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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
biosenzor avand ca element de biodetectie enzima
peroxid dismutaza, care intré Th componenta uneicelule
electrochimice pentru detectia electrochimica a radica-
lului superoxid. Procedeul, conform inventiei, consta in
etapele:realizarea transuctorului ampermetric din plasa
de fibre polimerice electrofilate de policaprolactona
(PCI) din solutie preparata in solvent 4:1 cloroform:
dimetrilformamida, acoperirea fibrelorde PCl cu un strat
de Au prin pulverizare catodica, taierea plaselor la

dimensiunile dorite, modificarea acestora cu cisteina
adsorbita chimic pe PCI/Au prin imersie Tntr-o solutie de
cisteind Tn solvent 1:1 apa:etanol, modificarea in
picatura a PCI/Au/cisteina prin intermediul agentilor de
reticulare, rezultdnd un biosenzor enzimatic pentru
detectie de superoxid in probe reale, adaptabil in
diverse celule de masurare.
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DESCRIEREA BREVETULUI DE INVENTIE

Titlu: Biosenzor enzimatic pe baza de fibre electrofilate acoperite cu aur si superoxid dismutaza

pentru detectie de superoxid

Elaborat de: [gnat-Barsan Madalina-Maria, Gomes Caroline, Aldea Anca.

Prezenta inventie se refera la un biosenzor pentru detectie electrochimica de superoxid,
integrat pe fibre electrofilate din policaprolactona (PCl) si acoperite cu aur (PCI/Au) si avand ca
element de biodetectie enzima superoxid dismutaza (SOD), imobilizata covalent prin intermediul
agentilor de reticulare EDC/NHS (1-etil-3-(3-dimetil aminopropil) carbodiimidd si N-

hidroxisuccinimidd) pe PCI/Au modificate chimic in prealabil cu cisteina.

Metodele de detectie a radicalului superoxid disponibile pe piata folosesc in general
substante chimice chemiluminescente (luminol sau saruri solubile de tetrazoliu), care in urma
interactiunii cu radicalul superoxid isi modifica proprietétile optice. De asemenea, se poate mésura
cantitatea de peroxid de hidrogen, rezultat in urma dismutarii radicalului superoxid, utilizdnd
reactivi care Tn urma oxidarii produse de H20> Tsi schimba proprietitile optice. Metoda de detectie
utilizdnd H2O: si reactivi stabilizati in ciclodextrine si derivate ale acestora a fost brevetata
(US7025734B1). Aceste metode spectrofotometrice de detectie a radicalului superoxid coreleaza
modificarile proprietatilor optice ale reactivilor utilizati cuantificate de un spectrofotometru cu
concentratia de superoxid. In aceste metode, reactivii utilizati, care includ si enzima superoxid

dismutaza, nu sunt reutilizabili.

De asemenea, s-a brevetat un senzor electrochimic de superoxid al cdrui element de
detectie este un film polimeric constituit dintr-un complex molecular porfirina-ion metalic
(W02005088290). Acesta se bazeaza pe reducerea ionilor de F3* la Fe** de catre superoxid, si
oxidarea Fe?* la F3* la electrod, avand astfel dezavantajul undei selectivititi reduse, neutilizdnd

enzima SOD.

Biosenzorul revendicat prin prezenta inventie este un dispozitiv care permite conversia

semnalului din reactia biochimicé catalizatd de enzima SOD si dependenta de concentratia de
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radical superoxid, intr-un semnal electric masurabil. Biosenzorul utilizeaza ca substrat de electrod
fibre electrofilate de PCl acoperite cu aur si modificat chimic cu cisteind. Stratul de detectie include
enzima SOD si doi agenti de reticulare EDC/NHS care permit imobilizarea eficienta a SOD pe
electrozii de aur modificati cu cisteind. Pentru realizarea detectiei amperometrice a superoxidului,
se utilizeazi o celula electrochimica in trei electrozi: 1) biosenzorul, electrodul de lucru in care au
loc reactii chimice, 2) contraelectrodul care serveste ca sursd de curent, si 3) electrodul de referinta
care permite masurarea si controlul potentialului electrodului de lucru prin utilizarea unui
potentiostat. Electrozii sunt imersati intr-o solutie de electrolit, de pH optim enzimatic, cu valori

cuprinse intre 6 si 9.

Inventia prezinta urmétoarele avantaje: scdderea costului procedeului de detectie a
superoxidului si cresterea selectivitatii procedeului de detectie a radicalului superoxid prin

utilizarea enzimei superoxid dismutaza.

Biosenzorul conform inventiei rezolva dificultatile de obtinere a unei biodetectii eficiente

si rapide, prin aceea ca este format din:

— transductor amperometric realizat din fibre electrofilate polimerice si acoperite cu aur

— monostrat de cisteind realizat prin modificarea chimica a suprafetei de Au, cu rolul de a
introduce grupari carboxilice, folosite pentru imobilizarea prin legéturi covalente a enzimei
prin intermediul agentilor d e reticulare EDC/NHS.

— strat de recunoastere biologica constituit din enzima SOD, imobilizata eficient pe electrod

si care permite biodetectia selectiva a radicalului superoxid.

Un aspect important al inventiei se refera la scaderea costului procedeului de detectie a
superoxidului prin utilizarea biosenzorului fabricat prin procedeul revendicat, prin reducerea

consumului de teactivi dar si limitarea deseurilor.

Alt avantaj general al biosenzorului revendicat este performanta analiticd superioard, si
anume o sensibilitate si stabilitate superioare, un timp de rdspuns rapid si limite mici de detectie.
Atat sensibilitatea cat si stabilitatea operationala ridicata a biosenzorului se datoreazi metodei de
imobilizare enzimaticd cu EDC/NHS pe electrozi modificati in prealabil cu cisteind si utilizarea
de suporti de electrod din fibre electrofilate din policaprolactona si acoperite cu aur. Fibrele au

diametrul de ordinul sutelor de nanometri, si formeaza ochiuri de retea submicronice care permit
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inglobarea eficienta a enzimei utilizind metodologia de reticulare cu EDC/NHS si cisteind

adsorbita chimic in prealabil pe fibrele electrofilate si aurite.

Biosenzorul conform inventiei are de asemenea avantajul de a putea fi scalat la diferite
forme/dimensiuni, astfel incét sa se adapteze la diverse celule de masurare, ca de exemplu celule

de masurare in flux.

Un alt avantaj semnificativ al inventiei reprezintd posibilitatea cuantificérii in vivo a
superoxidului din culturi celulare care pot fi crescute direct pe plasele electrofilate aurite PCI/Au.
Biocompatibilitate acestora a fost verificata prin testul LDH (lactat dehidrogenaza) - o metoda
bazatd pe testarea integritatii membranei celulare prin determinarea cantititii de LDH eliberat in
mediu. Rezultatele au fost satisfacatoare pentru aplicatii in vivo, viabilitatea celulelor crescute pe
membrane elec':roﬁlate fiind chiar imbunatitita in comparatie cu celulele crescute in godeu pe

placa de cultura (control 2D).

Se da in continuare un exemplu de realizarea inventiei in legitura cu Figura 1-
Reprezentare schematica generala a fabricdrii biosenzorului; Componente: (1)-fir din plasa
polimetrica policaprolactona electrofilatat si acoperita cu aur (PCl/Au); (2) fir de PCl/Au modificat
chimic cu cisteind (PCl/Au/cisteind) si (3) biosenzorul enzimatic PCl/Au/cisteind/SOD; Etape: (a)
imersia PCl/Au intr-o solutie de cisteina; (b) modificarea in picaturd a PCl/Au/cisteind cu
EDC/NHS si enzima si Figura 2 — Curba cinetica de oxidare (cronoamperometrie la potential fix)
si curba de calibrare a biosenzorului cu elementele de identificare a concentratiei de superoxid

utilizdnd curba de calibrare.

In Figura 1 sunt descrisi pasii de fabricare al biosenzorului. Substratul transductorului este
constituit din plase electrofilate de PCI si acoperite cu un film subtire de Au. Solutia utilizata in
electrofilare este de 16% w/v PCl preparata intr-un solvent 4:1 cloroform : dimetilformamida. S-a
utilizat un debit de 1,5 ml/h si un potential aplicat de 15 kV iar colectarea s-a facut pe cadrane de
cupru plasate la 15 cm distantd de seringa, folosind un sistem de colectare rotativ. Fibrele de PCI
au fost apoi acoperite cu un strat subtire de Au (200 nm) prin pulverizare catodica. Plasele pot fi
apoi tdiate in forme si dimensiuni dorite. Plasele au fost apoi modificate cu cisteina, adsorbita
chimic pe PCI/Au prin imersia plaselor intr-o solutie de 10 mM cisteind intr-un solvent de 1:1
apa:etanol. Plasele au fost apoi spalate cu apa ultrapurd si uscate in aer. Enzima SOD a fost

imobilizata prin legdturi covalente. Pentru aceasta s-au coimobilizat in picétura o solutie de 1%
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SOD, 1% EDC %i 4% , intr-un raport volumetric de 1:2:1. Biosenzorul este ldsat apoi 3 h la

temperatura camerei inaintea utilizarii.

Figura 2 reprezintd rdspunsul tipic a biosenzorului la 5 aditii succesive de substrat de
superoxid. Masuratorile electrochimice s-au realizat intr-o celula tipica de trei electrozi: electrodul
de lucru-biosenzorul, electrodul de referinta-Ag/AgCl si contraelectrodul-fir de Pt, imersati intr-o
solutie de tampon cu valori de pH adecvate enzimei SOD, intre 6 si 9. Astfel, prin tehnica de
cronoamperometrie la potential fix, se aplica un potential adecvat, de +0.3 V vs. Ag/AgCl, si se
inregistreaza o crestere a curentului anodic subsecvent injectdrii de superoxid (Aj). Réspunsul
cronoamperometric al biosenzorului permite construirea curbei de calibrare corespunzatoare (Af
versus concentratie de superoxid) si determinarea parametrilor analitici ai biosenzorului astfel: i)
panta curbei Aj versus concentratie de superoxid reprezintd sensibilitatea biosenzorului, ii)
domeniul linear si iii) limita de detectie ca fiind de trei ori deviafia standard raportatd la
sensibilitate. Utilizadnd ecuatia dreptei curbei de calibrare, biosenzorul poate fi aplicat in probe

reale si in situ sau in vivo, prin tehnica regresiei lineare.
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REVENDICARI:

Inventia, biosenzor enzimatic pentru superoxid caracterizat prin aceea ca utilizeaza ca
transductor electrochimic fibre electrofilate acoperite cu aur si ca element de biodetectie enzima
superoxid dismutaza imobilizata prin legaturi covalente prin intermediul agentilor de reticulare

EDC/NHS pe plase electrofilate acoperite cu aur si modificate chimic cu cisteina.
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Figura 1. Reprezentare schematica generala a fabricarii biosenzorului.

Componente: (1)-fir din plasa polimetrica electrofilatat si acoperita cu aur (PClI/Au); (2) fir de
PCI/Au modificat chimic cu cisteina (PCl/Au/cisteind) si (3) biosenzorul enzimatic
PCl/Au/cisteind/SOD
Etape: (a) imersia PCI/Au intr-o solutie de cisteina; (b) modificarea in piciturd a
PCl/Au/cisteina cu EDC/NHS si enzima SOD
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Figura 2. Curba cinetica de oxidare (cronoamperometrie la potential fix) si curba de calibrare a
biosenzorului cu elementele de identificare a concentratiei de superoxid utilizand curba de
calibrare.
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