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RO 127570 B1

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a nanoimunosorbentului, nanoparticuld
de (SiO,)-(C,H;0);Si-C;H-N=CH-(CH,),-CH=N-albumin& serica de bovinad-acid 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic, utilizat in tehnica ELISA, pentru dozarea 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 utilizeaz3, in principal, ca imunosorbent, faze solide, tip mase plastice, ce fixeaza, prin
adsorbtie fizicg, la suprafatd, antigenul sau anticorpul. Dezavantajul acestor metode este
suprafata limitata si desorbtia componentelor imune in procesul de dozare, putand conduce
la scaderea sensibilitdtii, respectiv, a acuratetei analizei.

RO 127441 A2 se referd la un procedeu de obtinere a unui nanoimunosorbent, sub
forma de nanoparticuld de bioxid de siliciu-aminopropil -trietoxisilan-glutaraldehid-anticorp
antiacid 3,6-diclor-2-metoxibenzoic, utilizat in tehnica ELISA, care const3 in tratarea, timp
de o org, a 2 g de nanoparticule de SiO,, cu diametrul de 14 nm si suprafatd de 200 mp/g,
cu acid azotic 10%, urmata de incubarea cu a-aminopropiltrietoxisilan 10% in apa distilata,
timp de trei ore, la 70°C, dupa care se spald cu 3x30 ml ap3 distilatd si cu 20 ml de alcool
etilic, supernatantul se indeparteaza prin centrifugare $i nanoparticulele se activeaza la
35°C, sub agitare, cu 50 ml de glutaraldehidd 0,1% in apa distilatd, se centrifugheaz3, pentru
indepartarea supernatantului, $i nanoparticulele se suspenda in tampon fosfat 50 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, dupa care urmeaza 3 spaldri cu acelasi tampon fosfat si indepartarea
supernatantului prin centrifugare, pentru izolarea nanoparticulelor de imunosorbent, care se
péstreazd la 4°C, in vederea utiliz&rii in tehnica ELISA.

RO 125452 B1, care se referd la o metoda de dozare a pesticidului acid 3,6-diclor-2-
metoxi benzoic din probe de mediu, care constd din aceea ca un amestec format dintr-o
suspensie de microsfere de bioxid de siliciu acoperite cu anticorp antiacid 3,6-diclor-2-
metoxi-benzoic, in dilutie de 1 : 10, in tampon fosfat, o solutie standard de pesticid acid 3,6-
diclor-2-metoxi-benzoic, avand o concentratie cunoscutd sau o probd necunoscutad in tampon
fosfat si o solutie de marker enzimatic acid 3,6-diclor-2-metoxi benzoic-fosfataza alcaling,
avand o concentratie de 10 mg/ml, se mentine timp de 2 h la temperatura camerei, apoi se
supune centrifugarii i se indeparteaza supernatantul, dupa care se adduga o solutie de p-
nitrofenilfosfat in carbonat de sodiu, iar dupa stoparea reactiei cu substratul enzimatic, se
masoara absorbanta opticd a supernatantului rezultat in urma centrifugdrii, la un
spectrofotometru cu o lungime de unda de 400 nm.

Problema pe care o rezolvd inventia constd intr-un procedeu de obtinere a
nanoimunosorbentului, nanoparticuld de bioxid de siliciu-aminopropil-trietoxisilan-
glutaraldehid-albumind sericd de bovina-acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic, pentru dozarea
pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic (dicamba) din probe de mediu.

Procedeul de obtinere a nanoimunosorbentului, nanoparticuld de bioxid de siliciu-
aminopropil-trietoxisilan-glutaraldehid-albumind sericdi de bovind-acid 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic, conform inventiei, inldturd dezavantajele de mai sus, prin aceea ca are
urmatoarele etape:

a. 2 parti, in greutate, nanoparticule de SiO, de marime ¢ = 14 nm si arie 200 m%/g,
se trateazd cu o solutie de HNO; 10%, timp de o ord, se incubeazd cu
aminopropiltrietoxisilan 10% in apa distilata, timp de trei ore, la 70°C, se spald de 3 ori cu
30 ml apa distilatd si o datd cu 20 ml alcool etilic, iar supernatantul se indeparteaza prin
centrifugare la 1500xg, timp de 10 min, obtindndu-se nanoparticule de bioxid de siliciu
functionalizate;
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b. nanoparticulele obtinute in etapa a se trateaza cu 50 parti, in volum, solutie de
glutaraldehidd 0,1% in apd distilatd, sub agitare continud, la temperatura de 35°C, iar
supernatantul se indeparteaza prin centrifugare la 1500xg, timp de 15 min, obtindndu-se
nanoparticule activate, care se suspenda in tampon fosfat 50 mM, pH 8,6;

c. se amesteca 100 parti, in greutate, acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic, 50 parti, in
greutate, N-hidroxisuccinimida si 200 parti, in greutate, carbodiimidd, in 3,5 parti, in volum,
dimetilformamida, timp de patru ore, sub agitare, se cupleaza albumina serica bovina cu
pesticidul activat, iar 2 parti, in volum, din amestecul de pesticid activat, se adauga la 8 parti,
in volum, solutie de albumind serica bovind 20 mg/ml in tampon carbonat de sodiu 50 mM
pH 9.6, timp de 24 h, si se obtine albumind sericd de bovind-acid 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic, care se purificd prin cromatografie pe coloana de Sephadex G25, avand, ca
solvent de elutie, tampon fosfat 50 mM, pH 7,24,

d. conjugatul imunogen, purificat, din etapa c, de concentratie 2 mg/ml in apa
distilatd, se adaugd la nanoparticulele activate cu glutaraldehidd, obtinute in etapa b,
amestecul de reactie rezultat se agita timp de doua ore, apoi se centrifugheaza la 1500xg,
timp de 15 min, supernatantul se indeparteazd, iar precipitatul de nanoparticule de
imunosorbent rezultat se spald de 3 ori cu tampon fosfat 50 mM, pH 8,6, se centrifugheazd
la 1500xg, se indeparteazd supernatantul s$i imunosorbentul nanoparticule de bioxid de
siliciu-aminopropiltrietoxisilan-glutaraldehid-albumina sericd de bovina-acid 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic se depoziteazi la 4°C.

Prin aplicarea inventiei, se obtin urmatoarele avantaje:

- reducerea timpului de analiza,

- cantitatea de nanoimunosorbent utilizat la o imunoanalizd este extrem de mica.

Procedeul conform inventiei constd in cuplajul covalent al antigenului conjugatului
imunogen-albuming sericd de bovina-acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic la nanoparticulele de
bioxid de siliciu, avand avantajul unei suprafete specifice mari (>200 m?g) comparativ cu
metoda clasic (cm?/g), cuplarea covalent3 elimind desorbtia antigenului din metoda clasica,
cat si scaderea timpului de analiza in tehnica ELISA, in faza omogend, fatd de tehnica
clasicd, 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 mérime ¢ = 14 nm (14-10° m) si arie 200 m%g sunt tratate cu HNO, 10% timp de
o ord, la temperatura de 60°C, urmat de incubare cu solutie de a-aminopropiltrietoxisilan
10% in apa distilatd, pentru trei ore la 70°C. Se spald cu apa distilatd de 3 ori, apoi cu alcool
etilic si se depoziteazd la 4°C, in vederea cuplarii cu antigenul proteinad-pesticid. Procedeul
conform inventiei consta in aceea cd legarea covalentd a antigenului proteind-pesticid de
nanoparticuld foloseste glutaraldehida ca agent de cuplaj.

Procedeul constd in 5 etape, E1, E2, E3, E4 si ES.

E1. Obfinerea nanoparticulelor SiO,, grefate cu a-aminopropiletoxisilan

2 g de nanoparticule de SiO, (¢ = 14 nm si arie specificd 200 m?/g) si 100 ml HNO,
10% sunt agitate timp de o ord la temperatura de 60°C. Dupa indepartarea supernatantului
prin centrifugare la 1500xg, timp de 10 min, nanoparticulele sunt colectate si tratate cu 100
ml de a-aminopropiltrietoxisilan 10% in apa distilatd, sub continud agitare, la temperatura
de 70°C, timp de trei ore. Amestecul este centrifugat la 1500xg, timp de 10 min,
supernatantul fiind inl&turat, iar nanoparticulele de (SiO,)-(C,H;0),Si-C;Hs-NH, sunt colectate
si spdlate de 3 ori cu apa distilatd (30 ml), urmatad de o spdlare cu un volum de 20 ml de
alcool etilic.

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

RO 127570 B1

E2. Activarea nanoparticulei funcfionalizate cu glutaraldehidd

La 1,5 g nanoparticule rezultate din etapa E1, se adauga un volum de 50 ml solutie
de glutaraldehidd 0,1% in ap3 distilatd, sub continud agitare, la temperatura de 35°C, timp
de 15 min, urmata de centrifugare la 1500xg, timp de 15 min si indepartarea supernatantului.
Nanoparticulele activate cu glutaraldehida sunt folosite imediat, pentru cuplarea cu antigenul
albumind seric3 de bovind-acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic.

E3. Reacfia de activare a acidului 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic

100 mg acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic, 50 mg N-hidroxisuccinimidad si 200 mg de
carbodiimida in 3,5 ml dimetilformamida sunt puse in reactie timp de patru ore, sub agitare
magnetica, la temperatura camerei, in vederea activarii gruparii carboxi al pesticidului.

E4. Cuplarea albuminei serice de bovind de pesticidul activat

2 ml din amestecul activat de pesticid se adauga, picatura cu picdturd, la 8 ml solutie
de albumina sericd de bovind 20 mg/ml in tampon carbonat de sodiu 50 mM pH 9,6. Reactia
de cuplare la proteinad se efectueaza timp de 24 h, sub continud agitare, la temperatura
camerei. Produsul obtinut, acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic-albuming serica de bovina, se
purificd prin cromatografie pe coloand de Sephadex G25, avand, ca solvent de elutie,
tamponul fosfat 50 mM pH 7,24.

ES. Cuplarea conjugatului imunogen la nanoparticula funcfionalizatd

Nanoparticulele activate, rezultate din etapa E2, se suspenda in 50 ml tampon fosfat
50 mM pH 8,6, apoi se adauga 1 ml solutie conjugat imunogen albumina sericd de bovina-
acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic 2 mg/ml, latemperaturade 35°C, sub agitare continug, timp
de doud ore, urmatd de centrifugare la 1500xg, timp de 15 min, si indepartarea
supernatantului, apoi spalate de 3 ori cu tampon fosfat 50 mM pH 8,6, nanoparticulele de
imunosorbent (SiO,)-(C,H;0),Si-C;H-N=CH-(CH,),-CH=N-albumina serica de bovini-acid
3,6-dicloro-2-metoxi benzoic, obtinute in urma centrifugdrii, se depoziteaza la 4°C, in
vederea utilizdrii in tehnica ELISA de dozare a acidului 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic.

Reactiile chimice de obtinere a nanoimunosorbentului nanoparticuld de (SiO,)-
(C,H;0),Si-C;Hs-N=CH-(CH,),-CH=N-albumind sericd de bovind-acid 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic sunt prezentate in continuare:
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Reactia 1: Obtinerea nanoparticulelor de bioxid de siliciu functionalizate

+(C 2H 50} 381'«(:3” é-NH 2
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Reactia 2: Activarea nanoparticulei functionalizate cu glutaraldehidi
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S$i-0-51-C;He-NH, +OHC-(CHy) -CHO
0-CHl (elutaraldehid §)
i-OH
- 0-C,H;

>-8i-0-§i-C3H e N=CH-(CH) - CHO
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Reactia 3: Reactia de activare a acidului 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic
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Reactia 4: Cuplarea albuminei serice de bovina de pesticidul activat

pecty g
N\ . ASB-i
\ / COO-N +H N »
and

{albumina serica de bovina)

CW/}C #
Q—CG-NH-ASB-NH;

(conjugat inunogen
ASB-Dicamba}

Reactia 5: Cuplarea conjugatului imunogen la nanoparticula activats
cu glutaraldehida

o, QP
§-0-81.CH N=CH-(CHy) CHO +( /}mCO-NH-ASB-NH,
:

i oGy,
\}—\smﬁ

nanoparticuld de Si0y activatd cu
glataraldehidd

0-CHs t
7
M{C}H;N%H{Cﬂz) +CH=N-ASB-NH-CO.

O0-CoH5 a

Imunosorbent: nanoparticuls de bioxid de siliciu-aminopropiltrietoxisilan-glutaraldehid- albumina
serica de bovini-acid 3,6-dicloro-2-metoxi benzoic
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Procedeul conform inventiei prezintd avantajul c&, prin utilizarea nanoparticulelor de
oxid de siliciu de marime 14 nm si suprafaté specificd de 200 m?/g, rezultd nanoimuno-
sorbenti ce pot fi utilizati in tehnica ELISA in fazd omogena, reactia antigen anticorp fiind mai
rapidd decéat in tehnica ELISA clasica (fazd heterogend), 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
imunoanalizd este extrem de micd, datoritd suprafetei specifice mari.

Se prezintd, in continuare, un exemplu de realizare a inventiei.

2 g de nanoparticule de SiO,, de méarime ¢ = 14 nm si arie 200 m?/g, se trateazi cu
o solutie de HNO; 10%, timp de o ord, urmata de incubare cu a aminopropiltrietoxisilan 10%
in apd distilatd, pentru trei ore la 70°C, urmaté de spélarea cu 30 ml ap3 distilatd de 3 ori si
20 ml alcool etilic o datd, iar supernatantul este indepartat pfrin centrifugare la 1500xg, timp
de 10 min, urmatd de tratarea nanoparticulelor, in vederea activarii, cu 50 ml solutie de
glutaraldehidd 0,1% in apa distilatd, sub agitare continud, la temperatura de 35°C,
supernatantul este indepartat prin centrifugare la 1500xg, timp de 15 min, iar nanoparticulele
activate, rezultate, se suspenda in tampon fosfat 50 mM pH 8,6, urmat de addugarea de 1
ml conjugat imunogen-albumina sericd de bovind-acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic, obtinut
prin reactia E3 de activare a acidului 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic, amestec de reactie dintre
100 mg acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic, 50 mg N-hidroxisuccinimida si 200 mg
carbodiimida in 3,5 ml dimetilformamida, reactie desfagurata timp de patru ore, sub agitare,
urmat de cuplarea albuminei serice de bovina de pesticidul activat, reactia E4 realizata prin
adaosul de 2 ml din amestecul activat de pesticid la 8 ml solutie de albumind sericd de
bovind 20 mg/ml in tampon carbonat de sodiu 50 mM pH 9,6, reactie ce se desfagoara timp
de 24 h, iar conjugatul imunogen, rezultat, albumind sericd de bovind-acid 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic, este purificat prin cromatografie pe coloanad de Sephadex G25, avand, ca
solvent de elutie, tampon fosfat 50 mM pH 7,24, iar conjugatul imunogen, purificat, de
concentratie 2 mg/mlin apa distilatd, se adauga la nanoparticulele activate cu glutaraldehida,
amestecul de reactie, rezultat, se agita timp de doua ore, apoi se centrifugheaza la 1500xg,
timp de 15 min, supernatantul se indeparteaza, iar precipitatul nanoparticule de imuno-
sorbent rezultat se spald de 3 ori cu tampon fosfat 50 mM pH 8,6, centrifugate la 1500xg, cu
indepartarea supernatantului, imunosorbentul, nanoparticule de bioxid de siliciu-amino-
propiltrietoxisilan-glutaraldehid-albumina serica de bovina-acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic,
se depoziteazd la 4°C, in vederea utilizarii in tehnica ELISA de dozare a acidului 3,6-dicloro-
2-metoxibenzoic.
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Revendicare

Procedeu de obtinere a nanoimunosorbentului, nanoparticuld de bioxid de siliciu-
aminopropil-trietoxisilan-glutaraldehid-albumind serici de bovind-acid 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic, caracterizat prin aceea c4 acesta cuprinde urméatoarele etape:

a. 2 parti, in greutate, nanoparticule de SiO, de mérime ¢ = 14 nm si arie 200 m?/g
se ftrateazd cu o solutie de HNO, 10%, timp de o ord, se incubeaza cu
aminopropiltrietoxisilan 10% in apé& distilaté timp de trei ore la 70°C, se spald de 3 ori cu 30
ml apa distilatd si o datd cu 20 ml alcool etilic, iar supernatantul se indeparteaza prin
centrifugare la 1500xg, timp de 10 min, obtindndu-se nanoparticule de bioxid de siliciu
functionalizate;

b. nanoparticulele obtinute in etapa a se trateaza cu 50 parti, in volum, solutie de
glutaraldehidd 0,1% in apda distilatd, sub agitare continud, la temperatura de 35°C, iar
supernatantul se indeparteaza prin centrifugare la 1500xg, timp de 15 min, obtindndu-se
nanoparticule activate, care se suspenda in tampon fosfat 50 mM pH 8,6;

c. se amestecd 100 parti, in greutate, acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic, 50 parti, in
greutate, N-hidroxisuccinimida si 200 parti, in greutate, carbodiimida in 3,5 parti, in volum
dimetilformamida, timp de patru ore, sub agitare, se cupleazad albumina serica bovina cu
pesticidul activat, iar 2 parti, in volum, din amestecul de pesticid activat, se adauga la 8 parti,
in volum, solutie de albumind serica bovind 20 mg/ml in tampon carbonat de sodiu 50 mM
pH 9.6, timp de 24 h, si se obtine albumind sericd de bovind-acid 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic, care se purificd prin cromatografie pe coloana de Sephadex G25, avand, ca
solvent de elutie, tampon fosfat 50 mM pH 7,24,

d. conjugatul imunogen purificat din etapa c, de concentratie 2 mg/mlin apa distilata,
se adauga la nanoparticulele activate cu glutaraldehida, obtinute in etapa b, amestecul de
reactie, rezultat, se agitd timp de doud ore, apoi se centrifugheaza la 1500xg, timp de 15
min, supernatantul se indeparteaza, iar precipitatul de nanoparticule de imunosorbent
rezultat se spald de 3 ori cu tampon fosfat 50 mM pH 8,6, se centrifugheaza la 1500xg, se
indeparteaza supernatantul si imunosorbentul nanoparticule de bioxid de siliciu-amino-
propiltrietoxisilan-glutaraldehid-albuming sericd de bovina-acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic
se depoziteazi la 4°C.

Editare §i tehnoredactare computerizat3 - OSIM
Tip&rit la Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 672/2013
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