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INTRODUCERE

Substantele biologic active au proprietatea de a interactiona prin mecanisme fizice,
fizico-chimice sau chimice cu moleculele, atomii sau ionii din care este alcatuita materia vie,
declansand o succesiune de reactii la nivelul organismului.

Acizii hidroxicinamici sunt o clasa de compusi organici care deriva de la acidul cinamic,
si contin in molecula un nucleu aromatic, cel putin o grupare hidroxil fenolica, o dubla legatura
alifatica, si o grupare carboxil.

Acesti compusi prezinta multiple functii fiziologice, cum ar fi activitatea antioxidanta,
antiinflamatorie, anti-microbiana si anti-melanogena. Aceste proprietati stau la baza utilizarii din
ce in ce mai frecventd a acizilor hidroxicinamici si a derivatilor acestora in formulari
farmaceutice, suplimente alimentare dar si produse cosmetice. Potentialul farmacologic al
acestor compusi se explica prin prezenta uneia sau mai multor grupari hidroxil in structura lor
chimica, conferindu-le, astfel, capacitatea de eliminare a radicalilor liberi[1].

In prezenta lucrare, am ales s& studiez o parte dintre compusii hidroxicinamici, mai
exact, acidul cafeic, acidul ferulic si acidul p-cumaric.

Acidul cafeic este unul dintre cei mai comuni acizi fenolici care se gasesc in fructe,
legume, ciuperci si ierburi. Este biosintetizat prin hidroxilarea acidului p-cumaric. Acidul cafeic
se gaseste adesea in suplimente alimentare in diferite proportii, tocmai pentru actiunile sale
antioxidanta, antitumorala, antiinflamatoare, antimicrobiana si antidiabetica[2].

Acidul ferulic este un acid hidroxicinamic, prezent in multe fructe si sucuri, legume,
orez si unele plante medicinale. Acest compus fenolic are un rol important in corpul uman si
este absorbit in intestinul subtire ca un metabolit major al acidului clorogenic. Acidul ferulic este
adesea utilizat in diverse tipuri de produse cosmetice, precum produse pentru protectie solara,
produse demachiante, creme hidratante sau antirid, intrucat este capabil sa stimuleze sistemele
de aparare intracelulara. Acidul ferulic poate fi util si in produse topice cu rol farmacologic. in
functie de concentratie, el poate fi un adjuvant in tratamentul dermatitei atopice. Prin urmare,
determinarea concentratiei de acid ferulic este importantd in industria nutraceutica si
cosmetica[3].

Acidul p-cumaric este un acid fenolic sintetizat in principal din tirozina si fenilalanina.
Este un precursor major in sinteza altor acizi fenolici, cum ar fi acidul cafeic, clorogenic,
rozmarinic si ferulic. Este larg distribuit in fructe, legume, cereale si ciuperci[4]. Studiile privind
acidul p-cumaric au evidentiat multiple beneficii pentru sanatate datorate proprietatilor
antioxidante, antimicrobiene, antitumorale, antiinflamatoare, antiagregante plachetare si
cicatrizante[5,6].

Suplimentele alimentare, formularile fito-homeopate, produsele nutraceutice,
dispozitivele medicale si mare parte din produsele cosmetice si de ingrijire nu beneficiaza de
prospecte foarte detaliate privind concentratile de principii active. in anumite situatii,
cuantificarea acestor compusi si raportul dintre ei poate avea relevanta in vederea optimizarii
tratamentelor sau mentinerii unei sanatati corespunzatoare.

In ultimii ani, analizele electrochimice s-au dovedit promitatoare pentru diverse domenii
precum controlul calitati in industria alimentara, farmaceutica sau cosmetica, datorita
sensibilitatii ridicate, limitei de detectie scazute si costuri relativ mici. In aplicarea acestor
metode, concentratia analitului este determinaté prin masurarea semnalului analitic (potential
electric sau curent).

Una dintre cele mai utilizate tehnici electrochimice este voltametria ciclica. Aceasta
consta in aplicarea unui potential si inregistrarea in timp a raspunsului sistemului, respectiv a
curentului datorat proceselor electrochimice care au loc in sistem.

in aceasta lucrare, voltametria ciclicd a fost utilizatd cel mai des, pentru obtinerea
informatiilor, cu privire la mecanismul reactiei electrochimice, identificarea speciilor prezente in
solutie si determinarea coeficientilor de difuzie a speciilor electroactive. De asemenea, in unele
studii au fost folosite voltametria de unda patrata si cronoamperometria.
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Teza cu titlu: REALIZAREA UNOR NOI SENZORI SI BIOSENZORI
VOLTAMPEROMETRICI PENTRU DETERMINAREA ACIZILOR HIDROXICINAMICI are ca
scop evidentierea eficacitatii metodelor voltametrice cat si a instrumentelor pentru detectie
(senzori sau biosenzori) Tn vederea analizei calitative si cantitative a unor suplimente
alimentare, fitopreparate sau produse cosmetice.

Lucrarea este structuratd in doud parti si opt capitole. In partea teoreticd sunt
prezentate recenzii actuale privind acizii hidroxicinamici, construirea senzorilor serigrafiati,
modalitati de functionalizare in vederea cresterii performantelor analitice, nanomateriale utilizate
pentru modificarea electrozilor serigrafiati, particularitati si avantaje ale nanomaterialelor pe
baza de carbon, tehnici voltametrice, notiuni despre biosenzori enzimatici si strategii de
imobilizare a lacazei si tirozinazei, enzime folosite pentru studiile experimentale din aceasta
lucrare.

Originalitatea tezei consta 1n studile experimentale privind evaluarea
comportamentului electrochimic al unor noi senzori si biosenzori in diferite tipuri de solutii
electroactive, optimizarea parametrilor pentru solutii cu diferite valori ale pH-ului, modificarea
unor senzori in vederea cresterii sensibilitatii si selectivitatii, determinarea unor parametri
precum aria suprafetei active a electrodului, coeficientii de difuzie ai analitilor de interes,
concentratia speciilor active de pe suprafata electrodului, limitele de detectie si cuantificare si
determinarea analiticd a unor acizi hidroxicinamici din diferite formulari fito-farmaceutice si
cosmetice.

Imobilizarea enzimelor (lacaza si tirozinaza) pe suprafete, in prealabil modificate cu
diferite nanomateriale sau compusi organici s-a dovedit a fi un succes privind cresterea
selectivitatii in detectia unor acizi hidroxicinamici.

Fezabilitatea metodelor voltametrice si performantele senzorilor si biosenzorilor
enzimatici dezvoltati au fost validate prin rezultate similare obtinute cu metode spectrometrice si
cromatografice.

Rezultatele au aratat ca produsele testate beneficiazéd de cantitati semnificative de
compusi antioxidanti, cu predilectie acizi hidroxicinamici, in concordanta cu specificatiile
producatorilor.

Instrumentele dezvoltate si optimizate in acest studiu, ar putea fi utilizate pentru
testarea de rutina a unor astfel de analiti in produse, cu forme de prezentare diverse, aducand
un plus de inovatie in cercetarile curente si viitoare.

Cuvinte cheie: acizi hidroxicinamici, senzor, biosenzor, voltametrie, enzima,
nanomateriale, nanofibre de carbon.
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PARTEA I. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII
CAPITOLUL 1. Consideratii generale privind compusii fenolici

1.1. Raspéandire si activitate biologica

Compusii fenolici sunt o clasa principala de metaboliti secundari in plante si sunt
clasificati in fenoli simpli si polifenoli. Acesti compusi se gasesc combinati cu mono- si
polizaharide, legate de una sau mai multe grupari fenolice, sau pot aparea ca derivati, cum ar fi
esterii metilici[1].

1.2. Clasificare si particularitati structurale

Acizii hidroxicinamici (HC) prezinta un schelet de baza, fenilpropanoid. HC principali
sunt acidul p-cumaric, acidul cafeic, iar formele metilate formeaza acizi ferulic si sinapic. Cu
toate acestea, ca si pentru alti acizi fenolici, HC sunt aproape intotdeauna legati de molecule
mici sau mari. Cel mai abundent derivat al acidului hidroxicinamic in alimentele vegetale este un
ester al acizilor cafeic si chinic, denumit acid clorogenic.

1.3. Acizii hidroxicinamici, structura chimica si rolul lor in organismul uman

Acizii hidroxicinamici (HC) sunt compusi fenolici ce se gasesc in fructe, legume si
bauturi (cafea, ceai, vin, etc.). HC sunt o clasa de compusi polifenolici cu multiple activitati
biologice. Testele in vitro si in vivo, au aratat cd HC au o importantd activitate antioxidanta,
antimicrobiand, antiinflamatoare, antidiabetica si chiar antineoplazica[7]. Mai mult, HC sunt
neuro si cardioprotectori si prezintd, de asemenea, un rol in preventia osteoporozei.

Familia HC include acizii cumarici (CoA), acidul cafeic (CA), acidul ferulic (FA), acidul
cinamic (CnA), acidul sinapic (SA) dar si compusii derivati ai acestora. CA este prezent in
plante, in principal sub forma de ester al acidului chinic, care se numeste acid clorogenic (ChA).
Acidul rosmarinic (RA) este un ester al CA si al acidului 3,4-dihidroxifenilacetic.

1.3.1. Acidul cafeic, biosinteza, actiuni terapeutice, metode de determinare

Acidul cafeic se gaseste sub forma de monomer, ca esteri cu acizi organici, amide si
glicozide[8] sau in forme mai complexe, cum ar fi dimeri, trimeri si derivati flavonoidici, sau
poate fi, de asemenea, legat de proteine si alti polimeri in peretele celular al produselor
vegetale [9].

Au fost efectuate experimente in vitro si in vivo, dovedindu-se ca CA si derivatii sai au
numeroase efecte fiziologice benefice, cum ar fi activitatea antibacteriana [10-12], antivirala
[13-16], antioxidanta [17-20], antiinflamatoare [21-24], anti-aterosclerotica [25-27],
imunostimulatoare [28-30], antidiabetica [86],[87], cardioprotectoare [33,34], antiproliferativa
[35], hepatoprotectoare [36,37], anticancerigena [52],[87],[90]-[92] etc.

1.3.2. Acidul ferulic, biosinteza, actiuni terapeutice, metode de determinare

FA si precursorii sai, acidul p-cumaric (acid p-hidroxicinamic) si acidul cafeic (acid 3,4-
dihidroxicinamic), sunt metaboliti Tn biosinteza ligninelor. Proprietatile sale antioxidante, se
datoreaza nucleului sau fenolic si posibilitatii formarii radicalului delocalizat. Deoarece multi
compusi naturali care poartd unul sau mai multe grupari feruloil in scheletul lor se prezinta

structurale, cét si bioactivitatile compusilor naturali ferulati deja publicati in literatura[42].

1.3.3. Acidul p-cumaric, biosinteza, actiuni terapeutice, metode de determinare
Acizii cumarici sunt derivati ai acidului cinamic mono-hidroxilati la gruparea fenil, iar
acidul p-cumaric (PCA) este cel mai abundent izomer [5,43]. Acest compus are un numar mare
de aplicatii importante in industrille nutraceutice, farmaceutice si chimice. Acidul p-cumaric
prezintd proprietati antioxidante, antibacteriene si antiinflamatorii si serveste ca un precursor
pentru producerea de arome si parfumuri utilizate in produse chimice sau comestibile. PCA
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este, de asemenea, o materie prima pentru prepararea de materiale termoplastice
biodegradabile [44]. Recent, s-a descoperit ca PCA are si un efect antiproliferativ [45], anxiolitic
[46], neuroprotector [47], un rolul nefroprotector [45] si poate inhiba melanogeneza [48].

CAPITOLUL 2. Tehnici voltametrice utilizate in analiza compusilor
fenolici

Metodele electrochimice sunt metode robuste si sensibile utilizate atat pentru analiza
calitativa si cantitativa pentru o gama larga de analiti cu concentratii diferite. Utilitatea metodelor
electrochimice nu provine numai din sensibilitatea lor la cantitati cat mai mici de analit si la
simplitatea instrumentelor, dar si din faptul ca pot fi utilizate pentru separarea speciilor ionice,
nu doar pentru detectia lor[49].

2.1. Voltametria ciclica (CV)

Voltametria ciclica a devenit o tehnica foarte populara pentru studiile electrochimice de
caracterizare a unor noi sisteme si s-a dovedit a fi foarte utila in obtinerea informatiilor cu privire
la reactiile complexe de la electrod. CV este folositd pentru a studia comportamentul la interfata,
a speciilor electroactive. Prin CV se pot obtine informatii privind mecanismul de desfasurare a
reactiei electrochimice, identificarea speciilor prezente in solutie sau determinarea coeficientilor
de difuzie a speciilor electroactive. In CV, potentialul unui sistem electrochimic este modificat
inainte si ihapoi intre cele doua limite de potential si raspunsul curentului se masoara in raport
cu potentialul. Voltamogramele sunt reprezentari grafice ale curentului electrodului de lucru in
functie de curentul contra-electrodului[50].

CAPITOLUL 3. Nanomateriale folosite pentru realizarea senzorilor
electrochimici

3.1. Utilizarea nanomaterialor de carbon pentru realizarea senzorilor

Senzorii electrochimici pe baza de materiale din carbon sunt adesea utilizati datorita
sensibilitatii lor ridicate, costului redus, stabilitatii bune si biocompatibilitatii [51,52]. Cei mai
comuni senzori electrochimici pe baza de carbon includ electrozi de carbon vitros, grafit,
nanoparticule de carbon, fibre de carbon, microsfere de carbon etc. [53-57]. Nanomaterialele
de carbon, cum ar fi grafenul, oxidul de grafen, fulerenul, nanoconurile de carbon,
nanoparticulele cuantice de carbon, nanofibrele de carbon, nanotuburile de carbon ofera
avantaje precum un raport suprafata-volum ridicat si o suprafata specificd mare, caracteristici
importante pentru detectia analitilor[58]. De obicei, incorporarea nanomaterialor de carbon, ca
parte componenta a stratului sensibil al unui senzor electrochimic se face prin depunere pe un
suport solid. Acest proces poate fi realizat prin diferite tehnici, cum ar fi: dispersia in solvent,
pasta din nanomateriale de carbon, serigrafierea.

3.2. Electrozi serigrafiati

in ultimii ani, utilizarea electrozilor serigrafiati (SPE) ca detectori electrochimici sau ca
traductori pentru fabricarea senzorilor electrochimici a cunoscut un interes deosebit datorita
caracteristicilor si avantajelor pe care le prezintd in comparatie cu alte instrumente analitice,
permitdnd astfel utilizarea acestora intr-o varietate de aplicatii electrochimice din diferite
domenii. Dintre avantajele si caracteristicile electrozilor serigrafiati se pot mentiona urmatoarele:
cost redus, de unica folosinta, dimensiune redusd, portabilitate, flexibilitatea design-ului ,
integrare usoara in circuite electronice, posibilitatea de a realiza pretratédri si modificari.

Nanomaterialele pe baza de carbon ofera posibilitatea de a se combina cu alte
nanomateriale pentru a realiza compozite care isi maresc sinergic proprietatile. Sinergismul
nanomaterialelor asociate pot influenta pozitiv sensibilitatea si selectivitatea suprafetelor
modificate[59].
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3.2.1. Electrozi modificati cu grafen

Grafenul (GPH) se obtine prin diferite metode, cum ar fi exfolierea mecanica a
grafitului, tratarea grafitului cu agenti oxidativi, depunerea chimica in faza de vapori etc.[60-62].
GPH este o retea extinsa de carbon 2D, cu o structura hexagonala asemanatoare unui fagure
de miere, cu sensibilitate ridicata, selectivitate ridicata, stabilitate buna, potential de actiune
scazut si activitate electrocatalitica excelenta [63]. Prezintd numeroase proprietati interesante,
cum ar fi o suprafata specifica foarte mare, conductibilitate si transparenta optima, rezistenta
mecanica si flexibilitate excelentd, conductibilitate termica si electrica buna si proprietati
electronice excelente[64,65].

3.2.2. Electrozi modificati cu fuleren

Fulerenul sau "C60" reprezintd o clasa de compusi de carbon, care prezintd per
ansamblu structuri fie cu forme sferice de tip dom geodezic (C60, C40), fie cu forme cilindrice
de "tip cusca" (nanotuburile)[59]. Senzorii electrochimici pe baza de fuleren se folosesc, in
principal, pentru raspunsurilor lor catalitice reproductibile si a stabilitatii chimice ridicate.
Comportamentul electrochimic al fulerenului poate fi imbunatatit prin modificari asupra structurii
acesteia. Sensibilitatea poate fi imbunatatitd suplimentar prin depunerea diferitelor
nanoparticule metalice pe fuleren activat. Caracterul hidrofil al fulerenului poate fi indus prin
functionalizarea cu grupari polare [66].

3.2.3. Electrozi modificati cu nanoconuri de carbon

Nanoconurile de carbon (CNHs) sunt nanostructurile conice care au de obicei 30 - 50
nm lungime si 2-5 nm diametru. Datorita structurii inchise, ele pot fi considerate asemanatoare
fulerenului. CNH-urile au anumite avantaje fatd de CNT. Sunt produse cu un randament mare la
temperatura camerei si fara impuritati metalice toxice, fapt ce le face sigure pentru mediu [67].
Oxidarea CNHs produce o functionalizare extinsa care contine oxigen, care faciliteaza adsorbtia
sau imobilizarea a numerosi electrocatalizatori si enzime.

3.2.4. Electrozi modificati cu nanotuburi de carbon

Nanotuburile de carbon (CNT) sunt tuburi cilindrice unidimensionale de atomi de
carbon hibridizati sp?. Au un diametru de pané la zeci de nanometri, iar lungimea lor poate fi de
pana la cativa centimetri[68,69]. CNT-urile se clasifica in functie de numarul de straturi de
grafen laminate astfel ca putem avea nanotuburi de carbon cu un singur strat (SWCNTSs),
nanotuburi de carbon in strat dublu (DWCNTS) si nanotuburi de carbon cu mai multe straturi
(MWCNTSs). CNT-urile prezintd cateva proprietati electrice, mecanice si termice de adsorbtie
uimitoare, ceea ce le face sa fie optime pentru fabricarea de senzori electrochimici [70]. CNT-
urile Timbunatatesc in mod substantial transferul de electroni si pot fi functionalizate in mod
adecvat cu anumite biomoleculele pentru fabricarea unui biosenzor.

3.2.5. Electrozi modificati cu nanoparticule cuantice

Nanoparticulele cuantice de carbon (CD) si nanoparticule cuantice de grafen (GQD)
au fost prezentate de curdnd ca materiale superioare, cu multiple proprietati, care includ o
fotostabilitate excelentd, dimensiuni reduse, biocompatibilitate, fotoluminescenta reglabila,
capacitate exceptionala de excitatie multi-foton, electrochemiluminiscenta, functionalizare facila
cu biomolecule si inertie chimica [71-74]. Datoritd dimensiunilor mici si a biocompatibilitatii lor,
acestea pot servi, de asemenea, ca transportori eficienti pentru administrarea de medicamente.
Mai mult, proprietatile lor unice catalitice si fizico-chimice fac posibile diverse aplicatii
biomedicale [75]. Nano-particulele cuantice de grafen (GQD) pot fi recunoscute ca un fel de
nano-particule cuantice de carbon, care de obicei poseda o cristalinitate mai buna [76].

3.2.6. Electrozi modificati cu nanofibre de carbon

Nanofibrele se caracterizeaza prin prezenta unui numar mare de margini, care asigura
o suprafatd adaptata si disponibila pentru interactiunea cu gaze, lichide sau alte solide[77]. in
ultimii ani, structurile de tip nanofibra au devenit tot mai atragatoare din cauza numeroaselor
avantaje, si anume cresterea vitezei de reactie si a sensibilitatii biosenzorului, [78] posibilitatea
de a fi sintetizate dintr-o mare varietate de materiale, o bariera optima pentru difuzia

5



Meresescu (Bounegru) Alexandra Virginia
Realizarea unor noi senzori gi biosenzori PARTEA I.STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII
voltamperometrici pentru determinarea acizilor hidroxicinamici

materialelor datoritd porozitatii ridicate si a interconectivitatii nanofibrelor [79], activitate ridicata
a elementelor biologice imobilizate pe suprafata nanofibrelor [80] si proprietati mecanice
structurale excelente[81][82].

CAPITOLUL 4. Biosenzori enzimatici pentru determinarea acizilor
hidroxicinamici

4.1. Notiuni generale despre biosenzori enzimatici — tipuri si clasificari

Biosenzorii electrochimici sunt dispozitive analitice similare cu senzorii electrochimici,
care, insa incorporeaza molecule biologice pentru detectarea rapida si precisa a speciilor tinta
[83,84]. Mai exact, biosenzorii sunt practic senzori chimici care utilizeaza proprietatile de
recunoastere a biomoleculelor de la suprafata electrodului si au fost utilizati pe larg pentru
determinarea moleculelor biologice, agenti patogeni sau markeri tumorali, foarte necesari in
domeniul medical[85].

4.2. Strategii de imobilizare pentru dezvoltarea senzorilor enzimatici

Alegerea unei tehnici adecvate de imobilizare este esentiala pentru fabricarea
biosenzorilor[86]. Una dintre cele mai simple metode de imobilizare a enzimei se face prin
adsorbtie fizicad. Enzimele pot fi, de asemenea, imobilizate prin Tncorporarea in matrici
tridimensionale, precum un film electropolimerizat[87,88], un silicagel[89] sau o pasta de
carbon[90]. O alta tehnica de imobilizare foarte des folosita este reticularea, insa aceasta
implica utilizarea unui reactiv, cum ar fi glutaraldehida[3,91]. Acesta este toxic si poate diminua
activitatea enzimei. Legarea covalenta a enzimelor este o alta metoda conventionala de
imobilizare care se realizeaza prin activarea initiald a suportului folosind un agent de cuplare,
urmata de legarea enzimei de suprafata activata. Enzimele pot fi, de asemenea, imobilizate prin
legaturi de afinitate intre un grup functional al suportului si o molecula specifica (de exemplu,
biotina, carbohidrati, histidind)[92] prezenta in mod natural sau modificatd genetic, intr-o
secventa enzimatica care nu afecteaza activitatea[93].

4.3. Biosenzori enzimatici pentru detectia acizilor hidroxicinamici

Determinarea HC se face, adesea, folosind enzimele tirozinaza si lacaza pentru
modificarea electrozilor, datoritd capacitatii lor de a oxida acesti compusi[94]. Mecanismele de
oxidare sunt diferite si Tn urma acestora se produc fie chinone, provenite din oxidarea simpla, fie
compusi care contin mai multi atomi de oxigen. Rolul catalitic al enzimelor permite amplificarea
semnalelor electrochimice obtinute prin reducerea produsilor de oxidare ai analitilor fenolici.

4.3.1. Biosenzori enzimatici bazati pe tirozinaza

Tirozinaza (Ty) este 0 metaloenzima, care poseda la nivelul situsului activ enzimatic,
doi ioni de cupru, care sunt coordinati fiecare prin intermediul unui numar de trei resturi
histidinice din lantul polipeptidic enzimatic[95]. Tirozinaza, datorita capacitatii sale de a
reactiona cu fenolii, are utilitate pentru diferite aplicatii in: industria alimentara, biomedicala si
farmaceutica. Biosenzorii electrochimici pe baza de Ty pot fi considerati ,clasici’, deoarece Tyr
este o enzima potrivita pentru a evalua proprietatile electrochimice a materialelor, cu ajutorul
carora se dezvolta noi electrozi nanostructurati [96—98].

4.3.2. Biosenzori enzimatici pe baza de lacaza

Lacaza a fost folosita in biosenzori pe baza de nanoparticule metalice, nanomateriale
din carbon, polimeri si biopolimeri (chitosan) sau diferite membrane precum Nafion. O
importanta deosebita prezinta combinatia sinergica de nanomateriale si lacaza care sporeste
performanta biosenzorilor electrochimici[99]. Pentru a imbunatati stabilitatea biosenzorilor se
poate realiza o matrice adecvata formata din nanomateriale/ nanoparticule metalice si albumina
serica bovina/B-ciclodextrina/celuloza bacteriana [100—102]. Acesti biosenzori au fost folositi cu
succes pentru determindri de rutind in probe farmaceutice[100] precum si determinarea
hidroquinonei in probe de apa [101,103].
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OBIECTIVELE TEZEI

Obiectivul general al lucrarii a constat in dezvoltarea si caracterizarea unor noi
senzori Si biosenzori pe baza de nanomateriale de carbon, mediatori ai transferului de electroni
si enzime pentru determinarea unor acizi hidroxicinamici din produse nutraceutice si cosmetice
cu forme de prezentare diferite, utilizadnd pentru detectie metode voltametrice.

Obiective specifice:

o Caracterizarea unor electrozi serigrafiati pe bazad de nanomateriale de carbon in diferiti
electroliti cu ajutorul voltametriei ciclice

e Aplicare tehnicii drop-and-dry, urmata de reticulare pentru pregatirea biosenzorilor
enzimatici, folosind ca suport electrozii serigrafiati pe baza de nanomateriale de carbon

e Optimizarea parametrilor de lucru ai senzorilor in solutii model

e Analizarea comportamentului electrochimic al senzorilor si biosenzorilor in solutii
electroactive

e Optimizarea pH-ului si a altor parametri experimentali caracteristici tehnicii voltametrice
pentru obtinerea unui raspuns electrochimic stabil si reproductibil

¢ Studiul cineticii reactiilor de la nivelul electrodului de lucru

e Realizarea curbelor de calibrare si calcularea limitelor de detectie si cuantificare pentru
fiecare senzor sau biosenzor folosit

o Studiul determinarii individuale sau simultane a acizilor hidroxicinamici prin voltametrie
ciclica sau voltametrie de unda patrata, din diferite formulari farmaceutice sau produse
cosmetice

e Studiul interferentelor datorate altor substante existente in compozitia produselor
analizate

o Studiul repetabilitatii si reproductibilitatii semnalelor senzorilor si biosenzorilor

e Validarea rezultatelor cu alte metode de analiza, precum metoda spectrofotometrica
Folin Ciocalteu, FTIR sau UHPLC

e Determinarea capacitatii antioxidante a acizilor hidroxicinamici in produsul Eye Blend,
prin metoda DPPH.
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CAPITOLUL 5. Dezvoltarea senzorilor electrochimici pe baza de
nanomateriale de carbon pentru determinarea acidului cafeic din
suplimente alimentare

Introducere

Scopul acestui studiu a fost caracterizarea electochimicd a unor noi electrozi
serigrafiati de bazad de carbon modificati cu nanofibre de carbon si respectiv nanotuburi de
carbon multistrat, precum si dezvoltarea si validarea unei metode electroanalitice pentru
determinarea cantitativa a acidului cafeic in suplimente alimentare.

5.1. Rezultate si discutii

5.1.1. Studii preliminare

In studiile preliminare s-au evaluat proprietatile electrochimice a 3 tipuri de electrozi
serigrafiati (SPCE) de carbon, unul nemodificat, si doi modificati chimic cu urmatoarele
nanomateriale din carbon: nanofibre de carbon (CNF) si nanotuburi de carbon multistrat
(MWCNT). Solutiile electrolitice au fost: o solutie de clorura de potasiu, o solutie compusa din
ferocianura de potasiu si clorurd de potasiu si o solutie de catecol si clorura de potasiu.

S-a obtinut un semnal stabil al senzorilor atunci cand potentialul este situat in domeniul
situat intre -0,4 si +1,3 V in cazul acidului cafeic. In cazul ferocianurii de potasiu domeniul de
potential optim a fost situat intre -0,6 si +1,0 V.

5.1.1.1. Proprietatile electrochimice ale electrozilor in solutii inactive

In prima etapa s-a studiat comportamentul voltametric al electrozilor C-SPE, CNF/C-
SPE si MWCNT/C-SPE in solutie de KCI 0,1 M (substanta inactivd redox) in domeniul de
potential situat intre -0,6 si +1,3 V. In voltamogramele ciclice nu s-au observat picuri in
domeniul de potential studiat. Acest fapt demonstreazd ca materialele folosite pentru
construirea electrozilor au o puritate ridicata, si de asemenea, electrozii utilizati nu prezinta
contaminari ale suprafetei active, ce ar putea influenta raspunsurile electrochimice. Se remarca,
totusi, curenti de fond mai mici atunci cand se foloseste CNF/C-SPE in comparatie cu ceilalti
electrozi folositi.

5.1.1.2. Comportamentul electrochimic C-SPE, CNF/C-SPE si MWCNT/C-SPE in solutii
electroactive

In urmatoarea etapa a lucrarii, s-a studiat comportamentul electrochimic al electrozilor
atunci cand acestia sunt imersati intr-o solutie ce contine ferocianura de potasiu 10° M si
clorura de potasiu 0,1 M.

Fiecare electrod prezinta doua picuri, unul anodic si unul catodic, care sunt relationate
cu procesele de oxido-reducere ale ionului ferocianura la suprafata electrodului de lucru. Se pot
observa picuri bine definite si reversibile in toate cele trei cazuri.

Potentialul de semiunda (E;,) este o caracteristica calitativa pentru specia
electroactiva analizata si reprezinta valoarea potentialului pentru care intensitatea curentului
este jumatate din valoarea maxim&[104]. In cazul de fatd acest parametru are aproximativ
aceeasi valoare pentru CNF/C-SPE (0,163 V) si CNT/C-SPE (0,166 V) si o valoare mai mare
pentru C-SPE (0,179 V). Raportul I, / |, este apropiat de valoarea ideala 1 in toate cele trei
cazuri, cea mai apropiata valoare de cea ideala fiind obtinutd in cazul CNF/C-SPE (0,854 V).
Din aceste rezultate se poate afirma ca CNF/C-SPE a aratat cea mai mare sensibilitate la
detectarea ionului ferocianura (I, si I au valorile cele mai mari). De asemenea, CNF/C-SPE
prezinta cel mai mare grad de reversibilitate, diferenta dintre potentialele picurilor anodice si
catodice (AE) este cea mai mica, iar raportul I, / |, are valoarea cea mai mare.
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5.1.2. Calculul suprafetei active a electrozilor

Suprafata electrozilor a fost determinatd, pe rand prin voltametrie ciclica, folosind
solutia dubla de ferocianura de potasiu 10° M si clorura de potasiu 10" M. Réspunsurile de
voltametrie ciclica s-au inregistrat cu viteze de scanare intre 0,1-1,0 V/s.

Pentru CNF/C-SPE, s-a obtinut o liniaritate foarte buna intre |,, si rddacina patrata a
vitezei de scanare (Figura 5.12 a) cu un coeficient de determinare (R?) de 0,9905. in
conformitate literatura de specialitate, acest rezultat demonstreaza ca procesul electrochimic de
la nivelul electrodului de lucru este controlat de difuzia speciei electroactive, difuzia fiind etapa
determinanta de viteza.

160 3 0000127 )
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Figura 5.1. Variatia semnalului electrochimic al senzorului CNF/C-SPE la viteze de scanare
intre 0,1-1,0 V/s (a); dependenta intensitatii curentului anodic de radacina patrata a vitezei de
scanare (b)

Cea mai mare valoare a ariei active a fost obtinutd pentru electrodul CNF/C-SPE
(0,1524 cm?), urmatad de CNT/C-SPE (0,0514 cm?) si C-SPE (0,0500 cm?). Aceste rezultate
sunt in concordanta cu intensitatea picurilor. Din aceste valori rezultd ca sensibilitatea
senzorilor scade in ordinea CNF/C-SPE, MWCNT/C-SPE, C-SPE. Aceasta sensibilitate ridicata
a CNF/C-SPE se datoreaza nanofibrelor de carbon de la suprafata electrodului, care prin
dimensiunile lor mici dar cu o arie specificda mare, favorizeaza transferul de electroni si
acumularea sau difuzia selectiva a analitilor.

Aceste rezultate sunt in concordantd cu diferite studii publicate in literatura de
specialitate care considera ca in general CNF-urile prezintda un comportament electrochimic
superior comparativ cu celelalte nanomateriale deoarece au conductibilitate foarte buna si
stabilitate chimica ridicata[82,105,106]. Totusi, toti cei trei electrozi se pot folosi cu succes
pentru determinarea acidului cafeic, compusul fenolic de interes in aceasta lucrare.

5.1.3. Proprietatile electrochimice ale electrozilor in solutie pura de acid cafeic

Determinarea calitativa si apoi cantitativd a acidului cafeic s-a realizat prin voltametrie
ciclica, aceasta fiind o metoda ce prezinta multiple avantaje (sensibilitate, selectivitate,
aparatura usor de utilizat) si utila pentru interpretarea proceselor ce au loc la suprafata
electrozilor. Voltamogramele ciclice s-au inregistrat in solutie de acid cafeic 10° M solutia
electrolit suport fiind cea de tampon fosfat 0,1 M (pH= 3,6). Aceasta valoare a pH-ului este
optima pentru determinarea acidului cafeic cu o sensibilitate si o selectivitate foarte buna [107].
Pentru stabilizarea raspunsurilor senzorilor sunt necesare 5 cicluri in domeniul de potential
optimizat (de la -0,4 la +1,3 V). Astfel ca, rezultatele prezentate sunt cele obtinute dupa
stabilizarea semnalului voltametric.

In Figura 5.13 se prezinta voltogramele ciclice ale tuturor electrozilor in solutie de acid
cafeic 10° M (electrolit suport tampon fosfat 0,1 M, pH= 3,6).
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Figura 5.2. CV a (a) C-SPE, (b) CNF/C-SPE, (c) MWCNT/C-SPE imersati in solutie 10 M acid
cafeic (0,1 M solutie tampon fosfat, pH= 3,6).

In voltamograma ciclicid se observd un pic anodic si un pic catodic, care corespund
reactiilor de oxidare si respectiv reducere a acidului cafeic la suprafata electrodului de lucru. Tn
conformitate cu literatura de specialitate, procesele redox constau in oxidarea acidului cafeic la
derivatul o-chinonic corespunzator, urmata in scanarea catodica de reducerea o-chinonei la
compusul initial, procese care presupun transferul a doi electroni si doi protoni.

Toti electrozii studiati au prezentat doua picuri clare si bine definite si un comportament
cvasi-reversibil, asa cum rezultd din valorile AE si I/l,. CNF/C-SPE are un comportament
reversibil mai apropiat de ideal decat MWCNT/C-SPE si C-SPE. Electrodul modificat cu CNF
prezinta picurile anodic si catodic mai intense, demonstrand ca are sensibilitatea cea mai buna
la detectia acidului cafeic. Picurile observate in cazul MWCNT-SPE sunt mai intense decéat in
cazul C-SPE ceea ce demonstreaza facilitarea proceselor electrochimice de catre
nanomaterialul modificator. Sensibilitatea electrozilor creste in ordinea: C-SPE< MWCNT/C-
SPE< CNF/C-SPE.

5.1.4. Studiul cineticii si calculul coeficientului de difuzie a acidului cafeic

Pentru studiul influentei vitezei de scanare asupra raspunsului voltametric, s-au
inregistrat voltamogramele ciclice ale CNF/C-SPE, MWCNT/C-SPE si C-SPE la diferite viteze
de scanare situate intre 0,1 V/s si 1,0 V/s, crescand viteza de scanare de fiecare data cate 0,1
V/s. Pentru a se determina factorul care controleaza cinetica proceselor de electrod s-a
reprezentat grafic picurile anodice in functie de viteza de scanare si de radacina patrata a
vitezei de scanare.

Valorile D obtinute pentru acidul cafeic cu electrozii serigrafiati sunt comparabile cu
cele obtinute cu alti electrozi pe baza de carbon raportati in literatura de specialitate [108—
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110],[111] Se cunoaste faptul cd& nanomaterialele din carbon imbunatatesc semnificativ
absorbtia analitului pe suprafata electrodului si de asemenea maresc suprafata electroactiva a
senzorului ceea ce accelereaza reactiile electrochimice [59], [82,105,112].

Aceste rezultate dovedesc ca electrozii serigrafiati modificati cu nanomateriale de
carbon sunt sensibili si utili pentru detectia acidului cafeic.

5.1.5. Curba de calibrare si determinarea limitei de detectie
S-au realizat curbele de calibrare pentru fiecare senzor, C-SPE, CNF/C-SPE si
MWCNT/C-SPE prin inregistrarea voltamogramelor ciclice in solutii obtinute din acid cafeic
dizolvat in solutie tampon fosfat 0,1 M de pH 3,6 de diferite concentratii situate intre 0,1 si 40
uM. Viteza de scanare a fost 0,1 V/s si domeniul de potential a fost situate intre -0,4 V si 1,3 V.
In cazul senzorului CNF/C-SPE, curba de calibrare, care reprezinta dependenta dintre
curentul picului anodic si concentratia de acid cafeic (I, vs. ¢) se prezinta in Figura 5.19.

a) 27 )

y =0.2005x + 2.1821
R*=0.9825

0 I 1 I
0.4 0 10 20 30 40 50

E/V vs Ag/AgClI C/uM

Figura 5.3. (a) CV ale CNF-SPE imersat in solutie de acid cafeic in intervalul de concentratie
0,1-40 uM (zoom al picului anodic); (b) Dependenta picului anodic in functie de concentratia de
acid cafeic.

Se observa o dependenta liniara intre intensitatea picului si concentratia in domeniul
0.1-40 pM. Ecuatia dreptei de calibrare este I= 0,2005¢ + 2,1821.

Prin urmare, calculul LOD se efectueaza cu informatiile colectate de la primele
concentratii utilizate, unde se observa o dependenta liniara, iar coeficientul de corelatie este
mai aproape de unu.

Rezultatele obtinute pentru limita de detectie si limita de cuantificare pentru cei trei
senzori sunt prezentate in Tabelul 5.8.

Tabel 5.1. Valorile LOD si LOQ a celor trei senzori pentru detectia acidului cafeic

Senzor LOD (M) LOQ (M)
C-SPE 1,27x107 4,23x10”
CNF/C-SPE 3,23x10° 1,077x10°®
MWCNT/C-SPE 6,1x10°® 2,02x10”

Valorile mici ale LOD si LOQ, mai mici sau comparabile cu cele raportate in literatura
de specialitate se datoreaza sensibilitatii ridicate ale senzorilor testati in acest studiu, ceea ce
demonstreaza fezabilitatea metodei voltametrice pentru analiza CA din mostre reale, cum sunt
diferitele formulari comerciale, de exemplu suplimente alimentare. Toti cei trei senzori pot fi
folositi cu succes in analiza unor probe reale pentru detectia CA, insd CNF/C-SPE, care are
cele mai mici limite de detectie si cuantificare. in urmatoarele analize se va determina cantitatea
de acid cafeic din suplimente alimentare cu ajutorul celor trei electrozi studiati pana acum.
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5.1.6. Studiul determinarii acidului cafeic din suplimente alimentare cu ajutorul
C/SPE, CNF/C-SPE si MWCNT/C-SPE

Pentru determinarea acidului cafeic in trei suplimente alimentare nestandardizate
(Detox Activ-Herbagetica, DVR-Stem Glicemo-DVR Pharm si Ceai Verde-Alevia) s-au utilizat C-
SPE, CNF/C-SPE si MWCNT/C-SPE, comparand rezultatele acestora cu cele obtinute prin
metoda spectrofotometrica. Masuratorile s-au inregistrat prin voltametrie ciclica in domeniul de
potential situat intre -0,4 V si 1,3 V cu viteze de scanare diferite situate intre 0,1-1,0 V/s.

In concluzie, analizand fiecare prob3, se observd o pereche de picuri redox
relationatd cu prezenta acidului. Se observa in fiecare caz, picuri mai putin definite, care
corespund altor compusi activi care se gasesc in aceste suplimente alimentare. Intensitatile
picurilor anodic si catodic cresc odata cu cresterea vitezei de scanare, in fiecare situatie.
Reprezentand grafic, intensitatea picului anodic in functie de viteza de scanare se obtine o
dependent3 liniard cu v'’, ceea ce demonstreaza c& procesul electrochimic este controlat de
difuzie, in fiecare caz.

Senzorul CNF/C-SPE a demonstrat o limita de detectie mai buna, picuri de intensitate
mai mare si mai bine definite dar si un zgomot de fond mai redus, in comparatie cu C-SPE si
MWCNT/C-SPE. Prin urmare, cuantificarea acidului cafeic din suplimentele alimentare analizate
se va realiza cu ajutorul dreptei de calibrare obtinute de CNF/C-SPE. Rezultatele se vor
compara cu cele obtinute prin metoda spectrofotometrica Folin-Ciocalteu. De asemenea studiile
de stabilitate si interferenta vor fi realizate pentru CNF/C-SPE.

5.1.7. Validarea metodei voltametrice

Metoda spectrofotometrica Folin-Ciocalteu a fost utilizat pentru validarea noii metode
electroanalitice bazatda pe C-SPE modificat. Solutiile preparate cu acid cafeic de diferite
concentratii au reprezentat solutiile standard[113].

Continutul unei capsule din fiecare supliment alimentar a fost dispersat in 50 mL
solutie de PBS (pH = 3,6) pentru analiza electrochimica. Pentru a pregati corespunzator probele
pentru analiza, s-au utilizat ultrasonicarea urmata de filtrare.

Cantitatile de acid cafeic din suplimentele alimentare s-au calculat din dreptele de
calibrare care corespund celor doua metode de determinare, spectrofotometrica si voltametrica
(CNF/C-SPE), luand in considerare dilutiile si cantitatea de supliment alimentar luat in analiza.
Rezultatele, exprimate in mg acid cafeic pe comprimat/ capsula, se prezinta in Tabelul 5.12.

Tabel 5.2. Continutul de acid cafeic determinat in probele analizate prin metoda spectrofotometrica si cea

voltametrica
Supliment alimentar _Metode_l voltametrica Met_oda sp_ectrofotometricé
Acid cafeic (mg / capsula) Acid cafeic (mg / capsula)
Detox-Activ 101,5 + 4,1 102,4 + 3,9
DVR Stem Glicemo 190,5+7,2 202,1 + 8,1
Ceai Verde (Green Tea) 1776 £ 5,6 177,7+4,8

Se poate observa ca valorile continutului de acid cafeic obtinute prin cele 2 metode
sunt apropiate. Analiza de varianta (ANOVA) a aratat ca nu exista o diferenta semnificativa intre
cele trei seturi de valori la un nivel de incredere de 95%. Aceasta demonstreaza ca metoda
voltametrica este o metoda sensibila, valida si precisa pentru determinarea acidului cafeic din
suplimente alimentare.

In urmatoarea etapa s-a determinat continutului de polifenoli prin metoda UHPLC-
MS/MS cu ionizare ESI, folosind un spectrometru de masa de inalta rezolutie Q Exactive™
Focus Hybrid Quadrupole-OrbiTrap (ThermoFisher Scientific) echipat cu HESI, cuplat la un
cromatograf de lichide de inalta performanta UltiMate 3000 UHPLC (ThermoFisher Scientific)

Calibrarea s-a realizat in intervalul de concentratie 50 - 2000 ug / L pentru fiecare
dintre acizii fenolici si flavonoizi, prin diluarea in serie cu metanol a amestecului standard de
concentratie 10 mg/L. Din datele obtinute, s-a calculat cantitatea de acid cafeic existenta pe
capsula, pentru fiecare produs. Rezultatele se regasesc in Tabelul 5.14.
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Tabel 5.3. Continutul de acid cafeic determinat in probele analizate prin metoda HPLC
Metoda HPLC
Acid cafeic (mg / capsula)

Supliment alimentar

Detox-Activ 99,84
DVR Stem Glicemo 197,9
Ceai Verde (Green Tea) 185,58

Din Tabelul 5.14 se poate observa ca valorile obtinute prin metoda cromatografica sunt
apropiate de cele obtinute prin CV si IR, ceea ce dovedeste inca o data, precizia, selectivitatea
si sensibilitatea senzorului CNF/C-SPE dar si fezabilitatea metodei voltametrice.

5.1.8. Studii de stabilitate

Senzorul CNF/C-SPE poate fi utilizat in mod repetat in conditile de masurare
prevazute in acest studiu, fara a-si modifica voltamograma ciclica cu mai mult de 5% pentru cel
putin 100 de masuratori. Cu toate acestea, abaterea standard relativa (RSD) a 10
voltamograme ciclice replicate inregistrate in solutia de acid cafeic 10° M este de 3,02%.
Timpul de contact cu solutia de analizat trebuie sa fie cat mai scurt posibil, iar senzorul trebuie
spalat cu solutie de sustinere a electrolitilor (PBS cu pH 3,6 Tn acest caz) si cu apa ultrapura
dupa fiecare masurare.

5.1.9. Studii de interferenta

Pentru a evalua selectivitatea senzorului CNF/C-SPE pentru detectarea acidului cafeic
in probe complexe, a fost studiata influenta unor specii inrudite chimic, care ar putea interfera in
cuantificarea acidului cafeic 10° M in conditii optime.

Determinarea acidului cafeic este influentata mai mult de prezenta catecolului, in timp
ce acidul galic, acidul L-ascorbic, acidul uric, acidul ferulic si acidul vanilic au o influenta mica in
determinarea cantitativa a acidului cafeic. Acest lucru este legat de potentialele de oxidare ale
catecolului si ale acidului galic, care sunt apropiate de cel al acidului cafeic.

Ceilalti compusi care interfereaza apar in voltamogramele ciclice ca picuri noi, care nu
influenteaza picurile anodice sau catodice ale acidului cafeic. Din aceste rezultate, se poate
concluziona ca senzorul CNF / C-SPE este selectiv pentru acidul cafeic in probe reale si are o
precizie si o selectivitate buna.

5.2. Concluzii

in urma analizei electrozilor imersati in solutie dubld de ferocianura de potasiu si
clorura de potasiu, s-au inregistrat picuri bine definite si reproductibile, putand fi folositi pentru
analizele unor probe reale. intalnim caracteristici similare a celor trei electrozi si in cazul analizei
solutiei de acid cafeic pur. Acest lucru dovedeste ca toti cei trei senzori pot da, ulterior,
raspunsuri satisfacatoare.

Ulterior s-a putut calcula si coeficientul de difuzie al acidului cafeic, in cazul utilizarii
fiecarui electrod. Rezultat mai bun s-a obtinut in cazul folosirii CNF/C-SPE. Dupa aceasta
analiza am folosit cei trei senzori pentru formarea curbelor de calibrare, utile pentru identificarile
ulterioare. Se observa o dependenta liniard intre intensitatea picului si concentratia solutiei in
domeniul folosit (0,1-40 uM) pentru toti cei trei senzori folositi.

La concentratii mai mari, semnalul electrochimic creste mai lent, datorita saturarii
centrilor active de pe suprafata electrodului de lucru. in urma calculelor, limitele de detectie au
valori mici, ceea ce dovedeste inca odata ca senzorii au o sensibilitate buna. Valoarea cea mai
redusd a LOD s-a obtinut in cazul CNF/C-SPE. in ultima parte a lucrarii, am ales detectia
acidului cafeic in trei suplimente alimentare (Detox Activ, DVR Stem Glicemo, Ceai verde).

In toate cele trei cazuri s-au evidentiat picurile caracteristice substantelor de analizat,
picuri care corespund reactiilor de oxido-reducere de la nivelul electrodului de lucru. Fiind
formulari farmaceutice complexe, pe langa picurile caracteristice acidului cafeic existent, s-au
evidentiat si picuri datorate excipientilor sau altor principii farmacologice electroactive, prezente
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in mostra de analizat. Pentru validarea rezultatelor s-a folosit metoda spectrofotometrica Folin
Ciocélteu dar si metoda HPLC prin care s-au obtinut rezultate similare.

Astfel, s-a dovedit cd metoda voltametrica este utila si valabild pentru determinarea
continutului de acid cafeic din suplimentele alimentare. Proba analizatd necesita un tratament
minim inainte de analiza, iar echipamentul este simplu, portabil si sensibil. Aceasta metoda
analitica este utila ca metoda de screening pentru a determina continutul de acid cafeic al
suplimentelor nutritive sau al probelor farmaceutice. Cantitatea mica de esantion necesara,
timpul redus necesar pentru analiza esantionului si portabilitatea sunt avantajele care fac
aceasta metoda electroanalitica potrivita pentru controlul calitatii suplimentelor alimentare.

In viitor, se asteapta ca nanotehnologia sa fie utilizatd tot mai frecvent pentru
modificarea senzorilor cu nanomateriale, in vederea cresterii proprietatilor de detectie.

CAPITOLUL 6. Dezvoltarea senzorilor si biosenzorilor serigrafiati
pentru determinarea acidului ferulic din produse cosmetice

Introducere

Scopul acestei lucrari este de a studia comportamentul electrochimic si determinarea
calitativa si cantitativa a acidului ferulic cu trei tipuri de electrozi: un electrod serigrafiat pe baza
de nanofibre de carbon (CNF/SPE), un electrod serigrafiat pe baza de nanofibre de carbon
modificat cu nanoparticule de aur (CNF-GNP/SPE) si un biosenzor obtinut in urma modificarii
CNF-GNP/SPE prin imobilizarea tirozinazei pe suprafata acestuia. De asemenea, metoda
electroanalitica va fi validata pentru cuantificarea acidului ferulic in diferite produse cosmetice
folosind o metoda clasica, spectrometria in domeniul infrarosu.

6.1. Rezultate si discutii

6.1.1. Comportamentul voltametric al electrozilor in PBS si ferocianura de potasiu

Analiza preliminara a evaluat comportamentul electrochimic ale CNF/SPE, CNF-
GNP/SPE si CNF-GNP-Ty/SPE. Solutiile electrolitice utilizate au fost: solutie de tampon fosfat
(PBS pH 7,0) si solutie de ferocianura de potasiu 10°M — PBS 10 M.

Primul interval de potential folosit a fost -1,0 V si +1,3 V, in care semnalul nu a fost
stabil, cu nici unul dintre electrozi. Astfel ca, treptat potentialul vertexului negativ a fost crescut,
pana cand s-a obtinut un semnal stabil, atat in cazul solutiei PBS, ferocianura de potasiu-PBS
si acid ferulic-PBS. S-a obtinut un semnal stabil pentru toate solutiile analizate in domeniul de
potential situat intre -0,4 si +1,3 V.

Acest domeniu de potential a fost folosit initial pentru studiul comportamentului
electrochimic a CNF/SPE, CNF-GNP/SPE si CNF-GNP-Ty/SPE imersati in PBS 10™'M (pH 7,0).
Viteza de scanare a fost 0,1 Vxs™. S-au observat un pic catodic, in cazul CNF-GNP/SPE si
CNF-GNP-Ty/SPE la E= 0,440 V (curentul -13,361 pA) si respectiv E= 0,455 V (curentul -
11,286 pA). Aceste picuri apar datorita modificarii electrozilor serigrafiati cu nanoparticule de
aur, respectiv tirozinaza, in cazul biosenzorului. Curentul de fond a fost redus pentru toti cei trei
electrozi utilizati.

Urmatoarea analiza s-a desfasurat imerséand, pe rand, cei trei electrozi, intr-o solutie de
ferocianura de potasiu 10° M-PBS 10" M (pH 7,0). Domeniul de potential a fost intre -0,4 Si
+1,3 V, iar viteza de scanare de 0,1 Vxs™. In voltamogramele ciclice obtinute cu cei trei
electrozi se observa un pic anodic si unul catodic. Aceste picuri sunt datorate procesului de
oxido-reducere a ferocianurii care are loc la suprafata electrodului.

In urma parametrilor inregistrati si calculati se poate afirma ca E4, are valori apropiate
pentru CNF/SPE si CNF-GNP/SPE si o valoare mai mica in cazul CNF-GNP-Ty/SPE. Toti cei
trei electrozi prezinta un raport /I, ce depaseste valoarea 1. Din valorile |,o/l,, si AE, mai mari
decét valorile teoretice, se poate aprecia ca procesele redox sunt cvasireversibile [114].

Cele mai inalte picuri sunt observate in cazul CNF-GNP/SPE, ceea ce arata o
sensibilitatea superioara la detectia ferocianurii de potasiu si efectul sinergetic al
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nanoparticulelor de aur in electrodetectie. Prezenta Ty pe suprafata biosenzorului este clar
evidentiata prin diferentele observate intre comportamentul electrochimic al CNF-GNP/SPE si
cel al CNF-GNP-Ty/SPE.

6.1.2. Aria suprafetei active a electrozilor

in etapa urmatoare s-au inregistrat voltamogramele C|CI|ce Ia diferite viteze de scanare
(0.1-1.0 Vxs™), folosind solutia de ferocianura de potasiu 10° M-10" M PBS (pH 7,0). in Figura
6,5 (a,c,e) se poate observa ca intensitatea picurilor corespunzatoare proceselor de oxido-
reducere a ferocianurii creste odata cu cresterea vitezei de scanare.

Pentru toti electrozii, se constatd o dependenta liniara intre curentul picului anodic si
radacina patrata a vitezei de scanare care demonstreaza ca procesul electrochimic este
controlat de difuzia speciilor electroactive [115]. Pentru a calcula aria activa a electrozilor s-a
folosit ecuatia Randles-Sevcik [116].

Rezultatele obtinute se prezinta in Tabelul 6.3.

Tabel 6.1. Aria suprafetei active a electrozilor utilizati in analiza

Electrod Aria suprafetei active (cm?)
CNF/SPE 0,1819 + 0,0036
CNF-GNP/SPE 0,1868 + 0,0037
CNF-GNP-Ty/SPE 0,1774 + 0,0035

Biosenzorul CNF-GNP-Ty/SPE prezinta cea mai mica valoare a suprafetei active
deoarece Ty imobilizata pe suprafata electrodului nu participa la procesul de oxidoreducere a
ferocianurii demonstrand selectivitate. Cei doi senzori serigrafiati au o suprafata activa
apropiata ca valoare, insa modificarea suprafetei electrodului cu nanoparticulelor de aur explica
aria activa mai mare a CNF-GNP/SPE.

6.1.3. Raspunsul voltametric al electrozilor in solutia de acid ferulic

Pentru studiile de detectie a acidului ferulic cu sensibilitate mai mare si cu o
selectivitate mai buna s-au folosit electrozii CNF-GNP/SPE si CNF-GNP-Ty/SPE. in Figura 6.6
se poate observa, prin comparatie, raspunsul ewdent al celor doi electrozi, atunci cand sunt
imersati intr-o solutie de acid ferulic 10 *M - PBS 10"'M (pH 7,0) b).

120]  a) — CNF-GNP/SPE 160 b) — CNF-GNP/SPE
. —— CNF-GNP-Ty/SPE 140 —— CNF-GNP-Ty/SPE
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Figura 6.1. a) Voltamogramele ciclice ale CNF-GNP/SPE (linia neagra) si CNF-GNP-Ty/SPE

(linia rosie) imersati in solutia de PBS 10™" M (pH 7,0). b) Voltamogramele ciclice ale CNF-

GNP/SPE (linia verde) si CNF- GNP -Ty/SPE (linia albastra) imersati in solutle de acid ferulic
10 M si PBS 10™" M (pH 7,0). Viteza de scanare: 0,1 V-s™

In prezenta acidului ferulic, se evidentiaza trei picuri anodice si doua catodice de
intensitati si potentiale diferite, relationate cu oxidarea, respectiv reducerea acidului ferulic la
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nivelul elementului sensibil. Acest comportament electrochimic este similar cu cel observat in
alte studii publicate anterior [117].

in cazul CNF-GNP-Ty/SPE potentialul picului catodic | are o valoare mai redusa,
aceasta deplasare spre valori negative ale potentialului indicand faptul ca procesul de reducere
este puternic influentat de prezenta enzimei [118,119]. Aceasta detectie la un potential mai
redus indica faptul ca procesul de reducere are nevoie de o energie de activare mai mica in
cazul biosenzorului [120].

Prin urmare, biosenzorul are sensibilitate si selectivitate mai buna comparativ cu
senzorul la detectia FA. Procesele de reducere sunt cele ale compusilor chinonici formati prin
oxidare anodica, procese care au loc in doua etape rezultand doua picuri catodice bine definite.

Imobilizarea enzimei a fost confirmata prin analiza voltametrica, asa cum se observa in
Figura 6.6. Se constata ca enzima imobilizata in biosenzor catalizeaza reactiile de hidroxilare a
nucleului benzenic si de oxidare a derivatului orto-difenolic la chinona corespunzatoare [121].
Din acest motiv picul de reducere | este modificat substantial, fiind principala diferenta
observata intre senzor si biosenzor.

Obtinerea unor valori mai mici ale potentialului picului sugereaza un proces rapid de
transfer de electroni in procesul redox al acidului ferulic la nivelul suprafetei active [122]. La
analiza semnalului obtinut cu CNF-GNP-Ty/SPE, potentialul picului catodic | are o valoare mult
mai mica decat in cazul CNF-GNP/SPE ceea ce inseamna ca procesul de reducere al
produsului de oxidare electrochimica al acidului ferulic necesitd o energie de activare mai
redusd in cazul biosenzorului [123]. in plus, valoarea curentului catodic al CNF-GNP-Ty/SPE
este mai mare dacéat in cazul CNF-GNP/SPE, ceea ce demonstreaza ca biosenzorul este mai
sensibil la detectia electrochimica a produsului de oxidare a acidului ferulic. De asemenea,
raportul I/l este mai mare in cazul biosenzorului. Aceasta crestere a curentului catodic in
cazul biosenzorului se datoreaza enzimei tirozinaza care catalizeaza procesul de oxidare a
acidului ferulic [124].

in consecinta, in cazul CNF-GNP-Ty/SPE are loc oxidarea acidului ferulic printr-un
mecanism ce implica transferul a doi protoni si doi electroni [125]. In urma oxidarii acidului
ferulic, principalul produs obtinut este derivatul o-quinonic al acidului ferulic [125]. Tirozinaza
imobilizata pe suprafata senzorului creste selectivitatea biosenzorului, fapt confirmat, in special
de cresterea curentului picului catodic si deplasarea picului catodic la un potential mai negativ
comparativ cu cel observat pentru CNF-GNP /SPE.

In etapa urmatoare, s-a studiat comportamentul electrochimic a celor doi electrozi la
scanare cu diferite viteze (in domeniul situat intre 0,1 Vxs™ and 1,0 sz'1), crescand viteza de
scanare de fiecare data cu 0,1 Vxs™, in solutie de acid ferulic 10°M (electrolitul suport a fost
solutie PBS 10™ M la pH 7,0). Dependenta liniara dintre Ic si v confirma faptul ca procesul redox
al acidului ferulic este controlat de procesul de transfer de electroni [126]. Prin urmare procesul
de reducere este guvernat de ecuatia lui Laviron [127].

Comparand rezultatele obtinute cu CNF-GNP-Ty/SPE si CNF-GNP/SPE, se poate
afirma ca in ambele cazuri procesul de reducere este controlat de transferul de electroni,
procesul fiind mai rapid in cazul biosenzorului (comparand pantele celor doua ecuatii de
ajustare liniara prezentate in Tabelul 6.5). Cu ajutorul ecuatiei Laviron au fost calculate valorile
concentratiei speciei oxidate (I'), iar rezultatele sunt prezentate in Tabelul 6.5.

Tabel 6.2. Ecuatia liniara a dreptei (iz vs. v), R si I*

Electrod Ecuatia dreptei R? ' (mol-cm™)

CNF-GNP/SPE y=-2585x10"°x-2,348 x 10>  0,9994 5,02 x 107"

CNF-GNP-Ty/SPE y=-3,1137 x 10° x—3,4962 x 10™° 0,9996 6,05 x 107"
Y = lpe; X= V.

Din aceste rezultate se poate aprecia ca biosenzorul are proprietati electroanalitice
superioare la detectia acidului ferulic. In plus, prezenta tirozinazei asigurd o selectivitate
superioara biosenzorului in probe complexe. Imobilizarea tirozinazei impreuna cu nanofibrele
de carbon si nanoparticulele de aur duce la o biosensibilitate si conductibilitate mai buna,
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aceste nanomateriale avand efect sinergic in biodetectie. Prin urmare, pentru analizele
cantitative s-a folosit biosenzorul realizat in acest studiu.

6.1.4. Raspunsul biosenzorului la diferite concentratii de acid ferulic

Iterior, voltametria ciclica a fost utilizatd pentru detectia acidului ferulic in diferite concentratii
folosind CNF-GNP-Ty/SPE. Se observa ca intensitatea picului de reducere | creste odata cu
cresterea concentratiei de®cid ferulic in domeniul de concentratie studiat, de la 0,1 la 129,6 uM
(Figura 6.9).
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Figura 6.2. Curba de calibrare a biosenzorului in domeniul de concentratie 0,1-129,6 uM (a) si
0,1-1,6 uM (b).

Cresterea curentului de reducere este liniara cu concentratia in domeniul de la 0,1
pana la 1,6 uM, iar ecuatia de regresie liniara este y = -0,2529x - 6,3845 (R2 =0,9961, n =5) cu
Iin11ita de detectie (LOD) de 2,89 x10° mol L™ si o limit4 de cuantificare (LOQ) de 9,64 x10°° mol
L.

6.1.5. Stabilitate, reproducibilitate, repetabilitate. Studii de interferenta

Biosenzorul este stabil si poate fi folosit pentru mai mult de 50 de masuratori prin
voltametrie ciclici in solutii ce contin FA. in ceea ce priveste reproductibilitatea metodei de
fabricare, nu s-au obtinut diferente mai mari de 2% intre biosenzori preparati identic imersati in
solutii de FA de aceeasi concentratie. De asemenea, variatia raspunsului biosenzorului la
determinarea FA in solutie de aceeasi concentratie, la scoaterea din solutie, clatire si repetarea
voltamogramei ciclice nu a depasit 3%. Biosenzorul a dovedit o selectivitate foarte buna
potentialul si curentul picului catodic ramanand practic nemodificat la adaosuri de compusi care
se gasesc in produsele cosmetice, de exemplu propandiol, glicerina, vitamina E etc.

6.1.6. Determinarea FA in produse cosmetice

Pentru a verifica practicabilitatea si fezabilitatea metodei propuse, CNF-GNP-Ty/SPE a
fost folosit pentru detectia acidului ferulic din produse cosmetice cu forma de prezentare si
consistenta diferita: ser, crema si emulsie.

In Figura 6.11 se prezintd voltamogramele ciclice ale CNF-GNP-Ty/SPE imersat in
solutii de Ser antioxidant Ordinary de diferite concentrati. Se pot observa picurile
reprezentative proceselor electrochimice ale acidului ferulic, iar picul de reducere | s-a folosit
pentru cuantificare.
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Figura 6.3. Voltamogramele ciclice ale CNF-GNP-Ty/SPE imersat in solutii obtinute din serul
antioxidant Ordinary de concentratii diferite: 6 x 107 % FA (linia neagra); 1,2 x 1072% FA (linia
verde), 1,8 x 1072 % FA (linia rosie), 3,6 x 107 % FA (linia albastra).

Tinand cont de curentul picului catodic, de cantitatea de produs cosmetic luat in
analizéd si de ecuatia dreptei de calibrare s-au calculat concentratiile de acid ferulic din
produsele cosmetice obtinand rezultatele incluse in Tabelul 6.6.

Pentru validarea metodei voltametrice, produsele cosmetice au fost analizate si prin
metoda spectrometrica in domeniul infrarosu.

Cantitatile de acid ferulic din produsele cosmetice au fost calculate din ecuatia de
calibrare corespunzatoare picului de la 1050 cm™, pic relationat cu vibratia de alungire (stretch)
a gruparii C-O fenolice [128] Toate experimentele au fost realizate n triplicat iar rezultatele se
prezinta in Tabelul 6.6.

Tabel 6.3. Rezultatele cuantificarii acidului ferulic in produse cosmetice

Produsul cosmetic c% FA c%hFA
Metoda FTIR Metoda voltametrica
ORDINARY 2,932 3,114
EMULSIE 0,090 0,104
SABIO 0,096 0,112
RSD= 2%

Se observa ca se obtin valori apropiate ale concentratiei de FA in produsele cosmetice
prin cele doua metode, ceea ce demonstreaza ca metoda cu biosenzorul CNF-GNP-Ty/SPE
este utila pentru cuantificarea FA cu o precizie adecvata.

In cazul produsului ORDINARY, la care producatorul indica o concentratie de 3% FA,
se poate observa ca rezultatele obtinute prin ambele metode sunt apropiate de cele indicate,
demonstrand acuratetea si precizia celor doua metode la detectia FA. Pentru separarea,
identificarea si cuantificarea acidului ferulic din probele cosmetice s-a utilizat cromatografie
lichida de inalta performanta in tandem cu spectrometria de masa cu ionizare electrospray.

Din datele obtinute, s-a calculat concentratia de acid ferulic, pentru fiecare produs.
Rezultatele se regasesc in Tabelul 6.9.

Tabel 6.4. Continutul de acid cafeic determinat in probele analizate prin metoda UHPLC
Metoda UHPLC
Acid ferulic %c

Supliment alimentar

ORDYNARY 3,147
GEROVITAL 0,082
SABIO 0,0504
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Din rezultatele obtinute prin cuantificarea FA cu ajutorul UHPLC, putem observa ca
valorile sunt mai apropiate de cele obtinute prin metoda voltametrica in cazul serului antioxidant
Ordinary si a emulsiei demachiante Gerovital.

In cazul produsului Sabio existd o diferentd mai mare intre valori. Aceasta diferenta ar
putea fi cauzata de influenta celorlalti compusi fenolici cu structura apropiata, existenti in proba.

6.2. Concluzii

S-au realizat si caracterizat trei (bio)senzori pe baza de nanomateriale si tirozinaza
pentru detectia electrochimica a acidului ferulic. Biosenzorul CNF-GNP-Ty/SPE a fost construit
prin tehnica drop-and-dry, urmata de reticularea tirozinazei cu ajutorul glutaraldehidei. CNF-
GNP-Ty/SPE s-a dovedit a fi util Tn analiza acidului ferulic in produse cosmetice. Cuantificarea
pe baza picului catodic a permis detectarea selectiva a FA din matrici complexe. Utilizarea
voltametriei ciclice ca metoda de detectie a permis studiul detectiei FA si atingerea unor
performante analitice excelente cu aplicabilitate in electroanaliza.

Concentratile de FA obtinute cu biosenzorul CNF-GNP-Ty/SPE sunt similar cu
rezultatele obtinute prin metoda standard de analiza FTIR sau cu cele indicate de producator.
De asemenea, analiza UHPLC a aratat cantitati apropiate de acid ferulic precum metoda
voltametrica.

Metoda realizata in acest studiu are o serie de avantaje, cum ar fi precizie buna,
simplitate si cost redus. In plus, metoda are o precizie foarte buna si este versatila putand fi
folosita in analiza de rutina in controlul calitatii produselor cosmetice, farmaceutice, suplimente
alimentare si alte tipuri de probe.

CAPITOLUL 7. Determinarea simultana a acidului cafeic si a
acidului ferulic dintr-un supliment alimentar, utilizidnd un senzor
serigrafiat pe baza de nanofibre de carbon

In lucrarea de fatd, am ales un electrod serigrafiat pe baz& de nanofibre de carbon
(CNF/SPE) pentru cuantificarea simultana a doi acizi hidroxicinamici (acidul cafeic si acidul
ferulic) dintr-un produs cu o formula complexa, fito-homeopata, cu rol in reducerea aparitiei
tulburarilor aparatului vizual. CNF/SPE a fost ales pe baza studiilor precedente, in care a
demonstrat o sensibilitate si reproductibilitate ridicata. Si in acest studiu CNF/SPE s-a dovedit a
fi potrivit si eficient, cu o limitd de detectie scazutd pentru determinarea ambilor compusi
electroactivi. Tehnica electrochimica utilizata a fost voltametria ciclica.

De asemenea, s-a urmarit determinarea capacitatii antioxidante al acestor compusi in
produsul Eye Blend prin metoda DPPH.

7.1. Rezultate si discutii

7.1.1. Studiile preliminare in vederea caracterizarii electrodului

Studiile preliminare ce caracterizeaza senzorul CNF/SPE au fost realizate atat in
solutie de PBS pH= 7,0 (Figura 6.3 a), cat si in solutie de ferocianura de potasiu 10° M (Figura
6.4 a) si descrise amanuntit, in lucrarea anterioara. in urma calculelor aria suprafetei active a
senzorului are valoarea 0,1819 cm?, fiind superioara ariei geometrice, ceea ce arata o
sensibilitate optima a senzorului.

7.1.2. Comportamentul voltametric al CNF/SPE in solutii de acid ferulic si acid
cafeic
In urméatoarea etapé, s-au analizat solutiile de acid ferulic, respectiv acid cafeic 10° M
(electrolit suport PBS 10™ M, pH 7,0) cu senzorul CNF/SPE, folosind voltametria ciclic.
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in Figura 7.1. este prezentata voltamograma ciclica obtinutd de CNF/SPE prin imersie in
solutie de acid ferulic 10° M (electrolit PBS pH=7,0), la a doua scanare. Se pot observa trei

picuri anodice si doua picuri catodice bine evidentiate.
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Figura 7.1. Voltamograma ciclicd CNF/SPE imersat in in solutia de acid ferulic 10° M si PBS
10" M (a doua scanare) la 0,1 V/s

Initial, voltamograma ciclica inregistrata, afisa doua picuri de oxidare ireversibile lla la
E=0,388 V si llla la E=0,552 V, aferente cu inceputul procesului de electropolimerizare.
Valoarea potentialului masurat este apropiat cu cel obtinut in alte studii{125]. La a doua
scanare (Figura 7.1), picurile lla si llla scad in intensitate si se evidentiaza perechea de picuri,
I./lc, indicand depunerea unui film electroactiv pe suprafata electrodului.

Perechea de picuri I, (1,=23,308 pA, E=0,235 V) / I, (I:=-23,87 pA, E=0,179 V),
corespunde unui proces redox cvasi-reversibil (mecanismul de oxido-reducere a sistemului o-
ginona/o-hidrochinona). Se poate observa si un pic llc suplimentar, fard un omolog anodic.

Picurile lla si llla sunt relationate de oxidarea FA, eliminandu-se un electron si un proton,
conducand la un radical stabil, urmata de o a doua eliminare de electroni, prin scindarea
gruparii metoxi, care duce la formarea o-chinonei, reactie ce explica sistemul reversibil Ic /
la[125].

De asemenea, s-a studiat comportamentul electrochimic al CNF/SPE intr-o solutie de
acid cafeic 10° M-PBS 0,1 M pH 7,0. n Figura 7.2. se observa un pic anodic si unul catodic,
relationate cu procesul de oxido-reducere al acidului cafeic. Mecanismul a fost explicat in
detaliu in sectiunea 5.2.3. Picul anodic este inregistrat la E=0,242 V avand |,,= 64,055 pA iar

picul catodic la E= 0,160 V $i1lgg=-36,461 pA.
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Figura 7.2. Voltamograma ciclicd a CNF/SPE imersat in solutie 10 M acid cafeic (solutie PBS
107" M pH =7,0)la 0,1 VIs.
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in continuare s-a studiat influenta vitezei de scanare asupra raspunsului voltametric al
senzorului CNF/SPE 1in solutie de CA, respectiv FA 10° M (electrolit suport PBS 0,1 M pH 7,0,
la diferite viteze de scanare situate intre 0,1 V/s si 1,0 V/s, crescand viteza de scanare de
fiecare data cate 0,1 V/s.

In urma reprezentarii grafice a curentilor picurilor anodice in functie de ridacina patrata a
vitezei de scanare s-a constatat o dependenta liniara intre cei doi parametri, ceea ce
demonstreaza ca procesul redox este controlat de fenomenul de difuzie.

Rezultatele obtinute se prezinta in Tabelul :

Tabel 7.1. Ecuatiile liniare, R si coeficientii de difuzie ai CA si FA

Compus o 2 20
fenolic Ecuatia linara R D (cm®xs™)
CA y = 1,793x10°- 3,266x10° 0,9969 3,48x10®

FA y = 2,725x107°-2,942x10° 0,9999 7,24x10®

Valorile coeficientilor de difuzie ale CA si FA sunt mai mici decét alte valori obtinute in
literatura[30,129-131].

De asemenea, pentru acidul cafeic, se constatd o usoara diferentd intre valoarea
obtinutd acum, fatd de cea obtinutd in studiul anterior (4.13x10° cm®xs™), desi s-a utilizat
acelasi tip de electrod. Aceste diferente ale valorii lui D s-ar putea explica prin utilizarea solutiei
electrolit cu un pH mai mare[108].

7.1.3. Influenta concentratiei de FA si CA asupra raspunsului electrochimic
Urmatoarele experimente urmaresc determinarea simultand a celor doi acizi
hidroxicinamici folosind CNF/SPE. Pentru acest lucru s-au folosit pe rand solutii de concentratie
10°M de CA, respectiv FA. Pentru fiecare caz s-a realizat o curba de calibrare aferenta celuilalt
compus fenolic addugat in intervalul de concentratie 10-1000 uM.
In Figura 7.5. sunt prezentate voltamogramele ciclice obtinute in urma imersiei CNF/SPE
intr-o solutie de acid cafeic 10° M (electrolit suport PBS pH= 7,0) care contine concentratii

crescande de acid ferulic. B
160—+
1401

120+

100—+

80|

60|

401

20-}
oL
201
401
801
80-06 "04 .02 0 02 04 06 08 10 12 14
E/N/vs Ag/AgCI

/pA

Figura 7.3. Voltamogramele ciclice ale CNF/SPE in solutie de acid cafeic 10 M (linia mov),
apoi continand concentratii diferite de acid ferulic: 10 uM (linia neagra), 50 uM (linia rosie), 100
uM (linia verde), 500 uM (linia albastra) si 1000 puM (linia bleu).

Se poate observa un pic anodic si unul catodic de intensitati mai mari, corespunzatoare
prezentei acidului cafeic, iar pe masura ce se adauga cantitatile crescande de acid ferulic, se
evidentiaza mai bine, picurile lla si llla ireversibile aferente electropolimerizarii FA. Depunerea
FA pe suprafata electrodului ce ar corespunde unei perechi de picuri la/lc se suprapune cu
picurile corespunzatoare procesul de oxido-reducere al CA.
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La adaugarea primelor concentratii de FA, primul pic anodic sufera o usoara scadere a
intensitatii, ceea ce inseamna ca procesul de oxidare al CA este inhibat de depunerea si
oxidarea FA. In schimb, atunci cand concentratia de FA ad&dugata in solutie este egald cu
concentratia de CA, atat intensitatea picului anodic (I,,.= 70,394 pA) cat si potentialul (E,=
0,287V) prezinta valori mai mari. Acest lucru se poate explica prin faptul ca FA este mai activ
electrochimic decat CA.

Comparativ cu picul anodic, picul catodic creste in intensitate proportional cu cresterea
concentratiei de FA din solutie, concomitent cu deplasarea potentialului catre valori mai reduse.
Acest lucru arata ca ambii compusi suferd concomitent un proces de reducere.

Similar determinarilor precedente, Figura 7.4 prezinta voltamogramele ciclice obtinute
de CNF/SPE inregistrate pe rand intr-o solutie de FA 10M, concentratie ce rdmane constants,
crecand exponential concentratia de CA (10-1000 uM). Pe masura ce concentratia de CA din
solutie creste, se evidentiaza o intensitate mai mare a primului pic anodic, aferent oxidarii
acidului cafeic. Prezenta CA in solutie nu Tmpiedica oxidarea FA. Cresterea constanta a
intensitatii picului anodic se explica prin sinergia proceselor de oxidare a celor doi compusi.

La fel ca in Figura 7.5, atunci cand in solutie avem aceasi concentratie de CA si FA,
potentialul primului pic anodic se deplaseaza spre o valoare mai mare. in ceea ce priveste picul
catodic, atunci cand in solutia cu o concentratie constanta de FA, se adauga progresiv cantitati
de CA, intensitatea picului creste intr-un ritm mai rapid, iar potentialul se deplaseaza spre valori
mai mici.
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Figura 7.4. Voltamogramele ciclice ale CNF/SPE in solutie de FA 10 M (linia neagra), apoi
continand concentratii diferite de CA: 10 uM (linia rosie), 50 uM (linia verde), 100 puM (linia
albastra), 500 puM (linia bleu) si 1000 uM (linia violet).

Pe baza voltamogramelor ciclice obtinute mai sus, a fost studiata relatia dintre
concentratile adaugate si intensitatea picurilor catodice pentru CA si FA. Picurile catodice au
avut o crestere constanta in ambele situatii, ceea ce arata ca procesul de reducere a fost
influentat de prezenta ambilor antioxidanti. Intervalul de concentratie studiat a fost 10-1000 uM
pentru compusul fenolic studiat, in timp ce concentratia celuilalt era constanta.

Existd o dependenta liniara intre concentratia de FA (a), respectiv CA (b) si
intensitatea picului catodic inregistrat. Ecuatiile dreptelor de calibrare, dar si valorile LOD si
LOQ obtinute sunt notate in Tabelul 7.2.

Tabel 7.2. Valorile LOD si LOQ, ecuatia dreptei si R* a senzorului CNF/SPE pentru detectia
simultana a CA si FA

CNF/SPE LOD (M) LOQ (M) R? Ecuatia dreptei

Detectia FA 2,33x107 7,78x107  0,9961  I(uA)=-0,0143 pg / uL — 38,436
Detectia CA 2,39x107 7,97x107  0,9981 I(uA )=-0,0205 pg / uL - 33,148
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Valorile reduse ale limitei de detectie si cuantificare demonstreazad o sensibilitate
sporitd a senzorului de a determina simultan FA si CA dar si fezabilitatea metodei voltametrice
folosite. Valorile LOD si LOQ obtinute in prezentul studiu sunt similare cu cele prezentate in alte
cercetari[132-134].

7.1.4. Studii de interferenta

Pentru investigarea diverselor interferente asupra determinarii simultane a CA si FA au
fost adaugate, pe rand, in solutie, substantele acid vanilic, acid galic si quercetina. Initial s-au
addugat pe rand, concentratii de 5x10™, din fiecare interferent. Modificdrile semnalului au fost
insesizabile. Apoi s-au addugat concentratii mai mari din fiecare compus (10 M) pentru a testa
limita de toleranta. Quercetina este cea care a influentat mai mult aspectul picurilor, datorita
structurii chimice asemanatoare cu cea a CA si FA. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 7.3.

Tabel 7.3. Interferenta unor specii inrudite chimic asupra determindrii simultane a CA si FA (1 0’ M).

Compusul Raport Raport

interl:eret conc:ntratii Recuperare / % conc:ntratii Recuperare [ %
Quercetina 1:0,5 100+ 4,6 1:1 96 + 2,1
Acid vanilic 1:0,5 102+1,9 1:1 98 + 3,1
Acid galic 1:0,5 102 £ 4,1 1:1 99 + 3,5

7.1.5. Stabilitatea si repetabilitatea senzorului

Pentru a investiga repetabilitatea senzorului, masuratorile voltametrice au fost
efectuate intr-o solutie de CA si FA 10 M (din ambii compusi), cu acelasi senzor de 10 ori.
Abaterea standard relativa (RSD) a masuratorilor a fost de 4,5%. Intre masuratori, CNF/C-SPE
a fost clatit cu 0,01 M PBS de pH 7,0. Prin urmare, CNF/C-SPE se poate utiliza in mod repetat.

Stabilitatea senzorului a fost verificata prin monitorizarea raspunsului voltametric intr-o
solutie cu concentratie egald de CA si FA (10 M) la intervale regulate (1 zi) pentru o perioada
de o luna. In toatd aceasta perioada senzorul a fost depozitat la 4° C intr-un frigider. Raspunsul
electrochimic s-a pastrat in proportie de 90%.

7.1.6. Determinarea simultana a CA si FA in produsul Eye Blend

Pentru confirmarea fezabilitatii metodei, s-a ales produsul Eye Blend in vederea
detectiei CA si FA in compozitia acestuia, folosind CNF/SPE. in Figura 7.8. se prezinta primele
5 scanari ale CV, inregistrate cu CNF/SPE imersat in solutia obtinuta prin dizolvarea capsule
de Eye Blend in PBS 10" M, pH 7,0.
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Figura 7.5. Voltamogramele ciclice inregistrate cu CNF/C-SPE imersat in solutia de Eye Blend
(1 cps /50 mL PBS 0,1M, pH 7,0): prima scanare-linia rosie, a doua scanare-linia verde, a treia
scanare-linia albastra, a patra scanare-linia portocalie, a cinicea scanare-linia neagra
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Se remarca aspectul picurilor anodice de la prima scanare a CV, ce reflecta prezenta
acidului ferulic. La urmatoarele scanari, al doilea si al treilea pic scand in intensitate, ca urmare
a procesului de depunere a FA pe suprafata electrodului. Scaderea in intensitate a celor doua
picuri s-ar putea datora si prezentei in compozitie unor alti compusi electroactivi, ce inhiba
activitatea FA. Cuantificarea FA si CA se va face cu ajutorul picului catodic. Potentialul picului
catodic aferent prezentei CA este apropiat de cel al FA, astfel ca este dificil de determinat
concentratia exacta a compusilor. Totusi au fost estimate cantitatile de FA si CA, dupa cum se
poate vedea in Tabelul 7.3.

Tabel 7.4. Datele cantitative ale determinarii CA si FA din produsul Eye Blend folosind CNF/C-SPE

Compus fenolic Metoda voltametrica
detectat % C mg/caps
CA 6,021 21,076
FA 7,516 26,306

7.1.7. Determinarea capacitatii antioxidante a CA si FA prin metoda DPPH

Metoda DPPH se bazeaza pe reactia cu donori de electroni sau radicali de hidrogen
(H*) ce produc compusi antioxidanti. Reducerea DPPH este direct proportionald cu cantitatea
de antioxidant prezenta in proba analizata[135].

S-a observant ca reducerea DPPH a fost dependenta de concentratia compusului
fenolic din proba. Atunci cand in solutia de DPPH s-au addugat concentratii egale de FA si CA
(50 ulL), s-a constatat ca procesul de reducere a reactivului a fost mai intens, obtinandu-se o
valoare mai mica a absorbantei. Acest lucru demonstreaza ca existenta ambilor compusi
fenolici in preparat (desi intr-o concentratie mai mica decat cea in care sunt luati separati),
favorizeaza un efect antioxidant mai mare.

Activitatea de eliminare a radicalului a fost exprimata ca procent si a fost calculata
folosind urmatoarea formula:

%C = (AcontroI'Aprobé) / AprobéX100

Rezultatele se regasesc in Tabelul 7.4.

Tabel 7.5. Determinarea activitdtii antioxidante a compusilor CA si FA

Volum  3,22x10° 6,25x10° 3,22x10° 6,25x10° 1,63x10°M CA 100 pL Eye

proba M CA M CA M FA M FA +1.63x10° M FA Blend
0,
/;r?ti?)?(t. 0,971922 1,523395 0,873362 1,898188 9,67391304 14,55767

Se poate afirma ca CA si FA sunt prezenti in compozitia produsului Eye Blend in
cantitati apropiate. Metoda studiatd poate fi consideratd un instrument ieftin si simplu de
manipulat ce ar putea fi aplicata pentru diverse alte produse farmaceutice.

7.2. Concluzii

Studiul a avut ca scop determinarea simultana a doi compusi fenolici, acidul cafeic si
acidul ferulic, dintr-o formula fito-homeopata. in analizele experimentale s-a folosit un electrod
serigrafiat modificat cu nanofibre de carbon. Metoda electrochimica folosita a fost voltametria
ciclica. Comportamentul electrochimic al CNF/C-SPE a fost analizat in sectiunea anterioara.

Senzorul a dovedit o sensibilitate buna pentru detectia ambilor analiti in solutia de
analizat. S-a determinat cantitativ FA si CA din produsul Eye Blend cu CNF/C-SPE prin
voltametrie ciclica. De asemenea, influenta altor specii asupra semnalului electrochimic a fost
redusa, senzorul avand specificitate favorabila. Ulterior s-a determinat activitatea antioxidanta a
compusilor, prin metoda DPPH, demonstrand astfel, efectul antioxidant, sinergic al celor doi
compusi fenolici in produsul Eye Blend.

Prin urmare, atat senzorul cat si metoda voltametrica utilizatd s-au dovedit a fi potrivite
pentru determinarea simultana a celor doi compusi fenolici dintr-un produs cu o compozitie
complexa. Se poate afirma ca aceasta metoda de detectie este sensibila, precisa, usor de
aplicat si ar putea fi folosita si pentru determinari simultane a altor compusi fenolici.
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CAPITOLUL 8. Dezvoltarea unui nou biosenzor electrochimic pe
baza de nanofibre de carbon, ftalocianina de cobalt si lacaza pentru
detectia acidului p-cumaric in fitopreparate

Introducere

Scopul acestei lucrari este evaluarea comportamentului electrochimic al unui nou
biosenzor pe baza de nanofibre de carbon, ftalocianina de cobalt si lacaza (CNF-CoPc-Lac-
SPE) la detectia PCA utilizind diferite tehnici voltametrice. De asemenea, metoda
electroanalitica va fi validata, pentru cuantificarea PCA in diferite produse fitopreparate folosind
metoda spetrometrica FTIR.

8.1. Materiale si metode

8.1.1. Prepararea senzorului CNF-CoPc/SPE

Pentru prepararea senzorului modificat CNF-CoPc/SPE am procedat astfel: pe
suprafata electrodului serigrafiat modificat cu nanofibre de carbon s-a adaugat, prin tehnica
drop-and-dry, o cantitate de 10 uL solutie de ftalocianind de cobalt 10° M in cloroform,
secvential, cu pauze pentru uscare. Uscarea s-a realizat la temperatura camerei, timp de 30
minute. Adaugarea solutiei de ftalocianina de cobalt s-a realizat cu ajutorul unei micropipete
Eppendorf.

8.1.2. Prepararea biosenzorului CNF-CoPc-Lac/SPE

Pentru prepararea biosenzorului, s-a folosit ca suport CNF-CoPc/SPE. Prin tehnica
turnarii a fost adaugat un volum de 10 pL, secvential, in doua etape, cu o pauza pentru uscare
intre cele doua adaugari, de 3 ore. Reticularea enzimei s-a realizat prin pozitionarea senzorului
deasupra unui recipient cu 2 mL glutaraldehida 2%, timp de 1 minut.

Vaporii de glutaraldehida au asigurat imobilizarea lacazei pe suprafata electrodului.
Biosenzorii au fost pastrati la 4° C pana la utilizare, maxim 72 ore [98]. In Figura 8.2 este
prezentat procesul de preparare al biosenzorului (a) si mecanismul de oxidare enzimatica al
PCA in prezenta lacazei (b).

= i e
//-\\,M/\ i Reticulare Lacaza
CNF/SPE j et r o %O
M AR +  glutaraldehida +2H-
N Nithush
N BCA tHisIN 0
R ‘--;,-/‘/ Lac == redus \i i) ht
/ (HisN cu? \ !/‘l"“
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_®» ‘
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Figura 8.1. a) Procesul de preparare a biosenzorului pe baza de lacaza avand ca suport un
electrod serigrafiat pe baza de nanofibre de carbon modificat cu ftalocianina de cobalt. b)
mecanismul de oxidare enzimatica al PCA in prezenta lacazei

8.2. Rezultate si discutii

8.2.1. Studii preliminare in vederea caracterizarii electrozilor

Pentru a observa modificarile aduse senzorului comercial pe baza de nanofibre de
carbon, suprafata activa a celor doi electrozi de lucru, a fost analizata cu metoda
spectrofotometrica FTIR
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in spectrele FTIR pentru CNF-Co-Pc/SPE, respectiv. CNF-Co/Pc-Lac/SPE, fiind
evidente diferentele, atdt ca numar de picuri cat si ca zgomot de fond. Se pot observa mai
5nu|te picuri representative prezentei lacazei, in intervalul lungimii de unda 1460-1620 cm’

[136].

In analizele preliminare, s-a evaluat comportamentul electrochimic ale CNF/SPE, CNF-
CoPc/SPE si CNF-CoPc-Lac/SPE in solutii de tampon fosfat 10" M cu valori diferite ale pH-ului
(3,0, 4,0, 5,0, 6,0). Conform studiilor anterioare, semnalul stabil a fost obtinut in domeniul de
potential -0,4 si +1,3V[3]. Prin urmare, acest domeniu de potential a fost folosit pentru studiul
comportamentului electrochimic al electrozilor imersati in PBS 10"'M (pH= 3,0, 4,0, 5,0,6,0)lao
viteza de scanare de 0,1 Vxs™.

in voltamogramele ciclice obtinute cu CNF/SPE nu s-au observat picuri in domeniul de
potential studiat (rezultatele nu sunt prezentate), ceea ce demonstreaza ca suprafata activa a
electrodului nu prezintd contaminari si nanofibrele de carbon au puritate ridicata.

La imersia senzorului CNF-CoPc/SPE in solutie de tampon fosfat la diferite valori ale
pH ului, CV a aratat doua picuri, unul anodic, de mica intensitate si unul catodic, mai evident,.
Curentul picului catodic a crescut odata cu cresterea pH-ului. La pH= 5,0, picul anodic apare la
0,67 V si picul catodic la -0,21 V. Picurile sunt relationare cu procesul de oxido-reducere a
CoPc de pe suprafata electrodului modificat si sunt in concordanta cu rezultatele obtinute in
alte studii [137].

Preliminar, a fost investigata reducerea electrochimica a lacazei de pe suprafata
biosenzorului, Tn solutie PBS cu valori ale pH-ului intre 3,0 si 6,0, iar raspunsurile CV au indicat
ca |, creste direct proportional cu cresterea pH-ului, pana la pH= 5,0. La pH=6,0, I, a avut o
scadere considerabila. Mai mult, cresterea pH-ului pana la valoarea 5,0 a determinat o
deplasare liniara a potentialului picului catodic la valori mai negative. Ecuatia de regresie este:
E,=-0,0362 pH + 0,0567.

8.2.2. Raspunsul voltametric al electrozilor in solutia de acid p-cumaric

Conform studiilor preliminare dar si studiilor de specialitate s-a constatat ca valoarea
optima a pH-ului pentru detectia compusilor fenolici, este 5,0 [138]. Picurile obtinute la aceasta
valoare a pH-ului sunt mai evidente si bine definite [139][140,141] O intensitate mai mare a
picului, indica faptul c& etapa de imobilizare nu a afectat negativ activitatea enzimei. In plus o
valoare mai mica a pH-ului ar putea contribui la degradarea mai rapida a enzimei. Prin urmare,
in urmatoarele analize experimentale s-a folosit ca electrolit suport solutia de PBS 10" M
(pH=5,0).

Electrozii de lucru s-au utilizat pentru inregistrarea voltamogramelor ciclice, folosind o
solutie de acid p-coumaric 10°M (PBS 10"'M pH=5,0). Viteza de scanare folosita a fost 0,1 V/s.
Voltamogramele ciclice arata usor diferit in functie de modificarile aduse electrodul de lucru
folosit. La prima scanare voltametrica apare, in fiecare situatie, un pic anodic bine evidentiat,
ireversibil, care este asociat cu oxidarea gruparii hidroxil pe inelul aromatic al moleculei si
formarea radicalilor fenoxi, care pot ulterior dimeriza sau polimeriza [142]. In cazul biosenzorului
picul anodic apare la un potential de 0,904 V.

La scanari succesive, produsul de oxidare a acidului p-cumaric se depune pe suprafata
electrodului formand un film polimeric, explicandu-se astfel aparitia unui alt pic de oxidare
reversibil, la un potential mai mic decéat cel al acidului p-cumaric[143]. Cresterea intensitatii
picului de oxidare reversibil se explica prin cresterea in grosime a filmului polimeric ce acopera
suprafata electrodului si impiedica difuzia acidului p-cumaric si oxidarea acestuia pe suprafata
electrodului[143].

La utilizarea CNF-CoPc-Lac/SPE, potentialul maxim aferent produsului de oxidare
apare la Ep,= 0,537 V, iar picul de reducere are un potential E,.= 0,011 V. Astfel, se confirma
cvasi-reversibilitatea procesului de oxidare. Aceste valori sunt similare cu cele intalnite in alte
lucrari ce studiaza procesul de oxido-reducere a acidului p-cumaric[143]. Atunci cand produsul
de oxidare este adsorbit pe suprafata electrodului, picul de oxidare a acidului p-cumaric scade
in intensitate, pe cand picul aferent produsului de oxidare creste in intensitate la scanari
succesive (Figura 8.8).
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Figura 8.2. Voltamograma cilclica a CNF-CoPc-Lac/SPE imersat in solutie de acid p-cumaric
10" M (electrolit PBS 10™'M, pH= 5,0): prima scanare (linia neagra), a doua scanare (linia rosie)
si a treia scanare (linia albastra).

Picul aferent produsului de oxidare are un potential de oxidare mai mic decét cel al
acidului p-cumaric datorita formarii unor polimeri organici prin oxidare[143]

CNF-CoPc-Lac/SPE se remarca printr-o valoare redusa a potentialului picului catodic,
ceea ce inseamna ca procesul de reducere necesita o energie de activare mai redusa si este
influentat de prezenta lacazei.[52][118][120]. De asemenea, valoarea mica a E,; sugereaza un
proces rapid de transfer de electroni in procesul redox al PCA la nivelul suprafetei active a
biosenzorului[122].

Prin urmare, CNF-CoPc-Lac/SPE prezinta o selectivitate mai buna comparativ cu
ceilalti doi senzori la detectia acidului p-cumaric, confirmandu-se astfel activitatea biocatalitica a
lacazei imobilizata pe suprafata biosenzorului. Valorile parametrilor E4j; si lpo/l,ox dovedesc ca
biosenzorul prezinta o sensibilitate superioara.

in plus, picul catodic este vizibil mai intens, motiv pentru care, calculele ulterioare se
vor raporta la modificarile acestuia. In cazul CNF-CoPc-Lac/SPE, semnalul a fost mai stabil si
zgomotul de fond mai redus. Procesul de reducere a acidului PCA fost studiat si s-a demonstrat
ca acesta are loc la un potential redus si se datoreaza legaturii duble conjugate pre-protonate
[144]. Avand in vedere ca molecula de acid p-cumaric contine o grupare fenolica oxidabila pe
ciclul aromatic, se poate afirma ca acest compus poate fi determinat voltametric.

Lacaza are capacitatea de a cataliza procesul de oxidare a acidului p-cumaric. Picurie
obtinute la viteza de scanare 0,1 V/s au intensitati reduse si sunt mai putin vizibile datorita
influentei curentului capacitiv. La viteze de scanare mai ridicate, curentii faradaici sunt mai mari,
iar picurile sunt mai bine definite[145].

Aceeasi electrozi au fost utilizati pentru inregistrarea voltamogramelor de unda patrata
in solutia de acid p-coumaric 10° M (electrolit PBS 10" M pH=5,0). Domeniul de potential
studiat a fost situat intre -0,4 si +1,3V, inaltimea impulsului, 0,09 V, o cresterea potentialului
impulsului de 7 mV si o frecventa de 15 Hz. Aceasta tehnica a prezentat rezultate similare cu
voltametria ciclica. Cu toti cei trei electrozi s-au evidentiat doua picuri de oxidare. in fiecare
situatie se remarca picuri mai bine definite si curent de fond mai redus.

Cu ajutorul SWV este evidentiata reversibilitatea picului aferent produsului de oxidare
(Iox) Si ireversibilitatea celui de-al doilea pic (lpca). In cazul CNF-CoPc-Lac/SPE primul pic
anodic a fost observat la 0,392 V, iar al doilea la 0,885 V.

Mai mult decat atat, se remarca o diferenta mult mai mica intre intensitatea primului pic
anodic si cel de-al doilea, ceea ce confiirma cd PCA se adsoarbe pe suprafata senzorului,
interactionand cu lacaza imobilizata. Influenta vitezei de scanare asupra raspunsul voltametric

In etapa urmétoare, s-a studiat comportamentul electrochimic a celor trei electrozi in
solutie de PCA 10° M (electrolitul suport a fost 10" M PBS la pH 5,0), aplicand viteze de
scanare crescande in intervalul 0,1-1,0 V/s. Se observa diferente remarcabile intre intensitatile
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curentilor de oxidare si reducere si a potentialelor masurate, inca de la a doua viteza de
scanare aplicata, picurile crescand progresiv odata cu cresterea vitezei de scanare. Avand in
vedere ca prezenta enzimei influenteaza preponderent picul catodic, se va studia dependenta
l,c Tn functie de viteza de scanare.

S-a determinat ca exista o dependenta liniara dintre curentii picului catodic si viteza de
scanare pentru toti cei trei electrozi (Tabelul 8.2). Acest fapt indica ca procesul ce are loc la
suprafata electrozilor este controlat de adsorbtia speciei electroactive [143].

Avand in vedere ecuatia de dependenta liniara dintre curentul picului catodic si viteza
de scanare, gradul de acoperire a suprafetei electrozilor cu specia electroactiva (I') a fost
calculata folosind ecuatia lui Laviron, iar rezultatele sunt prezentate in Tabelul 8.2[146].

Comparand rezultatele obtinute cu cei trei electrozi, se poate afirma ca, in toate cazuri
procesul de reducere este controlat de adsobtia PCA pe suprafata activa, acesta fiind mai rapid
si mai evident in cazul biosenzorului.

Tabel 8.1. Ecuatiile de dependenta liniara (1, vs. v), R? si [ pentru cei trei electrozi utilizati in analizad

Electrozi Ecuatia liniara R? I (molxcm?)
CNF/SPE lpe = -197,46x10° v — 7,5975x10°® 0,996 3,84x107"°
CNF-CoPc/SPE lpe = -229,75x10° v — 11,029x10°® 0,999 4,46x107°
CNF-CoPc-Lac/SPE |,. =-310,01x10° v — 41,585x10°® 0,982 6,02x10"°

Din aceste rezultate se poate aprecia cd CNF-CoPc-Lac/SPE are proprietati
electroanalitice superioare pentru detectia PCA. In plus, prezenta lacazei asigura selectivitate
biosenzorului putand fi utilizat in analiza unor probe complexe.

Imobilizarea lacazei impreuna cu nanofibrele de carbon si ftalocianina de cobalt duce
la o bioselectivitate si conductibilitate mai buna, aceste nanomateriale avand efect sinergic in
biodetectie[147]. Avand in vedere ca CNF-CoPc-Lac/SPE a dovedit performante superioare
privind sensibilitatea si selectivitatea, el va fi utilizat in analizele cantitative ulterioare.

8.2.3. Curba de calibrare

Pentru realizarea curbei de calibrare s-au inregistrat voltamogramele ciclice a acidului
p-cumaric, la adaugarea succesiva a unor cantitati variabile, intre 5 uL si 30 L, de solutie stoc
de acid coumaric 10° M in 50 mL PBS pH 5,0 urmaté de agitare. Dup& omogenizarea solutiei
de analizat s-a inregistrat voltamogramele ciclice. Domeniul de concentratie studiat a fost 0,1
uM — 202,5 uM. Curentul picului catodic creste odata cu cresterea concentratiei de PCA.
Curentul picului anodic a fost liniar in domeniul 0,4-6,4 uM.

Cu ajutorul ecuatiei de regresie liniara, LOD (30 / m, unde o a fost deviatia standard si
m a fost panta curbei de calibrare) si LOQ (100/s)[148] au fost calculate si valorile sunt
prezentate in Tabelul 8.3.

Tabel 8.2. Ecuatia dependentei liniare dintre I, i c, R?, LOD si LOQ pentru CNF-CoPc/SPE si CNF-

CoPc-Lac/SPE
Electrozi Ecuatia liniara R? LOD (M) LOQ (M)
CNF-CoPc/SPE y =-0,0114x — 0,4352 0,9785  9,29x107 3,1x10°®
CNF-CoPc-Lac/SPE y =-0,0247x - 0,4188 0,9714  4,83x107 1,61x10°

Se poate observa ca biosenzorul prezinta performante superioare senzorului, datorita
prezentei enzimei ce Ti ofera selectivitate si sensibilitate si favorizeaza interactiunea cu acidul p-
cumaric. O curba de calibrare pentru acelasi interval de concentratie (0,1 uM — 202,5 pM) a
acidului p-cumaric, a fost realizata si prin cronoamperometrie (Figura 8.14), pentru CNF-CoPc-
Lac/SPE, la un potential mentinut constant la -0,2 V. Valorile LOD si LOQ obtinute au fost
1,63x107 M, respectiv 5,42x107 M, apropiate, cu cele obtinute prin CV.
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Figura 8.3. Ajustarea liniara in intervalul 0,1-3,6 uM pentru A) CNF-CoPc-Lac/SPE si B) CNF-
CoPc/SPE.

Valorile scazute ale limitelor de detectiei si de cuantificare, sunt in concordanta cu
valorile obtinute de catre alte tipuri de senzori sau biosenzori capabili sa determine un acid
hidroxicinamic. Biosenzorul prezinta sensibilitate ridicata, fiind o diferenta favorabila in cazul
biosenzorului, datorata imobilizarii lacazei, enzima ce ii confera in plus, selectivitate.

Metodele voltamperometrice s-au dovedit a fi fezabile pentru analiza acidului p-cumaric
din diferite probe reale, precum fitopreparatele, utile in mentinerea sanatatii sau adjuvante in
tratarea unor afectiuni. Pentru determinarea cantitativa a acidului p-cumaric din fitopreparatele
selectate, se poate folosi cu success, noul senzor enzimatic dezvoltat in acest studiu.

8.2.4. Stabilitatea, reproductibilitatea si repetabilitatea biosenzorului.

A fost studiata stabilitatea biosenzorului si s-a constatat ca poate fi folosit pentru mai
mult de 30 de masuratori prin voltametrie ciclica in solutii ce contin PCA. Pentru a verifica
reproductibilitatea metode de fabricare, am studiat raspunsul a doi biosenzori preparati identic,
in solutii de PCA de aceeasi concentratie. Nu s-au observat diferente mai mari de 2% intre cei
doi biosenzori. De asemenea, variatia raspunsului biosenzorului la determinarea PCA in solutie
de accesai concentratie, la scoatere din solutie, clatire si repetarea voltamogramei ciclice nu a
depasit 3%.

8.2.5. Studii de interferenta

Pentru studiile de interferenta, comportamentul biosenzorul a fost evaluat, la adaosuri
de compusi inrudite chimic cu PCA, care se gasesc adesea in fitopreparate, de exemplu acid
galic, acid ascorbic, acid vanilic, acid ferulic. Solutia de PCA a avut o concentratie de 50 uM,
adaugéandu-se aceeasi concentratie de interferenti.

Determinarea PCA nu este influentata semnificativ, de compusii interferenti. Se
evidentiaza picuri aferente celorlalti compusi, dar picurile anodice si picul catodic al PCA nu
este influentat. Din aceste rezultate, se poate concluziona ca senzorul CNF-CoPc-Lac/SPE are
o precizie si 0 selectivitate buna pentru determinarea PCA din probe reale.

8.2.6. Determinarea PCA in fitopreparate

Fitopreparatele selectate pentru analiza au forme de prezentare diferite: crema solida,
crema si comprimate si au o compozitie bogata in substante antioxidante. Producatorul nu
specifica pe prospect o concentratie exacta a PCA, astfel ca determinarea cantitativa prin
metoda voltametrica va fi validatda de o metoda clasica de determinare. Cantitati bine stabilite
din fiecare produs au fost folosite pentru obtinerea solutiilor de analizat (Ghindazin 1g, Tuiazin
1g, Spirulina 0,75 g).

Pentru cuantificare s-a folosit intensitatea picului catodic, aferent potentialului -0,2 V, in
cazul fiecarui produs. Rezultatele sunt incluse in Tabelul 8.6.
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Tabel 8.3. Concentratiile de PCA din fitopreparate obtinute prin metoda voltametricd, respectiv metoda

FTIR
Fitopreparate Metoda FTIR Metoda voltametrica
mg/g PCA mg/g PCA
Spirulina 1,569 1,674
Ghindazin 0,644 0,783
Tuiazin 1,936 2.149

Pentru validarea metodei voltametrice s-a folosit metoda FTIR. Pentru analiza
spectrometrica s-au pregatit cinci probe etalon cu concentratii diferite de acid p-cumaric: 1, 2, 3,
4, 5 mg/g, cu KBr. Probele din fitopreparate au fost analizate fara o pregatire prealabila.
Experimentele au fost analizate in triplicat.

S-a realizat o curba de calibrare in functie de absorbanta corespunzatoare picului de la
1238 cm™, pic relationat cu vibratia de alungire a gruparii C-O fenolice[149]. Din ecuatia de
calibrare s-au calculat cantitatile de acid p-cumaric din fitopreparate.

Valorile concentratiilor de PCA din probele reale calculate cu metoda spectrometrica
sunt apropiate de cele obtinute prin metoda voltametrica, datele fiind prezentate in Tabelul 8.6.
Acestea certifica eficienta, sensibilitatea si selectivitatea senzorului enzimatic pe baza de
nanofibre de carbon modificat cu ftalocianina de cobalt si lacaza.

8.3. Concluzii

Acest studiu a demonstrat fezabilitatea dezvoltarii unor senzori modificati: primul cu
ftalocianina de cobalt si al doilea cu ftalocianind de cobalt si lacazd pentru determinarea
acidului p-cumaric din fitopreparate. Din rezultatele obtinute putem concluziona ca ftalocianina
de cobalt a favorizat activitatea lacazei, fiind si un mediator al transferului de electroni in
procesul de oxidare a acidului p-cumaric.

Metodele voltamperometrice folosite in biodetectie au fost voltametria ciclica si
voltametria de unda patrata. Pentru studiul comportamentului electrochimic al biosenzorului in
domeniul de concentratie ales s-a folosit voltametria ciclica si cronoamperometria.

Biosenzorul enzimatic prezintd o sensibilitate si selectivitate ridicata pentru detectia
amperometrica a acidului hidroxicinamic. Valorile LOD si LOQ obtinute de CNF-CoPc-Lac/SPE
sunt apropiate de cele obtinute de alti biosenzori pe baza de lacaza pentru detectia altor
compusi fenolici (Tabelul 8.4).

Concentratiile de PCA obtinute de CNF-CoPc-Lac/SPE au fost apropiate de cele
obtinute prin metoda spectrofotometrica FTIR.

In concluzie, noul biosenzor dezvoltat pe baza de ftalocianina de cobalt si lacaza are
multiple avantaje precum: sensibilitate, selectivitate, fezabilitate si un cost redus. De asemenea,
CNF-CoPc-Lac/SPE poate fi folosit in analizele de rutina pentru controlul calitatii produselor
nutraceutice, alimentare sau farmaceutice.
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CONCLUZII GENERALE, CONTRIBUTII PERSONALE, PERSPECTIVE
DE CERCETARE VIITOARE

CONCLUZII GENERALE

Teza cu titlul "Realizarea unor noi senzori i biosenzori voltamperometrici pentru
determinarea acizilor hidroxicinamici” cuprinde atat un studiu teoretic de actualitate, bine
documentat, cat si contributii originale privind determinarea unor acizi hidroxicinamici din diferite
fito-preparate sau produse cosmetice, cu ajutorul unor noi senzori si biosenzori electrochimici,
in vederea obtinerii unor rezultate precise, cu un cost relativ scazut si intr-un interval de timp
scurt.

Interesul pentru acest grup de compusi fenolici provine din faptul ca acizii
hidroxicinamici (cum ar fi acizii ferulic, cafeic, sinapic si p-cumaric) reprezintd aproximativ o
treime din compusii fenolici din dieta oamenilor. Suplimentele alimentare se regasesc sub
diferite forme de prezentare, avand o compozitie din ce in ce mai complexa insa cu concentratii
ale compusilor biologic-activi de multe ori, necunoscute. De asemenea, formularile cosmetice
ofera o gama larga de beneficii privind sanatatea si frumusetea pielii, iar proportiile dintre
principiile active, s-au dovedit a avea o deosebita importanta.

Cea mai importanta activitate biologica a acizilor hidroxicinamici, este cea antioxidanta
datorata tocmai, structurii lor chimice, motiv pentru care sunt identificati tot mai des in produse
comerciale de diferite tipuri. Mecanismul eliminarii radicalilor liberi este explicat prin capacitatea
acizilor hidroxicinamici de a dona un atom de hidrogen sau un electron, formand astfel un
radical fenoxil stabil. Tn cazul orto-difenolilor, s-a demonstrat ca transferul a doi electroni pe
moleculd duce la formarea ulterioara a unui radical orto-hidroxifenoxil si a unei orto-chinone.
Aceste mecanisme pot fi explicate in detaliu prin studii electrochimice.

Aceste informatii au determinat realizarea unui studiu asupra tehnicilor voltametrice
utilizate pentru caracterizarea si cuantificarea acestor compusi. Avantajele analitice ale
tehnicilor voltametrice includ o sensibilitate excelenta cu o liniaritate buna intr-un domeniu vast
de concentratie, timp scurt de analiza si posibilitatea determinarii simultane a unor compusi cu
structura similara. Diferentele dintre principalele tehnici voltametrice constau in modul de
aplicare a potentialului si masurarea curentului rezultat.

Ulterior, am studiat nanomaterialele de carbon, precum grafenul, oxidul de grafen,
fulerenul, nanoconurile de carbon, nanoparticulele de diamant, particulele cuantice de carbon,
nanofibrele de carbon, nanotuburile de carbon, utilizate pentru modificarea electrozilor. S-au
evidentiat numeroase avantaje ale acestora precum un raport suprafata-volum ridicat si o
suprafata specifica mare, adsorbtie interfaciala eficienta, o viteza mai mare a transferului de
electroni si proprietati electrocatalitice bune. Incorporarea nanomaterialelor de carbon se poate
face prin dispersia in solvent, formarea unei paste din carbon si serigrafiere.

In studile experimentale am ales sa utilizez senzori serigrafiati pe baza de
nanomateriale de carbon care au dovedit proprietati excelente, atat utilizati ca atare, cat si dupa
modificarea cu alti compusi chimici sau enzime.

Alegerea unei tehnici adecvate de imobilizare este esentiala pentru fabricarea
biosenzorilor. Una dintre cele mai simple metode de imobilizare a enzimei este prin adsorbtie
fizica. Enzimele pot fi, de asemenea, imobilizate prin incorporarea in matrici tridimensionale,
cum ar fi un film electropolimerizat sau o pasta de carbon. Reticularea este o alta tehnica de
imobilizare foarte frecvent abordata, care implica utilizarea unui compus bifunctional, cum este
glutaraldehida. Enzimele pot fi, de asemenea, imobilizate prin legaturi de afinitate intre o
grupare functionala existenta pe suport si o grupare specifica prezenta in secventa enzimatica.

Toate metodele au multiple avantaje, dar si limitari. Putem preveni o parte dintre
dificultatile ce pot aparea, alegdnd o metoda de imobilizare adaptata enzimei ce va fi
incorporata dar si biomoleculei ce urmeaza a fi detectatd. De asemenea, abordand o tehnica de
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imobilizare potrivita putem evita instabilitatea sau degradarea enzimei. Procesul de imobilizare
trebuie sa fie simplu, reproductibil, cu un cost redus si cel mai scurt timp de procesare.

Toate aceste informatii mi-au fost de un real ajutor pentru a alege analitii de interes,
metodele de lucru, tipul de senzori si nanomateriale utilizate, optimizarea parametrilor
experimentali, selectarea potrivita a enzimelor si tehnicilor de imobilizare, produsele testate si in
final metodele clasice potrivite pentru validarea rezultatelor obtinute.

CONTRIBUTII PERSONALE

Pentru studiile experimentale au fost selectati trei dintre acizii hidroxicinamici, acidul
cafeic, acidul ferulic si acidul p-cumaric, acestia fiind printre cei mai des intalniti compusi fenolici
din surse vegetale.

In primul studiu, acidul cafeic a fost determinat cu precizie in suplimente alimentare cu
senzori serigrafiati de carbon modificati cu diferite nanomateriale, grafen, nanofibre de carbon si
nanotuburi de carbon multistrat, folosind ca metodad de detectie voltametria ciclica.
Caracterizarea senzorilor prin voltametrie ciclica in solutiile de referinta a aratat ca nanotuburile
de carbon sau nanofibrele de carbon imbunatatesc semnificativ raspunsul senzorului in ceea ce
priveste sensibilitatea si reversibilitatea proceselor electrochimice.

Senzorii serigrafiati au fost apoi folositi pentru a studia comportamentul electrochimic
al acidului cafeic in solutie apoasa la pH 3,6. in toate cazurile a fost observat un proces redox
reversibil care implicd transferul a doi electroni si doi protoni. A fost evidentiat rolul
nanomaterialelor in imbunatatirea performantelor electroanalitice ale senzorilor. Pentru fiecare
senzor au fost realizate curbe de calibrare si au fost calculate limitele de detectie (LOD) si
cuantificare (LOQ). Au fost obtinute valori scazute ale LOD si LOQ, in domeniu de la 107 pana
la 10° M, ceea ce a demonstrat cd metoda este fezabild pentru cuantificarea acidului cafeic in
probe reale. Acidul cafeic a fost determinat cantitativ in trei suplimente alimentare folosind cel
mai sensibil senzor si anume senzorul serigrafiat pe baza de nanofibre de carbon.

Metoda spectrofotometrica Folin-Ciocalteu a fost utilizata pentru a valida rezultatele
obtinute cu senzorul serigrafiat pe baza de nanofibre de carbon. Rezultatele obtinute prin
utilizarea metodei voltametrice au fost in concordanta cu cele obtinute prin utilizarea metodei
spectrofotometrice, fara diferente semnificative statistic intre rezultatele obtinute. De
asemenea, acidul cafeic si alti compusi fenolici din compozitia suplimentelor alimentare testate
au fost pusi in evidenta prin tehnica cromatografiei de inaltd performanta (HPLC).

Al doilea studiu realizat se refera la comportamentul electrochimic a tipuri electrozi
serigrafiati modificati (SPE): un senzor bazat pe nanofibre de carbon (CNF / SPE), un senzor
pe baza de nanofibre de carbon modificate cu nanoparticule de aur (CNF- GNP / SPE) si un
biosenzor bazat pe nanofibre de carbon modificate cu nanoparticule de aur si tirozinaza (CNF-
GNP-Ty / SPE). Pentru a construi biosenzorul, tirozinaza (Ty) a fost imobilizata pe suprafata
electrodului modificat cu nanofibre de carbon si nanoparticule de aur (senzor comercial), prin
tehnica drop-and-dry.

Proprietatile electrochimice ale celor trei electrozi au fost studiate prin voltametrie
ciclica in solutii electroactive, iar potentialul, curentul si forma picurilor au fost in functie de
natura materialelor utilizate pentru modificarea electrozilor. In cazul acidului ferulic, s-au
observat o serie de picuri caracteristice, procesele fiind mai intense in cazul biosenzorului. De
asemenea, biosenzorul a dovedit sensibilitate si selectivitate mai mare datoritd imobilizarii
tirosinazei, o enzima specifica pentru compusii fenolici. Curba de calibrare a fost realizata
folosind CNF-GNP-Ty / SPE in solutii de acid ferulic de diferite concentratii in intervalul 0,1-
129,6 uM. Acest nou biosenzor a permis valori scazute ale limite de detectie si de cuantificare,
2,89 x 10~ mol-L™" si respectiv 9,64 x 107™° mol-L™", ceea ce aratd ca metoda electroanalitica
este fezabila pentru cuantificarea acidului ferulic in probe reale. Acidul ferulic a fost determinat
cantitativ in trei produse cosmetice cu ajutorul biosenzorului CNF-GNP-Ty / SPE. Rezultatele
obtinute au fost validate prin intermediul metodei spectrometrice in domeniul infrarosu,
diferentele dintre valorile concentratiilor de acid ferulic obtinute prin cele doua metode fiind sub
5%.
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Pentru al treilea experiment, am ales sa determin simultan acidul ferulic si acidul cafeic
dintr-un produs fito-homeopat (Eye Blend- Secom). Cei doi compusi sunt mentionati in
specificatiile producatorului dar fara a se indica concentratia exacta. Scopul studiului a fost de a
detecta simultan ambii compusi si de ai cuantifica din produsul fito-homeopat, folosind un
senzor caracterizat in alt studiu, CNF/SPE. Stabilitatea si reproductibilitatea electrodului
CNF/SPE s-au dovedit a fi eficiente, iar sensibilitatea a fost ridicata, atat pentru CA (2,39x107
M) céat si pentru FA (2,33x107 M). De asemenea, s-a derminat capacitatea antioxidantd a
compusilor in produsul analizat, prin metoda DPPH. Metoda electrochimica a fost eficienta si
mai putin costisitoare decat alte metode de analiza, prin urmare utilizarea ei poate fi extinsa
pentru detectia acestor compusi fenolici din diverse produse farmaceutice.

In ultimul capitol din partea experimentald, am realizat un nou biosenzor enzimatic pe
baza de lacaza si ftalocianind de cobalt (CNF-CoPc-Lac/SPE) pentru determinarea acidului p-
cumaric din trei tipuri de fito-preparate cu forme de prezentare diferite. Tehnicile voltametrice
utilizate in analizele preliminare dar si pentru determinarea compusului in probele reale au fost
voltametria ciclica si voltametria de unda patrata.

Modificarea senzorilor a fost realizatd prin tehnica turnarii si reticularii, utilizand
glutaraldehida ca agent de reticulare.

Preliminar, a fost investigata reducerea electrochimica a lacazei de pe suprafata
biosenzorului, in solutie PBS cu valori ale pH-ului intre 3,0 si 6,0, iar voltamogramele
inregistrate au indicat ca intensitatea curentului catodic creste direct proportional cu cresterea
pH-ului, pana la pH= 5,0. La pH=6,0, I,c a avut o scadere considerabild. Mai mult, cresterea pH-
ului pana la valoarea 5,0 a determinat o deplasare liniara a potentialului picului catodic la valori
mai negative, ceea ce inseamna o energie de activare mai redusa si o selectivitate mai buna .

Curba de calibrare a fost realizata pentru intervalul de concentratie a acidului p-cumaric
de 0,1-202,5 uM, utilizdnd voltametria ciclicd si cronoamperometria. Cu cei doi electrozi
modificati am obtinut rezultate optime, in domeniul de liniaritate 0,4-6,4 uM, CNF-CoPc-
Lac/SPE remarcandu-se prin valori ale LOD si LOQ mai reduse, 4.83x10" M respectiv 1,61x10
® M. Acidul p-cumaric a fost determinat cu succes din cele trei fitopreparate cu compozitie
complexa. Rezultatele obtinute prin metoda voltametrica au fost comparabile cu cele obtinute
prin metoda FTIR. Cantitatea de acid p-cumaric determinat cu CNF-CoPc-Lac/SPE a fost mai
apropiata de cea obtinuta prin metoda spectrometrica.

Din toate experimentele intreprinse pot concluziona ca:

- Nanomaterialele de carbon si nanoparticulele metalice sau semiconductoare sunt
capabile sa imbunatateasca performanta senzorilor sau biosenzorilor enzimatici, oferind
proprietati electrochimice si mecanice deosebite

- Parametrii electrochimici precum domeniul de potential sau viteza de scanare trebuie
optimizati astfel incat semnalul sa fie cat mai stabil si zgomotul de fond redus

- pH-ul solutiilor are o influenta mare asupra stabilitatii si raspunsurilor biosenzorilor

- Aria suprafetei active a senzorului/biosenzorului, coeficientul de difuzie sau concentratia
speciei active adsobite sunt parametrii importanti in evaluarea mecanismelor de oxido-
reducere ce au loc la suprafata electrodului

- Tirozinaza si lacaza sunt capabile sa oxideze acizii hidroxicinamici la compusi chinonici,
care sunt electroactivi

- Procesul de recunoastere a substraturilor este influentat de activitatea enzimelor

- Tehnica drop-and-dry urmata de reticulare cu glutaraldehida s-a dovedit a fi potrivita
pentru dezvoltarea biosenzorului, activitatea biocatalitica a enzimei fiind neschimbata
dupa imobilizare

- Ftalocianina de cobalt este un compus mediator al transferului de electroni,
imbunatatind raspunsurile biosenzorului pe baza de lacaza.

- Senzorii si biosenzorii dezvoltati in aceste studii prezinta valori ale limitelor de detectie si
cuantificare reduse, intervale de liniaritate extinse, cu performante similare senzorilor
raportati in literatura de specialitate

- Reazultatele determinarilor cantitative ai acizilor hidroxicinamici din probe reale au fost
validate prin metode clasice de detectie precum, spectroscopia in infrarosu cu
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transformata Fourier, cromatografia de lichide de inaltd performantd si metoda
determinarii activitatii antioxidante.

- Senzorii si biosenzori dezvoltati in aceste studii s-au dovedit a fi precisi si fezabili, deci
pot fi utilizati in analiza de rutina in controlul calitatii produselor cosmetice, farmaceutice,
suplimente alimentare si alte tipuri de probe.

PERSPECTIVE DE CERCETARE VIITOARE

Studiile realizate Tn cadrul acestei lucrari au demonstrat ca biosenzorii enzimatici
reprezinta o varianta precisa, selectiva si eficientd pentru determinarea acizilor hidroxicinamici
din diferite produse comerciale. Perfectionarea tehnicii de imobilizare, utilizarea unor noi
nanomateriale sau compusi polimerici ca mediatori si optimizarea parametrilor de lucru ar putea
conduce la proiectarea unor sisteme de biosenzori portabile pentru o testarea de rutina, rapida,
la un cost relativ redus, a unor suplimente alimentare sau fitopreparate. Caracteristicile
nanomaterialelor de carbon ar putea fi exploatate in vederea inglobarii altor enzime capabile sa
isi pastreze activitatea biocataliticd nemodificatd la imobilizare, cu scopul de a dezvolta
dispozitive cat mai sensibile, cu aplicabilitate extinsa in domenii diverse de cercetare.

De un interes particular poate fi dezvoltarea unor senzori portabili si miniaturizati
pentru detectia simultana a acizilor hidroxicinamici din probe alimentare, de exemplu uleiuri
vegetale deoarece acesti compusi au efecte benefice pentru organismul uman si in acelasi timp
pot fi utilizati ca biomarkeri de autenticitate.

O alta abordare inovativa ar putea fi dezvoltarea si utilizarea unor dispozitive sensibile
care instalate sau asociate unui smartphone, pot forma platforme independente pentru detectia
diferitilor analiti. Aceste instrumente ar putea transmite semnalele prin portul USB incorporat,
wireless sau alte componente integrate si de asemenea, ar putea afisa si interpreta rezultatele
prin intermediul unei aplicatii mobile specializate. Aplicatiile mobile open-source ar putea fi un
punct de initiere spre testarea de rutind a suplimentelor alimentare si produselor farmaceutice
nestandardizate. Tema de cercetare propusa poate fi o etapa catre realizarea unui astfel de
dispozitiv sensibil ce ar putea fi valorificat in viata de zi cu zi in industria alimentara,
farmaceutica sau cosmetica.
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