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e Obiectivele prevazute/realizate
Obiectivul principal al acestui proiect a fost dezvoltarea de noi dispozitive de biodetectie
electrochimice si optice, si instrumente inteligente, integrate intr-un dispozitiv portabil, pentru
detectarea falsificarii uleiurilor de masline.
Proiectul a avut urmatoarele obiective specifice:
O1: dezvoltarea de noi materiale sensibile si nanotehnologii adecvate pentru fabricarea biosenzorilor;
02: dezvoltarea si caracterizarea de noi biosenzori utili pentru detectarea falsificarii uleiurilor de
masline:
O3: calibrarea si validarea biosenzorilor pentru detectarea ultrasensibila a compusilor relationati cu
falsificarea uleiurilor de masline;
O4: integrarea biosenzorilor intr-un dispozitiv portabil multiparametric;
05: dezvoltarea unui algoritm multivariat bazat pe fuziunea datelor si modele de instrumente
inteligente pentru recunoasterea rapida a falsificarii uleiurilor de masline;
O6: demonstrarea si validarea sistemelor multiparametrice de detectare a falsificarii uleiurilor de
masline;
O7: integrarea si pregatirea studentilor in echipa multidisciplinara.
Rezultatele activitatilor de cercetare derulate pe perioada de implementare a proiectului, precum si
diseminarea acestora in reviste cotate ISl indica faptul ca obiectivul general si obiectivele specifice ale
proiectului au fost indeplinite integral.
Obiectivul general a fost atins prin dezvoltarea si implementarea de noi biosenzori electrochimici si
optici special conceputi pentru detectarea ultrasensibila a compusilor specifici uleiului de masline,
precum si a markerilor prezenti in adulteranti. Datele care au provenit de la diferiti biosenzori au fost
procesate dezvoltand si folosind modele statistice avansate, iar informatiile rezultate din aceste
modele au permis detectarea rapida si precisa a falsificarii uleiurilor de masline la niveluri de
concentratie cuprinse intre intre 1% si 5%.
Tn tabelul urmator se prezinta livrabile/indicatorii planificati, livrabilele/rezultatele realizate, precum
si gradul de realizare a acestora, care demonstreaza realizarea integrald a livrabilelor/indicatorilor

planificati si astfel, indeplinirea in procent de 100% a obiectivelor specifice asumate.

Nr. | Livrabile/indicatori planificati Nr. | Livrabile/indicatori | Grad de
realizati realizare

1 Analiza cromatografica a markerilor Da 100%

2 Dezvoltarea unor noi materiale sensibile Da 100%

3 Sinteza polimerilor conductori si a polimerilor Da 100%
imprimati molecular

4 Dezvoltarea unei platforme multi-senzor Da 100%

5 Caracterizarea biosenzorilor in prezenta Da 100%
markerilor

6 Dezvoltarea unor retele de biosenzori pentru Da 100%
analiza markerilor din uleiul de masline

7 Dezvoltarea de modele inteligente si aplicarea Da 100%
acestora in analiza datelor




8 | Validarea sistemului multi-parametric in analiza Da 100%
de probe reale
S Participarea la conferinte, 6 Da, 26 100%
publicarea in reviste IS, Da, 12
cerere de brevet Da, 1

10 | Activitati de achizitie Da 100%
11 | Elaborarea rapoartelor stiintifice

=

Raport pentru etapa 1 1 Da 100%
Raport pentru etapa 2 1 Da
Rezumat executiv pentru etapa 1 si 2 1 Da
Raport final 1 Da

e Prezentarea rezultatelor obtinute, a indicatorilor de rezultat realizati; a nerealizarilor
inregistrate fata de rezultatele estimate prin cererea de finantare (daca este cazul), cu
justificarea acestora;

Procesul de implementare a proiectului s-a desfasurat in trei etape in conformitate cu contractul de
implementare al proiectului. In continuare se prezintd principalele rezultatele obtinute in cadrul
activitatilor de cercetare si indicatorii de rezultat realizati pe toata perioada de implementare a
proiectului.

Activitatea 1. Detectia moleculelor tinta si dezvoltarea de noi materiale sensibile

Activitatea 1.1. Analiza cromatografica a markerilor

Probele de uleiuri investigate in cadrul proiectului au fost uleiuri comerciale, si anume: uleiuri de
masline (uleiuri de masline virgin extra de la diferiti producatori, obtinute prin tehnologii diferite, din
diferite soiuri de masline, din diferite tari precum si uleiuri de turte de masline), dar si uleiuri vegetale
de seminte (de porumb, de floarea soarelui, de in, de canepa, de rapita etc.), care au fost analizate prin
cromatografie de lichide, spectrometrie de masa si folosind diferiti biosenzori. De asemenea, s-au
analizat si uleiuri de masline virgin extra (obtinute de producatori locali din regiunea Bari, Italia),
furnizate de doamna Prof. dr. Maria Lisa Clodoveo de la Universitatea Carlos Moro din Bari precum si
uleiuri de masline dezodorizate si rafinate. In cadrul proiectului s-au analizat si probe de uleiuri
adulterate, preparat in laborator din uleiuri de masline virgin extra si adaosuri controlate din alte
uleiuri vegetale. Tn total s-au analizat mai mult de 250 de probe de ulei, datele obtinute fiind folosite
pentru construirea si validarea sistemului multiparametric.

Cercetarea de fata a vizat intr-o prima etapa dezvoltarea unei metode tintite de cuantificare a unor
compusi specifici uleiurilor vegetale si, in special, uleiului de masline, si anume tirosol, hidroxitirosol,
trigonelina, oleuropeina, verbacozida, acid maslinic si acid oleanolic prin UHPLC-MS/MS (FullMS-vDIA),
care ulterior a fost utilizata pentru cuantificarea compusilor respectivi in probe de uleiuri vegetale in
vederea discriminarii acestora folosind analiza componentelor principale (PCA) si analiza de clustere
(HCA) si clasificarii folosind analiza discriminanta (PLS-DA), retele neuronale artificiale (ANN) si masina
de invatare (ML). De asemenea, s-a realizat si determinarea compusilor fenolici minoritari din uleiuri
prin UHPLC-MS/MS, folosind metoda de analiza dezvoltata in cadrul etapei 1. Procesarea datelor HRMS
s-a realizat cu ajutorul software-ului Compound Discoverer v. 2.0 (Thermo Scientific, SUA) folosind un
sablon de lucru pentru metabolomica, facand posibila identificarea altor clase de compusi prin
raportarea |la baze de date, inclusiv Chemspider, MzCloud etc.

Determinarea compusilor fenolici specifici (tirosol, hidroxitirosol, oleuropeina), a compusilor terpenici
(acizii maslinic si oleanolic) si trigonelinei din uleiurile vegetale prin UHPLC-MS/MS implica trei etape
importante, si anume: (i) esantionarea si extractia probelor de uleiuri (extractia pe faza solida - SPE);



(ii) achizitionarea datelor in modul FullMS-vDIA, care s-a realizat cu ajutorul spectrometrului de masa
de inalta rezolutie Q Exactive Focus (Thermo Scientific, SUA) cuplat la un cromatograf de lichide de
inalta performanta UHPLC Dionex pentru separarea analitilor; (iii) procesarea si identificarea datelor
care s-a realizat cu ajutorul software-ului Xcalibur. De asemenea, prin procesarea datelor spectrale cu
ajutorul software-ului Compound Discoverer v. 2.0 (Thermo Scientific, SUA), folosind un sablon de
lucru pentru metabolomica, a fost posibila si identificarea altor clase de compusi prin raportarea la
baze de date, inclusiv Chemspider, MzCloud, MassBank etc.

lzolarea compusilor de interes din uleiurile vegetale investigate s-a realizat prin extractie SPE folosind
cartuse SPE si un sistem de eluare sub vid (Vaccum Manifold, Varian). Pentru optimizarea extractiei s-
au folosit trei tipuri de cartuse, si anume: cartuse Strata NH- (55 um, 70 A), 500 mg/6 mL, cartuse Strata
Silica (55 um, 70 A), 500 mg/6 mL si cartuse HyperSep silica 500 mg/6 mL, studiile de recuperare
realizate demonstrand performante mai bune (rata de recuperare cuprinsa intre 75-98%) pentru
cartusele Strata Silica (55 um, 70 A), 500 mg/6 mL care au fost utilizate in continuare pentru extractia
compusilor fenolici majoritari din uleiurile vegetale. Protocolul de extractie SPE consta in:
conditionarea cartuselor SPE cu 6 mL metanol si 6 ml hexan, urmata de adaugarea solutiel de proba
(2,5 g ulei in 6 mL hexan) si patrunderea acesteia in cartus; spalarea cartuselor cu 3x3 mL hexan si
eluarea compusilor din cartus cu 10 mL metanol. Solutia de proba rezultata este concentrata la sec in
curent de azot, dupa care extractul este reluat cu 1 mL solutie metanol:apa ultrapura = 80:20, filtrat
prin membrana de 0,45 um si supus analizei.

Pentru detectia prin UHPLC-MS/MS s-au optimizat si ulterior s-au setat urmatoarele categorii de
parametrii operationali: parametrii de ionizare HESI, parametrii de separare cromatografica
(compozitia fazei mobile, gradient, debit), parametrii de operare MS (achizitia Full scan urmata de
fragmentare). Separarea analitilor s-a realizat pe o coloana analitica Kinetex C18 column (100 x 2,1
mm, 1,7 um), la 30 °C, sub actiunea unui gradient de faze mobile: apa HPLC cu 0,1% acid formic si
metanol HPLC cu 0,1% acid formic. Spectrometrul de masa a rulat in modul de ionizare H- ESI (negativ),
la o tensiune aplicata de 3,0 kV. Debitul de azot a fost de 48 L/min, iar cel auxiliar de 11 L/minut la o
temperatura de 413°C, temperatura capilarului de 320°C. Datele au fost achizitionate in modul Full MS
—vDIA cu inregistrarea simultana a precursorului si a fragmentelor MS/MS rezultate. Datele spectrale
de masa au fost inregistrate la intervalul de scanare de m/z 100-1500, cu rezolutie completa de
scanare la 70.000, iar rezolutia de achizitie MS/MS la 35.000. Energia de coliziune normalizata in trepte
(NCE) a fost setata la 35 eV. Procesarea datelor s-a realizat cu ajutorul software-ului Xcalibur, iar
cuantificarea datelor s-a realizat prin metoda standardului extern, intr-un domeniul de liniaritate 25-
1000 ng/mL. Coeficientul de liniaritate a variat in domeniul 0,990 la 0,995, in timp ce limita de detectie
a metodelor a fost calculata pe baza unui raport semnal / zgomot 3:1. Pentru evaluarea performantelor
metodei de analiza s-a urmarit investigarea efectului de matrice prin adaugarea de concentratii
cunoscute de standard la un nivel de concentratie de 100 ng/mL, urmata de analiza probelor rezultate
si estimarea procentului de recuperare, rezultatele obtinute fiind cuprinse intre 75-98%. ldentificarea
compusilor s-a realizat pe baza compararii timpilor de retentie cu cei ai substantelor de referinta si prin
identificarea ionului molecular si a fragmentelor rezultate in urma fragmentarii in modul negativ
(Tabelul 1).

Tabelul 1. Identificarea compusilor fenolici din uleiurile vegetale prin UHPLC-MS/MS

Compus Timp de Formula Masa m/z [M-H] Fragmentele de masa
retentie (min) moleculara | moleculara
Trigonel 24
Hidroxit 138




Tiros: | | ' | 19.0230
Verb:

Oleur 275.0925
Acid
olear 325.1843
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Continutul de compusi fenolici majoritari specifici din uleiurile analizate variaza in functie de timpul de
ulei, astfel: (i) in uleiurile de masline originale, compusii majoritari cuantificati sunt trigonelina cu valori
cuprinse intre 0,834-22,514 mg/kg si hidroxitirosolul, cu valori cuprinse intre 0,008-24,582 mg/kg, in
timp ce tirosolul, verbacozida si oleuropeina au prezentat valori mai mici, respectiv n.d.-2,553 mg/kg,
0,314-0,758 mg/kg si n.d.-0,243 mg/kg; (ii) in EVOO s-au identificat cantitati mai mari de trigonelina
(5,774-34,062 mg/kg) si tirosol (n.d.-4,363 mg/kg) comparativ cu uleiurile de masline originale, in timp
ce continutul de hidroxitirosol, verbacosida si oleuropeina este mai mic; (iii) in uleiurile de masline
comerciale s-au identificat cantitati mai mari de trigonelina (2,074-26,985 mg/kg) si tirosol (n.d.-10,386
mg/kg) comparativ cu uleiurile de masline original, in timp ce continutul de verbacozida si oleuropeina
este asemanator; (iv) in uleiurile vegetale analizate, dintre compusii majoritari sunt trigonelina (n.d.-
65,129 mg/kg), cu concentratii mai mari in uleiul de seminte de struguri si uleiul de rapita si tirosolul
(n.d.-12,758 mg/kg), cu concentratii mai mari in uleiurile de nuci, in si canepa.

Datele cantitative rezultate in urma investigarii compusilor fenolici minoritari din uleiurile analizate au
indicat faptul ca principalii acizi fenolici sunt acizii hidroxibenzoic (HyB), dihidroxibenzoic (DHyB), p-
cumaric (Ap-Coum), ferulic (AF), elagic (Ael), cinamic (Acin), dar si flavoniozi precum apigenina (Apg) si
pinocembrina (PinoC), continutul acestora variind in functie de tipul de ulei vegetal. Concentratii mai
mari de acid dihidroxibenzoic corespund uleiurilor de masline (n.d.-0.118 mg/kg), in timp ce acidul
hidroxibenzoic a fost cuantificat in cantitati mai mari in uleiurile vegetale (n.d.-0,381 mg/kg), cu valori
mai mari pentru uleiul de nuci si uleiul din seminte de dovleac. Acidul p-cumaric a fost cuantificat in
cantitati mai mari in uleiurile de masline comerciale (n.d.-0,806 mg/kg) si uleiurile de masline originale
(0,008-0,708 mg/kg), In timp ce cantitati mai mari de acid ferulic (n.d.-1,007 mg/kg) si acid elagic
(0,015-0,731 mg/kg) corespund celorlaltor tipuri de uleiuri vegetale investigate. Acidul cinamic este
predominant in uleiurile de masline, cu valori cuprinse intre 0,023-4,832 mg/kg in uleiurile de masline
originale si n.d.-5,076 in uleiurile de masline comerciale. De asemenea, continutul de apigenina si
pinocembrina este mai mare in uleiurile de masline si uleiurile de masline virgin extra, comparativ cu
celelalte tipuri de uleiuri vegetale.

De asemenea, in uleiul de masline virgin extra s-au identificat markeri specifici precum: acidul elenolic,
inclusiv derivatii hidroxilati si formele aldehidice, oleacina si derivatul hidroxilat, derivati de la
oleuropeina, oleocantal, ligstrosid, acid elenaic.

Determinarea sterolilor si diolilor triterpenici din uleiurile vegetale prin RP-UHPLC-DAD implica
urmatoarele etape: (i) esantionarea probelor de uleiuri; (ii) saponificarea probei cu o solutie etanolica
de KOH in vederea izolarii fractiei nesaponificabile; (iii) extractia L-L a fractiei nesaponificabile; (iv)
uscarea si evaporarea la sec a solventului de extractie; (v) reluarea extractului si filtrarea prin
membrana filtranta de 0,45 um; (vi) analiza RP-UHPLC-DAD.

lzolarea fractiei nesaponificabile din uleiuri reprezentata de catre steroli si compusi triterpenici s-a
realizat prin saponificare, urmata de extractia L-L. Protocolul de extractie este urmatorul: 1 g de proba
este supus saponificarii cu 50 mL solutie etanolica de KOH 2M, la o temperatura de 70 °C, sub agitare
constanta. Dupa racire la temperatura ambianta, amestecul a fost transferat intr-o palnie de separare
pentru a extrage fractia nesaponificabila cu 2 x 25 mL de hexan (spalare prin agitare timp de 3 minute



de fiecare data). Hexanul (continand sterolii) a fost uscat cu sulfat de sodiu anhidru si evaporat pana
la sec folosind concentratorul Multivapor MP6, la 50°C. Reziduul s-a dizolvat in 2 mL metanol, apoi se
filtrat printr-o membrana de 0,45 um si este supus analizei cromatografice. In Figura 1 este prezentat3
reprezentarea schematica a etapei de extractie a sterolilor si compusilor triterpenici din uleiurile de
masline si uleiurile din seminte.
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Figura 1. Reprezentarea schematica a extractiei sterolilor si diolilor triterpenici din uleiurile vegetale
inainte de analiza prin RP-UHPLC-DAD

Separarea compusilor s-a realizat prin cromatografie pe faza inversa, utilizand o coloana
cromatografica Prevail C18,5 um (15 x 0,4 cmi.d.) si elutia izocratica a fazei mobile metanol:acetonitril
30:70 (v/v), laun debit de 1,0 mL/min. Detectia s-a realizat |a lungimea de unda de 205 nm, iar volumul
de injectie a fost de 25 pL.

Procesarea datelor s-a realizat cu ajutorul software-ului Chromeleon (Thermo Fisher Scientific), iar
cuantificarea rezultatelor s-a realizat prin metoda standardului extern, intr-un domeniu de
concentratie cuprins Tntre 1-100 mg/L. Coeficientul de liniaritate a variat de la 0,990 la 0,995, in timp
ce limita de detectie a metodelor, care a fost calculata pe baza unui raport semnal / zgomot 3: 1. Pentru
evaluarea performantelor metodei de analiza s-a urmarit investigarea efectului de matrice prin
imbogatirea probelor de ulei cu concentratii cunoscute de standard |la un nivel de concentratie de 10
mg/L, urmata de analiza probelor rezultate si estimarea procentului de recuperare, rezultatele
obtinute fiind cuprinse intre 80-96%. Identificarea compusilor s-a realizat pe baza compararii timpilor
de retentie cu cei ai substantelor de referinta.

In Tabelul 2 sunt prezentate rezultatele cantitative cu privire la continutul de steroli si dioli triterpenici
din probele de uleiuri analizate.

Tabelul 2. Continutul de steroli si dioli triterpenici in uleiurile analizate

Ulei | mg/100g | Eritrodiol | Brasicaserol+ | Colesterol | Campestrol+ | Squalen | Sitosterol
Avanestrol Stigmasterol

p Min slalela 19 AN £ e orn 24 4e 199 4N
Max
Media
V | Min
Max
Media
| Min
Max
Media
E Min
Max
Media £.11 | 24U | LU, | Ly, | 2Q0I.vui | oOF. 47

P-uleiuri din turte de masline, V — uleiuri din seminte, | — uleiuri de masline virgin extra origine Italia si

E — uleiuri de masline virgin extra comerciale, n.d. nedetectat.



Rezultatele cantitative obtinute indica faptul ca profilul compozitional al sterolilor si diolilor triterpenici
determinati in uleiurile analizate variaza Tn functie de tipul de ulei, astfel: (i) eritrodiolul este prezent
in cantitati mai mari In uleiurile din turte de masline, cu o valoare medie de 38,88 mg/100 g, in
comparatie cu 2,30 mg/100g in uleiurile de masline virgin extra de provenienta Italia, 4,48 mg/100g in
uleiurile de masline virgin extra comerciale si 5,71 mg/100 g Tn uleiurile din seminte; (ii) colesterolul a
fost detectat numai in uleiurile din turte de masline, cu valori cuprinse in domeniul 8,50-25,44
mg/100g: (iii) squalenul reprezinta compusul majoritar cuantificat in uleiuri, cu valori mai mari in
uleiurile de masline virgin extra (155,46-469,80 mg/100g) si mai mici in uleiurile din seminte (n.d.-
162,36 mg/100g).

Probele de ulei de masline au fost, de asemenea, analizate prin spectroscopie in domeniul IR,
spectrofotometrie in domeniul UV si spectrofotometrie in domeniul Vis. Pentru determinarea
compusilor cu proprietati antioxidante prezenti in probele de ulei s-au utilizat metoda Folin-Ciocalteu
pentru determinarea continutului total de compusi polifenolici. Alte modalitati de apreciere a
activitatii antioxidante au fost metodele de captare a radicalilor liberi. Au fost folosite metodele de
capturare a radicalilor liberi DPPH, ABTS si galvinoxil.

Aceste rezultate s-au folosit in etapele de validare a biosenzorilor, pentru a se putea aprecia
concordanta dintre raspunsurile biosenzorilor si alte tipuri de analize fizico-chimice, dar si diferentele
dintre probele pure si cele falsificate cu alte uleiuri vegetale.

Activitatea 1.2. Dezvoltarea unor noi materiale sensibile

S-au realizat o serie de noi biosenzori pentru analiza biomarkerilor din probele de ulei de masline.
Pentru construirea biosenzorilor s-au folosit electrozi serigrafiati pe baza de carbon (SPCE), oxid de
staniu si indiu (ITO), aur (Au) si platina (Pt) care au fost modificati cu diferite nanomateriale, peptide si
enzime. Nanomarialele folosite au fost nanotuburi de carbon, nanofibre de carbon, carbon mezoporos,
si grafen ca atare sau functionalizate cu diferite tipuri de grupari hidrofile: -OH, >C=0, -COOH, -COONH-
etc. Ca mediatori ai schimbului de electroni s-au folosit, de exemplu, ftalocianina de mangan,
ftalocianina de cobalt, Prussian Blue sau peptide. A fost folosita si o gama variata de enzime din clasa
oxidazelor, de exemplu tirosinaza, lacaza, peroxidaza, colesterol oxidaza.

Acesti electrozi serigrafiati au fost folositi ca suport pentru imobilizarea unor nanomateriale pentru
cresterea sensibilitatii si selectivitatii senzorilor electrochimici. De asemnea, acesti senzori au fost
folositi pentru modificarea cu enzime, cu scopul cresterii sensibilitatii si selectivitatii. Nanomarialele
folosite au fost nanotuburi de carbon functionalizate cu grupari carboxil sau amido cu scopul de
favoriza interactiunile dintre enzima si matricea de imobilizare, fara a fi necesara si etapa de reticulare.
De asemenea, s-au utilizat nanofibre de carbon si grafen functionalizat cu grupari hidroxil.

Pentru biosenzorii colorimetrici s-au preparat straturi de silicagel cu si fara enzima (lacaza sau
tirosinaza un amestec de tetrametoxisilan si metil-trimetoxisilan care s-au depus pe electrozi
serigrafiati de ITO.

De exemplu, intr-un studiu, prima etapa pentru construirea biosenzorilor enzimatici a fost modificarea
unor electrozi serigrafiati pe baza de carbon (SPE/C) cu nanotuburi de carbon cu strat simplu. Acest
procedeu a fost realizat prin dispersarea pe suprafata activa a electrodului suport a unui volum de 10
uL dintr-o suspensie preparata in prealabil din SWCNT. Pentru prepararea suspensiei de SWCNT s-au
dispersat 10 mg de pulbere de nanotuburi de carbon cu strat simplu intr-un amestec de solventi
alcatuit din dimetilformamida si apa ultrapura in raport 1:1. Pentru o dispersare optima, suspensia a
fost ultrasonicata timp de 30 de minute.



Volumul de suspensie optim (10 ulL) a fost adaugat pe suprafata electrozilor SPE/C cu ajutorul unei
micropipete Eppendorf in doua etape succesive. Dupa fiecare etapa electrozii s-au uscat intr-un
exicator, |a temperatura de 25 °C timp de 2 ore.

A doua etapa a constat in construirea a doua tipuri de biosenzori enzimatici prin modificarea
SPE/SWCNT cu lacaza, respectiv tirosinaza. Solutiile enzimatice au fost adaugate pe suprafata
SWCNT/SPE prin tehnica turnarii, urmata de reticulare cu ajutorul vaporilor de glutaraldehida. Dupa
adaugarea a 5 plL de solutie enzimatica, electrozii au fost pastrati in exicator timp de o ora pentru
uscare. Incd 5 uL au fost adaugati in acelasi mod. Expunerea la vaporii de glutaraldehida a fost timp de
1 minut pentru fiecare electrod. Reticularea asigura o conexiune favorabila a SWCNT cu enzima. Totusi,
un timp de expunere mailung ar putea scadea activitatea enzimatica datorita modificarilor in structura
tridimensionala a heteroproteinei. Dupa imobilizare, biosenzorii au fost pastratila 4 °C pana la utilizare,
maximum 72 ore. In Figura 2 sunt prezentate etapele procesului de preparare a biosenzorilor pe baza
de lacaza si tirosinaza si schemele reactiilor care au loc intre glutaraldehida si enzima.
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Figura 2. Procesul de preparare a biosenzorilor pe baza de tirosinaza si respectiv lacaza imobilizate pe
electrozi serigrafiati de carbon modificati cu nanotuburi de carbon

Caracterizarea materialelor sensibile depuse (a suprafetei active a biosenzorilor) s-a realizat prin
microscopie electronica de scanare si microscopie de forta atomica. De asemenea, s-au folosit metode
electrochimice (voltametria ciclica (CV), voltametria puls diferentiala (DPV), spectroscopie de
impedanta electrochimica (EIS)) si metode spectrometrice (FTIR). O parte dintre rezultatele obtinute
se prezintd in continuare. In figura urmatoare se prezinta imaginile SEM ale unor biosenzori realizati,
GPH-MnPc-Tyr/SPE (Figura 3) si OMC-Lac (Figura 4).
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Figura 3. Imaginea SEM a suprafetei Figura 4. Imaginea SEM a suprafetei
biosenzorului GPH-MnPc-Tyr/SPE biosenzorului OMC-Lac



In Figura 5 se prezinta imagini AFM ale elementului sensibil al unor biosenzori realizati in cadrul

proiectului.
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Figura 5. Imaginile AFM ale elementului sensibil

Pentru biosenzorii optici s-a preparat matrice de silicagel cu si fara enzima (lacaza sau tirosinaza)
folosind un amestec de silani, tetrametoxisilan si metil-trimetoxisilan, formarea unui gel in prezenta
apei si a acidului clorhidric urmata de depunerea pe electrozi serigrafiati de ITO.

Procedura a constat in prepararea unei solutii formata din 1400 pL de tetrametoxisilan si 600 pL metil-
trimetoxisilan, 500 plL de apa si 50 pL de solutie de HCI 0,01 M si amestecarea lenta a acesteia timp de
o ora. A doua solutie preparata a fost solutia tampon fosfat de pH 5 (pentru lacaza) sau 7 (pentru
tirosinaza) si concentratie 0,1 M ce contine 5 mg/mL enzima. Apoi volume egale din cele doua solutii
se amesteca rapid si apoi 20 pL din amestec se depun pe electrodul de ITO si dupa formarea gelului (5
minute) electrodul se introduce in solutie tampon fosfat de pH 6,5 si concentratie 0,1 M si se pastreaza
la 4 °C pana la utilizare. Spectrele UV-Vis s-au inregistrat pentru pentru compusii fenolici si pentru
biosenzor inainte si dupa interactiunea biocatalitica folosind o cuveta de cuart ce contine 3 mL solutie
tampon fosfat 0,1 M de pH 5 (pentru lacaza) sau 7 (pentru tirosinaza).

In continuare se prezinta rezultatele obtinute la analiza catecolului pentru biosenzorul pe baza de
lacaza. Tn urma interactiunii enzima-substrat se observi o scidere a absorbantei de la 275 nm si
aparitia unei benzi de absorbtie la 400 nm, care poate fi folosita pentru monitorizarea procesului de
oxidare a catecolului biocatalizat de lacaza. Tn Figurile 6 si 7 se prezinta spectrul catecolului inainte si
dupa interactiunea cu lacaza din stratul sensibil al biosenzorului si curba de calibrare a biosenzorului

optic pe baza de lacaza fata de catecol obtinuta prin monitorizarea absorbantei la 400nm.
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Figura 6. Spectrul de absorbtie a catecolului (linia Figura 7. Curba de calibrare a biosenzorului
rosie) si al produsului de reactie (linia albastra) pe baza de lacaza fata de catecol obtinuta
obtinut in reactia catalizata de lacaza. prin monitorizarea absorbantei la 400nm

n Tabelul 3 se prezinta principalii biosenzori optici pe baza de silicagel realizati in acest proiect care
difera prin enzimele folosite, compusii tinta si limitele de detectie (LOD).



Tabelul 3. Biosenzori optici realizati in proiect

Enzima Analit LOD/uM
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Se poate observa ca biosenzorii optici au, in general, limite de detectie mai mari comparativ cu senzorii

electrochimici, deci sunt mai putin sensibili la detectia markerilor din uleiul de masline.

Activitatea 1.3. Sinteza polimerilor conductori si a polimerilor imprimati molecular

Pentru a realiza noi senzori electrochimici s-a realizat depunerea unor polimeri organici
electroconductori folosind monomeri derivati de |a tiofen (3,4-etilenedioxitiofen (EDOT), hidroximetil-
EDOT) si pirol in prezenta unor diferiti anioni dopanti (hexacianoferat (ll) de potasiu, perclorat de litiu,
sulfatul de sodiu, Prussian Blue etc.), unii dintre acestia cu dublu rol, atat de agenti dopanti cat si de
mediatori ai schimbului de electroni, proces important in timpul detectiei electrochimice. Astfel, s-au
obtinut senzori electrochimici inovatori pe baza de polimeri conductori dopati cu diferiti anioni care
pot detecta cu succes markeri din uleiul de masline. Tn Tabelul 4 se prezinta centralizat modul de
fabricare a senzorilor.

Tabelul 4. Conditiile experimentale pentru obtinerea polimerilor conductori

Monomer | c(M) | Agenti dopanti | Conditii electro- | Solutii de electroliti folosite la
E[
HI
Pi
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Straturile de polimer electrosintetizate prin cronoamperometrie in prezenta de diferiti agenti dopanti
au fost caracterizate prin SEM si electrochimic. In Figura 8 se prezint3 imagini SEM a unor straturi de

polimeri conductori obtinute prin electropolimerizare.
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Figura 8. Imagini SEM a PEDOT dopat cu ioni sulfat (stanga) si PPy dopat cu ioni sulfat (dreapta)



Raspunsurile electrochimice ale senzorilor pe baza de polimeri conductori au variatin functie de natura
polimerului dar si de natura agentului dopant. Astfel, in Figura 9 se prezinta raspunsurile senzorilor pe
baza de PPY/FCN si PEDOT/FCN imersati in solutie de KCI 0,1M. Se observa picuri redox relationate cu

polimerul conductor iar in cazul agentului dopant ferocianura (FCN) si picuri datorate acestuia.
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Figura 9. Semnalele senzorilor in solutie PPY/FCN si PEDOT/FCN imersati in solutie de KCl 0,1 M in
timpul procesului de stabilizare a semnalului voltametric.
Senzorii obtinuti pot fi folositi ca atare pentru obtinerea amprentei chimice a uleiurilor de masline sau
pot fi transformati Tn biosenzori prin imobilizarea unor enzime, cu rol biocatalitic in determinarea
markerilor din uleiul de masline. Astfel au fost obtinuti biosenzori cu o buna sensibilitate si selectivitate
pentru biomarkeri din uleiul de masline.
Tn Figura 10 se prezinta voltamogramele ciclice ale biosenzorului PPY/FCN/Tyr cand este imersat in

solutie de tirosol de concentratie variabila si curba de calibrare corespunzatoare.
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Figura 10. Voltamogramele ciclice ale PPY/FCN/Tyr imersat in solutie de tirosol de concentratie
variabila; b) Curba de calibrare
Principalii biosenzori pe baza de polimeri conductori, enzimele folosite, compusii tinta si limitele de
detectie (LOD) se prezinta in Tabelul 5.
Tabelul 5. Biosenzori pe baza de polimeri conductori

Senzor ‘ Enzima Analit ‘ LOD/nM
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Pentru sinteza polimerilor imprimati molecular s-au folosit ca monomeri acid acrilic si acid metacrilic,
iar ca moleculele tinta oleuropeina, tirosolul, hidroxitirosolul, verbascozida si trigonelina. Procedeul
este similar pentru cei doi monomeri iar agentul de reticulare si initiatorul au fost etilen-glicol-acrilatul
de dimetil si peroxidul de benzoil pentru toate cazurile. In continuare se prezintd procesul realizat
pentru obtinerea de senzori de acest tip.

0,02 g de acid acrilic (monomer) si 0,02 g de trigonelina (moleculd sablon) s-au dizolvat in 20 mL etanol
si amestecul a fost supus ultrasonicarii pentru 30 min. Intr-un alt pahar, 400 pL de etilen glicol acrilat
de dimetil (agent de reticulare) si 0,0050 g de peroxid de benzoil (initiator) au fost dizolvate in 5 mL
etanol si solutia a fost lasata in repaus 30 de minute. Cele doua solutii se amesteca si apoi se agita
energic timp de 1 ora la 25 °C. Ulterior, amestecul se incalzeste la 50 °C timp de 90 min pentru
finalizarea procesului de polimerizare. Aductul polimer molecular-trigonelina obtinut sub forma solida
se spala repetat cu etanol pana cand molecula sablon trigonelina estet complet indepartata din aduct.
Polimerul molecular imprimat molecular se usuca si se pastreaza la rece, in absenta luminii.

Polimerul imprimat molecular astfel obtinut se disperseaza in etanol prin ultrasonare si apoi se depune
pe suprafata electrozilor serigrafiati de carbon si se obtin astfel senzori pe baza de polimer imprimat
molecular selectivi pentru detectia markerilor din uleiul de masline.

Tn Figura 11 se prezint3 rdspunsurile senzorului C/poliacrilat/Hidroxitirosol la cantitati crescitoare de
hidoxitirosol inregistrate prin DPV si dreapta de etalonare. Senzorul are selectivitate si sensibilitate
adecvate pentru determinarea hidoxitirosolului din mostre complexe.
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Figura 11. Raspunsurile senzorului in solutie de hidoxitirosol in domeniul 50-300 nM si dreapta de
etalonare

In Tabelul 6 se prezint3 principalii senzori pe baza de polimeri imprimati molecular dezvoltati in acest
proiect si limitele de detectie ale acestora.

Tabelul 6. Senzori pe baza de polimeri imprimati molecular

Senzor LOD/nM Senzor LOD/nM

c/y
K

C/x
Prin aceast3d metodi s-au obtinut senzori pe baza de polimeri imprimati molecular cu biomarkeri din

uleiul de masline, care pot fi folositi cu succes pentru detectarea adaosurilor de alte uleiuri in uleiul de
masline. Cele mai bune rezultate s-au obtinut in cazul trigonelinei.

Rezultatele obtinute in Activitatea 1 sunt in concordanta cu obiectivele proiectului, activitatile
specifice s-au realizat 100% si obiectivele generale si specifice s-au indeplinit in totalitate.
Activitatea 2. Dezvoltarea si caracterizarea biosenzorilor



Activitatea 2.1. Dezvoltarea unei platforme multi-senzor

Tn proiect s-au desfasurat o serie de activitati pentru realizarea unui sistem modular multisenzor, care
sa includa mai multe posibilitati de masurare folosind tehnici de detectie diferite: amperometrie,
voltametrie, potentiometrie si conductometrie. De asemenea, s-a studiat modalitatea de integrare si
masurare simultana cu biosenzori colorimetrici folosind spectrometria in UV sau Vis. S-a evaluat
posibilitatea de a realiza masuratorile simultan sau succesiv, care trebuie sa fie designh-ul celulei
electrochimice si ce cantitate de proba este minim necesara pentru realizarea masuratorilor.
Activitatea 2.2. Caracterizarea biosenzorilor in prezenta markerilor

Biosenzorii preparati si caracterizati morfologic, spectrometric si electrochimic in etapele anterioare
au fost utilizati pentru detectia unor biomarkeri din uleiul de masline.

Tn continuare se prezint3 studiile desfdsurate pentru detectia electrochimici a hidroxitirosolului cu 3
noi biosenzori pe baza de ftalocianina de lutetiu si tirosinaza, peroxidaza sau lacaza.

Rolul mediatorului schimbului de electroni |a detectia electrochimica a hidroxitirosolului a fost
evidentiat prin Tnregistrarea voltamogramelor ciclice intr-o solutie 10* M hidroxitirosol si 10 M KClI,
prezentate in Figura 12.
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Figura 12. Voltamogramele ciclice ale biosenzorilor in solutie 10 M hidroxitirosol si 10* M KCl
Este evident ca sensibilitatea biosenzorului creste foarte mult datorita efectului de mediator al LuPc,,
care faciliteaza transferul de electroni dintre reactia redox a hidroxitirosolului si suprafata sensibila a
biosenzorului. Mecanismul reactiei redox cvasireversibile a hidroxitirosolului este prezentat in schema

urmatoare si presupune schimbul a 2 electroni si doi protoni.
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Pentru determinarea cat mai sensibila a hidroxitirosolului s-au optimizat conditiile experimentale, pH-
ul solutiei de analizat, solutia tampon si taria ionica, temperatura etc.

Pentru determinarea sensibilitatii biosenzorului s-a realizat curba de etalonare prin inregistrarea
voltamogramelor ciclice in solutie de hidroxitirosol de diferite concentratii, in domeniul 2-200 pM.
Voltamogramele ciclice obtinute se prezinta in Figura 13.
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Figura 13. Voltamogramele ciclice ale biosenzorului pe baza de tirosinaza in solutii de
hidroxitirosol de diferite concentratii
Din reprezentarea grafica a curentilor picului anodic si respectiv catodic in functie de concentratia
analitului s-au obtinut liniaritati bune, cu coeficienti de corelatie mai mari de 0,9 (Figurile 14 a si b).
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Figura 14. a) Dreapta de calibrare corespunzatoare picului anodic pentru hidroxitirosol; b) Dreapta

de calibrare corespunzatoare picului catodic pentru hidroxitirosol
Pentru ambele picuri s-au obtinut valori bune ale limitei de detectie, 1,36 uM pentru procesul catodic
si 2,38 UM pentru picul anodic.
S-a determinat ca cinetica procesului catodic, care corespunde reducerii derivatului ortochinonic al
hidroxitirosolului format in reactia enzimatica, este de tip Michaelis-Menten. Rezultatele obtinute, Ky,
(66,77UM) si | .y (24,22 pA) demonstreaza ca enzima imobilizata in biosenzor isi pastreaza activitatea,
are o afinitate buna fata de substrat si prin urmare biosenzorul are sensibilitate ridicata.
Rezultatele obtinute pentru cei trei biosenzori din acest studiu sunt prezentate in Tabelul 7.

Tabelul 7. Datele privind sensibilitatea biosenzorilor si parametrii cineticii enzimatice

Enzima Picul de oxidare Picul de reducere Parametrii Michaelis-Menten
E(V) | LOD(um) E(V) | LOD(uM) Ku(M) | TadA)
T .
Pe )

in continuare se prezintd, ca exemplu, studiile desfisurate pentru detectia electrochimicd a
oleuropeinei cu doi biosenzori pe baza de tirosinaza si respectiv lacazi. In prima etapa s-a studiat
comportamentul electrochimic al oleuropeinei folosind cei doi biosenzori nou construiti,
SPE/SWCNT/Lac si SPE/SWCNT/Tyr, prin intermediul CV si voltametriei de unda patrata (SWV). Pentru



fiecare biosensor s-a preparat o solutie 10* M de oleuropeina, cu pH 5,0 (pentru Lac) si pH 7,0 (pentru
Tyr). Tn ambele situatii se observa picuri bine evidentiate care corespund oxidarii si reducerii
oleuropeinei, diferentele datorandu-se efectului biocatalitic diferit al celor doua enzime.

Pentru realizarea curbei de calibrare s-au inregistrat voltamogramele de unda patrata ale celor doi

biosenzori in solutii de oleuropeina in domeniul de concentratie 0,01 M-28,62 M. Tn Tabelul 8 sunt
prezentate ecuatiile regresiilor liniare utilizate pentru calcularea limitelor de detectie si cuantificare.
Tabelul 8. Ecuatia dependentei liniare, R?, LOD si LOQ pentru cei doi biosenzori

Biosenzor Sensibilitatea R? LOD (M) LOQ (M)
HAXPUM™ -cm™
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SPE/SWCNT/Tyr se remarca prin limite de detectie si cuantificare mai reduse, confirmandu-se astfel

proprietatile electrocatalitice foarte bune ale acestui biosenzor.

n Tabelul 9 se prezintd principalii biosenzori realizati in proiect, compusii tintd si limitele de detectie.
Tabelul 9. Biosenzori pe baza de nanomateriale si enzime

Material sensibil Enzima Analit LOD/nM
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Majoritatea biosenzorilor realizati in proiect s-au dovedit a fi adecvati pentru construirea retelei de
biosenzori pentru determinarea falsificarii uleiurilor de masline. Opt biosenzori, cu cele mai bune
caracteristici si cu selectivitati diferite au fost alesi pentru construirea retelei de biosenzori pentru
determinarea falsificarii uleiurilor de masline: PEDOT/FCN/Tirosinaza, PPY/FCN/Tirosinaza,
C/poliacrilat/ Trigonelind, Nanofibre de carbon/nanoparticule de aur/Colesterol dehidrogenaza,
Nanotuburi de carbon cu un singur perete, functionalizate cu grupari carboxyl /Lacaza, Carbon
/Ftalocianina de cobalt/Lacaza, Oxid de grafen / Lacaza, C/polimetacrilat/Oleuropeina.

Concluzia obtinuta pe baza rezultatelor obtinute a fost ca pentru o fiabilitate superioara a sistemului
sa se foloseasca ca tehnica de detectia electrochimica (amperometrie si voltametrie), masuratorile sa
se realizeze succesiv si celula electrochimica sa aiba un volum cat mai mic.

Activitatea 2.3. Dezvoltarea unor retele de biosenzori pentru analiza markerilor din uleiul de masline
Pentru analiza uleiurilor de masline pure sau falsificate folosind biosenzorii electrochimici s-au realizat
mai multe procedee pentru extragerea fractiunii polare: extractie cu metanol-apa, extractie in solutie
de HCl, emulsii cu Triton x-100 si solventi eutectici. In toate cazurile s-au obtinut semnale
electrochimice bune cu senzori sau biosenzori electrochimici. Cu toate acestea, metoda de extractie
cu metanol-apa s-a dovedit a fi cel mai simplu de realizat experimental, extractul poate fi analizat atat
cu biosenzori cat si cu HPLC, si prin urmare aceasta metoda s-a utilizat pentru pre-tratamentul probelor
de ulei in vederea analizei cu sistemul multiparametric.

Pentru design-ul retelei de biosenzori care include biosenzorii cu cele mai bune performante analitice
si selectivitate incrucisata pentru analiza simultana sau secventiala a probelor de ulei de masline au
fost luate in considerare mai multe variante constructive. Dupa o analiza minutioasa s-a decis utilizarea
unui sistem care include 8 biosenzori diferiti, fiecare prevazut cu contraelectrod si electrod de
referinta. Prin intermediul unui multiplexor fiecare sistem cu trei electrozi se activeaza secvential si se
inregistreaza semnalele electrochimice cu fiecare biosenzor.

Cei 8 biosenzori pot face parte din aceeasi placuta de alumina sau fiecare poate fi individual, iar
conectarea la potentiostat se face prin intermediul unui cablu pentru control si achizitia datelor. in

Figura 15 se prezinta design-ul sistemului multibiosenzor precum si celula electrochimica (capacitate

100 pL) individuala pentru fiecare biosenzor.

Figura 15. Reteaua cu 8 biosenzori pe aceeasi placuta de alumina, celula electrochimica pentru
fiecare biosenzor si sistemul cu biosenzori individuali

Dupa ce semnalele biosenzorilor sunt inregistrate acestea sunt procesate pentru determinarea
concentratiei markerilor si/sau a puritatii probelor de ulei. Portabilitatea sistemului este asigurata prin
folosirea unui potentiostat/galvanostat portabil si biosenzori electrochimici, lichid/lichid a fractiunii
polare din ulei cu metanol/apa si timp de analiza de maxim 5 minute pentru o proba.

Activitatile specifice prevazute in activitatea A2 au fost realizate in totalitate, iar gradul de
indeplinire al obiectivelor este de 100%.



Activitatea 3. Dezvoltarea de modele inteligente si aplicarea acestora in analiza datelor

Tn aceastd activitate au fost dezvoltate modele inteligente prin aplicarea de metode de analiza a
datelor multivariante provenite de la diferite tipuri de masuratori realizate pentru probe de uleiuri de
masline (extravirgin sau din turte de masline), alte uleiuri vegetale cum sunt ulei de floarea soarelui,
ulei de porumb, ulei de rapita, ulei de soia, ulei de arahide, ulei de dovleac, ulei de samburi de struguri,
ulei de cocos, ulei de susan, ulei de palmier si amestecuri ale acestora. Probele de uleiuri au fost
analizate individual si sub forma de amestecuri din ulei de masline extravirgin si alte uleiuri in diferite
proportii pentru antrenarea sistemelor si determinarea limitelor de detectie. Modelele au fost
realizate prin mai multe metode dintre care se pot mentiona analiza componentelor principale (PCA),
analiza hartii termice (heatmap analysis — HMA), analiza discriminanta rezolvata prin minime patrate
partiale (PLS-DA), modelarea soft si independenta a analogiei claselor (SIMCA) si regresii prin minime
patrate partiale (PLS1 si PLS2). In plus s-au dezvoltat modele de clasificare pe baz3 de retele neuronale
artificiale (ANN) si masina de invatare (machine learning - ML).

De exemplu, metodele PCA si HMA au fost utilizate pentru diferentierea uleiurilor de masline virgin
extra de alte uleiuri vegetale pe baza datelor obtinute prin spectrometrie de masa de inalta rezolutie
(HRMS) tintita si netintita la determinarea compusilor fenolici, triterpenici si alti compusi biologic
activi. In Figura 16 este prezentata distributia uleiurilor vegetale in graficul scores PC1-PC2 al PCA.
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Figura 16. Rezultatele PCA (scores si loadings) ale diferitelor uleiuri vegetale bazate pe: (A) analiza
HRMS tintita a biomarkerilor compusi fenolici si acizi triterpenici si (B) analiza de screening HRMS
netinta. (EVOO*-ulei de masline virgin extra origine Italia; EVOO-ulei de masline virgin extra comercial;
VOO-ulei de masline virgin comercial; SF-ulei de floarea soarelui; GS-ulei de seminte de struguri; P-ulei
de dovleac; L-ulei de in; Se - ulei de susan; He - ulei de canepa; Rp - ulei de rapita; W - ulei de nuca; P-
ulei de palmier; R-ulei de orez; A-ulei de migdale; CN-ulei de cocos si So - ulei de soia).

PCA a indicat o discriminare clara intre uleiurile de masline (EVOO*, EVOO si VOO) si alte uleiuri
vegetale, dar nu a fost observata o discriminare claraintre diferitele uleiuri din seminte si nuci, probabil
din cauza unei varietati foarte mari de uleiuri vegetale analizate.

Pentru HMA mostrele de ulei studiate au fost grupate in doua grupuri principale, clusterul C1
corespunzand uleiurilor de masline (EVOO*, EVOO si VOO), si clusterul C2 corespunde uleiurilor
obtinute din seminte si nuci. In plus, variabilele cuantificate au fost grupate in doua grupuri: G1, care
grupeaza variabilele reprezentative pentru uleiurile de masline si gruparea G2, care include compusii
fenolici reprezentativi pentru seminte si nuci. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Figura 17 A si B.
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Figura 17. Harta termica a caracteristicilor discriminante in functie de diferitele tipuri de uleiuri
vegetale analizate (celulele rosii si verzi corespund nivelurilor scazute si, respectiv, ridicate a
compusilor in probe. Coloanele sunt mostre de ulei, iar randurile sunt compusii determinati, colorati
in functie de ponderea lor in diferitele tipuri de ulei). (A) Analiza HRMS tintita a compusilor fenolici si
a acizilor triterpenici si (B) analiza de screening HRMS netintita. Scala de culori: rosu (valori mai mari)
pana la verde (valori mai mici).

Pentru stabilirea corelatiilor dintre semnalele obtinute cu biosenzorii si rezultatele obtinute prin HPLC
s-au realizat modele de regresie multivariante pentru compusii fenolici specifici din uleiurile de masline
virgin extra. In Figura 18 se prezinta graficul corelatiei dintre continutul de oleuropeind determinat

practic prin HPLC si cel prezis de sistemul multibiosenzor din modelul de regresie PLS2.
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Figura 18. Corelatia dintre continutul de oleuropeina determinat practic prin HPLC si cel prezis de
sistemul multibiosenzor

Se observa ca valorile prezise de sistemul de biosenzori sunt apropiate ca valoare de cele obtinute
experimental, cu coeficienti de corelatie mai mari de 0,96 atat la calibrare cat si la validare.



In A3 au fost realizate integral (100%) activitatile specifice fiind selectate si optimizate metodele de
analiza a datelor si s-au realizat modele de discriminare, clasificare si regresie.

Activitatea 4. Validarea sistemului multi-parametric in analiza de probe reale

Sistemul constituit din 8 biosenzori cu cele mai bune performante a fost validat prin analiza unor probe
de uleiuri de masline virgin extra comerciale si probe de uleiuri de masline virgin extra furnizate de
Universitatea din Bari precum si probe adulterate |a nivel de laborator cu ulei de masline rafinat, cu
ulei de masline dezodorizat, cu uleiuri de turte de masline, cu uleiuri de floarea soarelui, porumb, soia,
rapita, nuci, samburi de struguri si in. Concentratiile de ulei adagat in probele de uleiuri de masline
virgin extra au fost de 1%, 2% si 5%. Prepararea probelor s-a realizat prin cantarirea uleiurilor si
omogenizarea lor s-a realizat prin folosirea unor agitatoare de tip vortex.

Probele pure si cele adulterate s-au analizat prin HPLC pentru identificarea biomarkerilor fenolici si
steroidici, prin spectrometrie in domeniul IR, spectrofotometrie UV-Vis si cu sistemul multibiosenzor.
Datele obtinute au fost folosite pentru realizarea de modele de clasificare si modele de regresie PLS2
pentru evaluarea corelatiilor dintre datele obtinute cu biosenzori si cele obtinute prin spectrometrie si
HPLC. Pentru clasificarea probelor de ulei adulterate la nivel de laborator s-au folosit metode de
clasificare precum PLSDA, SIMCA, retele neuronale - perceptron multinivel si masina de invatare -
machine learning. A fost studiata si utilizarea altor metode de clasificare precum clasificatori bazati pe
vectori suport, arbori de decizie, cel mai apropiat vecin si retele bayesiene. Ca rezultat principal al
metodelor de clasificare s-a obtinut si analizat matricea de confuzie, numita si tabelul de clasificare
gresita, care este o reprezentare a exactitatii clasificarii statistice.

Tn continuare se prezinta rezultatele obtinute in cazul probelor de ulei de masline virgin extra
adulterate cu alte uleiuri cu concentratii ale uleiului adulterant de 1%, 2% si 5% (Tabelul 10).

Tabelul 10. Probele de uleiuri folosite pentru validarea sistemului multibiosenzor

Ulei de masline virgin extra Ulei adulterant
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Toate probele s-au analizat in triplicat cu sistemul de biosenzori si in continuare se prezinta o parte
dintre rezultatele obtinute la discriminarea sau clasificarea probelor de uleiuri pure sau adulterate
folosind semnalele voltametrice ale biosenzorilor.

In prima etapd s-au analizat datele obtinute cu senzorii la analiza extractelor de ulei provenite de la
uleiurile pure (6 probe de uleiuri de masline virgin extra, 6 uleiuri de turte de masline, 3 uleiuri de
masline rafinate, 3 uleiuri de masline dezodorizate partial, 2 uleiuri de porumb si 6 uleiuri de floarea
soarelui) (Figura 19).
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Figura 19. Graficul scores al PCA privind discriminarea probelor de ulei de uleiuri vegetale

Graficul scores al PCA ilustreaza ca sistemul de biosenzori este capabil sa diferentieze uleiurile in
functie de sursa vegelala (masline, floarea soarelui, porumb) si ih cadrul aceleiasi surse de productie
sunt separate pe categorii (virgin extra, turte, rafinat, dezodorizat). Analiza discriminanta, PLS-DA, a
probelor de uleiuri de masline virgin extra adulterate cu uleiuri de porumb sau floarea soarelui, pe de
o parte si uleiuri de masline de turte, rafinate sau dezodorizate pe de alta parte au condus urmatoarele
rezultate, prezentate in Tabelul 11.

Tabelul 11. Datele cantitative ale PLS-DA pentru clasificarea probelor de uleiuri de masline virgin extra

si cele adulterate cu alte uleiuri vegetale in procent de 5%.
Tipul de nlai | Calihrara | Validare

Uleil
Ulei
de t
Uleil
de n

Ulei
de n

Ulei

floal ea sudieiu | | | | | | | |

R.—coeficientul de corelatie la calibrare; R,— coeficientul de corelatie |la validare; RMSEC— Eroarea
patratica medie |la calibrare; RMSEP— Eroarea patratica medie la validare.

Se poate aprecia ca probele de uleiuri adulterate se diferentiaza de uleiurile pure la niveluri ale
concentratiei de adulterant la niveluri de concentratie sub 5% cu o precizie buna cu coeficienti de
corelatie mai mari de 0,9 si erori mici, atat la calibrare cat si la validare.
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Pentru aplicarea metodei de clasificare SIMCA s-au realizat modele PCA pentru uleiurile pure si probele
adulterate s-au folosit ca probe test. Conform rezultatelor prezentate sub forma graficelor Coomans
probele adulterate se constituie sub forma de clustere separate de cele ale uleiurilor pure. Asa cum se
observa in Figura 20, probele de uleiuri extra virgin falsificate cu uleiuri de turte de masline sunt
statistic diferite de cele pure la niveluri ale concentratiei de 1%.
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Figura 20. Graficul Coomans al SIMCA privind clasificarea probelor de ulei virgin extra adulterate cu
1% uleiuri de turte de masline.
Tn Tabelul 12 se prezint3 o parte dintre rezultatele obtinute la clasificarea probelor de uleiuri analizate
cu metoda SIMCA.
Tabelul 12. Tabelul de clasificare probelor prin metoda SIMCA

Model | Praha analizat | Praha clacificate carect /9% | Prahea rlacificate inrnrnrt}' 02
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Se poate concluziona ca modele SIMCA asigura o clasificare corecta a probelor de ulei in functie de

gradul de adulterare daca concentratia de adulterant este in domeniul 2-5% pentru uleiurile de masline
de calitate inferioara si 2% daca uleiul adulterant este de porumb sau de floarea soarelui.

Prin urmare este necesara dezvoltarea unor modele mai complexe pentru a clasifica cu acuratete
probele adulterate la niveluri de concentratii de 1%. Aplicarea metodelor de clasificare retele



neuronale - perceptron multinivel si masina de invatare - machine learning au condus la urmatoarele
rezultate, prezentate sub forma tabelelor de clasificare. Pentru validarea modelelor s-au folosit
metoda incrucisata total sau metoda cu grup de testare, folosind trei grupuri, doua fiind uleiurile pure
si al treilea uleiurile adulterate la acelasi nivel al concentratiei (1%, 2%, 5%).

Clasificarea cu algoritm machine learning se prezinta in tabelele 13, 14, 15 pentru probele de uleiuri
de masline virgin extra, uleiuri din turte de masline si uleiuri masline virgin extra ce contin 1% uleiuri
din turte de masline.

Tabelul 13. Rezumatul modelului de clasificare masina de invatare

Pre | 1 1 7 %
Pre %
Ka
- Me

Tabelul 14, Acuratetea clasificarii detaliata in functie de clasa
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Tabelul 15. Matricea de confuzie
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Se poate observa ca probele de ulei sunt corect clasificate cu exceptia a 2 probe de ulei de masline
virgin extra, ceea ce dovedeste acuratetea foarte buna a sistemului multibiosenzor.
Acelasi set de date a fost folosit pentru realizarea clasificarii folosind retele neuronale - perceptron

multinivel iar rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 16.
Tabelul 16. Rezumatul modelului de clasificare retele neuronale - perceptron multinivel
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Modelele de clasificare realizate cu clasificatori bazati pe vectori suport, arbori de decizie, cel mai
apropiat vecin si retele bayesiene au condus in majoritate la o clasificare 100% corecta a tuturor
probelor de ulei, atat cele pure cat si cele adulterate (Tabelul 17).

Tabelul 17. Rezumatul datelor a modelelor de clasificare
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Corelatiile dintre semnalele electrochimice ale biosenzorilor si rezultatele altor analize (HPLC, FTIR, UV-
Vis) determinate din modele de regresie multivariante PLS2 prin au fost foarte bune, cele mai bune
rezultate fiind obtinute pentru biomarkerii fenolici, cu coeficienti de corelatie mai mari decat 0,95 atat
la calibrare cat si la validare,

Din aceste rezultate se poate concluziona ca datele electrochimice obtinute cu biosenzori pot fi
utilizate cu succes pentru determinarea falsificarii uleiurilor de masline cu uleiuri de masline de calitate
inferioara si uleiuri vegetale la concentratii de 1% ulei adulterant in ulei de masline virgin extra.

In cadrul Activitatii 4 au fost realizate integral (100%) activitatile previzute in proiect. Sistemul
multisenzor a fost validat pe probe de uleiuri pure si adulterate.
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Cerere de brevet
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Activitatea 6. Managementul proiectului
Activitatile de achizitie din cadrul proiectului s-au realizat in conditii foarte bune, cu anumite intarzieri
ale livrarilor in 2021 din cauza pandemiei covid-19. Site-ul proiectului, www.busdoa.ugal.ro, a fost

actualizat si include planul, realizarile si rapoartele pentru fiecare etapa de implementare a proiectului
precum si o prezentare succinta a rezultatelor obtinute (un text pe intelesul publicului) — rezumatul
implementarii proiectului si cele mai importante rezultate.

e Impactul estimat al rezultatelor obtinute, cu sublinierea celui mai semnificativ rezultat obtinut

Impactul cel mai important al acestui proiect este cel stiintific si anume publicarea a 12 articole
stiintifice in reviste IS| cu un factor de impact cumulat 64, participarea la conferinte stiintifice
internationale cu 25 de lucrari si depunerea 1 cereri de brevet — care poate fi considerat cel mai
semnificativ rezultat al proiectului. Impactul socio-economic al proiectul este sustinerea dezvoltarii
in cariera a patru tineri cercetatori, doi studenti si doi doctoranzi, care au lucrat intr-un domeniu
stiintific multidisciplinar alaturi de cercetatori cu experienta, rezultatele obtinute fiind diseminate
comunitatii stiintifice atat prin publicarea de articole stiintifice in reviste ISI cu factor de impact ridicat
cat si prin participarea la conferinte internationale. De asemenea, proiectul a condus |la cresterea
experientei stiintifice a membrilor echipeiiar rezultatele obtinute au crescut vizibilitatea internationala
a echipei. Efectuarea unui stagiu de cercetare la Universitatea din llmenau, Germania, extinde
colaborarile internationale permitand echipei proiectului sa participe cu propuneri noi de cercetare la
nivel international. Impactul economic va creste prin transferul brevetului catre industrie pentru
aplicarea senzorilor imprimati molecular dezvoltati in proiect in controlul falsificarii uleiurilor de
masline.
Director Proiect,
Apetrei Constantin
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