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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unor
nanoparticule de Au (AuNP) functionalizate cu poli-
hidrazide utilizate Tn dezvoltarea de biosenzori. Pro-
cedeul, conform inventiei, consta in etapele: dizolvare
polihidrazidd Tn solvent organic, la concentratii de
0,1...50 mM, dizovare acid cloroauric in apa la con-
centratii de 0,1...15,0 mM, cu mentinere unui raport
hidrazide/aur de 3,3/1, adaugarea treptatda solutiei de
acid cloroauric in solutia de polimer sub amestecare,
timp de 5...60 min., colectare AuNP grefate cu poli-

hidrazide prin centrifugare, purificare si imobilizarea bio-
moleculelor pe AUNP grefate cu polihidrazide in solutie
si aplicare/dispersare pe suprafete, prin intermediul
unor agenti de activare, rezultdnd bioconjugate sub
forméa de matrici polimerice cu structura conservata si
activitate pe termen lung adecvate pentru utilizare ca
biosenzori.
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Figuri: 3

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 determinatd de revendicarile continute in cererea publicatd in conformitate

cu art.23 alin.(1) - (3).

RO 138113 A2



RO 138113 A2

OFICILL. DI STAT PEMTRU INVENTH St MARCI
Cerare de bravet de Inventie

Nr N, 992&006 ..... %/
ata depnzit 18'1&'2022

DESCRIEREA BREVETULUI DE INVENTIE

Titlu: Metoda de grefare a nanoparticulelor de aur cu polihidrazide cu aplicatii in bioconjugarea

acestora cu enzime.

Elaborat de: Crisan Daniel Nicolae, Ignat- Barsan Méadalina-Maria, Onea Melania Loredana,

Leote Branco Ricardo Jose

Prezenta inventie se referd la o metoda de sintezd a unor nanoparticule de aur (AuNP)
grefate  ,,in-situ” cu polihidrazide prin reducerea acidului cloroauric cu poli(4-

etinilbenzohidrazidd) si bioconjugarea cu enzime prin intermediul agentilor de activare 1-etil-3-

(3-dimetil aminopropil) carbodiimida si N-hidroxisuccinimidd (EDC/NHS).

Metodele de preparare a AuNP grefate cu polimeri implica in general sinteza in prealabil
a AuNP stabilizate cu citrat (metoda Turkevich) si inlocuirea legdturilor ionice metal-ligand cu
legaturi covalente metal-tiol. Aceste metode impun necesitatea prezentei unor grupari tiol de

reguld la capetele polimerului.

Metode brevetate anterior (US9382346B2) fac referire la polimerizarea alchenelor in
prezenta unor agenti de transfer de tip tritiocarbonat si ,,contactarea” polimerului astfel obtinut de
AuNP sintetizate in mod independent de reactia de polimerizare, cu aplicatii in functionalizarea
acestora si utilizarea lor ca agenti terapeutici si/sau de localizare in medicind. Polimerii brevetati
includ o largd varietate de grupdri functionale, dar nu includ si categoria hidrazinelor si a
hidrazidelor. Un alt procedeu (W0Q2008078970A1) descrie obtinerea in situ de AuNP prin
intermediul unor agenti reducétori ai acidului cloroauric, pe un substrat, intr-un film polimeric
anionic sau cationic, ca metoda de integrare si prezervare a activitatii proteinelor pe suprafata unor

filme prin intermediul AuNP.

Prezenta inventie diferda de metodele descrise mai sus prin urmaétoarele aspecte si
tehnicalitdti. Polimerul folosit in aceastd metoda este o polihidrazida sintetizatd si nepublicata
anterior. Niciunul din brevetele anterioare nu acopera folosirea polihidrazidelor in formarea de

AuNP sau de orice alt fel de nanoparticule metalice. Brevetele anterioare fie folosesc AuNP

presintetizate si folosesc contactarea prin atomii de sulf, fie sintetizeazi in-situ AuNP, dar folosind
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agenti de reducere clasici, pe cdnd metoda prezentata foloseste polimerul in sine ca agent reducétor
si contactarea de AuNP prin hidrazide. Un alt aspect inovator este ci reactia are loc in solutie
versus fintr-un film polimeric. Astfel, imobilizarea biomoleculelor pe AuNP grefate cu
polihidrazide se poate face in solutie si apoi aplica/dispersa in diverse arhitecturi pe diferite

suprafete, spre deosebire de sistemul bidimensional al suprafetelor de filme polimerice.

Inventia prezintd urmitoarele avantaje: i) reducerea numarului de pasi necesari pentru
obtinerea de AuNP grefate cu polimeri, implicit si o reducere a costurilor cu sinteza si materialele
utilizate; ii) procedeul permite imobilizarea unei game largi de proteine pe AuNP functionalizate
cu polihidrazide, cu conservarea structurii si activitatii acestora pe timp indelungat comparativ cu
sistemele pe bazd de polimer liber sau AuNP negrefate; iii) procedeul in ansamblu, permite
utilizarea AuNP grefate cu polihidrazide pe o varietate de suprafete si substraturi, prezentand un

avantaj important in aplicatiile acestora in dezvoltarea de noi biodispozitive.

Metoda conform inventiei rezolvd dificultatile de obtinere a unor AuNP grefate cu

polihidrazide si bioconjugarea unor enzime pe suprafata acestora, si presupune urmétoarele etape:

— Dizolvarea polihidrazidei intr-un solvent organic miscibil cu apa, la concentratii intre 0,1
mM - 50 mM;

— Dizolvarea acidului cloroauric in apé la concentratii de 0,1 mM — 15,0 mM, pastrand o
proportie de cel mult 3,3:1 (hidrazide — aur);

— Adaugarea treptati a solutiei de acid cloroauric in solutia de polimer aflatd sub amestecare,
timp de 5-60 minute, urmata de colectarea AuNP grefate cu polihidrazide nepurificate prin
centrifugarea solutiei;

— Purificarea prin suspendarea AuNP grefate cu polihidrazide in solvent organic miscibil cu
apa (de preferat acelasi cu cel utilizat in etapa 1), urmata de colectarea AuNP grefate cu
polihidrazide purificate prin centrifugarea solutiei;

— Bioconjugarea enzimelor pe AuNP grefate cu polihidrazide prin intermediul agentilor de

activare EDC/NHS 1n solutie sau pe suprafete.

Se dd in continuare un exemplu de aplicare a metodei cu Figura 1 reprezentidnd schema

generald a metodei de obtinere a nanoparticulelor grefate cu polihidrazide si bioconjugarea

acestora cu enzime. In prima etapd de sinteza, o solutie apoasi de acid cloroauric (0,--mM:
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mM) este adaugata treptat unei solutii organice de polimer (0,1 mM — 50 mM) aflatd sub agitare
(aproximativ 10000 rpm). Formarea AuNP grefate cu polihidrazide are loc prin reducerea aurului
din acidul cloroauric, grupdrile hidrazide asigurand sursa de electroni necesara, fie prin 2 sau 4
electroni per grupare hidrazida, nefiind necesar un agent reducitor alternativ. in a doua etapa a
metodei, AuNP grefate cu polihidrazide purificate se pot folosii pentru bioconjugare, fie in solutie,
fie pe suprafete, cu biomolecule, e.g. enzime, prin reactia chimicd de condensare intre grupérile

hidrazide si grupari carboxilice activate cu EDC/NHS sau alti agenti de activare similari.

Figura 2 reprezinta imagini de spectroscopie electronica de baleiaj care confirma prezenta
de AuNP grefate cu polihidrazide si care valideazd metoda brevetatd. Se observa formarea unor
matrici polimerice in care nanoparticule de aur de forma sferoidala, cu dimensiuni intre 10-40 nm,
dispersate uniform in intregimea matricei si complet inconjurate de polimer. Nu se observd AuNP
izolate de matricea polimericd, confirméand coordinarea aurului concomitent cu reactia de reducere

redox a Au’* in prezenta hidrazidelor.

bioconjugate de AuNP si o enzima imobilizate pe suprafata unui electrod de Au) cu tipul de AuNP
utilizate, unde: AuNPI1- AuNP stabilizate in citrat, AuNP2 — AuNP grefate cu polihidrazide in
absenta EDC/NHS si AuNP3- AuNP grefate cu polihidrazide in prezenta EDC/NHS; insertul
reprezintd raspunsul cronoamperometric tipic al biosenzorului in prezenta substratului enzimatic.
Biosenzorul enzimatic a fost construit utilizind bioconjugate de AuNP si o enzima, bioconjugat
format in situ pe suprafata electrodului de Au prin picurarea impreund in volume egale a AuNP
(1% w/v solutie apoasd), enzima (1% w/v solutie apoasa) si agentii de activare si cuplare
EDC/NHS (1% w/v solutie in dimetilformamida si respectiv 4% w/v solutie apoasd). Volumul
total de amestec AuNP, enzimai si agenti de activare a fost in exemplul dat de 0.4 mL cm™. Analiza
electrochimica s-a realizat pe biosenzori obtinuti utilizdnd bioconjugate enzimatice pe baza de
AuNP3 si pe biosenzori pe baza de bioconjugate cu AuNP1 si 2 care au fost utilizati ca si control.
Aceastd analizd s-a realizat luand in considerare sensibilitatea biosenzorilor obtinuti utilizand cele
trei feluri de bioconjugate mai sus descrise, evaluatd in mod amperometric la un potential adecvat
care permite conversia si monitorizarea electrochimicd a reactiei enzimatice de conversie a
substratului enzimatic in produs de reactie (exemplificat in insertul din Figura 3). Astfel, se poate

observa o sensibilitate net superioard a biosenzorului pe bazd de bioconjugate cu AuNP3
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comparativ cu ceilalti doi biosenzori pe baza de bioconjugate cu AuNP1 si AuNP2, ceea ce poate
fi direct corelatd cu o cantitate mai mare de enzimd prezentd pe suprafata electrodului si cu o

conformatie favorabild a acesteia in bioconjugat.
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REVENDICARI:

Metodd de sintezd a nanoparticulelor de aur grefate ,,in-situ” prin reducerea acidului
cloroauric cu poli(4-etinilbenzohidrazida). Mai exact, amestecul intre solutii organice de poli(4-

etinilbenzohidrazida) si solutii apoase de acid cloroauric in concentratii de pana la 50 mM sub

agitare.

Metoda de bioconjugare a nanoparticulelor de aur grefate cu polihidrazide cu enzime

folosind EDC/NHS sau alti agenti de activare compatibili.
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Figura 1. Reprezentare schematica generala a fabricarii AuNP grefate cu polihidrazide si
bioconjugate cu enzima:
Etapa |-reducerea si coordinarea AuNP prin polihidrazide;
Etapa 2-bioconjugare cu enzima
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Figura 2. Imagini de spectroscopie electronica de baleiaj la magnificari de: A) 50 kX si B) 100
kX, care atesta formarea de AuNP grefate cu polihidrazide, intr-o matrice de polimer
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AuNP si 0 enzimd imobilizate pe suprafata unui electrod de Au) cu tipul de AuNP utilizate,
unde: AuNP1- AuNP stabilizate in citrat, AuNP2 — AuNP grefate cu polihidrazide in absenta
EDC/NHS si AuNP3- AuNP grefate cu polihidrazide in prezenta EDC/NHS; insertul reprezinta

rdspunsul cronoamperometric tipic al biosenzorului in prezenta substratului enzimatic.
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