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Inventia se refera la un procedeu de obfinere a unui nanoimunosorbent tip antigen
fluorescent pe bazd de SiO, utilizat in tehnica nanoELISA pentru detectia pesticidului
DICAMBA (acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic) din probe alimentare si de mediu.

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
inaltda performanta cuplatd cu spectrometria de masa si crbmatografia in gaz cuplata cu
spectrometria de masa si prin electroforeza capilara cuplatd cu spectroscopie UV sau
spectrometrie de masa, aceste metode necesitand o prelucrare laborioasa a probelor si
echipamente costisitoare. O alta tehnica de analizd cantitativa a pesticidelor este tehnica
imunochimica cu enzima legatd de immunosorbent (faza solidd), 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 aceasts tehnica se folosesc ca imunosorbenti suprafefe 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 bazata pe 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 i reducerea timpului de analiza. in general, anticorpii sunt legati de diferite tipuri de
nanomateriale pe baza de Au, Fe, SiO,, siliciu acoperit cu aur sau fluorescente. Prin utili-
zarea nanoparticulelor fluorescente se obtine o sensibilitate mai bund fatd de metodele
clasice care folosesc molecule fluorescente [1]. In tehnicile de analiza imunochimice se folo-
sesc nanoparticule fluorescente cuplate cu anticorpi avand ca nanomaterial: i) polistirenul
functionalizat cu albumina si anticorpi monoclonali dengue NS1 pentru detectarea bolii
tropicale, febra Dengue [1], i) SiO; functionalizat cu rodamina si combinat cu nanoparticule
magnetice pe baza de oxid de fier functionalizat cu polimetil metacrilat obtinandu-se nano-
compozit magnetofluorescent functionalizat cu anticorpi anti alfa-fetoproteina (anti-AFP)
pentru detectia markerului tumoral AFP [2]. De asemenea nanoparticulele fluorescente pe
baza de SiO, pot fi functionalizate $i cu enzima cum ar peroxidaza conjugata cu tionina utili-
zata n tehnica imuno-electrochimicd pe baza de nanoparticule pentru detectia markerului
tumoral antigen carbohidrat 125 (CA125) [3]. Moleculele fluorescente se utilizeazd in
tehnicile imunochimice fluorescente ca si marker fluorescent: i) cuplat cu anticorpul, izotio-
cianat de fluoresceina (FITC)-cuplat cu anticorpul anti-dimetil ftalat (anti-DMP) pentru
detectia dimetil ftalatului, component al plastifiantilor, in probe apa [4]; ii) pe bazi de nano-
particule de SiO; functionalizate cu chitosan si lucigenina utilizate Tn tehnica imunochimica
bazata pe aptamer pentru determinarea trombinei din serul uman [5].

Problema pe care o rezolva inventia consta in prezentarea unui procedeu de obtinere
a nanoimunosorbentului tip antigen fluorescent pe baza de SiO, care poate fi utilizat n
tehnica nanoELISA de detectie a pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic (dicamba) din
probe alimentare si de mediu. Fluorescenta nanocimunosorbentului tip antigen rezolva pro-
blema identificarii spectrale a speciilor reactive (complexul dintre nanoimunosorbentul tip
antigen fluorescent si anticorpul antipesticid) din sistemul nanoELISA Tn procesul de analizi
a pesticidului.
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Nanoimunosorbentii prezintd urmatoarele avantaje: zona specificd a nanoimuno-
sorbentului 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 conferad stabilitate
nanoimunosorbentilor. Nanoimunosorbentii nonmagnetici pot fi separati prin centrifugare, iar
nanoimunosorbentii superparamagnetici sunt separati folosind un separator de cadmp mag-
netic. Timpul de incubare necesar pentru a atinge echilibrul chimic intre anticorp si antigen
(analit) este scurt, (1-10 min fata de 1-2 h in tehnica ELISA clasica), deoarece nanoparti-
culele sunt in suspensie (faza omogend) comparativ cu tehnica ELI SA clasica unde reactia
dintre anticorp si antigen este limitata prin difuzarea componentelor din solutie la suprafata
godeurilor sau a tuburilor.

Procedeul conform inventiei inlaturd dezavantajele de mai sus (timp de analiza,
echipament costisitor, separarea complexului imun) prin aceea c& 100 mg de nanoparticule
de SiO, de marime @ = 15 nm sunt tratate cu 20 ml solutie de HNO; 10% la temperatura de
80°C, timp de 1 h si nanoparticulele se separa prin centrifugare la 1500 x g timp de 15 min,
se spala cu apd deionizatd 30 ml si apoi se trateaza cu 5 ml solutie de 3-aminopropil-
trietoxisilan 10% n apa deionizata sub continua agitare la 50°C timp de 3 h, dupa care nano-
particulele sunt centrifugate la 1500 x g timp de 15 min, apoi spalate cu 25 ml apa
deionizatda, din nou centrifugate la 1500 x g timp de 15 min iar complexul obtinut
nanoparticuld SiO,-3-aminopropiltrietoxisilan este resuspendat in 4 ml tampon carbonat 50
mM pH 9,6 si tratat cu 2 mg pesticid acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic activ, pesticid activat
obtinut prin reactia pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic cu 10 mg 1-etil-3(3'-
diaminopropil)carbodiimida si 2 mg N-hidroxisuccinimida in mediu de 1 ml dimetiformamida
timp de 3 h la temperatura camerei, nanoimunosorbentul tip antigen obfinut (complex
nanoparticule de SiO,-dicamba) prin centrifugare la 1500 x g timp de 15 min este spélat cu
apa deionizatd 20 ml apoi cenfrifugat la 1500 x g timp de 15 min si 50 mg din
nanoimunosorbentul tip antigen obfinut este resuspendat in 2 ml de tampon carbonat 50 mM
pH 9,6 si tratat cu o solutie de 5 mg izotiocianat de fluoresceina in 400 pl dimetilsulfoxid sub
continua agitare pentru 6 h iar nanoimunosorbentul fluorescent tip antigen este separat prin
centrifugare spalat cu 5 ml alcool etilic absolut si resuspendat in 10 ml tampon fosfat 10 mM
pH 7,2 depozitat la 4°C n vederea utilizarii n tehnica nanoELISA de detectie a pesticidului
acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic din probe alimentare si de mediu.

Nanoimunosorbentul tip antigen fluorescent pe baza de SiO, la a carui suprafata este
cuplat covalent pesticidul acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic si izotiocianatul de fluoresceina se
obtine in cinci etape principale: Etapa |, Etapa a ll-a, Etapa a lll-a, Etapa a IV-a si Etapa a V-
a si sunt redate schematic dupa descrierea acestora.

Etapa |: Activarea nanoparticulei de SiO, cu 3-aminopropil trietoxisilan (APTES).

Etapa a ll-a: Activarea pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic (dicamba).

Etapa a lll-a: Cuplarea pesticidului activat la complexul nanoparticule de SiO,-
APTES.

Etapa a IV-a: Cuplarea izotiocianatului de fluoresceind (FITC) la complexul
nanoparticula de SiO,-APTES.

Etapa a V-a: Obtinerea nanoimunosorbentului tip antigen fluorescent.
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Descrierea etapelor procedeului de obtinere a nanoimunosorbentului tip antigen
fluorescent

Etapa |: Activarea nanoparticulei de SiO, cu 3-aminopropil trietoxisilan (APTES).
Aceastd etapa contine doué reactii: Reactia 1-tratamentul nanoparticulelor de SiO, cu HNO,
si reactia 2: Activarea nanoparticulelor de Si0z cu 3-aminopropil trietoxisilan si formarea
complexului nanoparticule SiO,-APTES.

Reactia 1: Tratamentul nanoparticulelor de SiO, cu HNO;

100 mg de nanoparticule de SiO, marime ® = 15 nm sunt tratate cu 20 ml solutie de
HNO3 10% la temperatura de 80C timp de 1 h apoi sunt centrifugate la, 1500 x g timp de 15
min, spalate cu 30 ml apa deionizata.

Reactia 2: Activarea nanoparticulelor de SiO; cu  3-aminopropil trietoxisilan
Nanoparticulele in cadrul Etapei |, Reactia 1 sunt tratate cu 5 ml solutie de 3-aminopropil
trietoxisilan (APTES) 10% in apa deionizata sub continua agitare la 50°C timp de 3 h dupa
care sunt colectate prin centrifugare la 1500 x g timp de 15 min, spalate cu 25 ml apa
deionizata, din nou centrifugate la 1500 x g timp de 15 min, iar complexul obtinut
nanoparticuld SiO,-APTES este resuspendat in 4 ml tampon carbonat 50 mM pH 9,6.

Etapa a ll-a: Activarea pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic (dicamba).
Aceasta etapa cuprinde doui reactii: Reactia 1 - Activarea pesticidului cu 1-etil-3(3'-
diaminopropil)carbodiimida (CDI) si Reactia 2 - Activarea complexului pesticid-CDI cu N-
hidroxisuccinimida.

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

2 mg pesticid acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic sunt tratate cu 10 mg 1-etil-3(3'-
diaminopropil)carbodiimide (CDI) in 1 ml dimetilformamida timp de 3 h la temperatura
camerei in vederea activarii pesticidului.

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

Complexul pesticid-CDI rezultat in cadrul Etapei a Il-a, Reactia. 1 este adaugat la 2
mg de N-hidroxisuccinimida in 1 ml DMF cu formarea pesticidului activat acid 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic-N-hidroxisuccinimida.

Etapa a lll-a: Cuplarea pesticidului activat la complexul nanoparticule de SiO,-APTES

Amestecul de pesticid activat obtinut in cadrul Etapei a ll-a, Reactia 2 este adaugat la
50 mg suspensie de complex nanoparticuld SiO,-APTES in 4 ml tampon carbonat 50 mM pH
9,6 sub continua agitare timp de 3 h la temperatura camerei. Complexul nanoparticula SiO,-
dicamba obfinut este centrifugat la 1500 x g timp de 15 min, spalat cu 20 ml ap3 deionizata,
centrifugat din nou la 1500 x g si resuspendat in 2 ml tampon carbonat 50 mM pH 9,86.

Etapa a IV-a: Cuplarea izotiocianatului de fluoresceing (FITC) Ila complexul
nanoparticula de SiO,-APTES.

50 mg de complex nanoparticule SiO,-APTES in 2 ml tampon carbonat 50 mM pH 9,6
sunt tratate cu o solutie de 5 mg izotiocianat de fluoresceina in 400 ul dimetilsulfoxid (DMSO)
sub continua agitare, apoi nanoparticulele de SiO; fluorescente obtinute sunt separate prin
centrifugare la 1500 x ¢ si spalate cu 5 ml alcool etilic absolut si resuspendate in 10 ml
tampon fosfat 10 mM pH 7,2. Acest complex nanoparticule SiO,-FITC este un produs
intermediar de sinteza fluorescenta si este utilizat ca i control spectral al produsului final,
nanoimunosorbentul tip antigen fluorescent.
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Etapa a V-a: Obtinerea nanoimunosorbentului tip antigen fluorescent

50 mg complex nanoparticule de SiO,-dicamba obtinut in cadrul etapei a lll-a
resuspendat in 2 ml tampon carbonat 50 mM pH 9,6 este tratat cu o solutie de 5 mg
izotiocianat de fluoresceind in 400 pl de dimetilsulfoxid sub continua agitare pentru 6 h iar

s nanoimunosorbentul tip antigen fluorescent obtinut este separat prin centrifugare spalat cu 5

ml de alcool etilic absolut si resuspendat in 10 ml tampon fosfat 1,,0 mM pH 7,2 in vederea
utilizarii In tehnica nanoELISA de detectie a pesticidului acid 3,6-dicloro-2-metoxibenzoic din
probe alimentare si de mediu.

Reactiile chimice de obtinere a nanoimunosorbentului tip antigen fluorescent:
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Reactia 2: Activarea nanoparticulelor de Si0, cu 3-aminopropil trietoxisilan
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Ftapa a ll-a: Activarea pesticidului acid 3.6-dicloro-2-metoxibenzoic {dicamba)
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Etapa a IlI-a: Cuplarea pesticidului activat la complexul nanoparticule SiO,-APTES
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Etapa a [V-a: Cuplareca isotiocianatului de {luoresceina (FITC) fa complexul nanoparticula de
Si0;-APTES
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Ftapas a V- Obtineren nanoimunosorbentulud ip antigen Muorescent
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Revendicare

Procedeu de obiinere a unui nanoimunosorbent tip antigen fluorescent pe baza de
SiO, utilizat in tehnica nanoELISA pentru detectia pesticidului DICAMBA (acid 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic), caracterizat prin aceea ca, se trateaza 100 mg de nanoparticule de SiO,
de marime ¢ = 15 nm cu 20 ml solutie HNO; 10% la temperatura de 80°C, timp de 1 h, se
separa nanoparticulele prin centrifugare la 1500 x g timp de 15 min, se spala cu 30 ml apa
deionizatd, se trateaza cu 5ml solutie de 3-aminopropiltrietoxisilan 10% Tn apa deionizata sub
continud agitare la 50°C timp de 3 ore, se centrifugheaza nanoparticulele la 1500 x g, 15
min, se spala cu 25 ml apa deionizata, se centrifugheaza la 1500 x g, 15 min, rezultand un
complex nanoparticulda SiO;-3-aminopropiltrietoxisilan (APTES) care este resuspendat in 4
ml tampon carbonat 50 mM pH 9.6, iar apoi tratat cu 2 mg pesticid acid 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic activ, pesticid activat obtinut prin reactia a 2 mg pesticid acid 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic cu 10 mg 1-etil-3(3-diaminopropil)carbodiimda si 2 mg N-hidroxisuccinimid n
mediu de 1 ml dimetilformamida timp de 3 h la temperatura camerei, rezultédnd astfel un
complex nanoparticulda SiO, - dicamba care este centrifugat la 1500 x g timp de 15 min,
resuspendat in 2 ml tampon carbonat 50 mM pH 9,6, iar 50 mg din acest complex este tratat
cu 5 mg izotiocianat de fluoresceind in 400 pl DMSO sub continua agitare pentru 6 h,
obtin&dndu-se nanoimunosorbentul tip antigen fluorescent care este separat prin centrifugare,
spalat cu 5 ml alcool etilic si resuspendat in 10 ml tampon fosfat 10 mM pH 7,2 si depozitat la
4°C in vederea utilizarii in tehnica nanoELISA de detectie a pesticidului acid 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoic din probe alimentare si de mediu.

Editare sitehnoredactare computerizata - OSIM




Extras din Legea nr. 64/1991 privind brevetele de inventie,
republicata in Monitorul Oficial al Romaniei,
Partea |, nr. 613 din 19 August 2014

Art. 29

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

(2) Data eliberarii brevetului de inventie este data la
care mentiunea hotararii 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 sau un
drept exclusiv de exploatare a inventiei pe intreaga
sadurata.

(2) Este interzisa efectuarea fara consimtamantul
titularului aurmatoarelor 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 obiinut 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 inventilor 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 Roméania 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 cétre o persoana care a aplicat
obiectul brevetului de inventie sau cel al cererii de
brevet, agsa cum a fost publicata, ori a luat masuri
efective si serioase Tn vederea producerii sau
folosirii lui cu buna-credinta pe teritoriul Romaniei,
independent de titularul acestuia, cat si inainte de
constifuirea unui depozit national reglementar
privind inventia sau inainte de data la care curge
termenul de prioritate recunoscutd; 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 in 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 séu
expres,;

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

f) folosirea cu buna-credinta sau luarea
masurilor efective si sericase de folosire a inventiei
de catre terti in intervalul de timp dintre decaderea
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 publicarii menfiunii revalidarii si dreptul la
folosire nu poate fi transmis decéat cu patrimoniul
persoanei care utilizeaza inventia ori cu o infractiune
din patrimoniul care este afectat exploatarii
intervenfiei;

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

(2) Orice persoana care, cu buna-credinta, foloseste
inventia sau a facut pregatiri efective si serioase de
folosire a inventiei, fard ca aceastd folosire sa
constituie o incélcare a cererii de brevet sau a
brevetului european in traducerea initiala, poate,
dupa ce traducerea corectata are efect, sé continue
folosirea inventiei in intreprinderea sa ori pentru
necesitatile acesteia, fard plata si fara sa
depaseasca volumul existent la data la care
traducerea initiala 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, in cuantumurile si la
termenele stabilite de lege.

(2) Pe intreaga duraté 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 decurgand din brevet. Decéaderea
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 vigcare 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 platescin valuta, in contul OSIM.




