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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a markerului enzimatic dicamba-glicil-
fosfataza alcaling, utilizat in tehnica ELISA (engleza: Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
de dozare a pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic (dicamba) din probe de mediu.

in prezent, sunt cunoscuti, pe plan mondial, markeri enzimatici, pe baza de: anticorpi
antidicamba, legati direct covalent la enzima peroxidaza [J. W. Roy, J. C. Hall, G. W. Parkin,
C. Wagner-Riddle, B. S. Clegg, Seasonal Leaching and Biodegradation of Dicamba in
Turfgrass, J. Environ. Qual., vol. 30, pp. 1360-1370, 2001]; anticorp antianticorp dicamba,
legat indirect cu enzima peroxidaza [B. Stephen Clegg, Gerald R. Stephenson, J.
Christopher Hall, Development of an Enzyme-Linked Immunosorbent Assay forthe Detection
of Dicamba, J. Agric. Food Chem., vol. 49, (5), pp. 2168-2174, 2001] si dicamba legat direct
covalent cu enzima fosfataza alcalina [|. Dorobantu, Livia Harangus, M. Radu, Synthesis of
enzymatic marker 3,6-dichloro-2-methoxy-benzoic-alcaline phosphatase and evaluation of
the affinity against homologue antipesticide antibody, Rom. J. Biophys., vol. 19, No. 1, pp.
63-71, 2009].

Procedeul conform inventiei consta in aceea ca circa 20 mg acid 3,6-dicloro-2-metoxi
benzoic, 10 mg de N-hidroxisuccinimida si 50 mg 1 etil-3-(3-dimetil aminopropil)-carbodiimida
sunt dizolvate in 1 ml dimetil formamida (DMF), se agitd 4 h la temperatura camerei, in
vederea activarii gruparii carboxil a pesticidului (acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic).
Amestecul activat de pesticid se introduce sub agitare la 10 mg de glicina in 2 ml de tampon
carbonat de sodiu 50 mM, pH 9,6. Reactia de cuplare a pesticidului de glicing se efectueaza
sub agitare magnetica, continua, 24 h, la temperatura camerei. Precipitatul format este
separat prin centrifugare la 3000 x g, timp de 10 min, apoi spalat de 3 ori cu apa la tempe-
raturade 5...10°C, urmata de centrifugare si indepartarea supernatantului. Produsul purificat
(dicamba-glicina) cristalizat a fost uscat la 60°C si depozitat in vederea cuplarii la enzima
(fosfataza alcalind). Procedeul de cuplare a derivatului dicamba-glicina de enzima (fosfataza
alcalind) consta in etapele E1 si E2.

E1) Activarea derivatului dicamba-glicina

O solutie de 15 mg dicamba-glicind, 10 mg N-hidroxisuccinimida si 40 mg 1 etil-3-(3'-
dimetil aminopropil)-carbodiimida in 1 ml dimetil formamida este agitatd 4 h, in vederea
activarii gruparii carboxi a derivatului pesticidic.

E2) Cuplarea derivatului dicamba-glicina la fosfataza alcalina

100 pl amestec activ, rezultat la etapa E1, se adauga la 1 ml solutie de fosfataza
alcalina (5 mg/ml) in tampon carbonat de sodiu 50 mM, pH 9,6, sub continua agitare. Reactia
de cuplare a derivatului pesticidic la enzima se desfasoara timp de 24 h, la temperatura de
4°C. Produsul dicamba-glicil-fosfataza alcalina se purifica prin cromatografie pe coloana pe
Sephadex G25, avand, ca eluent, tampon fosfat 10 mM, pH 7,5 si depozitat la -25°C, in
vederea utilizarii in tehnica ELISA.

Procedeul conform inventiei prezinta avantajul ca, prin utilizarea glicinei ca punte de
legatura intre pesticidul dicamba si fosfataza alcaling, afinitatea dintre markerul pesticidic si
anticorpul antipesticid omolog este mai mare, datorita prevenirii impiedicarii sterice dintre
epitop (antigenul dicamba) si situsul de legatura a anticorpului.

Se prezintd, mai jos, un exemplu de aplicare a procedeului conform inventiei, pentru
obtinerea markerului enzimatic dicamba-glicil-fosfatazd alcalind, ce constituie obiectul
acestei cereri de brevet de inventie.

Potrivit inventiei, 20 mg acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic, 10 mg de N-hidroxi-
succinimida si 50 mg 1 etil-3-(3'-dimetil aminopropil)-carbodiimida sunt dizolvate in 1 ml
dimetilformamida (DMF). Amestecul se agita 4 h, latemperatura camerei, in vederea activarii
gruparii carboxi a pesticidului. Amestecul de pesticid activat se introduce la 2 ml solutie de
glicind (10 mg), sub continua agitare, timp de 24 h. Precipitatul format este separat prin
centrifugare la 3000 x g, timp de 10 min, apoi spalat de 3 ori cu apa distilata la 5...10°C,
urmata de centrifugare si indepartarea supernatantului. Derivatul obtinut, dicamba-glicing,
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se foloseste la obtinerea markerului enzimatic. in acest scop, o solutie de 15 mg dicamba-
glicing, 10 mg N-hidroxisuccinimida si 40 mg 1 etil-3-(3'-dimetil aminopropil)-carbodiimida in
1 ml dimetil formamida este agitata 4 h, la temperatura camerei, in vederea activarii gruparii
carboxi a derivatului pesticidic. Pentru cuplarea derivatului activ la enzima, 100 ul amestec
activ rezultat se adauga la 1 ml solutie de fosfataza alcalina (5 mg/ml) in tampon carbonat
de sodiu 50 mM, pH 9,6, sub continua agitare. Reactia de cuplare a derivatului pesticidic la
enzima se desfasoara timp de 24 h, la temperatura de 4°C. Markerul enzimatic, dicamba-
glicil-fosfataza alcalina, se purifica prin cromatografie pe coloana de Sephadex 25, avand
ca eluent o solutie de tampon fosfat 10 mM, pH 7,6 urmata de depozitare la -25°C, in
vederea utilizarii in tehnica ELISA de dozare pesticidica.
Reactiile de obtinere a markerului enzimatic sunt urmatoarele:

REACTHT CHIMICE
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I
Ol
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R-NH-C=N-R

, N-lidroxi
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\ / ~-CO-NH-CH »CO-NH-Fosfataza alcalina
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(Dicamba -glicin-fosfaraza alcaling)

(Marker enzimatic)

Purificare pe Sephadex G25

Marker enzimatiic purificat
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Revendicare

Procedeu de obtinere a markerului enzimatic acid 3,6-dicloro-2-metoxi-benzoil-glicil-
fosfataza alcalina, care cuprinde dizolvarea a 20 mg acid 3,6-dicloro-2-metoxi- benzoic, 10
mg N-hidroxisuccinimida si 50 mg 1-etil-3-(3'-dimetil-aminopropil)-carbodiimida in 1 ml
dimetilformamida, la temperatura camerei, si agitarea amestecului rezultat, timp de 4 h,
urmata de adaugarea acestui amestec la 10 mg glicina in 2 ml tampon carbonat de sodiu 50
mM, pH 9,6, si de agitarea amestecului rezultat, timp de 24 h, la temperatura de 5...10°C,
iar apoi de centrifugare la 3000 x g, cu separarea precipitatului derivat de dicamba-glicina,
urmata de spalare cu apa rece si uscare, iar apoi, de agitarea a 5 mg derivat de dicamba-
glicina, 10 mgde N-hidroxisuccinimida si 40 mg 1-etil-3-(3'-dimetil-aminopropil)-carbodiimida,
dizolvate in 1 ml dimetilformamida, in vederea activarii gruparii carboxi a derivatului si de
adaugarea de 100 ul din amestecul pesticid, activ, rezultat, la 1 ml de solutie 5 mg/ml
fosfataza alcalina in tampon carbonat 50 mM, pH 9,6, sub continua agitare, timp de 24 h, la
temperatura de 4°C si, in final, de purificarea produsului dicamba-glicil-fosfataza alcalina pe
coloana de Sephadex G25, eluata cu tampon fosfat 10 mM, pH 7,5, si de depozitarea
markerului purificat la -25°C.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 439/2012
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