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Obiectivele acestui proiect sunt sinteza a doi polimeri imprentati molecular (MIP) si utilizarea acestora
in dezvoltarea a doua metode analitice pentru detectia de medicamente/metaboliti din clasa
nitrofuranului. Utilizarea ilegala de medicamente din clasa nitrofuranului (furazolidon, furaltadone,
nitrofurantoin, nitrofurazone, etc) ca promotori de crestere in zootehnie duce la aparitia de noi tulpini
de bacterii periculoase rezistente la antibiotice si produce metaboliti periculosi, care ramin pentru o
lunga perioada de timp in carne. Reglementarile UE impun controlul probelor biologice relevante
prelevate de la animale vii (urina, sange), a carnii de la abatoare sau comercianti si a alimentelor
preparate. Tehnicile de analiza actuale sunt lungi si costisitoare din cauza complexitatii matricei
probei si a concentratiei scazute a analitilor. Cele doua MIP-uri sintetizate in acest proiect vor fi
utilizate in doua aplicatii analitice diferite: (1) dezvoltarea de senzori bazati pe afinitate si (2) pentru
prelucrarea probelor prin extractie in faza solida (SPE) inainte de analiza cromatografica. Senzorii vor
fi utilizati pentru screening-ul rapid al probelor biologice si construiti prin imobilizarea MIP-urilor pe un
traductor, iar detectia va fi efectuata cu o tehnica adecvata cum ar fi spectroscopia de impedanta
electrochimica (EIS) sau microbalanta cu cristal de cuart (QCM). Principalele avantaje ale prelucrarii
probelor cu MIP-uri in analiza cromatografica sunt izolarea si concentrarea analitului din matrici
complexe. Datorita caracterului polar si a posibilitatii reduse de detectie prin absorbtie in UV-VIS a
analitilor, proiectul se va concentra de asemenea asupra derivatizarii analitilor in scopul sporirii
hidrofobicitatii si marcarii cu grupari fluorescente. Aceasta procedura se va efectua dupa extractia
analitilor din probe prin intermediul MIP-urilor. Proiectul este orientat catre aplicatii industriale si
consortiul va lua masuri importante pentru a pregati comercializarea cu succes a MIP-urilor
dezvoltate, cum ar fi: (1) dezvoltarea si optimizare la nivel de laborator va lua in considerare nu numai
performantele analitice, dar, de asemenea, si cerintele de adaptare a sintezei la productia industriala
in cantitati mari, (2) producerea MIP-urilor dezvoltate va fi testata la nivel de pilot industrial de catre
IMM-ul care va continua productia dupa finalizarea proiectului si (3) MIP-urile dezvoltate vor fi testate
de un laborator specializat in analize chimice, in scopul de a evalua indeplinirea cerintelor utilizatorilor
finali.



Rezultatele finale ale proiectului

Acesta este un proiect orientat catre aplicatii industriale, care urmareste
sa produca polimeri imprentati molecular (MIP) pentru analiza a doua
medicamente/metaboliti din clasa nitrofuranilor din carne si alimente.
Dezvoltarea MIP-urilor va urmari initial obtinerea unei afinitati mari
pentru nitrofurani si, ulterior, imbunatatirea selectivitatii. Doua strateqgii
analitice diferite bazate pe MIP vor fi dezvoltate: (1) o metoda rapida
bazata pe senzori pentru screening si (2) o metoda cromatografica
selectiva pentru confirmarea rezultatelor. Cei doi senzori dezvoltati se
vor baza pe MIP-uri pentru recunoasterea analitului. Analiza HPLC se
va baza pe prelucrarea probelor cu coloane SPE care contin MIP-uri.



Rezultatele finale ale proiectului si criteriile de succes corespunzatoare sunt:

1. Prototipul a doua MIP-uri selective. Noile MIP-uri realizate vor avea performante analitice imbunatatite prin
utilizarea de monomeri cu un design nou care ia in considerare structurile chimice ale analitilor. MIP-urile dezvoltate
vor fi utilizate pentru analiza a doi compusi din clasa nitrofuranilor. Folosind diferite tehnici de polimerizare va creste
afinitatea polimerilor pentru moleculele tinta si metabolitii lor printr-o mai buna interactiune intre grupele functionale
prezente pe fiecare molecula si datorita modificarii suprafatei polimerului. Polimerii vor avea grupari cu caracter
hidrofil, dar vor fi insolubili in apa. Metode de extractie care implica utilizarea de solventi selectivi si iradiere cu
microunde vor fi folosite pentru indepartarea moleculelor sablon (analit) dupa procesul de polimerizare. Polimerii vor
prezenta o stabilitate termica pentru un interval de temperatura de 0-100 AC, iar reproductibilitatea va fi determinata
si confirmata. Criteriile de succes sunt: factor de imprentare (calculat in raport cu polimeri neimprentati -NIP) mai
mare de 4,0 si un coeficient de selectivitate (determinat pentru alti nitrofurani) mai mare de 2,0.

2. Dezvoltarea unei metode de analiza HPLC transferabile (serviciu inovativ) pentru detectia
medicamentelor/metabolitilor nitrofuranului din alimente folosind extractia in faza solida bazate pe MIP-uri.
Cercetarile vor tinti: 1) dezvoltarea unor noi metode de separare a analitilor din probe complexe bazate pe extractie
in faza solida folosind MIP-uri, 2) imbunatatirea detectabilitatii analitilor si 3) cresterea afinitatii nitrofuranilor pentru a
interactiona cu faze stationare hidrofobe. Toate etapele de SPE-MIP vor fi efectuate in mod automat intr-o
configuratie off-line. Solventul utilizat pentru a re-extrage analitii retinuti pe MIP va fi optimizat pentru a fi compatibil
cu metoda HPLC dezvoltata. Aceasta posibilitate permite imbunatatirea limitei de detectie prin injectarea unui volum
mai mare de proba. Metodele cromatografice vor fi validate conform metodologiei specifice acestor aplicatii, Si
intregul proces analitic, prepararea probei, separarea cromatografica si detectia vor fi optimizate. Criteriile de succes
sunt: r e gaaaditului, efectele matricei, consumul de solvent, timpul de analiza si selectivitatea.

3. Modelul demonstrativ a doi_senzori bazati pe recunoasterea analitului utilizand MIP-urile dezvoltate care vor fi
depuse pe suprafata traductor si masurarea semnalului va fi realizata cu ajutorul unei tehnici de detectie adecvata
(EIS, QCM, etc). Criterile de succes sunt: sensibilitate si selectivitate suficiente pentru identificarea loturilor
contaminate la niveluri de concentratie relevante (ppb) in probe biologice (sange, urina, extracte din carne). Senzorii
vor fi optimizati si testati pe probe sintetice si reale, in scopul de a atinge sensibilitatea si selectivitatea necesara.
Senzorii dezvoltati vor fi utili pentru screening-ul rapid a utilizarii ilegale a promotorilor de crestere. Disponibilitatea
senzorilor dezvoltati va permite imbunatatirea sigurantei alimentelor si asigurarea unei competitii corecte intre
producatorii de produse alimentare prin eliminarea fraudelor.




Contributia proiectului la diferite subdomenii ale apelului.

Subdomeniu

Contributia proiectului

Crearea unor noi tehnologii
pentru

producSi

Implementarea unor tehnici analitice inalt performante in tehnologia
analiica de prlodesmn(BAT tireseatorul alimentar va proteja sanatatea

siguranS$Sa maxi ma@aameniLmu gin a&vitarea consumului de carne contaminata sau
sanat a$i i uma n gaparitia bacteriilor rezistente la antibiotice.
Met odol ogi i cu |Rraecgtul ava edgavolta rdeub tnetode de analiza extrem de
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performante de analiza a medicamentelor/reziduurilor din clasa

detectar e a r e Znitdfuranior dinocarnekpe baza recunoasterii analitilor/ prelucrarea
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Di mi nuar ea r e z i|Utilzareaitdhmcilor analitice de catre producatorii/comerciantii din
contami nan$Si | o1doehenial alimantar va gernlitaidetiticarea si eliminarea loturilor de
alimentar carne contaminate indiferent de punctul de contaminare/frauda.

Produse agro-alimentare
ecologice

Sectorul de alimente ecologice va folosi tehnicile dezvoltate pentru a
detecta si a preveni etichetarea frauduloasa a produselor
neconforme.

Materiale avansate pentru
produse competitive la export

MIP-urile dezvoltate pot fi vandute in numeroase tari sub forma de
coloane de prelucrare esantion si element de recunoastere a
senzorilor. Consumabilele bazate pe materiale selective sunt

Materiale avansate destinate
sectoarelorr-ni ka al e

componente indispensabile de mare valoare pentru laboratoarele cu
espegialitateai cl@nnie analitica.




Raport Stiintific:
Activitati pe anul 2014: Etapa | Stabilirea conditiilor operationale optime pentru dezvoltarea

de MIP-u r i cu afinitate pentru medi camente/ met a
stiintifica.
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Partener (P1) i UNIVERSITATEA POLITEHNICA DIN BUCURESTI,
Partener (P3) T COSFEL ACTUAL S.R.L.
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Curba de retinere a cumpusului studiat in
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S.C.Moldoveanu, V.David, Modern Sample Preparation in Chromatography, Elsevier, 2014.
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E.Yilmaz, K.Mosbach, K.Haupt, Influence of functional and crosslinking monomers and the amount of template on the performance
of molecularly imprinted polymers, Anal. Communications, 1999, 35, 167;

P.A.G.Cormack, E.A.Zurutuza, Molecularly imprinted polymers: synthesis and characterization, J. Chromatogr. B, 2004, 804, 173;

K.Moller, U.Nilsson, C.Crescenzi, Synthesis and evaluation of molecularly imprinted polymers for extracting hydrolysis products of

organophosphate flame retardants, J. Chromatogr. A, 2001, 938, 121.
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Performantele studiului SPE-MIP:

Nitrofurantoina;

Randament adsorbtie pe cartus SPE: 40 %
Randament de desorbtie de pe cartus SPE:

AQOZ:

Randament adsorbtie pe cartus SPE: 72%
Randament de desorbtie de pe cartus SPE

63%

: 59%



Alte studii efectuate in cadrul proiectului:
Studiul comparativ SPE pentru compusi cu caracter hidrofob investigati pe
adsorbanti clasici

RETENTION BEHAVIOUR OF SOME BENZODIAZEPINES IN SOLID-PHASE EXTRACTION USING ADSORBENTS WITH

VAIOUS HYDROPHOBICITY
Elena Bacalum, Mihaela Cheregi and Victor David
Revue Roumaine de Chimie, in curs de publicare.
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Benzodiazepines CAS Molecular log Ko, | PK,
Number weight
Alprazolam 2898197-7 308.77 3.87 2.4
Bromazepam | 181230-2 316.16 1.93 2.9
Diazepam 439-14-5 284.74 2.70 3.3
Flunitrazepam | 162262-4 313.29 1.91 1.8
Medazepam 289812-6 270.76 4.43 6.2
Nitrazepam 146-22-5 281.27 2.45 3.2
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type mechanism
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Comparative retention study for some benzodiazepines in HPLC with C8, C18, C6H5 and
CN stationary phases (E.Bacalum, M.Cheregi, T.Galaon, V.David, in curs de publicare)
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Dependente polinomiale ale retentiei HPLC pe fazele stationare indicate ale unor benzodiazepine in functie de
compozitia fazei mobile data de procentul de acetonitril. (in curs de publicare)



A.l.2. Studii privind dezvoltarea de metode cromatografice pentru separarea si
determinarea medicamentel or/ metaboli ™Hi | or d
Coordonator (CO) - UNIVERSITATEA BUCURESTI, Facultatea de Chimie.
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Dependenta retentiei in functie de procentul de metanol (MeOH), respectiv de acetonitril (ACN) din faza
mobila pentru nitrofurantoina, pentru o coloana de tip polar HILIC).
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Comporatrea compusilor polari
pe coloane de tip hidrofob

Conditii experimentale:

Debit 1 mL/min, 25 C, 210 nm.
Volumul de injectie: 2 nL
Nitrofurantoina - 200 ppm in metanol
AMOZ 1 250 ppm in metanol
Coloana Zorbax Eclipse XDB C18.



AlL3Studi i referitoare | a construcpia de sen:
medi camentel or/ metabolipilor din clasa nitr
(Partener 2 - INCDSB)

In cadrul acestei etape au fost realizate studii de catre INCDSB privind posibilitatea determinarii rapide
prin mijloace electrochimice a trei medicamente din clasa nitrofuranilor (furazolidona, furaltadona si
nitrofurantoina) si a unui compus de degradare: AOZ care se gaseste in produsele alimentare
contaminate in urma utilizarii furazolidonei.
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Voltamogramele ciclice inregistrate cu un electrod BDE curat Voltamogramele ciclice inregistrate la diferite viteze de
in solutie deoxigenata de tampon (PBS pH 7.4) si in prezenta scanare intre 5-100 mV/s cu un electrod BDE curat in solutie
aerului, precum si in solutie deoxigenata de feri/fero deoxigenata de nitrofurantoin 0.1 mM.
Comunicare orala: A. Chir a, B. Bucur, T. Galaon, G. L. Radu
4. ddopyridine derivativesin, 2nd I nternational Conf e

Romania, Noiembrie 5 - 8, 2014
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scanare intre 5-100 mV/s cu un electrod BDE curat in solutie scanare intre 5-100 mV/s cu un electrod BDE curat in
deoxigenata de furazolidona 0.1 mM. solutie deoxigenata de furaltadona 1 mM.
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Graficele de calibrare reprezentand inaltimea picurilor vs. viteza de scanare (5-100 mV/s) pentru A) furazolidona 0.1 mM (a) si
nitrofurantoin (b) ; B) furaltadona 1mM.



A) Semnalele analitice obtinute la
determinarea nitrofurantoiului prin DPV. B)
Graficul de calibrare corespunzator.
Concentratii nitrofurantoin: 0.1 7 5 nM.

A) Semnalele analitice obtinute la
determinarea furaltadona prin DPV. B)
Graficul de calibrare corespunzator.
Concentratii nitrofurantoin : 0.57 10 nM

A) Semnalele analitice obtinute la determinarea
furaltadona prin DPV. B) Graficul de calibrare
corespunzator. Concentratii nitrofurantoin :
0.57 10 mw.
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Drepte de calibrare pentru nitrofurantoina si metabolitul AMOZ, obtinute prin HPLC cu
detectie UV in mecanismul de separare de tip faza inversa.



A 1.5 Diseminarea rezultatelor prin participare la conferinte:

Comunicareorala: A. Chi r a, B. Buc urStudyoftheGmthesi®o n, G.
and degr ad adpyridime desiVativdsi 4 62nd | nternati onal Coa
Chemical Engi neering | CCE20 1-8,2014.a Hi , Romani

Alte rezultate obtinute in etapa | vor fi publicate in urmatorul an, 2015, in reviste de
specialitate din tara si strainatate.



ETAPA 2 -2015

Dezvoltarea unui MIP si a doua metode analitice pentru determinarea de

medicamente / metaboliti din clasa nitrofuranului. Diseminarea si
valorificarea rezultatelor.

Rezultate asteptate:

1. Modelul experimental al primului MIP;

2. Modelul experimental: Metoda HPLC de analiza bazata pe prelucrarea
probelor folosind coloane cu primul MIP dezvoltat 3. Modelul

experimental: senzor bazat pe MIP-ul dezvoltat.



Activitate 2.1

Denumirea activitatii: Dezvoltarea unui MIP cu selectivitate pentru un
medicament/metabolit din clasa nitrofuranului

Partener (P1) — Universitatea Politehnica din Bucuresti

Partener (P3) - COSFELACTUAL S.R.L.

Activitate 2.2
Denumirea activitatii: Dezvoltarea unei metode cromatografice bazata pe pregatirea

probei cu MIP-uri pentru analiza unui medicamente/metabolit din clasa nitrofuranului.
Coordonator (CO) - UNIVERSITATEA BUCURESTI

Activitatea 2.3
Denumirea activitatii: Dezvoltarea unui senzor de analiza rapida a unui

medicament/metabolit din clasa nitrofuranului
Partener (P2) — Institutul National de Cercetare Dezvoltare pentru Stiinte Biologice

Activitatea 2.4.
Denumirea activitatii: Implementarea in laborator a unei tehnici de de analiza

alternative
Partener (P4) - CP MED LABORATORY SRL, in colaborare cu Coordonatorul Proiectului

(U.B.).

Activitatea 2.5. Diseminarea rezultatelor prin publicare in reviste |SI.
Activitatea Il.6. Diseminarea rezultatelor prin participare la conferinte.
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Interactiuni specifice intre molecula tipar si matricea polimerica
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Spectre in infrarosu obtinute pentru
trei probe de adsorbanti MIP
sintetizati.
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Curbele de elutie
pentru adsorbanti fara
imprentarea acestora
cu moleculele tipar,
furaltadona.

Curba de elutie pentru o
solutie de furaltadona,
incarcata succesiv pe un
adsorbant de tip MIP (A),
sintetizat in cadrul
proiectului, comparativ
cu curbele de elutie
inregistrate pe
adsorbanti neselectivi.



OH OH
di. s +HO+HCI i

—_— i
| —  » Si

|
0 S y

H 4 CH3-OH Hf? ~OH H? OH

SH

~ . . SH S
? OH (3-mercaptopropyl)trimethoxisilan |
Si. +H.C+HCI |
e die — = fSII“DH Au electrod I
~.0 -4 CGH4-0OH HO' L
TMOS Formarea unui strat de SAM pe electrodul de aur
folosind (3-mercaptopropyl)trimethoxisilan hidrolizat.
.
i *H20+HCI T
oY T
-3 CH3-OH
MTMOS - -
?H pH=7

i —
A0H ol
HO Ay policondensare

- -n

Reactiile de hidroliza a TMOS si MTMOS.
Reprezentare schematica a reactiei de
policondensare.
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Semnalele DPV obtinute la analiza furaltadonei. Rosu= electrod curat si analitul in
solutie; albastru = electrod cu MIP si preconcentrate timp de 10 min; negru = blank in
solutie tampon dezaerata.
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Semnalele Niguist inregistrate folosind spectroscopia de impendanta electrochimica.
Rosu= electrod curat; negru= electrod cu MIP; albastru= electrod cu MIP dupa
preconcentrarea furaltadonei.
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Spectre de absorbtie moleculara UV-VIZ pentru nitrofurantoina si metabolitul sau AMOZ, la
diverse concentratii in probe apoase, impreuna cu dreptele de etalonare (parametrii de
regresie indicati in figura).




Activitatea 2.5. Diseminarea rezultatelor prin publicare in reviste |SI.

Per global, in cadrul acestei etape au fost publicate rezultate ale studiilor din tema
proiectului sau activitatea de cercetare avand legatura cu tema proiectului in 3
articole ISI, din tara sau din strainatate, dupa cum urmeaza:

M.C. Radulescu, M.P. Bucur, B. Bucur, G.L. Radu, Biosensor based on inhibition of
monoamineoxidases A and B for detection of B-carbolines, Talanta 137, 94-99,
2015; DOI: 10.1016/j.talanta.2015.02.013

A. Chira, B. Bucur, T. Galaon, G. Radu, Study of the synthesis and environmental
removal of 4,4-dipyridine derivatives, Environmental Engineering and
Management Journal, 14 (2), 269-275 (2015).

E.Bacalum, M.Cheregi, V.David, Retention behavior of some benzodiazepines in
solid-phase extraction using adsorbents with various hydrophobicities, Revue
Roumaine de Chimie, 60 (9), 891-898 (2015).







