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POPIS KRATICA

ACN acetonitril

AIBN 2,2'-azobis (2-metil-propionitril)

b konstanta koja se odnosi na povrsinsku energiju sorpcijskog procesa

C debljina grani¢nog sloja

Ce ravnotezna koncentracija

Co pocetna koncentracija

DAD detektor s nizom dioda, engl. diode array detector

DMSO dimetil sulfoksid

DSPE disperzivna ekstrakcija ¢vrstom fazom, engl. dispersive solid-phase extraction

EGDMA etilen glikol dimetakrilat
FTIR infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama, engl. Fourier-

transform infrared spectroscopy

FUR furosemid

GC plinska kromatografija, engl. gas chromatography

HPLC tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti, engl. high-performance
liquid chromatography

IF faktor otiskivanja

ki konstanta brzine

k> konstanta brzine pseudo-drugog reda

Kq koeficijent raspodjele

Kr Freundlichova konstanta koja predstavlja kapacitet sorpcije

kmip koeficijent selektivnosti MIP-a

knip koeficijent selektivnosti NIP-a

Ky konstanta brzine

LID lidokain

m masa

MAA metakrilna kiselina

MeOH metanol

MIP polimer s otiskom molekule, engl. molecularly imprinted polymer

MQ ultracista voda

MSPD disperzija ¢vrste faze matriksa, engl. matrix solid phase extraction

MSPE magnetska ekstrakcija na ¢vrstoj fazi, engl. magnetic solid phase extraction
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SEM
SMETH
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SPE
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polimer bez otiska molekule, engl. non-molecularly imprinted polymer
intenzitet sorpcije ili heterogenost povrsine

prokain

planarna ekstrakcija na ¢vrstoj fazi, engl. planar solid phase extraction
prijenos faze-Cvrsta faza, engl. phase transfer-solid phase

sorpcijski kapacitet

ravnotezni sorpcijski kapacitet

koli¢ina sorbiranog analita u vremenu ¢

koeficijent determinacije

relativno standardno odstupanje

ekstrakcija mijeSalom, engl. stir-bar sorptive extraction

pretrazni elektornski mikroskop, engl. scanning electron microscope
sulfametazin

sulfametoksazol

ekstrakcija ¢vrstom fazom, engl. solid-phase extraction
mikroekstrakcija ¢vrstom fazom, engl. solid phase microextraction
tankoslojna kromatografija, engl. thin-layer chromatography
torasemid

volumen otopine

stopa uklanjanja
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1. UVOD



Uvod

Intenzivni napredak farmaceutske industrije tijekom posljednjih desetlje¢a donio je brojne
koristi za javno zdravstvo i kvalitetu zivota. Medutim, sve intenzivnija i sveprisutnija primjena
farmaceutskih proizvoda rezultirala je njihovim ucestalim otpuStanjem u okolis. Ostaci
lijekova, poput antibiotika, diuretika i anestetika, sve se ¢eS¢e detektiraju u povrsinskim i
otpadnim vodama, gdje zbog svoje kemijske stabilnosti i bioloSke aktivnosti mogu predstavljati

dugoro¢ni rizik za vodene ekosustave 1 ljudsko zdravlje.

wev o .

Konvencionalne metode procis¢avanja otpadnih voda pokazale su se nedovoljno u¢inkovitima
za uklanjanje farmaceutika prisutnih u tragovima, ¢ime se naglasava potreba za razvojem
selektivnih 1 pouzdanih tehnologija. U tom kontekstu, osobitu paznju privla¢e polimeri s
otiskom molekula, MIP, sintetski materijali dizajnirani za specificno prepoznavanje i vezanje
ciljane molekule zahvaljujuéi prisutnosti veznih mjesta oblikovanih prema strukturi odredene

tvari.

Zahvaljujuéi visokoj selektivnosti, kemijskoj i mehanickoj stabilnosti te jednostavnosti
priprave, polimeri s otiskom molekule sve se viSe prepoznaju kao perspektivni sorbensi za
uklanjanje tzv. ,,novih” onecis¢ujucih tvari iz okolisa. Upravo iz tog razloga, cilj ovog rada je
istraziti  sorpcijsko ponasanje MIP-ova sintetiziranih za selektivno uklanjanje
sulfametoksazola, torasemida i prokaina, triju farmaceutskih spojeva ¢ija je prisutnost u
prirodnim vodenim sustavima sve ucestalija, dok njihovi potencijalni okoli$ni ucinci ostaju jo$

uvijek nedovoljno istraZeni.



2. OPCI DIO



Op¢i dio

2.1. FARMACEUTICI

Farmaceutski aktivni spojevi predstavljaju raznoliku skupinu kemijskih spojeva sa specificnim
fizikalno-kemijskim i bioloskim svojstvima ¢ija se primjena temelji na njihovoj sposobnosti da
ciljano djeluju na bioloske sustave. Osmisljeni su za prevenciju i lijecenje bolesti kod ljudi i
zivotinja, a osim u terapiji, nalaze primjenu i u veterinarskoj medicini, dodacima prehrani te
proizvodima za osobnu njegu. U Europskoj uniji registrirano je oko 3000 razliCitih
farmaceutskih pripravaka za humanu medicinu, koji se medusobno razlikuju po kemijskoj
strukturi, funkciji i mehanizmu djelovanja. Na temelju navedenih kriterija farmaceutici se
klasificiraju u skupine kao Sto su antibiotici, B-blokatori, lokalni anestetici, diuretici,
antiepileptici, kortikosteroidi, anksiolitici, nesteroidni protuupalni lijekovi i hormonske

terapije.

Vecina farmaceutika pripada skupini niskomolekulskih organskih spojeva, ¢ija molekulska
masa najcesce ne prelazi 500 Da, §to im omogucuje dobru bioraspolozivost i u¢inkovit prijelaz
kroz bioloske membrane. Njihova stabilnost i ponaSanje u okoliSu ovise o brojnim
parametrima, ukljucujuéi pH, temperaturu i kemijski sastav matrice, pri ¢emu se mogu nalaziti
u neutralnom, anionskom, kationskom ili zwitterionskom obliku. Tako su farmaceutici razvijeni
s ciljem postizanja specifi¢nih terapijskih ucinaka, njihovi bioloski aktivni ostaci nakon
primjene dospijevaju u otpadne vode te zbog neucinkovitog uklanjanja u konvencionalnim
postrojenjima za procis¢avanje, ulaze u $iri okolis, ukljucujuéi vodene tokove, tlo i sedimente,
gdje mogu djelovati kao stabilna 1 dugotrajno prisutna zagadivala s potencijalno Stetnim

ucincima na ekosustave 1 ljudsko zdravlje [1-3].

2.1.1. Antibiotici

Antibiotici su lijekovi koji se koriste za lijeCenje bakterijskih infekcija tako Sto uniStavaju
bakterije ili sprjeCavaju njihov rast i razmnoZavanje. Vazno je naglasiti da antibiotici nisu
ucinkoviti protiv virusnih infekcija, zbog ¢ega njihova primjena mora biti pazljivo odredena
kako bi se izbjegla nepotrebna terapija i razvoj otpornosti bakterija. Mehanizmi djelovanja
antibiotika razlikuju se ovisno o njihovoj klasi. Dok neki antibiotici ciljaju sintezu bakterijske
stani¢ne stijenke i tako dovode do propasti bakterijske stanice, drugi ometaju sintezu proteina,
replikaciju DNA ili vaZzne metabolicke procese bakterija. Na primjer, penicilini i cefalosporini,
pripadnici B-laktamskih antibiotika, inhibiraju stvaranje stanicne stijenke, dok tetraciklini 1
makrolidi ometaju sintezu proteina vezujuci se na ribosome. Antibiotici se dijele u nekoliko

glavnih skupina prema kemijskoj strukturi i nacinu djelovanja. Medu najvaznijim skupinama
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su beta-laktami, makrolidi, tetraciklini, fluorokinoloni, aminoglikozidi 1 sulfonamidi. -
laktamski antibiotici, ukljuc¢ujuci peniciline 1 cefalosporine, djeluju tako Sto sprjecavaju sintezu
peptidoglikana u stanicnoj stijenci bakterija, Sto rezultira njihovim liziranjem i smréu.
Aminoglikozidi uzrokuju greske u sintezi proteina, dok fluorokinoloni inhibiraju enzime
potrebne za replikaciju DNA. Sulfonamidi, poput sulfametoksazola, djeluju kao antimetaboliti,

inhibirajuci biosintezu folne kiseline, kljucne za bakterijski metabolizam.

Pravilna uporaba antibiotika podrazumijeva strogo pridrzavanje uputa lije¢nika u pogledu
doze, trajanja terapije i nacina primjene. Neodgovorno koristenje, poput prekida terapije prije
vremena ili uzimanja antibiotika bez nadzora, moze dovesti do razvoja rezistentnih sojeva

bakterija, Sto predstavlja znacajan izazov za globalno zdravlje [4-6].

2.1.1.1. SULFAMETOKSAZOL

Sulfametoksazol je antibiotik iz skupine sulfonamida, koji djeluje kao antimetabolit
inhibiraju¢i biosintezu folne kiseline u bakterijama. Kemijska struktura sulfametoksazola, sa
molekulskom formulom Ci10H11N303S, karakterizirana je aromatskim prstenom povezanim sa
sulfonamidnom funkcionalnom skupinom, $§to omogucuje kompetitivno vezanje na enzim
dihidropteroat sintazu. Ovaj enzim katalizira konjugaciju para-aminobenzojeve kiseline
(PABA) u sintezi dihidropteroi¢ne kiseline, klju¢nog prekursora folne kiseline neophodne za
sintezu nukleotida 1 stanicnu diobu bakterijskih stanica. Inhibiranjem ovog enzima
sulfametoksazol ucinkovito blokira stvaranje dihidrofolne kiseline, ¢ime ostvaruje

bakteriostatski u¢inak.

Sulfametoksazol se najceS¢e koristi u kombinaciji s trimetoprimom, inhibitorom enzima
dihidrofolat reduktaze koji katalizira kasniju fazu folatnog metabolizma. Ova kombinacija,
poznata kao kotrimoksazol, pokazuje sinergisti¢ko djelovanje s pove¢anom ucinkovito§éu u
usporedbi s pojedinacnim komponentama. Terapijska primjena kotrimoksazola obuhvaca Sirok
spektar bakterijskih infekcija, ukljucujuéi urinarne infekcije, respiratorne infekcije, infekcije
probavnog sustava, kao 1 prevenciju 1 lijeCenje oportunistiCkih infekcija kod
imunokompromitiranih pacijenata. Takoder se koristi u lijjeCenju upale plu¢a uzrokovane

vrstom Prneumocystis jirovecii te odredenih koZnih infekcija.

Farmakokineticki profil sulfametoksazola karakterizira dobra oralna bioraspoloZivost i
relativno dug poluzivot eliminacije, Sto omogucuje odrzavanje terapijskih koncentracija u
plazmi i tkivima tijekom standardnih rezima doziranja. Medutim, primjena ovog lijeka

zahtijeva pazljivo pracenje zbog potencijalnih nuspojava, koje ukljucuju alergijske reakcije,

3
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dermatoloSke manifestacije poput osipa, gastrointestinalne smetnje te rijetke, ali ozbiljne
reakcije kao $to je Stevens-Johnsonov sindrom. Unato¢ navedenim rizicima, sulfametoksazol,
naro¢ito u kombinaciji s trimetoprimom, ostaje kljucni antibiotik u klini¢koj praksi

zahvaljujuéi svojoj ucinkovitosti i Sirokom spektru djelovanja [6-8].

2.1.2. Diuretici

Diuretici su skupina lijekova koja pospjesuju izlu¢ivanje natrija i vode putem bubrega, ¢ime se
smanjuje volumen izvanstani¢ne tekucine 1 snizava krvni tlak. Najces¢e se koriste u lijecCenju
arterijske hipertenzije, sr¢ane insuficijencije, edema povezanih s bolestima bubrega i jetre, kao
i u stanjima preopterec¢enja tekuc¢inom. Prema mjestu i mehanizmu djelovanja dijele se na loop
diuretike (furosemid, torasemid), tiazidske diuretike (hidroklorotiazid, indapamid), kalij-
Stedece diuretike (spironolakton, eplerenon, amilorid, triamteren), osmotske diuretike
(manitol) 1 inhibitore karboanhidraze (acetazolamid). Njihova primjena zahtijeva pazljivo
praéenje zbog mogucih nuspojava poput elektrolitskih poremecaja, dehidracije i metabolickih

promjena. Izbor diuretika ovisi o klinickom stanju pacijenta i terapijskim ciljevima [9-11].

2.1.2.1. TORASEMID

Torasemid je diuretik koji se koristi u lijeCenju edema povezanog sa zatajivanjem srca,
bubreznim 1 jetrenim bolestima te se pokazao osobito u¢inkovitim kod bubreznog zatajenja.
Osim toga, indiciran je 1 kao antihipertenziv, samostalno ili u kombinaciji s drugim lijekovima.
Strukturno, torasemid pripada skupini sulfonamidnih diuretika, a njegova molekulska formula
je CieH20CIN3O3S. Molekula se sastoji od benzodiazepinskog prstena povezanog sa
sulfonamidnom skupinom, dok prisutnost klora u aromatskom prstenu povecava njegovu
lipofilnost, §to omogucuje bolju apsorpciju u organizmu u usporedbi s drugim loop diureticima

poput furosemida.

Torasemid djeluje inhibicijom Na /K /2CI kotransportera u debelom uzlaznom kraku Henleove
petlje, ¢ime smanjuje reapsorpciju natrija, klora i kalija te pospjeSuje izlu€ivanje vode i
elektrolita. Zahvaljujuéi visokoj oralnoj bioraspolozivosti koja prelazi 80 % i ostaje stabilna
¢ak 1 u uznapredovalim fazama kroni¢ne bubrezne bolesti, torasemid je izrazito u€inkovit lijek.
Posebno je pouzdan za lijeenje edema 1 kontrolu krvnog tlaka kod pacijenata s oSte¢enom

bubreznom funkcijom [10-13].
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2.1.3. Anestetici

Anestetici su lijekovi koji privremeno uklanjaju osjecaj boli i svijest, omogucéujuéi izvodenje
medicinskih 1 kirurSkih zahvata bez nelagode za pacijente. Koriste se u raznim klinickim
situacijama, poput operacija, poroda, dijagnostickih postupaka i kontrole boli u bolnici. Dijele
se na opce i lokalne anestetike. Op¢i anestetici mogu biti inhalacijski, poput sevoflurana i
dusikovog oksida, ili intravenski, poput propofola i ketamina, te induciraju nesvijest i
analgeziju u cijelom tijelu. Lokalni anestetici blokiraju prijenos ziv€anih impulsa u odredenom
dijelu tijela bez gubitka svijesti 1 dijele se na esterske, poput prokaina, i amidne, poput
lidokaina. Postoje i regionalni anestetici koji blokiraju osjetljivost vecih dijelova tijela, te
dodatni lijekovi poput sedativa i opioida koji poboljSavaju uc¢inkovitost anestezije. Odabir vrste
anestetika ovisi o vrsti zahvata, zdravstvenom stanju pacijenta i specificnim potrebama

lijecenja [14, 15].

2.1.3.1. PROKAIN

Prokain je lokalni anestetik iz skupine esterskih spojeva para-aminobenzojeve kiseline,
kemijske formule C13H20N202. Njegova molekulska struktura sastoji se od aromatskog prstena
para-aminobenzojeve kiseline koji je povezan esterskom vezom s dietilaminoetanolom, spojem
koji sadrzi amino skupinu vezanu na kratkom ugljikovom lancu. Aromatski prsten daje
molekuli stabilnost i odredene kemijske osobine, dok aminoalkoholna skupina omogucuje
prokainu interakciju s ciljnim strukturama u tijelu. Esterna veza u molekuli klju¢na je za njegov
brz metabolizam jer ju plazmatski enzimi pseudokolinesteraze lako razgraduju. Mehanizam
djelovanja prokaina temelji se na reverzibilnoj blokadi naponski ovisnih natrijevih kanala u
ziv€anim membranama, $to sprjecava prijenos ziv¢anih impulsa 1 uzrokuje lokalnu anesteziju.
Osim toga, prokain moze utjecati 1 na druge ziv€ane receptore, uklju¢uju¢i NMDA 1 nikotinske
acetilkolinske receptore, ¢ime dodatno modulira svoje farmakolosko djelovanje. Zbog
ubrzanog metabolizma 1 relativno kratkog trajanja farmakoloskog ucinka, prokain se primarno
koristi za kratkotrajnu lokalnu anesteziju. U suvremenoj klini¢koj praksi Cesto ga zamjenjuju
anesteticima iz skupine amida, poput lidokaina, koji karakteriziraju duZi 1 stabilniji anestetski

uéinak [16, 17].
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2.1.4. Prisutnost sulfametoksazola, torasemida i prokaina u okoliSu

Farmaceutici, zajedno s pesticidima, mikroplastikom i drugim mikrozagadivalima, ¢ine sve
vazniju skupinu takozvanih ,,novih" onecis¢ujuc¢ih tvari. Rije¢ je o spojevima koji su do
nedavno bili zanemareni u kontekstu okoliSnog rizika, no zbog sve ceSce 1 dugotrajne
prisutnosti u prirodi, postaju predmet intenzivnih istrazivanja. Njihovo kontinuirano ispustanje
moze rezultirati kumulativnim u¢inkom i trajnim narusavanjem osjetljivih ekosustava. Posebno
zabrinjava Cinjenica da Cak i1 vrlo niske koncentracije, u rasponu od nekoliko nanograma do
mikrograma po litri, mogu imati mjerljiv i potencijalno Stetan ucinak na biologiju i ravnotezu
mikroorganizama u okoliSu. Prirodni okoli§ najces¢e biva izlozen farmaceuticima putem
otpadnih voda koje, uslijed nedostatne obrade, dolaze iz kucanstava, bolnica, farmaceutske
industrije 1 poljoprivrednih procesa. Medu tim tvarima posebno se isticu antibiotici, diuretici i
anestetici, a kao primjeri se ¢esto navode sulfametoksazol, torasemid i prokain. Unato¢ niskim
koncentracijama, njihova kemijska postojanost i bioloska aktivnost izazivaju zabrinutost zbog
moguénosti dugotrajnog narusavanja okoliSne ravnoteze, osobito kada su prisutni zajedno s

drugim mikrozagadivalima [3, 18].

Sulfametoksazol je antibiotik iz skupine sulfonamida koji se vrlo €esto pronalazi u povrSinskim
vodama. Prema podacima iz europskih istrazivanja, njegove koncentracije u okolisu najcesce
se krecu od 0,1 do 2 pg/L, iako u nekim slucajevima mogu premasiti 1 10 pg/L. Ve¢ pri
koncentracijama od samo 0,1 pg/L zabiljeZen je u€inak na razvoj rezistencije kod bakterija, Sto
izaziva dodatnu zabrinutost zbog moguceg Sirenja antimikrobne otpornosti. Dugotrajna
1zloZenost sulfametoksazolu kod slatkovodnih riba povezana je s oSte¢enjima crijevnog tkiva,
poremecajima u metabolizmu te smanjenjem tjelesne mase. Takoder, njegova razgradnja u
sedimentu ovisi o temperaturi, dok se pri 25 °C razgradi viSe od 80 %, pri temperaturi od 4 °C
razgradnja je upola manja, Sto upucuje na to da dulje ostaje prisutan u hladnijim okoliSnim

uvietima [19, 20].

Torasemid je diuretik koji se rjede obraduje u ekotoksikoloskim istrazivanjima, no dostupni
podaci potvrduju njegovu prisutnost u komunalnim otpadnim vodama, gdje su zabiljezene
koncentracije u rasponu od priblizno 200 do 500 ng/L. lako specifi¢ni podaci o njegovom
ucinku na okoli§ nisu dovoljno istrazeni, pretpostavlja se da bi zbog svog farmakoloskog
djelovanja mogao narusiti osmotsku ravnotezu kod organizama u vodi. Osim toga, u literaturi
je zabiljezeno da torasemid moze povecati koncentraciju sulfametoksazola u organizmu, $to
upucuje na potencijalne sinergijske ucinke kada su obje tvari istovremeno prisutne u okolisu

[21].
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Prokain je lokalni anestetik koji je do danas vrlo slabo istrazen u kontekstu okoliSnog
zagadenja. U dostupnoj znanstvenoj literaturi nedostaju podaci o njegovoj prisutnosti u
prirodnim vodenim sustavima, a jo$ je manje informacija o njegovom moguéem
ekotoksikoloskom djelovanju. Budu¢i da se Cesto koristi zajedno s drugim farmaceuticima, te
zbog svoje kemijske slicnosti s drugim anesteticima, pretpostavlja se da bi mogao biti prisutan
u okoliSu, izravno ili putem svojih metabolita. Zbog toga postoji moguénost da utjece na

organizme u prirodi, iako su konkretni dokazi jo§ uvijek ograniceni [22].

Farmaceutici predstavljaju sve veéi problem za okolis koji ¢e se u buduénosti samo pogorsavati
zbog Cega je nuzno pronac¢i ucinkovita rjeSenja za njihovo uklanjanje. Kao jedno od
perspektivnih rjeSenja za njihovo ucinkovito uklanjanje iz okoliSa istice se primjena

molekularno otisnutih polimera (MIP)'.

2.2. POLIMER S OTISKOM MOLEKULE

Polimeri s otiskom molekule (MIP)! predstavljaju posebno dizajnirane polimerne materijale
koji imaju sposobnost prepoznavanja i selektivnog vezanja specificnih molekula. Ova svojstva
rezultat su njihove sinteze u prisutnosti ciljanih molekula predlozaka koji tijekom procesa
polimerizacije oblikuju specifi¢na vezna mjesta unutar polimerne matrice. Nakon uklanjanja
predloska, u strukturi ostaju Supljine koje su veli¢inom, oblikom i kemijskim svojstvima
komplementarne izvornoj molekuli. Zbog toga MIP-ovi mogu ponovno selektivno prepoznati
1 vezati tu istu molekulu. Njihova primjena je Siroka zbog visoke stabilnosti u razli¢itim
uvjetima (pH, otapala, temperatura), jednostavne sinteze, mehanicke ¢vrstoce 1 niske cijene
[23-25]. S druge strane, polimeri bez otiska molekule (NIP)? pripremaju se na identi¢an nacin
kao 1 MIP-ovi, ali bez dodavanja molekule predloska. Zbog toga im nedostaju specificna vezna
mjesta te se analiti na njih vezu isklju¢ivo preko nespecifi¢nih interakcija, najcesS¢e hidrofobne
prirode. lako su kemijski slicni MIP-ovima, NIP-ovi sluZe za procjenu pozadinskog ili
nespecifiénog vezanja u eksperimentalnim analizama. Mogu se lako proizvesti u veéim
koli¢inama, regenerirati i ponovno Koristiti, no njihova selektivnost je znatno niZa u usporedbi

s MIP-ovima [26].

Vengl. molecularly imprinted polymers, MIP

2 engl. non-imprinted polymers, NIP



Op¢i dio

2.2.1. Komponente u sintezi MIP-a

Sinteza polimera s otiskom molekule temelji se na kontroliranoj radikalnoj polimerizaciji koja
se odvija u prisustvu molekule predloska, uz primjenu funkcionalnog monomera, otapala,
umrezavajuceg sredstva i inicijatora. U pocetnoj fazi, predlozak i funkcionalni monomer
otapaju se u pazljivo odabranom otapalu koje omogucuje stvaranje stabilnih i specifi¢nih
interakcija izmedu tih dviju komponenti. Izbor otapala izrazito je vazan jer izravno utjece na
ucinkovitost formiranja kompleksa predlozak—monomer. U ovom je radu kao otapalo
primijenjen dimetil sulfoksid (DMSO), polarna aproti¢na otopina poznata po izvrsnoj
sposobnosti otapanja Sirokog spektra organskih spojeva, uz istodobno ocuvanje klju¢nih

interakcija izmedu predloska i funkcionalnog monomera.

Funkcionalni monomer odabire se prema njegovoj sposobnosti da stvara selektivne interakcije
s molekulom predloska, ¢ime se odreduje specifi¢nost i selektivnost konaénog MIP-a. Kako bi
se osiguralo formiranje stabilnog kompleksa s predloskom, najeS¢e se koristi viSak
monomera. Umrezavajucée sredstvo, najées¢e EGDMA (etilen-glikol-dimetakrilat), ima vaznu
ulogu u stabilizaciji strukture tijekom polimerizacije te utjeCe na poroznost i specificnu
povrSinu dobivenog materijala. Dobro razvijena porozna struktura omogucuje ucinkovitiji
prijenos mase, odnosno bolju difuziju analita do veznih mjesta, Sto direktno povecava

ucinkovitost prepoznavanja.

Klju¢ni dio sinteze MIP-a €ini izbor inicijatora radikalne polimerizacije. Inicijator pokrece
stvaranje slobodnih radikala koji omogucuju umreZavanje monomernih jedinica u
trodimenzionalnu polimernu mreZu. Njegov izbor ovisi o kemijskim svojstvima monomera 1
otapala, kao 1 o uvjetima reakcije poput temperature i na¢ina inicijacije. NajCesce se koriste
termicki azo-inicijatori, poput AIBN-a (2,2'-azobis(2-metilpropionitril)), koji se raspadaju pri
poviSenim temperaturama, oslobadaju¢i slobodne radikale potrebne za zapo€injanje reakcije.

Ovisno o Zeljenim fizikalno-kemijskim svojstvima 1 namjeni kona¢nog MIP-a, pazljivim se
odabirom funkcionalnith monomera, otapala, umrezavajucih sredstava i inicijatora nastoji

posti¢i optimalna selektivnost, stabilnost i u¢inkovitost molekularnog prepoznavanja [27-29].
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2.2.2. Pristupi i metode u sintezi MIP-a

Postoje tri osnovna pristupa sintezi polimera s otiskom molekule (MIP): kovalentni, polu-
kovalentni i nekovalentni. Kovalentni pristup karakteriziraju snazne reverzibilne kovalentne
veze izmedu monomera i predloska tijekom polimerizacije, Sto rezultira homogenim i stabilnim
veznim mjestima unutar polimera. Prednost ovog pristupa je visoka stabilnost kompleksa, no
uklanjanje predloska je zahtjevno zbog jake veze, a izbor dostupnih monomera i predlozaka je
ograniCen. Takoder, kinetika ponovnog vezivanja je sporija jer zahtijeva ponovno
uspostavljanje kovalentnih veza. Polu-kovalentni pristup kombinira karakteristike kovalentnog
i nekovalentnog, pri ¢emu se tijekom sinteze formiraju kovalentne veze, dok se pri ponovnom
vezivanju predloska oslanja na slabije, nekovalentne interakcije. Nekovalentni pristup bazira
se na slabim interakcijama poput vodikovih veza, elektrostatskih privladenja i van der
Waalsovih sila izmedu monomera 1 predloska. Ove interakcije su najstabilnije u hidrofobnim
sredinama, a pristup je jednostavan i Siroko primjenjivan zbog velike raznolikosti monomera
koji mogu sudjelovati u interakcijama s razli¢itim predloScima. Zbog slabijih interakcija,

vezivanja [29-31].

Za provedbu ovih pristupa koriste se razli¢ite metode polimerizacije, pri cemu su najcesce
tehnike radikalske polimerizacije poput suspenzijske, emulzijske, precipitacijske, bulk 1 in situ
polimerizacije, kao i sol-gel postupak. Ove metode omoguéuju prilagodbu sorpcijskih i
morfoloskih svojstava MIP-a ovisno o uvjetima polimerizacije i koriStenim reaktantima.
Radikalska polimerizacija, koja je najraSirenija, obicno se inicira toplinski ili fotokemijski, a
ukljucuje funkcionalne monomere, predlozak, inicijator, umrezavajuce sredstvo i otapalo koje

osim otapanja reagensa utjece i na stvaranje poroznosti polimera [32, 33].

Bulk-polimerizacija najceS¢e se koristi zbog jednostavnosti i brzine izvodenja, no polimeri
dobiveni ovom metodom imaju nepravilnu morfologiju i veliinu Cestica, $to moze umanjiti
selektivnost 1 ponovljivost. Osim toga, mehanicka obrada nakon polimerizacije moze
djelomic¢no ostetiti vezna mjesta. U ovom se radu koristila upravo bulk-polimerizacija zbog
njenih prakti¢nih prednosti. Unato€ razlikama u pristupima i metodama, molekularno utisnuti
polimeri ostaju vrlo korisni za selektivnu pripremu uzoraka 1 analiti¢ke postupke zahvaljujuéi

sv0joj sposobnosti specificnog prepoznavanja ciljnih molekula [34].
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2.3. SORPCIJA

Sorpcija je proces vezanja molekula plina ili otopljene tvari s ¢vrstom fazom, a obuhvaca dva
procesa, adsorpciju i apsorpciju. Ako se molekule vezu samo na povrsini rijec je o adsorpciji,
a ako prodiru u potpunosti u unutrasnjost sorbensa onda je rijec¢ o apsorpciji. Tijekom procesa
prijenosa izmedu faza ve¢inom su prisutna oba procesa koje nije lako razlikovati pa se iz tog
razloga za njihov opis koristi pojam sorpcija [35]. Budu¢i da sorpcija moze utjecati na sudbinu
kemikalija i na njihov utjecaj u okoli$u, ona predstavlja proces od iznimne vaznosti. Ta vaznost
moze se prepoznati iz ¢injenice da se strukturno iste molekule razli¢ito ponasaju ovisno o tome
jesu li u plinovitoj fazi, okruzene molekulama vode ili vezane na povrsinu ili u unutrasnjost
matrice krutine. Bioraspolozivost spojeva, brzina njihove biorazgradnje i toksi¢ni efekti su pod
utjecajem sorpcije buduci da je unos organskih necistoca u organizam uvjetovan prijenosom
molekula. Takoder, kemijske reakcije, poput hidrolize ili redoks reakcije, se zbog razlika u
kemijskoj prirodi krutina i vodenih otopina iz okoliSu mogu pojaviti u razli¢itim brzinama u

sorbiranoj i otopljenoj fazi [36].

Sorpcijski procesi su dio tradicionalnih postupaka obrade vode pa se tako, primjerice, slojevi
granuliranog aktivnog ugljena koriste za uklanjanje organskih oneciS¢enja te ionsko-

izmjenjivacke smole za uklanjanje anorganskih tvari iz vode [37].

2.3.1. Kinetika sorpcije

Kinetika sorpcije je krivulja ili linija koja opisuje brzinu otpustanja ili zadrzavanja otopljene
tvari na granici faza izmedu otopine i ¢vrste tvari pri danoj masi sorbensa, temperaturi, pH 1
brzini protoka [38]. Kineti¢ki modeli pruZzaju informacije o brzini sorpcije, mehanizmima
prijenosa tvari te u€inkovitosti primijenjenog sorbensa, a poznavanje kinetike sorpcije je

klju¢no za dizajn sorpcijskih sustava [39].

Za opisivanje kinetike 1 faza sorpcije koriste se brojni modeli: pseudokineti¢ki modeli 1. 1 2.
reda, Elovichev model, Weber i Morrisov model unutarCesti¢ne difuzije, Ritchiejeva
jednadzba, Adam-Bohart-Thomasova relacija. Pseudokineti¢ki modeli 1. 1 2. reda se najcesce

koriste za opisivanje kinetike sorpcije oneciS¢ujucih tvari [40].

Pseudokineticki model 1. reda
Pseudokineticki model 1. reda prvi je predlozio Lagergren 1898. godine. Ovaj model opisuje

vezanje otopljene tvari na sorbens prema mehanizmu prvog reda [38, 39].
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Linearni oblik pseudokinetickog modela 1. reda dan je izrazom:

In(qe — q¢) = Inqe — k4t (1)
gdje gt 1 g predstavljaju koli¢inu sorbiranog analita u vremenu # i u ravnoteznom stanju (mg/g),
a k1 je konstanta brzine (1/min) [38].

Ovaj model se Cesto primjenjuje za opisivanje sorpcije metalnih iona na razlicite sorbense.
Glavni nedostaci ovog modela su neslaganje teorijskih vrijednost ge s eksperimentalnim

vrijednostima g. te da su grafovi linearni samo tijekom prvih 30 minuta [40].

Pseudokineticki model 2. reda

Ho-ov pseudokineticki model drugog reda pretpostavlja da je brzina sorpcije otopljene tvari
proporcionalna dostupnim mjestima na sorbensu, dok o koli¢ini otopljene tvari na povrSini
sorbensa ovisi brzina reakcije.

Linearni oblik pseudokinetickog modela 2. reda dan je izrazom:

t t 1

qdt N de k2qe?

)
gdje k> predstavlja konstantu brzine pseudo-drugog reda (g/mg/min) [38].

Najcesce se koristi za sorpciju onecis¢ivala iz vodenih otopina [40].

Model unutarcesticne difuzije
Weber i Morrisov model unutarcesti¢ne difuzije koristi se kada je korak koji ograni¢ava brzinu
difuzija oneciS¢ujucih tvari unutar sorbensa [40]. Unutarcesti¢na difuzija ima znacajnu ulogu
kod poroznih sorbensa [41].
Model se moze prikazati jednadzbom:

g = KVt +C (3)

gdje K, konstanta brzine (mg/g min'?), a C opisuje debljinu grani¢nog sloja [40].

2.3.2. Sorpcijske izoterme

Sorpcijske izoterme koriste se za opisivanje interakcija izmedu sorbiranih molekula i sorbensa
te imaju vaznu ulogu u optimizaciji sorpcijskih procesa. Oblik izoterme daje informacije o
sorpcijskom afinitetu te o stabilnosti interakcija izmedu sorbensa i sorbiranih molekula [42].
Prikazuju se graficki ili u obliku jednadZbe, a razlikujemo teorijski i empirijski izvedene

izoterme [43].

Linearna izoterma je najjednostavniji oblik izoterme kojom se opisuje raspodjela otopljene

tvari izmedu otopine 1 povrSine sorbensa pri analizi procesa sorpcije.
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MozZe se prikazati jednadzbom:

de = KqCe 4)

gdje g. ravnotezni sorpcijski kapacitet (ug/g), Ce ravnotezna koncentracija (ug/mL), a Kq
koeficijent raspodjele (mL/g).

Koeficijent raspodjele predstavlja omjer ravnotezne koncentracije sorbiranog analita i
ravnotezne koncentracije analita u otopini, a viSe vrijednosti koeficijenta upucuju na veci

kapacitet sorpcije [44, 45].

Jedna od najpoznatijih teorijski izvedenih izotermi je Langmuirova izoterma koja opisuje

stvaranje monomolekularnog sloja adsorbirane tvari.

Temelji se na nekoliko pretpostavki:

R/
A X4

sorpcija se ne odvija na cijeloj povrSini ve¢ na sorpcijskim mjestima

X/
°

na svako sorpcijsko mjesto moze se vezati samo jedna molekula

X/
°

entalpija sorpcije jednaka je za sve molekule

R/
A X4

izmedu sorbiranih molekula nema interakcija i one se ne mogu slobodno gibati na povrSini
sorbensa [42, 46].

Linearni oblik Langmuirove jednadzbe dan je izrazom:

1 1 1 1

==G)ate ®)
gdje b predstavlja konstantu koja se odnosi na povrSinsku energiju sorpcijskog procesa, Q, se

odnosi na sorpcijski kapacitet monosloja [42].

Medu empirijski izvedene izoterme ubraja se Freundlichova izoterma koja opisuje neidealnu i
reverzibilnu sorpciju i koja nije ograni¢ena na formiranje monosloja. Primjenjuje se za
viSeslojnu sorpciju s nejednolikom raspodjelom entalpije i sorpcijskog afiniteta na heterogenoj
povrsini. NajcesS¢e se primjenjuje u heterogenim sustavima, a posebice za sorpciju organskih

spojeva.
Linearni oblik dan je jednadZbom:
logq. = %logCe + logKx (6)

Kr predstavlja Freundlichovu konstantu koja predstavlja kapacitet sorpcije, a 1/n se odnosi na
intenzitet sorpcije ili povrSinsku heterogenost. Iskazuje se u rasponu od 0 do 1, a Sto je
vrijednost bliza nuli, povrSina je heterogenija. Takoder, vrijednosti ve¢e od 1 ukazuju na

kooperativnu sorpciju, a vrijednosti manje od 1 na kemisorpciju [42, 47].
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2.3.3. Sorpcija polimera s otiskom molekule

Budu¢i da se primjena MIP-a temelji na njegovoj sposobnosti molekularnog prepoznavanja i
selektivnog vezanja, a i sve tehnike za detektiranje, uklanjanje, kvantificiranje onecis¢ujucih
tvari u okoliSu se temelje na sorpciji, bitno je definirati sorpciju MIP-a. Kod MIP-a javljaju se
specifi¢na, polu-specifi¢na i nespecificna sorpcija. Specificna sorpcija javlja se samo u slucaju
kada se molekula predloska veze na MIP i to na specifi¢no vezno mjesto, a selektivnost veznog
mjesta odredena je vrstom i jakoS¢u formirane veze. Primjerice, prilikom vezivanja, ako se
molekula predloska veze vodikovim vezama ili elektrostatskim interakcijama ona ¢e imati
prednost u odnosu na molekule drugih spojeva. Prilikom odredivanja hoce li do¢i do specifi¢ne
sorpcije u obzir se moraju uzeti tri ¢imbenika: oblik veznog mjesta i molekule predloska moraju
biti komplementarni, na predlosku moraju postojati dostupna nekovalentna vezna mjesta i

molekularna rotacija nakon vezanja treba biti minimalizirana.

Kod polu-specificne sorpcije zbog oblika veznih mjesta moze do¢i do specificne ili

nespecifi¢ne sorpcije.

Nespecificna sorpcija odnosi se na povrSinsku adsorpciju i1 javlja se zbog hidrofobnih
interakcija 1 van der Waalsovih sila u vodenim otopinama. Pored toga, do pojave nespecificne
sorpcije moze do¢i i zbog prisutnosti umrezavajuceg sredstva cije karbonilne skupine mogu
stvoriti uvjete za formiranje vodikovih veza na povrsini polimera $to dovodi do adsorpcije bilo
kojeg spoja sposobnog za formiranje vodikove veze s karboksilnom ili karbonilnom skupinom.
Do pojave nespecificne sorpcije moze doci i zbog znacajne razlike u veli€ini, obliku veznih
mjesta te njihovom afinitetu vezanja, a to se posebno odnosi na MIP-ove sintetizirane

nekovalentnim pristupom [48, 49].

2.4. ANALITICKE METODE ZA PRIPREMU I ANALIZU UZORAKA

Razvoj novih tehnika i instrumenata povecali su moguc¢nost identificiranja i odredivanja
farmaceutika koji se u okoliSu javljaju u sve nizim koncentracijama. SloZenost uzoraka iz
okoliSa onemogucava njihovo izravno analiziranje te kako bi se za takve uzorke mogla dobiti
informacija o kvalitativnom 1 kvantitativnom sastavu danaSnje analize obuhvacaju
uzorkovanje, pripravu uzorka, odjeljivanje analita, detekciju i procjenu mjernih podataka. Izbor
odgovarajuce tehnike za analizu datog uzorka ovisi o karakteristikama analita, matrici i

volumenu uzorka [1, 50].
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2.4.1. Ekstrakcija kao metoda priprave uzorka [1]

Analiza uzorka iz okoliSa omogucava njegovo identificiranje i dobivanje informacije o
njegovom kvantitativnom sastavu, a jedan od koraka analize je priprava uzorka. Cilj priprave
uzorka je prevodenje realnog uzorka u uzorak koji je pogodan za analizu pri cemu su neizbjezne

interakcije komponenti uzorka i okolisa.

Vec¢ina modernih metoda priprave uzorka se zasniva na ekstrakciji koja omogucava selektivno
koncentriranje analita u jednoj fazi, a ¢ija se selektivnost postize modificiranjem radnih uvjeta.
Dolazi do raspodjele analita izmedu dviju faza sukladno konstanti raspodjele, temperaturi i
relativnom obujmu faza. Ekstrakcijske metode mogu se podijeliti na metode koje omogucavaju
zadrzavanje analita ili na one kod kojih dolazi do prijelaza analita u manji obujam drugog
otapala. Ovisno o agregatnom stanju faza izmedu kojih dolazi do prijenosa analita, metode

mozemo podijeliti i na ekstrakciju tekuce-tekuce, cvrsto-tekuce i plinovito-tekuce.

Kod ekstrakcije iz otopljenih uzoraka dolazi do prijelaza tvari koju je potrebno ekstrahirati iz
jednog u drugo otapalo. Djelotvornost ekstrakcije ovisi o fizikalno-kemijskim svojstvima
analita, a poznavanje tih svojstava olakSava izbor metode 1 optimalnih uvjeta ekstrakcije
ciljanog analita. Postoje razne metode poput ekstrakcije tekuce-tekuce, ekstrakcije cvrstom

fazom, mikroekstrakcije ¢vrstom fazom, ekstrakcije mijesalom, ektrakcije membranom.

Ekstrakcija iz ¢vrstih uzoraka je proces u kojem dolazi do desorpcije tvari iz matice uzorka i
njegovog otapanja u odgovaraju¢em otapalu. Djelotvornost ekstrakcije ovisi o topljivosti,
prijenosu mase 1 matici uzorka koja moze uveliko utjecati na djelotvornost zbog velikog
utjecaja na ekstrakciju analita. Metode se dijele prema tlaku 1 temperaturi, a ova dva parametra
imaju znacajnu ulogu u kinetici ekstrakcije. Soxhlet ekstrakcija, automatizirana Soxhlet
ekstrakcija i ultrazvucna ekstrakcija su klasicne metode koje se provode pri atmosferskom tlaku
uz grijanje ili djelovanju ultrazvuka. Kod ovih metoda troSe se velike koli¢ine organskih
otapala 1 ekstrakcija traje duzi vremenski period. Ekstrakcija fluidom u superkriticnim
uvjetima, ekstrakcija pregrijanom vodom, mikrovalna ekstrakcija otapalom i tlacna ekstrakcija
otapalom se provode pri poviSenom tlaku ili temperaturi. Ove metode manje zagaduju okoli§

budu¢i da troSe manje organskih otapala, a pored toga su i brze i djelotvorne.
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2.4.1.1. EKSTRAKCIJA CVRSTOM FAZOM (SPE)’

Najprimjenjivanija metoda priprave uzorka je ekstrakcija ¢vrstom fazom koja je razvijena
sredinom 1970-ih godina. Zasniva se na raspodjeli analita izmedu Cvrste i tekuce faze, a afinitet
analita je veéi prema cvrstoj fazi nego prema matici uzorka. Nakon ekstrakcije, analit se
desorbira eluiranjem. Koristi se za prociS€avanje ekstrakata dobivenih iz tla, sedimenata,

bioloskih uzoraka te za ekstrahiranje razli¢itih analita iz teku¢ih uzoraka.
Provodi se u 4 koraka:

1. Kondicioniranje — solvatacija sorbensa

2. Zadrzavanje — sorpcija analita na povrSini sorbensa

3. Ispiranje — uklanjanje neZeljenih tvari koje su zadrzane na povrSini sorbensa

4. Eluiranje — desorpcija analita sa sorbensa pogodnim otapalom

1 2. 3 4.
<] analit
,{lD E O necistoce
[ g
1 PO
?
O >
= B>
) <

Slika 1. Ekstrakcija ¢vrstom fazom [50]

Ucinkovitost ekstrakcije analita ovisi o upotrebljenom sorbensu, a oni koji se rabe za SPE su
razliCitih svojstava. Klasi¢ni sorbensi kao §to su C18, polimerni sorbensi, ionskoizmjenjivacke
smole nisu dovoljno ucinkoviti za ekstrakciju iznimno polarnih analita iz velikog volumena
uzorka. Njihova nedovoljna selektivnost uzrokuje da se interferencije iz matice uzorka
ekstrahiraju zajedno s analitom §to u konac¢nici dovodi do smanjenja signala ili povecanja
utjecaja matice prilikom mjerenja spektrometrijom masa. S ciljem poboljSanja ekstrakcijskog
postupka razvijeni su sorbensi koji imaju sposobnost selektivnog vezanja tragova analita. Neki

od njih su antitijela, umjetna bojila, imobilizirani metalni ioni, MIP-ovi.

3 engl. solid-phase extraction, SPE
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Sorbensi mogu biti u obliku diskova, Strcaljki ili punjeni u kolone mase od 100 do 2000 mg.
Fizikalno-kemijska svojstva analita i volumen uzorka odreduju masu i oblik u kojem ¢e biti
sorbens.

Ekstrakcija ¢vrstom fazom moze biti povezana izravno s kromatografskim sustavom ili biti
odvojena od njega i tada se ekstrakcija provodi pod utjecajem gravitacije ili vakuuma te je brza

[1, 50].

2.4.2. Kromatografija

Kromatografija je tehnika koja omogucava odvajanje, identifikaciju 1 procisS¢avanje
komponenti smjese. To je tehnika odjeljivanja u kojoj se komponente smjese raspodjeljuju
izmedu pokretne 1 nepokretne faze [51]. Pokretna faza, kapljevina, plin ili superkriti¢ni fluid,
se kre¢e u odredenom smjeru kroz nepokretnu fazu koja je pricvrSéena u koloni ili na ¢vrstoj
podlozi, a moze biti u teku¢em ili ¢vrstom obliku. Pokretna i nepokretna faza odabiru se na
nacin da se komponente uzorka razli¢ito rasporede izmedu njih. Uvodenjem uzorka u sustav,
komponente koje nepokretna faza slabo zadrzava krecu se brzo s protokom pokretne faze dok
one koje snazno zadrzava krecu se sporo. Zbog tih razlika u brzinama migracije dolazi do

odvajanja komponenti uzorka [52].

Prednosti kromatografije, kao razdjelne tehnike, u odnosu na starije tehnike poput destilacije,
kristalizacije je ta §to omogucava razdvajanje svih sastojaka viSekomponentne smjese bez

potrebe za detaljnim predznanjem o vrsti, broju ili relativnim koli¢inama prisutnih tvari [53].

Svrha primjene kromatografije je postizanje zadovoljavajueg stupnja razdvajanja unutar
odredenog vremenskog intervala, a u tu svrhu su razvijene razli¢ite metode poput kolonske
kromatografije, tankoslojne kromatografije (TLC), plinske kromatografije (GC), tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC), afinitetne kromatografije, kromatografije na

papiru [51].

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)* je podvrsta tekucinske
kromatografije koja se koristi za razdvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju komponenti smjese,
a djeluje na temelju razli¢itih afiniteta molekula prema pokretnoj i nepokretnoj fazi unutar

kromatografske kolone. Zahvaljuju¢i svojim brojnim prednostima kao S§to su brzina, tocnost,

4 engl. high-performance liquid chromatography, HPLC
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ucinkovitost, HPLC se moze primijeniti u razli¢itim podrucjima poput farmacije (razvoj novih
lijekova, procis¢avanje spojeva), biotehnologije (karakterizacija biokatalizatora, identifikacija
1 prociS¢avanje proteina), agrokemijske industrije (analiza ostataka pesticida na usjevima, u

vodi i prehrambenim proizvodima) [54].

sustav za
prenoen s : opskrbu

mobilne faze
Filter

—
i sustav za igjektirannje

uzorka (ruéni il
automatski)
[
| Spremmik pumpa ! [
| pokretne faze : predkolona
R | H sustav za
separaciju
1 i
kolona i '#
Sustav za obradu R —
podataka
Sustav za
H Izlaz iz H ..
H deteltor H deteke
L H 1 kolone H e
i P ; . |
Uredaj za fafunale : i otpad otpad

* snimanje e-----=-e-- L L T TR

Slika 2. Shematski prikaz HPLC uredaja [55]

HPLC sustav (slika 2.) sastoji se od pet glavnih dijelova: sustav za dovod pokretne faze, sustav
za injektiranje uzorka, sustav za separaciju, sustav za detekciju i sustav za obradu podataka.
,»drce HPLC-a je kolona u kojoj se odvija separacija. Najces¢e su napravljene od nehrdajuceg
Celika, ali se koristi 1 teflon koji je otporniji na koroziju. Dimenzije kolona variraju od 100 do
250 mm s unutarnjim promjerom od 3 do 9 mm [55]. Nepokretna faza najcesce je napravljena
od silike, alumine, celuloze ili kombinacije dviju ili viSe tvari. Pokretna faza je teku¢ina koja
moze biti nepolarna, slabo polarna ili polarna [54].Volumen injektiranja je od 5 do 100 pL [55].
Najcesce koriSteni detektori su UV-ViS, fluorescencijski i elektrokemijski, ali mogu se koristiti
1 drugi detektori, poput spektrometrije masa (MS) [54]. lako je HPLC zbog svojih brojnih
prednosti najces¢e primjenjivana metoda, ona ima i svoje nedostatke kao Sto su cijena,

sloZenost, niska osjetljivost za odredene spojeve [56].
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2.5. PRIMJENA POLIMERA S OTISKOM MOLEKULE ZA DETEKCIJU
I UKLANJANJE ONECISCENJA 1Z OKOLISA

Tijekom posljednjih nekoliko desetlje¢a ubrzani porast stanovnistva i razvoj industrije doveo
je do povecane proizvodnje i potrosnje proizvoda za osobnu njegu i farmaceutskih proizvoda,
$to je uzrokovalo njihovu sve vecu prisutnost u okoliSu, posebice vodama [25, 57]. Kako bi se
uklonili iz okolisa razvijene su brojne tehnologije, medutim nisu se pokazale dovoljno
ucinkovitima za selektivno uklanjanje i1 za uklanjanje spojeva ¢ije su koncentracije izrazito
niske [25]. Zahvaljuju¢i svojoj visokoj selektivnosti i velikom afinitetu, MIP-ovi predstavljaju
ucinkovit nacin za selektivno prepoznavanje, separaciju, odredivanje i uklanjanje onecis¢enja
u okolisu [25]. Iz tog razloga razvijeni su razli¢iti senzori, ekstrakcijske tehnike 1 analitiCke
metode 1 sve ove primjene temelje se na procesu sorpcije. Zahtijevaju kontakt odredene
molekule 1 MIP-a te njeno naknadno zadrZavanje na povrsSini kako bi se mogla detektirati,
kvantificirati ili ekstrahirati [57].

Tlo i voda zagadeni novim
- zagadivalima (EP-ovima®)

— Nova zagadivala koja
Uredaj za proci§¢avanje otpadnih voda konvencionalni proces
procis¢avanja otpadnih
voda ne uklanja ‘
Primjena MIP-ova za obradu i analizu EP-ova ("
-
Adsorpcija za O e g
prekoncentriranje, le22e : 5% - -
ekstrakciju i I I — { 3 o0 . -
uklanjanje — ,_ Py

I_ IJ__.

’ a J
Fotodegradacija .—'-—- - g Proizvodi za ljudsku
l L ishranu u kojima su
MIP-fotokataliticki kompozn —> pronadeni EP-ovi
— !
Priprema uzoraka za UPLC i

Punjenje HPLC spektrometriju masa
kolone

EPs je kratica za Emerging Pollutants — nova zagadivala

Slika 3. Primjena molekularno otisnutih polimera za obradu i analizu novonastalih zagadivala

[57]
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MIP-ovi se najcesce koriste za koncentriranje i ekstrakciju ciljanog spoja iz voda (otpadna
voda, voda za pice, voda iz slavine itd.) primjenom ekstrakcije ¢vrstom fazom (SPE). Kod
ekstrakcije ciljanog analita iz uzoraka vode pomo¢u MIP-ova, zadrzavanje analita je najceSce
rezultat nespecificnih hidrofobnih, elektrostatskih interakcija ili vodikovih veza s polimernom
matricom, kao i mehanizma selektivnog zadrzavanja izmedu ciljanog analita i funkcionalnog
monomera na povrsini. Takoder SPE u kombinaciji s teku¢inskom kromatografijom visoke

djelotvornosti (HPLC) moze ucinkovito odvojiti onec¢is¢enja iz uzoraka vode [25, 57].

MIP-ovi se mogu primijeniti kod razli¢itih vrsta SPE: PSPE’, MSPE®, DSPE’, MSPD? SPME’,

SBSE!? i PT-SP '[58].
-"\ s 7 l i 11

! SN O |

PSPE  MSPE  DSPE MSPD SPME  SBSE PT-SPE

<z et

Slika 4. Razlicite vrste SPE kod kojih se primjenjuje MIP [58]

Otpornost MIP-a na visoke temperature, tlakove, pH vrijednosti i organska otapala, omogucava
primjenu katalizatora na bazi MIP-a u razli¢ite svrhe. Budu¢i da su prvotno osmisljeni za
oponaSanje enzimskog djelovanja, MIP-ovi ispunjavaju klju¢ne karakteristike katalizatora. Na
primjer, Shen 1 suradnici (2008.) razvili su TiO: fotokatalizatore prekrivene MIP-om za
razgradnju 2-nitrofenola i1 4-nitrofenola. Dobiveni fotokatalizatori pokazali su povecanu
ucinkovitost u fotodegradaciji ciljanih spojeva i znatno vecu selektivnost u odnosu na

konvencionalni TiO; [25, 57].

Jedan od poznatijih procesa obrade otpadne vode je sorpcija. Primjenjuje se za uklanjanje
kemijskih oneciS¢enja, a ima brojne prednosti u pogledu troskova, fleksibilnosti,
jednostavnosti dizajna i rada. U procesima sorpcije, MIP-ovi se koriste za uklanjanje organskih

oneciS¢ujucih tvari, a posebno onih koji su prisutni u tragovima u velikim koli¢inama vodenih

5 engl. planar solid phase extraction, PSPE

% engl. magnetic solid phase extraction, MSPE
7 engl. dispersive solid-phase extraction, DSPE
8 engl. matrix solid-phase dispersion, MSPD

% engl. solid-phase microextraction, SPME

10 engl. stir-bar sorptive extraction, SBSE

" engl. phase transfer - solid phase, PT-SP
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uzoraka. S ciljem istovremenog uklanjanja vise vrsta spojeva tijekom sorpcije, razvijeni su

polimeri s viSe otisaka [25].
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Opdi i specificni ciljevi

Cilj ovog rada bio je razviti novi polimerni materijal za uklanjanje farmaceutskih ostataka iz
okolisa. Tako se polimeri danas Siroko koriste zbog svoje dostupnosti, raznolike primjene i
jednostavne priprave, polimeri s otiskom molekule (MIP-ovi) predstavljaju naprednije rjeSenje
jer omogucuju selektivno prepoznavanje ciljane tvari te pokazuju vecu stabilnost 1 u¢inkovitost
od klasi¢nih sorbensa. U ovom istrazivanju razvijen je MIP s otiskom triju razli¢itih molekula
— sulfametoksazola, torasemida i1 prokaina Sto predstavlja znacajan iskorak jer omogucuje
istodobno ciljanje spojeva iz razli€itih farmaceutskih klasa, ¢ime je obuhvacéeno Sire podrucje

lijekova koji se danas ucestalo primjenjuju.

Specificni cilj istrazivanja bio je ispitati ponasanje razvijenog MIP-a u usporedbi s polimerom
bez otiska molekule (NIP), pri ¢emu su analizirani kljuéni aspekti poput sorpcijske kinetike,

selektivnosti, kapaciteta, regeneracije i mogucénosti ponovne primjene.
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Eksperimentalni dio

4.1. MATERIJALI

4.1.1. Kemikalije

Popis koristenih kemikalija za provedbu svih eksperimenata nalazi se u tablici 1.

Tablica 1. Popis svih koriStenih kemikalija

NAZIV MOLERULSKA | e ist0ca PROIZVODAC
FORMULA
Acetonitril CHsN p.a. VWR Chemicals, SAD
2,2'-Azobis(2-
,2-Az0bis(2- CsHoNy 98 % Sigma Aldrich, SAD
metil-propionitril)
Dimetil sulfoksid C,HsOS p-a. Gram-mol, Hrvatska
Etilen glikol .
> o
dimetakrilat Cio0H1404 97,0 % Tokyo Chemical Industry
Klor.ovc?dlcna HCl p-a. Gram-mol, Hrvatska
kiselina
Metakrilna kiselina C4HO: >99,0 % Tokyo Chemical Industry
Metanol CH;0OH p.a. Fisher Scientific, SAD
Mravlja kiselina HCOOH p-a. T.T.T. d.o.o, Sveta Nedelja
Natrijeva luzina NaOH p-a. VWR Chemicals, SAD
Octena kiselina C,H40O; 99,8 % Lach-Ner, Ceska

Za pripravu otopina koriStena je ultracista voda koja je dobivena pomocu Millipore Simplicity

uredaja (Millipore Corporation, SAD).
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4.1.2. Farmaceutici

Koristeno je ukupno Sest farmaceutika Cija su fizikalno-kemijska svojstva prikazana u
tablicama 2-7.

Tablica 2. Fizikalno-kemijske karakteristike sulfametoksazola [59, 60]

KLASA FARMACEUTIKA antibiotik

CAS BROJ 723-46-6

NAZIV PO TUPAC-U 4-amino-N-(5-metil-1,2-oksazol-3-

il)benzensulfonamid
EMPIRIJSKA FORMULA CioHiiN305S
Q@
S—NH
MOLEKULSKA STRUKTURA /@6 )
HoN N. o~ ~CHs
PROIZVODAC I CISTOCA Sigma Ajpdg"h’ SAD
MOLARNA MASA [g/mol] 253,28
TALISTE [°C] 167
SVOJSTVA bijeli kristalini¢ni prah, bez mirisa, gorak
log Kov = 0,89
KONSTANTE pKit = 1.6: pKio = 5.7
TOPLJIVOST [mg/L] 610 na 37 °C
Apsorpcijski maksimum [nm] 275
APSORPCIJSKI SPEKTAR
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Tablica 3. Fizikalno-kemijske karakteristike torasemida [61, 62]

KLASA FARMACEUTIKA diuretik
CAS BROJ 56211-40-6
NAZIV PO TUPAC-U 1-[4-(3-metilanilino)piridin-3-il]sulfonil-3-

propan-2-ilurea

EMPIRIJSKA FORMULA C16H20N405S
HaC~ i ‘NH oo 5§ G
MOLEKULSKA STRUKTURA L NT SN SCH
= 11 3
H H
|
N

Tokyo Chemical Industry
> 98,0 % (HPLC) (T)

PROIZVODPAC I CISTOCA

MOLARNA MASA [g mol™] 348,4
TALISTE [°C] 163-164
SVOJSTVA bijela krutina
log Koy = 3,356
KONSTANTE
pKk = 7,1

TOPLJIVOST > 52,3 ug/mL pri pH=7,4

Apsorpcijski maksimum [nm] 290

APSORPCIJSKI SPEKTAR
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Tablica 4. Fizikalno-kemijske karakteristike prokaina [63, 64]

KLASA FARMACEUTIKA

lokalni anestetik

CAS BROJ

59-46-1

NAZIV PO IUPAC-U

2-(dietilamino)etil 4-aminobenzoat

EMPIRIJSKA FORMULA

Ci3H20N20,

MOLEKULSKA STRUKTURA

o >N

Sigma Aldrich, SAD

PROIZVODPAC I CISTOCA
>97% (HPLC)
MOLARNA MASA [g mol] 236,31
TALISTE [°C] 61

SVOJSTVA bijela krutina
log Kov = 1,92
KONSTANTE
pKi = 8,05
TOPLJIVOST 9450 mg/L pri 30 °C
Apsorpcijski maksimum [nm] 290

APSORPCIJSKI SPEKTAR
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Tablica 5. Fizikalno-kemijske karakteristike furosemida [65, 66]

KLASA FARMACEUTIKA diuretik
CAS BROJ 54-31-9
NAZIV PO IUPAC-U 4—k10ro—2—(fl.lran—2—¥lmet11'am.1no)—5—
sulfamoilbenzojeva kiselina
EMPIRIJSKA FORMULA C12H11CIN2OsS
O O O
N Ay
HO S NH
MOLEKULSKA STRUKTURA o 2
\ /) H
MOLARNA MASA [g mol] 330,74
TALISTE [°C] 206
SVOJSTVA Bijeli kristalini¢ni prah
log Kov =2,03
KONSTANTE
pKi = 3,65
TOPLJIVOST

73,1 mg/L pri 30 °C

Apsorpcijski maksimum [nm] 273

DT 20154 (204 mAl -] =28 948 £ 2548 of D001 D

¥z

/1
F
/o
150 ; |

APSORPCIJSKI SPEKTAR =/ |
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Tablica 6. Fizikalno-kemijske karakteristike lidokaina [67, 68]

KLASA FARMACEUTIKA lokalni anestetik
CAS BROJ 137-58-6
NAZIV PO IUPAC-U 2-(dietilamino)-N-(2,6-dimetilfenil)acetamid
EMPIRIJSKA FORMULA CisH22N,O
N
MOLEKULSKA STRUKTURA Y\ N /\
. i Genera d.d.
PROIZVODAC I CISTOCA
>99%
MOLARNA MASA [g mol] 234,34
TALISTE [°C] 68,5
SVOJSTVA bijeli ili blago zuti kristalini¢ni prah
log Kov = 2,44
KONSTANTE
pKx=7,93
TOPLJIVOST 410 mg/L pri 30 °C
Apsorpcijski maksimum [nm] 290
APSORPCIJSKI SPEKTAR
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Tablica 7. Fizikalno-kemijske karakteristike sulfametazina [69, 70]

KLASA FARMACEUTIKA antibiotik

CAS BROJ 57-68-1

4-amino-N-(4,6-dimetilpirimidin-2-

NN RO L2 A il)benzen-1-sulfonamid

EMPIRIJSKA FORMULA C12H14N4O,S

o O N
\Y |
MOLEKULSKA STRUKTURA S >
N N
H

/Q/ )
H,N

vy , Veterina d.o.o.
PROIZVODAC I CISTOCA

>99%
MOLARNA MASA [g mol!] 278,33
TALISTE [°C] 198,5
SVOJSTVA bijeli kristalini¢ni prah
log Kov = 2,44
KONSTANTE pKii = 2,65
pKix = 7,65
TOPLJIVOST 1500 mg/L pri 29 °C
Apsorpcijski maksimum [nm] 275

APSORPCIJSKI SPEKTAR
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4.1.3. Sorbensi

Za provedbu ispitivanja koriSten je polimer s otiskom tri molekule; sulfametoksazola,

torasemida i prokaina te polimer bez otiska molekula.

4.1.4. Kolone za ekstrakciju

Za ekstrakciju sulfametoksazola, prokaina i torasemida pomocu polimera s otiskom ta tri
farmaceutika koriStene su polipropilenske kolone volumena 3 mL i odgovarajuce frite

proizvodaca Agilent Technologies (SAD).

Slika 5. Kolone za punjenje MIP i NIP sorbensa

4.1.5. Otpadna voda

Uzorak otpadne vode koriSten je za ekstrakciju ciljanih farmaceutika iz realnih uzoraka vode.
Koristena otpadna voda je smjesa komunalne 1 bolni¢ke otpadne vode i uzorkovana je u
listopadu 2021. godine u Italiji (regija Emilia Romagna) na postrojenju za obradu otpadnih
voda. Uzorak je nakon uzorkovanja zamrznut te je odmrznut neposredno prije analize. Na taj
nacin sastav uzorka nije znacajno promijenjen od trenutka uzorkovanja do same analize.
Navedeni uzorak je karakteriziran i odredeni su sljede¢i parametri: pH 7,7, specificna
provodnost 868 uS/cm, KPK 182 mg/L Oz, BPK 90 mg/L Oz, TSS 82 mg/L, OOU 18,5 mg/L,
NOs 0,5 mg/L, NO2 0,04 mg/L, NH4" 37,1 mg/L, Ny 31 mg/L, Py 6 mg/L. Uzorak vode je

prije provedbe eksperimenta steriliziran i profiltriran vrpcom veli¢ine pora 0,45 pm.
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4.2. INSTRUMENTI

Za karakterizaciju sorbensa 1 ispitivanje njegove sposobnosti za selektivno uklanjanje

sulfametoksazola, torasemida i prokaina koristeni su sljede¢i instrumenti:

analiticka vaga XA 105 DualRange, Mettler Toledo, Svicarska

tresilica Innova 4080, New Brunswick Scientific, SAD

pH metar S20 SevenEasy, Mettler Toledo, Svicarska

susionik ST-01/02, Instrumentaria, Zagreb

sustava za filtraciju vode PALL Life Sciences, SAD

tekuc¢inski kromatograf visoke djelotvornosti s detektorom s nizom dioda, Nexera,
Shimadzu, Japan

Millipore Simplicity uredaj za prociS¢avanje vode, Millipore Corporation, SAD
uredaj za ekstrakciju, Supelco Visiprep 24

vakuumski upariva¢ R-144, Biichi Rotavapor, Svicarska

soxhlet ekstraktor Behrotest, Behr Labor-Technik, Njemacka

centrifuga

uredaj za infracrvenu spektroskopiju s Fourierovom transformacijom (FTIR)!2, IR Spirit
QATR-s, Shimadzu

SEM mikroskop, FEI tip QUANTA 250 FEG

4.2.1. Soxhlet ekstraktor

Soxhlet ekstraktor Behrotest, prikazan na slici 6. koriSten je za ispiranje polimera s otiskom.

Ovaj uredaj omogucava istovremeno ispiranje cCetiri razliita uzorka s maksimalnim

volumenom od 250 mL.

2 engl. Fourier-transform infrared spectroscopy, FTIR
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Slika 6. Soxhlet ekstraktor

4.2.2. Tresilica

Na slici 7. prikazana je tresilica Innova 4080, New Brunswick Scientific, koja je omogucila
konstantan kontakt izmedu sorbensa i otopine farmaceutika pri provedbi optimiranja procesnih
parametara, ispitivanja selektivnosti i primjene sorbensa. Ova tresilica omogucava podesavanje

temperature od 5-80 °C i brzine u intervalu od 25-500 okretaja/min.

Slika 7. Tresilica Innova 4080

4.2.3. Uredaj za ekstrakciju ¢vrstom fazom

Za ekstrakciju sulfametoksazola, torasemida i prokaina pomocu polimernih sorbensa koriSten
je Supelco Visiprep 24 uredaj (slika 8.). Ovaj uredaj omogucava istovremeno ekstrahiranje do

24 uzorka primjenom kolona, a protoci se kontroliraju pomocu ventila.
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Slika 8. Uredaj za ekstrakciju Supelco Visiprep 24

4.2.4. Teku¢inski kromatograf visoke djelotvornosti

Nakon provedbe eksperimenata uzorci su analizirani pomoc¢u teku¢inskog kromatografa visoke
djelotvornosti s detektorom s nizom dioda, Nexera Shimadzu (Japan), prikazanog na slici 9. Za
analizu je koriStena kolona, proizvodac¢a Phenomenex, Kinetex 5 um C18, dimenzija 150 x 4,6

mm (slika 10).

Slika 10. Kinetex 5 um C18 kolona
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4.3. METODE RADA

4.3.1. Sinteza polimernih sorbensa

Prije provedbe eksperimenata, bilo je potrebno prirediti polimerne sorbense s otiskom 1 bez
otiska molekule. Polimer s otiskom tri molekule priprema se na nacin da se prethodno izvagani
predlosci; sulfametoksazol, torasemid, prokain; otope u dimetil sulfoksidu, a zatim se redom
dodaju MAA, funkcionalni monomer, i EGDMA, umrezavajuce sredstvo, tako da medusobni
omjer bude 1:4:20. Na kraju se dodaje odredena koli¢ina inicijatora AIBN-a. Reakcijska smjesa
se potom dobro homogenizira, propuhuje u struji dusika 5 minuta, te stavlja u susionik na

60 °C, 24h. Za pripremu NIP-a koristi se isti postupak, ali bez dodatka molekula predlozaka.

Nakon polimerizacije, epruvete se razbiju, a nastali polimeri usitne. Potom se MIP ispire kako
bi se uklonile molekule sulfametoksazola, torasemida i prokaina. Najprije se ispire s
metanolom, a nakon toga sa smjesom metanol : octena kiselina u omjeru 9 : 1. MIP je potrebno
ispirati dok se ne uklone sve molekule predloska, odnosno dok se na kromatogramu vise ne

pojavljuju kromatografske krivulje farmaceutika.

Slika 11. MIP prije i nakon polimerizacije

Pored MIP-a s otiscima sulfametoksazola, torasemida i prokaina, sintetizirani su i MIP-ovi sa
pojedinacnim otiscima svakog farmaceutika, radi odabira najucinkovitijeg sorbensa za

simultano uklanjanje sva tri navedena farmaceutika.

Za pripremu MIP-ova koristi se ista metoda, bulk polimerizacija, kao i za MIP s otiscima sva

tri farmaceutika.
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Prikaz koristenih predlozaka, funkcionalnih monomera, umrezavajuceg sredstva, otapala 1
omjera (predlozak:monomer:umrezavaju¢e sredstvo) za sintezu pojedinacnih MIP-ova

prikazani su u tablicama 8. 1 9.

Tablica 8. Sintetizirani MIP-ovi i njihove komponente

funkcionalni umrezavajuce

MIP predlozak monomer sredstvo omjer  otapalo

MIP PRO 1 prokain 4-vinil piridin EGDMA 1:2:20  MeOH

MIP PRO 2 prokain MAA EGDMA 1:2:20 MeOH
MIP SMETOX sulfametoksazol MAA EGDMA 1:4:20 ACN

Za torasemid, kao molekula predloska, pripremljena su cetiri MIP-a koja imaju iste
komponente: MAA, EGDMA, AIBN, DMSO i isti omjer, predlozak:monomer:umrezavajuce

sredstvo, 1:3:20, ali razlicite koliCine tvari. Podaci su prikazani u tablici 9.

Tablica 9. Prikaz sastava 4 polimera s otiskom molekule torasemida

] n(torasemid) n(MAA) n(EGDMA)
MIP omjer
[mmol] [mmol] [mmol]
MIP TOR 1 1:3:20 0,33 1,00 6,60
MIP TOR 2 1:3:20 0,25 0,75 5,00
MIP TOR 3 1:3:20 0,10 0,30 2,00
MIP TOR 4 1:3:20 0,06 0,18 1,20

Za navedene MIP-ove pripremljeni su i odgovaraju¢i NIP-ovi.

4.3.2. Priprema standardnih otopina farmaceutika

Za sulfametoksazol, torasemid i1 prokain su pripremljene temeljne standardne otopine. To¢no
odredena masa farmaceutika, izvagana na analiti¢koj vagi, otopljena je u odgovaraju¢em
otapalu. Sulfametoksazol se otapao u metanolu, prokain u ultracistoj vodi, torasemid u smjesi

acetonitrila 1 ultraCiste vode u omjeru 1:1.

Radna standardna otopina smjese tri farmaceutika, pripremljena je razrijedenjem temeljnih

standardnih otopina u ultracistoj vodi. Za sve eksperimente koriStena je otopina koncentracije
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5 mg/L, osim kod ispitivanja utjecaja pocetne koncentracije gdje su pored navedene otopine,

koristene i otopine koncentracija 0,5; 1; 2,5; 7,51 10 mg/L.

Pored standardne otopine smjese farmaceutika, pripremljene su i radne standardne otopine

koncentracije 5 mg/L za svaki farmaceutik zasebno kod ispitivanja kinetike sorpcije.

Kod primjene MIP-a, umjesto ultraiste vode koristila se otpadna voda za pripremu radne

standardne otopine.

Za eksperimente selektivnosti koriSteni su strukturni analozi sulfametazin, furosemid i
lidokain. Temeljne otopine strukturnih analoga pripremljene su na ve¢ opisani nacin.
Furosemid se otapao u dimetil sulfoksidu, a sulfametazin i1 lidokain u ultraistoj vodi.

Pripravljene su radne standardne otopine (5 mg/L):

0,

% parova  predlozak/analog: sulfametoksazol/sulfametazin, = prokain/lidokain i
torasemid/furosemid

% sva tri analoga

¢ svih Sest farmaceutika

% svakog analoga zasebno

4.3.3. Odabir optimalnog MIP-a

Kako bi se odabrao MIP koji ima najveci afinitet za sva tri ciljana farmaceutika provedena su

usporedna ispitivanja sorpcije 1 ekstrakcije.

Ispitivanja sorpcije provodila su se mijeSanjem 5 mg sorbensa s 5 mL standardne otopine

smjese farmaceutika, a koriStena je tresilica pri brzini od 200 okretaja/min 1 pri 25 °C.

Kod odabira MIP-a, eksperimenti ekstrakcije provodili su se na na¢in da je u 100 mL ultraciste
vode dodan 1 mL standardne otopine smjese farmaceutika koncentracije 5 mg/L. Otopina se
potom propustala kroz kolonu napunjenu s 60 mg sorbensa (MIP/NIP). Nakon $to je sav
volumen otopine protekao, provedeno je eluiranje s 5x 2 mL metanola, a uzorci su potom

upareni pa otopljeni u 1 mL metanola.

4.3.4. Strukturna karakterizacija

Odabrani MIP 1 njemu odgovarajuc¢i NIP su karakterizirani razli¢itim tehnikama kako bi se
dobio uvid u njihovu strukturu i provjerila moguénost MIP-a za selektivnu sorpciju i

ekstrakciju ciljanih farmaceutika.
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Za dobivanje uvida u morfologiju polimernih sorbensa, MIP-a i NIP-a, provedena je analiza na
SEM uredaju.

Kako bi se mogle identificirati prisutne funkcionalne skupine te odrediti dio spektara molekula
predloska u neispranom MIP-u, uzorci NIP-a, MIP-a, prije i nakon ispiranja, te standardi

sulfametoksazola, torasemida i prokaina su snimljeni na FTIR uredaju.

4.3.5. Optimiranje procesnih parametara sorpcije

Za odredivanje vremena potrebnog za uspostavljanje sorpcijske ravnoteze izmedu svakog od
tri farmaceutika 1 odabranog MIP-a i NIP-a, ispitivana su razlicita vremena muckanja (10, 20,
30, 40, 50, 60, 120, 240, 360, 1080, 1440 min) pri koncentraciji od 5 mg/L. Svako mjerenje je
provedeno dva puta. Svi eksperimenti sorpcije provodili su se mijeSanjem 5 mg sorbensa s 5
mL standardne otopine smjese farmaceutika u bocici, a koriStena je tresilica pri brzini od 200

okretaja/min 1 pri 25 °C.

Takoder, kako bi se dobio bolji uvid u mehanizam sorpcije i selektivnost MIP-a prema
pojedinom farmaceutiku, svaki farmaceutik je doveden u kontakt sa sorbensima bez prisustva

ostala dva.

Sest radnih standardnih otopina koncentracija 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5 1 10 mg/L koriStene su za

ispitivanje utjecaja pocetne koncentracije.
Kod ispitivanja utjecaja mase sorbensa ispitivale su se mase 2,5, 5, 10, 20, 40, 60 mg.

Pored pocetne pH vrijednosti otopine koja je iznosila 5,56, utjecaja pH ispitivan je i za otopine

pH vrijednosti 4, 719.

Za odabir otapala 1 optimiranje volumena eluiranja, ekstrakcija je provodena na nacin da je 60
mg sorbensa mijeSano s 5 mL standardne otopine smjese farmaceutika 24 h. Nakon 24 h, cijeli
sadrZaj bocice je prenesen u prazne kolone s fritom na dnu. Nakon propustanja otopine, zaostali
sorbens je eluiran s razli¢itim otapalima i volumenima otapala, a ekstrakt je skupljan u
graduirane kivete. Dobiveni ekstrakt je potom promijeSan te pomocu Sprice 1 filtera prenesen

u viale za analizu na HPLC-DAD.

Za izraCun sorpcijskog kapaciteta Q (mg/g) 1 stope uklanjanja n (%) koriStene su sljedece
formule:

_ (Co—Ce)xV
m

Q (7
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n =L x 100% (8)

0

gdje je Co (mg/L) pocetna koncentracija, C. (mg/L) je ravnotezna koncentracija, V' (L) je

volumen otopine, a m (g) masa MIP-a ili NIP-a [71].

Kako bi se provjerila prisutnost otisnutih veznih mjesta, odnosno koliko je uspjesno

molekularno otiskivanje, odreden je faktor otiskivanja prema sljedecoj jednadzbi [72]:

IF = 2ue 9)

On1p

4.3.6. Regeneracija

Kako bi se ispitala moguénost regeneracije i ponovnog koriStenja sorbensa, 60 mg MIP-a,
odnosno NIP-a, je mijesano s 5 mL otopine smjese farmaceutika kroz 24 h. Nakon toga, smjesa
je centrifugirana, prikupljeni supernatant je analiziran na HPLC-DAD uredaju, a sorbens je
ispiran metanolom i smjesom metanola i 2%-tne mravlje kiseline (1:1) nekoliko puta kako bi
se uklonile sorbirane molekule te kako bi se mogao ponovno koristiti. Ciklus sorpcija-

desorpcija za oba sorbensa proveden je pet puta.

4.3.7. Specifi¢na sorpcija

Specificna sorpcija ukljucuje selektivnu sorpciju 1 kompetitivnu sorpciju. Kod ispitivanja
specificne sorpcije, otopine smjese sulfametoksazola, torasemida i prokaina te molekula
njihovih izabranih analoga (sulfametazin, furosemid, lidokain) su stavljene u kontakt s MIP-

om i NIP-om.

Smjesa svih Sest farmaceutika 1 smjese sulfametoksazol/sulfametazin, prokain/lidokain,
torasemid/furosemid su stavljene u kontakt s MIP-om 1 NIP-om kod ispitivanja kompetitivne
sorpcije. Svi eksperimenti su provedeni pri istim uvjetima kao za smjesu tri ciljana
farmaceutika, odnosno kao za svaki farmaceutik zasebno (koncentracija 5 mg/L, 5 mg

sorbensa, pocetni pH, 25 °C, 24 h ).

Selektivnost se definira pomocu koeficijenta selektivnosti (k) ili relativnog koeficijenta

selektivnosti koji su dani jednadzbama:

I = Xd@naliy (10)
Kd(analog)
k= e (11)
knip
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gdje Kq koeficijent distribucije, kmip koeficijent selektivnosti MIP-a, knip koeficijent

selektivnosti NIP-a.

Koeficijent distribucije ra¢una se prema danoj jednadzbi [72]:

_ (Co=Ce)xV
- mxCe

Ky (12)

4.3.8. Primjena MIP-a

Konacna primjena MIP-a ispitana je primjenom ekstrakcije smjese farmaceutika iz otpadne
vode provedene na isti na¢in kao kod odabira otapala i volumena eluiranja. 60 mg, odnosno 5
mg, sorbensa bilo je u kontaktu 24 h s 5 mL otopine pripremljene s otpadnom vodom. Nakon
24 h cijeli sadrzaj bocica je prenesen u prazne kolone s fritama na dnu. Zaostali farmaceutici
ekstrahirani su sa sorbensa s 5 mL smjese metanola i 2%-tne mravlje kiseline u omjeru 1:1, a
ekstrakt je sakupljan u graduirane kivete. Dobiveni ekstrakt je potom promijesan te pomocu

Sprice 1 filtera prenesen u viale za analizu na HPLC-DAD uredaju.

4.3.9. HPLC-DAD analiza uzoraka

Nakon provedenih eksperimenata, prikupljeni uzorci su analizirani pomo¢u HPLC-DAD
instrumenta. Kao vodena komponenta pokretne faze koristila se otopina 0,1% mravlje kiseline
u ultracistoj vodi (A), a kao organska komponenta otopina 0,1% mravlje kiseline u acetonitrilu
(B). Koristena je gradijentna metoda s protokom pokretne faze 0,5 mL/min te volumenom
injektiranja uzorka 30 pL. Koristeni detektor je UV lampa buduéi da se apsorpcijski

maksimumi ciljanih farmaceutika i njihovih analoga nalaze u UV podrucju.

Tablica 10. Gradijent pokretne faze HPLC-DAD metode za sulfametoksazol, torasemid 1

prokain
{, min w(A), % w(B), %
0,00 98,0 2,0
2,00 98,0 2,0
22,00 60,0 40,0
23,00 60,0 40,0
23,01 98,0 2,0
26,00 98,0 2,0

38



Eksperimentalni dio
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Slika 12. Kromatogram smjese sulfametoksazola, torasemida i prokaina koncentracije 5 mg/L

Za analizu ciljanih farmaceutika i njihovih analoga koristena je produljena gradijentna metoda

uz iste, prethodno opisane kromatografske uvjete.

Tablica 11. Gradijent pokretne faze HPLC-DAD metode za smjesu Sest farmaceutika

t, min w(A), % w(B), %
0,00 98,0 2,0
2,00 98,0 2,0

22,00 60,0 40,0

25,00 50,0 50,0

27,00 50,0 50,0

32,00 10,0 90,0

35,00 2,0 98,0

36,00 2,0 98,0

36,01 98,0 2,0

40,00 98,0 2,0
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Slika 13. Kromatogram smjese sulfametoksazola, torasemida, prokaina, sulfametazina,

furosemida i lidokaina koncentracije 5 mg/L
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Rezultati i rasprava

5.1. POLIMER S OTISKOM MOLEKULE ZA SELEKTIVNO
UKLANJANJE TRI FARMACEUTIKA

Ucinkovitost osam odabranih MIP-ova kod sorpcije i1 ekstrakcije tri ciljana farmaceutika

prikazana je na slikama 14. 1 15.

100 -
20 = MIP PRO 1
= MIP PRO 2
< 60 = MIP SMETOX
= MIP TOR 1
40 = MIP TOR 2
= MIP TOR 3
20 A MIP TOR 4
= MIP SMJESA
0

PRO TOR SMETOX

Slika 14. Sorpcija farmaceutika na razli¢itim MIP-ovima

Od osam ispitanih MIP-ova najveci afinitet za vezanje sva tri farmaceutika pokazali su MIP
TOR 1 1 MIP SMJESA gdje su iskoriStenja za sve farmaceutike ve¢a od 57%. Usporedujuci
ova dva MIP-a, MIP TOR 1 se pokazao malo boljim za vezanje sva tri farmaceutika, a razlika
izmedu njih je vidljiva kod sorpcije torasemida dok kod ostala dva gotovo da je i nema.
Opc¢enito, svi MIP-ovi, osim MIP TOR 2 pokazali su veliki afinitet prema sulfametoksazolu

dok se za vezanje torasemida najbolje pokazao MIP TOR 1, a za prokain MIP SMJESA.

100 -
80 - = MIP PRO 1
= MIP PRO 2
o 60 - = MIP SMETOX
— MIP TOR 1
20 | = MIP TOR 2
= MIP TOR 3
MIP TOR 4
20
= MIP SMJESA
O |

PRO TOR SMETOX

Slika 15. IskoriStenje farmaceutika primjenom razli¢itih MIP-ova
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Sa slike 15. vidljivo je da su se za ekstrakciju smjese najbolje pokazali MIP TOR 2 i MIP
SMIJESA. MIP TOR 2 pokazao je jednaku u¢inkovitost pri ekstrakciji sva tri farmaceutika dok
su kod MIP SMJESA vidljive oscilacije. Za ekstrakciju sulfametoksazola, osim MIP TOR 2 i
MIP SMIJESA, MIP-ovi su se pokazali izrazito loSima gdje stupanj iskoriStenja za ve¢inu manji
od 5 %. To je vjerovatno povezano s njihovim velikim sorpcijskim afinitetom prema njemu
(slika 14.) pa ga losije desorbiraju. Pored toga, moze se uociti da polimeri s otiskom prokaina
nisu pogodovali sorbiranju i ekstrahiranju svoje molekule predloska. S druge strane, polimer s
otiskom sulfametoksazola je pogodovao sorbiranju sulfametoksazola, ali se loSe pokazao za

njegovu ekstrakciju vjerovatno uslijed stvaranja jakih veza.

Zakljuéno, polimer s otiskom tri ciljane molekule (MIP SMJESA) je pokazao podjednako
dobru uéinkovitost i kod sorpcije i ekstrakcije sva tri farmaceutika te je on odabran za daljnja

ispitivanja.

5.2. KARAKTERIZACIJA ODABRANIH SORBENSA

Odabrani MIP 1 njemu odgovarajuc¢i NIP karakterizirani su na FTIR i SEM uredaju.

5.2.1. Analiza uzoraka na FTIR-u

FTIR karakterizacija provedena je s ciljem odredivanja funkcionalnih skupina prisutnih u
sintetiziranim polimerima odnosno utvrdivanja njihove kemijske strukture. FTIR spektri
uzoraka NIP-a, MIP-a te MIP-a s ¢ije su povrSine nisu uklonjene molekule predloZaka

prikazani su na slici 16.

Sa slike 16. je vidljivo da su spektri uzoraka slicni u pogledu polozaja i oblika vibracijskih
vrpci §to je u skladu s €injenicom da su polimeri sintetizirani koriStenjem istog monomera,
umrezavajuceg sredstva i inicijatora. Intezivne vibracijske vrpce na valnim brojevima od 1144,
171913741 cm™ odgovaraju C-O-C, C=0, O-H veznom istezanju. Takoder na 1666 cm™ mogu
se uociti slaba vibracijska istezanja C=C vinilne skupine koja ukazuju na uspjesno provedenu
polimerizaciju. Intenzitet ove vrpce nakon polimerizacije moze biti smanjen ili moze do¢i do
njenog nestanka bududi da tijekom polimerizacije dolazi do prelaska dvostruke veze vinilne
skupine u jednostruku C-C vezu [73]. Istezanja C-H veza mogu se uoditi pri 2978 cm™'. Ispod

1000 cm™! nalazi se podrucje otiska prsta'? te vrpce u ovom podruéju pobliZe opisuju molekule.

8 engl. fingerprint region
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U ovom podruc¢ju moguce je odrediti razli¢ite vibracije istezanja i svijanja poput C-H svijanja

pri 7551950 cm.

Takoder, na slici je vidljiva i vibracijska vrpca pri 2311 cm™ §to odgovara sorbiranom CO, do

¢ije je sorpcije 1 pojave u spektru moglo do¢i tijekom provedbe mjerenja.

Transmitacija, %
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Slika 16. FTIR spektar opranog i neopranog MIP-a i NIP-a, v-istezanja d-svijanja

Tablica 12. Vibracijske vrpce iz FTIR spektara MIP-a, prije i nakon ispiranja, i NIP-a

gdje su s-jaka, w-slaba

Valni broj [cm™']
MIP Vibracija
prije nakon

3741s  3741s  3741s OH istezanje
2980s  2979s  2976s C-H istezanje

2311 2311 2311 CO; istezanje
1719 s 1700 s 1719 s C=0 istezanje
1666 w 1666 w 1666 w  C=C istezanje
1253w 1257w 1251w C-0O istezanje
1144 s 1153 s 1144s  C-O-C istezanje
1021 w - 1044 w C-0O istezanje
948 w 955 w 952 w C-H svijanje
749 w 755 w 755 w C-H svijanje

NIP
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Rezultati i rasprava

5.2.2. Morfoloska karakterizacija pomo¢u SEM-a

Na slikama 17.-24. prikazani su uzorci ispranog MIP-a te NIP-a snimljenih pomo¢u SEM-a uz
uvecanja od 5000x, 10000x, 20000x, 25000x, 50000x. Pri uve¢anju od 5000x (slika 17.1 21.),
vidljivo je kako je povrSina MIP-a hrapavije teksture u usporedbi s glatkom povrSinom NIP-a.
Poroznija struktura MIP-a rezultira ve¢om povrSinom dostupnom za sorpciju te je za ocekivati
bolje vezanje na MIP-u. Veca poroznost posljedica je veéeg broja Supljina prisutnih kod MIP-

a.

Razlike u morfoloskim znacajkama MIP-a i NIP-a posljedica su prisutnosti molekula predloska

tijekom sinteze MIP-a te njihovog naknadnog ispiranja ¢ime nastaje poroznija struktura.

pressure WD |spot| det [temp
6.24e-3 Pa|8.7 mm | 3.0 [ETD

- N - ¥ 3 A\
e— 1 'L h— \ f e WD |spot| det |temp | ————5um
30.00 kV|20 000 x |5.7 n | : | 1M MIX 30 K x 4.9 Pa|86mm| 30 |[ETD| --- 1M MIX

Slika 18. Cestice uzorka MIP-a snimljene pomoéu SEM-a uz uveéanje od 20000x
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HV mag [ | pressure WD |spot et tem;‘a 1] ‘
30.00 kV|25 000 x |4.26e-3 Pa|8.7 mm| 3.0 |[ETD| ---

Slika 19. Cestice uzorka MIP-a snimljene pomoéu SEM-a uz uveéanje od 25000x

- X N T - o ¢
e I N VA A ) e F . N ) Y are SIS B N

HV mag O | pressure WD |spot| det [temp —————— 2 ym —— WD |spot| det |temp|————— 2 um
30.00 kV |50 000 x 4.07e-3 Pa|8.7 mm | 3.0 |ETD| --- 1 M MIX ETD| --- 1 M MIX

Slika 20. Cestice uzorka MIP-a snimljene pomoéu SEM-a uz uveéanje od 50000x
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2 s il S R AL 5
20 ym HV mag O | pressure W spot | det |temp
AIX 30.00 kV| 5000 x |2.17e-3 Pa | 8.4 0 |[ETD| ---

nag O p?e%éure N WTDJ spot ‘dgt tefnp
30.00 kV|10 000 x |2.59e-3 Pa|8.5 mm 2 M MIX

Slika 22. Cestice uzorka NIP-a snimljene pomoéu SEM-a uz uveéanje od 10000x
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. ?
- g o P _ = e 2 £
mag O | pr - \ e — —| HV mag [ | pressure WD
30.00 kV|50 000 x |2.48e-3 Pa| 8.5 mm 3.0 |[ETD| --- 30.00 kV|50 000 x |1.98e-3 Pa| 8.4 mm 3.0 |ETD

Slika 24. Cestice uzorka NIP-a snimljene pomoéu SEM-a uz uveéanje od 50000x
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5.3. OPTIMIRANJE PROCESNIH PARAMETARA PROCESA
SORPCIJE

Kako bi se odabrani MIP primijenio za uklanjanje ciljanih farmaceutika bilo je potrebno
optimirati parametre koji utjeCu na efikasnost sorpcije i ekstrakcije. Optimirani su parametri
poput pocetne koncentracije (0,5 - 10 mg/L), kontaktnog vremena (10 - 1440 min), pH (4, 7,
9), mase sorbensa (2,5 - 60 mg) na nacin da se mijenjao jedan parametar, dok su ostali ostajali

konstantni. Takoder, optimirana je 1 vrsta i volumen otapala potrebnog za desorpciju analita

(5-15mL).

5.3.1. Vrijeme i kinetika sorpcije

Kako bi se moglo pristupiti ispitivanju ostalih parametara, najprije je bilo potrebno odrediti
vrijeme potrebno za uspostavu ravnoteze izmedu sorbensa i smjese farmaceutika. Ispitivanje
je provedeno muckanjem pojedinog sorbensa sa smjesom pri konstantnoj koncentraciji od 5
mg/L kroz 11 vremena. Primjenom razli¢itih kinetickih modela opisana je kinetika sorpcije radi
razumijevanja mehanizma vezanja izmedu oba tipa polimernih sorbensa i ciljnih molekula:
sulfametoksazola, prokaina i torasemida. Takoder, kako bi se dobio bolji uvid u mehanizam
sorpcije 1 selektivnost MIP-a, ispitivanja su provedena i sa otopinama pojedinacnih

farmaceutika.

5.3.1.1. SORPCIJA SULFAMETOKSAZOLA, TORASEMIDA I PROKAINA NA
POLIMERNIM SORBENSIMA

Kod pojedinaéne sorpcije sulfametoksazola, torasemida i prokaina na oba sorbensa, vrijeme
potrebno za uspostavljanje sorpcijske ravnoteze je 1080 minuta (18 h). Iz rezultata prikazanih
na slici 25., vidljivo je da nakon 4 h nema znacajnijih promjena u koli¢ini sorbiranog
sulfametoksazola na NIP-u, dok u slucaju prokaina to se moze primijetiti kod sorpcije na oba
sorbensa. Veca koli¢ina sulfametoksazola i torasemida se sorbirala na MIP-u, dok se prokain

bolje vezao na NIP.
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Sorpcija, %
J o) O 5
(e S S (=}
¢ O
¢ O
Sorpcija, %
2 3 3 &
©
\ c

60 ®
50 40 r”
40 30 W
30 T T T T 1 20 T T T T 1
0 400 800 1200 1600 0 400 800 1200 1600
¢, min ¢, min
@MIP 4NIP @MIP #NIP
1 2
60
4
50 >V ¢
,,#
c w0l
< 40 o
5 ° °
& |
o
2 30 g
20 I T T T 1
0 400 800 1200 1600
¢, min
eMIP 4NIP
3

Slika 25. Utjecaj kontaktnog vremena na sorpciju sulfametoksazola (1), torasemida (2)

prokaina (3) na MIP i NIP

Za opisivanje kinetike sorpcije koriSteni su Lagergrenov pseudokineti¢ki model prvog reda,
Ho-ov pseudokineticki model drugog reda 1 Weber-Morrisov model unutarcesti¢ne difuzije, a
parametri dobiveni ovim modelima prikazani su u tablicama 13. i 14. Na temelju koeficijenata
determinacije koji su za sva tri farmaceutika na oba sorbensa veca od 0,99, vidljivo je da
kinetiku sorpcije sulfametoksazola, torasemida 1 prokaina na MIP-u i NIP-u najbolje opisuje
pseudokineticki model 2. reda. Ovim modelom dobiveno je bolje slaganje teorijskih vrijednosti
ecalc 1 eksperimentalnih vrijednosti geexp. Primjenom ovog modela, maksimalna ravnoteZna
koncentracija sorbirane tvari po masi sorbensa za sulfametoksazol nalazi se u rasponu 15,73 —
19,88 ng/g, 11,94 — 17,30 pg/g za torasemid, a za prokain u rasponu 9,76 — 13,12 ug/g. Na
temelju navedenoga moze se zakljuciti da su procesu sorpcije, pored vezanja farmaceutika na
povrSinska mjesta, doprinijeli i prijenos tvari 1 unutarcesticna difuzija te da sorpcijski kapacitet

ovisi o dostupnim aktivnim mjestima na povrsini polimernih sorbensa [74, 75].
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Tablica 13. Parametri pseudokinetickih modela 1. 1 2. reda za sulfametoksazol, torasemid 1
prokain

Pseudokineticki model 1. reda Pseudokinetic¢ki model 2. reda

e, exp

sorbens farmaceutik
[ng/gl

(e calc ki R 2 {ecalc k> 2
[ng/g]l  [1/min] [ng/g]l  [g/ug min]

SMETOX 19,88 4,59  40x10° 09377 20,00 34x10° 0,9992
MIP TOR 1730 474  3,0x10° 08324 1742  41x10° 0,999
PRO 9,76 507 2,0x10° 05535 9,78  94x10° 09998

SMETOX 15,73 4,76 2,0x10° 0,6264 15,80 8,1x10°  0,9999

NIP TOR 11,94 504 3,0x10°5 09277 12,05  3,1x103  0,9979
PRO 13,12 494  3,0x10°5  0,5540 1321 6,3x10%  0,9999

Budu¢i da je sorpcija sloZzen proces i da ukljucuje i1 difuziju molekula u unutarnje slojeve
sorbensa bilo je potrebno procijeniti i difuzijski mehanizam. Na temelju dobivenih vrijednosti
konstanti unutarcesti¢ne difuzije (tablica 14.), kp i konstante C koja opisuje debljinu grani¢nog
sloja, moze se zakljuciti da proces sorpcije sva tri farmaceutika na oba sorbensa nije kontroliran

samo unutaréesticnom difuzijom.

Proces sorpcije sulfametoksazola, torasemida i prokaina na oba sorbensa odvija se u tri faze.
Nakon kontakta vodene otopine farmaceutika i MIP-a, odnosno NIP-a, molekule farmaceutika
migriraju 1z mase otopine do vanjske povrSine sorbensa (difuzija kroz film, vanjski prijenos
mase). Na temelju konstante brzine k1, ovo je najbrza faza procesa sorpcije svih farmaceutika.
U drugoj fazi procesa dolazi do difuzije molekula u poroznu strukturu sorbensa, odnosno do
unutar¢esti¢ne difuzije. Sorpcija molekula farmaceutika na aktivnim mjesta se odvija u trecoj
fazi gdje dolazi 1 do uspostave ravnoteznog stanja, a to potvrduje najmanja konstanta brzine
kp3. Ovo je najsporija faza s obzirom na smanjeni broj slobodnih aktivnih mjesta, odnosno
dolazi do zasi¢enja sorbensa uslijed vezanja molekula farmaceutika. Budu¢i da C vrijednosti
rastu idu¢i od prve ka treCoj fazi, povrSinska sorpcija doprinosi kontroli procesa sorpcije

sulfametoksazola, torasemida i prokaina na oba sorbensa [76 -78].
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Tablica 14. Parametri unutarcesticnog modela za sorpciju sulfametoksazola, torasemida i

prokaina na MIP i NIP

Unutaréesti¢na difuzija

Prva faza Druga faza Treca faza
sorbens farmaceutik ko1 kp2 ko3
[ugg R Ci [ug/g R G [pglg R C;
minl/z] minl/z] minl/z]

SMETOX  0,2103 0,9277 15,30 0,1248 0,9769 15,63 0,0041 1,000 19,73

MIP TOR 0,3452 09867 11,96 0,1171 0,9640 13,52 0,0090 1,000 16,96
PRO 0,4752 09422 517 00711 09770 7,90 0,272 009897 8,75
SMETOX 04050 0,9887 11,19 0,0530 009887 13,98 0,0030 1,000 15,61
NIP TOR 0,2155 09686 7,29 0,1175 09871 7,88  0,0224 1,000 11,09
PRO 0,6207 09831 648 00647 09409 11,06 0,102 1,000 12,73

Takoder, C vrijednosti ukazuju da na proces sorpcije utjece i grani¢ni sloj [79]. Vec¢e vrijednosti
kp1 u odnosu na kp2 kod sorpcije farmaceutika i na MIP-u i na NIP-u ukazuju da je sorpcija brza

na pocetku zbog velikog broja dostupnih mjesta na povrsini sorbensa [79].

5.3.1.2. SORPCIJA SMJESE FARMACEUTIKA NA POLIMERNIM SORBENSIMA

Rezultati muckanja smjese farmaceutika tijekom odabranih vremenskih intervala, na oba

polimerna sorbensa prikazani su na slici 26.

100
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1 2

Slika 26. Utjecaj kontaktnog vremena na sorpciju farmaceutske smjese na MIP (1) i NIP (2)

Na temelju prikazanih grafikona moze se zakljuciti da polimer s otiskom molekule pokazuje

znatno viSu sorpcijsku ucinkovitost u odnosu na neotisnuti polimer za sve ispitivane
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farmaceutike. Kod MIP-a uocava se brza i izrazena sorpcija, pri ¢emu sulfametoksazol postize

znatno visu razinu sorpcije u usporedbi s prokainom i torasemidom. Najveca vrijednost za

sulfametaksazol doseze gotovo 83 % nakon 24 sata, dok prokain i torasemid tijekom cijelog

ispitivanog razdoblja ostvaruju nize stupnjeve sorpcije. S druge strane, kod NIP-a ukupna

sorpcija svih farmaceutika je osjetno niza nego kod MIP-a, iako sulfametoksazol i dalje

pokazuje najviSu vrijednost, dok su sorpcije prokaina i torasemida medusobno vrlo sli¢ne 1

ravnomjernije rasporedene. Optimalno vrijeme kontakta za postizanje sorpcijske ravnoteze kod

oba sorbensa odredeno je na 1440 minuta (24 h).

Rezultati analize kinetike sorpcije prikazani su u tablici 15. 1 tablici 16.

Tablica 15. Parametri pseudokinetickih modela 1. 1 2. reda za smjesu farmaceutika

Pseudokineticki model 1. reda  Pseudokineticki model 2. reda

e,exp

sorbens farmaceutik T Gecalc ki 2 Gecale k> B
[ng/g]  [1/min] [ng/g]  [g/ng min]

SMETOX 20,68 4,48 3,0x 107 0,8421 20,70 6,3x10°  0,9998

MIP TOR 15,77 4,79 2,0x10°  0,8786 15,82 47x10° 0,9993
PRO 8,30 5,15 2,0x10°  0,5578 8,32 8,3x 107 0,9900

SMETOX 15,51 4,79 2,0x10°  0,6675 15,60 7,1x103  0,9999

NIP TOR 11,13 4,99 1,0x 107 0,5899 11,19 1,1 x 102 0,9999
PRO 11,70 5,07 3,0x10°  0,8947 11,83 29x 103  0,9999

Tablica 16. Parametri unutarcesti¢nog modela za sorpciju smjese farmaceutika na MIP 1 NIP

Unutarcesticna difuzija

Prva faza Druga faza Treéa faza
sorbens farmaceutik e 2 ko3
[nge R G [uglg R G [ugg R C;
minl/Z] minl/Z] minl/Z]

SMETOX 0,2297 09634 17,06 0,0719 0,9967 18,22 0,0210 1,000 19,88

MIP TOR 0,3555 09952 11,23 0,0811 09634 12,85 0,0181 1,000 15,09
PRO 0,5194 09847 3,35 10,0493 09727 6,63 0,0209 1,000 7,50

SMETOX  0,4169 09764 10,64 0,1200 0,9885 12,65 0,0290 0,9441 14,47

NIP TOR 0,3364 09830 7,49 0,0419 09740 9,80 0,0006 1,000 11,11
PRO 0,2645 09824 6,38 0,1266 09989 7,41 0,0229 1,000 10,83

Pseudokineticki model drugog reda najbolje opisuje kinetiku sorpcije sulfametoksazola,

prokaina 1 torasemida na MIP i1 NIP. Ova tvrdnja potkrijepljena je vrlo visokim vrijednostima
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koeficijenta determinacije, koje se za MIP nalaze u rasponu od 0,9900 do 0,9998, dok za NIP
iznose 0,9999. Usporedba eksperimentalnih (ge,exp) 1 teorijskih (ge,calc) vrijednosti ravnotezne
koli¢ine sorbirane tvari dodatno potvrduje da model drugog reda najbolje opisuje promatrane
kineticke procese. Analizom ravnoteznih koli¢ina sorbirane tvari po gramu sorbensa (g.)
uocava se da je u oba sustava, i kod MIP-a 1 kod NIP-a, najveca vrijednost zabiljezena za
sulfametoksazol Sto ukazuje na njegovu najsnazniju interakciju sa sorbensom u odnosu na

preostala dva spoja.

Kako bi se bolje razumio mehanizam prijenosa tvari tijekom sorpcije, takoder provedena je
procjena difuzijskih procesa koji se odvijaju unutar sorbensa. Na temelju dobivenih vrijednosti
konstante unutarcesti¢ne difuzije (kp) 1 konstante C, koja je povezana s debljinom grani¢nog
difuzijskog sloja (tablica 16.), moze se zakljuciti da se sorpcijski proces odvija kroz tri
uzastopne faze: pocetni prijenos molekula do vanjske povrSine sorbensa, difuzija kroz
unutarnju poroznu strukturu (unutarCesticna difuzija) te konacno vezanje molekula na
unutarnju aktivnu povrsinu sorbensa. Prisutnost sve tri faze ukazuje na to da unutarcesti¢na
difuzija nije jedini ograni¢avajuci korak u procesu sorpcije, ve¢ da ukupna kinetika ovisi o
njihovom medudjelovanju. Najvece vrijednosti konstante brzine zabiljezene su u prvoj fazi
sorpcijskog procesa, Sto odgovara prijenosu molekula do vanjske povrSine sorbensa. S druge
strane, najsporija faza je vezanje molekula na unutarnje aktivne povrSine, §to potvrduje nize
vrijednosti konstante brzine u toj fazi. Analizom vrijednosti konstante C, povezane s debljinom
difuzijskog sloja, vidljivo je da povrSinska sorpcija znac¢ajno doprinosi ukupnom mehanizmu

sorpcije, budu¢i da C raste od prve prema trecoj fazi [76, 78].

5.3.2. Utjecaj pocetne koncentracije

Kako bi se ispitao utjecaj pocetne koncentracije na ucinkovitost sorpcije, provedeni su
eksperimenti s otopinama razli¢itih pocetnih koncentracija. U tu svrhu koriStene su otopine
koncentracija 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5 1 10 mg/L. Dobiveni rezultati opisani su modelima linearne,

Freundlichove i Langmuirove sorpcijske izoterme 1 prikazani u tablici 17.
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Tablica 17. Parametri sorpcijskih izotermi za MIP 1 NIP

Linearna Freundlich Langmuir

sorbens farmaceutik Ky 5 Kr

Qo b
[mL/g] k [(ng/g)(mL/pg)'] " & ’

[ug/g] [L/mg]

SMETOX 5666,6  0,9607 6456,54 0,87 09769 5000 0,667 09774

MIp TOR 2044,5  0,9820 2016,97 0,92 09947 11111 0,150  0,9988
PRO 3659  0,9584 665,12 1,29 09888 5000 0,167  0,9965

SMETOX 1395,1  0,9892 1662,65 1,08 09965 33333 0,060  0,9998

NIP TOR 7582  0,9904 919,39 1,08 10,9970 33333 0,030  0,9998
PRO 7774 09160 1526,51 1,39 09861 5000 0,333  0,9988

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da MIP posjeduju izrazeniju sposobnost
vezanja analiziranih farmaceutika u odnosu na NIP, §to se ocituje kroz viSe vrijednosti
parametara iz Langmuirove i Freundlichove izoterme. Razlike u sorpcijskim kapacitetima i
konstantama sorpcijskog afiniteta ukazuju na prisutnost specifi¢nih veznih mjesta u MIP-u, $to
je rezultat procesa otiskivanja temeljenog na oblikovanoj komplementarnosti izmedu
funkcionalnih grupa sorbensa 1 ciljne molekule. Sorpcijsko ponaSanje najbolje je opisano
Langmuirovim modelom, s vrlo visokim koeficijentima determinacije (R* > 0,97), Sto sugerira
sorpciju na homogena i ograniena vezna mjesta. Ipak, visoke vrijednosti uocene su i kod
linearne te Freundlichove izoterme, $to ukazuje na dobro slaganje eksperimentalnih podataka

sa svim koriStenim modelima.

Analiza izotermnih parametara za sve primijenjene modele pokazala je da sorpcijsko ponaSanje
ovisi 1 o strukturi farmaceutika 1 o vrsti sorbensa. Prema Langmuirovom modelu, maksimalni
sorpcijski kapacitet monoslaja (Qo) 1 konstanta sorpcijskog afiniteta (b) ukazali su na izraZzene
razlike izmedu MIP-a 1 NIP-a. Za sulfametoksazol, MIP je postigao maksimalni sorpcijski
kapacitet monoslaja od 5000 ng/g uz konstantu sorpcijskog afiniteta od 0,667 L/mg, dok je
NIP imao znatno ve¢i maksimalni sorpcijski kapacitet monoslaja (33333 pg/g), ali slabiji
afinitet vezanja (0,060 L/mg), §to potvrduje dominantnu ulogu specificnih interakcija u
molekularno otisnutom polimeru. Sli¢an trend zabiljeZen je 1 kod torasemida, gdje je polimer
s otiskom molekule imao visi afinitet (0,150 L/mg) uz manji kapacitet (11111 pg/g) u odnosu
na polimer bez otiska (0,030 L/mg; 33333 pg/g), Sto sugerira jatu ulogu nespecifi¢nih
mehanizama kod polimera bez otiska. Za prokain, kapacitet monosloja bio je jednak (5000

ng/g), dok su vrijednosti afiniteta bile u korist polimera bez otiska (0,333 L/mg naspram 0,167
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L/mg), sto moze ukazivati na znac¢ajan doprinos nespecifi¢nih interakcija kod oba sorbensa.
Freundlichov model, koji opisuje heterogenost povrSine i energiju sorpcije, potvrdio je
navedene razlike. Za sulfametoksazol, Freundlichova konstanta (Kr) polimera s otiskom
molekule iznosila je 6456,54 (ug/g)(mL/ug)"" gotovo &etiri puta vise nego kod polimera bez
otiska uz sli¢ne vrijednosti intenziteta sorpcije (n) Sto ukazuje na usporedivu heterogenost, ali
razli¢itu jaCinu interakcija. Kod torasemida, Freundlichova konstanta za MIP bila je viSe nego
dvostruko vec¢a od one kod NIP-a uz sli¢ne vrijednosti intenziteta sorpcije dok je kod prokaina
zabiljezena obrnuta situacija, gdje je Freundlichova konstanta NIP-a bila visa od one kod MIP-
a, a intenzitet sorpcije ponovno vrlo slican. Rezultati linearne izoterme dodatno su potvrdili
dobivene trendove. Koeficijent raspodjele (Kq) kod sulfametoksazola bio je znatno visi za MIP
(5666,6 mL/g) nego za NIP (1395,1 mL/g), a slican odnos uocen je i kod torasemida (2044,5
mL/g naspram 758,22 mL/g). Suprotno tome, kod prokaina su vrijednosti bile u korist NIP-a
(777,38 mL/g) u odnosu na MIP (365,9 mL/g).

Sveukupno, Langmuirov model je kod vecine analita pokazao da polimer s otiskom molekule
ima visi afinitet uz nize ili usporedive kapacitete u odnosu na polimer bez otiska, §to potvrduje
postojanje specificnih veznih mjesta nastalih procesom molekularnog otiskivanja.
Freundlichov model potvrdio je da se razlike u kapacitetu 1 afinitetu ne odrazavaju nuzno na
promjene u heterogenosti povrsine, dok je linearna izoterma pruZzila dodatne dokaze o vecoj
ucinkovitosti polimera s otiskom molekule u vezanju sulfametoksazola 1 torasemida, ali ne 1

prokaina.

Za daljnja ispitivanja kao optimalna odabrana je pocetna koncentracija od 5 mg/L jer se na toj
vrijednosti ostvaruje ravnoteza izmedu dovoljne razlike u zadrZzavanju medu sorbensima,
kvantitativno mjerljivog vezanja te stabilnosti analitickog odziva. Sli¢an pristup odabiru
optimalne koncentracije za sorpcijska ispitivanja naveden je i u literaturi, gdje se isti¢e vaznost
oCuvanja funkcionalnih veznih mjesta te izbjegavanje zasi¢enja sustava pri viSim
koncentracijama [80]. Takoder, u slu¢aju torasemida, neovisno istrazivanje pokazalo je da je
upravo koncentracija od 5 mg/L najpogodnija za postizanje ravnoteze izmedu sorpcije i
analiticke uc¢inkovitosti [81]. Slicno tome, za sulfametoksazol je potvrdeno da vise pocetne
koncentracije moze dovesti do zasi¢enja sorbensa i1 pada ucinkovitosti uklanjanja, ¢ime se

dodatno potvrduje opravdanost odabira koncentracije od 5 mg/L [82].
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Slika 27. Utjecaj pocetne koncentracije na sorpciju sulfametoksazola (1), prokaina (2) i

torasemida (3) na MIP i NIP

Analizom rezultata prikazanih na grafovima uocava se da MIP pokazuje vecu ucinkovitost za
uklanjanje sulfametoksazola i torasemida u usporedbi s NIP-om, $to potvrduje selektivnu
sorpciju specificnih veznih mjesta formiranih procesom otiskivanja. Za sulfametoksazol,
postotak uklanjanja MIP-om doseze maksimum pri 5 mg/L (oko 87 %), dok je kod NIP-a
ucinkovitost osjetno niza (oko 63 %). Sli¢no tome, za torasemid je najveca ucinkovitost MIP-
a takoder postignuta pri 5 mg/L (oko 70 %), Sto ukazuje na optimalnu ravnoteZzu izmedu
koncentracije i raspolozivosti veznih mjesta. Suprotno, kod prokaina zapaza se visi postotak
uklanjanja pomocu NIP-a u odnosu na MIP pri svim koncentracijama, $to sugerira dominantnu

ulogu nespecificnih interakcija, dok molekularno prepoznavanje nije izrazeno.
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Tablica 18. Vrijednosti faktora otiskivanja za sve ispitivane koncentracije

Owmrp Onip IF
[ne/g] [ng/g]

0,5 397,2 321,8 1,23

1 834,3 641,7 1,30

25 21553 1599,0 1,35

SMETOX

5 4420,4 3191,2 1,39

7,5 6520,9 4394,7 1,48

10 84383 5907,6 1,43

0,5 217,9 352,1 0,62

1 4531 669,4 0,68

2,5 991,9 1526,1 0,65

PRO

5 2146,3 2875,3 0,75

7,5 2754,4 3948,1 0,70

10 2771,1 44334 0,63

0,5 315,3 245,5 1,29

1 676,3 4931 1,37

2,5 1688.4 1216,6 1,39

TOR

5 3649,6 2431,6 1,50

7,5 5224,2 3304,7 1,58

10 6601,0 4364,3 1,51

Rezultati sorpcije ciljnih analita na polimere s otiskom molekula (MIP) i neotisnute polimere
(NIP) pokazuju jasne razlike u selektivnosti, ovisno o kemijskoj prirodi spoja. Najizrazeniji
faktor utiskivanja (/F), koji predstavlja omjer sorpcije na MIP u odnosu na NIP, postignut je
za sulfametoksazol ¢ije su IF vrijednosti rasle od 1,23 do 1,48 s porastom koncentracije.
Ovakav trend upucuje na dobro oblikovana specifi¢na vezna mjesta i snaZznu interakciju izmedu
sulfametoksazola 1 otisnutog polimera, Sto potvrduje ucinkovitost otiskivanja. U slucaju
torasemida, takoder je zabiljeZen visok stupanj selektivnosti, s /F vrijednostima u rasponu od
1,29 do 1,58. Ovo ukazuje na uspjesno formirane vezne Supljine koje omogucuju specificno
prepoznavanje TOR-a, pri ¢emu se najveci IF postiZe pri koncentraciji 7,5, nakon ¢ega dolazi
do blagog zasi¢enja. S druge strane, za prokain dobiveni rezultati pokazuju niske vrijednosti
faktora otiska (0,62 — 0,75), Sto ukazuje na slabiju selektivnost MIP-a. Iako je kao funkcionalni
monomer koriStena metakrilna kiselina (MAA), poznata po sposobnosti stvaranja vodikovih
veza s razli¢itim funkcionalnim skupinama, u ovom slucaju vjerojatno nije ostvarena dovoljna
specificnost interakcije s prokainom. Prokain je hidrofilna molekula s aminoesterskom
strukturom, a prisutnost osnovne amino skupine moze rezultirati nespecificnim interakcijama

s polimernom matricom, osobito pri pH vrijednostima gdje dolazi do protonacije. Slaba
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selektivnost moze takoder biti posljedica konkurentnog vezivanja MAA za otapalo ili

formiranja slabih nekovalentnih interakcija s prokainom [83].

5.3.3. Utjecaj pH
pH je jedan od najvaznijih parametara koji moze znacajno utjecati na sorpciju buduci da utjece
na povrsinska svojstva sorbensa te na oblik u kojem se nalaze molekule u otopini. 1z tog razloga

ga je bilo bitno ispitati [84].
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Slika 28. Utjecaj pH na sorpciju sulfametoksazola (1), prokaina (2) i torasemida (3) na MIP i
NIP

Sa slike 28. vidljivo je da je pH vrijednost otopine imala utjecaj na sorpciju farmaceutika na

oba sorbensa, a posebice na sorpciju prokaina.

Kod sulfametoksazola, s porastom pH vrijednosti doslo je do smanjenja sorpcije na oba

ispitivana sorbensa, a razlog tomu su odbojne elektrostatske interakcije izmedu povrSine
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sorbensa 1 molekula sulfametoksazola. Sulfametoksazol je amfoteran spoj ¢ije amino skupina
1 sulfonatni amin na benzenskom prstenu mogu biti ionizirani [85]. Na temelju konstanti
ionizacije koje iznose pKx1 = 1,6 1 pKx2 = 5,7 (tablica 2.), molekule sulfametoksazola ¢e pri
ispitivanim pH vrijednostima 4 i 5,56 biti u neutralnom obliku dok pri pH vrijednostima 7 1 9
negativno nabijene. Budu¢i da pH utjeCe na povrsSinska svojstva sorbensa, vaznu ulogu u
procesu sorpcije imaju i naboj povrsine i to¢ka nultog naboja. PovrSine oba sorbensa ¢e pri
svim ispitivanim pH vrijednostima biti negativno nabijene buduci da je pHp.c oba sorbensa
priblizno 3,2, a ta se vrijednost moze pripisati metakrilnoj kiselini ¢ija je vrijednost konstante
ionizacije pKx 4,7 [86]. Takoder, u kiselim uvjetima topljivost sulfametoksazola je znatno niza
nego u alkalnim uvjetima, $to je pogodovalo vecoj sorpciji pri nizim pH vrijednostima [87].
Na temelju navedenoga, zbog fizikalno-kemijskih karakteristika sorbensa i sulfametoksazola,
vecéa kolic¢ina farmaceutika se sorbirala pri nizim pH vrijednostima (4 1 5,56) zbog vezanja

neutralnog oblika molekula na negativnu povrSinu sorbensa.

I u slucaju torasemida, odbojne elektrostatske interakcije dovele su do smanjenja sorpcije s
povecanjem pH vrijednosti. Pri pH vrijednostima veéim od 7, prevladavaju odbojne
elektrostatske interakcije buduéi da su i povrSine sorbensa i molekule torasemida negativno
nabijene (pK = 7,1) dok pri nizim pH vrijednostima dolazi do vezanja neutralnog oblika
molekula na negativnu povrSinu sorbensa [81]. Iako pri svim pH vrijednostima ve¢im od 7
prevladavaju odbojne elektrostatske interakcije, manja koli¢ina farmaceutika se sorbirala pri

pH vrijednosti 9 zbog porasta broja negativno nabijenih molekula.

Iako su pri ve¢im pH vrijednostima sulfametoksazol, torasemid i povrSine sorbensa negativno
nabijene te prevladavaju odbojne elektrostatske interakcije, sorpcija se i dalje odvija, a razlog
tomu su jake hidrofobne interakcije koje omogucavaju spori prijenos tvari. Pri ovim uvjetima

da bi se ostvario zadovoljavajuci stupanj sorpcije potrebno je dulje kontaktno vrijeme [88].

Kod prokaina, porast pH znatno je utjecao na njegovo vezanje na oba sorbensa. Prokain je
tercijarni amin koji sadrZi primarnu amino grupu povezanu na aromatski prsten te se zbog toga
javlja u tri oblika: nenabijeni pri pH vrijednostima ve¢im od 8 te u obliku monokationa
(PROH") i dikationa (PROH,*") pri pH niZim od 8. S poveéanjem pH vrijednosti, ve¢a koli¢ina
prokaina se sorbirala na oba sorbensa $to ukazuje na porast povrsinske aktivnosti molekularnih
vrsta idu¢i od dikationa (PROH,*") do neutralne vrste. Budu¢i da je topljivost u vodi nabijenih
vrsta PROH' i PROH,?* veéa od topljivosti neutralne vrste, oni ¢e tvoriti jae veze s otapalom
pa ¢e biti smanjena sorpcija. Te sukladno tome, porastom pH raste udio neutralnih vrsta te

dolazi do povecane sorpcije prokaina na oba sorbensa [89, 90].
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Sa slike 28. je vidljivo da iako porast pH negativno utjeCe na sorpciju sulfametoksazola,
povecanjem pH vrijednosti nije doslo do znacajnijeg smanjenja sorpcije sulfametoksazola. Za
razliku od njega, kod torasemida je pH imao veéi utjecaj te je doSlo do smanjenja sorpcije za
oko 20%. Najveca razlika se uocava kod sorpcije prokaina gdje je doslo do porasta sorpcije za

oko 66% na MIP-u dok na NIP-u za 77%.
Za provedbu daljnjih eksperimenata odabrana je pocetna pH vrijednost otopine 5,56.

Tablica 19. Vrijednosti faktora otiskivanja pri svim ispitivanim pH

QMIP QNIP IF
[ng/gl [ng/gl
4634,2 4526,9 1,02
5,56 4420,4 3191,2 1,38
SMETOX
42294 4058,4 1,04
4092,9 3974,1 1,03
1311,7 702,6 1,87
5,56 1822,7 2875,2 0,63
PRO
4715,0 4354,6 1,08
4779,8 4580,4 1,04
2677,3 2168.5 1,23
5,56 3492.0 2431,6 1,44
TOR
2079,2 1537,2 1,35
1746,8 1186,9 1,47

Za sve ispitivane farmaceutike pri svim ispitivanim pH vrijednostima, osim za prokain pri pH
5,56, MIP je pokazao vecu sposobnost za vezanje svih farmaceutika Sto ukazuje na uspjesno
molekularno otiskivanje (IFF > 1). Najveca razlika izmedu MIP-a 1 NIP-a u sorpciji
sulfametoksazola 1 torasemida je pri pH 5,56 (najvise vrijednosti /F), a za sorpciju prokaina

vecu selektivnost specifi€nog vezanja pokazuje sada MIP pri pH 4.

5.3.4. Utjecaj mase sorbensa

Masa sorbensa predstavlja jedan od znacajnih parametara koji moze utjecati na u¢inkovitost
sorpcijskog procesa. Stoga je bilo vazno ispitati njezin utjecaj na odabrani sustav. Osim
standardne mase od 5 mg, koja je primijenjena u svim ostalim eksperimentima, ispitivanja su

dodatno provedena i za mase od 2,5; 10; 20; 40 1 60 mg.
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Slika 29. Utjecaj mase sorbensa na sorpciju sulfametoksazola (1), prokaina (2) i torasemida
(3) na MIP i NIP

Povecéanje mase sorbensa izravno utje¢e na ucinkovitost sorpcijskog procesa, Sto je jasno
vidljivo iz rezultata dobivenih za sulfametoksazol, prokain i torasemid. Vec¢a koli¢ina sorbensa
osigurava veci broj aktivnih mjesta dostupnih za vezanje analita, ¢ime se omogucava veci
stupanj uklanjanja [91]. Kod sulfametoksazola, ve¢ pri masi od 5 mg sorbensa MIP-a postize
se sorpcijska ucinkovitost od priblizno 88%, dok NIP pri istoj masi uklanja oko 63%.
Povecanjem mase na 10 mg, u¢inkovitost MIP-a raste na gotovo 94%, a NIP-a na oko 91%,
Sto ukazuje na znacajno vecu selektivnost i afinitet MIP-a prema ciljanom spoju [92]. Za
prokain, MIP sorbens pokazuje kontinuiran porast u¢inkovitosti s 36% pri 5 mg do gotovo 80%
pri 60 mg, dok se NIP krece od 57% do 81% unutar istog raspona masa. Torasemid pokazuje
sli¢an trend, u¢inkovitost MIP-a raste od 70% (pri 5 mg) do gotovo 96% (pri 60 mg), dok NIP

pokazuje ucinkovitost od 92% pri masi od 60 mg.
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Povecanje mase sorbensa ne mora uvijek rezultirati veCom ucinkovitoS¢u sorpcije. U
odredenim slucajevima zabiljezeno je smanjenje sorpcijskog kapaciteta s povecanjem mase,
S$to se moze pripisati preklapanju aktivnih povrSinskih mjesta i smanjenju njihove dostupnosti
za vezanje ciljanog spoja. Osim toga, smanjenje koncentracijskog gradijenta izmedu
farmaceutika i sorbensa pri ve¢im masama moze dodatno ograniciti uc¢inkovitost sorpcijskog

procesa [93].

Rezultati su pokazali da poveéanjem mase sorbensa dolazi do poboljSanja ucinkovitosti
uklanjanja MIP-a. Na temelju toga, za daljnji korak ekstrakcije odabrana je masa sorbensa od

60 mg kao optimalna za nastavak ispitivanja.

Tablica 20. Vrijednosti faktora otiskivanja pri svim ispitivanim masama sorbensa

Owmip Onip

el e L
2,5 8893,6 86081 1,03
5 44204 3191,2 1,39
10 2329,0 2296,0 1,01

SMETOX

20 11708 11723 1,00
40 6019 5896 1,02
60 4022 4005 1,00
2,5 39462 31080 127
5 21463 28753 0,75
10 9749 13839 0,70

PRO
20 1756 6754 0,26
40 4746 3452 138
60 3312 3389 0,98
2,5 3502,6 24299 144
5 3649,6 24316 1,50
TOR 10 16709 14368 1,16

20 910,8  897,8 1,01

40 579,1 497,4 1,16
60 399,0  384,1 1,04

Dobiveni rezultati pokazuju da se s porastom mase od 2,5 mg do 60 mg vrijednosti sorpcijskih
kapaciteta (Q) sustavno smanjuju kod svih ispitanih uzoraka, $to upucuje na moguce zasi¢enje
aktivnih mjesta na povrsini sorbensa ili smanjenje relativne u¢inkovitosti pri ve¢im koli¢inama
materijala. Sulfametoksazol pokazuje najveci pocetni sorpcijski kapacitet (8893,6 mg/g pri 2,5
mg), uz gotovo konstantan faktor utiskivanja (/F = 1), §to ukazuje na specifi¢nu selektivnost
izmedu materijala s otiskom i1 bez otiska. Prokain pokazuje znatne oscilacije u /F vrijednostima,

s izrazitim padom na 0,26 pri 20 mg, Sto sugerira loSu selektivnost 1 nedosljedne sorpcijske
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performanse. Nasuprot tome, torasemid pokazuje visoke i stabilne /F vrijednosti, s najviSim
zabiljezenim /F od 1,50 pri 5 mg, $to upucuje na izrazenu specifi¢nost vezanja ciljane molekule

na otisnuti materijal.

5.3.5. Odabir otapala i volumena eluiranja

U ovom dijelu rada ispitana je ucinkovitost eluiranja primjenom triju ¢istih polarnih otapala
acetonitrila (ACN), metanola (MeOH) i ultraciste vode (MQ) pri ukupnom volumenu od 15
mL. Otapala su kroz kolonu propustana u tri navrata 1 to redoslijedom 1 mL, 2 mL i 2 mL, s

ciljem identifikacije najprikladnijeg otapala za uklanjanje analita iz polimernih sorbensa.
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Slika 30. Iskoristenja sulfametoksazola (1), prokaina (2), torasemida (3) primjenom 15 mL

acetonitrila, metanola i ultraciste vode

Iz prikazanih rezultata vidljivo je da u¢inkovitost eluiranja znacajno varira ovisno o koriStenom
otapalu. Za sulfametoksazol i torasemid acetonitril se pokazao vrlo u¢inkovitim eluensom, dok
je za prokain najbolju iskoristivost dao metanol. Unato¢ tome, metanol se izdvojio kao

najpouzdaniji eluens za sva tri farmaceutika jer je u svim sluCajevima omogucio dobru

63



Rezultati i rasprava

iskoristivost, dok su kod acetonitrila zabiljeZena i iskoriStenja ve¢a od 100 %. Ultracista voda

(MQ) u svim slucajevima pokazala je najnizu u¢inkovitost (ispod 43 %).

Analizom preostalog udjela farmaceutika u otopini nakon sorpcije, utvrdeno je da MIP
pokazuje bolju ucinkovitost uklanjanja u odnosu na NIP, §to potvrduje njegovu selektivnost i
afinitet prema ciljanim spojevima. MIP postize uklanjanje u rasponu od 86% do 100%, dok

NIP pokazuje nesto slabiju uc¢inkovitost, ovisno o spoju i otapalu.

Na temelju prethodnih rezultata, te imaju¢i u vidu da nijedno od ¢istih otapala nije pokazalo
jednaku ucinkovitost za sve farmaceutike, pristupilo se dodatnoj optimizaciji. U skladu s
dostupnim literaturnim podacima [94], ispitana je kombinacija 2%-tne mravlje kiseline i
metanola u omjeru 1:1. Cilj ove kombinacije bio je poboljsati eluiranje analita koji nisu bili
zadovoljavajuée uklonjeni koriStenjem Cistih otapala, osobito u slucaju prokaina. Dobivena
iskoriStenja eluiranja za sve farmaceutike koristenjem ove optimirane smjese prikazana su na
slici 31., pri cemu se jasno uocava povecanje ucinkovitosti u odnosu na prethodno ispitivana

Cista otapala.

140 -
120 -
100 -
S 80
B 60 A
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0
SMETOX PRO TOR
= MIP NIP

Slika 31. IskoriStenja sulfametoksazola, prokaina, torasemida primjenom 5 mL 2% mravlje

kiseline 1 metanola (1:1)

Dodavanjem male koli¢ine kiseline znacajno se poboljSava topljivost ciljnih analita i olakSava
njihovo oslobadanje iz matrice, ¢ime se postize veca ucinkovitost ekstrakcijskog procesa.
Kombinacija optimiranog otapala i selektivnosti MIP-ova omoguc¢ila je visoka iskoriStenja uz

koristenje vrlo malog volumena ekstrakcijskog medija [94].

[z prikazanog grafickog prikaza (slika 31.) vidljivo je da iskoriStenja dobivena MIP-om prelaze

90% za sve analizirane spojeve, pri cemu su najvise vrijednosti zabiljezene za sulfametoksazol
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(~117%) 1 torasemid (~125%). NIP-ovi su pokazali nizu uc¢inkovitost, s vrijednostima od
priblizno 72% do 109%, Sto potvrduje vecu selektivnost 1 afinitet MIP-ova prema ciljnim
molekulama. Iskoristenja ve¢a od 100% mogu se pripisati utjecaju matrice, pri ¢emu prisutnost
drugih komponenti u uzorku moze potaknuti dodatno oslobadanje analita ili interferirati s
procesom kvantifikacije. Takvi u¢inci matrice dovode do precijenjenih, odnosno prividno vec¢ih
vrijednosti, koje ne odrazavaju stvarnu koli¢inu analita, ve¢ rezultat interakcija izmedu matrice
1 analiti¢kog sustava [95]. Vazno je istaknuti da su rezultati prikazani za volumen otapala od

samo 5 mL, §to se pokazalo dostatnim za potpunu ili gotovo potpunu ekstrakciju svih analita.

Analizom preostalog udjela farmaceutika u otopini nakon sorpcije utvrdeno je da MIP pokazuje
ucinkovitost uklanjanja farmaceutika u rasponu od 84,14 % do 97,97 %, dok je NIP imao nesto
uzi raspon od 87,38 % do 97,72 %. Najbolju je sorpciju ostvario sulfametoksazol, s 97,97 %
uklanjanja kod MIP-a i 97,72 % kod NIP-a. [ako su razlike u uklanjanju izmedu MIP-a i NIP-
a male za neke spojeve, ukupni rezultati potvrduju blagu prednost MIP-a u selektivnom

uklanjanju ciljnih farmaceutika iz otopine.

Smjesa 2% mravlje kiseline i metanola u omjeru 1:1 pokazala je poboljSana ekstrakcijska

svojstva u usporedbi s Cistim otapalima.

5.4. REGENERACIJA POLIMERNIH SORBENSA

Regeneracija MIP-a i NIP-a predstavlja klju¢an korak u ocjeni njithove ponovne upotrebljivosti
1 stabilnosti tijekom viSestrukih ciklusa sorpcije i desorpcije. Ovaj proces podrazumijeva
uklanjanje zaostalih sorbiranih molekula s povrSine polimera pomocu odgovaraju¢ih
desorpcijskih otapala, ¢ime se polimer priprema za novi ciklus sorpcije bez znac¢ajnog gubitka
kapaciteta. Prednost MIP-ova u odnosu na konvencionalne sorbense lezi u njihovoj moguénosti
viSekratne upotrebe, $to smanjuje troSkove, koli¢inu otpada te ukupnu potro$nju materijala.

Rezultati ispitivanja kapaciteta 1 u€inkovitosti uklanjanja farmaceutika tijekom pet uzastopnih
ciklusa sorpcije 1 desorpcije ukazuju na razlike u sorpcijskom ponasanju MIP-a i NIP-a, ovisno
o kemijskim svojstvima ciljanih spojeva. Na temelju dobivenih podataka moze se procijeniti u
kojoj mjeri specifiéna mjesta vezanja, formirana tijekom procesa molekularnog otiskivanja,

pridonose selektivnosti i stabilnosti materijala pri viSekratnoj uporabi [96 - 98].
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Slika 32. Sorpcijski kapacitet MIP-a (1) 1 NIP-a (2) ovisno o ciklusu sorpcije

Dobiveni rezultati, prikazani na slici 32., jasno pokazuju promjene kapaciteta sorpcije za MIP
1 NIP tijekom ponovljenih ciklusa, kao i trendove u ucinkovitosti uklanjanja za svaki pojedini
Spoj.

Sorpcijski kapaciteti za sulfametoksazol kod MIP-a i NIP-a vrlo su sli¢ni, kreéu se oko
400 pg/g tijekom prvih ciklusa, uz lagani pad do petog ciklusa od svega 5 do 10 %, Sto pokazuje
stabilnost oba sorbensa. Kod prokaina MIP doseze priblizno 400 pug/g u drugom i treCem
ciklusu, no u ¢etvrtom dolazi do izrazenog pada kapaciteta na oko 150 pug/g, dok se u petom
ciklusu djelomi¢no oporavlja. NIP pokazuje slian trend, ali su njegove vrijednosti u prosjeku
niZe te slabije reagira na regeneraciju, $to ukazuje na prisutnost selektivnih Supljina u MIP-u
koje ipak osiguravaju bolje vezanje. Za vezanje torasemida na MIP-u u gotovo svim ciklusima
zadrzava visi kapacitet u odnosu na NIP (razlika od 10 do 20 pg/g), a ukupni pad kapaciteta do
petog ciklusa je umjeren (10 — 15 %), dok je kod NIP-a izrazeniji (20 — 25 %). Rezultati
pokazuju da su MIP 1 NIP cestice 1 nakon petog ciklusa zadrzale dobru ucinkovitost, cime se
potvrduje prednost MIP materijala u odnosu na konvencionalne sorbense koji se obi¢no koriste

samo jednom i potom odbacuju. Takva mogucnost ponovne upotrebe smanjuje troskove 1

........

Sto se ti¢e udjela tvari preostalih u otopini nakon procesa sorpcije, pri prvoj sorpciji za MIP
zabiljeZeno je da u otopini ostaje 97,97 % sulfametoksazola, 84,15 % prokaina 1 95,77 %
torasemida. Nakon pete sorpcije ti udjeli opadaju te iznose 91,35 % za sulfametoksazol, 56,85
% za prokain 1 71,38 % za torasemid. Posebno se isti¢e podatak za prokain, kod kojeg je u
cetvrtom ciklusu sorpcije zabiljeZen jos$ izraZeniji pad, s udjelom preostalim u otopini od svega

36,71 %. Sto se ti¢e NIP-a, rezultati pokazuju sli¢an trend: u prvoj sorpciji u otopini ostaje
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97,22 % sulfametoksazola, 87,38 % prokaina 1 95,64 % torasemida, dok se nakon pete sorpcije
ti udjeli smanjuju na 89,81 % za sulfametoksazol, 64,04 % za prokain i1 68,54 % za torasemid.

I ovdje je kod prokaina u ¢etvrtoj sorpciji primijecen znatan pad, s preostalim udjelom od samo
39,47 %.

Dobiveni rezultati ukazuju na postupno, ali umjereno smanjenje ucinkovitosti uklanjanja
spojeva tijekom ponovljenih ciklusa sorpcije. Najizrazeniji pad zabiljeZen je kod prokaina, Sto
se posebno uocava zbog oscilacija primije¢enih u ¢etvrtom ciklusu, dok su razlike izmedu MIP-

a 1 NIP-a za sulfametoksazol i torasemid blaze izraZzene [94].

5.5. SELEKTIVNOST

Kako bi se ispitalo koliko specificna vezna mjesta doprinose sorpcijskoj sposobnosti MIP-a 1
koliko je on selektivan prema molekulama predloska provedena su ispitivanja selektivne i
kompetitivne sorpcije. Selektivnost MIP-a je odredena usporedivanjem sorpcijske sposobnosti
1 faktora utiskivanja molekula predloska i njihovih odgovaraju¢ih analoga u tri slucaja:
pojedinacna sorpcija, sorpcija smjese strukturnih analoga i kompetitivna sorpcija kada su
molekule predloska zajedno sa svojim analozima dovedene u kontakt s MIP-om, odnosno NIP-
om pri istim uvjetima kao za smjesu tri ciljana farmaceutika, odnosno kao za pojedini
farmaceutik.

Sorpcija pojedinog farmaceutika na polimernim sorbensima

Tablica 21. Faktori otiskivanja farmaceutika

QMIP QNIP
[ng/gl [ng/g] "
SMETOX  3976,7 3145,1 1,26
PRO 1951,0 26243 0,74
TOR 3459,5 23877 1,45
SMETH 23359 1640,8 1,42
LID 42674 4516,8 0,94
FUR 49932 3829,0 1,30

Iz tablice 21. je vidljivo da oba sorbensa imaju veci afinitet vezanja sulfametoksazola,
furosemida 1 lidokaina. Vecu sposobnost vezanja prokaina, odnosno njegovog strukturnog
analoga lidokaina, je pokazao NIP §to potvrduju vrijednosti faktora otiskivanja koje su manje
od 1. Kod sorpcije ostalih farmaceutika, vecu sposobnost vezanja je pokazao MIP $to ukazuje

na uspjesno molekularno otiskivanje. Budu¢i da faktor otiskivanja ne govori o selektivnosti
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veznih mjesta prema ciljanom analitu ve¢ samo o uspjeSnosti molekularnog otiskivanja,
pojedinacni ciljani farmaceutici su zajedno sa svojim analogom stavljeni u kontakt sa

polimernim sorbensima [99]. Rezultati su prikazani na slici 33. i u tablici 22.

Kod sorpcije smjese sulfametoksazola i njegovog analoga sulfametazina, oba sorbensa su
pokazala veci afinitet za vezanje sulfametoksazola. Na temelju rezultata prikazanih u tablici
22., MIP je pokazao da ima sposobnost razlikovanja sulfametoksazola od njegovog strukturnog
analoga te je on selektivniji prema analitu u odnosu na NIP §to ukazuje na uspjeSno

molekularno otiskivanje.

Gledajuci sliku, priblizno dva puta veca koli¢ina prokaina se u odnosu na lidokain sorbirala na
oba sorbensa Sto ukazuje na njihovu vecu selektivnost prema prokainu, a to i potvrduju
koeficijenti selektivnosti MIP-a i NIP-a. Iako se veca koli¢ina prokaina sorbirala na NIP-u (/F
manji od 1), MIP je 1,5 puta selektivniji prema prokainu u prisutnosti strukturnog analoga u

odnosu na NIP [100].

U slucaju sorpcije smjese torasemida 1 furosemida, MIP pokazuje sposobnost vezanja oba
farmaceutika. Tako MIP ima vecu sposobnost vezivanja torasemida u odnosu na NIP §to
ukazuje na uspjesno molekularno otiskivanje, on u prisutnosti njemu strukturom sli¢nog
farmaceutika ne posjeduju sposobnost njihovog razlikovanja. U prisutnosti furosemida, iako
oba sorbensa ne pokazuju selektivnost prema torasemidu, NIP se ipak pokazao selektivnijim
sorbensom. Do smanjenja sorpcije torasemida na MIP-u moglo je do¢i zbog €injenice da je
molekula furosemida manja te je moglo do¢i do blokiranja veznih mjesta i smanjenja sorpcije

torasemida.
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Slika 33. Sorpcija smjesa sulfametoksazola i sulfametazina (1), prokaina i lidokaina (2),

torasemida i furosemida (3) na MIP i NIP

Tablica 22. Koeficijenti selektivnosti za date smjese farmaceutika

MIP NIP
Owmrp Onip K4 ;
Kq[L/ k k IF k
T I A 117 B 1 0
SMETOX 4045,8 4,24 2419,0 0,94 1,67
531 235 2.6
SMETH 2221,0 0,80 1424,9 0,40 1,56
PRO 2126,2 0,74 2370,0 0,90 0,90
3,36 2,29 1,46
LID 902,2 0,22 1410,9 0,39 0,64
TOR 2420,1 0,94 1832,4 0,58 1,32
0,001 0,17 0,004
FUR 4996,3 1343,2 3885.,9 3,49 1,28
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Sorpcija smjese analoga te smjese svih Sest farmaceutika na polimernim sorbensima
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Slika 34. Sorpcija smjese ciljanih farmaceutika i smjese njihovih strukturnih analoga

Tablica 23. Faktori otiskivanja farmaceutika kod sorpcije smjesa

Owmip Onrp
[ng/g]l  [ng/e] F

SMETOX 442041 3191,19 1,39
PRO 214630 287525 0,75
TOR  3649,59 2431,55 1,50
SMETH 18499 13446 1,38
LID 12089 1116,5 1,08
FUR 49760 35334 141

Usporedbom primjene MIP-a i NIP kod sorpcije tri ciljana farmaceutika te kod sorpcije
njihovih analoga vidljivo je da se MIP, ukupno gledajuéi, bolje pokazao za selektivno
uklanjanje ciljanih farmaceutika. Kod analoga, MIP je pokazao znatno ve¢i afinitet prema
furosemidu u odnosu na ostala dva analoga. Takoder, postotak uklanjanja furosemida iz otopine
primjenom oba sorbensa je veéi u odnosu na njegov analog, torasemid. U odnosu na NIP, MIP
je pokazao vecu ucinkovitost vezanjanja farmaceutika, a razlog tomu su prisutna specifi¢na
vezna mjesta [101]. MIP je pokazao veéu ucinkovitost za sve farmaceutike osim za prokain $to
je u skladu s ostalim rezultatima. Vrijednosti faktora otiskivanja za sve farmaceutike, osim za

prokain su vec¢e od jedan Sto ukazuje na uspjesno molekularno otiskivanje.
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Slika 35. Sorpcija smjese svih Sest farmaceutika

Sa slike 35. je vidljivo da se MIP znatno bolje pokazao za uklanjanje ciljanih farmaceutika,
koji su koristeni kao predlosci kod sinteze MIP-a, i njihovih odgovaraju¢ih analoga S$to
potvrduju i visoke vrijednosti faktora otiskivanja (tablica 24.). MIP se pokazao boljim za sve
farmaceutike osim za prokain koji se bolje vezao na NIP (IF manji od 1). Usporedujuéi sorpciju
pojedinog ciljanog farmaceutika i njegovog odgovarajuceg analoga, oba sorbensa imaju veci
afinitet za vezanje sulfametoksazola, prokaina i strukturnog analoga torasemida, furosemida. I
na MIP-u i na NIP-u se sorbiralo oko dva puta vise sulfametoksazola i furosemida u odnosu na

njihove analoge dok je u slucaju prokaina znatno veca razlika u sorpciji na NIP-u.

Tablica 24. Koeficijenti selektivnosti za smjesu svih Sest farmaceutika

MIP NIP
Owmrp Kq Ky ,
(s [L/g] knie Onre [ng/g] [L/g] kentp IF k
SMETOX 3110,5 1,65 2367,4 0,90 1,31
SMETH 1615,2 0,48 343 1094,7 0,28 3,21 1,48 1,08
PRO 1503,8 0,43 2325,8 0,87 0,65
’ ’ 1,54 ’ ’ 21 ’ 2
LID 1093,8 0,28 > 714,8 0,17 > 1,53 0,29
TOR 2376,2 0,91 1674,1 0,50 1,42
0,0002 0,17 0,001
FUR 4999.0 5218.4 37139 2,89 1,35

Kod sorpcije smjese svih Sest farmaceutika, MIP je pokazao da moze razlikovati
sulfametoksazol 1 prokain u odnosu na njihove strukturne analoge $to ga ¢ini selektivnim za ta

dva farmaceutika dok za torasemid nije selektivan budu¢i da ga ne moZe razlikovati od
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furosemida. Gledajuéi sorpciju na NIP-u, on je takoder pokazao vecu sposobnost vezanja

sulfametoksazola 1 prokaina, ali ne 1 torasemida.

Usporedujuci selektivnost MIP-a i NIP-a prema ciljanim molekulama u prisutnosti njihovih
analoga, uocene su razlike. MIP se pokazao selektivnijim za sulfametoksazol, dok je NIP
pokazao vecu selektivnost za prokain. Iako oba sorbensa ne pokazaju selektivnost prema

torasemidu, NIP se pokazao selektivnijim.

Zaklju¢no, neovisno o tome jesu li u otopini prisutne i druge molekule predloska i njihovi
analozi, MIP je pokazao sposobnost prepoznavanja sulfametoksazola i prokaina te se pokazao
izrazito selektivnima za njih. lako su sulfametoksazol i prokain slicne veliCine kao njihovi
analozi te imaju slicne funkcionalne skupine, selektivnost MIP-a prema njima je rezultat
molekularnog prepoznavanja koje je posljedica razlika u obliku ciljanog farmaceutika i
njegovog analoga [100]. U usporedbi s NIP-om, u oba sluc¢aja MIP je pokazao vecéu selektivnost
prema sulfametoksazolu §to dodatno potvrduje uspjesno molekularno otiskivanje [102]. Za
prokain MIP se pokazao selektivniji kada u otopini nisu prisutni ostali farmaceutici. U slucaju
torasemida, MIP se nije pokazao selektivnim, ali je pokazao visoki afinitet prema njegovom
analogu §to ukazuje na mogucnost primjene ovog MIP-a za uspjesno uklanjanje furosemida
¢ime se potvrduje Cesto objavljen podatak da MIP-ovi proSiruju primjenu ne samo na molekule

predloska [94, 103, 104].

5.6. PRIMJENA POLIMERNIH SORBENSA

Ucinkovitost MIP-a 1 NIP-a procijenjena je na temelju postotka uklanjanja sorpcijom 1
iskoriStenja ekstrakcije tri ciljana farmaceutika iz uzorka otpadne vode pri masi sorbensa od 5
160 mg. Pokazalo se da je matrica otpadne vode ima utjecaja kod oba procesa na oba sorbensa,

ali je izrazeniji kod NIP-a.
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Slika 36. Usporedba sorpcije na MIP-u (1) i NIP-u (2) u ultracistoj vodi (pH 7) 1 otpadnoj
vodi (pH 7,7)

Kod sorpcije smjese farmaceutika pri masi sorbensa od 5 mg, usporedbom rezultata ispitivanja
u ultradistoj 1 u otpadnoj vodi pri bliskom pH (pH ciste vode 7), vidljivo je znatno smanjenje
sorpcije na oba sorbensa, a posebice kod sorpcije sulfametoksazola. Rezultati ukazuju da pored
fizikalno-kemijskih karakteristika sorbensa i farmaceutika, veliki utjecaj na sorpciju ima i
matrica uzorka u kojem se analiti odreduju, u ovom slucaju otpadna voda. Otopljena organska
tvar, sadrzana u matrici otpadne vode, moZe znacajno utjecati na sorpciju na nacin da
komponente ve¢ih molekulskih masa blokiraju pore na povrsini sorbensa ili da se komponente
manjih molekulskih masa (< 1,000 Da) natjecu za aktivna vezna mjesta s farmaceutikom [105].
Vazna komponenta otopljene organske tvari je huminska kiselina koja sadrzi brojne
funkcionalne skupine poput hidroksilnih, karboksilnih, aromatskih i fenolnih koje
omogucavaju da se huminska kiselina veze na povrsinu sorbensa putem vodikovih veza ili n—
n interakcija. Takoder, prisutnost nepolarnih funkcionalnih skupina moZze dovesti do daljnje
sorpcije huminske kiseline $to posljedi¢no dovodi do kompeticije s ciljanim farmaceuticima za
aktivna vezna mjesta. Osim toga, smanjenju sorpcije moze pridonijeti i stvaranje kompleksa
farmaceutika i huminske kiseline vece topljivosti [106]. Budu¢i da izmedu NH4" (pKi = 9,25)
iona 1 sorbensa prevladavaju privlacne elektrostatske interakcije, smanjenju sorpcije je mogla
doprinijeti i kompeticija NH4" iona za aktivna vezna mjesta Prisutnost NOs™ i NO;™ iona (pKk
= 3,39) nije imala znatan utjecaj na sorpciju farmaceutika zbog odbojnih elektrostatskih
interakcija izmedu negativno nabijenih povrSina sorbensa i aniona [107]. lako je iz ovoga
vidljivo da prisutnost otopljene organske tvari ima najveci utjecaj na sorpciju bitno je naglasiti
da su ovo sve pretpostavke buduci da nisu ispitivani pojedinacni utjecaji te da je s obzirom na

vrstu vode moguca i prisutnost molekula drugih farmaceutika.
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Prisutnost otopljene organske tvari znatno je utjecala na sorpciju sulfametoksazola, a najmanje
na sorpciju prokaina. Sorpciji prokaina je pogodovala pH otopine (7,7) buduéi da se prokain

bolje sorbira pri visSim pH vrijednostima.
300 -
250 -

200 A

I, %

150 +

100 -

50 1

SMETOX PRO TOR
EMIP = NIP
Slika 37. Ekstrakcija farmaceutika pri masi sorbensa od 5 mg

Na temelju grafickog prikaza, vidljivo je da je utjecaj matrice kod ekstrakcije znatan i da je
izrazeniji kod NIP-a gdje su iskoriStenja od torasemida i prokaina veca od 100%. Opcenito,
najveéi utjecaj matrice je odreden kod ekstrakcije prokaina kod oba sorbensa. U slucaju

sulfametoksazola, ekstrahirana je manja koli¢ina u odnosu na sorbiranu kod oba sorbensa.
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Slika 38. Sorpcija farmaceutika pri masi sorbensa od 60 mg
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Kod sorpcije smjese farmaceutika pri masi sorbensa od 60 mg, utjecaj matrice otpadne vode je
Zznatno manji, a razlog tomu je veci broj dostupnih aktivnih mjesta za sorpciju ciljanih
farmaceutika. Kod sorpcije na MIP-u, postotak uklanjanja ciljanih farmaceutika je u rasponu
od 94,5 do 96,6 %, a kod NIP-a je od 73,8 do 96,9% $to ukazuje da MIP jednako dobro veze

sva tri farmaceutika.
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Slika 39. Usporedba sorpcije farmaceutika pri masi sorbensa od 60 mg u ultracistoj vodi (pH
5,56) 1 otpadnoj vodi (pH 7,7) kod MIP-a (1) i NIP-a (2)

Usporedbom rezultata s onima kod sorpcije u ¢istoj vodi pri pocetnoj pH vrijednosti (5,56),
vidljivo je da je utjecaj matrice kod sorpcije na MIP-u gotovo neprimjetan kod torasemida i
sulfametoksazola dok kod NIP-a je ta razlika vidljiva. Kod oba sorbensa vidljiv je porast

sorpcije prokaina, a ¢ijoj je sorpciji pogodovala pH otopine.
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Slika 40. Ekstrakcija farmaceutika iz otpadne vode pri masi sorbena od 60 mg
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Kod ekstrakcije ciljanih farmaceutika, MIP se pokazao efikasnijim buduci da su iskoristenja
ekstrakcije kod MIP-a u rasponu od 82,8 do 96,8 % dok su kod NIP-a u rasponu od 75,4 do

88,9%, ali kod oba sorbensa ekstrahirana je manja koli¢ina u odnosu na sorbiranu.

Tablica 25. Faktori otiskivanja kod sorpcije u ultracistoj i otpadnoj vodi pri masi od 51 60 mg

IF
SMETOX PRO TOR
5 60 5 60 5 60

ultracista voda
1,04 1,00 1,08 0,96 1,35 1,00

otpadna voda
1,08 1,31 1,12 0,98 0,86 1,11

MIP je pokazao vecu sposobnost za sorpciju sulfametoksazola u otpadnoj vodi u odnosu na
NIP za obje mase sorbensa. Kod torasemida i prokaina MIP je pokazao vecu sposobnost pri
masi od 60 mg za torasemid, odnosno 5 mg za prokain. Takoder, matrica otpadne vode je
pridonijela vecoj razlici u afinitetima MIP-a 1 NIP-a prema farmaceuticima gdje pozitivan

ucinak vidljiv u svim slucajevima osim kod sorpcije torasemida pri masi sorbensa od 5 mg.

Na temelju svega navedenog, matrica otpadne vode ima veci utjecaj na ekstrakciju $to je 1 za
ocekivati s obzirom na njen sastav (moguca prisutnost i drugih farmaceutika i opcenito
organskih zagadivala sli¢nih polarnosti koji se primijenjenim otapalom uspjesno ekstrahiraju)
nego na sorpciju te se MIP pokazao efikasnijim sorbensom kod sorpcije i ekstrakcije ciljanih

farmaceutika.
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Zakljucak

Ovim radom ispitana je mogucénost primjene polimera s otiskom tri molekule:

sulfametoksazola, torasemida i prokaina za njihovo selektivno uklanjanje te su rezultati

usporedeni s rezultatima dobivenim primjenom polimera bez otiska. Na temelju rezultata

izneseni su sljedeci zakljucci:

R/
L X4

X/
°e

7

K/
°e

Polimer s otiskom tri molekule odabran je za selektivno uklanjanje tri ciljana farmaceutika,
sulfametoksazola, torasemida i prokaina, budu¢i da je pokazao jednako dobru u¢inkovitost

kod sorpcije i ekstrakcije odabranih farmaceutika.

FTIR analizom potvrdena je uspjesnost polimerizacije te su odredene funkcionalne skupine

prisutne u odabranom MIP-u i NIP-u.
SEM analizom ukazala je na ve¢u poroznost MIP-a u odnosu na NIP.

Vrijeme potrebno za uspostavljanje ravnoteze kod sorpcije pojedinacnih farmaceutika i
smjese farmaceutika na oba polimerna sorbensa je 24 h. Kod sorpcije pojedina¢nih
farmaceutika 1 smjese farmaceutika, veca koli¢ina sulfametoksazola i torasemida se

sorbirala na MIP-u dok se prokain bolje vezao na NIP.

Kinetiku sorpcije smjese farmaceutika na oba sorbensa najbolje opisuje pseudokineticki

model 2. reda.

Prema modelu unutarcesti¢ne difuzije, proces sorpcije odvija se u tri faze, pri ¢emu ukupnu

brzinu procesa kontrolira vezanje molekula na aktivna mjesta sorbensa.

Povecanje pocetne koncentracije pozitivno utjeCe na sorpciju farmaceutika na MIP-u do
odredene grani¢ne vrijednosti (5 mg/L za sulfametoksazol 1 torasemid, 1 mg/L za prokain),
dok na NIP-u s porastom pocetne koncentracije dolazi do smanjenje sorpcije. Kao

optimalna pocetna koncentracija definirana je vrijednost od 5 mg/L.

Za opis sorpcije smjese farmaceutika najbolje su se pokazale linearna, Langmuirova i
Freundlichova izoterma. Medu njima, s koeficijentima determinacije ve¢im od 0,99 za oba
sorbensa (osim u sluéaju sorpcije sulfametoksazola na MIP-u gdje R* > 0,97), istice se

Langmuirova izoterma.

Povecanje pH vrijednosti rezultira smanjenjem sorpcije sulfametoksazola i torasemida na
oba sorbensa, dok u slu¢aju prokaina visi pH pogoduje njegovoj sorpciji. Optimalni uvjeti
postignuti su pri pocetnoj pH vrijednosti.

Ispitivanjem utjecaja mase sorbensa utvrdeno je da se optimalni uvjeti postizu pri masi od

60 mg.
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Zakljucak

¢ MIP pokazuje superiornost u sorpciji sulfametoksazola i torasemida, dok je kod prokaina
u uvjetima promjene pH sorpcija izrazenija na MIP-u. Kod ostalih parametara, NIP

pokazuje veci sorpcijski afinitet za prokain.

X/
°e

Kao najucinkovitije eluiraju¢e otapalo za oba sorbensa izdvojila se smjesa 2% mravlje
kiseline i metanola (1:1) u volumenu od 5 mL, pri ¢emu su visi prinosi ekstrakcije svih

farmaceutika ostvareni primjenom MIP-a.

X/
°e

Tijekom ponovljenih ciklusa sorpcije-desorpcije ne dolazi do znacdajnijeg smanjenja

sorpcijskog kapaciteta kod oba sorbensa $to ih ¢ini pogodnima za ponovnu upotrebu.

% MIP pokazuje sposobnost selektivnog prepoznavanja sulfametoksazola i prokaina u
prisutnosti njihovih strukturnih analoga. U usporedbi s NIP-om, MIP se odlikuje ve¢om
selektivnoséu prema sulfametoksazolu u oba slucaja, dok selektivnost prema prokainu

dolazi do izrazaja samo u odsutnosti ostalih farmaceutika.

¢ Matrica otpadne vode ima negativan utjecaj na sorpciju farmaceutika, osobito pri manjoj
masi sorbensa (5 mg). Pri masi od 60 mg, njen utjecaj gotovo je neprimjetan kod sorpcije
sulfametoksazola i torasemida. Sli¢an obrazac zapazen je i pri ekstrakciji, gdje je utjecaj

matrice izrazeniji pri nizoj masi sorbensa.

e

AS

Za primjenu, MIP se pokazao u¢inkovitijim za uklanjanje tri ciljana farmaceutika iz uzorka

otpadne vode.

Na temelju svega navedenoga, polimer s otiskom tri molekule predstavlja pogodan materijal
za uklanjanje tri ciljana farmaceutika. Osim toga, moguc¢nost ponovnog koriStenja, ¢ime se
smanjuje potroSnja materijala 1 troSkovi proizvodnje, i proSirenja primjene na druge

farmaceutike ¢ine ga dobrom alternativom komercijalnim sorbensima.
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SAZETAK

PRIPREMA, KARAKTERIZACIJA I PRIMJENA POLIMERNOG SORBENSA S
OTISKOM SMJESE FARMACEUTIKA ZA NJIHOVU SELEKTIVNU SORPCIJU 1
EKSTRAKCIJU I1Z UZORAKA VODE

Ivana Colo, Karla Petek

Eksponencijalni rast farmaceutske industrije u posljednjim desetlje¢ima znacajno je
unaprijedio zdravlje i kvalitetu zivota ljudi, no istodobno je doveo do pojave novog tipa
oneciS¢enja — tragova lijekova u okoliSu. Antibiotici, diuretici i anestetici sve se ceSce
detektiraju u povrsinskim i otpadnim vodama, gdje, zahvaljujuéi svojoj stabilnosti i bioloskoj
aktivnosti, mogu dugoro¢no ugroziti vodene ekosustave i potencijalno ljudsko zdravlje. Budu¢i
da konvencionalne metode obrade otpadnih voda nisu dovoljno ucinkovite za uklanjanje
farmaceutika prisutnih u niskim koncentracijama, sve se vise istrazuju napredne i selektivne

tehnologije sorpcije.

Posebnu paznju u tom kontekstu privla¢e polimeri s otiskom molekule (MIP), inovativni
materijali oblikovani tako da prepoznaju i selektivno vezu ciljanu molekulu. Njihova prednost
lezi u visokoj kemijskoj i mehanickoj stabilnosti, jednostavnoj pripravi te moguénosti
viSekratne primjene. Za razliku od polimera bez otiska (NIP), koji pokazuju samo nespecifi¢ne
interakcije, MIP-ovi nude precizno prepoznavanje i visok sorpcijski afinitet, §to ih ¢ini posebno

pogodnima za uklanjanje farmaceutskih ostataka iz voda.

U ovom radu istrazeno je sorpcijsko ponasanje MIP-ova sintetiziranih za selektivno uklanjanje
triju farmaceutskih spojeva — sulfametoksazola, torasemida i prokaina ¢ija je prisutnost u
vodenim sustavima sve ucestalija, a potencijalni ekotoksi¢ni uc€inci nedovoljno razjasnjeni.
Rezultati rada pridonose razumijevanju mehanizama sorpcije i potvrduju potencijal MIP-ova

kao u¢inkovitih sorbensa u razvoju naprednih metoda procis¢avanja voda.

Kljuéne rije¢i: polimer s otiskom molekule sulfametoksazola, prokaina i torasemida,

farmaceutici, sorpcija, HPLC-DAD
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SUMMARY
PREPARATION, CHARACTERIZATION AND APPLICATION OF
PHARMACEUTICAL MIXTURE IMPRINTED POLYMER FOR THEIR
SELECTIVE SORPTION AND EXTRACTION FROM WATER SAMPLES

Ivana Colo, Karla Petek

The exponential growth of the pharmaceutical industry in recent decades has significantly
improved human health and quality of life; however, it has also led to the emergence of a new
type of environmental pollution — pharmaceutical residues. Antibiotics, diuretics, and
anesthetics are increasingly detected in surface waters and wastewater, where their chemical
stability and biological activity can pose long-term risks to aquatic ecosystems and potentially
to human health. As conventional wastewater treatment precesses are not sufficiently effective
to remove pharmaceuticals in trace concentrations, advanced and selective sorption

technologies are increasingly being investigated.

In this context, molecularly imprinted polymers (MIPs) have attracted considerable attention
as innovative materials capable of selectively recognizing and binding target molecules. Their
advantages include high chemical and mechanical stability, ease of preparation, and reusability.
In contrast to non-imprinted polymers (NIPs), which rely solely on non-specific interactions,
MIPs offer precise molecular recognition and high sorption affinity, making them particularly

suitable for the removal of pharmaceutical residues from aqueous systems.

In this study, the sorption behavior of MIPs synthesized for the selective removal of three
pharmaceutical compounds — sulfamethoxazole, torasemide, and procaine — whose occurrence
in the aquatic environment is becoming increasingly common, while their potential
ecotoxicological impact is still understudied. The results contribute to a better understanding
of the sorption mechanisms and confirm the potential of MIPs as effective sorbents for the

development of advanced water treatment technologies.

Key words: polymer imprinted with sulfamethoxazole, procaine, and torasemide molecules,

pharmaceuticals, sorption, HPLC-DAD analysis
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