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AAbbssttrraacctt::    

Identification of quick and cheap methods in order to analyse specific heavy metal ions has wide 

applications in analytical toxicology. Enzyme biosensors meet these requirements, and optimization of these 

detection methods is an area of actual interest for electrochemical research. We optimized the methods for 

detection of metal ions (cadmium and lead), which could be tested in future for real samples of water, food 

or biological fluids. 
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Introducere 

Compușii toxici (pesticide, metale grele) 

sunt incriminați în multe dintre mecanismele 

toxicologice datorită efectelor lor asupra bio-

sistemelor. Riscul de toxicitate cronică a 

metalelor grele depinde de frecvența, inten-

sitatea și durata contactului cu contaminantul, 

de calea de expunere [6]. Toxicitatea metalelor 

afectează diferite sistemele și poate determina 

simptome specific. Sistemul nervos central este 

deosebit de sensibil la contaminări cu metale.  

Bariera placentară nu este complet 

impermeabilă la trecerea de substanțe nocive. 

Studii științifice au detectat metale grele nu 

numai în țesuturile placentare, dar și în lichidul 

amniotic și sângele din cordonul ombilical. 

Expunerea timpurie la Pb, Hg, Cd și a fost 

corelată cu efectele asupra sănătății infantile, 

cum ar fi neurologice, de dezvoltare, și tulburări 

endocrine [7]. Sunt necesare măsuri preventive 

pentru a elimina sau a reduce la minimum riscul 

de expunere a fătului la metale grele sau alte 

substanțe poluante în timpul sarcinii, o dată sunt 

identificate acestor factori [1] 

Literatura de specialitate indică diferite 

variante de analize ale ionilor metalelor grele 

din diferite medii: spectrometrie de absorbție 

atomică (AAS) [8, 12, 13] ICP-MS (Inductively 

coupled plasma mass spectrometry) [10, 11] 

ICP-AES [9], TLC (cromatografie pe strat 

subțire) [4]. 

În urma testării mai multor tipuri de 

biosenzori enzimatici, s-a remarcat faptul că 

biosenzorii care conțin mutante ale AChE de tip 

Drosophilla melanogaster sunt mai sensibili în 

reactiile cu inhibitori decât cei care utilizează 

AChE comerciale (Electric eel) [2, 3].  

Scopul lucrării îl reprezintă optimizarea 

de biosenzori enzimatici electrochimici pentru 

aplicații în toxicologie, analize de mediu sau 

studii privind calitatea alimentelor, datorită 

avantajului de a fi metode specifice, rapide și 

ieftine de detecție.  

După optimizarea metodelor de detecție a 

ionilor metalici, acestea pot să fie testate și pe 

probe reale de ape, alimente sau lichide 

biologice. 

 

Substanțe și aparatură 

S-au utilizat: 

 Substratul clorură de acetiltiocolină (ATCh) 

- Sigma Aldrich Co (St. Louis, MO, USA 

 Soluții standard de cadmiu și plumb 100ppm 

 Toți ceilalți reactivi folosiți în determinări 

(acid acetic, acetat de sodiu, fosfat mono-
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sodic, fosfat disodic) au fost de puritate 

analitică.  

 

Aparate și consumabile 

 Sistem de trei electrozi screen printați, 

realizați în cadrul Universității din 

Perpignan, Franța: electrod de referință 

(Ag/AgCl), electrod auxiliar (grafit) și 

electrod de lucru (de măsură) – conține 

imobilizată enzima pe un sistem de grafit 

care conține incorporat și un mediator 

electrochimic (cobalt ftalocianină- 

CoPTCN). Enzima utilizată a fost acetil-

colinesteraza (AChE) de tip Drosophila 

melanogaster modificată genetic B394, 

obținută prin inginerie genetică cu ajutorul 

DNA recombinant. Depunerea s-a realizat 

prin metoda PVA cu un raport 70:30, în 

cadrul laboratoarelor IMAGE din 

Universitatea din Perpignan. 

 Măsurătorile amperometrice s-au realizat 

utilizând un sistem AUTOLAB, 

PGSTAT12, EcoChemie, Olanda. 

 

Mod de lucru 

 Stabilitatea operațională a biosenzorului 

Stabilitatea operațională a biosenzorului s-

a analizat prin injecții succesive ale aceleiași 

cantități de substrat în sistemul tampon, celula 

de lucru fiind spălată intensiv între determinări, 

cu apă distilată. S-a realizat un număr de 6 

determinări pentru analiza statistică. 

 Stabilitatea în timp a semnalelor 

 Stabilitatea în timp a semnalelor s-a 

urmărit prin măsurarea răspunsului electrozilor 

confecționați în același set de probe, dar cu 

aceeași metodă de imobilizare a enzimei 

 Calibrarea electrozilor 

S-a realizat prin injecții succesive în 

aceeași masă de sistem tampon a unor cantități 

cunoscute de acetiltiocolină. S-a urmărit variația 

semnalului electric corespunzătoare concentra-

ției finale a substratului enzimatic din masa de 

reacție.  

 Studii de inhibare enzimatică 

S-a realizat analiza amperometrică pentru 

cazul de referință: enzimă imobilizată de 

traductorul imersat în sistem tampon acetat (pH 

5,6) care conține 1mM acetiltiocolina. Operația 

s-a reluat de câteva ori pentru a avea răspunsul 

de referință. 

Electrozii screen printați care posedă 

enzima de lucru imobilizată se incubează un 

anumit timp constant pentru un anumit tip de 

experiment (10 min, 15 min, 20 min), cu un 

amestec conținând sistem tampon și diverse 

concentrații de ion metalic. După incubare, 

electrozii s-au spălat intensiv cu apă distilată și 

s-a repetat testarea în prezența substratului 

specficic enzimei.  

S-au calculat gradele de inhibare (I%) 

corespunzătoare, ținând cont de variația 

răspunsului biosenzorului în absența și după 

incubarea în prezența pesticidului 

organofosforic [5]: 
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Iinitial – intensitatea curentului inițial, în absența 

ionului metalic 

Idupă incubare cu ionul metalic - intensitatea curentului 

după incubarea cu ionul metalic 

 

Scăderea răspunsului biosenzorului este 

dată de inhibiția parțială sau totală a enzimei în 

prezența inhibitorului. 

 

Rezultate experimentale 

Funcționarea biosenzorului enzimatic are 

la bază reacția de hidroliză enzimatică a 

acetiltiocolinei în prezența acetilcolinesterazei:
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Tiocolina obținută dimerizează în prezența 

mediatorului electrochimic, la un potențial de 

lucru de 100 mV, constant față de Ag/AgCl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Curenții obținuți au fost măsurați 

secvențial, obținându-se curbe experimentale de 

forma celei din Fig.1.  
semnal

timp

adaugare de substrat

 
Fig.1. Calibrarea biosenzorului - Semnalele 

electrice generate de biosenzorul enzimatic la 

adăugare succesivă de substrat, la un potențial de 

lucru constant 

 

Semnalele electrice obținute au fost 

reprezentate grafic pentru sistem tampon fosfat 

pH 7 (Fig.2.) și respectiv sistem tampon acetat 

pH 5.6 (Fig.3.) 

 

 

 
Fig.2. Calibrarea biosenzorilor care contin 

AChE mutantă B394 – sistem tampon fosfat pH 

7 

 

S-a observat un domeniu de liniaritate 

până la o concentrație de 1mM substrat, 

caracterizat de ecuația: y = 1,4606 x + 0,06395. 

Coeficientul de corelație a fost aproape de 

valoarea unitară R2 = 0,99686. 

 

 
Fig.3. Calibrarea biosenzorilor care conțin AChE 

mutantă B394 – sistem tampon acetat pH 5.6 

 

S-a observat un domeniu de liniaritate 

până la o concentrație de 1.2mM substrat, 

caracterizat de ecuația: y=0,43806 x + 0,01569. 

S-a  observat o creștere mai puțin accentuată a 

semnalului în funcție de concentrație, față de 

sistemul similar testat în mediul cu pH 7. 

Coeficientul de corelație a fost aproape de 

valoarea unitară R2 = 0,99567. 

Pe baza rezultatelor obținute, se poate 

concluziona că senzorii testați se pot utiliza și în 

studii de inhibare enzimatică, urmărind princi-

piul prezentat în Fig. 4. Pentru testarea 

influenței inhibitoare a pesticidelor asupra 

sistemului enzimatic se recomandă analizele la 

pH 7, iar pentru testarea metalelor grele se 

recomandă testările experimentale la pH acid – 

sistem tampon acetat pH=5,6 – astfel încât 

acestea să fie în stare ionică. 
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Fig. 4. Variația semnalului electric în studii de 

inhibiție enzimatică 

 

Rezultatele obținute experimental la 

testarea influenței ionilor de cadmiu și respectiv 

de plumb în sistemul enzimatic care a utilizat 

acetilcolinesteraza de tip B394 imobilizată pe 

electrodul de lucru al traductorului 

electrochimic (pH=5,6) au fost sistematizate în 

tabelul 1. 

 
Metal 

greu 

testat 

Concentratia 

ionului 

metalic (g/L) 

Timp de 

incubare 

(min) 

Grad de 

inhibare 

(%) 

Cadmiu 400 10 62,5 

600 10 90,625 

Plumb 200 15 8,92 

400 20 12,21 

Tabel 1. Gradele de inhibare obținute la testarea 

ionilor de cadmiu și plumb (pH=5.6) 

 

S-a observat acțiunea inhibitoare a ionilor 

testați. La aceeași concentrație s-au obținut 

valori mai mari ale inhibiției în prezența ionilor 

de cadmiu față de cei de plumb. Creșterea 

timpului de incubare a indicat o creștere a 

gradului de inhibare a enzimei. 

 

Concluzii 

Studiile realizate au identificat acțiuni 

inhibitoare diferite ale compușilor studiați, 

ulterior putându-se realiza o exploatare analitică 

pentru analize ale probelor reale. Utilizarea mai 

multor medii de reacție (diferite pH-uri) au 

condus la evidențierea mediului de reacție 

favorabil fiecărui inhibitor. 

Utilizarea biosenzorilor enzimatici 

(screening sau analize cantitative) oferă 

toxicologiei analitice metode rapide și sensibile 

de cuantificare.  
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