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Inventia se referd la o metoda imunochimicd de dozare a pesticidului acid 3,6-dicloro-
2-metoxi benzoic din probe de mediu.

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),
pp. 2168-2174, se referd la markeri enzimatici pentru detectarea cantitativd a erbicidelor
dicamba (acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic) in probele de apa. Antiserul policlonal dicamba
nu reactioneazd incrucigat 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.

Jian-Ying Hu, Takako Aizawa si Yasumoto Magara, “Analysis of pesticides in water
with liquid chromatography/atmospheric pressure chemical ionization mass spectrometry”,
Wat. Res., Vol. 33, nr. 2, pp. 417-425, 1999, Elsevier Science Ltd., se referd la LC/APCI/MS
pentru determinarea multireziduurilor pesticide termolabile si/sau polare in apg, care nu pot
fi supuse la o procedurd de rutind GC/MS. In acest studiu au fost utilizate 31 de pesticide
termolabile, care includ 14 pesticide neutre sau bazice si 17 acide.

in prezent, tehnicile ELISA utilizate pe plan mondial folosesc ca fazi solid4 de legare
suprafata interioard a tuburilor de analizd sau a godeurilor placilor tip ELISA, legarea
componentelor imune la suprafata acestor faze solide este realizatd prin adsorbtia fizica a
antigenului sau anticorpului la suprafatd. Dezavantajul acestor tehnici este suprafata limitata
a fazei solide accesibil3, cat si posibilitatea desorbtiei componentului imun gi viteza redusa
de atingere a echilibrului chimic intre antigen si anticorp.

Problema pe care orezolva inventia constd in dozarea pesticidului acid 3,6-dicloro-2-
metoxi benzoic din probe de mediu.

Metoda de dozare a pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic din probe de
mediu, conform inventiei, inldturd dezavantajele de mai sus, prin aceea ca aceasta constd
in:

a) obtinerea suspensiei de microsfere de oxid de siliciu, in care o parte, in greutate,
de microsfere de oxid de siliciu cu diametrul de 1...2 ym se trateaza cu 5 parti, in volum,
solutie de acid azotic 10%, la temperatura de 60°C, timp de o ord, se centrifugheazi la
2000 x g, timp de 20 min, pentru indepartarea solutiei acide, apoi se trateaza cu o solutie de
a-aminopropiltrietoxisilan 10%, la pH 3,2, timp de 3 h, 1a 60°C, se spald cu apa distilata, se
centrifugheaza la 2000 x g si se resuspenda in 5 parti, in volum, solutie de glutaraldehida
3%, in tampon fosfat 50 mM, cu pH 7,4 si se lasa 8 h la temperatura camerei, in vederea
activarii, se spald cu apa distilatd si se resuspenda in tampon fosfat 10 mM, apoi se trateaza
cu o solutie de anticorp anti acid 3,6-dicloro-2-mefoxi benzoic, se lasa sa reactioneze timp
de 4 h, la temperatura camerei, apoi se spald cu tampon fosfat si se resuspenda in tampon
fosfat 10 mM, cu pH 7,2, cu adaos de albumin3 sericd de bovind 1%;

b) 2 x 10 parti, in volum, suspensie de microsfere obtinutd in etapa a) se trateaza
cu 2 x 10 parti, in volum, solutie standard de acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic si 1 x 10
parti, in volum, marker enzimatic acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic-fosfatazd alcaling,
amestecul se lasd 2 h, la temperatura camerei, in vederea stabilirii echilibrului chimic dintre
antigen si anticorp, apoi se centrifugheaza la 2000 x g, se spald cu tampon fosfat si se
masoara activitatea enzimaticd a complexului imun cuplat la suprafatd, prin adaugarea in
tuburile de reactie a o parte, in volum, solutie de p-nitrofenilfosfat de sodiu in carbonat de
sodiu 50 mM, cu pH 9,6, iar reactia enzimaticd este opritd dupa o ord, prin addugarea in
tuburile de reactie a 1 x 10 parti, in volum, NaOH 1M, si se madsoard absorbanta optici la
lungimea de unda de 400 nm.
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Prin aplicarea inventiei, se obtin urmatoarele avantaje:

- prin utilizarea microimunosorbentilor se realizeazd o cuplare covalentd a
anticorpului antiacid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic la suprafata microsferelor de SiO,
comparativ cu adsorbtia fizica in tehnica ELISA clasica;

- realizarea unei suprafete mari de 10..100 cm® a fazei solide dati de
microimunosorbent comparativ cu suprafata limitatd de circa 1 ¢cm? in cazul godeurilor
placilor ELISA, fapt ce imbunatéteste performantele acestei tehnici;

- reactia imund dintre componente se realizeaza in volumul solutiei comparativ cu
reactia lentd la suprafata internd a tubului sau godeurilor, care se realizeaza in tehnica
ELISA clasica.

Procedeul conform inventiei constd in aceea ca: 1 g de microsfere de oxid de siliciu
cu diametrul de 1...2 ym se suspenda intr-o solutie 5 ml de acid azotic 10%, la temperatura
de 60°C, timp de o ord. Dupd centrifugare la 2000 x g, timp de 20 min, la 18°C si
indepértarea solutiei acide, microsferele au fost resuspendate intr-o solutie de 10% «-
aminopropiltrietoxisilan, la pH 3,2 pentru 3 h, la 60°C. Dupa centrifugare si indepértarea
supernatantului, microsferele au fost spalate cu apa distilatd, centrifugate iar supernatantul
indepartat. Microsferele au fost apoi resuspendate in 5 ml solutie de glutaraldehida 3% in
tampon fosfat 50 mM, pH 7,4 si I3sate 8 h la temperatura camerei. indepértarea solutiei de
glutaraldehidad se realizeaza prin centrifugare urmatd de spdlare cu apa distilatd, apoi
microsferele se suspendad in 10 ml solutie de tampon fosfat 10 mM, cu pH 8. 2 ml suspensie
de microsfere activate se adauga la 1 ml solutie de anticorp anti 3,6 dicloro-2-metoxibenzoic
10 mg/ml, suspensia se agitd si se lasa sa reactioneze timp de 4 h, la temperatura camerei,
in vederea cuplarii covalente a anticorpului antipesticid la suprafata microsferelor, anticorpul
nereactionat a fost indepartat prin centrifugare, iar microimunosorbentul realizat este
resuspendat in 10 ml solutie albumind serica de bovind 1%, in tampon fosfat 10 mM, pH 7,2
si depozitat la 4°C, in vederea utilizarii in tehnica ELISA de dozare a pesticidului acid 3,6
dicloro-2-metoxi benzoic. Tehnica ELISA consta in reactia antigen anticorp realizata intre
anticorpul antipesticid cuplat covalentla suprafata microsferelor, antigenul acid 3,6 dicloro-2-
metoxi benzoic din proba necunoscutd sau solutia standard sau markerul enzimatic acid 3,6
dicloro-2-metoxi benzoic-fosfataza alcalind. Astfel in tuburi de plasticin volum de 2...3 ml se
introduc 200 pl suspensie de microimunosorbent diluatd 1/10 (v/v) cu tampon fosfat, 200 pl
de standard de acid 3,6 dicloro-2-metoxi benzoic de concentratie cunoscuta (0-100 ng/ml)
sau proba necunoscutd in tampon fosfat si 100 ul solutie de marker enzimatic acid 3,6
dicloro-2-metoxi benzoic-fosfataza alcalind de concentratie 10 pg/ml. Reactia imuna dintre
antigenul din solutie si anticorpul de la suprafata microsferelor este realizata timp de 2 h, la
temperatura camerei. Dupd centrifugarea la 2000 x g, supernatantul se indeparteaza, iar
microsferele sunt spélate de 3 ori cu tampon fosfat, centrifugate, urmate de aruncarea
supernatantului. in final, activitatea enzimatici a complexului imun realizat la suprafata
microsferelor este mdsuratd la spectrofotometru prin reactia cu substratul enzimatic,
introducerea in tuburi a 1 ml solutie de p-nitrofenilfosfat de sodiu in carbonat de sodiu
50 mM, cu pH 9,6. Reactia cu substratul enzimatic este stopata dupa o ord cu ajutorul a
100 pl NaOH 1 M introdus in tubul de reactie. Absorbanta opticd este mdsuratd la
spectrofotometru la lungimea de unda de 400 nm.

Tehnica ELISA ce utilizeazd microimunosorbentul constd in doud etape E1 si E2.

E1: Obfinerea microimunosorbentului anticorp antiacid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic
cuplat covalent la microsfere de SiO,

1 g de microsfere de SiO, este suspendat in 5 ml solutie de HNO;10%, la
temperatura de 60°C, timp de o ord. Excesul de acid este indepéartat prin centrifugare la
2000 x g, timp de 20 min, la 18°C. Microsferele sunt apoi resuspendate intr-o solutie de a-
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aminopropiltrietoxisilan 10%, cu pH 3,2, pentru 3 h, la 60°C. Dupa centrifugare la 2000 x g,
microsferele sunt spalate cu apa distilatd si apoi sunt resuspendate in 5 ml solutie de
glutaraldehida 3%, in tampon fosfat 50 mM, cu pH 7,4 si Iasate 8 h la temperatura camerei,
invederea activarii. Microsferele sunt spélate cu apa distilatd si suspendate in 10 ml tampon
fosfat, 10 mM, pH 8. 2 ml suspensie de microsfere activate se adauga la 1 ml solutie de
anticorp antiacid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic 10 mg/ml. Suspensia se agitd si ldsatd sa
reactioneze timp de 4 h, la temperatura camerei, in vederea cuplarii covalente a anticorpului
antipesticid la suprafata microsferelor. Suspensia se centrifugheaza la 2000 x g, timp de
20 min, iar supernatantul continand anticorpul nereactionat se indeparteaza imunosorbentul
format, se suspenda in 10 ml solutie de albumina sericd de bovind 1% si este depozitat la
4°C, in vederea utilizarii in tehnica ELISA.

E2: Tehnica ELISA de dozare a acidului 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic

Reactivii componenti ai tehnicii ELISA cu utilizare de microimunosorbenti sunt
urmatorii: suspensie de microsfere acoperite cu anticorp antiacid 3,6-dicloro-2-metoxi
benzoicin dilutie 1/10, in tampon fosfat, solutii standard de pesticid acid 3,6-dicloro-2-metoxi
benzoic de concentratie cunoscuta (0-100 ng/ml) sau proba necunoscutd, in tampon fosfat
cu pH 7,2, solutie de marker enzimatic acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic-fosfataza alcalind
de concentratie 10 pg/ml. Astfel, in tuburi de plastic de volum 2...3 ml se introduc 200 pl
suspensie de microimunosorbent, 200 uyl antigen standard (acid 3,6-dicloro-2-metoxi
benzoic) sau 200 pl din proba necunoscuta ce contine pesticidul de analizat i 100 pyl marker
enzimatic. Reactia imund dintre antigenul marcat sau nemarcat din solutie si anticorpul
cuplat covalent la faza solida este realizatd timp de 2 h la temperatura camerei. Dupa
centrifugare la 2000 x g si indepartarea supernatantului, microsferele sunt spalate de 3 ori
cu tampon fosfat, centrifugate, iar supernatantul inldturat. in final, activitatea enzimatici a
complexului imun anticorp-antigen realizat la suprafata microsferelor este masurata la
spectrofotometru prin reactie cu substratul enzimatic, introducerea in tuburi a 1 ml solutie de
p-nitrofenilfosfatin carbonat de sodiu 50 mM, cu pH 9,6. Reactia cu substratul enzimatic este
stopatd dupa o ord, cu ajutorul a 100 ul NaOH 1 M introdus in tubul de reactie. Absorbanta
opticd este masuratd la spectrofotometru la lungimea de unda de 400 nm.

in continuare, se prezint4 un exemplu de aplicare a procedeului in legéturi cu figura.

Exemplu. 1 g de microsfere de SiO, este suspendat in 5 ml solutie de HNO, 10% la
temperatura de 60°C, timp de o ord. Excesul de acid este indepartat prin centrifugare la
2000 x g, timp de 20 min, la 18°C. Microsferele sunt apoi resuspendate intr-o solutie de a-
aminopropiltrietoxisilan 10%, cu pH 3,2, pentru 3 h, la 60°C. Dupa centrifugare la 2000 x g,
microsferele sunt spdlate cu apd distilatd si apoi sunt resuspendate in 5 ml solutie de
glutaraldehida 3%, in tampon fosfat 50 mM, cu pH 7,4 si Iasate 8 h la temperatura camerei,
invederea activarii. Microsferele sunt spdlate cu apa distilatd si suspendate in 10 ml tampon
fosfat 10 mM, pH 8. 2 ml suspensie de microsfere activate se adaugad la 1 ml solutie de
anticorp antiacid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic 10 mg/ml. Suspensia se agita si este lasata
sd reactioneze timp de 4 h, la temperatura camerei, in vederea cuplarii covalente a
anticorpului antipesticid la suprafata microsferelor. Suspensia se centrifugheaza la2000 x g,
timp de 20 min, iar supernatantul contindnd anticorpul nereactionat se indeparteaza,
imunosorbentul format se suspenda in 10 ml solutie de albumind sericd de bovind 1% si este
depozitat la 4°C, in vederea utiliz&rii in tehnica ELISA.

Reactivii componenti ai tehnicii ELISA cu utilizare de microimunosorbenti sunt
urmatorii: suspensie de microsfere acoperite cu anticorp antiacid 3,6-dicloro-2-metoxi
benzoic in dilutie 1/10 in tampon fosfat, solutii standard de pesticid acid 3,6-dicloro-2-metoxi
benzoic de concentratie cunoscutd (0...100 ng/ml) sau proba necunoscuta in tampon fosfat,
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cu pH 7,2, solutie de marker enzimatic acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic-fosfataza alcalind
de concentratie 10 ug/ml. Astfel, in tuburi de plastic de volum 2...3 ml se introduc 200 pl
suspensie de microimunosorbent, 200 uyl antigen standard (acid 3,6-dicloro-2-metoxi
benzoic) sau 200 ul probd necunoscutd ce contine pesticidul de analizat si 100 pl marker
enzimatic. Reactia imund dintre antigenul marcat sau nemarcat din solutie si anticorpul
cuplat covalent la faza solidd este realizata timp de 2 h la temperatura camerei. Dupa
centrifugare la 2000 x g si indepartarea supernatantului, microsferele sunt spélate de 3 ori
cu tampon fosfat, centrifugate, iar supernatantul inldturat. in final, activitatea enzimatici a
complexului imun anticorp-antigen realizat la suprafata microsferelor este masuratd la
spectrofotometru prin reactie cu substratul enzimatic, introducerea in tuburi a 1 ml solutie de
p-nitrofenilfosfatin carbonat de sodiu 50 mM, cu pH 9,6. Reactia cu substratul enzimatic este
opritd dupd o ora, cu ajutorul a 100 yl NaOH 1 M introdus in tubul de reactie. Absorbanta
opticd este masuratd la spectrofotometru la lungimea de unda de 400 nm.

Reactiile chimice de obtinere a microimunosorbentului anticorp antiacid 3,6-dicloro-2-
metoxi benzoic-microsfere de SiO, sunt prezentate in figurile atagate.
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Revendicare

Metoda de dozare a pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic din probe de
mediu, caracterizatd prin aceea c# aceasta consta in:

a) obtinerea suspensiei de microsfere de oxid de siliciu, in care o parte, in greutate,
de microsfere de oxid de siliciu cu diametrul de 1...2 ym se trateaza cu 5 parti, in volum,
solutie de acid azotic 10%, la temperatura de 60°C, timp de 1 h, se centrifugheazi la
2000 x g, timp de 20 min, pentru indepartarea solutiei acide, apoi se trateaza cu o solutie de
a-aminopropiltrietoxisilan 10%, la pH 3,2, timp de 3 h, 1a 60°C, se spald cu apa distilatd, se
centrifugheaza la 2000 x g si se resuspenda in 5 parti, in volum, solutie de glutaraldehida
3%, in tampon fosfat 50 mM, cu pH 7,4 si se lasad 8 h la temperatura camerei in vederea
activarii, se spald cu apa distilata si se resuspenda in tampon fosfat 10 mM, apoi se trateaza
cu o solutie de anticorp antiacid 3,6-dicloro-2-mefoxi benzoic, se lasd s& reactioneze timp
de 4 h, la temperatura camerei, apoi se spald cu tampon fosfat si se resuspenda in tampon
fosfat 10 mM, cu pH 7,2 cu adaos de albumind sericd de bovind 1%;

b) 2 x 10 parti, in volum, suspensie de microsfere obtinutd in etapa a) se trateaza
cu 2 x 10 parti, in volum, solutie standard de acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic si 1 x 10
parti, in volum, marker enzimatic acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic-fosfataza alcaling,
amestecul se lasd 2 h, la temperatura camerei, in vederea stabilirii echilibrului chimic dintre
antigen si anticorp, apoi se centrifugheaza la 2000 x g, se spald cu tampon fosfat si se
masoara activitatea enzimaticd a complexului imun cuplat la suprafatd, prin adaugarea in
tuburile de reactie a o parte, in volum, solutie de p-nitrofenilfosfat de sodiu in carbonat de
sodiu 50 mM, cu pH 9,6, iar reactia enzimaticd este opritd dupd 1 h, prin addugarea in
tuburile de reactie a 1 x 10 parti, in volum, NaOH 1 M, apoi se centrifugheaz3 la 2000 x g
si se mdsoara absorbanta optica a supernatantului rezultat la lungimea de unda de 400 nm.
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