RAPORT STIINTIFIC

Noi biosenzori si instrumente inteligente pentru detectia ultrasensibila a falsificarii
uleiurilor de masline, PN-III-P4-ID-PCE-2020-0923
1anuarie 2022-decembrie 2022

In anul 2022 s-au realizat activititile previzute in planul de implementare al proiectului din
Etapa 2: Detectia moleculelor tinta si dezvoltarea de noi materiale sensibile; Dezvoltarea
si caracterizarea biosenzorilor; Dezvoltarea de modele inteligente si aplicarea acestora
in analiza datelor; Validarea integrarii sistemului; Diseminarea rezultatelor;
Managementul proiectului.

Descrierea stiintifica

Activitatea 2.1 Analiza cromatografica a markerilor. Dezvoltarea de noi materiale
sensibile. Sinteza polimerilor conductivi si polimerilor imprimati molecular

Analiza cromatograficda si spectrometrica a markerilor fenolici

Majoritatea probelor de uletur1 de mashne (uleluri de mashne virgin extra de la diferifi
producatori, obtinute prin tehnologn diferite, din diferite somri de masline, din diferite tari
dar si uleiur1 de turte de masline) si a uleturilor vegetale de seminte (de porumb, de floarea
soarelui, de m, de canepa, de rapita etc.) analizate in acest an prin cromatografie,
spectrometrie s1 cu biosenzori au fost uleturi comerciale. S-au analizat s1 ulerur1t de masline
furnizate de doamna Prof. dr. Maria Lisa Clodoveo de la Universitatea Carlos Moro din Bari.
Cercetarea de fata a vizat intr-o prima etapa dezvoltarea une1 metode tintite de cuantificare a
unor compusi specifici uleiurilor vegetale s1, in special, uletului de masline, s1 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 ulemuri vegetale in vederea discriminarii acestora folosind analiza
componentelor principale — PCA s1 analiza de clustere — HCA. De asemenea, s-a realizat si
determinarea compusilor fenolict minoritari din uleiuri prin UHPLC-MS/MS, folosind metoda
de analiza dezvoltata in cadrul etapei1 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 compust prin
raportarea la baze de date, inclusiv Chemspider, MzCloud etc.

Determinarea compusilor fenolici specifici (tirosol, hidroxitirosol, oleuropeina), a compusilor
terpenici (acizin maslinic s1 oleanolic) s1 trigoneliner din ulewrile vegetale prin UHPLC-
MS/MS mmplica trei etape importante, si anume: (1) esantionarea si1 extractia probelor de
uleiur1 (extractia pe faza solida - SPE); (1) achizitionarea datelor in modul FullMS-vDIA,
care s-a realizat cu ajutorul spectrometrului de masa de inalta rezolutiec Q Exactive Focus
(Thermo Scientific, SUA) cuplat la un cromatograf de lichide de inalta performanta UHPLC
Dionex pentru separarea analitilor; (111) procesarea si1 identificarea datelor care s-a realizat cu
ajutorul software-ului Xcalibur. De asemenea, prin procesarea datelor spectrale cu ajutorul
software-ulut Compound Discoverer v. 2.0 (Thermo Scientific, SUA), folosind un sablon de
lucru pentru metabolomica, a fost posibila s1 i1dentificarea altor clase de compusi prin
raportarea la baze de date, inclusiv Chemspider, MzCloud, MassBank etc. Uleiurile vegetale
investigate in acest studiu sunt: ule1r de masline extra virgin (EVOQO), uleiur1 de masline de la
producatori locali din Italia (MS*), uleturi de masline disponibil commercial (MS), dar s1 alte
tipur1 de uleruri vegetale disponibile comercial, precum: ulei de nuca (N), ule1 din samburi1 de
struguri (STR), ule1 de dovleac (D), ulei de in (In), ulei de soia (So), ulei de susan (SU), ulei
de palmier (Palm), ulei de canepa (Cp), ule1 de cocos (Co), ulei de floarea soarelul (FL).
[zolarea compusilor de mteres din uleturile vegetale investigate s-a realizat prin extractie SPE
folosind cartuse SPE s1 un sistem de eluare sub vid (Vaccum Manifold, Varian). Pentru
optimizarea extractiel s-au folosit tre1 tipur1 de cartuse, s1 anume: cartuse Strata NHy (55 um,
70 A), 500 mg/6 mL, cartuse Strata Silica (55 pm, 70 A), 500 mg/6 mL si cartuse HyperSep
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silica 500 mg/6 mL, studule 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
ulewurile vegetale. Protocolul de extractie SPE consta in: conditionarea cartuselor SPE cu 6
mL metanol s1 6 ml hexan, urmata de adaugarea solutie1 de proba (2,5 g ule1 in 6 mL hexan) si
patrunderea acesteia in cartus; spalarea cartuselor cu 3x3 mL hexan s1 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 filtranta de 0,45 um si1 supus analizei. Reprezentarea schematica a etapei de
extractie a compusilor fenolici majoritari din uleiurile vegetale folosind protocolul SPE este
prezentata in Figura 1.
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Figura 1. Reprezentarea schematica a extractiel compusilor fenolici majoritari din uleturile
vegetale nainte de analiza prin UHPLC-MS/MS

Pentru detectia prin UHPLC-MS/MS s-au optimizat si ulterior s-au setat urmatoarele categorii
de parametrii operationali: parametrin de 1onizare 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 actunea unui gradient de faze mobile: apa
HPLC cu 0,1% acid formic s1 metanol HPLC cu 0,1% acid formic. Spectrometrul de masa a
rulat in modul de 1onizare H- ESI (negativ), la o tensiune aplicata de 3,0 kV. Debitul de azot a
fost de 48 L/min, 1ar cel auxiliar de 11 L/minut la o temperatura de 413°C, temperatura
capilarulur de 320°C. Datele au fost achizitionate in modul Full MS — vDIA cu inregistrarea
simultana a precursorului s1 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, 1ar 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, 1ar cuantificarea datelor s-a realizat prin metoda standardului extern, intr-un
domeniul de linearitate 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 metoder de analiza s-a urmarit investigarea
efectulul de matrice prin imbogatirea probelor de ule1 cu concentratil cunoscute de standard la
un nivel de concentratiec de 100 ng/mL, urmata de analiza probelor rezultate s1 estimarea
procentului de recuperare, rezultatele obtinute fiind cuprinse intre 75-98%.

Identificarea compusilor s-a realizat pe baza compararn timpilor de retentie cu cer ai
substantelor de referinta s1 prin 1dentificarea 1onulur molecular s1 a fragmentelor rezultate in
urma fragmentarii in modul negativ (Tabelul 1 s1 Figura 2). De exemplu, in uletul de masline
extravirgin s-au identificat compusi precum: acidul elenolic, inclusiv derivatii hidroxilati si
formele aldehidice, oleacina si derivatul hidroxilat, derivati de la oleuropeina, oleocantal,
ligstrosid, acid elenaic (Figura 2).
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MS/MS, 1onizare negativa s1 procesarea datelor cu software-ul Compound Discoverer
Tabelul 1. Identificarea compusilor fenolici din ulemrile vegetale prin UHPLC-MS/MS
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Fragmentele de masa

19,

Continutul de compusi fenolici majoritari specifici din uleiurile analizate variaza in functie de
timpul de ulei, astfel: (1) 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 s1 oleuropeina au prezentat valori
mai mici, respectiv n.d.-2,553 mg/kg, 0,314-0,758 mg/kg s1 n.d.-0,243 mg/kg; (1) in EVOO s-
au 1dentificat cantitati mai mari1 de trigonelina (5,774-34,062 mg/kg) s1 tirosol (n.d.-4,363



mg/kg) comparativ cu ulemrile de masline originale, in timp ce continutul de hidroxitirosol,
verbacosida si1 oleuropemnda este mai mic; (i11) in ulewrile de masline comerciale s-au
identificat cantitati mai mari de trigonelina (2,074-26,985 mg/kg) si1 tirosol (n.d.-10,386
mg/kg) comparativ cu ulemrile de masline original, in timp ce continutul de verbacozida si
oleuropeina este asemanator; (1v) in ulelurile vegetale analizate, dintre compusii majoritari
sunt trigonelina (n.d.-65,129 mg/kg), cu concentratii mai mari in uletul de seminte de struguri
s1 ulewul de rapita s1 tirosolul (n.d.-12,758 mg/kg), cu concentratii mai mari in ulemwrile de
nuci, in s1 canepa. Referitor la compusii terpenici analizati, cantitati mai mari de acid maslinic
s1 acid oleanolic corespund ulewurilor de masline comerciale, cu valori cuprinse intre 0,241-
18,733 mg/kg pentru acidul maslinic s1 0,075-16,074 mg/kg pentru acidul oleanolic (Tabelul
2);

Tabelul 2. Continutul compusilor specifici analizati in uleiurile vegetale
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Datele cantitative rezultate in urma investigarii compusilor fenolici minoritari din uleiurile
analizate au indicat faptul ca principalin acizi fenolici sunt acizii hidroxibenzoic (HyB),
dihidroxibenzoic (DHyB), p-cumaric (Ap-Coum), ferulic (AF), elagic (Ael), cinamic (Acin),
dar s1 flavoniozi precum apigenina (Apg) s1 pinocembrina (P1noC), continutul acestora variind
in functie de tipul de ule1 vegetal (Tabelul 3). Dupa cum se observa, concentratilt mai mari de
acid dihidroxibenzoic corespund uleiurilor de masline (n.g.-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 valor1 mai mar1 pentru ulerul de nuci s1 uletul 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 cantitatt mar mari1 de acid
ferulic (n.d.-1,007 mg/kg) s1 acid elagic (0,015-0,731 mg/kg) corespund celorlaltor tipuri de
uleiur1 vegetale mnvestigate. Acidul cinamic este predominant in uleturile de masline, cu valori
cuprinse intre 0,023-4,832 mg/kg in uleturile de masline originale s1 n.d.-5,076 in uleiurile de
masline comerciale. De asemenea, continutul de apigenina s1 pinocembrina este mai mare in
uleturile de masline s1 ulewrile de masline extravirgine, comparativ cu celelalte tipur1 de
uleiur1 vegetale.

Tabelul 3. Continutul compusilor fenolici anlizati in ulewurile vegetale
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Ule

Pentru analiza exploratorie a datelor referitoare la continutul de tirosol, hidroxitirosol,
trigonelind, oleuropieind, verbacozida, acid maslinic s1 acid oleanolic, s-a efectuat analiza
componentelor principale (PCA). Distributia uleturilor vegetale in graficul scores PC1-PC2
este prezentat in Figura 3, unde se observa o discriminare clara a uleiurilor de masline s1 a
uleturilor de masline extra virgine, originale s1 a celor disponibile comercial, fata de restul
ulewurilor. Rezultatele indica faptul ca markern specifict uleturilor de masline sunt:
trigonelina, verbacosida, hidroxitirosolul, acizii maslinic s1 oleanolic, dar s1 oleuropeina si
tirosolul, distributia acestora fiind, in principal, catre ulewurile de masline s1 mai putin catre
celelalte tipuri de ulewri.
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Figura 3. Graficul scores al PCA a ulewurilor vegetale pe baza profilului compusilor
fenolic1 specifici

Pentru a intelege rolul compusilor determinati ca indicatori de calitate a1 uleiurilor de
masline s1 ulewurilor de masline extravirgine s-a utilizat s1 analiza de clusteri-HCA pentru
gruparea uleiurilor in functie de originea botanica. Figura 4 prezinta o dendrograma ierarhica
pentru gruparea ulemurilor pe baza continutului celor 7 marker1 specifici studiati. Se observa
gruparea uleiurilor in trei clustere principale, s1 anume: clusterul 1 care corespunde uletului
din seminte de struguri, clusterul 2 care grupeaza majoritatea uleiurilor de masline, EVOO,
dar s1 alte tipur1 de uleiur1 vegetale precum uleiul de orez, nuci, susan si rapita si clusterul 3 in
care sunt grupate in principal ulemwrile vegetale, dar s1 uleturi de masline (figura 4).

DENDROGRAM

Figura 4. Analiza HCA a uleiurilor vegetale pe baza continutului de tirosol, hidroxitirosol,
trigonelina, oleuropeina, verbacozida s1 acizii maslinic si oleanolic

Dezvoltarea unor nol materiale sensibile



S-au realizat o serie de noi1 biosenzori pentru analiza biomarkerilor din probele de ule1 de
masline. Pentru construirea biosenzorilor s-au folosit electrozi serigrafiati pe baza de carbon
(SPCE), oxid de staniu s1 zinc (ITO), aur (Au) s1 platina (Pt) care au fost modificati cu diferite
nanomateriale, peptide si enzime. Nanomarialele folosite au fost nanotuburi de carbon,
nanofibre de carbon, carbon mezoporos, s1 grafen ca atare sau functionalizate cu diferite tipuri
de grupar1 hidrofile: -OH, >C=0, -COOH, -COONH: etc. Ca mediator1 a1 schimbulu1 de
electroni s-au folosit, de exemplu, ftalocianina de mangan, ftalocianina de cobalt, Prussian
Blue sau peptide. A fost folosita si 0 gama variata de enzime din clasa oxidazelor, de exemplu
tirosinaza, lacaza, peroxidaza, colesterol oxidaza.

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 si1 apa ultrapura in
raport 1:1. Pentru o dispersare optima, suspensia a fost ultrasonicata timp de 30 de minute.
Volumul de suspensie optim (10 pL) a fost adaugat pe suprafata electrozilor SPE/C cu
ajutorul une1 micropipete Eppendort in doua etape succesive. Dupa fiecare etapa electrozii s-
au uscat intr-un exicator, la 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. Solutille enzimatice au fost adaugate pe
supratata SWCNT/SPE prin tehnica turnarn, urmata de reticulare cu ajutorul vaporilor de
glutaraldehida. Dupa adaugarea a 5 nL 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
vaporlil de glutaraldehida a fost timp de 1 minut pentru fiecare electrod. Reticularea asigura o
conexiune electrica favorabila a SWCNT cu enzima. Totusi, un timp de expunere mai lung ar
putea scadea activitatea enzimatica datorita modificarilor in structura tridimensionala a
heteroproteinel. Dupa 1mobilizare, biosenzorii au fost pastratt la 4 °C pana la utilizare,
maximum 72 ore. In Figura 5 sunt prezentate etapele procesului de preparare a biosenzorilor
pe baza de lacaza s1 tirozinaza s1 schemele reactulor care au loc intre glutaraldehida s1 enzime.
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Figura S. Procesul de preparare a biosenzorilor pe baza de tirosinaza si respectiv lacaza
imobilizate pe electrozi serigrafiati de carbon modificati cu nanotuburi de carbon

Pentru prepararea senzorulur GPH-MnPc¢/SPE modificat au fost parcurse mai multe etape.
Initial, s-a addaugat, prin tehnica drop-and-dry, secvential, cu pauze de uscare, o cantitate de
10 pL solutie de ftalocianind de mangan 10™ M in cloroform pe suprafata electrodului
serigrafiat modificat cu grafen (GPH). Uscarea s-a realizat la temperatura camerei, timp de 30
minute. Adaugarea solutie1 de ftalocianina de mangan s-a realizat cu ajutorul une1 micropipete
Eppendorf. Pentru prepararea biosenzorului MnPc-Tyr/SPE, s-a folosit ca suport GPH-
MnPc¢/SPE. Utilizand tehnica drop-and-dry, a fost adaugat un volum de 10 pL, secvential, in




doua etape (cate 5 uL 1In fiecare etapa), cu o pauza pentru uscare de 3 ore intre cele doua
adaugari. Reticularea enzimei s-a realizat prin mentinerea senzorului deasupra unui recipient
cu 5 mL glutaraldehida 2%, timp de 1 minut. Vapori de glutaraldehida au asigurat
imobilizarea tirozinazei pe suprafata electrodului prin reticulare. Biosenzorn au fost pastrati la
4 °C pana la utilizare.

Caracterizarea materialelor sensibile depuse (a suprafeteil 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)) s1 metode spectrometrice (FTIR). O parte

dintre rezultatele obtinute se prezintd in continuare. In figura urmaitoare se prezinti imaginile
SEM ale unor biosenzori realizati, GPH-MnPc-Tyr/SPE (Figura 6) s1 OMC-Lac (Figura 7).

iy il U.0kV X10.0 SERIR S - & '
Figura 6. Imagmea SEM a suprafetei Figura 7. Imaginea SEM a suprafetei
biosenzorului GPH-MnPc-Tyr/SPE biosenzorului OMC-Lac

De asemenea, o serie de imagint AFM ale elementulu1 sensibil al unor biosenzori se prezinta in
continuare (Figura 8).
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a) Imaginea AFM a unui strat sensibil care contine b) Imaginea AFM a unui strat sensibil -lacaza
tirosinaza si ftalocianina de mangan depusa pe carbon mezoporos
Figura 8. Imaginile AFM ale elementului sensibil
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Dupa construirea biosenzorilor a fost realizata caracterizarea suprafetelor modificate prin mai
multe metode. CV a fost prima metoda prin intermediul careia s-a urmarit evidentierea imobilizarii
enzimelor pe electrodul suport.

In Figura 9 se poate observa oxidarea tirozinazei la potentialul E,=0,433 V (Ipa= 5,970 pA) si
reducerea enzimei la Epc=-0,171 V (Ipc=14,739 nA). Procesul redox este cvasireversibil. La scanari

successive nu se observa diferente semnificative in comportamentul electrochimic al tirozinazei. In
cazul lacazei, picul de oxidare apare doar la prima scanare la un potential E,.= 0,914 V (l,=
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13,913 uA), acesta fiind ireversibil. La scanarea a doua s1 a treia, nu se mai evidentiaza picuri de
oxidare s1 reducere, semnalul fiind stabil.
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Figura 9. Voltamogramele ciclice inregistrate in solutie tampon fosfat (PBS) 107 M cu
biosenzorul SPE/SWCNT/Lac la pH 5.0 (a) st SPE/SWCNT/Tyr la pH 7.0 (b).

Analizand Figura 9, se poate afirma ca enzimele au fost imobilizate pe suprafata electrozilor
suport, observandu-se in ambele situatii comportamentul electrochimic al acestora, insa
SPE/SWCNT/Tyr se remarca printr-un semnal mai stabil s1 picuri mai evidente.

[n urmitoarea etapi, cei doi biosenzori au fost analizati prin intermediul EIS. Intr-un sistem cu trei
electrozi, analiza EIS se realizeaza prin fixarea unei tensiuni aplicate, 1ar diagrama Nyquist
obtinuta (utilizatd de obice1l pentru analiza sistemelor rezistive), arata rezistenta solutier produse
(R), rezistenta la transferul de sarcina (R¢) st impedanta Warburg (W).

Procesele electrochimice ce au loc la interfata dintre SPE/SWCNT/Lac, respectiv
SPE/SWCNT/Tyr si electrolitul ales pentru analizd (in cazul de fatd Ks[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)g] 107
M si KC1 10" M 1in raport molar 1:1) se transpun sub forma unui circuit echivalent care implicd
rezistoare, condensatoare s1 inductoare. Circuitul echivalent Randles prezinta intr-o maniera
simplificata rezistenta solutiei (Rs), capacitatea stratului dublu la suprafata electrodului (Ca),
rezistenta la transferul de sarcina (R¢¢) s1rezistenta Warburg (Zw), motiv pentru care este utilizat cel
mai frecvent. Conform Figurn 10, diagramele Nyquist obtinute in acest studiu (sub forma unui
semicerc) corespunde unui circuit Randles simulat, s1 el prezentat in f}gure‘i.

0 - . - . 50,000
Z re/ Ohm

Figura 10. Graficele Nyquist ale EIS pentru SPE/SWCNT (linia neagra), SPE/SWCNT/Tyr (linia
rosie), SPE-SWCNT-Lac (linia verde) in solutie de KCl 10" M si 10° M [Fe(CN)s °* 1in
domeniul de frecventa de la 0,01 Hz s1 10 kHz, amplitudinea 10 mV. Figura inserata: Circuitul
echivalent folosit pentru ajustarea spectrelor de impedanta electrochimica.

O alta metoda prin care s-a studiat imobilizarea enzimelor este tehnica FTIR. Spectrele FTIR a
SPE/SWCNT, SPE/SWCNT/Lac s1 SPE/SWCNT/Tyr (Figura 10) au fost inregistrate in modul
reflectanta totala atenuatd (ATR) in domeniul 4000-500 cm ' cu o rezolutie de 4 cm .
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Figura 10. Spectrul FTIR a SPE/SWCNT (linia verde), SPE/SWCNT/Tyr (linia albastra) si
SPE/SWCNT/Lac (linia rosie).
Spectrele celor do1 biosenzori evidentiaza vibratiile de intindere a gruparilor C=N la aproximativ

1644 cm™ (amida I, banda specificd proteinelor), fapt ce indica interactiunea glutaraldehidei cu
atomi1 de azot din ezime.

Sinteza polimerilor conductori si a polimerilor imprimati molecular
Pentru a realiza no1 senzori electrochimici s-a realizat depunerea unor polimeri organici
electroconductor1 folosind monomeri derivati de la tiofen (3,4-etilenedioxitiofen (EDOT),
hidroximetil-EDOT) s1 pirol in prezenta unor diferiti anioni dopanti (hexacianoferat (II) 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 a1 schimbului de electroni, proces important in
timpul detectie1 electrochimice. Asttel, s-au obtinut senzori electrochimici movatori pe baza
de polimeri conductor1 dopati cu diferiti anioni care pot detecta cu succes markeri din ulerul
de misline. In Tabelul 4 se prezinta centralizat modul de fabricare a senzorilor.
Tabelul 4. (Iiondi’j[iéle experimentale pentru obtinerea polimelrilor conductori

Mo . — - o - ——

ED

| | DC4|DCe AN )63 | U.0 V, /D8 |
Straturile de polimer electrosintetizate prin cronoamperometrie in prezenta de diferiti agenti

dopanti au fost caracterizate prin SEM s1 electrochimic. Exemple ale acestor caracterizari se
prezinta in Figura 11.




—

Imaginea SEM a stratulu1 de PEDOT dopat | Imaginea SEM a stratului de PPy dopat cu
cu 1oni sulfat ioni1 sulfat

Figura 11. Imagini SEM a unor straturi sensibile de polimeri conductori
Raspunsurile electrochimice ale senzorilor pe baza de polimer1 conductori au variat in functie
de natura polimerului dar si de natura agentului dopant. Astfel, in Figura 12 se prezinta
raspunsurile senzorilor pe baza de PPY/FCN s1 PEDOT/FCN imersati in solutie de KC1 0,1 M.
Se observa picuri redox relationate cu polimerul conductor iar in cazul agentului dopant

ferocianura (FCN) s1 picuri datorate acestuia.
0,6 \

0,4

|/ mA
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Figura 12. Semnalele senzorilor in solutie PPY/FCN s1 PEDOT/FCN 1mersati in solutie de
KC10,1 M in timpul procesului de stabilizare a semnalulu1 voltametric.

Senzoril obtinuti pot fi folositi ca atare pentru obtinerea amprentei chimice a uleturilor de
masline sau pot fi1 transformati in biosenzori prin imobilizarea unor enzime, cu rol biocatalitic
in determinarea markerilor din uleiul de masline. Astfel au fost obtinuti biosenzori cu o buna
sensibilitate s1 selectivitate pentru biomarkeri din uletul de masline.

In figura 13 se prezinti voltamogramele ciclice ale biosenzorului PPY/FCN/Tyr cand este

imersat in solutie de tirosol de concentratie variabila s1 curba de calibrare corespunzatoare.
90
|

i_
&

-1.1
E/Vvs. Ag C/pM
Figura 13. 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.
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Tabelul S. Biosenzori pe baza de polimeri conductori
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Pentru sinteza polimerilor imprimati molecular s-au folosit ca monomer1 acid acrilic s1 acid
metacrilic, 1ar ca moleculele tinta oleuropeina, tirosolul, hidroxitirosolul, verbascozida si
trigonelina. Procedeul este similar pentru cer do1 monomeri 1ar agentul de reticulare si
initiatorul au fost etilen-glicol-acrilatul de dimetil s1 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) s1 0,02 g de trigonelina (molecula sablon) s-au dizolvat in 20
mL etanol si amestecul a fost supus ultrasonicirii pentru 30 min. Intr-un alt pahar, 400 pL de
etilen glicol acrilat de dimetil (agent de reticulare) 10,0050 g de peroxid de benzoil (initiator)
au fost dizolvate in 5 mL etanol s1 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 obtiut se disperseaza in etanol prin ultrasonare s1 apo1 se
depune pe suprafata electrozilor serigrafiati de carbon si se obtin astfel senzori pe baza de
polimer imprimat molecular selectivi pentru detectia markerilor din ulerul de masline.

Senzoril astfel obtinuti s-au caracterizat prin AFM 1ar in Figura 14 sunt prezentate suprafetele
senzorilor (a) C/poliacrilat/Verbascozida s1 (b) C/polimetacrilat/Trigonelina. Pot f1 evidentiate
omogenitatea distributie1 centrilor activi de pe suprafata senzorilor.

] & L Tllll |

B AR s —
= B I'r-|rl_|-|1 - : - s x iy el et
t _— =
; L

T 0.00 nm
Figura 14. (a) Imagmea AFM a senzorului Figura 14. (b) Imaginca AFM a
C/poliacrilat/ Verbascozida senzorului C/polimetacrilat/

Trigonelina
In Figura 15 se prezintd raspunsurile senzorului C/poliacrilat/Hidroxitirosol la cantititi
crescatoare de hidoxitirosol inregistrate prin DPV si dreapta de etalonare. Senzorul are
selectivitate s1 sensibilitate adecvate pentru determinarea hidoxitirosolulur din mostre
complexe.
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Figura 15. Raspunsurile senzorului in solutie de hidoxitirosol in domeniul 50-300 nM s1
dreapta de etalonare

In Tabelul 6 se prezinta 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
TOYDN/n\M1 QCan7nrv T nnhﬂ\/[
C/pc N
C/pc o
C/PC A LAl L ALb4d/ A AL “5LFer-s A | --"':' [ I o L -t.-ﬁ"-.-"'-l-l-l-l-l-"'ll-!' el W'l AAL%R4%/ A -l-l-b\.-"l--l-‘iﬁ'-l-l--l-l-‘-'lr I '\.-"'j‘h.-l" B Wr

Prin aceasta metoda s-au obtinut senzori pe baza de polimeri imprimati molecular cu
biomarkeri din uletul de masline, care pot f1 folositi cu succes pentru detectarea adaosurilor de
alte uleiur1 in uleiul de masline. Cele mai bune rezultate s-au obtinut in cazul trigonelinei.

Rezultatele obtinute In Activitatea 2.1 sunt foarte bune si promitatoare, activitatile
specifice propuse pentru cel de al doilea an de implementare s-au realizat 100% si
obiectivele generale si specifice ale acestei etape s-au indeplinit in totalitate.

Activitatea 2.2 Dezvoltarea unei platforme multi-senzori. Caracterizarea biosenzorilor
in prezenta markerilor. Dezvoltarea unor retele de biosenzori pentru analiza markerilor
din uleiul de masline

Dezvoltarea une platforme multi-senzor

In proiect s-a realizat un sistem modular multisenzor bazat pe biosenzori electrochimici
pentru determinarea markerilor din uleiurile de masline si a adaosurilor de uleturi vegetale in
uletul de masline extravirgin.

Caracterizarea biosenzorilor in prezenta markerilor

Pentru analiza uleiurilor de masline pure sau falsificate folosind biosenzorn electrochimici s-
au realizat ma1 multe procedee pentru extragerea fractiunii polare: extractie cu metanol-apa,
extractie in solutie de HCI, emulsi1 cu Triton x-100, solventi eutectici. Biosenzori preparati s1
caracterizati morfologic, spectrometric si1 electrochimic in etapele anterioare au fost utilizati
pentru detectia unor biomarkeri din uletul de masline.

In continuare se prezinti, ca exemplu, studiile desfisurate pentru detectia electrochimici a
oleuropeinei cu doi biosenzori pe baza de tirosinazi si lacaza. In prima etapa s-a studiat
comportamentul electrochimic al oleuropeiner folosind cei1 do1 biosenzori nou construiti,
SPE/SWCNT/Lac si SPE/SWCNT/Tyr, prin intermediul CV si voltametrie1 de unda patrata
(SWV). Pentru fiecare biosensor s-a preparat o solutie 10* M de oleuropeind, cu pH 5.0
(pentru Lac) s1 pH 7.0 (pentru Tyr).

CV a fost aplicata in domeniul de potential de la -0,4 1la +1,3 V, la o viteza de scanare de 0,1
V/s. In Figura 16 (a) se poate observa procesul de oxido-reducere a oleuropeiner pentru
SPE/SWCNT/Lac si pentru SPE/SWCNT/Tyr inregistrat prin CV. In ambele situatii se

observa picuri bine evidentiate care corespund oxidari s1 reducerii oleuropeinei, cu intensitati
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ale curentului apropiate, insa la potentiale vizibil diferite, ceea ce sugereaza performante
electrochimice diferite ale celor do1 biosenzori.

SWYV a fost aplicata dupa optimizarea, in prealabil, a parametrilor: f (frecventa) = 15 Hz; Esw
(impulsul aplicat) = 90 mV, Es (cresterea de potenfial) = 2 mV. Figura 16 (b) prezinta
voltamogramele de unda patrata inregistrate cu aceeasi biosenzori in solutie de oleuropeina de
concentratie 10* M (electrolit PBS 107" M).
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E/V vs Ag/AgCl E/V vs Ag/AgCI
(a) (b)

Figura 16. (a) Voltamogramele ciclice ale SPE/SWCNT (linia verde), SPE/SWCNT/Tyr
(linia neagra) si SPE/SWCNT-Lac (linia rosie) in PBS 107! M (pH 7.0) care contine 107 M
OLEU. (b) Voltamogramele de unda patrata a SPE/SWCNT/Tyr (linia neagra) si
SPE/SWCNT-Lac (linia rosie) in PBS 107! M (pH 7.0) care contine 10 M OLEU

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 uM — 28,62 uM.
Ecuatule regresiilor liniare au fost utilizate pentru calcularea limitelor de detectie (LOD = 36/
m, unde o este deviafia standard s1t m panta curbei de calibrare) si limitelor de cuantificare
(LOQ =100 / s) 1ar rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 7.

Tabelul 7. Ecuatia dependentel lmlare R2 LOD 31 LOQ pentru cel d01 blosenzorl
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SPE/SWCNT/Tyr se remarca prin limite de detectie s1 cuantificare mai reduse, confirmandu-
se astfel proprietatile electrocatalitice foarte bune ale acestui biosenzor.
Principalii biosenzori realizati in acest an de implementare a proiectului, compusii tinta si
limitele de detectie se prezinta in Tabelul 8.

Tabelul 8. Biosenzori pe baza de nanomateriale si enzime
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Majoritatea biosenzorilor realizati pana acum s-au dovedit a fi adecvati pentru construirea
retelel de biosenzori pentru determinarea falsificari ulerrilor de masline. Opt biosenzori, cu
cele mai bune caracteristici s1 cu selectivitati diferite au fost alesi pentru construirea retelei de
biosenzori pentru determinarea falsificari ulewrilor de masline: PEDOT/FCN/Tirozinaza,
PPY/FCN/Tirozinaza, C/poliacrilat/ Trigonelina, Nanofibre de carbon/nanoparticule de
aur/Colesterol dehidrogenaza, Nanotuburi de carbon cu un singur perete, functionalizate cu
grupari carboxyl /Lacaza, Carbon /Ftalocianind de cobalt/Lacaza, Oxid de grafen / Lacaza,
C/polimetacrilat/Oleuropeina.

Dezvoltarea unor retele de biosenzori pentru analiza markerilor din uleiul de masline
Pentru design-ul reteler de biosenzori care include biosenzorii cu cele mai bune performante
analitice s1 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
minufioasa s-a decis utilizarea unui sistem care include 8 biosenzori diferiti, fiecare prevazut
cu contraelectrod s1 electrod de referinta. Prin intermediul unui multiplexor fiecare sistem cu
tre1 electrozi se activeaza secvential s1 se inregistreaza semnalele electrochimice cu fiecare
biosenzor.

A Y FTEY Y PURTERERE W I B N - I

Reteaua cu 8 biosenzori diferiti
Dupa ce toate semnalele sunt inregistrate acestea sunt procesate pentru determinarea
concentratiel biomarkerilor s1 a puritatin probelor analizate.
Activitatile specifice prevazute in activitatea A2.2 au fost realizate In totalitate, iar
gradul de indeplinire al obiectivelor este de 100% pentru cel de al doilea an de
implementare al proiectului.
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Activitatea 2.3 Dezvoltarea de modele inteligente si aplicarea acestora in analiza datelor

In aceastd activitate au fost dezvoltate modele inteligente prin aplicarea de metode de analiza
a datelor multivariante provenite de la diferite tipur1 de masuratori realizate pentru probe de
uleiur1 de maslne (extravirgin sau din turte de masline), alte uleiur1 vegetale cum sunt ule1 de
floarea soarelui, ule1 de porumb, ule1 de rapita, ule1 de cocos, ule1 de susan, ulei de palmier si
amestecur1 ale acestora. Probele de uleiuri au fost analizate individual s1 sub forma de
amestecuri din ule1 de masline extravirgin s1 alte uleiur1 in diferite proportii pentru antrenarea
sistemelor si pentru a se determina care sunt limitele de detectie in conditii de laborator. In
functie de complexitatea analize1 s-au realizat 3, 4 sau 6 replici ale masuratorilor pentru a
creste semnificatia s1 robustetea modelelor dezvoltate.

Modelele au fost realizate prin mai multe metode dintre care se pot mentiona analiza
componentelor principale (PCA), analiza discriminanta rezolvata prin minime patrate partiale
(PLS-DA), modelarea soft s1 independenta a analogie1 claselor (SIMCA) s1 regresilt prin
minime patrate partiale (PLS1 s1 PLS2).

In al treilea an de implementare, atunci cAnd numarul de probe analizate va fi sufucient de
mare se vor dezvolta modele de clasificare pe baza de retele neuronale artificiale (ANN) si
masina de invatare (ML).

in A2.3 au fost realizate integral (100%) activititile specifice. Au fost selectate si
optimizate principalele metode de analiza a datelor, metode care vor fi definitivate pana
la terminarea activitatii si realizarea raportului final pentru aceasta activitate.

Activitatea 2.4 Validarea sistemulul multi-parametric in analiza de probe reale

Pentru validarea rezultatelor obtinute cu sistemul de biosenzori cuplat cu analize de date
multivariante s-au analizat datele obtinute pentru discriminare, clasificare si1 stabilirea de
corelatil atunci cand sunt folosite diferite ulemri vegetale sau uleituri de masline virgin extra
clasificate in functie de: tehnologia de fabricare, sotul de masline folosit, tara de provenienta
etc. De asemenea, s-au studiat diferentele dintre uleturile de masline virgin extra si cele de
turte de masline. In plus, s-a determinat performanta sistemului multi-parametric la
clasificarea probelor de uleruri de masline virgin extra in care s-au adaugat concentratii
diferite de uleiuri de seminte.

In continuare se prezinti o serie de rezultate privind discriminarea sau clasificarea probelor de
ule1 analizate s1 corelarea dintre datele obtinute cu biosenzoru s1 proprietatile lor antioxidante.
Discriminarea probelor de uleiur1 vegetale de seminte: in (USI), canepa (USC), dovleac
(USD), susan (USS), rapita (UR), strugur1 (GSO), orez (SOR), so1a (US) se prezinta in Figura
17. Se poate observa ca sistemul de biosenzori este capabil sa diferentieze ulerurile in functie
de originea biologica.

PC2 Scores
40 F _ _ - -

_40 ' SRR R S [t sian : T T
PCY
T T T T T T

_50 _40 _30 _90 10 0 10 20 30 40 50
uleiuri seminte, X-expl: 53%.28%

Figura 17. Graficul scores al PCA privind discriminarea uleiurilor de seminte
Analiza datelor rezultate din masuratorile voltametrice a unor amestecuri de ule1 de masline
virgin extra s1 ule1 de porumb a condus la rezultatele prezentate in Figura 18 s1 Figura 19.
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Figura 19. Graficul scores al PCA proba 1 -> ¢% adulterant = 0%, proba 2 -> ¢% adulterant
= 0,5%, proba 3 -> ¢% adulterant = 1% (adulterantul este uleiul de porumb).

Se poate aprecia ca uleiul de porumb pur (proba 1 din Figura 18) este discriminat de probele
care contin uler de masline virgin extra. De asemenea, uleiurile falsificate cu ule1 de porumb
sunt diferentiate chiar daca concentratia de adulterant este de 0,5% (Figura 19).

Un alt studiu a constat in diferentierea si clasificarea unor probe de uletur1 in functie de tipul
acestora, de originea biologica, de tehnologia de obtinere s1 in functie de tara de provenienta.
Rezultatele sunt prezentate sub forma graficelor scores tridimensionale (Figura 20),
diferentiate dupa EVOO sau POO - (Figura 20A), dupa tipul de ule1 — POO, EVOO s1 ulei de
floarea soarelui (Figura 20B), dupa tehnologia de productie ~-EVOO biologic, EVOO nefiltrat,
EVOO clasic s1 EVOO ecologic (Figura 20C) s1 dupa tara de origine —Tunisia, Grecia si Italia
(Figura 20D). In Figura 20 se prezinti graficele scores ale PLS-DA in care se observa o
separare grupurilor constituite pe baza a diferite criteru de clasificare.

X-axpl: 48%,19%.,6%  Y-expl: 33%,20%,12%
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Figura 20. Graficul scores al PLS-DA care rezulta din datele biosenzorilor (matricea X)
corespunzatoare diferitelor clase de uleiur1 (matricea Y): (A) EVOO versus POO; (B) POO
versus EVOO versus ulei de floarea soarelui; (C) EVOO biologic versus EVOO nefiltrat
versus EVOO clasic versus EVOO ecologic; (D) Tunisia versus Grecia versus Italia.

Datele cantitative ale tuturor modelelor PLS-DA prezinta in toate cazurile coeficienti de
corelatie ma1 mari de 0,9 s1 erori patratice medi1 mici atat la calibrare, cat s1 la validare.

PLS1 a fost folosita ca tehnica de predictie pentru a corela datele obtinute cu biosenzorii cu
activitatea antioxidanta cuantificata prin capacitatea de inhibare procentuala a DPPH si1
galvinoxil. Rezultatele modelelor de regresie PLS1 sunt prezentate ca dependenta dintre
rezultatele prezise in functie de rezultatele masurate ale activitatii antioxidante (Figura 21).
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Figura 21. Graficul inhibarnn procentuale prezisa din datele biosenzorilor vs. inhibarea
procentuald masurata obtinuta din metodele spectrofotometrice pentru testul galvinoxil.

Toate cele sase masuratori repetate corespunzatoare fiecarei probe de ule1 au fost incluse in
modelele de regresie. Primul numar din codificarea probe1 (de la 1 la 25) reprezinta proba de
ulei, 1ar al doilea reprezinta replicile (de la 1 la 6).

Din aceste rezultate se poate concluziona ca datele electrochimice obtinute cu biosenzori pot
f1 utilizate cu succes pentru clasificarea ulewrilor pe baza diferitelor criteri precum tipul de
ule1, tehnologia de productie sau tara de origine si pentru determinarea falsificarii uleiurilor.
In cadrul Activitatii 2.4 au fost realizate integral (100%) activitatile prevazute in acest
an de implementare. Sistemul multisenzor a fost validat pe o serie de uleiuri si procesul
aceasta se va incheia la sfarsitul perioadei de implementare a proiectului, asa cum este
prevazut in planul de activitati.

Activitatea 2.5 Participarea la conferinte, publicarea in reviste ISI, cerere de brevet
Pentru acest proiect am actualizat periodic pagina web, incluzand mmformatule relevante
privind activitatile de cercetare realizate in cadrul proiectulur si1 activitatea de diseminare.
Adresa site-ulu1 web al proiectului este: www.busdoa.ugal.ro

Au foste diseminate urmatoarele rezultate:

Articole in reviste Clarivate Analytics:

1. Bounegru, A.V.; Apetre1, C. Studies on the Detection of Oleuropein from Extra Virgin
Olive Oils Using Enzymatic Biosensors. International Journal of Molecular Sciences 2022,
23, 12569. IF 6,208. https://do1.org/10.3390/11ms232012569

2. Munteanu, I1.G.; Gradinaru, V.R.; Apetrei, C. Sensitive Detection of Rosmarinic Acid
Using Peptide-Modified Graphene Oxide Screen-Printed Carbon
Electrode. Nanomaterials 2022, 12, 3292. IF 5,719. https://doi.org/10.3390/nano12193292

3. Dascalescu, D.; Apetrel, C. Development of a Novel Electrochemical Biosensor Based on
Organized Mesoporous Carbon and Laccase for the Detection of Serotonin in Food
Supplements. Chemosensors 2022, 10, 365. IF 4,229.
https://doi.org/10.3390/chemosensors10090365

4. Bounegru, A.V.; Apetrel, C. Sensitive Detection of Hydroxytyrosol in Extra Virgin Olive
Oils with a Novel Biosensor Based on Single-Walled Carbon Nanotubes and Tyrosinase.
International Journal of Molecular Sciences 2022,23, 9132. IF  6,208.
https://do1.org/10.3390/1jms23169132

5. Munteanu, 1.G.; Apetrel, C. Assessment of the Antioxidant Activity of Catechin 1n
Nutraceuticals: Comparison between a Newly Developed Electrochemical Method and
Spectrophotometric Methods. International Journal of Molecular Sciences 2022, 23, 8110. IF
6,208. https://do1.org/10.3390/11ms23158110

6. Bounegru, A.V.; Apetre1, C. Simultaneous Determination of Caffeic Acid and Ferulic Acid
Using a Carbon Nanofiber-Based Screen-Printed Sensor. Sensors 2022, 22, 4689. IF 3,847.

https://do1.org/10.3390/s22134689
Participarea la conferinte internationale
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1. Alexandra Virginia Bounegru, Irina Georgiana Munteanu, Constantin Apetrel.
Development of an electroanalytical method for detecting adulteration of extra virgin olive
oils. SCDS-UDIJG 2022 The Tenth Edition, Galati, 9-10 unie 2022. Prezentare orala invitata,
rezumat publicat in Book of abstracts, p. 39.

2. Alexandra Virginia Bounegru, Constantin Apetrel. Sensors and Biosensors for Evaluating
Olive O1l Quality. SCDS-UDJG 2022 The Tenth Edition, Galati, 9-10 unie 2022. Prezentare
orala, rezumat publicat in Book of abstracts, p. 161.
3. Andreea Loredana Comanescu, Constantin Apetrei. Discrimination of vegetable oils by
using spectrometric data and chemometrics methods. SCDS-UDJG 2022 The Tenth Edition,
Galat1, 9-10 1unie 2022. Poster, rezumat publicat in Book of abstracts, p. 241.

4. Andre1 Geman, C. Apetrei. Determination of the addition of maize o1l to extra virgin olive
o1l by FTIR method coupled with multivariate data analysis methods. SCDS-UDJG 2022 The
Tenth Edition, Galati, 9-10 wunie 2022. Poster, rezumat publicat in Book of abstracts, p. 242.
5. Constantin APETREI. Spectrometric and electroanalytical methods for the determination of
virgin olive oils adulteration. International Summer School - FOOD SAFETY AND
HEALTHY LIVING -FSHL - 2022, 5-8 Septembrie 2022, Brasov — Romania, Prezentare
orala invitata, rezumat publicat in Book of abstracts, p. 142.

6. Constantin APETREI, Elisabeta-Irina GEANA, Irina Mirela APETREI. Electroanalytical
method coupled with chemometry for detection of virgin olive oil adulteration. The 6th
International Conference New Trends on Sensing - Monitoring — Telediagnosis for Life
Sciences NT-SMT-LS 2022 Brasov, Septembrie 8-10, 2022. Prezentare oralda, rezumat
publicat in Book of abstracts, p. 43.

7. Alexandra Virginia BOUNEGRU, Constantin APETREI. Electrochemical determination of
hydroxytyrosol in extravirgin olive oils using screen-printed electrodes modified with single
wall carbon nanotubes and tyrosinase The 6th International Conference New Trends on
Sensing - Monitoring — Telediagnosis for Life Sciences NT-SMT-LS 2022 Brasov,
Septembrie 8-10, 2022. Poster, rezumat publicat in Book of abstracts, p. 62.

8. Irina-Georgiana Bulgaru (Munteanu), Constantin Apetrei. Comparative study on the
antioxidant activity of extra virgin olive o1l samples using a newly developed electrochemical
method and DPPH spectrophotometric assay. The 6th International Conference New Trends
on Sensing - Monitoring — Telediagnosis for Life Sciences NT-SMT-LS 2022 Brasov,
Septembrie 8-10, 2022. Poster, rezumat publicat in Book of abstracts, p. 81.

9. Constantin Apetrel, Andreea Loredana Comanescu, Andre1 Daniel Geman, Irina Georgiana
Munteanu, Alexandra Virginia Bounegru, Irina Mirela Apetrel, Elisabeta Irina Geana.
Electrochemical (bio)sensor array coupled with multivariate data analysis for the assessment
of virgin olive o1l quality. “Priorities of Chemistry for a Sustainable Development”,
PRIOCHEM XVIII, Bucuresti, 26-28 Octombrie 2022. Prezentare orala invitata, rezumat
publicat in Book of abstracts, p. 11.

10. Elisabeta-Irma Geana, Corina Teodora Crucure, C. Apetre1. Authentication and detection
of adulteration of extra virgin olive o1l based on the composition of phenolic compounds.
“Priorities of Chemistry for a Sustainable Development”, PRIOCHEM XVIII, Bucuresti, 26-
28 Octombrie 2022. Prezentare orala, rezumat publicat in Book of abstracts, p. 63.
Participarea la conferinte nationale

1. Alexandra Virginia Bounegru, Constantin Apetrel. No1 biosenzori enzimatici pentru
determinarea electrochimica a oleuropeinei din uleiur1 de masline extravirgine. Oral
presentation. A XXXVI-a CONFERINTA NATIONALA DE CHIMIE —CNChim-2022
Calimanest1 — Cacmulata. Prezentare orala, rezumat publicat in Book of abstracts, p. 28.
Rezultatele etapei 2 au fost diseminate prin 6 prezentari orale si 4 postere la diferite
conferinte internationale, 1 prezentare orala la o conferinta nationala si publicarea a 6
articole In reviste stiintifice Clarivate Analytics de prim nivel (5 din cvartila Q1 si 1 din
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cvartila Q2). Activitatea de diseminare prevazuta pentru acest an a fost realizata
integral, 100%.

Activitatea 2.6 - Activitati de achizitie. Elaborarea rapoartelor stiintifice

Activitafile de achizitie s-au realizat in conditnn bune anul acesta fara intarzieri. Raportul
stiintific anual pentru 2022 a fost intocmit in conformitate cu cerintele Contractorului s1 este
afisat pe pagina web a proiectului, in limba romana si in limba engleza.

Activitatea de achizitie a asigurat realizarea integrala a tuturor activitatilor prevazute in al
doilea an de implementare a proiectului.

In al doilea an de implementare a proiectului BUSDOA au fost realizate toate activititile
prevazute in planul de implementare, s-au indeplinit obiectivele prevazute 100% s1 s-au
obtinut rezultate stuntifice valoroase, o mare parte dintre acestea fiind diseminate prin
publicarea in reviste stuntifice de prestigiu si, de asemenea, prezentate la conferinte
internationale.

Sumar al progresului: livrabile realizate, indicatori de rezultat, diseminarea rezultatelor

Nr. | Livrabile/indicatori planificati Nr. | Livrabile/indicatori | Grad de Grad de
crt. realizati in etapa 2 | realizare realizare
Etapa 2 Etapa 1 si
2

1 Analiza cromatografica a markerilor Da 100% 100%

2 Dezvoltarea unor no1 materiale Da 100% 100%
sensibile

3 Sinteza polimerilor conductori s1 a Da 100% 100%
polimerilor imprimat1 molecular

= Dezvoltarea unei platforme multi- Da 100% 100%
Senzor

5 Caracterizarea biosenzorilor in Da 100% 100%
prezenta markerilor

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

7 Dezvoltarea de modele inteligente si Da 100% 50%*
aplicarea acestora in analiza datelor

8 Validarea sistemului multi-parametric Da 100% 30% %
in analiza de probe reale

9 Participarea la conferinte, 6 6 100% 100%
publicarea in reviste ISI, 6 11 100% 100%
cerere de brevet 1 0 0% (%6 FH*
(pe intreaga durata a proiectului)

10 | Activitati de achizitie 100% 100%

11 | Elaborarea rapoartelor stiintifice
Raport pentru etapa 2 1 Da 100% 100%
Rezumat executiv pentru etapa 1 s12 | 1 Da 100% 100%

* Livrabila se va finaliza in etapa 3, cand sunt prevazute activitati timp de 6 luni
* Livrabila se va finaliza in etapa 3, cand sunt prevazute activitati timp de 12 luni
#4% Cererea de brevet se va depune in etapa 3, cand sunt prevazute activitati timp de 12 luni

Director Proiect,
Apetre1 Constantin

v
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