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Inventia se refera la un procedeu ce foloseste o platforma portabila electrochimica
nanostructurata cu nanoparticule de aur, destinat determinarii capacitatii antioxidante totale
a extractelor hidrosolubile din plante, cu aplicabilitate in domeniul suplimentelor alimentare.

Este cunoscut faptul ca extractele hidrosolubile din plante se afla printre cele mai
folosite extracte vegetale datoritd continutului ridicat de compusi antioxidanti. in prezent nu
exista o metoda analitica standardizata, portabila, simpla si rapida pentru determinarea TAC
a suplimentelor alimentare ce pretind ca au un caracter antioxidant (Apak R. Ozyurek M.,
GicluK., Capanoglu E., Antioxidant Activity/Capacity Measurement. 1. Classification,
Physicochemical Principles, Mechanisms, and Electron Transfer (ET)-Based Assays.
J. Agric. Food Chem. 2016, 64, 997-1027). Solutiile clasice cel mai des folosite pentru
determinarea TAC sunt: chemiluminiscenta (Bunaciu A. A., Danet A. F., Fleschin $.,
Aboul-Enein H. Y., Recent Applications for in Vitro Antioxidant Activity Assay, Criticai
Reviews in Analytical Chemistry, 2016, 46(5), 389-399), cromatografia lichida de Tnalta
performanta - HPLC (Guliyev, V.B.; Gul, M.; Yildirim, A. Hippophae rhamnoides L.:
Chromatographic methods to determine chemical composition, use in traditional
medicine and pharmacological effects. J. Chromatogr. B. 2004, 812(1-2), 291-307) sau
metodele spectroscopice precum spectroscopia Raman si cea in infrarosu cu transformata
Fourier in reflectanta totala atenuata - ATR-FTIR (Schulz, H.; Baranska, M. Identification
and quantification of valuable plant substances by IR and Raman spectroscopy. Vib.
Spectrosc. 2007, 43, 13-25). Aceste solutii au la baza metodele spectrofotometrice.

Sunt cunoscute metodele spectrofotometrice folosite in general, cu ajutorul carora
se poate determina TAC-ul, cum sunt: ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), TRAP
(Total Radical Trapping Antioxidant Parameter), TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity), FRAP (Ferric lon Reducing Antioxidant Parameter), CUPRAC (Cupric lon
Reducing Antioxidant Capacity), DPPH, reducerea ionilor de Ce(IV) sau Mo(VI), metoda
Folin-Ciocalteu, chemiluminescenta (CL).

Solutiile cunoscute prezinta urmatoarele dezavantaje: necesita aparatura scumpa de
laborator (spectrofotometre, spectrofluorimetre, luminometre), procedee laborioase ce sunt
consumatoare de timp (pretratamente timp de 30-60 min, amestecare cu diverse solutii
chimice preparate cu reactivi scumpi si toxici - neocuproina, 1,10-fenantrolina, acetona,
tripiridil-s-triazina, fluoresceina, 2,2-difenil-1-picrildrazil, 2,2'-azobis (2-amidinopropan)
diclorhidrat, fenoli, acid clorhidric etc), personal calificat (laboranti specializati) (Repetto M.G.
and Llesuy S.F. Antioxidant properties of natural compounds used in popular
medicine for gastric ulcers. Braz J Med Biol. Res., 2002, Volume 35(5), 523-534).

Scopul inventiei este de a stabili un procedeu cu pasii metodei electrochimice pentru
determinarea portabila, simpla si rapida a capacitatji totale antioxidante (TAC) a extractelor
vegetale hidrosolubile folosind o platforma portabila electrochimica nanostructurata (PEN),
cu inlaturarea dezavantajelor identificate.

Este cunoscut ca metoda electrochimica este foarte sensibila, prezinta o eficienta
mare in cuantificarea si transformarea evenimentelor (bio)chimice prin reactii electrochimice
de oxidare-reducere in semnale electrice masurabile (Sassolas A., Blum L. J., Leca-
Bouvier B.D., Immobilization strategies to develop enzymatic biosensors.
Biotechnology Advances, 2012, 30, 489-511: David M., Barsan M. M., Brett C. M.A_,
Florescu M., Improved glucose label-free biosensor with layer-by-layer architecture
and conducting polymer poly (3,4-ethylenedioxythiophene). Sensors and Actuators
B 255, 2018, 3227-3234) si reprezinta o alternativa simpla si avantajoasa fata de metodele
de laborator spectrofotometrice clasice folosite.
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Antioxidantii reprezinta o clasa de compusi de interes real pentru rolul lor in redu-
cerea efectelor adverse cauzate de speciile reactive de azot (RNS) sau oxigen (ROS). Din
categoria ROS este peroxidul de hidrogen, H,O,, fiind un produs secundar reactiv obtinut in
urma proceselor biochimice si genereaza stres oxidativ ori leziuni celulare (Nimse S.B. and
Pal D., Free radicals, natural antioxidants, and their reaction mechanism. RCS Adv.
2015, 5, 27986). Extractele vegetale hidrosolubile au o capacitate antioxidanta totala (TAC)
datorata tuturor antioxidantilor constituenti (vitamine, carotenoizi, polifenoli etc.) (Apak R.
Ozyiirek M., Guclu K., Capanoglu E. Antioxidant Activity/Capacity Measurement. J.
Agric. Food Chem. 2016, 64, 997-1027) care participa la reactii electrochimice de oxidare-
reducere. Astfel, masuratori electrochimice amperometrice pot fi utilizate pentru a evalua
TAC-ul solutjilor cu caracter antioxidant.

Literatura prezinta biosenzori electrochimici care incorporeaza enzime pentru detectia
compusilor polifenolici si fenolici din extracte vegetale prin catalizarea reacijilor biochimice
corespunzatoare, dar nu pot determina TAC-ul (Campanella L., Bonanni A., Finotti E.,
Tomassetti M., Biosensors for determination of total and natural antioxidant capacity
of red and white wines: a comparison with other spectrophotometric and fluorimetric
methods. Biosens & Bioelectron. 2004, 19, 641-651; Rodriguez-Sevilla E., Ramirez-
Silva M-T., Romero-Romo M., Ibarra-Escutia P., Palomar-Pardave M., Electrochemical
quantification of the antioxidant capacity of medicinal plants using biosensors.
Sensors, 2014, 14,14423-14439; Di Fusco M., Tortolini C, Deriu D., Mazzei F., Laccase-
based biosensor for the determination of polyphenol index in wine. Talanta, 2010, 14,
235-240). Nanoparticulele sunt de asemenea utilizate impreuna cu senzorii electrochimici
pentru obtinerea nanosenzorilor (senzori nanostructurati) deoarece acestea imbunatatesc
sensibilitatea si acuratetea determinarilor (Suni Ll. Impedance methods for
electrochemical sensors using nanomaterials. Trends in Anal. Chem. 2008, 27(7)). S-a
raportat ca nanoparticulele de aur (AuNP) au un comportament similar enzimelor, catalizand
reactii chimice de oxidare-reducere (Wei, H., Wang, E. K. Nanomaterials with enzyme-like
characteristics (nanozymes): Next-generation artificial enzymes. Chem. Soc. Rev.
2013, 42,6060-6093; Wang X., Hu Y., Wei H., Nanozymes in bionanotechnology: From
sensing to therapeutics and beyond. Inorg. Chem. Front., 2016, 3,41), fapt ce le
recomanda in dezvoltarea nanosenzorilor electrochimici.

Determinarea TAC-ului se poate face intr-un mod portabil, simplu si rapid pentru
utilizator, in urma prestabilirii procedeului si a parametrilor optimi de catre inventatori. Simpli-
tatea pentru utilizator consta in efectuarea a doua amestecuri si masuratorile corespunza-
toare, ce nu dureaza mai mult de 3 min; acestea pot fi efectuate la fata locului, iar rezultatele
sunt afisate imediat dupa efectuarea masuratorii pe intelesul tuturor cu inlaturarea
dezavantajelor identificate impuse de metodele spectrofotometrice clasice.

Problema tehnica, pe care o rezolva inventia, consta in determinarea electrochimica
rapida a capacitatii antioxidante totale a extractelor vegetale hidrosolubile, printr-un procedeu
simplu la fata locului cu rezultate imediate.

Procedeul de determinare a capacitatii antioxidante totale a extractelor hidrosolubile
din plante se defineste ca o succesiune de etape si consta in determinarea electrochimica
amperometrica, simpla si rapida a TAC-ului extractelor vegetale hidrosolubile, prin nregis-
trarea directa a raspunsului platformei portabile electrochimice nanostructurate cu AUNP sub
forma unor curenti electrici pentru extract - (I,) In absenta si respectiv, (1) in prezenta H,O, -
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si compararea valorii raportului |/l cu o curba de etalonare dinainte stabilita pentru determi-
narea TAC-ului exprimat in echivalent Trolox (antioxidant standard). Platforma portabila
electrochimica nanostructurata (PEN) consta din:

1. Celula electrochimica cu trei electrozi tipariti "screen printed": senzorul nanostruc-
turat cu AuNP, electrodul auxiliar de platina, electrodul de referinta Ag/AgCl,

2. Interfata electrochimica portabila (potentiostaf) controlata prin intermediul unui
software dedicat, conectat la celula electrochimica si,

3. Dispozitiv electronic cu ecran (laptop/tableta sau telefonul utilizatorului) ce are
instalat software-ul dedicat, conectat la potentiostat, pe care se vizualizeaza valoarea TAC-ul
extractului vegetal hidrosolubil analizat exprimat in echivalent Trolox.

Etapele optimizarii procedeului si a parametrilor optimi prestabiliti folosind PEN sunt:

a) Se fac masuratori de optimizare a pH-ului electrolitului (solutie tampon fosfat de
sodiu de concentratie 0,1 M NaPB) folosit la masuratorile electrochimice pentru detectia
H,O,, cele mai bune rezultate fiind obtinute pentru pH 7,0.

b) Se fac masuratori de optimizare a potentialului de lucru aplicat PEN prin software-
ul dedicat folosit la masuratorile electrochimice in electrolit pentru detectia H,0,, cele mai
bune rezultate fiind obtinute pentru 0,55 V vs. Ag/AgCI.

c) Se dilueaza solutia stoc a antioxidantului standard Trolox (acid 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilic), concentratie 5 mM, in electrolit pentru a obtine con-
centratjile 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 150 si 200 uM dupa care se realizeaza masuratorile
pentru determinarea intensitatii curentului |, corespunzatoare fiecarei concentratii. Se repeta
masuratoarile dupa adaugarea a 0,5 mM H,O, (solutie stoc 100 mM), inregistrandu-se
intensitatea curentului | corespunzatoare fiecarei concentratii Trolox. Masuratorile se reali-
zeaza in triplicat si se calculeza valoriile medii ale TAC-ului.

d) Pentru determinarea TAC-ului se utilizeaza urmatoarea relatje:

TAC-Iy/I (1)

Se reprezenta grafic (folosind valorile medii) si se salveaza fig. 1, ce reprezinta curba
de etalonare a PEN pentru trolox in functie de concentratia acestuia C;, TAC = f(C;),
(folosind software-ul dedicat) ce va fi folosita ca referin{a pentru raportarea TAC in echivalent
trolox a extractului vegetal hidrosolubil (vezi fig. 1).

e) Se dilueaza extractul hidrosolubil analizat (in cazul de fata un extract de lavanda)
in electrolit (raport 1:40) si se realizeaza masuratoarea amperometrica folosind PEN pentru
determinarea intensitatii curentului |,. Se adauga 0,5 mM H,0O, la solutia extract-electrolit si
se inregistreaza folosind PEN valoarea intensitatii curentului I. Masuratorile se realizeaza in
triplicat si se calculeza TAC-ul folosind relatia (1).

f) Se calculeaza valorea medie si se afiseaza pe ecranul electronic al PEN echi-
valentul Trolox corespunzator TAC-ului mediu prin raportarea sa la curba de etalonare pentru
Trolox (folosind software-ul dedicat). Exemplu din fig. 1: valorii TAC = 0,696 ii este corespun-
zator TAC = 0,089 mM exprimat in echivalent Trolox.

Procedeul prezintd urmatorul avantaj: obtinerea TAC-ului exprimat in echivalent
Trolox cu ajutorul platformei portabile electrochimice nanostructurata (PEN) intr-un mod
simplu, rapid, la fata locului si pe intelesul tuturor cu inlaturarea dezavantajelor identificate
impuse de metodele spectrofotometrice clasice.

Folosirea unei platforme portabile electrochimice nano structurate cu AUNP imbuna-
tateste performantele metodei electrochimice; prezenta AUNP mareste suprafata efectiva de
detectie si creste viteza reactiilor de oxidare datorita proprietatilor electrocatalitice supe-
rioare. Metodele de detectie electrochimica evidentiaza atat puterea de oxidare a extractelor
cu proprietati antioxidante (cum se va arata in exemplul de mai jos), cat si capacitatea lor de
a reduce (inhiba) speciile reactive ale oxigenului.

4
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Se da in continuare un exemplu de utilizare conform procedurii in legatura cu fig. 1:
determinarea TAC, exprimat in echivalent Trolox, pentru un extract de lavanda din curba de
etalonare Trolox data:

Folosind platforma portabila electrochimica nanostructurata cu AuNP (PEN) se
efectueaza masuratori amperometrice ale intensitatii curentului obtinut pentru determinarea
TAC-ului unui extract diluat in electrolit in celula electrochimica dupa optimizarea
parametrilor de functionare. S-au stabilit astfel urmatorii parametrii optimi: electrolit = solutie
tampon fosfat de sodiu (NaPB) de concentratie 0,1 M cu pH 7,0, potentialul de lucru de 0,55
V vs. Ag/AgCl.

Etapele procedeului urmat de catre utilizator pentru determinarea TAC-ului unui
extract folosind PEN sunt:

a) Se verifica urmatoarele: nu se utilizeaza componentele electronice sub tempe-
ratura de inghet (0°C) sau n conditii meteorologice extreme; temperatura recomandata a
solutijilor (electrolit si extracte) este intre 20-25°C; electrolitul si solutia stoc H,O, sunt
furnizate.

b) Se dilueaza extractul hidrosolubil analizat in electrolit (raport 1:40 obfinut prin
adaugarea cu pipeta furnizata 5 picaturi de extract in 10 ml electrolit) se agita usor si se
realizeaza in triplicat masuratoarea amperometrica folosind PEN pentru determinarea
intensitatii curentului .

c) Se adauga H,0, la solutia extract-electrolit pentru a obtine concentratia 0,5 mM
(1 picatura solutie stoc 100 mM), se agita usor si se realizeaza in triplicat masuratoarea
amperometrica folosind PEN pentru determinarea valoarea intensitatii curentului I.

d) Se calculeaza si se afiseaza pe ecranul electronic al PEN echivalentul Trolox
corespunzator TAC-ului mediu obtinut prin raportarea valorii masurata la curba de etalonare
pentru Trolox (folosind software-ul dedicat) (exemplul din fig. 1).
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Revendicare

Procedeu pentru determinarea electrochimica portabila, rapida a capacitatii antioxi-
dante totale a extractelor vegetale hidrosolubile folosind o platforma portabila electrochimica
cu nanoparticule de aur, caracterizat prin aceea ca, cuprinde urmatoarele etape:

- diluarea extractului hidrosolubil analizat in electrolit, in raport 1:40, agitarea aces-
tuia, apoi inregistrarea intensitatiile curentilor |, cu platforma electrochimica;

- adaugare de apa oxigenata la solutia extract-electrolit pentru a se obtine concen-
tratia 0,5 mM, 1 picatura solutie stoc 100 mMin 10 ml solutie extract-electrolit, agitare si ma-
surare amperometrica utilizand platforma electrochimica, pentru determinarea intensitatilor
curentilor [;

- calcularea si afisarea echivalentului antioxidant corespunzator capacitatii totale
antioxidante medii, prin raportarea la curba de etalonare pentru antioxidant.
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