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{(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obfinere a unui
nanoimunosorbent. sub form& de nanoparticuld de
bioxid de siliciu-aminopropil-tristoxisilan-glutaraldehid-
anticorp -antiacid 3,6-diclor-2-metoxibenzoic, utilizat in
tehnica ELISA. Procedeul conform inventiei consta din
tratarea timp de o ord a 2 g de nanoparticule de SiO,,
cu diametrul de 14 nm gi suprafatd de 200 mp/g,. cu
acid azotic 10%, urmatéd de incubare cu «-amino-
prapiltrietoxisilan 10%. Tn apd distilatdtimp de 3 h la
70°C, dupé care se spald cu 3x30 ml ap distilata sicu
20 ml de aleool etilic, supernatantul se thdeprteazd
prin centrifugare si nanoparticulele se activeazad la

35°C, sub agitare, cu 50 m| de glutaraldehidd 0,1% Tn
apa distilata, se centrifugheaza pentru indepértarea
supernatantului $i nanoparticulele se suspendd in
tampon fosfat 56 mM, pH=8,6; urmat de addugarea a 1
ml antiser antiacid 3,6-diclor-2-metoxibenzoic, la 35°C,
cu agitare timp de 2 h, dupd care urmeaza 3 spalari cu
acelagi tampon fosfat gi indepértarea supernatantului
prin centrifugare, pentru izolarea nanoparticulelor de
imunosorbent, care se pastreazd la 4°C, in vederea
utiliz&rii In tehnica ELISA.
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PROCEDEU DE OBTINERE A NANOIMUNOSORBENTULUI BIOXID DE SILICIU-
AMINOPROPILTRIETOXISILAN-GLUTARALDEHID ANTICORP ANTI ACID 3,6-
DICLORO-2-METOXIBENZOIC UTILIZAT iN TEHNICA ELISA DE DOZARE A
PESTICIDULUI ACID 3,6-DICLORO-2-METOXIBENZOIC

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a nanoimunosorbentului nanoparticuld de
(Si02)-(C2H;50)3S1-C3Hg-N=CH-(CH;),-CH=N-anticorp anti acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic
utilizat in tehnica ELISA (engl.: 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 utilizeazd in principal ca imunosorbent
faze solide tip mase plastice ce fixeaza prin adsorbtie fizica la suprafatd antigenul sau anticorpul.
Dezavantajul acestor metode este suprafata limitatd si desorbtia componentelor imune in
procesul de dozare putand conduce la scaderea sensibilitatii respectiv a acuratetii analizei.

Procedeul conform inventiei constd 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 covalentd elimini desorbtia anticorpului din
metoda clasica cat si scdderea 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 constd in aceea cd 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 1 ora la
temperatura de 60°C urmat de incubare cu solutie de a-aminopropiltrietoxisilan 10% in apa
distilatd pentru 3 ore la 70°C. Se spald cu apa distilata de 3 ori apoi cu alcool etilic si se
depoziteaza la 4°C in vederea cuplarii cu anticorpul antipesticid. Procedeul conform inventiei
constd in aceea cd legarea covalentd a anticorpului de nanoparticula foloseste glutaraldehida ca
agent de cuplaj.

Procedeul consta in 3 etape, E,, E; si E;:

El: Obtinerea nanoparticulelor SiO-(C 2H50 -‘Cng-NHg 2 g de nanoparticule de
SiO; (®=14 nm si arie specifica 200 m*/g) si 100 BNOg 10% sunt agitate timp de 1 ord la
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temperatura de 60°C. Dupa indepirtarea supernatantului prin centrifugare la 1500xg timp de 10
minute 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 ore. Amestecul este
centrifugat la 1500xg timp de 10 minute, supernatantul fiind inlaturat iar nanoparticulele de
Si0,-(C2H50)3Si-C3He-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.H);38i-C;Hg-N=HC-(CH3)3-CHO:
La 1,5 g nanoparticule rezultate din etapa El se adaugd un volum de 50 ml solutie de
glutaraldehida 0,1 % in apa distilatd sub continua agitare la temperatura de 35 °C timp de 15
minute urmatd de centrifugare la 1500xg timp de 15 minute 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,Hj);Si-C3Hg~-N=HC-(CH);-CH=N-
anticorp anti 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic: Nanoparticulele activate rezultate din etapa E2 se
suspendd in 50 ml tampon fosfat 50 mM pH 8,6 apoi se adauga 1 ml antiser anti acid 3,6-dicloro-
2-metoxibenzoic la temperatura de 35 °C sub agitare continud timp de 2 ore urmat de
centrifugare la 1500xg timp de 15 minute si indepartarea supernatantului apoi spalate de 3 ori cu
tampon fosfat 50 mM pH 8,6, nanoparticulele de imunosorbent SiO,-(C;H;s);Si-C3Hg-N=HC-
(CHy)3-CH=N-anticorp anti 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic obtinute in urma centrifugirii 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 nanoparticuld de (SiO,)-

(C2H;50)3Si-C3He-N=CH-(CH,),-CH=N-anticorp anti acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic:
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O0-C,H
Si-0-Si-C;Hg-N=CH-(CH,);-CHO  +H;N-Anticorp anti
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(d=14nm) Si-0-Si-C;Hg-N=CH-(CH ) ;-CH=N-Anticorp anti Dicamba
O-C,H;

Nanoimunosorbent -bioxid de siliciu-aminopropil
trietoxisilan-glutaraldehid-
anticorp anti acid 3,6-dicloro-
2-metoxi benzoic

Procedeul conform inventiei prezintd avantajul c&, prin utilizarea nanoparticulelor de
oxid de siliciu de marime 14 nm si suprafatd specifica de 200 m*/g rezulta nanoimunosorbenti ce
pot fi utilizati in tehnica ELISA in fazd omogena, reactia antigen anticorp fiind mai rapidd decat
in tehnica ELISA clasica (fazd heterogena), ceea ce conduce la reducerea timpului de analiza,
iar separarea complexului imun se face simplu, prin centrifugarea nanoimunosorbentului cuplat
cu antigenul iar cantitatea de nanoimunosorbent utilizat la o imunoanaliza este extrem de mica
datorita suprafetei specifice mari.

Se prezintd mai jos un exemplu de aplicare a procedeului conform inventiei pentru
obtinerea nanoimunosorbentului nanoparticulda de bioxid de siliciu-aminopropil-trietoxisilan-

glutaraldehid-anticorp anti acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic ce contine obiectul acestei inventii.
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Potrivit inventiei 2 g de nanoparticule de SiO; de marime ®=14 nm si arie 200 m*/g se
trateazd cu o solutie de HNO; [0% timp de o ora urmatd de incubare cu «
aminopropiltrietoxisilan 10% in apa distilatd pentru 3 ore la 70°C urmata de spalarea cu 30 ml
apa distilata de 3 ori si 20 ml alcool etilic o data, iar supernatantul este indepartat prin
centrifugare la 1500xg timp de 10 minute urmata de tratarea nanoparticulelor in vederea activarii
cu 50 ml solutie de glutaraldehidad 0,1 % in apa distilata, sub agitare continua la temperatura de
35°C, supernatantul este indepdrtat prin centrifugare la 1500xg timp de |5 minute 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
ore sub continua agitare urmatd de 3 spalari cu tampon fosfat 50 mM pH 8,6 si indepartarea
supernatantului prin centrifugare fa 1500xg timp de [5 minute iar nanoparticulele de
imunosorbent bioxid de siliciu-aminopropil-trietoxisilan-glutaraldehid-anticorp anti acid 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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REVENDICARI

Procedeul de obtinere a nanoimunosorbentului nanoparticuld de bioxid de siliciu-
aminopropil-trietoxisilan-glutaraldehid-anticorp anti acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic este
caracterizat prin aceea ca 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 «
aminopropiltrietoxisilan 10% in apa distilata pentru 3 ore la 70°C urmata de spalarea cu 30 mi
apa distilatd de 3 ori si 20 ml alcool etilic o data, iar supernatantul este indepartat prin
centrifugare la 1500xg timp de 10 minute urmata de tratarea nanoparticulelor in vederea activarii
cu 50 ml solutie de glutaraldehida 0,1 % in apa distilatd, sub agitare continud la temperatura de
35°C supernatantul este indepartat prin centrifugare la 1500xg timp de 15 minute iar
nanoparticulele activate rezultate se suspenda in tampon fosfat 50 mM pH 8,6 urmat de
addugarea de 1 ml antiser antiacid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic la temperatura de 35°C timp de 2
ore sub continud agitare urmatd de 3 spalari cu tampon fosfat 50 mM pH 8,6 si indepartarea
supernatantului prin centrifugare la 1500xg timp de |5 minute iar nanoparticulele de
imunosorbent bioxid de siliciu-aminopropil-trietoxisilan-glutaraldehid-anticorp anti acid 3,6-
dicloro-2-metoxibenzoic se depoziteaza la 4°C in vederea utilizérii in tehnica ELISA de dozare a

acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic.
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