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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unor
suprafete hibride pentru detectia electrochimica a
endotoxinelor microbiene din alimente, mediu si unitati
medicale. Procedeul, conform inventiei,consta in reactia
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polipirol care se depune pe un electrod de carbon al
unui senzor electrochimic, rezultdnd o suprafata hibrida
polimerica avand capacitatea de detectie a endotoxinei
prin voltametrie ciclica.
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SUPRAFETE HIBRIDE PENTRU DETECTIA ELECTROCHIMICA A
ENDOTOXINELOR MICROBIENE SI PROCEDEU PENTRU OBTINEREA
ACESTORA

Inventia se referd la suprafete hibride pentru detectia electrochimica a endotoxinelor microbiene
si la un procedeu pentru obtinerea acestora, cu aplicatii in controlul prezentei endotoxinelor in
alimente, mediu si unititi medicale.

Endotoxinele sunt din punct de vedere chimic lipopolizaharide (LPZ) si se pot gési in alimente,
mediu sau in clinici, in calitate de microcontaminanti. Ele se gisesc in membrana externd a
bacteriilor gram negative, cum ar fi Escherichia coli sau Salmonella i reprezintd riscuri serioase
pentru sdnitatea umand, putand conduce pand la moarte. De aceea este esential sd se dezvolte
metode sensibile, precise si rapide pentru detectia lor.

Dintre numeroasele metode de detectie a endotoxinelor microbiene cea mai folosita si dezvoltata
in multe variante, dintre care unele brevetate, este metoda ,,Limulus amoebocyte lysate > (LAL)
care se bazeazd pe folosirea sdngelui unei vietdti marine : crabul potcoavd conform: Norman
Wainwright, Thomas Novitsky, WO 1989/12644, 1989, Norman Wainwright, Thomas
Novitsky EP0687911A2, 1989, Shuji Matuura Kawanishi, Masakazu Tsuchiya Itami, US
5179006, 1993, Christian Alexander, Sven Deutschmann,Pierre Lang, Friedrich Von
Wintzin- Gerode, Ulrich Zaehringer,WO 2017/017135, 2017. Cea mai simpld varianti a
metodei LAL este incercarea gel-cheag, in care o bucatd de gel LAL formeazd un cheag cu o
anumitd cantitate de LPZ conform:Wenqiong Su,Xianting Ding, Methods of Endotoxin
detection, Journal of the Association for Laboratory Automation, 1-11, DOI:
10.1177/2211068215572136, 2015 si Gna Ahn, Simranjeet Singh Sekhon, Yae-Eun Jeon,
Myung-Su Kim, Kyungho Won, Yang-Hoon Kim, Ji-Young Ahn, Detection of Endotoxins
using Nanomaterials, Toxicol. Environ. Health. Sci. 9(5), 259-268, 2017. Metoda are
dezavantajul cd prepararea probei este un proces complex, dureazd mult timp pand la
confirmarea prezentei endotoxinei si necesitd un loc de munca special amenajat. in plus s-a
dovedit cd metoda LAL este influentatd de prezenta unor polizaharide, asa cum este B-(1,3)-D-
glucanul , care se giseste in celulele de ciuperci, drojdii i alge.

A fost dezvoltatd si o metodd de cromatografie pe hartie, similard cu cromatografia in strat
subtire prezentata in inventia CN105116142A, 2017. Metoda are dezavantajul cid e foarte
imprecisd §i necesitd un aparat de cromatografie, care este destul de scump. Metoda necesitd
aducerea probelor la laborator si nu se poate aplica pe teren.

in ultimul timp au aparut diferite tipuri de biosenzori. Se cunosc multe tipuri de biosensori,
bazati pe afinitatea LPZ cu proteine si cu peptide, biosenzori bazati pe anticorpi, biosenzori
bazati pe aptameri si biosenzori cu celule descrisi in ,,Wenqiong Su,Xianting Ding, Methods
of Endotoxin detection, Journal of the Association for Laboratory Automation, 1-11, DOI:
10.1177/2211068215572136, 201”. Toate aceste tipuri de biosenzori pentru determinarea
endotoxinelor au dezavantajul cé utilizeazd materiale de tipul peptidelor si proteinelor si care
prin urmare sunt biodegradabile rapid si deci au o foarte slabad rezistentdi n timp, presupun
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procedee foarte laborioase de preparare a componentului biologic si sunt scumpe. Multe dintre
ele, cum ar fi metoda bazata pe anticorpi implica probleme de etica, intrucat anticorpii se extrag
prin omorarea animalului. Ca variante ale biosenzorilor, s-au dezvoltat senzorii biomimetici,
bazati pe polimeri imprentati molecular, cu capacitate de recunoastere moleculard similard cu
anticorpii naturali, motiv pentru care polimerii imprentafi molecular se mai numesc si anticorpi
sintetici. Astfel se cunoaste un senzor optic conform: M.J. Abdin, Z.Altintas,I.E.Tothill, In
silico designed nanoMIP based optical sensor for endotoxins monitoring, Biosensors and
Bioelectronics 67, 177-183, 2015, bazat pe MIP si pe metoda de detectie Rezonanad
Plasmonicd de Suprafatdi -SPR. Suprafaja de detectie este preparatd prin polimerizare pe
suprafati. Mai intdi endotoxina este legatd covalent pe suprafata unor bile de sticld, tratate in
prealabil cu o solutie de 3-aminopropil- trimetiloxisilan (APTMS) in toluen. Apoi bilele de
sticlasunt spalate cu acetond si incubate cu o solutie de glutardialdehida in tampon fosfat de pH
7.4. Endotoxina este imobilizatd pe suprafatd prin incubare din solutie de tampon fosfat 7,4.
Urmeaza spalarea pentru indepértarea endotoxinei nelegate. Urmeazi creeare matricei polimere
in jurul templatului endotoxind, care se face folosind ca monomer functional acidul itaconic i ca
reticulanti un amestec de trimetilol propan trimetacrilat (TRIM) si etileneglicoldimetacrilat
(EDGMA) dizolvati in dimetilformamidd $i cu initiere cu pentaeritritoltetrakis(3-
mercaptopropionat) (PETMP), ca agent de trasfer si esterul benzilic al acidului N,N-
dietilditiocarbamic ca fotoinifiator si agent de transfer. Fotopolimerizarea se realizeazi cu o
lampé de UV. Dupd multe alte faze complicate, cum ar fi cea de post polimerizare are loc in final
extractia endotoxinei, prin ruperea legiturilor covalente , si se adaugd nanoparticule de aur
pentru a se putea aplica metoda SPR. Dupa cum se vede din cele de mai sus, metoda prezinta
dezavataje importante: prepararea ssuprafetei este extrem de laborioasd, se folosesc multe
substante scumpe iar metoda SPR implicé folosirea unei surse de laser si a unui detector special.

Problema tehnicd pe care o rezolvd inventia constd in aceea cédsuprafetele hibride se prepara
printr-un procedeu sol-gel utilizdnd un amestec de silani: 3-(2-trimetoxisilil)-propilmetacrilat
(MAPTES) si tetraetoxisilan (TEOS), cu adausul de particule de polimer electroconductiv, mai
precis de polipirol (PPY), filmele fiind preparate direct pe suprafata electrodului de carbon a
unui senzor electrochimic. Suprafetele hibride sub forma de filme si procedeul conform inventiei
inldturd dezavantajele materialelor si procedeelor mentionate anterior prin aceea ci suprafata
hibrida se prepari prin reactia MAPTES cu TEOS, in rapoarte molare de 0,8...1,2: 1, in mediu de
NH4OH continand 40...60 % masic, fatd de silani, particule de polipirolde dimensiune 1...5 pm,
prepararea ficéndu-se direct pe suprafata electrodului de carbon al unui senzor electrochimic,
filmul obtinut fiind imprentat molecular cu lipopolizaharida si poseddnd capacitatea de a detecta
prezenta endotoxinei prin voltametrie ciclicd, iar procedeul de obtinere a suprafetelor hibride
constd in prepararea unei solutii formatd din MAPTES si TEOS, in raport molar 0,8...1,2: 1 in
alcool etilic absolut, raportul volumetric intre amestecul de silani si alcool etilic fiind de
0,15...0,25:1, se prepard o alti solutie cu concentratia de 0,4...0,6 g/L de lipopolizaharida in api,
prin dizolvarea lipolozaharidei avand 250000 UE/mg, unititi de endotoxin, in api distilati si se
amestecd cu prima solutie intr-un raport volumetric de 0,4...0,6: 1 fatd de alcoolul etilic,
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obtindndu-se solutia precursoare A si in paralel se prepard mediul catalitic B care consta din
solutie de NH4OH25%, continand 40... 60% masic, fatd de amestecul de silani existent in solutia
A, particule de polipirol cu dimensiunea de 2...7 pm cu rol de agent de dopare, apoi solutia
precursoare A este adaugatd treptat, timp de 5...15 minute, la temperatura de 20..30 °C, in
mediul catalitic B, la un raport intre volumul solutiei A si volumul de solutie de NH4OH 25% din
mediul catalitic B de 1: 0,3...0,4, sub agitare continud, cu viteza de 150...250 rot/min, dupa care
amestecul se mentine sub aceisi agitare si la aceiasi temperaturd incad 1,5..2,5 ore pentru
hidroliza partiala a gruparilor -OR ale monomerilor, rezultdnd o matrice sol-gel cu continut de
polipirol, din care se ia cu o pipeta o cantitate §i se depune sub forma de picatura pe electrodul de
carbon al senzorului electrochimic, raportul masd de carbon: volum picéaturd fiind de 1:2...4, se
lasd la maturat la temperatura de 20..30 °C, timp de 40-54 ore si apoi incd 40... 54 ore la
temperatura de 45...60 °C, apoi electrodul este spilat pentru extractia LPZ in 3 reprize prin
simpla imersare la temperatura camerei de 20 °C timp de céte 10...15 minute in apa distilati la un
raport volumetric intre picitura initiala sol-gel si apa de spalare de 1: 800...1200 si apoi este ldsat
s se usuce timp de 20-28 ore la temperatura de 20...30 °C..

Inventia prezintd urmatoarele avantaje:

- Suprafetele hibride obtinute sunt sensibile la prezenta endotoxinelor;

- Filmele imprentate molecular au o bund aderenti la substratul de carbon al electrodului;

- Procedeul propus este simplu si nu necesité aparaturd complicata;

- Se folosesc materii prime ieftine;

- Se lucreazd la temperatura camerei sau apropiati de aceasta, deci cu consumuri energetice
reduse;

- Suprafetele sunt destinate pentru metoda de detectie electrochimica, care este simpla, are
detectori ieftini, cum ar fi cei serigrafiati, se poate aplica pe aparate portabile, se poate
automatiza §i poate fi aplicatd pentru monitorizarea continuati la distantd a prezentei
endotoxinelor;

- Suprafetele hibride polimerice pot fi depozitate in conditii normale si pot fi reutilizate dupa
spalari succesive;

- Nu se folosesc substante toxice gi nu sunt probleme deosebite de toxicitate la locul de lucru sau
in mediul inconjuritor.

Se dau in continuare exemple de realizare a inventiei:

Exemplul 1. Intr-un flacon de sticld de 10 mL se introduc pe rand 1 mL etanol absolut, 0,07 mL
MAPTES si 0,08 mL TEOS, raportul molar intre silani fiind de 0.8: 1, iar raportul volumetric
intre amestecul de silani si etanol fiind de 0,15:1. Se amesteca pentru omogenizare. Separat, se
prepard o solutie de 0,4 g/L de LPZ prin dizolvarea LPZ (250000 UE/g) in apa distilata. Se iau
0,6 mL din aceasta solutie si se adaugd peste solutia de etanol cu silani si se agiti pentru
omogenizare, obtindndu-se astfel solutia precursoare A. Intr-un alt flacon de 10 mL se introduc
0,48 mL solutie de NH4OH 25% . Se introduce un agitator magnetic teflonat si flaconul se pune
pe plita unui agitator magnetic, aflata la temperatura de 20 °C . Se porneste agitarea, se regleazi
la 150 rot/minsi se adaugd 0,06 g particule de polipirol cu dimensiunea de 1 um, preparindu-se
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astfel mediul catalitic B. Dupa circa 3 minute, se incepe addugarea solutiei A peste mediul
catalitic B. Addugarea dureazi 5 minute. Se continud agitarea la temperatura de 20 °C timp de
2,5 ore. Se iau 3 pL din solul preparat si se depun pe electrodul de carbon al senzorului
electrochimic, ceea ce corespunde la un raport masé carbon: volum picaturd de 1: 2. Se lasa la
maturat la temperatura de 20 °C, timp de 54 ore. Apoi senzorul se introduce intr-o etuvd unde se
tine la maturat incd 54 ore la temperatura de 45 °C. Senzorul se lasd apoi sd se riceascd in
atmosfera liberdsi se spald de 3 ori prin imersare in cite 3,6 mL apd distilatd la temperatura
camerei de 20 °C, timp de cate 12 minute, la un raport apa distilata: picaturi sol-gel initiala de 1:
1200 si apoi este ldsat sa se usuce timp de 28 ore in aer liber cu temperatura de 20 °C. Se obtin
senzori electrochimici care prin voltametrie ciclicd prezintd deplasarea picului de oxidare in
functie de cantitatea de endotoxina si care se pot folosi pentru detectie electrochimica.

Exemplul 2. Intr-un flacon de sticla de 10 mL se introduc pe rand 1 mL etanol absolut, 0,14 mL
MAPTES si 0,11 mL TEOS, raportul molar intre silani fiind de 1.2: 1, iar raportul volumetric
intre amestecul de silani i etanol fiind de 0,25: 1. Se amesteca pentru omogenizare. Separat, se
prepard o solutie de 0,6 g/L de LPZ prin dizolvarea LPZ (250000 UE/g) in apé distilata. Se iau
0,4 mL din aceasta solutie si se adaugd peste solutia de etanol cu silani §i se agitd pentru
omogenizare, obtinindu-se astfel solutia precursoare A. Intr-un alt flacon de 10 mL se introduc
0,52 mL solutie de NH4OH 25% . Se introduce un agitator magnetic teflonat si flaconul se pune
pe plita unui agitator magnetic, aflata la temperatura de 30 °C . Se porneste agitarea, se regleazi
la 250 rot/min si se adaugd 0,15 g particule de polipirol cu dimensiunea de 5 um, preparandu-se
astfel mediul catalitic B. Dupé circa 3 minute, se incepe addugarea solutiei A peste mediul
catalitic B. Addugarea dureazdl2 minute. Se continui agitarea la temperatura de 30 °C timp de
1,5 ore. Se iau 6 pL din solul preparat si se depun pe electrodul de carbon al senzorului
electrochimic, ceea ce corespunde la un raport maséa carbon: volum picaturd de 1: 4. Se lasd la
maturat, pe plita agitatorului, la temperatura de 30°C, timp de 40 ore. Apoi senzorul se introduce
intr-o etuva unde se tine la maturat incd 40 ore la temperatura de 60°C. Senzorul se lasi apoi sd
se raceascd in atmosferd libera si se spald de 3 ori prin imersare in cate 4,8 mL apa distilata,
aflaté intr-un flacon pe plita agitatorului, la temperatura de30 °C, timp de cite 10 minute, la un
raport apd distilatd: picaturd sol-gel initiala de 1: 800 si apoi este ldsat sa se usuce pe plita
agitatorului timp de 20 ore la temperatura de 30 °C. Se obtin senzori electrochimici care prin
voltametrie ciclicéd prezintd deplasarea picului de oxidare in functie de cantitatea de endotoxina si
care se pot folosi pentru detectie electrochimica

Exemplul 3. [ntr-un flacon de sticld de 10 mL se introduc pe rand 1 mL etanol absolut, 0,1 mL
MAPTES si 0,095 mL TEOS, raportul molar intre silani fiind de 1: 1, iar raportul volumetric
intre amestecul de silani i etanol fiind de 0,195: 1. Se amesteca pentru omogenizare. Separat, se
prepard o solutie de 0,5 g/L de LPZ prin dizolvarea LPZ (250000 UE/g) in apa distilata. Se iau
0,45 mL din aceasta solutie si se adaugi peste solutia de etanol cu silani §i se agitd pentru
omogenizare, obtindndu-se astfel solutia precursoare A. Intr-un alt flacon de 10 mL se introduc
0, 58 mL solutie de NH4OH 25% . Se introduce un agitator magnetic teflonat si flaconul se pune
pe plita unui agitator magnetic, aflata la temperatura de 25 °C . Se porneste agitarea, se regleazi

g

74



RO 134995 A2

la 200 rot/min si se adauga 0,10 g particule de polipirol cu dimensiunea de 4 pm, preparéndu-se
astfel mediul catalitic B. Dupd circa 3 minute, se incepe addugarea solutiei A peste mediul
catalitic B. Adiugarea dureaza 8 minute. Se continui agitarea la temperatura de 25 °C timp de 2
ore. Se iau 4,5 pL din solul preparat si se depun pe electrodul de carbon al senzorului
electrochimic, ceea ce corespunde la un raport masé carbon: volum picaturd de 1: 3. Se lasi la
maturat, pe plita agitatorului, la temperatura de 27 °C, timp de 48 ore. Apoi senzorul se introduce
intr-o etuvi unde se tine la maturat incd 48 ore la temperatura de 55 °C. Senzorul se lasi apoi s
se riceascd in atmosferd liberd si se spald de 3 ori prin imersare in cite 4,5 mL apd distilatd,
aflata intr-un flacon pe plita agitatorului, la temperatura de 23°C, timp de céte 10, 12 si respectiv
15 minute, la un raport apa distilata: picaturd sol-gel initiala de 1: 1000 si apoi este ldsat sa se
usuce pe plita agitatorului timp de 24 ore la temperatura de 25°C. Se obtin senzori electrochimici
care prin voltametrie ciclicd prezintid deplasarea picului de oxidare in functie de cantitatea de
endotoxina si care se pot folosi pentru detectie electrochimica.

Exemplul 4. [ntr-un flacon de sticld de 10 mL se introduc pe rand 1 mL etanol absolut, 0,107 mL
MAPTES si 0,113 mL TEOS, raportul molar intre silani fiind de 0,9: 1, iar raportul volumetric
intre amestecul de silani si etanol fiind de 0,22: 1. Se amestecd pentru omogenizare. Separat, se
prepari o solutie de 0,45 g/L de LPZ prin dizolvarea LPZ (250000 UE/g) in api distilati. Se iau
0,5 mL din aceasta solutie si se adaugid peste solufia de etanol cu silani si se agitd pentru
omogenizare, obtinandu-se astfel solutia precursoare A. Intr-un alt flacon de 10 mL se introduc
0, 55 mL solutie de NH4OH 25% . Se introduce un agitator magnetic teflonat si flaconul se pune
pe plita unui agitator magnetic, aflata la temperatura de 23°C . Se porneste agitarea, se regleazi
la 220 rot/min si se adaugi 0,12 g particule de polipirol cu dimensiunea de 2 pm, preparéndu-se
astfel mediul catalitic B. Dupa circa 3 minute, se incepe addugarea solutiei A peste mediul
catalitic B. Addugarea dureaza 10 minute. Se continu agitarea la temperatura de 27°C timp de
1,8 ore. Se iau 5 pL din solul preparat si se depun pe electrodul de carbon al senzorului
electrochimic, ceea ce corespunde la un raport masa carbon: volum picatura de 1: 3,33. Se lasi la
maturat, pe plita agitatorului, la temperatura de 23°C, timp de 44 ore. Apoi senzorul se introduce
intr-o etuva unde se tine la maturat incd 46 ore la temperatura de 50°C. Senzorul se lasa apoi sa
se riceascd in atmosferd liberd si se spald de 3 ori prin imersare in cate 4,5 mL apa distilata,
aflati intr-un flacon pe plita agitatorului, la temperatura de 26°C, timp de céte 15, 12 si respectiv
10 minute, la un raport apa distilatd: picaturd sol-gel initiala de 1: 900 si apoi este ldsat sa se
usuce pe plita agitatorului timp de 22 ore la temperatura de 27°C. Se obtin senzori electrochimici
care prin voltametrie ciclicd prezintd deplasarea picului de oxidare in functie de cantitatea de
endotoxina si care se pot folosi pentru detectie electrochimica.

77



RO 134995 A2
76

SUPRAFETE HIBRIDE PENTRU DETECTIA ELECTROCHIMICA A
ENDOTOXINELOR MICROBIENE SI PROCEDEU PENTRU OBTINEREA
ACESTORA

REVENDICARI

1. Suprafete hibride pentru detectia electrochimica a endotoxinelor microbiene, caracterizate prin
aceea cd se prepard prin reactia 3-(2-trimetoxisilil)-propilmetacrilatului- MAPTES si
tetraetoxisilanului- TEOS, in rapoarte molare de 0,8...1,2: 1, in mediu de NH4OH continand
40...60 % masic fatd de silani particule de polipirolde dimensiune 1...5 um, prepararea facandu-
se direct pe suprafata electrodului de carbon al unui senzor electrochimic, filmul obtinut fiind
imprentat molecular cu lipopolizaharidd si posedand capacitatea de a detecta prezenta
endotoxinei prin voltametrie ciclica

2. Procedeu de obtinere a suprafetelor hibride pentru detectia electrochimicd a endotoxinelor
microbiene conform revendicarii 1, caracterizat prin aceeacd se prepardo solutie formatd din
MAPTES si TEOS, in raport molar 0,8...1,2: 1 in alcool etilic absolut, raportul volumetric intre
amestecul de silani si alcool etilic fiind de 0,15...0,25:1, se prepara o altd solutie cu concentratia
de 0,4...0,6 g/L de lipopolizaharidain apé, prin dizolvarea lipolozaharidei avand 250000 UE/mg,
unititi de endotoxind, in apa distilatd si se amesteca cu prima solutie intr-un raport volumetric de
0,4...0,6: 1 fata de alcoolul etilic, obtindndu-se solutia precursoare A si in paralel se prepara
mediul catalitic B care consta din solutie de NHsOH25%, continind 40...60% masic, fata de
amestecul de silani existent in solutia A, particule de polipirol cu dimensiunea de 2...7 um cu rol
de agent de dopare, apoi solutia precursoare A este adaugatd treptat, timp de 5...15 minute, la
temperatura de 20...30 °C in mediul catalitic B, la un raport intre volumul solutiei A si volumul
de solutie de NH4OH 25% din mediul catalitic B de 1: 0,3...0,4, sub agitare continud, cu viteza
de 150...250 rot/min, dupd care amestecul se mentine sub aceiasi agitare si la aceiasi temperatura
inca 1,5...2,5 ore pentru hidroliza partiald a gruparilor -OR ale monomerilor, rezultdnd o matrice
sol-gel cu continut de polipirol, din care se ia cu o pipetd o cantitate §i se depune sub forma de
picaturd pe electrodul de carbon al senzorului electrochimic, raportul masad de carbon: volum
picatura fiind de 1:2...4, se laséd la maturat la temperatura de 20...30 °C, timp de 40-54 ore si apoi
inca 40... 54 ore la temperatura de 45...60 °C, apoi electrodul este spilat pentru extractia LPZ in
3 reprize prin simpla imersare la temperatura camerei de 20 °C timp de céte 10...15 minute in apa
distilatd la un raport volumetric intre picatura initiala sol-gel si apa de spilare de 1: 800...1200 si
apoi este lasat sd se usuce timp de 20-28 ore la temperatura de 20...30 °C.
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