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I. Introducere 

Monitorizarea selectivă şi precisă a numeroase specii chimice este în atenţia laboratoarelor 

dintr-o varietate de domenii: analize clinice, protecţia mediului, controlul calităţii etc.  

Electrozii ion-selectivi de tipul PVC-ionofor (EIS-PVC-I) se pretează foarte bine acestor 

cerinţe. De asemenea, ei prezintă avantajul rapidităţii măsurătorilor, al simplităţii procedurilor 

experimentale, al posibilităţii de miniaturizare şi, adesea, al costului redus al materialelor şi aparaturii 

necesare, motive pentru care adesea sunt adesea preferaţi analizoarelor mai performante, dar foarte 

costisitoare, precum spectrometrul de masă cu plasmă cuplată inductiv. 

Un interes deosebit în domeniul alimentaţiei îl reprezintă monitorizarea antioxidanţilor (AO), 

substanţe cu un rol extrem de important în prevenirea unor maladii (cancer, boli cardiovasculare etc.) 

şi în încetinirea unor procese degradative precum îmbătrânirea. În momentul de faţă există o varietate 

de metode utilizate în monitorizarea activităţii antioxidante (AAO). Totuşi, datorită, în principal, 

complexităţii modului de acţiune a AO, încă nu s-a stabilit o metodă standard pentru evaluarea AAO.  

În acest context, lucrarea de faţă a vizat (i) caracterizarea unor compuşi macrociclici – unul 

[4.4.4.4]ciclofanic şi 9 calixarenici – ca şi ionofori pentru EIS-PVC-I (incluzând evaluarea 

comparativă a parametrilor electroanalitici în soluţii de: Li+, Na+, K+, Cs+, NH4
+, Mg2+, Ca2+, Ba2+, 

Co2+, Ni2+ şi Zn2+ şi (ii) studiul comparativ al unor senzori amperometrici pentru H2O2, studiu ce a 

vizat prepararea, optimizarea, caracterizarea şi utilizarea acestor senzori în probe sintetice şi reale 

(vinuri şi sucuri de fructe). 

 
II. Studiu bibliografic 

1. Electrozi ion-selectivi de tipul PVC-ionofor (EIS-PVC-I) 

1.1. Principiul de funcţionare a EIS-PVC-I 

Începând din anul 1964, când s-a descoperit că unele antibiotice au proprietatea de a transporta 

ioni alcalini în mitocondrie, interesul pentru elaborarea, dezvoltarea şi utilizarea în diferite domenii a 

EIS-PVC-I este în continuă expansiune. 

Elementul sensibil al EIS-PVC-I îl constituie ionoforul (I), având în general o structură 

macrociclică, în cavitatea căreia pot pătrunde cationi sau anioni ce leagă preferenţial I în funcţie de 

dimensiuni şi sarcină1. În alcătuirea membranei EIS-PVC-I intră, alături de ionofor, un plastifiant, care 

joacă un rol esenţial în stabilitatea şi elasticitatea membranei, o matrice polimerică, care asigură 

proprietăţile mecanice ale membranei, şi, adesea, un aditiv ionic, cu rol suplimentar în selectivitatea 

membranei. Proporţiile componenţilor sunt, de regulă, următoarele: ionofor, 0,5-1%; plastifiant, 66%; 

matrice polimerică, 33%; aditiv ionic, max. 0,5%1. 
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Activitatea ionului de analizat A, având sarcina ionică zA, se determină prin măsurarea 

potenţialului de echilibru (E) dintre EIS-PVC-I şi un electrod de referinţă extern. Potenţialul E depinde 

de activitatea ionului A în interiorul membranei (faza organică) şi de cea din soluţia analizată, conform 

ecuaţiei lui Nernst:  

)org(A

)aq(A

A
0
A a

a
ln

Fz
RTEE   (1) 

unde EA
0 este potenţialul standard al speciei A şi depinde direct de energia liberă de transfer al ionului 

A, fiind exprimat în funcţie de potenţialele chimice standard în cele două faze (schema 2). În condiţiile 

în care membrana are un caracter suficient de lipofil, termenul aA(org) este considerat constant şi se 

include în expresia pantei din schema 1. Răspunsul EIS-PVC-I este considerat nernstian dacă 

sensibilitatea acestuia reprezintă 59/zA mV / decadă de concentraţie (pIon). În procesul de generare a 

potenţialului măsurat intervin însă diverse fenomene ce produc deviaţia sensibilităţii de la valoarea 

ideală.  
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Dacă în soluţia de analizat sunt prezenţi mai mulţi ioni, A fiind considerat ionul primar, iar B, 

cei interferenţi, dependenţa potenţialului E de activităţile acestora este dată de  ecuaţia Nernst-

Nikolskii-Eisenman, care reprezintă o generalizare a ecuaţiei 1: 
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B
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1.2. Aplicaţii ale EIS-PVC-I 

1.2.1. EIS-PVC-I pentru ioni de interes biologic 

O serie de ionofori selectivi pentru cationi de interes biologic, precum: Ca2+, K+ şi 

Na+, pentru cationi de metale tranziţionale, cu aplicaţii în monitorizarea mediului, cum ar fi: 

Cu2+, Pb2+, Zn2+, Ni2+, Cd2+, dar şi pentru ioni moleculari, precum surfactanţii anionici, ClO4
- 

şi NO3
-, vor fi  prezentaţi în cele ce urmează.  

 
 EIS-PVC-I pentru K+ 
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Monitorizarea clinică a K+ prezintă o importanţă deosebită, mai ales în cazul pacienţilor care 

suferă modificări semnficative şi bruşte ale concentraţiei de K+, ca de exemplu în cazul intervenţiilor 

chirurgicale, comei diabetice şi arsurilor. Câteva clase 

de ionofori pentru K+ menţionaţi în literatura de 

specialitate sunt eterii (bis-)coroană şi ionoforii 

hemisferanzi2. Ionoforul cel mai des folosit pentru K+ 

este valinomicina (Fig. 1), un antibiotic produs din 

culturi de Streptomyces fulvissimu. Valinomicina 

prezintă proprietăţi deosebite în materie de 

selectivitate, sensibitate şi timp de răspuns. 

Dezavantajul său îl constituie lipofilicitatea scăzută. 

Pentru conturnarea acestei probleme, derivaţi ai 

valinomicinei au fost imobilizaţi prin legare covalentă pe o matrice polimerică şi se continuă obţinerea 

unor noi derivaţi. 

Ionul de Na+ joacă un rol fundamental în funcţionarea 

organismului uman, multe afecţiuni fiind cauzate de inversarea 

raportului concentraţiilor de Na+ extracelular şi K+ intracelular3. 

Cei mai performanţi ionofori pentru Na+ fac parte din clasa 

calix[4]arenelor, precum aşa-numitul „ionofor X” (Fig. 2). 

 Monitorizarea este Ca2+ este deosebit de importantă în 

transplantul de organe şi transfuzia de sânge, care pot cauza 

schimbări rapide  ale concentraţiei de Ca2+. Proprietăţi 

remarcabile în acest sens prezintă ionoforul „ETH 1001” 

(Fig. 3), mai ales din punct de vedere al selectivităţii 

( pot
J,CaKlog =-3,4; -4,4, unde J reprezintă Na+, respectiv 

Mg2+). Proprietăţi asemănătoare ETH 1001 au şi compuşii 

didecilfosfat de calciu şi bis-di-(1,1,3,3-tetrametilbutil)-fenil-

fosfat de calciu4.  

 

1.2.2. EIS-PVC-I pentru ioni de interes în protecţia mediului 

Dezvoltarea industriei în domeniul agriculturii, alimentaţiei, construcţiilor, produselor de 

igienă şi farmaceutice, energiei, transportului etc. a produs un număr impresionant de poluatori 

chimici ai apelor, aerului şi solului. Dintre aceştia, mulţi sunt monitorizaţi cu ajutorul EIS-PVC-I: 

compuşi cu metale grele, surfactanţi anionici şi cationici, percloraţi, etc.  

 
Figura 1. Structura valinomicinei 

 
Figura 2. Structura esterului de 
tetraetil acid tetraacetic 4-terţ-
butilcalix[4]arenic utilizat ca 
 ionofor comercial pentru Na+ 

 
Figura 3. Structura ETH 1001, 
utilizat în evaluarea activităţii Ca2+ 
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Cuprul este un metal cu numeroase utilizări industriale. Câteva clase de compuşi cu proprietăţi 

de ionofori pentru evaluarea activităţii ionului Cu2+ sunt tiaeterii coroană de dimensiuni mici, ionoforii 

aciclici cu grupări ditiocarbamat şi N, calix[4]arenele şi bazele Schiff5.  

Dintre utilizările plumbului, amintim obţinerea aliajelor, muniţiei, petrolului, vopselelor şi 

ţevilor. Un număr însemnat de derivaţi calixarenici funcţionalizaţi cu grupări ce conţin heteoratomii S, 

Se, N şi P, ca de exemplu: tioeteri, tiaamiloxi-, ariltiaalchiloxi-, piridil, benzotiazoil, baze Schiff sunt 

menţionaţi în literatură ca ionofori selectivi pentru Pb2+ 6, 7. 

Zincul şi compuşii săi sunt utilizaţi pentru numeroase aplicaţii industriale: baterii, aliaje, 

catalizatori, explozivi, suplimente nutritive8. Monitorizarea Zn2+ se realizează cu ionofori din diferite 

clase: derivaţi ai disulfurilor, calixaren tiamide, benzopolieteri9.  

Nichelul este folosit la obţinerea oţelului, magneţilor, bateriilor reîncărcabile, aliajelor 

speciale, dar şi în băile de galvanizare şi în colorarea sticlei. Ca ionofori selectivi pentru Ni2+ au fost 

studiate baze Schiff derivate din liganzi ai salicilaldehidei polidentate, complecşii aminici cu 4 atomi 

de N de diferite dimensiuni10, etc.  

Cadmiul se foloseşte, în principal, la acoperirea obictelor din oţel, fier, etc. cu un  strat 

protector. Se foloseşte, de asemenea, în bateriile Ni-Cd. Ionoforii menţionaţi în literatură ca fiind 

selectivi pentru Cd2+ sunt unii derivaţi ai eterilor coroană11. 

Cobaltul, sub formă metalică şi de compuşi, este utilizat în baterii, aliaje, băi de galvanizare, 

sticlă cu rezistenţă la abraziune, agenţi de uscare pentru lacuri etc. S-au menţionat în literatură unele 

baze Schiff ca fiind selective pentru Co2+ 12. 

O aplicaţie importantă a EIS-PVC-I este evaluarea activităţii surfactanţilor anionici, utilizaţi la 

scară largă ca agenţi de spălare în domenii casnice şi industriale. La ora actuală există ionofori din 

clasa poliazaciclialcanilor pentru măsurarea activităţii lauril sulfatului şi din clasa 

tetraazaciclotetradecanilor pentru monitorizarea dodecil sulfatului13. 

Ionul ClO4
- se găseşte adesea în concentraţii mari (≥1000 ppm) în apele de suprafaţă şi în 

pânza freatică, provenind din percloraţii folosiţi în industria medicală datorită activităţii sale 

tirostatice14, dar şi în industria carburanţilor, explozivilor, etc. Pentru evaluarea activităţii ClO4
- există 

numeroşi ionofori neutri constând din complecşi ai Ni2+ sau Pt2+ 15. 

 
1.3. Concluzii şi perspective 

Datorită proprietăţilor lor de excepţie privind selectivitatea faţă de un anumit ion, acurateţea şi 

rapiditatea măsurătorilor, simplitatea procedurii experimentale, posibilitatea de miniaturizare, etc., 

EIS-PVC-I reprezintă o temă de actuală, de interes, iar numărul EIS-PVC-I selectivi pentru diverse 

specii ionice (anioni şi cationi metalici sau nemetalici) este în continuă creştere.  

 
2. Modalităţi de determinare a activităţii antioxidante (AAO) 
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2.1. Generalităţi despre antioxidanţi (AO) şi AAO 

AO îndeplinesc o complexitate de roluri şi pot avea o mare varietate de structuri chimice. 

AAO se defineşte în funcţie de o serie de parametri, precum: (i) specia radicalică sau neradicalică 

neutralizată; (ii) condiţiile de lucru: mediu hidrofil/lipofil, timpul de reacţie, etc. 

Dintre speciile neutralizate de AO, amintim: radicalii superoxid (O2
-•), hidroxil (HO•), peroxil 

(ROO•) şi speciile reactive cu oxigen  („reactive oxygen species”, ROS)16, care includ specii 

neradicalice cu proprietăţi oxidante, ca de exemplu: H2O2 şi HOCl. 

Cercetările în domeniul AO s-au intensificat în ultimii 20 de ani în special datorită 

descoperirilor efectelor benefice ale AO asupra sănătăţii umane. În organism, cantitatea excesivă de 

ROS, datorată acţiunii unor factori precum: poluarea, alimentaţia nesănătoasă, fumatul, poate produce 

boli cardiovasculare, cancer, diabet, sindroame inflamatorii şi alte afecţiuni3. Studiile arată că 

incidenţa afecţiunilor amintite scade odată cu creşterea consumului alimentelor bogate în AO. Cât 

despre suplimentele de AO, părerile sunt împărţite; este totuşi cunoscut faptul că un consum excesiv al 

acestor suplimente poate fi cauza unor procese nedorite, precum dereglarea sistemului imunitar17. 

 
2.2. Metode pentru evaluarea AAO 

2.2.1. Metoda ORAC 

Această metodă („oxygen radical absorbance capacity”, ORAC) a fost propusă de Glazer 

(1990)18; ea măsoară capacitatea AO de a inhiba oxidarea indusă de ROO• generat prin descompunerea 

termică a unui compus azo. ROO• reacţionează cu un substrat fluorescent (fluoresceină, roşu de 

pirogalol), producând un compus nonfluorescent. Metoda ORAC evaluează AAO folosind ariile de 

sub curbele ce descriu variaţia substratului fluorescent în prezenţa /absenţa AAO19. Valorile ORAC 

sunt exprimate de obicei în echivalenţi Trolox.  

 
2.2.2. Metoda TRAP 

Metoda „total radical-trapping antioxidant parameter” (TRAP) monitorizează abilitatea AO de 

a interfera cu reacţia dintre ROO• şi un substrat fluorescent, precum acidul linoleic20 sau β-ficoeritrina. 

Reacţiile de bază sunt similare celor de la ORAC. Spre deosebire de ORAC, metoda TRAP defineşte 

AAO în funcţie de timpul de inhibiţie, ce reprezintă extinderea, în prezenţa AO, a timpului necesar 

apariţiei substratului oxidat.  

   
2.2.3. Metoda PCL 

Această metodă are la bază măsurarea fotochemiluminescenţei (PCL) produse prin reacţia 

unor specii radicalice cu compuşi excitabili fotochimic (luminol, lucigenină). Metoda PCL a fost 
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comercializată de Analytik Jena AG (Germania), kitul pentru evaluarea PCL fiind denumit 

„PHOTOCHEM”21. Sistemul acesta este extrem de eficient din punctul de vedere al costului; în plus, 

poate fi utilizat pentru AO hidrofili şi lipofili, la valori multiple de pH şi temperatură. 

 
2.2.4. Metoda bazată pe detecţia DPPH 

Radicalul DPPH• este utilizat ca sursă radicalică în evaluarea AAO22, monitorizarea acestuia 

fiind spectrofotometrică sau electrochimică23, 24. În prezenţa AO, DPPH• (culoare violetă) este redus la 

un compus galben pal; variaţia absorbanţei DPPH• este măsurată la 517 nm. Valorile AAO sunt 

exprimate ca şi cantitatea de AO ce produce descreşterea DPPH• absorbanţei la 50%. Metoda DPPH 

este simplă, rapidă, se bazează pe un principiu simplu de detecţie, însă o posibilă problemă o 

reprezintă evaluarea AAO a AO al căror spectru se suprapune cu cel al DPPH• (ex: carotenoizii).  
  

2.2.5. Metoda Folin-Ciocalteu 

 Metoda Folin-Ciocalteu are la bază oxidarea acestora cu ajutorul unui molibdowolframat 

(Na2WO4 / Na2MoO4). Din această reacţie rezultă O2
-•, care reacţionează cu molibdatul, formând ionul 

(Mo4+) (albastru), a cărui absorbanţă este urmărită spectrofotometric în intervalul 745-750 nm. Reacţia 

are loc în puternic mediu bazic. Ca şi AO de referinţă este utilizat acidul galic25. Metoda FC este 

simplă, specifică şi rapidă. Totuşi, este nevoie ca pH-ul de lucru să nu fie acid, ceea ce ar cauza reacţii 

lente şi nespecifice. O problemă a metodei este lipsa specificităţii faţă de polifenoli, fiind detectate, în 

egală măsură, monofenolii şi alte tipuri de compuşi ce pot fi reduşi. Există o corelaţie bună în literatură 

între rezultatele obţinute prin metoda Folin-Ciocalteu şi cele obţinute prin alte metode (ex. DPPH, 

TEAC), care evaluează o AAO totală26. 

 
2.3. Concluzii şi perspective 

Există o mare varietate de metode prin care se poate determina AAO. Totuşi, acest termen este 

unul relativ, care ţine cont de condiţiile de reacţie: tipul speciei neutralizate; mecanismul de 

interacţiune între AO şi specia neutralizată (transfer de electron sau atom de H); tipul de AAO 

monitorizată (globală sau specifică pentru polifenoli); metoda de detecţie (spectrofotometrică, 

electrochimică, etc.); tipul mediului de reacţie (hidrofil sau lipofil); timpul necesar reacţiei; modul de 

interpretare a rezultatelor (parametrii luaţi în considerare). Această varietate a metodelor pentru 

evaluarea AAO are, pe lângă dezavantajul că îngreunează stabilirea unei metode standardizate, 

avantajul posibilităţii de a surprinde unele aspecte complementare, accesibile doar anumitor metode, a 

noţiunii complexe de „AAO”. 

 
 
III. Rezultate experimentale originale 
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1. Comportamentul electrochimic al unor EIS-PVC-I 

1.1. Scopul cercetării 

Prima parte a acestui studiu a constat din caracterizarea electroanalitică a 10 compuşi 

macrociclici – un [4,4,4,4]ciclofan27 sintetizat în cadrul colectivului de cercetare al prof. Ion Grosu 

(Catedra de Chimie Organică, Facultatea de Chimie şi Inginerie Chimică, Cluj-Napoca)28 şi 9 derivaţi 

din clasa calixarenelor sintetizaţi în cadrul colectivului de cercetare condus de dr. Elisabeth-Jeanne 

Popovici (Institutul de Cercetare „Raluca Ripan”) (Fig, 3, Tabelul 1) – în calitate de ionofori pentru 

EIS-PVC-I29-33. În acest scop, EIS-PVC-I pe baza celor 10 compuşi macrociclici au fost preparaţi şi 

utilizaţi pentru o serie de cationi: Li+, Na+, K+, Cs+, NH4
+, Mg2+, Ca2+, Ba2+, Co2+, Ni2+ şi Zn2+. 
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Figura 3. Structurile compuşilor utilizaţi ca ionofori: stânga: compusul ciclofanic M7F2, mijloc, 
dreapta: compuşii macrociclici 
 
Tabelul 1. Structurile grupărilor R şi numărul acestora (n) prezente în compuşii calixarenici testaţi 

Denumire 
compus 

calixarenic 
R Denumire 

R n 
Denumire 
compus 

calixarenic 
R Denumire 

R n 

C4Es2Cr2 
O

OEt  
ester, crotil 2 C6Es3Cr3 

O

OEt

 

ester, crotil 3 

C4P4 P

O

 

fosfat-
difenil 4 C6Cr3Am3 

O

N Et
Et  

crotil, 
amidă 3 

C4PO4 P O
O

O

 

fosfat-
difenilester 4 C6Am3 

O

N Et
Et  

amidă 3 

C6Es6 6 
C6Es3 

O

OEt  
ester 3 C8Es8 

O

OEt  
ester 8 

 
1.2. Parametrii electroanalitici evaluaţi 
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Sensibilitatea 

Sensibilitatea (S) reprezintă parametrul ce exprimă variaţia potenţialului de electrod în funcţie 

de logaritmul activităţii ionice a analitului şi este exprimată în mV/decadă de activitate (pIon). 

Formula de calcul a S este dată mai jos: 

)a/alog(
EES

21

21   (9) 

unde E1 şi E2 sunt valorile de potenţial între care se face evaluarea S, ambele aflate în domeniul de 

linearitate (vezi mai jos), iar a1 şi a2 sunt activităţile ionice corespunzătoare potenţialelor E1, respectiv 

E2.  

Valorile S, în mod ideal date de raportul 59/zA mV/pIon34, au fost evaluate din fitarea liniară a 

curbelor de calibrare reprezentând dependenţa E de logaritmul activităţii ionice a speciei de interes 

sau, în cazul când nu s-au înregistrat suficiente valori ale E, de diferenţa între acestea pentru 

activităţile ionice luate în considerare. 

 
Limita de detecţie 

Limita de detecţie (LD) reprezintă activitatea analitului aflată la intersecţia extrapolărilor 

porţiunilor liniare ale curbei de calibrare35, 36. 

 
Domeniul de linearitate 

Domeniul de linearitate (DL) reprezintă intervalul activităţilor de analit în care potenţialul de 

electrod depinde liniar de logaritmul activităţii speciei utilizate. DL a fost calculat ca fiind intervalul 

cuprins între LD şi limita superioară a domeniului de activităţi testate, dacă pătratul coeficientului de 

corelaţie liniară pe intervalul luat în calcul a fost cel puţin 0,99; în caz contrar, ca limită superioară s-a 

luat în considerare activitatea maximă de analit care a îndeplinit această cerinţă. 

 
Coeficientul de selectivitate 

Coeficientul de selectivitate ( pot
B,AK ) este un parametru ce exprimă abilitatea electrodului de 

a răspunde preferenţial la ionul primar A, faţă de interferenţii B37. Conform ecuaţiei Nernst-Nikolskii-

Eisenmann, dacă termenul pot
B,AK  are valoare subunitară, electrodul este selectiv pentru A, iar dacă 

este supraunitar, electrodul este selectiv faţă de B38: 

)aKaln(
Fz

RTEE BA z/z
B

pot
B,AA

A
0
A   (10) 
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Evaluarea selectivităţii EIS-PVC-I s-a realizat în soluţii mixte, conţinând atât ionul primar cât 

şi cel interferent, fiind variată concentraţia unuia din cei doi ioni. Formula de calcul a pot
B,AK  este cea 

de mai jos: 

Bz/Az
B

Apot
B,A a

aK   (11) 

unde aA şi aB reprezintă activităţile ionice ale ionului primar, respectiv interferent în momentul 

decelării interferenţei. 

 
1.3. Condiţii experimentale 

Dispozitivul experimental 

Măsurătorile potenţiometrice realizate s-au efectuat cu ajutorul unui stand de măsurători 

electrochimice controlat de calculator (Fig. 4)39 care permite efectuarea automată a 17 adaosuri de 

soluţie standard concentrată într-una diluată, volumele adăugate fiind presetate în aşa fel încât să 

permită distribuţia uniformă a punctelor experimentale ca funcţie a logaritmului activităţii ionice.  

 

  

Figura 4. Schema dispozitivului experimental pilotat de calculator utilizat în măsurătorile 
potenţiometrice 
 

 
P 

AM 

EIS-PVC-I 1 
EIS-PVC-I 2 
EIS-PVC-I 3 
EIS-PVC-I 4 

REF 
 
 

Interfaţă 
electrochimică 

Interfaţă  
PCI – 6024 E 

Interfaţă  
PC – AO – 2DC 

 
Unitate 

de 
control 

Celulă 
electro-
chimică 
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EIS-PVC-I au fost conectaţi la sistemul de achiziţie de date prin intermediul unei interfeţe 

electrochimice cu patru canale având o impedanţă de intrare foarte mare (> 1012 ohm). Interfaţa 

electrochimică precum şi pompa peristaltică (P) folosită pentru efectuarea adaosurilor de soluţie 

standard au fost conectate la calculator prin intermediul unei interfeţe PCI-6024 E (National 

Instruments, SUA). Omogenizarea soluţiilor după fiecare adaos s-a efectuat cu ajutorul unui agitator 

magnetic (AM), a cărui funcţionare a fost controlată cu ajutorul unei unităţi de control conectată la 

calculator prin intermediul interfeţei PC-AO-2DC (National Instruments, SUA). 

Controlul sistemului şi achiziţia datelor s-au 

realizat folosind aplicaţii elaborate cu ajutorul programului 

LabView 5.1 (National Instruments, SUA), iar datele 

experimentale obţinute au fost prelucrate cu ajutorul 

programului Origin 6.0. 

Celula electrochimică a conţinut 4 EIS-PVC-I şi un 

electrod de referinţă extern de calomel saturat cu dublă 

joncţiune (Radelkis, Budapesta) având, ca joncţiune internă, 

o soluţie saturată de KCl, iar ca joncţiune externă o soluţie de 

CH3COOLi 0,1 M. EIS-PVC-I (Fig. 5) au fost construiţi 

artizanal din corpuri de seringă de volum 1 ml, care au fost 

umplute cu o soluţie de referinţă internă (soluţii ionice de 

clorura cationului investigat, ~5 mM) şi în care s-a introdus 

un electrod de referinţă intern, constând dintr-un fir de Ag pe 

care s-a depus electrochimic un strat de AgCl. La capătul 

inferior al seringilor s-au fixat, cu ajutorul unor inele de 

cauciuc siliconic, discuri de membrană cu diametru de 8 mm.  

 
Reactivi 

Pentru prepararea membranelor EIS-PVC-I s-au 

utilizat următorii reactivi: compuşii macrociclici studiaţi 

(ionofori); tetrakis(4-clorofenil)borat de potasiu (KTkClPB), Fluka, 60591 (aditiv ionic); 2-nitrofenil 

octil eter (o-NPOE), Fluka, cod 73732 (plastifiant); clorură de polivinil (PVC), Fluka, cod 81392 

(matrice polimerică); tetrahidrofuran (THF), Fluka, cod 87369 (solvent). 

Pentru efectuarea măsurătorilor s-au preparat soluţii de diferite concentraţii prin dizolvarea în 

apă bidistilată a următoarelor săruri: LiCl, NaCl, KCl, NH4Cl, CsCl, CaCl2, MgCl2, BaCl2, CoCl2, 

NiSO4, ZnSO4, CH3COOLi, utilizându-se reactivi p.a. obţinuţi de la Fluka, Merck, Sigma sau 

Chimopar. 

 

 
Figura 5. Componentele EIS-PVC-I: 
1-corpul EIS-PVC-I; 2-orificiu de 
aerisire; 3-inel de cauciuc pentru 
obturarea orificiului; 4-membrană 
ion-selectivă; 5-inel de cauciuc 
pentru fixarea membranei; 6-electrod 
de referinţă intern Ag/AgCl; 7-soluţie 
de referinţă internă; 8-dop cu filet 
pentru fixarea electrodului de 
referinţă 
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Prepararea membranelor EIS-PVC-I 

Compoziţia membranelor EIS-PVC-I a fost următoarea: 0,7 sau 1% ionofor: 1% pentru toţi 

compuşii calixarenici şi 0,7 sau 1% pentru M7F2 (electrozii corespunzători purtând denumirea 

M7F2(a), respectiv M7F2); 0,3% aditiv ionic (KTkClPB), în cazul membranei M7F2(a); 33% matrice 

polimerică (PVC) şi 66% plastifiant (o-NPOE)(procente de masă). Masa totală a unei membrane a fost 

de ~1,5 g. 

Masele necesare de ionofor, aditiv ionic şi matrice polimerică, cântărite cu ajutorul unei 

balanţe analitice cu precizie de ±0,1 mg, precum şi volumul necesar de plastifiant (1,0 ml) au fost 

dizolvate succesiv în 2 ml de THF. Amestecul a fost supus agitării până la dizolvarea componentelor 

solide, după care a fost turnat într-un inel cilindric de sticlă ( = 4,8 cm) şi lăsat să se usuce lent, timp 

de 24 ore, sub un clopot de sticlă, într-o atmosferă saturată de vapori de THF pentru a se evita 

formarea de bule în masa membranei. După uscare, membrana a fost „maturată” încă 24 de ore în aer 

liber, la întuneric, până la completa evaporare a solventului. Ulterior, cu ajutorul unei preducele, s-au 

decupat discuri de membrană cu diametrul de 8 mm, care au fost fixate pe corpurile de electrod, după 

care au fost condiţionate în soluţii 1 mM din clorurile cationilor investigaţi. 

 
Procedura de lucru 

Evaluarea sensibilităţii, domeniului de linearitate şi limitei de detecţie s-a realizat folosind 

soluţii cationice separate. Măsurătorile au constat din înregistrarea potenţialelor de electrod în funcţie 

de timp, iar din corelarea potenţialelor obţinute cu activitatea ionică corespunzătoare s-au obţinut 

curbele de calibrare corespunzătoare. Măsurarea potenţialelor s-a realizat folosind fie aşa-zisa metodă 

a adaosului standard automat (conform procedurii tehnice descrisă în paragraful 1.3.1.), fie metoda 

adaosului standard manual, care necesită o procedură experimentală simplificată, măsurătorile 

constând din efectuarea manuală a 2 adaosuri standard succesive într-o soluţie soluţie ionică diluată. 

Prin această metodă s-au înregistrat potenţialele corespunzătoare concentraţiilor 10-4, 10-3 şi 10-2 M, 

panta fiind citită între valorile 10-3 şi 10-2 M. Pentru toate tipurile de măsurători, s-au preparat şi 

utilizat în paralel doi sau patru EIS-PVC-I având compoziţie similară, aşa după cum se specifică în 

fiecare caz. Fiecare măsurătoare a fost repetată cel puţin de două ori succesiv în aceleaşi condiţii 

experimentale, rezultatele fiind redate ca medie împreună cu deviaţia standard (DS) a acesteia.  

 
1.4. Rezultate şi discuţii 

În funcţie de numărul şi tipul grupărilor care intră în alcătuirea lor, cavitatea compuşilor 

macrociclici utilizaţi ca ionofori capătă dimensiuni distincte, care determină afinităţi specifice pentru 

diferiţi cationi. Pe baza acestor corelaţii, compuşii macrociclici studiaţi au fost utilizaţi în prepararea 

de membrane EIS-PVC-I pentru diferite clase de cationi mono- şi bivalenţi făcând parte din categoria 
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elementelor alcaline, alcalino-pământoase şi tranziţionale, la care s-a adăugat ionul amoniu, care 

prezintă interes deosebit în domeniul biologic şi ecologic. 

Un tablou sintetic al măsurătorilor efectuate este prezentat în Tabelul 3, în care „P” indică 

faptul că ionul respectiv a fost utilizat ca ion primar pentru compusul macrociclic corespunzător; „am” 

şi „aa” indică metoda de lucru – adaos manual [ex. Fig. 7(A)] sau automat [ex. Fig. 7(B)]; „IMe” indică 

ionul interferent, iar Me, pe cel primar; „-” indică faptul că tipul respectiv de experiment nu a fost 

realizat. Tabelele 4 – 6 prezintă sintetic parametrii electroanalitici evaluaţi: sensibilitate, limită de 

detecţie, domeniu de linearitate şi coeficient de selectivitate.  

 
Figura 6. (A) Dependenţa potenţialului de electrod de logaritmul activităţii ionice urmărită cu EIS-
PVC-M7F2 şi EIS-PVC-M7F2(a); (B) Variaţia în timp a potenţialului de electrod înregistrat cu EIS-
PVC-C4Es2Cr2 în soluţii de Na+ 10-4 M la care s-au efectuat manual adaosuri standard de Na+ 1 M 
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Tabelul 3. Rezumatul măsurătorilor efectuate asupra compuşilor macrociclici în calitate de ionofori pentru EIS-PVC-I 

Cation M7F2, 
M7F2(a) C4Es2Cr2 C4P4 C4PO4 C6Es6 C6Es3 C6Es3Cr3 C6Cr3Am3 C6Am3 C8Es8 

Li+ - - - - P (aa) - - - - - 

Na+ P (aa), ICa P (am) P (am), ICa P (am) P (aa), IK P (aa) P (aa) P (am) P (am) P (am) 

K+ P (aa), ICa P (am) P (am), ICa P (am) P (aa) P (am), INa P (am), INa P (am) P (am) P (am) 

Cs+ - - - - P (aa), IK - - - - - 

NH4
+ - - - - P (aa), IK - - - - - 

Mg2+ P (aa), ICa P (am) P (am), ICa P (am) P (aa) P (am), INa P (am), INa P (am) P (am) P (am) 

Ca2+ P (aa) P (am) P (am) P (am) P (aa) P (am), INa P (am), INa P (am) P (am) P (am) 

Ba2+ - P (am) P (am), ICa P (am) - - - P (am) P (am) P (am) 

Co2+ - - - - - P (aa) P (aa) - P (aa) - 

Ni2+ - - - - - P (aa) P (aa) - P (aa) - 

Zn2+ - - - - - P (aa) P (aa) - P (aa) - 
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Tabelul 4. Valorile sensibilităţilor (mV/pIon) evaluate pentru EIS-PVC-I pe bază de compuşi macrociclici 

Cation M7F2, 
M7F2(a) C4Es2Cr2 C4P4 C4PO4 C6Es6 C6Es3 C6Es3Cr3 C6Cr3Am3 C6Am3 C8Es8 

Li+ - - - - 25,8 ± 3,6 - - - - - 

Na+ 57,7 ± 7,0 
39,8 ± 5,4 52,0 ± 0,5 20,8 ± 1,2 33,5 ± 0,5 55,8 ± 3,4 66,2 ± 4,1 57,8 ± 3,2 44,0 ± 2,0 42,5 ± 4,0 40,2 ± 0,2 

K+ 37,0 ± 5,1 
39,3 ± 4,9 46,5 ± 2,0 25,0 ± 0,5 6,0 ± 2,0 51,9 ± 2,5 47,8 ± 0,7 44,5 ± 1,5 53,8 ± 1,2 46,0 ± 7,0 51,8 ± 0,8 

Cs+ - - - - 29,2 ± 2,2 - - - - - 

NH4
+ - - - - 52,9 ± 3,0 - - - - - 

Mg2+ 5,2 ± 0,4 
32,6 ± 5,2 11,8 ± 0,2 18,0 ± 2,5 5,0 ± 2,0 12,2 ± 1,0 7,3 ± 1,9 8,8 ± 1,3 7,5 ± 0,5 4,5 ± 2,0 8,5 ± 0,5 

Ca2+ 29,0 ± 2,0 
26,8 ± 1,1 21,0 ± 0,0 22,5 ± 1,0 4,5 ± 2,0 16,3 ± 2,7 11,4 ± 2,5 11,9 ± 3,6 8,0 ± 0,0 24,2 ± 0,2 11,5 ± 3,5 

Ba2+ - 23,0 ± 0,0 14,8 ± 0,8 6,8 ± 0,2 - - - 11,5 ± 1,0 25,8 ± 0,8 18,2 ± 0,2 

Co2+ - - - - - 28,2 ± 9,5 21,1 ± 6,5 - 23,2 ± 1,2 - 

Ni2+ - - - - - 48,5 ± 0,7 40,0 ± 2,8 - 43,5 ± 0,7 - 

Zn2+ - - - - - 38,5 ± 1,7 23,3 ± 0,6 - 29,0 ± 1,2 - 
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Tabelul 5. Domeniile de linearitate (pIon) şi limitele de detecţie (mM) evaluate pentru EIS-PVC-I pe bază de compuşi macrociclici 
Para-
metru DL (pIon) LD (mM) 

Cation M7F2 
M7F2(a) C6Es6 C6Es3 C6Es3Cr3 C6Am3 M7F2 

M7F2(a) C6Es6 C6Es3 C6Es3Cr3 C6Am3 

Li+ - 3,55 - - - - 9,33*10-2 - - - 

Na+ 3,04 
1,58 2,45 2,68 2,66 - 3,02*10-1 

8,62 1,17 6,88*10-1 7,24*10-1 - 

K+ 1,92 
3,43 3,37 - - - 4,00 

1,23*10-1 1,41*10-1
 - - - 

Cs+ - 4,17 - - - - 2,23*10-2 - - - 

NH4
+ - 3,59 - - - - 8,60*10-2 - - - 

Mg2+ - 
1,78 2,79 - - - - 

5,42 5,41*10-1 - - - 

Ca2+ 4,17 
4,23 2,17 - - - 2,22*10-2 

1,92*10-2 2,24 - - - 

Co2+ - - 1,93 2,04 1,64 - - 3,91 3,02 7,52 

Ni2+ - - 2,33 2,20 1,91 - - 1,56 2,07 4,05 

Zn2+ - - 2,11 2,45 1,98 - - 2,54 1,18 3,49 
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Tabelul 6. Logaritmii coeficienţilor de selectivitate evaluaţi pentru EIS-PVC-I pe bază de compuşi macrociclici 
Cation 

interferent 
M7F2 

M7F2(a) C4P4 C6Es6 C6Es3 C6Es3Cr3 

Na+ 

pot
Na,CaKlog

 
= 1,4 

pot
Na,CaKlog

 
= 2,2 

([Ca2+] = 510-3 M) 

pot
Na,CaKlog

 
= -0,6 

([Na+] = 10-1 M) 

pot
Na,KKlog

 
= -1,2 

([K+] = 10-2 M) 

- - 

pot
K,NaKlog

 
= 1,4 

([K+] = 10-4 M) 

pot
K,NaKlog

 
= 1,5 

([K+] = 10-4 M) K+ 

pot
K,CaKlog

 
= 1,3 

pot
K,CaKlog

 
= 4,6 

([Ca2+] = 510-3 M) 

pot
K,CaKlog

 
= 1,8 

([K+] = 10-2 M) 
- 

pot
K,NaKlog

 
= 0,4 

([K+] = 10-2 M)
 

pot
K,NaKlog

 
= 0,1 

([K+] = 10-2 M)
 

Cs+ - - 
pot

Cs,KKlog
 
= -0,5 

([K+] = 10-2 M) 
- - 

NH4
+ - - 

pot
NH,K 4

Klog
 
= -0,8 

([K+] = 10-2 M) 
- - 

Mg2+ 

pot
Mg,CaKlog = -0,3 

pot
Mg,CaKlog = -0,4 

([Ca2+] = 510-3 M)
 

pot
Mg,CaKlog

 
= -0,6 

([Mg2+] = 10-3 M) 
- 

pot
Mg,NaKlog

 
= -3,6 

([Mg2+] = 1 M) 
 

pot
Mg,NaKlog

 
= -3,2 

([Mg2+] = 1 M) 
 

Ca2+ - - - 

pot
Ca,NaKlog

 
= -3,1 

([Ca2+] = 1 M) 
 

pot
Ca,NaKlog

 
= -2,5 

([Ca2+] = 1 M) 
 

Ba2+ -
 

pot
Ba,CaKlog

 
= -2,1 

([Ba2+] = 10-1 M) 
- - - 
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1.5. Concluzii 

În urma studiului parametrilor electroanalitici a zece compuşi macrociclici, şi anume un 

[4,4,4,4]ciclofan sintetizat în cadrul colectivului de cercetare al prof. Ion Grosu (Catedra de Chimie 

Organică, Facultatea de Chimie şi Inginerie Chimică, Cluj-Napoca) şi nouă compuşi calixarenici 

sintetizaţi în cadrul Institutului de Cercetare „Raluca Ripan” (Cluj-Napoca), s-a constat că marea lor 

majoritate prezintă proprietăţi ion-selective, după cum urmează: 

o Compusul M7F2, atât în forma cu aditiv, cât şi în cea fără aditiv ionic, prezintă selectivitate 

pentru Ca2+ în raport cu cationul Mg2+ şi ar putea fi valorificat ca ionofor pentru evaluarea activităţii 

Ca2+ din soluţii cu nivel scăzut de Na+ şi K+ 

o Compusul C4Es4Cr2 poate fi utilizat la elaborarea de EIS-PVC-I pentru determinarea 

activităţii Na+, necesitând optimizarea compoziţiei membranei şi a condiţiilor experimentale. 

o Compusul C4P4 poate fi utilizat la construcţia de EIS-PVC-I pentru determinarea activităţilor 

Ca2+ şi K+, dar numai în situaţia în care cei doi cationi nu sunt prezenţi simultan în mediul investigat.  

o Compusul C4PO4 prezintă slabe proprietăţi electroanalitice, răspunsurile înregistrate fiind net 

sub-nernstiene pentru toţi cationii investigaţi. 

o Compusul C6Es6 prezintă răspuns cvasi-nernstian pentru K+, NH4
+ şi Na+ şi un 

comportament selectiv pentru K+, putând fi utilizat eventual la elaborarea de EIS-PVC-I pentru 

determinarea acestui ion. 

o Compuşii C6Es3 şi C6Es3Cr3 prezintă o selectivitate semnificativă pentru ionii alcalini în 

raport cu cei alcalino-pământoşi, sugerând faptul că EIS-PVC-I elaboraţi pe baza acestor compuşi ar 

putea fi utilizaţi pentru determinarea Na+ în probe cu nivel scăzut de K+. În plus, s-a observat 

existenţa unui răspuns cvasi-nernstian pentru EIS-PVC-C6Es3 în prezenţa Co2+ şi pentru EIS-PVC-

C6Am3 în soluţii de Zn2+, anticipându-se astfel eventuale aplicaţii în monitorizarea apelor reziduale 

provenite din industria metalurgică. 

o Compuşii C6Cr3Am3 şi C8Es8 prezintă răspuns cvasi-nernstian pentru K+, putând fi utilizaţi 

la elaborarea de EIS-PVC-I pentru determinarea activităţii acestui ion, dar numai după optimizarea 

compoziţiei membranelor şi a condiţiilor experimentale. 

 
2. Evaluarea AAO folosind senzori amperometrici pentru detecţia H2O2 

2.1. Principiul de funcţionare 

2.1.1. Biosenzorul pe bază de HRP pentru H2O2  
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S-a realizat un biosenzor amperometric pentru detecţia H2O2
40, având denumirea prescurtată 

G/RP/HRP, constând dintr-o bară de grafit pirolitic modificat cu peroxidază din hrean (horseradish 

peroxidase, HRP) şi un polimer redox, poli(1-vinilimidazol) complexat cu [Os(4-4′-

dimetilbipiridină)2Cl)(II/III)” (redox polymer, RP), folosit ca mediator electronic. Aceste componente 

au fost fixate pe grafit cu ajutorul agentului de reticulare poli(etilenglicol)diglicidil eter (PEGDGE). 

Prin intermediul unor cicluri catalitice (schema 2), H2O2 din faza de volum este redusă. Între 

electrodul de lucru şi cel de referinţă este aplicat un potenţial astfel ales încât se generează un curent 

de reducere proporţional cu concentraţia H2O2 pe suprafaţa G/RP/HRP. Un rol important în 

producerea semnalului amperometric îl au încărcarea enzimatică (cantitatea de HRP depusă pe grafit) 

şi eficienţa mediatorului (viteza transferului de sarcină). 

e- Os(III)

Os(II)

HRPred

HRPox

H2O2

H2O

electrod 
de

grafit
 

(16) 

 
2.1.2. Biosenzorul pe bază de HRP şi XOD pentru XA  

Principiul biosenzorului G/RP/HRP//XOD41 este similiar G/RP/HRP, cu diferenţa că sursa 

H2O2 o constituie radicalii O2
-•, produşi din reacţia xantinei (XA) cu oxigenul, catalizată de xantin-

oxidază (XOD) (schema 17). Mai departe, are loc dismutarea O2
-•, fie spontan, fie cu ajutorul 

superoxid dismutazei (SOD), rezultând H2O2: 

HN

N

N

N

O

O
H H

+ O2 + H2O
HN

N

N

N

O

O

O

H H

H

XA acid uric

XOD + O2
- + 2H+

 

(17) 

 
2.1.3. Senzorul pe bază de Prussian Blue pentru detecţia H2O2 

Compusul Prussian Blue (PB) reprezintă un hexacianoferat obţinut dintr-un amestec 

echimolar de K3Fe(CN)6 şi FeCl3. Este folosit cu succes ca mediator redox, în mod special pentru 

reducerea H2O2
42, 43, motiv pentru care intră în componenţa a numeroşi senzori pentru detecţia 

glucozei, lactatului, persulfaţilor, etc44. PB poate fi depus pe grafit, platină, cărbune sticlos, cărbune 

pastă, cerneală de cărbune („carbon ink”), etc., singur sau în combinaţie cu alte materiale. Printre 

avantajele PB, amintim: potenţialul mic de lucru şi costul redus42. 
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În cazul de faţă, senzorul a constat dintr-un strat de PB depus pe grafit pirolitic (G/PB). PB 

reprezintă mediatorul redox pentru electroreducerea H2O2, prin intermediul FeII/FeIII (schema 5)45.  

Fe(III)

Fe(II) H2O2

H2O

 Electrod 
 de grafit

e-

 

(18) 

Dintre cei trei senzori prezentaţi, G/RP/HRP//XOD prezintă avantajul de a reflecta abordarea 

cea mai răspândită a definiţiei AAO, şi anume aceea de capacitate de neutralizare a radicalilor liberi.  

 
2.2. Definirea AAO 

 În general, AAO se defineşte ca abilitate a AO de a neutraliza diferiţi radicali, precum: O2
-•, 

HO• şi ROO•
 (v. II.2.1). Unii cercetători definesc însă AAO ca şi capacitate a AO de a se oxida în 

prezenţa H2O2
16. În cazul de faţă, s-au luat în considerare ambele abordări. Astfel, senzorul 

G/RP/HRP//XOD prezintă abilitatea AO de a neutraliza O2
-•, iar ceilalţi 

doi senzori reflectă activitatea oxidantă faţă de H2O2. Rezultatele celor 

trei metode au fost comparate cu cele obţinute prin trei metode de 

referinţă: (i) metoda Folin-Ciocâlteu pentru evaluarea cantităţii de 

polifenoli; (ii) metoda bazată pe detecţia electrochimică a DPPH•; (iii) 

metoda titrimetrică bazată pe sarea de sodiu a 2,6-diclorofenol-

indofenolului (DCPIP) pentru evaluarea conţinutului de acid ascorbic 

(AA).  

 AO de referinţă ales a fost AA (Fig. 9), pentru următoarele considerente: (i) este uşor solubil 

în apă; (ii) este bine cunoscută abilitatea sa de a reacţiona cu H2O2
46; 

(iii) este unul dintre AO cei mai răspândiţi în natură, prezent în fructe 

şi legume; (iv) este folosit ca indice al calităţii alimentelor, datorită 

sensibilităţii sale la degradarea alimentelor prin procesare şi stocare; 

(v) joacă un rol extrem de important în organismul uman, 

reprezentând o vitamină esenţială. 

Pentru senzorii G/RP/HRP, G/RP/HRP//XOD şi G/PB, 

evaluarea AAO a probelor sintetice şi reale s-a făcut utilizând o curbă de calibrare pentru AA, 

constând din variaţia curentului în funcţie de concentraţia AA în prezenţa unei concentraţii constante 

de H2O2. Separat, s-au efectuat măsurători amperometrice constând din adaosuri de AO în prezenţa 

unei concentraţii constante de H2O2. Formula de calcul a AAO utilizează sensibilitatea curbei de 

O O
HO

HO OH

HHO

 
Figura 9. Structura 
chimică a acidului 
ascorbic 

 
Figura 4. Structura DPPH• 
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calibrare, SAA, şi variaţia curentului observată ca urmare a adaosului de AO, ΔIAO (schema 15). AAO 

rezultate s-au exprimat ca şi concentraţii echivalente de AA – valori absolute şi relative (raportate la 

cea maximă dintre probele luate în lucru). 

AA
AO S

1*I=AAO   (15) 

Pentru evaluarea prin metoda Folin-Ciocalteu a cantităţii totale de polifenoli prezenţi în 

probele de AO, s-au înregistrat spectrele acestora în amestec cu reactivul Folin-Ciocâlteu, iar AAO au 

fost date de valorile absorbanţelor corespunzătoare punctului maxim. De asemenea, s-au dat şi 

valorile relative, obţinute prin raportarea absorbanţelor la absorbanţa maximă dintre toate probele. 

Metoda bazată pe reducerea radicalului DPPH• (Fig. 7) s-a bazat pe acelaşi principiu de 

evaluare a AAO ca şi cel prezentat mai sus, adaosurile de AO fiind realizate, în acest, în prezenţa unei 

concentraţii constante de DPPH•. AO de referinţă a fost acidul (±)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman 

carboxilic (Trolox)23. 

Conform metodei titrimetrice utilizate, cantitatea de AA din probe este dată de volumul de 

DCPIP utilizat în neutralizarea probelor, volum raportat la cel necesar reducerii unei cantităţi 

cunoscute de AA. Rezultatele sunt exprimate atât ca şi concentraţii de AA, cât şi ca valori relative, 

obţinute prin raportarea concentraţiilor la concentraţia maximă. 

 
2.3. Condiţii experimentale 

Reactivi şi aparatură 

Toţi reactivii au fost utilizaţi fără nici o purificare prealabilă: peroxidază din hrean 325 U/mg, 

superoxid dismutază din eritrocite bovine 5030 U/mg, catalază din ficat bovin 2950 U/mg solid, 

xantin oxidază din sursă microbială 8 U/mg, sarea de sodiu a xantinei, acid L-ascorbic - cristale fine 

(20-200 mesh), reactivul Folin-Ciocalteu 2N, DPPH•, acid citric (Sigma - Germania); xantin oxidază 

din lapte bătut 0,5 U/mg proteină (Calbiochem - SUA); poli(etilen glicol) diglicidil eter (Polysciences 

- SUA); poli(1-vinilimidazol) complexat cu [osmiu (4-4′-dimetilbipiridină)2Cl)]II/III (Suedia - donaţie 

a Departamentului de Chimie Analitică, Universitatea din Lund); H2O2 30%, KH2PO4, K2HPO4 

(Merck - Germania); acid (±)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman carboxilic, FeCl3 (Fluka - 

Germania); K4[Fe(CN)6] (Polskie Odczynniki Chemiczne Gliwice - Polonia); H3PO4 89% (Loba 

Chemie - Austria); sarea de sodiu a 2,6-diclorofenol-indofenolului, etanol (Riedel-de Haën - Europa); 

KCl, Na2CO3 (Reactivul - România) şi HCl 1 N (Microchim - România). 

Pentru toate măsurătorile voltametrice şi amperometrice au fost utilizate sisteme 

electrochimice formate din: (i) electrod de lucru - bară de grafit pirolitic (Ringsdorff, Germania) cu 
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diametrul de 3 mm, nemodificat (metoda DPPH) sau modificat (G/RP/HRP, G/RP/HRP//XOD şi 

G/PB), incorporat într-un corp cilindric de teflon; (ii) electrod de referinţă - fir de Ag acoperit cu 

AgCl depus electrochimic, imersat în soluţie apoasă saturată de KCl şi aşezat într-o capilară Luggin 

umplută cu aceeaşi soluţie; (iii) contraelectrod - fir de Pt încorporat într-un corp de plastic, cu contact 

de Cu. Electrozii au fost imersaţi într-o celulă de sticlă (vol. 30 ml). Pentru măsurătorile 

amperometrice s-a utilizat un corp de electrod disc-rotitor Tachyprocesseur (Radiometer Analytical, 

Germania) sau un agitator magnetic (Heidolph MR 3000, Heidolph Instruments, Germania). 

Potenţiostatele folosite au fost PARSTAT 2276 (Princeton Applied Research, SUA) şi BioLogic SP-

150 (Science Instruments, Franţa) - potrivit pentru măsurarea unor curenţi mai slabi. Pentru curăţarea 

suprafeţei de grafit prin ultrasonare s-a utilizat o baie de ultrasonare Elma S10 (Elmasonic, 

Germania). Pentru măsurătorile spectrofotometrice s-au folosit spectrofotometrul UV/VIS Jasco V-

530 şi cuve standard din cuarţ (1,0*1,0* 4,5 cm3).  

Înregistrarea datelor s-a realizat cu ajutorul programelor Power Suite 2.56 (pentru 

PARSTAT), EC-Lab V9.76 (pentru BioLogic) şi Spectra Manager (pentru Jasco), iar interpretarea 

datelor s-a făcut cu ajutorul programului Origin 8. 

 
Prepararea senzorilor 

G/RP/HRP şi G/RP/HRP//XOD 

Bara de grafit a fost curăţată prin şlefuire cu hârtie abrazivă şi cu hârtie de filtru, după care s-

a ultrasonat timp de 2 minute. Lipsa existenţei speciilor cu proprietăţi redox pe suprafaţa de grafit s-a 

verificat voltametric prin baleierea potenţialului în intervalul -0,200 - +0,500 V vs. Ag/AgCl, KClsat, 

la viteza de 50 mV/s, folosind tampon fosfat (phosphate buffer solution, PBS) de pH 7,5, preparat din 

(KH2PO4
 + K2HPO4) 50 mM + KCl 50 mM. În cazul grafitului curat, singurul semnal observat a fost 

cel corespunzător reducerii O2. 

Pe bara de grafit s-au depus: 4,7 U HRP, 7,2 µg RP şi 1,8 µg PEGDGE, sub forma unui 

amestec preparat cu maximum 15 minute înainte de utilizare. Biosenzorul preparat a fost păstrat la 

~5C, în atmosferă de PBS. 
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G/PB 

Senzorul G/PB a fost preparat 

prin baleiaj ciclic de potenţial. După 

activarea suprafeţei de grafit prin 

aplicarea potenţialului de +1,700 V vs. 

Ag/AgCl, KClsat timp de 3 minute în PBS 

pH 3,1, s-a efectuat baleierea în 25 cicluri 

succesive a potenţialului între -0,500 şi 

+1,200 V vs. Ag/AgCl, KClsat cu viteza de 

25 mV/s într-un amestec de K3Fe(CN)6 

0,1 M şi FeCl3 0,1 M (preparate în HCl 10 

mM)47 (Fig. 11).  

Picurile observate sunt descrise de 

procesele redox din ecuaţiile 21 şi 22, ele 

corespunzând perechilor de picuri (A), 

respectiv (B). 

KFeIIIFeII(CN)6 + K+ + e- 
(PB solubil)

K2FeIIIFeII(CN)6

(Alb de Prusia, sare Everitt)  
(21) 

KFeIIIFeII(CN)6 2/3 K+ + 2/3 e- + K1/3(FeIII(CN)6)2/3(FeII(CN)6)1/3

(Verde de Berlin)(PB solubil)  
(22) 

În concluzie, se poate afirma că, dintre senzorii G/RP/HRP, G/RP/HRP//XOD şi G/PB, G/PB 

prezintă avantajul obţinerii simple, rapide şi la un cost redus.  

 
2.4. Rezultate şi discuţii  

2.4.1. Caracterizarea electroanalitică 

2.4.1.1. Studiul stabilităţii G/RP/HRP 

Cunoaşterea modului în care variază în timp performanţele electroanalitice ale biosenzorului 

G/PR/HRP s-a considerat a fi deosebit de importantă. Din acest motiv, s-a studiat stabilitatea 

operaţională a acestuia, pentru diferiţi biosenzori având aceeaşi compoziţie, dar diferind prin 

temperatura de stocare şi frecvenţa măsurătorilor pentru care s-au utilizat, prin efectuarea la diferite 

intervale de timp a unor măsurători amperometrice în PBS înainte şi după un adaos de H2O2, urmat 

 
Figura 11. Depunerea electrochimică pe grafit a PB 
prin baleiaj ciclic de potenţial în amestec de K3Fe(CN)6 
0,1 M şi FeCl3 0,1 M; electrolit suport, PBS, pH 3,1; 
număr cicluri înregistrate = 25; v = 25 mV/s 
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sau nu de un adaos de AA. Rezultatele sunt valori relative, exprimate ca valori ale curentului de 

reducere raportate la curentul maxim pentru fiecare biosenzor. 

S-au realizat două tipuri de măsurători: (i) un adaos de H2O2 130 µM în PBS; (ii) un adaos de 

H2O2 40 µM în PBS, urmat de un adaos de AA 330 µM. Condiţiile de păstrare şi lucru a biosenzorilor 

utilizaţi sunt prezentate în Tabelul 10. Frecvenţa măsurătorilor (1-7 zile) a variat identic pentru 

biosenzorii G/RP/HRP-1-3, scăzând odată cu creşterea duratei de utilizare. 

 
Tabelul 10. Condiţiile de utilizare şi păstrare a G/RP/HRP pentru studiul stabilităţii operaţionale 
Stabilitatea 

urmărită 
Frecvenţa 

măsurătorilor 
Temperatura de 

păstrare (°C) Soluţia test Cod biosenzor 

Prima şi a 63-a zi 5 G/RP/HRP-0 
23 G/RP/HRP-1 H2O2 130 µM  

G/RP/HRP-2 Termen 
lung 1 – 7 zile 5 H2O2 40 µM + AA 

330 µM  G/RP/HRP-3 

23 G/RP/HRP-1 1 oră 5 G/RP/HRP-4 Termen 
scurt 7 – 10 minute 23 

H2O2 130 µM  
G/RP/HRP-5 

 
Din variaţiile de curenţi raportate, pentru fiecare biosenzor, la variaţia maximă (Fig. 12), se 

remarcă următoarele: 

             

Figura 12. Studiul stabilităţii operaţionale (a) pe termen scurt (7,5 ore) şi (b) pe termen lung (63 zile) 
pentru biosenzorii G/RP/HRP-0-3 în prezenţa H2O2 130 µM şi pentru G/RP/HRP-3(AA) în H2O2 40 
µM + AA 330 µM. Electrolit suport, PBS, pH 7,5; Eapl = -0,100 V vs. Ag/AgCl, KClsat;  = 1000 rpm 
 

o Pe o durată de 7,5 ore, nu s-a observat o variaţie semnificativă a curentului în funcţie de 

temperatura de păstrare (23°C pentru G/RP/HRP-1 şi 5°C pentru G/RP/HRP-4); în schimb, după 10 

zile scăderea curentului a fost mai mare cu 52% în cazul G/RP/HRP-1 comparativ cu G/RP/HRP-2 

o Performanţele biosenzorilor au scăzut odată cu creşterea frecvenţei măsurătorilor (G/RP/HRP-

0, -2 şi -3) şi a concentraţiei H2O2 utilizate (G/RP/HRP-2 şi -3)  
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o Timpii de înjumătăţire (t1/2) a variaţiei curentului de reducere în cazul biosenzorilor utilizaţi 

pentru H2O2 au fost de: 3 zile, 11 zile, 61 zile, 54 minute şi 5,2 ore pentru biosenzorii G/RP/HRP-

1(termen lung), -2, -3, -4 şi respectiv -5, conform unei interpolări de tip polinomial 

 
2.4.1.2. Evaluarea parametrilor electroanalitici 

Performanţele senzorilor G/RP/HRP, G/RP/HRP//XOD şi G/PB au fost evaluate pentru 

diferite concentraţii de H2O2, XA sau AA în prezenţă de H2O2 sau XA. S-au evaluat, pornind de la 

curbele de calibrare, următorii parametri electroanalitici: sensibilitatea (S), domeniul de concentraţii 

linear (DL), limita de detecţie (LD), timpul de răspuns (t95) şi deviaţia standard relativă (DSR). 

Un studiu voltametric realizat pe grafit nemodificat în AA 10 mM a evidenţiat un proces de 

oxidare în jurul valorii de 0 mV/Ag/AgCl, KClsat. Oxidarea AA la potenţialul ales în măsurătorile 

amperometrice fiind nesemnificativă, nu există riscul interferenţei acesteia cu procesul urmărit.  

 
G/RP/HRP 

Caracterizarea electroanalitică a G/RP/HRP a fost precedată de un studiu de optimizare ce a 

vizat încărcarea de HRP şi pH-ul PBS utilizat ca electrolit suport, din care a rezultat că performanţele 

biosenzorului sunt optime în cazul încărcării HRP de 4,7 U şi al pH-ului de 7,5.  

Parametrii electroanalitici ai G/RP/HRP au fost evaluaţi din măsurători amperometrice 

efectuate la potenţialul de -0,100 V vs. Ag/AgCl, KClsat pentru diverse concentraţii de H2O2 având ca 

electrolit suport PBS de pH 7,5. Parametrii electroanalitici s-au evaluat în condiţii de repetabilitate 

maximă, cu ajutorul a 2 biosenzori de compoziţie similară utilizaţi în paralel (Tabelul 11). 

Biosenzorul G/RP/HRP poate fi utilizat cu rezultate bune în intervalul de concentraţii 28-159 µM. 

Un set de măsurători amperometrice folosind G/RP/HRP a fost realizat în AA în prezenţă de 

H2O2 0,3 mM la potenţialul de -0,100 V vs. Ag/AgCl, KClsat. Din Tabelul 12 rezultă că G/RP/HRP 

poate fi utilizat în condiţii bune în intervalul de concentraţii 93-185 µM. 

 
Tabelul 11. Parametrii electroanalitici ai biosenzorului G/RP/HRP evaluaţi pentru H2O2 

Fitare lineară Fitare MM 
S 

(mA/M) 
R2 
N 

DL 
(µM) 

Imax 
(µA) 

Km
ap 

(µM) 
S 

(mA/M) 
R2 
N 

t95 
(s) 

DSR* 
(%) 

LD 
(µM) 

59,1 ± 
1,7 

0,9983 
7 

23,8 – 
159,1 

37,7 ± 
1,1 

0,49 ± 
0,02 

77,3 ± 
4,1 

0,9992 
17 13 2 0,5 

*calculată pentru H2O2 300 µM 
 

Tabelul 12. Parametrii electroanalitici ai G/RP/HRP evaluaţi în prezenţa AA în mediu de H2O2 0,3 
mM 
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Fitare lineară Fitare MM 
S 

(mA/M) 
R2 
N 

DL 
(µM) 

Imax 
(µA) 

Km
ap 

(µM) 
S 

(mA/M) 
R2 
N 

t95 
(s) 

DSR* 
(%) 

LD 
(µM) 

45,6 ± 
3,2 0,9951 3 93 – 185 21,6 ± 

1,1 
0,3 ± 
0,04 

74,6 ± 
0,2 

0,9952 
17 4 13,2 5,2 

*calculată pentru AA 94,0 µM 
 

Au fost realizate măsurători amperometrice similare şi în prezenţa Trolox-ului şi a acidului 

cafeic, în mediu de H2O2. Trebuie menţionat faptul că s-a efectuat în prealabil câte un studiu 

voltametric al Trolox-ului şi acidului cafeic şi că aceşti AO se află, la potenţialul ales (-0,100 V vs. 

Ag/AgCl, KClsat), sub formă redusă, deci pot fi utilizaţi fără interferenţe în combinaţie cu HsO2. 

Parametrii electroanalitici ai celor doi AO, prezentaţi în Tabelele 13 şi 14, evidenţiază faptul că 

dependenţa curentului de reducere de concentraţia de AO este liniară pe întregul domeniu de 

concentraţii. 

 

Tabelul 13. Parametrii electroanalitici ai biosenzorului G/RP/HRP, obţinuţi în prezenţa Trolox-ului şi 
a acidului cafeic în mediu de H2O2 0,04 mM 

 Fitare lineară 

AO S 
(mA/M) 

R2 
N 

DL 
(mM) 

t95 
(s) 

DSR 
(%) 

LD 
(µM) 

Trolox 0,7 ± 0,0 0,9999 
24 0,9 – 7,0 22 0,1* 39,5 

Acid cafeic 1,0 ± 0,0 0,9991 
17 0,9 – 6,3 65 27,9** 40 

*calculată pentru Trolox 6,0 mM  
**calculată pentru acid cafeic 6,0 mM  
 

G/RP/HRP//XOD 

În Tabelul 14 sunt prezentaţi parametrii electroanalitici ai biosenzorului G/RP/HRP//XOD, 

evaluaţi din măsurători amperometrice realizate la -0,100 V vs. Ag/AgCl, KClsat la diferite 

concentraţii de XA, având ca electrolit suport PBS conţinând XOD 0,1 mU/ml. Prin comparaţie cu 

parametrii electroanalitici obţinuţi pentru G/RP/HRP în prezenţă de H2O2, se observă câteva avantaje 

ale acestuia: (i) sensibilitatea obţinută din fitarea lineară este cu 21% mai mare; (ii) domeniul linear 

ese mai extins cu 70%; (iii) timpul de răspuns este de 4 ori mai scurt; (iv) deviaţia standard relativă 

pentru 300 µM analit este de 7 ori mai mică; (v) limita de detecţie este de 3 ori mai scăzută. Aceste 

diferenţe se datorează în principal complexităţii mai ridicate a sistemului G/RP/HRP//XOD faţă de cel 

G/RP/HRP. 

 
Tabelul 14. Parametrii electroanalitici ai G/RP/HRP//XOD evaluaţi pentru XA 

Fitare lineară Fitare MM t95 DSR* LD 
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S 
(mA/M) 

R2 
N 

DL 
(µM) 

Imax 
(µA) 

Km
ap 

(µM) 
S 

(mA/M) 
R2 
N 

(s) (%) (µM) 

49,0 ± 
2,1 0,9924 5 23,8 – 

93,0 
17,7 ± 

0,5 
0,24 ± 
0,01 

76,9 ± 
3,8 

0,9979 
17 55 14 1,4 

*calculată pentru 300 µM XA 
 

Tabelul 15 cuprinde parametrii electroanalitici evaluaţi din curbele de calibrare în prezenţa 

AA, la potenţialul -0,100 V vs. Ag/AgCl, KClsat, în prezenţa electrolitului suport PBS pH 7,5 

conţinând XA 0,07 mM şi XOD 0,1 mU/ml. Se obţin sensibilităţi şi domenii asemănătoare cu ale 

G/RP/HRP, fapt ce confirmă similitudinea proceselor care au loc în cele două sisteme. Se poate 

deduce de aici că AA reacţionează cu H2O2 formată din dismutarea O2
-•, acesta fiind un proces 

spontan ce are loc foarte rapid. 

 
Tabelul 15. Parametrii electroanalitici ai G/RP/HRP//XOD corespunzători AA în prezenţă de XA 
0,07 mM şi XOD 0,1 mU/ml  

Fitare lineară Fitare MM 
S 

(mA/M) 
R2 
N 

DL 
(µM) 

Imax 
(µA) 

Km
ap 

(µM) 
S 

(mA/M) 
R2 
N 

t95 
(s) 

DSR* 
(%) 

LD 
(µM) 

43,6 ± 
0,8 0,9983 7 23,8 – 

159,1 4,7 ± 0,1 0,1 ± 
0,0 

58,3 ± 
3,3 

0,9976 
16 90 12,1 0,7 

*calculată pentru AA 95 µM  
 
G/PB 

Parametrii electroanalitici ai senzorului G/PB (Tabelul 16) s-au estimat folosind curbele de 

calibrare în prezenţa H2O2 realizate pornind de la măsurători amperometrice la potenţial constant, -

0,100 V vs. Ag/AgCl, KClsat, în soluţie de electrolit suport PBS, pH 3,1.  

Comparativ cu biosenzorul G/RP/HRP, G/PB prezintă un domeniu de lucru de cca 13 ori mai 

extins, ceea ce se explică prin faptul că suprafaţa activă pe care are loc reducerea H2O2 este mult mai 

mare decât cea din cazul biosenzorului. În plus, sensibilităţile, timpii de răspuns, deviaţia standard şi 

limita de detecţie sunt mai bune faţă de cele ale G/RP/HRP. 

În Tabelul 16 sunt prezentaţi parametrii electroanalitici corespunzători calibrării în AA, 

realizată din măsurători amperometrice efectuate la potenţialul constant de -0,100 V vs. Ag/AgCl, 

KClsat, în prezenţa H2O2 0,8 mM. Sistemul G/PB indică o eficienţă relativ redusă pentru detecţia AA 

în prezenţă de H2O2, dată de sensibilitatea relativ redusă faţă de cea obţinută cu biosenzorii 

G/RP/HRP şi G/RP/HRP//XOD. 

 
Tabelul 16. Parametrii electroanalitici ai G/PB evaluaţi pentru H2O2 

Fitare lineară Fitare MM 
S 

(mA/M) 
R2 
N 

DL 
(mM) 

Imax 
(mA) 

Km
ap 

(mM) 
S 

(mA/M) 
R2 
N 

t95 
(s) 

DSR* 
(%) 

LD 
(µM) 
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89 
± 2,2 

0,9917 
15 

0,03 – 
17,3 

4,4 ± 
0,01 

35 ± 
4,5 

126 ± 
20,1 

0,9978 
16 7 4 1,2 

*calculată pentru H2O2 300 µM  
 

Din datele prezentate în acest subcapitol se poate concluziona că, dintre senzorii investigaţi, 

din punctul de vedere al parametrilor electroanalitici senzorul optim este G/PB.  

 

Tabelul 17. Parametrii electroanalitici ai biosenzorului G/RP/HRP//XOD evaluaţi pentru AA în 
prezenţa H2O2 0,8 mM  

Fitare lineară Fitare MM 
S 

(mA/M) 
R2 
N 

DL 
(mM) 

Imax 
(mA) 

Km
ap 

(mM) 
S 

(mA/M) 
R2 
N 

t95 
(s) 

DSR* 
(%) 

LD 
(µM) 

0,9 ± 0,0 0,9916 
11 0,5 – 44,9 0,1 ± 0,0 72,3 ± 

20,3 1,4 ± 0,4 0,9892 
12 10 4,6 0,5 

*calculată pentru AA 8,5 mM  
 
 

2.4.1.3. Evaluarea AAO a unor probe reale 

Metode amperometrice 

Probele reale pentru care s-a făcut evaluarea AAO au fost: vin roşu „Cabernet” (Recaş; data 

recoltării: 06.05.2009), vin alb “Feteasca Regală” (Jidvei; data recoltării: 06.05.2009), suc concentrat 

de mere „Pektirom” (Dej; data recoltării: 04.05.2009) (probe furnizate de Centrul de Biotehnologii 

Vegetale Aplicate „Proplanta”, Cluj-Napoca)48 şi sucuri proaspete de lămâie, grepfrut, portocală 

roşie, pară „Seckel”, nectarină, kiwi, portocală, măr „Red Delicious”, mandarină, struguri albi şi 

struguri negri. Sucurile de fructe au fost obţinute prin simpla stoarcere manuală a fructelor şi au fost 

utilizate imediat după obţinere. 

Pentru evaluarea AAO pentru probele enumerate mai sus, s-au efectuat măsurători 

amperometrice într-o soluţie de PBS conţinând H2O2 (0,1 mM pentru G/RP/HRP şi 0,8 mM G/PB) 

sau XA 0,05 mM + XOD 0,1 mU/ml (pentru G/RP/HRP//XOD), la care s-a adăugat proba reală. 

Interpretarea rezultatelor a fost făcută prin raportarea variaţiilor de curent obţinute după adăugarea 

probei în soluţia de H2O2 sau XA la curba de calibrare a AA (conform procedurii descrise în secţiunii 

2.1). Rezultatele obţinute din evaluarea AAO folosind senzorii amperometrici G/RP/HRP, 

G/RP/HRP//XOD şi G/PB şi metodele de referinţă sunt cuprinse în Tabelul 19, iar corelaţiile valorilor 

AAO ce se stabilesc între diversele metode sunt prezentate în Tabelul 20. 

 
Metode de referinţă 
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În cazul metodei bazate pe reducerea DPPH•, adaosurile de probă reală s-au realizat într-o 

soluţie de DPPH• 50 µM, iar potenţialul aplicat a fost de -0,100 mV/Ag/AgCl, KClsat. Pentru a 

verifica dacă variaţiile de curent au provenit exclusiv de la reacţia probei cu DPPH• au fost efectuate 

amperograme similare cu cele descrise mai sus, dar în absenţa DPPH•. Pentru niciuna din probe nu s-

au observat variaţii de semnal, ceea ce a confirmat provenienţa variaţiei curentului de reducere din 

interacţiunea radicalului DPPH• cu proba de AO. 

În vederea evaluării AAO prin metoda Folin-Ciocâlteu, s-a măsurat absorbanţa probelor 

(diluate astfel ca absorbanţa să fie cuprinsă între 0 şi 1) conţinând reactiv Folin-Ciocâlteu 0,026 N şi 

Na2CO3 13,2 g/l, după incubare la întuneric, la temperatura camerei, timp de 1,5 ore. Absorbanţele 

luate în calcul au constat din maximele înregistrate faţă de apă în intervalul 400 - 800 nm, şi anume, 

668 nm pentru portocală şi 662 nm pentru grepfrut. Absorbanţele amestecurilor au fost măsurate la 

aceste lungimi de undă, timp de 5 minute, în cuve de cuarţ, faţă de proba martor – soluţie conţinând 

reactivul Folin-Ciocâlteu şi Na2CO3 în concentraţii egale cu cele ale probelor, în care sucul a fost 

înlocuit cu apă distilată. 

Evaluarea concentraţiilor de AA din probele reale testate s-a făcut prin metoda ce utilizează 

DCPIP; în prezenţa AA, DCPIP se reduce la compusul DCPIPH (Fig. 10), amestecul fiind incolor în 

mediu acid. Consumul total al AA din sistem corespunde virajului de culoare de la incolor la roz. 

Rezultatele au fost evaluate din volumul de DCPIP 1 mM necesar neutralizării unui volum de 1 ml 

probă, prin comparaţie cu cel necesar neutralizării unui ml de AA 1 mM (0,4 ml).  
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Tabelul 19. Valorile AAO ale probelor reale obţinute cu senzorii G/PB, G/RP/HRP şi G/RP/HRP//XOD în comparaţie cu cele obţinute prin 
metodele de referinţă 

Probă 
 

Metodă 

G/PB 
(mM AA, %) 

G/RP/HRP 
(mM AA, %) 

G/RP/HRP//XOD 
(mM AA, %) 

Folin-Ciocâlteu 
(absorbanţă, %) 

DPPH 
(mM Trolox, %) DCPIP (mM, %) 

Lămâie 43 ± 12 
30 ± 9 

0,7 ± 0,3 
31,8 ± 13,6 - - 1,8 ± 0,0 

8,8 ± 0,0 
9,3 ± 0,0 
27,9 ± 0,0 

Grepfrut 44 ± 14 
31 ± 10 

2,2 ± 0,2 
100,0 ± 9,1 

2,2 ± 0,3 
75,9 ± 10,3 

0,5 ± 0,1 
79,6 ± 0,2 

3,3 ± 0,3 
16,1 ± 1,3 

6,1 ± 0,6 
18,3 ± 1,8 

Portocală roşie 46 ± 5 
33 ± 4 

1,3 ± 0,03 
59,1 ± 1,4 - - 3,6 ± 0,2 

17,6 ± 1,0 
19,0 ± 4,1 
57,1 ± 12,3 

Pară “Seckel“ 51 ± 11 
36 ± 8 - - - - - 

Nectarină 57 ± 12 
40 ± 9 - - - 1,4 ± 0,3 

6,8 ± 1,6 
0,6 ± 0,0 
1,8 ± 0,0 

Kiwi 59 ± 7 
42 ± 5 

1,2 ± 0,3 
54,5 ± 13,6 - - 1,8 ± 0,2 

8,8 ± 1,2 
4,0 ± 0,3 
12,0 ± 0,9 

Portocală 61 ± 13 
43 ± 9 

1,2 ± 0,2 
54,5 ± 9,1 

2,9 ± 0,4 
100,0 ± 13,8 

0,7 ± 0,0 
100,0 ± 0,3 

3,7 ± 0,2 
18,0 ± 0,8 

8,3 ± 0,5 
24,9 ± 1,5 

Vin alb “Fetească 
Regală“ 

61 ± 8 
43 ± 6 

0,1 ± 0,04 
4,5 ± 1,8 - - 1,2 ± 0,2 

5,9 ± 0,8 
1,1 ± 0,3 
3,3 ± 0,9 

Măr “Red Delicious“ 63 ± 5 
45 ± 4 - - - 1,4 ± 0,2 

6,8 ± 1,0 
1,9 ± 0,0 
5,7 ± 0,0 

Struguri negri 72 ± 1 
51 ± 1 

0,04 ± 0,00 
1,8 ± 0,0 - - 0,8 ± 0,05 

3,9 ± 0,3 
2,0 ± 0,7 
6,0 ± 2,1 

Struguri albi 73 ± 9 
52 ± 6 

0,08 ± 0,03 
3,6 ± 1,4 - - 0,9 ± 0,04 

4,4 ± 0,2 
0,4 ± 0,0 
1,2 ± 0,0 

Mandarină 78 ± 8 
55 ± 6 

0,3 ± 0,07 
13,6 ± 3,2 - - 2,0 ± 0,4 

9,8 ± 2,0 
5,1 ± 0,6 
15,3 ± 1,8 

Vin roşu “Cabernet“ 87 ± 29 
62 ± 21 

0,3 ± 0,2 
13,6 ± 9,1 - - 20,5 ± 4,9 

100,0 ± 24,0 
33,3 ± 8,2 

100,0 ± 24,6 
Suc conc. de mere 

“Pektirom“ 
141 ± 6 
100 ± 4 

0,2 ± 0,08 
9,1 ± 3,6 - - 17,3 ± 2,1 

84,4 ± 10,2 
9,6 ± 0,0 
28,8 ± 0,0 
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Tabelul 20. Corelaţii ale valorilor AAO probelor de vinuri şi sucuri de fructe observate între diversele metode utilizate 
Metoda G/PB G/RP/HRP G/RP/HRP//XOD 

G/RP/HRP lămâie < kiwi ≈ portocală (R2 = 0,9890) 
struguri negri < struguri albi < mandarină (R2 = 

0,9984) 
lămâie < grepfrut 

lămâie < portocală roşie 
vin alb „Feteasca Regală” < vin roşu „Cabernet” 
vin alb „Feteasca Regală” < suc conc. de mere 

„Pektirom” 

- - 

G/RP/HRP//XOD grepfrut < portocală - - 
Folin-Ciocâlteu grepfrut < portocală - grepfrut < portocală 

 DPPH  Struguri negri < struguri albi < mandarină (R2 = 
0,9934) 

lămâie < grepfrut < portocală roşie < portocală < 
suc conc. de mere „Pektirom” (R2 = 0,9788) 

vin alb „Feteasca Regală” < vin roşu „Cabernet” 
vin alb „Feteasca Regală” < măr „Red Delicious” 

nectarină < kiwi 
portocală < suc conc. de mere „Pektirom” 

struguri negri < struguri albi < vin alb 
„Feteasca Regală” < mandarină (R2 = 

0,9844) 
kiwi < portocală roşie 

vin alb „Feteasca Regală” < kiwi 
vin alb „Feteasca Regală” < portocală 
suc conc. de mere „Pektirom” < vin 

roşu „Cabernet” 

- 

DCPIP nectarină < vin alb „Feteasca Regală” < măr „Red 
Delicious” (R2 = 0,8995) 

kiwi < madarină < suc conc. de mere „Pektirom” 
(R2 = 0,9987) 

grepfrut < portocală 
măr „Red Delicious” < struguri negri 

măr „Red Delicious” < mandarină 
portocală roşie < vin roşu „Cabernet” 

struguri albi < suc conc. de mere „Pektirom” 

vin alb „Feteasca Regală” < suc conc. 
de mere „Pektirom” < vin roşu 

„Cabernet” (R2 = 0,9274) 
struguri negri < portocală 

kiwi < grepfrut 
struguri albi < mandarină 
lămâie < portocală roşie 

grepfrut < portocală 
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Conform Tabelului 20, cele mai multe corelaţii s-au stabilit între metoda G/PB şi metodele 

G/RP/HRP, DPPH şi DCPIP. Se deduce, aşadar, similitudinea principiilor de funcţionare a metodelor 

G/PB şi G/RP/HRP. Similaritatea rezultatelor obţinute faţă de metoda DPPH indică aspectul de 

capacitate de reducere a AO surprins de valorile AAO evaluate. Numeroasele corelaţiile stabilite faţă 

de metoda de determinare a AA indică faptul că principalul AO detectat în probele utilizate este AA. 

Numeroase rezultate obţinute prin metoda G/RP/HRP se corelează cu cele obţinute prin 

metoda DPPH. Comparativ cu rezultatele metodei DCPIP, se observă că toate AAO estimate folosind 

biosenzorul G/RP/HRP sunt de 3 până la 50 de ori mai mici. Acest fapt poate fi explicat de existenţa 

unor reacţii secundare în este implicat AA prezent în sistem, care duce la scăderea concentraţiei 

acestuia.  

Pentru cele două probe reale testate cu biosenzorul G/RP/HRP//XOD, s-a observat o bună 

concordanţă faţă de cele trei metode de referinţă. Similaritatea faţă de metoda DPPH indică aspectul 

de capacitate de reducere a probei de AO evidenţiat de valorile AAO, aşa cum s-a precizat şi mai sus. 

Valorile mici obţinute comparativ cu cele corespunzătoare metodei determinării AA cu ajutorul 

DCPIP ar putea fi explicate, ca şi în cazul biosenzorului G/RP/HRP, de existenţa unor reacţii 

secundare în care este implicat AA, reacţii care nu implică şi consumul de H2O2. 

 
2.5. Concluzii 

Studiul de faţă cuprinde descrierea comparativă privind principiul de funcţionare, realizarea, 

optimizarea, caracterizarea şi utilizarea în AO sintetici şi probe reale a doi biosenzori (G/RP/HRP şi 

G/RP/HRP//XOD) şi un senzor amperometrici (G/PB). 

Principial, G/RP/HRP, G/PB şi G/RP/HRP//XOD reprezintă senzori pentru H2O2. În prezenţa 

probei de AO, H2O2 reacţionează cu acesta, determinând o variaţie a curentului de reducere. 

Evaluarea valorilor AAO s-a realizat prin raportarea acestor variaţii de curent la sensibilităţile 

curbelor de calibrare obţinute în cazul fiecărui senzor în AA, ales ca AO de referinţă.  

Din perspectiva modului de obţinere, G/PB prezintă avantajul simplităţii, rapidităţii şi 

costului redus. G/RP/HRP//XOD necesită prepararea cea mai laborioasă, însă are avantajul de a 

reflecta cel mai fidel conceptul de „capacitate antioxidantă”, conform definiţiei celei mai larg 

răspândite, şi anume, aceea de activitate antiradicalică. 

În urma studiilor de optimizare au rezultat următoarele concluzii: (i) pentru G/RP/HRP 

sensibilitatea maximă în H2O2 este obţinută la pH neutru (7,5) şi încărcare enzimatică medie, 4,7 U 

HRP/electrod; (ii) parametrii optimi a biosenzorului G/RP/HRP//XOD se obţin cu XOD dizolvat şi nu 

necesită prezenţa SOD. 
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Studiul de caracterizare s-a realizat pe senzorii optimizaţi şi a cuprins următoarele aspecte: 

durata medie de viaţă (G/RP/HRP), efectul electrocatalitic pentru H2O2 (G/RP/HRP şi G/PB) şi XA 

(G/RP/HRP//XOD) şi parametrii (bio)electroanalitici.  

Din studiul de stabilitate a rezultat faptul că durata medie de viaţă – evaluată ca fiind timpul 

necesar scăderii sensibilităţii biosenzorului cu jumătate din sensibilitatea iniţială – a fost, în condiţiile 

de utilizare folosite, de 3 zile pentru un biosenzor păstrat la temperatura camerei şi de 11 zile pentru 

unul identic păstrat la ~5ºC, biosenzorii fiind utilizaţi odată la 1-7 zile. Pentru biosenzorii utilizaţi mai 

frecvent în cursul unei singure zile, nu s-a observat o diferenţă semnificativă în variaţia sensibilităţii 

relative în funcţie de temperatura de păstrare. Demnă de remarcat este observaţia că utilizarea mai 

frecventă a unui biosenzor duce la pierderea mai rapidă a performanţelor sale analitice.  

Efectul electrocatalitic pentru H2O2 a fost cel mai bine pus în evidenţă în cazul G/PB. În cazul 

biosenzorilor, nu s-au observat diferenţe majore între picurile voltamogramelor înregistrate în absenţa 

/ prezenţa H2O2.  

Din punctul de vedere al parametrilor (bio)electroanalitici: sensibilitate, domeniu de lucru, 

limită de detecţie, timp de răspuns şi deviaţii standard, cele mai bune performanţe au  fost obţinute în 

cazul G/PB.  

Biosenzorii G/RP/HRP şi G/RP/HRP//XOD şi senzorul G/PB au fost utilizaţi pentru AA, şi, 

în plus pentru G/RP/HRP, Trolox şi acid cafeic. Pentru AA, domeniul de lucru cel mai larg a fost 

obţinut pentru G/RP/HRP, dar sensibilitatea maximă a prezentat-o G/PB. Aplicaţiile în probe reale au 

constat din evaluarea AAO a unor vinuri şi sucuri de fructe, folosind AA ca AO de referinţă. 

Rezultatele au fost comparate cu cele obţinute prin trei metode de referinţă: Folin-Ciocâlteu, DPPH• şi 

determinarea titrimetrică a AA. Cele mai multe corelaţii s-au obţinut între rezultatele metodelor 

G/PB, G/RP/HRP, DPPH• şi determinarea titrimetrică a AA, fapt ce indică faptul că există 

similitudini în mecanismul interacţiunilor AO cu specia neutralizată.  

Datele obţinute atât în partea de caracterizare cât şi în cea aplicativă indică posibilitatea 

utilizării biosenzorilor G/RP/HRP şi G/RP/HRP//XOD şi a senzorului G/PB ca metode pentru 

evaluarea AAO din probe de vinuri şi sucuri de fructe. 

 
IV.  Concluzii generale 

Lucrarea de faţă a avut ca prim obiectiv evaluarea proprietăţilor de ionofor ale unui 

[4.4.4.4]ciclofan şi a 9 compuşi calixarenici, pentru care au fost evaluaţi parametrii electrochimici: 

sensibilitate, limită de detecţie şi domeniu de linearitate folosind soluţii ionice separate, precum şi 

coeficienţii de selectivitate, evaluaţi în soluţii mixte. În cazul compusului M7F2, pentru care s-au 

preparat membrane atât cu, cât şi fără aditiv ionic (KTkClPB), nu s-au observat diferenţe 
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semnificative între parametrii electroanalitici ai celor două tipuri de membrane. Compuşii M7F2 şi 

C4P4 au prezentat selectivitate pentru ionul de Ca2+; compuşii calixarenici C4Es2Cr2, C6Es3 şi 

C6Es3Cr3 au manifestat un comportament selectiv pentru Na+, iar compuşii C4P4, C6Es6, 

C6Cr3Am3 şi C8Es8 au răspuns preferenţial faţă de K+. 

Al doilea obiectiv urmărit în lucrarea de faţă a constat din prepararea, optimizarea, 

caracterizarea şi utilizarea în probe sintetice (AA, Trolox şi acid cafeic) şi probe reale (vinuri şi sucuri 

de fructe) a trei senzori amperometrici pentru evaluarea AAO (G/RP/HRP, G/RP/HRP//XOD şi 

G/PB). Luând în considerare simplitatea procedurii de preparare, costurile aferente precum şi 

proprietăţile electroanalitice, senzorul G/PB este optim. Dacă se ia în considerare relevanţa AAO 

evaluate, biosenzorul G/RP/HRP-XOD este de preferat, datorită capacităţii antiradicalice determinate. 

Studiul stabilităţii operaţionale efectuat pentru biosenzorul G/RP/HRP a arătat că durata de viaţă a 

acestuia scade odată cu creşterea temperaturii de păstrare a acestuia, a concentraţiei H2O2 utilizate şi a 

frecvenţei măsurătorilor. Folosind cei trei senzori realizaţi şi trei metode de referinţă (DPPH, Folin-

Ciocâlteu şi DCPIP), s-au evaluat comparativ AAO ale unor vinuri (alb “Feteasca Regală”; roşu 

“Cabernet”) şi sucuri de fructe (lămâie, grepfrut, portocală roşie, pară “Seckel“, nectarină, kiwi, 

portocală, măr “Red Delicious“, struguri negri, struguri albi, mandarină, suc concentrat de mere 

“Pektirom“). S-au obţinut multiple corelaţii între metodele utilizate, ceea ce demonstrează că, în 

anumite cazuri, metodele propuse pot fi utilizate cu succes în evaluarea AAO. 
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