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Biosenzorul conform inventiei reprezinta o unitate analitica portabila destinata
determinarii rapide si precise, la fata locului (in situ) a ionilor de fier din vin.

Prezenta ionilor de fier in concentratii de peste 10 mg/L duce la degradarea calitatii
vinului, cunoscuta generic sub denumirea de casare ferica. in scopul prevenirii casarii ferice
a vinurilor sunt folosite substante chimice de corectie, care reactioneaza cu ionii de fier si
dau precipitate insolubile de densitate ridicata. Substanta de corectie folosita la scara cea
mai larga pentru eliminarea ionilor de fier din vin este ferocianura de potasiu. Determinarea
exacta a concentratjei ionilor de fier duce, pe de-o parte, la dozarea stoechiometrica corecta
a substantei de corectiie, iar pe de alta parte duce si la evitarea supradozarii substantei de
corectie (ferocianura de potasiu).

Reactia chimica de precipitare a ionilor de fier cu ferocianura de potasiu este
urmatoarea:

3K, [(CN), Fe] + 4Fe® - Fe, [Fe(CN)], + 12K (1)
K, [(CN), Fe] + Fe' - K,Fe [Fe(CN),] + 2K (2)
K, [(CN) Fe] + 2Fe? - Fe, [Fe(CN),] + 4K* (3)

Pentru determinarea ionilor de fier cu limite de detectie situate la nivelul de nano-
grame (ppt) si de micrograme (ppb) sunt folosite metode spectrometrice precum: spec-
trometria de emisie atomica cu plasma cuplata inductiv avand ca detector un spectrometru
de masa (ICP-MS), spectrometria de emisie atomica cu plasma cuplata inductiv avand ca
detector un fotomultiplicator (ICP-AES), spectrometria de absorbtie atomica (AAS), iar pentru
limite de detectie situate la nivelul de miligrame sunt folosite metode electrochimice de
analiza care includ polarografia, potentiometria, amperometria si conductometria, precum
si metode de spectrometrie moleculara sau metode volumetrice.

Dezavantajele metodelor spectrometrice enumerate mai sus constau in faptul ca
mijloacele care le deservesc sunt aparate voluminoase si extrem de scumpe, imposibil de
transformat din punct de vedere tehnic in mijloace portabile de analiza, care sa permita
analiza in situ aionilor de fier din vin. Afara de aceste dezavantaje, analizele spectrometrice
reclama, atat ca timp cat si sub aspectul costului, un efort preparativ ridicat.

Dezavantajul celorlalte metode prezentate il constituie faptul ca pentru unele metode
nu s-a incercat reducerea dimensionala a aparaturii astfel incat aceasta sa devina portabila
si sa fie usor de utilizat de catre operatorii de vinificatie care nu au studii de specialitate. La
alte metode aparatura corespunzatoare nu poate fi redusa dimensional, din punct de vedere
constructiv si tehnic, la nivel de aparatura portabila care sa permita analiza in situ a ionilor
de fier din vin.

In vederea evitarii trimiterii unor probe de vin la laboratorul de specialitate, pentru
stabilirea concentratiei ionilor de fier, este nevoie de un mijloc de analiza instrumentala
performant, de dimensiuni mici, care sa permita operatorului de vinificatie ca in timp scurt
sa determine in situ si precis concentratia ionilor de fier din volume mici de vin supuse
analizei.

Un asemenea mijloc de analiza instrumentala il poate constitui un biosenzor speciali-
zat pe ionul de fier. In urma achizitiei si procesarii datelor obtinute pentru o proba de vin, pe
display-ul biosenzorului apare afisata concentratia ionului de fier din acel vin si dupa caz si
necesarul de substantd de neutralizare. in aceasta situatie, operatorului ii revine doar
sarcina dozarii corespunzatoare a substantei de neutralizare pentru un anumit volum de vin
care prezinta concentratia de ioni de fier corespunzatoare analizei realizate cu biosenzorul
conform inventiei.
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Exista numeroase studii si cercetari privind detectia ionilor metalici insa doar unele
dintre acestea sunt destinate determinérii ionilor de fier. In aceste studii sunt specificati si unii
biosenzori, care sunt protejati prin propuneri de inventii si brevete de inventii. In documentul
cererea de brevet RO 129487 (A2) - Amariei Sonia, Gutt Gheorghe, Poroch-Seritan
Maria, Ciornei Simona Lenuta, 2014-05-30, Photometric Biosensor for Determining Iron
in Wine este descris un biosenzor, la care concentratia ionilor de fier se determina din vin
pe cale fotometrica si este bazat pe un biochip si o unitate optoelectronica portabila, care
foloseste un disc poros de hartie impregnat cu ferocianura de potasiu, iar la contactul cu 1
ml de vin da o reactje de culoare albastra. Masurarea intensitatii culorii si conversia acesteia
in unitati de concentratie a fierului fiind realizata de o structuré fotometrica. In cererea de
brevet US 5516697 (A), Kruzel Marian L., 1996-05-14, Biosensor for Detecting Iron este
descris un alt biosenzor pentru determinarea ionilor de fier bazat pe utilizarea lactoferinei.
Aceasta elibereaza protoni atunci cand fierul este izolat de lactoferina, iar modificarea
potentialului cauzata de eliberarea de protoni este masurata cu un potentiometru sau un
dispozitiv de detectare a pH-ului. In cererea de brevet CN 105987907 (A), Su Beibei, Wu
Xiuping, Mao Lican, Lian Guojun, 2016-10-05, Detection kit for on-site quick detection
of iron ions in water and preparing method este prezentata o metoda de determinare a
ionilor de fier din apa pe cale fotometrica folosind un kit de detectare astfel, intr-un mediu
slab acid, fierul din apa reactioneaza cu 2-(5-brom-2-piridilazo)-5-(dietilamino) fenol care
formeaza un complex rosu violet iar intensitatea culorii complexului este direct proportionala
cu concentratia de ioni de fier. In documentul Camara-Martos, F., da Costa, J., Justino,
C. L, Cardoso, S., Duarte, A. C, & Rocha-Santos, T. (2016). Disposable biosensor for
detection of iron (lll) in wines. Talanta, 154, 80-84. https://www.sciencedirect.com/
science/article/pii/S0039914016301849 este descris un biosenzor pentru detectia ionilor
de fier din probe lichide alimentare, cum ar fi vinul. Biosenzorul se bazeaza pe un tranzistor
cu efect de cAmp, unde o retea de nanotuburi de carbon cu pereti unici actioneaza ca un
canal conductor. in documentul Norocel L., & Gutt G. (2018), Electrochemical biosensor
based on the use of spe for the detection of iron content in wine, Food and
Environment Safety Journal, 17(2), pag. 241-245 http://www.fia.usv.ro/ fiajournal/
index.php/FENS/article/view/585 este prezentat un biosenzor pentru determinarea ionilor
de fier din vin pe cale potentiometrica, bazat pe utilizarea electrozilor serigrafiati, cu element
de fixare si imobilizare agaroza si cu material biologic activ proteina A, interpretarea rezulta-
telor se efectueaza prin voltametrie ciclica. Principiul metodei din acest document este simi-
lar cu al biosenzorului conform inventiei insa sensibilitatea metodei, precizia, stabilitatea dar
si R?al curbei de calibrare, ca parametri de performanta analizati, sunt inferioare biosenzoru-
lui care utilizeaza benzofenona ca agent de fixare siimobilizare si deferoxamina ca material
biologic activ.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in realizarea unui biosenzor
portabil, cu sensibilitate si precizie ridicata, folosit pentru determinarea in situ a ionilor de fier
din vin.

Tn acest scop este folosita o structura potentiometrica portabila, in compunerea careia
intra o celula electrochimica potentiometrica, plana, de dimensiuni reduse, denumita in
continuarea descrierii lamela de unica utilizare formata din trei electrozi metalici lamelari, sau
din pulbere de grafit pur depus tot lamelar, pe un suport polimeric, neconducator electric,
peste care se depune un agent de fixare si imobilizare (benzofenona) si un material biologic
activ (deferoxamina), cu rol de legare a componentului (fier), din vin, pentru analiza fiind
necesara o cantitate de ordinul a 10 ml de vin.
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Biosenzorul portabil pentru determinarea in situ a ionilor de fier din vin, conform
inventiei, se compune dintr-o unitate potentiometrica si o lamela de unica utilizare, in care
lamela de unica utilizare este formata la randul ei dintr-un material polimeric suport, izolator
electric, pe care sunt lipiti trei electrozi metalici sau din pulbere de grafit pur, peste care se
depune un agent de fixare si imobilizare reprezentat de o solutie alcoolica de benzofenona
5% impreuna cu un material biologic activ reprezentat de o solutie apoasa de feroxamina 5%
cu rol de legare a ionului de fier dintr-o proba de 10 ml de vin analizat, iar unitatea
potentiometrica reprezentata de o unitate electronica de procesare si afisare date este
formata dintr-un potentiostat programat pentru tensiunea specifica de lucru a ionului de fier,
corelarea intre curentul dat de unitatea potentiometrica a biosenzorului si concentratia ionilor
de fier fiind realizata prin curba de calibrare stabilita la rAndul ei cu ajutorul unei familii de
curbe ciclo-voltametrice.

n urma fenomenologiei electrochimice dupa punerea in functiune a potentiostatului
la cei trei electrozi rezulta urmatorul compus:

o N N
\P (@

Curentul masurat de potentiostat este o expresie a concentratiei ionilor de fier din
proba de vin analizata. Ca urmare a conversiei, cu ajutorul soft-ului intern ce are la baza
curba de calibrare realizata in coordonate curent-concentratie, concentratia ionilor de fier
apare afisata pe display-ul biosenzorului in unitati de miligrame pe litru.

Avantajul utilizarii unui biosenzor conform inventiei consta in faptul ca acesta are un
pret de cost scazut, este portabil, nu necesita personal de specialitate, poate fi utilizat la
analize in situ in vederea determinarii concentratiei ionului de fier din volume mici de vin. Se
da in continuare un exemplu de realizare, in legatura cu fig. 1...7, care reprezinta:

- fig. 1, schema generala a biosenzorului destinat determinarii ionilor de fier din vin;

- fig. 2, succesiunea fazelor la producerea biosenzorului si la utilizarea acestuia si
tabel pentru stabilirea cantitatii de substanta de corectie;

- fig. 3, exemplu de familie de voltamograme ciclice folosite pentru determinarea
concentratiei de ionilor de fier din vin;

-fig. 4, curba de calibrare folosita pentru determinarea concentratie ionilor de fier din
vin;

- fig. 5, sensibilitatea analitica a biosenzorului conform inventiei ce are ca agent de
fixare siimobilizare benzofenona si ca material biologic activ deferoxamina analizata la timpi
de imersare diferitj;

- fig. 6, reproductibilitatea analitica a biosenzorului conform inventjei;

- fig. 7, stabilitatea in timp a electrozilor biosenzorului conform inventiei, ce are ca
agent de fixare si imobilizare benzofenona si ca material biologic activ deferoxamina.

Biosenzorul conform inventiei, fig. 1, cuprinde o lamela 1 de unica utilizare ce repre-
zinta o celula electrochimica potentiometrica, plana, de dimensiuni reduse formata dintr-un
material 2 polimeric suport, izolator electric, niste electrozi 3, 4 si 5 metalici sau din pulbere
de grafit pur, peste care se depune un agent 6 de fixare si imobilizare (benzofenona) si un

4



RO 133893 B1

material 7 biologic activ (deferoxamina) cu rol de legare a componentului urmarit (ion de fier)
din proba 8 de vin analizat si o unitate 9 electronica de procesare si afisare date. Pentru
analiza ionului de fier dintr-o proba de vin 8, lamela 1 de unica utilizare se introduce prin gli-
sare In unitatea 9 electronica a biosenzorului formata dintr-un potentiostat, programat pentru
tensiunea de lucru specifica ionului fier. Potentiostatul are in compunere un microprocesor
Mpentru achizitie si prelucrare date, un soft s intern pentru transformarea curentului in unitaf;
de concentratie a ionilor de fier si un display d alfa numeric de afisare a concentratiei ionilor
de fier din vin Tn unitati de mg/L.

Succesiunea fazelor pentru obtinerea structurii analitice a biosenzorului descrisa in
fig. 2, indica modul de utilizare a biosenzorului pentru determinarea concentratiei ionilor de
fier din vin si a stabilirii cantitatii de substanta de corectie adaugata.

Etapele de fabricare a unei lamele 1 de unica utilizare implica in prima faza depu-
nerea pe celula electrochimica potentiometrica plana a agentului 2 de fixare si imobilizare
a 1 yl benzofenona solutie alcoolica 5%, urmata de depunerea materialului 3 biologic activ
a 1 pl deferoxamina solutie apoasa 5%, de polimerizare la UV la 350 nm si de operatia de
incapsulare etansa.

Modul de lucru al biosenzorului conform inventiei parcurge urmatoarele etape
succesive:

- conectarea lamelei 1, de unica utilizare, prin glisare in fanta corespunzatoare a
unitatii 9 electronice de procesare si afisare date a biosenzorului, ceea ce duce automat la
activarea microprocesorului ¢ pentru achizitie si prelucrare date;

- manevrarea manuala a biosenzorului in sensul introducerii lamelei 1 intr-o cuva
polimerica cilindrica ce contine 10 ml de vin analizat;

- citirea de pe display-ul alfa numeric, a unitatii 9 electronice de procesare si afisare
date, a concentratjei ionului de fier din proba 8 de vin.

In continuare, pe baza acestei concentratii, operatorul citeste din tabelul din fig. 2
cantitatea de ferocianura de potasiu necesara precipitarii ionului de fier pentru un volum de
1 litru de vin. Intr-o varianta constructivd mai evoluata a biosenzorului, acest tabel poate fi
introdus Tn memoria RAM a microprocesorului astfel incat pe display-ul d alfa numeric sa
apara afisata atat concentratia ionului de fier, raportata la un litru de vin, cat si cantitatea de
ferocianura de potasiu necesara pentru neutralizarea ionului de fier dintr-un litru de vin. Prin
fnmuliirea acestei cantitati de ferocianura de potasiu cu volumul de vin supus corectarii se
obtine cantitatea totala de ferocianura necesara corectiei volumului de vin la care con-
centratia ionilor de fier este cea determinata cu biosenzorul conform inventiei. Odata
conectat la celula 1 electrochimica, se porneste potentiostatul 5, care masoara concentratia
de ioni de fier prezenta in proba 8 de vin. Daca concentratia ionilor de fier, afisata pe display-
ul d al potentiostatului depaseste limita care ar putea induce casarea ferica, atunci operatorul
adauga substante chimice de coreciie 6 (ferocianura de potasiu) corespunzatoare tabelului
din fig. 2, tabel stabilit pe baza bilantului de materiale pentru reactiile chimice (1), (2), (3). in
vederea stabilirii bazei de date pentru softul s intern se efectueaza mai multe ciclovoltagrame
(fig. 3) pentru diferite concentratii de ioni de fier folosind Tn acest scop o solutie de sulfat de
fier. Cu ajutorul intensitatilor maxime ale peak-urilor voltagramelor se realizeaza curba de
calibrare in coordonate curent-concentratie, fig. 4, iar perechile de valori ale punctelor de pe
curba de calibrare se introduc in memoria RAM a microprocesorului . in continuare orice
masuratoare de curent efectuata pentru o proba de vin este convertita automat pe baza
curbei de calibrare din memorie in unitati de concentratie de ioni de fier pe litru de vin care
sunt afisate ca atare pe display-ul d al biosenzorului.

Caracteristicile de baza testate cu acest biosenzor au fost sensibilitatea analitica,
fig. 5, reproductibilitatea (precizia), fig. 6 si stabilitatea in timp, fig. 7.
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Revendicare

Biosenzor portabil pentru determinarea in situ a ionilor de fier din vin, Tn compunerea
caruia intra o unitate potentiometrica si o lamela de unica utilizare, caracterizat prin aceea
calamela (1) de unica utilizare este formata la randul ei dintr-un material (2) polimeric suport,
izolator electric, pe care sunt lipiti niste electrozi (3), (4) si (5) metalici sau din pulbere de
grafit pur, peste care se depune un agent (6) de fixare si imobilizare reprezentat de o solutie
alcoolica de benzofenona 5% impreuna cu un material (7) biologic activ reprezentat de o
solutie apoasa de feroxamina 5% cu rol de legare a ionului de fier din proba (8) de 10 ml de
vin analizat, iar unitatea potentiometrica reprezentata de unitatea (9) electronica de
procesare si afisare date este formata dintr-un potentiostat programat pentru tensiunea
specifica de lucru a ionului de fier, corelarea intre curentul dat de unitatea potentiometrica
a biosenzorului si concentratia ionilor de fier fiind realizata prin curba de calibrare stabilita
la randul ei cu ajutorul unei familii de curbe ciclo-voltametrice.
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