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Inventia se refera la nanoparticule magnetice pe baz&d de magnetita si copolimer
pirolic si la un procedeu de obtinere a acestora, utilizate in separarea celulara magnetica,
recunostere biomoleculara, diagnosticare, precum si in organocataliza cu rolul de catalizatori
reciclabili. Mai exact, aceste nanoparticule sunt nanostructuri magnetice functionalizate de
tip core-shell, avand miezul magnetic constituit din magnetita, iar invelisul care acopera
miezul este format din polipirol functionalizat cu peptida.

Nanostructurile magnetice de tip core-shell, compuse dintr-un miez magnetic,
magnetitd, acoperite de un invelis polipirolic functionalizat cu peptide nu este inca cunoscut.
Panain prezent, in literatura, s-a raportat doar atasarea directa a proteinelor pe particulele
de oxid de fier sau atasarea unor proteine prin intermediul polietilenglicolului [S. Y. Chang,
N.Y. Zheng, C.S. Chen, Y.Y. Chen, C.R. Cris Wang, J. Am. Soc. Mass Spectrom, 18,
910-918 (2007); E. Amstad, S. Zurcher, J. Y. Wong, M. Textor, E. Reimhult, European
Cells and Materials, Vol. 14, Suppl. 3, p. 43 (2007)].

Atasarea directa a proteinelor pe suprafata nanoparticulelor magnetice de oxid de
fier, raportate in literatura, se realizeaza prin adsorbtia proteinelor pe suprafata nanoparti-
culei magnetice. Dezavantajul acestor nanostructuri descrise anterior in literatura consta in
instabilitatea lor. Nanostructurile preparate prin atasarea directa a proteinelor pe suprafata
nanoparticulei de oxid de fier pot suferi schimbari drastice sau blande in functie de conditiile
mediului in care se afla (spre exemplu: temperaturd, solvent, pH). Din cauza acestei
instabilitati, aceste nanostructuri magnetice de tip core-shell, functionalizate cu proteine nu
pot fi folosite pentru un timp indelungat, in orice mediu si de asemenea nu pot fi reciclate in
scopul reutilizarii.

in literatura, a fost raportat&, de catre W. Khan s.a. [W. Khan, M. Kapoor, N. Kumar,
Acta Biomatehalia, 3, 541-549 (2007)], acoperirea unei suprafete metalice cu polipirol care
avea atasat covalent proteina. Pentru acoperirea acestei suprafete metalice cu polipirol
avand proteina atasata covalent, autorii au folosit reactia de electropolimerizare a pirolului.
Dar aceasta reactie de electropolimerizare a pirolului nu poate fi aplicata pentru prepararea
nanostructurilor magnetice de tip core-shell pe baza de oxid de fier si polipirol functionalizat
[M. Koneracka, P. Kop¢ansky, M. Timko, C. N. Ramchand, A. De Sequeira, M. Trevan,
J. Mol. Cat. B, 18, 13-18 (2002)].

Proteinele au fost fixate de asemenea si pe nanosfere avand miez magnetic
inconjurat de polipirol, dar in acest caz, legarea covalentd a proteinelor s-a facut pe
moleculele de surfactant care dopeaza lantul polipirolic [S. C. Wuang, K.G. Neoh, E.T.
Kang, D. W. Pack, D. E. Leckband, Macromol. Rapid. Commun., 28, 816-821 (2007)].

in articolul, “Functionalized nanostructures with magnetite core and pyrrole
copolymers shell” R. Turcu s.a. - Journal of nanostructured polymers and
nanocomposites, vol. 3, 2, 2007, se prezinta sinteza si caracterizarea unor nanostructuri
anorganice-organice obtinute prin acoperirea unor nanoparticule de magnetita cu un strat
de polimer conjugat, destinate utilizarii in biotehnologie; nanostructurile magnetice functio-
nalizate au fost obtinute prin polimerizarea oxidativa a pirolului substituit $i nesubstituit intr-o
solutie apoasa care contine drept oxidant peroxodisulfat de amoniu si fluidul magnetic.
Polimerii functionalizati au fost obtinuti de la monomeri precum acid (1-pirolil)propanoic si 3-
metil-4-(1H-pirol-3-il)butanamido)pentanoic. Dezavantajul acestor nanostructuri consta in
faptul ca nu formeaza coloizi stabili.

Problema tehnicd pe care o rezolvd inventia constd in cresterea stabilitatii
nanostructurilor magnetice pe baza de magnetita si polipirol functionalizat.
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Nanoparticulele magnetice pe baza de magnetita si copolimer pirolic inlatura dez-
avantajele mentionate, prin aceea ca, copolimerul pirolic este constituit din pirol nefunctio-
nalizat si pirol functionalizat la azot cu o dipeptida precum glicin-leucina, prin intermediul unui
agent de legatura alchilic, precum acid propionic, intr-un raport molar de 1:1...1:3.

Procedeul de obtinere a nanoparticulelor magnetice consta in aceea ca, copolimerul
pirolic se formeaza la suprafata nanoparticulelor magnetice stabilizate din fluidul magnetic
adus in contact cu copolimerul pirolic intr-un raport masic de 1:10, in prezenta persulfatului
de amoniu, utilizat ca oxidant, timp de 20 h, la temperatura ambianta.

Prin aplicarea inventiei, se obtin nanostructuri magnetice care formeaza coloizi stabili
in apa, care prin atasarea unor peptide sau proteine active devin biologic active si pot fi
folosite in recunoasterea biomoleculara si separarea celulard magnetica.

Semnificatia schemelor si figurilor:

- Schema 1: Sinteza acidului 3-(pirol-1-il)-propanoic;

- Schema 2: Sinteza esterului 2,5-dioxopirolidin-1-il-3-(pirol-1-il)propanoat;

- Schema 3: Sinteza acidului 2-(2-(3-(pirol-1-il) propanamido) acetamido)-4-metil
pentanoic;

- Schema 4: Prepararea nanostructurilor magnetice core-shell functionalizate pe baza
de polipirol;

- Fig. 1: Microscopia electronica in transmisie de inalta rezolutie pentru nanostructura
magnetica functionalizatd pe baza de polipirol FP-DP 1. in imaginea de microscopie a
nanostructurii magnetice functionalizate FP-DP 1 putem observa structura de tip core-shell,
avand miezul magnetic cristalin de Fe,O, acoperit de un strat de polipirol functionalizat;

- Fig. 2: Spectroscopia FTIR pentru toate nanostructurile magnetice pe baza de
polipirol functionalizat descrise in tabelul 1 precum gi @ monomerului pirolic functionalizat
compusul 4. in spectrul FTIR se poate observala 570 cm™ banda de adsorbtie a magnetitei,
iar la 1705 cm™ apare banda de adsorbtie specificd gruparii C=0, ceea ce demonstreaza
includerea in structura polipirolului care inconjoara nanoparticula magnetica a pirolului
functionalizat cu glicil-leuciné in structura caruia este prezenta aceasta grupare,

- Fig. 3: Comportarea magnetizarii in functie de campul magnetic aplicat la
temperatura camerei pentru nanostructura magnetica FP-DP 2. Lipsa histerezisuluine indica
faptul ca nanoparticulele magnetice functionalizate au comportament superparamagnetic;

- Fig. 4: Comportarea magnetizarii in functie de campul magnetic aplicat la
temperatura camerei pentru nanostructura magnetica FP-DP 3. Lipsa histerezisuluine indica
faptul ca nanoparticulele magnetice functionalizate au comportament superparamagnetic.

Obiectivul principal al inventiei este dezvoltarea si prepararea unor nanostructuri
magnetice cu structura core-shell avand miezul de oxid de fier si invelisul de polipirol
functionalizat cu peptide, avand formula 1 descrisa mai jos:
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Aceste peptide sunt fixate covalent pe polipirol care polimerizeaza chimic pe
suprafata nanoparticulelor magnetice de oxid de fier. Aceste nanoparticule magnetice sunt
stabilizate in prealabil cu strat dublu de surfactanti (acid dodecilbenzensulfonic, acid lauric
si acid oleic) sub forma unui fluid magnetic in apa. Prepararea acestor fluide magnetice este
descrisa in referintele RO 90078, 1985 [D. Bica, RO 90078, 1985; si D. Bica, L. Vékas, M.
V. Avdeev, O. Marinica, V. Socoliuc, M. Balasoiu, V. M. Garamus, J. Magn. Magn.
Mater., 311, 17-21 (2007)]. Reactia de polimerizare chimica a pirolului are loc pe suprafata
nanoparticulei magnetice, datorita existentei surfactantilor care au rol de dopant.

Pentru utilizarea nanoparticulelor magnetice functionalizate in diferite domenii (sepa-
rarea celulard magnetica, recunoastere biomoleculara sau folosirea lor in organocataliza),
este necesar ca atasarea gruparii functionale pe suprafata nanoparticulei magnetice sa se
realizeze printr-o legatura stabild. Utilizarea polipirolului ca linker al gruparii functionale
confera o stabilitate buna in diferite medii de reactie a nanoparticulelor magnetice functio-
nalizate.

Aceastd inventie prezintd o metoda noud de functionalizare a nanoparticulelor
magnetice pe baza de polipirol contindnd gruparile functionale atasate covalent. Aceasta
metoda prezintd avantaje fatd de metodele existente in ceea ce priveste stabilitatea nano-
structurii magnetice functionalizate in diferite medii de reactie.

Chiar daca au fost dezvoltate multe tipuri de particule care pot fi folosite in diferite
aplicatii in tehnologie sau biotehnologie, totusi este o mare nevoie de a dezvolta noi nano-
structuri magnetice functionalizate. De exemplu, prin aplicarea acestei inventii, putem atasa
peptide biologic active pe suprafata nanoparticulelor magnetice, aceasta fiind o strategie de
dezvoltare a unor noi nanostructuri magnetice functionalizate care devin biologic active. De
asemenea, functionalizarea nanoparticulelor magnetice cu peptide sau proteine antigen
poate fi folosita in identificarea anticorpilor sau pentru diagnosticarea diferitelor boli.

In scopul prepararii nanostructurilor magnetice functionalizate de tip core-shell pe
baza de polipirol, se utilizeaza ca materii prime de plecare: fluid magnetic in ap3a, pirol
nesubstituit si acidul 2-(2-(3-(pirol-1-il)propanamido)acetamido)-4-metil pentanoic (compusul
4 din schema 3).

In sinteza compusului 4, s-a pornit de la aditia Michael a acrilonitrilului la atomul de
azot al inelului pirolic in prezenta hidroxidului de trimetilbenzen amoniu. Aceasta aditie duce
la obtinerea intermediarului nitrilic 1, care nu este izolat, ci este supus unei hidrolize bazice
si apoi tratat cu acid clorhidric, rezultand astfel compusul carboxilic 2 acidul (3-(pirol-1-il)-
propanoic (schema 1). Sinteza compusului 2 a fost realizata in conformitate cu procedeul de
sinteza descris de Blume [8].

Urmatoarea etapa este atasarea N-hidroxisuccinimidei la gruparea carboxil grefata
la atomul de azot al inelului pirolic (schema 2), printr-o reactie de esterificare intre gruparea
carboxil si gruparea hidroxil a N-hidroxisuccinimidei obtindndu-se compusul esteric 3.

Este stiut faptul ca gruparea N-hidroxisuccinimidice este usor de inlocuit de catre un
compus care contine grupari nucleofilice de tipul (amino sau tiol). Folosind aceasta
proprietate chimica a gruparii N-hidroxisuccinimidice, s-a realizat reactia de inlocuire a
gruparii N-hidroxisuccinimida din compusul esteric 3 cu dipeptida glicil-leucina care contine
o grupare amino libera (schema 3), rezultand astfel compusul pirolic functionalizat 4 cu
peptida.

Se prezintd, in continuare, trei exemple concrete nelimitative, de realizare ainventiei.

Exemplele 1...3. intr-un pahar Berzelius, se dizolva in apa si alcool etilic, acid 2-(2-
(3-(pirol-1-il)propanamido)acetamido)-4-metil pentanoic, pirolul nesubstituit (schema 4),
nanofluid magnetic, amestecul se agita timp de 30 min la temperatura camerei. in suspensia
formata, se adauga in picaturi oxidantul (persulfatul de amonium). Pentru cele trei exemple,



reactia are loc la temperatura camerei, timp de 20 h. Raportul masic fluid magnetic:
monomeri pirolici functionalizat si nefunctionalizat este de 10, pastrandu-se constantin cazul
celor trei exemple. Reactia se opreste cu metanol, obtinadndu-se un precipitat negru, specific
polipirolului. Precipitatul este separat magnetic din solutie si spalat cu metanol si apa de mai
multe ori, pana solutia de spalare devine limpede. Diferentele dintre cele trei exemple sunt
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date in tabelul urmator.

Parametrii de sintezd pentru nanostructurile magnetice pe bazé de
polipirol functionalizat

Proba Raport molar Tipul de fluid magnetic
Py nesubst. : Py subst.
FP-DP 1 1:1 Nanoparticule de Fe,O, stabilizat cu dublu strat de
acid oleic
FP-DP 2 1:3 Nanoparticule de Fe,O, stabilizat cu dublu strat de
acid lauric
FP-DP 3 1:1 Nanoparticule de Fe,O, stabilizat cu dublu strat de

acid dodecil benzensulfonic
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Revendicari

1. Nanoparticule magnetice pe baza de magnetita si copolimer pirolic, caracterizate
prin aceea ca, copolimerul pirolic este constituit din pirol nefunctionalizat si pirol
functionalizat la azot cu o dipeptida precum glicin-leucina, prin intermediul unui agent de
legatura alchilic precum acid propionic, intr-un raport molar de 1:1...1:3.

2. Procedeu de obtinere a nanoparticulelor magnetice definite in revendicarea 1,
caracterizat prin aceea ca, copolimerul pirolic se formeaza la suprafata nanoparticulelor
magnetice stabilizate din fluidul magnetic adus in contact cu copolimerul pirolic intr-un raport
masic de 1:10, in prezenta persulfatului de amoniu utilizat ca oxidant, timp de 20 h, la
temperatura ambianta.
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