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Implementarea proiectului pentru transfer de cunostinte intitulat “Analize fizico-chimice,
materiale nanostructurate si dispozitive pentru aplicatii in domeniul farmaceutic si medical
din Romania”

M. Baibarac

Institutul National de Cercetare-Dezvoltare pentru Fizica Materialelor, Mdgurele, Romdnia

Obiectivul general al proiectului intitulat “Analize fizico-chimice, materiale nanostructurate si dispozitive pentru
aplicatii in domeniul farmaceutic si medical din Roméania”, finantat in cadrul Programului Operational Competitivitate
2014-2020, Axa prioritara 1- Cercetare, Dezvoltare tehnologica si inovare (CDI) in sprijinul competitivitatii economice
si dezvoltarii afacerilor, este realizarea transferului de cunostinte de la Institutul National de Cercetare-Dezvoltare
pentru Fizica Materialelor (INCDFM) la intreprinderile din domeniul economic al sanatatii si industriei farmaceutice
din Romania. O cale prin care poate avea loc transferul de cunostinte de la INCDFM la intreprinderile mici si mijlocii
(IMM-uri) este realizarea unor contracte de cercetare dezvoltare in colaborarea efectiva cu IMM-urile care activeaza in
aria tematica a proiectului, cunoscute sub denumirea de activitati de tip D. in vederea realizarii obiectivului general
mai sus mentionat, trei subcontracte de finantare au fost semnate de INCDFM cu urmatoarele intreprinderi S.C.
Bioelectronic S.R.L, S.C. PRO-VITAM S.R.L. si S.C. SaraPharm Solutions S.R. L.

Principalele obiective ale acestor subcontracte de tip D sunt:

i) realizarea unui senzor pentru detectia acidului folic in vederea evitarii aparitiei defectelor de tub neuronal la noii
nascuti. Acest obiectiv are in vedere realizarea electrozilor bazati pe materiale compozite de tipul nanoparticulelor
de carbon cu un singur perete, cu doi pereti si cu mai multi pereti precum si a oxidului de grafena, functionalizati
cu polipirol dopat cu heteropolianionii H,PMo,,0,, si interfatarea electrozilor cu aparatul care permite detectia
electrochimica a acidului folic in probele de urina;

ii) dezvoltarea unui nou imunosenzor electrochimic bazat pe compozite constand in polimeri conjugati de tipul
polidifenilamina si poli 5-amino-1-naftol si nanoparticule de carbon de tipul oxidului de grafena si a oxidului de
grafena in stare redusa si interactia acestora cu proteina G in vederea detectiei receptorului factorului de crestere
epidermal in plasma umana si a receptorului hormonal pentru stimularea tiroidei;

iii) dezvoltarea a noi structuri polimorfe de azatioprina si folosirea imprastierii Raman si a spectroscopiei IR ca
metode complementare difractiei de raze X in evaluarea polimorfismului acestui medicament si evidentierea a noi
proprietati optice prin absorbtie UV-VIS si fotoluminescenta in vederea imbunatatirii prospectului acestui produs
farmaceutic cu noi informatii privind pastrarea si conditiile de administrare.
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Proprietatile optice ale acidului folic in solutii tampon fosfat

M. Baibarac™, I. Smaranda’, A. Nila', C. Serbschi?

'Institutul National de Cercetare Dezvoltare pentru Fizica Materialelor, Mdgurele, Romdnia (INCDFM)
2Bioelectronic S.R.L., Ploiesti, Romania

Acidul folic este un medicament administrat persoanelor cu deficit de acid folic (AF) in vederea evitarii aparitiei
defectelor de tub neuronal la noii nascuti, in diferite tratamente privind bolile cardiovasculare, boala lui Alzheimer,
cancer, anemie, etc."?.Diferite metode analitice au fost folosite pentru determinarea AF si anume: cromatografia
de lichide de inalta performanta (HPLC)3, tehnicile electrochimice precum voltametria ciclica?, spectroscopia de
absorbtie UV-VIS, fluorescentd® si nu in ultimul rand spectroscopia Raman exaltatd prin plasmoni de suprafatd’. Tn
prezent, putine informatii exista in literatura dedicata proceselor de fotodegradare a medicamentelor, acest proces
in cazul AF fiind studiat doar prin HPLC?®. in aceastd comunicare este demonstrata abilitatea spectroscopiei UV-VIS
si a fotoluminescentei (PL) in monitorizarea proceselor de fotodegradare ale AF in solutii tampon fosfat (TF). Sub
iradierea UV, spectrele de absorbtie UV-VIS ale AF in solutii TF prezinta o scadere graduala a benzii cu maximul la
284 nm simultan cu cresterea benzii localizate in domeniul spectral 320-380 nm. Aceste variatii sunt acompaniate
in cazul spectrelor de PL ale AF de o crestere a intensitatii relative a benzii de emisie situate in domeniul spectral
375-600 nm cu cresterea timpului de iradiere UV pana la 281 min, cand pH-ul solutiei TF este egal cu 6.4 si 5.4. O
dependenta a pozitiei spectrului de excitare PL al AF este raportata cand pH-ul solutiei TF variaza de la 7 la 5.4 si
timpul de iradiere sub lungimea de unda de 500 nm creste pana la 317 min. Aceste schimbari sunt corelate cu formarea
a doi produsi de fotodegradare si anume p-amino benzoil, acid glutamic si 6-carboxi pteridina. Noi demonstram ca
procesele de fotodegradare ale AF in solutii TF nu sunt influentate de prezenta diferitilor excipienti prezenti in
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Fig. 1. Acid folic
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Proprietatile hidrofobe/hidrofile ale nanotuburilor de carbon cu mai multi pereti inainte si
dupa functionalizarea electrochimica cu polipirolul in stare dopata

I. Zgura, M. Baibarac, M. Stroe, A. Nila

Institutul National de Cercetare-Dezvoltare pentru Fizica Materialelor, Mdgurele, Romdénia

Primii pasi in polimerizarea chimica a pirolului, in prezenta acidului fosfomolibdic, au fost facuti incepand cu anii
1995. in anul 2005 s-a acordat o atentie deosebita compozitelor pe baza de polimeri conjugati dopati si nanoparticule
de carbon precum nanotuburile de carbon si grafena. Aceste compozite au aplicatii diverse, in medicina ca senzor
electrochimic pentru determinarea cu precizie a acidului folic' , in reducerea electrocatalitica a nitritilor? si detectia
electrochimica a urmelor de Pb?*.?

Tnacest studiu, atentia se concentreaza pe obtinerea compozitelor prin modificarea conditiilor de sinteza electrochimica,
dar si prin evidentierea lor prin masurarea energiei libere a suprafetei solidului (SFE), folosind metoda Owens-Wendt*
pentru doua lichide de testare (apa si etilen glicol). Aceasta metoda este cel mai universal model care poate fi aplicat
determinarilor SFE ale straturilor polimerice. Acest model ia in considerare interactiunile polare si nepolare si se
bazeaza pe masuratorile unghiului de contact (Figura 1 numai pentru doua lichide standard avand polaritati diferite).
Astfel au fost investigate proprietatile de udare ale nanotuburilor de carbon cu mai multi pereti inainte si dupa
functionalizarea electrochimica cu polipirol in stare dopata.

Compozitele au fost obtinute prin electro-polimerizarea pirolului in prezenta H,PMo,,0,xH,0, prin voltametrie ciclica
utilizand ca electrod de lucru o placuta de aur sau un suport de aur acoperit cu un film cu nanotuburi de carbon cu mai
multi pereti (MWNTs), cu grosimea de 100 nm. Functionalizarea electrochimica a nanotuburilor de carbon cu mai multi
pereti cu polipirolului dopat cu heteropolianionii acidului fosformolibdic a fost evidentiata prin imprastiere Raman si

spectroscopia de absorbtie in infrarosu.
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Fig. 1. Unghiul de contact al apei pe electrodul de lucru:
a) suportul de aur, b) suport de aur acoperit cu filmul de polipirol.

[1] Z. Wang, Q.Han, J. Xia, L. Xia, S. Bi, G. Shi, F. Zhang, Y. Xia, Y. Li, L., J. Electroanal. Chem. 726, 107-111, 2014.
[2] Q. Tang, X. Luo, R. Wen, Anal. Lett., 38, 1445-1456, 2005.

[3] X. Zhu, J. Tong, C. Bian, C. Gao, S. Xia, Micromachines 8, 86, 2017.

[4] D.K. Owens, R.C. Wendt, J. Appl. Polym. Sci. 13, 1741-1747, 1969.
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Aparat electronic teste senzor acid folic
C. Serbschi

Bioelectronic SRL, str. Cercelus, nr. 54, Ploiesti, Roméania

Aparatul a fost conceput pentru teste specifice probelor de laborator. El asigura masurarea sau simularea semnalului
furnizat de senzor si tratarea acestuia din punct de vedere a amplificarii si eliminarea offset. Aparatul este echipat
cu indicatoare ale semnalului de intrare si iesire. Conceptia sa permite efectuarea de teste in laborator pentru
evaluarea semnalului furnizat de senzorul pentru acid folic. Aparatul a fost proiectat si construit conform schemei
bloc prezentate in continuare.

10
4 3
Reglaj Referinta tensiung Afisare semnal Aﬁsia;:irsjmna
ref. semnal simulare senzor max. 199.9mV max. 1999V
1 2 6 8
Intrare semnal | Comutare semnal > Amplificare »] Compensare
senzor senzor-referinta semnal offset
L ] "
Reglaj nivel Reglaj nivel lesire semnal
amplificare offset senzor

Schema aparat

Semnalul furnizat de senzor este aplicat circuitului de intrare 1 si apoi comutatorului pentru selectie semnal intrare
sau referinta simulare semnal 2. La comutatorul 2 este aplicata si referinta 3 care poate fi fixata la valoarea dorita cu
sistemul de reglaj 4. Semnalul selectat este aplicat voltmetrului digital 5 care are cap de scala 199,9 mV, respectiv
rezolutie de 0,1 mV, cat si amplificatorului 6, a carei amplificare poate fi reglata intre 1 si 1.000 prin intermediul
reglajului 7. lesirea amplificatorului 6 este conectata la circuitul pentru eliminare offset 8 cu reglaj nivel compensare
9. Semnalul amplificat si compensat este afisat de voltmetrul digital 10 si la iesirea semnal 11. Voltmetrul are cap de
scald 1,999V cu rezolutie 1 mV. In aceast configuratie aparatul este foarte versatil, intrucat poate simula pe intrare
semnalul furnizat de senzor in vederea stabilirii nivelului dorit de amplificare necesar semnalului de iesire. Deasemenea
daca exista semnal de offset acesta poate fi eliminat, pentru a avea la iesire numai variatia utila a semnalului de
raspuns al senzorului. S-a realizat si cablul de test cu conectori specifici intre senzor si modulul potentiostat. Acesta
va fi folosit pentru viitoarele teste ale senzorului de acid folic.

Vedere generala a aparatului Cablu conectare senzor
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Investigarea interactiunilor non-covalente si covalente intre
proteina G si anticorpii anti-TSH/anti-EGFR
K. Rakosi, Z. A. Jenei, S. N. Fejer

Pro-Vitam SRL, str. Muncitorilor nr. 16, SfGntu Gheorghe, Romdnia

in cadrul proiectului de cercetare colaborativd in parteneriat cu INCDFM Magurele, echipa Pro-Vitam studiaza
interactiunile intre proteina G si doi anticorpi tintd, avand aplicabilitate in asamblarea unor nanosenzori electrochimici,
utili in diagnosticul de laborator. Tn aceasta prezentare raportdm rezultatele unor experimente tip sandwich Elisa, in
care adaugarea proteinei G afecteaza sensibilitatea procedurii, si rezultate de cross-linking, in care anticorpii tinta
sunt legati covalent de microparticule cu proteina G. Rezultatele experimentelor Elisa demonstreaza ca incubarea
cu proteina G a microplacilor care deja contin anticorpi imobilizati pe placa are un efect pozitiv la sensibilitatea
procedurii. Acest efect este probabil datorita orientarii mai optime a anticorpilor imobilizati, cand se afla in interactiune
noncovalenta cu proteina G pe suprafata microplacilor. Efectul este semnificativ, semnalul optic creste cu aproximativ
15%, indiferent de concentratia antigenului. Legatura anticorpilor cu proteina G este atat de puternica incat s-a putut
realiza si un assay Elisa tip ‘double sandwich’, utilizand anticorpi anti-insulina imobilizati pe suprafata, pe care se
leaga proteina G, urmat de anticorpii primeri anti-TSH. Am demonstrat si viabilitatea legarii covalente a anticorpilor
anti-TSH si anti-EGFR de proteina G pentru imobilizare definitiva.
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Figura 1. (a) Efectul aditiei de proteina G n concentratii diferite la microplaci standard cu anticorpi anti-TSH. (b) Principiul
metodelor sandwich Elisa cu sau fara proteina G, si ‘double sandwich Elisa’, in care anticorpii imobilizati sunt diferite de anticorpii
de detectie. (c) Exemplu de experiment Elisa cu proteina G adaugata. (d) Exemplu experiment de cross-linking si imunoprecipitare,
unde se realizeaza eluarea antigenului cu pastrarea anticorpului imobilizat.
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Proprietatile optice ale polidifenilaminei dopate cu heteropolianionii acidului silicotungstic
si a compozitelor sale cu oxidul de grafena in stare redusa

M. Stroe’, M. Baibarac', S.N. Fejer?

'Institutul National de Cercetare Dezvoltare pentru Fizica Materialelor, Magurele, Romania
2Pro-Vitam SRL, str. Muncitorilor nr. 16, Sfantu Gheorghe, Romdnia

Influenta acidului silicotungstic asupra polimerizarii electrochimice a difenilaminei (DPA) in absenta si in prezenta
oxidului de grafena redus (RGO) este raportata in aceasta comunicare. Proprietatile optice ale compozitelor bazate
pe polidifenilamina (PDPA) dopata cu heteropolianionii H,SiW,,0,, si RGO sunt investigate prin imprastiere Raman,
spectroscopie IR si fotoluminescenta (PL). Prezenta RGO induce o deplasare a maximului de oxidare al DPA ca un rezultat
al procesului de functionalizare covalenta a straturilor de grafena cu polimerul in stare dopata. Depunerea PDPA pe
straturile de RGO este confirmata prin studii de imprastiere Raman. Indiferent de concentratia H,SiW,,0,, o deplasare
catre energii mari a benzilor de absorbtie IR de la 910 si 1014 cm™' la 920 si respectiv, 1022 cm™' este raportata ca o
consecinta a compensarii sarcinilor pozitive ale lanturilor macromoleculare ale PDPA cu heteropolianionii H,SiW,,0,.
O crestere a absorbtiei benzilor IR situate in domeniul spectral 750-1050 cm' este raportata a fi acompaniata de o
scadere a intensitatii relative a benzilor de PL ale PDPA si compozitelor sale cu RGO pe masura cresterii concentratiei
de H,SiW,,0 in prezenta RGO este raportata o schimbare a profilului spectrelor de PL ale PDPA.

12740°

(H3SiW1,040) (H3S81W1,04p)

Figura 1. Structura moleculara a compozitului RGO functionalizat covalent cu PDPA dopat cu heteropolianionii H,SiW,0,,
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Noi pseudo-polimorfi izomorfi ai Azatioprinei:
obtinerea, caracterizarea structurala si stabilitatea termica

D. Gherca, D. Samohvalov

SC Sara Pharm Solutions S.R.L., 266-268 Calea Rahovei, 050912, Bucuresti, Romania

Abilitatea unui compus de a exista in mai mult de o forma cristalina este cunoscuta sub denumirea de polimorfism.
Acest fenomen este rezultatul diferentelor ce apar in aranjamentul de impachetare si/sau conformatiei moleculare
in anumite conditii fizico-chimice (temperatura, presiune, mediu chimic). Este cunoscut faptul ca diferite forme
cristaline polimorfe ale aceluiasi compus prezinta proprietati fizice si chimice diferite. Aceste forme cristaline
sunt interesante si pot fi utilizate in formularea medicamentelor datorita proprietatilor fizico-chimice care le
diferentiaza cum ar fi stabilitate termodinamica, solubilitate, biodisponibilitate, procesabilitate, viteza de dizolvare,
higroscopicitate, si stabilitate termica. Prezentul studiu cuprinde (i) aplicarea si descrierea diferitelor tehnici de
cristalizare, atat sub control cinetic cat si sub control termodinamic ce conduc la obtinerea de forme cristaline
polimorfe ale azatioprinei (solvati cu DMSO, DMF, NMP si DMA), (ii) caracterizarea structurala prin difractie de raze X
pe monocristal si pudra (SC-XRPD), precum si (iii) studii de stabilitate termica prin analiza termogravimetrica (TGA/
DSC) pentru a rationaliza si intelege obtinerea pseudo-polimorfilor si tranzitiilor de faza ce au loc in timpul procesului
de desolvatare. Difractogramele experimentale obtinute in urma analizei XRPD, pentru cei patru pseudo-polimorfi,
sunt asemanatoare, mici diferente apar in ceea ce priveste atat pozitiile maximelor de difractie cat si intesitatea
acestora. Conform analizei de raze X pe monocristal, toti cei patru pseudo-polimorfi cristalizeaza in grupul de simetrie
monoclinic P21/c iar structura cristalina este de tip ,,channel-like”. Studiile de desolvatare realizate in conditiile de
temperatura convenabil alese pentru fiecare pseudo-polimorf conduc la obtinerea formei termodinamice stabile a
azatioprinei.
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Figura 1. Difractogramele corespunzatoare celor patru pseudo-polimorfi izomorfi ai Azatioprinei tip core-shell pe baza de Mg si Ni.

[1] H. J. McCrone, J. Pharm. Sci., 58, 8, 1969
[2] B.Rodriguez-Spong, Adv. Drug Deliv. Rev., 56, 3, 2004
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Aplicarea strategiilor alternative de elucidare a structurii cristaline si rolul lor in polimorfism
D. Samohvalov, D. Gherca

SC Sara Pharm Solutions S.R.L., 266-268 Calea Rahovei, 050912, Bucuresti, Romania

Metoda preferata de difractie de raze-X pentru determinarea structurii complete a unei substante este difractia de
raze-X pe monocristal (SC-XRD), fiind metoda ,,de aur” folosita pe larg in cercetare. in ultima perioada, din ce in
ce mai des se pune accent pe metodele alternative de determinare a structurii moleculare (e.g. XRPD, DFT, RMN),
si anume in cazurile in care metodele de cristalizare genereaza probe policristaline. Una dintre metodele care vine
in intampinarea rezolvarii acestei probleme este difractia de raze-X pe pulbere (PXRD)'. Tn aceasta prezentare va fi
raportata rezolvarea structurii unui principiu activ pe baza difractiei de raze-X pe pulbere (PXRD). Ca obiect de studiu
al acestei prezentari serveste un nou polimorf al Azatioprinei (IMURAN®) - un principiu activ foarte cunoscut si pe larg
utilizat in scopul prevenirii respingerii organelor transplantate, bolilor autoimune, etc?. Software-ul folosit pentru
modelarea structurii de difractie de raze X pe pulbere a fost Material studio (MS). Maximele de difractie pe pulbere
au fost indexate pentru a determina parametrii celulei elementare, iar procedura de rafinare Pawley? a fost utilizata
pentru a determina grupul de spatiu folosind modulul Reflex al pachetului MS. Geometria moleculei azatioprinei a fost
optimizata utilizand modulul de calcul Forcite* al software-ului MS. Structura cristalina a formei Il a azatioprinei din
datele PXRD a fost rezolvata utilizand acelasi modul Reflex prin aplicarea a 10 grade de libertate moleculei optimizate.
Solutia finala a structurii a fost imbunatatita utilizand procedura de rafinare Rietvield ca functie in modulul Reflex al
software-ului MS.
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Figura 1. Stanga:Rafinamentul final Rietvield a Forma Il a Azatioprinei (rosu - date experimentale; negru - date calculate; albastru
- diferenta dintre datele experimentale si cele calculate, marcaje verzi -indici Miller); Dreapta: Celula elementara a azatioprinei
Forma Il

[1] N. Chieng, T. Rades, J. Aaltonen, J. Pharm. Biomed. Anal., 55, 618, 2011;

[2] a) J. E. Axelrad, S. Lichtiger, V. Yajnik, World J. Gastroenterol., 22 (20), 4794, 2016;
b) A. A. Patel, R. A. Swerlick, C. O. McCall, J. Am. Acad. Dermatol., 55, 369, 2006;
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Azatioprina este un medicament imunosupresiv administrat pacientilor diagnosticati cu colita ulcerativa, artrita
reumatoida, leucemie, scleroza multipla si in cazul transplantului de rinichi, inima, ficat in vederea prevenirii
respingerii organului in etapa post-operatorie.’234 Utilizarea azatioprinei in tratamentele aferente diferitelor afectiuni
medicale este limitata ca o consecinta a toxicitatii sale, motiv pentru care au fost dezvoltate mai multe metode de
detectie cum ar fi cromatografia de lichide de inalta performanta (HPLC)® , rezonanta magnetica nucleara ('H NMR)®,
voltametria ciclicd’, spectroscopia IR? si spectroscopia Raman+. In ciuda acestui progres, putine informatii exista
despre proprietatile optice ale azatioprinei. De aceea, in prezenta comunicare vor fi evidentiate: i) proprietatile
vibrationale ale azatioprinei depuse ca filme subtiri pe suporti rugosi de Au, utilizand spectroscopia Raman exaltata
prin plasmoni de suprafata (surface enhanced Raman scattering - SERS) si spectroscopia de absorbtie IR exaltata prin
plasmoni de suprafata (surface enhanced infrared absorption spectroscopy - SEIRA); ii) proprietatile fotoluminescente
(PL) ale azatioprinei, iii) proprietatile structurale via difractia de raze X si iv) influenta iradierii UV asupra spectrelor
de excitare a fotoluminescentei (PLE) si de PL ale azatioprinei.

a) b) <)

Figura 1. Azatioprina - de la stanga la dreapta sunt prezentate formula chimica (a), o tableta preparata in absenta excipi-
entilor (b) si o tableta preparata in prezenta excipientilor (c)
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