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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
biosenzor electrochimic pentru detectia si cuantificarea
(bio)moleculelor care contin grupéri carbonil. Procedeul,
conform inventiei, consta in etapele de:

I) functionalizare a suprafetei metalice, sticla
si/sau siliciu a electrodului, cu dendrimeri care contin
grupari functionale hidrazida, sintetizati direct pe
suprafata din precursor de tip tiol-acid carboxilic sau
tiol-amina,

I1) imobilizarea compusilor de interes con-
tinadnd grupari carbonil pe suprafata functionalizata cu

formarea de legaturi covalente intre (bio)molecule si
dendrimer si

III) detectia gruparilor carbonil prin monitori-
zarea semnalelor electrochimice finainte si dupa
interactia gruparii hidrazida de la suprafata functionali-
zaté cu gruparile carbonil din (bio)molecule, cu regene-
rarea suprafetei pentru imobilizari ulterioare.
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DESCRIERE

Prezenta inventie descrie un procedeu pentru imobilizarea si detectia pe suprafete metalice sau cu
continut de siliciu a (bio)moleculelor ce contin grupari chimice carbonil in vederea dezvoltéarii de
senzori si biosenzori. Inventia presupune: i) functionalizarea suprafetelor prin grefarea de la suprafata
de dendrimeri cu grupdri terminale hidrazida; ii) imobilizarea (bio)moleculelor de interes prin reactia
chimicd dintre grupdrile hidrazida si carbonil urmatd de formarea de legéturi covalente intre
(bio)molecula de interes si dendrimer; iii) detectia gruparilor carbonil prin monitorizarea semnalelor
electrochimice inainte si dupd interactia gruparilor hidrazidd de la suprafata functionalizatd cu
grupdrile carbonil din (bio)molecule.

Dendrimerii sunt molecule polimerice monodisperse, precis definite structural si morfologic,
sferice si simetrice in jurul nucleului. Aceste proprietéti prezintd un avantaj in folosirea dendrimerilor
in aplicatii precum sisteme de administrare a medicamentelor, transfectie genetica [1], senzori si
biosenzori, sisteme de administrare a pesticidelor si insectidelor, imitatori de hemoglobina [2]. In
domeniul senzorilor, dendrimerii sunt folositi pentru detectarea protonilor/pH-ului, detectie de
cationi, stingerea semnalului de fluorescentd, printre altele. Dendrimerii pot fi sintetizati in vederea
obtinerii de cavitéti cu dimensiuni si specificitéti bine definite pentru a obtine sisteme cu selectivitate
mare. In general, dendrimerii sunt sintetizati prin reactii chimice de tip “click” [3], in urma unor
metode divergente sau convergente.

in metoda divergents, nucleul multifunctional este extins spre exterior printr-o serie de reactii
conditionate de o rata de conversie completa, necesard pentru a preveni neconformitdfi in structura
dendrimerului. Fiecare reactie incompleta se propaga de la o generatie la alta, rezultdnd in ramificatii
ale dendrimerului mai scurte decat cele prevdzute teoretic, fapt ce poate afecta atét structura cat si

functionalitatea produsului final. Datorita proprietatilor fizico-chimice similare intre dendrimerul puf

sl impuritéti, purificarea celor dintai devine dificila. : )a@"
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Metoda convergentd presupune combinarea moleculelor mici, dinspre exterior spre nucleul
dendrimerului, ceea ce permite eliminarea facild a impuritdtilor si a bratelor dendrimerice de
dimensiuni reduse. Datoritd propagérii dinspre exterior spre nucleu, dimensiunile acestor tipuri de
dendrimeri sunt semnificativ mai reduse comparativ cu cei obtinuti prin metoda divergentad care
impune limitéri datorate efectelor sterice.

Functionalizarea suprafetelor presupune conferirea de proprietati si activitdfi chimice unor
substraturi de altfel inerte sau slab active. Functionalizarea cu materiale polimerice se face prin
grefarea pe si de la suprafata, doua metode cu avantaje si dezavantaje proprii.

Grefarea pe suprafata presupune sinteza in prealabil a dendrimerului de interes prin reactii in
solutie, si depunerea prin metode fizice sau prin legaturd chimica la suprafata substratului. Aceasta
metoda este in prezent preferatd, intrucédt caracterizarea materialului polimeric are loc Inainte de
grefare folosind tehnici de caracterizare in solutie sau pe pulberi. Dezavantajele acestei metode sunt
legate de etapele de sintezd chimica ale moleculelor polimerice, etape care necesitd de multe ori mai
multi pasi precum si purificari complexe dar si expunere la substante periculoase. In plus, reactiile in
solutie necesitd si costuri mari aferente etapelor de sinteza si purificare deoarece 1n acest caz sunt
folosite concentratii §i cantitdti mari de precursori (de ordinul gramelor), contrar greférii de la
suprafatd, proces care necesitd cantititi de substantd semnificativ mai mici (micrograme, nanograme
sau chiar mai putin).

Grefarea polimerilor de la suprafatd presupune ancorarea prin legatura chimica a unor precursori
ce pot alipi prin legaturi chimice monomerii, inifiatorii sau agentii de transfer de lant, in vederea
polimerizdrii printr-o reactie heterogend solutie/substrat. Aceastd metodd permite functionalizarea
suprafetelor in regim mono-strat si ofera posibilitatea ajustarii densitatii de grefare prin controlarea
concentratiei superficiale a precursorilor. Aceastd proprietate permite prepararea unor suprafete
mono-strat versatile, cu grosimea si arhitecturd polimericd ajustabild. Grefarea de la suprafata
prezinta si avantaje de ordin sintetic derivate din sinteza de heterogend solutie/substrat. Purificarea
se face facil prin extragerea substratului din solutia de reactie, si spalarea suprafetei pentru
indepértarea impuritatilor neatasate chimic pe suprafata. Tehnica permite folosirea unor concentratii
mai scézute de precursori si evitarea folosirii substantelor nocive des intalnite in etapele de purificare.
Dezavantajele acestei metode sunt legate in primul rand de complexitatea caracterizérii moleculelor
aflate la suprafata, dar tehnicile moderne de caracterizare a suprafetelor au inceput s complementeze
cu succes tehnicile traditionale de analiza in solutie sau pe pulberi.

Hidrazidele si gruparile carbonil reactioneaza chimic rezultand in formarea de legituri covalente
de tip hidrazona si apa ca produs secundar de reactie. Aceste legdturi reversibile apartin aceleiasi
familii ca iminele si oximele cu precizarea ca, hidrazonele sunt stabile in mediu apos intm’f)H Ssi7,

oximele intre pH 2 si 7 pe cand iminele nu sunt stabile in mediu apos. Din aspectul revérsib'
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a reactiei fard produsi secundari, altii decat apa, hidrazidele prezinta o solutie eleganta pentru
imobilizarea la suprafatd a compusilor de interes ce contin grupéri carbonil, permitdnd totodata
regenerarea suprafetei pentru imobilizari ulterioare.

In general, metodele utilizate pentru detectarea si cuantificarea gruparilor carbonil se bazeaza pe
derivatizarea acestora cu dinitrofenilhidrazind, prin reactii similare cu cele mai sus descrise.
Dinitrofenilhidrazina este in general detectata prin metode spectrofotometrice [4,5] sau prin teste
imunochimice [6]. Alte metode precum electrochimia [7], electroforeza [8], fluorescenta [9] si
spectrometria de masd [10,11] au fost de asemenea aplicate, in general pentru identificare si
cuantificarea grupdrilor carbonil din peptidele si proteinele oxidate. Senzorii electrochimici au
avantajul dezvoltarii rapide si al detectiei in timp real oferind o sensibilitate ridicati si posibilitatea
cuantificdrii analitilor la costuri reduse, ceea ce reprezintd factori importanti pentru scalabilitate
comerciald. Ca atare, detectarea electrochimica a grupdrilor carbonil rezultate ca urmare a leziunilor
oxidative induse de radicali hidroxil in proteine s-a efectuat cu proteina adsorbita la suprafata unui
film nanobiocompozit modificat depus pe suprafata electrodului de carbon sticlos, care a fost incubat
cu reactivi Fenton. Cu toate acestea, in scop analitic, elementul de detectie trebuie sd fie o molecula
capabild sd recunoasca grupdri carbonil si sa detecteze o gama largd de concentratii.

Scopul inventiei din prezenta cerere este de modificare a suprafetelor metalice sau de siliciu cu
(bio)molecule ce contin grupari chimice carbonil folosind dendrimeri cu terminatii de tip hidrazida
pentru dezvoltarea de (bio)senzori. Desi in cazul general al polimerilor existd numeroase exemple de
grefare de la suprafata utilizdnd polimerizarea prin metodele RAFT sau ATRP, in cazul specific al
dendrimerilor se apeleazd la metoda grefarii pe suprafata, dendrimerii fiind sintetizati anterior in
solutie, metoda ce prezintd dezavantaje precum cele expuse anterior.

Inventia se adreseazd dezvoltérii tehnicii/metodelor chimice de functionalizare a suprafetelor cu
dendrimeri ce contin grupdri functionale de tip hidrazidd cu proprietdti de formare a legéturilor
covalente cu (bio)molecule ce prezintd la randul lor grupdri functionale de tip carbonil.
(Bio)moleculele ce prezintd grupari carbonil sunt molecule din urmatoarele familii de compusi
chimici: aldehide, cetone, amino acizi, lipide, acizi carboxilici, glucide, acizi nucleici si proteine.

Avantajele cheie aduse de prezenta metoda rezolva problemele critice ale metodelor deja existente
de imobilizare si detectie a (bio)moleculelor ce prezinta grupdri carbonil si sunt:

i) posibilitatea sintezei dendrimerilor direct pe suprafata;

ii) reducerea timpului de sinteza;

ii1) evitarea etapelor de purificare si a utilizarii de solventi organici scumpi si/sau toxici;

iv) obtinerea unei suprafete de electrod cu continut ridicat de grupari functionale; ‘

v) obtinerea unei suprafete functionalizate capabild de a interactiona si rg,gi’ﬁé/i obiliza.

(bio)molecule prin intermediul gruparilor carbonil;
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vi) obtinerea de senzori electrochimici pentru detectarea si cuantificarea de grupéri carbonil.

Se da in continuare un exemplu de realizarea a inventiei, in legaturd cu Figurile 1, 2, 3 si 4 ce

reprezinta:

Figura 1. Reprezentare schematica a pasilor necesari functionalizarii suprafetei de aur cu

dendrimer cu precursor de tip tiol-acid carboxilic.

Figura 2. Reprezentare schematica a pasilor necesari functionalizarii suprafetei de aur cu

dendrimer cu precursor de tip tiol-amina.

Figura 3. Evaluarea procesului de sintezd a dendrimerului prin spectroscopia in infrarosu cu

transformata Fourier.

Figura 4. Evaluarea electrochimica a procesului de interactie dintre gruparile hidrazida ale

dendrimerului grefat la suprafata electrodului si gruparile carbonil din (bio)molecule.

In Figurile 1 si 2 se ilustreaza schematic posibilitatea sintezei dendrimerilor direct pe suprafati,

fara a fi nevoie de sinteze chimice in solutie prin etape lungi si purificéri complicate, precum si fara

a fi nevoie de solventi organici scumpi si toxici. Metoda permite sinteza predominant in apa si reduce

timpul total de la ordinul sdptdmanilor la o durata de 1-2 zile, realizdndu-se in 12 pasi. Exista doud

procedee.

Procedeu 1. Precursor de tip tiol-acid carboxilic:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

substratul se imerseaza intr-o solutie etanolicad de acid 11-mercaptoundecanoic timp de pana
la 48 de ore, dar nu mai putin de 2 ore, preferabil 24 ore (Figura 1, pasul a);

substratul se extrage din baia de imersie, se clateste cu etanol si se introduce timp de 15
minute in baie de ultrasonicare cu etanol;

se extrage din baia de etanol, se spald cu apa distilata si se introduce Intr-o baie de ultrasunete
cu apd distilata timp de 15 minute;

se extrage substratul din baia de apa si se usucd sub un flux de azot sau argon, obtinadndu-se
substratul functionalizat cu precursor cu terminatie carboxilica;

substratul functionalizat cu precursor se imerseaza timp de o ora, intr-o solutie apoasa de
tris(2-aminoetil)Jamina de concentratie de pand la 10 mM, in care se adaugd un exces de pand
la 30 mM hidroclorura de N-(3-dimetilaminopropil-N’-etilcarbodiimida (EDC-HCI) dar nu
mai mult de 3 ori cantitatea de tris(2-aminoetil)amind (Figura 1, pasul b), obtindndu-se
substratul functionalizat cu amina;

substratul se extrage din baia de reactie, se cldteste cu apd si se introduce in baie de
ultrasonicare cu apa timp de 15 minute;

substratul functionalizat cu amina se imerseaza timp de o ora, intr-o solutie apoasa de acid

trimesic de concentratie de pana la 10 mM, in care se adaugd un exces de panata.30 mM

35
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8)

9
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hidroclorura de N-(3-dimetilaminopropil-N’-etilcarbodiimida (EDC-HCI) dar nu mai mult
de 3 ori cantitatea de acid trimesic (Figura 1, pasul c);

pasii 5 - 7 se repetd alternativ pand ce sfera exterioard contine acid carboxilic. Fiecare
repetitie a pasului 5 constituie o generatie a dendrimerului (n repetitii echivaldnd cu »
generatii, unde n < 5);

substratul functionalizat cu acid carboxilic se imerseaza timp de o ora intr-o solutie apoasi
de Boc-hidrazida de concentratie de pana la 10 mM in care se adaugd un exces de pani la
30 mM hidroclorura de N-(3-dimetilaminopropil-N’-etilcarbodiimida (EDC-HCI) dar nu

mai mult de 3 ori cantitatea de hidrazida (Figura 1, pasul d);

10) substratul se extrage din baia de reactie, se cliteste cu apa si se introduce intr-o baie de

ultrasonica cu apa timp de 15 minute, proces urmat de uscarea sub flux de azot sau argon;

11) substratul se imerseaza in solutie de acid trifluoroacetic timp de cel putin 5 minute dar nu

mai mult de 15 minute;

12) substratul se extrage din baia de reactie, se clateste cu apd si se usucd sub flux de azot sau

argon.

Procedeu 2: Precursor de tip tiol-amina:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

substratul se imerseazi intr-o solutie etanolica de 4-aminotiofenol timp de pana la 48 de ore,
dar nu mai putin de 2 ore, preferabil 24 ore (Figura 2, pasul a);

substratul se extrage din baia de imersie, se cldteste cu etanol si se introduce timp de 15
minute in baie de ultrasonicare cu etanol;

se extrage din baia de etanol, se spald cu apa distilata si se introduce intr-o baie de ultrasunete
cu apa distilata timp de 15 minute;

se extrage substratul din baia de apa si se usucé sub un flux de azot sau argon, obtindndu-se
substratul functionalizat cu precursor cu terminatie aming;

substratul functionalizat cu amind se imerseaza timp de o ord intr-o solutie apoasa de acid
trimesic de concentratie de pana la 10 mM, in care se adaugd un exces de pand la 30 mM
hidroclorurd de N-(3-dimetilaminopropil-N’-etilcarbodiimidad (EDC-HCI) dar nu mai mult
de 3 ori cantitatea de acid trimesic (Figura 2, pasii b si d);

substratul se extrage din baia de reactie, se cliteste cu apd, si se introduce in baie de
ultrasonicare cu apd timp de 15 minute;

substratul functionalizat cu acid carboxilic se imerseaza timp de o ora intr-o solutie apoasi
de tris(2-aminoetil)amind cu concentratie de pana la 10 mM, in care se adaugd un exces de

péné‘la 30 mM hidroclorurd de N-(3-dimetilaminopropil-N’-etilcarbodiimida (EDC-HCI)

dar nu mai mult de 3 ori cantitatea de tris(2-aminoetil)amina (Figura 2, pasul c), o "',[inéndu- '

se substratul functionalizat cu amina. ' Ol
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8) pasii 5 - 7 se repetd alternativ pana ce sfera exterioard contine acid carboxilic. Fiecare
repetitie a pasului 7 constituie o generatie a dendrimerului (n repetitii echivaldnd cu »
generatii, unde n < 5);

9) substratul functionalizat cu acid carboxilic se imerseaza timp de o ora intr-o solutie apoaséi
de Boc-hidrazida de concentratie de pana la 10 mM 1in care se adaugéd un exces de péand la
30 mM hidroclorura de N-(3-dimetilaminopropil-N’-etilcarbodiimida (EDC-HCI) dar nu
mai mult de 3 ori cantitatea de hidrazida;

10) substratul se extrage din baia de reactie, se clateste cu apa si se introduce intr-o baie de
ultrasonica cu apa timp de 15 minute, proces urmat de uscarea sub flux de azot sau argon;

11) substratul se imerseaza in solutie de acid trifluoroacetic timp de cel putin 5 minute dar nu
mai mult de 15 minute (Figura 2, pasul e);

12) substratul se extrage din baia de reactie, se clateste cu apa si se usuca sub flux de azot sau
argon.

In vederea obtinerii de dendrimeri cu hidrazide de la suprafete de sticli si/sau siliciu se pot folosi
precursori din clasa  aminosilanilor  precum  (3-aminopropil)trietoxisilanul, (3-
aminopropil)trimetoxisilanul, [3-(2-aminoetilamino)propil]trimetoxisilan. In cazul suprafetelor de
aur pot fi folositi ca precursori, in afara celor doud exemple mai sus mentionate, cisteamina, acidul
4-mercaptobenzoic, acidul mercaptoacetic, acidul 4-mercaptobutiric si acidul 4-mercaptofenilacetic.

Figura 3 ilustreazd spectrele in infrarosu cu transformata Fourier obtinute dupa fiecare pas de
sinteza, schematic reprezentat in Figura 1. Aceste spectre sunt necesare pentru evidentierea gruparilor
functionale obtinute la suprafata dupa fiecare etapa de sintezd asa cum acestea au fost descrie in
Procedeul 1. Semnalele specifice fiecdrui compus chimic addugat in urma fiecérui pas al sintezei sunt
identificate prin aceastd metoda.

In Figura 4 se ilustreazi posibilitatea transducerii interactiei dintre grupirile hidrazida din structura
dendrimerului grefat de la suprafata electrodului de aur si grupérile carbonil din structura unei
(bio)molecule. Interactia dintre gruparile carbonil si cele hidrazidd se realizeazd prin incubarea
electrodului functionalizat cu dendrimer cu hidrazida in solutie apoasd a (bio)moleculei cu grupari
carbonil. Electrodul se extrage din solufia unde a fost incubat, se cliteste cu apé si se imerseaza in
celula electrochimici cu electrolit de suport tampon fosfat 0.1 M pH 7.0. Transducerea interactiei se
face prin 1nregistrarea unei voltamograme urmérind scdderea semnalului analitic de oxidare
electrochimica a hidrazidei (Figura 4a), sau prin inregistrarea unui spectru de impedantd

electrochimica urmérind cresterea impedantei sistemului (Figura 4b).
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REVENDICARI

1.

Procedeu pentru functionalizarea suprafetelor de aur si/sau de siliciu, caracterizat prin aceea cd
se realizeaza prin grefarea de la suprafatd de dendrimeri cu grupéri terminale hidrazida.
Procedeu pentru imobilizarea (bio)moleculelor ce contin grupari chimice carbonil pe suprafete
de aur si de siliciu functionalitate cu dendrimeri cu grupdri terminale hidrazida, caracterizat prin
aceea cd se obtin conform revendicédrii 1. Imobilizarea se obtine prin formarea de legaturi
covalente intre grupdrile hidrazidd ale dendrimerului si gruparile carbonil ale moleculelor de
interes. (Bio)moleculele ce prezinta grupéri carbonil pot fi orice molecule din urmétoarele familii
de compusi chimici: aldehide, cetone, amino acizi, lipide, acizi carboxilici, glucide, acizi nucleici
si proteine.

Procedeul pentru detectia grupérilor carbonil din (bio)molecule, caracterizat prin aceea ca se
monitorizeazd semnalele electrochimice inainte si dupa interactia grupdrilor hidrazidd de la
suprafata de aur sau de siliciu functionalitate cu dendrimeri cu grupédri terminale hidrazida

obtinute conform revendicérii 1.
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