraţia analitului. 
Potenţiometria 

 Măsurătorile potenţiometrice constau în determinarea diferenţei de tensiune dintre 
doi electrozi (fie doi electrozi de referinţă sau unul de lucru –unul de referinţă) separaţi 
printr-o membrană permselectivă. Traductorul poate fi un electrod ion-selectiv (ISE), care 
este un senzor electrochimic ce are la bază un film subţire sau o membrană permselectivă 
ca element de recunoaştere [17, 81]. Cele mai cunoscute dispozitive potenţiometrice sunt 
electrozii pH; însă şi alţi electrozi selectivi la ioni ca : F-, I-, CN- , Na+, K+, Ca2+, NH4

+, 
sau gaze (CO2, NH3) pot fi folosiţi. 
 Diferenţele de potenţial dintre indicator şi electrodul de referinţă sunt proporţionale 
cu logaritmul activităţii ionice sau fugacitatea gazului (sau concentraţia), descrise de 
ecuaţia Nernst-Donnan. Acesta este doar cazul în care: 

• Membrana sau stratul selectiv sunt infinite şi concentraţia altor ioni negli-
jabilă  

• Diferenţele de potenţial la diferite suprafeţe de separare a fazelor sunt fie 
constante, fie neglijabile, faţă de potenţialul principal de măsură dintre mem-
brană şi soluţia de analizat. 

 Pentru orice biosenzor cu substrat biocatalitic, acesta este adiacent cu detectorul 
potenţiometric, trebuiesc luate în considerare următoarele etape:  

1. Transportul substratului de analizat spre suprafaţa biosenzorului, 
2. Difuzia analitului spre stratul de reacţie, 
3. Reacţia analitului în prezenţa biocatalizatorului  
4. Difuzia produsului de reacţie înspre suprafaţa senzorului sau volumul 

soluţiei fie spre recirculare fie spre eliminare. 
 Răspunsul senzorului biocatalitic potenţiometric descrie fie o stare cuasistaţionară 
sau tranzitorie. Situaţia este mai complexă în cazul senzorilor imunoenzimatici cu toate că 
complexul Ac-Ag atinge o stare de echilibru prin reacţiile sale, reversibile sau ireversi-
bile, activitatea enzimelor asociate complexului este măsurată prin consumul de analit în 
starea staţionară. 
 Un alt aspect important al biosenzorilor cu ISE, este dependenţa mare a răspunsului 
lor de pH şi de tăria ionică. 
Detecţia acumulării de sarcină superficială ( tranzistorii cu efect de cîmp-FET) 

 Este un principiu de transducţie care determină concentraţiile ionilor prin metoda 
efectului de cîmp indus de o sarcină superficială, al unui tranzistor care poartă aceaşi 
denumire. ISFET – tranzistor cu efect de cîmp ion selectiv este denumirea generală a 
acestei metode de transducţie [82]. Principiul constă în controlul unui curent electric sub 
influenţa unui potenţial aplicat direct pe un electrod-poartă. Cînd ISFET este cuplat cu un 
strat biocatalitic sau cu un biocomplex ei devin biosenzori şi se numesc ori cu efect de 
cîmp enzimatici (ENFET) sau imunologici (IMFET). Indiferent de cazul particular prin-
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cipiul este acelaşi curentul dintre drenă şi sursă este controlat de mărimea unui potenţial 
electric (FET). 
Conductometrie, impedanţometrie 

 Multe reacţii ale enzimelor , ca de exemplu –ureaza, şi mulţi recep-tori ce sunt 
membrane biologice pot fi monitorizate prin conductivitatea ionică sau prin variaţia impe-
danţei utilizînd microelectrozi interdigitali (pieptene intercalat) [83]. Sensibilitatea masu-
rătorilor este dependentă şi de conductanţa altor ioni din soluţia de investigat. În această 
situaţie măsurătorile se realizează în montaje fie diferenţiale sau în punte unde una dintre 
probe este senzorul cu enzimă iar cealaltă este de referinţă fără enzimă. 
4.6 Analiţi, reacţii monitorizate. 

 Biosenzorii se pot clasifica fie în funcţie de analiţi sau de reacţiile care le monito-
rizează. Între monitorizarea indirectă a inhibitorilor şi monitorizarea directa a analiţilor 
(sau a activităţii biologice) există o imensă diferenţă. 
 Monitorizarea directă a analiţilor sau a activităţii biologice cu consum sau produ-
cere de analiţi. Monitorizarea directă a analiţilor sau, alternativ, a activităţii biologice, 
este indiscutabil cea mai mare aplicaţie a biosenzorilor. Trebuie să se ţină seama de faptul 
că acelaşi biosenzor poate monitoriza activitatea enzimei sau a celulei vii, consumul sau 
producerea unui compus dat fie continuu sau secvenţial  
 Monitorizarea indirectă de inhibitor sau activator a receptorilor biochimici. 
 Alternativ, biosenzorii au fost dezvoltaţi pentru monitorizarea indirectă a pesti-
cidelor organice sau a unor compuşi anorganici (metale grele, fluoruri, cianuri) [84, 85] 
substanţe ce inhibă proprietăţile biocatalitice ale enzimelor folosite în construcţia biosen-
zorilor. Oricum aceste dispozitive sunt de obicei ireversibile. De exemplu la imuno-
senzori activitatea biologică iniţială se poate regenera doar prin tratament chimic şi prin 
urmare nu fac parte din clasa biosenzorilor recondiţionabili sau reutilizabili. Potenţialul 
lor de aplicaţie este acela de avertizare şi nu de monitorizare exactă a unui analit specific. 
Se recomandă ca aceştia să fie consideraţi de unică folosinţă. De exemplu, biosenzorul cu 
cianură ce foloseşte ca inhibitor citocromoxidaza care se regenerează prin spălare cu un 
tampon de fosfaţi la pH=6,3 [86]. 
4.7 Construirea unui biosenzor electrochimic. 

Imobilizarea receptorilor biologici 

 Încă de la inceputul cercetărilor în acest domeniu, odată cu realizarea senzorului 
enzimatic pentru glucoză, prima descriere apartine lui Clark si Lyons în 1962, experiment 
în care glucozoxidaza este imobilizată între două membrane, a apărut o bogată literatură 
asupra tehnicilor de imobilizare a receptorilor biologici. Enzimele, anticorpii, celule sau 
ţesuturi cu activitate biologica mare, pot fi imobilizaţi într-un film subţire pe suprafaţa 
unui traductor prin variate metode[59,61, 87, 88, 89, 90, 91, 92]. Următoarele proceduri 
de imobilizare ale receptorilor biologici sunt cele mai des folosite:  
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1. Imobilizarea pe membrană pe suprafaţă neexpusă la analit: o soluţie enzi-
matică, o suspensie de celule sau de ţesut se confinează între  membrana 
permeabilă la analit şi electrodul de măsură (detectorul electrochimic) 

2.  Reţinerea receptorilor biologici într-o matrice polimerica, ca de ex: poli-
acrilonitril, gel agar, poliuretan (PU) sau alcool polivinilic (APV), hidro-
geluri redox cu centrii redox ca de exemplu [Os(bpy)2Cl]+/2+ [93] 

3. Reţinerea receptorilor biologici între straturi autoasamblabile (SAM) sau în 
membrane din stratul dublu lipidic (BLM). 

4. Legarea covalentă a receptorilor de suprafaţa membranelor prin intermediul 
grupărilor bifuncţionale: glutaraldehide, carbodiimide, SAMs, avidin-biotin 
silanizate. 

5. Modificarea structurii întregului electrod (ex: pasta de carbon modificată cu 
enzime sau grafit în răşini epoxi [94].) 

 Receptorii sunt modificaţi fie singuri fie în amestecă cu alte proteine, ca de 
exemplu albumina serica bovină (BSA), fie direct pe suprafaţa traductorului fie în mem-
brana de polimer. De curînd, membranele preactivate pot fi folosite direct pentru imobi-
lizarea enzimelor sau anticorpilor, fără modificari chimice. 
 Legarea covalentă şi reticularea sunt mult mai dificile faţă de imobilizarea sau reţi-
nerea receptorilor pe membrană. În cazul structurilor microsenzoriale unde membrana es-
te direct depusă pe traductor atunci legarea covalentă este mai sigură şi stabilă. 
Membrane interne şi membrane externe 

 Pe lîngă straturile de reacţie sau membranele cu receptorii imobilizaţi mulţi bio-
senzori, în special cei destinaţi aplicaţiilor clinice sau biologice, încorporează una sau mai 
multe membrane auxiliare de separare interne sau externe cu trei funcţiuni importante: 

1. Barieră de protecţie. Membrana exterioară previne interfe-renţa sau intrarea 
în straturile de reacţie a unor molecule mari (ca de ex: proteine sau celule), 
în acelaşi timp reduce trecerea componentelor din straturile de reacţie în 
soluţia de analizat. Aceste funcţii sunt foarte importante, de exemplu, pentru 
un senzor de glucoză implantat, eliminarea de glucoz-oxidază care nu este 
de origine umană poate cauza reacţii imunologice. O membrană se alege 
pentru a conferi o permselectivitate specifică care să reducă interferenţele cu 
alte specii în răspunsul biosenzorilor. De exemplu biosenzorii pentru 
glucoză in vivo sau ex vivo posedă o membrană de acetat de celuloză încăr-
cată negativ pentru a descreşte efectele de interferenţă cu ascorbatul sau ure-
atul care sunt electrochimic detectate împreună cu apa oxigenată generată 
enzimatic 

2. Barieră exterioară de difuzie pentru substrat. În cazul enzimelor acestea au 
o cinetică ce urmează modelul Michaelis-Menten [95]. Vitezele de reacţie 
enzimatice sunt neliniare cu concentraţia. Domeniul de liniaritate dinamică 
poate fi larg dacă răspunsul biosenzorului este controlat de difuzia substra-
tului prin membrană şi nu de cinetica enzimei. Acest control se realizează 
prin implantarea unei membrane exterioare subţiri peste o enzimă cu acti-
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vitate mare: cu cît este mai subţire membrana cu atît este mai scurt în timp 
răspunsul biosenzorului. Mai mult, bariera de difuzie exterioară induce pen-
tru răspunsul biosenzorului o independenţă faţă de enzimele active şi îmbu-
nătăţesc stabilitatea.[67,68] 

3. Suprafeţe biocompatibile. Biosenzorii sunt supuşi la două seturi de modi-
ficări cînd sunt în contact direct cu ţesuturile organice fluide sau implantate 
in vivo, de regulă în matrici biologice active, sau în medii de cultură: 

 Modificări ale probei biologice gazdă cauzate de reacţiile induse 
de biosenzor d.p.d.v a toxicităţii, imunogeneticii, carcinogeneti-
cii, trombogeneticii, mutageneticii etc. 

 Modificarea proprietăţilor de operare ale biosenzorului de către 
componentele probei biologice sau de structura ei: pasivizarea 
suprafeţei de la electrod. 

 Alegerea unui strat extern de protecţie biocompatibil este esenţial pentru sta-
bilitatea răspunsului după implantare pentru traductorii de recunoaştere moleculară care 
cer un contact direct dintre probă şi receptorul biologic.Toate aceste tipuri de membrane 
şi straturi protectoare depind de diametrul senzorului iar funcţie de caz se pot utiliza ma-
teriale polimerice depuse prin dip- sau spincoating (acetat de celuloză, Nafion, poli-
uretan, colagen, policarbonat). Microbiosenzorii sunt de obicei realizaţi prin traparea en-
zimei printr-un proces de electropolimerizare.  
 Dacă implantarea biosenzorului nu afectează funcţionarea normală a mediului 
gazdă şi invers dacă mediul gazdă nu influenţează operaţiile normale ale biosenzorului, 
atunci biosenzorul este considerat biocompatibil.  
4.8 Criterii de performanţă 

 Pentru orice senzor construit pe principiul recunoaşterii moleculare [75] este im-
portant de al caracteriza prin răspunsul său care este legat de parametrii de operare şi de 
vitezele reacţiilor limitative. Precizia, acurateţea, sensibilitatea, reproductibilitatea sunt 
criterii de bază în estimarea performanţelor biosenzorilor [65,75]. Aceşti parametrii sunt 
în directă relaţie cu mecanismele de reacţie, fenomenele de transport şi cinetica proce-
selor din volum respectiv la interfaţă. 
 Cele mai multe criterii au fost elaborate pentru biosenzorii enzimatici, ei fiind şi cei 
mai studiaţi în literatura de specialitate. În cazul imunosenzorilor elementul cheie este 
capacitatea de captură a suprafeţei adică numărul de molecule de pe suprafaţă care sunt 
active. O metodă de verificare a acestui parametru este măsurarea activităţii specifice 
adică raportul dintre numărul de molecule active la numărul de molecule imobilizate. 
 Această estimare este dependentă de modul de imobilizare (orientarea moleculară, 
numărul de puncte de ataşare sau situri active) iar raportul se situează între limite 0.15-
0.3, foarte rar atingînd unitatea. 
 Capacitatea de captură devine importantă cînd suprafaţa se micşorează ca în apli-
caţii de microfluidică. O altă problemă întîlnită la imunosenzori este aceea a regenerării 
suprafeţei fără pierderea semnificativă a activităţii. 
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 Oricum rapida proliferarea a biosenzorilor şi a diversităţii lor a condus la o lipsă de 
rigurozitate în criteriile de performanţă. Cu toate că fiecare senzor poate fi evaluat pentru 
aplicaţia lui particulară este util să se stabilească protocoale standard pentru evaluarea 
criteriilor de performanţă în conformitate cu standardul şi definiţiile IUPAC [65]. Patru 
seturi de parametrii sunt descrişi în cele ce urmează ca fiind cazuri particulare a criteriilor 
generale prezentate în secţiunea 3.1. 
 Calibrarea sau etalonarea biosenzorilor electrochimici este realizată în general 
prin adăugarea de soluţii standard de analit şi ridicarea graficului de răspuns în regim 
staţionar, Rss (steady-state response) funcţie de concentraţia analitului, c, sau de loga-

ritmul, 0log c
c

⎛ ⎞
⎜ ⎟
⎝ ⎠

, unde c0, reprezintă o concentraţie de referinţă. Semnalul de răspuns, 

Rss este corectat în raport cu zgomotul de fond Rbl (background). c0, concentraţia de re-
ferinţă este de regulă estimată în mol/l deşi această valoare mare nu este utilizată nici-
odată atunci cînd domeniile de măsură se raportează la 1-10 mmol/l iar în prezent s-au 
atins sensibilităţi de ordinul nmol/l şi pmol/l.  
 Răspunsul în regim tranzitoriu este important pentru analiza probelor în regim di-
namic şi în tehnicile de eşantionare însă este mai puţin semnificativ în monitorizarea con-
tinuă. Răspunsul tranzitoriu este estimat prin panta (dR/dt)max după adiţia de analit în ce-
lula de măsură. O metodă de evaluare este de a introduce senzorul într-un sistem FIA 
pentru analiza secvenţială de probe într-un regim hidrodinamic precizat. 
 Sensibilitatea şi domeniul liniar de măsură a concentraţiei în regim staţionar sunt 
determinate din reprezentare grafică: 
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 Această metodă este mult mai concisă decît curbele de calibrare curent utilizate de 
plotare a răspunsului corectat la linia de bază funcţie de concentraţie sau logaritmul ei. În 
acelaşi mod se determină şi răspunsul în regim tranzitoriu prin: 
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 În toate cazurile parametrii se estimează în domeniul de răspuns liniar al biosen-
zorului. Orice biosenzor electrochimic are o limită superioară de liniaritate a răspunsului. 
 Această limită este direct legată de proprietăţile biocatalitice sau de biocomplexare 
a receptorului biochimic sau biologic. Mai mult în cazul biosenzorilor cu enzime această 
limită este semnificativ influenţată de membranele şi de substraturile de imobilizare unde 
barierele de difuzie şi cinetice secundare au un rol important. 
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 Concentraţia locală a analitului în stratul de reacţie poate fi cu două ordine de 
mărime mai mic decît în volumul soluţiei. Cinetica enzimatică fiind descrisă de meca-
nismele Michaelis –Menten şi exprimată prin parametrii KM şi VM, biosenzorii sunt 
adesea caracterizaţi prin parametrii aparenţi KM şi (Rss-Rbl): KM reprezintă concentraţia 
analitului la valoarea lui (Rss-Rbl)max/2 din curba de răspuns, VM, viteza maximă de reacţie 
[23,24,48,96]. Cînd valoarea aparentă KM  este mare raportată la activitatea enzimei în 
fază de soluţie ( enzime solubile) atunci există o barieră de difuzie dintre probă şi stratul 
de reacţie cu enzima imobilizată sau rata de reacţie a cosubstratului cu enzima este mare. 
De reţinut că pentru cinetica enzimei în fază de soluţie, KM, este uzual determinat din 
reprezentarea grafică de tipul Lineweaver-Burk [96]:  
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 Pentru orice biosenzor electrochimic trebuiesc stabilite numărul de standarde utili-
zate şi cum matricea de probe standard poate fi simulată sau duplicată, ele fiind necesare 
pentru a specifica procedurile pentru fiecare tip de senzor legat de aplicaţia sa. Acestea 
sunt de importanţă specială pentru cazul senzorilor de unică folosinţă ce utilizează imuno-
afinitatea sau reacţiile de inhibiţie. 
 Sensibilitatea este panta curbei 

0vs  sau logss bl
cR R c
c

−  şi nu trebuie confundată cu 

limita de detecţie (LOD) cuantificată în raport cu linia de bază sau cu semnalele de zgo-
mot. Domeniul de concentraţii de lucru este determinat de limitele de detecţie inferioare 
respectiv superioare. 
 Selectivitatea, siguranţa în exploatare 
 Selectivitatea şi siguranţa sunt determinate ca pentru orice tip de senzor ampero-
metric sau potenţiometric [97, 98]. Ele depind de alegerea receptorului şi a traductorului. 
 Cele mai multe enzime sunt specifice dar sunt şi clase de enzime nonselective, cum 
ar fi, alcooloxidaze, grupul de zaharuri oxidaze, peroxidaze, lactaze, tirosinaze, cerulo-
plasmin, alcooldehidrogenaze, glucozdehidrogenaze, NADH-dehidrogenaze etc. 
 Ele au fost folosite pentru dezvoltarea de biosenzori pentru determinarea fenolilor 
din mediu [99, 100] sau în monitorizarea calităţii alimentelor. Bacteriile, drojdiile, cul-
turile de celule sunt în mod natural nonspecifice. Pe de altă parte electrozii de oxigen, e-
lectrozii pH, ISFET-urile prezintă o selectivitate specifică pronunţată la fel şi electrozii 
metalici care sunt sensibili la numeroase substanţe. Selectivitatea proprie poate fi modi-
ficată cînd aceşti traductori sunt asociaţi cu receptorii. De exemplu ENFET este pH senzi-
tiv la soluţia tampon şi la protonare dar selectivitatea sa nu este modificată. 
 Cînd traductorul interferează cu alte substanţe cunoscute ca ascorbat sau uraţi la 
senzorul de glucoză bazat pe detecţia peroxidului de hidrogen aceste efecte secundare pot 
fi restricţionate prin utilizarea de membrane permselective exterioarea sau interioare. 
 Alternativ, se concep senzori cu şi fără receptori biologici ce funcţionează prin 
compensare - senzori diferenţiali. Tipuri de senzori diferenţiali sunt dezvoltaţi pe princi-
piul ISFET sau ENFET. Există diferite proceduri de determinare a selectivităţii biosen-
zorului dar două sunt recomandate de normele IUPAC.  
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 Prima constă în evaluarea răspunsului biosenzorului prin adăugarea de substanţe ce 
produc posibile intereferenţe. În acest caz se compară curba de calibrare a analitului în 
condiţii identice de măsură. Selectivitatea se exprimă ca raportul dintre semnalele pentru 
analit şi analit cu susbstanţele de interferenţă. A doua procedură constă în adăugarea de 
substanţe de interferenţă într-o celulă dată ce conţine o concentraţie de analit cunoscută. 
 Selectivitatea este exprimată ca procentul de abatere faţă de curba de calibrare a 
analitului. Această metodă depinde de concentraţia analitului. Siguranţa în exploatare a 
senzorului depinde de selectivitatea şi reproductibilitatea şi de acurateţea măsurătorilor. 
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4.9 Exemple de biosenzori electrochimici 

4.9.1 Electrodul Clark, aplicaţii în medicină 

Principiul de construcţie  
 Clark a studiat electrochimic oxigenul ca un gaz reducător şi platina ca un electod 
de metal. Platina folosită pentru detectarea oxigenului electrochimic, este recunoscută sub 
denumirea de “ electodul Clark “. Electrodul are o membrană organică care acoperă stra-
tul de electrolit şi doi electrozi metalici. Oxigenul difuzează prin membrana şi este redus 
electrochimic la catod. Între catod şi anod se aplică o tensiune fixă, pentru care reacţia de 
reducere a oxigenului are loc.Temperatura influenţează mult viteza de reacţie şi 
solubilitatea (figura 4.1A). Acesta este un electod polarografic utilizat pentru măsurarea 
concentraţiei oxigenului în lichidele corpului sau în gaze. Mostra sau eşantionul de 
măsurat este în contact cu o membrană (polipropilenă sau teflon ) prin care oxigenul 
diuzează într-o cameră de măsură conţinînd soluţie de clorură de potasiu saturată 50%. În 
cameră sunt doi electrozi, unul este de referinţă, Ag/AgCl şi altul este de platină, îmbrăcat 
în sticlă. Curentul electric la potenţialul de polarizare de - 600 mV, este proporţional cu 
concentraţia oxigenului în soluţie. Pentru polarizare inversă la+600mV se pot realiza 
măsurători pentru hidrogen. Reacţiile sunt foarte sensibile la temperatură şi trebuie 
menţinută la valori de ± 0,10C. Electrodul este calibrat utilizînd un amestec din cele două 
gaze –oxigen şi hidrogen- de concentraţie cunoscută. Astfel electrodul de oxigen sau 
electrodul Clark s-a dovedit a fi un analizor al gazelor din sînge atunci cînd efectuăm 
analize de chimie în laboratorul clinic şi în general în aria îngrijirilor medicale, regim 
ambulatoriu sau de terapie intensivă. Clark a avut ingenioasa idee de a plasa pe suprafaţa 
electrodului de platină o enzimă care reacţionează cu oxigenul. Enzimele sunt plasate 
într-o membrană închisă la suprafaţă, care poate fi recunoscut ca cel mai simplu model de 
biosenzor. Curba măsurătorilor concentraţiei de oxigen a fost proporţională cu concen-
traţia glucozei. Acesta a fost primul biosenzor construit, care a ajutat mult la progresul 
analizelor de laborator. Pentru scopuri medicale detaliem căteva din etapele funcţionării 
acestui tip de electrod. Oxigenul difuzează prin membrană şi este redus electrolitic la 
catod. Cu cît este mai mare presiunea parţială a oxigenului, cu atît difuzează mai mult 
oxigen la un moment dat. Senzorii de temperatură ataşaţi probei permit compensarea pen-
tru membrană a vitezei de difuzie şi solubilitate. Instrumentele de măsură înregistrează: 
curentul catodului, temperatura probei, temperatura membranei, presiunea ba-rometrică, 
salinitatea. Cu aceste informaţii se poate calcula oxigenul conţinut în probă, fie în părţi 
per milion (ppm), sau în procente ale saturaţiei în oxigen. Configuraţia geome-trică a 
electrodului Clark, are o mare importanţă. În particular, grosimea stratului electrolitic 
dintre catod şi membrana trebuie să aibă o anumită limită, pentru a asigura liniaritatea şi 
micşorarea driftului de curent. 
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Figura 4.1-Electrod Clark, principiu de construcţie şi moduri de operare galvanic (A) 
respectiv polarografic (B) 

  
 Calibrarea unui sistem polarografic este de strictă necesitate. În primul rînd trebuie 
asigurată proporţionalitatea dintre curent şi concentraţia de oxigen, cu erori sub 1% 
(Pentru probele biologice rolul şi parametrii aerului sunt esenţiale. Aerul, privit ca un 
amestec de gaze ce are un procent constant de oxigen, aproximativ 20,9%, cînd intră în 
contact cu apa, cantitatea dizolvată depinde de mai mulţi factori: timpul optim pentru 
dizolvarea oxigenului, omogenitatea soluţiei de apă, temperatura apei, presiunea aerului, 
sărurile conţinute în apă, alte substanţe dizolvate în apă, care sunt consumatoare de oxi-
gen). Oxigenul conţinut în apă este determinant pentru procesele biologice şi chimice, de 
aceea măsurarea oxigenului dizolvat în apă este foarte importantă Pentru a găsi presiunea 
parţială a oxigenului dizolvat, el trebuie să fie saturat în apă pură la o anumită tem-
peratură. 

Consideratii practice 
1. Agitarea: consumarea oxigenului de către proba de investigat poate cauza 

scăderea concentraţiei de oxigen la stratul de graniţă dintre membrană şi 
probă. Aceasta necesită agitarea continuă. 

2. Membranele: se folosesc două tipuri de membrane; membrane libere, nea-
samblate şi membrane de acoperire sau capsule. Membranele libere sunt mai 
ieftine, dar există dificultăţi de instalare şi rezultatele nu sunt repro-ductibile. 
Grosimea membranei determină cît de gros trebuie să fie stratul de electrolit 
adiacent catodului, aceasta afectînd timpul de răspuns al probei. Precizia 
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fabricării membranei dă o grosime de electrolit cît mai reproductibilă, acce-
lerînd asfel timpul de măsurare şi elimină problemele de asamblare.  

3. Electrolitul: electrolitul în orice tip de electod de oxigen Clark trebuie să fie 
schimbat periodic, altfel se pierde capacitatea de reducere a oxigenului. 
Timpul de menţinere a electrolitului depinde de rata cu care oxigenul este re-
dus. 

4. Calibrarea: aer saturat cu apă. În condiţii de echilibru presiunea oxigenului 
în apa saturată cu aer este egală cu presiunea parţială a aerului saturat cu apă, 
adică la o umiditate relativă de 100%. Electrodul măsoară valoarea maximă 
a presiunii parţiale de oxigen. Deoarece difuzia oxigenului în apă şi aer sunt 
diferite, se aplică un factor de corecţie la calibrarea apei saturate cu aer pen-
tru a obţine o valoare corectă. Cînd se măsoară concentraţii scăzute (sub 2 
ppm) este necesar un al doilea punct de calibrare, punctul pentru standard de 
oxigen. La concentraţia de 0 oxigen (prin adăugare de sulfit de sodiu) curen-
tul prin electrodul Clark este 0, acesta constituie al doilea punct de referinţă. 

 Aplicaţii ale electrodului Clark sunt la măsurarea oxigenului dizolvat: tratamentul 
apelor uzate, producerea vinului, bioreacţii, monitorizarea apei din mediu 
4.9.2 Electrodul enzimatic 

 Electrodul enzimatic (în unele referinţe cunoscut ca electrod enzimă) este o com-
binaţie dintre o sondă electrochimică de orice tip (amperometric, potenţiometric sau con-
ductimetric) cu un strat subţire (10-200 microni) de enzimă imobilizată. În aceste dis-
pozitive funcţia enzimei este de a furniza selectivitatea în virtutea afinităţii sale biologice 
pentru un substrat de molecule (figura 4.2). De exemplu o enzimă este capabilă de a 
cataliza o reacţie a unui substrat dat pentru un izomer specific dintr-o mulţime de sub-
straturi cu diverşi izomeri. Tipic gradul de avansare a unei reacţii enzimatice ( direct 
legată de concentraţia analitului) este monitorizat prin viteza de formare a produsului sau 
dispariţia unui reactant. Dacă produsul sau reactantul este electroactiv atunci răspunsul 
poate fi monitorizat direct prin amperometrie adică variaţia curentului pentru un potenţial 
aplicat dat. Metoda finală de analiză folosită va depinde în cele din urmă de proprietăţile 
specifice ale enzimei. 
 Principalele consideraţii sunt: 

1. Conţine enzima grupuri redox active ? 
2. Sunt electroactivi produşii reacţiei biochimice ? 
3. Este electroactiv unul din substraturi sau cofactorii? 
4. Care este viteza şi timpul de răspuns? 
5. Care este aplicaţia finală a senzorului 

 Răspunsul la primele trei criterii va depinde în mare parte de sistemul supus inves-
tigaţiei. Răspunsul la ultimele chestiuni este dependent de cerinţele aplicaţiilor specifice. 
 Dacă enzima nu conţine grupări redox atunci biosenzorul se rezumă la a măsura 
produşii sau consumul substratului prin reacţia lor la electrodul de transducţie. Curentul 
electric este direct legat de concentraţia analitului. 
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Figura 4.2- Principiul de funcţionare a electro-
dului enzimă, fără mediatori

Biosenzori bazaţi pe răspunsul electrochimic datorat H2O2 

 Cele mai multe enzime comune folosite în designul de electrozi enzimă sunt acelea 
ce conţin grupări redox ce îşi schimbă starea redox în timpul reacţiei biochimice. Enzi-
mele redox sunt oxidazele şi dehidrogenazele, pirolochinolin-chinonele (PQQ). Ele ac-
ţionează prin oxidarea substratului acceptînd electroni în timpul procesului iar în con-
tinuare se transformă în stare redusă. Aceste enzime revin în starea activă oxidată prin 
transferarea electronilor spre molecula de oxigen rezultînd apa oxigenată,(H2O2). Atît 
oxigenul cît şi peroxidul fiind electrochimic activi, atunci ei continuă prin reducerea la 
cosubstrat (oxigenul) sau oxidarea peroxidului (produs de reacţie). Metoda bazată pe 
reducerea oxigenului la electrodul de O2 este una din cele mai simple metode dar suferă 
de cîteva dezavantaje şi anume- răspuns lent, dificultăţi în miniaturizare, acurateţe şi re-
productibilitate scăzută. Măsurătorile asupra oxidării peroxidului surmontează dificultă-
ţile de mai sus şi în prezent este cea mai populară metodă [101]. 

Sisteme cu mediatori 
 O limitare majoră a sistemului de măsură cu apă oxigenată descris mai sus îl con-
stituie potenţialul de operare mare (circa 0,8V faţă de electrodul de referinţă Ag/AgCl) 
necesar pentru oxidarea peroxidului ceea ce conduce la creşterea interferenţelor. Utili-
zarea mediatorilor (molecule care pot transporta electroni între centrul redox al enzimei şi 
electrod) pot minimaliza acest inconvenient (figura 4.3) 

Figura 4.3- Electrod enzimatic cu mediatori. Mecanismul de intermediere a transferului de 
electroni de către mediatori de la enzimă la electrod 
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Depinzînd de natura mediatorilor potenţialul aplicat poate fi redus sub limita inter-
ferenţelor unor specii cum ar fi ascorbat, ureat şi paracetamol. Un vast număr de compuşi 
sunt capabili de a acţiona ca mediatori în electrodul enzimatic. Dintre aceştia cei mai 
populari sunt complecşii metalici. Reprezentativi pentru complecşii organometalici sunt 
ferocenii şi derivaţii lor deoarece au o largă plajă de potenţiale redox, sunt inde-pendente 
de pH iar schemele sintetice sunt directe fără complicaţii. O serie de alţi mediatori pre-
zentaţi în figura 4.4 au fost intensiv studiaţi în literatura de specialitate. Compilarea a o 
serie de articole de sinteză din revistele Biosensors B, Biosensors & Bioelectronics 
(Elsevier 1996-2004) arată ponderea tipurilor de mediatoriutilizaţ în biosenzorii cu enzi-
me ( procentele din figura 4.4 reprezintă ponderea apariţiei tipului de mediator pentru 135 
articole consultate). 

Figura 4.4- Tipuri de mediatori utilizaţi în electrozii enzimă 

Sisteme bi-enzimatice 
 Lucrări recente s-au focalizat pe comunicarea directă a transferului de electroni 
dintre enzime şi electrozi. Succesele în domeniu sunt limitate la enzima peroxidază HRP-
(horse redish peroxidaza) care catalizează reducerea peroxidului de hidrogen pentru un 
număr de compuşi organici. Cînd enzima este imobilizată pe electrod, necesarul de redu-
cător organic este prevenit de electrodul însăşi care furnizează echivalenţii reducători. 
 Cuplarea peroxidazei cu o enzimă –oxidază permite construcţia de sisteme bienzi-
matice prin care peroxidul produs de oxidază este detectat de sistemul electrod-pero-
xidază care operează la potenţiale mult mai mici în raport cu un electrod simplu de 
platină.(figura 4.5) De aici rezultă şi minimalizarea interferenţelor speciilor active.  
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Figura 4.5 – Sisteme de senzori bi-ezimatici 

Meecanisme implicate în senzorul amperometric enzimatic  
 Amperometria, ramură a electrochimiei, care se ocupă de fenomenele de reducere 
(adiţie de electroni) şi oxidare (eliminare electroni), e.g fenomene redox, prin măsurarea 
curentuli electric la potenţiale constante. În teorie orice ansamblu de atomi poate fi oxidat 
sau redus dacă se furnizează suficientă energie. În general domeniul de energii necesar 
pentru procesele redox este limitat de condiţiile experimentale. Moleculele ce pot fi uşor 
oxidate sau reduse se numesc electroactive iar potenţialele la care acestea au loc se nu-
mesc potenţiale redox. Oxidarea sau reducerea implică un transport de sarcină deci apare 
un curent electric şi cum totul are loc într-o celulă electrochimică sub un potenţal aplicat 
între electrodul de lucru şi unul de referinţă,acesta se numeşte adeseori „curent Faradeic”. 
 Curentul Faradeic este direct proporţional cu concentraţia analitului electroac-
tiv.Transferul de sarcină ce apare în celula electrochimică este descris de ecuaţia genera-
lă: 
      O ne R+ =          4. 1 

unde n este numărul de electroni (e) transferaţi de la oxidantul O la reducătorul R. Este un 
proces reversibil simplu care are loc la interfaţa dintre electrod (sursa de electroni) şi me-
diul ionic conductor ce conţine speciile electroactive de analit. 
 Curentul măsurat (I) în timpul electrolizei este o măsură directă a ratei reacţiei 
electrochimice ce are loc la electrod: 
 

          
dNI nF
dt

=              4. 2 

unde dN/dt reprezintă viteza de reacţie la electrod ( de oxidarea sau reducere), [mol/sec], 
N numărul de moli , F-constanta Faraday (96,845 C/mol) 
 Viteza reacţiei la electrod este direct proporţională cu fluxul de molecule spre elec-
trod, J (mol/sm2) şi aria acestuia, A: 
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dN AJ
dt

=             4. 3 

 Combinînd ecuaţiile 4.2 şi 4.3 se obţine ecuaţia fundamentală a tuturor proceselor 
implicate într-un biosenzor amperometric: 
 
           I nFAJ=              4. 4 
 
Fenomene de difuzie: 
 Datorită naturii heterogene a proceselor viteza de reacţie depinde atît de rata de 
transfer de electroni la interfaţă şi de transportul de masă de analit la electrod din volumul 
soluţiei. Pentru un biosenzor amperometric, dealtfel pentru orice proces electrochimic, 
este necesar să se cunoască modul de transport al analitului ca specie electroactivă la su-
prafaţa electrodului. Două procese sunt importante: difuzia şi convecţia. Difuzia este fe-
nomenul de transprt al moleculelor dintr-un spaţiu cu concentraţie mare spre unul cu con-
centraţie mică. Este o consecinţă a mişcării perpetue a moleculelor şi a echilibrării poten-
ţialelor chimice. Fenomenul de difuzie are un rol important în procesele care stau la baza 
funcţionării senzorului amperometric. Dacă considerăm relaţia (4.4) observăm că tran-
sportul de substanţă electroactivă conduce la concentrarea analitului spre electrod. 
 Iniţial concentraţia de O era uniformă în tot volumul soluţiei. Cînd curentul trece 
prin soluţie concentraţia de O la suprafaţa electrodului devine mai mică faţă de volumul 
soluţiei datorită conversiei aces-tuia într-o formă redusă R. În acest context apare un flux 
suplimentar spre electrod dinspre soluţie iar acest fenomen de difuzi este descris de prima 
lege a lui Fick: 

     
( , )( , ) O

O
c x tJ x t D

x
∂

=
∂

           4. 5 

unde DO este coeficientul de difuzie a oxidantului iar cO concentraţia acestuia în volumul 
soluţiei, x-direcţia de transport spre electrod iar t-timpul, J-densitatea de flux de substanţă 
electroactivă (O), adică numărul de moli de substanţă transportaţi în unitatea de timp pe 
unitatea de suprafaţă. 
 Curentul care trece prin biosenzor este dependent de fluxul de material spre elec-
trod adică prin introducerea ecuaţiei 4.5 în 4.4 obţinem: 

    
(0, )(0, ) O

O
c tI nFAJ t nFAD

x
∂

= =
∂

           4. 6 
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Stratul de difuzie Nernst:  
 Una dintre cele mai simple căi de a înţelege efectele dependente de timp asupra 
curentului electric ce trece prin electrod o constituie dezvoltarea conceptului de strat de 
difuzie introdus de Nernst (1904). Cînd un electrod este polarizat la interfaţa sa cu fluidul 
au loc reacţii de oxidare sau reducerece care reduc la zero concentraţia analitului. Pentru a 
compensa scăderea de concentraţie are loc difuzia analitului din volumul soluţiei spre 
electrod. La echilibru dintre viteza cu care se consumă speciile la electrod şi difuzia aces-
tora din volumul soluţiei se stabileşte un profil specific al concentraţiei funcţie de distanţa 
de la electrod (figura 4.6). Pe figură se observă cîteva puncte cheie. Electrodul, bara nea-
gră, este situat în partea stîngă a figurii. Axa x este orientată dinspre electrod spre vo-
lumul soluţiei cu originea pe suprafaţa electrodului. Pe axa y este reprezentată concen-
traţia analitului din soluţie. Observăm două regiuni distincte în evoluţia concentraţiei. 
  În volumul soluţiei ea este constantă şi repre-zentată prin linia orizontală c=cO. A 
doua regiune situată lîngă electrod prezintă o căderea concentraţiei spre zero. Această 
regiune, cunoscută ca stratul de difuzie Nernst are grosimea δ. Grosimea exactă a acestui 
strat depinde de natura soluţiei şi de cinetica reacţiilor la electrod. Pentru soluţii omogene 
care nu sunt supuse agitării sau altor factori grosimea 
stratului de difuzie se situează între 0,01 şi 0,001 mm. O 
importantă presupu-nere a acestui model este că atunci 
cînd analitul atinge suprafaţa electrodului acesta se con-
sumă instantaneu prin oxidare sau reducere. În practică 
aceasta este uşor realizabil prin alegerea unui potenţial 
de polarizare convenabil. În concluzie teoria stratului de 
difuzie ne arată că: 

• Există întotdeauna un strat subţire δ, sta-
ţionar în contact cu suprafaţa elec-trodului 
a cărui grosime este dependentă de proce-
sele implicate şi de natura soluţiei. 

• În cadrul acestui strat difuzia controlează 
transferul de analit spre electrod prin gra-
dientul de concentraţie . 

• În afara stratului limită difuzia este neglijabilă iar concentraţia este menţi-
nută la valoarea c0 fie prin agitaţie sau convecţie  

 Din figura 4.6, pentru cazul ideal, gradientul descreşterii concentraţiei este liniar 
astfel încît putem să scriem: 

     O ec cdc
dx δ

−
=               4 7 

 Deoarece concentraţia la electrod, ce=0 atunci 

     Ocdc
dx δ

=               4 8 

şi fluxul de substanţă prin stratul de difuzie conform cu 4.5 este 

 
Figura 4.6-formarea stratului de

difuzie Nernst 
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     0
OcJ D
δ

=               4 9 

iar curentul limită prin stratul de difuzie spre electrod devine ( 4.6): 
 

     0 O
L

nFAD cI
δ

=            4.10 

 Astfel curentul electric de limitare datorită stratului de difuzie este direct propor-
ţional cu concentraţia analitului şi invers proporţional cu grosimea stratului. 

Biosenzorul în condiţii de neechilibru. Ecuaţia Cottrell 
 Cazul prezentat anterior referitor la formarea stratului de difuzie a fost evaluat în 
condiţiile în care soluţia cu analiţi era omogenă sau supusă unei agitaţii continui pentru 
omogenizare. Rezultatele au arătat un profil de difuzie staţionară la suprafaţa electrodului 
( adică gradientul de concentraţie nu se schimbă în timp) şi de aici a rezultat un curent 
staţionar. Se va prezenta cazul apropriat de realitate cînd analiţii sunt în cantităţi foarte 
mici într-un volum dat de soluţie nesupus agitării. Pînă la aplicarea potenţialului pe elec-
trod soluţia şi electrolitul (de regulă analitul) pot coexista fără ca o reacţie chimică să aibă 
loc. Cînd un potenţial este aplicat pe electrod cu o valoare suficient de mare pentru a se 
iniţia electroliza componentei electroactive (la t=0) atunci concentraţia la suprafaţa 
electrodului (x=0) se reduce la zero. Din acest moment se stabileşte un gradient de con-
centraţie cu o curgere de material dinspre soluţie spre electrod. Întrucît soluţia este sta-
ţionară (fără mişcare prin agitare) stratul de difuzie nu va mai fi constant în grosime. El 
va creşte dinspre electrod spre soluţie iar gradientul de concentraţie se va modifica con-
tinu în timp rezultînd un curent nestaţionar pe electrod. Astfel va trebui să se dezvolte un 
nou tip de relaţii de legătură pentru acest proces de schimbare a fluxului la electrod. A do-
ua lege a lui Fick leagă evoluţia concentraţiei de timp şi spaţiu. Pentru cazul unidimen-
sional legea a doua a lui Fick se scrie: 

     
2

2

( , ) ( , )O O
O

c x t c x tD
t x

∂ ∂
=

∂ ∂
        4. 11 

unde toate variabilele au aceaşi semnificaţie uzuală. Ecuaţia diferenţială 4.11 are soluţii 
diferite pentru diferite condiţii de graniţă. Utilizînd transformata Laplace pentru ecuaţia 
4.11 se obţine dependenţa concentraţiei de parametrii x şi t: 

     ( , ) xc x t c erf
Dt

⎛ ⎞= × ⎜ ⎟
⎝ ⎠

         4. 12 

unde erf- reprezintă funcţia eroare. Considerînd derivata funcţiei 4.12 la interfaţa cu 
electrodul (x=0) se obţine: 

     
0x

dc c
dx Dtπ=

⎛ ⎞ =⎜ ⎟
⎝ ⎠

          4. 13 

iar curentul la electrod se calculeaza din 4.6 cu înlocuirea expresiei din 4.13: 
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    0
(0, )dc t Di nFAD nFAc
dx tπ

= =        4. 14 

cunoscută ca ecuaţia Cottrell pentru orice proces ce implică difuzia într-un spaţiu  uni-
dimensional, semiinfinit. În acord cu această ecuaţie produsul dintre curent şi rădăcina 
pătrată a timpului este o constantă, adică nu se stabileşte un curent staţionar pe suprafaţa 
electrodului. 

Model matematic pentru electrodul enzimatic, regimul cinetic vs regimul difuzional 
 Comportarea şi performanţele unui electrod enzimatic sunt strict dependente de o 
serie de factori (imobilizarea pe electrod, tipul de electrod, tipul de substrat de imobi-
lizare, natura soluţiei cu analiţi- fluidul biologic) care în final impun cinetica şi 
transportul, elementele ce definesc parametrii de funcţionare. Cu elementele de bază pre-
zentate anterior precum şi cu descrierea cineticii enzimelor se poate elabora un model de 
funcţionare ce ne permite să stabilim parametrii de lucru a electrodului enzimatic. 
 Fiind un electrod cu o enzimă imobilizată pe suprafaţa sa cinetica reacţiei este do-
minantă la interfaţă iar procesele de difuzie sunt dominante dinspre volumul soluţiei spre 
electrod.  
 Prin urmare cele două procese sunt spaţial separate (figura 4.7). 
 

Figura 4.7-Model matematic de funcţionare a electrodului enzimă pe baza a două procese concurente-cinetic 
şi difuzional. Modelul constă din trei regiuni: convectivă (x>L) unde concentraţia analitului este 
menţinută constantă la c=Svol , difuzională (0<x<L) unde au loc procese de difuzie pură, cinetică- 
unde la x=0 au loc reacţiile controlate de enzimă 

 
 Pentru a surprinde procesele biochimice şi fizice s-au impus cîteva simplificări: 
coeficienţii de activitate şi partiţia analitului sunt consideraţi unitari pentru cele trei do-
menii, furnizarea de orice tip de co-substrat este constantă şi independentă, enzima este 
distribuită uniform pe toată suprafaţa electrodului la x<0, semnalul dat de senzor (curen-
tul electric) depinde numai de generarea de produşi care la rîndul lor sunt dpendenţi de 
fluxul de analit (substrat) în senzor. Condiţiile de graniţă sunt stabilite la cele două inter-
feţe (c=S1) şi în adîncimea stratului de enzimă spre interfaţa cu electrodul (c=0). 
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 Utilizînd S1 ca referinţă pentru concentraţia de substrat la intrarea în zona enzimei 
imobilizate şi considerentele de cinetică enzimatică intuitiv se poate constata pentru con-
centraţie o descreştere exponenţială care se exprimă: 

    ( ) 1 exp ;  x<0
e

c x S x
D
α

=           4. 15  

unde α este Vmax/ KM  iar De reprezintă coeficientul de difuzie a substratului în stratul cu 
enzima imobilizată. 
 Răspunsul senzorului este comtrolat de cinetica de reacţie a enzimei dacă aceasta 
se efectuează cu o viteză mică faţă de procesul general de difuzie. În aceste condiţii şi 
presupunînd că numai jumătate din produşii generaţi de enzime difuzează spre electrod 
atunci curentul (Icinetic) de electrod poate fi exprimat ca: 

    
[ ][ ]

[ ]( )
2

2cinetic
M

k E S
I nFAL

K S
=

+
          4. 16 

unde se observă că este direct proporţional cu grosimea stratului de enzime imobilizate , 
concentraţia de enzime [E] şi cea de substrat [S]. 
 Pentru cazul în care încărcarea enzimei este mare ( KM <<[S]) atunci se atinge un 
curent maxim de: 

     
[ ]2

max 2cin

k E
I nFAL=           4. 17 

 Combinînd ultimele două ecuaţii se obţine în final; 
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         4. 18 

relaţie ce permite determinarea experimentală a parametrilor electrodului enzimă în regim 
cinetic de funcţionare. O simplă analiză a ecuaţiei de mai sus pune în evidenţă o compor-
tare a curentului cinetic similară cu ecuaţia Michaelis-Menten ce descrie cinetica enzimei. 
 Rezultatele nu sunt surprinzătoare deoarece răspunsul este dictatat în principal de 
reacţiile enzimatice şi nu de procesele de difuzie. Singura diferenţă dintre ecuaţiile cine-
tice ale enzimei şi relaţia 4.18 este aceea că termenul viteză de reacţie este înlocuit cu 
expresia curentului. În consecinţă şi forma curbelor de răspuns este identică. În cazul în 
care procesele din stratul enzimatic de grosime d este mai rapid decît procesele de difuzie 
şi transport ( adică concentraţia S1 este aproximativ 0) atunci răspunsul senzorului este 
determinat de controlul transportului de analit. Concentraţia S1 fiind neglijabilă atunci ea 
este practic zero în tot stratul unde enzima este imobilizată. Aceasta este posibil cînd 
parametrul adimensional σ2 este supraunitar: 

     
22

2 max

e M e

V dd
D K D
ασ = =            4.19 
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 Acest parametru compară viteza de reacţie enzimatică (Vmax/KM) cu difuzia prin 
stratul cu enzima imobilizată (d2/ De). Dacă σ2<1 atunci regimul cinetic este predominant 
iar dacă σ2>1 răspunsul este sub controlul difuziei. 
 Analog situaţiei cinetice se poate deduce o expresie generală pentru senzorul ope-
rînd în regim limitat de procesele de difuzie astfel: 

     max
2

2

2 [ ]
[ ]

e
d

I D SI
k E d

=           4. 20 

 Comparînd cele două cazuri limită se constată că Id este dependent atît de grosimea 
d şi de coeficientul de difuzie în timp ce Icinetic este dependent de L şi independent de coe-
ficientul de difuzie. Întrucît S1 reprezintă maximul de concentraţie posibilă în stratul cu 
enzimă atunci răspunsul liniar a senzorului va fi determinat de S1 cînd  S1<< KM. Este 
posibil să determinăm o expresie pentru S1 ca funcţie de Svol astfel: 

     1

1
vol

e
S

SS L D
D

α
=

+
        4. 21 

 Această relaţie arată că S1 este dependent de coeficienţii de difuzie şi poate fi opti-
mizat printr-o atentă selecţie a parametrilor de difuzie DS, De ( difuzia în stratul de 
imobilizare şi în stratul limită), grosimea L. În termeni operaţionali creşterea grosimii 
stratului de difuzie sau descreşterea difuzivităţii pot fi limitate prin caracteristicile de timp 
de difuzie prin membrana (stratul) de imobilizare. 
 Timpul caracteristic de transfer prin membrană (τ=L2/DS) este adesea factorul ce 
determină performanţele senzorilor în general şi a electrodului enzimă în particular, para-
metrii cinetici sunt determinanţi în stabilirea regimurilor de lucru ale biosenzorului 
electrod enzimatic. 
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5. Biosenzori microbieni 

 Există două clase de biosenzori microbieni ce folosesc acelaşi principiu: măsurarea 
activităţii metabolismului în prezenţa analitului. 
 Prima clasă utilizează microorganime imobilizate de la care se măsoară produşii re-
zultaţi din metabolism. Această clasă a devenit comun definită ca biosenzori microbieni. 
 A doua clasă măsoară activitatea electrică a metabolismului microorganismelor 
atunci cînd consumă un „biocombustibil”, de exemplu glucoza. Această clasă este cunos-
cută sub denumirea generică de celule bioelectrochimice sau celule de biocombustie. 
 Fiind dezvoltată ca un domeniu separat al celulelor electrochimice generatoare de 
energie electrică, pe baza consumului de biocombustibili, s-a neglijat aspectul capacităţii 
acestora de a fi adevărăţi biosenzori. Vom trata aceste două clase separat punîndu-le în 
evidenţă performanţele şi capacităţile lor din punct de vedere al cerinţelor de a fi biosen-
zori. Biosenzorii microbieni conţin microorganisme imobilizate şi un lanţ de transducţie 
mult mai diversificat (figura 5.1). În general sunt utilizaţi pentru un singur proces bio-
chimic [1]. 
 Senzorii microbieni prezintă urmatoarele avantaje: 

• Sensibilitate mai mică la inhibare sau impurificarea analitului; 
• Au o toleranţă mai mare în ceea ce priveşte valoarea pH-ului şi a temperatu-

rii; 
• Au un timp de viaţă mai lung decît electrozii enzimatici; 
• Sunt mai ieftini faţă de electrozii enzimatici; 
• Variabilitate mare pentru că se adaptează uşor la condiţii specifice de mediu; 
• Independenţă la cofactori; 
• Răspuns fiziologic la produşii toxici; 
• Preparare uşoară deoarece cultivarea microorganismelor este simplă; 

 Dezavantajele acestor dispozitive sunt următoarele: 
• Au un timp de răspuns mai mare decît electrozii enzimatici; 
• Reutilizarea lor într-o nouă măsuratoare necesită un timp mai mare; 

 În principiu schema unui senzor microbian este identică cu cea a unui biosenzor 
enzimatic. Schema constă în imobilizarea celulelor intacte în contact intim cu un traduc-
tor specific care converteşte produşii sau efectele metabolismului într-un semnal biochi-
mic (figura 5.1). 
 Senzorii microbieni şi-au găsit o serie de aplicaţii industriale în procesele biochi-
mice şi microbiologice în domenii precum producerea medicamentelor, industria alimen-
tară, tratamentul apelor reziduale şi producerea de energie.unde reacţiile de fermentaţie şi 
transfer de electroni au un rol important. În domeniul laboratoarelor clinice –microbio-
logie, parazitologie-unde intensiv se utilizează medii de cultură senzorii microbieni pre-
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zintă un potenţial important pentru implementare. Cele mai multe materiale din mediile 
de cultură nu pot fi determinate prin metode spectrofotometrice fiind optic inactive sau 
netransparente. O combinaţie mediu de cultură-substraturi de imobilizare cu o cupla-re 
adecvată spre un traductor ca în figura 5.1 este fezabilă cu avantaje asupra reducerii tim-
pilor de investigare şi răspuns la un diganostic specific. Monitorizarea continuă, rapidă, 
sensibilă şi controlul factorilor variabili deja menţionaţi permit evaluarea substraturilor şi 
produşilor de metabolizare, a numărului de celule viabile prezente în culturi, a tipurilor de 
microorganisme. 

 

5.1 Principiu de funcţionare  

5.1.1 Biosenzori microbieni electrochimici 

 Biosenzorii microbieni conţin microorganisme imobilizate într-o membrană şi un 
dispozitiv electrochimic. Clasificarea lor se realizează după tipul activităţii respiratorii 
măsurate sau după tipul activităţii electrochimice, metabolice, optice etc. În cazul modi-
ficării activităţii respiratorii a microorganismelor, imobilizate într-un substrat, aceasta es-
te detectată de un electrod de oxigen (fig.5.2 a). Prin măsurarea activităţi respratorii sau a 
consumului de oxigen se estimează concentraţia substratului. În cazul măsurărilor de pro-
duşi de metabolizare se folosesc alte metode electrochimice (figura 5.2.b). Senzorul mi-
crobian electrochimic prezintă importante diferenţe faţă de senzorul enzimatic. El este 
alcătuit din componente vii ce produce un răspuns fiziologic, în timp ce senzorul enzi-
matic include alterarea analitului. Microorganismele utilizate în acest caz sunt aerobe. 
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Figura 5.1 Schema de principiu a senzorului microbian 
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 Senzorul se introduce într-o soluţie tampon saturată cu oxigen. După adiţia la sub-
strat, activitatea respiratorie a microorganismelor creşte, producînd scăderea concentraţiei 
oxigenului în apropierea membranei. Folosind electodul de oxigen, concentraţia substra-
tului poate fi măsurată prin detectarea scăderii concentraţiei oxigenului. 
 Un alt tip de biosenzor microbian detectează activitatea metabolică,electrochimic, 
cum ar fi: hidrogenul, dioxidul de carbon, amoniacul şi acizii organici, care sunt secretaţi 
de microorganisme (figura 5.2b). Se pot utiliza atît microorganisme aerobe cît şi ana-
erobe.  

 

Figura 5.2- Principiul de funcţionare a senzorului microbian electrochimic a) Măsurarea 
activităţii respiratorii, catod Pt b) Biosenzor microbian ce măsoară alţi metaboliţi  

 
 Cei mai mulţi biosenzori microbieni se bazează pe măsurarea activitaţii respiratorii 
şi folosesc activitatea microorganismelor aerobe. Traductorul acestui tip de biosenzor poa-
te fi: electrochimic (potenţiometric, amperometric), fotodetector, termistor, ISFET. 
5.1.2 Biosenzori fotomicrobieni 

 Se bazează pe fenomenele optice ce le pot avea microorganismele în procesele me-
tabolice: fotoluminiscenţă, electroluminiscenţă, chemoluminiscenţă, activitate optică spe-
cifică (polarizare dependentă de chiralitate, indice de refracţie, absorbanţă, etc). De exem-
plu intensitatea luminescenţei fotobacteriilor (luminobacterii) este dependentă de activi-
tatea metabolică. Este astfel posibil de a construi biosenzori microbieni puternic senzitivi 
prin combinarea acestor fotobacterii cu un fotodetector. 
 Luminescenţa in vivo a fotobacteriilor se produce prin următoarele reacţii enzima-
tice: 
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unde RCHO=aldehidă alifatică şi RCOOH=acid gras, FMN (flavin mononucleotid). 
  Luminescenţa este puternic afectată de modificările condiţiilor externe pentru bac-
terii care pot conduce ulterior la acumularea accidentală a concentraţiilor intracelulare de 
NAD(P)H, FMN, H2, ATP şi aldehide (sinteza enzimatică a aldehidelor necesită cofactor 
ATP). Utilizînd acest principiu pot fi detectate hrana acestor microorganisme (ex. glucoză 
şi aminoacizi) şi inhibitorii lor (ex. toxine şi metale grele). Intensitatea luminescenţei în 
general este un parametru mai sensibil pentru activitatea metabolică decît pentru activi-
tatea de generare a căldurii. Mai mult chiar, răspunsul metabolic al celulelor poate cauza 
luminiscenţa la fotobacterii. 
5.1.3 Termistor microbian 

 Biosenzorii microbieni pot fi construiţi prin plasarea microorganismelor imobili-
zate în imediata vecinătate a unui termistor care măsoară căldura metabolică absorbită sau 
cedată produsă de aceştia (Fig. 5.3). Acest tip de senzor se bazează pe principiul general 
al măsurării schimbului de entalpie. Deoarece multe reacţii metabolice sunt însoţite de o 
evoluţie considerabilă a căldurii, calorimetria se poate aplica pentru a măsura o largă vari-
etate de analiţi. Lipsa specificităţii datorate principiului de detecţie în general este com-
pensată adecvat prin utilizarea biocatalizatorilor specifici, imobilizaţi. Oricum, partea cea 
mai mare a căldurii eliberată în reacţiile metabolice poate fi pierdută în soluţie fără a fi 
detectată de termistor şi limitează sensibilitatea acestei tehnici. 
 Tipuri de măsurători: entalpia reacţiilor metabolice, călduri specifice, latente.Ter-
mistorii, elementul de transducţie, sunt cei mai utilizaţi ei fiind realizaţi de obicei din ma-
teriale semiconductoare (în majoritate materiale oxidice şi au în general un coeficient de 
temperatură negativ). Deşi au fost raportate foarte multe cazuri de aplicaţii ale calo-
rimetriei în analizele biochimice, ea nu poate fi folosită ca o analiză de rutină datorită 
costurilor ridicate ale instrumentelor sensibile şi complexe ce trebuiesc folosite pentru 
acest tip de măsurători. Ca exemplu, gelul de drojdie de bere este introdus în coloana se-
paratoare de sticlă care constituie ieşirea termistorului. Soluţia ce trebuie analizată este 
pompată printr-un schimbător de caldură ce se află în baia de apă, controlată termostatic 
şi apoi prin coloana de sticlă. Prin acest procedeu se poate măsura glucoza , fructoza şi 
caseina. 
 Recent microminiaturizarea şi introducerea elementelor de microfluidică a condus 
la o nouă generaţie de termistori microbieni care pot senza efecte termice de la un număr 
relativ mic de microorganisme. 
 Un microtermistor microbian consă din asamblarea tuturor componentelor direct pe 
suprafaţa semiconductoare a oxidului respectiv (figura 5.3b).  
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a 

 
b 

Figura 5.3 Tipuri de termistori microbieni,  
a) cu reactor termostatat 

b) Cu microreactor construit pe termi-
stor 

 
5.2 Răspunsul fiziologic al senzorului microbian  

 Acesta include o serie de factori: 
• Substratul este absorbit prin membrana celulară; 
• Respiraţia; 
• Luminiscenţa şi electrochimismul metabolismului bacteriilor; 
• Secreţia sau separarea produşilor metabolici de cei nemetabolici; 
• Modificările sau degradările intracelulare ale substratului prin secvenţe me-

tabolice sau enzime ce nu participă la proces; 

Figura5.4  Răspunsul fiziologic al senzorului microbian 
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 Comportamentul microorganismelor este dat de starea fiziologică a lor şi aceasta 
este dată de limitarea extremă a nutrienţilor. Metabolismul este o condiţie ce asigură su-
pravieţuirea celulelor [1]. Prima condiţie critică pentru formarea unui semnal la senzorul 
microbian este utilizarea substratului (figura 5.4). Solutul poate intra în celule prin sis-
temul de translocaţie specific, întăi prin transport activ sau prin difuzie forţată. 
 Transportul pasiv realizat numai prin difuzie datorită gradienţilor de concentraţie 
de oxigen şi nutrienţi este de mică importanţă. Transportul activ asigură acumularea sub-
stanţelor nutritive în substrat în sensul gradientului de concentraţie. Aceasta face ca în 
substrat să se acumuleze proteine cu o înaltă specificitate care se consumă în metabolis-
mul energetic. De asemenea cuplajul celulelor cu sistemul de transducţie a fenomenelor 
energetice, în special în lanţul respirator este un important aspect al transportului activ, 
fiind crucial pentru formarea semnalului în senzorul microbian, de exemplu folosirea glu-
cozei, sucrozei, şi a altor oligopeptide. După utilizarea substratului el este degradat spe-
cific de secvenţele enzimatice prezente şi care imobilizează celulele. Potrivit condiţiilor 
aerobice, se consumă oxigenul. Astfel acizii organici cum ar fi lactic şi piruvaţii , dioxidul 
de carbon, ionii de amoniu şi hidrogenul sulfurat, sunt secretaţi şi se acumulează în pro-
duşi ai metabolismului celular. Este bine de amintit importanţa fierului în biologia bac-
teriilor, în general şi mai ales la cele Gram pozitiv, în special. 
 Multiplicarea eficientă a bacteriilor patogene în ţesuturile organismului gazdă este 
condiţionată de prezenţa obligatorie a fierului feric, într-o formă accesibilă metabolismu-
lui lor. Fierul este necesar pentru anumite reacţii enzimatice esenţiale pentru creştere dar 
este şi un component cheie al catenei de transport al electronilor în membrana celu-lară -
respiraţie celulară[2]. Prin urmare microorganismele cultivate pentru prepararea unui bio-
senzor microbian trebuie să provină din culturi pe medii echilibrate metabolic în ceea ce 
priveşte fierul feric, care să asigure o buna respiraţie celulară microorganismelor şi o 
bună funcţionare a electrodului Clark. Se pot folosi şi alte tipuri de electrozi, în biosen-
zorii microbieni, combinaţie cu electrozi pentru H2, CO2, NH3. Ei au o plajă mai mare de 
măsurare, răspund la alte contaminări şi au limite de detecţie şi sensibilitate mult mai 
mari faţă de electrodul Clark. 
 La o temperatură şi presiune constantă, standard, proporţia de oxigen din aer, în vo-
lume, este de 20.9%. În soluţie apoasă şi în echilibru cu aerul atmosferic, proporţia de 
oxigen este tot de 20.9%, din totalul gazelor dizolvate. În amîndouă cazurile în aer şi în 
soluţie, balanţa azotului este mai mare decît balanţa dioxidului de carbon.Concentraţia 
gazelor dizolvate în soluţie variază cu temperatura, şi poate fi afectată de solut sau alţi 
solvenţi prezenţi în soluţie. De exemplu, o soluţie caldă reţine mai puţin oxigen decît o 
soluţie rece. Prezenţa etanolului măreşte semnificativ capacitatea unei soluţii apoase de a 
reţine oxigen. În studiile de specialitate se arată că micile diferenţe de temperatură pot 
afecta echilibrul mediului cu aerul din cameră, la fel şi unii reactivi pe care îi adăugăm în 
celula de lucru (de exemplu etanol). 
 Selecţia dispozitivului de transducţie este dată de fiziologia celulelor pe care le 
utilizăm în structura senzorului (respiraţia, fotoluminiscenţa, gravimetria). Cel mai utili-
zat este tipul amperometric sau potenţiometric, electrodul Clark şi electrozii ion selectivi 
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de tipul ISFET. Se mai poate utiliza microbalanţa cu cristal piezoelectric, detector opto-
electronic, termistori, sau ISFET dar electrodul de oxigen predomină în senzorii micro-
bieni. Produşii metabolici ca lactatul sau piruvatul, dioxidul de carbon , ionii de amoniu şi 
de hidrogen sulfurat sunt determinaţi potenţiometric cu electozi ion selectiv (ISE). Com-
binaţia directă a microorganismelor cu un tranzistor cu efect de cîmp (FET) a fost 
dezvoltată pentru estimarea glucozei a alcoolului cu Acetobacter şi a xilozei bazată pe ce-
lule de Gluconobacter oxidans. S-a constatat că o serie de mediatori solubili cu potenţial 
redox, cum ar fi etosulfatul de fenazina, fericianida sau fericianida în combinaţie cu ben-
zochinona, au posibilitatea măsurării directe a electronilor urmărind activitatea metabo-
lică a celulelor. Recent au fost utilizaţi mediatori insolubili cum sunt ferocenii, tetrahia-
fulvalenele şi tetracianochinodimetanul, care au fost incorporate în paste de carbon în 
contact cu Paracoccus denitrificans .(figura 5.5). 

Figura 5.5- Schema de functionare a biosenzorului microbian cu mediatori 

 O altă tehnică interesantă de biosenzor microbian a fost creată prin luminiscenţa fo-
tobacteriilor conectate cu un detector optic. Astfel a fost creat şi descris un senzor 
microbian pentru determinarea ionilor de metal şi a ionilor aromatici. Prin inginerie gene-
tică genele ce răspund de emiterea luminii de la fotobacteria Vibri au fost transferate în 
structura genetică a bacteriilor Escherichia coli sau Seratia marscescens. Viitorul traduc-
torilor în biosenzorii microbieni îl deţin însă cristalele piezoelectrice, microbalanţele cu 
cuarţ cu unul din electrozi funcţionalizaţi.  
 Prin combinarea microorganismelor cu enzime este posibil să crească selectivitatea 
senzorului microbian. Aceste combinaţii sunt capa-bile să determine biopolimeri, cum ar 
fi amidonul, proteinele şi lipidele, ce nu pot fi apreciaţi cu ajutorul microorganismelor. 
 Pentru aceasta microorganismele au fost combinate cu hidrolaze. A rezultat astfel 
un senzor hibrid, amperometric, pentru determinarea NAD+, ce are la bază celule de E. 
coli şi NADase. Ureea şi creatinina s-a determinat utilizînd o combinaţie de bacterii nitri-
ficatoare şi urează sau creatinază. Din experimente cu senzorul BOD s-a ajuns la con-
cluzia că se pot combina mai multe specii de microorganisme şi se pot utliza mai multe 
substraturi în acelaşi experiment. Un alt exemplu tipic de biosenzor conţinînd populaţii 
mixte din specii diferite de microorganisme avînd capacităţi metabolice specifice îl repre-
zintă biosenzorul cu bacterii nitrificatoare. Acest senzor care a fost dezvoltat în special 
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pentru investigarea apelor uzate conţine culturi mixte din specii de Nitrosomonas sp. şi 
Nitrobacter sp. În acest caz s-a folosit un sistem amperometric de măsurare pentru deter-
minarea amoniacului. Controlul oxigenului prin senzorul de oxigen este necesar pentru 
măsurarea concentraţiei de amoniac în eşantionul de măsurat. 
 Pentru că biosenzorul reacţionează şi cu alţi nitriţi sau uree, de obicei se însumează 
cantităţile de substanţe nitrificatoare. Principalul impediment este surplusul de substrat 
(amoniac sau uree). Acest procedeu, al combinării diferitelor specii de microorganisme, 
este folosit cu succes şi în domeniul toxicologiei. De obicei se poate folosi un inhibitor  
atunci cînd concentraţia substratului este prea mare. O posibilitate este folosirea mem-
branelor de dializă, atunci cînd substratul este în exces.  
Senzor electrochimic – microbian: detector de gaze.  
 Acest tip de senzori este uşor de fabricat şi utilizat, deoarece obţinerea unui semnal 
electro- chimic este cea mai răspîndită metodă de obţinere a semnalului de răspuns. 
 Dispozitivele potenţiometrice măsoară densitatea de sarcină acumulată la suprafaţa 
unui electrod. Un exemplu de senzor care utilizează voltametria ciclică este senzorul cu 
gaz. Senzorul CO2 foloseşte bacterii autotrofe. Este cel mai răspîndit din punct de vedere 
comercial, dar prezintă dezavantajul că diverşii acizi ionici şi acizi organici sau anor-
ganici volatili afectează potenţialul din interiorul celulei, pH-ul şi membrana gaz perme-
abilă ce acoperă electrodul. Bacteria autotrofă, Pseudomonas S-17, care se poate dezvolta 
numai în prezenţa carbonaţilor, este sursa de obţinere a carbonatului. Ea este incubată în 
condiţii aerobe la 300C, timp de o lună şi este imobilizată pe vîrful electrodului de oxigen. 
 Pentru mărirea domeniului de selectivitate celula se acoperă cu o membrana 
semipermeabilă de PTFE. Sensibilitatea măsu-rătorilor se obţine folosind o soluţie tam-
pon, saturată în oxigen cu pH=6,5, conţinînd ioni metalici şi 20 μmoli de glucoză. Timpul 
de viaţă al senzorului este mai mare de o lună. Fiind un senzor micro-bian, se utilizează la 
testarea alimentelor.  
Aplicatii ale biosenzorilor microbieni 
 S-au construit multe tipuri de biosenzori microbieni ce sunt utilizaţi în monitori-
zarea virusurilor şi în industria alimentară [3]. În tabela 5.1 sunt prezentate cîteva din 
multitudinea aplicatiilor biosenzorilor microbieni. 
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 Tabela 5.1- Aplicaţiile biosenzorilor microbieni 
SENZOR Microorganismul 

imobilizat 
Dispozitiv Timp de 

raspuns 
min 

Domeniu 
De masura 
mgxdm-3 

Zahar asimilat Brevibacterium 
lactofermentum 

Electrod O2 10 10-200 

Glucoza Pseudomonas 
fluorescens 

Electrod O2 10 2-2510 

Acid acetic Trichosporon 
brassicae 

Electrod O2 10 3-60 

Etanol Trichosporon 
brassicae 

Electrod O2 10 3-25 

Metanol Unidentified bacteria Electrod O2 10 5-2510 
Acid formic Citrobacter freunca Celula 

combustie 
30 10-103 

Metan Methylomonas 
flagellata 

Electrod O2 2 0-6,6a 

Acid glutamic Escherichia coli Electrod O2 5 8-800 
Cepholosorin Citobacter freunda Electrod pH 10 100-55*102 

BOD Trichosporon 
cutaneum 

Electrod O2 15 3-60 

Lisina Escherichia coli Electrod O2 5 10-107

Amoniu Nitrilying 
bacteria 

Electrod O2 10 0,05-1 

Dioxid de azot Nitrilying 
bacteria 

Electrod O2 3 0,51-255b

Nistatin Saccharomices 
cerevisiae 

Electrod O2 1h 0,5-0,54c 

Acid nicotinic Lactobacillus 
araboesis 

Electrod pH 1h 10-5-5 

Vitamina B1 Lactobacillus 
fermenti 

Celula 
combustie 

6h 103-107

comumitate 
microorganisme 

------ Celula 
combustie

15 108-109 d 

mutageni Bacillus subtilis ree Electrod O2 1h 1,6-2,85*103 

 Nota: a-mmol; b-p.p.m ; c- unit/cm3; d-număr/cm3 
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6. Senzori pe structuri semiconductoare FET 

6.1 Tranzistori FET, ISFET, CHEMFET, REFET  

 Tranzistorul cu efect de cîmp (FET) este adesea folosit ca traductor pentru senzorii 
şi biosenzorii electrochimici. FET este un traductor ce poate converti o informaţie chimi-
că într-un semnal electric. FET are un răspuns rapid şi selectiv pentru analit, un timp de 
viaţă de ordinul lunilor şi permite un înalt nivel de integrare şi miniaturizare. Din prin-
cipiul de funcţionare FET-urile sunt capabile să măsoare conductanţa unui semiconduc-
tor funcţie de un cîmp electric perpendicular pe suprafata oxidului de la poartă. În cea mai 
simplă versiune (ex.: MOSFET – metal –oxid-semiconductor FET) el este alcătuit dintr-
un substrat de siliciu dopat tip p ce conţine două regiuni de difuzie de tip n (sursa şi dre-
na). Dacă substratul este dopat n atunci poarta şi drena sunt dopate cu acceptori p. Struc-
tura este acoperită cu un strat dielectric de bioxid de siliciu pe care este depus un electrod 
de metal ( figura 6.1). Cînd un potenţial este aplicat la electrodul poartă purtătorii mino-
ritari din substrat sunt atraşi la suprafaţa semiconductorului. Astfel, conducţia electrică 
dintre sursă şi drenă este modificată funcţie de potenţialul aplicat dintre poartă şi substrat 
[1-5]. În cazul ISFET (ion-selective field effect transistor), electrodul de metal de la poar-
tă al MOSFET-ului este înlocuit de o soluţie de electrolit care este în contact cu electrodul 
de referinţă şi cu bioxidul depus pe poartă. SiO2 (figura 6.1b). Electrodului de referinţă 
poate fi considerat ca poartă pentruMOSFET. 

 
Figura 6.1 Schema reprezentativă a structurilor a) MOSFET, b) ISFET 

  
 În ISFET, curentul electric Id, curge de la sursă la drenă printr-un canal. Ca în 
MOSFET, rezistenţa canalului depinde de cîmpul electric perpendicular pe direcţia curen-
tului. Deasemenea, depinde de diferenţa de potential de la poartă oxid-electrolit. În conse-
cinţă conducţia electrică a canalului nu este direct influenţată de tensiunea aplicată pe 
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poartă datorită acumulărilor de sarcină la interfaţa oxid-electrolit. Cînd SiO2 este utilizat 
ca dielectric, natura chimică a oxidului de la interfaţă este reflectată în mărimea curen-
tului sursă – drenă. Suprafaţa oxidului de la poartă conţine grupe funcţionale –OH, care 
se află în echilibru electrochimic cu ionii din soluţia probei (H+ şi HO-). Grupele hidroxil 
de la suprafaţa oxidului de la poartă pot accepta sau ceda protoni iar o schimbare de pH 
va modifica potenţialul de la suprafaţa SiO2. Cinetica disocierii locale descrie traducerea 
semnalului în funcţie de starea de ionizare a grupelor SiOH de la suprafaţa amfoterică. 
 Valorile standard ale sensibilităţii pH măsurate cu ISFET_SiO2 sunt 37 – 40 
mV/unitate pH. Selectivitatea şi sensibilitatea ISFET sunt controlate complet de proprie-
tăţile la interfaţa electrolit/dielectric. Alte materiale anorganice de poartă pentru senzorii 
pH ca Al2O3, Si3N4, Ta2O5 au proprietăţi mai bune decît SiO2 la răspuns în pH, histerezis 
sau drift mai mic.ISFET-urile au fost alese ca elemente traductoare pentru că suprafaţa de 
SiO2 conţine grupe reactive SiOH care pot fi folosite pentru ataşări covalente ale mole-
culelor organice şi polimerilor [6-10]. 
MEMFET, SURFET 
 ISFET-ul poate fi modificat cu o membrană sensibilă, ce conţine ionofori. Dacă 
oxidul este acoperit cu o membrană sensibilă la ioni, acest lucru este cunoscut sub 
denumirea de MEMFET. În acest caz, stratul este penetrabil pentru ionii specifici iar 
potenţialul membranei se modifică fiind detectat de structura FET. Un FET sensibil la 
ionii de potasiu K+ a fost obţinut prin acoperire din solvenţi cu o membrană PVC plas-
tifiată conţinînd valomicina la suprafaţa oxidului de la poarta. SURFET este un ISFET cu 
un strat ce blochează anumite specii de ioni, sensibili la pH ul dielectricului porţii. La 
suprafaţa acestui strat, potenţialul de suprafaţă este stabilit de asocierea selectivă a ioni-
lor. Un exemplu de SURFET este ISFET-ul cu poartă de perilenă cu molecule benzo 18-
crown-6 ionofore ce selecţioneaza ionii de potasiu. În contrast cu MEMFET, unde coefi-
cientul de asociere al ionoforilor cu ionii recunoscuţi de membrană determina selec-
tivitatea, în SURFET este acelaşi proces dar faza apoasă (electrolitul) controlează selec-
tivitatea.[7-12,18,21] 
CHEMFET 
 ISFET-urile modificate cu membrane plastifiante PVC sunt lipsite de o interfaţă 
bine definită. Studiile au arătat că schimbări în concentraţiile de dioxid de carbon influ-
enţează puternic măsurătorile. Acest lucru a fost atribuit difuziei dioxidului de carbon 
prin membrană cu formarea acidului carbonic la interfaţa dintre membrană şi oxidul de la 
poartă. Consecutiv, concentraţia protonilor, care determina potenţialul la interfaţa mem-
brană-dielectric, prezintă variaţii mari. Acest fenomen se explică prin existenţa unei canti-
tăţi mari de apă în PVC în consecinţă şi o concentraţie apreciabilă de H+. Rolul de inter-
punere a CO2, duce la necesitatea unei mari cantităţi de apă din interiorul matricei mem-
branei, în consecinţă un nou tip de membrană se impune. După mai multe încercări des-
crise în literatura de specialitate, s-a găsit soluţia de a modifica direct suprafaţa oxidului 
prin ataşarea de grupe funcţionale sau de membrane funcţionalizate cu 3–(trimetoxi-silil) 
propil metacrilat. Noile tipuri de senzori se numesc CHEMFET (chemically modified 
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FET) care pare să rezolve în mare masură problemele. Suprafaţa modificată cu metacrilat 
poate mai departe reacţiona cu monomerii vinil, metacril sau prepolimeri. 
 Utilizarea monomerilor fotopolimerizabili hidroxietil metacrilat (HEMA) este 
avantajos din punct de vedere al producţiei a CHEMFET-urilor, care este în general baza-
tă pe fotolitografie. Introducerea unui asemenea strat de hidro-gel, în care o soluţie apoasă 
tampon de săruri poate fi absorbita, între oxidul de la poartă şi membrană elimină 
interferarea CO2 la răspunsul CHEMFET. Mai mult, acesta stabilizează potenţialul dez-
voltat în membrana senzitivă (figura 6.2). Răspunsul pentru diferite valori de pH res-
pectiv pentru diferite potenţiale de referinţă sunt prezentate în figura 6.3. 
 

 
a 

 
b 

Figura 6.2 – a) Model de senzor CHEMFET, cu electrodul de referinţă (RE) în soluţie tampon b) 
Reprezentarea schematică a dispunerii în CHEMFET a straturilor de polimer modificat pe poarta de 
SiO2,.Rolul hidrogelului HEMA şi a membranei modificate chimic de selectare ioni şi transfer de ioni  

 

 
Figura 6.3 - a) Caracteristici ale sistemului CHEMFET –electrod de referinţă Ag/AgCl- înregistrate pentru o 

soluţie tampon cu pH=4, b) Curentul de drenă , Ids, în diferite soluţii tampon (pH=4, pH=7, pH=10) 
pentru acelaşi potenţial Vref= -2V 

 Problemele interfeţei membrană/poartă, au fost rezolvate prin funcţionalizare 
HEMA cu funcţiuni hidroxietil astfel asigurîndu-se ataşări chimice a gelului poli (2 hidro-
xietil metacrilat) (poliHEMA) între membrana hidrofobă şi stratul de oxid de la poarta. 
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 Aceasta nouă arhitectură a FET-urilor ne permite să facem noi senzori chimici cu 
membrane polimerice ce conţin receptori moleculari. Au fost dezvoltaţi cîţiva tranzistori 
CHEMFET selectivi la K+, Na+, Ag+, cationi a metalelor tranziţionale (Pb2+, Cd2+) şi la 
anioni (NO3-). Senzorii prezintă un timp de viaţă limitat din cauza extragerii prin dizol-
vare a componenţilor electroactivi, adică liganzii şi locurile ionice. Componenţii electro-
activi cu lipofilie crescută pot fi aplicaţi pentru a creşte durabilitatea senzorului, dar o 
metodă mai eficientă este bazată pe ancorarea covalentă a acestor componenţi la matricea 
membranei. 
 Utilizarea membranelor ce conţin legături covalente ionofore şi locuri ionice dis-
puse la legături covalente îmbunătăţesc semnificativ durabilitatea CHEMFET-urilor [8-
16] 
REFET 
 Utilizarea electrozilor convenţionali de referinţă limitează în mare masură aplica-
ţiile ISFET-urilor în domeniile unde se cer dimensiuni reduse ale acestora. Dezvoltarea 
unui electrod de referinţă miniaturizat (REFET – reference field effect transistor) este 
de mare interes pentru aceşti senzori. Una dintre incercările de a rezolva problema este 
fabricarea electrozilor prin ink-jet sau screen printing (serigrafie) din Ag/AgCl ce includ 
o cavitate umplută cu gel şi un tampon poros de siliciu. Toate construcţiile au dezavan-
tajul unei cavităţi interioare umplute cu lichid, ceea ce înseamnă un timp de viaţă limitat 
din cauza lipsei soluţiei de referinţă. O mai bună rezolvare a problemei electrodului de re-
ferinţă poate fi utilizarea a două ISFET-uri chimice diferite, ce operează diferenţial cu un 
electrod de cuasi-referinţă (QRE) comun (ex.: metal conductor, Pt) care poate fi integrat 
cu uşurinţă pe un cip. Acest dispozitiv are avantajul adiţional că poate reduce perturbările 
externe ce influenţează ambele ISFET-uri (ex: lumina şi temperatura). Suprafaţa oxidului 
de la poartă are sensibilitate la pH datorită prezenţei grupelor hidroxil care se pot disocia 
şi pot accepta protoni. S-a gasit că eliminarea totală a grupelor sensibile la pH nu poate fi 
realizată prin modificarea chimică a monostratului. Sensi-bilitatea la pH poate fi dimi-
nuată ataşînd la suprafaţa porţii un strat polimer hidrofob blocator de ioni. În această mo-
dificare polimerul este chimic legat la suprafaţa porţii, ceea ce se traduce printr-un timp 
de viaţă îndelungat. Pentru straturile blocatoare de ioni, o ataşare stabilă a fost realizată 
prin depunere în plasmă. Oricum, au fost observate variaţiile potenţialului cu compoziţia 
electroliţilor pentru REFET-uri modificate. 
 Depunerea de straturi polimerice foarte subţiri este limitată din cauza diminuării 
sensibilităţii electrice (transconductanţa ceşte cu grosimea dielectricului). 
 În contrast cu polimerii blocatori de ioni, modificarea REFET-ului cu polimeri ne-
blocatori de ioni (conductivi) au avantajul unei trans-conductanţe echivalente a REFET-
ului cu ISFET-ul. Asemenea membrane hidrofobe neblocatoare de ioni dau senzorului un 
timp de viaţă mai scurt dacă nu sunt ancorate chimic la suprafaţă. Două tipuri de structuri 
REFET pot fi distinse ce rezolvă problema penetrării ionilor în stratul polimer rezultînd 
din două mecanisme diferite de operare. Într-o structură REFET neblocatoare de ioni e-
xistă schimb de ioni între soluţie şi polimer iar la echilibru termodinamic dintre ionii din 
soluţie şi cei din polimer conduce la potential electric al membranei. Într-o structură blo-
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catoare de ioni REFET, schimbul de ioni este neglijabil şi în acest caz potenţialul electric 
măsurat este potenţialul suprafeţei rezultate din reacţiile reversibile ion-complecşi de la 
interfaţa polimerului [8-20]. 
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7. Biosenzori cu fibră optică 

 Biosenzorii optici corelează variaţia concentraţiei masei, cu modificarea unor para-
metri caracteristici luminii: lungimea de undă, indicii de refracţie, polarizarea, absorban-
ţa, extincţia, fluorescenţa, chemiluminiscenţa, rezonanţa plasmonilor de suprafaţă (SPR) 
 Există cîteva configuraţii tipice de biosenzori pe fibră optică, ele fiind sistematizate 
în figura 7.1  

 Ei încorporează una sau două fibre optice. Dacă este folosită doar o fibră optică, 
este necesar ca cele două radiaţii luminoase: cea incidentă şi cea de referinţă, să se modi-
fice în timp şi de asemenea să îşi modifice lungimea de undă.Lumina incidentă trebuie să 
fie în limitele unghiului de reflexie totală, deci forma geometrică a suprafeţei senzorului 
are o importanţă esenţială (figura 7.1 A). Cel mai important domeniu de aplicaţie al unui 
asemenea tip de senzor este determinarea fluorescenţei celulei, care depinde de raportul 
NADH/NAD intracelular, obţinînd asfel o măsurare precisă a stării celulei. 
 Senzorii optici prezintă următoarele avantaje: 

• Nu sunt perturbaţi de cîmpul electric, 
• Pot fi utilizaţi în măsurători repetate în măsurători repetate, 
• În timpul măsurătorilor proba rămîne neschimbată, din punct de vedere chi-

mic şi fizic 
• Se foloseşte cu protecţie la întuneric; lumina diurnă influenţează procesele 

de măsurare. 
 Pe lîngă fibra optică, aceşti senzori mai conţin o sursă de lumină şi un traductor de 
semnal. Principiul de funcţionare se bazează pe dependenţa dintre concentraţia substratu-
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 B- tipuri de senzori: a-cu fibra optica bifurcata, 
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      FD- fotodioda  
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Figura 7.1 – Trei tipuri de biosenzori cu fibră optică. Principii de funcţionare
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lui şi absorbţia luminii sau variaţia oricărui tip de proprietate optică. Membrana sau su-
portul senzorului, acoperită cu conţinut de oxigen sau cu alţi indicatori de pH, markeri 
fluorescenţi, prezintă reacţii de cuplaj cu diferite enzime cum ar fi conversia glucozei, 
lactozei, etanolului si complexului antigen – anticorp. 
 Senzori optici cu oxidanţi imobilizaţi pentru determinarea glucozei, acidului uric şi 
penicilinei au fost obtinuţi de Kobayashi [1]. În acest caz măsurarea semnalului se face 
prin chemiluminiscenţă care depinde de conversia peroxidului de hidrogen la luminol. 
Semnalul de răspuns al suprafeţei respective la lumina transmisă de fibră, sub acţiunea 
peroxizilor permite măsurarea peroxidului de hidrogen, ATP-ului şi NADH-ului [2].În 
figura. 7.1.C este prezentat senzorul optic pentru determinarea albuminei serului uman. 
 Schimbarea culorii bromcrezolului verde este folosită pentru măsurarea semna-
lului. Shimbarea polarizării luminii sau a grosimii substratului ne dau informaţii asupra 
cuplajului molecular cînd nu intervin reacţii auxiliare. Prin această metodă, formarea 
complexului de molecule mari antigen- anticorp absorbit de o suprafaţă reflectantă de si-
liciu poate fi sesizată direct ( figura 7.2) 
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Figura 7.2- Principiul de funcţionare a imunosenzorilor reflectometrici Figura7.3 – Experimentul Tyndall 
 
7.1 Fibre optice, caracteristici generale 

În 1870 Tyndall (figura 7.3) a demonstrat că lumina se poate propaga într-un jet de 
apă curbat. Acesta poate fi considerat ca primul pas spre comunicaţii prin medii optice  

• Spre sfîrşitul secolului, Alexander Graham Bell a fost primul care a încercat 
să transmită informaţii în sensul modern, folosind lumina. Dispozitivul său 
se numea fototelefon şi era folosit pentru a transmite voce cu ajutorul luminii 
solare pînă la distanţa de 200 m. Lumina solară era modulată de emiţător cu 
ajutorul unei diafragme acţionată de microfon. Receptorul capta lumina 
emisă de emiţător şi o concentra pe o rezistenţă de seleniu prin care trecea un 
curent, proporţional cu fluxul luminos care cădea pe rezistenţă 

• În anul 1934, americanul Morman French a patentat un dispozitiv numit tele-
fon optic, dispozitiv care unea ideile lui Bell si Tyndall. Patentul descria un 
aparat care transmitea vocea cu ajutorul luminii, ca mediu de comunicaţie 
fiind folosit un cablu optic 
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• În anul 1964, Premiul Nobel a fost atribuit inventatorilor laserului într-un ar-
ticol publicat în anul 1966 în Anglia Charles Kao si George Hockham sus-
ţineau că fibra optică putea fi folosită pentru a transmite informaţii; totuşi, 
exista o problemă: pentru a putea face posibil transferul prin fibra optică, 
aceasta trebuia să aibă o atenuare mai mică de 20 dB/km, comparată cu 1000 
dB/km obţinuţi în acel moment. 

• În anul 1970 compania Corning Glass Works din Statele Unite a reuşit să ob-
ţină o atenuare mai mică de 20 db/km cu fibră optică multimod step index la 
633 nm 

• În anul 1972 se fabricau fibre optice multimod cu index gradient ce aveau o 
atenuare de 4 dB/km. 

• În prezent, atenuarea unei fibre optice monomod cu index treaptă este mai 
mică de 0,20 dB/km la lungimea de undă de 1550nm. 

Fibra optica este un mediu de comunicaţie folosit pentru a transmite semnalele lu-
minoase. În termeni ştiinţifici, fibra optică este un ghid de unda pentru radiaţiile electro-
magnetice. Avantaje ale fibrei optice asupra tehnologiilor convenţionale: 

• Distanţe mari între repetoare (peste 120 km comparat cu 2 km la sistemele 
bazate pe pulsuri electrice mare importanţă pentru comunicaţiile de date şi 
pentru aplicaţiile industriale o are faptul că transmisiile prin fibra optică sunt 
imune la interferenţe exterioare 

• Distanţele mari între repetoare la fibră optică sunt posibile datorită atenuării 
mici a semnalului; fibrele optice singlemode au o atenuare mai mică de 0,20 
dB/km, ceea ce înseamnă că după 40 de km parcurşi în fibră, 10% din sem-
nal rămîne  

 Tehnicile de măsurare optică au aparut de mai mult de un secol, dar actualul 
reviriment în domeniul detecţiilor cu fibra optică a început în deceniul 7, odată cu dez-
voltarea conecticii pe baza de fibra optica pentru industria de telecomunicaţii. Anterior, 
cu citeva mici excepţii, măsuratorile precise cu ajutorul fibrelor optice erau efectuate în 
laboratoarele metrologice. La sfîrşitul anilor 1970, a devenit tot mai evident că fibrele op-
tice ar putea fi utilizate pentru a conecta sursa optica şi aparatura electronicaă de detecţie 
pentru măsurători, permiţînd chiar folosirea celor mai sensibile tehnici interferometrice în 
medii ostile precum tuneluri de vînt şi în mediul submarin. Cercetările iniţiale s-au axat 
pe folosirea senzorilor cu fibră optică pentru monitorizarea parametrilor fizici precum 
temperatura şi presiunea, dar in deceniul 8 s-a constatat ca exista un potential real in do-
meniul chimic si medical. Un fapt important a intervenit în anul 1989 cînd s-a inventat o 
tehnică simplă de producere a fibrelor optice cu reţele Bragg. Figura 7.4 arată construcţia 
unei fibre optice tipice din silice (bioxid de siliciu). Un miez cilindric din sticlă este în-
conjurat de către un înveliş construit dintr-o sticlă cu un indice de refracţie mai mic. 
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Figura7.5- Elementele constructive ale fibrei optice 
  
 Pentru protecţie sunt adăugate mantale de plastic. Fibrele optice pot fi într-o vari-
etate de mărimi, dar un invelis obişnuit are un diametru de 125 micrometri, în timp ce 
miezul variază de la cîţiva micrometri pînă la 50 micrometri. Proprietăţile de bază privind 
propagarea  luminii pot fi inţelese din punct de vedere conceptual prin principiul reflexiei 
interne totale [3], care se referă la incidenţa unei unde de lumină la contactul dintre două 
materiale cu indici de refracţie diferiţi. Cînd fasciculul de lumină trece dintr-un mediu cu 
indice de refracţie mare într-un mediu cu un indice de refracţie mai mic, acesta apare la 
un unghi r mai mare decat unghiul de incidenta i (Figura 7.5a). Aceasta înseamnă că, în 
cazul creşterii unghiului i, se va ajunge ca unghiul r sa fie de 900, cunoscut ca unghi critic 
(ic) (Figura 7.5b). Dacă unghiul de incidenţă este mai mare de ic, atunci radiaţia lumi-
noasă este reflectată, învelişul exterior  comportîndu-se ca o oglinda (Figura 7.5c). În 
cazul unei fibre optice, atît timp cît fasciculul este incident pe suprafaţa de contact dintre 
înveliş şi miez, la un unghi mai mare decît cel critic, acesta va fi reflectat si deci confinat 
în miez. 
 

 
Figura7.5- Ilustrare a propagării luminii dintr-un mediu cu indicede refracţie n1 într-un 

mediu de refracţie cu n2 (n1>n2) şi a fenomenului de reflexie totală, principiu de 
bază a propagării luminii într-o fibră optică. 

 
Recent, au inceput sa fie produse fibre optice avînd în componenţa lor goluri de aer 

dispuse axial, de diferite forme. Prima categorie se compune din fibre în care zona con-
ductoare este formată dintr-un defect constînd dintr-un gol de aer într-o structură omo-
genă (Figura 7.6b,c). 
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Figura 7.6- Tipuri de fibră optică de ultimă generaţie 
 

 În figura 7.6 b fibra este formată prin adăugarea goluri suplimentare în structura 
fibrei. În acest caz, miezul este cel care are un indice de reflexie mai redus prin com-
paraţie cu materialul ce-l înconjoară astfel, propagarea nu poate surveni prin aplicarea 
principiului reflexiei interne totale. În schimb, în partea alcatuită din goluri axiale pro-
pagarea este oprită pentru o anumită lungime de undă. În figura 7.6 c defectul are un in-
dice de refracţie mai mare faţă de miezul fibrei: propagarea luminii se realizează prin ace-
laşi proces ca şi la fibrele convenţionale, defectul formînd un miez cu un indice de refle-
xie ridicat în timp ce structura încojurătoare defectului se comportă ca un înveliş cu un 
indice de reflexie mai scăzut decît cel al miezului, determinat de forma şi proporţiile rela-
tive ale aerului şi sticlei;  
7.2 Fibre optice cu reţele Bragg induse 

 Reţele de tip Bragg sunt o modificare locală în structura internă a fibrei prin reflec-
tarea unui fascicul de lumină de o anumită lungime de undă, în timp ce le permite celor-
lalte să treacă. Lungimea de undă pentru care un fascicul de lumină este reflectat de-pinde 
de presiunea sau temperatura aplicată în zona reţelei Bragg; astfel, prin activarea unei 
surse de lumină cu un spectru larg de lungimi de undă în fibra optică şi prin moni-
torizarea lungimii de undă a razei reflectate, cu ajutorul unui spectrometru, se poate mă-
sura temperatura sau presiunea aplicată. 
 Reţelele Bragg prezintă un interes special pentru că acestea se formează în inte-
riorul fibrei. Senzorul astfel format este extrem de compact si poate fi înglobat cu uşurinţă 
în alte materiale compozite. În plus, cîteva reţele Bragg pe aceeaşi fibră permite fun-
cţionarea lor în sistem multiplex, permiţînd astfel măsurătoro în multiple zone. Printre 
senzori de un considerabil interes actual se află fibrele optice cu reţele Bragg [4]. Acesta 
este un sensor intrinsec căruia i-a fost impus o modulare periodică spaţiala a indicelui de 
refracţie a miezului unei fibre monomod. Modulaţia este produsă în mod normal de ex-
punerea fibrei la două unde de lumină ultraviolet; interferenţa lor produce o distribuţie în 
variatia intensitatii axiale (Figura 7.7). Modificarea indicelui de refracţie este continuă. 
  Sensibilizarea la lumina ultraviolet se produce în mod obişnuit datorită dopantilor 
folosiţi pentru controlarea indicelui de refracţie a miezului. Soluţia alternativă constă în 
sensibilizarea fibrei prin expunerea la hidrogen, prin expunere la presiune mare [5]. 
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 Efectul în fibrele optice cu reţele Bragg constă în reflectarea undelor de lumină ce 
satisfac condiţia Bragg λB= 2nΛ unde n este indicele de refracţie, iar Λ este distanţa dintre 
maximele modulaţiei indicelui de refracţie. Ambele depind de presiunea şi temperatura la 
care este supusă fibra optică cu reţele Bragg. Astfel, prin iluminarea fibrelor optice pe 
reţele Bragg cu o sursa de lumină cu un spectru larg de lungimi de undă şi monitorizarea 
lungimii de undă a fasciculului reflectat se poate măsura temperatura şi presiunea.  
 

Figura 7.7- Principiul senzorului cu retea Bragg de 
interferenţă: λB=2nΛ, n-indice de refracţie, Λ- 
distanţa dintre două maxime consecutive, λB- 
lungimea de undă a radiaţiei reflectate

  
7.3 FOBS în medicină 

 Fibra optică ca senzor poate fi plasată în pielea pacientului sau în interiorul cor-
pului lui pentru a măsura direct parametri biomedicali. Senzorul cu fibră optică este pro-
pus a se folosi în multe şi rapide determinări medicale, iar aplicaţiile lui se extind conti-
nuu. Indubitabil, proliferarea acestor tipuri de aplicaţii pentru senzorul cu fibră optică 
conduce la un număr mare de aplicaţii şi combinaţii ale acestora care în viitor vor condu-
ce la microminiaturizare, versatilitate, funcţionalitate. El poate fi ataşat în interiorul unui 
cateter şi introdus în ţesutul hipodermic, realizînd o minimă monitorizare acolo unde este 
nevoie. Senzorul cu fibră optică este netoxic, inert chimic, şi se poate folosi cu succes în 
interiorul organismului. El se poate asocia cu echipamente pentru monitorizarea paci-
entului. Este simplu de manipulat cu greutate neglijabilă. Evoluţia senzorului medical cu 
fibră optică se bazează pe multiplele performanţe şi biocompatibilitate. 
 Biocompatibilitatea este primul pas în confortul pacientului, biosenzorul nu trebuie 
să afecteze parametrii fiziologici a organismului dar nici funcţionalitatea lui nu trebuie 
compromisă de produşii de dezasimilaţie a pacientului. Senzorii cu fibră optică pot fi 
clasificaţi ca extrinseci, fibra acţionează ca o cale pentru semnal şi intrinseci, interacţiile 
survin în fibra însăşi. Se disting trei tipuri de FOBS: 
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• Senzori noninvazivi care sunt în contact cu pielea; 
• Senzori minimal invazivi, care sunt introduşi în cavităţile organismului; 
• Senzorii invazivi, care sunt introduşi în organele interne sau in vasele de sîn-

ge 
Aplicaţii în medicină 

 În ultimul deceniu fibră optică este un produs foarte folosit în toate domeniile de 
vîrf ale ştiinţei şi tehnologiilor avansate. Era de aşteptat ca şi ştiintele medicale să benefi-
cieze de aceste avantaje pe care le oferă fibra optică, atat în ceea ce priveşte costurile dar 
şi competenţele acestui material nou. Avînd în vedere uşurinţa cu care se poate manipu-
la, posibilităţi nelimitate de sterilizare, costuri reduse, se poate estima că acest produs va 
cuceri tot mai mult piaţa medicală. Pînă în prezent se cunosc următoarele domenii medi-
cale care au recurs la folosirea de biosenzori cu fibră optică: 

• În medicina de urgenţă şi în cardiologie: analiza elementelor sîngelui, satu-
raţia în oxigen a hematiilor, analiza gazelor sîngelui, pH ul sîngelui. 

• În monitorizarea respiraţiei 
• În angiologie:,monitorizarea perfuziilor microvasculare. 
• În aprecierea refluxului biliar prin absorbţia directă a bilei de către pigmentul 

biliar, bilirubină. 
• Determinarea facilă a pH-ului stomacului; se introduce un microabsorbant 

indicator si modulator de pH, acid –alcalin. 
• În oncologie se urmăreşte monitorizarea temperaturii în timpul curelor de 

terapie citostatică, sau se diagnostichează tumorile de dimensiuni mici şi 
foarte mici, greu abordabile. 

• În oftalmologie, se poate depista o cataractă la debutul ei. 
• În dermatologie se poate testa calitatea şi integritatea straturilor pielii, se pot 

depista tumori de dimensiuni mici, se poate folosi în cosmetică pentru re-
facerea ţesuturilor prin stimulare, sau în eritema. In ceea ce priveşte diag-
nosticul unor piodermite se poate folosi un biosenzor cu fibră optică, care se 
bazează pe consumul de oxigen (BOD ). 

• În stomatologie se pot diagnostica cariile de dimensiuni foarte mici care sunt 
inaparente, sau cele de sub alte lucrări dentare. De asemeni se poate aprecia 
culoarea dinţilor sau integritatea nervului dintelui.[6]. 

 Principalele tipuri de aplicaţii ale senzorilor în scopuri biomedicale sunt prezentate 
în tabelul 7.1: 
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Tabela 7.1 – FOBS- aplicaţii medicale, clasificare 

Cardiovascular, terapie intensiva 

1. Saturarea cu oxigen a 
sîngelui 

2. PH-ul sîngelui 
3. Continutul de gaze din 

sînge  PCO2  (presiunea 
parţială) 

1. Reflectanţa direct a elementelor din componenta sîngelui.  
2. Fluorofori legati covalent pe o matrice de celuloză ataşată pe 

capătul FO 
3. Determinarea pH cu fluorofori în contact cu o soluţie tampon 

de bicarbonat. Concentraţia de CO2 – măsurată prin pH ca o 
variatie a presiunii partiale 

4. Fluorofori fixate in matrice polimera la capatul fibrei optice; 
atenuarea fluorescentei cu concentraţia de oxigen 

Monitorizarea respiratiei Rata respiratiei: fibra optica în conductul nazo-faringian; 
Modificarea reflexiei cauzata de umiditatea aerului in timpul 
respiratiei 

Angiologie  

1. Perfuzie microvasculara 
2. Fluidica sîngelui 
3. Fluxuri biliare 
4. pH - stomacului 

Măsurarea debitelor prin efect  Doppler a radiaţiei laser;  
retroimpraştierea radiaţiei laser; analiză spectrală.  
Microdeformarile fibrei optice sub acţiunea presiunii sîngelui . 
Fibra optică se dispune între plăci rigide 
Controlul Bilirubinei 
pH- controlat de variatii alcalin-acide din tractul digestive; 
Microsfere: Metacresol purpuriu – albastru bromophenol fixat in 
poliacrilamide situate in capatul fibrei optice, care la randul lui 
este imersat in  tubul de dializa 

Oncologie  
1. Monitorizarea 

temperaturii în timpul 
terapiei 

2. Diagnoza tumorală  
3. Presiune

Atenuarea fluorescenţei  
Recunoaşterea naturii tumorii prin tehnici de autofluorescenta: 
excitare cu laser He-Ne a unui tesut si analiza fluorescentei prin 
fibre optice  
Interferometrie Fabry–Pérot

Oftalmologie  

Analiza evolutiei cataractei Imprastierea dinamica a luminii 

Dermatologie  

Controlul dermatologic al
pielii 

Umiditatea pielii 

Stomatologie -  

1. Culoarea dentara 
2. Starea pulpei dentare 

Spectroscopie de reflexie de banda larga 
Saturarea cu oxigen a pulpei dentare 

Monitorizarea sîngelui , oximetria 

 Ca răspuns la cererile medicilor, senzorii cu fibră optică pot monitoriza acum elec-
troliţii din sînge precum potasiu, sodiu şi calciu, in plus fata de conţinutul de gaze în sîn-
ge. Aici miniaturizarea fibreilor optice este din plin folosită. În figura 7.8 este prezentat 
un cateter din fibre optice (0,5 mm diametru) ce poate fi introdus în aorta descendentă ca-
pabil prin cele trei tipuri de fibre să măsoare concentraţia de gaze şi pH ul sîngelui: măsu-
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rarea saturatiei oxigenului, care reprezinta cantitatea de oxigen transportata de hemo-
globina din hematii în funcţie de capacitatea sa maximă. Materialele din care sunt alcă-
tuiţi traductorii chimici sunt ionofori care se pot fixa reversibil de electrolit un separator 
molecular (spacer) şi respectiv fluoroforul. Gradul de fluorescenţă, prin excitaţie cu diode 
electroluminiscente în violet, este modulat de ionofori proporţional cu concentraţia de 
analit.Senzorul este utilizat fie extracorporal în circuitul extern de analiză a gazelor din 
sînge fie intracorporal pentru monitorizarea continuă a gazelor sanguine în cazul situ-
aţiilor critice ale bolilor copiilor nou născuţi. 
 

Figura 7.8 – FOBS-oximetru, pentru monitorizarea gazelor din sânge 
Senzorul este introdus prin cateter în circuitul aortei nou 
născutului 

 
 Accidentul cerebrovascular este cauzat de reducerea cantităţii de sînge către creier. 
 Dacă durata lipsei de alimentare cu sînge a creierului este prea mare, celulele 
creieruului vor suferi schimbări ireversibile. Din acest motiv monitorizarea stării celulelor 
este de o mare importanţa. Şocurile hemoragice sunt datorate rupturii vaselor sanguine 
sau cele ischemice datorate ocluzării vaselor (prin depuneri sau arteroscleroza). 
 Parametrul chimic capabil să monitorizeze starea celulei este pH deoarece acidul 
lactic, format cînd ţesutul celulei moare produce o descreştere în pH. Orice scădere a pH 
ului sîngelui de la 7,4 indică prezenţa morţiicelulei. Cele mai recente realizări în domeniu 
sunt senzorii de pH invazivi ce determină starea celulei. Senzorul este format din colorant 
fluorescent încapsulat într-o matrice de gel (poliacrilamidă) ataşată la capătul fibrei 
optice. Colorantul, seminaftorodamina-L-carboxilat este caracterizat prin emisia  formei 
acide centrată pe 580 nm şi a formei alkaline centrată pe 680 nm. Cele două forme sunt 
sensibile la pH. Excitaţia apare la 533nm pentru ambele forme. Separarea emisiei se rea-
lizează direct prin filtre optice iar sensibilitatea este 0.05 unităţi pH mult sub limita 
standardelor clinice admise (0.1 pH).  
Monitorizarea streptococilor mutans din saliva  umană şi oraganul cutanat 

 Caria dentară este o afecţiune multifactorială, o afecţiune bacteriană, care este ca-
racterizată de o demineralizare a porţiunii anorganice a dintelui şi de o distrucţie orga-
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nică a substanţei dintelui. Numeroase expe-rimente efectuate pe animale de laborator au 
scos în evidenţă că fiecare carie dentară are ca agent etiologic o specie de streptococci 
mutans. 
 Adevărata cantitate de agenţi patogeni din interiorul cariei este dată de dimensiu-
nea cariei. O investigaţie pe un număr de 235 de copii, cu vîrste între 11-12 ani cu nici o 
carie dentară sau cu mici modificări ale structurilor dinţilor, sugerează că acest test salivar 
poate aduce reale informaţii despre riscul cariei dentare în special în cazurile în care me-
dicul stomatolog nu poate evalua acest risc prin tehnicile obişnuite. Studiu în acest sens a 
arătat cu usurinţă că aciditatea bacteriilor din genul Streptococcus mutans şi Lactobacilli, 
ce formează colonii de 105 per mililitru sunt predictibile pentru riscul de carii dentare [7, 
8]. 
 Conţinutul salivei umane în ceea ce priveşte încărcătura bacteriană este de apro-
ximativ 109 per mililitru de saliva. De aceea saliva poate fi considerată un mediu selectiv 
pentru creşterea bacteriilor [9] A fost demonstrată o corelaţie semnificativă între numărul 
streptococcilor mutans în salivă şi prevalenţa lor în problemele dentiţiei [10]. O metodă 
simplă a fost adaptată pentru detecţia şi numărarea streptococcilor mutans, numită Dento-
cult SM, în anul 1998[11]. Dentocult SM este un dispozitiv produs de Orion Diagnostica, 
Espoo, Finlanda, ce constă dintr-un suport special fabricat cu un mediu de cultură cu agar 
salivar ce contine 20% sucroză. Acesta este inoculat cu salivă şi densitatea creşterii strep-
tococcilor umani este apreciată după o incubare de 48 de ore la 37 de grade C. Identifica-
rea este morfologică a coloniilor distincte pe agar selectiv şi neselectiv, pe forma distinctă 
a celulelor, vizibilă în lumina microscopului. 
 Această tehnică are şi unele mici dezavantaje, acelea că are nevoie de timp mai 
mult pentru creşterea bacteriană şi totodată necesită laboratoare adiţionale, situate pe 
lîngă cabinetele stomatologice. 
 Pentru a monitoriza activitatea streptococcilor în saliva umană a fost creat un bio-
senzor cu fibră optică (FOBS) care monitorizează reacţiile cu sucroza mediate de Strepto-
cocci mutans printr- un indicator fotosenzitiv imobilizat intr-un învelis de sticlă poroasă. 
Suprafaţa miezului fibrei optice este tratată sau îmbracată într-un film de sticlă poroasă 
utilizînd tehnica sol-gel [12]. Analiza spectroscopică a arătat că există două faze distincte 
în absorbţia luminii la 597 nm pe o durată de 120min: una între 0-60 minute, şi alta de la 
60-120 minute. Această investigaţie arată potenţialul enorm pe care îl au biosenzorii în 
monitorizarea activităţii microorganismelor în organismul uman. 
 Tehnica sol-gel este utilizată pentru imobilizarea indicatorului fotosenzitiv, este 
simplă în vreme ce principiul mediului selectiv bacterian este folosit ca transfer specific 
pentru streptococii mutans necesită timp şi este laborioasă. De aceea FOBS se dovedeşte 
a fi un test rapid de măsurare cantitativă a activităţii streptococcilor mutans în Sali-
vă.Totodată acest test se poate adapta şi la alte domenii medicale unde activitatea bacte-
riană este implicată în distrucţie celulară, sau tisulară. 
 În figura 7.9 este descrisă metoda de formare a unui biosenzor dintr-o fibră optică 
pentru observarea şi detecţia S. Mutans. Experimentele acestui studiu au urmărit faza de 
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recunoaştere biochimică a semnalului şi faza analizei spectroscopice. Criteriile care au 
stat la baza conceperii unui montaj experimental [13, 14]: 

1. Streptococcii mutans sunt parţial anaerobi avînd o creştere optimă la 370C,  
2. Glucoziltransferazele şi fructoziltransferazele din streptococcii mutans, cata-

lizează sinteza glucanului insolubil în apă şi a polimerilor de fructan, în 
sucroză, formînd acid lactic ce se regăseşte în saliva acidă  

3.  Streptococcii mutans din saliva umană, sintetizează atît polizaharide extra-
celulare cît şi intracelulare, din sucroză 

4.  Polizaharidele extracelulare ajută adiţia bacteriilor la suprafaţa dintelui, în 
timp ce polizaharidele intracelulare sunt stocate pentru energia bacteriilor. 

5.  Aceste polizaharide, intracelulare, ajută bacteria să continue fermentaţia 
chiar şi atunci cînd nu există o formă exogenă de hrană  

6. Toleranţa acidă a streptococilor face ca activitatea lor să continue chiar şi la 
un pH scăzut. 

7. Un pH indicator, fotosenzitiv, produce o culoare caracteristică, conform unui 
gradient de culoare, în funcţie de pH –ul salivei şi este folosit la construcţia 
FOBS. 

 Pe baza acestor considerente s-a conceput şi realizat un montaj experimental cu un 
spectrometru UV-viz cu fascicul dublu în care în locul unei cuve s-a introdus fibra optică. 
 În cuva de referinţă s-a utilizat soluţia tampon cu albastru de bromfenol pentru di-
ferite valori de pH, de la 4 la 7. Un experiment iniţial a ajutat la determinarea lungimii de 
undă şi a picului caracteristic pentru indicatorul din soluţia tampon şi pentru diferite valo-
ri de pH din salivă, induse de activitatea bacteriană.  

Figura 7.9- Senzor cu fibră optică pentru investigarea microorganismelor din salivă  şi organul cutanat 
 
 Analiza spectroscopică în UV-viz. la un pH de 4 şi 7 al soluţiei cu albastru de 
bromfenol a arătat un pic proeminent la 590 nm lungime de undă. Intensitatea picului 
descreşte de la pH 7 spre 4. Compararea cu datele din literatură au arătat o concordanţă 



 

116 

bună observîndu-se că în mediu cu salivă, sucroză şi albastru de bromfenol absorbţia a 
fost stabilă la 590 nm lungime de undă pentru un interval de timp de 15 min, 30min, 1h şi 
24 de ore [15].De notat că pentru fiecare set de fibre corodate şi procesate ca în figura 7.9 
necesită calibrare independentă datorită neomogenităţilor rezultate din etapele de 
pregătire a fibrei optice ( de origine OceanOptics- fibre pentru spectrometrul HR-2000) 
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8. Celule de biocombustie  

 O majoră provocare pentru dezvoltarea aparatelor medicale implantabile este gă-
sirea surselor de curent potrivite. Acestea trebuie să fie capabile să genereze energie elec-
trică pentru perioade lungi de timp. 
 Celulele sau pilele de biocombustie (BFC) promit mult în acest sens prin funcţio-
narea lor pe baza reacţiilor pereche oxidarea glucozei – reducerea oxigenului molecular la 
apă. În condiţii ideale, produsele secundare ale BFC ar fi dioxidul de carbon şi apa. 
 Glucoza şi oxigenul sunt amîndouă prezente în celulele şi ţesuturile tuturor orga-
nismelor eucariote, inclusiv ale oamenilor. Este posibilă, dealtfel, introducerea lor între 
resursele organismului, chiar şi a proprietăţilor metabolice ale celulelor noastre pentru a 
genera suficientă energie pentru alimentarea aparatelor clinice cum ar fi sisteme de 
transport al medicamentelor, aparate de diagnosticare şi dispozitive de creştere umană. 
8.1 Necesitatea implementării surselor alternative de energie 

 O problemă foarte complexă, căreia ştiinţa şi tehnica contemporană trebuie să-i 
găsească soluţie, este ritmul mereu crescînd al nevoilor energetice, provocat de dezvol-
tarea continuă a industriei şi de creşterea numărului de consumatori în toate sectoarele 
vieţii sociale. În prezent se studiază o întreagă gamă de metode pentru generarea şi sto-
carea energiei. Termeni ca economia hidrogenului, biocombustibili, combustibili rege-
nerabili, celule fotovoltaice, pile de combustie sunt alternative la noi surse de energie ce 
trebuie să înlocuiască căile clasice. Un argument indiscutabil în favoarea căutării altor căi 
de conversie a energiei, îl reprezintă faptul că rezervele de combustibili fosili fiind în 
scădere (petrol: 40 ani, cărbuni: 224 ani, gaze naturale: 62 ani), costul lor va deveni 
curînd inacceptabil. 
 Dioxidul de carbon, cel mai insiduos poluant este produs de vehicule şi industrie în 
cantitate mai mare decît cea pe care plantele verzi o pot converti înapoi, la oxigen, prin 
procesul de fotosinteză şi concentraţia acestuia în atmosferă creşte în timp. CO2 absoarbe 
radiaţia IR, Pămîntul încălzit de Soare reradiaza ca un corp negru la cca 300K şi această 
energie reradiată încălzeşte atmosfera; astfel, o parte din gheaţa polară se va topi condu-
cînd la o creştere a nivelului apelor mărilor şi oceanelor. În consecinţă, trebuie rezolvată 
problema folosirii energiei “curate“ şi trebuie găsită o cale convenabilă de stocare a ener-
giei electrice (indiferent cum ar fi obţinută ea), care să permită folosirea ei după necesităţi 
şi în locaţii cît mai diversificate. 
 Lumea pare a fi în pragul unei noi ere, a tehnologiei avansate şi a noilor combus-
tibili. Atenţia cercetătorilor este îndreptată către surse neconvenţionale de energie, ca de 
exemplu: eoliene, solare, hidraulice, geotermale, mareice, nucleare. Aceste tipuri de ener-
gie nu sunt disponibile în orice moment, fiind variabile, imprevizibile şi, în general, ne-
transportabile de la locul de producere către cel de utilizare. Dar alte surse neconven-
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ţionale de energie, precum pilele de combustie, reprezintă o alternativă posibilă pentru 
viitor deoarece pot conduce la randamente superioare faţă de cele obţinute în prezent. 
 Sistemele bazate pe motoare termice funcţionează cu randamente de pînă la 50%, 
în timp ce teste tehnice au indicat pentru pilele de combustie randamente electrice de 70% 
 Rolul celulelor de combustie în viitor depinde de viteza cu care se vor epuiza com-
bustibilii fosili şi de viteza cu care vor deveni disponibile noile surse de energie. Dar, 
chiar dacă energia solară va fi disponibilă din abundenţă, pare probabil că va fi folosită 
pentru a obţine H2 prin electroliza apei, care va fi stocat şi trimis prin conducte (sub for-
mă gazoasă) sau în rezervoare (sub formă lichidă) la locurile de trebuinţă, unde va fi folo-
sit pentru a produce energie electrică cu ajutorul unor celule de combustie H2/O2 (din 
aer). Printre căile cele mai noi de generare a energiei electrice, celulele de combustie au o 
utilizare tot mai diversă şi eficientă o dată cu dezvoltarea şi implementarea materialelor 
nanostructurate în elementele lor pasive şi active. Transformarea energiei chimice în e-
nergie electrică, prin intermediul pilelor de combustie, deschide un larg domeniu de apli-
caţii şi prefaţează noi descoperiri în domeniul mijloacelor de conversie directă a energiei 
chimice sau nucleare în energie utilă 
8.2 Celule de biocombustie-celule bioelectrochimice 

 Celulele sau pilele de combustie sunt dispozitive care transformă energia chimică a 
combustibililor (hidrogen, gaz natural, gazolină, etc.) şi a oxidantului (oxigen sau aer) în 
energie electrică. Părţile componente ale unei celule combustibile sunt: electrozii (locul 
de producere a reacţiilor electrochimice), electrolitul (asigură transferul ionilor de la anod 
la catod) şi conductorii electrici (asigură transferul electronilor prin circuitul exterior). 
 Sub influenţa catalizatorilor, de obicei metale platinice sau aliaje ale acestora, la 
anod se produce oxidarea hidrogenului, iar la catod reducerea oxigenului cu formarea şi 
eliminarea produşilor finali (apă, electricitate şi căldură). Principiile care guvernează 
performanţa pilelor de combustie sunt cele termodinamice şi cinetica proceselor de elec-
trod pentru reacţiile care au loc la interfeţele electrod – electrolit. Celulele de combustie 
se clasifică în principal după două criterii. Unul ia în considerare temperatura de funcţio-
nare iar celălalt electrolitul pe care-l utilizează.  
 Clasificarea se poate face ţinînd seama şi de natura combustibilului (gazos sau 
lichid) sau de faptul că pila este alimentată direct cu combustibil sau cu produsul obţinut 
după o prealabilă reformare a acestuia. După natura electrolitului utilizat se deosebesc 
următoarele tipuri de pile de combustie[1]: 

• Celule de combustie cu electrolit alcalin (AFC) 
• Celule de combustie cu membrane schimbătoare de protoni (PEMFC) 
• Celule de combustie cu electrolit acid fosforic (PAFC) 
• Celule de combustie pe bază de metanol (DMFC) 
• Celule de combustie cu electrolit de tip carbonat topit (MCFC) 
• Celule de combustie cu electrolit de tip oxid solid (SOFC) 
• Celule de combustie regenerative (RFC) 
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• Celule de combustie pe bază de zinc şi aer (ZAFC) 
• Celule de combustie cu acizi solizi respectiv superacizi (SAFC) 
• Celule de biocombustie = Celule bioelectrochimice (BFC) 

8.3 Mecanisme în celulele bioelectrochimice 

 Celulele bioelectrochimice numite celule de biocombustie microbiene (MFC) sunt 
dispozitive ce extrag electroni din metabolismul microorganismelor prin cuplarea oxidării 
glucozei cu reducerea oxigenului molecular la apă. Electronii care apare în plasma 
membranei bacteriene sunt extraşi din lanţul metabolic şi canalizaţi către electrozi unde 
se descarcă pe o sarcină electrică din circuitul exterior. Pentru creşterea efcienţei tran-
sferului de electroni din plasma membranei către electrozi au fost folosiţi mediatori elec-
tronici (electronofori). Aceste molecule au proprietăţi speciale de intermediere a tran-
sportului de electroni de la memebrana celulei microorganismelor la electrozi. 
 Mediatorii intră în lanţul de transport electronic, fiind reduşi în proces, după care se 
reoxidează transferînd electroni anodului celulei.  
 

 
Figura 8.1. Reprezentarea schematică a principiului de funcţionare a unei celule de combustieMicrobiene. 

Rolul mediatorului (dreapta) solubul care poate fi transportat în bacterie pentru reducere sau 
reducerea poate apărea la suprafaţa membranei. Mediatorul are rol de extraacţie electroni din procesul 
de metabolizare a materiei organice de către bacterie şi transportul acestuia către anod 

 
 Principiul de funcţionare a MFC ce utilizează combustibil glucoza şi un mediator 
de transfer de electroni este descris în figura 8.1. Oxidarea completă a unui mol de glu-
coză în dioxid de carbon va elibera 24 moli de electroni. 

 
 Astfel, este disponibilă o sarcină totală de 2.32x106 C per mol de glucoză. Curentul 
generat de acest proces oxidativ va depinde de viteza metabolismului şi de eficienţa tran-
sferului electronic către electrod.  
 Celulele de biocombustie microbiene sunt compuse din două compartimente 
separate de o membrană permeabilă pentru protoni (PEM). Un compartiment este pentru 
anod iar celălalt pentru catod. Principiul funcţionării acestor celule de biocombustie este 
strîns legat de procesele biochimice care apar în organismele microbiene, anume glico-
liza, ciclul acidului citric şi lanţul de transport electronic. 
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 Electronoforii intervin în timpul procesului de transport electronic, transportînd 
electroni din plasma membranei bacteriene către anod. Protonii pompaţi din bacterie în 
mediul anodic traversează PEM spre compartimentul catodic. Mediatorul (cel mai cunos-
cut fiind fericianura) este oxidat din nou în fericianid, în timp ce ionii de hidrogen se 
combină cu oxigenul formînd apă. 
 Pentru fericianură mecanismul de oxidare-reducere este bine cunoscut: 
 

 
 Pe baza cunoştinţelor actuale despre funcţionarea celulelor de biocombustie se fac 
eforturi pentru maximizarea curentului şi puterii prin: 

• compararea şi folosirea de combinaţii diferite de bacterii şi electronofori [2, 
3, 4] 

• folosirea de culturi mixte de bacterii [5],6,7 
• folosirea mediului anaerob la anod [2,3, 6,7,8 , 9, 10] 
• creşterea vitezei de alimentare (cu zaharuri) şi alţi biocombustibili [7] 
• modificarea electrozilor cum ar fi imobilizarea electro-noforilor [2, 4, 7, 11] 

şi folosirea polimerilor conductori [11], materiale carbonice nanostructurate 
• barbotarea de oxigen în compartimentul catodic [2,10]. 

 Pentru celulele de biocombustie microbiene au fost raportate densităţi de curent în 
jur de 1.5mAcm-2 [7,11], puteri de pînă la 3.6 Wm-2 [7]. Rabaey et al [7] au folosit în 
experimentele lor o cultură amestecată de bacterii investigînd influenţa vitezei de alimen-
tare cu glucoză asupra puterii. S-au folosit electrozi de grafit obişnuit. S-a observat o re-
cuperare a electronilor de 89% pentru viteze de hrănire de 0.5 g L-1 pe zi. În studiul lui 
Schroeder et al [11], a fost folosit un anod de polimer activ modificat catalitic (poli-
anilină). A fost folosită o cultură bacteriană de Escherichia Coli K12. Cel mai clar deza-
vantaj al întregului proces a fost costul de producere al electrozilor. Au fost obţinute 
densităţi de curent comparabile cu cele ale echipei Rabaey et al [7]. Valorile pentru 
curenţi din literatură în celule de biocombustie microbiene s-au situat între 1 μAcm-2 şi 30 
μAcm-2. Unele articole au asigurat o atmosferă anaerobă la anod [2,6, 8-9] şi oxigen bar-
botat în compartimentul catodic [2, 10]. Aceşti factori au contribuit împreună pentru pro-
ducerea de curenţi mari. De obicei atmosfera anaerobă se obţine prin trecerea de azot şi 
dioxid de carbon prin compartimentul anodic. Eliminarea oxigenului conduce la creşterea 
transferului de electroni de la bacterie la electrod mai mult decît prezenţa lui. Aerarea 
compartimentului catodic îmbunătăţeşte reacţia de reducere a oxigenului la apă.  
 Ca rezultat, viteza de oxigenare a catodului s-a dovedit a fi un parametru ce poate fi 
manipulat pentru optimizarea sistemului generator de curent.În cadrul acestui tip de 
celule combustibile, una sau mai multe reacţii de electrod sunt catalizate de procese bio-
logice. 
 Cercetările în acest domeniu sunt încurajate de următoarele două considerente: 
existenţa imensei cantităţi de materie vegetală disponibilă în natură şi posibilitatea elimi-
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nării deşeurilor de natură organică în mediul ambiant prin transformarea lor în fertilizatori 
organici. Procesele biochimice pot genera energie prin degradarea cu randament ridicat a 
materiei organice la temperaturi moderate, în soluţii neutre sau aproape neutre [12, 13]. 
 Celulele de biocombustie folosesc biocatalizatori pentru conversia energiei chimice 
în energie electrică [14 a-h]. Aşa cum cele mai multe substraturi organice suferă o ardere 
cu eliberare de energie termică, oxidarea în prezenţa biocatalizatorilor a substanţelor or-
ganice de către oxigen sau alţi oxidanţi la interfeţele a doi electrozi furnizează mijloace 
pentru conversia energiei chimice în energie electrică. Materiale organice abundente cum 
ar fi metanolul, acizii organici sau glucoza pot fi folosite ca substraturi pentru procesele 
de oxidare şi oxigenul molecular ori H2O2 se pot comporta ca substraturi, fiind reduse.  
 Puterea disponibilă a celulelor de combustie (Pcel) este: 

     ( )cel cel celP d E I= ∫       8.1 

 unde Ecel este tensiunea electromotoare a celulei şi curentul acesteia, Icel dacă este 
aplicată o sarcină electrică.  
 Tensiunea ideală a celulei este afectată de diferenţa dintre potenţialele conven-
ţionale ale oxidanţilor şi compuşilor combustibili (Eox - E.comb), pierderi ireversibile în 
tensiune ca rezultat al limitărilor cinetice ale proceselor transferului de electroni la nivelul 
electrozilor, rezistenţei ohmice interne şi gradienţilor de concentraţie, care duc la 
descreşterea valorilor. Curentul celulei este controlat prin dimensiunile electrozilor, 
perme-abilitatea ionică şi viteza de transfer prin membrana ce separă compartimentele 
anodului şi catodului biocelulei.  
 Celulele de biocombustie folosesc biocatalizatori, enzime şi chiar organisme celu-
lare întregi într-unul sau două moduri. Fiecare (i) biocatalizator poate genera substrat 
combustibil pentru celulă prin transformări biocatalitice sau procese metabolice, ori (ii) 
biocatalizatorii pot participa la transferul în lanţ al electronilor între substratul combus-
tibil şi suprafeţele electrozilor. Însă cele mai multe enzime redox nu participă la transferul 
direct de electroni cu electrozii, şi astfel o varietate de mediatori electronici sunt folosiţi 
pentru contactul electric dintre biocatalizator şi electrozi [15]. Recent, au fost dezvoltate 
noi abordări cu privire la rolul suprafeţelor electrozilor cu monostrat şi multistrat constînd 
în enzime redox, electrocatalizatori şi bioelectrocatalizatori care stimulează transformările 
electrochimice la nivelul electrozilor [16]. 
8.4 Clasificare 

 Celulele de combustie se clasifică în două mari categorii [17]: 
• INDIRECTE – un anumit compus, folosit la alimentarea unor bacterii, este 

convertit într-un produs ce poate servi apoi drept combustibil în pila de com-
bustie. Ca exemplu se pot menţiona: producerea hidrogenului din hidraţi de 
carbon, cu ajutorul bacteriei Clostridium cellobioparum, hidrogen din acid 
formic cu Escherichia Coli; amoniac din uree cu Bacillus Pasteurii, etanol 
din hidraţi de carbon, cu Saccharomyces (drojdie). Alături de producerea de 
biocombustibil, procesele biochimce pot fi adaptate şi pentru generarea de 
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oxidant. Ca exemplu poate servi procesul de fotosinteză din plante, în care 
oxigenul este produs din dioxid de carbon. 

• DIRECTE - au la baza acelaşi proces ca şi pilele indirecte, cu deosebirea că 
microorganismul poate funcţiona în două feluri. El poate servi ca generator 
continuu de enzime necesare procesului electrochimic, în care organismul 
însuşi nu beneficiază de pe urma procesului şi astfel dispare treptat. De 
aceea, o parte din microorganisme se alimentează pentru cultură, consumînd 
o parte din combustibil. Alternativ, microorganismele se pot cultiva pe elec-
trod sau în imediata vecinătate a acestuia, iar produşii de metabolism sunt 
utilizaţi direct la producerea de energie electrică. Acest tip de pile prezintă o 
mare dificultate: condiţiile favorabile pentru dezvoltarea microorgansmelor 
vii (soluţii neutre sau aproape neutre şi temperatură apropiată sau egală cu 
cea ambiantă) sunt net defavorabile pentru producerea eficientă a energiei 
electrice în pilele de combustie. 

 Luînd drept criteriu de clasificare natura microorganismelor utilizate pentru fun-
cţionarea celulelor bioelectrochimice se disting: 

• CELULE ENZIMATICE de COMBUSTIE – se utilizează catalizatori bio-
logici de tip enzimatici pentru oxidarea combustibilului la anod, respectiv 
pentru reducerea oxigenului la catod.  

• CELULE MICROBIENE de COMBUSTIE – sunt utilizate microorganisme 
precum bacterii pentru conversia combustibililor şi acţionează ca sursă de 
producere a energiei. În cadrul acestui tip de celule se disting două subclase: 
o CELULE MICROBIENE de COMBUSTIE cu mediator – a căror fun-

cţionare necesită adăugarea unui mediator electronic artificial: acid 2,6-
antrachnon disulfonic, tionină, 2-hidroxi-1,4-naftochinona, albastru de 
metilen, Fe(III)EDTA, puncte cuantice solubile în apă[18a-g] 

o CELULE MICROBIENE de COMBUSTIE fără mediator – a căror fun-
cţionare nu necesită adăugarea unui mediator electronic artificial, pentru 
că se utilizează bacterii care pot transporta direct electronii prin circuitul 
exterior [19,20] 

 Recent s-a arătat că bacteria metalreducătoare din familia Geobacteraceae, poate 
transfera electroni direct către electrozi folosind enzime redox active electrochimic cum 
ar fi citocromii pe membrana lor externă [16-18]. Acestea sunt celule de biocombustie 
microbiene fără mediatori fiind considerate a avea un potenţial mare de aplicaţii comer-
ciale decît celulele de biocombustie cu mediatori deoarece mediatorii folosiţi sunt scumpi 
şi toxici pentru microorganisme [19]. 
8.5 Celule de biocombustie microbiene (MFC) 

 Folosirea unor microorganisme ca microreactoare în celulele de combustie elimină 
necesitatea de izolare a enzimelor individuale şi permite biomaterialelor active să fun-
cţioneze în condiţii apropiate de mediul lor natural, rezultînd de aici o înaltă eficienţă. 
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  Microorganismele sunt dificil de manipulat sau, în orice caz, au nevoie de condiţii 
speciale pentru a fi active iar contactul lor electrochimic direct cu electrozii este virtual 
imposibil. În MFC fără mediatori există posibilitatea de a funcţionaliza anodul cu ma-
teriale biocompatibile cu microorganismele din compartimentul anodic. În acest caz mi-
croorganismele vor forma biofilme pe suprafaţa anodului iar transferul de electroni se re-
alizează prin interfaţa membrana celulară- suprafaţa anodului. În figura 8.2 este pre-
zentată o celulă de biocombustie microbiană pe care s-au realizat diferite studii şi cer-
cetări cu diferite microorganisme. 
 Celula MFC (figura 8.2) constă din două compartimente un anod şi un catod sepa-
rate printr-o membrană schimbătoare de protoni (PEM) din polimer perfluorosulfona 
(Nafion, DuPont). Electrozii sunt din hîrtie carbonică care pot fi funcţionalizaţi cu diferite 
materiale biocompatibile. 
 În compartimentul catodic se află o soluţie tampon de pH neutru. 
 
 

 

Figura 8.2-Celulă de biocombustie microbiană, montaj experimental 
 
 În compartimentul anodic s-a preparat o soluţie de glucoză de 200g/l în care s-a in-
trodus diferite microorganisme. O sarcină de 1 Kohm a fost menţinută pe tot parcursul 
experimentelor. În figura 8.3 este prezentat răspunsul a trei specii de microorganisme, E. 
Coli, Klebsiela şi S. Aureus. Cele trei tipuri de microorganisme răspund diferit ceea ce 
face ca MFC să devină un biosenzor de identificare şi analiză a comportării acestora.[21, 
22,23]. Au fost folosite bacteriile prezente în apa menajeră în MFC. Aşa cum s-a arătat, 
bacteriile apei menajere se dovedesc a fi biocatalizatori potriviţi pentru producerea de 
electricitate [24,25].  



 

124 

 Apa menajeră a avut un pH între 7,3 şi 7,6 şi un conţinut chimic de oxigen (COD) 
de 200-300 mg/L. a fost deasemenea folosit un mediu de glucoză (170-1200 mg/L) cu 
următorul conţinut (per litru): NH4Cl, 310 mg; KCl, 130 mg; NaH2PO4‚H2O, 4,97 g; 
Na2HPO4‚H2O, 2,75 g; mine-rale (12,5mL) 
şi vitamine (12,5mL) [26]. 
 Microorganismele au abilitatea de a 
produce substanţe active electrochimic, 
substanţe ce pot fi intermediari metabolici 
sau produşi finali ai respiraţiei anaerobe. În 
scopul generării de energie, aceste substan-
ţe combustibile pot fi produse într-un loc şi 
transportate la celulele de biocombustie 
pentru a fi folosite drept combustibil. În 
acest caz, reactorul microbian biocatalitic 
produce biocombustibil iar partea biologică 
a aparatului nu are contact direct cu partea 
electrochimică. Această schemă permite 
părţii electrochimice să opereze în condiţii 
care nu sunt compatibile cu partea biolo-
gică a aparatului. Aceste două părţi pot fi 
chiar separate în timp, funcţionînd complet 
individual. Cel mai folosit combustibil în 
această schemă este hidrogenul gazos, ce 
permite buna dezvoltare şi eficienţă marea celulelor de combustie H2/O2 în operarea ală-
turi de bioreactoare. În Figura 8.4 se arată cum (A): Cu un bioreactor microbian separat 
de restul celulei se furnizează combustibilul în compartimentul anodic şi cum (B). Cu un 
bioreactor microbian se furnizează combustibilul direct în compartimentul anodic al celu-
lei combustibile. 
 Potrivit unei alte abordări, procesul de fermentare micro-biologică continuă direct 
în compartimentul anodic al unei celule de combustie, alimentînd anodul cu produse de 
fermentaţie generate in situ. În acest caz, condiţiile de operare din compartimentul anodic 
sunt dictate de sistemul biologic, aşa că există o diferenţă semnificativă între acestea şi 
celulele de combustie convenţionale. Există o diferenţă între o adevărată celulă de bio-
combustie şi o simplă combinaţie a unui bioreactor cu o celulă de combustibie con-
venţională. Această ultima configuraţie se bazează de asemenea în mod frecvent pe pro-
ducerea biologică a hidrogenului, dar oxidarea electrochimică a H2 se face în prezenţa 
compuşilor biologici în condiţii blînde. În acest tip de sistem sunt deasemenea folosite şi 
alte produse metabolice (alcooli, H2S). 

 
Figura 8.3-Răspunsul a trei tipuri de micro-

organisme în MFC (putere funcţie de timp, 
min) 
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Celule bioelectrochimice pe bază de 
electrozi enzimatici  
 O metodologie în plus pentru 
dezvoltarea celulelor bioelectrochi-
mice implică aplicarea enzimelor re-
dox pentru oxidarea şi reducerea sub-
straturilor specifice de combus-tibili 
şi oxidanţi la electrozi şi generarea de 
energie electrică. În consecinţă este 
esenţial proiectarea de electrozi enzi-
matici integraţi care cresc contactul 
electric. 
 Caracterizarea detaliată a vite-
zelor de transfer electronic la interfa-
ţă, vitezele biocatalitice şi rezisten-
ţele electrice interne este esenţială 
pentru construcţia de celule de biocombustie. 
 Modificarea chimică a enzimelor redox cu unităţi sintetice care îmbunătăţesc con-
tactele electrice cu electrozii furnizează mijloace generale pentru sporirea energiei elec-
trice a celulelor de biocombustie. 
 Modificarea sitului specific al enzimelor redox şi funcţionalizarea electrozilor re-
prezintă mijloace noi şi atractive. Conectarea electrică efectivă a proteinelor cu electrozii 
sugerează că eforturile viitoare pot fi direcţionate către dezvoltarea mutanţilor structurali 
a proteinelor redox. 
 Nanoingineria suprafeţelor electrozilor cu unităţi biocatalizatoare co-factori de 
transfer ale sintezelor organice permite controlul transferului electronic în cascade. Prin 
reglarea potenţialelor redox duce la sporirea generărilor de putere ale celulelor de bio-
combustie. Configuraţiile celulelor de biocombustie discutate mai sus pot fi extinse teo-
retic şi altor enzime redox şi substraturi combustibile, permiţînd numeroase aplicaţii teh-
nologice. 
 Un potenţial important al celulelor de biocombustie este folosirea lor în ansambluri 
şi locaţii din fluidele corpului uman, de exemplu sîngele. Puterea electrică obţinută poate 
fi folosită în alimentarea cu energie electrică a aparatelor implantate ca stimulatoarele 
cardiace, pompele, senzorii şi protezele.  
8.6 Elemente de electrochimia MFC 

 Similar ca orice celulă galvanică în care au loc reacţii chimice de generare de 
energie utilă respectiv căldură şi MFC se supune aceloraşi legi ale termodinamicii însă 
mecanismele sunt  diferite. Pentru simplificare ne vom limita la o analiză termodinamică 
a celulei luînd în considerare reacţiile reversibile. 
 Puterea electrică a celulei (8.1) are două componente corespunzător celor două re-
gimuri de funcţionare. Primul regim se referă la generarea de electricitate prin acumulare 

 
Figura 8.4 Reprezentarea schematica a unei 
microbiocelule combustibile 
A-furnizare indirectă B-furnizare de biohidrogen 
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de sarcină pînă se atinge o tensiune maximă Ecel. Se presupune că aceasta este constantă 
pentru al doilea regim de lucru prin conectarea ei la un consumator rezisitiv. 
 Dacă curentul este constant atunci 8.1 devine Pcel= EcelI. Tensiunea electromotoare 
produsă de sistemul electrochimic poate fi evaluată termodinamic din bilanţul energiei li-
bere Gibbs aplicat asupra reacţiilor chimice din sistem [17]: 
     0 lnr rG G RTΔ = Δ + Π           8.2 

unde ΔGr este energia liberă Gibbs,  ΔGr
0- energia liberă Gibbs a produşilor şi reactanţi-

lor în condiţii standard, R- constanta universală a gazelor, T- temperatura iar Π este 
raportul dintre produsul activităţilor chimice ale produşilor de reacţie respectiv a reac-
tanţilor.  
 Lucrul mecanic maxim efectuat de sistem este: 
    ( )max r tem temW G E Q E znF= −Δ = × = ×        8.3 

unde Etem este tensiunea electromotoare a celulei, Q- sarcina electrică, z- numărul de elec-
troni transportaţi per mol, n-numărul de moil, F-constanta Faraday. 
 Rearanjînd relaţia 8.3 se obţine, 

    
0

0;  r r
tem tem

G GE E
znF znF
Δ Δ

= − = −         8.4 

ce reprezintă tensiunile electromotoare generate în condiţii de lucru respectiv în condiţii 
standard. Înlocuind 8.4 în 8.2 rezultă ecuaţia generală pentru tensiunea electromotoare ge-
nerată de o celulă electrochimică pentru un cuplu de reacţii date: 

     0 lntem tem
RTE E
znF

= − Π           8.5 

 În condiţii specifice tensiunea electromotoare este dată de diferenţele de tensiuni 
electromotoare a reacţiilor ce au loc la catod, EC, respectiv la anod, EA adică: 

     tem C AE E E= −                    8.6 
 În MFC, teoretic, randamentul poate fi evaluat ca lucrul mecanic consumat pentru a 
transporta znF sarcini în circuitul exterior la diferenţa de potenţial măsurată (Ecel= Vmăsurat) 
raportat la lucrul mecanic maxim efectuat de celulă datorat reacţiilor de la catod şi anod 
(Etem znF): 

    
max

masurat masurat masurat
MFC

tem tem

W V znF V
W E znF E

η = = =           8.7 

 În realitate datorită rezistenţelor interne, Re, (de volum respectiv de interfaţă) a 
celulei potenţialul generat va fi: 

     cel C A eE E E IR= − −∑            8.8 
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 În experimente, măsurarea potenţialelor de electrod pentru determinarea poten-
ţialelor la anod, EA, şi catod, EC, se raportează la un electrod de referinţă situat în veci-
nătatea acestora. În consecinţă valorile experimentale nu coincid cu Etem respectiv cu Etem

0 
din relaţia 8.5. În practică pentru o celulă ideală cu un cuplu de reacţii reversibile se 
consideră o tensiune electromotoare măsurată Ee şi o tensiune electromotoare standard de 
echilibru Ee

0 iar expresia 8.5 se modifică corespunzător. Considerînd o concentraţie de 
oxidanţi, cO respectiv de produşi reduşi, cR atunci relaţia 8.5 ia forma: 

      0 ln o
e e

R

RT cE E
znF c

= +             8.9 

care pentru echilibru ar valorile măsurate în circuit deschis trebuie să fie apropiate de Ee.  
 Excesul de energie liberă în sistem indus de suplimentarea de oxidanţi şi de com-
bustibil raportat la valorile de echilibru va conduce la un suprapotenţial Ecel mai mare de 
Ee. Pentru a maximiza performanţele celulei şi a obţine o tensiune optimă este necesar a 
maximiza (EC-EA) şi de a reduce valorile rezistenţelor interne. Densitatea de putere a ce-
lulei de combustie se raportează la aria electrozilor sau la aria echivalentă de catalizatori. 
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9. Nanoparticule în medicină 

 Am putea spune că acest domeniu s-a născut o dată cu experimentele lui Albert 
Einstein, care într-un capitol al lucrării sale de doctorat, a calculat mărimea unei singure 
molecule de zahăr într- un experiment de difuzie a zahărului în apă. Experimentul său a 
arătat că fiecare moleculă măsoară aproximativ un nanometru în diametru. 
 Domeniul este relativ nou şi a evoluat o dată cu creşterea necesităţii de a găsi noi 
materiale cu biocompatibilitate cît mai mare pentru reducerea intoleranţei organismelor 
vii. Începînd cu protezele şi aliajele dentare, componente artificiale pentru înlocuirea de 
părţi ale organelor sau chiar integral ( rinichi, ficat, piele, componente ale inimii, esofag, 
plămîni,ochi etc) au fost dezvoltate noi materiale cu proprietăţi din cele mai sofisticate. 
 Aria sintezei nanomaterialelor a permis o nouă abordare. Binecunoscute din ştiinţa 
coloizilor nanomaterialele au surmontat principalul inconvenient- pot fi stabile fără a fi 
necesar stabilizări în diferite micelii. Nanomaterialele nu sunt altceva decăt tot ce cunoaş-
tem ca materiale la scală macroscopică dar reduse la nivel nanometric ele prezintă ori noi 
proprietăţi ori cele clasice sunt amplificate. Nanomaterialele nu sunt produse prin teh-
nicile „up-down” adică formarea lor prin reducere dimensională ci invers”bottom-up” 
împrumutînd mult din tehnicile chimiei supramoleculare, coloizilor, sol-gel, inginerie ge-
netică, biologie/ biochimie moleculară. Peste acestea s-au suprapus noile metode de mani-
pularea şi sinteza cu microscopia de forţe atomice, metode de autoasamblare (SAM), ma-
nipularea cu fascicule laser (tweezer), inscripţionarea directă prin ink-jet etc. 
 Dimensiunile lor fiind sub sau comparabile cu cele ale virusurilor (figura 9.1); acti-
vitatea lor este adeseori amplificată datorită mesostructurii şi forţelor superficiale total 
diferite de ce se întîmplă la dimensiuni normale. Interesul în potenţiale aplicaţii biome-
dicale ale nanomaterialelor şi ale materialelor nanostructurate, provine din percepţia că 
ele sunt capabile să interacţioneze cu biomolecule individuale, celule şi părţile lor indi-
viduale şi alte structuri biologice. Pe o scală a măririlor pentru inspecţia microscopică 
(figura 9.1) se observă că domeniul dimensional al nanoparticulelor acoperă o vastă arie 
dimensională în scala nanometrilor compatibilă cu microorganismele şi virusurile.Vor fi 
abordate cîteva din aspectele impactului nanoparticulelor în medicină unele din ele fiind 
elaborate şi dezvoltate în această lucrare. 

1. Nanofibrile, Nanoparticule de carbon – existente în mediul înconjurător, da-
torită emanaţiilor de gaze incomplet arse- pot fi inhalate şi ajung localizate 
în diferite organe dar cel mai adesea în circuitul sanguin unde cu glucoza, 
hemul şi alţi mediatori împreună cu microorganisme patogene pot forma 
adevărate celule miniaturizate bioelectrochimice ce pot produce electricitate 
iar ca produşi pot varia de la cei inofensivi ( ex CO2) la gaze combustibile, 
uneori accelerează formarea toxinelor.Astăzi există largi studii de a crea 
miniroboţi ce folosesc substanţele din circuitul metabolic ce produc electri-
citate şi energia necesară pentru a transporta medicamentele la o ţintă pre-
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cizată. Ansamblul gastrobot medicament învelit în filme inteligente cu recu-
noaştere moleculară a celulelor bolnave- unitate de transport formată din cili 
biomimetic- este intens studiat ca domeniu specific de „drug delivey”- 
transport inteligent de medicamente. Structura şi activitatea specifică a 
nanoparticulelor de carbon rezultate din sinteza prin piroliză laser , a arătat 
că în anumite situaţii pot accelera transportul de oxigen spre micro-
organismele aerobe jucînd rol de „pompe de oxigen” 

 

 
Figura 9.1 – Comapraţie dintr dimensiunile microorganismel şi nanoparticule pe o scală a măririlor acoperind 

microscopia optică şi de forţe atomice
 

2. Nanocompozite/nanobiocompozite- ca definiţie acceptată orice compozit ca-
re conţine cel puţin un material nanometric într-o matrice dată se numeşte 
nanocompozit. Dacă matricea conţine materiale biologice sau biocompatibile 
ele capătă denumirea generică de nanobiocompozite. Nu vom intra în detalii 
asupra diferitelor metode de formare a nanocompozitelor. De reţinut că orice 
tip de matrice de la gel pînă la polimeri sau alte solide care conţin materiale 
nanometrice dispersate, funcţionalizate, legate chimic, etc formează clasa 
nanocompozitelor ( dispersiile lichide, coloizii sunt clase distincte). În aceas-
tă lucrare s-a studiat dezvoltara de medii de cultură ce pot induce creşterea 
accelerată a unor tipuri de microorganisme reducîndu-se astfel timpii de 
incubare la jumătate în scopul unui diagnostic mai rapid. Ulterior s-a 
constatat că o combinaţie de creşteri pemedii de cultură pe bază de nano-
carboni şi transferul acestora într-o celulă de biocombustie cu electrozi pe 
bază de nanotuburi de carbon se pot identifica tipule de microorganisme 
datorită specificităţii lor în mecanismele de transfer de electroni. 
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3. Puncte cuantice(Q-dots)-Nanocristale ce au proprietatea de luminofori sau 
de coloranţi luminiscenţi sub acţiunea radiaţiei de la albastru spre ultraviolet. 
Diferenţele sunt majore faţă de luminoforii şi coloranţii clasici biotinilaţi sau 
nu. Q-doturile au o emisie specifică pe o anumitălungime de undă cu persis-
tenţă îndelungată. Biotinilate devin biocompatibile, se pot ataşa pe diferite 
structuri biologice avînd capacitatea de indexare şi identificare respectiv sec-
venţiere. Lucrarea abordează un singur aspect – utilizarea lor în investigarea 
unor tipuri de preparate biologice ţintind spre analiza elementelor com-
ponente ale sîngelui şi a naturii paraziţilor. De notat că această metodă este 
pentru prima dată introdusă la nivel naţional. 

 În continuare vor fi prezentate aspecte specifice pentru cele două clase de nano-
particule şi acolo unde este posibil comentarii încercînd surprinderea aspectelor comune 
din biologia microrganismelor cu proprietăţile nanoparticulelor 
9.1 Nanofbrile, Nanocarboni, rolul lor în microbiologia clinică  

Nanofibrile 

 De curînd nanofibrilele (NF) au fost menţionate ca o conexiune între lumea 
nanometrică şi macrometrică, pentru că în teorie, avînd diametru unei fracţiuni de micron, 
nanofibrila poate fi infinit de lungă. Ele sunt considerate ca o conexiune de la nanobiecte 
spre macroobiecte.[1]. Producerea nanofibrelor prin electrospining (etirare în cîmp elec-
tric a unei soluţii lichide de material prin canale capilare) sau centrifugare capilară, este 
de mare actualitate, şi o varietate de nanofibrile continui sau poroase au fost realizate cu 
această metodă.  
 Ele includ: polilactide, (PL) poliglicolide (PG), polietilentereftalaţi, poliacrilonitril, 
polivinilcarbazol, policarbonat, polistiren, polimetil-metacrilat, polivinilpirolidon, poli-
metacrilat, polioximetilene [2]. Co-electrospining de soluţii coloidale cum ar fi hidroxi-
apatita într-o soluţie polimeră a condus la nanofibrile ce pot încorpora nanoparticule. Un 
alt exemplu cu un impact considerabil pentru medicina reparatorie de ţesutuei este obţi-
nerea de nanofibrile de polioxietilene cu nanotuburi şi de aici nanocompozite fibrilare cu 
o rezitenţă mecanică foarte mare [3]. 
 Similar, dacă se înglobează în soluţii de polimeri biodegradabili diferite medica-
mente atunci nanofibrilele pot deschide arii largi de aplicaţii pentru industria medi-
camentelor [4]. Nanofibrile cu polimeri biodegradabili cum sunt polilactidele poligli-
colidele sunt de interes pentru ingineria ţesuturilor de susţinere deoarece ei se dizolvă 
complet după implantare, nu se comportă ca materiale străine în corp [5]. Utilizînd tehnici 
de electrospining au fost obţinute fibre de colagen de 100 nm în diametru şi care au ace-
leaşi configuraţii cu ale nanofibrilelor de colagen natural. Au fost obţinute, prin această 
tehnică din soluţii de colagen cu nanotuburi, nanofibre care au abilitatea de a facilita creş-
terea celulelor şi formarea ţesuturilor de susţinere [6]. 
 Aplicaţiile nanofibrilelor în lumea medicală sunt multiple: pentru filtrarea mediilor 
biologice, pentru a transforma sau anihila substanţele patogene sau microorganismele. De 
exemplu filtrele din nanofibrile au suprafeţe specifice de ordinul sute de metri patraţi per 
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gram care în comparaţie cu microfibrilele cu zeci de metri patraţi. Filtrele din nanofibrile 
sunt foarte utile în procesul de purificare a apelor, procese de dializă dar şi în prevenirea 
şi combatere a bioterorismului. 
 Recent a fost raportat obţinerea unor filtre ce sunt capabile să reţină metalele grele, 
viruşii şi bacteriile din apă şi să separe proteinele.Aceste filtre au fost fabricate din nano-
fibrile de alumină (Al2O3) de Aragonide Sanfort [7]. Alumina nanofibrilară atinge 
dimensiuni impresionabile de 2 nm în diametru şi o suprafaţă de contact de 500-650 
m2/gram. Un exemplu interesant despre cum se asamblează peptidele pe nanofibrile a fost 
descris recent în [8]. Autorii studiază sinteza moleculelor de peptide –molecule amfifile 
care se autoasamblează reversibil cu nanofibrile rezultînd un gel apos. Aceste structuri 
sunt în continuare polimerizate pentru a îmbunătăţi stabilitatea lor. Nanofibrilele sunt 
utilizate ca şabloane pentru producerea de nanotuburi prin acoperirea acestora cu un alt 
material care după procesare se poate elimina miezul format din polimer 
 Nanomaterialele şi nanfibrilele nu sînt invenţia genială a unui creier uman, ele sunt 
larg răspîndite în natură. Diferite materiale naturale cum ar fi: lemnul, mătasea, părul, 
conexiunile celulare, oasele, pielea şi celulele vaselor de sînge, toate aceste formaţiuni 
sunt produse prin repetarea regulată a aranjamentului nanofibrilelor  alcătuite din proteine 
şi polizaharide. Moleculele de ADN, sunt un exemplu de nanofibrile de 2 nm în diametru 
şi de 100 nm lungime. 
 Un exemplu interesant de material nanostructurat utilizat sau produs în natură, este 
cel al culorii albastre a penajului la păsări. Această culoare nu este dată de un pigment al-
bastru al penajului ci de un sofisticat aranjanjament nanostructurat. Culoarea albastră a 
penajului la păsări este dată de lumina ce este împrăştiată coerent pe aranjamentul de fi-
brile de keratină şi bulele de aer ce alcătuiesc fulgul penei.[9, 10].Un alt exemplu intere-
sant ce conţine nanofibrile naturale este cel al polimerizarii fibrinogenului şi formării 
cheagului de sînge. Este un exemplu magistral de aranjament nanostructurat de macro-
molecule şi este rezultatul stadiului final al coagularii în cascadă. Ansamblu coagulării 
constă dintr-o succesiune de etape distincte care influenţează rata asamblării fibrelor de 
fibrină şi aranjamentul final al fibrilelor în procesul coagulării. Primul pas în procesul de 
clivare proteolitică a proteinei plasmatice fibrinogen (factorul 1. în sistemul coagulării 
celulare ), este îndeplinit de enzima numită trombină.Trombina clivează peptidele mole-
culare, mici, cunoscute cu denumirea de fibrinopeptide A şi fibrinopeptide B ale mole-
culei de fibrinogen. Oligomerele cresc şi dau protofibrile, care la rîndul lor formează 
fibrilele finale în procesul de coagulare. După atingerea unei mase critice protofibrilele 
formează fibrile şi în final o reţea sub formă de cheag.[11,12]. In vivo, fibrina mono-
merică în mod spontan formează un polimer solid care se leagă covalent de celulele sîn-
gelui printr-o enzimă plasmatică transglutaminaza şi se transformă într-un polimer 
insolubil. In vitro, polimerul de fibrină trebuie să polimerizeze reversibil şi apoi să repo-
limerizeze în structura mai sus amintită. 
 Este posibil să se formeze o fibrină lucrătoare, cu un larg spectru, cu fibrile de gro-
simi diferite, realizînd în final un polimer de porozitate diferită, cu pori distribuiţi diferit. 
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 Numeroşi factori contribuie la determinarea finală a diametrului fibrilelor şi la fun-
cţionarea sistemului[13,14]: tăria ionică, pH, raportul fibrinogen / trombină, prezenţa 
altor proteine plasmatice. Autoasamblarea fibrinei apare în special via legăturile neco-
valente A-α şi B-β dintre siturile localizate de polimerizare din domeniile E centrale şi 
domeniile D periferice ale fibrinei. Natura fizico- chimică a legăturilor covalente depinde 
de interacţiunile electrostatice şi legătura de hidrogen ce însoţeşte resturile de aminoacizi 
în cursul procesului de asamblare a fibrilelor de fibrină. Este semnificativă observaţia că 
efectul tăriei ionicei ce însoţeşte procesul de polimerizare, influenţază rata de polime-
rizare. Deasemeni interacţiile hidrofobe participă la polimerizarea fibrinei. 
 Studiul asupra nanostucturilor de fibrină este de mare interes pentru lumea aca-
demică şi medicală, atît în ceea ce priveşte noua viziune asupra conceptului de boală a 
coagulării cît şi în ceea ce priveşte noile perspective ce se deschid, fibrina are un potenţial 
important în industria medicamentelor şi în cea a ţesuturilor de susţinere.  
Nanofibrile carbonice 

 ACF- fibrele de carbon activate, sunt materiale fibroase nanostructurate, ce au ma-
re potenţial în medicina aplicată. Diametru acestor fibrile este de ordinul micrometrilor, 
au mari suprafeţe interne şi sunt clasificate în funcţie de dimensiunea porilor în trei cate-
gorii: 

• micro, au porii mai mici de 2nm, 
• mezo, au porii între 2-50 nm,  
• macro, cu porii mai mari de 50nm. 

 Această clasificare se bazează pe diferenţa în mecanismul de adsorbţie a gazelor, 
clasificare realizată la recomandările IUPAC. Toate cele trei tipurile de pori contribuie la 
nanostructurarea ACF.  
 GAC- fibre de carbon gaz adsorbante, sunt utilizate cu succes în purificarea sîn-
gelui extracorporal, hemoperfuzii.  
 Rezultate preliminarii comparative între cele două nanostructuri, ACF şi GAC au 
condus la idea că au un potenţial deosebit în aplicaţiile medicale. 
Aplicaţii medicale ale ACF şi GAC 
 Bactericid puternic, dovedit prin impregnarea fibrilelor de carbon activ cu cupru şi 
amestecarea lor cu un mediu nutritiv pentru culturi de: Pseudomonas mirabilis, E. coli, 
Stafiloccocus aureus sau Pseudomonas aeruginosa. În toate cazurile din aceste culturi nu 
s-a observat dezvoltarea coloniilor de microorganisme. Importante rezultate pozitive şi în-
curajatoare sunt în tratarea tumorilor, prin reducerea dimensiunilor acestora sau dispariţia 
lor. Experimentele s-au efectuat pe animale de laborator dar şi pe voluntari umani. 
 Imobilizarea endotoxinei bacteriene de la Stafilococul auriu, cu ACF (SAC-ACF) 
sau de la E.coli (BET-ACF), se poat folosi pentru experimente de tratare a cancerului la 
animalele de laborator. În aceste cazuri durata de supravetuire a fost mărita de la 52 zile 
la 76 zile, prin hemoperfuzii. Rezultatele sumarizate din literaturtă arată marile posi-
bilităţi ce se oferă aplicaţiilor medicale prin folosirea nanomaterialelor cum ar fi nano-
fibrină şi ACF sau GAC. 
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 În cazul fibrelor naturale de fibrină, proprietăţile lor pot fi semnificativ înbunătăţite 
sau modificate în sensul dorit. În cazul ACF sau GAC, un simplu calcul estimează că 
suprafaţa nanoporozităţii nano-fibrilelor este de 200-2000 metri pătrati per gram. O su-
prafaţa specifică mare, ca aceea din ACF dar care nu necesită o etapă de activare va 
reduce semnificativ rezistenţa mecanică a materialelor carbonice, aceasta este un mare 
avantaj. Suprafaţa externă care nu are limitări în difuzia intraporoasă ar putea reduce rata 
de adsorbţie prin carbonul poros. În ciuda faptului că nanofibrilele de carbon nu sunt pro-
duse pe scară largă, recente descoperiri în domeniu au făcut posibilă descoperirea de 
nanofibrile din polimeri, care au condus la producerea unor fibrile de carbon prin piroliză 
ce va deschide în viitor oportunităţi pentru aplicaţii medicale a acestor materiale.[15] 
9.2 Nanocarboni 

 Particule carbonice de dimensiuni (sub)micronice sunt răspîndite prin intermediul 
curenţilor de aer pe toata suprafaţa Terrei dar sunt cu precădere concentrate în marile 
aglomerări urbane, fiind un factor important în fenomenul poluării. Ele au o provenienţă 
foarte diversă, de la emisiile motoarelor (îndeosebi cele Diesel), termocentralelor şi pînă 
la incendii. Acţiunea lor asupra sănătăţii oamenilor este atît directă, prin afectarea sănă-
tăţii oamenilor, în speţă a sistemului respirator şi a altor sisteme [16, 17], dar poate fi şi 
indirectă, prin creşterea incidenţei diferitelor infecţii bacteriene ca urmare a interacţiei 
acestor microorganisme patogene cu particule aflate în suspensie. 
 Microorganismele coexistă cu oamenii de foarte mult timp şi unele au dezvoltat 
relaţii simbiotice cu acesta, pe cînd altele atacă organismul uman, putînd fi foarte viru-
lente. Poarta de intrare a acestora din urmă poate fi atît pielea, cît şi sistemul respirator 
sau cel digestiv. Bacteriile simbionte sunt importante prin faptul că produc o serie de vita-
mine din grupa B cît şi prin faptul că împiedică dezvoltarea celor patogene. 
 În cadrul procesului de studiere a interacţiilor de tip organism unicelular – particule 
de dimensiuni submicronice, un factor fundamental îl constituie cunoaşterea proprietăţilor 
de suprafaţă ale celor două sisteme ce interacţionează: 

• Pe de o parte a învelişului microorganismelor, care este constituit în cazul 
bacteriilor de complexul membrană–perete bacterian; 

• Pe de altă parte, suprafaţa nanoparticulelor, în particular cele carbonice. 
 Membrana bacteriană (ca şi membranele tuturor celulelor vii) este alcatuită în prin-
cipal dintr-un dublu strat lipidic, cu proprietăţi de cristal lichid, adică moleculele lipidice 
sunt ordonate, dar sistemul are o anumita fluiditate. Ea nu este doar o simplă barieră 
fizică dintre citoplasmă şi mediul extern, avînd şi o serie de funcţii ce depind în mod cri-
tic de proteinele ce se găsesc încorporate în stratul lipidic. Cîteva din aceste funcţii sunt: 

• Asigurarea legăturilor structurale dintre citoscheleton ( reţeaua de proteine 
fibrilare din citoplasma celulei) şi matricea extracelulară; 

• Transportul selectiv al unor molecule şi ioni specifici în interiorul şi în afara 
celulei; 

• Cataliza a multor reacţii chimice, de cele mai multe ori existînd un sistem de 
enzime, fiecare catalizînd o secvenţă dintr-un lanţ de reacţii metabolice. 
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 Peretele bacterian are o compoziţie şi structură complexă. Există două tipuri princi-
pale de structuri ale acestuia care determină clasificarea bacteriilor în două clase: Gram 
pozitiv şi Gram negativ. Această denumire provine de la metoda Gram de identificare a 
bacteriilor ce foloseşte violetul de genţiană (un colorant bazic trifenil-metanic) şi o soluţie 
apoasă de iod şi iodură de potasiu. După spălare cu alcool, bacteria fie va reţine coloraţia 
puternic violetă a violetului de genţiană, fie va fi complet decolorată. Uneori se aplică şi o 
colorare suplimentară cu fucsină sau eozină pentru a da bacterilor decolorate o culoare 
roşiatică şi a le face mai vizibile. Bacteriile ce reţin culoarea violetă sunt cele Gram 
pozitiv, iar în caz contrar sunt Gram negativ [18]. 
 Toate bacteriile, cu excepţia micoplasmelor, posedă un perete bacterian iar prin-
cipala componentă a acestuia este mureina, un peptidoglican, care contribuie la rigiditatea 
mecanică a acestuia. Toate bacteriile Gram negativ conţin un strat adiţional în structura 
peretelui celular, o membrană externă, care este localizată deasupra stratului pepti-
doglicanic, astfel că la o secţiune prin învelişul bacteriilor de acest tip vazută la micro-
scopul electronic apare o structură trilaminară [19]. O altă deosebire dintre cele două 
grupuri constă în grosimea stratului peptidoglicanic, care este mult mai mare la cele Gram 
pozitiv. 
 

 
 
 
Figura 9.2-Fragment de 
peptidoglican 
 

 
 
Figura 9.3 –Legarea catenelor şi 
reticularea în peptidoglican 
(encarta-2005) 

 
Peptidoglicanul este un polimer insolubil, tridimensional, compus din catene în 

care se găsesc alternativ resturi de N-acetilglucozamina şi acid N-acetilmuramic ( figura. 
9.2). Legătura dintre catene se face între resturile de acid N-acetil muramic prin interme-
diul a cîte două lanţuri scurte polipeptidice. A doua polipeptidă (de obicei pentaglicina) se 
leagă în punte (poziţiile 2 şi 4΄) între douî peptide paralele, identice, legate fiecare la 
rîndul lor de cîte un rest de acid N-acetil muramic din doua catene adiacente ( figura 9.3). 
 Rigiditatea acestui ansamblu este dată atît de legăturile covalente, cît şi de cele de 
hidrogen dintre resturile de aminoacizi C=O.....H-N. Tot legături de hidrogen pot forma şi 
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grupele hidroxil prezente sub forma de –CH2OH din catenele principale. De asemenea, 
datorită spaţiilor relativ mari dintre catene, polimerul peptidoglicanic este îmbibat cu mo-
lecule de apă, care sunt şi ele reţinute prin legături de hidrogen, ceea ce dă naştere unei 
faze de gel în care sunt dispersate o varietate de alte molecule mici. 
 Polimerul peptidoglicanic nu este lipit direct de membrana internă lipidică, între 
acestea existînd un spaţiu în care se află apa, numit periplasma. Unii autori consideră că 
la bacteriile Gram negative şi peptidoglicanul este o componentă a acestei periplasme. O 
altă caracteristică a bacteriilor Gram negative o constitiue prezenţa în membrana externă 
a unor lipopolizaharide precun şi a unor pori, cu deschidere de circa 1-2 nm, induşi de 
proteine specifice, numite porine. Cele Gram pozitive prezintă la exterior polizaharide 
specifice ancorate în perete, precum şi polimeri filiformi de tip acid teichoic (ancorat tot 
în perete) si lipoteichoic (ancorat in membrana de baza), acizi cu compozitie complexa de 
tip poliesteri fosforici ai glicerinei cu resturi de alanina, zaharuri cu/fară lipide. De ase-
menea, bacteriile posedă pentru locomoţie mai mulţi flageli care încastraţi în peretele 
celular ce asigura deplasarea acestora spre sursele de nutrienţi şi oxigen. Alte structuri 
filiforme prezente pe peretele bacterian sunt pilii. Ei sunt formaţi din proteine tubulare cu 
rolul de a ajuta bacteria să adere la celula gazda , folosind de asemenea la transferul 
informatiei genetice de la o celula bacteriană la alta prin mecanismul de conjugare,  
 Multe bacterii prezintă pe exteriorul peretelui bacterian un strat mucoid, foarte 
puternic imbibat cu apă, numit capsulă, ce are o grosime apreciabilă. El are în compoziţie, 
spre exemplu la bacilul de antrax, un polimer al acidului glutamic, iar la alte bacterii 
conţine polizaharide. Rolul său pare a fi de protecţie a bacteriei împotriva mecanismelor 
de apărare a gazdelor infectate. 
 În afara de proteinele din membrana de bază, se mai găsesc, lipoproteine, şi multe 
alte tipuri de proteine cu diverse roluri ( de transport, catalitice, “antene” pentru diverse 
semnale, de adeziune etc) [20].  
 Un alt fapt ce trebuie menţionat esta că o mare parte din antibiotice acţionează prin 
blocarea biosintezei peretelui bacterian, în speţă dereglează sinteza peptidoglicanului. În 
absenţa unui perete funcţional, materialul bacterian din interiorul celulei este expulzat 
afară şi bacteria moare [4]. 
 Tabloul zugrăvit succinct relevă marea complexitate şi varietate, dar şi importanţa 
învelişului bacterian. Proprietăţile acestuia îl fac apt să interacţioneze în multiple moduri 
cu suprafaţa nanoparticulelor în particular cele carbonice, determinînd o schimbare pro-
fundă a comportamentului bacteriilor. 
 
Tipuri de nanocarboni 

 Interacţia dintre microorganisme şi materialele carbonice a fost studiată din mai 
multe puncte de vedere, în special din cel al depoluării apelor folosind carbon activ, care 
se ştie că are o suprafaţă specifică foarte mare, comparabilă cu cea a nanoparticulelor car-
bonice. Spre exemplu, bacteria Escherichia coli s-a dovedit a creşte adsorbtia sărurilor de 
Pb(II) şi de Cd(II) şi de a o scădea pe aceea a Cr(VI) din soluţii apoase de către carbonul 
activat [21]. Aceste rezultate se pot explica prin schimbările de densitate de sarcină 
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superficială a carbonului cînd bacteria este adsorbită şi prin considerarea caracteristicilor 
structurale şi chimice ale peretelui bacterian. De asemenea, se constată un proces 
competitiv dintre cationii divalenţi de Pb(II) şi Cd(II) pe de o parte şi cationii electrolitici 
pe de altă parte ce sunt atraşi spre grupările funcţionale încărcate negativ ale substanţelor 
polimerice extracelulare.  
 O altă direcţie a fost aceea a determinării activităţii antimicrobiene a argintului 
(0,05% masic) depus pe fibre de carbon activate [22]. Concluzia a fost că efectul anti-
microbian nu pare a fi legat exclusiv de prezenţa argintului şi depinde şi de concentraţia 
oxigenului dizolvat.  
 Nanoparticulele carbonice au două caracteristici foarte importante care le fac indi-
cate pentru studiul interacţiei lor cu microorganismele: au o suprafaţă specifică foarte 
mare şi o reactivitate foarte ridicată, care le fac apte pentru a influenţa dezvoltarea 
bacteriilor cu care vin în contact. Nanoparticulele de carbon au o foarte mare activitate 
chimică pe de o parte datorită legăturilor nesatisfacute ( aşa numitele «dangling bonds»), 
adică electroni necuplaţi, iar pe de altă parte datorită grupărilor chimice ce apar la  mar-
ginile planelor grafenice prin expunerea acestor nanoparticule la oxigenul din aer. Aceste 
grupări pot fi atît acide: carboxil, hidroxil fenolic, hidroxil lactolic şi chiar lactona, dar s-a 
emis ipoteza că şi alte structuri oxigenate cum sunt resturi de cromen, cetone si pirone pot 
prezenta proprietati bazice [23], aşa cum se arată în figura 9.4. Sursa bazicităţii car-
bonului o reprezintă electronii π delocalizaţi din planele bazale [8]. 
 

Figura 9.4- Moedelul structural a nanoparticulelor de carbon [24] 
 
 Faptul că suprafaţa nanoparticulelor carbonice prezintă proprietăţi acido-bazice , 
ceea ce înseamnă donoare si acceptoare de protoni este un alt argument în favoarea unei 
interacţii puternice cu celulele bacteriene, ştiut fiind faptul că acestea prezintă sisteme 
proteice cu funcţii de «pompe» de protoni. 
 O alta propritate a suprafeţei nanoparticulelor carbonice o constituie cea redox, adi-
că proprietatea de cedare-acceptare de electroni. Un grup de cercetatori americani a 
studiat aceasta proprietate prin metode de spectrofotometrie UV-Vis si potenţiometrice 
expunand particulele de negru de fum de furnal, unor diversi agenţi redox cum sunt 
Cr(VI), Mn(VII), Fe(III) si SO3²-. Abilitatea suprafeţei acestor particule carbonice de a 
participa la reacţii redox cu aceşti reactivi a fost corelată cu atribute morfologice cum 



 

140 

sunt dimensiunea cristalitelor şi aria suprafeţei. Datele au arătat că abilitatea acestui tip de 
carbon de a accepta/dona electroni este funcţie de densitatea de defecte pe suprafaţa ne-
grului de fum [25]. 
 Transferul de electroni este esenţial în multe procese celulare, cum ar fi de exemplu 
cele de fotosinteză şi de respiraţie. Se poate presupune asftel şi posibiltatea existenţei 
unui schimb electronic la contactul bacteriilor cu nanoparticulele carbonice, prin inter-
mediul proteinelor existente în peretele bacterian. 
 Deşi suprafaţa carbonulului este de obicei hidrofobă, structura chimică se poate 
modifica pentru a creşte hidrofilicitatea [26]. S-a amintit mai sus că oxigenul reacţionează 
cu suprafaţa carbonică cconducînd la diverse grupări, polare, cu caracter puternic hidrofil. 
 Aceste grupări pot atrage nu doar moleculele de apă dar şi alte grupe polare ce se 
găsesc din abundenţă pe suprafaţa peretelui bacterian, astfel ele pot adera foarte strîns la 
nanoparticulele de carbon. 
 Trebuie reţinut că grupele carboxil si hidroxil fenolic de la suprafaţa carbonului pot 
ioniza cu formare de ioni de tip Ar-COO¯ şi Ar-O¯, unde Ar reprezintă restul carbonic cu 
caracter aromatic. De asemenea, aceste grupe pot interacţiona cu structurile ce prezintă 
molecule ionizate pozitiv de la suprafaţa peretelui celular, cu formare de legături ionice 
puternice. 
 Suprafaţa specifică foarte mare ca şi porozitatea acestor nanoparticule permit ad-
sorbţia prin legături slabe a oxigenului din aer dar şi a unor nutrienti din mediul de cul-
tură. Aceste substanţe adsorbite vor fi eliberate către bacteriile care aderente la nano-
particule, fenomen ce poate constitui o explicaţie pertinentă pentru dezvoltarea foarte ra-
pidă a coloniilor de microorganisme. 
 În concluzie, suprafaţa carbonului conţine o proportie variabila de situsuri active, 
constituite de catre valentele nesaturate de la marginea straturilor grafenice formate de 
atomii de carbon, proportie ce creste desigur cu cresterea porozitatii si a dimensiunii su-
prafeţei; pe de altă parte, prezenţa unor heteroatomi cum sunt în principal oxigenul, hidro-
genul si azotul de asemenea introduce situsuri active la suprafaţa carbonului, si deci 
aceasta suprafaţa nu e deloc inertă cum ar parea [10]. 
 Un alt aspect demn de a fi luat in cosideraţie este acela al Hidrocarburilor Aro-
matice Polinucleare (PAH-uri), care sunt prezente întotdeauna adsorbite la suprafaţa 
particulelor nanometrice de carbon, stiindu-se faptul ca aceste PAH-uri apar ca inter-
mediari in procesele pirolitice ce au ca precursori hidrocarburi in stare de gaz sau vapori. 
 Aceste molecule ar putea interacţiona  cu bacteriile în două moduri: pe de o parte 
ar putea fi oxidate de aparatul enzimatic al acestora şi să aibă loc astfel un fenomen de 
biodegradare [27], iar pe de alta parte aceste PAH-uri ar putea strabate barierele mem-
branare si odata ajunse in interiorul celulei sa interfere cu mecanismul de multiplicate al 
acizilor nucleici bacterieni, provocînd mutaţii genetice cu diverse consecinte [28]. 
Medii de cultura specifice bionanocompozite cu nanomateriale carbonice 

 Interacţia nanoparticulelor cu structurile vii este studiată la ora actuală atît din 
punctul de vedere al nanotehnologiei dedicate aplicaţiilor în biologie şi medicină, cît şi 
din perspectiva contaminării mediului ambiant şi implicit al organismelor cu aceste nano-
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particule. Două proprietăţi caracteristice ale nanoparticulelor sunt de mare importanţă în 
cadrul acestei interacţii: o suprafaţă specifică foarte mare şi o mare reactivitate chimică.  
 Datorită compatibilităţii in dimensiune a nanostructurilor de carbon cu microorga-
nismele interacţiunea lor este urmatată de o multitudine de efecte pozitive sau negative. 
 Combinînd dimensiunea nanometrică cu reactivitatea nanoparticulelor sub diferite 
aspecte biochimice, efectele asupra materiei vii pot fi extrem de benefice dar şi dezas-
truoase. Bionanocompozitele cu matrici de medii de cultură ce înglobează nanoparticule 
de carbon de diferite forme, dimensiuni şi compoziţii pot fi utilizate în dezvoltarea de noi 
tehnici bioanalitice.  
 În cele ce urmează se descrie realizarea primelor medii de cultură bionanocompo-
zite cu pulberi obţinute prin piroliza laser , plasmochimice şi respectiv uzuale tipice din 
tehnologia negrului de fum şi a pigmenţilor. Interesul în potenţialele aplicaţii biomedicale 
ale nanomaterialelor şi biocompozitelor provine din percepţia că acestea sunt capabile să 
interacţioneze cu biomoleculele individuale, celule sau organite celulare de mărimi micro 
sau nanometrice. Toate materialele biocompozite au în structura lor nanofibrile sau nano-
particule cu activităţi specifice iar în particular pentru acest caz de studiu nanoparticulele 
de carbon. 
 Diversitatea nanoicroparticulelor existente în mediul ambient sub formă de aerosoli 
influenţează dezvoltarea microorganismelor şi a bolilor infecţioase ale pielii. 
 Micropartidulele din aerosoli rezultate din activitatea industrială induc largi clase 
de îmbolnăviri cum ar fi: în mine, silicozele; în industria tipografică – boala plumbului; în 
industria diamantelor, nanoparticulele de diamant induc suferinţe pulmonare prin erozi-
unea ţesutului pulmonar etc. 
 Deasemeni nanoparticulele pot modifica rata de creştere, dezvoltare a microorga-
nismelor, influenţînd prin prezenţa lor pe tegumente dezvoltarea de stafilococii şi strep-
tococii cutanate sau a unor paraziţi cutanaţi. 
 În particular nanocarbonii pot accelera dezvoltarea de microorganisme atunci cînd 
sunt imersate în medii de cultură observate în primele stadii de cercetare. Aceste obser-
vaţii conduce la necesitatea de a dezvolta noi tipuri de medii de cultură care să accelereze 
creşterea coloniilor reducînd astfel timpul de de incubare. În acest scop s-a conceput şi 
realizat o serie de bionanocompozite care sa devină mult mai eficiente ca medii de 
cultură. Bionanocompozitele concepute cu nanoparticule funcţionalizate şi asamblate în 
medii de cultură sunt cocepute pentru creşterea rateide dezvoltare a microorganismelor. 
 Statisticile au arătat că atunci cînd atmosfera are un grad semnificativ de încărcare 
cu particule carbonice rezultate de la coşuri de ardere sau ţevi de eşapament, şi procentul 
de noxe de tip NOx şi SOx este crescut, frecventa îmbolnăvirilor cu aceste microorga-
nisme fiind mai mare. 
 Nanopulberi carbonice de diferite morfologii au fost înserate în două medii de 
cultură prin metode adecvate cu scopul de a estima rata de dezvoltare şi virulenţa dife-
ritelor clase de microorganisme 
Materiale şi metode 
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 Nanocarbonii folosiţi provin din piroliză laser sau din descompunere în plasmă 
(sursa Institutul Naţional Fizica Laserilor Plasmă şi Radiaţii). Ca referinţă s-au studiat şi 
specimene de negru de fum. Caracteristicile materialelor sunt prezentate în tabela 9.1. 
Structura lor este prezentată în figura 9.5. Se observă că fiecare tip de nanocarbon are o 
topografie sppecifică cu o structură turbostratică diferenţiate prin natura compoziţiei lor şi 
a grupărilor funcţionale induse din procesele de sinteză. 
  

Tabela 9.1 -Nanocarboni compatibili cu aerosolii din mediu folosiţi în BNC
Tipul Sursa/metoda Caracteristici principale Componenţi 
CB –R 
Negru de 
fum de canal 

Ardere 
incompleta a 
acetilenei 

Aria specifică:  
10-150 m2/g măsurată prin 
absorţia de azot (metoda 
BET)  
Diametrul: min20- max 300 
nm. Distribuţie aleatorie 

Impurităţi: oxigen, hidrogen, 
sulf. 
Oxigenul şi hidrogenul sunt 
covalent legaţi de carbonul 
de pe supraţa particulei   
Raportul O/H depinde de 
condiţiile arderii incomplete. 
 In cazul negrului de fum de 
canal, conţinutul de oxigen 
este de 2-5% iar cel de 
hidrogen este de 0.5%;  
În negrul de fum de furnal 
conţinutul de oxigen este 
dependent de debitul de 
alimentare a hidrocarburilor 

Pigment  
negru 
CB- P 
(negru de 
fum de 
furnal) 

Ardere 
incompletă în 
furnal cu 
ciclonizare  

Pigment-negru cu arie 
specifică: 300-500 m2/g.  

NC-LP1 
NC- CVD1 

Precursori etilenă, 
butadienă 

Structură trubostratică, 
 

Hidrogen adsorbit pe 
suprafaţă 

NC- LP2 
 

Acetilena cu 
sensibilizator SF6

Structură trubostratică Sulf şi fluor sunt prezente în 
cantităţi apreciabile  

NC-LP3 Benzene Fragmente fullerenice în 
cantităţi mici,  

Multiple structuri poli-
aromatice (PAH) NC-CVD2 Benzene, toluene,  
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 Pentru microorganismele Gram negativ, respectiv culturi de Escherichia coli, s-a 
ales un mediu de cultură uzual AABTL. 
Prepararea mediilor de cultură bionanocompozite 
 În vederea obţinerii de colonii microbiene pe mediul de cultură, acesta se topeşte la 
o temperatura de 900C, după care se toarnă pe o placă Petri 3ml de mediu de cultură. Pe 
acesta placă ,după ce mediul de cultură se solidifică prin răcire, se însămînţează folosind 
o ansă, tulpinile microbiene. Acesta este procedeul normal de însămînţare pe mediul de 
cultură al coloniilor microbiene. Dispersia de nanocarboni în aceste medii este dificilă 
datorită diferenţelor mari de densitate şi proprietăţilor de autoaglomerare rapidă, de 
adsorbţie pe suprafaţă de componenţi nedoriţi ce conduce la atenuarea activităţii acestora. 
 Din acest motiv metoda de preparare este laborioasă şi necesită o serie de etape 
după cum urmează: 

1. Se dozează pulberea pentru concentraţii de 0.01, 0,1 şi 1% (grame nano-
carbon la 100 grame mediu de cultură). Se usucă fiecare cantitate prin desi-
care sub vid de argon 

2. Transferarea pulberii în 10ml ser fiziologic (cel mai bun rezultat se obţine cu 
serul fiziologic prepart din apă mili-Q, ultrapură,) ulrasonat sub vid pentru o 
căt mai bună dezoxigenare. 

3. Ultrasonarea eprubetei cu ser fiziologic şi nanocarboni timp de 20 min la o 
putere de minim 60W. Din observaţiile experimentale se constată că cea mai 
bună soluţie este ca şi ultrasonarea să se realizeze în condiţii de vidarea sau 
atmosferă inertă. 

4. Se toarnă mediul topit pe plăcile Petri aşezate în baia de ultrasonare simultan 
cu serul fiziologic ce conţine nanocarboni cu agitare manuală viguroasă în 
cîmpul ultrasonor al băii. Operaţia de agitare continuă pînă la punctul de ge-
lifiere după care se lasă la agitaţie ultrasonică timp de 20-30 min pînă la 
solidificare completă. 

 Se recomandă pentru studii şi cercetări de mare acurateţe ca serul fiziologic cu 
nanocarboni să fie trecut prin etape de micro/nanofiltrare astfel încît să se selecteze fracţii 
de nanocarboni cu dimensiuni într-o plajă cît mai îngustă. 
 Inspecţia vizuală şi optică arată un mediu omogen fără particule aglomerate sau fe-
nomene de coalescenţă. Funcţie de natura experimentului se poate utiliza în locul serului 
fiziologic eluenţi cum ar fi: alcoolul etilic, acetat de etil, toluen, cu precauţiile necesare 
asupra scopului experimentului şi nivelului de sterilizare. 
 Pe aceste medii de cultură se fac însămînţări din culturi proaspete de o zi prin pro-
cedee normale care demonstrează că faţă de mediile normale pe bionanocompozite 
acestea cresc într-un timp mult mai scurt şi sunt mult mai viguroase. 
 Au fost efectuate experimente pe mai multe loturi de probe: 

• De la fiecare pacient recoltat s-au făcut însămînţări pe cele trei tipuri de 
concentraţii ale aceluiaşi tip bionanocompozit cu, 0,01%; 0,1%; 1%, conţinut 
de nanocarboni, şi o însămînţare pe mediul de control, simplu.  
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• S-au testat totodată tipurile de nanocarbon conform cu tabela 9.1 (nano-
carboni din ardere incompletă, carbon turbostratic cu alchene şi carbon 
aromatic (benzen, toluen), care are un conţinut ridicat de hidrocarburi poli-
aromatice şi fragmente de fulerene. 

 În figura 9.6 sunt prezentate colonii de Staphylococcus aureus crescute pe mediul 
de referinţă şi pe bionanocompozite cu concentraţii diferite. 
 Se observă că: 

• BNC cu CB-R ( negru defum de canal) şi CB-P (negru de fum de furnal), nu 
prezintă nici o îmbunătăţire importantă, coloniile sunt slab dezvoltate, 
aleator dispersate, de dimensiuni mici. Pigmentogeneza lipseşte sau este slab 
reprezentată.( din tabela 9.1) 

• BNC cu NC-LP1 (nanocarbon din piroliză laser, precursori etilenă): 
 La concentraţia de 0,01% coloniile sunt bine dezvoltate similare 

cu referinţa sau uşor mai mari. Pigmentogeneza este normală. 
 La concentraţia 0,1% creşterea este explozivă cu pigmento-

geneză remarcabilă.  
 Peste această concentraţie, la 1%, creşterea este slab reprezenta-

tă, atipică iar pigmentogeneza lipseşte. 
• BNC cu NC-LP3 ( nanocarbon cu fragmente fullerenice şi PAH-uri): 

 La concentraţii de 0,01% se observă o creştere atipică de colonii.  
 La 0,1% creşterea este remarcabilă şi pigmentogeneza bine re-

prezentată. 
 La 1% creşterea un este evidentă, colonii slab reprezentate 

 Toate aceste observaţii sunt sumarizate în tabela 9.2. 
 

Tabela 9.2-Comparaţie calitativă a virulenţei în BNC  

 
 

BNC  0.01% 0.1% 1%
CB-R N. O M Ca in R 
CB-P N.O M to WD Ca in  R 
NC-LP1  W D Exploziv Pigmentare 

atipică 
NC-LP2 slab Nu nu 
NC-LP3 & 
NC-CVD2 

Forme 
atipice 

W. D , 
pigmentare 
atipica 

neconclude
nt 

N.O- diferenţe neobservabile M-evoluţie moderată ; 
WD-colonii bine dezvoltate, R-referinţa 
 
Figura 9.6- Creşterea de colonii de Staphyloccocus 
aureus  pe BNC cu diferite specii de nanocarboni şi la 
diferite concentraţii 

 Pentru evaluarea eficinţei acestor medii de cultură s-au efectuat experimente de 
incubare la diferiţi timpi urmată de inspecţia microscopică. S-a urmărit scurtarea timpului 
de analiză bacteriologică şi de identificare a speciilor de microorganisme. În figura 9.6 se 
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reprezintă dependenţa dezvoltării de colonii funcţie de timpul de incubare pentru două din 
concentraţiile de nanocarboni din BNC considerate optime.Se constată că diagnosticul 
microbioogic poate fi redus de la 24-48 de ore la 4-8 ore Creşterea accelerată a acestor 
tipuri de microorganisme cu dezvoltare de colonii viguroase şi pigmentogeneză bine re-
prezentată este consecinţa interacţiei acestora cu nanocarbonii din mediul de cultură bio-
nanocompozit.  

Microorganismele aerobe, precum Staphylococcus aureus au nevoie de oxigen pentru 
dezvoltare iar nanocarbonul are o foarte mare afinitate de a adsorbi oxigenul din atmo-
sferă şi al concentra. Acesta este fenomenul principal ce stă la baza relaţiei nanocarbon-
microorganism. Nanocarbonul are funcţia de a „pompa oxigenul” în mediul cultură prin 
următorul mecanism: adsorbţia preferenţială a oxigenului din atmosferă şi concentrarea în 
jurul său. Mecanismul de transport implicat este diferenţa de concentraţie şi difuzia prin 
microporii bionanocompozitului. 

Din datele de analiză structurală şi spectroscopie FT-IR arată prezenţa de grupări OH 
şi carbonil legate covalent de suprafaţa nannocarbonilor ce au proprietăţi de schimbători 
de ioni. Aceasta este benefic pentru microorganismele aerobe mari consumatoare de oxi-
gen dar ar putea avea un impact major negativ atunci cînd vin în contact cu tegumentele 
şi pielea. Caracterul de nanoelectrolit al nanocarbonilor poate schimba pH-ul local al 
filmelor hidrolipidice şi aciditatea pielii favorizînd astfel atacul microorganismelor. Ast-
fel se deschid multe canale pentru infecţia microbiană. 
 În concluzie se poate afirma: 

• BNCul conceput ca un gel cu nutrienţi specifici şi cu nanocarboni este un 
bun mediu de cultură ce asigură o creştere accelerată a bacteriilor aerobe, 
in particular genului Stafilococcus.  

• Nu orice nanocarbon este o bună pompă de oxigen prin urmare nu induce 
creşteri spectaculoase.  

• Concentraţiile considerate optime sunt probabil şi acelea ce se găsesc în 
natură şi care pot influenţa aderenţa microorganismelor pe tegumente 
favorizînd astfel infecţia primară.  

• Peste concentraţia de 1% se poate considera că nano-carbonii pot fi 
bacteriostatici sau bactericizi funcţie de natura şi structura lor.  

 Necesitatea unui raspuns mai rapid la investigare clinică bacteriologică cere fun-
cţionalizarea unui material avansat în mediul de cultură care să accelereze timpul de de-
tecţie al infecţiei microbiene 
 Rezultate experimentale prezentate au arătat că microorganismele în contact cu 
nanoparticulele de compoziţie şi structură diferită au o comportare extrem de diferită în 
ceea ce priveşte capacitatea de adaptare şi dezvoltare. O deosebită importanţă trebuie a-
cordată impactului nano-particulelor asupra evoluţiei microorganimelor patogene şi a 
influenţei acestora asupra diferitelor tipuri de boli de piele. Din acest motiv conceperea 
unor structuri de bionanocompozite cu nanoparticule carbonice simple ar putea da cîteva 
răspunsuri extrem de importante pentru medicină şi industria medicamentelor.  
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 Rezultatele acestui studiu conduc la concluzia că se poate schimba sau îmbunătăţi 
diagnosticul microbiologic în sensulscurtării timpului de analiză şi identificării micro-
organismelor patogen. 
 Deasemeni se poate explica de ce stafilocociile cutanate sunt atît de frecvente în 
diagnosticul dermatologic, unele sunt greu de tratat şi de ce frecvenţa lor este din ce în ce 
mai mare 
 
 

Figura 9.6-Rata de creştere la două concentraţii BNC001 şi BNC01 raportate la referinţă funcţie de timpul de 
incubare. Săgeata indică momentul vizibil al creşterii sub lupa microscopică [24]

9.3 Puncte cuantice  

  De la apariţia apei pe pămînt, proprietăţile naturale de dizolvare- cristalizare a sării 
sunt perpetue. În timpul cristalizării o soluţie suprasaturată trece prin stadiul de nucleaţie, 
dimensiunea cristalitelor fiind de domeniul nanometrilor. 
 Un exemplu concludent este cel al mării Aral, care poate fi socotit un exemplu la 
extrem prin dimensiunea producerii lui. De multe ori în istoria sa, volumul mării Aral s-a 
schimbat dramatic datorită variaţiilor climatice. În ultimii 30 de ani reducerea mării cu 
60%, a condus la o concentrare a sării de 25%. În anumite momente din istoriia etapei de 
nucleaţie au apărut şi sunt prezente tone de nanocristale de clorură de sodiu dispersate în 
apă. Imaginile luate din staelit arată o reflexie atipică cînd acest fenomen are loc. 
 Din istoria evului mediu putem aminti sticla de geam frumos colorată a cate-
dralelor, vitralii, ce conţin particule de zinc, cadmiu, seleniu, sulf. Catedrala Notre Dame 
din Strassbourg se mîndreste şi astăzi cu frumoasele ei vitralii, şi este foarte posibil ca 
acestea să fie nanocristale ale compuşilor, zinc-cadmiu-sulf-seleniu cu proprietăţi spe-
cifice de emisie sub acţiunea spectrului superior a luminii naturale. 
 Relativ recent mecanica cuantică, a demonstrat că electronii liberi se pot confina 
într-o groapă de potenţial iar particule cu dimensiuni nanometrice pot expulza electronii 
spre periferie formînd un „pseudoatom” similar modelului lui Bohr cu un nucleu dintr-un 
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miez de ioni în jurul căruia gravitează electronii generînd un spectru discret similar dar la 
energii mult mai mici.  
 Termodinamica descompunerii fazei prin difuzie controlată a unei soluţii suprasa-
turate a fost dezvoltată şi experimentată pe aliaje metalice arătînd că pot fi formate par-
ticule nanometrice stabile. Chimia colizilor a furnizat procedee de stabilizare fără înglo-
bare în structuri micelare. Sintezele sol-gel de preparare de nanoparticule au devenit un 
instrument uzual. 
Istoric 
 1973 LEO ESAKI primeşte premiul nobel pentru dezvoltarea de structuri cuantice 
semiconductoare, teoria confinării unidimensionale.[29] 
 1980. EKIMOV şi. EFROS, de la Institutul IOFFE, au observat formarea de puncte 
cuantice în structura unei sticle conţinînd Pb S.[30] 
 1983 LOUIS BRUS s-a ocupat de confinarea tridimensională de puncte cuantice 
crescute in lichide organice.[31] 
 1984 TADASHI ITOH dezvoltă teoria confinării tridimensionale în punctele 
cuantice crescute în volumul cristalelor de clorură de cupru şi clorură de sodiu. 
 1997, profesor WARREN CHAN, de la Universitatea din Indiana a pus în evidenţă 
o metodă pentru vizualizarea unei singure proteine şi a virusului în actiune. În acelaşi an a 
fost posibilă demonstrarea prezenţei oligonucleotidelor legate de DNA, prin legarea lor 
de punctele cuantice, un pas important în domeniul analizelor genetice.[32]. Ulterior 
bioconjugatele conţinînd puncte cuantice au arătat un drum nou pentru studiile funda-
mentale în biologie. 
 AKERMAN si echipa sa au demonstrat în 2002, că polimeri ce au în componenta 
lor puncte cuantice au fost folositi pentru diagnosticul cancerului la soareci.[33]. NIE şi 
GAO, 2002, Universitatea Emory- Giorgia Tech, au injectat polimeri cu puncte cuantice 
la şoareci urmărind procesul de carcinogeneză şi de metastazare. 
 2003, la Universitatea din Toronto, profesorul RED SARGENT şi grupul său au 
observat electroluminiscenţa în infraroşu (1000-1600 nm) a nanocristalelor de sulfură de 
plumb, imersate într-un polimer semiconductor. Aceste nanocristale sau materiale de po-
limeri hibrizi constituie platforma de plecare pentru electronica integrată, tehnologia 
optică şi cea a comunicatiilor.Toate aceste importante descoperiri ale electroluminiscentei 
sau fluorescentei, bazate pe prezenţa punctelor cuantice are utilizări în biologie şi 
medicină, cu conditia să fie biocompatibile, netoxice. În acest sens pledează si expe-
rimentul efectuat în anul 2002, cînd s-a reusit încorporarea de puncte cuantice in micele 
de fosfolipide, rezultînd un polimer fluorescent.[34]  
Puncte cuantice-nanocristale semiconductoare 

 Punctele cuantice sunt cristale semiconductoare nanometrice din clasa compuşilor 
binari II-VI, III-V sau III-VI.Nu sunt semiconductori tradiţionali. Practic aceste tipuri de 
materiale nu sunt noi şi nici fenomenele fizice implicate- cum ar fi fluorescenţa depen-
dentă de dimensiune. Elemente clasice din fizică cum sunt structura de benzi, raza Bohr, 
excitoni concură la fenomenul de fluorescenţă amplificată, dpendentă de dimensiunea 
nanocristalelor semiconductoare. 
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 În figura 9.7 sunt prezentate elementele de bază a trecerii de la un semiconductor 
normal cu dimensiuni macroscopice la un Q-dot şi fenomenele implicate pentru a obţine 
fluoresenţă amplificată. Electronii în volumul unui material semiconductor cu dimensiuni 
mult mai mai mari de 10 nm au larg spectru de nivele de energie . Fiecare electron ocupǎ 
un nivel energetic dat şi este stabilit cǎ numai doi electroni pot ocupa acest nivel ( princi-
piul de excluziune a lui Pauli). 
 În volumul semiconductorului nivelele de energie sunt foarte apropiate astfel încît 
poate fi considerat a fi un spectru energetic continu (figura 9.7c).Tot ce este ocupat şi 
contribuie la formarea legăturilor chimice formează banda de valenţă Existǎ o limitǎ su-
perioarǎ de energie pe care electronii o pot ocupa în banda de valenţă. Pentru a pǎrǎsi 
zona de valenţǎ şi a deveni liberi sǎ conducǎ un curent electric este necesar un supliment 
de energie bine definit. Acest interval de energie se numeşte bandǎ interzisǎ. Prin urmare 
nivelele de energie situate sub banda interzisǎ formeazǎ banda de valenţǎ iar nivelele 
energetice de deasupra benzii interzise formeazǎ banda de conducţie. Dacǎ un stimul ex-
tern va furniza asupra electronilor din banda de valenţǎ suficientǎ energie atunci el va 
trece din banda de valenţǎ lǎsînd în banda de valenţǎ un gol pozitiv. Astfel se formeazǎ o 
pereche electron-gol care se numeşte exciton. 
 Prin urmare existǎ un minim de energie a radiaţie ce provine de la stimulul extern 
pentru a produce generarea de perechi electron-gol. Banda interzisǎ are un profil ener-
getic bine stabilit prin compoziţia şi structura semiconductorului. Electronii care au tran-
zitat banda interzisǎ în banda de conducţie vor staţiona un anumit timp dupǎ care se vor 
reîntoarce în banda de valenţǎ –starea lor naturalǎ. Revenirea în banda de valenţǎ se 
realizeazǎ prin emisia unei radiaţii electromagnetice cu o lungime de undǎ bine precizatǎ 
egalǎ cu energia pierdutǎ datoritǎ tranziţiei. În general tranziţia electronilor se realizeazǎ 
de la marginea inferioarǎ a benzii de conducţie la marginea superioarǎ a benzii de valenţǎ. 
 Pentru semiconductorii clasici aceste tranziţii produc emisii cu o frecvenţǎ fixatǎ. 
 Punctele cuantice oferǎ o abilitate nenaturalǎ şi anume de a-şi acorda banda 
interzisǎ şi de aici lungimea de undǎ a radiaţiei emise. Dacă privim figura 9.7 e,f obser-
văm că perechea electron-gol este separată de o anumită distanţă. Ne putem imagina că 
electronul părăsind un atom din structura sa el va gravita pe o rază dată în cristal fiind 
strict dependentă de proprietăţile acestuia. 
 Distanţa dintre electron şi ionul de unde a plecat se numeşte raza excitonului sau 
mai simplu “raza Bohr a excitonului”, termen împrumutat de la modelul Bohr al atomului 
de hidrogen. 
 Dacă privim formarea benzilor de energie de la un semiconductor normal spre un 
Q-dot observăm imediat că atunci cînd dimensiunea acestuia este mai mică decît raza ex-
citonului (Re) nivlele energetice devin discrete iar electronul este constrîns să evolueze în 
spaţiul delimitat de nanocristal ( fenomen denumit confinare cuantică), figura 9.8 
 Fluorescenţa punctelor cuantice este net superioară oricăror tipuri de colorănţi uti-
lizaţi în tehnicile de biologie, microbiologie, pentru etichetarea şi eşantionarea materia-
lelor biologice 
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Figura 9.7-Formarea unei perechi electron-gol (exciton) şi 
fenomenul de fluorescenţă amplificată.  

a) Q-dot cu dimensiunea de ~30nmm miezul este un nanocristal 
de CdSe iar învelişul de stabilizare este ZnS. 

b) Nanocristal de PbSe (imagine TEM), se observă natura 
cristalinăşi dispunerea ordonată a atomilor de Pb (puncte 
negre) şi de Se 

c) structura de benzi a unui semiconductor normal (electronii 
ocupă la temperaturi normale numai banda de valenţa. 

d) sub acţiunea unui stimul extern (radiaţie e.m) electronul sare 
în banda de conducţie lăsând un gol  

e) perechea elelctron-gol este un cuplu instabil ce evoluează în 
volumul cristalului ca o cuasiparticulă- excitonul. 

f) Recombinarea lor ( reîntoarcerea electronului în banda de 
valenţă) are loc cu emisia de radiaţie cu o frecvenţă bine 
precizată.
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Figura 9.8-Trecerea de la un cristal normal (a) la un nanocristal ( b) conduce la discretizarea nivelelor 

benzilor de energie şi dpendenţa largimii benzii interzise de dimensiune. Când raza excitonului, Re, 
este mai mare ca RQ atunci absorbţia radiaţiei se realizează pe domenii largi iar emisia este extrem de 
îngustă proprorţională cu dimensiunea Q-dotului 
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Aplicaţiile punctelor cuantice 

Microdomenii de celule maligne ( cancer protein microarrays) 
 Scopul este identificarea şi localizarea zonelor microscopice de celulel maligne.  
 Cercetarea în domeniul biologiei celulare şi a proteinelor este de a gaăsi noi pro-
teine ţintă.specifice unor produse farmaceutice şi de biomarcheri în vederea mana-
gementului cancerului şi a altor boli umane. 
 De exemplu ( Evident Technology şi Protea Biosciences) se dezvoltă o serie cu-
pluri anticorpi-puncte cuantice pentru investigarea de serii de proteine canceroase. Prin 
simple investigări de probe se pot identifica configuraţii de proteine cu  expresii dife-
renţiate dintr-o matrice de proteine. Mai mult microzone de ţesut din diferite tipuri de 
cancere pot fi identificate cu anticorpi cuplaţi cu puncte cuantice fluorescente. 
Absorbţia celulară de receptori mediaţi cu puncte cuantice 

Utilizarea punctelor cuantice ca „sonde” intracelulare prezintă un potenţial imens 
prin faptul că ele pot fi absorbite în celulă Tipuri de puncte duantice solubile în apă 
(WSQD) prezintă avantajul că pot fi transferate în celulă prin metoda receptorului mediat 
prin conjugare la o proteină de transfer.  
 Din figura 9.9 se bservă că funcţionalizarea punctelor cuantice se realizează în ge-
neral prin straturi lipidice (naturale sau sintetice) covalent legate de învelişul de ZnS prin 
interemdiul atomilor de sulf. Structura acestor tipuri de puncte cuantice este formată din-
tr-un miez de cristal nanometric de InGaP ce conferă o bună toleranţă la toxicitate. 
 

 

Figura 9.9 -WSQD – cu functionalizare naturală cu 
lipide(tipul2) respectiv funcţionalizare sintetică 
(tipul 1.) 

Figura 9.10- Imagistcă cu WSQD în domeniul 
NIR pentru identificarea tumorilor              
( evidenttechnology.com) 

 
 Studiile au arătat că toxicitatea punctelor cuantice cu miez de CdSe se datorează io-
nilor de Cd ce se eliberează în celulă. Fenomenul se datorează acţiunii oxigenului ca re-
zultat al expunerii la UV timp îndelungat al punctelor cuantice. 
 Acoperirea cu ZnS crează o suprafaţă mai benignă la aceste fenomene. Desigur 
punctele cuantice se pot acoperi cu polimeri însă în foarte multe cazuri aceşti produc 
moartea prematură a celulelor. Studiile de citotoxicitate au arătat că sistemele InGaP/ZnS 
sunt mult mai limitate în toxicitate [35, 36,37]  
 Un exemplu al cercetărilor actuale cu tipul 2 este prezentat în figura 9.10 unde 
WSQD sunt utilizate în investigarea tumorilor prin tehnici de imagistică în domeniul NIR 
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( infraroşu îndepărtat) unde ţesuturile sunt transparente iar tumorile pot fi puse în evidenţă 
prin fluorescenţă directă.În figura 9.10 este prezentat un exemplu pe un şoarece cu o 
tumoră căruia i s-a injectat 100 pmol de WSQD tipul 2 diluate în ser fiziologic . Se obser-
vă un contrast evident dintre localizarea tumorii şi ţesuturile normale. Distribuţia prin 
sistemul limfatic, vezica urinară şi ficat practic este inexistentă. Investigarea prin ima-
gistică optică în domeniul NIR combinat cu punctele cuantice poate produce un impact 
major în detecţia şi diagnosticul şi tratamentul cancerelor 
Punctele cuantice un instrument versatil în ştiintele vieţii 

Multiplexarea spectrală. Qdoturile emit o radiaţie caracteristică cu lungime de undă fixă 
independentă de sursa de excitare. Prin urmare Qdoturile pot fi combinate în acelaşi test 
sau analiză şi cu aceeaşi sursă de excitare furnizînd un semnal ce poate fi multiplexat. A-
ceasta permite utilizarea lor în matrici sau în sisteme cu rezoluţie spaţială 
 Qdoturile au arătat că sunt foarte eficiente pentru transferul rezonant de electroni 
(donori de electroni) spre fluoroforii organici datorită unei largi acoperiri dintre spectrele 
de emisie şi absorbţie a coloranţilor. Deoarece caracteristicile de emisie ale Qdoturilor pot 
fi acordate continu este posibil de a crea un număr de donori prin transfer rezonant de e-
nergie,pentru orice tip de colorant organic care de obicei emit aproximativ între 510-640 
nm  
Microscopie şi colorarea celulelor, imagistică in vivo  
 Qdoturile conjugate cu anticorpi au fost cu succes introduse în celule permea-
bilizate şi folosite pentru colorarea citoskeletonului, centromerilor, cinetocorilor, organele 
din broască sau embrioane de nematode. Datorită fotostabilitătii mari şi proprietăţilor de 
multiplexare a culorilor multiple componente celulare pot fi observate în dinamica lor 
folosind microscopia confocală cu fluorescenţă. Deasemeni studiul metabolismului celu-
lar devine cu punctele cuantice uşor de investigat ca de altfel orice tip de fenomen de 
transport 
Analize imunologice 
 Punctele cuantice conjugate cu anticorpi primari au fost folosite  pentru colorări 
prefernţiale a suprafeţei E. Coli patogene şi respectiv nepatogene. O excelentă diferen-
ţiere între cele două specii poate fi realizată prin analiză de multiplexare a fluorescenţei 
cu diferite puncte cuantice. 
Puncte cuantice fluorescente, imagistică de fluorescenţă, aplicaţii în microbiologie, 
parazitologie, hematologie 

 Se va enumera cîteva din aplicaţii ale punctelor cuantice bioconjugate solubile în 
apă cu exemplificări acolo unde este posibil 
Evidenţierea activităţii celulare prin indexare fluorescentă: 

• „Traficul molecular” intra şi extracelular 
• Urmărirea diferenţerii celulelor stem 
• Monitorizarea instabilităţii genetice 
• Localizări moleculare la nivel celular 
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Imagistică moleculară 
• Detecţia timpurie a bolilor şi monitorizarea tratamentului 
• Modalităi multiple de imagistică non invazivă (PET, SPECT, MRI, UV-Viz, 

agenţi de contrast optic) 
Selecţii şi sortări de înaltă performanţă a materialelor biologice 

• Microarii (proteomică, genomică) 
• Coduri de bare  

Citometrie reologică 
• Măsurarea multiplă şi simultană a parametrilor celulari (conţinutul de acizi 

nucleici, activitatea enzimatică, fluxul de calciu, potenţialul membranei, pH) 
• Sortarea celulară (separarea celulelor sau a sub compo-nentelor acestora) 

Fluorescenţă rezonantă cu transfer de energie (FRET) 
• Identificarea interacţiei dintre două sau mai multe molecule 
• Înlocuirea fluoroforilor clasici şi extinderea domeniului de fluorescenţa cu 

surse de excitaţie minime 
 Se constată că punctele cuantice deschid o nouă etapă întehnicile de analiză şi in-
vestigare datorită fotostabiltăţii mult mai mari faţă de fluoroforii clasici cu fluorescenţă 
îndelungată permiţînd astfel să se investighezemecanisme moleculare şi să elimine con-
taminările spectrale ce necesită metode de corecţii suplimentare. Montajul de figura 9.11 
descrie eficienţa noilor materiale ca instrumente de investigare a materiei vii. 
 

 
 

Figura 9.11. Metodă de investigare a sturcturilor 
organismelor vii prin metoda microscopiei de 
fluorescnţă confocale cu fibră optică. Fibra optică este 
formată dintr-un set de microfibre din care una este de 
excitaţie. Unitatea laser de scanare conţine 
microscopul confocal, optica de mărire şi detectorul 
CCD de prelucrare imagin ( 20-50 cadre/sec).Dioda 
laser cu λ=488nm poate excita toată gama de puncte 
cuantice dar şi fluoroflori clasici (Syto13, Yoyo1, 
FITC, CellTracker Green, Calcein, Rhodamine, 123  or 
6G, Cy3,). Sunt prezentate trei aplicaţii: acces extern, 
endoscopic şi invaziv minimal ( cu permisiunea 
Cellvizio tech) 

 
 În figura 9.12 sunt prezentate cîteva cazuri de investigare cu Qdot funcţionalizate a 
materialelor biologice la nivel celular respectiv molecular. 
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Explorarea transformării 
liniilor celulare mamliene 
cu Q-dots 
Carcinom de colon- liniile 
HT29 şi SW 1222 
(detalii,evitenttechnology.c
om) 

Figura 9.12 a. Celule neoplazice etichetate cu Qdot conjugate. Marcherul cancerului de plămîni, Her2, s-a 
detectat pe celule cu o combinaţie de Herceptin biotinilat  
 
Cercetări în neuroştiinţe 

 

*Imagistică în adîncimea 
creierului 
*Neurogeneză 
Postnatală 
*Boli neuro-degenerative 
Celule stem & terapie 
regenerativă 
*Reparaţii neuronale 

 
Cercetarea cancerului 

Observaţii histologice in 
vivo 
Angiogeneza tumorilor 
Imunoterapie 
Caracterizare criptfoci 
Cancere colorectale 

 
Cercetări microvasculare 

Leucocite 
Figura 9.12.d- Explorări sanguine 

Microvascularizare a mesenterului 

Arhitecturi microvasculare 
Angiogeneza 
Hemodinamica 
Interacţia leucocite-
endotelium, inflamaţii 
Permeabilitatea vaselor 
Densitatea capilarelor 

Figura 912b –Explorări neuronale, investigări cu puncte cuantice funcţionalizate 

Figura 9.12 c-Explorări histopatologice
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Expresia genelor, cercetări preclinice 

 

detecţia drogurilor în ficat 
*Distribuţia medicamentelor 
*Monitorizarea Apoptozei 
*Toxicitatea celulară 

 

Rezultate puse la dispoziţie prin amabilitatea  firmei Evident 
technology 

 
Figura 9.12-e Exemple de aplicţii ale punctelor cuantice în medicină şi biologie, explorări genetice 
 
Protocoale eleborate pentru investigarea şi identificare unor clase de microorganisme 

Materiale 
 Punctele cuantice utilizate în experimente au fost achiziţionate de la Evident 
technology, SUA. Protocoalele de funcţionalizare s-au derulat sub asistenţa firmei care a 

furnizat materialele şi substanţele necesare. 
Protocoale de funcţionalizare puncte cuantice 
 
Principiul functionalizarii 
 Funcţionalizarea punctelor cuantice prin conjugare cu proteine, oligonucleotide şi 
alte molecule de interes poate fi relativ uşor realizată prin protocoale de complexitate me-
die. Reacţiile care au loc sunt următoarele: 
Protocol 1- Legarea chimică a streptavidinei la punct cuantic tip Evitag  
( firma Evident Technology) funcţionalizat cu grupări carboxilice 
Materiale : (sursa Evident technology) 

1. Puncte cuantice CdSe/ZnS funcţionalizate cu grupări carboxilice ( EVITAG- 
Andirlock, emisie 540 nm, excitaţie sub 450 nm (de la albastru spre UV), 
0.25mg/ml 

2. Microfiltre pentru separare prin centrifugare- Pall Nanosep tip 100k -
300kMWCO 

3. Soluţie EDC [(1-ethyl-3(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide HCl 200 
mg/ml- livrată cu punctele cuantice 

4. Sulfo-NHS (N-hydrocylsulfo-succinimide)- 0.15mg/ml, apă DI 
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5. 10x: (1.37M NaCl; 27mM KCl; 101.4mM Na2HPO4; 17.6mM K2HPO4) 
pH 7.4, soluţie tampon conform cu specificaţiile producătorului EVITAG 
notată PBS şi preparată în laborator 

6. Apă sterilă 
7. Streptavidin (5mg/ml) 

 Metoda- filtrare prin centrifugare, legare chimică ultracentrifugare 
 Echipamente- centrifugă laborator, lampă UV, siringi microlitrice, fiole de stocare 
 
A) activare carboxi-EVITAG prin combinare a următorilor reactivi, incubare la tem-
peratura camerei 1h, agitare manuală : 

• 50μl- apă sterilă 
• 40μl 10x PBS 
• 200μl EviTags (0.25mg/ml) 
• 10μl EDC (200mg/ml) 
• 100μl sulfo-NHS (0.15mg/ml) 

 Cantitatea excesivă de sulfo-NHS este eliminată prin colectarea soluţie după lim-
pezire, expunere la UV, observarea părţii fluorescente a soluţiei. 
B) Desalinizare centrifugală 

• Asamblare filtru umectat în PBS în fiola de centrifugare 
• Încărcare filtru cu soluţia de la punctul A, centrifugare min 6000 rpm 

minim15 min pînă <10% din soluţie rămîne deasupra filtrului  
• adăugare 500 μl la soluţia colectată şi 1xPBS, filtrare normală pe hărtie mili-

por dacă este cazul 
• Verificare fluorescentăcu expunere la UV.  

 Soluţia se păstrează în condiţii normale  
C) Conjugare: prin adăugarea proteinei de interes ( 100μl Streptavidin, 5mg/ml)  
 Un raport de 10:1 streptavidin la EviTag, raportul utilizat fiind mg/mg  
 Incubarea soluţiei activate şi desalinizate de la punctele A şi B cu streptavidin la 
temperatura camerei, agitare liberă. Soluţia cu EVITAG –streptavidin se poate realiza 
după 2 ore. Stabilitatea este 6 luni. 

Protocolul 1 este adaptat după specificaţiile firmei Evident technology şi corectat 
cu referinţa [38] 
 
Protocol 2 
 
Materiale 

1. Soluţie tampon  fosfat de sodiu, , 0.5M, pH 6.0 
2. Soluţie tampon , borat de sodiu , 0.5M, pH 8.3 
3. Streptavidin, 10mg/ml în apă distilată 
4.  EviTags, 2nmol/ml în apă distilată 
5. EDC 
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6. sulfo-NHS  
Echipamente 

• Ultracentrifugă 
• Lampă UV 
• Baie ultrasonică 

 
A) Activare carboxi-EVITAG prin combinare a următorilor reactivi, incubare la 
temperatura camerei 30h, agitare manuală  

• 2ml EviTag 
• 0.4ml fodfat de sodiu 
• 20mg EDC 
• 15mg sulfo-NHS 

B) Desalinizare mixtura de reacţie prin ultracentrifugare ( max 140000 g), 40 min 
C) Aspirare ( prelevare) supernatant cu verificare fluorescenţă 
D) Conjugare . 

• 0.5ml streptavidin, 10mg/ml) 
• 1.5ml apă distilată 
• 0.4ml sodium borate buffer 

E) Incubare RT în baie ultrasonică pînă cînd precipitatul se dizolvă 
F) Agitare fiolă timp de 2h 
G) Stocare 12 h în fiolă închisă  
H) Centrifugare la 40000 rpm min 80 min 
I) Recuperare supernatant în fiolă cu 5ml apă 
J) Se repetă paşii H-I dacă controlul fluorescenţei nu este corect sau prezintă turbiditate 
peste noapte 
K) Păstrare: 40C la întuneric 
 Acest protocol este în general satisfăcător pentru analize curente de microscopie de 
fluorescenţă pentru investigări uzuale şi în parazitologie [39, 40] 
 
Protocol 3 
Cuplare oligonucleotide sulfhidril modificate la puncte cuantice EviTags funcţionalizate 
cu grupări aminice  
 
A) activare amin-EviTags cu sulfo-SMCC 

• Combinare 1:1 molar echivalent de sulfo-SMCC şi amin EviTag în 50mM 
de soluţie tampon de fosfat de sodiu pH 7,4 ( PBS , pH7 este deasemeni 
recomandat) 

• Incubare 60 minutes la RT ( temperatura camerei) 
• Eliminarea excesului de reticulator cu coloană de desalinizare echilibrată cu 

soluţie tampon de conjugare (1mM EDTA, 0.1M fosfat, 0.15MNaCl, pH 7.2; 
pentru preparare se adaugă 20μl de 0.5M EDTA la 10ml de PBS pentru 
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fiecare 10 ml soluţie tampon de conjugare necesar). Coloana de desalinizare 
PD-10, Amershan Nr 170851-01 sau D-Salt-dextran column, Sigma Aldrich 

• Fracţia de EviTag este identificată prin controlul fluorescenţei. În caz de 
diluţie mare atunci se filtrează cu filtru 100kD MWCO 

B) Cuplare EviTags maleimid activate la grupările sulhidril  
• Mixare oligonucleotide sulfhidril modificate ( sursa EvidentTechnology) cu 

EviTag maleimid activate în conjugare cu soluţia tampon 
• Incubare 4 ore la 40C  

 
Materiale ( sursa Evident Technology) 

• 1x PBS 
• 10x PBS 
• Oligonucleotide. 0.1mM (5’ sulfhydryl modifi ed oligo) 
• BMPA, 200mM (N-ß-Maleimidopropiovnic acid) 
• Omega Nanosep Column 3000 MWCO  
• H2O 
• Amine EviTags (0.25mg/ml) 
• EDC, 100mg/ml 
• Tris, 1M, pH 7.4 
• Omega Nanosep 3,000 and 100,000 MWCO spin fi lters 

Etape: 
A) Activare oligonucleotide prin combinare reactivi şi incubare 2 h, RT 

• 450 μl 1x PBS 
• 25 μl 5’ sulfhydryl-modifi ed oligonucleotide (0.1mM) 
• 25 μl BMPA (200mM) 

B) Purificare oligonucleotide activate 
  Filtrare prin centrifugare cu filtre de centrifugare (Omega Nanosep 3000 MWCO 
spin fi lter); 15 min la 5000g pentru înlăturarea excesului de BMPA. 
 Volumul reţinut este aprox 140 μl la care se adaugă 1xPBS  şi aducere la 140 μl 
C) Conjugare EviTag la oligonulcelotide activate 
 Incubare 2h la RT 

• 70μl purifi ed BMPA-oligo 
• 270μl H2O 
• 50μl 10x PBS 
• 100μl amine-EviTags 
• 10μl EDC (100mg/ml) 

 La final se adugă 500μl 1M Tris pH 7.4. 
 Utilizînd microscopul optic cu cameră video, programul MATLAB cu modulul 
Image Processing  au fost puse în evidenţă diferite aspecte din laboratorul clinic. De 



 

160 

remarcat că lucrănd cu puncte cuantice solubile în apă funcţionalizate cu strptavidin 
(WSQD) s-au pus în evidenţă culturi de E. Coli pe BNC cu concentraţii diferite descrise 
anterior, Stafilococ aureus pe BNC pe concentraţii diferite, identificări rapide de paraziţi 
intestinali ( Enterobius, Giardia,  şi respectiv investigări de anemii de tip hipocrom ) 
 

 

BNC cu 0,1 % şi 0,05% nanocarbon, E. Coli 
Matricea biologică de bază, mediul de cultură 
AABTL 

BNC cu 0,1% NC, cultură Stafilococ aureus. Matricea 
biologică de bază, mediul Chapman 

 

 

Identificarea cu WSQD de Enterobius în examenul Enterobius, detaliu de fluorescenţă 
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coproparazitologic direct 
 

 

Examen coproparazitologic direct, identificare 
Giardia cu WSQD 

Identificarea anemiilor de tip hipocrom 

 
 Tehnica implementată cu WSQD elimină foarte multe din inconvenientele unor 
biosenzori de fluorescenţî ele însele fiind biosenzori fluorescenţi individuali. Au pro-
prietăţi de stereospaţialitate prin funcţionalizarea lor cu biomolecule de bioafinităţi dife-
rite. Înlocuiesc tehnicile clasice de colorare, interferenţele dintre lumina de excitaţie. Se 
constată că WSQD sunt un instrument extrem de eficient în analizele medicale. Com-
binarea BNC cu WSQD imbunătăţeşte substanţial tehnicile punănd în evidenţă numai 
printr-o simplă inspecţie microscopică diferenţieri clare ale microorganismelor de tip pa-
razitar. Este o tehnică eficientă care se aplică paraziţilor cutanaţi Demodex, scabiae ( care 
sunt de mare risc şi încă nu se pot preparate permanentizate). Instrument de diferenţiere a 
tipurilor de anemii [41] 
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10 Nanotuburi de carbon 

 Nanotuburile de Carbon (CNT-carbon nanotubes) şi microscopia de forţe atomice 
pot fi considerate promotorii nanotehnologiei. CNT-urile au entuziasmat lumea ştiinţifică 
prin proprietăţile lor remarcabile electronice, mecanice şi termice. Posibilitatea funcţio-
nalizării lor a deschis calea spre noi funcţii specifice conexiunea spre nanobiotehnologie 
şi a materialelor avansate, econanotehnologie. CNT-urile au un potenţial ridicat pentru 
aplicaţiile posibile în ramura energiei, a electronicii, IT-ului. Totuşi, datorită insolu-
bilităţii nanotuburilor în solvenţi, chimici, biochimici şi biologici, folosirea acestor 
materiale a fost mai degrabă limitată. CNT-urile solubile în apă şi solvenţi organici repre-
zintă un interes din moment ce pot deschide noi abordări în dezvoltarea de nano-
compozite, nanosenzori, electronică moleculară.  

10.1 Istoric 

 Descoperirea lor este legată de cea a fullerenelor, forme alotropice ale carbonului, 
molecule compuse din carbon în forma unor sfere, elipsoid sau de tuburi. Fullerenele 
sferice se numesc buckyball şi acelea cilindrice se numesc buckytub sau simplu 
nanotuburi de carbon (CNT). Fiecare dintre ele poate fi considerat ca un mod de 
organizare spaţială a grafenelor (planele bazale din grafit). Fullerenele au fost descoperite 
de în 1985 de Curl, Kroto şi Smalley la Universitatea Sussex, UK şi Rice University 
(Houston, Texas) iar denumirea lor provine de la arhitectul Richard Buckminster Fuller 
care a construit un dom cu acest tip de geometrie [1]. În 1996 cei trei chimişti primesc 
premiul Nobel pentru această descoperire. Această familie era diferită de cea a grafitului 
şi diamantului, C60 este o moleculă formată din 60 de atomi de carbon.Totul a început de 
fapt cînd experimentele lui Kroto au fost făcute cu ajutorul unui instrument realizat de 
Smalley ce studia clusterii moleculari. Kroto era interesat de tehnica lui Smalley, aceea a 
vaporizării laser, pentru a verifica o teorie despre existenţa lanţurilor lungi de carbon din 
spaţiul interstellar. Kroto s-a gîndit că stelele roşii gigante bogate în carbon produc forme 
complexe ale carbonului pe care radioastronomia putea să le detecteze. Acest grup de cer-
cetare a încercat să identifice structura chimică a acestei noi familii folosind un spectro-
metru de masă. Smalley a alăturat mai multe poligoane lipindu-le cu o bandă izolatoare 
obţinînd structura perfect simetrica a C60. Această nouă molecula de carbon (C60) a pri-
mit numele de “buckyball”. În timp ce grafitul conţine atomi de carbon sub forma plane 
grafenice „suprapuse”, “buckyballs” sunt similare unor cuşti sferice ce au legăturile car-
bon-carbon foarte puternice cu acelaşi tip de hibridizare ca în planele grafenice. 
 În 1991, au fost descoperite nanotuburi de carbon în funinginea depusă pe un catod 
de carbon a unui arc voltaic. Acestea au fost descoperite de Sumio Iijima în laboartoarele 
de cercetare fundamentală a firmei NEC din Tsukuba, Japonia. Micrografiile observate cu 
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un microscope electronic de înaltă rezoluţie au arătat că nanotuburile de carbon multistrat 
(MWNT) ale lui Iijima erau înrudite cu fullerenele. Deşi MWNT sunt înrudite cu fulle-
renele, ele nu sunt molecular perfecte [2]. În 1993, s-au descoperit simultan nanotuburile 
cu carbon unistrat (SWNT) de către Iijima şi Toshinari Ichihashi de la NEC [3] şi Donald 
S. Bethune et col [4]de la IBM Almaden Research Center din San Jose, California. Cele 
două grupuri au descris rolul de catalizator pentru fier, nichel sau cobalt, introduse în 
anodul arcului voltaic din reactorul de sinteză pentru nanotuburi şi C60. 
 Rezultatul a fost o funingine pe pereţii camerei iar microscopia de transmisie elec-
tronică (TEM) a pus în evidenţă că funinginea era alcatuită din mai multe SWNT ce 
aveau o distribuţie variată a diametrelor. Funinginea nu conţinea nici un MWNT. În 
prezent sunt dezvoltate o serie de metode de sinteză pentru fullerene (ablaţie laser) res-
pectiv pentru nanotuburi ( ablaţie laser, CVD, CTR-chemical transport reaction) unde se 
folosesc descompunerile termice ale gazelor (metan, acetilenă, etilenă) în prezenţa cata-
lizatorilor nanometrici din grupa fierului [5, 6, 7, 8].  
 Structurile tipice a celor trei tipuri de carbon C60, SWNT, MWNT sunt prezentate 
în figura 10.1 

 
Figura 10.1-Fullerene C60 şi C70, nanotuburi multipereţi (MWNT), nanotuburi uniperete 
(SWNT) forma scaun (armchair) respectiv zigzag rezultaţi din roluirea şi inchiderea planelor 
grafenice pe cele două axe de simetrie. Formele chiralice depind de axa de roluire. SWNT –zigzag 
au unele din legături C-C paralele cu generatoarea şi au un caracter de semimetal iar SWNT –
scaun are lgături C-C perpendiculare pe generatoarea cilindrului cu comportare de semiconductor. 
Formele chirale au o axă de chiralitate similară cu ADN.  

 În tabela 10.1 sunt prezentate cele mai importante din realizările ştiinţifice cu nano-
tuburi de carbon  
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Tabela 10.1- Cronologia dezvoltării nanotuburilor 
Anul Evenimentul Referinţe 
1993  Sinteza SWCNT [3,4] 
1997  SWCNT forma metalică [9]

1998  Studii spectroscopice, corelaţii dintre structura atomică şi
electronică 

[10 , 11] 

1998  FET cu SWCNT forma semiconductoare [12] 
1998  SWCNT solubili via modificări chimice [13] 
2000  Senzor chimic cu SWCNT individuali [14] 
2000  Spectru Raman pe SWCNT singular [15] 
2000  Transport balistic în SWCNT [16, 17] 
2001  Operaţii logice cu sdispozitive pe bază de SWCNT [18,19] 
2001  Tranzistor cu SWCNT [20] 
2002  Separarea completă în soluţie din mănunchiuri cu SWCNT [21] 
2004  Electroluminiscenţa SWCNT [22] 
2004  Spectroscopia modurilor fononice cu rezoluţie atomică [23] 

  
 În prezent se cercetează descoperirea de noi forme ale carbonului, fizico-chimia fu-
llerenelor, producerea de cantităţi industriale de CNT, metode de purificare, solubilizare, 
funcţionalizare, separare după natura metalică sau semiconductoare, definirea cu exac-
titate a proprietăţilor. 
 Nanotuburile pot avea proprietăţi metalice comparabile sau mai bune decît ale cu-
prului sau pot fi semiconductori, ca siliciul în tranzistori, totul depinzînd de structura lor. 
 Pot conduce de asemenea căldura similar diamantului, şi din moment ce este car-
bon, chimiştii pot crea legături între atomii de carbon a fullerenelor şi nanotuburilor cu 
alţi atomi sau molecule. Această “abilitate” de a lega sau ataşa alte molecule sau atomi de 
nanotuburi sau/şi buckyballs le fac să fie un nou nanomaterial ce se poate folosi în siste-
mele biologice sau să fie legate în materialele compozite. 
 Teoretic s-a calculat că din nanotuburi se vor face cele mai puternice fibre vreodată 
( aproximativ de 100 de ori mai puternice ca oţelul), cu doar 1/6 din greutatea lor. Se poa-
te afirma că nanotuburile şi buckyball-urile sunt cele mai interesante materiale descope-
rite în ultimele decade. De notat că din procesele de sinteză rezultă întotdeauna mănun-
chiuri de NT terminate cu jumătăţi de fullerene. 

10.2 Structură, proprietăţi 

Structura geometrică 

 Structura geometrică din care provine un nanotub este rezultatul închiderii unui 
plan grafenic după o axă chirală definită de un vector chiral ܥ௛ሬሬሬሬԦ care este o combinaţie li-
niară a vectorilor celulei unitare a planului grafenic (figura 10.2): ܥ௛ሬሬሬሬԦ ൌ ݊ܽଵሬሬሬሬԦ ൅ ݉ܽଶሬሬሬሬԦ ؠ
ሺ݊,݉ሻ, unde n şi m sunt întregi (n≥m) [7]. Vectorul chiral poate fi privit ca vectorul ce 
conectează două puncte identice din cadrul planului grafenic definind direcţia de roluire. 
 Unghiul chiral θ, a nanotubului este definit ca unghiul dintre vectorul reţelei, ܽଵሬሬሬሬԦ, şi 
vectorul chiral, ܥ௛ሬሬሬሬԦ, fiind dat de ߠ ൌ arctan ሾ√3݉/ሺ݉ ൅ 2݊ሻ. Numai tuburile zigzag şi 
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armchair sunt caracterizate prin ܥ௛ሬሬሬሬԦ ൌ ሺ݊, 0ሻ respectiv ܥ௛ሬሬሬሬԦ ൌ ሺ݊, ݊ሻ. Ele au simetrie axială 
corespunzînd grupului punctual de simetrie Dnd (n, impar) sau Dnh (n, par). Toate celelalte 
nanotuburi (n,m) prezintă simetrie spirală şi sunt chirale. 
 

 

 
Figura 10.2-Construcţia unui nanotub cu vectorul chiral ܥ௛ሬሬሬሬԦ =(4,2) dintr-un plan grafenic. Vectorul de 
translaţie ሬܶԦ =(4,-5) este obţinut prin prelungirea directă din punctul O normal pe ܥ௛ሬሬሬሬԦ pînă trece prin punctul 
identZic de pe reţea.Vectorul de translaţie, ሬܶԦ şi vectorul chiral, ܥ௛ሬሬሬሬԦformează dreptunghiul OABB` care este 
celula unitară a tubului  cilindric desfăşurat. a) SWNT –armchair, b) zigzag, c) chiral 
 
 Datorită simetriei C6 a reţelei hexagonale unghiul θ≤300 Atunci SWNT cu θ=300 
este cunoscut ca armchair (a, din figura 10.2) iar cel θ=00 este cunoscut ca zigzag (b). 
 Pentru celelalte unghiuri ne vom referi la nanotuburi chirale (c, figura 10.2). Din 
teoria benzilor de energie, metoda electronilor strîns legaţi (tight binding, TB), formele 
metalice de SWNT se obţin pentru condiţia ca (n-m) să fie un multiplu de 3 altfel este un 
semiconductor. Este interesant că pentru fiecare nanotub cu o chiralitate dată există doi 
enantiomeri. 
 Diametrul dt a unui nanotub este legat de indicele de chiralitate prin ecuaţia: 
݀௧ ൌ

௔
గ
ඥሺ݊ଶ ൅ ݊݉ ൅݉ଶሻ , unde a este constanta reţelei hexagonale (a planului grafenic) 

fiind legată de lungimea legăturii a C-C=1.42Å, prin ܽ ൌ √3ܽ஼ି஼.=2.46 Å. Vectorii de 
translaţie pentru celula unitară a tubului sunt definiţi de componentele lui ሬܶԦ adică: 
ଵݐ ൌ

ଶ௠ା௡
ௗೃ

, ଶݐ ൌ
ଶ௡ା௠
ௗೃ

 unde dR este cel mai mare divizor comun dintre 2n+m şi 2m+n. 
 Numărul de atomi per celula unitară a unui (n,m)-tub este dublul numărului de he-
xagoane (N) din ea: ܰ ൌ ଶ൫௡మା௡௠ା௠మ൯

ௗೃ
. 

 Din procesele de sinteză toate nanotuburile au capetele închise terminate cu hemi-
sfere de fullerene. În cazul nanotubului (5,5) şi (9,0) tuburile se închid cu hemisfere de 
C60, în timp ce nanotuburile mai mari în diametre se închid după regula „pentagonului 
izolat”: un număr optim de hexagoane la fiecare pentagon din fullerenă. În general există 
şase pentagoane izolate pentru fiecare set de hexagoane în aşa fel încît să se minimizeze 
deformările geometrice [24] 
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Rute de sinteză 

 Diametrul mediu pentru SWCNT depinde de ruta de sinteză prin care este produs. 
 În tabela 10.2 sunt prezentate cele mai curente metode. 
 

Tabela 10.2- Diametrele SWCNT funcţie de metoda de sinteză 
Metoda de sinteză Diametrul mediu, nm 

(varianţa, σ) 
Referinţe 

Evaporare laser pulsată 
(PLV) 

~1.3 ±0.1 [25,26] 

Descărcare în arc electric ~1.4 [27] 
Metoda HiPCO, 

descompunere în fază 
gazoasă la presiune înaltă 

~1.0 ±0.2 [26, 28] 

CVD- catalitic pe suport 
solid (CTR-CVD) 

~1.0 ±0.1 
~1.4 ±0.2 

~0.8 

[29] 
[30] 
[31] 

  
 Cel mai subţire nanotub raportat în literatură a avut diametrul de aprox 0.3 nm cu 
toate că acestea pot fi observate în cadrul MWNT [32]. Aceste tuburi s-au atribuit la (2,2) 
–armchair conţinînd două jumătăţi de C12 capete terminale. În toate metodele de sinteză 
nanotuburile se formează sub formă de mănunchiuri datorită tendinţei lor pronunţate de 
aderenţă. Numărul de tuburi din mănunchi este variabil atingînd ca ordin de mărime 100 
per mănunchi. Împachetarea lor în mănunchi este trigonală iar energia de coeziune atinge 
0.2-0.3 eV/Å [33 a,b]. Metodele CVD catalitice permit creşterea individuală de nano-
tuburi cu diametre controlate de diametrul şi natura catalizatorului respectiv a substratului 
de creştere. De notat cîteva din inconvenientele metodelor de sinteză: 1. Producerea de 
nanotuburi nu controlează chiralitatea; 2. Întotdeauna nanotuburile sunt închise la capete 
şi necesită prelucrări şi tratamente chimice pentru deschiderea lor.  

10.3 Funcţionalizare 

 În această secţiune se prezintă o scurtă sinteză referitoare la: purificare chimică şi 
oxidativă; dizolvarea CNT în apă şi în solvenţi organici prin modificări chimice şi fizice 
precum şi a aplicaţiilor lor din domeniul chimic şi biologic; separarea SWNT metalice şi 
a SWNT semiconductoare. 
10.3.1 Purificarea nanotuburilor 

 Toate metodele de purificare ale nanotuburilor se bazează pe unul sau mai mulţi 
paşi: oxidarea cu gaz sau cu vapori, oxidarea chimică, centrifugarea sau filtrarea (inclu-
zînd metode cromatografice). 
 Oxidarea chimică are loc în acid nitric diluat (2.6 M) în reflux pentru a elimina 
carbonul amorf sau alte impurităţi, catalizatorii. Pentru cantităţi mici de material acidul 
poate fi îndepărtat prin filtrare sub vid urmat de spălarea cu o bază diluată (solubilizarea 
catalizatorilor prin trecerea în săruri şi a carbonului amorf în acid carboxilic). Pentru 
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cantităţi mai mari de material (grame) se înlocuieşte filtrarea cu decantarea şi oxidarea 
chimică repetată, urmată de centrifugare şi colectare de supernatant. Adăugarea de sur-
factanţi în procesele intermediare de purificare este benefică, extracţia lor fiind realizată 
în etapele finale prin spălare cu apă DI şi metanol. 
 MWNT se purifică simplu prin oxidare în aer la temperatură înaltă ce nu poate fi 
aplicată la SWNT deoarece metalul cataliztor poate iniţia distrugerea lui. Etapele de oxi-
dare pentru MWNT sunt: 200-2300C, oxidarea materialelor carbonice amorfe (oxidare cu 
oxigen 20% umidificat şi atmosferă de argon). În următoarea etapă este tratamentul cu 
HCl pentru eliminarea metalelor şi a oxizilor metalici prin trecerea lor în săruri solubile. 
 După spălare şi uscare ciclul se reia la temperaturi de 3000C respectiv 4000C.  
10.3.2 Evaluarea purităţii CNT 

 Rezidurile de metal poate fi realizată prin analiza termogravimetrică (TGA). Prin 
arderea în aer a mostrei SWNT la 10000C, se elimină materialul carbonic iar impurităţile 
prezente în mostra originală sunt transformate în oxizi. Puritatea materialului carbonic se 
estimează prin metode spectrometrice, TEM, SEM (caracterizare locală). Pentru a obţine 
o măsurare standard a purităţii, este necesar să fie identificat caracteristica care să facă 
diferenţa dintre SWNT şi alte forme de carbon care sunt adesea prezenţi în mostrele 
SWNT. Această tehnică se bazează pe spectroscopia NIR a dispersiilor de SWNT fiind 
comparate cu probe standard de nanotuburi obţinute în arc electric. 
  Figura 10.3 arată o ilustraţie schematică a spectrului electronic al unei mostre tipice 
de SWNT produse în arc electric. Tranziţiile interbandă în SWNT încep la o energie foar-
te mică şi sunt vizibile la aproximativ 3 eV. Absorbţia π-plasmonică în SWNT şi impu-
ritătile carbonice se extinde peste toată regiunea spectrală cu benzi pînă la ~5 eV. Aceste 
absorbţii domină spectrul şi complică folosirea tranziţiei interbandă drept o măsurare ab-
solută a purităţii SWNT. Caracteristicile interbenzii încep cu tranziţii electronice de ener-
gie scăzută de la nivelul Fermi al SWNT metalice (M00,~0-0.5 eV). În timp aceasta s-a 
dovedit a fi o regiune doar informativă a spectrului. În orice caz, următoarele trei tranziţii 
ale interbenzii (S11, S22 şi M11) sunt accesibile spectrometrului NIR şi sunt mesagere ale 
semnăturii SWNT. S22 (7750-11750 cm-1, ~1-1.5 eV), ce este aleasă ca semnătură a 
SWNT datorită faptului că S11 (~4000-8000 cm-1) este extrem de sensibilă la impurităţi şi 
dopanţi. Intensitatea M11 (~12,500-17,500 cm-1) este mai scăzută decît S22. din cauză că 
probele sunt compuse dintr-un sortiment de diametre şi tipuri SWNT. Integrarea inten-
sităţi peste întreaga întindere a spectrului de tranziţie a interbenzii S22, (AA) este folosită 
pentru estimări calitattive. Două cantităţi prezintă interes pentru o mostră arbitrară X: 
suprafaţa absorbţiei tranziţiei interbenzii S22, AA (S,X) şi absorbţia totală, AA (T,X); 
raportul lor arată o măsură a purităţii SWNT. Această metodă este utilă, în special pentru 
optimizarea proceselor de purificare. 
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Figura 10.3-Ilustrare schematică a spectrului electronic a unui SWCNT obţinut prin 
arc electric. Spectrul acoperă regiunile IR îndepărtat-UV ( aprox 0.001-5.5 eV. Este 
detaliată o extensie a regiunii din tranziţia interbandă S22 (adaptare după [34]) 

 Interacţiunea radiaţiilor electromagnetice cu molecule şi particule poate lua două 
forme, absorbţia şi împrăştierea. Nanotuburile de carbon sunt considerate în general că 
posedă caracteristicile ambelor aşadar, împrăştierea este determinată de dimensiunile ca-
racteristice a particulelor (d) şi de lungimea de lundă a radiaţiei incidente (λ) 
 Împrăştierea Rayleigh corespunde dispersiei luminii pe particule cu dimensiuni 
caracteristice  <1/10 din lungimea de undă a radiaţiei (d <0.1λ), şi are o dependenţă foarte 
puternică de lungimea de undă (s(λ)≈λ-4). Secţiunea eficace de absorbţie este cea mai ma-
re în momentul în care radiaţia electromagnetică este polarizată de-a lungul axei SWNT, 
şi dacă se consideră că aceasta este componenta dominantă, atunci dimensiunea carac-
teristică a SWNT corespunde cu lungimea d. Pentru un SWNT cu lungimea de d=1 µm, 
este de aşteptat ca radiaţia Rayleigh împrăştiată să fie importantă pentru l>10 microni, ce 
corespunde frecvenţelor <1000 cm-1. În aria spectrului a tranziţiei interbandă (~10,000 
cm-1), d≈λ, iar în această regiune împrăştierea Mie trebuie luată în consideraţie. 
 Împrăştierea Mie devine importantă în momentul în care dimensiunile carac-
teristice ale particulelor sunt mai mari decât lungimea de undă a luminii (d ≥λ), şi con-
tribuie la nivelul liniei de bază, influenţînd măsurarea gradului de puritate a mostrei 
SWNT, în special în cazul mostrelor slab dispersate. Pentru a obţine rezultate credibile în 
procedura de evaluare a purităţii este esenţial să folosim mostre bine dispersate. Acest 
lucru poate fi făcut prin folosirea concentraţii de SWNT <0.01 mg/mL, sonicate cu un 
solvent convenabil ales pînă cînd dispersia este omogenă vizual.  
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10.3.3 Selectarea nanotuburilor după lungime şi diametru 

 Sortarea SWNT după lungimea lor devine extrem de importantă pentru aplicaţii. 
De exemplu, nanotuburile cu lungimi scurte (ex: 20-250 nm) sunt ideale pentru nano şi 
micro electronică sau de ordinul micronilor preferate pentru aplicaţii în materiale struc-
turale şi de compozite. Tehnici variate au fost folosite pentru a obţine SWNT sortate în 
funcţie de lungime. Aceasta este de obicei realizată prin tehnici cromatografice, electro-
foreză capilară şi fracţionare. Au fost folosiţi surfactanţi pentru a obţine soluţii de SWNT 
dispersate.  
 Separarea NT după diametru şi a chirilităţii se realizează prin metodele specifice de 
sinteză şi nu prin procesare fizico chimică. Cele mai cunoscute metode sunt creşterile din 
structuri mezoporoase cu pori controlaţti. Tang et al.[35] au raportat decurând că SWNT 
cu diametru de 0.4 nm, cresc într-un singur cristal AlPO4-5 zeolit, atingând o chirilitate 
preferenţială- care este, (5,0) de formă zigzag- opusă celorlalte două chirilităţi posibile de 
diametru similar (3,3) armchair şi (4,2) chirale. Controlul diametrului cavităţilor uni-
dimensionale ale zeoliţilor mezoporoşi ar putea conduce la materiale care să poată servi 
drept şabloane pentru creşterea selectivă de SWNT monodisperse. Tehnicile bazate pe 
CVD pe catalizatori suportaţi de zeoliţi duc la creşteri selective în diametre. Combinând 
dezvoltările recente din separarea SWNT metalice şi semiconductoare, împreună cu cer-
cetările în curs pentru a produce nanotuburi cu o distribuţie limitată după diametre se va 
atinge condiţiile minimale de aplicaţii în nanoelectronică 
Tăierea şi oxidarea CNT se poate realiza după următoarea metodă: 
 La 2 mg SWNT se adaugă 1ml 3:1(V/V) H2SO4 şi HNO3 concentrat. Mixtura este 
sonicată 2,4,6,8,10, 12,14 ore funcţie de lungimea ce surmăreşte a fi obţinută. Temperatu-
ra de lucru se menţine la 200C prin răcire cu gheaţă. După sonicare se diluează cu 250 ml 
apă DI şi se filtrează pe un filtru de PTFE de 40 microni. Spălare cu apă pînă la pH dea-
supra lui 5 urmat cu spălare în etanol şi uscare în vid.[36]  
 Prin utilizare de acelaşi raport de acizi şi concentraţii dar cu tratament la 40-700C 
pentru cîteva ore cu sonicare se obţin CNT scurtate şi cu grupări carboxilice ataşate. 
 Acesta este cel mai simplu procedeu de a pregati CNT în vederea funcţionalizării şi 
solubilizării [37,38]. Prin fierberea nanotuburilor într-un amestec de H2SO4/HNO3 a 
rezultat o soluţie limpede, incoloră care la evaporarea solventului şi eliminarea excesului 
de acid, rezultă un solid alb ce conţine nanotuburi funţionalizate. Neutralizarea soluţiei 
acide de către o bază rezultă un precipitat solid de culoare maro ce conţine nanotuburi. 
10.3.4 Separarea CNT după proprietăţile lor metalice sau semiconductoare 

 Separarea SWNT în fracţiuni metalice şi semiconductoare ar trebui să simplifice şi 
să permită extinderea de aplicaţii spre dispozitivele nanoelectronice (tranzistori şi circuite 
logice), de emisie în câmp, nanosenzori, actuators, materiale pentru ecrane electromag-
netice. Metodele de sinteză generează mixturi sub formă de mănunchiuri de SWNT meta-
lice şi semiconductoare într-un raport de 1:2 , face separarea lor să fie dificilă. Prin explo-
rarea interacţiunilor fizico-chimice complexe ale aminelor dintr-un surfactant (octa-
decilamine- ODA, CH3(CH2)17NH2) cu nanotuburi de carbon conduce în etapele de 
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purificăre la separarea formelor metalice de cele semiconductoare. Interacţiunile slabe 
donor-acceptor dintre grupul de amine al ODA şi SWNT semiconductoare par să acţio-
neze împreună ca un zwiterion SWNT-COO-/+NH3-(CH2)17CH3. Spre deosebire de 
zwiterion care sunt ţinuţi împreună într-un solvent cu constantă dielectrică mică, com-
plexele donor-avcceptor  surfactant-amină-nanotub sunt stabilizate prin grupul alifatic al 
ODA spre suprafaţa grafenei a SWNT. Studii spectroscopice şi termogravimetrice recente 
indică faptul că aceste amine interacţionează mai puternic cu SWNT semiconductoare 
decît cu cele metalice. Acest fapt reduce tendinţa SWNT semiconductor să se aglomereze 
în timp ce concentraţia este crescută prin evaporarea parţială a solventului, lăsând 
precipitatul să fie populat în mare parte de nanotuburi metalice. Prin spectrometrie Raman 
analiza modurilor de vibraţie RBM (radial breathing modes) se pune în evidenţă că în 
supernatant sunt SWNT semiconductoare, iar în fracţia precipitată este bogată cu SWNT 
metalice. Spectrometria Raman de rezonanţă arată că un factor de îmbogăţire de ~90% în 
SWNT semiconductoare se poate atinge în supernatant. Separări cu o eficienţă mai înaltă 
(97% şi chiar mai mult) au fost observate pentru SWNT cu diametre de1 nm.  
 Un alt experiment asupra separării SWNT metalice/semiconductoare: suspensie 
apoasă a SWNT în surfactant de Triton X-100 şi brominare, urmată de o centrifugare la 
24000 g pentru 12 ore. În acest caz supernatantul conţine nanotuburi semiconductoare iar 
sedimentele nanotuburi metalice. De notat că separarea se bazează pe faptul ca nano-
tuburile individuale în suspensie cu surfactantul apos rămîn „suspendate” pe parcursul 
centrifugării la factori g mari. Explicaţia pentru acest rezultat constă în formarea de struc-
turi micelare surfactant-nanotub ce exclud apa spre capetele hidrofobe. 
 Două efecte sunt concurente la separare: (1) bromul formează un transfer complex 
de sarcină cu nanotuburile metalice şi (2) stabilizarea surfactantului Triton X-100 este 
slabă pentru nanotuburi metalice (ex., surfactantul are o toleranţă limitată a puterii ionice, 
care, odată depăşită, îşi pierd activitatea). Aceste efecte sugerează că separarea se dato-
rează unei destabilizări a suspensiei cu nanotuburi metalice- surfactant, rezultînd din afi-
nitatea lor selectivă pentru brom. A fost arătat că un lanţ de ADN (ss-ADN) se leagă 
puternic de SWNT prin rearanjare-π şi astfel produce exfolierea şi solubilizarea SWNT în 
apă prin desfacerea din mănunchiuri. Mai mult de atât, grupările de fosfat aduc unui 
hibrid ADN-SWNT o densitate de sarcină negativă pe suprafaţa nanotubului de carbon, 
distribuţie care ar trebui să fie o funcţie de secvenţa ADN . Bazată pe aceasta, complexul 
ADN/SWNT metalic este predispus să aibă o suprafaţă mai mică de înărcare decât com-
plexul ADN/SWNT semiconductor. O separare dielectroforetica a SWNT metalice de 
SWNT semiconductoare a fost de asemenea raportată. SWNT solubilizate cu dodecil 
sulfat de sodiu (SSD) în D2O în concentraţii de 10mg/L au fost supuse la dielectroforeză 
la o frecvenţă de 10MHz, şi un câmp de aproximativ 2 x 103 V/cm. Datorită diferenţelor 
dintre constantele dielectrice relative ale formei metalice versus semiconductoare cu pri-
vire la solvent, nanotuburile metalice au fost ataşate către zona microelectrodului, lăsând 
nanotuburile semiconductoare în solvent. Spectroscopia raman de rezonanţă a estimat un 
factor de îmbogăţire de 80% al fracţiunii SWNT metalice depozitate. Lucrări mai recente 
indică faptul că SWNT metalice suferă transferuri preferenţiale de electroni cu sări de 
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diazoniu în soluţii apoase, faţă de SWNT semiconductoare. Această aparentă selectivitate 
pare să fie indusă de mobilitatea mare a electronilor (pentru SWNT metalice) din zona 
nivelului Fermi. (O discuţie de detaliu asupra modalităţilor de separare şi selectare a după 
tipul de nanotub se găseşte în seria MRS-Bulletin aprilie 2004) 
10.3.5 Ataşarea de grupe funcţionale 

 Acidul azotic concentrat şi amestecuri de H2SO4 cu HNO3, H2O2 sau KMnO4 au 
fost folosite pentru a funcţionaliza ataşînd grupări acidice la nanotuburi. Prima data, se 
ataşează grupe acidice la capetele deschise ale SWNT-ului (figura 10.4). Principalele fun-
cţiuni acidice cuprinde grupările –COOH, -C=O şi –OH şi sunt în proporţie de 4:2:1. 
 Concentraţia la suprafaţă a grupărilor acidice din nanotuburile tratate cu diferiţi 
oxidanţi variază între 2x1020 pana la 10x1020 situri/g sau echivalent în rapoarte molare 
5.5% - 7.7% (–COOH), ~6% (-C=O), ~5% (-OH) pentru SWNT-urile scurte sau ~4% 
pentru SWNT-urile lungi. Metoda simplă de titrare acido-bazică arată ca trei probe dife-
rite de SWNT purificat au cam 1-3% situsuri acidice şi 1-2% au grupe funcţionale –
COOH. Concentratia grupelor functionale este dependentă de timp. 
 Tratarea SWNT-urilor cu H2SO4 concentrat ce conţine persulfat de amoniu, 
(NH4)4S2O7 şi pentaoxid de fosfor, urmat de tratare cu acid sulfuric şi permanganat de po-
tasiu va rezulta un material ce conţine C/O/H în proporţie atomică de 2.7:1.0:1.2. 
 Ozonoliza nanotuburile crează centrii reactivi ce pot fi folosiţi în alte reacţii de 
ataşare de funcţiuni acidice sau bazice.  
 SWNT-urile funcţionalizate, purificate şi scurtate pot fi dispersate în apă prin soni-
care ce prezintă o stabilitate rezonabilă ( aproximativ 1 lună). Solubilitatea şi stabilitatea 
soluţiei este dependentă de pH 
 

Figura 10.4- Tratarea CNT-urilor cu soluţii de permanganat de potasiu şi acid sulfuric 
scurtează nanotuburile şi induce formarea de grupări funcţionale pe suprfaţa lor 

 
 Grupările carboxilice de la extremităţile SWNT-urilor pot reacţiona chimic în 
soluţii organice formînd inele sau compuşi ce pot fi utilizaţi în procese de ataşare pentru 
biomolecule. Cel mai important aspect pentru funcţionalizarea ionică sau covalentă este 
posibilitatea exploatării grupărilor carboxilice de la capetele tubului sau a pereţilor. 
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 Aminele sunt reactivi care au atras cea mai mare atenţie. Sunt trei tipuri de reacţii a 
aminelor cu grupările carboxilice: amidarea; interacţia acid-bază; condensarea. De altfel, 
aminele pot fi adsorbite fizic în pereţii nanotuburilor. În acest sens există o literatură 
bogată asupra proceselor de solubilizare, funcţionalizare, amidare ce poate fi consultată 
pentru o reacţie specifică [39]. 
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11 Nanofire, nanosenzori 

 Detecţia speciilor chimice şi biologice constituie placa turnantă din multe arii din 
sănătate şi ştiinţele vieţii acoperind diagnoza bolilor, descoperirea de noi medicamente 
sau de noi droguri. Dezvoltarea de noi dispozitive senzoriale pentru analize rapide a aces-
tor specii la limita de sub picomoli va avea un impact asupra societăţii în multiple 
moduri. Dispozitive ultrasensibile dezvoltate pe nanofire va crea o nouă clasă de nano-
senzori capabili să detecteze proteine, ADN, molecule specifice designului de noi medi-
camente. Cheia centrală în recunoaşterea moleculară este transducţia semnalului asociată 
cu recunoaşterea selectivăa speciilor de interes. Nanostructuri cum sunt nanofirele [1-7] şi 
nanocristale [8-12] oferă posibilitatea unică de a construi dispozitive nanometrice de 
senzare. Diametrele lor sunt comparabile cu dimensiunile speciilor biologice şi chimice, 
prin urmare, intuitiv, reprezintă un promiţător mijloc de transducţie de semnal şi inter-
faţare cu instrumentele macroscopice. Nanofirele anorganice şi nanocristalele prezintă 
proprietăţi electrice [2-5, 13-28] şi optice [8-12] unice ce pot fi exploatate pentru senzare. 
 Dependenţa de dimensiunea nanocristalelor a proprietăţilor de emisie şi a culorii 
deschide mari oportunităţi de etichetare respectiv marcare şi detecţie optică a speciilor 
biologice prin comparaţie cu coloranţii şi markerii chimici fluorescenţi utilizaţi curent [8-
12]. Proprietăţile de comutaţie electronică a nanofirelor semiconductoare furnizează 
modalitatea de senzare şi indexare electrică cu citire directă. Aceasta devine extrem de 
atractiv pentru multiple aplicaţii [29-37]. Semnalele electrice de la un asemenea tip de na-
nodispozitiv pot fi direct rutate spre exterior iar acesta pot fi direct integrat în sisteme 
miniaturizate. Detecţia de semnale electrice direct de la speciile moleculare reduce timpul 
de indexare cu markeri chimici. În paragrafele următoare se vor prezenta cîteva din apli-
caţiile dispozitivelor pe bază de nanofire care se pare vor revoluţiona, prin proprietăţile 
lor remarcabile, detecţia în biologie şi medicină. 

11.1 Senzori FET cu nanofire 

 Principiile de construcţie ale FET-urilor prezentate în capitolul 6 se transpun direct 
în conceperea de senzori pe bază de nanofire, NFET. Într-un FET standard , (figura 6.1) 
siliciul dopat, p-Si, este conectat la sursă şi drenă prin două contacte metalice prin care 
trece un curent electric sub un potenţial dat. Conductanţa semiconductorului este modi-
ficată de al treilea electrod (poarta) cuplat capacitiv printr-un strat dielectric. În cazul p-Si 
dacă se aplică pe poartă un potenţial pozitiv are loc o diminuare a sarcinilor iar conduc-
tanţa se reduce. Invers dacă se aplică un potenţial negativ atunci are loc o acumulare de 
sarcini şi conductanţa creşte. Dependenţa conductanţei de tensiunea aplicată pe poartă fa-
ce din FET un candidat firesc pentru senzarea pe bază electrică deoarece cîmpul electric 
va depinde de speciile de sarcini electrice ce se pot ataşa pe nanofir. 
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 Există o multitudine de tipuri de nanofire crescute pe substratul de siliciu. Utilizînd 
diferite metode de evaporare termică, procese de depunere chimică din vapori (CVD) sau 
construcţii pe şabloane cu fascicule moleculare. Unul din cele mai studiate exemple este 
nanofirul de Si ce poate fi preparat ca o structură cristalină singulară cu diametre de 2-
3nm [1-4,42,43]. Ambele tipuri de Si dopat p sau n (n-Si) prezintă performanţele şi carac-
teristicile comparabile cu cele atinse de industria electronică în privinţa stabilităţii şi 
reproductibilităţii [24]. Caracteristicile electronice ale nanofirelor de Si sunt controlate cu 
precizie în timpul procesului de creştere ceea ce este un avantaj raportat la nanotuburile 
de carbon. Nanofirele de Si prezintă caracteristici de comutaţie de înaltă performanţă ceea 
ce este un factor decisiv care afectează sensibilitatea. Nanofirele de Si au depăşit incon-
venientele de limitare a sensibilităţii pentru tranzistorii FET obţinuţti prin tehnologia pla-
nară (vezi capitolul 6). FET urile cu nanofire de Si sunt structuri unidimensionale ce faci-
litează ataşarea pe suprafaţă de specii de biomolecule şi markeri de recunoaştere mole-
culară. Acumularea sau săracirea de sarcini are loc în „volumul” nanostructurii faţă de 
dispozitivul planar care conducea la modificarea regiunii superficiale [29]. În acest con-
text sensibilitatea de a detecta o singură moleculă ar putea deveni posibilă. În figura 11.1 
este prezentat metoda de trecere de la FET construit pe o structură planară de Si la un 
NFET unde nnanofirele de Si sunt conectate între sursă şi drenă. Cele două tipuri de 
NFET prezintă fiecare avantaje şi dezavantaje. Structura din figura 11.1b permite ataşarea 
directă de grupe funcţionale sau molecule. Tipul (c) deşi are caracteristici superioare nu 
permite o ataşare directă, în particular grupele funcţionale sunt în contact cu electrodul de 
Au al porţii. În figura 11.2 este prezentat principiul de construcţie a unui NFET ce are na-
nofirul de Si (SiNW) funcţionalizat şi expus direct la o soluţie ce conţine analitul. Răs-
punsul este măsurat prin variaţia conductanţei cu timpul. 
 Ataşarea de molecule receptoare (figura 11.2b) se realizează direct pe stratul oxidic 
al nanofirului nefiind necesar alte modificări chimice. Cînd dispozitivul este expus direct 
cu suprafaţa la o soluţie ce conţine macromolecule cum ar fi proteine ce au o sarcină 
pozitivă netă atunci legarea va conduce la descreşterea în conductanţă pentru un nanofir 
din Si dopat p. În figura 11.3 este descris principiul de funcţionare a unui pH-NFET şi 
răspunsul în conductanţă. Pentru grupările naturale de silanol, Si-OH, (figura 11.3-1) 
răspunsul în conductanţă este continu crescător funcţie de echilibrul protonare/ deproto-
nare care schimbă starea suprafeţei prin cumularea sau sarăcirea de sarcină. 
 Prin funcţionalizarea cu grupări amino (de exemplu 3-aminopropiltrietiloxisilan) 
modificarea de sarcină se realizează în trepte funcţie de valoarea pH ului iar răspunsul în 
timp este definit cu mare precizie. De notat că grupările amino şi silanol funcţionează ca 
receptori pentru reacţiile de protonare-deprotonare care schimbă starea de sarcină a supra-
feţei nanofirului. 
 Rezultatele şi observaţiile anterioare confirmă pe deplin astăzi realizările cu nano-
fire de Si [29-46].  
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Figura 11.1-Trecerea FET de la tehnologia planară (a) unde potenţialul de pe poarta G modulează sarcina
superficială dintre sursă şi drenă , respectiv conductanţa la tehnologia pe nanofire (b,c). În (b) este descris 
formarea unui nanofir de Si prin corodare în plasmă sau creştere pe structura Si-SiO2 între contactele sursă-
drenă. În (c) este descrisă conectarea unui nanofir de Si construit pe un şablon de Ge iar poarta este un 
electrod de Au depus pe un film dielectric cu permitivitate înaltă. Acest tip de structură este proiectat pe un
strat complex de poartă format din 2 oxizi SiO2-ZrO2- dielectric high k. Nanofirul Ge-Si formează o structură 
de benzi de tipul vale cuantică (e) , BV-banda de valenţă, BC-banda de conducţie, EF – nivelul Fermi. 
 

Figura 11.2- Principiul de construcţie a unui NFET (a) pe structura din figura 11.1b. Fluidul cu analit este 
condus spre nanofirul de Si (SiNW) printr-un microcanal. Ataşarea de grupe funcţionale (b) conduce la 
modificarea acumulărilor de sarcină şi în consecinţă conductanţa se modifică în timp (c). 
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Figura 11.3-Schemă de realizare a unui NFET funcţionalizat cu grupe silanol (a) respectiv amino (b) pentru 
măsurarea de pH.Răspunsul ipotetic în conductanţă pentru silanol(1) respectiv amino (2), graficul (d) 
corespunde răspunsului în timp la diferite valori de pH.
   

 
Figura 11.4- Formarea de NFET din mănunchiuri de nanotuburi prin evaporarea celor metalice şi selectarea
SWNT semiconductoare 
 
 În cazul nanotuburilor de carbon trebuie abordata o altă metodă. Proprietatea lor de 
conducţie unidimensională respectiv dificultatea de a selecta formele metalice de cele se-
miconductoare impune o metodă oarecum diferită. În figura 11.4 este prezentată o metodă 
de formare a unui FET din mănunchiuri de SWCNT unde formele metalice sunt eva-
porate prin aplicarea unei tensiuni înalte între sursă şi drenă. În etapa a doua nanotuburile 
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sunt funţionalizate cu grupări carboxilice sau amidice prin procedeele schiţate în sec-
ţiunea 10 pe care se pot ataşa receptorii. Figura 11.4 arată că SWNT pot fi folosite ca sim-
ple nanofire prin care se poate senza un semnal electric prin simplă ataşare de molecule 
sau prin aplicarea unui potenţial pe poartă se transformă într-un FET. 
 Fie că este un nanofir de Si sau SWCNT senzarea de macromolecule biologice cum 
ar fi proteine sau acizi nucleici care în soluţii apoase sunt încărcate electric se poate rea-
liza prin ataşarea la suprafaţa lor de receptori convenabili aleşi. Primul exemplu de cuplul 
de detecţie a proteinelor este molecula de biotin care are o selectivitate mare la strep-
tavidin. Cînd o soluţie de streptavidin este în contact cu nanofirul funcţionalizat cu biotin 
interacţia lor modifică conductanţa. Acelaşi procedeu se aplică şi la indexarea ADN ului 
prin ataşarea de secvenşe complementare pe nanofir [33-48]. Extinderea de ataşări de 
diferiţi receptori şi crearea de arii cu anticorpi se pot genera platforme de detecţie de 
viruşi, droguri.[49-67]. 

11.2 Limitele de detecţie şi răspuns pentru nanobiosenzori 

 Din paragraful anterior s-a constatat efortul cercetărilor de a construi nanosenzori 
ultrasenzitivi pentru detecţia moleculelor biochimice, virusuri droguri, ADN, la concen-
traţii mici de analit şi în flux rapid. Structurile angajate în designul lor sunt planare (FET) 
fire cilindrice sau nanosfere. Din considerente electrostatice este cunoscut că structurile 
cilindrice sunt mai senzitive la adsorbţia de sarcini ( adică ADN, proteine, etc) în raport 
cu cele planare de tipul ISFET sau CHEMFET. Din punct devedere electrostatic ISFET 
este o structură 1D, firele sunt 2D iar sferele 3D. Răspunsul unui nanosenzor din partea 
de detecţie este mai mult cinetic ,cînd este imersat în soluţie el măsoară timpul de captură 
a unui anumit număr de analiţi ( timpul de atingere a valorii maxime, tS). Altfel inter-
pretat, dacă există pe nanosenzor NS receptori per unitate de arie atunci tS este timpul de 
saturaţie pentru o reacţie analt-receptor dată. Acest timp este deasemeni dependent de di-
mensionalitatea senzorului. Intuitiv se poate constata că tS,2D≤ tS,1D pentru o concentraţie 
dată de analit, ρ0. Se pune întrebarea care sunt limitele de detecţie pentru un timp rezo-
nabil de răspuns. Aceasta se poate estima din considerente de cinetică respectiv de difuzie 
a analitului. 
 Se consideră un senzor izolat imersat într-un electrolit cu analit staţionar la t=0. 
 Suprafaţa senzorului este funcţionalizată cu receptori pentru moleculele ţintă. Vi-
teza de conjugare dintre analiţi şi receptori este descrisă de: 
      ௗே

ௗ௧
ൌ ݇ிሺ ଴ܰ െ ܰሻߩௌ െ ݇ோܰ       11.1 

unde N este densitatea de receptori conjugaţi, N0 este densitatea de receptori de pe supra-
faţa senzorului, kF, kR, constantele de captură şi de disociere, ρS, concentraţia de analiţi la 
suprafaţa senzorului care se determină prin combinare cu ecuaţia de difuzie: 
       డఘ

డ௧
ൌ  ρ          11.2∆ܦ

cu D coeficientul de difuzie a analitului din soluţie. Fluxul de molecule de analit spre 
suprafaţa senzorului de arie AD: 
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ܫ      ൌ ׬ ஺೏ݏ݀ߩ௡׏ܦ
          11.3 

unde I este fluxul incident de analit pe o arie AD. Răspunsul în timp este dat prin rezol-
varea ecuaţiilor 11.1 şi 2 unde este necesar cunoaşterea ratelor de captură respectiv de de-
taşare a analitului la receptori. Luînd în considerare dinamica capturii de biomolecule 
dezvoltate în [65] cu raportul ratelor de regulă kF/kR~105 [66] şi pentru concentraţii de 
N0~104 /m2.[67] ecuaţia cineticii 11.1 se reduce la: 
      ௗே

ௗ௧
؆ ݇ி ଴ܰߩௌ           11.4 

iar fluxul în condiţii staţionare: 
ܫ      ൌ ஽ܣ݆ ൌ ଴ߩ஽,ௌௌሺܥ െ  ௌሻ         11.5ߩ
unde densitatea fluxului de analit,CD,SS este capacitanţa de difuzie echivalentă pentru 
cazul cînd concentraţia ρ0 a analitului rămîne constantă la o distanţă W de suprafaţa sen-
zorului (tabela 11.1). Cum fluxul de analit trebuie sa fie echilibrat de viteza de ataşare 
analit-receptor avem condiţia j=dN/dt. Rezolvînd ecuaţiile 11.4-5 se obţine: 

      ܰሺݐሻ ൌ ݐ଴ߩ ൬
஺ವ
஼ವ,ೄೄ

൅ ଵ
௞ಷேబ

൰
ିଵ

         11.6 

ecuaţie ce arată o dependenţă liniară a concentraţiei analitului cu timpul şi prin urmare un 
răspuns liniar al senzorului în condiţii staţionare.  
 Cu aceste relaţii se poate estima răspunsul tranzient al unui nanosenzor prin per-
turbarea stării staţionare după cum urmează: cu cît reacţia de ataşare a analitului progre-
sează concentraţia sa se diminuează în apropierea suprafeţei senzorului datorită capturii; 
distanţa de sărăcire este ܹሺݐሻ ൌ -unde n este dimensionalitatea senzorului (tabe ܶܦ2݊√
lul 11.1). Se poate defini un coeficient de difuzie echivalent cu capacitanţa, CD(t) ca 
funcţie de W(t) şi inserîndu-l direct în 11.6 se obţine: 

     ܰሺݐሻ ൌ ݐ଴ߩ ቀ
஺ವ

஼ವሺ௧ሻ
൅ ଵ

௞ಷேబ
ቁ
ିଵ

         11.7 
care pentru ݇ி ՜ ∞ şi cu notaţiile din tabela 11.1 conduce la timpul de saturaţie tS de a 
captura NS de molecule. Pentru fiecare tip de nanosenzor se obţine o relaţie de scalare 
unică: 
ௌݐ଴ߩ       

ெವ~݇஽         11.8 
 
unde MD şi kD sunt constante dependente de dimensionalitatea senzorului (tabela 11.1) 
 Relaţiile de mai sus conduc imediat la un număr de concluzii importante pentru es-
timarea concentraţiei minime detectabile pentru un senzor planar, cilindric respectiv 
sferic, o problemă tipică a detecţiei de ADN. Să presupunem că timpul maxim de satu-
raţie este de 100s iar NS= 10 μm-2 ce corespunde corespunde la două conjugări per 1 
micron lungime, 30nm diametru de nanofir. Considerînd coeficienţii de difuzie pentru 
biomolecule D de ordinul 10-10 m2/s se poate reprezenta un grafic simplu pentru cele trei 
tipuri de senzori (figura 11.5). 
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Figura 11.5-Estimarea concentraţiei limită (ρ0) de detecţie pentru un timp prestabilit de saturare (tS). Pentru 
un timp de detec,ie prestabilit la 100s structurile cilindrice (nanofirele) respectiv sferice pot detecta
concentraţii de ordinul pmol în timp ce ISFET ca structură planară are limita de detecţie de ordinul 
nanomolar. 
 

Tabela 11. 1- Geometrii 1D, 2D şi 3D de nanosenzori şi caracteristicile lor pentru regim staţionar de detecţie a 
analiţilor  

Tip de 
senzor 

model W AD, 
 

CD,SS CD(t) MD kD 

ISFET 
planar 
1D 

 

ܦ 1
ܹ 

ܦ
ݐܦ2√

 1/2 
ௌܰඨ

2
 ܦ

Nano-
senzor  
cilindric 
2D 

 

଴ܽߨ2 ܦߨ2

ܹ݃݋݈ ൅ ܽ଴
ܽ଴

ܦߨ2 

ݐܦ4√݃݋݈ ൅ ܽ଴
ܽ଴

 1 ௌܰܽ଴
ܦ

Nano-
senzor  
sferic 
3D 

 

଴ଶܽߨ4 ܦߨ4
ܽ଴ିଵ െ ሺܹ ൅ ܽ଴ሻିଵ

ܦߨ4

ܽ଴ିଵ െ ൫√6ݐܦ ൅ ܽ଴൯
ିଵ 1 ௌܰܽ଴

ܦ

a0-raza senzorului; distanţa W a analitului de concentraţie constantă raportată la suprafaţa senzorului  
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