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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a imuno-
sorbentului superparamagnetic tip anticorp pe baza de
Fe,O, utilizat in tehnica ELISA pentru detectia pesti-
cidului acid 3, 6-dicloro-2- metoxibenzoic (DICAMBA)
din probe alimentare si de mediu. Procedeul, conform
inventiei, constéd Tn etapele de: E1-obtinerea nano-
particulelor superparamagnetice de Fe, O, cu diametru
de 10 nm, E2-activarea acestora cu 3-aminopropil
trietoxisilan (APTES), E3-activarea complexului nano-
particule Fe,O,-APTES cu glutaraldehida, E4-activarea
nanoparticulelor de SiO, cu APTES si glutaraldehida,

ES-activarea pesticidului DICAMBA, E6-obtinerea
conjugatuluiimunogen ovalbumina-DICAMBA, E7-puri-
ficarea conjugatului proteina-pesticid, E8-obtinerea
nanoimunosorbentului tip antigen, E9-caracterizarea
tehnica si functionala a coloanei, E10-ob{inerea anti-
corpilor antipesticid purificati pe coloana de afinitate si
E11-cuplarea anticorpilor din E10 cu nanoparticule din
E3 din care rezultd nanoimunosorbentul tip anticorp.
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Procedeu de obtinere a nanoimunosorbentului superparamagnetic tip anticorp pe baza de
FexOy utilizat in tehnica nanoELISA pentru detectia pesticidului DICAMBA (acid 3,6-dicloro-
2-metoxibenzoic) din probe alimentare si de mediu

In prezent, detectia si analiza pesticidului DICAMBA (acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic) se
efectueaza in principal prin metode cromatografice cum ar fi: cromatografia de lichide de inalta
performanta cuplata cu spectrometria de masa si cromatografia in gaz cuplata cu spectrometria de
masa si prin electroforeza capilara cuplata cu spectroscopie UV sau spectrometrie de masa, aceste
metode necesitand o prelucrare laborioasa a probelor si echipamente costisitoare. O alta tehnica de
analiza cantitativa a pesticidelor este tehnica imunochimica cu enzima legata de immunosorbent (faza
solida), ELISA (engleza: Enzyme Linked Immunosorbent Assay) care se bazeaza pe capacitatea de
recunoastere specifica a structurii moleculare a unui antigen (epitop) (pesticide) de catre un anticorp
(anticorp antipesticid). In aceasta tehnica se folosesc ca imunosorbenti suprafete de polistiren (placi
ELISA) acoperite cu antigen sau anticorpi componente cuplate la suprafata fazei solide prin adsorbtie
fizica. Dezavantajele acestei tehnici sunt date de desorbtia speciilor deoarece nu sunt legate covalent,
. -reproductibilitatea si neuniformitatea rezultatelor.obtinute. NanoELISA este tehnica ELISA bazatape - - - -« vsv
nanoparticule astfel performantele tehnicii ELISA clasice fiind imbunatatite obtinand o metoda
extrem de sensibila. Nanomaterialele sunt folosite ca una sau mai multe componente ale tehnicii si
imbunatatesc limita de detectie, sensibilitatea metodei si reducerea timpului de analiza. Au fost
acoperite cu anticorp: nanoparticule de fier pentru detectia micotoxinei zearalenonei din cereale si
produse alimentare [1]; nanoparticule de aur pentru detectia gliadinei din gluten [2] sau a proteinei
p53 [3]; nanoparticule de SiO2 pentru detectia markerului tumoral antigen carbohidrat 19-9 (CA19-
9) [4]; nanoparticule de siliciu acoperite cu aur {(en. Nanoshells) pentru cresterea sensibilitatii metodei
ELISA in cazul detectiei receptorului factorului de crestere al epidermei (EGFR) [5].
Nanoimunosorbentii pe baza de SiO: pot fi utilizati si in cromatografia de afinitate de purificare a
anticorpilor anti acid 2,4-diclorofenoxiacetic (2,4D) din amestecuri complexe de proteine [6]. In
cazul nanoparticulelor de aur cuplate cu anticorp [1] sensibilitatea metodei a crescut de cel putin cinci
ori, limita de detectie mai mica fata de tehnica ELISA clasica de cel putin trei ori si timpul de analiza
a scazut.

Inventia prezinta procedeul de obtinere a nanoimunosorbentului superparamagnetic tip
anticorp utilizat in tehnica nanoELISA in faza omogena pe baza de nanoimunosorbenti acestia avand
urmatoarele avantaje: zona specifica a nanoimunosorbentului este de (100-200) m%g: 1 mg de
nanoimunosorbent este echivalent cu suprafata de lucru a zece placi ELISA, moleculele de anticorp
sunt legate covalent pe suprafata nanoparticulelor in comparatie cu tehnica ELISA clasica in care
anticorpii sunt cuplati prin adsorbtie pe suprafata godeurilor placii ELISA; legarea covalenta chimica
elimina desorbtia anticorpului de la suprafata din cazul tehnicii ELISA clasice ceea ce confera

-stabilitate nanoimunosorbentilor. Nanoimunosorbentii.nenmagnetici pet fi separati prin centrifugare, -~ - - = v
iar nanoimunosorbentii superparamagnetici sunt separati folosind un separator de camp magnetic.
Timpul de incubare necesar pentru a atinge echilibrul chimic intre anticorp si antigen (analit) este
scurt (1-10 min fata de 1-2 ore in tehnica ELISA clasica), deoarece nanoparticulele sunt in suspensie
(faza omogena) comparativ cu tehnica ELISA clasica unde reactia dintre anticorp si antigen este
limitata prin difuzarea compnentelor din solutie la suprafata godeurilor sau a tuburilor.

Problema pe care o rezolva inventia consta in prezentarea unui procedeu de obtinere a
nanoimunosorbentului superparamagnetic tip anticorp pe baza de FexOy utilizat in tehnica
nanoELISA pentru detectia pesticidului DICAMBA (acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic) din probe
alimentare si de mediu. Procedeul conform inventiei inlatura dezavantajele de mai sus prin aceea ca
se iau: intr-un balon cu fund rotund se disperseaza 6,5 mmoli (2,284 g) de acetil acetonat de fier in
40 ml solvent dibenzileter si se adauga 0,4 M (5 ml) de acid oleic si 0,4 M (5,2 ml) oleilamina iar
solutia astfel obtinuta este agitata magnetic 30 minute pana la dizolvarea complete a reactantilor, apoi

Inventatori: Dorobantu Ioan, Neagu Livia, Stoica Raluca-Diana, Craciunescu Izabell, Turcu Rodica Paula
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este incalzita si mentinuta la temperatura duf)a cum urmeaza: 30 min la 150 °C sub flux de argon, o
ora la 250 °C, apoi o ora la reflux, 295 °C apoi la terminarea timpului de reactie proba este spalata de
trei ori cu cate 50 ml amestec de metanol-etanol si redispersata la concentratie cunoscuta in toluen,
apoi se introduce un volum de 200 ml de hexan acidifiat cu 0,04 ml de acid acetic in care se dizolva
2 ml de 3-aminopropiltrietoxisilan si se redisperseaza echivalentul volumic a 1 g de proba de
nanoparticule magnetice hidrofobe apoi proba este mentinuta timp de 72 h sub agitare magnetica

din mediul de reactie, spalata de 3 ori cu apa distilata si redispersata la concentratie cunoscuta in
mediu apos iar 1 g de nanoparticule de FexOy de diametrul 10 nm este tratat cu 20 ml solutie de a-
aminopropiltrietoxisilan (APTES) 10 % in amestec hexan: acid acetic timp de 5 ore , apoi centrifugate
la 1500xg, spalate cu apa deionizata, din nou centrifugate la 1500x g si tratate apoi cu 10 ml solutie
de glutaraldehida 10% timp de 3 ore sub continua agitare apoi spalate de excesul de glutaraldehida si
depozitate la 4 °C in vederea cuplarii cu anticorpii antiDICAMBA separate din antiseruri policlonale
antipesticid prin utilizarea nanoimunosorbentului de tip antigen obtinut prin tratamentul a 100 mg de
nanoparticule de SiO2 de diametru de 15 nm cu o solutie de HNO3 10 % timp de 1 h la temperatura
de 80 °C iar solutia acida este indepartata si nanoparticulele de SiO2 sunt centrifugate la 1500 x g
timp de 15 min apoi spalate cu 20 ml apa deionizata apoi tratate cu 10 ml solutie de APTES 10 % in
apa deionizata sub continua agitare timp de 3 ore apoi nanoparticulele obtinute prin centrifugare la
1500 x G timp de I5 min sunt tratate cu 5 ml solutie de glutaraldehida 10 % timp de 2 ore la
temperatura camerei apoi centrifugate la 1500 x g timp de 15 min si apoi puse in reactie cu 20 mg
conjugat 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic-ovalbumina, conjugat realizat din reactia dintre 10 mg acid
3,6-dicloro-2-metoxibenzoic, 10 mg N-hidroxisuccinimida (NHS) si 30 mg 1-etil-3-(3’-
dimetilaminopropilcarbodiimida) (CDI) in 1 ml dimetilformamida (DMF) pentru 30 minute in
vederea activarii pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic care este pus in reactie cu 4 ml solutie
de ovalabumina de concentratie 3 mg/ml in tampon carbonat 50 mM pH 9,6 timp de 24 h la
temperatura de 4°C, apoi este purificat pe coloana de Sephadex G25 avand ca tampon de elutie
tampon fosfat 5 Mm iar conjugatul 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic-ovalbumina este pus sa reactioneze

nanoimunosorbent tip antigen nanoimunosorbent SiO2 -ovalbumina-acid 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic care este folosit in obtinerea anticorpilor specifici anti 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic
rezultati din tratarea a 100 pl antiser antipesticid brut cu (NH4)2S04 50 % (v/v) in vederea precipitarii
v-globulinelor ce sunt separate prin centrifugare la 1500 x g timp de 10 min, supernatantul este
indepartat iar precipitatul dizolvat in tampon fosfat 10 mM pH 7,2 1 ml apoi este pus in amestec cu
20 mg suspensie de nanoimunosorbent tip antigen timp de 3 h in vederea reactiei imune dintre
anticorpii antipesticid si conjugatul pesticidic cuplat la suprafata nanoparticulelor de SiOz urmata de
centrifugare la 1500 x g timp de 15 min, spalarea nanoimunosorbentului cu solutie de NaCl 9 %o iar
apoi introduce pe coloana de sticla diametrul 1 cm, L=10 cm pentre un strat de Sephadex G25 de
inaltime 1 cm iar anticorpii specifici anti acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic sunt disociati prin elutie
cu solutie de glicina-HC1 10 mM pH 2,3 aduse la pH 7,0 cu tampon fosfat 1| mM pH 7 si cuplati la
100 mg nanoparticule superparamagnetice de FexOy, activate cu glutaraldehida cu formare de
nanoimunosorbent tip anticorp FexOy-anticorp anti acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic care este
depozitat la temperatura de -18°C in vederea utilizarii in tehnica nanoELISA pe baza de
nanoimunosorbent tip anticorp pentru detectia pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic din
probe alimentare si de mediu.

Procedeul conform inventiei consta in 11 etape: E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9, E10 si
E11.
E1: Obtinerea de nanoparticule superparamagnetice de FexOy cu diametrul de 10 nm
E2: Activarea nanoparticulelor de FexOy cu APTES

"E3:-"Activarea’ “complexului- ‘nanoparticule - FexO,-APTES’' cu glutaraldehida cu formare de ™~ ™

nanoparticule de FexOy activate.
E4: Activarea nanoparticulelor de SiO; cu 3-aminopropil trietoxisilan (APTES) si glutaraldehida,
activare realizata in t{ei reactii: Reactia 1 - tratamentul termic al nanoparticulelor cu HNO3, Reactia

Inventatori: Dorobantu Ioan, Neagu Livia, Stoica Raluca-Diana, Criciunescu Izabell, Turcu Rodica Paula
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2 - reactia nanoparticulelor de SiO2 cu APTES cu formare de complex nanoparticule de SiO-APTES
si Reactia 3-activarea complexului nanoparticule de SiO2-APTES cu glutaraldehida si formare de
nanoparticule de SiO; activate.
ES5: Activarea pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic (dicamba) realizata prin doua reactii:
Reactia 1 — activarea pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic cu 1-etil-3(3’-
diaminopropil)carbodiimide (CDI) reactie desfasurata in dimetilformamida si reactia 2~ activarea
complexului pesticid-CDI cu N-hidroxisuccinimida (NHS) cu formare de pesticid activat.
E6: Obtinerea conjugatului imunogen ovalbumina-dicamba prin reactia dintre ovalbumina si
pesticidul activ.
E7: Purificarea conjugatului proteina-pesticid pe coloana de Sephadex G25.
E8: Obtinerea nanoimunosorbentului tip antigen, reactie dintre nanoparticule de SiO; activate cu
glutaraldehida si conjugatul immunogen purificat in etapa E7.

E9 Obtinerea coloanei de afinitate utilizand nanoimunosorbent de tip antigen (caracterisitci tehnice |

§i functionale ale coloanel)

E10: Obtinerea anticorpilor antipesticid purificati pe coloana de afinitate

E11: Obtinerea nanoimunosorbentului tip anticorp prin reactia nanoparticulelor superparamagnetice
FexOy activate in etapa 3 cu anticorpii anti 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic purificati in etapa E10.

Descrierea etapelor procedeului de obtinere:

E1: Obtinerea de nanoparticule superparamagnetice de FexOy cu diametrul de 10 nm

Intr-un balon cu fund rotund se disperseaza 6,5 mmoli (2,284 g) de acetil acetonat de fier in 40 ml
solvent dibenzileter si se adauga 0,4 M (5 ml) de acid oleic si 0,4 M (5,2 ml) oleilamina. Solutia astfel
obtinuta este agitata magnetic 30 minute pana la dizolvarea completa a reactantilor, apoi este incalzita
si mentinuta la temperatura dupa cum urmeaza: 30 min la 150 °C sub flux de argon, o ora la 250 °C,
apoi o ora la reflux, 295 °C. La terminarea timpului de reactie proba este spalata de trei ori cu cate 50
ml amestec de metanol-etanol si redispersata la concentratie cunoscuta in toluene. Se introduce un
volum de 200 ml de hexan acidifiat cu 0,04 ml de acid acetic in care se dizolva 2 ml de 3-
aminopropiltrietoxisilan si se redisperseaza echivalentul volumic a 1 g de proba de nanoparticule
magnetice hidrofobe apoi proba este mentinuta timp de 72 h sub agitare magnetica puternica la
temperatura camerei si dupa terminarea timpului de reactie proba este separate magnetic din mediul
de reactie, spalata de 3 ori cu apa distilata si redispersata la concentratie cunoscuta in mediu apos.
E2: Activarea nanoparticulelor de FexOy cu APTES

1 g de nanoparticule de FexOy de diametrul 10 nm este tratat cu 20 ml solutie de a-

am1noprop11tr1etox151lan (APTES) 10 % in amestec hexan:acid acetic (10:0,1) timp de 5 ore, separare .

prin centrifugate la 1500 x g, spalate cu apa deionizata, din nou centrifugate la 1500x g.
E3: Activarea complexului nanoparticule FexOy-APTES cu glutaraldehlda cu formare de
nanoparticule activate de FexOy.
Complexului nanoparticule FexOy-APTES este tratat cu 10 ml solutie de glutaraldehida 10% timp de
3 ore sub continua agitare apoi spalate pentru indepartarea excesului de glutaraldehida si depozitate
la 4 °C in vederea cuplarii cu pesticidul acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic.
E4: Activarea nanoparticulelor de SiO2 cu 3-aminopropil trietoxisilan (APTES) si
glutaraldehida, activare realizata in trei reactii: Reactia 1 - tratamentul termic al nanoparticulelor cu
HNO;3, Reactia 2 - reactia de activare a nanoparticulelor de SiO2 cu APTES cu formare de complex
nanoparticule de SiO2-APTES si Reactia 3-activarea complexului nanoparticule de SiO2-APTES cu
glutaraldehida.

Reactia 1: 100 mg de nanoparticule de SiOz cu diametrul ®=15 nm se trateaza cu o solutie de
HNOs 10 % timp de 1 h la temperatura de 80 °C. nanoparticulele sunt separate prin centrifugarea la
1500 x g timp de 1 5 min apoi spalate cu 20 ml apa deionizata.

Reactia 2: Nanoparticulele rezultate in reactia 1 sunt tratate cu 10 ml solutie de APTES 10 %
in apa deionizata timp de 3 ore sub continua agitare apoi sunt centrifugate la 1500 x g, timp de 15
min si spalate cu apa deionizata (30 ml).

Reactia 3: Activarea complexului nanoparticule de SiO2-APTES cu glutaraldehida:

Inventatori: Dorob Joan, N Livia, Stoica Raluca-Diana, Créciunescu Izabell, Turcu Rodica Paula
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nanoparticulele rezultate in reactia R2 sunt tratate cu S ml de solutie de glutaraldehida 10 % timp de
2 h la temperatura camerei sub continua agitare, apoi centrifugate la 1500 x g timp de 15 min pentru
indepartarea‘glutaraldehidei in exces si depozitate la 4 °C in vederea cuplarii cu conjugatul acid 3,6-
dicloro-2-metoxibenzoic-ovalbumina.

ES: Activarea pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic realizata prin doua reactii: Reactia 1
— activarea pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic cu 1-etil-3(3’-diaminopropil)carbodiimida
(CDI) reactie desfasurata in dimetilformamida si reactia 2- activarea complexului pesticid-CDI cu N-
hidroxisuccinimida (NHS) cu formare de pesticid activ.

Reactia 1: 10 mg de acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic si 30 mg 1-etil-3(3’-
diaminopropil)carbodiimida (CDI) in 1 ml dimetilformamida (DMF) pentru realizarea complexului
pesticid-CDI.

Reactia 2: Reactia dintre complexul pesticide-CDI cu 10 mg N-hidroxisuccinimida in 1 ml
DMF cu formarea complexului active acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic-N-hidroxisuccinimida
(pesticidul activat).

E6: Obtinerea conjugatului imunogen ovalbumina-dicamba

Pesticidul activat realizat in etapa ES5, reactia 2 este tratat cu 4 ml solutie de ovalbumina de
concentratie 3 mg/ml in tampon carbonat 50 mM pH 9,6 timp de 24 h la temperatura de 4 °C cu
formare de conjugat 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic-ovalbumina.

E7: Purificarea conjugatului proteina-pesticid pe coloana de Sephadex G25

. .Conjugatul 3,6-dicloro-2-metaxibenzoic-ovalbumina este  purificat pe coloana de Sephadex. G25 .

avand ca tampon de elutie tamponul fosfat S mM pH 7,2.

ES8: Obtinerea nanoimunosorbentului tip antigen

100 mg nanoparticule de SiOz activate cu glutaraldehida realizate in etapa E3 au fost tratate cu 20 mg

conjugat proteina-pesticid purificat in etapa E7 timp de 2 h pentru formarea de nanoimunosorbent tip

antigen.

E9: Obtinerea coloanei de afinitate utilizand nanoimunosorbent de tip antigen (caracteristici
tehnice si functionale ale coloanei).

Coloana de afinitate are diametrul de 1 cm, lungimea de 10 cm, grosimea stratulul de Sephadex G25=
lem si eluent glicina-HCI 10 mM, pH 2,3.

E10: Obtinerea anticorpilor antipesticid purificati pe coloana de afinitate

100 pl antiser anti 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic brut in 1 ml apa deionizata este tratat cu 1 ml solutie

de (NH4)2SO4 (sulfat de amoniu) 50 %. Precipitatul continand y-globulinele sunt separate prin

centrifugare la 1500 x g, supernatantul indepartat iar y-globulinele precipitate sunt dizolvate in

tampon fosfat 10 mM pH 7,2 apoi sunt puse in contact cu 20 mg nanoimunosorbent tip antigen obtinut
in etapa E8 timp de 3 ore sub continua agitare in vederea reactiei immune dintre antigenul acid 3,6-

dicloro-2-metoxibenzoic cuplat la suprafata nanoparticulelor si y-globulina specifica (anticorpul anti
3,6-dicloro-2-metoxibenzoic). Suspensia de nanoparticule avand complexul imun cuplat la suprafata
este introdusa in coloana peste un strat de Sephadex G25 de 1 cm iar anticorpii anti 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic sunt disociati de pe nanoimunosorbent prin elutie cu solutie de tampon glicina-HCI
10 mM pH 2,3 si adusi la pH 7,2 cu tampon fosfat 1 M pH 7,2.

. .El11;. Obtinerea nanoimunasorbentului tip anticorp ... .

Anticorpii anti 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic purificati in etapa ElO sunt cuplati la 100 mg

nanoparticule superparamagnetice FexOy activate cu glutaraldehida in etapa 3 obtinandu-se
nanoimunosorbentul tip anticorp.
" Reactii chimice de obtinere a nanoimunosorbentului tip anticorp

Inventatori: Dorobalhu Toan, Neagu Livia, Stoica Raluca-Diana, Craciunescu Izabell, Turcu Rodica Paula
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E1: Obtinerea nanoparticulelor de Fe,O, @ :
b HZM
v

(dibenzileter)

n HC”  (oleilamina)

Refluxare in argon
la =295°C

acetil acetonat de fier

(amestec de solventi organici)

E2: Activarea nanoparticulelor de Fe, O, cu APTES

ON . ~N"NNH,
+ \/ /S't\

/0 0— -C,H ¢
APTES(3-aminopropil trietoxisilan) -0-3-CsHeNH ;
. . .. — - 'CZH 5

C e el e e

. ('hexah, acid acett:c)

complex nanoparticule Fe,O-APTES

E3: Activarea complexului nanoparticule Fe,O, -APTES cu glutaraldehida

-C,H ¢ ﬁ v C,H,s
i-0-§i-CHeNH; = HC-(CH)sCH — [ i-0-§i-C3H #N=~(CH ) +CHO
-C,H s

-CoH ¢

complex nanoparticule Fe, O, -APTES  glutaraldehida
Nanoparticule de Fe,O, activate

E4: Activarea nanoparticulelor de SiO, cu 3-aminopropil trietoxisilan (APTES) si glutaraldehida

Reactia 1: Tratamentul nanoparticulelor de SiO, cu HNO;

+HNO;

' ot
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Reactia 2: Activarea nanoparticulelor de SiO, cu 3-aminopropil trietoxisilan

\/o\s, ZNCNNH,

/_O/ 1\0\

3-aminopropil trietoxisilan
(APTES)

-C,H s
——=>8i-0-8i-C;H ;-NH,

i-OH

complex nanoparticule de SiOAPTES

Reactia 3: Activarea complexului nanoparticule de SiOyAPTES cu glutaraldehida

0-C,H 5
i-O-%Z 3H4sNH , ﬁ if
HC-(CH H
CH, —+ (CH )
glutaraldehida
i-OH
complex nanoparticule de SiO,APTES
-CoH s
T s ) §>s }'-0‘-s<60;116-1v=cﬂ-(cuz) +CHO S
-C,H
\‘ ' ( 21 5
i-OH

nanoparticule de SiO, activate

\

Inventatori: Dorobantu Ioan, N Livia, Stoica Raluca-Diana, Criciunescu Izabell, Turcu Rodica Paula
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ES5: Activarea pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic (dicamba)

Reactia 1: Activarea pesticidului cu 1-etil-3(3'-diaminopropil)-carbodiimida (CDI)

H
=0 R-NH-C=N-R'
Cl\ /1% _O-CH; + R-N=C=N-R'
5 3 1-etil-3(3"-diaminopropil)
4. \Cl -carbodiimida (CDI) Cl\(]% _O-CH;;
acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic 5 3
DICAMBA A

Reactia 2: Activarea complexului pesticid-CDI cu N-hidroxisuccinimida (NHS)

R-NH-C=N-R'

e L~ (e

| CH 3 5
‘\/ R-NH-C-NH-R'
C /) (uree substituita)  ,40id 3 6-dicloro-2-metoxibenzoic-

NHS
-N-hidroxisuccinimida
Pesticid activat

|
Inventatori: Dorobaptu Ioan, Neagu Livia, Stoica Raluca-Diana, Créciunescu Izabell, Turcu Rodica Paula
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E6: Obtinerea conjugatului imunogen ovalbumina-dicamba

H,N-| Ovalbumina '-NH 2 +

Ovalbumina
(pesticid activat)
—Cl1
\ y, 0-CO-NH- | Ovalbumina INH,
CI O-CH;

(conjugat proteina-pesticid)
E7: Purificarea conjugatului proteina-pesticid pe coloana de Sephadex G25

E8: Obtinerea nanoimunosorbentului tip antigen

T e =iy S g

-0-8 CsH o N=CH-(CH)sCHO | : =
NO-C,H s H,N{ Ovalbumina  |NH-C0-0 \ /
i-OH Cl

Nanoparticule de SiO; activate Conjugat proteina-pesticid

-CH;
-C 2H 5 _ Q_ /]
i-0-§§-C;H N=CH-(CH)-CO-NH{ Ovalbumina | NH-CO-0
-C,H \_/
Cl

(nanoimunosorbent tip antigen)

Inventatori: Doroban\u Toan, N&u Livia, Stoica Raluca-Diana, Craciunescu Izabell, Turcu Rodica Paula
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E9: Obtinerea coloanei de af initate utilizand nanoimunosorbentul de tip antigen (caracteristici)

E10: Obtinerea anticorpilor antipesticid purificati pe coloana de af initate
proteina
pesticid . o
munoglobulina
specifica

L
+ Ll_l Y\('

amestec de imunoglobuline
(antiser antipesticidic brut)

R~
/ @ disocierea complexuluz.zm’un Y Y

complex imun Y

\/ anticorpi antipesticidici
purificati

E11: Obtinerea nanoimunosorbentului tip anticorp

-C,H 5
%ﬁi—Q—%;}H &N=(CHy)3CHQ ‘J‘.,.-H.zN{anticorp antiDI CAMBA}NH 2 o e n e e
-CoH s

Nanoparticule de Fe, O, activate in E3 Anticorp antipesticid purificat conform E10

-C,H 5

%i-o-ﬁ 3H ¢-N=(CH ) 3.CH=N-[anticorp antiDICAM BA}N H,
-C>H 5 |

Nanoimunosorbent tip anticorp

Inventatori: Dorobantu Ioan, Neagu Livia, Stoica Raluca-Diana, Criciunescu Izabell, Turcu Rodica Paula
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Procedeul de obtinere a nanoimunosorbentului superparamagnetic tip anticorp pe baza de FexOy
utilizat in tehnica nanoELISA pentru detectia pesticidului DICAMBA (acid 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic) din probe alimentare si de mediu conform inventiei este caracterizat prin aceea ca se
..igu intr-un balon cu fund rotund se disperseaza 6,5 mmoli (2,284 G) de acetil acetonat de fier in 40
ml solvent dibenzileter si se adauga 0,4 M (5 ml) ‘de acid oleic si 0,4 M (5,2 ml) oleilamina iar solutia
astfel obtinuta este agitata magnetic 30 minute pana la dizolvarea complete a reactantilor, apoi este
incalzita si mentinuta la temperatura dupa cum urmeaza: 30 min la 150 °C sub flux de argon, o ora la
250 °C, apot o ora la reflux, 295 °C apoi la terminarea timpului de reactie proba este spalata de trei
ori cu cate 50 ml amestec de metanol-etanol si redispersata la concentratie cunoscuta in toluen, apoi
se introduce un volum de 200 ml de hexan acidifiat cu 0,04 ml de acid acetic in care se dizolva 2 ml
de 3-aminopropiltrietoxisilan si se redisperseaza echivalentul volumic a 1 g de proba de nanoparticule
magnetice hidrofobe apoi proba este mentinuta timp de 72 h sub agitare magnetica puternica la
temperatura camerei si dupa terminarea timpului de reactie proba este separate magnetic din mediul
de reactie, spalata de 3 ori cu apa distilata si redispersata la concentratie cunoscuta in mediu apos iar
1 g de nanoparticule de FexOy de diametrul 10 nm este tratat cu 20 ml solutie de a-
aminopropiltrietoxisilan (APTES) 10 % in amestec hexan: acid acetic timp de 5 ore , apoi centrifugate
la 1500xg, spalate cu apa deionizata, din nou centrifugate la 1500x g si tratate apoi cu 10 ml solutie
de glutaraldehida 10% timp de 3 ore sub continua agitare apoi spalate de excesul de glutaraldehida si
depozitate la 4 °C in vederea cuplarii cu anticorpii antiDICAMBA separate din antiseruri policlonale
antipesticid prin utilizarea nanoimunosorbentului de tip antigen obtinut prin tratamentul a 100 mg de
nanoparticule de SiO2 de diametru de 15 nm cu o solutie de HNO3 10 % timp de 1 h la temperatura
de 80 °C iar solutia acida este indepartata si nanoparticulele de SiO2 sunt centrifugate la 1500 x g
timp de 15 min apoi spalate cu 20 ml apa deionizata apoi tratate cu 10 ml solutie de APTES 10 % in
apa deionizata sub continua agitare timp de 3 ore apoi nanoparticulele obtinute prin centrifugare la
e e ... 1500 x G timp de 15 _min sunt tratate cu 5 ml solutie de glutaraldehlda 10 % timp de 2 qre la._
temperatura camerei apoi centrlfugate la 1500 x g timp de 15 min si apoi puse in reactie cu 20 mg
conjugat 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic-ovalbumina, conjugat realizat din reactia dintre 10 mg acid
3,6-dicloro-2-metoxibenzoic, 10 mg N-hidroxisuccinimida (NHS) si 30 mg I-etil-3-(3’-
dimetilaminopropilcarbodiimida) (CDI) in 1 ml dimetilformamida (DMF) pentru 30 minute in
vederea activarii pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic care este pus in reactie cu 4 ml solutie
de ovalabumina de concentratie 3 mg/ml in tampon carbonat 50 mM pH 9,6 timp de 24 h la
temperatura de 4°C, apoi este purificat pe coloana de Sephadex G25 avand ca tampon de elutie
tampon fosfat 5 mM iar conjugatul 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic-ovalbumina este pus sa reactioneze
cu 100 mg de nanoparticule de SiO: activate cu glutaraldehida 2 h in vederea obtinerii de
nanoimunosorbent tip antigen nanoimunosorbent SiOz-ovalbumina-acid  3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic care este folosit in obtinerea anticorpilor specifici anti 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic
rezultati din tratarea a 100 ul antiser antipesticid brut cu (NH4)2SO4 50 % (v/v) in vederea precipitarii
v-globulinelor ce sunt separate prin centrifugare la 1500 x g timp de 10 min, supernatantul este
indepartat iar precipitatul dizolvat in tampon fosfat 10 mM pH 7,2 1 ml apoi este pus in amestec cu
20 mg suspensie de nanoimunosorbent tip antigen timp de 3 h in vederea reactiei imune dintre
anticorpii antipesticid si conjugatul pesticidic cuplat la suprafata nanoparticulelor de SiO2 urmata de
centrifugare la 1500 x g timp de 15 min, spalarea nanoimunosorbentului cu solutie de NaCl 9 %o iar
apoi introduce pe coloana de sticla diametrul 1 cm, L=10 cm pentre un strat de Sephadex G25 de
inaltime 1 cm iar anticorpii specifici anti acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic sunt disociati prin elutie
cu solutie de glicina-HCI 10 mM pH 2,3 aduse la pH 7,0 cu tampon fosfat | mM pH 7 si cuplati la
o ....10Q_mg nanoparticule superparamagnetice de FexOy, activate cu glutaraldehida cu formare de. . ....
nanoimunosorbent tip anticorp FexOy-anticorp anti acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic care este
depozitat la temperatura de -18°C in vederea utilizarii in tehnica nanoELISA pe baza de
nanoimunosorbent tip anticorp pentru detectia pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic din
probe alimentare si de mediu.

Inventatori: Dorobaptu loan, Neagu Livia, Stoica Raluca-Diana, Créciunescu Izabell, Turcu Rodica Paula
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