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Inventia se refera la un procedeu de obfinere a unui marker utilizat in tehnica
imunochimica, in fazd omogena, pentru dozarea pesticidului acid 2,4-diclorofenoxiacetic in
probe biologice si de mediu.

in prezent sunt cunoscuti markeri enzimatici realizati prin cuplarea directd a
pesticidului activat cu carbodiimida, utilizand enzime ca fosfataza alcalina, sau indirectd, ca
peroxidaza, printr-o legare covalenta la o diamina ce formeaza o legatura intre pesticid si
proteina (enzima). Markerii enzimatici obfinuti si utilizati in tehnicile imunochimice de dozare
au mase moleculare mari i, in consecinta, prezinta o cinetica de reactie lenta in reactie cu
anticorpul antipesticid.

Problema tehnica pe care rezolva inventia este de a furniza un marker care sa poata
fi utilizat Tn tehnica imunochimica, in faza omogena, pentru dozarea pesticidului acid 2,4-
diclorofenoxiacetic, in probe biologice si de mediu, si care sa asigure un timp cat mai scurt
de analiza a probei.

Procedeul de obtinere a markerului biotinic acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-
amido biotind, conform inventiei, consta in aceea ca:

- se dizolva 5 mg biotin-NHS in 1 ml dimetilsulfoxid, iar solutia rezultatd se adauga
picatura cu picatura, sub agitare, la 4 ml solutie de 150 mg 1,3-diaminopropan dizolvat in
tampon carbonat de sodiu 50 mM, pH = 9,6, se lasa sa reactioneze timp de 3 h la
temperatura camerei, pentru cuplarea diaminei la biotind, cu formarea derivatului biotin-
amidopropilenaming, care este purificat pe coloana de Sephadex G-10, avand ca eluent
tamponul carbonat de sodiu 50 mM, pH = 9,6;

- se dizolva 10 mg acid 2,4-diclorofenoxiacetic, 10 mg N-hidroxisuccinimida si 30 mg
1-etil-3(-3'-diaminopropil)-carbodiimida in 1 ml dimetilformamida, timp de 3 h, latemperatura
camerei, rezultand un amestec de pesticid activat;

- se amesteca 2 ml din fractiunea ce contine derivatul biotin-amidopropilenamina cu
0,5 ml solutie de pesticid activat, si se lasa sa reactioneze sub agitare la temperatura
camerei, timp de 3 h, iar produsul acid 2,4 diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina obtinut
este separat pe coloana de Sephadex G-10, avand ca solvent de elutie tampon fosfat
10 mM, pH =7,2, si, in final, este purificat prin cromatografie in strat subtire pe silicagel G,
extractie cu alcool etilic si centrifugare la 1500 x g timp de 10 min, si depozitat la -20°C, in
vederea utilizarii acestuia in tehnica imunochimica de dozare a pesticidului acid 2,4-
diclorofenoxiacetic.

Avantajul produsului acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina, avand masa
moleculara mica, este acela ca in reactia imuna dintre pesticidul ce urmeaza a fi determinat
si anticorpul omolog (anticorpul anti 2,4-D) prezinta o cinetica rapida, un timp scurt pentru
atingerea echilibrului chimic dintre componente fatd de markerii enzimatici sus mentionati
si, in consecinta, un timp scurt de analiza a probei.

Procedeul conform inventiei consta in aceea ca 5 mg de biotin-NHS, dizolvata in
1 ml dimetilsulfoxid (DMSOQ), este introdusa picatura cu picatura, sub agitare continua, peste
4 ml solutie de 1,3-diaminopropan 150 mg dizolvata in tampon carbonat de sodiu 50 mM,
pH = 9,6. Amestecul sub agitare este lasat sa reactioneze timp de 3 h, iar produsul biotin-
propilen amina se separa prin cromatografie pe coloana de Sephadex G-10 (H = 30 cm,
® =1 cm), avand ca eluent solutia de tampon carbonat 50 mM, pH = 9,6. Produsul biotin-
propilen amina este utilizat la cuplare cu pesticidul acid 2,4-diclorofenoxiacetic activat cu
carbodiimida si N-hidroxisuccinimida. Pentru activarea pesticidului, se dizolva intr-un volum
de 1 ml de dimetil formamida (DMF) 10 mg acid 2,4-diclorofenoxiacetic, 10 mg N-
hidroxisuccinimida si 30 mg 1-etil-3(-3'-diaminopropil)-carbodiimida, si se agitd 3 h, in
vederea activarii gruparii carboxi a pesticidului. in final 0,5 ml de solutie de pesticid activat
in DMF se adauga picatura cu picatura, sub agitare, la 2 ml solutie de biotin-propilen amina.
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Amestecul se lasa timp de 3 h sub agitare la temperatura camerei, iar produsul obtinut, acid
2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina, se separa prin cromatografie pe coloana de
Sephadex G10, iar fractiunea ce contine produsul este purificatd pe cromatografie in strat
subtire de silicagel G avand ca eluent amestecul benzemacetona 3:1 (V/V). Pudra de
silicagel G care contine produsul se extrage cu alcool etilic, iar silicagelul este inlaturat prin
centrifugare la 1500 xg, timp de 10 min. Produsul acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido
biotina in alcool etilic se depoziteaza la -20°C, in vederea utilizarii acestuia in tehnica
imunochimica de dozare a pesticidului acid 2,4-diclorofenoxiacetic. Procedeul de obtinere
a markerului cu biotina consta in 6 etape, E1+EB.

E1) Activarea pesticidului acidului 2,4-diclorofenoxiacetic cu 1-etil-3(-3-
diaminopropil)-carbodiimida

O solutie de 10 mg acid 2,4-diclorofenoxiacetic (2,4-D), 10 mg N-hidroxisuccinimida
(NHS) si 30 mg 1-etil-3(-3'-diaminopropil)-carbodiimida in 1 ml dimetilformamida, si se agita
3 h, in vederea activarii gruparii carboxi a pesticidului.

E2) Cuplarea biotinei-NHS cu 1,3-diaminopropan

5 mg biotin-NHS se dizolva in 1 ml dimetilsulfoxid (DMSO), iar solutia obtinuta se
introduce picatura cu picatura, sub agitare, peste 4 ml solutie de 150 mg 1,3-diaminopropan
dizolvat in tampon carbonat de sodiu 50 mM, pH = 9,6 iar reactia de cuplare se desfasoara
pe o durata de 3 h, la temperatura camerei.

E3) Purificarea derivatului biotin-amidopropilen amina

Amestecul de reactie obtinut in etapa 2 este cromatografiat pe coloana de Sephadex
G-10 (H=30cm, ® = 1 cm), avand ca eluent tampon carbonat de sodiu 50 mM, pH = 9,6.

E4) Reactie de cuplare a pesticidului activat (E1) la biotin-amidopropilen amina

0,5 ml solutie de pesticid activat, obtinut in etapa 1, este introdusa picatura cu
picatura sub agitare peste 2 ml solutie de biotin-propilen amina obtinut in etapa 3. Reactia
de cuplare a pesticidului la biotin-propilen amina se desfagoara pe o perioada de 3 h, la
temperatura camerei.

ES5) Separarea produsului acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotind pe
Sephadex G-10

Amestecul de reactie rezultat in etapa 4 este cromatografiat pe coloana de Sephadex
(G-10, iar eluentul este tampon fosfat de sodiu 10 mM, pH = 7,2.

EB) Purificarea compusului acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotind

Fractiunea ce contine produsul acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina,
rezultatin etapa 5, este cromatografiat pe cromatografie in strat subfire de silicagel G, avand
ca eluent amestecul benzen:acetona 3:1 (V/V). Dupa uscarea placii, pudra din zona ce
contine produsul este extrasa cu alcool etilic, iar silicagelul este indepartat prin centrifugare
la 1500 x g, timp de 10 min. Produsul purificat se depoziteaza in alcool etilic la temperatura
de -20°C, in vederea utilizarii.
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E1. Activarea pesticidului acid 2,4-diclorofenoxiacetic cu 1-etil-3(3'-diaminopropil)-
carbodiimida

R-NH-C=N-R'
C ci
4 + R-N=C=N-R' =0
-0-CH,-C-OH H,
1-etil-3(3'-diaminopropii)
-carbodiimida
acid 2,4-diclorofenoxiacetic !
(2,4-D)
/)
R-NH-C=N-R'

=0
H, -OH
{

R-NH-C-NH-R'
Cl (uree substituita) acid 2,4-diclorofenoxiacetic -N-hidroxisuccinimida
Pesticid activ

E2. Cuplarea biotinei-NHS cu 1,3-diaminopropan

H H ?
f ? H. H
+ H N-(CH ) ;-NH,
(CH y #-C-0-N Y E
—(CH ) -C-NH-(CH ) 3-NH
Biotinu-NHS 1,3-diaminopropan

Derivat biotin-amidopropilen amina

E3. Furificarea derivatului biotin-amidopropilen amina

H H H, H
f Purificare pe g
—(CHy -C-NH-(CHy -NH, SePhadex G-10 —(CHy) ~-NH-(CH,) -NH,
Derivat biotin-amidopropilen amina Derivat biotin-amidopropilen amina pur
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E4. Reactia de cuplare a pesticidului activat (E1) la biotin-amidopropilen amina

f

H NH
cl fl
—(CH2)4-E~NH-(CH2) ~NH, 4+ O @‘O‘CH Z'COO'N<j
Berivit b'iofin-amidap Fopilen ‘amina Acid 2,4-diclorofenoxiacetic-NHS
(Solutie in carbonat de sodiu 50 mM (solutie in dimetil formamida)

pHY9,6)

f

H NH

—-(CHZ),,-E-NH-(CHZJ 3—NH-C0-CH2-O®C[

acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina

ES5. Separarea produsului acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotind pe

Sephadex G10

acid 2,4 diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina

Separare produs pe
Sephadex G-10

acid 2,4 diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina

EB. Furificarea compusului acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina

acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina

Purificare pe
Silicagel G,
extractie in alcool etilic

f
acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina
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Revendicare

Procedeu de obtinere a markerului biotinic acid 2,4-diclorofenoxi-amidopropilen-
amido biotina, caracterizat prin aceea ca:

- se dizolva 5 mg biotin-NHS in 1ml dimetilsulfoxid, iar solutia rezultatd se adauga
picatura cu picatura, sub agitare, la 4 ml solutie de 150 mg 1,3-diaminopropan dizolvat in
tampon carbonat de sodiu 50 mM, pH = 9,6, se lasa sa reactioneze timp de 3 h la
temperatura camerei, pentru cuplarea diaminei la biotind, cu formarea derivatului biotin-
amidopropilen-amina, care este purificat pe coloana de Sephadex G-10, avand ca eluent
tamponul carbonat de sodiu 50 mM, pH = 9,6;

- se dizolva 10 mg acid 2,4-diclorofenoxiacetic, 10 mg N-hidroxisuccinimida si 30 mg
1-etil-3(-3'-diaminopropil)-carbodiimida in 1 ml dimetilformamida, timp de 3 h, latemperatura
camerei, rezultand un amestec de pesticid activat;

- se amesteca 2 ml din fractiunea ce contine derivatul biotin-amidopropilen-amina cu
0,5 ml solutie de pesticid activat, si se lasa sa reactioneze sub agitare la temperatura
camerei, timp de 3 h, iar produsul acid 2,4 diclorofenoxi-amidopropilen-amido biotina obtinut
este separat pe coloana de Sephadex G-10, avand ca solvent de elutie tampon fosfat
10 mM, pH = 7,2, si, in final, este purificat prin cromatografie in strat subtire pe silicagel G,
extractie cu alcool etilic si centrifugare la 1500 x g, timp de 10 min, si depozitat la -20°C, in
vederea utilizarii acestuia in tehnica imunochimicd de dozare a pesticidului acid
2 4-diclorofenoxiacetic.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 334/2018
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