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Inventia se refera la procedeul de obtinere a markerului enzimatic acid 3,6-dicloro-2-
metoxi benzoic-fosfataza alcaling, utilizat in tehnica ELISA, pentru dozarea pesticidului acid
3,6-dicloro-2-metoxi benzoic din probe biologice si de mediu.

Clegg, B.S. G.R. Stephenson, J.C. Hall, in lucrarea Developement of an Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay for the Detection of Dicamba J, Agric. Food Chem., 2001 May,
49(5), 2168-2174, au prezentat markeri enzimatici pentru detectarea pesticidelor in probele
din mediu prin legarea anticorpilor antidicamba la peroxidaza.

Roy J. W., J. C. Hall, G. W. Parkin, C.W.Riddle, B.S. Clegg, Seasonal leaching and
biodegradation of dicamba in turfgrass, Journal Environmental Qual., 2001, 30, 1360-1370,
care se refera la utilizarea dicamba in agriculturd, iar toxicitatea acestuia determina nevoia
de monitorizare a probelor din mediu. Pentru urmarirea prezentei pesticidului in mediul
inconjurator, se folosesc metodele analitice, cum ar fi cromatografie lichida de inalta
performanta (HPLC), cromatografie in fazd apoasa sau spectrometrie UV.

Markeri enzimatici, obtinuti prin procedurile prezentate mai sus, realizati prin cuplarea
directa a pesticidului cu enzima prin activare cu ajutorul carbodiimidei, prezinta dezavantajul
ca procedura de cuplare conduce la o scadere a activitatii enzimatice specifice a markerului,
iar legatura peptidica formata dintre pesticid si enzima este prea mica, fapt ce conduce la o
afinitate scazuta a markerului enzimatic cu anticorpul omolog in tehnica ELISA de dozare
a pesticidului.

Problema pe care o rezolva inventia consta in obtinerea unui marker enzimatic cu o
activitate enzimatica mare, pentru detectarea pesticidului respectiv din probe biologice din
mediu.

Procedeul de obtinere a markerului enzimatic acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoil-
hexametilendiamin-glutardehid-fosfataza alcalind, conform inventiei, inlatura dezavantajele
de mai sus, prin aceea ca se dizolvad 50 mg acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic, 100 mg N-
hidroxisuccinimida si 100 mg carbodiimida in 2 ml dimetilformamida si se agitd amestecul
care a fost activat cu o solutie de 10 mg de hexametilendiamina in tampon carbonat de sodiu
50 mM, pH 9,6 si este lasat sa reactioneze timp de 4 h, apoi se supune cromatografiei pe
Silicagel tip G, se iau 100 ul de solutie astfel purificatéd de concentratie 1 mg/ml in tampon
fosfat 10 mM la pH 8 si 100 pl fosfataza alcalina de concentratie 10 mg/ml sunt amestecate
cu o solutie de glutaraldehida 0,1% si sunt |asate sa reactioneze timp de 2 h, reactia este
apoi oprita prin adaugarea a 50 pl solutie de glicina de concentratie 100 mg/ml in tampon
fosfat pH 8, urmat de cromatografia amestecului de reactie pe Sephadex G25, obtinandu-se
markerul enzimatic purificat, care este depozitat la -18°C.

Procedeul conform inventiei prezinta urmatoarele avantaje:

- prin utilizarea hexametilendiaminei si glutaraldehidei, distanta dintre pesticidul cuplat
la enzima este mare comparativ cu metoda de legare directd a gruparii carboxi a pesticidului
de gruparile amino libere ale enzimei descrisa in literatura de specialitate, acest fapt
conducéand la o afinitate mai mare a markerului enzimatic faté de anticorpul antipesticidic in
metoda ELISA si respectiv la o sensibilitate mai buna a tehnicii;

- in plus, se evita inactivarea partiald a enzimei prin mediul de reactie utilizat la
metoda directa.

Procedeul conform inventiei consta in aceea ca 50 mg acid 3,6-dicloro-2-metoxi
benzoic, 100 mg N-hidroxisuccinimida (NHS) si 100 mg 1-etil-3(-3'-diaminopropil)-carbo-
diimida in 2 ml dimetilformamida (DMF) se agitd 4 h, in vederea activarii gruparii carboxi a
pesticidului. Amestecul activat se introduce peste o solutie de 10 mg hexametilendiamina in
1 ml tampon carbonat de sodiu 50 mM, pH 9,6 si este |asat s& reactioneze timp de 4 h, in
vederea cuplarii diaminei la pesticid. Derivatul pesticidic se purificad prin cromatografie pe

2



RO 125536 B1

Silicagel tip G, 100 pl de solutie de acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoil-CO-NH-(CH,)s-NH,
1 mg/ml si 100 pl solutie de fosfataza alcalina 10 mg/ml in tampon fosfat 10 mM pH 8 sunt
amestecate cu 50 pl solutie de glutaraldehida 0,1% si lasate sa reactioneze timp de 2 h,
dupa care reactia de cuplare este oprita prin adaosul de 50 ul solutie de glicind 100 mg/ml.
Markerul enzimatic realizat este purificat prin cromatografie pe Sephadex G25 si se depozi-
teaza la -18°C, in vederea utilizarii in tehnica ELISA de dozare pesticidica. Procedeul de
obtinere a markerului enzimatic consta in patru etape EKE4.

E1. Activarea acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic: O solutie de 50 mg pesticid acid
3,6-dicloro-2-metoxi benzoic, 100 mg N-hidroxisuccinimida si 100 mg 1-etil-3-(3'-dimetil
aminopropil)-carbodiimida in 2 ml dimetilforamida sunt agitate timp de 4 h, pentru activarea
gruparii carboxi a pesticidului.

E2. Cuplarea acidului 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic la hexametilen diamina: Se
dizolvéd 10 mg hexametilendiamina in 1 ml tampon carbonat de sodiu 50 mM pH 9,6. in
solutia de hexametilendiamina se introduce sub agitare continua amestecul activat rezultat
la etapa E1. Reactia de cuplare a pesticidului cu diamina se continua timp de 4 h, dupa care
pH-ul solutiei rezultate se ajusteaza la pH 8, cu ajutorul solutiei de HCI 1N. Produsul acid
3,6-dicloro-2-metoxi benzoil-hexametilen amina se purifica prin cromatografie in strat subtire
pe Silicagel tip G si se depoziteaza in tampon fosfat 10 mM pH 8, in vederea cuplarii cu
enzima.

E3. Cuplarea acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoil-CO-NH-hexametilen-amina de
fosfataza alcalina: 100 ul solutie de acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoil-CO-NH-hexametilen-
amina de concentratie 1 mg/ml in tampon fosfat 10 mM pH 8 se amesteca cu 100 pl
fosfataza alcalind de concentratie 10 mg/ml avand activitatea specificd 1000 U/mg. in
amestecul de reactie format se introduc 50 pl solutie de glutaraldehida 0,1% in tampon fosfat
pH 8. Reactia de cuplare a derivatului pesticidic cu enzima se desfasoara sub agitare timp
de 2 h, la temperatura camerei. Reactia se stopeaza apoi prin adaos in amestecul activat
a 50 pl solutie de glicind 100 mg/ml in tampon fosfat 10 mM pH 8.

E4. Purificarea markerului enzimatic pesticid-enzima: Amestecul de reactie
rezultat la etapa E3 se cromatografiaza pe coloana de Sephadex G25, avand ca eluent
tamponul fosfat 10 mM, iar fractiunea cu produsul purificat este depozitata la -18°C, in
vederea utilizarii in tehnica ELISA de dozare pesticidica.

In continuare, se prezintd un exemplu de aplicare a procedeului.

Exemplu. 50 mg de acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic, 100 mg N-hidroxisuccinimida
(NHS) si 100 mg 1-etil-3(-3'-diaminopropil)-carbodiimida in 2 ml dimetil formamida (DMF) se
agita 4 h, in vederea activarii gruparii carboxi a pesticidului. Amestecul activat se adauga sub
continué agitare peste o solutie de 10 mg hexametilendiamina in tampon carbonat de sodiu
50 mM pH 9,6 si lasat sa reactioneze timp de 4 h, in vederea cuplarii diaminei la pesticid.
Derivatul pesticidic se purifica prin cromatografie pe Silicagel tip G si 100 pl de solutie de
derivat pesticidic purificat acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoil-CO-NH-(CH,)s-NH, si 100 pl
solutie de fosfataza alcalind 10 mg/ml in tampon fosfat 10 mM pH 8 sunt amestecate cu o
solutie de glutaraldehida 0,1% si lasate sa reactioneze timp de 2 h, reactia fiind stopata prin
adaos de 50 pl solutie de glicind 100 mg/ml. Markerul enzimatic obtinut este purificat prin
cromatografie pe Silicagel G25 si se depoziteaza la -18°C, in vederea folosirii in tehnica
ELISA de dozare pesticidica.
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Reactii chimice de obtinere a markerului enzimatic acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoil-
hexametilendiamin-glutaraldehid-fosfataza alcalina:
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Revendicare

Procedeu de obtinere a markerului enzimatic acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoil-
hexametilendiamin-glutardehid-fosfataza alcalind, caracterizat prin aceea ca se dizolva 50
parti in greutate acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic, 100 parti in greutate N-hidroxisuccinimida
si 100 parti in greutate carbodiimidd, in 2 parti, in volum, dimetilfformamida si se agita
amestecul care a fost activat cu o solutie de 10 parti, in greutate, de hexametilendiamina in
tampon carbonat de sodiu 50 mM, pH 9,6 si este |1asat sa reactioneze timp de 4 h, apoi se
supune cromatografiei pe Silicagel tip G, seiau 0,1 parti, in volum, de solutie astfel purificata
de concentratie 1 mg/ml in tampon fosfat 10 mM la pH 8 si 0,1 parti, in volum, fosfataza
alcalind de concentratie 10 mg/ml sunt amestecate cu o solutie de glutaraldehida 0,1% si
sunt Iasate sa reactioneze timp de 2 h, reactia este apoi oprita prin adaugarea a 0,05 parti,
in volum, solutie de glicina de concentratie 100 mg/ml in tampon fosfat pH 8, urmat de
cromatografia amestecului de reactie pe Sephadex G25, obtindndu-se markerul enzimatic
purificat, care este depozitat la -18°C.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
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