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(57) Rezumat:

Inventia se refera la o metoda si la un kit de determi-
nare duald, optica si electrochimica, a activitatii lacazei
din struguri, pentru verificarea riscului de infectie fun-
gica si de degradare ireversibila a calitatii vinurilor. Kitul
conform inventiei cuprinde un senzor optic din hértie
impregnatéd cu un substrat enzimatic constand din
acidul 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonic)
(ABTS) cuplat cu un sistem de trei electrozi serigrafiatji,
in care electrodul de lucru este din aur, si cu un cartus
filtrant umplut cu polivinilpolipirolidona, preconditionat.
Metodaconform inventiei se bazeaza pe detectia elec-
trochimica cantitativa a activitatji lacazei prin voltametrie
ciclica, masurand activitati ale lacazei mai mari de
0.28 U/mL Tn mai putin de 3 minute, iar senzorul optic
poate fi folosit independent pentru o determinare a
activitatji lacazei in 10 minute.
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Metoda si kit de analiza a activititii lacazei din struguri in vie bazat pe detectie duali
optica si electrochimica
Inventatori: Vasilescu Alina Mihaela, Lulea Andreea Catalina, Banciu Roberta Maria, Géaspar

Szilveszter.

in industria vinului, infectiile fungice ale strugurilor, din care cea mai notabild este cea cu
Botrytis cinerea, afecteazi drastic calitatea strugurilor si a vinurilor. Intre alfi parametri de
compozitie ai strugurilor care suferd modificari, activitatea lacazei este méritd semnificativ in
strugurii afectati de Botrytis cinerea si se considera ca peste pragul de 1-3 U lacazi /mL must (in
functie de tipul de struguri) riscul de degradare ireversibild a calititii vinurilor respective
obtinute este foarte mare.[1] Metodele curente de determinare a activitafii lacazei sunt fie
semicantitative, bazate pe teste optice, fie necesitd aparaturd de laborator si astfel nu pot fi
aplicate direct 1n vie de cétre personal cu minima calificare.[2]

Determinarea simpla i rapida a activititi lacazei se poate face folosind reactivul ABTS (acidul
2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonic), substrat enzimatic al lacazei, pe baza reactiei care

are loc in prezenta oxigenuui :

03, lacazi

ABTS (incolor) - > ABTS+ (verde- albastru)

Existd cateva kituri de analizd a activititii lacazei bazate pe ABTS disponibile comercial cu
limitd de detectie care coboard la valoarea de 2 mU/mL (de exemplu cele comercializate de
MyBioSource, Inc.,San Diego, CA, USA [3], BioVision, Inc, Milpitas, CA, USA [4]). Acestea
insd nu sunt pretabile determindrilor ,,in-field” de cétre personal cu minima instruire, necesitand
echipamente de laborator relativ scumpe precum spectrofotometre sau cititoare de plici. Dias si
colaboratorii [5] au descris realizarea unui test pentru mésurarea activitatii lacazei aplicat pentru
identificarea fractiilor ce contin lacazi la purificarea enzimei extrase din fungi, cu exemplificare
in cazul purificirii lacazei din Ganoderma resinaceum. In acest scop, discuri de hartie de 6 mm

au fost impregnate cu o solutie de ABTS in solutie tampon citrat-fosfat de pH 4 si folosite pentru
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determindri la cititorul de placi, misuratorile de absorbanti la 420 nm fiind facute la 30° C dupa
10 minute de incubare. Nu au fost furnizate detalii despre caracteristicile analitice ale metodei,
care in conditiile descrise nu este aplicabila pentru masuratori ,,in-field”.

Pe de alta parte sunt disponibile comercial teste colorimetrice bazate pe un alt substrat enzimatic
al lacazei, siringaldazina, care permit testarea strugurilor fard un echipament sau instruire
speciale, in mai putin de 15 minute, de exemplu testul Dolmar [6] si kitul Laffort Botrytest [7].

Acestea sunt insi semi-cantitative.

fn comparatie cu metodele optice de analiza, cele electrochimice au avantajul de a permite
masuritori in solutii colorate (cum este cel mai des si mustul), sunt mai economice decat multe
metode optice, senzorii sunt pretabili miniaturizarii iar aparatura portabild pentru determindri
»in-field” e disponibild comercial la prefuri rezonabile. Zhouari et al au descris 0 metoda de
evaluare a activitdtii lacazei in mustul din struguri infectati cu mucegaiul cenusiu (Botryts
cinerea) bazata pe evaluarea electrochimicd a consumului de oxigen folosind quinol ca substrat
enzimatic. Metoda suferd de interferente datoritd tirozinazei prezente in struguri si implica
incalzirea si centrifugarea probelor, nefiind rapidd si aplicabild ,.in-field”.[8] Un biosenzor
electrochimic pentru detectia infectiei strugurilor cu Botrytis cinerea a fost dezvoltat pe baza
masurdrii continutului de glicerol si acid gluconic. [9] In proiectul european SAFEGRAPE
(2009-2011), a fost dezvoltat un dispozitiv de analizi portabil a activitatii lacazei ca indicator al
infectiei strugurilor cu Botrytis cinerea, bazat pe utilizarea siringaldazinei ca substrat enzimatic
electrochimic activ.[10] Acesta nu a fost comercializat si nu existd detalii despre realizarea sa in

literatura stiintificd.

Diversii senzori electrochimici bazati pe utilizarea ABTS realizati pand in prezent au vizat in
principal determinarea capacitifii antioxidante a vinurilor. [11] Evaluarea activitatii lacazei prin
metode electrochimice folosind ca substrat ABTS a fost putin studiatd [12]. Recent a fost
descrisd o metoda amperometrica de determinare a activitatii lacazei din must in 5 minute, bazata
pe utilizarea unei solutii de ABTS si a unui sistem de electrozi serigrafiati cu electrod de lucru
din aur.[2] Tratarea mustului cu polivinilpolipirolidond (PVPP) este binecunoscutd si este
aplicati pe scard larga pentru eliminarea compusilor fenolici interferenti si inhibitori ai lacazei
inaintea analizei in multe teste spectrofotometrice, fiind aplicata si in studiul mentionat mai sus.

Metoda amperometrici necesitd prepararea unei solutii proaspete de ABTS in laborator si
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amestecarea unor volume precise (de exemplu 75uL. ABTS in solutie tampon acetat pH 4.5 cu 25
uL probd) pentru a asigura masuritori reproductibile si o capacitate de tamponare a electrolitului
suficientd pentru determindri cu acuratete. Aceste detalii experimentale impiedicd utilizarea

metodei de cétre personal necalificat.

Pe de altid parte, combinarea membranelor de hértie impregate cu diversi reactivi (enzime,
cofactori si/sau mediatori electrochimici) cu senzorii electrochimici, de exemplu in sisteme
microfluidice §i sisteme de tip ,,origami” [13,14] sau ,kirigami” [15] a adus numeroase avantaje
legate de cost, simplitate §i rapiditate. Existd numeroase astfel de dispozitive descrise in
literaturd pentru determinarea activititii enzimelor sau determinarea inhibitorilor acestora. De
exemplu, activitatea acetilcolinesterazei a fost méasuratd folosind un substrat enzimativ activ
electrochimic adsorbit pe hértie. [16] In studiul [17] activitatea buturilcolinesterazei este
masuratd electrochimic in scopul determindrii unor inhibitori ai enzimei, atdt enzima cat si
substratul fiind adsorbite pe hértie.

Existd de asemenea si citeva brevete de inventie internagionale care descriu metode si sisteme de
masurare a activittii enzimatice folosind dispozitive electrochimice bazate pe hartie, un exemplu
ilustrativ fiind sistemul microfluidic bazat pe hartie, cu detectie electrochimica care contine mai
multe zone de reactie pe acelasi substrat, permifdnd detectia multi-analit, descris in brevetul de
inventie [18]. Similar, brevetul de inventie [15] descrie un dispozitiv microfluidic cu detectie
electrochimicd bazat pe hartie, pentru determinarea 3-hidroxibutiratului in singe. Acest
dispozitiv de hartie tridimensional, de tip « pop-up» («kirigami») este compatibil cu
glucometrele comerciale s§i include enzima (3-hidroxibutirat dehidrogenazi), cofactorul
enzimatic $i mediatorul electrochimic impregnati pe hartie.

Niciunul din sistemele electrochimice bazate pe hartie descrise pand in prezent nu are ca obiect
mdsurarea activittii lacazei din struguri folosind ABTS sau alt substrat enzimatic.

Intre metodele electrochimice de detectie, metodele voltametrice, printre care voltametria
ciclicd, permit o determinare selectivd pe baza potentialului specific de oxidare/reducere al
compusului studiat, precum si o caracterizare a reactiilor ce au loc la interfata electrod-solutie si
a modificarilor aduse suprafetei electrodului. De exemplu, o transformare electrochimica urmaté
de o reactie chimica poate conduce si la o deplasare a potentialului de pic anodic/catodic din

voltametrie ciclica, proportional cu concentratia compusului studiat. [19]
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Prezenta inventie se refera la o metoda si un kit de analizi a activititii lacazei din
struguri bazat pe detectie duali optica si electrochimica, aplicabile in vie pentru verificarea
infectiei strugurilor cu fungi precum Botrytis cinerea. Metoda se bazeaza pe combinarea unui
senzor optic din hartie impregnati cu ABTS (substrat al lacazei) cu un electrod serigrafiat de Au,
detectia electrochimicé ficandu-se prin voltametrie ciclica.

Principiul metodei (Figura 1, Principiul metodei de méasurare electrochimicd a activitatii
lacazei) constd in transformarea enzimaticd a ABTS de cétre lacazi in volumul unui senzor de
hartie impregnat cu ABTS, in contact cu o celuld electrochimicé din 3 electrozi serigrafiati co-
planari si masurarea variatiei poten;ialului' de pic anodic/catodic al ABTS prin voltametrie

ciclicd. Senzorul de hartie impregnat cu ABTS se coloreazd in urma reactiei enzimatice care
duce la formarea cationului radical ABTS*" astfel incit senzorul de hartie poate fi folosit si

independent de determinarea electrochimicd. Senzorul de hartie plasat pe suprafata unui sistem
de 3 electrozi serigrafiafi, functioneazd ca un rezervor de ABTS si electrolit (dup2 aplicarea
probei) si asigurd difuzia ABTS citre suprafata electrodului de lucru. La baleierea potentialului

aplicat in celula electrochimicd prin voltametrie ciclicd intr-un interval de potential adecvat se

observa transformarea electrochimici a ABTS in cationul radical ABTS*" si viceversa. Datoritd

rezervorului limitat de ABTS continut in senzorul de hartie si a mediului poros de difuzie in
celula electrochimicd, transformarea enzimatici a ABTS sub actiunea lacazei (din mustul de
struguri), care are loc la suprafata electrodului simultan cu reactia electrochimica, este observata
ca o deplasare a potentialului de pic anodic si catodic ale ABTS. Deplasarea potentialului de pic
anodic sau catodic pe parcursul a 10 cicluri de baleiaj de potential este proportionald cu
activitatea lacazei din proba de analizat si reprezintd parametrul analitic care std la baza metodei
electrochimice de masuri a activitdii lacazei descrise in aceasta inventie.

Conform acestei inventii, kitul de masura include senzorul optic din hartie impregnati cu
mediatorul electrochimic ABTS si chitosan, un sistem de 3 electrozi serigrafiati in care
electrodul de lucru este din aur si un cartus filtrant umplut cu polivinilpolipirolidona. Kitul mai
include o pungé pentru zdrobirea strugurilor §i o pipetd de plastic pentru aplicarea probei (Figura

2, Componentele kitului pentru analiza lacazei din struguri). Senzorii se folosesc impreuna cu un
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potentiostat portabil legat la un laptop/tabletd, echipat cu software adecvat de colectare si analiza
a datelor electrochimice, disponibile comercial din mai multe surse.

Scopul inventiei este de a obfine un sistem analitic dual optic/electrochimic capabil si
genereze intr-un mod rapid un raspuns proporfional cu activitatea lacazei din must, suficient de
simplu de folosit pentru a fi utilizabil direct in podgorie si cu cost redus. Sistemul este realizat
prin utilizarea unei hartii impregnate cu ABTS ca mediu de difuzie a substratului enzimatic in
celula de 3 electrozi serigrafiati si folosind voltametria ciclicd precum metoda de detectie.

Problema vizata de citre inventia de fatd, este realizarea unui procedeu simplu de
mdsurd a activitatii lacazei din struguri aplicabild in vie de cétre personal cu minima instruire si
care si permitd evaluarea riscului de degradare ireversibild a calitdfii vinului prin decelarea
activitdtii lacazei cu o sensibilitate (sub un prag) de 1 U/mL.

Metoda, conform inventiei, prezintid urmitoarele avantaje:

e Permite realizarea de masurdtori cantitative sensibile si rapide in mai putin de 5 minute
(incluzdnd pregitirea probei) a activititii lacazei din struguri. Metoda este adecvata
pentru determinarea riscului de degradare ireversibild a vinurilor corespunzitor unui prag
limitd al activitdtii lacazei de 1 U/mL. Limita de detectie este de 0.28 U/mL lacazi, iar
timpul necesar unei masuratori electrochimice este de 2.5 minute.

¢ Senzorul optic de hartie poate fi utilizat independent, caz in care timpul necesar unei
determindri semicantitative este de 10 minute.

e Senzorul optic cu ABTS prezintd o stabilitate méritd comparative cu o solutie de ABTS
folositd in mod tipic in méasuratorile de activitate enzimatica a lacazei

¢ Sensibilitate mariti si dubld confirmare a rezultatelor, diminuind erorile comparativ cu
senzorii cu un singur mod de detectie, optic sau electrochimic.

¢ Simplitate a modului de pregitire a probelor, rapiditate si compatibilitate cu utilizarea in

vie de cétre personal cu minima calificare.

Se ofera in continuare, un exemplu de realizare a senzorului optic si a cartusului filtrant din

compozitia kitului de analizi a activitafii lacazei.

Senzorul optic este obfinut prin impregnarea unei hartii de filtru cu vitezd de filtrare/porozitate

medie (de exemplu celuloza cu domeniu de retentie 5-8 pm, ROTILABO® Tip 113A de la Carl
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Roth GmbH) cu un amestec de ABTS si chitosan (0.25-1 mg/mL chitosan si 0.2-0.8 mg/mL
ABTS) in solutie tampon acetat 0.1 M pH 4.5. Impregnarea se realizeazi prin imersarea hartiei
de filtru in acest amestec timp de 20 de minute, urmaté de clatire in solutia tampon acetat 0.1 M

pH 4.5 si uscare in aer. Utilizarea chitosanului in amestec cu ABTS duce la cresterea

.....

Cartugul filtrant este obtinut prin transferul unei cantitdti de aproximativ 150 mg
polivinilpolipirolidona (de exemplu Divergan, numar de catalog Merck, Germania 1.07302 sau
echivalent) intr-o seringé de plastic de 1 mL. Cartusul este conditionat in prealabil prin filtrarea

unui volum de 1mL de tampon acetat 0.1 M pH 4.5 urmati de uscare.

Conform metodei si unui mod de aplicare tipic (Figura 1, Principiul metodei de misurare
electrochimic3 a activitéjii lacazei), se plaseazi un senzor de hartie pe suprafata sistemului de
electrozi serigrafiati si se cupleaza electrozii la potentiostat, setdndu-se parametrii experimentali
de voltametrie ciclici. Boabele de struguri se zdrobesc intr-o punga si cu o pipetd de plastic se
transferd aproximativ 0.6-1 mL din mustul oftinut in cartusul filtrant. Se filtreazd mustul
transferand doud picituri pe senzorul de hartie §i se porneste misuratoarea. La sférsitul
masuritorii se determind potentialele picurilor de curent corespunzétoare oxidarii si reducerii
ABTS (Epa si Epc) pentru primul si al 10-lea ciclu de baleiaj, si se calculeazd variatia
potentialului de pic anodic, respectiv catodic dintre primul si al 10-lea ciclu, AEpa(10-1) si
AEpc(10-1). Se interpoleaza rezultatele pe curba de calibrare stabilitd in prealabil, obtinandu-se
activitatea lacazei din proba de struguri analizatd. Culoarea senzorului de hartie se compari dupa
masuritoarea electrochimicd cu cea inregistratd in prealabil, pentru acelasi timp de reactie cu
solutii standard de lacazd de diverse activitdti pentru o dubld confirmare a rezultatelor. Pentru
musturi cu activitate micd a lacazei este necesard observarea culorii senzorului de hértie la 10
minute de la aplicarea probei de must. in aceste conditii, senzorul de hartie poate fi in mod
avantajos folosit si independent de testarea electrochimicé, la dorinta utilizatorului, pentru a

verifica dacd activitatea lacazei este mai mare sau mai micé fatd de pragul critic de 1 U/mL.

Caracterizarea sistemului de analizi si demonstrarea aplicatiei metodei si kitului la

misurarea activitiitii lacazei din struguri s-a facut prin teste electrochimice si optice.
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intr-o primé exemplificare a principiului metodei si pentru demonstrarea utilitaitii
sale la misurarea activititii lacazei au fost realizate teste de voltametrie ciclicd in prezenta
lacazei folosind senzorul de hirtie impregnatd cu ABTS si solutii de lacazi de diverse
concentratii. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Figura 3 (Figura 3. A : Voltamograme ciclice
inregistrate in prezenta unei solutii de tampon acetat 0.1 M pH 4.5 (albastru) si respectiv in
prezenta unei solutii de lacazd 8 U/mL (rosu), in domeniul de la -150 la +550 mV, la o viteza de
100 mV/s pentru 10 cicluri. Negru: voltamograme inregustrate in prezenta lacazei folosind un
senzor de hartie fira ABTS. B: Curba de calibrare reprezentdnd variatia diferentei dintre
potentialul picului anodic/catodic dintre ciclul 1 i ciclul 10 in functie de activitatea lacazei din
probd). Rezultatele indica variatia potentialului picului anodic spre valori mai mici cu cresterea
numdrului de cicluri (a timpului) si corelatia dintre aceastd variatie si activitatea lacazei din
solutia analizatd. De exemplu, valorile tipice de potential anodic si catodic ale ABTS inregistrate
cu sistemul optic/electrochimic in absenta lacazei sunt de 298+16.1 mV si respectiv 229+12.9
mV vs Ag/AgCl (n=5 teste) si variazd nesemnificativ (4.4 si 7.4 mV in medie) pe parcursul a 10
cicluri de baleiaj. in prezenta unei solutii de lacazi cu activitate 8 U/mL, potentialul picului
anodic al ABTS variazi intre primul si al 10-lea ciclu de la 270+£2.3 mV la 241 + 3.5, iar cel al
picului catodic de la 175+4.4 mV la 149+2.9 mV (n=5).

intr-o a doua exemplificare a aplicirii inventiei s-a realizat maisurarea optics semicantitativi a
activitatii lacazei folosind senzorul de hértie impregnati cu ABTS.

Pentru a verifica sensibilitatea detectiei exclusiv optice folosind hirtia impregnati cu ABTS, pe
senzorii de hértie s-au plasat 50 pL solutie de lacazd de diverse activititi de la 0 la 8 U/mL.
Senzorii au fost fotografiati dupa 2.5 minute (corespunzitor timpului necesar experimentelor cu
detectie prin voltametrie ciclicd) si respectiv dupd 10 minute. Rezultatele obtinute (Figura 4,
Masurarea activititii lacazei cu senzorul de hartie dupé un timp de reactie de 2.5 si respectiv 10
minute) indica faptul cd dupd 2.5 minute nu se pot decela activitdi mai mici de 4 U/mL.

Aceasta subliniazd avantajele in ceea ce priveste sensibilitatea metodei bazate pe detectia prin
voltametrie ciclicd. Dupd 10 minute de reactie, cu senzorii de hartie pot fi detectate activitati de
1.2 U/mL lacazi si mai mari. Acest fapt conferd versatilitate sistemului de detectie propus, astfel

incét dacd utilizatorul doreste o evaluare semicantitativd sau un test limitd pentru a determina
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daca proba are sub sau peste 1 U/mL lacazd, poate utiliza exclusiv senzorul optic, mérind timpul

de reactie enzimaticd la 10 minute.

intr-o a 3-a exemplificare a metodei si sistemului de analizi descris, se demonstreazd
posibilitatea masurdrii electrochimice a activititii enzimatice a lacazei din musturi (Figura 5,
Voltamograma ciclici inregistratd pentru o probd de must in care s-au addugat 12 U/mlL lacaza,
obtinutd folosind sistemul de detectie bazat pe combinatia senzor de hartie-electrozi serigrafiati
de Au. Domeniul de baleiaj: de la -150 mV la +550 mV vs Ag/AgCl, viteza de scanare
100mV/s, 10 cicluri). in acest scop s-au analizat probe de must in care s-a adiugat intentionat
lacazd (in mustul obtinut din struguri sanatosi activitatea lacazei este nesemnificativa).

A fost urmat modul de utilizare al kitului de analizi descris mai sus. Pe scurt, s-a plasat un
senzor de hartie pe suprafata sistemului de electrozi serigrafiati conectati la potentiostat.
Strugurii au fost zdrobiti, 1a 985 pL. de must s-au addugat 15 pL. de solutie de lacaza 8§00 U/mL
pentru a obtine un must ce confine 12 U/mL lacazi. Acest must a fost trecut prin cartusul filtrant
cu PVPP, conditionat in prealabil prin filtrarea a 1 mL de solutie de tampon acetat pH 4.5. S-au
aplicat 2 picaturi de must filtrat prin PVPP pe senzorul de hartie si a fost demaratd masurétoarea
de voltametrie ciclicd. Dupd 10 cicluri de baleiaj de potential care au durat aproximativ 2.5
minute s-a masurat potentialul picurilor anodic i catodic pentru ciclul 1 si ciclul 10 si s-au
calculat diferentele de potential intre ciclul 1 si ciclul 10 pentru picul anodic §i respectiv catodic
(AEpa si AEpc). Variafia de potential de pic anodic/catodic din proba de must analizatd a fost
similard celei inregistrate pentru o solutie de lacazd de activitate 12 U/mL, calculandu-se un
factor de recuperare mediu de 92.9% si 93.7% (n= 10 teste) pe baza variatiei potentialului de pic

anodic, respectiv catodic.

fn urma testelor putem concluziona:

Metoda, conform inventiei inlaturad dezavantajele altor procedee de misurare a activitatii
lacazei (precum selectivitate si sensibilitate inadecvate si complexitate prea mare pentru
utilizarea in podgorie de cétre personal cu minimi calificare) prin utilizarea senzorului de hartie
impregnatd in locul unei solutii de ABTS la testarea electrochimicd prin voltametrie ciclia.
Substratul enzimatic ABTS solubil si activ electrochimic este adecvat pentru maisurarea

activitdtii lacazei prin metoda propusa conform inventiei. Precondifionarea senzorului de hértie
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impregnatd cu ABTS a cartugului filtrant cu PVPP in tampon acetat pH 4.5 asigurd tamponarea
eficientd a probei de must de struguri astfel incat activitatea lacazei din must s poata fi masurati
cu acuratete. Senzorul optic poate fi utilizat independent pentru o evaluare cantitativa a activititii
lacazei in 10 minute. Metoda electrochimici este adecvati pentru masurarea activitatii lacazei in
struguri fn mai putin de 5 minute (incluzdnd timpul de pregitire a probelor si testarea
electrochimicd care dureazd 2.5 minute). Metoda si kitul nu necesitd utilizarea de aparatura si
ustensile de laborator sau etape de dilujie a probelor, metoda fiind simpld, aplicabild pentru
mésuratori in vie (cu aparaturd electrochimicd portabild) de operatori cu minima instruire.
Metoda si kitul permit analiza cantitativa rapida a activitatii lacazei in domeniul relevant pentru

evaluarea riscului de infectie fungici si degradare ireversibila a calititii vinurilor.
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REVENDICARI

1.

Metoda de analizi cantitativi a activitatii lacazei din struguri bazata pe cuplarea
unui senzor optic de hartie impregnatd cu ABTS cu un sistem de electrozi serigrafiati
de Au si detectie prin voltametrie ciclica.

Kit pentru analiza duala a activititii lacazei din struguri avand drept componente
principale un senzor de hartie impregnata cu ABTS, sistem de electrozi serigrafiati de
Au i un cartus filtrant cu PVPP, preconditionat.

Metoda de analizd cantitativd a activitdtii lacazei din struguri in conditiile
revendicarii 1, se caracterizeaza prin aceea ci permite misurarea cantitativa a
activitafii lacazei mai rapidd si cu sensibilitate mai mare comparativ cu metoda
amperometrici folosind solutie de ABTS.

Kitul de analizd a activitafii lacazei din struguri in condifiile revendicarii 2, se
caracterizeazi prin aceea ci permite detectia optici semicantitativi a lacazei
precum si detectia electrochimica,cantitativad prin utilizarea unui potentiostat portabil
cu interfatd graficé si software adecvate disponibile comercial.

Metoda de analizd cantitativd a activitfii lacazei din struguri in conditiile
revendicarii 1, se caracterizeazid prin aceea ci permite mdsurarea cantitativd a
activitatii lacazei cu o limitd de detectie de 0.28 U/mL in 2.5 minute fiind adecvata
pentru evaluarea riscului de infectie fungica cu Botrytis cinerea in struguri.

Metoda de analizd cantitativdi a activitdfii lacazei din struguri in conditiile
revendicarii 1 i kitul de analizd a activitafii lacazei din struguri 1in conditiile
revendicirii 2 se caracterizeazi prin aceea ci pot fi utilizate in vie sau in punctele

de procesare a strugurilor de cétre operatori cu minimad instruire.
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Figura 1. Principiul metodei de masurare electrochimicd a activitatii lacazei

Hartie impregnatacu ABTS
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Figura 2. Componentele kitului pentru analiza lacazei din struguri
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Figura 3 A : Voltamograme ciclice inregistrate in prezenta unei solutii de tampon acetat 0.1
M pH 4.5 (albastru) si respectiv in prezenta unei solutii de lacaza 8 U/mL (rosu), in domeniul
de potentiale de la -150 la +550 mV, la o viteza de scanare de 100 mV/s pentru 10 ciclurt.
Negru: voltamograme inregistrate in prezenta lacazei folosind un senzor de hartie fara ABTS.
B: Curba de calibrare reprezentand variatia diferenter dintre potentialul picului

anodic/catodic dintre ciclul 1 si ciclul 10 in functie de activitatea lacazei din proba

Dupa 2.5 min

Dupa 10 min

v

Activitate lacaza

Figura 4. Masurarea activitatii lacazei cu senzorul de hartie dupa un timp de reactie de 2.5 si

respectiv 10 minute
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Figura 5. Voltamograma ciclica inregistrata pentru o proba de must in care s-au adaugat
12 U/mL lacaza, obtinuta folosind sistemul de detectie bazat pe combinatia senzor de hartie-

electrozi serigrafiati de Au. Domeniul de baleiaj : de la -150 mV la +550 mV vs Ag/AgCl,

viteza de scanare 100mV/s, 10 cicluri
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