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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a nanoimunosorbentului bioxid de
siliciu-aminopropil-trietoxisilan-glutaraldehid-anticorp antiacid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic,
utilizat in tehnica ELISA (in engleza: Enzyme Linked Immunosorbent Assay) de dozare a
pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic (dicamba) din probe de mediu.

in prezent, sunt cunoscute, pe plan mondial, tehnici ELISA de dozare a pesticidelor,
ce utilizeaza, in principal, ca imunosorbent, faze solide, tip mase plastice, ce fixeaza, prin
adsorbtie fizica la suprafatd, antigenul sau anticorpul. Dezavantajul acestor metode este
suprafata limitata si desorbtia componentelor imune in procesul de dozare putand conduce
la scaderea sensibilitatii, respectiv, a acuratetei analizei.

in RO 125452 B1, este prezentatd o metodd de dozare a pesticidului acidul
3,6-diclor-2-metoxi benzoic din probe de mediu, care consta din aceea ca un amestec format
dintr-o suspensie de microsfere de bioxid de siliciu, acoperite cu anticorp antiacid
3,6-diclor-2-metoxi-benzoic, in dilutie de 1:10 in tampon fosfat, o solutie standard de pesticid
acid 3,6-diclor-2-metoxi-benzoic, avand o concentratie cunoscuté sau o proba necunoscuta
in tampon fosfat si o solutie de marker enzimatic acid 3,6-diclor-2-metoxi benzoic-fosfataza
alcaling, avand o concentratie de 10 pg/ml, se mentine timp de 2 h la temperatura camerei,
apoi se supune centrifugarii $i se indeparteaza supernatantul, dupa care se adauga o solutie
de p-nitrofenilfosfat in carbonat de sodiu, iar dupa stoparea reactiei cu substratul enzimatic,
se masoara absorbanta optica a supernatantului rezultat in urma centrifugarii, la un spectro-
fotometru cu o lungime de unda de 400 nm.

Clegg, B. S. G. R. Stephenson, J. C. Hall, “Developement of an Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay for the Detection of Dicamba”, J. Agric. Food Chem., 2001, May,
49(5), 2168-2174, se refera la markeri enzimatici pentru detectarea cantitativa a erbicidelor
dicamba (acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic) in probele de apa. Antiserul policlonal dicamba
nu reactioneaza incrucisat cu un numar de alte erbicide testate, dar reactioneaza direct cu
metabolitul dicamba, 5-hidroxidicamba, si asociate structural cu acizii clorobenzoici. Testul
este utilizat pentru a estima concentratiile cantitative de dicamba in probele de apa.

Problema pe care o rezolvainventia consta in obtinerea nanoimunosorbentului bioxid
de siliciu-aminopropil-trietoxisilan-glutaraldehid-anticorp antiacid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic,
utilizat in tehnici ELISA, in dozarea pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic, din probe
de mediu.

Procedeul conform inventiei inlatura dezavantajele mentionate mai sus, prin aceea
ca 2 parti, in greutate, de nanoparticule de SiO, de marime ¢ =14 nm si arie de 200 m?/g,
se trateaza cu o solutie de HNO; 10%, timp de o ora, se incubeaza cu aminopropil-
trietoxisilan 10% in apa distilata, timp de 3 h, la 70°C, se spala de 3 ori cu 30 parti, in volum,
de apa distilata, si o data cu 20 parti, in volum, de alcool etilic, iar supernatantul se
indeparteaza prin centrifugare la 1500xg, timp de 10 min, nanoparticulele se trateaza, in
vederea activarii, cu 50 parti, in volum, solutie de glutaraldehida 0,1% in apa distilata, sub
agitare continua, la temperatura de 35°C, se indeparteaza supernatantul prin centrifugare
la 1500xg, timp de 15 min, iar nanoparticulele activate rezultate se suspenda in tampon
fosfat 50 mM, pH 8,6, se adauga o parte in volum antiacid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic la
temperatura de 35°C, timp de 2 h, sub agitare continua, urmata de 3 spalari cu tampon fosfat
50 mM, pH 8,6 si se indeparteaza supernatantului prin centrifugare la 1500xg, timp de
15 min, iar nanoparticulele de imunosorbent bioxid de siliciu-aminopropil-trietoxisilan-
glutaraldehid-anticorp antiacid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic se depoziteaza la4°C, in vederea
utilizarii in tehnica ELISA de dozare a acidului 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic.

Prin aplicarea inventiei, se obtin urmatoarele avantaje:

- suprafaté specificd mai mare, ceea ce determina o cantitate mai mare de anticorp
antipesticid;
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- coeficient de sedimentare mai mic al nanoparticulelor comparativ cu cel al
microparticulelor, ceea ce necesita operatii de centrifugare la o acceleratie crescuta pentru
nanoparticule si timpi de centrifugare mai mari;

- posibilitatea de depozitare a nanoimunosorbentului in faza lichida, datorita filtrarii
prin filiru ce permite trecerea particulelor cu demensiuni mici, in vederea sterilizarii
particulelor.

Procedeul conform inventiei consta in cuplajul covalent al anticorpului antipesticid la
nanoparticule de bioxid de siliciu, avand avantajul unei suprafete specifice mari (>200 m?/g)
comparativ cu metoda clasica (cm?/g), cuplarea covalenta elimina desorbtia anticorpului din
metoda clasica, cat si scaderea timpului de analiza in tehnica ELISA in faza omogena, fata
de tehnica clasica in care reactia antigen anticorp este heterogena (are loc la suprafata
tubului de reactie).

Procedeul conform inventiei consta in aceea ca 2 g de nanoparticule de bioxid de
siliciu de marime ¢ =14 nm (14-10° m) si arie 200 m?/g sunt tratate cu HNO, 10%, timp de
o ord, la temperatura de 60°C, urmata de incubare cu solutie de a-aminopropiltrietoxisilan
10% in apa distilata, pentru 3 h, la 70°C. Se spala cu apa distilatd de 3 ori, apoi cu alcool
etilic si se depoziteaza la 4°C, in vederea cuplarii cu anticorpul antipesticid. Procedeul
conform inventiei consta in aceea ca legarea covalenta a anticorpului de nanoparticula
foloseste glutaraldehida ca agent de cuplaj.

Procedeul consta in 3 etape, E1, E2 si ES:

E1: Obtinerea nanoparticulelor (SiO,)-(C,H;0),Si-C;Hg-NH,

2 g de nanoparticule de SiO, (¢ = 14 nm si arie specificd 200 m?/g) si 100 ml HNO,
10% sunt agitate timp de o ora, la temperatura de 60°C. Dupa indepartarea supernatantului
prin centrifugare la 1500xg, timp de 10 min, nanoparticulele sunt colectate si tratate cu 100
ml de a-aminopropiltrietoxisilan 10% in apa distilata, sub continua agitare, la temperatura
de 70°C, timp de 3 h. Amestecul este centrifugat la 1500xg, timp de 10 min, supernatantul
fiind inlaturat, iar nanoparticulele de (SiO,)-(C,H;0),Si-C;Hs-NH, sunt colectate si spalate de
3 ori cu apa distilata (30 ml), urmata de o spalare cu un volum de 20 ml de alcool etilic.

E2: Obtinerea nanoparticulelor activate de (SiO,)-(C,Hs) ;Si-C,H-N=HC-(CH,) -CHO

La 1,5 g nanoparticule rezultate din etapa E1, se adauga un volum de 50 ml solutie
de glutaraldehida 0,1% in apa distilata, sub continua agitare, la temperatura de 35°C, timp
de 15 min, urmata de centrifugare la 1500xg, timp de 15 min si indepartarea supernatantului.
Nanoparticulele activate cu glutaraldehida sunt folosite imediat, pentru cuplarea cu anticorpul
antiacid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic.

E3: Obtinerea nanoimunosorbentului (SiO,)-(C,Hy),Si-C,H;-N=HC-(CH,),-CH=N-
anticorp anti 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic

Nanoparticulele activate, rezultate din etapa E2, se suspenda in 50 ml tampon fosfat
50 mM, pH 8,6, apoi se adaugd 1 ml antiser antiacid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic, la
temperatura de 35°C, sub agitare continua, timp de 2 h, urmata de centrifugare la 1500xg,
timp de 15 min si indepartarea supernatantului, apoi spalate de 3 ori cu tampon fosfat 50
mM, pH 8,6, nanoparticulele de imunosorbent (SiO,)-(C,H;),Si-C;H-N=HC-(CH,),-CH=N-
anticorp anti- 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic, obtinute in urma centrifugarii, se depoziteaza la
4°C, in vederea utilizarii in tehnica ELISA de dozare a acidului 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic.

Reactii chimice de obtinere a nanoimunosorbentului nanoparticula de (SiO,)-
(C,H0),Si-C;Hs-N=CH-(CH,),-CH=N-anticorp antiacid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic:
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Nanoimunosorbent -bioxid de siliciu-aminopropil
trietoxisilan-glutaraldehid-
anticorp anti acid 3,6-dicloro-
2-metoxi benzoic

Se prezinta mai jos un exemplu de realizare a procedeului conform inventiei, pentru
obtinerea nanoimunosorbentului de bioxid de siliciu-aminopropil-trietoxisilan-glutaraldehid-
anticorp antiacid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic.

Exemplu. 2 g de nanoparticule de SiO, de marime ¢ =14 nm si arie 200 m%/g se
trateazd cu o solutie de HNO, 10%, timp de o ord, urmatd de incubare cu a-amino-
propiltrietoxisilan 10% in apa distilata, pentru 3 h, la 70°C, urmata de spalarea cu 30 ml apa
distilatd de 3 ori si 20 ml alcool etilic o datd, iar supernatantul este indepartat prin
centrifugare la 1500xg, timp de 10 min, urmata de tratarea nanoparticulelor, in vederea
activarii, cu 50 ml solutie de glutaraldehida 0,1% in apa distilata, sub agitare continua, la
temperatura de 35°C, supernatantul este indepartat prin centrifugare la 1500xg, timp de
15 min, iar nanoparticulele activate rezultate se suspenda in tampon fosfat 50 mM, pH 8,6,
urmat de adaugarea de 1 ml antiser antiacid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic, la temperatura de
35°C, timp de 2 h, sub continua agitare, urmata de 3 spalari cu tampon fosfat 50 mM, pH 8,6
si indepartarea supernatantului prin centrifugare la 1500xg, timp de 15 min, iar nano-
particulele de imunosorbent bioxid de siliciu-aminopropil-trietoxisilan-glutaraldehid-anticorp
antiacid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic se depoziteaza la 4°C, in vederea utilizarii in tehnica
ELISA de dozare a acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic.
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Revendicare

Procedeu de obtinere a nanoimunosorbentului bioxid de siliciu-aminopropil-
trietoxisilan-glutaraldehid-anticorp antiacid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic, caracterizat prin
aceea ca 2 parti, in greutate, de nanoparticule de SiO, de marime ¢ = 14 nm si arie de
200 m?g, se trateaza cu o solutie de HNO, 10%, timp de o ora, se incubeazd cu
aminopropiltrietoxisilan 10% in apa distilata, timp de 3 h, la 70°C, se spala de 3 ori cu 30
parti, in volum, de apa distilata, si o data cu 20 parti, in volum, de alcool etilic, iar
supernatantul se indeparteaza prin centrifugare la 1500xg, timp de 10 min, nanoparticulele
se trateaza, in vederea activarii, cu 50 parti, in volum, solutie de glutaraldehida 0,1% in apa
distilata, sub agitare continua, la temperatura de 35°C, se indeparteaza supernatantul prin
centrifugare la 1500xg, timp de 15 min, iar nanoparticulele activate rezultate se suspenda
in tampon fosfat 50 mM, pH 8,6, se adauga o parte, in volum, antiacid 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic la temperatura de 35°C, timp de 2 h, sub agitare continua, urmata de 3 spalari
cu tampon fosfat 50 mM, pH 8,6, si se indeparteaza supernatantului prin centrifugare la
1500xg, timp de 15 min, iar nanoparticulele de imunosorbent bioxid de siliciu-aminopropil-
trietoxisilan-glutaraldehid-anticorp antiacid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic se depoziteaza la
4°C, in vederea utilizarii in tehnica ELISA de dozare a acidului 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 349/2013
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