(12)

(19) OFICIUL DE STAT
PENTRU INVENTII $1 MARCI
Bucuresti

(21)  Nr.cerere: d 2021 00128
(22)  Data de depozit: 25/03/2021

ROMANIA

11y RO 135235 A0
51) Int.Cl.
GO1N 27/327 (20080D.
GO1N 33/48 20691

CERERE DE BREVET DE INVENTIE

(41) Data publicarii cererii:
30/09/2021 BOPI nr. 9/2021

(71) Solicitant:
* INSTITUTUL NATIONAL DE CERCETARE
DEZVOLTARE PENTRU FIZICA
MATERIALELOR (INCDFM),
STR.ATOMISTILOR, NR.405A, CP.MG-7,
MAGURELE, IF, RO

(72) Inventatori:

+ BRANCO LEOTE RICARDO JOSE,
STR.FIZICIENILOR, NR.7, AP.8,
MAGURELE, IF, RO;

+ ENACHE TEODOR ADRIAN, SAT NANOV,
COMUNA NANOV, TR, RO;

+ IGNAT BARSAN MADALINA MARIA,
STR.CRIZANTEMELOR, NR.21A, ET .2,
AP.6, MAGURELE, IF, RO;

+ ENCULESCU MARIA-MONICA,
STR.DESPINA DOAMNA NR.20,
CURTEA DE ARGES, AG, RO

* DICULESCU VICTOR CONSTANTIN,
STR.NERVA TRAIAN, NR.16, BL.M35, SC.3,
ET.7, AP.88, SECTOR 3, BUCURESTI, B,
RO;

64 BIOSENZOR ELECTROCHIMIC PENTRU DETERMINAREA
ACIDULUI URIC IN FLUIDE BIOLOGICE

(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
biosenzor electrochimic pentru detectia acidului uric Tn
fluide biologice. Procedeul, conforminventiei, consta in
etapele de: realizare a unui electrod din fibre polimerice
electrofilate cu dimensiuni micro- si nano-metrice aco-
perite cu paladiu, imobilizarea de uricaza pe suprafata
electrodului, masurarea curentului de reducere a stra-

tului superficial de PdO format la suprafata electrodului
prin reactia cu H,O,, cu limite de detectie a acidului uric
inferioare metodelor uzuale de analiza.

Revendicari: 2
Figuri: 1

Cu incepere de la data publicdrii cererii de brevet, cererea asigurd, in mod provizoriu, solicitantului, protectia conferitd potrivit dispozitiilor
art.32 din Legea nr.64/1991, cu exceptia cazurilor in care cererea de brevet de inventje a fost respinsa, retrasd sau consideratd ca fiind retrasa.
Intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este determinati de revendicérile continute in cererea publicatd in conformitate
cu art.23 alin.(1) - (3).

RO 135235 A0



RO 135235 A0

OFICIUL. D& STAY PENTRY INVENTH $i MARCI
Cererc de brovet de inventle

Nr...G‘ Jdodd. o 128

£
SRSSsANANANSEEENaNERENERSENARCRSaN

Data depozit .....2..5..'.0.3.'.2.021

Titlu
BIOSENZOR ELECTROCHIMIC PENTRU DETERMINAREA ACIDULUI URIC IN
FLUIDE BIOLOGICE

Autori
VICTOR CONSTANTIN DICULESCU, RICARDO JOSE BRANCO LEOTE, TEODOR
ADRIAN ENACHE, MADALINA MARIA IGNAT-BARSAN, MARIA-MONICA
ENCULESCU

DESCRIERE

Inventia se refera la un biosenzor electrochimic pentru detectia de acid uric in fluide biologice
mai exact in ser, urind si transpiratie si la metoda de detectie a acidului uric utilizdnd acest
biosenzor. Biosenzorul, fabricat din fibre polimerice electrofilate cu dimensiuni micro- si nano-
metrice acoperite cu paladiu, foloseste ca element de biorecunostere enzima uricaza imobilizata
pe suprafata electrodului.

Acidul uric este un produs al metabolizérii bazelor purinice ale acizilor nucleici. Concentratii
mari de acid uric in fluidele biologice sunt responsabile pentru diferite anomalii medicale, printre
care guta si calculii renali. Intervalul normal de concentratii de acid uric pentru un individ sénatos
variazd in functie de mediul de detectie/fluidul biologic astfel: in singe intre 150 si 480 pumol L'
la persoanele de sex masculin, respectiv 90 si 360 umol L' la persoanele de sex feminin; in urind
excretia normala este situata intre 1.50 si 4.50 umol L-! pe zi; in transpiratie concentratia de acid
uric se coreleaza cu cea din snge/plasma. Astfel, cuantificarea precum si monitorizarea continua
a acidului uric in fluide biologice reprezinta o necesitate pentru evaluarea stérii de sdndtate a unui
individ.

Metodele general utilizate pentru determinarea acidului uric mai ales in laboratoarele
specializate sunt de tip spectrofotometric, analizele fiind efectuate in ser [1]. De asemenea, sunt
descrise in literatura de specialitate si alte metode de cuantificare a acidului uric prin cromatografie
lichida de inalta performantd [2], metode optice [3,4] dar si metode care folosesc senzorii si
biosenzorii electrochimici. Sunt cunoscuti senzori electrochimici bazati pe diverse nanostructuri
metalice si oxidice [5-7] dar si pe sisteme hibride metal/oxid metalic cu nanostructuri de carbon

[8,9], dar care din lipsa elementului de biorecunoastere prezintd o selectivitate redusid pentru
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detectia acidului uric, in special in probele complexe. De asemenea, sunt cunoscuti diversi
biosenzori electrochimici pentru detectia de acid uric prin intermediul enzimei uricaza [10]
imobilizatd la suprafata electrozilor obtinuti din diverse materiale [I11-13]. Acesti biosenzori
functioneaza la potentiale suficient de pozitive (> 400 mV) pentru ca raspunsul biosenzorului sa
fie afectat de semnalele electrochimice ale interferentilor prezenti in matricele complexe.
Diminuarea potentialului de functionare a fost de asemenea investigatd, fiind propuse diverse
solutii bazate pe materiale nanostructurate si/sau polimeri conductori [14,15], in arhitecturi
complexe dar a céror liniaritate [ 14] este in afara valorilor limitelor fixate de legislatia in domeniu.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in: costurile reduse de fabricare obtinute
prin consumul mic de reactivi chimici (de ordinul microlitrilor); costuri reduse de utilizare prin
posibilitatea utilizarii biosenzorului in afara laboratorului fard interventia personalului inalt-
calificat; sensibilitate si selectivitate ridicate obtinute prin elementul de biorecunoastere, respectiv
prin potentialul de detectie; limitd de detectie inferioara metodelor general utilizate pentru
determinarea acidului uric in laboratoarele specializate; posibilitatea miniaturizarii si integrérii in
sisteme de tip array pentru analizd multipla; flexibilitatea materialului pentru aplicatii in domeniul
senzorilor purtabili pentru determinarea acidului uric in sifu, in transpiratie.

Conform inventiei, biosenzorul de acid uric se realizeazd prin imobilizarea de uricazd la
suprafata electrodului de fibre polimerice electrofilate cu dimensiuni micro- si nano- metrice
acoperite cu paladiu iar principiul de functionare al biosenzorului este caracterizat prin urmatoarea

schema de reactii chimice:

acid uric + Oz + H>O — alantoind + CO; + H>0; (chimic)
Pd + H;O> — PdO + H>O (chimic)
PdO + 2¢ +2H" — Pd + H;O (electrochimic)

Conform inventiei, metoda de determinare e acidului uric in fluide biologice folosind
biosenzorul de acid uric se bazeazd pe cuantificarea indirectd a H2O: produs la suprafata
biosenzorului in urma reactiei dintre acidul uric si enzima uricaza, prin masurarea curentului de
reducere a stratului superficial de PdO format la suprafata electrodului de fibre polimerice
electrofilate cu dimensiuni micro- si nano- metrice acoperite cu paladiu prin reactia cu H20-.

in cele ce urmeazi se prezintd un exemplu de realizare a inventiei in legatura cu figura 1 care
reprezintd etapele de fabricare a biosenzorului de acid uric si pasii necesari completarii acestor

etape.
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Etapa 1. Fabricarea electrodului de fibre polimerice electrofilate cu dimensiuni micro- si nano-

metrice acoperite cu paladiu se realizeaza in patru pasi:

1.

o solutie de 10% (m/v %) de polimetacrilat de metil in DMF este electrofilata timp de 15
min la o tensiune de 15 kV, un flux de 0.5 mL/or3, o temperatura de 23-25 °C si umiditate
relativa intre 30 si 40 %, fibrele polimerice electrofilate cu dimensiuni micro- si nano-

metrice fiind acumulate pe un cadru de cupru cu dimensiuni de 5 x 5 ¢cm;

. fibrele polimerice electrofilate cu dimensiuni micro- si nano- metrice astfel obtinute sunt

metalizate cu Au timp de 90 min prin pulverizare catodicd in cAmp magnetron, in
atmosfera de Ar, din tintd de Au cu o puritate de 99.999%, obtinandu-se fibre electrofilate

cu dimensiuni micro- i nano- metrice acoperite cu aur;

. fibrele electrofilate cu dimensiuni micro- $i nano- metrice acoperite cu aur sunt transferate

pe folie de politereftalat de etilend (PET) prin incélzirea intregului ansamblu la 120 °C

timp de 1 min;

. fibrele electrofilate cu dimensiuni micro- si nano- metrice acoperite cu aur transferate pe

folie de PET sunt folosite ca electrod de lucru intr-o celuld electrochimica cu volum de
50 mL, formata dintr-un electrod de referinta de tip Ag/AgCl si un contra-electrod de Pt
imersati intr-o solutie de 3 mM PdCl; in 0.1 M HCI pentru depunerea electrochimica a
stratului de Pd la un potential aplicat de -0.10 V timp de 30 min, obtindndu-se astfel

rodului de fibre electrofilate cu dimensiuni micro- si nano- metrice acoperite cu paladiu.

Etapa 2. Imobilizarea enzimei uricaza pe electrodul de fibre polimerice electrofilate cu dimensiuni

micro- si nano- metrice acoperite cu paladiu se realizeaza in trei pasi:

1.

10 pL dintr-o solutie de 5% uricaza in tampon fosfat 0.1 M pH = 7.0 este depusa prin
metoda drop-casting pe suprafata electrodului de fibre polimerice electrofilate cu
dimensiuni micro- si nano- metrice acoperite cu paladiu cu o suprafata activd de 0.25 cm?;
electrodul este introdus intr-un recipient inchis impreuna cu o sursd de vapori de
glutaraldehidd constituitd dintr-un tub ce contine 500 plL solutie apoasda de 25%

glutaraldehida, unde este mentinut timp de 15 min la o temperatura de 23-25 °C;

. electrodul se usuca in aer timp de 60 min, obtinandu-se astfel biosenzorul de acid uric.

Céand nu este folosit, biosenzorul se pastreaza in solutie de tampon fosfat 0.1 M pH =

7.0 1a 4°C.
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Prin aplicarea prezentei inventiei se obtin urmatoarele avantaje: costurile reduse de fabricare
obtinute; costuri reduse de utilizare; sensibilitate si selectivitate ridicate; limitd de detectie
inferioara metodelor general utilizate pentru determinarea acidului uric in laboratoarele
specializate; posibilitatea miniaturizarii si integrarii in sisteme de tip array pentru analiza multipla;
flexibilitatea materialului pentru aplicatii in domeniul senzorilor purtabili pentru determinarea

acidului uric in situ, in transpiratie.
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REVENDICARI

1.

Biosenzor electrochimic pentru detectia de acid uric in ser, urind si transpiratie caracterizat
prin aceea cd enzima uricazd este imobilizata la suprafata electrodului din fibre de
polimetacrilat de metil electrofilate acoperite cu paladiu.

Principiu de functionare a biosenzorului din revendicarea 1 caracterizat prin aceea cd
determinarea acidului uric se bazeazd pe cuantificarea de H»O» produs la suprafata
biosenzorului in urma reactiei dintre acidul uric si enzima uricaza, prin misurarea curentului
de reducere a stratului superficial de PdO format la suprafata electrodului de fibre polimerice

electrofilate cu dimensiuni micro- $i nano- metrice acoperite cu paladiu prin reactia cu H20,.

Q«) )
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