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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 strategii
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 ° C, iar reproductibilitatea va fi determinata
si confirmata. Criteriile de succes sunt: un 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: regasirea analitului, 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 productia de alimente cu
siguranta maxima asupra
sanatatii umane

Implementarea unor tehnici analitice inalt performante in tehnologia
analitica de proces (PAT) in sectorul alimentar va proteja sanatatea
oamenilor prin evitarea consumului de carne contaminata sau
aparitia bacteriilor rezistente la antibiotice.

Metodologii cu acuratete inalta,
fezabile, senzitive, rapide, de
detectare a reziduurilor si
contaminantilor

Proiectul va dezvolta doua metode de analiza extrem de
performante de analiza a medicamentelor/reziduurilor din clasa
nitrofuranilor din carne pe baza recunoasterii analitilor/ prelucrarea
probelor.

Diminuarea reziduurilor gi
contaminantilor din intreg lantul
alimentar

Utilizarea tehnicilor analitice de catre producatorii/comerciantii din
domeniul alimentar va permite identificarea si eliminarea loturilor de
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

Materiale avansate destinate
sectoarelor-nisa ale economiei

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
componente indispensabile de mare valoare pentru laboratoarele cu
specialitatea chimie analitica.




Raport Stiintific:
Activitati pe anul 2014: Etapa | Stabilirea conditiilor operationale optime pentru dezvoltarea
de MIP-uri cu afinitate pentru medicamente/metaboliti din clasa nitrofuranului. Coordonare
stiintifica.

A.l.1. Studii privind conditiile experimentale de obtinere a MIP-urilor cu afinitate pentru
medicamente/ metaboliti din clasa nitrofuranului :

Partener (P1) — UNIVERSITATEA POLITEHNICA DIN BUCURESTI;

Partener (P3) — COSFEL ACTUAL S.R.L.

A.l.2. Studii privind dezvoltarea de metode cromatografice pentru separarea si determinarea
medicamentelor/metabolitilor din clasa nitrofuranului din matrici sintetice:
Coordonator (CO) - UNIVERSITATEA BUCURESTI, Facultatea de Chimie.

A.1.3. Studii referitoare la constructia de senzori pentru determinarea medicamentelor
/metabolitilor din clasa nitrofuranului din matrici sintetice

Partener (P2) — INSTITUTUL NATIONAL DE CERCETARE DEZVOLTARE PENTRU
STIINTE BIOLOGICE

A.l.4. Studiul metodei de analiza standard care va fi utilizata ca analiza de referinta:
Partener (P4) - CP MED LABORATORY SRL

A.l1.5. Diseminarea pe scara larga prin comunicarea si publicarea nationala sau
internationala a rezultatelor.



A1.1.Studii privind conditiile experimentale de obtinere a MIP-urilor cu afinitate pentru medicamente/
metaboliti din clasa nitrofuranului
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S.C.Moldoveanu, V.David, Modern Sample Preparation in Chromatography, Elsevier, 2014
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Procesul de obtinere al adsorbantilor imprentati consta in principal in trei etape distincte:

1) formarea unui ,complex” de prepolimerizare intre molecule tipar si molecule de
monomeri, agenti de reticulare si initiatori de polimerizare; moleculele tipar sunt date de
molecule de analit care urmeaza a fi extrase prin acest procedeu;

i) procesul de polimerizare, in urma caruia moleculele tipar intra in structura reticulara a
polimerului format, fara a stabili legaturi covalente cu acesta (cele mai intalnite interactii
fiind de natura electrostatica, sau legaturi de hidrogen);

lii) indepartarea moleculelor tipar din matricea polimerica, urmata de procese mecanice de
maruntire si sortare dupa dimensiune a particulelor de adsorbant imprentat.
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Structurile unor monomeri utilizati in procese de imprentare Structurile unor agenti de reticulare (,crosslinkers”)

utilizati in procese de imprentare

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.



Studii privind conditiile experimentale de obtinere a
MIP-urilor cu afinitate pentru medicamente/ metaboliti
din clasa nitrofuranului
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g] | ™ Polimer martor .
o MIP cu MMT "
MIP fara MMT _.' Valorile parametrilor caracteristici curbei de elutie SPE
E - - pentru furaltadona, utilizand MIP ca adsorbant
% - Ve Vr Vr
T 4 . o Adsorbant
3 o (mL) (mL) (mL)
2 . e Martor 25 59 123
‘ T MIP 1 40 83 167
. o HHHHTH 35
e MIP 2 69 130
Volum (mL)

Comparatie intre curbele de elutie pentru
nitrofurantoina pe cei trei adsorbanti.

Performantele studiului SPE-MIP:

Nitrofurantoina:
Randament adsorbtie pe cartus SPE: 40 %
Randament de desorbtie de pe cartus SPE: 63%

AOZ:
Randament adsorbtie pe cartus SPE: 72%
Randament de desorbtie de pe cartus SPE : 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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Alprazolam 28981-97-7 308.77 3.87 2.4
Bromazepam 1812-30-2 316.16 1.93 2.9
Diazepam 439-14-5 284.74 2.70 3.3
Flunitrazepam 1622-62-4 313.29 191 18
Medazepam 2898-12-6 270.76 4.43 6.2
Nitrazepam 146-22-5 281.27 2.45 3.2
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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 medicamentelor/metabolitilor din clasa nitrofuranului din matrici sintetice:
Coordonator (CO) - UNIVERSITATEA BUCUREST]I, Facultatea de Chimie.
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Conditii experimentale:

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



A 1.3 Studii referitoare la constructia de senzori pentru determinarea
medicamentelor/metabolitilor din clasa nitrofuranului din matrici sintetice
(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. Chira, B. Bucur, T. Galaon, G.L. Radu: “Study of the synthesis and degradation of
4 .4’-dipyridine derivatives®, 2nd International Conference on Chemical Engineering ICCE2014, lasi,
Romania, Noiembrie 5 - 8, 2014
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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 — 5 uM.

A) Semnalele analitice obtinute la
determinarea furaltadona prin DPV. B)
Graficul de calibrare corespunzator.
Concentratii nitrofurantoin : 0.5 — 10 uM

A) Semnalele analitice obtinute la determinarea
furaltadona prin DPV. B) Graficul de calibrare
corespunzator. Concentratii nitrofurantoin :
0.5-10 uM.
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A.l.4. Studiul metodei de analiza standard care va fi utilizata ca analiza de
referinta:
Partener (P4) - CP MED LABORATORY SRL

Arie pic cromatografic (mAU*sec)

Metoda HPLC — Metoda standard in analiza probelor complexe.

375

Equation y=a+
Adj. R-Squ 0.99936

1 |B Intercep
16004 |B Slope

350 -
325
300
275

Value Standard Er
-8.526 8.47327
7.4917 0.06693

0 +————1——

250 -
225
200
175 -
150
125
100 -
75
50
25

.

Arie pic cromatografic (mAU*sec)

Equation y=a+
Adj. R-Sq 0.9981

Value Standard
B Interce 3.145 2.23919
B Slope  0.681 0.01031

0 25 580 75

T T T T T T T T T T T T T T T 1
100 125 150 175 200 225 250 275 0
Concentratie (ug/mL)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Concentratie (ug/mL)

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:

Comunicare orala: A. Chira, B. Bucur, T. Galaon, G.L. Radu: “Study of the synthesis
and degradation of 4.4’-dipyridine derivatives®, 2nd International Conference on
Chemical Engineering ICCE2014, lasi, Romania, Noiembrie 5 - 8, 2014.

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.




s NIP G
= MIF3 u
] L] L]
. - = By "
b - [ Bt | =_u
. " am Y g e Faey e
'l.. = E -
T 1 mn ] mm = e "
S -
2 4 E 5] =
z £
| B
c 4 5 &
3 S
) 1 I 1 L 1 L 1 I L 1 1 I ) ] I
[ 2 X i = 0 e £ 20 " 20 = B '
Valm [m -
12 = .
- T
i1 A g B m @R =, B
" ] . .
- — L]
- ] - o'l'o.o....
e P
— 5 u E—
E et " adk b
2 7 & 154 "‘ - T b
= 2 &
Z s c .._‘ s
| | - L s [ ]
z " < dy -
T P " - Bromazepam
[} =
S 47 - E s . = Phenyl
R = ¥ L & L] * Cryanoc
E -
2 = 4 & n + CHig
= MIP S ' ¥ C3
1 - L ..l
= n
a . T T T : T . . :m@m“mmmlr_,
5 10 13 21 ] i ] 40 15 50 o 10 20 30 40 S0 K W™ & S0 100

Volmme (mL)

Curbele de elutie
pentru adsorbanti fara
imprentarea acestora
cu moleculele tipar,
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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
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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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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).




Activitatea I.6. Diseminarea rezultatelor prin participare la conferinte.

1. Comunicare orala: M. C. Radulescu, M. P. Bucur, B. Bucur, G. L. Radu:
“Stable Prussian blue-copper modified (micro)electrodes for sensitive enzymatic
biosensors based on oxidases”, 7t International Workshop on Biosensors for
Food Safety and Environmental Monitoring, Erfoud, Morocco, November 19 -
21, 2015.

2. Edina Rusen, Alexandra Mocanu, Aurel Diacon - "One Reaction - TwoTypes
of Polymerization Mechanisms for N-vinyl Carbazoleusing a Single Donor-
Acceptor Initiating System", Romanian International Conference on Chemistry
and Chemical Engineering — RICCCE XIX, Sibiu, Romania, 02-05 Septembrie
2015.

3. E.Bacalum, M.Cheregi, B.Bucur, V.David, F.Rizea, A.Diaconu, E.Rusen
International Symposium: Priorities of Chemistry for a Sustainable Development
(PRIOCHEM), Editia a Xl-a, Bucuresti, 29-30 octombrie 2015; Section 3:
“Materiale multifunctionale si nanocompozite”, Poster S3 — Pb 2, cu titlul
<Studies for solid-phase extraction using molecular imprinted polymers for
nitrofurantoine.




ETAPA 3 - 2016

Act. 3.1. Studii preliminare privind dezvoltarea si utilizarea unui al doilea MIP.
Partener (P1) — UNIVERSITATEA POLITEHNICA DIN BUCURESTI; Partener (P3) —
COSFEL ACTUAL S.R.L.

Activitati partener: Studii preliminare privind dezvoltarea unui al doilea MIP.

A. 3.2. Studii preliminare privind dezvoltarea unei metode cromatografice bazata
pe prelucrarea probei cu MIP-uri pentru analiza unui al doilea
medicament/metabolit din clasa nitrofuranului.

Coordonator: Universitatea din Bucuresti

A 111.3 Studii preliminare privind dezvoltarea unui senzor pentru analiza rapida a
unui al doilea medicament/metabolit din clasa nitrofuranului
Partener: INCDSB -2016.

Activitatea A3.4: Compararea metodelor analitice dezvoltate
Partener (P4) - CP MED LABORATORY SRL

Activitatea A3.5. Diseminarea pe scara larga prin comunicarea si publicarea
nationala sau internationala a rezultatelor.
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Spectrele FT-IR pentru adsorbantii de tip MIP sintetizati de UPB, colectivul condus de
Conf. Dr. Edina Rusen, inainte de extractie moleculei template de furaltadona din
matricea polimerului (linia rogie), respectiv dupa extractie (linia neagra).
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Cromatograme suprapuse la diverse compozitii ale fazei
mobile, utilizand o coloana cromatografica Luna C8 (dublu
inertizata), pentru concentratii de acetonitril in faza mobila
in intervalul 20 — 50% (debit de faza mobila — 1 mL/min;
temperatura coloanei 25°C; detectie la 365 nm, volum de
injectie 10 mL).

Studiul cromatografic a fost efectuat in laboratorul de cromatografie al
Facultatii de Chimie, UB
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Curbe de elutie ale furaltadonei pe doua MIP-uri, notate cu MIP 5 si 6,
iIn comparatie cu adsorbanti neimprentati (notati cu NIP 5 si 6).
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Studiu spectrometric UV-Viz asupra

stabilitatii nitrofurantoinei efectuat in
laboratorul Departamentului de Chimie 200
Analitica, UB (Lector Dr. A. Gheorghe).
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Spectrele de absorbtie ale solutiei apoase
de nitrofurantoina cu concentratia 10 uM in
mediu neutru, acid si basic.

Studiul aplicarii metodei aditiilor
standard pe probe de apa de suprafata
in urmatoarele conditii: (a) proba cu pH
initial 6,5; (b) mediu acid; (c) mediu
basic.

Mediu bazic - sol NaOH

y = 0,0326x + 0,0595
Rz=1

2 4 6 8 10
Conc adaos NF , uM

Mediu acid - sol HCI

Y = 0,0303x + 0,049
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sol apoasa
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Spectrul de masa al
dimetilformamidei din libraria
spectrala (sus) si cel experimental,
obtinut din cu detectorul MS al
sistemul gaz-cromatografic.
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Reprezentarea Nyquist a Semnalele obtinute pentru un Semnalelzelzménalitice
spectrelor de impedanta electrod cu MIP. Albastru : g
electrochimica masurate inchis: semnalul initial inainte obtinute cu glec_trozu cu
pentru electrozi acoperiti cu de stabilizare. Albastru MIP pentru diferite soluti
SAM. deschis: semnalele obtinute standard de furaltadona

pentru masuratori separate
de imersare in PBS. Negru,
rosu si verde: semnalele
obtinute pentru electrozi
regenerati prin imersie in
etanol si PBS

Studii preliminare privind dezvoltarea unui senzor pentru analiza rapida a unui al doilea
medicament/metabolit din clasa nitrofuranului (realizat de grupul condus de Dr. Bogdan Bucur, - INCDSB)
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SPECTROMETRIC APPROACH TO INVESTIGATE ANALYTICAL
AND ENVIRONMENTAL ISSUES OF NITROFURANTOIN

Adriana Gheorghe, Sorn Stinigisanu, Mihasla Cheregl and Victor David
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Etapa 4 - Studii preliminare privind dezvoltarea si utilizarea unui al doilea

MIP. Protejarea rezultatelor (faza 2017).

Act 4.1

A.2 - Cercetare Industriala

Denumire activitate:

Studii preliminare privind productia MIP-urilor in instalatie industriala pilot

Partener (P1) — UNIVERSITATEA POLITEHNICA DIN BUCURESTI

Activitati partener:

Studii preliminare privind productia MIP-urilor in instalatie industriala pilot.

Partener (P3) —- COSFEL ACTUAL S.R.L.

Activitati partener:

Studii preliminare privind productia MIP-urilor in instalatie industriala pilot.

Act 4.2 A.2 - Cercetare Industriala (Compararea metodelor analitice dezvoltate)
Coordonator (CO) - UNIVERSITATEA BUCURESTI

Partener (P2) — INSTITUTUL NATIONAL DE CERCETARE DEZVOLTARE PENTRU

STIINTE BIOLOGICE

Partener (P4) - CP MED LABORATORY SRL.

Act 4.3; D.2 - Participare la manifestari tehnico-stiintifice din domenii specifice proiectului (mese
rotunde, workshopuri, simpozioane nationale / internationale, targuri nationale/ internationale).
Partener (P1) — UNIVERSITATEA POLITEHNICA DIN BUCURESTI

Act 4.4 D.3 - Vizite de lucru / schimburi de buna practica (Stagiu international de cercetare pentru
instruirea cercetatorilor).

Act 4.5 C.2 - Protejarea drepturilor de proprietate industriala pentru Cercetare Industriala
(Protejarea si valorificarea rezultatelor).




Parametrii fizici si termodinamici pentru recepturi cu continut diferit de DMF —
calcule efectuate pentru 500 g masa amestec

parametru | um_ | 3a%DMF____| 47% DMF

°C 20 80 20 80
bar 1.0132 1.0132 1.0132 1.0132
Entalpia | MJ/h -4241.3 -4111.2 -4108.79 -3980.96
°C 382.23 382.23 377.26 377.26
e bar 47.84 47.84 48.30 48.30
g/mol 88.16 88.16 81.45 81.45

kg/m?3 101481  955.44 998.60 939.12
m3/h 1.1574 1.2294 1.197 1.2728
ki/kg-K 2.0931 2.244 2.0564 2.206
N-s/m? 0.002064  0.000721  0.001451  0.000604
W/m-K 0.182 0.1652 0.179 0.1627

Tensiunea superficiala N/m 0.0333 0.0268 0.0331 0.0267
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o _ o , Fluxul tehnologic de productie a unor
eSinteza in camp de microunde a polimerilor impregnati molecular . .. .
polimeri impregnati molecular MIPS).
S
eFiltrare )
eUscare la 80°C
Hisclilie eMacinare )
<
eExtractie a materialului impregnant in camp de microunde Variatia fqrmel (.:ampUILH e_Ie_ctrlg al. microundelor de .
) 2,45GHz intr-o incinta de injectie, in absenta respectiv
~, in prezenta unui material absorbant cu volum definit.
eFiltrare —
eCentrifugare
J .
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Gel PIM sub forma de fractii
granulometrice: a) fractia 1...3 mm);
b) fractia mai mica de 1 mm.

Solutii rezultate din ciclurile de extractie in
microunde.

F—a—a—a—F—m—L1
/\/&
/o/v
o
/
100 200 300 400 500 600 700 Parcursul termic al unei etape de extractie in
Timpul, s

camp de microunde.
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Concentratia, mg/m

200 - Variatia concentratiei de furantoina (template) in
100 1 functie de numarul de cicluri de extractie.

1] 1]
Ciclu de extractie

Calcul economic

Pentru calculul pretului per kilogram de PIM, s-a utilizat reteta stabilita.
Pretul materiilor prime utilizate pentru un kg de amestec este de 390,50
euro, in conditiile in care materiile prime sunt achizitionate cu amanuntul.
La acest pret se adauga costurile specifice etapelor de sinteza, uscare,
macinare, extractie si uscare finala.



Act 4.2 A.2 - Cercetare Industriala (Compararea metodelor analitice dezvoltate)

Efectul imersarii in solutie de tampon asupra MIP-ului imobilizat in PVA-Sbq per electrod
screen-printat din aur. Stanga electrod imediat dupa imobilizare. Mijloc electrodul dupa 30
min de imersare se observa o umflare a stratului imobilizat. Dreapta dupa inca 30 de minute
stratul imobilizat este complet dezlipit de pe electrod.

~

0y
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| .
_Si. H | H
T 1
SH ‘ Au electrod ‘l . . L
Reprezentarea schematica a imobilizarii
B) particulelor de MIP in matrice fotopolimerizabila
| OH OH de PVA-Sbq pe electrozi din aur acoperiti cu
O (\S)_H o ‘ Lo oS on strat autoasamblat. A) SAM realizat din 3-
o Shg *HCIHHO HO™ 7 ~OH H H mercaptopropil trim.eto?dgilan 5| B) SAM reglizat
H -CH3OH g : < din 3-mercaptopropil trihidroxisilan obtinut in 2
SH SH | | etape prima fiind hidroliza acida a precursorului.

Au electrod |
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Reprezentarile Niquist pentru electrozi screen-printati
acoperiti cu SAM-uri realizate timp de 15 (albastru),
20 (rosu), 30 (portocaliu) si 50 (negru) minute.

Reprezentarea Niquist a semnalelor analitice analitice
obtinute pentru solutii cu concentratii 0-150 ppm
nitrofurantoina. Semicercul creste cu valoarea concentratiei.

Aceste cercetari au fost efectuate de Partener (P2) — INSTITUTUL NATIONAL DE
CERCETARE DEZVOLTARE PENTRU STIINTE BIOLOGICE
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Aceste cercetari au fost efectuate de Partener (P4) — CP MED LABORATORY SRL
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Curbe de elutie obtinute pentru nitrofurantoina pe adsorbanti notati cu MIP 1 si MIP2.

Imagini microscopie optica a particulelor polimerice MIP1-3 PEGMA.



Imagini SEM ale particulelor SiO,-
vinil (stanga) si SiO,-PVP (dreapta).

CNF nemodificate CNF-PANI
80000 A% Cls 60000 AoTe 10000 - /C']s
Cls 97,35 Cis 77,6
’ Cis i : Cis
Ofs 265 20000 o1s 12,38
Nis 10,02
Analiza XPS a CNF
15000 - 40000 o1s _
o M . .
o 4000 | 3 . 3 nemodicate si CNF-PANI.
2 2 @ S 5000 ’
€ = € 3
3 8 10000 4 3 o
o = © I~
20000 O1s £ 20000 - 2
M 5000 4
04 S Ry M
0 0 T T T T T T 1 0 T T 1
12001000 800 600 400 200 O 205 290 285 280 12001000 800 600 400 200 0 295 290 285 280
Energia legaturii (eV) Energia legaturii (eV) Energia legaturii (eV) Energia legaturii (eV)

Act 4.3; D.2 - Participare la manifestari tehnico-stiintifice din domenii specifice proiectului (mese
rotunde, workshopuri, simpozioane nationale / internationale, targuri nationale/ internationale).
Partener (P1) — UNIVERSITATEA POLITEHNICA DIN BUCURESTI

Activitatile desfasurate de echipa UPB, pe parcursul anului 2017 in cadrul proiectului NITRO-MIP au
avut ca urmatoarele directii:

Dezvoltarea de noi MIP-uri

Studii privind productia MIP-urilor selectate la scala pilot

Diseminarea rezultatelor prin: participarea la conferinte, redactarea de articole si a brevetului




Diseminarea rezultatelor prin: participarea la conferinte, redactarea de articole si a brevetului
Pentru diseminarea rezultatelor echipa UPB a participat in anul 2017 la urmatoarele conferinte
internationale:

Advances On Photocatalysis, AdvPhotoCat-E 2017 The 2nd International Workshop , July 14 and 16,
2017 Technological Educational Institute (TEI) of Crete, Heraklion, Greece.

Au fost prezentate urmatoarele lucrari: “New Type of Conductive Materials Based on Carbon Fibers” si
»,Novel facile method for obtaining CdSe/polyaniline/C60 composite material”

20th Romanian International Conference on Chemistry and Chemical Engineering, Poiana Brasov, 6-9
Septembrie 2017.

A fost prezentata lucrarea: “Supported Cu® nanoparticles catalyst for controlled radical polymerization
reaction and block-copolymer synthesis”.

In a IV-a etapa a fost prevazuta o mobilitate intr-un laborator de cercetare din UE. Deplasarea a fost
realizata de dr. Bogdan Bucur in perioada 07.07.2017-26.07.2017 in laboratorul BAE condus de Prof.
Jean-Louis Marty in cadrul Universitatii Via Dominitia din Perpignan, Franta.

Cererea de brevet :

Edina Rusen; Aurel Diacon; Alexandra Mocanu; Elena Bacalum; Mihaela Cheregi; Victor David, Bogdan
Bucur, Madalina Petruta Bucur, Gabriel Lucian Radu: ,Polimer imprentat molecular obtinut prin
polimerizare in masa pentru nitrofurantoina pentru realizarea de coloane de extractive in faza solida si
senzori electrochimici” cod A10637/12.09.2017.

Articole publicate in reviste cotate ISI raportate la acest proiect (cu < Acknowledgements >) :

1. E. Bacalum, M. Cheregi, Recent analytical applications of fluorinated hydrocarbon-based stationary
phases in HPLC, Journal of Liquid Chromatography and Related Technologies, vol. 40, no. 2, p. 59-68
(2017).

2. E.Caiali, S.C. Moldoveanu, V. David, Comparison of the phase ration for C18 HPLC columns using
three different organic modifiers (metahnol, ethanol and acetontrile) in mobile phase composition,
Revue Roumaine de Chimie, 62 (8-9), p. 629-636 (2017).
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Recent analytical applications of fluorinated hydrocarbon-based stationary
phases in HPLC
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ABSTRACT KEYWORDS
Fluorocarbon stationary phases have taken great advances in recent years in liquid chromatography. Applications; classification;
Numerous studies to elucidate the retention mechanism have been undertaken that concluded the  flucrocarbon silica; retention
retention is driven by a multitude of factors, due to the presence of fluorine atoms in the molecule. Many mechanism; review,
applications in this domain have been described in the literatura so far. Applications for other fields have ~ Stafionary phases

also been published in various original papers for fluorocarbon silica.
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Great advances will be made in explaining the retention
mechanism of perfluorinated stationary phases by the use of
nonchromatographic methods like molecular modeling of
the fluorinated stationary phase, solvents, and compounds
being analyzred.
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RAPORT FINAL

Obiectivele prevazute in cele patru etape ale proiectului au fost indeplinite.
Realizarile proiectului pot fi sistematizate in urmatoarele directii:

Au fost realizate sintezele a doi polimeri de tip MIP, cu proprietati
adsorbante selective fata de furaltadona si nitrofurantoina;

Au fost caracterizati adsorbantii sintetizati prin metode fizice de analiza;
Au fost dezvoltate si optimizate metode spectrometrice UV-VIZ si
cromatografice pentru controlul compusilor studiati;

Au fost studiate proprietatile adsorbante ale polimerilor sintetizati de tip
MIP fata de compusii utilizati ca molecule tipar in imprentarea acestora,
Au fost dezvoltati senzori pentru detectia furaltadonei si nitrofurantoinei
folosind MIP-urile dezvoltate de partenerii P1 si P3;

S-au efectuat studii analitice de concentrare a probelor bazate pe extractie
in faza solida avand ca adsorbant polimeri sintetizati in cadrul acestui
proiect;

S-a efectuat un studiu analitic de determinare a solventilor reziduali din
matricea adsorbantilor prin GC-MS.

Au fost publicate un numar semnficiativ de articole stiintifice in reviste de
specialitate cotate ISI si au fost participari la conferinte nationale si
internationale.



Per global, in cadrul acestui proiect au fost diseminate rezultate
cercetarilor efectuate astfel:

1. Un numar de 8 articole publicate in reviste cotate IS, nationale si
internationale, cum ar fi; Talanta; Analytical Letters; Analytical
Sciences; Environmental Engineering and Management Journal,
Journal of Liguid Chromatography and Related Technologies; Revue
Roumaine de Chimie.

2. O cerere de brevet pentru un polimer imprentat;

3. Un numar de 12 comunicari stiintifice la diverse manifestari
nationale si internationale.

4. Un articol trimis spre publicare la revista RSC Advances.

Colaborarea in cadrul proiectului a fost una utila pentru toti partenerii,
lar implicarea tinerilor in proiect a adus rezultate importante la
dezvoltarea temei, dar si a carierrei profesionale ale acestora.



