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Inventia se referad la un procedeu de obtinere a unui nanoimunosorbent superpara-
magnetic, tip anticorp pe baza de Fe,O, utilizat in tehnica nanoElisa pentru detectia pesti-
cidului acid 3,6-dicloro-2,-metoxibenzoic din probe alimentare si de mediu.

In prezent, detectia si analiza pesticidului DICAMBA (acid 3,6-dicloro-2-metoxi-
benzoic) se efectueaza in principal prin metode cromatografice cum ar fi: cromatografia de
lichide de inalta performantd cuplatd cu spectrometria de mas& si cromatografia In gaz
cuplatd cu spectrometria de masa si prin electroforeza capilara cuplata cu spectroscopie UV
sau spectrometrie de masé, aceste metode necesitand o prelucrare laborioasé a probelor si
echipamente costisitoare. O altd tehnicd de analiza cantitativd a pesticidelor este tehnica
imunochimica cu enzima legatd 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
adsorbije fizica. Dezavantajele acestei tehnici sunt date de desorbtia speciilor deoarece nu
sunt legate covalent, reproductibilitatea si neuniformitatea rezultatelor obtinute. NanoELISA
este tehnica ELISA bazatad pe nanoparticule astfel performantele tehnicii ELISA clasice fiind
mbunétatite 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 SiO,
pentru detectia markerului tumoral antigen carbohidrat 19-9 (CAl 9-9) [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
baz& 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], Tn cazul nanopar-
ticulelor 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 prezintd procedeul de obtinere a nanoimunosorbentului superparamagnetic
tip anticorp utilizat in tehnica nanoELISA in fazd omogena pe bazd de nanoimunosorbenti
acestia avand urmétoarele 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 com-
paratie cu tehnica ELISA clasica in care anticorpii sunt cuplati prin adsorbtie pe suprafata
godeurilor placii ELISA; legarea covalentd chimica elimina desorbtia anticorpului de la
suprafatd din cazul tehnicii ELISA clasice ceea ce confera stabilitate nanoimunosorbentilor.
Nanoimunosorbentii nonmagnetici pot fi separati prin centrifugare, iar nanoimunosorbentii
superparamagnetici sunt separati folosind un separator de camp magnetic. Timpul, de
incubare nepesar pentru a atinge echilibrul chimic intre anticorp si antigen (analit) este scurt
(1-10 min fatd de 1-2 h in tehnica ELISA clasica), deoarece nanoparticulele sunt in sus-
pensie (fazd omogend) comparativ cu tehnica ELISA clasica unde reactia dintre anticorp si
antigen este limitatd prin difuzarea componentelor din solutie la suprafata godeurilor sau a
tuburilor.
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Problema pe care o rezolva inventia consta in prezentarea unui procedeu de obtinere
a nanoimunosorbentului superparamagnetic tip anticorp pe baza de Fe,O, utilizat in tehnica
nanoELISA pentru detectia pesticidului DICAMBA (acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic) din
probe alimentare si de mediu.

Procedeul, conform inventiei, de obtinere a unui nanoimunosorbent superparamag-
netic, tip anticorp pe baza de Fe,O, utilizat n tehnica nanoElisa péntru detectia pesticidului
acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic din probe alimentare si de mediu cuprinde urmatoarele
etape:

a) obtinerea unui complex de nanoparticule de Fe,O, functionalizate cu aminopropil-
trietoxisilan si glutaraldehida;

b) obtinerea unui complex de nanoparticule de SiO, functionalizate cu aminopro-
piltrietoxisilan gi glutaraldehida;

c) obtinerea unui nanoimunosorbent tip antigen prin reactia complexului de nano-
particule de SiO; functionalizate cu aminopropiltrietoxisilan si glutaraldehida cu un conjugat
imunogen de 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic-ovalbumina;

d) obtinerea de anticorpi anti 3 6-dicloro-2-metoxibenzoic purificati pe o coloana de
afinitate prin punerea in contact a unor y-globuline separate dintr-un antiser anti 3,6-dicloro-
2_metoxibenzoic cu nanoimunosorbentul tip antigen obtinut in etapa c), in vederea reactiei
imune dintre 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic care este cuplat la suprafata nanoparticulelor de
Si0, functionalizate si anticorpul anti 3.6-dicloro-2-metoxibenzoic, urmaté de introducerea
complexului rezultat in coloana de cromatografie peste un strat de Sephadex G25de 1 cm,
iar apoi de disocierea anticorpilor anti 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic de pe nanoimunosorbentul
pe baza de SiO; prin elutie cu o solutie tampon glicina - HCI 10 mM pH 2,3, adusi la pH 7 cu
tampon fosfat 1 mM;

e) obtinerea nanoimunosorbentului superparamagnetic tip anticorp pe baza de Fe,O,
prin cuplarea anticorpilor anti 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic purificati in etapa d) cu
nanoparticulele de Fe,O, functionalizate cu aminopropiltrietoxisilan si glutaraldehida din
etapa a), nanocimunosorbentul obfinut fiind n final depozitat la -18°C in vederea utilizarii n
tehnica nanoELISA pentru detectia pesticidului 3.6-dicloro-2-metoxibenzoic din probe
alimentare si de mediu.

Procedeul conform inventjei 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 obtinutd este agitatd magnetic 30 min pana la dizolvarea completa a
reactantilor, apoi este incalzitd si mentinuta la temperatura dupa cum urmeaza: 30 min la
150C sub flux de argon, 1 h la 250°C, apoi 1 h la reflux, 295°C apoi la terminarea timpului de
reactie proba este spalatd de trei ori cu cate 50 ml amestec de metanol-etanol si redis-
persat3 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 dizolvd 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 magneticd puternica la temperatura
camerei si dupa terminarea timpului de reactie proba este separatd magnetic din mediul de
reactie, spalata de 3 ori cu apa distilatd si redispersata la concentratie cunoscuta in mediu
apos iar 1 g de nanoparticule de Fe,Oy de diametrul 10 nm este tratat cu 20 ml solutie de a-
aminopropiltrietoxisilan (APTES) 10% in amestec hexan: acid acetic timp de 5 h, apoi
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centrifugate la 1500 x g, spalate cu apa deionizata, din nou centrifugate la 1500 x g si tratate
apoi cu 10 ml solutie de glutaraldehida 10% timp de 3 h sub continui agitare apoi spélate de
excesul de glutaraldehida si depozitate la 4C n vederea cuplérii cu anticorpii antiDICAMBA
separate din antiseruri policlonale antipesticid prin utilizarea nanoimunosorbentului de tip
antigen obtinut prin tratamentul a 100 mg de nanoparticule de SiO, 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 SiO; 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 deionizatad sub continui
agitare timp de 3 h apoi nanoparticulele obtinute prin centrifugare la 1500 x G timp de 15 min
sunt tratate cu 5 ml solutie de glutaraldehida 10% timp de 2 h 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'-dimetilaminopropil-
carbodiimida) (CDI) in 1 ml dimetilformamida (DMF) pentru 30 min in vederea activarii pesti-
cidului 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 4C, 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 s3
reactioneze cu 100 mg de nanoparticule de SiO, activate cu glutaraldehida 2 h in vederea
obtinerii de nanoimunosorbent tip antigen nanoimunosorbent SiO, -ovalbumina-acid 3,6-
dicloro-2-metoxibenzoic care este folosit in obtinerea anticorpilor specifici anti 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic rezultai din tratarea a 100 pl antiser antipesticid brut cu (NH4),SO4 50% (v/v)
in vederea precipitarii y-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 SiO, urmata de centrifugare la 1500 x g timp de 15 min,
spalarea nanoimunosorbentului cu solutie de NaCl 9% iar apoi introduce pe coloana de sticld
diametrul 1 cm, L = 10 cm pentre un strat de Sephadex G25 de inéltime 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 1 mM pH 7 si cuplati la 100 mg
nanoparticule superparamagnetice de Fe,O,, activate cu glutaraldehida cu formare de
nanoimunosorbent tip anticorp Fe,O-anticorp anti acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic care este
depozitat la temperatura de -18°C n vederea utilizarii In tehnica nanoELISA pe bazi 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, ES8, E9,
E10 si E11.

E1: Obtinerea de nanoparticule superparamagnetice de Fe,O, cu diametrul de 10 nm

E2: Activarea nanoparticulelor de Fe,O, cu APTES

E3: Activarea complexului nanoparticule Fe,O,-APTES cu glutaraldehida cu formare
de nanoparticule de Fe,O, activate.

E4: Activarea nanoparticulelor de SiO, cu 3-aminopropil trietoxisilan (APTES) si
glutaraldehida, activare realizata in trei reactii: Reactia 1 - tratamentul termic al nanoparti-
culelor cu HNO3, Reactia 2 - reactia nanoparticulelor de SiO, cu APTES cu formare de com-
plex nanoparticule de SiO,-APTES si Reactia 3 - activarea complexului nanoparticule de
SiO2-APTES cu glutaraldehida i formare de nanoparticule de SiO, activate.
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E5: 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- acti-
varea complexului pesticid-CDI cu N-hidroxisuccinimida (NHS) cu formare de pesticid activat.

EG: 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 (carac-
teristici tehnice si functionale ale coloanei).

E10: Obtinerea anticorpilor antipesticid purificati pe coloana de afinitate

E11: Obtinerea nanoimunosorbentului tip anticorp prin reactia nanoparticulelor super-
paramagnetice Fe O, activate Tn 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 Fe,O, 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 agitatd magnetic 30 min pana la dizolvarea completa a
reactantilor, apoi este Incélzitd si mentinuta la temperatura dupa cum urmeaza: 30 min la
150°C sub flux de argon, 1 h la 250°C, apoi 1 h la reflux, 295°C. La terminarea timpului de
reactie proba este spalatd de trei ori cu cate 50 ml amestec de metanol-etanol si redis-
persatd la concentratia cunoscutd 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 mentinutad timp de 72 h sub agitare magnetica puternica la temperatura
camerei si dupa terminarea timpului de reactie proba este separatd magnetic din mediul de
reactie, spalata de 3 ori cu apa distilatd si redispersata la concentratie cunoscuta in mediu
apos.

E2: Activarea nanoparticulelor de Fe,O, cu APTES

1 g de nanoparticule de Fe,O, de diametrul 10 nm este tratat cu 20 ml solutie de a-
aminopropiltrietoxisilan (APTES) 10% in amestec hexamacid acetic (10:0,1) timp de 5 h,
separare prin centrifugate la 1500 x g, spalate cu apa deionizata, din nou centrifugate la
1500 x g.

E3: Activarea complexului nanoparticule Fe,O,-APTES cu glutaraldehida cu formare
de nanoparticule activate de Fe,O,.

Complexul de nanoparticule Fe,O,-APTES este tratat cu 10 ml solutie de gluta-
raldehida 10% timp de 3 h sub continua agitare apoi spalate pentru indepartarea excesului
de glutaraldehida si depozitate la 4C in vederea cuplarii cu pesticidul acid 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic.

E4: Activarea nanoparticulelor de SiO, cu 3-aminopropil trietoxisilan (APTES) si
glutaraldehida, activare realizaté in trei reactii: Reactia 1 - tratamentul termic al nanoparti-
culelor cu HNO3, Reactia 2 - reactia de activare a nanoparticulelor de SiO, cu APTES cu
formare de complex nanoparticule de SiO,-APTES si Reactia 3-activarea complexului
nanoparticule de SiO,-APTES cu glutaraldehida.

4




15

20

235

30

35

40

45

RO 135087 B1

Reactia 1: 100 mg de nanoparticule de SiO; cu diametrul ® = 15 nm se trateaza cu o
solutie de HNO; 10% timp de 1 h la temperatura de 80°C nanoparticulele sunt separate prin
centrifugarea la 1500 x g timp de 15 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 deionizatd timp de 3 h sub continud 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 SiO,-APTES cu glutaraldehida:
nanoparticulele rezultate Tn reactia R2 sunt tratate cu 5 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.

E5: 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'-diamino-
propil)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'-diamino-
propil)carbodiimida (CDI) in 1 ml dimetilformamida (DMF) pentru realizarea complexului
pesticid-CDI.

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

E6: Obfinerea conjugatului imunogen ovalbumina-dicamba

Pesticidul activat realizat in etapa E5, reactia 2 este fratat cu 4 ml soluiie 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-metoxibenzoic-ovalbumina este purificat pe coloana de
Sephadex G25 avand ca tampon de elutie tamponul fosfat 5 mM pH 7,2.

E8: Obtinerea nanoimunosorbentului tip antigen

100 mg nanoparticule de SiO, 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: Obiinerea coloanei de afinitate utiliz&dnd nanoimunosorbent de tip antigen
(caracteristici tehnice si functionale ale coloanei).

Coloana de afinitate are diametrul de 1 ¢cm, lungimea de 10 cm, grosimea stratului de
Sephadex G25 = 1 cm 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)>.S0, (sulfat de amoniu) 50%. Precipitatul contindnd v-globulinele
sunt separate prin centrifugare la 1500 x g, supernatantul indepartat iar y-globulinele pre-
cipitate 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 h sub continua agitare in
vederea reactiei imune dintre antigenul acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic cuplat la suprafata
nanoparticulelor si y-globulina specificad (anticorpul anti 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic). Sus-
pensia de nanoparticule avand complexul imun cuplat la suprafata este introdusa n 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.
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E11: Obtinerea nanoimunosorbentului tip anticorp
Anticorpii anti 3,8-dicloro-2-metoxibenzoic purificati in etapa E10 sunt cuplati la 100
mg nanoparticule superparamagnetice Fe,O, activate cu glutaraldehida in etapa 3,

obtindndu-se nanoimunosorbentul tip anticorp.
Reactii chimice de obtinere a nanoimunosorbentului tip anticorp
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E4: Activarea nanoparticulelor de Si€); cu 3-aminopropil trietoxisilan (APTES) st glutaraldchida

Reactia 1: Tratamentul nanoparticulelor de Si0; cu HNOy
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Reactia 2: Activarea nanoparticulelor de SiQ ; cu 3-aminopropil trietoxisilan
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Reactia 3: Activarea complexului nanoparticule de SIOAPTES cu glutaraldehida
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E5: Activarca pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic (dicamba)
Reactia 1: Activarea pesticidului cu 1-ctil-3(3'-diaminopropil)-carbodiimida (CDI)
H
f;ﬁ ‘R-NH-(C=N-R'
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; | - 0
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acid 3,6-diclorp-2-metoxibenzoic
e

DICAMBA

Reactia 2: Activarea complexului pesticid-CDI cu N-hidroxisuccinimida (NHS)
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E6: Obrinerea conjugatului imunogen ovatbumina-dicamba
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E7: Purif icarea conjugatului proteina-pesticid pe coloana de Sephadex G25

E8: Obtinerea nanoimunosorbentulni tip antigen
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F9: Oheinerea coloaned de af initate utilizand nanoimunosorbeniul de 1ip antigen {caracteristici)

EH0: Obtinerea anticorpilor antipesticid purificall pe coloana de af inltate
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E11: Obtinerea nanoimunososhentulud tip anticorp
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Revendicari

1. Procedeu de obtinere a unui nanoimunosorbent superparamagnetic, tip anticorp pe
baza de Fe,O, utilizat Tn tehnica nanoElisa pentru detectia pesticidului acid 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic din probe alimentare si de mediu, caracterizat prin aceea ca, cuprinde
urmatoarele etape: ;

a) obtinerea unui complex de nanoparticule de Fe,O, functionalizate cu amino-
propiltrietoxisilan si glutaraldehida;

b) obtinerea unui complex de nanoparticule de SiO; functionalizate cu amino-
propiltrietoxisilan si glutaraldehida;

c) obtinerea unui nanoimunosorbent tip antigen prin reactia complexului de
nanoparticule de SiO, functionalizate cu aminopropiltrietoxisilan si glutaraldehida cu un
conjugat imunogen de 3 6-dicloro-2-metoxibenzoic-ovalbumina;

d) obtinerea de anticorpi anti 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic purificafi pe o coloana de
afinitate prin punerea in contact a unor y-globuline separate dintr-un antiser anti 3,6-dicloro-
2_metoxibenzoic cu nanoimunosorbentul tip antigen obtinut in etapa c¢), in vederea reactiei
imune dintre 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic care este cuplat la suprafata nanoparticulelor de
SiO, functionalizate si anticorpul anti 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic, urmata de introducerea
complexului rezultat in coloana de cromatografie peste un strat de Sephadex G25 de 1 cm,
iar apoi de disocierea anticorpilor anti 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic de pe nanoimunosorbentul
pe baza de SiO, prin elutie cu o solutie tampon glicina - HCI 10 mM pH 2,3, adusi la pH 7 cu
tampon fosfat TmM,;

e) obtinerea nanoimunosorbentului superparamagnetic tip anticorp pe baza de Fe,O,
prin cuplarea anticorpilor anti 3 6-dicloro-2-metoxibenzoic purificati in etapa d) cu
nanoparticulele de Fe,O, functionalizate cu aminopropiltrietoxisilan si glutaraldehida din
etapa a), nanoimunosorbentul obtinut fiind n final depozitat la -18°C n vederea utilizarii in
tehnica nanoELISA pentru detectia pesticidului 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic din probe
alimentare si de mediu.

2. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, complexul de
nanoparticule de Fe,O, functionalizate cu aminopropiltrietoxisilan si glutaraldehida se obtine
prin o serie de etape care cuprind: ‘

- obtinerea nanoparticulelelor de Fe,O, prin dispersarea a 6,5 mmoli de acetil
acetonat de fier in 40 ml solvent dibenzileter, adaugare de 5 ml de acid oleic 0,4 M i 5,2 ml
oleilamina 0,4 M, solutia astfel obtinuta fiind apoi agitatd magnetic 30 min pana la dizolvarea
completd a reactantilor, apoi incalzitd si mentinutd 30 min la 150°C sub flux de argon, 1 h la
250°C, apoi 1 h 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 m| 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 magneticd puternica la temperatura camerei si dupa terminarea timpului de
reactie proba este separatd magnetic din mediul de reactje, spalata de 3 ori cu apa distilata
si redispersata la concentratia cunoscuta in mediu apos;

- activarea nanoparticulelelor de Fe,O, cu a-aminopropiltrietoxisilan (APTES) si
glutaraldehida prin tratarea a 1 g de nanoparticule de Fe,Oy de diametrul 10 nm cu 20 ml
solutie de APTES 10% in amestec hexan: acid acetic timp de 5 h, urmata de centrifugare la
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1500 x g, spalare cu apa deionizata, din nou centrifugare la 1500 x g si tratare apoi cu 10 mi
solutie de glutaraldehida 10% timp de 3 h sub continua agitare, apoi spalare de excesul de
glutaraldehida si depozitare la 4C.

3. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, complexul de
nanoparticule de SiO, functionalizate cu aminopropiltrietoxisilan si glutaraldehida se obtine
prin tratarea a 100 mg de nanoparticule de SiO, de diametru de 15 nm cu o solufie de HNO;
10% timp de 1 h la temperatura de 80°C cu obiinerea unei solufii acide care este
indepartata, centrifugarea nanoparticulelor de SiO, la 1500 x g timp de 15 min, spalarea
acestora cu 20 ml apa deionizata, urmata de tratarea cu 10 ml solutie de APTES 10% Tn apa
deionizata sub continua agitare timp de 3 h, iar ulerior centrifugarea nanoparticulelor
obtinute la 1500 x G timp de 15 min, tratarea acestora cu 5 ml solutie de glutaraldehida 10%
timp de 2 h la temperatura camerei, urmata de centrifugare la 1500 x g timp de 15 min.

4. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, conjugatul
imunogen din etapa c) se obfine prin 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) in vederea activarii pesticidului acid 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic care este apoi pus in reactie cu 4 ml solutie de ovalbumina de concentratie 3
mg/ml in tampon carbonat 50 mM la pH 9,6, timp de 24 h, la 4°C, iar ulterior purificat pe
coloana de Sephadex G25 avand ca tampon de elutie tampon fosfat 5 mM.

5. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, etapa d) cuprinde
tratarea a 100 pl antiser anti 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic brut in 1 ml apa deionizata cu 1 ml
solutie de (NH;),SO,4 50%, urmatd de centrifugare la 1500 x g si dizolvarea y-globulinele
precipitate in tampon fosfat 10 mM pH 7,2 in vederea punerii in contact cu nanoimuno-
sorbentul tip antigen obtinut in etapa c¢).

i B Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
L
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Extras din Legea nr. 64/1991 privind brevetele de inventie,
republicatad in Monitorul Oficial al Romaniei,
Partea |, nr. 613 din 19 August 2014

Art. 29

(1) Brevetul de inventie este eliberat de directorul
general al OSIM, in temeiul hotararii de acordare a
acestuia. Pentru brevetul european, OSIM certifica
validitatea brevetului in Roméania, conform legii.

(2) Data eliberarii brevetului de inventie este data la
care mentiunea hotérarii de acordare este publicata
in Buletinul Oficial de Proprietate Industrial.

(3) Brevetele se inscriu in Registrul national al
brevetelor de inventie.

Art. 31

(1) Brevetul de inventie confera titularului sdu un
drept exclusiv de exploatare a inventiei pe intreaga
sadurata.

(2) Este interzisd efectuarea féra consimtamantul
titularului a urmatoarelor acte:

a) fabricarea, folosirea, oferirea spre vanzare,
vanzarea sau importul in vederea folosirii, oferirii
spre vanzare ori vanzarii, in cazul in care obiectul
brevetului este un produs;

b) utilizarea procedeului, precum si folosirea,
oferirea spre vanzare, vanzarea sau importul in
aceste scopuri al produsului obtinut direct prin
procedeul brevetat, in cazul in care obiectul
brevetului este un procedeu.

Art. 33

(1) Nu constituie incalcarea drepturilor prevazute la
art. 31si32

a) folosirea inveniiilor in constructia si in
functionarea vehiculelor terestre, aeriene, precum si
la bordul navelor sau la dispozitivele pentru
functionarea acestora, apartinand statelor membre
ale tratatelor si conventiilor internationale privind
inventiile, la care Romania este parte, cand aceste
vehicule sau nave patrund pe teritoriul Romaniei,
temporar sau accidental, cu conditia ca aceasta
folosire sa se faca exclusiv pentru nevoile
vehiculelor sau navelor;

b) efectuarea oricaruia dintre actele prevazute la
art. 31 alin. (2) de catre o persoana care a aplicat
obiectul brevetului de inventie sau cel al cererii de
brevet, asa cum a fost publicata, ori a luat masuri
efective si serioase in vederea producerii sau
folosirii lui cu buna-credinta pe teritoriul Romaniei,
independent de titularul acestuia, cat si inainte de
constituirea unui depozit national reglementar
privind inventia sau inainte de data la care curge
termenul de prioritate recunoscuta; in acest caz,
inventia poate fi folositd In continuare de acea
persoana in volumul existent la data de depozitsau a
prioritatii recunoscute si dreptul de folosire nu poate
fi transmis decat cu patrimoniul persoanei ori cu o
fractiune din patrimoniul afectat exploatarii inventiei,

c) efectuarea oricaruia dintre actele prevazute la
art. 31 alin. (2) exclusiv in cadru privat si in scop
necomercial; producerea sau, dupa caz, folosirea
inventiei exclusiv in cadru privat si Tn scop
necomercial;

d) comercializarea sau oferirea spre vanzare pe
teritoriul Uniunii Europene a acelor exemplare de
produs, obiect al inventiei, care au fost vandute
anterior de titularul de brevet ori cu acordul sau
expres;

e) folosirea in scopuri experimentale, exclusiv cu
caracter necomercial, a obiectului inventiei
brevetate;

f) folosirea cu buna-credintd sau luarea
masurilor efective si serioase de folosire a inventiei
de catre terii in intervalul de timp dintre decéderea
din drepturi a titularului de brevet si revalidarea
brevetului. In acest caz, inventia poate fi folosita in
continuare de acea persoana in volumul existent la
data publicari mentiunii revalidarii si dreptul la
folosire nu poate fi transmis decat cu patrimoniul
persoanei care utilizeaza inventia ori cu o infractiune
din patrimoniul care este afectat exploatarii
interventiei;

g) exploatarea de catre terfi a inventiei sau a unei
parti a acesteia la a carei protectie s-a renunfat.

(2) Orice persoana care, cu buna-credinta, foloseste
inventia sau a facut pregatiri efective si serioase de
folosire a inventiei, f&rd ca aceastd folosire sa
constituie o incalcare a cererii de brevet sau a
brevetului european in traducerea inifiala, poate,
dupa ce traducerea corectata are efect, sa continue
folosirea inventiei in intreprinderea sa ori pentru
necesitatile acesteia, fara platd si fara sa
depdseascd volumul existent la data la care
traducereainifjala a avut efect.

Art. 40

(1) Procedurile efectuate de OSIM privind cererile de
brevet de inventie si brevetele de inventie prevazute
de prezenta lege si de regulamentul de aplicare a
acesteia sunt supuse taxelor, inh cuantumurile si la
termenele stabilite de lege.

(2) Pe intreaga durata de valabilitate a brevetului de
inventie, titularul datoreaza anual taxe de mentinere
in vigoare a brevetului.

(3) Neplata acestor taxe atrage decaderea titularului
din drepturile decurgadnd din brevet. Decadderea
titularului din drepturi se inregistreaza in Registrul
national al brevetelor de inventie si se publica in
Buletinul Oficial de Proprietate Industriala. Taxele de
mentinere in vigoare pot fi platite si anticipat, in
conditiile prevazute de regulamentul de aplicare a
prezentei legi, pentru o perioada care nu poate
depasi 4 ani.

(4) Taxele datorate de persoane fizice sau juridice
straine se platesc in valuta, in contul OSIM.




