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Procedeu de obtinere a polimerilor imprimati molecular prin sintezi verde

Descrierea inventiei

Prezenta inventie se referd la un procedeu de fabricare pe cale uscatd a polimerilor
imprimati molecular prin mecanochimie cu aplicatii in domeniile analitic, biomedical, si

farmaceutic, agricol, de mediu sau alimentar..

Stadiul cunoasterii.

in ultimele decenii, structurile polimerice au jucat un rol important in domeniile
agricol, alimentar, de mediu, biomedical si farmaceutic, fiind utilizati ca: sisteme de transport
si cedare controlatd a unor compusi biologic activi, schele de inginerie tisulara, elemente de
recunoastere moleculard, etc. Un tip special de polimer functional il reprezintd polimerii
imprimati molecular (PIM), caracterizati prin prezenta in matricea polimerica a unor situsuri
specifice de recunoastere moleculard pentru o anumiti moleculi-tintd, numitd molecula-
sablon. Acestia reprezintd astfel receptori polimerici artificiali cu o selectivitate similard
omologilor lor naturali, dar prezintd o stabilitate chimica si termicd foarte bune, iar sinteza
acestora este facild si cu costuri mult reduse. Principalele aplicatii ale PIM sunt in tehnicile
analitice, in special 1n tehnicile de separare utilizati ca faze stationare in
(electro)cromatografie si separdri chirale precum si ca sorbenti selectivi in extractia in fazi
solidd (1). PIM au fost, de asemenea, aplicati ca elemente de recunoastere in dezvoltarea
biosenzorilor, in special a celor electrochimici (2) si optici (3). In ultimii ani, PIM s-au
dovedit a fi materiale foarte versatile in constructia de catalizatori (4) si de sisteme de
transport la tinta (5), fiind capabile s& functioneze ca rezervoare pentru eliberarea controlati si
prelungitd a agentului terapeutic datoritd difuziei particulare a acestuia prin reteaua
polimerica, difuzie ce poate fi optimizatd in functie de compozifia amestecului de

polimerizare utilizat la sinteza PIM (6).

Procedura clasicé de sintezd a PIM presupune amestecarea sablonului cu un monomer
functional adecvat, in prezenta unui agent de reticulare si a unui initiator, toate aceste
componente fiind dizolvate intr-un solvent organic cu rol de porogen. Dupa polimerizare si
indepartarea acesteia din reteaua polimerica, vor rimane in polimer cavitdti complementare

sablonului. Indiferent de metoda de sintezd a PIM (in solutie sau pe cale uscatd), pentru
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obtinerea cu succes a unor cavitdti imprimate, bine definite (complementare steric si
functional cu molecula sablon), este cruciald alegerea monomerilor potriviti, capabili sa
formeze un complex monomer functional — sablon, cit mai stabil, care va ,,fixa” molecula
sablon pe parcursul intregului proces de polimerizare (7). Gradul crescut de specificitate al
situsurilor din structura PIM este obtinut dacd solventul utilizat nu influenteazd in mod
negativ, printr-o manierd competitiva, interactiunile necovalente dintre sablon si monomerul
functional pe durata polimerizarii (de exemplu, prin formarea de legéturi de hidrogen solvent-
sablon, daca se utilizeazi ca solvent apa sau alt solvent protic). De obicei, solventii nepolari,
aprotici, cum ar fi cloroformul si toluenul, promoveaza asocierea monomerilor functionali cu
sablonul, in timp ce solventii polari precum metanolul si apa tind sa perturbe interactiunile
necovalente din complexul de prepolimerizare. Prin urmare, substantele insolubile in astfel de
solventi, cum sunt cele hidrosolubile (ex. polizaharide), sau cele denaturabile (ex. peptide,
proteine), prezintd dificultdti de imprimare. De asemenea, in procedura de imprimare
moleculard conventionald, pe cale umeda, se utilizeazd volume mari de solventi organici
toxici, generand astfel o cantitate mare de deseuri chimice toxice.

Unul dintre obiectivele industriilor farmaceutice si chimice este dezvoltarea unor
procese tehnologice sustenabile, ecologice care elimind sau reduc la minim utilizarea
solventilor. Cu toate acestea, evitarea solventilor necesitd adesea folosirea catalizatorilor
metalici sau de altd naturd, care accelereazi reactiile chimice, dar ingreuneazi purificarile,
mai ales in cazul produselor chimice fine, cum ar fi ingredientele farmaceutice active.
Mecanochimia a aparut ca o modalitate durabild care permite sinteza chimica, inclusiv
transformarile moleculare organice, folosind energia mecanica.

Conform IUPAC (8), o reactie mecanochimicé este o reactie chimica care este indusa
prin absorbfia directd a energiei mecanice. Notd: forfecarea, intinderea si triturarea sunt
metode tipice pentru generarea de situsuri reactive pe cale mecanochimicd, de obicei
macroradicali, in lanturile polimerice care sufera reactii mecanochimice.

Energia mecanochimica, cum ar fi cea cauzatd de forfecare, intindere, triturare si
mdcinare, este activatorul crucial al reactiei mecanochimice. Mecanochimia este a patra cale
de activare chimicd dupa termochimie (reactii termice traditionale), electrochimie si
fotochimie. '

Mecanochimia este chimia care studiazd comportamentul chimic al materialelor prin
efecte mecanice fard utilizarea solventilor sau cu cantitdti neglijabile de solvent, cu rol
catalitic, spre deosebire de metodele traditionale efectuate in solutie, in care componentele

sunt dizolvate intr-un solvent comun. Astfel, reactivii fiind in concentratie mare si in strans
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contact intre ei, activarea mecanochimica prin méacinare sau triturare este foarte avantajoasa.
Efectul de activator mecanochimic poate fi realizat manual folosind mojar si pistil, printr-un
reactor mecanochimic, cu ajutorul unei moare cu bile, vibratie, planetare sau prin extrudare.

Prin mecanochimie se pot obtine alte cdi de reactii in urma aplicérii stresului mecanic
iar randamentele realizate pot fi foarte ridicate.

in prezenta inventie, alegerea compusilor se realizeazi astfel incét, prin interactiunea
mecanochimicd, sd fie promovatd o interactiune intre monomerul(ii) functional(i) si sablon
si/sau o polimerizare a monomerilor din amestecul solid, fara sau cu adaosul unei mici
cantitati de solvent. Astfel, in functie de structura moleculei-gablon, se va opta (dar fira a se
limita la) pentru:
* monomeri functionali cu grupari acide (de exemplu: grupéri carboxilice) capabili sa
formeze interactiuni electrostatice cu grupdrile functionale bazice din structura
moleculei-sablon (de exemplu cu grupéri amino) (sau vice-versa),
e monomeri funcfionali capabili si interactioneze prin alte legituri necovalente (de
hidrogen, van der Waals, n-x, dipol-dipol, ion-dipol, etc.) cu molecula-sablon,
e monomeri ce pot forma legéturi covalente (precum esteri boronici, baze Schiff, etc.)
cu sablonul.
in amestecul solid sunt prezente doar componentele necesare sintezei polimerice iar
optional, pot fi utilizati aditivi suplimentari pentru o triturare mai eficientd (de exemplu:
alumina, silicagel, etc.) sau cu alte scopuri, in functie de utilizarea ulterioara.

Eliminarea totald sau utilizarea unui volum minim de solvent, transforma sinteza PIM
pe cale mecanochimici intr-o alternativa verde, care este durabild, ecologica si ieftina.

Procedeul conform inventiei inliturd dezavantajele procedeelor clasice de sintezi a
PIM, prin aceea ca sinteza nu foloseste apd sau solventi organici sau doar adaos de cantititi
extrem de mici. Imprimarea moleculard in solufie prezintd dezavantajul migcarii browniene a
moleculelor care duc la desfacerea legiturilor dintre monomerul functional si sablon.
Totodata, nevoia utilizarii unui solvent potrivit (apos sau organic polar), capabil sd mentini in
solutie complexul de prepolimerizare insd fird riscul afectdirii structurilor secundare, tertiare
sau cuaternare ale biomacromoleculelor (ex. peptide, proteine, lanturi nucleotidice, oligo- si
polizaharide, etc.), limiteazd aria de aplicabilitate a procesului de imprimare, poate avea
consecinte nefavorabile asupra eficientei acesteia, asupra caracteristicilor de performanta ale
polimerului imprimat rezultat, respectiv asupra calititii §i functionalitatii situsurilor de

recunoagtere moleculard formate.
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in cadrul procedeului propus spre brevetare, sinteza polimerilor imprimati molecular
se realizeazd pe cale uscatd fird utilizarea vreunui solvent in care si se dizolve toate
componentele amestecului de polimerizare (monomer functional, agent de reticulare, sablon)
cu sau fard expunerea acestuia la radiatii UV, printr-un procedeu mecanochimic manual sau
automat, realizat prin mécinare sau triturare folosind mojar si pistil sau cu ajutorul unei moare
cu bile, vibratie, planetare sau prin extrudare, iar polimerii rezultati prezintd selectivitati

ridicate fatd de molecula sablon comparativ cu polimerii echivalenti obtinuti in solutie.

Etapele realiziirii unei sinteze mecanochimice a PIM (etapele procedeului care formeazi

obiectul inventiei):

1. in prima etap4, intr-un flacon se cAntiresc componentele necesare pentru amestecul
de polimerizare: unul sau mai multi monomeri functionali, unul sau mai multi agenti de
reticulare, molecula-sablon si optional se poate adduga initiator, un volum mic de solvent sau
alti aditivi.

Molecula-gablon din cadrul amestecului de polimerizare poate fi orice substantd cu
masd moleculard micd (de exemplu atenololul) sau mare (de exemplu proteine, precum
albumina sericd bovind), iar monomerii utilizafi pot fi orice substantd care poate fi supusi

procesului de polimerizare, ca de exemplu substantele cu grupari vinil, dar fird a fi limitat

doar la acestea.

Astfel, pentru realizarea procedeului pot fi utilizati orice tipuri de monomeri
functionali cum ar fi cu titlu de exemplificare, insd nu limitat la acestia, monomerii din clasele
monomerilor naturali sau sintetici, din clasele monomerilor polari sau nepolari, din clasele

monomerilor cu grupdri vinil sau alte grupéri polimerizabile.

Modul de alegere a tipurilor de monomeri se realizeazi in functie de structura chimici
a moleculei-sablon pentru care se doreste si se sintetizeze PIM. Monomerul functional trebuie
ca prin intermediul grupdrilor functionale din structura acestuia si formeze legituri covalente
sau necovalente cu grupdrile funcfionale din structura sablonului. Astfel, selectarea
monomerului adecvat se poate realiza folosind mai multe strategii, cum ar fi tehnicile
spectroscopice (de exemplu, rezonanta magneticd nucleard, UV-vis, infrarosu, etc.), simuliri

computationale sau calorimetria cu titrare izoterma.
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Agentii de reticulare sunt substante cu doud sau mai multe grupéri polimerizabile cu
rol de a conecta monomerii functionali intr-o retea tridimensionald in care se vor imprima
cavititile complementare sablonului. in functie de natura agentului de reticulare se poate
controla morfologia retelei polimerice, asigurand totodatd stabilitatea situsurilor imprimate si
a retelei polimerice, precum §i o porozitate corespunzétoare pentru difuzia moleculei-gsablon
din si in polimer. Agentii de reticulare pot fi alesi din orice clasd, ca de exemplu (dar far3 a se
limita la) monomeri vinilici (cum ar fi cu titlu de exemplificare, insd nu limitat la
etilenglicoldimetacrilatul, divinilbenzenul, trimetilolpropan trimetacrilatul), din clasa
silanilor (cum ar fi acetoxisilanii, oximinosilanii si alcoxisilani s, insd nu limitat la acestia),
etc. De asemenea, specia chimica-sablon poate fi orice substantd polard, nepolara, neutra
sau ionica (ca de exemplu atenololul, albumina sericd bovina, dar fara a fi limitata la acestea),
iar alaturi de celelalte componente ale amestecului de prepolimerizare (amestec pentru
imprimare moleculard) acestia pot fi supusi unor reactii de complexare si polimerizare, in

mod simultan sau secvential.

Gramajul substantelor nu are importanta pentru procedeul supus brevetirii, din punct
de vedere stiintific fiind important raportul molar dintre monomerul functional si molecula-

sablon (de exemplu 1:1, 2:1, in general monomerul fiind in exces fati de sablon).

Procedeul de sinteza este identic indiferent de natura monomerilor sau sablonului

utilizat.

2. In a doua etapi, se introduc apoi in flacon una sau mai multe bile sau inele
(confectionate din otel inoxidabil, ceramica, zirconiu, teflon sau alt material) si se agitd
amestecul de pulberi un anumit timp pe un vortex sau intr-o moara cu bile, vibratie, planetare
sau prin extrudare cu sau fira expunere la radiatii UV. Mentionam ca amestecul de pulberi se
poate agita/tritura, cu sau fard expunere la UV, folosind mojar si pistil, sau cu ajutorul unei
moare cu bile, vibratie, planetare sau prin extrudare.

3. n a treia etapa, polimerii astfel obtinuti se spali (de exemplu de minim 3 ori) cu un
solvent potrivit pentru indepartarea sablonului (se alege un solvent in care molecula-sablon
este solubild), cum ar fi cu un amestesc de metanol-acid acetic glacial 9:1. Dupa spilare,

acestia sunt uscati la 40°C in etuvé, timp de 24 de ore.

Avantajele prezentei inventii:
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Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in prezentarea unui procedeu
verde de obtinere a polimerilor imprimati molecular cu aplicare in domeniile analitic,

biomedical, farmaceutic, agricol, de mediu sau alimentar.
Procedeul conform inventiei prezintd urmatoarele avantaje :

¢ este un procedeu ecologic, fira utilizarea de solventi organici toxici

e este simplu de aplicat si sigur in exploatare — nu se utilizeazd temperaturi crescute,
radiatii UV sau solventi inflamabili sau toxici

e necesitd un numir redus de faze tehnologice

» este eliminatd multe dintre incompatibilitédtile de solubilitate dintre molecula-sablon si
monomerii functionali, largind semnificativ aria de aplicabilitate ale procesului de
imprimare moleculard

e se obtin grade de imprimare superioare sintezei clasice in solventi

e pot oferi randamente superioare si timpi redusi de sintezi

Prezentarea inventiei:

Se dau in continuare exemple de realizare a inventiei.

EXEMPLU

Exemplul 1. Intr-un flacon de sticla de 5 mL s-au cantarit urmitoarele componente:
metilen-bis-acrilamidad 374 mg, persulfat de amoniu 46 mg si atenolol 26,6 mg (doar in cazul
polimerului imprimat — PIM_1) peste care s-au addugat 51 pL acid metacrilic, 30 mg alumina
si 50 pL acetonitril. Se introduc apoi cate 2 bile din otel inoxidabil (d=4mm) in flacon si se
agitd amestecul de pulberi timp de 2 ore pe un vortex la 3000 rpm si la expunere UV folosind
2 lampi UV de 18 W si L=59 cm. Polimerii astfel obtinuti au fost spélati de 3 ori cu amestec
metanol-acid acetic glacial 9:1 si apoi de 3 ori cu cite 5 mL. metanol absolut. Dup# spélare,
polimerii au fost uscati la 40 °C in etuva timp de 24 ore. Au fost obtinute 111 mg de polimer
imprimat (PMI_1) si 71 mg de polimer neimprimat (PNI_1). Polimerii au fost testati prin
studii de legare in prezenta sablonului dar si a altor substante cu structurd chimica similarad
aparfinand aceleasi clase farmacologice, B-blocantele. Pentru aceasta, cite 5 mg din polimerul

imprimat si 5 mg din polimerul neimprimat (preparat in absenta atenololului) au fost expusi la
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100 ng B-blocant (atenolol, carvedilol, propranolol sau alprenolol) intr-un mililitru de apa
ultrapurd. Dupd 24 de ore sub agitare, amestecul a fost centrifugat la 10000 rpm timp de 15
minute iar supernatantul a fost apoi analizat prin cromatografia de lichide de inalta
performantd (HPLC) folosind o coloani Agilent Zorbax Exclipse XDB-C18 150 x 4.8 mm cu
particule de diametru de 5 pm. In cazul atenololului s-a utilizat o fazi mobili alcituiti din
20% tampon boric 20 mM, pH=8.3 si 80 % acetonitril, iar pentru analiza propranololului,
alprenololului si a carvedilolului, compozitia acesteia a fost de 60% tampon boric 20 mM,
pH=8.3 si 40% acetonitril. Procentele de relegare au fost in cazul PIM_1: 93% pentru
atenolol, 6,8% pentru propranolol, 8,4% pentru alprenolol si 10,4% pentru carvedilol iar in
cazul PNI_1 acestea au fost: 9,6% pentru atenolol, 0,5% pentru propranolol, 3,9% pentru
alprenolol si 6,5% pentru carvedilol (Figura 1). Performantele polimerilor obtinuti pe cale
mecanochimicd au fost comparate cu polimeri similari preparati prin metoda traditionald in
solutie, in mediu neapos. S-au céntérit 9 mg de atenolol (in cazul PMI_UV 1) si 9 mg de acid
4,4-azobis(4-cianovaleric) peste care s-au addugat 17 pL acid metacrilic, 150 pL etilen-glicol-
dimetacrilat si 5 mL acetonitril. Polimerizarea a avut loc la temperatura camerei, prin
expunere la 2 lampi UV de 18 W si L=59 cm. Polimerii au fost spalati, uscati si testati in mod
similar ca cei obtinuti pe cale uscati. Dupd studiul de relegare, rezultatele in cazul
PMI UV_1 au fost: 95,2% pentru atenolol, 24,2% pentru propranolol, 20,8% pentru
alprenolol si 84,7% pentru carvedilol iar pentru PNI corespunzitor acestea au fost: 79,6%
pentru atenolol, 11,5% pentru propranolol, 2,13% pentru alprenolol si 61,4% pentru

carvedilol (Figura 2).

Exemplul 2. Intr-un flacon de sticld de 5 mL s-au cantéirit urmitoarele componente:
metilen-bis-acrilamidd 374 mg, persulfat de amoniu 46 mg, acid 2-trifluorometacrilic 85 mg
si atenolol 26.6 mg (doar in cazul polimerului imprimat — PMI_2) peste care s-au adiugat 30
mg alumina si 50 pL acetonitril. Se introduc apoi cite 2 bile din otel inoxidabil (d=4mm) in
flacon si se agitd amestecul de pulberi timp de 2 ore pe un vortex la 3000 rpm si la expunere
UV folosind 2 1ampi UV de 18 W si L=59 cm. Polimerii astfel obtinuti au fost spalati de 3 ori
cu amestec metanol-acid acetic glacial 9:1 si apoi de 3 ori cu cite 5 mL metanol absolut.
Dupa spalare, polimerii au fost uscati la 40 °C in etuva timp de 24 ore. Au fost obtinute
162,70 mg de polimer imprimat (PMI_2) si 34,50 mg de polimer neimprimat (PNI_2).
Polimerii au fost testati prin studii de legare in prezenta sablonului dar si a altor substante cu
structurd chimica similard apartinind aceleasi clase farmacologice, B-blocantele. Pentru

aceasta, cite 5 mg din polimerul imprimat si 5 mg din polimerul neimprimat (preparat in
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absenta atenololului) au fost expusi la 100 pg B-blocant (atenolol, carvedilol, propranolol sau
alprenolol) intr-un mililitru de apa ultrapurd. Dupa 24 de ore sub agitare, amestecul a fost
centrifugat la 10000 rpm timp de 15 minute iar supernatantul a fost apoi analizat prin
cromatografia de lichide de inaltd performantid (HPLC) folosind o coloand Agilent Zorbax
Exclipse XDB-C18 150 x 4.8 mm cu particule de diametru de 5 um. In cazul atenololului s-a
utilizat o fazd mobild alcétuitd din 20% tampon boric 20 mM, pH=8.3 si 80 % acetonitril, iar
pentru analiza propranololului, alprenololului si a carvedilolului, compozitia acesteia a fost de
60% tampon boric 20 mM, pH=8.3 si 40% acetonitril. Procentele de relegare au fost in cazul
PIM_2: 95,6% pentru atenolol, 51,1% pentru propranolol, 48,7% pentru alprenolol si 72,6%
pentru carvedilol iar in cazul PNI corespunzitor (PNI 2) acestea au fost: 31,9% pentru
atenolol, 24,29% pentru propranolol, 21,43% pentru alprenolol si 20,74% pentru carvedilol
(Figura 1). Performantele polimerilor obtinuti pe cale mecanochimicad au fost comparate cu
polimeri similari preparati prin metoda traditionala in solutie, in mediu neapos. S-au céntérit 9
mg de atenolol (in cazul PMI (PMI_UV _2)), 28 mg acid 2-trifluorometacrilic si 9 mg de acid
4,4-azobis(4-cianovaleric) peste care s-au adaugat 150 pL etilen-glicol-dimetacrilat i 5 mL
acetonitril. Polimerizarea a avut loc la temperatura camerei, prin expunere la 2 ldmpi UV de
18 W si L=59 cm. Polimerii au fost spalati, uscati si testati in mod similar ca cei obtinuti pe
cale uscatd. Dupé studiul de relegare, rezultatele in cazul PMI_UV_2 au fost: 73,8% pentru
atenolol, 6,2% pentru propranolol, 8,0% pentru alprenolol si 76,7% pentru carvedilol iar in
cazul PNI corespunzétor (PNI_UV_2) acestea au fost: 78,4% pentru atenolol, 10,8% pentru

ropranolol, 17,0% pentru alprenolol si 78,4% pentru carvedilol (Figura 2).
prop

Exemplul 3. intr-un flacon de sticla de 5 mL s-au cAntirit urmitoarele componente:
metilen-bis-acrilamidd 374 mg, persulfat de amoniu 50 mg, acid metacrilic 51 pL si albumina
sericd bovind 222 mg (doar in cazul polimerului imprimat — PMI_BSA 1) peste care s-au
addugat 30 mg alumind. Se introduc apoi cate 2 bile din otel inoxidabil (d=4mm) in flacon si
se agitd amestecul de pulberi timp de 2 ore pe un vortex la 3000 rpm si la expunere UV
folosind 2 lampi UV de 18 W si L=59 cm. Polimerii astfel obtinuti au fost spalati cu amestec
apd-acid acetic glacial 9:1 pana la indepdratea completd a proteinei si apoi de 3 ori cu céte 5
mL apa. Dupd spalare, polimerii au fost uscati la 40 °C in etuva timp de 24 ore. Polimerii au
fost testati prin studii de relegare a sablonului comparativ cu polimerul neimprimat (N1) si a
polimerului imprimat (M1_solutie) si neimprimat (N1_solutie) obtinuti prin metoda clasica
(aceeasi retetd, dar toate componentele au fost dizolvate in apa si apoi expuse la UV).. Pentru

aceasta, cite 5 mg din polimerul imprimat si 5 mg din polimerul neimprimat (preparat in

)
2
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absenta proteinei) au fost expusi la 100 pg BSA intr-un mililitru de apa ultrapurd. Dupi 24 de
ore sub agitare, amestecul a fost centrifugat la 10000 rpm timp de 15 minute iar supernatantul
a fost apoi analizat spectrofotometric. Analiza spectrofotometricd s-a bazat pe o metoda
colorimetricd prin legarea unui colorant (bromcrezol-green) de proteina BSA. Astfel, solutia
de analizat a fost preparatd prin combinarea in raport volumic 1:1 a supernatantului in care
este BSA ramas nelegat si o solutie 0.15mM bromcrezol-green in 10mM tampon citrat la
pH=4.2. Procentele de relegare a BSA obtinute au fost: in cazul PIM _1: 97%, in cazul
polimerului neimprimat PNI_1:10%, iar pentru polimerii obtinuti in solutie: pentru PIM in

solutie: 71% si 65% in cazul PNI corespunzitor (PNI_in solutie) (Figura 3).

Exemplul 4. intr-un flacon de sticli de 5 mL s-au cantarit urmitoarele componente:
metilen-bis-acrilamidd 374 mg, persulfat de amoniu 50 mg, acid 2-trifluorometacrilic 94 mg
si albumina sericd bovind 222 mg (doar in cazul polimerului imprimat — PMI_BSA_2) peste
care s-au addugat 30 mg alumind. Se introduc apoi céte 2 bile din otel inoxidabil (d=4mm) in
flacon si se agitd amestecul de pulberi timp de 2 ore pe un vortex la 3000 rpm si la expunere
UV folosind 2 lampi UV de 18 W si L=59 cm. Polimerii astfel obtinuti au fost spalati de 3 ori
cu amestec apd-acid acetic glacial 9:1 pana la indeparatea completd a proteinei i apoi de 3 ori
cu cite 5 mL apa. Dupd spilare, polimerii au fost uscati la 40 °C in etuvd timp de 24 ore.
Polimerii au fost testati prin studii de relegare in prezenta sablonului comparativ cu polimerul
neimprimat (N2) si a polimerului imprimat (M2_solutie) si neimprimat (N2_solutie) obtinuti
prin metoda clasic@ (aceeasi retetd, dar toate componentele au fost dizolvate in apd si apoi
expuse la UV). Pentru aceasta, cite 5 mg din polimerul imprimat si 5 mg din polimerul
neimprimat (preparat in absenta proteinei) au fost expusi la 100 pg BSA intr-un mililitru de
apéd ultrapurd. Dupé 24 de ore sub agitare, amestecul a fost centrifugat la 10000 rpm timp de
15 minute iar supernatantul a fost apoi analizat spectrofotometric. Analiza spectrofotometrica
s-a bazat pe o metodi colorimetricd prin legarea unui colorant (bromcrezol-green) de proteina
BSA. Astfel, solutia de analizat a fost preparatd prin combinarea in raport volumic 1:1 a
supernatantului in care este BSA rimas nelegat si o solutie 0.15mM bromcrezol-green in
10mM tampon citrat la pH=4.2. Procentele de relegare a BSA obtinute, au fost: in cazul
PIM_BSA_2: 65%, in cazul polimerului neimprimat PNI_2: 14%, iar pentru polimerii
obtinuti in solutie: pentru PIM_2 in solutie: 95% si 91% in cazul PNI corespunzitor
(PNI_2_in solutie) (Figura 4).
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Procedeu de obtinere a polimerilor imprimati molecular prin sintezi verde

Revendiciri

1. Procedeu de obtinere a polimerilor imprimati molecular, caracterizat prin aceea ci
sinteza acestora are loc pe cale uscati fard utilizarea vreunui solvent in care si se dizolve toate
componentele amestecului de polimerizare, cu sau fird expunerea acestuia la radiatii UV,
printr-un procedeu mecanochimic manual sau automat, realizat prin méicinare sau triturare
folosind mojar si pistil sau cu ajutorul unei moare cu bile, vibratie, planetare sau prin
extrudare iar polimerii rezultati prezintd selectivititi ridicate fatd de molecula sablon

comparativ cu polimerii echivalenti obtinuti in solutie.

2. Procedeu, conform revendicérii 1, in care molecula-sablon este orice substanti
polard, nepolari, cu masid moleculari micd sau mare iar monomerii utilizati pot fi orice
substantad care poate fi supusd procesului de polimerizare, ca de exemplu substanfele cu

grupdri vinil, dar fird a fi limitat doar la acestea.

3. Procedeu, conform revendicérii 1, in care specia chimica-gablon este orice substantd
polard, nepolard, neutrd sau ionicd, iar aldturi de celelalte componente ale amestecului de
prepolimerizare (amestec pentru imprimare moleculari) acestia pot fi supusi unor reactii de

complexare si polimerizare, in mod simultan sau secvential.
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Figuri
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Figura 1. Procentele de relegare ale diverselor B-blocante de cétre cei doi PIM (preparati cu
acid metacrilic — PIM_1 si cu acid 2-trifluorometacrilic — PIM_2 ca monomeri functionali)

comparativ cu PNI corespunzétori.

Studiu de legare ale diverselor B-blocante

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

PIM UV 1 PNI_UV_I PIM_UV 2 PNI_UV 2

® Atenolol ®Propranolol = Alprenolol * Carvedilol



RO 138267 A2

Figura 2. Procentele de relegare ale diverselor B-blocante de cétre cei doi PIM sintetizati in
solutie (preparati cu acid metacrilic — PIM_UV_ 1 si cu acid 2-trifluorometacrilic —

PIM_UV _2 ca monomeri functionali) comparativ cu PNI corespunzatori.

Studiu de relegare a BSA

100

60
40
20

Figura 3. Procentele de relegare ale sablonului de naturd proteica BSA de catre PIM M1 si
PNI corespunzator (N1) sintetizati prin procedeul mecanochimic, comparativ cu PIM si PNI

obtinuti in solutie (preparati cu acid metacrilic ca monomer functional).
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Figura 4. Procentele de relegare ale sablonului de natura proteica BSA de catre PIM M2 si
PNI corespunzator (N2) sintetizati prin procedeul mecanochimic, comparativ cu PIM si PNI

obtinuti Tn solutie (preparati cu acidul 2-trifluorometacrilic ca monomer functional).
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