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Exploatarea materialelor magnetice in dezvoltarea de biosenzori
Victor C. Diculescu
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victor.diculescu@infim.ro

Un biosenzor este un dispozitiv integrat receptor-traductor care foloseste biomoleculele ca elemente de
recunoastere in scopul masurarii proceselor specifice de interactie prin metode electrice, termice sau
optice. Primul si cel mai important pas in proiectarea unui biosenzor este reprezentat de procedura de
imobilizare a biomoleculei la suprafata electrodului.

Unul dintre obiectivele proiectului NANOBIOSURF a fost dezvoltarea de noi metodologii de imobilizare si
integrare de biomolecule cu materiale nanostructurate. Tn acest context a fost propusa o arhitecturd de
biosenzor in care nanoparticule de nichel sunt folosite ca vectori de transport a biomoleculelor la suprafata
electrozilor de nichel dopati cu paladiu exclusiv prin intermediul fortelor magnetice [1,2], si fara aplicarea
de cAmpuri magnetice externe. In aceastd arhitecturd este previzut c3 electrozii magnetici au un dublu rol:
de suport pentru moleculele biologice dar si de transductor al reactiilor biologice.

Electrozii de nichel au fost obtinuti prin elecrtodepunere iar nanoparticulele de nichel prin reducerea chimica
a unei saruri de nichel. Pe de alta parte, paladiul a for folosit la dopajul electrozilor de nichel pentru beneficia de
proprietatile electrocatalitice ale acestui material in sinergie cu proprietatile magnetice ale nichelului.

glucose  gluconic acid Caracterizarea magnetica a electrozilor si nanoparticulelor de
nichel a fost facuta folosind un dispozitiv cu interferenta cuantica
supraconductivd (SQUID) si simuldri micromagnetice. Tn acelasi
timp, caracterizarea structurald a suprafetei electrodului de nichel
si a nanoparticulelor de nichel a fost efectuata prin difractie de raze
X (XRD), morfologia a fost investigata prin microscopie electronica
de baleiaj (SEM) si spectroscopie de raze X cu dispersie energetica
(EDX) iar prin spectroscopie fotoelectronica cu raze X (XPS)a fost
determinata compozitia chimica a acestora.
Pentru determinarea proceselor electrochimice de la suprafata
electrozilor de Ni si Ni dopat cu Pd au fost efectuate masuratori de
voltametrie ciclica si spectroscopie de impedanta electrochimica.

GOx(FADH,) GOXx(FAD)

Nickel electro% Ambii electrozi au fost utilizati ca senzori electrochimici pentru: i)
Fig. 1. Mecanismul enzimatic la detectarea H202 in mediu apos si ii) imobilizarea prin interactiuni
suprafata biosenzorului de magnetice a enzimei model glucozoxidaza (GOx) functionalizata cu

glucozd. Preluatd din [1]. NiNP. Performanta biosenzorului pentru determinarea glucozei a

fost investigata prin amperometrie la potential fix, +0,05 V (fatd de Ag / AgCl), si a fost evidentiat faptul ca
biosenzorul nu prezinta raspuns electrochimic pentru moleculele ce pot actiona ca interferenti.
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Immobilization of Biomolecules through Magnetic Forces on Ni Electrodes via Ni Nanoparticles:
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Feroelectricitatea si feromagnetismul metalelor sunt legate de modul in care sunt ocupate starile
electronice si deci de acumularile de sarcind la suprafete si interfete. in ceea ce priveste feroelectricitatea,
un model recent a legat prezenta starii feroelectrice monodomeniu in straturile subtiri, cu polarizarea
orientata perpendicular pe aceste straturi, de prezenta acumularilor de sarcina la suprafetele sau la
interfetele formate de stratul feroelectric cu mediul extern (straturi moleculare adsorbite, electrozi
metalici) [1]. De asemenea, un model recent propus pentru feromagnetismul metalelor de tranzitie
considera drept determinanta doar densitatea de stari DOS (in absenta polarizarii de spin) a acestor
metale. Pozitia nivelului Fermiin contextul DOS este determinanta pentru aparitia feromagnetismului [2].
Indiferent daca se foloseste acest nou criteriu sau ‘traditionalul’ criteriu al lui Stoner, acumularea sau
sardcirea n electroni a unui strat metalic poate induce tranzitii intre starea feromagnetica si cea
paramagnetica. Rezultatul acestor consideratii este ca inducerea feroicitatii sau variatii ale starii feroice a
unui strat subtire pot fi legate de absorbtia de molecule pe suprafata unui strat feroic dupa cum si, invers,
starea feroelectrica (cel putin) poate favoriza adsorbtiile moleculare preferentiale pe aceste suprafete [3—
5]. De asemenea, se pot propune si alte sisteme unde, de exemplu, starea feromagnetica este controlata
de acumularile de sarcind legate de starea feroelectrica (si care, la randul lor, sunt dependente de
adsorbtiile moleculare) in sisteme nemetalice (semiconductoare) prin mecanisme de schimb indirect [6].
Se contureaza asadar un nou domeniu de studiu, acela al chemo-feroicitatii de suprafata, care cu siguranta
va avea din ce in ce mai multe aplicatii in chemo- si bio-senzoristica.
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Chem. Phys. 23 (2021) 4085

[2] C. M. Teodorescu, Spin asymmetry originating from densities of states: Criterion for ferromagnetism,
structures and magnetic properties of 3d metals from crystal field based DOSs, Res. Phys. 25 (2021)
104241

[3] L. E. Stoflea, N. G. Apostol, L. Trupina, C. M. Teodorescu, Selective adsorption of contaminants on
Pb(Zr,Ti)O3 surfaces shown by X-ray photoelectron spectroscopy, J. Mater. Chem. A 2 (2014) 14386

[4] L. C. Tanase, N. G. Apostol, L. E. Abramiuc, C. A. Tache, L. Hrib, L. Trupina, L. Pintilie, C. M. Teodorescu,
Ferroelectric triggering of carbon monoxide adsorption on lead zirco-titanate (001) surfaces, Sci. Rep. 6
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gold nanoparticles, N. G. Apostol, M. A. Husanu, D. Lizzit, I. A. Hristea, C. F. Chirild, L. Trupina, C. M.
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Dezvoltarea de noi metodologii (bio)senzoriale electrochimice presupune sinteza de noi molecule
redox cu rol receptor in vederea recunoasterii moleculare la suprafata biosenzorului prin formarea de
legaturi chimice cu analiti de interes. Hidrazidele sunt molecule cu grupari chimice functionale, care
indeplinesc aceastd proprietate atat prin prisma activitatii electrochimice pe care o detin cat si prin
multitudinea de functionalizari chimice de tip ,,click” pe care o permit.

Dendrimerii, molecule polimerice mono-disperse, de dimensiuni nanometrice, cu structura bine
definita si simetrica pot reprezenta o solutie la necesitatea dezvoltarii de noi metodologii de fabricare de
biosenzori. Tn acest context, au fost sintetizate noi molecule dendrimerice avand un continut ridicat de
hidrazide cu rolul de a creste disponibilitatea moleculelor de interes biologic la suprafata senzorilor. A fost
exploratd sinteza acestora in conditii de reactie cat mai simple (i.e. in apa, temperaturi de reactie
apropiate de ambient, tehnici de purificare relativ nenocive etc.), prin formarea de legaturi peptidice intre
molecule de tip tri-amine si acizi tri-carboxilici, urmate de introducerea gruparilor hidrazide, Schema 1.
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Schema 1. Schema reactiei de sintezd a dendrimerilor

Dendrimerii sintetizati au fost caracterizati prin rezonantad magentica nucleara (*H NMR, 3C NMR, 2D
NMR), cromatografie lichida de Tnalta performanta (HPLC), spectrometrie de masa (MS), spectroscopie in
infrarosu (FT-IR) si Raman, precum si prin metode electrochimice. De asemenea, interactia dintre
terminatiile hidrazina si gruparile carbonil a fost explorata si evidentiata prin HPLC, spectrofotometrie UV-
Vis si electrochimic.

Performantele senzoristice ale acestor noi molecule dendrimerice au fost evidentiate prin integrarea
lor in senzori, ca element de recunoastere moleculara, pentru determinarea leziunilor oxidative din
proteine. Astfel, au fost dezvoltati senzori impedimetrici pentru cuantificarea gruparilor carbonil din
proteine, rezultate in urma interactei cu reactivi Fenton, folosind albumina serica bovina ca model
proteomic si electrozi de aur fabricati prin fotolitografie ca transductori electrochimici.
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Electrozi si biosenzori flexibili pentru monitorizare continua de biomarker-i
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In vederea dezvoltarii de senzori si biosenzori electrochimici cu performante ridicate au fost folosite,
ca transductori, plase metalizate fabricate din fibre electrofilate. Fibrele polimerice de dimensiuni
nanometrice au fost realizate prin metoda electrofilari, in conditii controlate de temperatura si umiditate,
si ulterior metalizate prin depunere asistata de magnetron..

Morfologia, structura, si compozitia chimica a electrozilor pe baza de fibre polimerice metalizate
flexibile au fost evidentiate prin microscopie electronica de baleiaj (SEM), spectroscopie cu raze X (EDX),
microscopie electronica prin transmisie (TEM), spectroscopie in infrarosu (FT-IR), difractie cu raze X, (XRD)
si spectroscopie cu fotoelectroni indusi de raze X (XPS) [1]. Procesele electrochimice ce au loc la suprafata
fibrelor metalizate utilizate ca electrod de lucru au fost determinate prin voltametrie ciclica (CV) si
spectroscopie prin impendanta electrochimica (EIS) [2-3].

flexible sensor
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Fig. 1. Reprezentarea schematic a procesului de obtinere de electrozi din fibre polimerice metalizate
pentru detectia de electroliti [2]-si glucoza [3].
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Ca punct de plecare in dezvoltarea de (bio)senzori, electrozii pe baza de fibre polimerice metalizate au
fost testati ca senzori amperometrici pentru detectia de H;0,, produs de reactie al multor reactii
enzimatici, si Oz. Ulterior, fibre polimerice metalizate au fost folosite pentru dezvoltarea de (bio)senzori:
a) pe baza de ionofori pentru detectia potentiometrica a electrolitilor prezenti in transpiratie (H*, CI, Ca?*,
NH4*); si b) enzimatici pentru detectie amperometrica a glucozei, superoxidului, si a acidului uric prin
imobilizarea glucoz-oxidazei (Gox), superoxid-dismutazei (SOD) si uricazei (Urox). De asemenea, au fost
calculati parametrii analitici ai acestor biosenzori si demonstrata posibilitatea determinarii acestor
biomarker-i in fluide biologice precum transpiratie sau ser sangvin dar si in mediu de cultura celular.

Referinte
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Aceasta linie de cercetare din cadrul proiectului are doua obiective principale: i) dezvoltarea de noi biosenzori
electrochimici pe baza de proteazom pentru cuantificarea activitatii acestuia si screening-ul de compusi cu
proprietati farmaceutice, inhibitori enzimatici ai proteazomului si ii) dezvoltarea unui imunosenzor electrochimic
pentru detectie de proteazom, ca biomarker in diverse boli autoimune, cronice si cancer.

Proteazomul este un complex enzimatic implicat in degradarea proteica. S-a constat ca atat o activitate
crescutd a acestuia cat si un nivel crescut de proteazom circulator sunt corelate cu diverse boli, facand ca
acesta sa devina o tinta in gasirea unor noi metode de diagnostic dar si in dezvoltarea de noi terapii.

Pentru atingerea primului obiectiv principal, noi biosenzori electrochimici s-au fabricat prin imobilizarea
proteazomului la suprafata unor electrozi de carbon vitros (GCE) si aur prin intermediul anticorpilor specifici
acestuia, cu rol de anticorpi de captura. O prima strategie a implicat utilizarea de GCE pe suprafata caruia s-au
imobilizat 3 feluri de anticorpi, specifici si nespecifici, prin reticulare cu aldehida glutarica. Proteazomul a fost
apoi imobilizat pe suprafata electrodului GCE/Ab prin intermediul interactiilor de afinitate tip antigena-
anticorp, obtinandu-se astfel biosenzorii GCE/Ab-20S [1]. O a doua strategia a implicat utilizarea unui electrod
de Au pe care s-a adsorbit un strat de acid mercaptofenilboronic care a permis adsorbtia unui strat subtire de
anticorpi cu o orientare ridicata ce a permis imobilizarea intr-o maniera favorabila a proteazomului
(Au/MPBA/Ab-20S)[2]. S-au efectuat studii de activitate enzimatica a proteazomului utilizand peptide marcate
cu un marker electroactiv, prin intermediul carora s-au putut analiza si inhibitori ai proteazomului, compusi cu
proprietati farmaceutice in tratamentul de maladii canceroase [1].

Pentru screening-ul de inhibitori ai
proteazomului s-a utilizat si o alta strategie,
care implica utilizarea unei peptide sintetice
cu marker electroactiv, imobilizata pe
suprafata electrodului. Activitatea enzimatica
se analizeaza monitorizand clivajului peptidei

sub actiunea proteazomului ca urmare a
e <% S imersiei in solutie de proteazom.

Fig. 1. Reprezentare schematicd a principiului de detectie Al doilea obiectiv principal s-a realizat
al proteazomului 20S. Preluatd din ref. [2]. utilizdnd biosenzorul obtinut prin strategia 2
din obiectivul unu: Au/MPBA/Ab-20S. Pe langa

anticorpul de captura, s-a utilizat si un al doilea anticorp de detectie, marcat cu enzima fosfataza alcalina.
Aceasta enzima catalizeaza reactia de defosforilare a unui compus inactiv din punct de vedere electrochimic
intr-un compus electroactiv, ce poate fi cuantificat prin tehnici electrochimice. Imunosenzorul a fost folosit
pentru detectia de proteazom in domeniu de concentratii corespunzatoare unor boli [2].

4-AmPhP
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O parte a rezultatelor obtinute Tn cadrul unor activitati si sub-activitati din cadrul acestui proiect au
dus la dezvoltarea de modele redox pentru componentele celulare (i.e. aminoacizi, proteine, acizi nucleici)
si la metodologii de evaluare a efectelor induse de stresul oxidativ asupra acestora (i.e. biosenzori pentru
determinarea leziunilor oxidative in proteine si ADN). De asemenea, au fost efectuate studii privind
efectele stresului oxidativ asupra liniilor celulare de fibroblaste (L929) si melanom (B16).

In urma acestor studii a fost clarificat mecanismul de oxidare al metioninei [1] si a fost evidentiat faptul
ca atat proteinele, prin masurarea semnalelor electrochimice ale aminoacizilor electroactivi, cat si ADN-
ul, prin monitorizarea semnalelor electrochimice ale bazelor purinice si pirimidinice, pot fi investigate

Sticld Aur folosind metodele voltametrice. Mai mult, a fost
investigat comportamentul redox al linilor celulare
L929 si B16 folosind ca electrozi de lucru suprafete
de aur si carbon. Nu in ultimul rand, investigatiile
prin metode electrochimice au fost
asistate/completate de alte tehnici experimentale
cum ar fi microscopia de fluorescenta si electronica
de baleiaj si/sau spectrometria de adsorbtie si de
masa, printre altele.

Tn vederea evaludrii efectelor induse de stresul
oxidative au fost dezvoltati senzori si biosenzori
pentru determinarea: (i) gruparilor carbonil din
proteine rezultate in urma leziunilor oxidative [2], (ii)
a mecanismelor de interactie dintre ADN si
azatioprina si (iii) a presiunii partiale de oxigen din medii de cultura celulare [3]. Pentru evidentierea
efectelor citotoxice induse celulelor vii de diferite medicamente si nanofire metalice cat si efectul
potentialului aplicat asupra aderentei celulare a fost folosita linia celulara L929. De asemenea, efectul
H,0,, ca agonisit de stres oxidativ, asupra celulelor B16 a fost investigat folosind voltametria ciclica si
electrozi de aur fabricati prin procesul fotolitografie.

Fig. 1. Imagini de microscopie de fluorescentd
obtinute pentru celulele B16 crescute pe
suprafete de sticld si de aur. Indicator
fluorescent: acridin orange
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Stenoza valvei aortice datorata calcificarii valvei este cea mai frecventa boala a valvei cardiace in tarile
dezvoltate [1]. 33% dintre pacientii varstnici prezintd depozite de calciu la nivelul valvei aortice [2]. Tn
prezent, interventiile farmacologice pentru incetinirea progresiei acestei boli nu sunt disponibile, repararea
chirurgicala si inlocuirea valvei reprezentand tratamentul primar al bolii cardiace valvulare.

Ingineria tisulara a valvelor cardiace ofera o alternativa promitatoare pentru inlocuirea valvelor bolnave,
evitand limitarile cu care se confruntd valvele cardiace bioprotetice si mecanice, disponibile in prezent. in
paradigma ingineriei tisulare, un model tridimensional - scafold - este esential pentru proliferarea, cresterea
si diferentierea celulelor, precum si pentru generarea finald a unui tesut functional. Tn acest context, am
dezvoltat trei modele 3D diferite pentru valva aortica, fuctionalizate cu celule valvulare umane, folosind: i)
hidrogel din gelatind metacrilata [3,4], ii) hidrogel derivat din matrice extracelulard nativa derivata din
radacina aortica porcina si iii) scafolduri obtinute prin electrofilarea polimerilor polimetacrilat de metil
(PMMA) si policaprolatona (PCL). Mai mult, pentru a cuantifica oxigenul care ajunge la celulele incapsulate
in scafold, membranele electrofilate au fost fuctionalizate in plus cu senzori din aur si argint.

Rezultatele obtinute au aratat ca celulele interstitiale valvulare (VIC) incapsulate in scafolduri prezinta un
fenotip specific, asemanator fibroblastelor, cu aspect alungit si sunt distribuite omogen in constructul 3D.
Dupa prima saptamana, VIC si-au continuat expansiunea, au devenit alungite si s-au interconectat, formand
retele celulare complexe. Celulele endoteliale valvulare (VEC) cultivate la suprafata modelului 3D au
proliferat si au format un monostrat continuu. Mai mult, rezultatele de imunofluorescenta efectuate pe
sectiuni obtinute din scafoldurile 3D arata ca markerii specifici VEC sunt localizati in principal la suprafata
modelului 3D, in timp ce markerii specifici pentru VIC sunt localizati in interiorul modelului 3D. Viabilitatea
celulelor din constructi a fost investigata la 7, 14 si 21 de zile si a aratat ca modele dezvoltate sunt
biocompatibile cu celulele valvulare, atat VEC cat VIC prezentand dupa 7 zile o viabilitate comparabila cu
celulele control, iar dupa 14 sau 21 zile o viabilitate crescuta fata de control.

Toate aceste date arata posibilitatea scafoldurilor 3D dezvoltate de a fi functionalizate atat cu celule
viabile cat si cu senzori, in scopul folosirii acestora ca modele adecvate pentru investigarea mecanismelor
bolii valvulare si/sau pentru dezvoltarea si testarea de medicamente.
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Antibioticele apartinand clasei tetracicline sunt importante, avand o larga utilizare, care alimenteaza
aparitia problemei rezistentei la antibiotice. O modalitate de combatere a acestei probleme este
monitorizarea concentratiilor de antibiotice din probe de mediu, din alimente, ceea ce la randul sau
evidentiaza necesitatea unor noi metode analitice pentru analize descentralizate, pe teren [1].

Nanoparticulele si nanostructurile de aur au atras atentia cercetatorilor mai ales privind aplicatiile Tn
domeniul biosenzorilor, datorita capacitatii lor de a creste efectul catalitic si suprafata electroactiva a
platformelor electrochimice.

Tn acest context, scopul studiului nostru a fost dezvoltarea aptasenzorilor pentru detectarea
oxitetraciclinei (OXT) si a tetraciclinei (TET), folosind ca platforme de pornire electrozi serigrafiati pe baza
de carbon (C-SPE) si electrozi de carbon vitros, modificati cu nanostructuri bazate pe Au (AuNSs) si
aptameri.

Electrozii de tip C-SPE au fost modificati cu nanoplatforme de Au (AuNSs) si cu un aptamer tiolat de tip
ADN specific pentru OXT, marcat cu ferocen. Morfologiile AuNS-urilor au fost investigate folosind
microscopia electronica de scanare si microscopia de forta atomica; influenta acestor arhitecturi fiind
evaluata pe baza semnalului redox al ferocenului atasat aptamerului. Folosind platforma optima C-SPE |
AuNSs, pentru OXT a fost dezvoltat un aptasenzor sensibil si selectiv de tip ,,signal on”.

Un alt exemplu a utilizat nanostructuri de aur de tip ,nanovoids” obtinute pe electrozi de carbon vitros
pentru dezvoltarea unui aptasenzor sensibil pentru tetraciclina. Caracterizarea electrochimica a platformei
a fost realizata prin voltametrie ciclica si spectroscopie de impedanta electrochimica, iar morfologiile
suprafetelor modificate cu nanostructuri de Au au fost examinate prin microscopie electronica de scanare
si microscopie de fortd atomica. Aptasenzorul pentru TET a fost testat cu succes pe probe reale, probe de
mediu.

Referinte
[1] Y. Li et al., A sensitive photoelectrochemical aptasensor for oxytetracycline based on a signal “switch
off-on” strategy, Sensors Actuators, B Chem., 240 (2017) 785


mailto:ccristea@umfcluj.ro

<

Instrumente Structurale
2014 -2020

UNIUNEA EUROPEANA

Nanostructuri functionale cu arhitecturi biomimetice
lonut Enculescu
Institutul National de Cercetare Dezvoltare pentru Fizica Materialelor
encu@infim.ro

Tn miliarde de ani de evolutie natura a rafinat numeroase mecanisme microscopice cu functionalitati
extraordinare. Imitarea acestor structuri microscopice si a mecanismelor functionale bazate pe acestea
reprezinta o provocare fantastica pentru cercetatori dar si un potential extraordinar pentru dezvoltarea
unor dispozitive/aplicatii in domenii din cele mai diverse incluzand senzorii si actuatorii. Astfel, mecanisme
implicate in functionarea aparatului senzorial sau locomotor pot fi incorporate in dispozitive biomimetice
care sa deschida noi posibilitati de aplicatii.

Prezentarea se doreste a defini potentiale directii de activitate pentru un grup de cercetare
multidisciplinar care sa abordeze cu succes provocari ale tehnologiei moderne — de la o gama larga de
dispozitive purtabile incluzand aici dispozitive care sa faca legatura intre sistemul nervos si dispozitive IT
pana la dispozitive dedicate dezvoltarii inteligentei artificiale sau actuatori performanti.
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