
IOSUD – UNIVERSITATEA „DUNĂREA DE JOS” DIN GALAȚI 

Școala doctorală de Științe Fundamentale și Inginerești 

 

 

 

 

 

 

TEZĂ DE DOCTORAT 

REZUMAT 

REALIZAREA UNOR NOI SENZORI ȘI 
BIOSENZORI VOLTAMPEROMETRICI 
PENTRU DETERMINAREA ACIZILOR 

HIDROXICINAMICI 

  

Doctorand, 

Alexandra Virginia MEREȘESCU (BOUNEGRU) 

 

Conducător științific, 

 Prof. dr. habil Constantin APETREI 

Seria C: Chimie Nr 1 

GALAŢI 

2021 

 



 
 

IOSUD – UNIVERSITATEA „DUNĂREA DE JOS” DIN GALAȚI 

Școala doctorală de Științe Fundamentale și Inginerești 

 

 

 

TEZĂ DE DOCTORAT 

REZUMAT 

REALIZAREA UNOR NOI SENZORI ȘI BIOSENZORI VOLTAMPEROMETRICI PENTRU 
DETERMINAREA ACIZILOR HIDROXICINAMICI 

                                                                     

                                                               Doctorand 

Alexandra Virginia MEREȘESCU (BOUNEGRU) 

 
Președinte                       Prof univ.dr.ing. Puiu Lucian GEORGESCU 

                                          Rector- Universitatea ”Dunărea de Jos„ din Galați 
 

Conducător științific, Prof univ.dr.chim. Constantin APETREI 
Universitatea ”Dunărea de Jos” din Galați 

 
Referenți stiințifici Prof univ.dr.chim.  Raluca-Ioana VAN STADEN 

Universitatea ”Politehnică” din București 
 
Cercetător științific Gr. 1, dr.biochim Mihaela DONI 
Director General-Institutul Naţional de Cercetare-Dezvoltare 
pentru Chimie şi Petrochimie – ICECHIM (INCDCPICECHIM) 
 

Prof univ.dr.chim. Rodica Mihaela DINICĂ 
Universitatea ”Dunărea de Jos” din Galați 
 

 

 Seria C: Chimie Nr 1 

GALAŢI 

2021 



I 
 

 

Mulțumiri 

 

 

Doresc sa îmi exprim mulțumirile și profunda recunoștință, conducătorului științific al 
tezei, domnului Prof. Dr. habil. Constantin Apetrei, pentru încrederea și sprijinul acordat, 
pentru îndrumarea științifică extrem de valoroasă precum și pentru răbdarea cu care mi-a 
răspuns la fiecare întrebare sau incertitudine. Mulțumesc pentru implicarea și orietarea atentă 
pe care mi-a oferit-o în parcurgerea fiecărei etape de cercetare. 

De asemenea, sincere mulțumiri adresez membrilor comisiei de îndrumare: Prof. Dr. 
habil Catalina Iticescu, Conf. Dr. Bianca Furdui și Lect. Dr. Dumitru Dima pentru tot sprijinul 
acordat, motivația insuflată și sugestiile oferite în perioada doctoratului dar și pentru elaborarea 
tezei. 

Mulțumesc doamnei Dr. Chim Irina-Elisabeta Geană, cercetător științific Gr.1  la ICSI 
Rm. Valcea, pentru sprijinul acordat în realizarea analizelor cromatografice, experimente ce au 
contribuit la validarea rezultatelor electrochimice. 

De asemenea, doresc să mulțumesc și membrilor comisiei de evaluare: Prof. Dr. habil 
Rodica Dinică, Prof. Dr. habil. Raluca-Ioana van Staden, Dr. Biochim. Mihaela Doni. 

Aduc mulțumiri întregului corp profesoral de la Facultatea de Științe și Mediu, 
Departamentul Chimie dar și colegilor mei pentru sprijinul și înțelegerea acordată. 

Nu în ultimul rând, aș vrea să îi mulțumesc bunicii mele pentru susținerea morală și 
sprijinul necondiționat pe parcursul întregii mele evoluții personale și profesionale și mai ales, 
fetiței mele, Mădălina Nicoleta Bounegru pentru înțelegerea și răbdarea de care a dat dovadă, 
permanent, în perioada stagiului meu de doctorat. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Mereșescu (Bounegru) Alexandra Virginia 



 
 Mereșescu (Bounegru) Alexandra Virginia    
 Realizarea unor noi senzori şi biosenzori  Cuprins   
voltamperometrici pentru determinarea acizilor hidroxicinamici 

II 
 

Cuprins 

(numerotarea paginilor corespunde cu teza de doctorat) 

Mulțumiri ............................................................................................................................. I 
Cuprins ................................................................................................................................ II 
INTRODUCERE .................................................................................................................. 1 
Lista de figuri ....................................................................................................................... 5 
Lista de tabele ..................................................................................................................... 9 
PARTEA I. STADIUL ACTUAL AL CUNOAȘTERII .............................................................. 11 
CAPITOLUL 1. Considerații generale privind compușii fenolici ............................................ 11 
1.1. Răspândire și activitate biologică .................................................................................. 11 
1.2. Clasificare și particularități structurale........................................................................... 12 
1.3. Acizii hidroxicinamici, structura chimică și rolul lor în organismul uman ........................ 14 
1.3.1. Acidul cafeic, biosinteză, acțiuni terapeutice, metode de determinare ....................... 16 
1.3.2. Acidul ferulic, biosinteză, acțiuni terapeutice, metode de determinare ....................... 17 
1.3.3. Acidul p-cumaric, biosinteză, acțiuni terapeutice, metode de determinare ................. 18 
CAPITOLUL 2. Tehnici voltametrice utilizate în analiza compușilor fenolici ......................... 20 
2.1. Voltametrie puls diferențială (DPV) ............................................................................... 20 
2.2. Voltametria de undă pătrată (SWV) .............................................................................. 21 
2.3. Voltametria de adsorbție ............................................................................................... 21 
2.4. Voltametria ciclică (CV) ................................................................................................ 22 
CAPITOLUL 3. Nanomateriale folosite pentru realizarea senzorilor electrochimici .............. 24 
3.1. Utilizarea nanomaterialor de carbon pentru realizarea senzorilor ................................. 24 
3.2. Electrozi serigrafiați ...................................................................................................... 24 
3.2.1. Avantaje și limitări în fabricarea și funcționalizarea senzorilor serigrafiați .................. 25 
3.3. Senzori modificați pe bază de nanomateriale de carbon pentru detecția acizilor 
hidroxicinamici ..................................................................................................................... 26 
3.3.1. Electrozi modificați cu grafen ..................................................................................... 26 
3.3.2. Electrozi modificați cu fuleren .................................................................................... 28 
3.3.3. Electrozi modificati cu nanoconuri de carbon ............................................................. 29 
3.3.4. Electrozi modificati cu nanotuburi de carbon .............................................................. 29 
3.3.5. Electrozi modificați cu nanoparticule cuantice ............................................................ 31 
3.3.6. Electrozi modificați cu nanofibre de carbon ................................................................ 32 
CAPITOLUL 4. Biosenzori enzimatici pentru determinarea acizilor hidroxicinamici ............. 33 
4.1. Noțiuni generale despre biosenzori enzimatici – tipuri și clasificãri ............................... 33 
4.2. Strategii de imobilizare pentru dezvoltarea senzorilor enzimatici .................................. 34 
4.3. Biosenzori enzimatici pentru detecția acizilor hidroxicinamici ....................................... 36 
4.3.1. Biosenzori enzimatici bazați pe tirozinază.................................................................. 36 
4.3.2. Biosenzori enzimatici pe bază de lacază ................................................................... 38 
4.4. Concluzii ....................................................................................................................... 41 
PARTEA II. CONTRIBUȚII PERSONALE ............................................................................ 42 
OBIECTIVELE TEZEI .......................................................................................................... 42 
CAPITOLUL 5. Dezvoltarea senzorilor electrochimici pe bază de nanomateriale de carbon 
pentru determinarea acidului cafeic din suplimente alimentare ............................................ 43 
Introducere .......................................................................................................................... 43 
5.1. Materiale și metode ...................................................................................................... 44 
5.1.1. Reactivi și soluții ........................................................................................................ 44 
5.1.2. Aparatură utilizată în analiză...................................................................................... 45 
5.1.3. Analiza eșantioanelor din suplimente alimentare ....................................................... 50 
5.1.4. Tehnica voltametrică ................................................................................................. 51 
5.1.5. Tehnica spectrofotometrică – Metoda Folin-Ciocalteu ............................................... 51 
5.1.6. Tehnica cromatografică – Cromatografia lichidă de înaltă performanță (HPLC) ......... 52 
5.2. Rezultate și discuții ....................................................................................................... 53 



 
 Mereșescu (Bounegru) Alexandra Virginia    
 Realizarea unor noi senzori şi biosenzori  Cuprins   
voltamperometrici pentru determinarea acizilor hidroxicinamici 

III 
 

5.2.1. Studii preliminare ....................................................................................................... 53 
5.2.2. Calculul suprafeței active a electrozilor ...................................................................... 58 
5.2.3. Proprietățile electrochimice ale electrozilor în soluție pură de acid cafeic .................. 60 
5.2.4. Studiul cineticii și calculul coeficientului de difuzie a acidului cafeic ........................... 62 
5.2.5. Curba de calibrare și determinarea limitei de detecție ............................................... 65 
5.2.6. Studiul determinării acidului cafeic din suplimente alimentare cu ajutorul C/SPE, CNF/C-
SPE și MWCNT/C-SPE ....................................................................................................... 68 
5.2.7. Validarea metodei voltametrice .................................................................................. 76 
5.2.8. Studii de stabilitate .................................................................................................... 80 
5.2.9. Studii de interferență ................................................................................................. 81 
5.3. Concluzii ....................................................................................................................... 81 
CAPITOLUL 6. Dezvoltarea senzorilor și biosenzorilor serigrafiați pentru determinarea acidului 
ferulic din produse cosmetice .............................................................................................. 83 
Introducere .......................................................................................................................... 83 
6.1. Materiale si metode ...................................................................................................... 84 
6.1.1. Reactivi și soluții folosite ............................................................................................ 84 
6.1.2. Electrozi și aparatură ................................................................................................. 85 
6.1.3. Prepararea biosenzorului ........................................................................................... 85 
6.1.4. Metode de analiză ..................................................................................................... 86 
6.1.5. Produsele cosmetice analizate .................................................................................. 86 
6.2. Rezultate și discuții ....................................................................................................... 87 
6.2.1. Comportamentul voltametric al electrozilor în PBS și ferocianură de potasiu ............. 87 
6.2.2. Aria suprafeței active a electrozilor ............................................................................ 90 
6.2.3. Răspunsul voltametric al electrozilor în soluția de acid ferulic .................................... 92 
6.2.4. Răspunsul biosenzorului la diferite concentrații de acid ferulic................................... 96 
6.2.5. Stabilitate, reproductibilitate, repetabilitate. Studii de interferență .............................. 97 
6.2.6. Determinarea FA în produse cosmetice ..................................................................... 97 
6.3. Concluzii ....................................................................................................................... 104 
CAPITOLUL 7. Determinarea simultană a acidului cafeic și a acidului ferulic dintr-un supliment 
alimentar, utilizând un senzor serigrafiat pe bază de nanofibre de carbon ........................... 105 
Introducere .......................................................................................................................... 105 
7.1. Materiale și metode ...................................................................................................... 106 
7.1.1. Reactivi și soluții folosite ............................................................................................ 106 
7.1.2. Aparatură și determinări ............................................................................................ 106 
7.1.3. Produsul farmaceutic și pregătirea probei de analizat ................................................ 107 
7.2. Rezultate și discuții ....................................................................................................... 107 
7.2.1. Studiile preliminare în vederea caracterizării electrodului .......................................... 107 
7.2.2. Comportamentul voltametric al CNF/SPE în soluții de acid ferulic și acid cafeic ........ 107 
7.2.3. Influența concentrației de FA și CA asupra răspunsului electrochimic ....................... 111 
7.2.4. Studii de interferență ................................................................................................. 114 
7.2.5. Stabilitatea și repetabilitatea senzorului ..................................................................... 115 
7.2.6. Determinarea simultană a CA și FA în produsul Eye Blend ....................................... 115 
7.2.7. Determinarea capacității antioxidante a CA și FA prin metoda DPPH ........................ 116 
7.3. Concluzii ....................................................................................................................... 117 
CAPITOLUL 8. Dezvoltarea unui nou biosenzor electrochimic pe bază de nanofibre de carbon, 
ftalocianină de cobalt și lacază pentru detecția acidului p-cumaric în fitopreparate .............. 118 
Introducere .......................................................................................................................... 118 
8.1. Materiale si metode ...................................................................................................... 119 
8.1.1. Reactivii și soluțiile preparate .................................................................................... 119 
8.1.2. Electrozii și aparatura folosită .................................................................................... 120 
8.1.3. Prepararea  senzorului CNF-CoPc/SPE .................................................................... 120 
8.1.4. Prepararea biosenzorului CNF-CoPc-Lac/SPE .......................................................... 120 
8.1.5. Metode de analiză ..................................................................................................... 121 
8.1.6. Probele reale și prepararea soluțiilor de analizat ....................................................... 121 
8.2. Rezultate și discuții ....................................................................................................... 124 
8.2.1. Studii preliminare în vederea caracterizării electrozilor .............................................. 124 



 
 Mereșescu (Bounegru) Alexandra Virginia    
 Realizarea unor noi senzori şi biosenzori  Cuprins   
voltamperometrici pentru determinarea acizilor hidroxicinamici 

IV 
 

8.2.2. Răspunsul voltametric al electrozilor în soluția de acid p-cumaric .............................. 127 
8.2.3. Influența vitezei de scanare asupra răspunsul voltametric ......................................... 130 
8.2.4. Curba de calibrare ..................................................................................................... 133 
8.2.5. Stabilitatea, reproductibilitatea și repetabilitatea biosenzorului. ................................. 136 
8.2.6. Studii de interferență ................................................................................................. 136 
8.2.7. Determinarea PCA in fitopreparate ............................................................................ 137 
8.3. Concluzii ....................................................................................................................... 141 
CONCLUZII GENERALE, CONTRIBUȚII PERSONALE, PERSPECTIVE DE CERCETARE 
VIITOARE ........................................................................................................................... 142 
CONCLUZII GENERALE ..................................................................................................... 142 
CONTRIBUȚII PERSONALE ............................................................................................... 143 
PERSPECTIVE DE CERCETARE VIITOARE ..................................................................... 145 
Listă de lucrări ..................................................................................................................... 146 
Bibliografie .......................................................................................................................... 149 
 



 
 Mereșescu (Bounegru) Alexandra Virginia    
 Realizarea unor noi senzori şi biosenzori  INTRODUCERE   
voltamperometrici pentru determinarea acizilor hidroxicinamici 

1 
 

 

INTRODUCERE 

Substanțele biologic active au proprietatea de a interacționa prin mecanisme fizice, 
fizico-chimice sau chimice cu moleculele, atomii sau ionii din care este alcătuită materia vie, 
declanșând o succesiune de reacții la nivelul organismului.  

Acizii hidroxicinamici sunt o clasă de compuși organici care derivă de la acidul cinamic, 
și conțin în moleculă un nucleu aromatic, cel puțin o grupare hidroxil fenolică, o dublă legătură 
alifatică, și o grupare carboxil. 

Acești compuși prezintă multiple funcții fiziologice, cum ar fi activitatea antioxidantă, 
antiinflamatorie, anti-microbiană și anti-melanogenă. Aceste proprietăți stau la baza utilizării din 
ce în ce mai frecventă a acizilor hidroxicinamici și a derivaților acestora în formulări 
farmaceutice, suplimente alimentare dar și produse cosmetice. Potențialul farmacologic al 
acestor compuși se explică prin prezența uneia sau mai multor grupări hidroxil în structura lor 
chimică, conferindu-le, astfel, capacitatea de eliminare a radicalilor liberi[1]. 

În prezenta lucrare, am ales să studiez o parte dintre compușii hidroxicinamici, mai 
exact, acidul cafeic, acidul ferulic și acidul p-cumaric. 

Acidul cafeic este unul dintre cei mai comuni acizi fenolici care se găsesc în fructe, 
legume, ciuperci și ierburi. Este biosintetizat prin hidroxilarea acidului p-cumaric. Acidul cafeic 
se găsește adesea în suplimente alimentare în diferite proporții, tocmai pentru acțiunile sale 
antioxidantă, antitumorală, antiinflamatoare, antimicrobiană și antidiabetică[2]. 

Acidul ferulic este un acid hidroxicinamic, prezent în multe fructe și sucuri, legume, 
orez și unele plante medicinale. Acest compus fenolic are un rol important în corpul uman și 
este absorbit în intestinul subțire ca un metabolit major al acidului clorogenic. Acidul ferulic este 
adesea utilizat în diverse tipuri de produse cosmetice, precum produse pentru protecție solară, 
produse demachiante, creme hidratante sau antirid, întrucât este capabil să stimuleze sistemele 
de apărare intracelulară. Acidul ferulic poate fi util și în produse topice cu rol farmacologic. În 
funcție de concentrație, el poate fi un adjuvant în tratamentul dermatitei atopice. Prin urmare, 
determinarea concentrației de acid ferulic este importantă în industria nutraceutică și 
cosmetică[3].  

Acidul p-cumaric este un acid fenolic sintetizat în principal din tirozină și fenilalanină. 
Este un precursor major în sinteza altor acizi fenolici, cum ar fi acidul cafeic, clorogenic, 
rozmarinic și ferulic. Este larg distribuit în fructe, legume, cereale și ciuperci[4]. Studiile privind 
acidul p-cumaric au evidențiat multiple beneficii pentru sănătate datorate proprietăților 
antioxidante, antimicrobiene, antitumorale, antiinflamatoare, antiagregante plachetare și 
cicatrizante[5,6].  

Suplimentele alimentare, formulările fito-homeopate, produsele nutraceutice, 
dispozitivele medicale și mare parte din produsele cosmetice și de îngrijire nu beneficiază de 
prospecte foarte detaliate privind concentrațiile de principii active. În anumite situații, 
cuantificarea acestor compuși și raportul dintre ei poate avea relevanță în vederea optimizării 
tratamentelor sau menținerii unei sănătăți corespunzătoare. 

În ultimii ani, analizele electrochimice s-au dovedit promițătoare pentru diverse domenii 
precum controlul calității în industria alimentară, farmaceutică sau cosmetică, datorită 
sensibilității ridicate, limitei de detecție scăzute și costuri relativ mici. În aplicarea acestor 
metode, concentrația analitului este determinată prin măsurarea semnalului analitic (potențial 
electric sau curent). 

Una dintre cele mai utilizate tehnici electrochimice este voltametria ciclică. Aceasta 
constă în aplicarea unui potențial și înregistrarea în timp a răspunsului sistemului, respectiv a 
curentului datorat proceselor electrochimice care au loc în sistem. 

În această lucrare, voltametria ciclică a fost utilizată cel mai des, pentru obținerea 
informațiilor, cu privire la mecanismul reacției electrochimice, identificarea speciilor prezente în 
soluție și determinarea coeficienților de difuzie a speciilor electroactive. De asemenea, în unele 
studii au fost folosite voltametria de undă pătrată şi cronoamperometria. 
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Teza cu titlul: REALIZAREA UNOR NOI SENZORI ȘI BIOSENZORI 
VOLTAMPEROMETRICI PENTRU DETERMINAREA ACIZILOR HIDROXICINAMICI are ca 
scop evidențierea eficacității metodelor voltametrice cât și a instrumentelor pentru detecție 
(senzori sau biosenzori) în vederea analizei calitative și cantitative a unor suplimente 
alimentare, fitopreparate sau produse cosmetice. 

Lucrarea este structurată în două părți și opt capitole. În partea teoretică sunt 
prezentate recenzii actuale privind acizii hidroxicinamici, construirea senzorilor serigrafiați, 
modalități de funcționalizare în vederea creșterii performanțelor analitice, nanomateriale utilizate 
pentru modificarea electrozilor serigrafiați, particularități și avantaje ale nanomaterialelor pe 
bază de carbon, tehnici voltametrice, noțiuni despre biosenzori enzimatici și strategii de 
imobilizare a lacazei și tirozinazei, enzime folosite pentru studiile experimentale din această 
lucrare. 

Originalitatea tezei constă în studiile experimentale privind evaluarea 
comportamentului electrochimic al unor noi senzori și biosenzori în diferite tipuri de soluții 
electroactive, optimizarea parametrilor pentru soluții cu diferite valori ale pH-ului, modificarea 
unor senzori în vederea creșterii sensibilității și selectivității, determinarea unor parametri 
precum aria suprafeței active a electrodului, coeficienții de difuzie ai analiților de interes, 
concentrația speciilor active de pe suprafața electrodului, limitele de detecție și cuantificare și 
determinarea analitică a unor acizi hidroxicinamici din diferite formulări fito-farmaceutice și 
cosmetice.  

Imobilizarea enzimelor (lacaza și tirozinaza) pe suprafețe, în prealabil modificate cu 
diferite nanomateriale sau compuși organici s-a dovedit a fi un succes privind creșterea 
selectivității în detecția unor acizi hidroxicinamici. 

Fezabilitatea metodelor voltametrice și performanțele senzorilor și biosenzorilor 
enzimatici dezvoltați au fost validate prin rezultate similare obținute cu metode spectrometrice și 
cromatografice.  

Rezultatele au arătat că produsele testate beneficiază de cantități semnificative de 
compuși antioxidanți, cu predilecție acizi hidroxicinamici, în concordanță cu specificațiile 
producătorilor. 

Instrumentele dezvoltate și optimizate în acest studiu, ar putea fi utilizate pentru 
testarea de rutină a unor astfel de analiți în produse, cu forme de prezentare diverse, aducând 
un plus de inovație în cercetările curente și viitoare. 
 

 Cuvinte cheie: acizi hidroxicinamici, senzor, biosenzor, voltametrie, enzimă, 
nanomateriale, nanofibre de carbon. 
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PARTEA I. STADIUL ACTUAL AL CUNOAȘTERII 

 Considerații generale privind compușii fenolici CAPITOLUL 1. 

1.1. Răspândire și activitate biologică 
Compușii fenolici sunt o clasă principală de metaboliți secundari în plante și sunt 

clasificați în fenoli simpli și polifenoli. Acești compuși se găsesc combinați cu mono- și 
polizaharide, legate de una sau mai multe grupări fenolice, sau pot apărea ca derivați, cum ar fi 
esterii metilici[1].  

1.2. Clasificare și particularități structurale 
Acizii hidroxicinamici (HC) prezintă un schelet de bază, fenilpropanoid. HC principali 

sunt acidul p-cumaric, acidul cafeic, iar formele metilate formează acizi ferulic și sinapic. Cu 
toate acestea, ca și pentru alți acizi fenolici, HC sunt aproape întotdeauna legați de molecule 
mici sau mari. Cel mai abundent derivat al acidului hidroxicinamic în alimentele vegetale este un 
ester al acizilor cafeic și chinic, denumit acid clorogenic.  

1.3. Acizii hidroxicinamici, structura chimică și rolul lor în organismul uman 
Acizii hidroxicinamici (HC) sunt compuși fenolici ce se găsesc în fructe, legume și 

băuturi (cafea, ceai, vin, etc.).  HC sunt o clasă de compuși polifenolici cu multiple activități 
biologice. Testele in vitro și in vivo, au arătat că HC au o importantă activitate antioxidantă, 
antimicrobiană, antiinflamatoare, antidiabetică și chiar antineoplazică[7]. Mai mult, HC sunt 
neuro și cardioprotectori și prezintă, de asemenea, un rol în prevenția osteoporozei.  

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

1.3.1. Acidul cafeic, biosinteză, acțiuni terapeutice, metode de determinare 
Acidul cafeic se găsește sub forma de monomer, ca esteri cu acizi organici, amide și 

glicozide[8] sau în forme mai complexe, cum ar fi dimeri, trimeri și derivați flavonoidici, sau 
poate fi, de asemenea, legat de proteine și alți polimeri în peretele celular al produselor 
vegetale [9].  

Au fost efectuate experimente in vitro și in vivo, dovedindu-se ca CA și derivații săi au 
numeroase efecte fiziologice benefice, cum ar fi activitatea antibacteriană [10–12], antivirală 
[13–16], antioxidantă [17–20], antiinflamatoare [21–24], anti-aterosclerotică [25–27], 
imunostimulatoare [28–30], antidiabetică [86],[87], cardioprotectoare [33,34], antiproliferativă 
[35], hepatoprotectoare [36,37], anticancerigenă [52],[87],[90]–[92] etc.  

1.3.2. Acidul ferulic, biosinteză, acțiuni terapeutice, metode de determinare 
FA și precursorii săi, acidul p-cumaric (acid p-hidroxicinamic) și acidul cafeic (acid 3,4-

dihidroxicinamic), sunt metaboliți în biosinteza ligninelor. Proprietățile sale antioxidante, se 
datorează nucleului său fenolic și posibilităţii formării radicalului delocalizat. Deoarece mulți 
compuși naturali care poartă unul sau mai multe grupări feruloil în scheletul lor se prezintă 
bioactivități interesante, este relevant să se ia în considerare și să se compare atât formulele 
structurale, cât și bioactivitățile compușilor naturali ferulaţi deja publicați în literatură[42].  

1.3.3. Acidul p-cumaric, biosinteză, acțiuni terapeutice, metode de determinare 
Acizii cumarici sunt derivați ai acidului cinamic mono-hidroxilați la gruparea fenil, iar 

acidul p-cumaric (PCA) este cel mai abundent izomer [5,43]. Acest compus are un număr mare 
de aplicații importante în industriile nutraceutice, farmaceutice și chimice. Acidul p-cumaric 
prezintă proprietăți antioxidante, antibacteriene și antiinflamatorii și servește ca un precursor 
pentru producerea de arome și parfumuri utilizate în produse chimice sau comestibile. PCA 
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este, de asemenea, o materie primă pentru prepararea de materiale termoplastice 
biodegradabile [44]. Recent, s-a descoperit că PCA are și un efect antiproliferativ [45], anxiolitic 
[46], neuroprotector [47], un rolul nefroprotector [45] și poate inhiba melanogeneza [48].  

 Tehnici voltametrice utilizate în analiza compușilor CAPITOLUL 2. 
fenolici 

Metodele electrochimice sunt metode robuste și sensibile utilizate atât pentru analiza 
calitativă și cantitativă pentru o gamă largă de analiți cu concentrații diferite. Utilitatea metodelor 
electrochimice nu provine numai din sensibilitatea lor la cantități cât mai mici de analit și la 
simplitatea instrumentelor, dar și din faptul că pot fi utilizate pentru separarea speciilor ionice, 
nu doar pentru detecția lor[49]. 

2.1. Voltametria ciclică (CV) 
Voltametria ciclică a devenit o tehnică foarte populară pentru studiile electrochimice de 

caracterizare a unor noi sisteme și s-a dovedit a fi foarte utilă în obținerea informațiilor cu privire 
la reacțiile complexe de la electrod. CV este folosită pentru a studia comportamentul la interfaţă, 
a speciilor electroactive. Prin CV se pot obține informații privind mecanismul de desfășurare a 
reacției electrochimice, identificarea speciilor prezente în soluție sau determinarea coeficienților 
de difuzie a speciilor electroactive. În CV, potențialul unui sistem electrochimic este modificat 
înainte și înapoi între cele două limite de potențial și răspunsul curentului se măsoară în raport 
cu potențialul. Voltamogramele sunt reprezentări grafice ale curentului electrodului de lucru în 
funcție de curentul contra-electrodului[50]. 

 Nanomateriale folosite pentru realizarea senzorilor CAPITOLUL 3. 
electrochimici  

3.1. Utilizarea nanomaterialor de carbon pentru realizarea senzorilor 
Senzorii electrochimici pe bază de materiale din carbon sunt adesea utilizați datorită 

sensibilității lor ridicate, costului redus, stabilității bune și biocompatibilității [51,52]. Cei mai 
comuni senzori electrochimici pe bază 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 oferă 
avantaje precum un raport suprafață-volum ridicat și o suprafață specifică mare, caracteristici 
importante pentru detecția analiților[58]. De obicei, încorporarea nanomaterialor de carbon, ca 
parte componentă 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 în solvent, 
pasta din nanomateriale de carbon, serigrafierea. 

3.2. Electrozi serigrafiați 
În ultimii ani, utilizarea electrozilor serigrafiați (SPE) ca detectori electrochimici sau ca 

traductori pentru fabricarea senzorilor electrochimici a cunoscut un interes deosebit datorită 
caracteristicilor și avantajelor pe care le prezintă în comparație cu alte instrumente analitice, 
permițând astfel utilizarea acestora într-o varietate de aplicații electrochimice din diferite 
domenii. Dintre avantajele și caracteristicile electrozilor serigrafiați se pot menționa următoarele: 
cost redus, de unică folosință, dimensiune redusă, portabilitate, flexibilitatea design-ului , 
integrare ușoară în circuite electronice, posibilitatea de a realiza pretratări și modificări. 

Nanomaterialele pe bază de carbon oferă posibilitatea de a se combina cu alte 
nanomateriale pentru a realiza compozite care își măresc sinergic proprietățile. Sinergismul 
nanomaterialelor asociate pot influența pozitiv sensibilitatea și selectivitatea suprafețelor 
modificate[59]. 
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3.2.1. Electrozi modificați cu grafen  
Grafenul (GPH) se obține prin diferite metode, cum ar fi exfolierea mecanică a 

grafitului, tratarea grafitului cu agenți oxidativi, depunerea chimică în fază de vapori etc.[60–62]. 
GPH este o rețea extinsă de carbon 2D, cu o structură hexagonală asemănătoare unui fagure 
de miere, cu sensibilitate ridicată, selectivitate ridicată, stabilitate bună, potențial de acțiune 
scăzut și activitate electrocatalitică excelentă [63]. Prezintă numeroase proprietăți interesante, 
cum ar fi o suprafață specifică foarte mare, conductibilitate și transparență optimă, rezistență 
mecanică și flexibilitate excelentă, conductibilitate termică și electrică bună și proprietăți 
electronice excelente[64,65].  

3.2.2. Electrozi modificați cu fuleren 
Fulerenul sau "C60" reprezintă o clasă de compuși de carbon, care prezintă per 

ansamblu structuri fie cu forme sferice de tip dom geodezic (C60, C40), fie cu forme cilindrice 
de "tip cușcă" (nanotuburile)[59]. Senzorii electrochimici pe bază de fuleren se folosesc, în 
principal, pentru răspunsurilor lor catalitice reproductibile și a stabilității chimice ridicate. 
Comportamentul electrochimic al fulerenului poate fi îmbunătățit prin modificări asupra structurii 
acesteia. Sensibilitatea poate fi îmbunătățită suplimentar prin depunerea diferitelor 
nanoparticule metalice pe fuleren activat. Caracterul hidrofil al fulerenului poate fi indus prin 
funcţionalizarea cu grupări 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 și 2-5 nm diametru. Datorită structurii închise, ele pot fi considerate asemănătoare 
fulerenului. CNH-urile au anumite avantaje față de CNT. Sunt produse cu un randament mare la 
temperatura camerei și fără impurități metalice toxice, fapt ce le face sigure pentru mediu [67]. 
Oxidarea CNHs produce o funcționalizare extinsă care conține oxigen, care facilitează adsorbţia 
sau imobilizarea a numeroși electrocatalizatori și enzime.  

3.2.4. Electrozi modificati cu nanotuburi de carbon 
Nanotuburile de carbon (CNT) sunt tuburi cilindrice unidimensionale de atomi de 

carbon hibridizați sp2. Au un diametru de până la zeci de nanometri, iar lungimea lor poate fi de 
până la câțiva centimetri[68,69]. CNT-urile se clasifică în funcție de numărul de straturi de 
grafen laminate astfel că putem avea nanotuburi de carbon cu un singur strat (SWCNTs), 
nanotuburi de carbon în strat dublu (DWCNTs) și nanotuburi de carbon cu mai multe straturi 
(MWCNTs). CNT-urile prezintă câteva proprietăți electrice, mecanice și termice de adsorbție 
uimitoare, ceea ce le face să fie optime pentru fabricarea de senzori electrochimici [70]. CNT-
urile îmbunătățesc în mod substanțial transferul de electroni și pot fi funcționalizate în mod 
adecvat cu anumite biomoleculele pentru fabricarea unui biosenzor.  

3.2.5. Electrozi modificați cu nanoparticule cuantice 
Nanoparticulele cuantice de carbon (CD) și  nanoparticule cuantice de grafen (GQD) 

au fost prezentate de curând ca materiale superioare, cu multiple proprietăți, care includ o 
fotostabilitate excelentă, dimensiuni reduse, biocompatibilitate, fotoluminescență reglabilă, 
capacitate excepțională de excitație multi-foton, electrochemiluminiscență, funcționalizare facilă 
cu biomolecule și inerție chimică [71–74]. Datorită dimensiunilor mici și a biocompatibilității lor, 
acestea pot servi, de asemenea, ca transportori eficienți pentru administrarea de medicamente. 
Mai mult, proprietățile lor unice catalitice și fizico-chimice fac posibile diverse aplicații 
biomedicale [75]. Nano-particulele cuantice de grafen (GQD) pot fi recunoscute ca un fel de 
nano-particule cuantice de carbon, care de obicei posedă o cristalinitate mai bună [76].  

3.2.6. Electrozi modificați cu nanofibre de carbon  
Nanofibrele se caracterizează prin prezența unui număr mare de margini, care asigură 

o suprafață adaptată și disponibilă pentru interacțiunea cu gaze, lichide sau alte solide[77]. În 
ultimii ani, structurile de tip nanofibră au devenit tot mai atrăgătoare din cauza numeroaselor 
avantaje, și anume creșterea vitezei de reacție și a sensibilității biosenzorului, [78] posibilitatea 
de a fi sintetizate dintr-o mare varietate de materiale, o barieră optimă pentru difuzia 
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materialelor datorită porozității ridicate și a interconectivității nanofibrelor [79], activitate ridicată 
a elementelor biologice imobilizate pe suprafața nanofibrelor [80] și proprietăți mecanice 
structurale excelente[81][82]. 

 Biosenzori enzimatici pentru determinarea acizilor CAPITOLUL 4. 
hidroxicinamici 

4.1. Noțiuni generale despre biosenzori enzimatici – tipuri și clasificãri 
Biosenzorii electrochimici sunt dispozitive analitice similare cu senzorii electrochimici, 

care, însă încorporează molecule biologice pentru detectarea rapidă și precisă a speciilor țintă 
[83,84]. Mai exact, biosenzorii sunt practic senzori chimici care utilizează proprietățile de 
recunoaștere a biomoleculelor de la suprafața electrodului și au fost utilizați pe larg pentru 
determinarea moleculelor biologice, agenți patogeni sau markeri tumorali, foarte necesari în 
domeniul medical[85].  

4.2. Strategii de imobilizare pentru dezvoltarea senzorilor enzimatici 
Alegerea unei tehnici adecvate de imobilizare este esențială pentru fabricarea 

biosenzorilor[86]. Una dintre cele mai simple metode de imobilizare a enzimei se face prin 
adsorbție fizică. Enzimele pot fi, de asemenea, imobilizate prin încorporarea în matrici 
tridimensionale, precum un film electropolimerizat[87,88], un silicagel[89] sau o pastă de 
carbon[90]. O altă tehnică de imobilizare foarte des folosită este reticularea, însă aceasta 
implică utilizarea unui reactiv, cum ar fi glutaraldehida[3,91]. Acesta este toxic și poate diminua 
activitatea enzimei. Legarea covalentă a enzimelor este o altă metodă convențională de 
imobilizare care se realizează prin activarea inițială a suportului folosind un agent de cuplare, 
urmată de legarea enzimei de suprafața activată. Enzimele pot fi, de asemenea, imobilizate prin 
legături de afinitate între un grup funcțional al suportului și o moleculă specifică (de exemplu, 
biotină, carbohidrați, histidină)[92] prezentă în mod natural sau modificată genetic, într-o 
secvență enzimatică care nu afectează activitatea[93].  

4.3. Biosenzori enzimatici pentru detecția acizilor hidroxicinamici 
Determinarea HC se face, adesea, folosind enzimele tirozinază și lacază pentru 

modificarea electrozilor, datorită capacității lor de a oxida acești compuși[94]. Mecanismele de 
oxidare sunt diferite și în urma acestora se produc fie chinone, provenite din oxidarea simplă, fie 
compuși care conțin mai mulți atomi de oxigen. Rolul catalitic al enzimelor permite amplificarea 
semnalelor electrochimice obținute prin reducerea produșilor de oxidare ai analiților fenolici.  

4.3.1. Biosenzori enzimatici bazați pe tirozinază 
Tirozinaza (Ty) este o metaloenzimă, care posedă la nivelul situsului activ enzimatic, 

doi ioni de cupru, care sunt coordinați fiecare prin intermediul unui număr de trei resturi 
histidinice din lanțul polipeptidic enzimatic[95]. Tirozinaza, datorită capacității sale de a 
reacționa cu fenolii, are utilitate pentru diferite aplicații în: industria alimentară, biomedicală și 
farmaceutică. Biosenzorii electrochimici pe bază de Ty pot fi considerați „clasici”, deoarece Tyr 
este o enzimă potrivită pentru a evalua proprietățile electrochimice a materialelor, cu ajutorul 
cărora se dezvoltă noi electrozi nanostructuraţi [96–98]. 

4.3.2. Biosenzori enzimatici pe bază de lacază 
Lacaza a fost folosită în biosenzori pe bază de nanoparticule metalice, nanomateriale 

din carbon, polimeri și biopolimeri (chitosan) sau diferite membrane precum Nafion. O 
importanță deosebită prezintă combinația sinergică de nanomateriale și lacază care sporește 
performanța biosenzorilor electrochimici[99]. Pentru a îmbunătăți stabilitatea biosenzorilor se 
poate realiza o matrice adecvată formată din nanomateriale/ nanoparticule metalice și albumină 
serică bovină/β-ciclodextrină/celuloză bacteriană [100–102]. Acești biosenzori au fost folosiți cu 
succes pentru determinări de rutină în probe farmaceutice[100] precum și determinarea 
hidroquinonei în probe de apă [101,103]. 
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PARTEA II. CONTRIBUȚII PERSONALE 

OBIECTIVELE TEZEI 

Obiectivul general al lucrării a constat în dezvoltarea și caracterizarea unor noi 
senzori și biosenzori pe bază de nanomateriale de carbon, mediatori ai transferului de electroni 
şi enzime pentru determinarea unor acizi hidroxicinamici din produse nutraceutice și cosmetice 
cu forme de prezentare diferite, utilizând pentru detecție metode voltametrice.  

 
Obiective specifice: 

 Caracterizarea unor electrozi serigrafiați pe bază de nanomateriale de carbon în diferiți 
electroliți cu ajutorul voltametriei ciclice 

 Aplicare tehnicii drop-and-dry, urmată de reticulare pentru pregătirea biosenzorilor 
enzimatici, folosind ca suport electrozii serigrafiați pe bază de nanomateriale de carbon 

 Optimizarea parametrilor de lucru ai senzorilor în soluții model 
  Analizarea comportamentului electrochimic al senzorilor și biosenzorilor în soluții 

electroactive 
 Optimizarea pH-ului și a altor parametri experimentali caracteristici tehnicii voltametrice 

pentru obținerea unui răspuns electrochimic stabil și reproductibil 
 Studiul cineticii reacțiilor de la nivelul electrodului de lucru 
 Realizarea curbelor de calibrare și calcularea limitelor de detecție și cuantificare pentru 

fiecare senzor sau biosenzor folosit 
 Studiul determinării individuale sau simultane a acizilor hidroxicinamici prin voltametrie 

ciclică sau voltametrie de undă pătrată, din diferite formulări farmaceutice sau produse 
cosmetice 

 Studiul interferențelor datorate altor substanțe existente în compoziția produselor 
analizate 

 Studiul repetabilității și reproductibilității semnalelor senzorilor și biosenzorilor 
 Validarea rezultatelor cu alte metode de analiză, precum metoda spectrofotometrică 

Folin Ciocalteu, FTIR sau UHPLC 
 Determinarea capacității antioxidante a acizilor hidroxicinamici în produsul Eye Blend, 

prin metoda DPPH. 
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 Dezvoltarea senzorilor electrochimici pe bază de CAPITOLUL 5. 
nanomateriale de carbon pentru determinarea acidului cafeic din 

suplimente alimentare 

Introducere 
Scopul acestui studiu a fost caracterizarea electochimică a unor noi electrozi 

serigrafiaţi de bază de carbon modificati cu nanofibre de carbon și respectiv nanotuburi de 
carbon multistrat, precum și dezvoltarea și validarea unei metode electroanalitice pentru 
determinarea cantitativă a acidului cafeic în suplimente alimentare.  

5.1. Rezultate și discuții 

5.1.1. Studii preliminare 
În studiile preliminare s-au evaluat proprietățile electrochimice a 3 tipuri de electrozi 

serigrafiați (SPCE) de carbon, unul nemodificat, și doi modificati chimic cu urmatoarele 
nanomateriale din carbon: nanofibre de carbon (CNF) si nanotuburi de carbon multistrat 
(MWCNT). Soluțiile electrolitice au fost: o soluție de clorură de potasiu, o soluție compusă din 
ferocianură de potasiu și clorură de potasiu și o soluție de catecol și clorură de potasiu. 

S-a obținut un semnal stabil al senzorilor atunci când potențialul este situat în domeniul 
situat între -0,4 și +1,3 V în cazul acidului cafeic. În cazul ferocianurii de potasiu domeniul de 
potențial optim a fost situat între -0,6 și +1,0 V. 

5.1.1.1. Proprietățile electrochimice ale electrozilor în soluții inactive 
În prima etapă s-a studiat comportamentul voltametric al electrozilor C-SPE, CNF/C-

SPE și MWCNT/C-SPE în soluție de KCl 0,1 M (substanță inactivă redox) în domeniul de 
potențial situat între -0,6 și +1,3 V. În voltamogramele ciclice nu s-au observat picuri în 
domeniul de potențial studiat. Acest fapt demonstrează că materialele folosite pentru 
construirea electrozilor au o puritate ridicată, și de asemenea, electrozii utilizați nu prezintă 
contaminări ale suprafeței active, ce ar putea influența răspunsurile electrochimice. Se remarcă, 
totuși, curenți de fond mai mici atunci când se folosește CNF/C-SPE în comparație cu ceilalți 
electrozi folosiți.  

5.1.1.2. Comportamentul electrochimic C-SPE, CNF/C-SPE și MWCNT/C-SPE în soluții 
electroactive 
În următoarea etapă a lucrării, s-a studiat comportamentul electrochimic al electrozilor 

atunci când aceștia sunt imersați într-o soluție ce conține ferocianură de potasiu 10-3 M și 
clorură de potasiu 0,1 M.  

Fiecare electrod prezintă două picuri, unul anodic și unul catodic, care sunt relaționate 
cu procesele de oxido-reducere ale ionului ferocianură la suprafața electrodului de lucru. Se pot 
observa picuri bine definite și reversibile în toate cele trei cazuri. 

Potențialul de semiundă (E1/2) este o caracteristică calitativă pentru specia 
electroactivă analizată și reprezintă valoarea potențialului pentru care intensitatea curentului 
este jumătate din valoarea maximă[104]. În cazul de față acest parametru are aproximativ 
aceeași valoare pentru CNF/C-SPE (0,163 V) și CNT/C-SPE (0,166 V) și o valoare mai mare 
pentru C-SPE (0,179 V). Raportul Ic / Ia este apropiat de valoarea ideală 1 în toate cele trei 
cazuri, cea mai apropiată valoare de cea ideală fiind obținută în cazul CNF/C-SPE (0,854 V). 
Din aceste rezultate se poate afirma că CNF/C-SPE a arătat cea mai mare sensibilitate la 
detectarea ionului ferocianură (Ia și Ic au valorile cele mai mari). De asemenea, CNF/C-SPE 
prezintă cel mai mare grad de reversibilitate, diferența dintre potențialele picurilor anodice și 
catodice (E) este cea mai mică, iar raportul Ic / Ia are valoarea cea mai mare.  
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5.1.2. Calculul suprafeței active a electrozilor 
Suprafața electrozilor a fost determinată, pe rând prin voltametrie ciclică, folosind 

soluția dublă de ferocianură de potasiu 10-3 M și clorură de potasiu 10-1 M. Răspunsurile de 
voltametrie ciclică s-au înregistrat cu viteze de scanare între 0,1-1,0 V/s.  

Pentru CNF/C-SPE, s-a obținut o liniaritate foarte bună între Ipa și rădăcina pătrată a 
vitezei de scanare (Figura 5.12 a) cu un coeficient de determinare (R2) de 0,9905. În 
conformitate literatura de specialitate, acest rezultat demonstrează că procesul electrochimic de 
la nivelul electrodului de lucru este controlat de difuzia speciei electroactive, difuzia fiind etapa 
determinantă de viteză.  

 
Figura 5.1. Variația semnalului electrochimic al senzorului CNF/C-SPE la viteze de scanare 

între 0,1-1,0 V/s (a); dependența intensității curentului anodic de rădăcina pătrată a vitezei de 
scanare (b) 

 
Cea mai mare valoare a ariei active a fost obținută pentru electrodul CNF/C-SPE 

(0,1524 cm2), urmată de CNT/C-SPE (0,0514 cm2) și C-SPE (0,0500 cm2). Aceste rezultate 
sunt în concordanță cu intensitatea picurilor.  Din aceste valori rezultă că sensibilitatea 
senzorilor scade în ordinea CNF/C-SPE, MWCNT/C-SPE, C-SPE. Această sensibilitate ridicată 
a CNF/C-SPE se datorează nanofibrelor de carbon de la suprafața electrodului, care prin 
dimensiunile lor mici dar cu o arie specifică mare, favorizează transferul de electroni și 
acumularea sau difuzia selectivă a analiților.  

Aceste rezultate sunt în concordanță cu diferite studii publicate în literatura de 
specialitate care consideră că în general CNF-urile prezintă un comportament electrochimic 
superior comparativ cu celelalte nanomateriale deoarece au conductibilitate foarte bună și 
stabilitate chimică ridicată[82,105,106]. Totuși, toți cei trei electrozi se pot folosi cu succes 
pentru determinarea acidului cafeic, compusul fenolic de interes în această lucrare. 

5.1.3. Proprietățile electrochimice ale electrozilor în soluție pură de acid cafeic 
Determinarea calitativă și apoi cantitativă a acidului cafeic s-a realizat prin voltametrie 

ciclică, aceasta fiind o metodă ce prezintă multiple avantaje (sensibilitate, selectivitate, 
aparatură ușor de utilizat) și utilă pentru interpretarea proceselor ce au loc la suprafața 
electrozilor. Voltamogramele ciclice s-au înregistrat în soluție de acid cafeic 10-3 M soluția 
electrolit suport fiind cea de tampon fosfat 0,1 M (pH= 3,6). Această valoare a pH-ului este 
optimă pentru determinarea acidului cafeic cu o sensibilitate și o selectivitate foarte bună [107]. 
Pentru stabilizarea răspunsurilor senzorilor sunt necesare 5 cicluri în domeniul de potențial 
optimizat (de la -0,4 la +1,3 V). Astfel că, rezultatele prezentate sunt cele obținute după 
stabilizarea semnalului voltametric.  

În Figura 5.13 se prezinta voltogramele ciclice ale tuturor electrozilor în soluție de acid 
cafeic 10-3 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 imersați în soluție  10-3 M acid 
cafeic (0,1 M soluție tampon fosfat, pH= 3,6). 

 
În voltamograma ciclică se observă un pic anodic și un pic catodic, care corespund 

reacțiilor de oxidare și respectiv reducere a acidului cafeic la suprafața electrodului de lucru. În 
conformitate cu literatura de specialitate, procesele redox constau în oxidarea acidului cafeic la 
derivatul o-chinonic corespunzător, urmată în scanarea catodică de reducerea o-chinonei la 
compusul inițial, procese care presupun transferul a doi electroni și doi protoni.  

Toți electrozii studiați au prezentat două picuri clare și bine definite și un comportament 
cvasi-reversibil, așa cum rezultă din valorile ΔE și Ic/Ia. CNF/C-SPE are un comportament 
reversibil mai apropiat de ideal decât MWCNT/C-SPE și C-SPE. Electrodul modificat cu CNF 
prezintă picurile anodic și catodic mai intense, demonstrând că are sensibilitatea cea mai bună 
la detecția acidului cafeic. Picurile observate în cazul MWCNT-SPE sunt mai intense decât în 
cazul C-SPE ceea ce demonstrează facilitarea proceselor electrochimice de către 
nanomaterialul modificator. Sensibilitatea electrozilor crește în ordinea: C-SPE< MWCNT/C-
SPE< CNF/C-SPE. 

5.1.4. Studiul cineticii și calculul coeficientului de difuzie a acidului cafeic 
Pentru studiul influenței vitezei de scanare asupra răspunsului voltametric, s-au 

înregistrat voltamogramele ciclice ale CNF/C-SPE, MWCNT/C-SPE și C-SPE la diferite viteze 
de scanare situate între 0,1 V/s și 1,0 V/s, crescând viteza de scanare de fiecare dată câte 0,1 
V/s. Pentru a se determina factorul care controlează cinetica proceselor de electrod s-a 
reprezentat grafic picurile anodice în funcție de viteza de scanare și de rădăcina pătrată a 
vitezei de scanare.  

Valorile D obținute pentru acidul cafeic cu electrozii serigrafiați sunt comparabile cu 
cele obținute cu alți electrozi pe bază de carbon raportați în literatura de specialitate [108–
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110],[111] Se cunoaște faptul că nanomaterialele din carbon îmbunătățesc semnificativ 
absorbția analitului pe suprafața electrodului și de asemenea măresc suprafața electroactiva a 
senzorului ceea ce accelerează reacțiile electrochimice [59], [82,105,112]. 

Aceste rezultate dovedesc că electrozii serigrafiați modificați cu nanomateriale de 
carbon sunt sensibili și utili pentru detecția acidului cafeic. 

5.1.5. Curba de calibrare și determinarea limitei de detecție 
S-au realizat curbele de calibrare pentru fiecare senzor, C-SPE, CNF/C-SPE și 

MWCNT/C-SPE prin înregistrarea voltamogramelor ciclice în soluții obținute din acid cafeic 
dizolvat în soluție tampon fosfat 0,1 M de pH 3,6 de diferite concentrații situate între 0,1 și 40 
M. Viteza de scanare  a fost 0,1 V/s și domeniul de potențial a fost situate între -0,4 V  și 1,3 V.  

În cazul senzorului CNF/C-SPE, curba de calibrare, care reprezinta dependența dintre 
curentul picului anodic și concentrația de acid cafeic (Ipa vs. c) se prezintă în Figura 5.19. 

 

 
Figura 5.3. (a) CV ale CNF-SPE imersat în soluție de acid cafeic în intervalul de concentrație 

0,1-40 M (zoom al picului anodic); (b) Dependența picului anodic în funcție de concentrația de 
acid cafeic. 

 
Se observă o dependență liniară între intensitatea picului și concentrația în domeniul 

0.1-40 M. Ecuația dreptei de calibrare este I= 0,2005c + 2,1821. 
Prin urmare, calculul LOD se efectuează cu informațiile colectate de la primele 

concentrații utilizate, unde se observă o dependență liniară, iar coeficientul de corelație este 
mai aproape de unu. 

Rezultatele obținute pentru limita de detecție și limita de cuantificare pentru cei trei 
senzori sunt prezentate în Tabelul 5.8.  
 

Tabel 5.1. Valorile  LOD și LOQ a celor trei senzori pentru detecția acidului cafeic 
Senzor LOD (M) LOQ (M) 
C-SPE 1,27×10-7 4,23×10-7 

CNF/C-SPE 3,23×10-9 1,077×10-8 
MWCNT/C-SPE 6,1×10-8 2,02×10-7 

 
Valorile mici ale LOD și LOQ, mai mici sau comparabile cu cele raportate în literatura 

de specialitate se datorează sensibilității ridicate ale senzorilor testați în acest studiu, ceea ce 
demonstrează fezabilitatea metodei voltametrice pentru analiza CA din mostre reale, cum sunt 
diferitele formulări comerciale, de exemplu suplimente alimentare. Toți cei trei senzori pot fi 
folosiți cu succes în analiza unor probe reale pentru detecția CA, însă CNF/C-SPE, care are 
cele mai mici limite de detecție și cuantificare. În următoarele analize se va determina cantitatea 
de acid cafeic din suplimente alimentare cu ajutorul celor trei electrozi studiați până acum. 
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5.1.6. Studiul determinării acidului cafeic din suplimente alimentare cu ajutorul 
C/SPE, CNF/C-SPE și MWCNT/C-SPE 

Pentru determinarea acidului cafeic în trei suplimente alimentare nestandardizate 
(Detox Activ-Herbagetica, DVR-Stem Glicemo-DVR Pharm și Ceai Verde-Alevia) s-au utilizat C-
SPE, CNF/C-SPE și MWCNT/C-SPE, comparând rezultatele acestora cu cele obținute prin 
metoda spectrofotometrică. Măsurătorile s-au înregistrat prin voltametrie ciclică în domeniul de 
potențial situat între -0,4 V și 1,3 V cu viteze de scanare diferite situate între 0,1-1,0 V/s. 

În concluzie, analizând fiecare probă, se observă o pereche de picuri redox 
relaționată cu prezența acidului. Se observă în fiecare caz, picuri mai puțin definite, care 
corespund altor compuși activi care se găsesc în aceste suplimente alimentare. Intensitățile 
picurilor anodic și catodic cresc odată cu creșterea vitezei de scanare, în fiecare situație. 
Reprezentând grafic, intensitatea picului anodic în funcție de viteza de scanare se obține o 
dependență liniară cu v1/2, ceea ce demonstrează că procesul electrochimic este controlat de 
difuzie, în fiecare caz.  

Senzorul CNF/C-SPE a demonstrat o limită de detecție mai bună, picuri de intensitate 
mai mare și mai bine definite dar și un zgomot de fond mai redus, în comparație cu C-SPE și 
MWCNT/C-SPE. Prin urmare, cuantificarea acidului cafeic din suplimentele alimentare analizate 
se va realiza cu ajutorul dreptei de calibrare obținute de CNF/C-SPE. Rezultatele se vor 
compara cu cele obținute prin metoda spectrofotometrică Folin-Ciocalteu. De asemenea studiile 
de stabilitate și interferență vor fi realizate pentru CNF/C-SPE. 

5.1.7. Validarea metodei voltametrice 
Metoda spectrofotometrică Folin-Ciocalteu a fost utilizat pentru validarea noii metode 

electroanalitice bazată pe C-SPE modificat. Soluțiile preparate cu acid cafeic de diferite 
concentrații au reprezentat soluțiile standard[113].  

Conținutul unei capsule din fiecare supliment alimentar a fost dispersat în 50 mL 
soluție de PBS (pH = 3,6) pentru analiza electrochimică. Pentru a pregăti corespunzător probele 
pentru analiză, s-au utilizat ultrasonicarea urmată de filtrare.  

Cantitățile de acid cafeic din suplimentele alimentare s-au calculat din dreptele de 
calibrare care corespund celor două metode de determinare, spectrofotometrică si voltametrică 
(CNF/C-SPE), luând în considerare diluțiile și cantitatea de supliment alimentar luat în analiză. 
Rezultatele, exprimate în mg acid cafeic pe comprimat/ capsulă, se prezintă în Tabelul 5.12.  
 
Tabel 5.2. Conținutul de acid cafeic determinat în probele analizate prin metoda spectrofotometrică și cea 

voltametrică  

Supliment alimentar 
Metoda voltametrică 

Acid cafeic (mg / capsulă) 
Metoda spectrofotometrică 
Acid cafeic (mg / capsulă) 

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) 177,6 ± 5,6 177,7 ± 4,8 
 
Se poate observa că valorile conținutului de acid cafeic obținute prin cele 2 metode 

sunt apropiate. Analiza de varianță (ANOVA) a arătat că nu există o diferență semnificativă între 
cele trei seturi de valori la un nivel de încredere de 95%. Aceasta demonstrează că metoda 
voltametrică este o metodă sensibilă, validă și precisă pentru determinarea acidului cafeic din 
suplimente alimentare.  

În următoarea etapă s-a determinat conținutului de polifenoli prin metoda UHPLC-
MS/MS cu ionizare ESI, folosind un spectrometru de masa de inalta rezolutie Q Exactive™ 
Focus Hybrid QuadrupoleOrbiTrap (ThermoFisher Scientific) echipat cu HESI, cuplat la un 
cromatograf de lichide de inalta performanta UltiMate 3000 UHPLC (ThermoFisher Scientific)  

Calibrarea s-a realizat în intervalul de concentrație 50 - 2000 μg / L pentru fiecare 
dintre acizii fenolici și flavonoizi, prin diluarea în serie cu metanol a amestecului standard de 
concentrație 10 mg/L. Din datele obținute, s-a calculat cantitatea de acid cafeic existentă pe 
capsulă, pentru fiecare produs. Rezultatele se regăsesc în Tabelul 5.14. 
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Tabel 5.3. Conținutul de acid cafeic determinat în probele analizate prin metoda HPLC 

Supliment alimentar 
Metoda HPLC 

Acid cafeic (mg / capsulă) 
Detox-Activ 99,84 

DVR Stem Glicemo 197,9 
Ceai Verde (Green Tea) 185,58 

 
Din Tabelul 5.14 se poate observa că valorile obținute prin metoda cromatografică sunt 

apropiate de cele obținute prin CV și IR, ceea ce dovedește încă o data, precizia, selectivitatea 
și sensibilitatea senzorului CNF/C-SPE dar și fezabilitatea metodei voltametrice. 

5.1.8. Studii de stabilitate 
Senzorul CNF/C-SPE poate fi utilizat în mod repetat în condițiile de măsurare 

prevăzute în acest studiu, fără a-și modifica voltamograma ciclică cu mai mult de 5% pentru cel 
puțin 100 de măsurători. Cu toate acestea, abaterea standard relativă (RSD) a 10 
voltamograme ciclice replicate înregistrate în soluția de acid cafeic 10−5 M este de 3,02%. 
Timpul de contact cu soluția de analizat trebuie să fie cât mai scurt posibil, iar senzorul trebuie 
spălat cu soluție de susținere a electroliților (PBS cu pH 3,6 în acest caz) și cu apă ultrapură 
după fiecare măsurare. 

5.1.9. Studii de interferență 
Pentru a evalua selectivitatea senzorului CNF/C-SPE pentru detectarea acidului cafeic 

în probe complexe, a fost studiată influența unor specii înrudite chimic, care ar putea interfera în 
cuantificarea acidului cafeic 10-5 M în condiții optime.  

Determinarea acidului cafeic este influențată mai mult de prezența catecolului, în timp 
ce acidul galic, acidul L-ascorbic, acidul uric, acidul ferulic și acidul vanilic au o influență mică în 
determinarea cantitativă a acidului cafeic. Acest lucru este legat de potențialele de oxidare ale 
catecolului și ale acidului galic, care sunt apropiate de cel al acidului cafeic.  

Ceilalți compuși care interferează apar în voltamogramele ciclice ca picuri noi, care nu 
influențează picurile anodice sau catodice ale acidului cafeic. Din aceste rezultate, se poate 
concluziona că senzorul CNF / C-SPE este selectiv pentru acidul cafeic în probe reale și are o 
precizie și o selectivitate bună. 

5.2. Concluzii 
În urma analizei electrozilor imersați în soluție dublă de ferocianura de potasiu și 

clorură de potasiu, s-au înregistrat picuri bine definite și reproductibile, putând fi folosiți pentru 
analizele unor probe reale. Întâlnim caracteristici similare a celor trei electrozi și în cazul analizei 
soluției de acid cafeic pur. Acest lucru dovedește că toți cei trei senzori pot da, ulterior, 
răspunsuri satisfăcătoare.  

Ulterior s-a putut calcula și coeficientul de difuzie al acidului cafeic, în cazul utilizării 
fiecărui electrod. Rezultat mai bun s-a obținut în cazul folosirii CNF/C-SPE. După această 
analiză am folosit cei trei senzori pentru formarea curbelor de calibrare, utile pentru identificările 
ulterioare. Se observă o dependență liniară între intensitatea picului și concentrația soluției în 
domeniul folosit (0,1-40 M) pentru toți cei trei senzori folosiți.  

La concentrații mai mari, semnalul electrochimic crește mai lent, datorită saturării 
centrilor active de pe suprafața electrodului de lucru.  În urma calculelor, limitele de detecție au 
valori mici, ceea ce dovedește încă odată că senzorii au o sensibilitate bună. Valoarea cea mai 
redusă a LOD s-a obținut în cazul CNF/C-SPE. În ultima parte a lucrării, am ales detecția 
acidului cafeic în trei suplimente alimentare (Detox Activ, DVR Stem Glicemo, Ceai verde).  

În toate cele trei cazuri s-au evidențiat picurile caracteristice substanțelor de analizat, 
picuri care corespund reacțiilor de oxido-reducere de la nivelul electrodului de lucru. Fiind 
formulări farmaceutice complexe, pe lângă picurile caracteristice acidului cafeic existent, s-au 
evidențiat și picuri datorate excipienților sau altor principii farmacologice electroactive, prezente 
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în mostra de analizat. Pentru validarea rezultatelor s-a folosit metoda spectrofotometrică Folin 
Ciocâlteu dar și metoda HPLC prin care s-au obținut rezultate similare. 

Astfel, s-a dovedit că metoda voltametrică este utilă și valabilă pentru determinarea 
conținutului de acid cafeic din suplimentele alimentare. Proba analizată necesită un tratament 
minim înainte de analiză, iar echipamentul este simplu, portabil și sensibil. Această metodă 
analitică este utilă ca metodă de screening pentru a determina conținutul de acid cafeic al 
suplimentelor nutritive sau al probelor farmaceutice. Cantitatea mică de eșantion necesară, 
timpul redus necesar pentru analiza eșantionului și portabilitatea sunt avantajele care fac 
această metodă electroanalitică potrivită pentru controlul calității suplimentelor alimentare.  

În viitor, se așteaptă ca nanotehnologia să fie utilizată tot mai frecvent pentru 
modificarea senzorilor cu nanomateriale, în vederea creșterii proprietăților de detecție. 

 Dezvoltarea senzorilor și biosenzorilor serigrafiați CAPITOLUL 6. 
pentru determinarea acidului ferulic din produse cosmetice 

Introducere 
Scopul acestei lucrări este de a studia comportamentul electrochimic și determinarea 

calitativă și cantitativă a acidului ferulic cu trei tipuri de electrozi: un electrod serigrafiat pe bază 
de nanofibre de carbon (CNF/SPE), un electrod serigrafiat pe bază de nanofibre de carbon 
modificat cu nanoparticule de aur (CNF-GNP/SPE) și un biosenzor obținut în urma modificării 
CNF-GNP/SPE prin imobilizarea tirozinazei pe suprafața acestuia. De asemenea, metoda 
electroanalitică va fi validată pentru cuantificarea acidului ferulic în diferite produse cosmetice 
folosind o metodă clasică, spectrometria în domeniul infraroșu. 

6.1. Rezultate și discuții 

6.1.1. Comportamentul voltametric al electrozilor în PBS și ferocianură de potasiu 
Analiza preliminară a evaluat comportamentul electrochimic ale CNF/SPE, CNF-

GNP/SPE si CNF-GNP-Ty/SPE. Soluțiile electrolitice utilizate au fost: soluție de tampon fosfat 
(PBS pH 7,0) si soluție de ferocianură de potasiu 10-3 M – PBS 10-1 M. 

Primul interval de potențial folosit a fost -1,0 V și +1,3 V, în care semnalul nu a fost 
stabil, cu nici unul dintre electrozi.  Astfel că, treptat potențialul vertexului negativ a fost crescut, 
până când s-a obținut un semnal stabil, atât în cazul soluției PBS, ferocianură de potasiu-PBS 
și acid ferulic-PBS. S-a obținut un semnal stabil pentru toate soluțiile analizate în domeniul de 
potențial situat între -0,4 si +1,3 V.  

Acest domeniu de potențial a fost folosit inițial pentru studiul comportamentului 
electrochimic a CNF/SPE, CNF-GNP/SPE si CNF-GNP-Ty/SPE imersați in PBS 10-1M (pH 7,0). 
Viteza de scanare a fost 0,1 V×s-1.  S-au observat un pic catodic, în cazul CNF-GNP/SPE si 
CNF-GNP-Ty/SPE la E= 0,440 V (curentul -13,361 A) și respectiv E= 0,455 V (curentul -
11,286 A). Aceste picuri apar datorită modificării electrozilor serigrafiați cu nanoparticule de 
aur, respectiv tirozinază, în cazul biosenzorului. Curentul de fond a fost redus pentru toți cei trei 
electrozi utilizați. 

Următoarea analiză s-a desfășurat imersând, pe rând, cei trei electrozi, într-o soluție de 
ferocianură de potasiu 10-3 M-PBS 10-1 M (pH 7,0). Domeniul de potențial a fost între -0,4 și 
+1,3 V, iar viteza de scanare de 0,1 V×s-1. În voltamogramele ciclice obținute cu cei trei 
electrozi se observă un pic anodic și unul catodic. Aceste picuri sunt datorate procesului de 
oxido-reducere a ferocianurii care are loc la suprafața electrodului.  

În urma parametrilor înregistrați și calculați se poate afirma că E1/2 are valori apropiate 
pentru CNF/SPE și CNF-GNP/SPE și o valoare mai mică în cazul CNF-GNP-Ty/SPE. Toți cei 
trei electrozi prezintă un raport Ipc/Ipa ce depășește valoarea 1. Din valorile Ipc/Ipa și ΔE, mai mari 
decât valorile teoretice, se poate aprecia ca procesele redox sunt cvasireversibile [114].  

Cele mai înalte picuri sunt observate in cazul CNF-GNP/SPE, ceea ce arată o 
sensibilitatea superioară la detectia ferocianurii de potasiu și efectul sinergetic al 
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nanoparticulelor de aur în electrodetecţie. Prezenţa Ty pe suprafaţa biosenzorului este clar 
evidenţiată prin diferenţele observate între comportamentul electrochimic al CNF-GNP/SPE și 
cel al CNF-GNP-Ty/SPE.  

6.1.2. Aria suprafeței active a electrozilor 
În etapa urmatoare s-au înregistrat voltamogramele ciclice la diferite viteze de scanare 

(0.1-1.0 V×s-1), folosind soluția de ferocianură de potasiu 10-3 M-10-1 M PBS (pH 7,0). În Figura 
6,5 (a,c,e) se poate observa că intensitatea picurilor corespunzatoare proceselor de oxido-
reducere a ferocianurii crește odată cu creșterea vitezei de scanare. 

Pentru toți electrozii, se constată o dependentă liniară între curentul picului anodic și 
rădăcina pătrată a vitezei de scanare care demonstrează că procesul electrochimic este 
controlat de difuzia speciilor electroactive [115]. Pentru a calcula aria activa a electrozilor s-a 
folosit ecuația Randles-Sevcik [116]. 

Rezultatele obținute se prezintă în Tabelul 6.3. 
 

Tabel 6.1. Aria suprafeței active a electrozilor utilizați în analiză 
Electrod Aria suprafeței active (cm2) 
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 mică valoare a suprafeței active 

deoarece Ty imobilizată pe suprafața electrodului nu participă la procesul de oxidoreducere a 
ferocianurii demonstrând selectivitate. Cei doi senzori serigrafiați au o suprafață activă 
apropiata ca valoare, însă modificarea suprafeței electrodului cu nanoparticulelor de aur explica 
aria activa mai mare a CNF-GNP/SPE.  

6.1.3. Răspunsul voltametric al electrozilor în soluția de acid ferulic 
Pentru studiile de detecție a acidului ferulic cu sensibilitate mai mare și cu o 

selectivitate mai bună s-au folosit electrozii CNF-GNP/SPE și CNF-GNP-Ty/SPE. În Figura 6.6 
se poate observa, prin comparație, răspunsul evident al celor doi electrozi, atunci când sunt 
imersați intr-o soluţie de acid ferulic 10-3M - PBS 10-1M (pH 7,0) b).  

 
Figura 6.1. a) Voltamogramele ciclice ale CNF-GNP/SPE (linia neagră) și CNF-GNP-Ty/SPE 
(linia roșie) imersați în soluția de PBS 10−1 M (pH 7,0). b) Voltamogramele ciclice ale  CNF-
GNP/SPE (linia verde) și CNF-GNP-Ty/SPE (linia albastră) imersați în soluție de acid ferulic 

10−3 M  și PBS 10−1 M (pH 7,0). Viteza de scanare: 0,1 V·s−1. 
 

În prezența acidului ferulic, se evidențiază trei picuri anodice și două catodice de 
intensități și potențiale diferite, relaționate 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].  

În cazul CNF-GNP-Ty/SPE potențialul picului catodic I are o valoare mai redusă, 
aceasta deplasare spre valori negative ale potențialului indicând faptul ca procesul de reducere 
este puternic influențat de prezenta enzimei [118,119]. Această detecție la un potențial 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 bună comparativ cu 
senzorul la detecția FA. Procesele de reducere sunt cele ale compușilor chinonici formați prin 
oxidare anodică, procese care au loc în două etape rezultând două picuri catodice bine definite.  

Imobilizarea enzimei a fost confirmată prin analiza voltametrica, asa cum se observă în 
Figura 6.6. Se constată că enzima imobilizată în biosenzor catalizează reacțiile de hidroxilare a 
nucleului benzenic și de oxidare a derivatului orto-difenolic la chinona corespunzatoare [121]. 
Din acest motiv picul de reducere I este modificat substanțial, fiind principala diferență 
observată între senzor și biosenzor.  

Obținerea unor valori mai mici ale potentialului picului sugerează un proces rapid de 
transfer de electroni în procesul redox al acidului ferulic la nivelul suprafeţei active [122]. La 
analiza semnalului obţinut cu CNF-GNP-Ty/SPE, potențialul picului catodic I are o valoare mult 
mai mică decât în cazul CNF-GNP/SPE ceea ce inseamnă că procesul de reducere al 
produsului de oxidare electrochimică al acidului ferulic necesită o energie de activare mai 
redusă în cazul biosenzorului [123]. În plus, valoarea curentului catodic al CNF-GNP-Ty/SPE 
este mai mare dacât în cazul CNF-GNP/SPE, ceea ce demonstrează că biosenzorul este mai 
sensibil la detecţia electrochimica a produsului de oxidare a acidului ferulic. De asemenea, 
raportul Ipc/Ipa este mai mare în cazul biosenzorului. Această creștere a curentului catodic în 
cazul biosenzorului se datorează enzimei tirozinază care catalizează procesul de oxidare a 
acidului ferulic [124].  

În consecință, în cazul CNF-GNP-Ty/SPE are loc oxidarea acidului ferulic printr-un 
mecanism ce implică transferul a doi protoni și doi electroni [125]. În urma oxidării acidului 
ferulic, principalul produs obținut este derivatul o-quinonic al acidului ferulic [125]. Tirozinaza 
imobilizată pe suprafața senzorului crește selectivitatea biosenzorului, fapt confirmat, în special 
de creșterea curentului picului catodic și deplasarea picului catodic la un potențial mai negativ 
comparativ cu cel observat pentru CNF-GNP /SPE. 

În etapa urmatoare, s-a studiat comportamentul electrochimic a celor doi electrozi la 
scanare cu diferite viteze (în domeniul situat între 0,1 V×s-1 and 1,0 V×s-1), crescând viteza de 
scanare de fiecare data cu 0,1 V×s-1, în solutie de acid ferulic 10-3M (electrolitul suport a fost 
soluție PBS 10-1 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 ecuația lui Laviron [127]. 

Comparand rezultatele obtinute cu CNF-GNP-Ty/SPE și CNF-GNP/SPE, se poate 
afirma că în ambele cazuri procesul de reducere este controlat de transferul de electroni, 
procesul fiind mai rapid in cazul biosenzorului (comparand pantele celor două ecuații de 
ajustare liniară prezentate în Tabelul 6.5). Cu ajutorul ecuatiei Laviron au fost calculate valorile 
concentrației speciei oxidate (), iar rezultatele sunt prezentate în Tabelul 6.5.  

 
Tabel 6.2. Ecuația liniară a dreptei (ic vs. v), R2 și  

Electrod Ecuația dreptei R2  (mol·cm−2) 
CNF-GNP/SPE y = −2,585 × 10−5 x – 2,348 × 10−5 0,9994 5,02 × 10−11 

CNF-GNP-Ty/SPE y = −3,1137 × 10−5 x – 3,4962 × 10−5 0,9996 6,05 × 10−11 
y = Ipc; x = v. 

Din aceste rezultate se poate aprecia ca biosenzorul are proprietati electroanalitice 
superioare la detectia acidului ferulic. În plus, prezența tirozinazei asigură o selectivitate 
superioară biosenzorului în probe complexe. Imobilizarea tirozinazei împreună cu nanofibrele 
de carbon și nanoparticulele de aur duce la o biosensibilitate și conductibilitate mai bună, 
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aceste nanomateriale având efect sinergic în biodetectie. Prin urmare, pentru analizele 
cantitative s-a folosit biosenzorul realizat in acest studiu.  

6.1.4. Răspunsul biosenzorului la diferite concentrații de acid ferulic 
lterior, voltametria ciclică a fost utilizată pentru detecția acidului ferulic în diferite concentraţii 
folosind CNF-GNP-Ty/SPE. Se observa că intensitatea picului de reducere I creste odata cu 
creșterea concentrației de acid ferulic in domeniul de concentrație studiat, de la 0,1 la 129,6 M 
(Figura 6.9).  

Figura 6.2. Curba de calibrare a biosenzorului în domeniul de concentrație 0,1–129,6 μM (a) și  
0,1–1,6 μM (b). 

Creșterea curentului de reducere este liniară cu concentrația în domeniul de la 0,1 
până la 1,6 M, iar ecuația de regresie liniară este y = -0,2529x - 6,3845 (R2 = 0,9961, n =5) cu 
limita de detecție (LOD) de 2,89 ×10-9 mol L-1 si o limită de cuantificare (LOQ) de 9,64 ×10-9 mol 
L-1.  

6.1.5. Stabilitate, reproducibilitate, repetabilitate. Studii de interferență 
Biosenzorul este stabil și poate fi folosit pentru mai mult de 50 de măsurători prin 

voltametrie ciclică în soluții ce conțin FA. În ceea ce privește reproductibilitatea metodei de 
fabricare, nu s-au obținut diferențe mai mari de 2% între biosenzori preparați identic imersați în 
soluții de FA de aceeași concentrație. De asemenea, variația răspunsului biosenzorului la 
determinarea FA în soluție de aceeași concentrație, la scoaterea din soluție, clătire și repetarea 
voltamogramei ciclice nu a depășit 3%. Biosenzorul a dovedit o selectivitate foarte bună 
potențialul și curentul picului catodic rămânând practic nemodificat la adaosuri de compuși care 
se găsesc în produsele cosmetice, de exemplu propandiol, glicerina, vitamina E etc. 

6.1.6. Determinarea FA în produse cosmetice 
Pentru a verifica practicabilitatea și fezabilitatea metodei propuse, CNF-GNP-Ty/SPE a 

fost folosit pentru detecția acidului ferulic din produse cosmetice cu forma de prezentare și 
consistenta diferită: ser, cremă și emulsie.  

În Figura 6.11 se prezintă voltamogramele ciclice ale CNF-GNP-Ty/SPE imersat în 
soluții de Ser antioxidant Ordinary de diferite concentrații. Se pot observa picurile 
reprezentative proceselor electrochimice ale acidului ferulic, iar picul de reducere I s-a folosit 
pentru cuantificare.  

a) 
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Figura 6.3. Voltamogramele ciclice ale CNF-GNP-Ty/SPE imersat în soluții obținute din serul 
antioxidant Ordinary de concentrații diferite: 6 × 10−3 % FA (linia neagră); 1,2 × 10−2 % FA (linia 

verde), 1,8 × 10−2 % FA (linia roșie),  3,6 × 10−2 % FA (linia albastră).  
 

Ținând cont de curentul picului catodic, de cantitatea de produs cosmetic luat în 
analiză și de ecuația dreptei de calibrare s-au calculat concentrațiile de acid ferulic din 
produsele cosmetice obținând rezultatele incluse în Tabelul 6.6.  

Pentru validarea metodei voltametrice, produsele cosmetice au fost analizate și prin 
metoda spectrometrică în domeniul infraroșu.  

Cantitățile de acid ferulic din produsele cosmetice au fost calculate din ecuația de 
calibrare corespunzătoare picului de la 1050 cm-1, pic relaționat cu vibrația de alungire (stretch) 
a grupării C-O fenolice [128] Toate experimentele au fost realizate în triplicat iar rezultatele se 
prezintă în  Tabelul 6.6. 

 
 Tabel 6.3. Rezultatele cuantificării acidului ferulic în produse cosmetice 

Produsul cosmetic 
c% FA 

Metoda FTIR 
c% FA 

Metoda voltametrică 
ORDINARY 2,932 3,114 
EMULSIE 0,090 0,104 

SABIO 0,096 0,112 
RSD= 2% 

 

Se observă că se obțin valori apropiate ale concentrației de FA în produsele cosmetice 
prin cele două metode, ceea ce demonstrează că metoda cu biosenzorul CNF-GNP-Ty/SPE 
este utilă pentru cuantificarea FA cu o precizie adecvată.  

În cazul produsului ORDINARY, la care producatorul indică o concentrație de 3% FA, 
se poate observa că rezultatele obținute prin ambele metode sunt apropiate de cele indicate, 
demonstrând acuratețea și precizia celor două metode la detecția FA. Pentru separarea, 
identificarea și cuantificarea acidului ferulic din probele cosmetice s-a utilizat cromatografie 
lichidă de înaltă performanță în tandem cu spectrometria de masă cu ionizare electrospray.  

Din datele obținute, s-a calculat concentrația de acid ferulic, pentru fiecare produs. 
Rezultatele se regăsesc în Tabelul 6.9. 

 
Tabel 6.4. Conținutul de acid cafeic determinat în probele analizate prin metoda UHPLC 

Supliment alimentar 
Metoda UHPLC 
Acid ferulic %c 

ORDYNARY 3,147 
GEROVITAL 0,082 

SABIO 0,0504 
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Din rezultatele obținute prin cuantificarea FA cu ajutorul UHPLC, putem  observa că 

valorile sunt mai apropiate de cele obținute prin metoda voltametrică în cazul serului antioxidant 
Ordinary și a emulsiei demachiante Gerovital.  

În cazul produsului Sabio există o diferență mai mare între valori. Această diferență ar 
putea fi cauzată de influența celorlalți compuși fenolici cu structură apropiată, existenți în probă. 

6.2. Concluzii 
S-au realizat și caracterizat trei (bio)senzori pe bază de nanomateriale și tirozinază 

pentru detecția electrochimică a acidului ferulic. Biosenzorul CNF-GNP-Ty/SPE a fost construit 
prin tehnica drop-and-dry, urmată de reticularea tirozinazei cu ajutorul glutaraldehidei. CNF-
GNP-Ty/SPE s-a dovedit a fi util în analiza acidului ferulic în produse cosmetice. Cuantificarea 
pe baza picului catodic a permis detectarea selectiva a FA din matrici complexe. Utilizarea 
voltametriei ciclice ca metoda de detecție a permis studiul detecției FA si atingerea unor 
performanțe analitice excelente cu aplicabilitate in electroanaliza.  

Concentrațiile de FA obținute cu biosenzorul CNF-GNP-Ty/SPE sunt similar cu 
rezultatele obținute prin metoda standard de analiză FTIR sau cu cele indicate de producător. 
De asemenea, analiza UHPLC a arătat cantități apropiate de acid ferulic precum metoda 
voltametrică. 

Metoda realizată în acest studiu are o serie de avantaje, cum ar fi precizie bună, 
simplitate și cost redus. În plus, metoda are o precizie foarte bună și este versatilă putând fi 
folosită în analiza de rutină în controlul calității produselor cosmetice, farmaceutice, suplimente 
alimentare și alte tipuri de probe. 

 Determinarea simultană a acidului cafeic și a CAPITOLUL 7. 
acidului ferulic dintr-un supliment alimentar, utilizând un senzor 

serigrafiat pe bază de nanofibre de carbon 

În lucrarea de față, am ales un electrod serigrafiat pe bază de nanofibre de carbon 
(CNF/SPE) pentru cuantificarea simultană a doi acizi hidroxicinamici (acidul cafeic și acidul 
ferulic) dintr-un produs cu o formula complexă, fito-homeopată, cu rol în reducerea apariției 
tulburărilor aparatului vizual. CNF/SPE a fost ales pe baza studiilor precedente, în care a 
demonstrat o sensibilitate și reproductibilitate ridicată. Și în acest studiu CNF/SPE s-a dovedit a 
fi potrivit și eficient, cu o limită de detecție scăzută pentru determinarea ambilor compuși 
electroactivi. Tehnica electrochimică utilizată a fost voltametria ciclică.  

De asemenea, s-a urmărit determinarea capacității antioxidante al acestor compuși în 
produsul Eye Blend prin metoda DPPH. 

7.1. Rezultate și discuții 

7.1.1. Studiile preliminare în vederea caracterizării electrodului 
Studiile preliminare ce caracterizează senzorul CNF/SPE au fost realizate atât în 

soluție de PBS pH= 7,0 (Figura 6.3 a), cât și în soluție de ferocianură de potasiu 10-3 M (Figura 
6.4 a) și descrise amănunțit, în lucrarea anterioară. În urma calculelor aria suprafeței active a 
senzorului are valoarea 0,1819 cm2, fiind superioară ariei geometrice, ceea ce arată o 
sensibilitate optimă a senzorului. 

7.1.2. Comportamentul voltametric al CNF/SPE în soluții de acid ferulic și acid 
cafeic 

În următoarea etapă, s-au analizat soluțiile de acid ferulic, respectiv acid cafeic 10-3 M 
(electrolit suport PBS 10-1 M, pH 7,0) cu senzorul CNF/SPE, folosind voltametria ciclică.  
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În Figura 7.1. este prezentată voltamograma ciclică obținută de CNF/SPE prin imersie în 
soluție de acid ferulic 10-3 M (electrolit PBS pH=7,0), la a doua scanare. Se pot observa trei 
picuri anodice și două picuri catodice bine evidențiate. 

 
Figura 7.1. Voltamograma ciclică CNF/SPE imersat în în soluția de acid ferulic 10-3 M și  PBS 

10−1 M (a doua scanare) la 0,1 V/s 
 
Inițial, voltamograma ciclică înregistrată, afișa două picuri de oxidare ireversibile IIa la 

E=0,388 V și IIIa la E=0,552 V, aferente cu începutul procesului de electropolimerizare. 
Valoarea potențialului măsurat este apropiat cu cel obținut în alte studii[125]. La a doua 
scanare (Figura 7.1), picurile IIa și IIIa scad în intensitate și se evidențiază perechea de picuri, 
Ia/Ic, indicând depunerea unui film electroactiv pe suprafața electrodului.  

Perechea de picuri Ia (Ia=23,308 A, E=0,235 V) / Ic (Ic=-23,87 A, E=0,179 V), 
corespunde unui proces redox cvasi-reversibil (mecanismul de oxido-reducere a sistemului o-
qinonă/o-hidrochinonă). Se poate observa și un pic IIc suplimentar, fără un omolog anodic. 

Picurile IIa și IIIa sunt relaționate de oxidarea FA, eliminându-se un electron și un proton, 
conducând la un radical stabil, urmată de o a doua eliminare de electroni, prin scindarea 
gruparii metoxi, care duce la formarea o-chinonei, reacție ce explică sistemul reversibil Ic / 
Ia[125]. 

De asemenea, s-a studiat comportamentul electrochimic al CNF/SPE într-o soluție de 
acid cafeic 10-3 M-PBS 0,1 M pH 7,0. În Figura 7.2. se observă un pic anodic și unul catodic, 
relaționate cu procesul de oxido-reducere al acidului cafeic. Mecanismul a fost explicat în 
detaliu în secțiunea 5.2.3. Picul anodic este înregistrat la E=0,242 V având Ipa= 64,055 A iar 
picul catodic la E= 0,160 V și Ipc=-36,461 A. 

 
 

Figura 7.2. Voltamograma ciclică a CNF/SPE imersat în soluție 10-3 M acid cafeic (soluție PBS 
10−1 M pH = 7,0) la 0,1 V/s. 
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În continuare s-a studiat influența vitezei de scanare asupra răspunsului voltametric al 
senzorului CNF/SPE în soluție de CA, respectiv FA 10-3 M (electrolit suport PBS 0,1 M pH 7,0, 
la diferite viteze de scanare situate între 0,1 V/s și 1,0 V/s, crescând viteza de scanare de 
fiecare dată câte 0,1 V/s.   

În urma reprezentării grafice a curenților picurilor anodice în funcție de rădăcina pătrată a 
vitezei de scanare s-a constatat o dependență liniară între cei doi parametri, ceea ce 
demonstrează că procesul redox este controlat de fenomenul de difuzie. 
Rezultatele obținute se prezintă în Tabelul  : 
 

Tabel 7.1. Ecuațiile liniare, R2 și coeficienții de difuzie ai CA și FA 
Compus 
fenolic Ecuația linară R2 D (cm2×s-1) 

CA y = 1,79310-5- 3,26610-5 0,9969 3,4810-6 
FA y = 2,72510-5-2,94210-5 0,9999 7,2410-6 

 
Valorile coeficienților de difuzie ale CA și FA sunt mai mici decât alte valori obținute în 

literatură[30,129–131].  
De asemenea, pentru acidul cafeic, se constată o ușoară diferență între valoarea 

obținută acum, față de cea obținută în studiul anterior (4.13×10-6 cm2×s-1), deși s-a utilizat 
același tip de electrod. Aceste diferențe ale valorii lui D s-ar putea explica prin utilizarea soluției 
electrolit cu un pH mai mare[108]. 

7.1.3. Influența concentrației de FA și CA asupra răspunsului electrochimic 
Următoarele experimente urmăresc determinarea simultană a celor doi acizi 

hidroxicinamici folosind CNF/SPE. Pentru acest lucru s-au folosit pe rând soluții de concentrație 
10-3 M de CA, respectiv FA. Pentru fiecare caz s-a realizat o curbă de calibrare aferentă celuilalt 
compus fenolic adăugat în intervalul de concentrație 10-1000 M.  

În Figura 7.5. sunt prezentate voltamogramele ciclice obținute în urma imersiei CNF/SPE 
într-o soluție de acid cafeic 10-3 M (electrolit suport PBS pH= 7,0) care conține concentrații 
crescânde de acid ferulic. 

 
 

Figura 7.3. Voltamogramele ciclice ale CNF/SPE în soluție de acid cafeic 10-3 M (linia mov), 
apoi conținând concentrații diferite de acid ferulic: 10 M (linia neagră), 50 M (linia rosie), 100 

M (linia verde), 500 M (linia albastră) și  1000 M (linia bleu). 
 
Se poate observa un pic anodic si unul catodic de intensități mai mari, corespunzătoare 

prezenței acidului cafeic, iar pe măsură ce se adaugă cantitățile crescânde de acid ferulic, se 
evidențiază mai bine, picurile IIa și IIIa ireversibile aferente electropolimerizării FA. Depunerea 
FA pe suprafața electrodului ce ar corespunde unei perechi de picuri Ia/Ic se suprapune cu 
picurile corespunzătoare procesul de oxido-reducere al CA.  
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La adăugarea primelor concentrații de FA, primul pic anodic suferă o ușoară scădere a 
intensității, ceea ce înseamnă că procesul de oxidare al CA este inhibat de depunerea și 
oxidarea FA. În schimb, atunci când concentrația de FA adăugată în soluție este egală cu 
concentrația de CA, atât intensitatea picului anodic (Ipa= 70,394 A) cât și potențialul (Ea= 
0,287V) prezintă valori mai mari. Acest lucru se poate explica prin faptul ca FA este mai activ 
electrochimic decât CA.  

Comparativ cu picul anodic, picul catodic crește în intensitate proporțional cu creșterea 
concentrației de FA din soluție, concomitent cu deplasarea potențialului către valori mai reduse. 
Acest lucru arată că ambii compuși suferă concomitent un proces de reducere. 

Similar determinărilor precedente, Figura 7.4 prezintă voltamogramele ciclice obținute 
de CNF/SPE înregistrate pe rând într-o soluție de FA 10-3M, concentrație ce rămâne constantă, 
crecând exponential concentrația de CA (10-1000 M). Pe măsură ce concentrația de CA din 
soluție crește, se evidențiază o intensitate mai mare a primului pic anodic, aferent oxidării 
acidului cafeic. Prezența CA în soluție nu împiedică oxidarea FA. Creșterea constantă a 
intensității picului anodic se explică prin sinergia proceselor de oxidare a celor doi compuși. 

La fel ca în Figura 7.5, atunci când în soluție avem aceași concentrație de CA și FA, 
potențialul primului pic anodic se deplasează spre o valoare mai mare. În ceea ce privește picul 
catodic, atunci când în soluția cu o concentrație constantă de FA, se adaugă progresiv cantități 
de CA, intensitatea picului crește într-un ritm mai rapid, iar potențialul se deplasează spre valori 
mai mici. 

 
 

Figura 7.4. Voltamogramele ciclice ale CNF/SPE în soluție de FA 10-3 M (linia neagră), apoi 
conținând concentrații diferite de CA: 10 M (linia roșie), 50 M (linia verde), 100 M (linia 

albastră), 500 M (linia bleu) și  1000 M (linia violet). 
 

Pe baza voltamogramelor ciclice obținute mai sus, a fost studiată relația dintre 
concentrațiile adăugate și intensitatea picurilor catodice pentru CA și FA. Picurile catodice au 
avut o creștere constantă în ambele situații, ceea ce arată că procesul de reducere a fost 
influențat de prezența ambilor antioxidanți. Intervalul de concentrație studiat a fost 10-1000 M 
pentru compusul fenolic studiat, în timp ce concentrația celuilalt era constantă.  

Există o dependență liniară între  concentrația de FA (a), respectiv CA (b) și 
intensitatea picului catodic înregistrat. Ecuațiile dreptelor de calibrare, dar și valorile LOD și 
LOQ obținute sunt notate în Tabelul 7.2. 

Tabel 7.2. Valorile LOD și LOQ, ecuația dreptei și R2 a senzorului CNF/SPE pentru detecția 
simultană a CA și FA 

CNF/SPE LOD (M) LOQ (M) R2 Ecuația dreptei 
Detecția FA 2,33x10-7 7,78x10-7 0,9961 I(A)= -0,0143 μg / L – 38,436 
Detecția CA 2,39x10-7 7,97x10-7 0,9981 I(A )= -0,0205 μg / L  - 33,148 
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Valorile reduse ale limitei de detecție și cuantificare demonstrează o sensibilitate 
sporită a senzorului de a determina simultan FA și CA dar și fezabilitatea metodei voltametrice 
folosite. Valorile LOD și LOQ obținute în prezentul studiu sunt similare cu cele prezentate în alte 
cercetări[132–134]. 

7.1.4. Studii de interferență 
Pentru investigarea diverselor interferențe asupra determinării simultane a CA și FA au 

fost adăugate, pe rând, în soluție, substanțele acid vanilic, acid galic și quercetină. Inițial s-au 
adăugat pe rând, concentrații de 510-4, din fiecare interferent. Modificările semnalului au fost 
insesizabile. Apoi s-au adăugat concentrații mai mari din fiecare compus (10-3 M) pentru a testa 
limita de toleranță. Quercetina este cea care a influențat mai mult aspectul picurilor, datorită 
structurii chimice asemănătoare cu cea a CA și FA. Rezultatele sunt prezentate în Tabelul 7.3. 

Tabel 7.3. Interferența unor specii înrudite chimic asupra determinării simultane a CA și FA (10-3 M). 
Compusul 
interferet 

Raport 
concentrații 

Recuperare / % 
Raport 

concentrații 
Recuperare / % 

Quercetină 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 și repetabilitatea senzorului 
Pentru a investiga repetabilitatea senzorului, măsurătorile voltametrice au fost 

efectuate într-o soluție de CA și FA 10-3 M (din ambii compuși), cu același senzor de 10 ori. 
Abaterea standard relativă (RSD) a măsurătorilor a fost de 4,5%. Între măsurători, CNF/C-SPE 
a fost clătit cu 0,01 M PBS de pH 7,0. Prin urmare, CNF/C-SPE se poate utiliza în mod repetat.  

Stabilitatea senzorului a fost verificată prin monitorizarea răspunsului voltametric într-o 
soluție cu concentrație egală de CA și FA (10-3 M) la intervale regulate (1 zi) pentru o perioadă 
de o lună. În toată această perioadă senzorul a fost depozitat la 4° C într-un frigider. Răspunsul 
electrochimic s-a păstrat în proporție de 90%. 

7.1.6. Determinarea simultană a CA și FA în produsul Eye Blend 
Pentru confirmarea fezabilității metodei, s-a ales produsul Eye Blend în vederea 

detecției CA și FA în compoziția acestuia, folosind CNF/SPE. În Figura 7.8. se prezintă primele 
5 scanări ale CV, înregistrate cu CNF/SPE imersat în soluția obținută prin dizolvarea capsule 
de Eye Blend în PBS 10-1 M, pH 7,0. 

 

 
 

Figura 7.5. Voltamogramele ciclice înregistrate cu CNF/C-SPE imersat în soluția de Eye Blend 
(1 cps /50 mL PBS 0,1M, pH 7,0): prima scanare-linia roșie, a doua scanare-linia verde, a treia 

scanare-linia albastră, a patra scanare-linia portocalie, a cinicea scanare-linia neagră 
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Se remarcă aspectul picurilor anodice de la prima scanare a CV, ce reflectă prezența 
acidului ferulic. La următoarele scanări, al doilea și al treilea pic scand în intensitate, ca urmare 
a procesului de depunere a FA pe suprafața electrodului. Scăderea în intensitate a celor două 
picuri s-ar putea datora și prezenței în compoziție unor alți compuși electroactivi, ce inhibă 
activitatea FA. Cuantificarea FA și CA se va face cu ajutorul picului catodic. Potențialul picului 
catodic aferent prezenței CA este apropiat de cel al FA, astfel că este dificil de determinat 
concentrația exacta a compușilor. Totuși au fost estimate cantitățile de FA și CA, după cum se 
poate vedea în Tabelul 7.3.  
 

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

Compus fenolic 
detectat 

Metoda voltametrică 
% c mg/caps 

CA 6,021 21,076 
FA 7,516 26,306 

7.1.7. Determinarea capacității antioxidante a CA și FA prin metoda DPPH 
Metoda DPPH se bazează pe reacția cu donori de electroni sau radicali de hidrogen 

(H*) ce produc compuși antioxidanți. Reducerea DPPH este direct proporțională cu cantitatea 
de antioxidant prezentă în proba analizată[135]. 

S-a observant că reducerea DPPH a fost dependentă de concentrația compusului 
fenolic din probă. Atunci când în soluția de DPPH s-au adăugat concentrații egale de FA și CA 
(50 L), s-a constatat că procesul de reducere a reactivului a fost mai intens, obținându-se o 
valoare mai mică a absorbanței. Acest lucru demonstrează că existența ambilor compuși 
fenolici în preparat (deși într-o concentrație mai mica decât cea în care sunt luați separați), 
favorizează un efect antioxidant mai mare. 

Activitatea de eliminare a radicalului a fost exprimată ca procent și a fost calculată 
folosind următoarea formulă: 

%C = (Acontrol-Aprobă) / AprobăX100  
Rezultatele se regăsesc în Tabelul 7.4.  

Tabel 7.5. Determinarea activității antioxidante a compușilor CA și FA 
Volum 
probă 

3,2210-

5 M CA 
6,2510-5 

M CA 
3,2210-5 

M FA 
6,2510-5 

M FA 
1,6310-5 M CA 

+ 1.6310-5 M FA 
100 L Eye 

Blend 
% c act. 
antiox 

0,971922 1,523395 0,873362 1,898188 9,67391304 14,55767 

 
Se poate afirma că CA și FA sunt prezenți în compoziția produsului Eye Blend în 

cantități apropiate. Metoda studiată poate fi considerată un instrument ieftin și simplu de 
manipulat ce ar putea fi aplicată pentru diverse alte produse farmaceutice. 

7.2. Concluzii 
Studiul a avut ca scop determinarea simultană a doi compuși fenolici, acidul cafeic și 

acidul ferulic, dintr-o formulă fito-homeopată. În analizele experimentale s-a folosit un electrod 
serigrafiat modificat cu nanofibre de carbon. Metoda electrochimică folosită a fost voltametria 
ciclică. Comportamentul electrochimic al CNF/C-SPE a fost analizat în secțiunea anterioară. 

Senzorul a dovedit o sensibilitate bună pentru detecția ambilor analiți în soluția de 
analizat. S-a determinat cantitativ FA și CA din produsul Eye Blend cu CNF/C-SPE prin 
voltametrie ciclică. De asemenea, influența altor specii asupra semnalului electrochimic a fost 
redusă, senzorul având specificitate favorabilă. Ulterior s-a determinat activitatea antioxidantă a 
compușilor, prin metoda DPPH, demonstrand astfel, efectul antioxidant, sinergic al celor doi 
compuși fenolici în produsul Eye Blend. 

Prin urmare, atât senzorul cât și metoda voltametrică utilizată s-au dovedit a fi potrivite 
pentru determinarea simultană a celor doi compuși fenolici dintr-un produs cu o compoziție 
complexă. Se poate afirma că această metodă de detecție este sensibilă, precisă, ușor de 
aplicat și ar putea fi folosită și pentru determinări simultane a altor compuși fenolici. 



 
 Mereșescu (Bounegru) Alexandra Virginia  PARTEA II. CONTRIBUȚII PERSONALE 
Realizarea unor noi senzori şi biosenzori voltamperometrici 
 pentru determinarea acizilor hidroxicinamici  

25 
 

 Dezvoltarea unui nou biosenzor electrochimic pe CAPITOLUL 8. 
bază de nanofibre de carbon, ftalocianină de cobalt și lacază pentru 
detecția acidului p-cumaric în fitopreparate 

Introducere 
Scopul acestei lucrări este evaluarea comportamentului electrochimic al unui nou 

biosenzor pe bază de nanofibre de carbon,  ftalocianină de cobalt și lacază (CNF-CoPc-Lac-
SPE) la detecţia PCA utilizând diferite tehnici voltametrice. De asemenea, metoda 
electroanalitică va fi validată, pentru cuantificarea PCA în diferite produse fitopreparate folosind 
metoda spetrometrică 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 

suprafața electrodului serigrafiat modificat cu nanofibre de carbon s-a adăugat, prin tehnica 
drop-and-dry, o cantitate de 10 L soluție de ftalocianină de cobalt 10-5 M în cloroform, 
secvențial, cu pauze pentru uscare. Uscarea s-a  realizat la temperatura camerei, timp de 30 
minute. Adăugarea soluției de ftalocianină 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 

turnării a fost adăugat un volum de 10 L, secvențial, în doua etape, cu o pauză pentru uscare 
între cele două adăugări, de 3 ore. Reticularea enzimei s-a realizat prin poziționarea senzorului 
deasupra unui recipient cu 2 mL glutaraldehidă 2%, timp de 1 minut.  

Vaporii de glutaraldehidă au asigurat imobilizarea lacazei pe suprafața electrodului. 
Biosenzorii au fost păstrați la 4o C până la utilizare, maxim 72 ore [98]. În Figura 8.2 este 
prezentat procesul de preparare al biosenzorului (a) și mecanismul de oxidare enzimatică al 
PCA în prezenţa lacazei (b). 

 
Figura 8.1. a) Procesul de preparare a biosenzorului pe bază de lacază având ca suport un 
electrod serigrafiat pe bază de nanofibre de carbon modificat cu ftalocianină de cobalt. b) 

mecanismul de oxidare enzimatică al PCA în prezenţa lacazei  

8.2. Rezultate și discuții 

8.2.1. Studii preliminare în vederea caracterizării electrozilor 
Pentru a observa modificările aduse senzorului comercial pe bază de nanofibre de 

carbon, suprafața activă a celor doi electrozi de lucru, a fost analizată cu metoda 
spectrofotometrică FTIR  
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În spectrele FTIR pentru CNF-Co-Pc/SPE, respectiv CNF-Co/Pc-Lac/SPE, fiind 
evidente diferențele, atât ca număr de picuri cât și ca zgomot de fond. Se pot observa mai 
multe picuri representative prezenței lacazei, în intervalul lungimii de undă 1460-1620 cm-

1[136].  
În analizele preliminare, s-a evaluat comportamentul electrochimic ale CNF/SPE, CNF-

CoPc/SPE si CNF-CoPc-Lac/SPE în soluții de tampon fosfat 10-1 M cu valori diferite ale pH-ului 
(3,0, 4,0, 5,0, 6,0). Conform studiilor anterioare, semnalul stabil a fost obținut în domeniul de 
potențial  -0,4 si +1,3V[3]. Prin urmare, acest domeniu de potential a fost folosit pentru studiul 
comportamentului electrochimic al electrozilor imersati in PBS 10-1 M (pH= 3,0, 4,0, 5,0, 6,0) la o 
viteză de scanare de 0,1 V×s-1.  

În voltamogramele ciclice obținute cu CNF/SPE nu s-au observat picuri în domeniul de 
potential studiat (rezultatele nu sunt prezentate), ceea ce demonstrează ca suprafața activă a 
electrodului nu prezintă contaminări și nanofibrele de carbon au puritate ridicată.  

La imersia senzorului CNF-CoPc/SPE în soluție de tampon fosfat la diferite valori ale 
pH ului, CV a arătat două picuri, unul anodic, de mică intensitate și unul catodic, mai evident,. 
Curentul picului catodic a crescut odată cu creșterea pH-ului.  La pH= 5,0, picul anodic apare la 
0,67 V și picul catodic la -0,21 V. Picurile sunt relaționare cu procesul de oxido-reducere a 
CoPc de pe suprafața electrodului modificat și sunt în concordanță cu rezultatele obținute în 
alte studii [137]. 

Preliminar, a fost investigată reducerea electrochimică a lacazei de pe suprafața 
biosenzorului, în soluție PBS cu valori ale pH-ului între 3,0 și 6,0, iar răspunsurile CV au indicat 
că Ipc crește direct proporțional cu creșterea pH-ului, până la pH= 5,0. La pH=6,0, Ipc a avut o 
scădere considerabilă. Mai mult, creșterea pH-ului până la valoarea 5,0 a determinat o 
deplasare liniară a potențialului picului catodic la valori mai negative. Ecuația de regresie este: 
Ep=-0,0362 pH + 0,0567.  

8.2.2. Răspunsul voltametric al electrozilor în soluția de acid p-cumaric  
Conform studiilor preliminare dar și studiilor de specialitate s-a constatat că valoarea 

optimă a pH-ului pentru detecția compușilor fenolici, este 5,0 [138]. Picurile obținute la această 
valoare a pH-ului sunt mai evidente și bine definite [139][140,141] O intensitate mai mare a 
picului, indică faptul că etapa de imobilizare nu a afectat negativ activitatea enzimei. În plus o 
valoare mai mică a pH-ului ar putea contribui la degradarea mai rapidă a enzimei. Prin urmare, 
în următoarele analize experimentale s-a folosit ca electrolit suport soluția de PBS 10-1 M 
(pH=5,0). 

Electrozii de lucru s-au utilizat pentru înregistrarea voltamogramelor ciclice, folosind o 
soluție de acid p-coumaric 10-3M (PBS 10-1M pH=5,0). Viteza de  scanare folosită a fost 0,1 V/s. 
Voltamogramele ciclice arată ușor diferit în funcție de modificările aduse electrodul de lucru 
folosit. La prima scanare voltametrică apare, în fiecare situație, un pic anodic bine evidențiat, 
ireversibil, care este asociat cu oxidarea grupării hidroxil pe inelul aromatic al moleculei și 
formarea radicalilor fenoxi, care pot ulterior dimeriza sau polimeriza [142]. În cazul biosenzorului 
picul anodic apare la un potențial de 0,904 V.  

La scanari succesive, produsul de oxidare a acidului p-cumaric se depune pe suprafața 
electrodului formând un film polimeric, explicându-se astfel apariția unui alt pic de oxidare 
reversibil, la un potențial mai mic decât cel al acidului p-cumaric[143]. Creșterea intensității 
picului de oxidare reversibil se explică prin creșterea în grosime a filmului polimeric ce acoperă 
suprafața electrodului și împiedică difuzia acidului p-cumaric și oxidarea acestuia pe suprafața 
electrodului[143].  

La utilizarea CNF-CoPc-Lac/SPE, potențialul maxim aferent produsului de oxidare 
apare la Epa= 0,537 V, iar picul de reducere are un potențial Epc= 0,011 V. Astfel, se confirmă 
cvasi-reversibilitatea procesului de oxidare. Aceste valori sunt similare cu cele întâlnite în alte 
lucrări ce studiază procesul de oxido-reducere a acidului p-cumaric[143]. Atunci când produsul 
de oxidare este adsorbit pe suprafața electrodului, picul de oxidare a acidului p-cumaric scade 
în intensitate, pe când picul aferent produsului de oxidare crește în intensitate la scanări 
succesive (Figura 8.8). 
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Figura 8.2. Voltamograma cilclică a CNF-CoPc-Lac/SPE imersat în soluție de acid p-cumaric 
10-3 M (electrolit PBS 10-1M, pH= 5,0): prima scanare (linia neagră), a doua scanare (linia roșie) 

și a treia scanare (linia albastră). 
Picul aferent produsului de oxidare are un potențial de oxidare mai mic decât cel al 

acidului p-cumaric datorită formării unor polimeri organici prin oxidare[143] 
CNF-CoPc-Lac/SPE se remarcă printr-o valoare redusă a potențialului picului catodic, 

ceea ce înseamnă că procesul de reducere necesită o energie de activare mai redusă și este 
influențat de prezența lacazei.[52][118][120]. De asemenea, valoarea mică a Epc sugerează un 
proces rapid de transfer de electroni în procesul redox al PCA la nivelul suprafeţei active a 
biosenzorului[122]. 

Prin urmare, CNF-CoPc-Lac/SPE prezintă o selectivitate mai bună comparativ cu 
ceilalți doi senzori la detectia acidului p-cumaric, confirmându-se astfel activitatea biocatalitică a 
lacazei imobilizată pe suprafața biosenzorului. Valorile parametrilor E1/2 si Ipc/Ipox dovedesc că 
biosenzorul prezintă o sensibilitate superioară. 

În plus, picul catodic este vizibil mai intens, motiv pentru care, calculele ulterioare se 
vor raporta la modificările acestuia. În cazul CNF-CoPc-Lac/SPE, semnalul a fost mai stabil și 
zgomotul de fond mai redus. Procesul de reducere a acidului PCA fost studiat și s-a demonstrat 
că acesta are loc la un potențial redus și se datorează legăturii duble conjugate pre-protonate 
[144]. Având în vedere că molecula de acid p-cumaric conține o grupare fenolică oxidabilă pe 
ciclul aromatic, se poate afirma că acest compus poate fi determinat voltametric.  

Lacaza are capacitatea de a cataliza procesul de oxidare a acidului p-cumaric. Picurie 
obținute la viteza de scanare 0,1 V/s au intensităti reduse și sunt mai puțin vizibile datorită 
influenței curentului capacitiv. La viteze de scanare mai ridicate, curenții faradaici sunt mai mari, 
iar picurile sunt mai bine definite[145].  

Aceeași electrozi au fost utilizați pentru înregistrarea voltamogramelor de undă pătrată 
în soluția de acid p-coumaric 10-3 M (electrolit PBS 10-1 M pH=5,0). Domeniul de potențial 
studiat a fost situat între -0,4 și +1,3V, înălțimea impulsului, 0,09 V, o creșterea potențialului 
impulsului de 7 mV și o frecvență de 15 Hz. Această tehnică a prezentat rezultate similare cu 
voltametria ciclică. Cu toți cei trei electrozi s-au evidențiat două picuri de oxidare. În fiecare 
situație se remarcă picuri mai bine definite și curent de fond mai redus.  

Cu ajutorul SWV este evidențiată reversibilitatea picului aferent produsului de oxidare 
(Ipox) și ireversibilitatea celui de-al doilea pic (IPCA). În cazul CNF-CoPc-Lac/SPE primul pic 
anodic a fost observat la 0,392 V, iar al doilea la 0,885 V.  

Mai mult decât atât, se remarcă o diferență mult mai mică între intensitatea primului pic 
anodic și cel de-al doilea, ceea ce confirmă că PCA se adsoarbe pe suprafața senzorului, 
interacționând cu lacaza imobilizată. Influența vitezei de scanare asupra răspunsul voltametric  

În etapa următoare, s-a studiat comportamentul electrochimic a celor trei electrozi în 
soluție de PCA 10-3 M (electrolitul suport a fost 10-1 M PBS la pH 5,0), aplicând viteze de 
scanare crescânde în intervalul 0,1-1,0 V/s. Se observă diferențe remarcabile între intensitățile 
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curenților de oxidare și reducere și a potențialelor măsurate, încă de la a doua viteză de 
scanare aplicată, picurile crescând progresiv odată cu creșterea vitezei de scanare. Având în 
vedere că prezența enzimei influențează preponderent picul catodic, se va studia dependența 
Ipc în funcție de viteza de scanare.  

S-a determinat că există o dependență liniară dintre curenții picului catodic și viteza de 
scanare pentru toți cei trei electrozi (Tabelul 8.2). Acest fapt indică că procesul ce are loc la 
suprafața electrozilor este controlat de adsorbția speciei electroactive [143]. 

Având în vedere ecuația de dependență liniară dintre curentul picului catodic și viteza 
de scanare, gradul de acoperire a suprafeței electrozilor cu specia electroactivă (Γ) a fost 
calculată folosind ecuația lui Laviron, iar rezultatele sunt prezentate în Tabelul 8.2[146]. 

Comparând rezultatele obținute cu cei trei electrozi, se poate afirma că, în toate cazuri 
procesul de reducere este controlat de adsobția PCA pe suprafața activă, acesta fiind mai rapid 
și mai evident în cazul biosenzorului. 

 
Tabel 8.1. Ecuațiile de dependență liniară (Ipc vs. v), R2 și Γ pentru cei trei electrozi utilizați în analiză 

Electrozi Ecuația liniară R2 Γ (mol×cm-2) 
CNF/SPE Ipc = -197,4610-6 v – 7,597510-6 0,996 3,8410-10 

CNF-CoPc/SPE Ipc = -229,7510-6 v – 11,02910-6 0,999 4,4610-10 
CNF-CoPc-Lac/SPE Ipc = -310,0110-6 v – 41,58510-6 0,982 6,0210-10 

 
Din aceste rezultate se poate aprecia că CNF-CoPc-Lac/SPE are proprietăți 

electroanalitice superioare pentru detecția PCA. In plus, prezenta lacazei asigura selectivitate 
biosenzorului putând fi utilizat în analiza unor probe complexe.  

Imobilizarea lacazei împreuna cu nanofibrele de carbon si ftalocianina de cobalt duce 
la o bioselectivitate si conductibilitate mai bună, aceste nanomateriale avand efect sinergic in 
biodetectie[147]. Având în vedere că CNF-CoPc-Lac/SPE a dovedit performanțe superioare 
privind sensibilitatea și selectivitatea, el va fi utilizat în analizele cantitative ulterioare.  

8.2.3. Curba de calibrare 
Pentru realizarea curbei de calibrare s-au înregistrat voltamogramele ciclice a acidului 

p-cumaric, la adăugarea succesivă a unor cantități variabile, între 5 L și 30 L, de soluție stoc 
de acid coumaric 10-3 M în 50 mL PBS pH 5,0 urmată de agitare. După omogenizarea soluţiei 
de analizat s-a înregistrat voltamogramele ciclice. Domeniul de concentrație studiat a fost 0,1 
M – 202,5 M. Curentul picului catodic crește odată cu creșterea concentrației de PCA. 
Curentul picului anodic a fost liniar în domeniul 0,4-6,4 M.  

Cu ajutorul ecuației de regresie liniară, LOD (3σ / m, unde σ a fost deviația standard și 
m a fost panta curbei de calibrare) și LOQ (10σ/s)[148] au fost calculate și valorile sunt 
prezentate in Tabelul 8.3. 

 
Tabel 8.2. Ecuația dependenței liniare dintre Ipc și c, R2, LOD și LOQ pentru CNF-CoPc/SPE și CNF-

CoPc-Lac/SPE 

Electrozi Ecuația liniară R2 LOD (M) LOQ (M) 

CNF-CoPc/SPE y = -0,0114x – 0,4352 0,9785 9,2910-7 3,110-6 

CNF-CoPc-Lac/SPE y = -0,0247x – 0,4188 0,9714 4,8310-7 1,6110-6 
 
Se poate observa că biosenzorul prezinta performanțe superioare senzorului, datorită 

prezenței enzimei ce îi oferă selectivitate și sensibilitate și favorizează interacțiunea cu acidul p-
cumaric. O curbă de calibrare pentru același interval de concentrație (0,1 M – 202,5 M) a 
acidului p-cumaric, a fost realizată și prin cronoamperometrie (Figura 8.14), pentru CNF-CoPc-
Lac/SPE, la un potențial menținut constant la -0,2 V. Valorile LOD și LOQ obținute au fost 
1,6310-7 M, respectiv 5,4210-7 M, apropiate, cu cele obținute prin CV. 
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Figura 8.3. Ajustarea liniară în intervalul 0,1-3,6 M pentru A) CNF-CoPc-Lac/SPE și B) CNF-

CoPc/SPE. 
 
Valorile scăzute ale limitelor de detecției și de cuantificare, sunt în concordanță cu 

valorile obținute de către alte tipuri de senzori sau biosenzori capabili să determine un acid 
hidroxicinamic. Biosenzorul prezintă sensibilitate ridicată, fiind o diferență favorabilă în cazul 
biosenzorului, datorată imobilizării lacazei, enzimă ce ii conferă în plus, selectivitate.  

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

8.2.4. Stabilitatea, reproductibilitatea și repetabilitatea biosenzorului.  
A fost studiată stabilitatea biosenzorului și s-a constatat că poate fi folosit pentru mai 

mult de 30 de măsurători prin voltametrie ciclică in soluții ce conțin PCA. Pentru a verifica 
reproductibilitatea metode de fabricare, am studiat răspunsul a doi biosenzori preparați identic, 
în soluții de PCA de aceeași concentrație. Nu s-au observat diferențe mai mari de 2% între cei 
doi biosenzori. De asemenea, variația răspunsului biosenzorului la determinarea PCA in soluție 
de accesai concentratie, la scoatere din solutie, clatire si repetarea voltamogramei ciclice nu a 
depasit 3%.  

8.2.5. Studii de interferență 
Pentru studiile de interferență, comportamentul biosenzorul a fost evaluat, la adaosuri 

de compuși înrudite chimic cu PCA, care se găsesc adesea în fitopreparate, de exemplu acid 
galic, acid ascorbic, acid vanilic, acid ferulic. Soluția de PCA a avut o concentrație de 50 M, 
adăugându-se aceeași concentrație de interferenți.  

Determinarea PCA nu este influențată semnificativ, de compușii interferenți. Se 
evidențiază picuri aferente celorlalți compuși, dar picurile anodice și picul catodic al PCA nu 
este influențat. Din aceste rezultate, se poate concluziona că senzorul CNF-CoPc-Lac/SPE are 
o precizie și o selectivitate bună pentru determinarea PCA din probe reale. 

8.2.6. Determinarea PCA in fitopreparate 
Fitopreparatele selectate pentru analiză au forme de prezentare diferite: cremă solidă, 

cremă și comprimate și au o compoziție bogată în substanțe antioxidante. Producătorul nu 
specifică pe prospect o concentrație exactă a PCA, astfel că determinarea cantitativă prin 
metoda voltametrică va fi validată de o metodă clasică de determinare. Cantități bine stabilite 
din fiecare produs au fost folosite pentru obținerea soluțiilor de analizat (Ghindazin 1g, Tuiazin 
1g, Spirulina 0,75 g). 

Pentru cuantificare s-a folosit intensitatea picului catodic, aferent potențialului -0,2 V, în 
cazul fiecărui produs. Rezultatele sunt incluse în Tabelul 8.6. 
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Tabel 8.3. Concentrațiile de PCA din fitopreparate obținute prin metoda voltametrică, respectiv metoda 

FTIR 

Fitopreparate 
Metoda FTIR 

mg/g PCA 
Metoda voltametrică 

mg/g PCA 
Spirulină 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 

spectrometrică s-au pregătit cinci probe etalon cu concentrații diferite de acid p-cumaric: 1, 2, 3, 
4, 5 mg/g, cu KBr. Probele din fitopreparate au fost analizate fără o pregătire prealabilă. 
Experimentele au fost analizate în triplicat.  

S-a realizat o curba de calibrare în funcție de absorbanța corespunzătoare picului de la 
1238 cm-1, pic relaționat cu vibrația de alungire a grupării C-O fenolice[149]. Din ecuația de 
calibrare s-au calculat cantitățile de acid p-cumaric din fitopreparate.  

Valorile concentrațiilor de PCA din probele reale calculate cu metoda spectrometrică 
sunt apropiate de cele obținute prin metoda voltametrică, datele fiind prezentate în Tabelul 8.6. 
Acestea certifică eficiența, sensibilitatea și selectivitatea senzorului enzimatic pe bază de 
nanofibre de carbon modificat cu ftalocianină de cobalt și lacază. 

8.3. Concluzii 
Acest studiu a demonstrat fezabilitatea dezvoltării unor senzori modificați: primul cu 

ftalocianină de cobalt și al doilea cu ftalocianină de cobalt și lacază pentru determinarea 
acidului p-cumaric din fitopreparate. Din rezultatele obținute putem concluziona că ftalocianina 
de cobalt a favorizat activitatea lacazei, fiind și un mediator al transferului de electroni în 
procesul de oxidare a acidului p-cumaric.  

Metodele voltamperometrice folosite în biodetecție au fost voltametria ciclică și 
voltametria de undă pătrată. Pentru studiul comportamentului electrochimic al biosenzorului în 
domeniul de concentrație ales s-a folosit voltametria ciclică și cronoamperometria. 

Biosenzorul enzimatic prezintă o sensibilitate și selectivitate ridicată pentru detecția 
amperometrică a acidului hidroxicinamic. Valorile LOD și LOQ obținute de CNF-CoPc-Lac/SPE 
sunt apropiate de cele obținute de alți biosenzori pe bază de lacază pentru detecția altor 
compuși fenolici (Tabelul 8.4). 

Concentrațiile de PCA obținute de CNF-CoPc-Lac/SPE au fost apropiate de cele 
obținute prin metoda spectrofotometrică FTIR. 

În concluzie, noul biosenzor dezvoltat pe bază de ftalocianină de cobalt si lacaza are 
multiple avantaje precum: sensibilitate, selectivitate, fezabilitate și un cost redus. De asemenea, 
CNF-CoPc-Lac/SPE poate fi folosit în analizele de rutină pentru controlul calității produselor 
nutraceutice, alimentare sau farmaceutice. 
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CONCLUZII GENERALE 
Teza cu titlul ”Realizarea unor noi senzori și biosenzori voltamperometrici pentru 

determinarea acizilor hidroxicinamici” cuprinde atât un studiu teoretic de actualitate, bine 
documentat, cât și contribuții originale privind determinarea unor acizi hidroxicinamici din diferite 
fito-preparate sau produse cosmetice, cu ajutorul unor noi senzori și biosenzori electrochimici, 
în vederea obținerii unor rezultate precise, cu un cost relativ scăzut și într-un interval de timp 
scurt. 

Interesul pentru acest grup de compuși fenolici provine din faptul că acizii 
hidroxicinamici (cum ar fi acizii ferulic, cafeic, sinapic și p-cumaric) reprezintă aproximativ o 
treime din compușii fenolici din dieta oamenilor. Suplimentele alimentare se regăsesc sub 
diferite forme de prezentare, având o compoziție din ce în ce mai complexă însă cu concentrații 
ale compuşilor biologic-activi de multe ori, necunoscute. De asemenea, formulările cosmetice 
oferă o gamă largă de beneficii privind sănătatea și frumusețea pielii, iar proporțiile dintre 
principiile active, s-au dovedit a avea o deosebită importanță.  

Cea mai importantă activitate biologică a acizilor hidroxicinamici, este cea antioxidantă 
datorată tocmai, structurii lor chimice, motiv pentru care sunt identificați tot mai des în produse 
comerciale de diferite tipuri. Mecanismul eliminării radicalilor liberi este explicat prin capacitatea 
acizilor hidroxicinamici de a dona un atom de hidrogen sau un electron, formând astfel un 
radical fenoxil stabil. În cazul orto-difenolilor, s-a demonstrat că transferul a doi electroni pe 
moleculă duce la formarea ulterioară a unui radical orto-hidroxifenoxil și a unei orto-chinone. 
Aceste mecanisme pot fi explicate în detaliu prin studii electrochimice. 

Aceste informații au determinat realizarea unui studiu asupra tehnicilor voltametrice 
utilizate pentru caracterizarea și cuantificarea acestor compuși. Avantajele analitice ale 
tehnicilor voltametrice includ o sensibilitate excelentă cu o liniaritate bună într-un domeniu vast 
de concentrație, timp scurt de analiză și posibilitatea determinării simultane a unor compuşi cu 
structură similară. Diferențele dintre principalele tehnici voltametrice constau în modul de 
aplicare a potențialului și măsurarea 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 
evidențiat numeroase avantaje ale acestora precum un raport suprafață-volum ridicat și o 
suprafață specifică mare, adsorbție interfacială eficientă, o viteză mai mare a transferului de 
electroni și proprietăți electrocatalitice bune. Încorporarea nanomaterialelor de carbon se poate 
face prin dispersia în solvent, formarea unei paste din carbon și serigrafiere.  

În studiile experimentale am ales să utilizez senzori serigrafiați pe bază de 
nanomateriale de carbon care au dovedit proprietăți excelente, atât utilizați ca atare, cât și după 
modificarea cu alți compuși chimici sau enzime.  

Alegerea unei tehnici adecvate de imobilizare este esențială pentru fabricarea 
biosenzorilor. Una dintre cele mai simple metode de imobilizare a enzimei este prin adsorbție 
fizică. Enzimele pot fi, de asemenea, imobilizate prin încorporarea în matrici tridimensionale, 
cum ar fi un film electropolimerizat sau o pastă de carbon. Reticularea este o altă tehnică de 
imobilizare foarte frecvent abordată, care implică utilizarea unui compus bifuncţional, cum este 
glutaraldehida. Enzimele pot fi, de asemenea, imobilizate prin legături de afinitate între o 
grupare funcțională existentă pe suport și o grupare specifică prezentă în secvența enzimatică. 

Toate metodele au multiple avantaje, dar și limitări. Putem preveni o parte dintre 
dificultățile ce pot apărea, alegând o metodă de imobilizare adaptată enzimei ce va fi 
încorporată dar și biomoleculei ce urmează a fi detectată. De asemenea, abordând o tehnică de 
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imobilizare potrivită putem evita instabilitatea sau degradarea enzimei. Procesul de imobilizare 
trebuie să fie simplu, reproductibil, cu un cost redus și cel mai scurt timp de procesare. 

Toate aceste informații mi-au fost de un real ajutor pentru a alege analiții de interes, 
metodele de lucru, tipul de senzori și nanomateriale utilizate, optimizarea parametrilor 
experimentali, selectarea potrivită a enzimelor și tehnicilor de imobilizare, produsele testate și în 
final metodele clasice potrivite pentru validarea rezultatelor obținute. 
 

CONTRIBUȚII PERSONALE 
Pentru studiile experimentale au fost selectați trei dintre acizii hidroxicinamici, acidul 

cafeic, acidul ferulic și acidul p-cumaric, aceștia fiind printre cei mai des întâlniți compuși fenolici 
din surse vegetale. 

În primul studiu, acidul cafeic a fost determinat cu precizie în suplimente alimentare cu 
senzori serigrafiați de carbon modificați cu diferite nanomateriale, grafen, nanofibre de carbon și 
nanotuburi de carbon multistrat, folosind ca metodă de detecție voltametria ciclică. 
Caracterizarea senzorilor prin voltametrie ciclică în soluțiile de referință a arătat că nanotuburile 
de carbon sau nanofibrele de carbon îmbunătățesc semnificativ răspunsul senzorului în ceea ce 
privește sensibilitatea și reversibilitatea proceselor electrochimice.  

Senzorii serigrafiați au fost apoi folosiți pentru a studia comportamentul electrochimic 
al acidului cafeic în soluție apoasă la pH 3,6. În toate cazurile a fost observat un proces redox 
reversibil care implică transferul a doi electroni și doi protoni. A fost evidențiat rolul 
nanomaterialelor în îmbunătățirea performanțelor electroanalitice ale senzorilor. Pentru fiecare 
senzor au fost realizate curbe de calibrare și au fost calculate limitele de detecție (LOD) și 
cuantificare (LOQ). Au fost obținute valori scăzute ale LOD și LOQ, în domeniu de la 10-7 până 
la 10-9 M, ceea ce a demonstrat că metoda este fezabilă pentru cuantificarea acidului cafeic în 
probe reale. Acidul cafeic a fost determinat cantitativ în trei suplimente alimentare folosind cel 
mai sensibil senzor și anume senzorul serigrafiat pe bază de nanofibre de carbon.  

Metoda spectrofotometrică Folin-Ciocalteu a fost utilizată pentru a valida rezultatele 
obținute cu senzorul serigrafiat pe bază de nanofibre de carbon. Rezultatele obținute prin 
utilizarea metodei voltametrice au fost în concordanță cu cele obținute prin utilizarea metodei 
spectrofotometrice, fără diferențe semnificative statistic între rezultatele obținute. De 
asemenea, acidul cafeic și alți compuși fenolici din compoziția suplimentelor alimentare testate 
au fost puși în evidență prin tehnica cromatografiei de înaltă performanță (HPLC). 

Al doilea studiu realizat se referă la comportamentul electrochimic a tipuri electrozi 
serigrafiați modificați (SPE): un senzor bazat pe nanofibre de carbon (CNF / SPE), un senzor 
pe bază de nanofibre de carbon modificate cu nanoparticule de aur (CNF- GNP / SPE) și un 
biosenzor bazat pe nanofibre de carbon modificate cu nanoparticule de aur și tirozinază (CNF-
GNP-Ty / SPE). Pentru a construi biosenzorul, tirozinaza (Ty) a fost imobilizată pe suprafața 
electrodului modificat cu nanofibre de carbon și nanoparticule de aur (senzor comercial), prin 
tehnica drop-and-dry.  

Proprietățile electrochimice ale celor trei electrozi au fost studiate prin voltametrie 
ciclică în soluții electroactive, iar potențialul, curentul și forma picurilor au fost în funcție de 
natura materialelor utilizate pentru modificarea electrozilor. În cazul acidului ferulic, s-au 
observat o serie de picuri caracteristice, procesele fiind mai intense în cazul biosenzorului. De 
asemenea, biosenzorul a dovedit sensibilitate și selectivitate mai mare datorită imobilizării 
tirosinazei, o enzimă specifică pentru compușii fenolici. Curba de calibrare a fost realizată 
folosind CNF-GNP-Ty / SPE în soluții de acid ferulic de diferite concentrații în intervalul 0,1–
129,6 μM. Acest nou biosenzor a permis valori scăzute ale limite de detecție și de cuantificare, 
2,89 × 10−9 mol·L−1 și respectiv 9,64 × 10−9 mol·L−1, ceea ce arată că metoda electroanalitică 
este fezabilă pentru cuantificarea acidului ferulic în probe reale. Acidul ferulic a fost determinat 
cantitativ în trei produse cosmetice cu ajutorul biosenzorului CNF-GNP-Ty / SPE. Rezultatele 
obținute au fost validate prin intermediul metodei spectrometrice în domeniul infraroșu, 
diferențele dintre valorile concentrațiilor de acid ferulic obținute prin cele două metode fiind sub 
5%. 



 
 Mereșescu (Bounegru) Alexandra Virginia    
realizarea unor noi senzori şi biosenzori voltamperometrici  CONCLUZII GENERALE 
 pentru determinarea acizilor hidroxicinamici   
 

33 
 

Pentru al treilea experiment, am ales să determin simultan acidul ferulic și acidul cafeic 
dintr-un produs fito-homeopat (Eye Blend- Secom). Cei doi compuși sunt menționați în 
specificațiile producătorului dar fără a se indica concentrația exactă. Scopul studiului a fost de a 
detecta simultan ambii compuși și de ai cuantifica din produsul fito-homeopat, folosind un 
senzor caracterizat în alt studiu, CNF/SPE. Stabilitatea și reproductibilitatea electrodului 
CNF/SPE s-au dovedit a fi eficiente, iar sensibilitatea a fost ridicată, atât pentru CA (2,3910-7 
M) cât și pentru FA (2,3310-7 M). De asemenea, s-a derminat capacitatea antioxidantă a 
compușilor în produsul analizat, prin metoda DPPH. Metoda electrochimică a fost eficientă și 
mai puțin costisitoare decat alte metode de analiză, prin urmare utilizarea ei poate fi extinsă 
pentru detecția acestor compuși fenolici din diverse produse farmaceutice. 

În ultimul capitol din partea experimentală, am realizat un nou biosenzor enzimatic pe 
bază de lacază și ftalocianină 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 în analizele preliminare dar și pentru determinarea compusului în probele reale au fost 
voltametria ciclică și voltametria de undă pătrată.  

Modificarea senzorilor a fost realizată prin tehnica turnării și reticulării, utilizând 
glutaraldehida ca agent de reticulare.  

Preliminar, a fost investigată reducerea electrochimică a lacazei de pe suprafața 
biosenzorului, în soluție PBS cu valori ale pH-ului între 3,0 și 6,0, iar voltamogramele 
înregistrate au indicat că intensitatea curentului catodic crește direct proportional cu creșterea 
pH-ului, până la pH= 5,0. La pH=6,0, Ipc a avut o scădere considerabilă. Mai mult, creșterea pH-
ului până la valoarea 5,0 a determinat o deplasare liniară a potențialului picului catodic la valori 
mai negative, ceea ce înseamnă o energie de activare mai redusă și o selectivitate mai bună . 

Curba de calibrare a fost realizată pentru intervalul de concentrație a acidului p-cumaric 
de 0,1–202,5M, utilizând voltametria ciclică și cronoamperometria. Cu cei doi electrozi 
modificați am obținut rezultate optime, în domeniul de liniaritate 0,4-6,4 M, CNF-CoPc-
Lac/SPE remarcându-se prin valori ale LOD și LOQ mai reduse, 4,8310-7 M respectiv 1,6110-

6 M. Acidul p-cumaric a fost determinat cu succes din cele trei fitopreparate cu compoziție 
complexă. Rezultatele obținute prin metoda voltametrică au fost comparabile cu cele obținute 
prin metoda FTIR. Cantitatea de acid p-cumaric determinat cu CNF-CoPc-Lac/SPE a fost mai 
apropiată de cea obținută prin metoda spectrometrică. 

Din toate experimentele întreprinse pot concluziona că: 
- Nanomaterialele de carbon și nanoparticulele metalice sau semiconductoare sunt 

capabile să îmbunătățească performanța senzorilor sau biosenzorilor enzimatici, oferind 
proprietăți electrochimice și mecanice deosebite 

- Parametrii electrochimici precum domeniul de potențial sau viteza de scanare trebuie 
optimizați astfel încât semnalul să fie cât mai stabil și zgomotul de fond redus 

- pH-ul soluțiilor are o influență mare asupra stabilității și răspunsurilor biosenzorilor 
- Aria suprafeței active a senzorului/biosenzorului, coeficientul de difuzie sau concentrația 

speciei active adsobite sunt parametrii importanți în evaluarea mecanismelor de oxido-
reducere ce au loc la suprafața electrodului 

- Tirozinaza și lacaza sunt capabile să oxideze acizii hidroxicinamici la compuși chinonici, 
care sunt electroactivi 

- Procesul de recunoaștere a substraturilor este influențat de activitatea enzimelor 
- Tehnica drop-and-dry urmată de reticulare cu glutaraldehidă s-a dovedit a fi potrivită 

pentru dezvoltarea biosenzorului,  activitatea biocatalitică a enzimei fiind neschimbată 
după imobilizare  

- Ftalocianina de cobalt este un compus mediator al transferului de electroni, 
îmbunătățind răspunsurile biosenzorului pe bază de lacază. 

- Senzorii și biosenzorii dezvoltați în aceste studii prezintă valori ale limitelor de detecție și 
cuantificare reduse, intervale de liniaritate extinse, cu performanțe similare senzorilor 
raportați în literatura de specialitate 

- Rezultatele determinărilor cantitative ai acizilor hidroxicinamici din probe reale au fost 
validate prin metode clasice de detecție precum, spectroscopia în infraroșu cu 
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transformată Fourier, cromatografia de lichide de înaltă performanță și metoda 
determinării activității antioxidante. 

- Senzorii și biosenzori dezvoltați în aceste studii s-au dovedit a fi preciși și fezabili, deci 
pot fi utilizați în analiza de rutină în controlul calității produselor cosmetice, farmaceutice, 
suplimente alimentare și alte tipuri de probe. 

 

PERSPECTIVE DE CERCETARE VIITOARE 
Studiile realizate în cadrul acestei lucrări au demonstrat că biosenzorii enzimatici 

reprezintă o variantă precisă, selectivă și eficientă pentru determinarea acizilor hidroxicinamici 
din diferite produse comerciale. Perfecționarea tehnicii de imobilizare, utilizarea unor noi 
nanomateriale sau compuși polimerici ca mediatori și optimizarea parametrilor de lucru ar putea 
conduce la proiectarea unor sisteme de biosenzori portabile pentru o testarea de rutină, rapidă, 
la un cost relativ redus, a unor suplimente alimentare sau fitopreparate. Caracteristicile 
nanomaterialelor de carbon ar putea fi exploatate în vederea înglobării altor enzime capabile să 
își păstreze activitatea biocatalitică nemodificată la imobilizare, cu scopul de a dezvolta 
dispozitive cât mai sensibile, cu aplicabilitate extinsă în domenii diverse de cercetare.  

De un interes particular poate fi dezvoltarea unor senzori portabili și miniaturizați 
pentru detecția simultană a acizilor hidroxicinamici din probe alimentare, de exemplu uleiuri 
vegetale deoarece acești compuși au efecte benefice pentru organismul uman și în același timp 
pot fi utilizați ca biomarkeri de autenticitate.  

O altă abordare inovativă ar putea fi dezvoltarea și utilizarea unor dispozitive sensibile 
care instalate sau asociate unui smartphone, pot forma platforme independente pentru detecția 
diferiților analiți. Aceste instrumente ar putea transmite semnalele prin portul USB încorporat, 
wireless sau alte componente integrate și de asemenea, ar putea afișa și interpreta rezultatele 
prin intermediul unei aplicații mobile specializate. Aplicațiile mobile open-source ar putea fi un 
punct de inițiere spre testarea de rutină a suplimentelor alimentare și produselor farmaceutice 
nestandardizate. Tema de cercetare propusă poate fi o etapă către realizarea unui astfel de 
dispozitiv sensibil ce ar putea fi valorificat în viața de zi cu zi în industria alimentară, 
farmaceutică sau cosmetică. 
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