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Substantele bioactive sub forma solida sunt initial analizate prin
difractie de raze X pe pulberi, cu scopul de a obtine
difractograma compusului. Difractograma ofera informatii asupra
cristalinitatii compusului investigat.

Proba solida este ulterior supusa experimentelor de solubilitate si
cristalizare in Laboratorul de cristalizare si polimorfism. Initial,
aceste experimente se efectueaza in regim high-throughput la
scala mica si toate probele rezultate sunt din nou analizate prin
difractie de raze X pentru a identifica formele solide noi
generate de conditiile experimentale diferite (metode de
cristalizare, solventi/antisolventi, temperaturd).

in cazul identificarii de forme solide noi, acestea urmeaza a fi
preparate la scala mare cu scopul de a obtine cantitati suficiente
pentru caracterizarea lor structurala completa.

Determinarea structurii cristaline a formelor solide noi se
efectueaza printr-o abordare de tip cristalografie RMN.

Difractia de raze X pe pulberi/monocristale genereaza o solutie
structurald care este imbunatatita prin modelare moleculara. Tn
paralel, rezonanta magnetica nucleara efectuata pe probele
solide confirma acuratetea determinarii structurii cristaline prin
difractie de raze X si modelare moleculara. Rezultatul
cristalografiei RMN este o solutie structurala determinata cu un
nalt grad de precizie.

Pentru caracterizarea completa a formelor solide noi, se
efectueaza complementar analize termice, spectroscopie in
infrarosu si testarea unor proprietati importante pentru produsele
farmaceutice, si anume determinarea vitezei de dizolvare si
evaluarea stabilitatii in diferite conditii de temperatura si
umiditate.

Servicii de obtinere si caracterizare a
compusilor bioactivi

PROBA SOLIDA

Difractie de raze X pe pulberi

Laborator de cristalizare si polimorfism

Experimente high-throughput

S Scala mare
la scala mica

Difractie de raze X de identificare
de forme solide noi

Determinarea structurii cristaline prin
cristalografie RMN

Difractie de raze X pe

: : RMN in faza solida
pulberi/monocristale

Modelare moleculara

Caracterizare completa prin

DSC/TG FTIR vitezade oo piitate

dizolvare

Servicii
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Difractie de raze X

Cuvinte cheie: analiza structurala pe solide, difractie de
raze X pe pulberi si pe monocristale, structura cristalina

DESCRIERE

Difractia de raze X este o tehnica analitica de
caracterizare a materialelor solide, organice sau
anorganice, intensitatile de difractie fiind generate in urma
interactiunilor radiatiilor X cu electronii atomilor din retea.

In functie de modul in care se prezinta compusii pe care
dorim s&-i investigam, apelam la difractia pe pulberi
cristaline sau la difractia de raze X pe monocristale.
Informatile extrase prin cele doua tehnici difractometrice
sunt utilizate pentru caracterizarea structurala a retelei
cristaline.

Un avantaj important al difractiei de raze X este
rapiditatea obtinerii de informatii, metoda este
nedistructiva si necesita o cantitate mica de proba.
Informatiile extrase din difractogramele de raze X pe
pulberi sunt:

Expertiza

[ Analiza calitativa de faze cristaline: se bazeaza pe
faptul ca fiecare faza cristalina are o difractograma
specifica

[ Analiza de faze cantitative: daca intr-o proba avem
mai multe faze, in functie de numarul si intensitatea
liniilor de difractie se poate stabili valoarea
procentuala a fiecarei faze identificata in proba
examinata

[ Analiza microstructurala: determinarea
dimensiunilor cristalitelor, a tensiunilor din retea si a
probabilitatilor de defecte

I Determinarea gradului de cristalinitate: rezulta din
raportul dintre aria maximelor de difractie si aria
totala care include atat maximele de difractie, cat si
aria halourilor fazei amorfe

I Determinarea structurii cristaline din pulberi

In cazul difractiei de raze X pe monocristal se obtine
structura cristalina a compusului investigat.

APLICATII

Domenii de aplicabilitate: cercetare-dezvoltare,
optimizare de produse industriale, verificarea puritatii si
detectia de impuritati, evaluarea stabilitatii la diferite
conditii de mediu etc.

Sisteme:

i. compusi cristalini organici si anorganici: compusi
bioactivi naturali si de sinteza, sisteme
(bio)moleculare care pot fi cristalizate, structuri
metal-organice, minerale

ii. materiale amorfe: polimeri, biopolimeri si compozite

Difractometru de raze X Rigaku SmartLab

polimerice, grafene si compozite pe baza de grafene,
sticle, materiale ceramice si compozite ale acestora

Industrii: industria farmaceutica, industria suplimentelor
alimentare, dispozitive medicale, industria chimica, mediu
/ depoluare, sanatate - nanomedicina

INFRASTRUCTURA

Laboratorul de difractie de raze X este dotat cu trei
difractometre:

i. Bruker D8 Advance: este utilizat pentru
masuratorile de pulberi; este echipat cu un
monocromator de Ge (111) plasat in fasciculul
incident si un detector ultrarapid de tipul LYNXEYE;
colectarea difractogramelor se efectueaza in
geometria Bragg-Brentano varianta in reflexie

ii. Rigaku SmartLab: echipat cu anod rotativ de 9 kW,
goniometru 8-0 de rezolutie mare, se pot inregistra
masuratori in reflexie si in modul de transmisie.
Alaturi de pulberi, cu acest difractometru se pot
efectua si masuratori de filme subtiri

iii. Oxford SuperNova: este dotat cu doua microsurse
(Cu, Mo), un detector CCD de inalta performanta,
echipat cu un Cryojet care permite efectuarea de
masuratori in intervalul de temperatura 90+490 K,
este utilizat pentru masuratori de monocristale

.z ¢t . JTER] WS

Difractometru de raze X pentru monocristale
Oxford SuperNova

Selectarea si montarea monocristalelor

Difractie de raze X
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APLICATII UZUALE - EXEMPLE:

Compusi bioactivi de sinteza sau naturali:

I Detectarea impuritatilor (peste 5%): impuritati
chimice prezente in materia prima sau forme
cristaline nedorite aparute pe durata stocarii

I Determinarea structurii cristaline: prin difractie de
raze X pe monocristale sau prin cristalografie RMN
datele experimentale de difractie de raze X pe
pulberi sunt utilizate in combinatie cu rezultatele
obtinute prin rezonanta magnetica pe solid si
modelari moleculare prin calcule de chimie cuantica

[ Studii de stabilitate: se pot realiza atat pentru
produsul finit (tableta/capsuld), cat si pentru
substanta bioactiva; studiile de stabilitate constau in
identificarea modificarilor structurale care pot
aparea in timpul stocarii la diferite conditii de mediu
sau in urma procesului de desolvare

Materiale dentare: se pot efectua identificari de faze
cristaline si calcul de dimensiuni de cristalite pentru
modificarile care apar in structura dintelui in urma
expunerii acestuia la diferite materiale dentare (modificari
structurale ale hidroxiapatitei sau fluoroapatitei din
compozitia smaltului)

Caracterizarea structurald a filmelor subtiri: in cazul
filmelor subtiri, prin efectuarea de experimente de
reflectivitate, Rocking curve si mapare in spatiu reciproc,
figuri de pol, difractie la incidenta razanta se pot extrage
urmatoarele informatii: compozitie, orientare/textura,
tensiunea din retea, grosime, rugozitate

Caracterizarea structurala prin difractie de raze X la
unghiuri mici (SAXS). Acest tip de masuratoare se poate
realiza pe probe sub forma de pudra sau suspensie. Prin
analiza datelor obtinute in urma unei masuratori de tip
SAXS se pot obtine informatii despre dimensiunea
particulelor si distributia acestora

AVANTAJE

= INCDTIM ofera servicii CDI bazate pe difractie de raze X,
utilizata independent sau in combinatie cu alte tehnici
analitice complementare, care acopera aproape toata
gama de aplicatii practice

< Tnainte de incheierea unei relatii contractuale oferim
consultanta pentru a defini cat mai exact nevoile
clientului / partenerului si, in caz ca sunt necesare,
efectuam teste preliminare gratuite

= Dotarile existente (cele trei difractometre) ne permit
abordarea metodelor de difractie utilizate in practica
curenta, ele fiind deja implementate in cadrul
laboratorului nostru

= Dispunem de personal specializat, capabil sa acopere
toate etapele unei colaborari contractuale: definirea
problemei care va trebui solutionata, designul
experimental, colectarea datelor, interpretarea
rezultatelor si corelarea lor cu alte informatii
complementare, daca este cazul

COSTURI ESTIMATIVE

Costul total al serviciilor CDI bazate pe difractie de raze
X este format din doua componente:

/ timpul de utilizare a difractometrului, care include
consumabilele si uzura: 25 lei/ora

/ manopera, care include cheltuielile de personal si pe
cele indirecte asociate cu operatiunile de preparare
a probelor, analiza si interpretarea rezultatelor,
elaborarea raportului de analiza / cercetare:
negociabil, in functie de gradul de complexitate a
studiului.

CONTACT

Dr. Maria Miclaus

Cercetator stiintific Ill

Departamentul de Fizica Moleculara si
Biomolecularg, B2.06

© (+4)0264-584037, int 164, 206

® maria.miclaus@itim-cj.ro
@ www.itim-cj.ro

Difractie de raze X
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Laborator de cristalizare
si polimorfism

Profil de
solubilitate

i polimorf

Obtinerea formelor solide ale
compusilor bioactivi prin
cristalizare high-throughput la
scala mica

S > 20 mg/ml

Cristalizare s

o) \
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S<10 mg/™

Cuvinte cheie: forme solide, polimorfi, cristalizare,

high-throughput Selectare Selectare

solventi coformeri

Selectarea metodelor de
cristalizare

polimorfi solvati cocristale saruri

Etapele procesului de de selectie a metodelor de
cristalizare in functie de solubilitatea compusului

n Laboratorul de Cristalizare si Polimorfism se
realizeaza screeningul de forme solide noi cu tehnici de
cristalizare n regim high-throughput (paralel). Acestea
ofera posibilitatea aplicarii unei game variate de metode
de cristalizare care sa asigure diversitatea experimentala
necesara. Astfel creste mult probabilitatea obtinerii de
forme solide stabile, cu proprietati fizico-chimice optime
pentru procesul de dezvoltare al medicamentului final.

Zinsser Crissy Light XL - platforma de cristalizare
paraleld in regim high-throughput la scala micd

Etape principale ale screeningului de forme solide sunt:

I determinarea profilului de solubilitate — este
importanta atat pentru designul experimentelor de
cristalizare paralela, cat si pentru scalarea procesului
de obtinere a formei solide optime.

Expertiza

[ selectarea solventilor de cristalizare — se
urmareste popularea domeniilor de solubilitate,
tinand cont de proprietatile substantei bioactive si de
proprietatile solventilor.

I selectarea coformerilor pentru obtinerea de
cocristale sau sdruri — se are in vedere: natura
chimica a substantei bioactive, afinitatea chimica a
coformerilor, toxicitatea coformerilor
(acceptabilitatea farmacologica)

CONTACT

Dr. Irina KACSO

I selectarea metodelor de cristalizare — se tine cont
de compatibilitatea solventilor cu particularitatile
metodelor de cristalizare, cantitatea de
substanta/solvent necesara, durata experimentului

Cercetator stiintific Ill

Departamentul de Fizica Moleculara si
Biomoleculard, C1.04

© (+4)0264-584037,int 221, 214

® irina.kacso@itim-cj.ro

Expertiza grupului de cercetare a fost dobandita in cadrul @ wawtim-ci o

unui proiect finantat prin fonduri europene, care a permis
obtinerea unui numar mare de forme solide, stabile si cu

solubilitate imbunatatita. Dr. loana GROSU

Cercetator stiintific Ill

Departamentul de Fizica Moleculara si
Biomoleculara, B2.07

© (+4)0264-584037, int 164

® ioana.grosu@itim-cj.ro

® www.itim-cj.ro

n urma unui studiu sistematic de inginerie cristalina a
compusului Ketoconazol in vederea imbunatatirii
solubilitatii acestuia, am obtinut rezultate spectaculoase in
cazul unei serii de sisteme cristaline binare cu acizi
dicarboxilici. Dintre acestea, sarea Acidului oxalic cu
Ketoconazol si cocristalul Ketoconazol - Acid fumaric au o
solubilitate de 50 de ori, respectiv de peste 100 de ori mai
mare decat Ketoconazolul.

Memmert HCP10 - camerd climaticd de temperaturd
si umiditate ridicatd
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Determinarea structurii
cristaline a compusilor

bioactivi prin
cristalografie RMN

Cuvinte cheie: structura cristalina, difractie de raze X,
cristalografie RMN, modelare moleculara

Cu expertiza si infrastructura de care dispunem in prezent
putem determina structura cristalina indiferent de natura
probei: monocristal sau pulbere policristalina. Oferim
solutii adaptate la particularitatile structurale si la
calitatea probei de analizat. Acestea se bazeaza pe
combinarea optima a trei tehnici experimentale
complementare, care garanteaza o precizie maxim posibila
pentru structura cristalina pe care o furnizam:

/ Difractia de raze X pe monocristal, prin care se
determina cu un nivel foarte inalt de precizie
sistemul cristalografic, parametrii celulei elementare,
grupul spatial si pozitiile atomilor in celula
elementara

/ Difractia de raze X pe pulberi reprezinta alternativa
in cazurile in care substanta nu formeaza
monocristale. Solutia structurala se obtine cu un nivel
de incredere relativ bun, insa metoda are si limitari:
precizia depinde de gradul de cristalinitate al pulberii
si de complexitatea moleculelor din sistem, iar
pozitiile atomilor de hidrogen nu pot fi determinate

/ Cristalografia RMN, combina difractia de raze X pe
pulberi, spectroscopia RMN pe solide si modelarea
moleculara cu scopul de a compensa limitarile
specifice difractiei. Pe acest segment dispunem de o
gama larga de tehnici RMN pe solide si metode de
modelare moleculara performante, care ne permit o
abordare flexibila a fiecarei probleme de determinare
structurala in parte. Prin abordarea de tip
cristalografie RMN, putem furniza in final solutii
structurale cu un Tnalt grad de rafinare si putem
determina inclusiv pozitiile atomilor de hidrogen. in
conditii favorabile, precizia se poate apropia de cea
specifica difractiei de raze X pe monocristal

Expertiza noastra a fost dobandita in cadrul unor proiecte
finantate prin fonduri europene/nationale si si-a gasit
aplicabilitate in domeniul farmaceutic.

Au fost determinate structuri ale unor compusi bioactivi de

complexitate variata, in functie de de numarul gradelor de
libertate rafinate, reteaua legaturilor de hidrogen formate
si existenta delocalizarii unor atomi din structura. Dintre
structurile cu dificultate ridicata rezolvate prin
cristalografie RMN mentionam:

[ Lisinopril dihidrat, un compus cu un numar mare de
grade de libertate si o retea complexa de legaturi de
hidrogen: structura cristalina a fost determinata cu
precizie apropiata de cea raportata la scurt timp prin
difractie de raze X pe monocristal (RMSD = 0.01 A
intre cele doua structuri, relativ la toti cei 66 de
atomi din unitatea asimetrica)

I Quercetina: am rezolvat structurile pentru 4 dintre
formele ei solide cunoscute si am demonstrat rolul
legaturilor de hidrogen in formarea de solvati stabili

PUBLICATII:
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pulbere

RMN
in faza solida

Difractie de Difractie de
raze X pe raze X pe
pulberi monocristal

Spectre RMN BC, N, 'H
0 deplasari chimice masurate
0 cristalinitate si puritate polimorfica
0 numar molecule din unitatea asimetrica
0 dezordine statica sau dinamica
¢ informatii privind starea de ionizare

mai multe
solutii
structurale

o solutie
structurala

Validarea solutiei structurale

prin compararea datelor
experimentale cu cele calculate

structuri cristaline optimizate
deplasari chimice calculate

modelare
moleculara

Etapele procesului de determinare a structurii cristaline

Cristalografie RMN
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Spectroscopie RMN pe

solide

Cuvinte cheie: Rezonantd Magneticd Nucleard, RMN,
solide, structurd

DESCRIERE

Spectroscopia de Rezonanta Magnetica Nucleara pe
solide (RMN-s) este o tehnica analitica de caracterizare a
materialelor organice sau anorganice, semnalul fiind
generat de specii atomice cu moment magnetic nuclear
diferit de zero.

Nucleele cel mai des studiate in cazul compusilor organici
sunt 3C, "N, "H, 2H, *F, »Na, 3P, 70, iar in cazul
materialelor anorganice ¢7Li, "B, #Si, Al, 3'P, 33S.
Informatiile extrase din spectre RMN-s sunt utilizate pentru
caracterizarea structurala locala, la scala atomica, si a
dinamicii moleculare, la o scala de timp extinsa peste zece
ordine de marime (intre 10°-1s).

Un avantaj important al spectroscopiei RMN-s este
versatilitatea, deoarece exista in practica curenta un
numar foarte mare de conditii experimentale diferite care
pot fi aplicate pentru a extrage informatiile dorite, si
anume:

Expertiza

I Informatii primare precum structura chimica/
identificarea de grupari structurale se extrag din
spectre RMN-s 1D simple - acestea nu necesita
eforturi deosebite de calibrare a secventelor de
pulsuri utilizate; in functie de complexitatea

sistemului investigat, interpretarea rezultatelor este
imediata, sau poate necesita combinarea cu modelari

moleculare

[ Pentru a obtine informatii mai complexe precum
conectivitatile dintre unitati structurale sau
parametri spatiali locali (cum ar fi distante

interatomice, unghiuri de torsiune etc.) este necesara

nregistrarea de spectre RMN-s de corelatie 2D/3D
intre speciile nucleare de interes; pentru aceasta,

exista dezvoltate o varietate foarte mare de metode

experimentale (secvente de pulsuri), optimizate
pentru a obtine parametrii doriti cu selectivitate si
precizia maxima posibila. Cu cateva exceptii,
inregistrarea spectrelor RMN-s de corelatie necesita
marcare izotopica a pozitiilor de interes.

Laboratorul de spectroscopie RMN. Spectrometrul RMN
Bruker Avance Il 500 MHz, dedicat aplicatiilor pe solide

APLICATII INFRASTRUCTURA

Domenii de aplicabilitate: cercetare-dezvoltare,
optimizare de procese/produse industriale, controlul
calitatii: detectia de impuritati, stabilitatea la diferite
conditii de mediu etc.

Sisteme:

i. compusi cristalini organici si anorganici: compusi
farmaceutic activi, compusi activi naturali din
extracte, sisteme (bio)moleculare care pot fi
cristalizate, structuri metal-organice, minerale

ii. materiale amorfe: polimeri, biopolimeri si
compozite polimerice, grafene si compozite pe baza
de grafene, sticle, materiale ceramice si compozite
ale acestora

iii. nanosisteme: nanoparticule decorate si/sau
functionalizate, materiale hibride nanostructurate

Industrii: industria farmaceutica, industria suplimentelor
alimentare, dispozitive medicale, industria chimica,
mediu/depoluare, industria agroalimentara, sanatate-
nanomedicina

Introducerea probei (pulbere) in rotor

Laboratorul de spectroscopie RMN este dotat cu un
spectromentru Bruker Avance Il de 500 MHz, dedicat
aplicatiilor pe solide. Are in componenta un crio-magnet
de tip wide bore, trei canale de radiofrecventa si este
echipat cu trei capete de proba, care acopera aproape
intreaga gama de aplicatii ale spectroscopiei RMN de inalta
rezolutie pe solide:

i. cap de proba de tip CP-MAS pe doud canale, rotor
de 4 mm si frecventa maxima de rotatie a probei de
15 kHz

ii. cap de proba de tip CP-MAS pe trei canale, rotor de
2.5 mm si frecventa maxima de rotatie a probei de
35 kHz; cap de proba de tip ultra-fast MAS pe doua
canale, rotor de 1.3 mm si frecventa maxima de
rotatie a probei de 65 kHz.

g

>d RMN pe probe

Spectroscopie RMN s



AVANTAJE COSTURI ESTIMATIVE

= INCDTIM ofera servicii CDI bazate pe spectroscopia
RMN-s, utilizata de sine statator sau in combinatie cu

Costul total al serviciilor CDI bazate pe spectroscopia
RMN-s este format din doua componente:

14

APLICATII UZUALE - EXEMPLE:

Determinarea puritatii compusilor
farmaceutici bioactivi de sinteza sau

naturali. se potate detecta cu un nivel inalt de
precizie, in conditii favorabile < 1%, prezenta oricarui tip
de impuritati in masa substantei bioactive, de exemplu,
impuritati chimice prezente in materia prima, rest de
solvent ramas din procesul de productie, sau forme
cristaline nedorite aparute pe durata stocarii.

Determinarea structurii cristaline
pentru compusi farmaceutici bioactivi

de sinteza sau naturali. se poate realiza
printr-o abordare de tip ,,cristalografie RMN”, in cadrul
careia datele experimentale RMN-s sunt utilizate in
combinatie cu rezultatele obtinute prin difractie de raze
X, pe pulbere sau monocristal, si cu modelari
moleculare prin calcule de chimie cuantica. Avantajul
metodei, comparativ cu determinarea structurii
cristaline exclusiv pe baza datelor de difractie de raze
X, este dat de cresterea nivelului de incredere si a
gradului de precizie cu care este furnizat modelul

Studii de stabilitate pentru produse

farmaceutice cu administrare orald. se
pot realiza atat pe produsul finit (tableta/capsula), cat
si pe substanta bioactiva din medicament. in esent3, ele
constau in identificarea modificarilor structurale care
pot aparea ca urmare a interactiunilor dintre substanta
activa si excipienti, a stocarii indelungate (prin actiunea
factorilor de mediu), a procesului de desolvatare etc.
Spre deosebire de tehnicile uzuale, raze X si DSC,
spectroscopia RMN-s este mai sensibila deoarece
detecteaza modificarile incipiente, care nu afecteaza
intreaga masa a substantei.

Caracterizarea structuralda a
materialelor/compozitelor pe baza de

polimeri. Se poate acoperi o plaja foarte mare de
materiale, de la cele clasice la sisteme nanostructurate.
Pentru fiecare tip de sistem polimeric, spectroscopia
RMN-s este un instrument util atat in faza dezvoltarii de
produs/material nou, cat si pentru controlul calitatii
materialelor/produselor existente. Primul tip de aplicatii

150 100

3 "°C [ppm]

Spectrul 3C RMN-s caracteristic al unei molecule organice de interes farmaceutic (ethoxzolamida)

alte tehnici analitice complementare, care acopera
aproape toata gama de aplicatii practice

- Inainte de incheierea unei relatii contractuale oferim

consultanta pentru a defini cat mai exact nevoile
clientului/partenerului si, in caz ca sunt necesare,
efectuam teste preliminare gratuite

= Dotarile existente ne permit sa abordam cea mai mare

parte dintre metodele RMN-s utilizate in practica
curenta, multe dintre ele fiind deja implementate in
cadrul laboratorului nostru

= Dispunem de personal specializat in centre de cercetare

de mare prestigiu din strainatate, capabil sa acopere cu
cel mai Tnalt profesionalism toate etapele unei
colaborari contractuale: definirea problemei care va
trebui solutionatd, designul experimental, colectarea
datelor, interpretarea rezultatelor si corelarea lor cu
alte informatii complementare, daca este necesara

“ La cerere, oferim si posibilitatea marcarii izotopice cu

1C, N si 2H

J timpul de utilizare a spectrometrului, care include
consumabilele si uzura: 50 lei/ora

/ manopera, care include cheltuielile de personal si pe
cele indirecte asociate cu operatiunile de preparare a
probelor, analiza si interpretarea rezultatelor,
elaborarea raportului de analiza/cercetare:
negociabil, in functie de gradul de complexitate a
studiului.
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