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DISPERZIVNA MIKROEKSTRAKCIJA PRIMARNIH AROMATICNIH AMINA
MOLEKULSKI OTISNUTIM POLIMEROM NA BAZI GLICIDIL-METAKRILATAI
MAGNETITA

SAZETAK

Primarni aromati¢ni amini (PAA) su organske zagadujuce materije koje nastaju u velikom
broju industrijskih proizvoda, npr. u sintezi azo-boja, proizvodnji lekova, poliuretana, pesticida,
guma, plastike, lakova, pigmenata. Njihova koncentracija u realnim uzorcima moze biti veoma
niska, stoga je korak pretkoncentrisanja uzorka jako bitan kako bi se dostigli nivoi koncentracije
relevantni za detekciju na instrumentu. Poslednjih godina, zbog moguénosti kontrolisanja
morfoloskih svojstava, kao i1 visoke selektivnosti za ciljane analite molekulski otisnuti polimeri
(MIP) se sve ¢esce koriste za pretkoncentrisanje ove vrste zagadujuéih materija.

Predmet doktorske disertacije odnosi se na sintezu i karakterizaciju MIP-a na bazi glicidil-
metakrilata (GMA) i nanoCestica magnetita (FesOs), kao i na razvoj i optimiziciju disperzivne
mikroekstrakcije na ovoj vrsti polimera za detekciju i pretkoncentrisanje PAA iz vodenog rastvora.

Prvi deo doktorske disertacije odnosi se na sintezu, optimizaciju uslova sinteze |
karakterizaciju polimernog nosaca na bazi GMA i Fe304, MPGEGO, u cilju dobijanja Cestica
odgovaraju¢e veli¢ine 1 oblika. Polimerni nosa¢ sintetisan je postupkom suspenzione
kopolimerizacije preko slobodnih radikala sa dodatkom oblozenih nanocestica Fe3O4. Nakon toga,
metodom povrsinskog otiskivanja sintetisana su tri MIP-a (MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha), gde je
kao polimerni nosa¢ koris¢en prethodno sintetisan i okarakterisan mPGE60, kao Sablon izabran je
predstavnik PAA — anilin, a kao ligandi su kori$c¢eni etilendiamin (eda), trietilentetraamin (teta) i
pentaetilenheksamin (peha). Dobijeni MIP-ovi su detaljno okarakterisani razli¢itim tehnikama
karakterizacije u pogledu strukturnih i morfoloskih svojstava. Na osnovu rezultata sorpcione
ekstrakcije anilina iz vodenih rastvora pomo¢u MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha, kao i uticaja pH na
sorpcioni  kapacitet, u daljim istrazivanjima za optimizaciju i validaciju disperzivne
mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi (DSPME) za pretkoncentrisanje anilina koris¢en je MIP-peha kao
Cvrsta faza.

Razvoj DSPME metode na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi u cilju pretkoncentrisanje anilina iz
vodenih rastvora izveden je primenom eksperimentalnog dizajna. Cilj optimizacije DSPME metode
bio je da se identifikuju eksperimentalni uslovi pri kojima ¢e se posti¢ci maksimalna efikasnost
pomenute metode. Za selekciju faktora koji najvise uticu na efikasnost DSPME metode na MIP-
peha kao c¢vrstoj fazi za pretkoncentrisanje anilina iz vodenih rastvora koris¢en je Plaket-Burman
dizajn (PBD). Svi analizirani faktori (koli¢ina sorbenta, pH, jonska jacina, na¢in mesanja pri
ekstrakciji, vreme ekstrakcije, temperatura ekstrakcije, zapremina eluenta, temperatura desorpcije,
nacin mesanja pri desorpciji, vreme desorpcije, vrsta desorpcionog sredstva) ispitani su na dva
nivoa —1 (nizak nivo) i +1 (visok nivo). Izvedena je serija od 12 eksperimenata u tri ponavljanja.
Nakon toga, izvodenjem serije od 15 eksperimenata u tri ponavljanja optimizovana su tri faktora
koja su se pokazala kao najznacajniji u koraku selekcije (zapremina eluenta, pH i temperatura
ekstrakcije) koris¢enjem Boks-Benken dizajna (BBD). Za razvijenu DSPME metodu na MIP-peha
kao ¢vrstoj fazi dobijena je LoD vrednost od 1 ng/ml, RSD od 18 %, dok je efikanost DSPME
metode bila 62 %. Na kraju ovog poglavlja prikazani su rezultati ispitivanja zelenosti razvijene
DSPME metode na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi primenom tri alata za ocenu zelenosti: Analiticka
Eko-Skala, indeks zelene analiticke procedure (GAPI) i analiticka zelenost (AGREE). Rezultat
srednje vrednosti svih 12 segmenata AGREE piktograma (0,62), kao i broj poena dobijen
Analitickom Eko-Skalom (91) pokazuje da je razvijena metoda za pretkoncentrisanje anilina iz
vodenih rastvora u skladu sa principima zelene hemije.

Na osnovu rezultata u okviru ove doktorske disertacije moze se zakljuciti da je dobijen
efikasan sorbent na bazi GMA i FesOs, kao i da je razvijena pouzdana i, na osnovu 12 GAC
principa, zelena, DSPME metoda za pretkoncentrisanje PAA iz vodenih rastvora.



Kljuéne reci: molekulski otisnuti polimeri, MIP, glicidil-metakrilat, primarni aromati¢ni amini,
eksperimentalni dizajn, sinteza

Naucna oblast: Hemijske nauke
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DISPERSIVE MICROEXTRACTION OF PRIMARY AROMATIC AMINES USING
MOLECULARLY IMPRINTED POLYMER BASED ON GLYCIDYL METHACRYLATE
AND MAGNETITE

ABSTRACT

Primary aromatic amines (PAA) are organic pollutants generated in a significant number of
industrial products, such as in the synthesis of azo dyes, production of pharmaceuticals,
polyurethanes, pesticides, rubbers, plastics, varnishes, and pigments. Their concentration in real
samples can be very low; hence, the sample preconcentration step is crucial to achieve
concentration levels relevant for instrument detection. In recent years, due to the ability to control
morphological properties and high selectivity for target analytes, molecularly imprinted polymers
(MIP) are increasingly used for preconcentration of these pollutants.

The subject of this doctoral dissertation involves the synthesis and characterization of MIP
based on glycidyl methacrylate (GMA) and magnetite nanoparticles (Fez0Os), as well as the
development and optimization of dispersive microextraction on this type of polymer for the
detection and preconcentration of PAA from aqueous solutions.

The first part of the doctoral dissertation relates to the synthesis, optimization of synthesis
conditions, and characterization of the polymer carrier based on GMA and Fez0s, mPGEG0, to
obtain particles of appropriate size and shape. The polymer carrier was synthesized by the
suspension copolymerization method through free radicals with the addition of coated FezOs
nanoparticles. Subsequently, using the surface imprinting method, three MIPs (MIP-eda, MIP-teta,
and MIP-peha) were synthesized, where the previously synthesized and characterized mPGEG0 was
used as the polymer carrier, aniline was chosen as the template, and ethylenediamine (eda),
triethylenetetramine (teta), and pentaethylenehexamine (peha) were used as ligands. The obtained
MIPs were thoroughly characterized using various characterization techniques concerning structural
and morphological properties. Based on the results of the sorption extraction of aniline from
aqueous solutions using MIP-eda, MIP-teta, and MIP-peha, as well as the influence of pH on the
sorption capacity, MIP-peha was used in further research for optimization and validation of
dispersive solid-phase microextraction (DSPME) for the preconcentration of aniline as the solid
phase.

The development of the DSPME method with MIP-peha as the solid phase for the
preconcentration of aniline from aqueous solutions was conducted using experimental design. The
aim of DSPME method optimization was to identify the experimental conditions under which
maximum efficiency of the mentioned method would be achieved. The Plackett-Burman design
(PBD) was used for the selection of factors that most significantly affect the efficiency of the
DSPME method on MIP-peha as the solid phase for the preconcentration of aniline from aqueous
solutions. All analyzed factors (the amount of sorbent, pH, ionic strength, the method of mixing
during extraction, extraction time, extraction temperature, eluent volume, desorption temperature,
method of mixing during desorption, desorption time, type of desorption solvent) were examined at
two levels: =1 (low level) and +1 (high level). A series of 12 experiments was conducted in
triplicates. Following that, a series of 15 experiments in triplicates was carried out to optimize the
three most significant factors in the selection step (eluent volume, pH, and extraction temperature)
using the Box-Behnken design (BBD). The developed DSPME method on MIP-peha as the solid
phase yielded a LoD value of 1 ng/ml, RSD of 18 %, and an efficiency of 62 %. At the end of this
chapter, the results of the green assessment of the developed DSPME method on MIP-peha as the
solid phase were presented using three green assessment tools: Analytical Eco-Scale, Green
Analytical Procedure Index (GAPI), and Analytical GREEnness (AGREE). The average score of all
12 segments of the AGREE pictogram (0.62) and the number of points obtained using the
Analytical Eco-Scale (91) indicate that the developed method for the preconcentration of aniline
from aqueous solutions complies with the principles of green chemistry.



Based on the results within this doctoral dissertation, it can be concluded that an efficient
sorbent based on GMA and Fe3O4 has been obtained, and a reliable and green DSPME method for
the preconcentration of PAA from aqueous solutions, in accordance with the 12 principles of green
chemistry, has been developed.

Keywords: molecularly imprinted polymers, MIP, glycidyl methacrylate, primary aromatic amines,
experimental design, synthesis

Scientific field: Chemistry

Scientific subfield: Analytical chemistry
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Od druge polovine 18. veka dogodile su se brojne promene na drustvenom, ekonomskom i
tehnoloskom nivou, prelaze¢i iz ruralne ekonomije u ekonomiju zasnovanu na industrijalizaciji i
mehanizaciji procesa. Antropogene aktivnosti znacajno su uticale na zivotnu sredinu na razliite
naine. Zagadenje moze imati fizicko, hemijsko, bioloSko ili radiolosko poreklo, prouzrokujuéi
Stetne efekte na vazduh, vodu, zemljiste 1 Ziva bi¢a. Posebno, zagadenje usled uvodenja hemikalija
iz razli¢itih hemijskih procesa u Zivotnu sredinu stvorilo je potrebu za njihovim identifikovanjem i
kvantifikovanjem. Vecina zagaduju¢ih materija ulazi u Zivotnu sredinu pretezno iz industrije,
poljoprivrede, sagorevanja fosilnih goriva i potrosackih proizvoda. Medu njima, amini ¢ine veliku
grupu koja je rasprostranjena u zivotnoj sredini zbog njihove Siroke upotrebe u proizvodnji lekova,
boja, kozmetike... Takode treba uzeti u obzir da, kao i mnoge druge supstance, oni mogu nastati kao
rezultat hemijske ili bioloske transformacije, Cime se stvaraju jedinjenja koja mogu biti Stetna po
zivotnu sredinu. Amini su organska jedinjenja izvedena iz amonijaka, karakteristicna po prisustvu
oshovnog atoma azota sa slobodnim parom elektrona povezanog sa organskim supstituentima, kao
Sto su alkil i aril grupe. Kada je jedan ili viSe tih supstituenata aril grupa, oni se mogu klasifikovati
kao aromati¢ni amini (eng. Aromatic amines, AA), pri ¢emu su primarni aromati¢ni amini (eng.
Primary aromatic amines, PAA) oni sa jednim aril supstituentom. Veéina AA su toksi¢ni i
potencijalno kancerogeni. Njihova funkcija u smislu mehanizama delovanja i toksi¢nosti zavisi od
polozaja i strukture amino grupe i aromati¢nog prstena. Posebno, ve¢ina AA pronadenih u zivotnoj
sredini su zapravo PAA. Iz tog razloga, raste zabrinutost zbog njihovog stalnog uvodenja u Zivotnu
sredinu, ¢ime se formira grupa zagadujuc¢ih materija vode, vazduha i zemljista. Tekstilna industrija,
kao najveci izvor PAA, vitalan je 1 brzo rastu¢i industrijski segment Sirom sveta i1 kao takva jedna je
od glavnih izvora otpadnih voda zbog velike potro$nje vode za razliite operacije. U smislu uticaja
na zivotnu sredinu, tekstilna industrija se procenjuje kao industrija koja globalno koristi viSe vode
nego bilo koja druga, a skoro sve otpadne vode koje se ispusStaju su visoko zagadene. Prosecne
tekstilne fabrike troSe oko 200 litara vode po kilogramu obradene tkanine dnevno, a bojenje i
zavrsna obrada tkanina generiSu oko 17 do 20 procenata industrijskih otpadnih voda. PAA u
otpadnim vodama ozbiljno uticu na vodeni Zivot zbog smanjene penetracije svetlosti 1 potrosnje
kiseonika, kao i na fotosintetsku funkciju biljaka. Komplikovana i stabilna struktura PAA
predstavlja veliki izazov za njihovu degradaciju u otpadnim vodama tekstilne industrije

Odredivanje PAA u zZivotnoj sredini predstavlja izazov za analiticke hemicare zbog njihovih
hemijskih karakteristika i niske koncentracije u Zivotnoj sredini. Za njihovo odredivanje najcesce se
koriste gasna hromatografija (eng. Gas Chromatography, GC) i te¢na hromatografija visokih
performansi  (eng. High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) sa masenom
spektrometrijom (eng. Mass spectrometry, MS) ili ultra-ljubi¢astom spektroskopijom (eng. Ultra-
Violet spectroscopy, UV). Medutim, uobiCajene instrumentalne tehnike Cesto nisu dovoljno
osetljive da precizno identifikuju i kvantifikuju PAA u slozenim matricama zivotne sredine. Stoga,
da bi se postigao odgovarajuci nivo detekcije i1 pojacao konac¢ni instrumentalni signal, javila se
potreba za razlicitim strategijama pripreme uzoraka sa ciljem pretkoncetracije PAA. S tim u vezi,
predlozene su tehnike ekstrakcije zasnovane na sorbentu (eng. Solid phase extraction, SPE) gde se
ciljani analiti prenose na ¢vrstu fazu (sorbent), tu se zadrzavaju i naknadno se regeneriSu eluiranjem
sa pogodnim eluentom. SPE je najceS¢e koriS¢ena metoda ekstrakcije za pripremu uzoraka zbog
svoje jednostavnosti, raznovrsnosti sorbenata i ogranicene koli¢ine organskih rastvaraca koji se
koriste. Pored toga, metode ekstrakcije zasnovane na ¢vrstim sorbentima omogucéavaju postizanje
visoke efikasnosti ekstrakcije velikog broja jedinjenja iz Sirokog spektra uzoraka, sa preciznim i
ponovljivim rezultatima, pri ¢emu prevazilaze nedostatke teéne ekstrakcije, kao $to su velika
potros$nja rastvaraca i nezadovoljavajuce razdvajanje faza. SPE metoda je kroz godine znacajno
Disperzivna mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (eng. Dispersive solid phase microextraction, DSPME)
omogucava da se male koli¢ine analita izoluju 1 koncentrisu iz velikih zapremina uzoraka, ¢ime se
omogucava njihova pouzdana analiza ¢ak i pri vrlo niskim koncentracijama. Ova metoda koristi
minimalne koli¢ine rastvaraca i sorbenta koji se direktno disperguje u rastvor, $to je ¢ini i1 ekoloski
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prihvatljivom. Pored toga, DSPME je kompatibilna sa savremenim analitickim instrumentima, tako
da ovako kombinovane metode omogucéavaju visoku osetljivost i specificnost u detekciji PAA,
omogucavaju¢i analiticarima da precizno kvantifikuju ova toksi¢na i1 potencijalno kancerogena
jedinjenja u razli¢itim ekoloskim uzorcima.

Napredak u tehnologiji 1 industriji zahteva sorbente koji su efikasniji, ekonomicniji i ekoloski
pristupe i materijale koji mogu efikasno odgovoriti na specifi¢ne zahteve analitickih procedura.
Postojeci sorbenti Cesto pokazuju ogranicenu selektivnost i efikasnost u ekstrakeiji ciljnih analita iz
slozenih matrica uzoraka. Razvoj novih sorbenata sa specificnim svojstvima, kao Sto su visoka
stabilnost, jednostavna regeneracija i prilagodavanje razli¢itim vrstama analita i matrica uzoraka
ima za cilj poboljSanje selektivnosti kako bi se omogucila preciznija analiza uzoraka. Molekulski
otisnuti polimeri (eng. Molecularly Imprinted Polymers, MIP) su sinteti¢ki polimeri sa
visokospecifiénim mestima za prepoznavanje ciljnih molekula, napravljeni od monomera koji imaju
sposobnost da formiraju kompleks sa Sablonom, putem kovalentnih ili nekovalentnih interakcija
koji se zatim polimerizuju u prisustvu umrezavaca formiraju¢i stabilan umrezeni polimer.
Uklanjanje molekula $ablona iz umrezenog polimera rezultira formiranjem vezivnih mesta koja su
komplementarna Sablonu po veli¢ini, obliku i funkcionalnim grupama. Prednosti ove vrste polimera
ogledaju se u niskoj ceni i jednostavnosti pripreme, visokoj stabilnosti, i odli¢noj ponovljivosti.
Koris¢enjem MIP umesto konvencionalnih sorbenata moZe se znaCajno poboljSati selektivnost
ekstrakcionih metoda, zbog ¢ega su ove metode bazirane na MIP nasle $iroku primenu u separaciji,
¢is¢enju i/ili pretkoncentraciji ciljnih analita u raznim vrstama stvarnih uzoraka.

Cilj istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije je dobijanje efikasnog sorbenta, kao i
razvoj pouzdane metode mikroekstrakcije na sintetisanom sorbentu (MIP) za detekciju aromati¢nih
amina iz vodenih rastvora, pre instrumentalnog merenja na HPLC-MS.

Ocekivani rezultati ove doktorske disertacije obuhvataju:

Sintezu polimernog nosaca na bazi GMA i Fe3O4

Karakterizaciju polimernog nosaca na bazi GMA i Fe3O4

Sintezu MIP-eda, MIP-teta, MIP-peha metodom povrsinskog otiskivanja

Kompletnu karakterizaciju MIP-eda, MIP-teta, MIP-peha

Optimizaciju DSPME metode na MIP-peha primenom eksperimentalnog dizajna
Validaciju optimizovane DSPME metode za detekciju primarnih aromati¢nih amina
u vodenim rastvorima.
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2.1. Mikroekstrakcione metode

Kako bi se smanjilo koriS¢enje opasnih hemikalija, omogucilo uzorkovanje i priprema vrlo
malih koli¢ina uzoraka, kao i unapredila i poboljsala kompatibilnost sa savremenim analitickim
instrumentima, razvijene su razlicite mikroekstrakcione metode (OcafiaGonzalez et al., 2016). lako
su analiticki instrumenti poslednjih godina mnogo napredovali u pogledu brzeg i osetljivijeg
merenja, suStinski izazov za analitiCare predstavlja odredivanje analita sa visokom tacnoscu i
preciznosc¢u u realnim uzorcima (Alahmad et al., 2021; Silva et al., 2015). Generalno, analiticke
metode ukljucuju procese kao Sto su prikupljanje, priprema, odvajanje i analiza uzoraka (Smith,
2003). Priprema uzorka je kritican korak, jer analiti mogu biti izgubljeni ako se koristi
neodgovaraju¢i metod (Pawliszyn, 2013; Yamini et al., 2019). Jo$ jedan problem predstavlja
nemogucnost direktnog merenja mnogih realnih uzoraka (zbog vrste i fizickog stanja uzorka), $to
zahteva prethodnu pripremu. Takode, veCina matrica realnih uzoraka nije poznata, a efekti
ometajuc¢ih vrsta moraju biti ispitani pre same analize. Ovaj korak oduzima mnogo vremena,
zahteva veliku koli¢inu realnog uzorka. Dakle, korak pripreme uzorka, kao korak izmedu
uzorkovanja i analize, od suStinskog je znacCaja za postizanje najboljeg rezultata sa najmanje
greSaka. Izbor postupka pripreme uzorka zavisi od vrste medijuma (Cvrsta, tecna 1 gasovita faza),
koli¢ine uzorka, vrste instrumenta (HPLC, GC, atomska spektroskopija), vrste analize (kvalitativna
ili kvantitativna analiza), prirode analita i njegove pocetne koncentracije u uzorku. Zbog toga,
tehnika pripreme uzorka treba da bude jednostavna, brza, jeftina, automatizovana i ponovljiva sa
visokom osetljivoscu i tatnoscu (Ptotka et al., 2015; Ghorbani et al., 2018).

Minimalna koncentracija analita u realnim uzorcima koja se moze detektovati zavisi od tipa
instrumenta i njegovog detektora. Koncentracija analita u realnim uzorcima moze biti vrlo mala,
stoga je korak pretkoncentrisanja uzorka jako bitan kako bi se dostigli nivoi koncentracije
relevantni za detekciju analita na instrumentu (Ghorbani et al., 2019). U cilju pripreme uzoraka
rastvaraca 1 drugih reagenasa S§to nije u skladu sa principima zelene analitiCke hemije. Glavni
nedostaci klasi¢nih metoda ekstrakcije su slozenost metode, dugotrajan proces, velika potro$nja
uzorka i rastvaraca, visoko zagadenje Zivotne sredine, nemoguénost automatizacije, visoka cena i
ogranicen izbor rastvaraca i sorbenta (Sarafraz-Yazdi & Amiri, 2010). Poslednjih decenija razvijen
je veliki broj mikroekstrakcionih tehnika koje se koriste za ispitivanja Sirokog opsega realnih
uzoraka. Ove minijaturizovane metode, koje se generalno nazivaju metode mikroekstrakcije,
uvedene su kako bi se smanjila ogranicenja 1 nedostaci konvencionalnih pristupa ekstrakciji, a
istovremeno iskoristile njihove prednosti (Yamini et al., 2019; Sajid et al., 2021). Generalno,
metode mikroekstrakcije se mogu podeliti u dve kategorije:

1. Mikroekstrakcija u te€noj fazi
2. Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi.

Ove metode mikroekstrakcije se zasnivaju na minijaturizaciji klasi¢ne ekstrakcije, gde se
analiti iz uzoraka velike zapremine ekstrahuju u male zapremine (Luki¢ et al., 2023). U skladu sa
principima zelene hemije, ove tehnike nude prednosti kao $to su veca efikasnost ekstrakcije, kratko
vreme analize, mogucnost automatizacije, smanjena potroSnja rastvara¢a i upotreba ekoloski

2.1.1. Mikroekstrakcija u te¢noj fazi

Mikroekstrakcija u te¢noj fazi (eng. Liquid phase microextraction, LPME) predstavlja
minijaturizovanu te¢no-te¢nu ekstrakciju i karakteriSe je minimalna potro$nja rastvaraca. Kod ove
vrste mikroekstrakcije zapremina ekstrakcione faze je manja od 100 ul (Fernandez 1 Vidal, 2014).
Princip ove vrste mikroekstrakcije se zasniva na razdvajanju komponenti na osnovu rastvorljivosti
analita u dve teCnosti koje se ne mesaju. Na taj nacin dolazi do ekstrakcije analita iz jedne tecne
faze u drugu. Ekstrakcija se postiZe disperzijom smeSe organskih rastvarac¢a u vodenu fazu. Smesu
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organskih rastvaraCa Cine ekstraktant - rastvara¢ koji se ne mesa sa vodom i disperzno sredstvo -
rastvarac koji se mesa za vodom. Na ovaj nacin dolazi do prelaska analita iz vodene faze u organsku
fazu. Princip mikroekstrakcije u te¢noj fazi prikazan je na Slici 2.1.

Ekstraktant i
disperzno sredstvo

=il Centrifugiranje

Vodeni Zamucen Tal
...... alo
rastvor uzorka rastvor 4

Slika 2.1. Princip LPME.

2.1.2. Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi

Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (eng. Solid phase microextraction, SPME) je savremena
metoda pripreme uzoraka u kojoj se uzorkovanje, pretkoncentracija i ekstrakcija vrse u jednom
koraku, a analiti se mogu direktno snimiti na analitickim instrumentima. Ova tehnika je
modifikovana verzija ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (eng. Solid phase extraction, SPE) koja Koristi
manju koli¢inu adsorbensa i omogucava ekstrakciju analita iz vrlo malih zapremina uzoraka.
Osnovni SPME uredaj se sastoji od vlakna oblozenog tankim slojem medijuma za ekstrakciju;
vlakno je fiksirano unutar igle uredaja nalik na Spric (Merkle at al., 2015). Analit se direktno
ekstrahuje 1 koncentriSe na ¢vrstoj fazi SPME vlakna (Slika 2.2.). Nakon koraka ekstrakcije, vlakno
se postavlja unutar injektora mernog uredaja, odnosno naj¢es¢e u GC i HPLC (Jalili et al., 2019).

Rastvor

uzorka —_SPME
vlakno

Slika 2.2. Princip SPME.

e ——— Analit

Krajem 20. veka Pavlizin (Pawliszyn) i saradnici su prvi put uveli ovu metodu
mikroekstrakcije kako bi se odgovorilo na potrebu za brzom pripremom uzoraka bez rastvaraca,
koja bi obezbedila istovremeno odvajanje i pretkoncentraciju isparljivih i neisparljivih analita u
slozenim uzorcima (Spietelun et al., 2013). Prednosti ove tehnike ogledaju se u jednostavnosti,
brzini, kao i maloj potro$nji organskih rastvaraca, ¢ime se znacajno skracuje vreme trajanja analize,
a poseduje i potencijal za automatizaciju procesa (Boyaci et al., 2015; Reyes-Garcés et al., 2018).
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2.1.3. Disperzivna mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi

Budu¢i da su metode mikroekstrakcije povrSinski zavisni procesi, predloZzene su tehnike
disperzivne mikroekstrakcije, kao Sto je disperzivna mikroekstrakcija na C¢vrstoj fazi (eng.
Dispersive solid phase microextraction, DSPME), gde se sorbent (¢vrsta faza) direktno disperguje u
rastvor kako bi se povecala kontaktna povrsina izmedu rastvora uzorka i sorbenta i time znacajno
smanjilo vreme ekstrakcije i desorpcije, kao 1 potrosnja sorbenta. DSPME je dalji napredak u
mikroekstrakciji, koja kombinuje prednosti SPE i SPME sa dodatnom efikasno$¢u i jednostavnoscu.
Cilj je poboljsati osetljivost procesa dodavanjem sorbenta u rastvor uzorka, pri ¢emu se na njemu
zadrZzavaju analiti, koji se mogu eluirati termicki ili rastvara¢em. DSPME se koristi za ekstrakciju,
CiS¢enje i pretkoncentrisanje razli¢itih analita u realnim uzorcima (Ghorbani et al., 2019). Sam
proces ukljucuje sledece: mala koli€ina ¢vrstog sorbenta se dodaje direktno u te¢ni uzorak. MeSanje
uzorka omogucava brzu disperziju sorbenta, ¢ime se povecava povrsina kontakta izmedu analita i
sorbenta, $to dovodi do ekstrakcije i obogacivanja analita na sorbentu. Nakon odredenog vremena,
sorbent se uklanja iz teéne faze centrifugiranjem, filtracijom ili, ukoliko poseduje magnetna
svojstva, jednostavnim uklanjanjem pomocu spoljasnjeg magnetnog polja. Konac¢no, analiti se
eluiraju iz sorbenta u relativno malu zapreminu odgovarajuceg rastvaraca i analiziraju pomocu
odgovarajuce analitiCke tehnike. Visoka efikasnost, mala koli¢ina sorbenta (opseg mg ili pg),
minimiziranje potrebe za velikom koli¢inom rastvaraca, jednostavnost i brzina, moguénost analize
velikog broja uzoraka su neke od prednosti ove tehnike (Sajid et al., 2021). Princip DSPME metode
prikazan je na Slici 2.3.

- Sorbent
— = —
MeSanje |
=
Vodeni rastvor Desorpciono Analiza
uzorka sredstvo

Slika 2.3. Princip DSPME.

Generalno, DSPME metoda moze se podeliti u tri kategorije: tradicionalna DSPME metoda,
DSPME metoda potpomognuta vorteksom i DSPME metoda potpomognuta ultrazvukom.
Ucestalost primene ultrazvuéno i vorteksom pomognute DSPME je veca od ucestalosti primene
tradicionalne DSPME. Vreme ekstrakcije i desorpcije se znac¢ajno smanjuje kori§¢enjem ultrazvuka
ili vorteksa. Pored minijaturizacije, primena razli¢itih metoda mikroekstrakcije u analizi raznih
jedinjenja zahteva automatizaciju kako bi analiticke procedure bile ekoloski prihvatljivije (Lemos et
al., 2022). Prednosti ovakvih analitickih metoda bi, pored sistema automatizacije, podrazumevale
smanjenje vremena analize, brze uzorkovanje, smanjenje greSaka prilikom uzorkovanja i vecu
osetljivost i ponovljivost. Vak (Vakh) 1 saradnici su primenili fluidizovani reaktor u
automatizovanoj DSPME proceduri za odredivanje fluorokinolona u uzorcima hrane za bebe
koriste¢i kao ¢vrstu fazu magnetni sorbent (Vakh et al., 2018).

Izbor odgovarajuceg sorbenta je bitan faktor za postizanje dobre preciznosti i visoke
efikasnosti u postupku mikroekstrakcije. Sumirano, DSPME metoda nudi brojne prednosti. Prvo,
metoda se istiCe visokom osetljivo$¢u, omogucavajuci odredivanje supstanci na ppt nivou. Pored
toga, DSPME zahteva vrlo malu zapreminu uzoraka, §to je ¢ini ekonomicnom i prakti¢nom.
Takode, metoda je jednostavna i1 brza, jer ne zahteva upotrebu slozene opreme, alata ili uredaja.

7



Tamara Tadié Doktorska disertacija

Dodatno, upotreba toksi¢nih rastvaraca se izbegava, §to je ekoloski prihvatljivije 1 sigurnije za
korisnika. Metoda omogucava in situ uzorkovanje, Sto znaci da se uzorci mogu uzeti direktno iz
izvornog okruzenja bez potrebe za dodatnim koracima pripreme.

Vazni faktori koji uticu na efikasnost DSPME su (Dil et al., 2021; Dozein et al., 2021):

- koli¢ina sorbenta;

- pH vrednost uzorka;

- vreme ekstrakcije;

- temperatura ekstrakcije;

- vreme desorpcije;

- temperatura desorpcije;

- zapremina eluenta;

- dodatak soli i

- koris¢enje ultrazvuka ili vorteksa.

Mikroekstrakcione metode zahtevaju rukovanje malim koli¢inama medijuma za ekstrakciju
pod strogo definisanim uslovima ekstrakcije. Veliki broj varijabilnih parametara (vreme ekstrakcije,
temperatura, pH, koncentracija soli, zapremina eluenta, nac¢in meSanja) i odnosi izmedu njih Cesto
zahtevaju udaljavanje od klasi¢nog pristupa izvodenja eksperimenata koji podrazumeva ispitivanje
uticaja jedne promenljive na ponasanje sistema, dok se ostale promenljive ne menjaju (Dozein
et al., 2021; Dil et al., 2021; Ansari & Masoum, 2018a). Na ovaj nacin, izvodenjem velikog broja
eksperimenata, nije moguce utvrditi eventualno postojanje interakcija izmedu promenljivih.
Hemometrija nudi nekoliko planova eksperimentalnog dizajna koji se mogu lako Koristiti za
pronalazenje optimalnih uslova i1 potvrdivanje eksperimentalne procedure. Hemometrijski alati
omogucéavaju istovremenu procenu Velikog broja faktora koji uti¢u na sistem Korisé¢enjem
minimalnog seta eksperimenata, uz istovremeno dobijanje dovoljno informacija 0 medusobnim
interakcijama i njihovom znacaju (Peri¢-Gruji¢, 2012).

2.1.4. Eksperimentalni dizajn

Izvodenje eksperimenata omogucéava nacin da se analiziraju karakteristike nekog procesa. Ti
procesi uzrokovani su nizom faktora i za njihovo razumevanje neophodno je ispitati uzajamne veze
izmedu faktora i odgovora sistema. Postoje dva pristupa koja se koriste u ovu svrhu: klasi¢ni
(tradicionalni) i hemometrijski (planirani). Kod klasi¢nog pristupa menja se samo jedan faktor uz
uslov da su svi ostali faktori konstantni. Pri ovakvom izvodenju eksperimenata obi¢no se svi
faktori, izuzev jednog, odrzavaju na niskom nivou, dok se odgovor sistema procenjuje na visokom i
niskom nivou faktora ¢iji se uticaj ispituje. Ovakav pristup dovodi do definisanja individualnog
optimuma samo tog faktora ¢ime se otezava pronalazenje pravog optimuma sistema i nije moguce
uociti interakcije izmedu razlicitih faktora. Sa druge strane, hemometrijski pristup podrazumeva
primenu eksperimentalnog dizajna. Britanski nau¢nik Fiser (Fisher) zapoceo je razvoj pouzdane i
efikasne metode utvrdivanja povezanosti uzroka i efekata, u cilju proucavanja i analiziranja uticaja
razli¢itih faktora na prihode Zetve. Metoda je kasnije usavrSena radovima naucnika kao $to su Boks
(Box), Koks (Cox), Taguci (Taguchi) i drugi, tako da one danas predstavljaju izvanredan alat za bilo
kakav zadatak optimizacije. Poslednjih godina se sve veéa paznja usmerava na razvijanje analitickih
procesa dizajniranih za istrazivanje velike koli¢ine podataka u potrazi za doslednim obrascima i/ili
sistematskim vezama izmedu promenljivih u nekom procesu i primenu ovih modela na nove
podatke u cilju procene ocekivanog ishoda (Jankovic et al., 2021). Osnovna ideja planiranog
eksperimenta je da definise minimalan set eksperimenata u kojima ¢e svaki faktor biti variran na
sistematski nacin. Ovaj set se obi¢no sastoji od 10 do 20 eksperimenata. Analiziranjem podataka
planiranog eksperimenta utvrduju se najznacajniji faktori koji uti¢u na odgovor sistema kao i oni
koji nisu znacajni za isti, interakcije izmedu faktora, sinergizam, optimalni uslovi, itd. Ovakvim
procesima se nastoji da se osmisli mali skup eksperimenata u kojima se svi relevantni faktori
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istovremeno i sistematski variraju i obezbeduju domenski specifican matematicki okvir za naknadne
analiza dobijenih podataka. Razvoj racunarskih strategija i naprednih algoritama uticao je na
analiticku hemiju i razvoj hemometrije.

Ova metodologija je nasla primenu u industriji za empirijsku analizu veze izmedu polaznih
varijabli 1 finalnog proizvoda, za optimizaciju uslova u razli¢itim oblastima kao $to su: analiticka
hemija, organska hemija, farmacija, forenzicka toksikologija, hemija Zivotne sredine, nano
materijali; pri analiziranju uticaja razli¢itih parametara sinteze na svojstva materijala, zatim u
ispitivanju i optimizaciji razli¢itih sorpcionih procesa, medu kojima i1 sorpcije teskih metala i
radionuklida iz vodenih rastvora. Metod planiranja eksperimenata je moc¢an alat za postizanje
efikasnog procesa i poboljsanja kvaliteta proizvoda (Mutihac & Mutichac, 2008). Eksperimentalni
dizajn se sastoji od nekoliko klju¢nih komponenti (Slika 2.4):

1. ldentifikacija ciljeva: Definisanje svrhe eksperimenta.

2. Odabir faktora: Identifikacija nezavisnih promenljivih (faktora) koje se proucavaju i
odredivanje njihovih nivoa (razlic¢itih vrednosti koje faktori mogu imati). Pod pojmom
faktor podrazumeva se bilo koji aspekt eksperimentalnih uslova koji uti¢e na dobijene
rezultate. Faktori mogu biti kontrolisani (kada se mogu menjati od strane eksperimentatora),
nekontrolisani (ne mogu se menjati tokom eksperimenta, potrebno je svesti ih na minimum),
kvantitativni (mogu se izraziti numerickim vrednostima), kvalitativni (ne mogu se izraziti
numerickim vrednostima). Razli¢ite vrednosti faktora predstavljaju razli¢ite nivoe faktora.
Izbor eksperimentalnog dizajna uslovljen je brojem faktora. Najcesce se nivo oznacava kao
visok (+1) i nizak (—1). Kod kvantitativne promenljive +1 oznacava najvecu vrednost
zadatog opsega, dok —1 oznacava najnizu vrednost zadatog opsega, dok kod kvalitativnih
promenljivih ovi nivoi oznacavaju prisustvo (+1) ili odsustvo (—1) ispitivanog faktora.
Odabir faktorskih nivoa veoma je bitan korak u metodologiji eksperimentalnog dizajna, jer
ako se definiSu previSe uski intervali variranja faktora, oblast eksperimentalnog prostora koji
se pretrazuje bi¢e suzen, pa nije realno ocekivati da ¢e se eksperimentalnim dizajnom
pronac¢i mnogo bolji optimum od onoga do koga se doslo u toku preliminarnih ispitivanja,
jer ¢e sva definisana pomeranja voditi samo malim promenama posmatranih odgovora. Sa
druge strane, $to je interval variranja faktora $iri, to je kompleksnost funkcionalne zavisnosti
odgovora od tog faktora veca.

3. Odabir odgovora: Definisanje izlaznih promenljivih (odgovora) koje ¢e se meriti kako bi se
procenio uticaj faktora. Odgovori su zavisne promenljive i zavise od definisanog cilja
eksperimenta. Njihove vrednosti zavise od nivoa faktora.

4. Eksperimentalni plan: Odabir odgovaraju¢eg dizajna eksperimenta, koji omogucavaju
istrazivanje efekata faktora i njihovih interakcija. Pravilno dizajniranje eksperimenta
podrazumeva dva koraka: selekciju faktora koji znacajno uti¢u na odgovor sistema i
optimizaciju znacajnih faktora. Odgovarajuci eksperimentalni dizajn i analiza rezultata
dobijaju se koris¢enjem statistickog softvera (Minitab, Design Expert, itd).

5. Randomizacija: Nasumicno rasporedivanje eksperimenata kako bi se minimizirali efekti
nepoznatih ili nekontrolisanih promenljivih.

6. Replikacija: Ponovno izvodenje eksperimenata pod istim uslovima kako bi se procenila
varijabilnost 1 poboljSala pouzdanost rezultata.

7. Analiza podataka: Primena statistickih (na osnovu dobijenih rezultata za odgovore sistema
vr$i se izraCunavanje vrednosti koeficijenata odgovaraju¢eg matematickog modela 1 vrsi se
procena da li dobijeni matematicki model adekvatno opisuje sistem) i grafickih (konstruisu
se 2D grafikoni, 3D grafikoni, Pareto dijagrami) metoda za analizu rezultata i procenu
znacCajnosti efekata faktora i njihovih interakcija.

8. Verifikacija: Potvrdivanje dobijenih rezultata dodatnim eksperimentima ili uporedivanjem
sa teoretskim modelima. (Ferreira et al., 2007; Vanajaand Shobha., 2007; Peri¢-Gruji¢,
2012).
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Slika 2.4. Klju¢ni koraci u eksperimentalnom dizajnu.

Za selekciju faktora koji znacajno uti¢u na odgovor sistema najcesce se koristi Plaket-Burman
dizajn (eng. Plackett-Burman Design, PBD) frakcioni faktorski dizajn (Smiciklas et al., 2005). PBD
se koristi u ranim fazama istrazivanja kada je potrebno identifikovati klju¢ne faktore koji ¢e se
kasnije detaljno istrazivati. Ova vrsta dizajna pruza brze i efikasne rezultate koji mogu usmeriti
dalje istrazivanje i optimizaciju procesa. Pripada grupi nepotpunog faktorskog dizajna i zasniva se
na izvodenju 4n eksperimenata (n=1, 2, 3...). Cilj je brzo i efikasno utvrditi koji faktori imaju
najveci uticaj na odgovore, uz minimalan broj eksperimenta. Prednosti ovog tipa eksperimentalnog
dizajna ukljucuju istovremeno ispitivanje svih promenljivih umesto variranja jedne promenljive sa
drugim konstantnim uslovima i dobijanje informacija o dvosmernim interakcijama faktora, koristeci
mali broj eksperimenata (Beres and Hawkins, 2001).

Izbor odgovaraju¢eg dizajna zavisi od specificnih potreba istrazivanja, broja faktora i
raspolozivih resursa. Za optimizaciju znacajnih faktora koristi se Boks-Benken dizajn (eng. Box-
Behnken Design, BBD). BBD je efikasan i precizan metod za optimizaciju hemijskih procesa koji
omogucava analizu kvadratnih i interakcijskih efekata uz minimalan broj potrebnih eksperimenata i
izbegavanje ekstremnih eksperimentalnih uslova. Ovaj dizajn je vrsta rotirajuceg dizajna koji
omogucava izgradnju kvadratnog modela bez potrebe za ekstremnim uslovima koji mogu biti skupi
ili opasni. Rotiraju¢i dizajn znaci da eksperimentalne tacke u dizajnu imaju jednaku varijansu u
svim pravcima, $to omogucéava ravnomerno procenjivanje faktora u svim smerovima u prostoru. To
povecava preciznost i pouzdanost modela. Takode, ova vrsta dizajna ima sposobost da modeluje
kvadratne efekte (drugog reda) faktora, Sto znaci da moZe da kvantifikuje ne samo linearne odnose
ve¢ 1 zakrivljenosti (kvadratne termine) u odgovoru na promene u faktorima. Dalje, svaki faktor u
dizajnu moze imati tri razli¢ite vrednosti ili nivoa, obi¢no oznacene kao niske (—1), srednje (0) i
visoke vrednosti (+1). Ovaj trostepeni pristup omogucava procenu linearnih i kvadratnih efekata,
kao 1 interakcije izmedu faktora. BBD je vrsta nepotpunog faktorskog dizajna jer ne ukljucuje
kombinacije gde su svi faktori istovremeno na svojim ekstremnim vrednostima. To smanjuje broj
potrebnih eksperimentalnih tacaka, Cime se povecava efikasnost eksperimenta, ali i1 dalje
omogucava dovoljno informacija za procenu efekata i interakcija (Czyrski and Sznura, 2019).
Klju¢na prednost BBD je njegova efikasnost u pogledu broja eksperimenata potrebnih za dobijanje
statistiCki znaCajnih podataka. Dizajn kombinuje srednje tacke sa kombinacijama faktora na
njihovim srednjim vrednostima i na niskim i visokim nivoima, omogucavajuéi preciznu procenu
interakcija izmedu faktora i kvadratnih efekata, $to je posebno korisno za razvoj novih hemijskih
procesa i optimizaciju postojecih (Haque, 2022, Ferreira et al., 2007).

Pareto grafik i grafik glavnih efekata se mogu Kkoristiti za graficki prikaz podataka i
pronalazenje odnosa izmedu faktora i odgovora sistema. Pareto grafik je jednostavna graficka slika
uticaja faktora koja pojednostavljuje proucavanje efekata svakog od njih i njihovo poredenje na
odgovore. Rezultati u Pareto grafiku pokazuju promenljive sortirane prema uticaju na odgovor.
Ovaj grafik analizira vaznost svake promenljive, a duZina bara je proporcionalna standardizovanom
efektu (procenjen efekat podeljen sa njegovom standardnom greSkom). Grafik glavnih efekata
pokazuje na koji nadin promenljive uti¢u na odgovor sistema. Sto je veéi stepen odstupanja od
horizontalne linije (nagib), to je efekat posmatrane promenljive jaci. Za razliku od Pareto grafika
koji uporeduje apsolutne vrednosti efekata, grafik glavnih efekata daje dodatne informacije o tome
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da li se promenom nivoa promenljive smanjuje ili pove¢ava odgovor sistema (Smiciklas et al.,
2005).

Za vizuelizaciju podataka optimizacije procesa i bolje razumevanje odnosa izmedu vise
promenljivih, kao i identifikaciju optimalnih uslova za razli¢ite hemijske procese koristi se
trodimenzionalni dijagram odgovora povrSine 1 konturni dijagram. Trodimenzionalni dijagram
odgovora povrSine prikazuje zavisnost jedne zavisne promenljive (odgovor sistema) od dve
nezavisne promenljive (faktori). Na ovom grafikonu, na x i y osi su predstavljene nezavisne
promenljive, dok je na z osi predstavljena zavisna promenljiva. PovrSina koja se formira izmedu
ovih tacaka moze pomo¢i u identifikaciji trendova, maksimuma, minimuma i drugih vaznih
karakteristika u eksperimentalnim podacima. Vizuelizacijom ovih podataka u trodimenzionalnom
prostoru, mogu se lako identifikovati optimalni uslovi zadatog procesa. Konturni dijagram je
dvodimenzionalni grafik koji prikazuje linije jednake vrednosti zavisne promenljive. U ovom
grafikonu, x 1 y osa takode predstavljaju nezavisne promenljive, dok linije (konture) predstavljaju
konstantne vrednosti zavisne promenljive. Konturni grafik omoguéava brzu identifikaciju podrucja
sa sli¢nim vrednostima zavisne promenljive.

2.1.5. Ispitivanje zelenosti analitickih metoda

Pojam zelenosti se definiSe koriSéenjem metoda i tehnika kojima se smanjuju ili eliminiSu
velike koli¢ine reagenasa i rastvarac¢a koji mogu biti opasni po ljude i Zivotnu sredinu (Gionfriddo,
2020; Nowak et al., 2021; Razi¢ et al.,, 2023). Akcenat se stavlja na koriséenje sigurnijih,
bezopasnijih 1 Cistijih rastvaraca ili potpuno eliminisanje rastvaraca i smanjenje upotrebe toksi¢nih
reagenasa. Uvodenje blazih wuslova reakcije, smanjenje potroSnje energije i1 pronalazenje
Dvanaest principa zelene analiticke hemije su glavna smernica za ispitivanje zelenosti analitickih
metoda (Gatuszka et al., 2013; de Marco et al., 2019). Najnoviji trendovi u razvoju analitickih
metoda fokusiraju se na razvoj metoda ekstrakcije bez rastvaraca ili sa minimalnom koli¢inom
rastvaraCa i smanjenim brojem koraka i utroSene energije (Ferreira et al., 2022). Razvijeno je
nekoliko alata za ocenu zelenosti analiti¢kih procedura (Imam & Abdelrahman, 2023; Kannaiah et
al., 2021; Vakh & Tobiszewski, 2023). Analiticka Eko-Skala, indeks zelene analiticke procedure
(eng. Green Analytical Procedures Index, GAPI) i analiticka zelenost (eng. Analytical GREEnness
Metric Approach and Softvare, AGREE) su najéesce korisceni alati za ocenu zelenosti analiti¢kih
metoda zbog njihove primenljivosti na veéinu analitickih procedura (Razi¢ et al., 2023; Pena-
Pereira et al., 2020).

2.15.1. Analiticka Eko-Skala

Analiticka Eko-skala kategorizuje metodu oduzimanjem poena od 100 za svaku komponentu
koja je ¢ini manje ekoloski prihvatljivom. U zavisnosti od kona¢nog rezultata, metoda moze biti
odli¢na, prihvatljiva ili neadekvatna (Galuszka et al., 2012). Osnova koncepta Analiticke Eko-Skale
je da idealna zelena analiza ima vrednost od 100. Idealna zelena analiza mozZe se okarakterisati
minimalnom upotrebom reagenasa, minimalnom potroSnjom energije i generisanja otpada. Za svaki
od parametara analitickog postupka (koli¢ina reagensa, moguce opasnosti, potro$nja energije 1
otpad), dodeljuju se kazneni poeni ako se odstupa od idealne zelene analize. PoSto uticaj opasnih
hemikalija zavisi od njihove koli¢ine, ukupni kazneni poeni izraunavaju se mnozenjem kaznenih
poena za odredenu koli¢inu i opasnost. Rezultat izratunavanja se rangira na skali, gde rezultat: >75
predstavlja odlicnu zelenu analizu, >50 predstavlja prihvatljivu zelenu analizu, <50 predstavlja
neadekvatnu zelenu analizu. Opasnost koris¢enih reagenasa koji se koriste u Analiti¢koj Eko-Skali
procenjuje se na osnovu Globalno harmonizovanog sistema klasifikacije i obelezavanja hemikalija
(eng. Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals, GHS), koji je,
prema misljenju tvoraca ovog koncepta, najobuhvatnija i najnovija klasifikacija hemikalija. Svaki
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reagens moze biti okarakterisan sa jednim ili vise piktograma koji ukazuju na odredenu opasnost i
za svaki piktogram se dodeljuju kazneni poeni na slede¢i nacin: nema piktograma = 0 kaznenih
poena, manja opasnost = 1 kazneni poen, ozbiljnija opasnost = 2 kaznena poena. Kada su u pitanju
moguce opasnosti, ukoliko je analiticki process hermeticki zatvoren i nema mogucnosti isparenja ne
dobijaju se kazneni poeni, dok se za postojanje moguénosti emisije para i gasova u vazduh dobija 3
kaznena poena. Kazneni poeni u zavisnosti od koli¢ine generisanog otpada i tretmana otpada nakon
analitickog procesa klasifikuju na slede¢i nacin: nema otpada = 0 kaznenih poena, za analiticke
procese koji generiSu <1 ml (g) = 1 kazneni poen, 1-10 ml (g) = 3 kaznena poena, >10 ml (g) = 5
kaznenih poena. Ukoliko postoji moguc¢nost recikliranja otpada = 0 kaznenih poena, dok se za
nepostojanje bilo kakvog tretmana dobija 3 kaznena poena. Najmanje energetski zahtevne su one
laboratorijske prakse i instrumenti koji troSe <0,1 kWh po uzorku (npr. titracija, isparavanje
rastvaraca na grejnoj ploci (<10 min), UV-Vis spektrofotometar), dok su energetski najzahtevnije
tehnike one koje trose >1,5 kWh po uzorku (npr. GC-MS, LC-MS, rendgenska difrakcija,
isparavanje rastvaraca na grejnoj plo¢i (>2,5 h)) (Galuszka et al., 2012; Tobiszewski et al., 2015).
Primeri kaznenih poena dodeljenih reagensima 1 analiti¢kim tehnikama za upotrebu energije dati su
u Tabeli 2.1.

Tabela 2.1. Kazneni poeni za izraCunavanje Analiticke Eko-Skale

Meduzbir
Reagensi kaznenih Ukupni kazneni poeni
poena
Koli¢ina <10 ml (g) 1 Koli¢ina * Opasnost
10-100 ml (g) 2
> 100 ml (g) 3
Opasnost (fizicka, Ne postoji 0
ekoloska, Manje ozbiljna 1
zdravstvena) opasnost
Velika opasnost 2
Instrumentacija
Energija <0,1 kWh po uzorku 0
> 1,5 kWh po uzorku 1
> 1,5 kWh po uzorku 2
Rizik tokom rada Hermeticki zatvoren analiticki 0
na instrumentu proces
Mogu¢énosti isparenja para i gasova 3
u vazduh
Otpad Ne postoji 0
<1ml(g) 1
1-10 ml (g) 3
>10ml (g) 5
Recikliranje 0
Degradacija 1
Pasivizacija 2
Bez tretmana 3
<50 >50 >75
Zakljucak neadekvatna prihvatljiva odli¢na
zelena zelena

zelena analiza . .
analiza analiza

12



Tamara Tadi¢ Doktorska disertacija

2.152. AGREE

AGREE je direktan i sveobuhvatan pristup ispitivanju zelenosti zasnovan na 12 GAC principa
transformisanih u skalu od 0 do 1. Na AGREE skali, zelenost svakog principa je ocenjena od 0 do
1, gde O predstavlja najmanje zelenu metodu, dok 1 predstavlja najzeleniju opciju. Vrednosti na
skali odgovaraju odredenoj boji (nijansa se pomera od zelene do crvene, tj od 1 do 0), a rezultat
zelenosti je jasno prikazan u sredini piktograma AGREE, dok boja vizuelno prikazuje rezultat
zelene metode (Slika 2.5) (Pena-Pereira et al., 2020).

Slika 2.5. Primer AGREE piktograma.

Prema Principu 1 (P1), korak pripreme uzorka treba izbegavati koriS¢enjem
direktnih analiti¢kih tehnika. Ova metoda omogucava neposredno merenje in Situ
1 eliminiSe potrebu za pripremom uzoraka, ¢ime se obi¢no smanjuje upotreba
opasnih reagensa, rastvaraca, kao i energije. Vreme i broj analitiCkih faza
potrebnih za analizu u velikoj meri se smanjuju direktnim merenjem. Ipak,
direktna analiza nije uvek moguca zbog prirode analita, sloZzenosti matrice
uzorka 1 karakteristika analiticke tehnike koje zahtevaju vecu osetljivost ili
selektivnost.

U skladu sa Principom 2 (P2), minimalna koli¢ina uzorka dovodi do manje
generisanja otpada, Sto je u skladu sa zelenom hemijom. Manji broj uzoraka
moze se dobiti koriS¢enjem neinvazivnih metoda terenskog ispitivanja, kao i
koriSéenjem statistickih proracuna za izbor mesta uzorkovanja. Pouzdani
rezultati minijaturizovanih metoda mogu se dobiti ¢ak i1 uz znafajno smanjenje
veli¢ine uzorka. Medutim, previSe mali broj uzoraka i mala koli¢ina uzorka
mogu dovesti do nepouzdanih rezultata, Sto bi moglo ugroziti reprezentativnost
uzorka.

Prema Principu 3 (P3), merenja treba vrSiti in situ, a instrumenti treba da budu
Sto blize mestu uzorkovanja. Minijaturizovani analitiCki sistemi i1 prenosivi
terenski instrumenti predstavljaju najbolje reSenje za zeleniju analizu. Na ovaj
nacin se eliminiSu skupi 1 dugotrajni transport, koji doprinosi zagadenju vazduha,
i eliminiSe se troSenje energije za skladistenje uzoraka. Priprema uzorka se svodi
na minimum, potro$nja reagensa je minimizovana, a vieme izmedu dve analize je
krace. Postoje Cetiri mogucéa nacina uzorkovanja na osnovu udaljenosti izmedu
instrumenta i mesta uzorkovanja: in-line, on-line, at-line i off-line uzorkovanje.
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Princip 4 (P4) odnosi se na integraciju analiti¢kih procesa. Smanjenje broja
analitickih koraka dovodi do ustede energije, smanjenja upotrebe reagensa i
vremena. Broj pojedinac¢nih koraka u analitickom postupku moze se smanjiti
integracijom, kao i obavljanjem nekih operacija simultano. Najzeleniji pristup
ukljucuje tri ili manje koraka, dok ve¢i broj koraka odstupa od zelenog pristupa.

Na osnovu Principa 5 (P5), automatizovane metode su u skladu sa zelenom
hemijom jer smanjuju rizik od izlozenosti parama rastvaraca, ¢ime se povecava
sigurnost operatera, dok minijaturizovane metode troSe manje energije 1
reagensa.

Derivatizacija se odnosi na Princip 6 (P6). Upotreba reagensa u procesu
derivatizacije rezultira stvaranjem toksi¢nog otpada. U slucajevima kada je
derivatizacija neophodna (radi poboljSanja odgovora analita), poZeljno je koristiti
ekoloski prihvatljivije reagense.

Otpad 1 upravljanje otpadom pripadaju Principu 7 (P7). Mogu¢i naini smanjenja
otpada ogledaju se u smanjenju broja koraka u analitickom postupku, kao i
koli¢ine koriS¢enih rastvaraa 1 reagensa. Pravilno upravljanje analitiCkim
otpadom ukljucuje reciklazu, degradaciju ili pasivizaciju kako bi se smanjila
toksi¢nost.

Princip 8 (P8) odnosi se na moguénost analize viSe analita i procene vise
parametara odjednom u poredenju sa metodama koje koriste jedan analit u isto
vreme. Multianalitne ili multiparametarske metode znacajno smanjuju vreme,
koli¢inu reagensa i rastvaraca u poredenju sa metodama koje koriste jedan analit
u isto vreme.

Prema Principu 9 (P9), glavni cilj je minimizirati koli¢inu energije koja se
koristi. Cilj je smanjiti svaki izvor energije (energija potrebna za pripremu
uzorka, analiticko merenje, transport, skladiStenje, ocuvanje) na minimum.

©e000H

U skladu sa Principom 10 (P10), prednost treba dati bioloskim reagensima i
reagensima dobijenim iz obnovljivih izvora. Upotreba hemikalija dobijenih iz
obnovljivih izvora je veoma obecavajua, tako da je upotreba bioloskih
hemikalija najzeleniji pristup.

g

Eliminacija ili zamena toksi¢nih reagensa odgovara Principu 11 (P11). Ovaj
princip podrazumeva uklanjanje ili zamenu toksi¢nih reagensa zelenijim
alternativama kad god je to moguce.

G
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Bezbednost operatera uzima se u obzir u Principu 12 (P12). Operativne opasnosti
(zvuk, inhalacija) treba, ako je moguce, ukloniti ili smanjiti na minimum. Pored
toga, upotrebu toksi¢nih rastvaraca, posebno u velikim koli¢inama, treba strogo
izbegavati. Bezbednost operatera moze biti ugrozena toksi¢nim, zapaljivim,
eksplozivnim reagensima. Automatizacija i minijaturizacija postupka imaju
pozitivan uticaj na bezbednost operatera.

2.153. GAPI

GAPI razmatra reagense, proceduru i instrumentaciju, proucavajuci na taj nacin ceo analiticki
postupak, od prikupljanja uzoraka do odredivanja (Tadi¢ et al., 2024a; Plotka-Wasylka &
Wojnowski, 2018). GAPI se sastoji od pet pentagrama, a svaki pentagram se sastoji od odredenog
broja polja, pri ¢emu se ispituju koraci pripreme uzoraka, procedure, reagensi i instrumentacija. Na
osnovu toga kakav uticaj imaju na okruzenje, svako od polja je ozna¢eno odredenom bojom. Crvena
boja oznacava opasan uticaj, dok zelena i1 zZuta oznaCavaju nizak 1 srednji uticaj. Takav prikaz je
prikladan jer omogucava lako vizuelno poredenje nekoliko metoda, omogucavajuci da se najslabije
tacke u analitickim procedurama lako uoce (Plotka-Wasylka & Wojnowski, 2021; Sajid & Plotka-
Wasylka, 2022). Na Slici 2.6. je prikazan GAPI piktogram.

B C A: Uzorkovanje
B: Priprema uzorka

C: Reagensi i hemikalije

A ” v D D: Instrumentacija
v - @ E: Tip metode
E

Slika 2.6. Primer GAPI piktograma.

Prvi pentagram se odnosi na uzorkovanje. Polja 1 i 2 se odnose na prikupljanje i ¢uvanje
uzoraka. Polje 3 se odnosi na transport uzoraka, dok polje 4 oznacava skladiStenje uzoraka. Tip
ekstrakcije, ekoloska prihvatljivost koris¢enih reagenasa, kao i potreba za dodatnim tretmanima
odnosi se na drugi pentagram i oznaceni su brojevima 5, 6, 7. Tre¢i pentagram sumira broj
rastvaraca ili reagenasa, kao i njihove zdravstvene i bezbednosne rizike. Tri polja su oznacena
brojevima 8, 9, 10 odnose se na zapreminu ili koli¢inu rastvaraCa/reagensa, zdravstvene rizike i
bezbednosne rizik, redom. Cetvrti pentagram se sastoji od &etiri polja koja se odnose na
instrumentaciju: potrosnja energije, opasnost na radnom mestu, koli¢ina otpada i upravljanje
otpadom i oznacena su brojevima 11, 12, 13 i 14. Peti pentagram ima samo jedno polje koje je
povezano sa tipom analitickog postupka i oznaceno brojem 15. Ovaj pentagram moze biti sa ili bez
kruga u zavisnosti od toga da li je metoda pogodna i za kvalitativnu i kvantitativnu analizu ili je
samo kvantitativna analiza moguca. U Tabeli 2.2. je detaljnije opisano sta odgovara zelenoj, zutoj i
crvenoj boji u datom pentagramu. Prednost GAPI-a je sto su koraci analize sveobuhvatni i laki za
razumevanje. Takode, moguce je vizuelno identifikovati procese koje treba poboljsati u smislu
ekoloske prihvatljivosti. Medutim, GAPI ne uzima u obzir toksi¢nost hemikalija i reagenasa
koris¢enih pre pripreme uzoraka, niti njihov uticaj na zivotnu sredinu. Kriterijumi za kolicine
korisc¢enih reagenasa i rastvaraca, kao i za otpad koji nastaje na kraju procesa, nisu znacajno
diferencirani, tj. svaka koli¢ina vec¢a od 10 ml (g) se tretira isto.
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Tabela 2.2. Kriterijumi za odredivanje zelenosti prema GAPI

Kriterijumi Zeleno Zuto Crveno
Priprema uzorka
Prikupljanje In-line On-line ili at-line Off-line

uzoraka
Postupci
¢uvanja
Transport
SkladiStenje

Tip metode

Tip ekstrakcije

Nije potrebno Hemijski ili fizicki
Potrebno

Nije potrebno
Pri normalnim uslovima

Nije potrebno

Osnovne procedure

Nije potrebna
(filtracija,dekantovanje)

priprema

Nanoekstrakcija Mikroekstrakcija

Fizicko-hemijski

Zahteva specijalne
uslove
Potrebna ekstrakcija

Makroekstrakcija

Ne-zeleni rastvaraci/

Koriséeni Metoda bez Zeleni rastvaraCi/reagensi
rastvaraci/ rastvaraca reagensi
reagensi
Dodatni Nije potrebno Osnovni tretmani Napredni tretmani
tretmani (uklanjanje rastvaraca) (derivatizacija,
mineralizacija)
Reagensi i rastvaraci
Koli¢ina <10 mL (<10 @) 10-100 mL (10-100 g) >100 mL (>100 g)
Opasnost po Blago toksican, Umereno toksi¢an; moze Ozbiljne povrede pri
zdravlje blago izazvati privremenu kratkotrajnom
nadrazujug; nesposobnost; NFPA =2 izlaganju; poznati ili
*NFPA ocena ili 3. sumnjivi kancerogen za
opasnosti po male Zivotinje;
zdravlje = 0 ili 1. NFPA =4,
Bezbednost Ocena NFPA Ocena NFPA zapaljivosti Najvisa ocena
zapaljivosti ili ili nestabilnosti od 2 do zapaljivosti ili
nestabilnosti od 3. nestabilnosti NFPA
0ilil. od 4.
Instrumentacija
Energija <0.1 kWh po <1.5 kWh po uzorku >1.5 kWh po uzorku
uzorku
Rizik tokom Hermeticki - Emisija para gasova u
rada na zatvoren atmosferu
instrumentu analiticki proces
Otpad <lmL (<19) 1-10 mL (1-10 g) >10 mL (<10 g)
Tretitanje Reciklaza Degradacija, pasivizacija Bez tretmana
otpada

Dodatne oznake: Kvantifikacija

Krug u sredini GAPI: Procedura pogodna za
kvalifikaciju i kvantifikaciju

Nema kruga u sredini: Procedura
pogodna samo za kvalifikaciju

*NFPA (eng. National Fire Protection Association) - Nacionalno udruZenje za zastitu od pozara
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2.2.  Molekulski otisnuti polimeri

Ogranic¢ena selektivnost kod kompleksih matrica, potreba za dodatnim preciséavanjem
sloZzenih uzoraka, kao i stabilnost sorbenata kod DSPME metode mogu se znacajno smanjiti
izborom efikasnih, selektivnih i jeftinih sorbenata. Kako je tehnologija pripreme uzoraka
napredovala, tako je i razvijen veliki broj novih materijala za uspe$no odvajanje analita iz uzoraka
(Chen et al., 2008; Augusto et al., 2010). Poslednjih godina, velika paZnja je usmerena na materijale
koji pokazuju visoku selektivnost za odredene grupe analita - molekulski otisnute polimere (eng.
Molecularly Imprinted Polymers, MIP). Kori$¢enje ovakvih sorbenata moze unaprediti stabilnost,
selektivnost i ponovljivost metode, smanjuju¢i tako potrebu za dodatnim preciS¢avanjem i
snizavajuci ukupne troskove analize.

MIP su selektivni sorbenti za ekstrakciju ciljnog molekula (Gkika et al., 2024). Postupak
otiskivanja vr$i se dodavanjem Sablona (ciljnog molekula) u umrezeni polimer, nakon ¢ega se
$ablon uklanja, ostavljajuéi Supljine i aktivna mesta vezivanja. Sablon moze biti, ne samo ciljni
molekul ve¢ i neki njegov fragment ili molekul koji je veli¢inom ili oblikom slican ciljnom (tzv.
lazni $ablon) (Ansari, 2017; L’opez-Marzo & Merkoci, 2016). Stoga, MIP moze vezati ne samo
originalne, ve¢ i srodne molekule Sablona. Ova vrsta polimera se dobija polimerizacijom
funkcionalnih monomera i umrezivaca oko Sablonskog molekula, §to dovodi do visoko umreZenog,
trodimenzionalnog polimera. Kako propagacija polimernih lanaca napreduje, tako Sablonski
molekul ostaje zarobljen u trodimenzionalnoj polimernoj mrezi (Esteban, 2013). Nakon ekstrakcije
odgovarajucim rastvara¢ima, Sablon se uklanja, ostavljaju¢i mesta za selektivno prepoznavanje koja
su komplementarna ciljnom molekulu (Fresco-Cala et al., 2020). Dobijeni MIP-ovi su stabilni,
robusni i otporni na Sirok opseg rastvaraca, pH i temperature, tako da njihovo ponasanje oponasa
interakcije prirodnih receptora u cilju selektivnog zadrzavanja ciljnog molekula (antitelo-antigen),
bez ograni¢enja u pogledu stabilnosti, ekstremnih temperatura i pH vrednosti (Furtado et al., 2024).
Takode, sinteza MIP-ova je relativno laka 1 jeftina, Sto ih ¢ini pogodnom alternativom prirodnim
receptorima. Prednosti MIP-a ogledaju se u stabilnosti na ekstremnim temperaturama i pH
vrednostima, dobrim mehanickim svojstvima, robusnosti, fleksibilnosti, ekonomicnosti, visokoj
selektivnosti, moguénosti ponovne upotrebe i Sirokog spektra analita za prepoznavanje.

2.2.1. Razvoj MIP kroz istoriju

Prva pojava tehnologije molekulskog otiskivanja datira iz ranih 1930-ih. Poljakov (Polyakov)
(1931) je objasnio efekte selektivnosti i uveo pojam S$ablona. Tokom 1940-ih, Pauling (Pauling)
(1940) je prvi put izneo ideju o molekulskom otiskivanju, $to je ukljucivalo samosastavljanje
proteinskog antitela sa antigenom koji deluje kao Sablon (Sajini & Mathew, 2021). Medutim, u
narednim godinama nije postignut neki znacajniji napredak. Tek 1972. godine Vulf (Wulff) i Sarhan
(Sarhan) postavljaju temelje sadasnjeg molekulskog otiskivanja i proucavaju MIP-ove koji su
pripremljeni kovalentnim nacinom vezivanja funkcionalnog monomera i molekula Sablona. U
prvim radovima o sada$njim MIP-ovima Vulf je koristio termin ,,enzimski analogno izgradeni
polimeri”, da bi u radu objavljenom 1985. koristio termin ,,otisnuti polimer”. Mosbah (Mosbach) i
saradnici su 1981. godine uspesno pripremili MIP koriste¢i tehnologiju nekovalentnog molekulskog
otiskivanja (Wulff, 2013). Na osnovu ovih pionirskih studija, tehnologija molekulskog otiskivanja
je pocela brzo da se razvija (Huang et al., 2015; Sajini & Mathew, 2021). Na Slici 2.7. prikazan je
istorijski razvoj MIP-a.
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Slika 2.7. Razvoj MIP kroz istoriju.
2.2.2. Opste karakteristike MIP-a

Za sintezu MIP-a su neophodni: funkcionalni monomer, umrezivag¢, inicijator polimerizacije,
porogen i Sablon. Koli¢ina i priroda ovih komponenti odreduju svojstva polimera sa otisnutim
molekulom. Opsti postupak sinteze i primene MIP-a sastoji se iz ¢etiri koraka (Slika 2.8):

¢ KORAK 1: PREDPOLIMERIZACIJA
Spajanje funkcionalnog monomera i Sablona kog zelimo da detektujemo.
¢ KORAK 2: POLIMERIZACIJA

Polimerizacija u prisustvu Sablona. Formira se umrezeni polimer oko Sablona, pomoc¢u
umrezivaca.

e KORAK 3: UKLANJANJE SABLONA

Sablon se ekstrahuje iz umrezenog polimera i to je momenat kada se stvaraju Supljine
veoma velikog afiniteta prema ciljnom molekulu. Uklanjanje Sablona se postize
ispiranjem na Soksletu (Soxhlet) razlic¢itim rastvara¢ima (ekstrakcionim sredstvima)

e KORAK 4: PONOVNO VEZIVANJE

U finalnom koraku polimer se ponovno izlaze originalnom ciljnom molekulu (Sablonu)
koji je ostavio otisak (Gkika et al., 2024).
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Slika 2.8. Opsti postupak sinteze MIP-a.

Izbor funkcionalnog monomera je bitan u dizajnu MIP-ova jer su njegove usmerene
interakcije sa Sablonskim molekulima potrebne da bi se formirali molekulski otisci koji deluju kao
mesta za selektivno prepoznavanje. Uloga funkcionalnog monomera ogleda se u formiranju
kompleksa sa Sablonom pre procesa polimerizacije. Zbog toga je jako vazno izabrati odgovarajuci
funkcionalni monomer koji moze snazno da interaguje sa Sablonom (Chen et al., 2016).
Komplementarnost funkcionalnih grupa Sablona i monomera je osnova za izbor funkcionalnog
monomera. Najcesce koris¢eni funkcionalni monomeri su metakrilna kiselina, akrilamid, 2- ili 4-
vinilpiridin. Kombinovanjem dva ili viSe funkcionalna monomera sa umrezivacem Cesto se dobijaju
polimeri sa boljim svojstvima prepoznavanja u odnosu na odgovarajuce polimere dobijene
kombinovanjem jednog funkcionalnog monomera i umrezivaca. Takode, treba uzeti u obzir njegovu
reaktivnost prema umreZivacu u reakciji polimerizacije da bi se postigla odgovarajuca distribucija
funkcionalnih grupa monomera unutar materijala i stepen umrezavanja koji obezbeduje stabilnost
polimerne mreze (Anene et al., 2020). Kako bi se formirao optimalni odnos funkcionalni
monomer:Sablon u koraku predpolimerizacije, uradeno je nekoliko teorijskih studija (Chianella et
al., 2002; Karlsson et al., 2009). U tu svrhu koris¢ene su kompjuterske simulacije za procenu
energije interakcije monomera 1 Sablona.

Uloga umrezivaca ogleda se u stabilizaciji otisnutog mesta vezivanja i mehanickoj stabilnosti
umrezenog polimera. U procesu polimerizacije, umreziva¢ se koristi za ,,fiksiranje* funkcionalnih
monomera oko Sablona, ¢ime se formira visoko umrezeni kruti polimer, ¢ak i nakon uklanjanja
Sablona. Vrsta i koli¢ina umrezivaca ima uticaj na selektivnost i kapacitet vezivanja MIP-ova (Yan
et al., 2006). Obicno mali udeo umrezivaca dovodi do nestabilnih mehanickih svojstava, dok sa
druge strane velika koli¢ina umrezivata moze dovesti do smanjenog broja dostupnih mesta za
prepoznavanje. Neki od najceSée koris¢enih umrezivaca u sintezi MIP-ova su etilen glikol
dimetakrilat (EGDMA) i divinilbenzen.

Sablonski molekul bi trebalo da zadovolji nekoliko zahteva: da sadrZi funkcionalne grupe
koje mogu formirati kompleks sa funkcionalnim monomerom, da pokaze dobru hemijsku stabilnost
tokom reakcije polimerizacije i da sadrzi funkcionalne grupe koje ne sprecavaju polimerizaciju
(Chen et al., 2011). Do sada su MIP-ovi uspe$no primenjeni za prepoznavanje i detekciju Sirokog
spektra Sablona. Pored molekulskih Sablona, Sabloni mogu biti i1 razliCite vrste jona (ova vrsta
polimera se naziva jon otisnuti polimeri (eng. lon imprinted polymers, IIP) i najcesce se koriste za
selektivno prepoznavanje jona metala (Kusumkar et al., 2021). Dakle, MIP-ovi mogu prepoznati
jone, male molekule, ali 1 proteine 1 duge biomakromolekule, kao i cele ¢elije.

Vecina MIP-ova se dobija polimerizacijom preko slobodnih radikala, fotopolimerizacijom i
elektropolimerizacijom. Polimerizacija preko slobodnih radikala moze biti inicirana ili termicki ili
fotohemijski za Sirok opseg funkcionalnih monomera i Sablonskih molekula. Azo jedinjenja se
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intenzivno koriste kao inicijatori, a najces¢e 2,2'-azobisizobutironitril (AIBN). Reakcija
polimerizacije se izvodi u prisustvu inertnog gasa poput azota ili argona. Izbor inicijatora zavisi od
vrste Sablona, pa tako ako bi Sablon bio fotohemijski ili termicki nestabilan tada incijatori koji mogu
fotohemijski ili termicki zapoceti reakciju nisu pogodni. Takode, tamo gde se kompleksiranje
pokre¢e vodoni¢énom vezom pozeljne su nize temperature polimerizacije, $to je pogodno za
koriS¢enje fotohemijski aktivnih inicijatora koji mogu efikasno da iniciraju polimerizaciju na
niskim temperaturama (Cormack & Elorza, 2004).

Porogeni rastvara¢i deluju kao disperzioni medijum i agensi za formiranje pora u procesu
polimerizacije. Najces¢i rastvaraci koji se koriste za MIP sintezu su 2-metoksietanol, metanol,
tetrahidrofuran, acetonitril, dihloretan, hloroform i toluen (Chen et al., 2016). Polarnost porogena
moze uticati na interakciju izmedu Sablonskog molekula i funkcionalnog monomera, a samim tim i
svojstva adsorpcije MIP-a, posebno prilikom nekovalentnih interakcija. Nepolarni i manje polarni
organski rastvaraci, kao $to su toluen, acetonitril i hloroform, Cesto se koriste za nekovalentno
otiskivanje (npr. toluen stabilizuje vodoni¢ne veze i pogodan je rastvara¢ kod nekovalentnih
interakcija).

2.2.2.1. Glicidil-metakrilat u sintezi MIP-a

Glicidil-metakrilat (GMA) je monomer ¢ija se upotreba u sintezi MIP-a zasniva na njegovim
specificnim hemijskim svojstvima. Ovaj monomer je izuzetno reaktivan, Sto omogucava formiranje
jakih veza unutar polimernih mreza ¢ime doprinosi stabilnosti MIP-a. Takode, GMA je
kompatibilan sa razli¢itim monomerima $to olakSava njegovu primenu u razli¢itim sintetiCkim
procesima. Specifi¢ne funkcionalne grupe u GMA mogu da uspostave selektivnu interakciju sa
molekulima $ablona, $to omogucava visoku efikasnost i selektivnost MIP u ekstrakeiji ciljnih
analita iz kompleksnih uzoraka. Karakteristika koja ih ¢ini posebno atraktivnim je reaktivna
epoksidna grupa koja se moze transformisati u razli¢ite funkcionalne grupe reakcijom otvaranja
prstena sa odgovarajuéim nukleofilnim ili elektrofilnim reagensima (poput keto, amino ili
karboksilnih grupa), $to omogucava njihovu raznovrsnu primenu (Ekmesci¢ et al., 2019; Nastasovic¢
et al., 2022; Tadi¢ et al., 2023a). Posebno su atraktivni makroporozni kopolimeri bazirani na GMA
modifikovani aminima, zbog razvijene specificne povrsine i velikog broja reaktivnih funkcionalnih
grupa (Markovi¢, 2019). Ova svojstva ¢cine GMA pogodnim izborom za razvoj novih sorbenata koji
se koriste u analitickoj hemiji i drugim aplikacijama, gde je potrebna precizna separacija i
preciS¢avanje supstanci.

U velikom broju radova, GMA se koristi kao hidrofilni komonomer za pripremu hidrofilnih
MIP-ova (Jing et al., 2014). Li i saradnici su ispitali razvoj MIP-ova sa magnetnim svojstvima i
poroznom strukturom za specifi¢nu ekstrakciju protokatehuinske kiseline. U ovom postupku, MIP
je sintetisan koriste¢i protokatehuinsku kiselinu kao Sablon, 4-vinilpiridin kao funkcionalni
monomer, a GMA kao komonomer. Kako bi se napravio MIP na bazi magnetita epoksidni prsten
GMA otvoren je perhlornom kiselinom da bi se nanocestice magnetita hemijski vezale za MIP
jednostavnim procesom koprecipitacije. Ovaj pristup kombinuje prednosti molekulskog otiskivanja,
magnetnih svojstava i porozne strukture u cilju efikasne i selektivne ekstrakcije protokatehuinske
kiseline (Li et al., 2015). Takode, jo$ jedna grupa autora je koristila GMA kao hidrofilni
komonomer u sintezi MIP-a gde je kao $ablon kori$¢en kofein, metakrilna kiselina kao funkcionalni
monomer, a divinil benzen kao umrezivac. Nakon preliminarne karakterizacije konvencionalnog
MIP-a pripremljenog bez GMA, razlicite koli¢ine GMA su uklju€ene u predpolimerizacione smese,
a razli€iti uslovi reakcije su testirani za otvaranje epoksidnog prstena GMA. U ovu svrhu koriS¢ena
je perhlorna kiselina, amonijak, mle¢na kiselina, glicin i trietilenglikol. Efikasnost otiskivanja svih
dobijenih materijala ocenjena je eksperimentima vezivanja koriste¢i kofein i njegov analog teofilin,
kako u organskim, tako i u vodenim medijumima (Parisi et al., 2010).

Primena GMA kao nosaca u sintezi MIP-ova opisana je u literaturi (Wang et al., 2014;
Silvestro et al, 2022). Veliki potencijal za detekciju bisfenola A pokazao je MIP sintetisan
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radikalnom polimerizacijom uz transfer atoma koriste¢i poli(GMA-co-EGDMA) kao nosac,
bisfenol A kao Sablon, 4-vinilpiridin kao monomer, i EGDMA kao umreziva¢. Analiza realnih
uzoraka pokazala je odli¢nu selektivnost za bisfenol A, sa linearnim opsegom koji pokazuje
efikasnost od 93,4 %99,7 % (Wang et al., 2023). Vei (Wei) i saradnici su uspe$no primenili
zeljenu selektivnost MIP i visoku osetljivost fluorescentne spektroskopije za specifi¢no
prepoznavanje i osetljivo detektovanje glikoproteina iz bioloskih uzoraka. U ovoj studiji, novi
fluorescentni MIP-ovi (FMIP) su pripremljeni uvodenjem fluorescentne boronske kiseline bazirane
na hinolinu na povrS§inu PGMA/EDMA sfera, a zatim je metodom povrSinskog otiskivanja
sintetisan MIP (Wei et al., 2017). Takode, Vang (Wang) i saradnici su razvili novu strategiju za
detekciju enrofloksacina u prehrambenim uzorcima metodom povrsinskog otiskivanja na
poli(GMA-co-EGDMA) nosa¢u. Monodisperzne makroporozne umrezene poli(GMA-co-EGDMA)
mikrosfere kori§¢ene su kao nosac, jer pruzaju bolju otpornost na kiseline i baze i imaju veliki broj
aktivnih grupa na svojoj povrsini, §to ih €ini idealnim nosacima za MIP. Kao Sablon koris¢en je
enrofloksacin, kao funkcionalni monomer metakrilna kiselina (MAA), a kao umrezivac etilen glikol
diglicidil etar (EDGE). Povrsinskim otiskivanjem na ovakvom polimernom nosacu nastao je Pema-
eoma@MIPs. Dakle, uvodenje mikrosfera na bazi GMA znacajno je povecalo povrsinu adsorpcije
sintetisanog MIP, kao i kapacitet adsorpcije ciljnih molekula (Wang et al, 2019). U studiji Hu (Hu) i
saradnika metodom povrsinskog otiskivanja pripremljen je MIP za odvajanje i uklanjanje
antibiotika norfloksacina iz vodenog rastvora. U prvom koraku, taloznom polimerizacijom stirena i
anhidrida maleinske kiseline sa divinil benzenom kao umreziva¢em sintetisan je polimer PMS koji
je naknadno funkcionalizovan sa GMA (PMS-GMA). Nakon toga, kopolimerizacijom MAA i
EGDMA u prisustvu norfloksacina kao Sablona i PMS-GMA kao nosac¢a dobijen je PMS@MIPs
(Hu et al., 2022). Takode, u literaturi je opisana sinteza MIP-a metodom povrsinskog otiskivanja
koris¢enjem metal-organske umrezene strukture (eng. Metal Organic Framework, MOF),NH>-MIL-
53, kao nosaca i naringenina kao alternativnog Sablona za ohratoksin A (OTA). Amino grupe na
povrsini nosa¢a NHo-MIL-53 reagovale su sa epoksidnim grupama u GMA. Nakon toga, dvostruke
veze GMA na povrsini materijala kori§¢ene su za polimerizaciju kako bi se pripremili MIP-ovi
(Zhang et al., 2022).

GMA se pokazao efikasnim i u pripremi MIP kao prevlake za senzore. Rad Aleksandera
(Alexander) i saradnika prikazuje razvoj ekonomicnog senzorskog materijala pripremljenog od
MIP-a baziranog na modifikovanom grafen-oksidu (GO-MIP). Nakon funkcionalizacije grafen-
oksida kiselinom, zbog uvodenja potrebnih funkcionalnih grupa povrSina se modifikuje sa GMA u
prisustvu N,N'-dicikloheksilkarbodiimida, dimetilaminopiridina i dimetil sulfoksida. Tako dobijeni
materijal prolazi kroz proces molekulskog otiskivanja sa metakrilnom kiselinom kao monomerom i
EGDMA kao umrezivacem i holesterolom kao molekulom Sablona. Dobijeni MIP se koristi kao
aktivni materijal za senzore holesterola (Alexander et al., 2016).

2.2.3. Nadini vezivanja Sablona i funkcionalnog monomera

U literaturi se javljaju tri na¢ina vezivanja $ablona i monomera (Ndunda, 2020; Fresco-Cala et
al., 2020):

e kovalentni,
e nekovalentni
e polukovalentni.

Vulf i Sarhan su uveli kovalentni pristup koji podrazumeva formiranje reverzibilnih
kovalentnih veza izmedu funkcionalnih monomera 1 Sablonskih molekula u koraku
predpolimerizacije. Dalje, Sablon se uklanja iz polimera cepanjem odgovarajuc¢ih kovalentnih veza
kiselom ili baznom hidrolizom nakon Cega je polimer spreman da ponovo veze Sablon preko
kovalentnih veza (Wulff et al, 1973). Zbog jake kovalentne veze, polimer ima vecu stabilnost i
formiraju se preciznija mesta vezivanja (Dong et al., 2021). Visoka stabilnost interakcije sablon-
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monomer dovodi do prilicno homogene distribucije mesta za vezivanje, minimiziraju¢i pojavu
nespecificnih mesta. Medutim, ono sto ovaj pristup ¢ini prilicno otezanim/restriktivnim jeste
teskoca u dizajniranju odgovaraju¢eg kompleksa sablon-monomer u kojem su formiranje i cepanje
kovalentne veze lako reverzibilni pod blagim uslovima. Zbog jake kovalentne veze Sablon se teze
uklanja, a u nekim sluc¢ajevima, kako bi se Sablon uspesno uklonio potrebno je podesiti pH (Wang
et al.,, 2014). Kod ove vrste pristupa koristi se ograni¢en broj funkcionalnih monomera sa
sposobnosc¢u kovalentnog vezivanja sa molekulom $ablona (npr., boron estri i Sifove baze (Chen et
al., 2011)). Ovaj pristup obezbeduje MIP-ove sa homogenom distribucijom mesta vezivanja,
visokom selektivno$c¢u, i eliminiSe nespecificna mesta vezivanja (Hashim et al., 2014). Glavni
nedostatak kovalentnih MIP-ova je potreba za odgovaraju¢im kompleksom monomer-sablon koji bi
mogao da formira lako reverzibilne kovalentne veze sa geometrijom i hemijom pogodnom za
preuzimanje analita iz vodenih sistema. 1z tog razloga, kovalentne strategije se retko Kkoriste u
analizi zagaduju¢ih materija u vodenim rastvorima (Azizi & Bottaro, 2020).

Pristup nekovalentnog otiskivanja koji su uveli Mosbah i saradnici zasniva se na
interakcijama Sablona sa funkcionalnim monomerom, rastvorenim u odgovaraju¢em rastvaracu,
tokom koraka polimerizacije kroz slabe sile, tj. Van der Valsove sile, vodoni¢ne veze ili 7-7
interakcije, $to dovodi do lakog uklanjanja Sablona (Mosbach & Ramstrém, 1996; Chen et al.,
2011). Polimerizacija se zatim pokrece u prisustvu umrezivaca, nakon ¢ega sledi uklanjanje Sablona
odgovaraju¢im rastvaraCem pri ¢emu ostaju Supljine za koje se Sablon moze ponovo vezati kroz
nekovalentne interakcije (Ndunda, 2020). Vezivanje i uklanjanje $ablona iz MIP-ova je prili¢no
brzo u blagim uslovima i nisu potrebne komplikovane hemijske reakcije. Medutim, jacina veza
nekovalentnim interakcijama nije tako dobra kao kod kovalentnih veza, zbog ¢ega se moze desiti da
obris otiska nije dovoljno jasan, $to dovodi do nastajanja nespecificnih mesta vezivanja. Dakle,
uslove u procesu polimerizacije treba pazljivo odabrati (Dong et al., 2021). Nekovalentne
interakcije izmedu funkcionalnog monomera i $ablona su najfleksibilnije u pogledu izbora mogucih
Sablonskih molekula i funkcionalnih monomera (Turiel & Martin-Esteban, 2010). Kod
nekovalentnog otiskivanja moze se primeniti $irok izbor funkcionalnih monomera, ukljucujuci
kisele, bazne i neutralne monomere (npr. akrilamid, aminostiren, metakrilna i akrilna kiselina
(Schirhagl, 2014; Ju et al., 1999; Zhou et al., 1999)).

Da bi se prevaziSla ograniCenja kovalentnog 1 nekovalentnog pristupa, osmisljen je
polukovalentni pristup. Ovaj pristup ukljucuje kovalentno vezivanje modifikovanog Sablona i
funkcionalnog monomera tokom pripreme MIP-a ¢ime se povecava selektivnost i naknadne
nekovalentne interakcije tokom ponovnog vezivanja Sablona. Nekovalentne interakcije prevazilaze
teSko uklanjaje Sablona koje je jedno od ograni¢enja kovalentnog pristupa (Wang et al., 2019)
Dakle, polukovalentno otiskivanje kombinuje prednosti kovalentnog i nekovalentnog pristupa (Qi et
al., 2010). Polukovalentni pristup ima, ne samo prednosti visokog afiniteta i specifi¢nosti kao kod
kovalentnog pristupa, ve¢ i mogucnost otiskivanja pri blagim uslovima, brzo vezivanje i brzinu
oslobadanja kao kod nekovalentnog pristupa (Chen et al., 2011).

2.2.4. Nadini pripreme MIP-ova

Tokom godina, prouc¢avani su razli¢iti nacini polimerizacije MIP-a. Medu njima su najcesce
koris¢ene metode koje se koriste za polimerizacije preko slobodnih radikala: polimerizacija u masi,
suspenziona, emulziona ili taloZna polimerizacija.

Zbog svoje jednostavnosti, polimerizacija u masi je najpogodniji nacin za pripremu MIP-ova
(Ashley et al., 2017; Herrera et al., 2021). Ovaj nacin polimerizacije obi¢no ukljuc¢uje molekul
Sablona, funkcionalni monomer, umrezava¢ i inicijatora koji je rastvoran u funkcionalnom
monomeru. Nakon toga, polimerizacija se izvodi u kalupima zeljenog oblika, koji se uz uvodenje
azota zatvaraju (Jovanovi¢ et al., 2005). Oblik kalupa se prilagodava primeni. Nakon toga se
termic¢kom ili fotoinicijacijom formiraju krupni monoliti, Koji se zatim smanjuju mlevenjem i
prosejavanjem da bi se dobile Cestice odgovarajuce veli¢ine. Medutim, procesom mlevenja stvara se
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nepravilna morfologija, Sto moze rezultirati znaCajnim varijacijama u veli¢ini 1 obliku. Takode,
mlevenjem su neka mesta vezivanja unistena i teSko dostupna, ¢ime se smanjuje efikasnost
ekstrakcije, selektivnost i reproduktivnost (Zhang et al., 2017). Navedeni nedostaci ograni¢avaju
primenu i razvoj polimerizacije u masi.

Suspenziona polimerizacija MIP-ova ukljuCuje meSanje monomera sa molekulom $ablona,
koji se koristi za formiranje specifi¢nih vezujuéih mesta u polimeru. Ova smesa se disperguje u
teCnost koja nije mesljiva sa monomerima, obi¢no vodu, formiraju¢i kapljice monomera
(Adumitrachioaie & Pharmacy, 2018). Zatim se dodaje inicijator, koji je rastvorljiv samo u
monomeru i pri povisenoj temperaturi zapocinje radikalnu polimerizaciju unutar kapljica. U svakoj
kapi monomera raspadom inicijatora nastaju radikali, koji zapo€inju reakciju polimerizacije, a
svaka kap monomera predstavlja poseban reaktor u kome se proces polimerizacije odvija.
Mesanjem monomer se disperguje u vodenoj fazi u kapi, koje usled uticaja povrSinskog napona
dobijaju sferni oblik (Nastasovi¢, 2004). Kako polimerizacija napreduje, kapljice se transformisu u
¢vrste polimerne Cestice koje sadrze molekul Sablona. Nakon zavrSetka polimerizacije, molekul
Sablona se uklanja ispiranjem, ostavljaju¢i specificne Supljine koje omogucéavaju polimeru da
selektivno prepoznaje i veze taj molekul. Ovaj proces omogucava stvaranje polimera sa visokom
specifi¢noscu 1 selektivnos$¢u, sa moguénoscéu kontrolisanja veli¢ine Cestica 1 poroznosti (Tarley et
al., 2005). Zbog velike kontaktne povrsine sferne Cestice dobijene suspenzionom polimerizacijom
koriste se kao punioci kolona u hromatografiji.

Emulziona polimerizacija je polimerizacija monomera emulgovanih u vodi u prisustvu
tenzida, niskomolekulskih povrsinski aktivnih supstanci koje se koriste za stabilizaciju emulzije 1
inicijatora koji su rastvorni u vodi. U ovom postupku, monomeri i molekul Sablona se meSaju u
organskoj fazi, zatim se emulguju u vodenoj fazi uz pomo¢ emulgatora, formiraju¢i male kapljice
monomera. U vodi rastvorni inicijatori, kao $to su persulfati, dodaju se kako bi zapoceli radikalnu
polimerizaciju unutar kapljica na povisenoj temperaturi. Nakon polimerizacije, molekul Sablona se
uklanja, ostavljaju¢i specificne Supljine unutar polimera (Liang et al., 2017). Emulziona i
suspenziona polimerizacija se razlikuju po medijumu i stabilizatorima kao i po tome u kojoj fazi
(organskoj ili vodenoj) se nalazi inicijator. Emulziona polimerizacija koristi vodenu fazu sa
emulgatorima za stabilizaciju i inicijatore rastvorljive u vodi, dok suspenziona polimerizacija koristi
vodenu fazu sa stabilizatorima, dok su inicijatori rastvorljivi u monomeru.

Talozna polimerizacija se vr$i kori$¢enjem rastvaraca kojim se talozi polimer. Polimer nastao
taloZnom polimerizacijom je nerastvoran i1 delimi¢no rastvoran u reakcionoj smesi 1 izdvaja se kao
nova faza kada se dostigne odredeni kriticni stepen konverzije (Jovanovi¢ & Donlagi¢, 2004).
Metoda talozne polimerizacije ukljucuje rastvaranje molekula Sablona, funkcionalnog monomera,
umrezivaca 1 inicijatora u odredenom rastvaracu. Veli¢ina polimernih cestica formiranih ovom
metodom molekulski otisnutih polimera je uniformna i mala. Izbor funkcionalnog monomera,
rastvaraca i odnosa reaktanata znacajno utice na prinos polimera i veliinu Cestica. Metoda talozne
polimerizacije ne zahteva dodavanje stabilizatora u reakcioni sistem (Pardeshi & Singh, 2016). Ova
metoda se odlikuje jednostavnim procesom, uStedom vremena i visokim prinosom.

2.24.1.  Povrsinsko otiskivanje

MIP-ovi su prvobitno pripremani polimerizacijom u masi, medutim dobijeni polimeri nisu bili
homogeni i efikasnost otiskivanja nije bila visoka. Nakon toga, karakteristike sintetisanih MIP-ova
su poboljSane drugim nadinima pripreme (suspenzionom, emulzionom, taloznom polimerizacijom),
ali 1 ovi nacini pokazuju neizbezne nedostatke kao $to je nizak kapacitet vezivanja, nepravilni oblik,
neujednacena raspodela vezivnih mesta, duboko ugradivanje, pa samim tim i nepotpuno uklanjanje
molekula Sablona (Zhang et al., 2022). Nedavno je tehnika povrSinskog molekulskog otiskivanja
izazvala veliku paznju 1 na$la je primenu u mnogim oblastima, zahvaljuju¢i Zeljenoj selektivnosti,
brzom prenosu mase i kinetici vezivanja. Na ovaj nacin su prevazideni nedostaci tradicionalnog
molekulskog otiskivanja (Dong et al., 2021). Osnovni princip povrSinskog otiskivanja je oslanjanje
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na razne nove materijale kao nosace i sinteza otisnutog polimernog sloja na njihovoj povrsini, ¢ime
Su mesta prepoznavanja rasporedena na povrsini ¢vrstih nosaca i omoguceno je potpuno uklanjanje
Sablona i odlican pristup ciljnim molekulima. Poslednjih godina, istrazivanje povrSinskog
otiskivanja je postiglo veliki napredak, posebno kod otiskivanja malih molekula.

2.2.5. Primena MIP-ova

MIP-ovi nalaze Siroku primenu u razliCitim oblastima zbog sposobnosti specificnog
prepoznavanja i vezivanja ciljnih molekula (Slika 2.9). U analitickoj hemiji, koriste se kao prevlake
za razliCite vrste senzora ili kao stacionarna faza u hromatografiji, omogucavajuéi detekciju i
separaciju specifi¢nih supstanci (Lakshmi et al., 2009; Mujahid et al., 2010). Priprema uzoraka se i
dalje smatra uskim grlom celog analitickog procesa. U tom smislu, poboljSanje selektivnosti tokom
ekstrakcije 1/ili naknadnog CiS¢enja ekstrakta uzoraka je oblast intenzivne istrazivacke aktivnosti.
Jedna od najsvestranijih, obecavajucih opcija je uklju¢ivanje MIP-ova u pripremu uzoraka. MIP su
prilagodeni, stabilni polimeri sa sposobno$¢u molekulskog prepoznavanja, stoga su odli¢ni
materijali za obezbedivanje selektivnosti u pripremi uzoraka (Esteban, 2013). Poslednjih godina
uocen je porast zaraznih bolesti koje imaju veliki uticaj na zdravlje ljudi, zivotinja i biljaka. Veliki
broj virusa karakterise visoka stopa mutacije i promena antigenog epitopa na povrsinskom proteinu
moze dovesti do pojave novih varijanti virusa, tako izazivaju¢i ponovnu infekciju. Zbog toga se
javlja potreba za razvojem tehnologija koje bi iSle u korak sa promenama koje se mogu pojaviti u
buduénosti (Malik et al., 2017). Na trzi$tu je dostupno nekoliko tehnika za otkrivanje interakcija
antigen-antitelo i/ili receptor-ligand. Pored brojnih prednosti, takvi biomolekuli pokazuju
nedostatke u pogledu stabilnosti i ponovne upotrebe. Javlja se potreba za senzorima Koji su
sposobni za brzo otkrivanje i ta¢nu identifikaciju Sirokog spektra patogena. Iz tog razloga
tehnologija molekulskog otiskivanja predstavlja adekvatnu alternativu antitelima (Gast et al., 2019).
Klju¢na komponenta ovih senzora je receptor (MIP) koji omogucava selektivnost 1 prepoznavanje
analita od interesa (Tadi¢ et al., 2021). Zahvaljujuéi jeftinom postupku sinteze, jednostavnosti i
stabilnosti, hemijski senzori na bazi MIP-a predstavljaju veliki potencijal. Robusnost i moguénost
ponovne upotrebe MIP-ova olakSavaju brzu izradu selektivnih receptora koji se efikasno
prilagodavaju novim virusnim infekcijama. Ideja o senzoru na bazi molekulski otisnutih polimera
kao potencijalnom nacinu detekcije korona virusa prvi put se javlja u radu Nandi (Nandy) i
saradnika (Nandy & Bandyopadhyay, 2020). Nakon toga, veliki broj nau¢nika izvestava o razli¢itim
vrstama senzora koji kao prevlake koriste MIP-ove za detekciju SARS-CoV-2 koronavirus (Raziq
et al., 2021; Bajaj et al., 2022; El Sharif et al., 2022), pa je tako 2022. godine razvijen
elektrohemijski senzor koji je kompatibilan sa prenosivim potenciostatima, ¢ime se omogucavaju
merenja na licu mesta, a samim tim i brza i rana dijagnozu pacijenata sa COVID-19 (Ayankojo et
al., 2022).

U literaturi se moZe naci veliki broj radova na temu detekcije 1 preciS¢avanja razli€itih
supstanci pomoc¢u MIP-ova (Bouvarel et al., 2021; Jahanban-Esfahlan et al., 2020). Hrobonova
(Hrobonova) i Lomenova (Lomenova) su MIP na bazi metakrilne kiseline i akrilamida koristili kao
stacionarnu fazu za razdvajanje enantiomera fenilalanina (Hrobonova & Lomenova, 2018). U
medicini, MIP-ovi su pronasli primenu u kontrolisanom otpustanju lekova i detekciji biomarkera
(Liu & Poma, 2021; Alvarez-Lorenzo & Concheiro, 2004; Sellergren & Allender, 2005). U tom
pogledu, MIP-ovi, kao sinteti¢ki receptori visokog afiniteta i selektivnosti koji prepoznaju ciljane
molekule, su intenzivno istrazeni kao jedan od najatraktivnijih biomaterijala za terapeutske svrhe.
Kang (Kang) i saradnici u nedavno objavljenom radu opisuju razlicite strategije sinteze MIP-ova i
njihov napredak u dijagnostici raka (Kang et al., 2023). Zbog njihove svestranosti MIP-ovi se
Siroko koriste u i oblasti forenzi¢kih nauka, kako u forenzici zivotne sredine tako i u forenzickoj
toksikologiji. Fereira i saradnici su ispitivali primenu MIP-ova kao selektivnih sorbenata u forenzici
za pripremi bioloskih uzoraka, naglasavajuci potrebu za prethodnom obradom kako bi se eliminisali
ometajuci agensi i poboljsali rezultati analiza stimulativnih droga kao $to su kokain, amfetamini i
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nikotin (Ferreira et al., 2021). Takode, grupa naucnika se bavila primenom MIP-ova u otkrivanju
nedozvoljenih aditiva u hrani, doping supstanci u sportu i razli¢itih vrsta narkotika koje izazivaju
zavisnost (Xiao et al., 2018).

Ova vrsta polimera ima veliki znacaj u zastiti Zivotne sredine, gde se koristi za detekciju i
uklanjanje zagaduju¢ih materija iz vode, vazduha i zemljista (Azizi & Bottaro, 2020;
Zarejousheghani et al., 2021; Metwally et al., 2021; Farooq et al., 2022). U prehrambenoj industriji,
omogucavaju kontrolu kvaliteta hrane i1 detekciju ostataka kontaminanata i aditiva u prehrambenim
proizvodima, dok u farmaceutskoj industriji olakSavaju izolaciju i preciS¢avanje aktivnih supstanci
(Villa et al., 2021). MIP-ovi su stabilni u Sirokom opsegu pH i temperature u poredenju sa
enzimima koji nisu stabilni i otporni na ekstremne temperature i pH vrednosti (Gao et al., 2020).
Tako su MIP-ovi nasli primenu kao katalizatori, povecavajuci selektivnost i efikasnost hemijskih
reakcija (Wulff, 2002; Strikovsky et al., 2003). Zbog raznolikosti hemijskih zagaduju¢ih materija i
prisustva elemenata od znacaja u jako niskim koncentracijama, poslednju deceniju ulozeni su mnogi
napori u oblasti istrazivanja MIP-a kako bi se poboljsala tac¢nost i osetljivost analitickih tehnika
(Jahanban-Esfahlan et al., 2020; Chiou et al., 2015). MIP-ovi pokazuju visok kapacitet vezivanja
ciljnih molekula, pa njihova selektivnost povecava osetljivost i ponovljivost analize, omoguéavajuci
precizno kvantifikovanje 1 identifikaciju specificnih komponenti u sloZzenim matricama. U cilju
preciS¢avanja i pretkoncentracije uzoraka mogu se primeniti kao selektivna Cvrsta faza u razli¢itim
vrstama ekstrakcija (Arabi et al., 2020; Song et al., 2009; Azizi & Bottaro, 2020). Predtretman
uzoraka je od sustinskog znacaja za analizu realnih uzoraka zbog njihove slozene matrice i niske
koncentracije analita. Medu svim metodama prethodnog tretmana uzoraka, ekstrakcija na cvrstoj
fazi je verovatno najcesce Koris¢ena. Medutim, vec¢ina dostupnih adsorbenata za ekstrakciju na
Cvrstoj fazi pati od ograniCene selektivnosti. Koriséenje MIP-ova umesto konvencionalnih
adsorbenasa moze u velikoj meri poboljSati selektivnost ekstrakcije Cvrste faze, 1 stoga je
ekstrakcija na MIP kao ¢vrstoj fazi Siroko primenjena za odvajanje, ¢iscenje i/ili prethodno
koncentrisanje ciljnih analita u razli¢itim vrstama realnih uzoraka (Hu et al., 2021). Sve ove
primene ¢ine MIP-ove veoma znacajnim u razli¢itim oblastima nauke i industrije, obezbedujuci
efikasna reSenja za selektivno prepoznavanje 1 vezivanje specificnih molekula. Zbog svoje hemijske
1 termicke stabilnosti, MIP-ovi se koriste 1 u ekstremnim uslovima, $to ih ¢ini idealnim za mnoge
inovativne aplikacije (Villa et al., 2021).
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Slika 2.9. Primena MIP-ova.
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2.25.1.  MIP-ovi na bazi magnetita

Inovativan pristup u sintezi MIP-ova ukljucuje ugradnju nanocestica u njihovu strukturu.
Kombinacija polimera i nanocestica rezultira hibridnim materijalima sa poboljSanim svojstvima
(Gu¢ & Schroeder, 2019). Nanocestice se koriste kao podr§ka za matricu MIP-a, omogucavajuci
prevazilazenje nekih nedostataka tradicionalnih MIP-ova, kao $to su nehomogena morfologija i
spori prenos mase (Liu et al., 2020). Ovi hibridni sistemi, koji kombinuju specifi¢nost molekulskog
otiska sa magnetnim svojstvima, nude Sirok spektar primene. Pored toga Sto selektivno prepoznaju i
vezu ciljne molekule, magnetna svojstva MIP-ovima omogucavaju jednostavno i efikasno
razdvajanje iz smeSa (Sto je posebno korisno u kompleksnim matricama) pomocu spoljasnjeg
magnetnog polja, ¢ime se dodatno povecava njihova primenljivost i efikasnost i zamenjuju
dugotrajni koraci centrifugiranja i filtracije (Dinc et al., 2019; Fresco-Cala et al., 2020; Kong et al.,
2018). Ovaj trend naglasava rastuci interes za naprednim materijalima koji mogu doprineti razvoju
inovativnih reSenja za savremene naucne i industrijske izazove. Magnetne nanocestice se obi¢no
sastoje od magnetnog jezgra (FesOs), zastitnog sloja (tetraetil ortosilikat, TEOS) i, u nekim
slu¢ajevima, povrSinski aktivnih modifikatora ((3-aminopropil)trietoksisilan, APTES, 3-
metakriloksipropiltrimetoksisilan, MPS) (Roto, 2018; Suruci¢, 2019; Tadi¢ et al., 2023a). Sinteza
magnetnih MIP-ova obi¢no se sastoji od nekoliko kljuénih koraka: sinteze magnetnog jezgra,
modifikacije povrSine nanoCestice magnetita, polimerizacije MIP-a u prisustvu modifikovanih
nanocCestica magnetita (Urraca et al., 2016). Magnetit je jedan od najcesée koris¢enih magnetnih
materijala zbog niske toksi¢nosti, jednostavnosti pripreme i biokompatibilnosti. Cestice Fe3Os se
lako spaja zahvaljuju¢i Van der Vaalsovim silama i medusobnoj magnetnoj privla¢nosti pa su mu
termodinamicka svojstva izuzetno nestabilna i sklon je aglomeraciji i oksidaciji. Stoga je od velike
vaznosti postojanje zaStitnih slojeva kojima ¢e se oblagati povrSinu nanocestica Fe3Os radi
poboljsanja njihove stabilnosti (Liu et al., 2020; Suruci¢ et al., 2021). Magnetne nanocestice se
modifikuju kako bi se poboljSala njihova interakcija sa monomerima. PovrSinska modifikacija
Cestice magnetita moze poboljSati termodinamicku stabilnost 1 disperziju, smanjiti aglomeraciju
medu Cesticama, promeniti fiziCka 1 hemijska svojstva njegove povrSine i promeniti njegovu
kompatibilnost sa ostalim komponentama u sistemu. Razliite vrste silana su najée$c¢e korisé¢ena
neorganski jedinjenja za modifikovanje 1 zastitu povrSine (Zhou et al., 2020), jer obezbeduju mnogo
funkcionalnih grupa koje se lako mogu pretvoriti u druge pozeljne grupe. Najc¢eS¢e se nanocestice
Fe3Os funkcionalizuju netoksi¢nim, ekoloski prihvatljivim TEOS-om Stoberovom (Stober)
metodom (Heiman-Burstein et al., 2021). Stoberov proces se zasniva na reakciji TEOS-a sa
alkoholom u alkalnoj sredini. U cilju uspesne interakcije nanocCestica sa monomerom dodatna
povrsinska modifikacija moze se posti¢i pomocu povrsinski aktivnih modifikatora koji se mogu
lako konjugovati sa slojem silicijum-dioksida oko FesO4 preko aktivnih hidroksilnih grupa. Ova
postmodifikacija poboljsava reaktivnost povrsine oblozene silicijum-dioksidom i na taj nacin bi se
nanocestice Fe304 umrezile u polimernu strukturu.

Prilikom separacije MIP-ovi na bazi magnetita mogu se jednostavno ukloniti iz uzorka
efikasnijima, smanjuju¢i potrebu za dodatnim koracima separacije i1 time povecava ukupnu
odrzivost analitickih procesa. MIP-ovi na bazi magnetita se Kkoriste za ekstrakciju i
pretkoncentraciju analita iz razli¢itih matrica, omogucéujuci efikasnije i selektivnije uklanjanje
ciljnih molekula. Karat i saradnici su MIP-ove na bazi magnetita koristili u ekstrakcija na ¢vrstoj
fazi kombinovanom sa spektrofotometrijskom metodom za odredivanje bisfenola A iz vodenih
rastvora (Karrat & Amine, 2021). Abadi (Abadi) i saradnici su uspesno sintetisali novi MIP na bazi
magnezijum-aluminijum slojevitog dvostrukog hidroksida i Fe3sO4 koji je upotrebljen za selektivnu
disperzivnu ekstrakciju fenitrotiona pre njegovog odredivanja spektrofotometrijskim tehnikama.
Ova metoda je uspes$no primenjena za odredivanje tragova fenitrotiona u hrani i vodi (Gholizadeh
Hosein Abadi & Bazmandegan-Shamili, 2022). Sol-gel metodom sintetisan je magnetni MIP za
ekstrakciju harmalina disperzivnom mikroekstrakcijom na ¢vrstoj fazi. Za ekstrakciju harmalina sa
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odlicnom funkcionalnos¢u 1 visokom selektivnoS¢u metakrilna kiselina koriS¢ena je kao
funkcionalni monomer, a kao umrezivaé uzet je EGDMA (Sadegh et al., 2021).

U literaturi se mogu naci brojni radovi koji opisuju primenu MIP na bazi magnetita kao ¢vrste
faze u DSPME metodi za detekciju organskih i neorganskih molekula. Polimerni sorbent na bazi
magnetita (MMIP (Fes04@SiO2-MIP)) koris¢en je u DSPME metodi za ekstrakciju melatonina
(MLT) iz metanolskog ekstrakta Portulaca oleracea, ljudskog urina i plazme, kao i uzoraka vode
(Dil et al., 2021). Za analizu je koris¢ena HPLC-UV tehnika, dok su znacajni faktori koji uti¢u na
DSPME odabrani, a zatim optimizovani koris¢enjem PBD i Centralni kompozitni dizajn (eng.
Central Composite Design, CCD). MMIP kombinovan sa magnetnom separacijom pokazao je
specifi¢no sorpciono ponasanje za MLT i predlozen je kao jednostavan, fleksibilan, selektivan i
mocan analiticki alat. MIP na bazi magnetita koriS¢en je 1 za detekciju dva organofosforna
pesticida. Grupa nau¢nika razvila je DSPME metodu u kombinaciji sa GC za ekstrakciju i
simultano merenje diazinon 1 etiona u uzorcima pirin¢a, krastavca, paradajza 1 jetre miSeva. U tu
svrhu, sintetisan je magnetni NH>-MIL-53(Al)@Hitin, oblozen Fe3Os nanocesticama i NH2-MIL-
53(Al) u prisustvu hitina kako bi se pripremio efikasan sorbent. Efekti razli¢itih parametara na
efikasnost ekstrakcije diazinona i etiona proucavani su i optimizovani koriS¢enjem dizajna
eksperimenta (Mohammadi et al., 2021).

Na osnovu dosadasnjih saznanja, MIP-ovi na bazi GMA i magnetita sintetisani metodom
povrsinskog otiskivanja i upotrebljeni kao sorbenti u DSPME metodi za pretkoncentrisanje anilina
iz vodenih rastvora nisu bili predmet prethodnih istrazivanja.

2.3.  Primarni aromatiéni amini

Primarni aromati¢ni amini (PAA) su derivati anilina tj, velika grupa organskih jedinjenja kod
kojih je primarna amino grupa vezana za aromati¢ni prsten, S$to im daje specifi¢na hemijska svojstva
i reaktivnost (Gonzalez et al., 2023). Predstavljaju jedne od najvaznijih organskih intermedijera,
koji nastaju u velikom broju industrijskih proizvoda, npr. u sintezi azo boja, proizvodnji lekova,
poliuretana, pesticida, guma, plastike, lakova, pigmenata (Anjalin et al., 2020). Njihova raznolikost
i sposobnost reakcije sa drugim jedinjenjima omogucéava im §iroku primenu u razli¢itim aspektima
proizvodnje tekstilnih materijala. Reakcijom sa diazonijumovim solima formiraju se azo boje, koje
se zatim primenjuju na tekstilne materijale kako bi se postigla Zeljena boja. Azo boje spadaju u
najzastupljenija jedinjenja za bojenje, posebno tekstila i koze (Tolgyesi & Sharma, 2020). Razlog za
to su niski troskovi sinteze azo boja u odnosu na prirodne boje, velika strukturna raznolikost ovih
jedinjenja kao i priliéna postojanost njihovih svojstava u odnosu na uslove koris¢enja (Ardila-Leal
et al., 2021). Medutim, u anaerobnim uslovima dolazi do redukcije azo-veze u strukturi reaktivnih
boja i nastaju po zdravlje opasni aromati¢ni amini. Amino grupa aromati¢nih amina je metabolicki
aktivna 1 moZze proizvesti reaktivni intermedijer, hidroksilamin, koji oStecuje proteine i DNK, $to je
1 razlog njihove toksi¢nosti. Zato primarni aromati¢ni amini predstavljaju zdravstveni rizik (Sandi¢,
2016). Pored toga, koriste se i kao prekursori u sintezi antrakinonskih pigmenata ili drugih
organskih pigmenata koji se koriste za bojenje tekstila. Takode, mogu se koristiti u tretiranju
tekstila radi poboljSanja njegovih svojstava, poput otpornosti na koroziju, plamen i druge Stetne
uticaje (Gonzalez et al., 2023). Azo jedinjenja su hemijski predstavljena kao R-N=N-R’, gde R ili
R’ mogu biti ili aril ili alkil jedinjenja, a —N=N- je azo grupa. Azo boje ¢ine 70 % svih organskih
boja proizvedenih u svetu i grupisane su u oko dvadeset pet razlicitih kategorija zbog razlicitih
hemijskih struktura hromofora (Berradi et al., 2019; Shi et al., 2021).

Potencijalni izvor PAA u hrani predstavljaju obojeni predmeti koji dolaze sa njom u kontakt
tokom proizvodnje, pakovanja, otpreme, skladiStenja 1 posluZivanja (plasti¢ni kuhinjski pribor,
obojene plasti¢ne kutije, maramice itd). Ovi predmeti su u literaturi poznati pod nazivom Food
contact materials, FCM. Veliki deo FCM-a ¢ine plasti¢na pakovanja za hranu, koja su dizajnirana
da ocuvaju kvalitet hrane i produze rok trajanja (Faraji et al., 2022). Medutim, tokom kuvanja moze
do¢i do migracije aromati¢nih amina preko pribora za jelo koji sadrze ostatke azo boja (koje
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zaostanu prilikom bojenja (Szab¢ et al., 2022)). IstraZzivanja su pokazala da se javlja migracija PAA
sa papirnih salveta, omota hrane i sokova i kesa od recikliranog papira i kartona (Luo et al., 2022;
Faraji et al., 2022).

Azo boje, a samim tim i PAA, mogu se pronaci i u plasticnim igrackama za decu (Garrigos et
al., 2002). Deca mogu biti izlozena hemikalijama oralnim i dermalnim izlaganjem, stavljanjem u
usta i dodirivanjem igra¢aka. Cak i sludajno gutanje igratke moze dovesti do direktnog gutanja
potencijalno opasnih hemikalija. Deca mogu da pate od akutnog trovanja, alergijske senzibilizacije
ili odlozenih Stetnih efekata na zdravlje kao rezultat izlozenosti igratkama koje sadrze opasne
hemikalije. Potreba za kvalitetom i sigurnoS¢u zahteva razvoj robusnih analitickih metoda za
identifikaciju i pracenje opasnih materija u igraCkama (Meng et al., 2020). Slika 2.10. prikazuje
moguce izvore PAA.

Slika 2.10. Moguc¢i izvori PAA.

Sto se ti¢e toksi¢nosti i ekoloskog uticaja, PAA se prema IUPAC-u klasifikuju kao toksi¢na i
potencijalno kancerogena jedinjenja (Perez et al., 2021). Njihova toksi¢nost zavisi od pozicije
amino grupe i strukture aromati¢nog prstena. Njihova prisutnost u industrijskim otpadnim vodama i
drugim ekoloskim medijumima predstavlja znacajan zdravstveni rizik. Zbog ovih svojstava,
upotreba 1 ispuStanje PAA su strogo regulisani. Na primer, postoje propisi koji ograniavaju
maksimalne dozvoljene koncentracije ovih supstanci u vodi i vazduhu, kako bi se smanjio rizik za
ljudsko zdravlje i zivotnu sredinu. Prema sadasnjem zakonodavstvu, dozvoljeni nivo PAA migracija
u hranu ne bi trebalo da bude ve¢a od 2 mg/kg hrane ili simulanta hrane (Commission Regulation

28



Tamara Tadié Doktorska disertacija

(EU) 2020/1245). Studije su pokazale da izlaganje PAA moze dovesti do razvoja razli€itih bolesti,
Sto ¢ini njihovo pravilno rukovanje i regulaciju klju¢nim za zastitu zdravlja opsSte populacije.

Odredivanje PAA predstavlja izazov za analiticare zbog njihovih hemijskih karakteristika i
niske koncentracije u zivotnoj sredini, pa je neophodno razviti osetljive i robusne analiticke metode,
sposobne da identifikuju i kvantifikuju ova jedinjenja u sloZenim matricama u zivotnoj sredini.
Uglavnom, GC i HPLC sa MS ili UV detektorom su najcesce koris¢ene tehnike za odvajanje i
odredivanje PAA (Dorgerloh et al., 2021). Takode, kako bi se poboljsao kona¢ni instrumentalni
signal i kako bi se postigla odgovaraju¢a granica detekcije, potrebno je pretkoncentrisanje PAA
razli¢itim tehnikama ekstrakcije. Najce$¢e koris¢ene tehnike za pripremu uzoraka PAA su
ekstrakcija na ¢vrstoj fazi i te€no-teCna ekstrakcija zbog njihove jednostavnosti, raznovrsnosti
koris¢enih sorbenata i organskih rastvaraca, visoke efikasnosti ekstrakcije 1 moguénosti ispitivanja
velikog broja jedinjenja iz Sirokog spektra uzoraka.

Anilin (CéHsNH2), predstavnik primarnih aromati¢énih amina, kljuéni je intermedijer u
hemijskoj industriji, posebno u proizvodnji boja i pigmenata koji se Siroko koriste u tekstilnoj
industriji (Tadi¢ et al., 2023Db). Sto se ti¢e fizickih i hemijskih karakteristika, anilin je bezbojna do
blago zuckasta teCnost sa karakteristiénim mirisom slicnom amonijaku. Njegova reaktivnost je
prvenstveno odredena prisustvom amino grupe (-NH:), koja deluje kao nukleofil i omogucava
anilinu da ucestvuje u raznim hemijskim reakcijama. Boje proizvedene od anilina imaju visoku
stabilnost na svetlost, toplotu i hemikalije, Sto ih ¢ini pogodnim za tekstilne proizvode koji
zahtevaju dugotrajnu postojanost boje. Ovo je posebno vazno za odecu, tapacirani namestaj i druge
tekstilne proizvode koji su izlozeni intenzivnoj upotrebi i pranju. Tekstilna industrija koristi anilin
kao prekursor za sintezu razli¢itih azo boja. Toksi¢an je za vodene organizme i moze uzrokovati
mutacije, reproduktivne probleme i smrtnost kod riba i drugih vodenih organizama (Tadi¢ et al.,
2022a). Kod ljudi, anilin moZe izazvati methemoglobinemiju, stanje u kojem se smanjuje
sposobnost krvi da prenosi kiseonik, §to moze biti fatalno u visokim koncentracijama. Dugotrajna
izloZenost anilinu povezana je sa povecanim rizikom od razvoja raka mokra¢ne beSike
(Chinthakindi et al., 2021). Zbog visokog rizika po zdravlje i zivotnu sredinu, upotreba anilina je
strogo regulisana u mnogim zemljama. Fabrike tekstilne industrije su obavezne da implementiraju
efikasne sisteme za preciS¢avanje otpadnih voda kako bi se smanjio negativan uticaj na Zivotnu
sredinu i zdravlje ljudi. U brojnim studijama su ispitane razli¢ite metode za efikasno uklanjanje
anilina iz otpadnih voda. Bioloska oksidacija je proces u kojem mikroorganizmi razgraduju anilin u
manje toksi¢ne supstance. Ova metoda je ekoloski prihvatljiva i moze biti vrlo efikasna pod
odgovaraju¢im uslovima. Huang (Huang) i saradnici su proucavali biodegradaciju anilina pomocu
bakterijskog soja AN-4a koji je izolovan iz mulja dobijenog bojenjem tekstila i identifikovan kao
Pigmentiphaga daeguensis. Soj AN-4a je eliminisao 10 mg/kg anilina u roku od 15h. Studija je
pokazala da ovaj mikroorganizam moze efikasno razgraditi anilin (Huang et al., 2018). Poslednjih
decenija sorpcija se pokazala kao laka i efikasna metoda sposobna za uklanjanje Sirokog spektra
jedinjenja iz raznih medijuma u procesima precis¢avanja. lako su mnogi sorbenti navedeni kao
visoko efikasni, njihovi ukupni troskovi proizvodnje obicno obeshrabruju njihovu primenu na
terenu. Postoji stalna potraga za sorbentima koji se mogu proizvesti iz obilnih i jeftinih materijala
kao Sto su aktivni ugalj, zeoliti 1 druge porozne supstance za uklanjanje organskih supstanci iz vode.
Imaju¢i u vidu aktuelna pitanja u tretmanu otpadnih voda sa visokim opterec¢enjem farmaceutskih
proizvoda, grupa naucnika razvila je novi materijal za efikasnu 1 ekonomi¢nu sorpciju atenolola.
Seme javora koriS¢eno je kao prekursor za njegovu jednostavnu termicku konverziju u aktivni ugalj
koji je ispitan za uklanjanje atenolola iz vodenih rastvora. Prednost ovog sorbenta, pored
mezoporozne strukture, ogleda se u prisustvu odgovarajuéih funkcionalnih grupa koje su klju¢ne za
uklanjanje organskih zagaduju¢ih materija. Ispitan je uticaj doze sorbenta i pH vrednosti rastvora, a
ravnotezni podaci analizirani su primenom Lengmirovog (Langmuir), Frojndlihovog (Freundlich) i
Temkinovog (Temkin) adsorpcionog modela izoterme. Za izufavanje sorpcionog mehanizma
kori$éena su Cetiri kineticka modela: model pseudo-prvog reda, pseudo-drugog reda, model unutar-
Cesti¢ne difuzije i Elovicev model. Aktivni ugalj dobijen karbonizacijom semena javora u atmosferi
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azota pokazao je veliku primenljivost za eliminaciju farmaceutika iz vodene faze. Rezultati su
pokazali da je maksimalni kapacitet sorpcije od 93,71 mg/g dobijen na pH 10, a kinetic¢ka studija je
pokazala da je ravnoteza postignuta nakon dva sata (Tadi¢ et al., 2024b). Jang (Yang) i saradnici su
ispitivali adsorpciju fenola i anilina pomocu viseslojnih ugljeni¢nih-nanocestica (Yang et al., 2008).
Takode, Gao (Gao) i saradnici su mikrotalasnom obradom su modifikovali vlakna od jute sa
dianhidridom piromelitne kiseline kako bi se dobio biosorbent (MJF) za uklanjanje anilina. Nakon
ispitivanja uticaja razli¢itih faktora na adsorpciono ponasanje pokazalo se da je optimalna doza MJF
za adsorpciju anilina bila 3 g/l , a maksimalni kapacitet adsorpcije je primeéen pri pH 7,0 ¢ime se
ovaj biosorbent pokazao kao obec¢avajuci adsorbent za uklanjanje anilina iz otpadnih voda (Gao et
al., 2015). Uklanjanje anilina iz otpadnih voda pomocu polimera predstavlja inovativan pristup Koji
se oslanja na specificna svojstva polimernih materijala, kao §to su velika povrSina, selektivnost i
sposobnost adsorpcije. MIP-ovi se sve viSe koriste za uklanjanje PAA iz otpadnih voda zbog
njihove visoke specifi¢nosti i selektivnosti za ciljne molekule. Ju (Yu) i saradnici su sintetisali novi
materijal zasnovan na tehnologiji magnetnog molekularnog otiskivanja koji moze selektivno da
prepozna 4,4’-Metilen-bis(2-hloroanilin). Kao funkcionalni monomer kori$¢en je 2-vinilpiridin, a
kao umrezivac koris¢en je EGDMA (Yu et al., 2018). Pored toga, visok kapacitet sorpcije pokazao
je MIP sintetisan za uklanjanje tri PAA, 4,4’-metilendianilin, 4-aminobifenil i 3,3'-dihlorobenzidin.
Kao $ablon jedinjenje u sintezi MIP-a koris¢en je 4,4’-metilendianilin (Liu et al., 2022). Koristeci
jedinstvena svojstva molekulskog prepoznavanja, ovi radovi sugeriSu mogucnost efikasnog 1
selektivnog uklanjanja PAA iz otpadnih voda.
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3.1. Koris¢ene hemikalije

Spisak koris¢enih hemikalija i rastvaraca tokom izrade eksperimentalnog dela istrazivanja dati
su u nastavku i kori§¢ene su kako su primljene:

— Magnetit, FesOs, (gvozde (II, IIT) oksid, nanocestice, veli¢ina <50 nm (TEM), 98 %),
Sigma-Aldrich, Nemacka

— Tetraetil ortosilikat, TEOS, (> 99 % Ccistoce), Sigma-Aldrich, Nemacka

— 3-metakriloksipropiltrimetoksisilan, MPS, (98 % ¢istoc¢e), Sigma-Aldrich, Nemacka

— Amonijum hidroksid (rastvor NHs, 25 mas. %), Sigma-Aldrich, Nemacka

— Glicidil-metakrilat, GMA, (= 97 % ¢istoce), Sigma-Aldrich, Nemacka

— Etilen glikol dimetakrilat, EGDMA, p.a., Merck, Nemacka

—  Poli(N-vinil pirolidon), PVP, (Kollidon 90, My = 1x10°® g/mol), BASF, Nemacka

— Poli(vinil alkohol), PVA, (My = 8,9x10* g/mol - 9,8x10* g/mol, 98 % hidrolizovan), Sigma-
Aldrich, Nemacka

— Ciklopentanol, Cys, p.a., Merck, Nemacka

— 1-tetradekanol, Ci4,p.a., Merck, Nemacka

— 2,2'-azobisizo-butironitril, AIBN, (98 % ¢istoce), Sigma-Aldrich, Nemacka

— Etilendiamin, EDA, (ReagentPlus > 99 % cistoce), Sigma-Aldrich, Nemacka

— Trietilentetraamin, TETA, for synthesis, Sigma-Aldrich, Nemacka

— Pentaetilenheksamin, PEHA, for synthesis, Merck, Nemacka

— Anilin (ReagentPlus, 99 %), Sigma-Aldrich, Nemacka

— Metanol, MeOH, HPLC ¢istoce, Carlo Erba, Nemacka

— Sircetna kiselina, glacijalna, > 99,7 % cisto¢e, Honeywell Fluka, SAD

— Acetonitril, AcN, HPLC ¢istoce, Carlo Erba, Nemacka

— Hlorovodoniéna kiselina, HCI, 35 % HCI, Lach-Ner, Ceska

— Toluen, p.a., Sigma-Aldrich, Nemacka

— Natrijum-hidroksid, NaOH (98 % cistoce), Centrohem, Srbija

— Etanol, EtOH (96 % cistoce) , Zorka Pharma, Srbija

Radni rastvor anilina: Pripremljen je standardni rastvor anilina koncentracije 1 g/l. U normalni
sud od 500 ml odmereno je 0,5 g anilina i dopunjeno do crte dejonizovanom vodom (Milli-Q
Millipore, provodljivost 18 MCQ/cm) i1 Cuvano na sobnoj temperaturi u mraku.

3.2. Dvostepeni postupak oblaganja magnetita
3.2.1. Oblaganje FesOs TEOS-om

Prvi korak oblaganja nanocestica FesO4 pratio je proceduru Dil (Dil) i saradnika, pri ¢emu je
10 g nanocestica FesO4 dispergovano u 1000 ml smese EtOH:voda (4:1, v/v. %) u ultrazvu¢nom
kupatilu (model: ASonic, Ljubljana, Slovenija) u trajanju od 30 min na 25 + 0,2 °C. Zatim je u
reakcionu smesu dodato 100 ml TEOS-a i 200 ml rastvora NH3 i ovako dobijena smeSa meSana je 8
h na 25 + 0,2 °C pri 400 obr/min. Reakcija je izvodena u inertnoj atmosferi azota (Dil et al., 2021).
Nakon toga, dobijeni obloZeni magnetit ispran je dejonizovanom vodom, su$en u vakuum susnici
tokom 24 h na 60 + 0,2 °C i oznacen kao Fe304@TEQOS.

3.2.2. Oblaganje FesO4s@TEOS MPS-om

U 300 ml smeSe EtOH:voda (4:1, v/v. %), dodato je 2 g FesOs@TEOS i 40 ml MPS-a i
reakciona smesa je dispergovana 30 min u ultrazvu¢nom kupatilu na 25 + 0,2 °C. Nakon toga, 3 ul
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rastvora NHs ukapano je u reakcionu smesSu kako bi se pH podesio na 5 i ovako dobijena smesa
mesana je 2 h na 25 + 0,2 °C, a zatim jo$ 1 h na 50 = 0,2 °C u inertnoj atmosferi azota. Dobijeni
uzorak odvojen je spoljaSnjim magnetnim poljem, ispran sa EtOH, suSen u vakuum susnici 24 h na
60 + 0,2 °C 1 oznacen kao Fes0s@TEOS@MPS.

3.3.  Priprema polimernog nosaca na bazi GMA i Fe3O4
3.3.1. Optimizacija uslova sinteze polimernog nosac¢a na bazi GMA i Fe3O4

Optimizacija uslova sinteze polimernog nosaca na bazi GMA i FesO4 obuhvatala je ispitivanje
uticaja vrste 1 koli¢ine stabilizatora, kao i brzine mesanja, na oblik i veli¢inu Cestica dobijenog
polimernog nosaca. U okviru optimizacije uslova sinteze pripremljene su tri serije uzoraka. U prvoj
seriji pripremljeni su uzorci sa dve vrste stabilizatora (PVA i PVP) pri konstantnom udelu od 1
mas.% i brzini mesanja od 400 obr/min (uzorci oznaceni kao 1PVA-mPGE-400 i 1PVP-mPGE-
400). U drugoj seriji pripremljeni su uzorci polimernog nosaca sa 1, 51 7 mas.% PVP u pocetnoj
reakcionoj smesi pri ¢emu je brzina meSanja bila konstantna (400 obr/min) (uzorci su oznacéeni kao
1PVP-mPGE-400, 5PVP-mPGE-400 i 7PVP-mPGE-400). U trecoj seriji pripremljeni su uzorci sa
sa konstantnim sastavom reakcione smese (7 mas.% PVP) pri brzini mesanja od 400 obr/min i 600
obr/min (7PVP-mPGE-400 i 7PVP-mPGE-600). Sve tri serije uzoraka pripremljene su u dva
ponavljanja. Dobijena veli¢ina i oblik Cestica polimernog nosaca ispitani su pomocu sito i SEM
analize. Sastav reakcionih smesa 1 reakcioni uslovi dati su u Tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Sastav reakcione smese i reakcioni uslovi sinteze polimernog nosaca na bazi GMA i

FesOs4
H.O. PVP. PVA. GMA EGDMA. AIBN, Cys. Cie FesOs Dr2ina
Oznaka uzorka 2 ’ ’ ’ ’ P Ve M TR mesanja,
9 9 g g g g 9 9 9 prmin
1PVA-mPGE-400 /125 400
1PVP-mPGE-400 125 / 400
SPVP-mPGE-400 11,5625 [ g7 647 017 169 425 16 400
7PVP-mPGE-400 875 | 400
7PVP-mPGE-600 875 | 600

3.3.2. Sinteza polimernog nosaca na bazi GMA i Fe3O4

Polimerni nosa¢ na bazi GMA 1 Fe3O4, MPGEGO, sintetisan je postupkom suspenzione
kopolimerizacije. Reakciona smesSa se sastojala od dve faze - vodene 1 organske, pri ¢emu vodenu
fazu (112,5 ml) ¢ini vodeni rastvor stabilizatora emulzije (PVP, 7 mas.%) dok organsku fazu ¢ine
monomer GMA (9,7 @), umreziva¢ EGDMA (6,47 g), inicijator AIBN (0,17 g) i inertna
komponenta tj. porogen (Cys (16,9 g) i C14 (4,25 g)). Reakcija je izvodena u trogrlom balonu od 250
ml u uljanom kupatilu (Slika 3.1.).

U reakcioni balon prvo je uneta vodena faza koja je meSana u trajanju od 30 min brzinom od
250 obr/min. Nakon toga, u reaktor je dodata organska faza prethodno dispergovana 30 min u
ultrazvu¢nom kupatilu sa 1,6 g Fes04s@TEOS@MPS. Prvih 30 min reakcija je izvodena na 25 £ 0,2
°C, a zatim 2 h na 75 £ 0,2 °C, pa joS 2 h na temperaturi 80 = 0,2 °C pri brzini meSanja od 600
obr/min. Konacno, polimerni nosa¢ je odvojen od vodene faze spoljasnjim magnetnim poljem i
ispran vodom i EtOH. Potom je suSen u vakuum su$nici pri temperaturi od 40 + 0,2 °C, do
konstantne mase, a zatim prosejan kroz sita pri cemu su odvojene odgovarajuce frakcije.
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Slika 3.1. Sinteza polimernog nosa¢a MPGEG60 (a) i izgled reakcione sme$e nakon sinteze
polimernog nosaca (b).

3.4.  Priprema MIP-a

Kako bi se utvrdio optimalan molski odnos liganda (TETA) i Sablona (anilin) (1:1, 2:1, 4:1)
pripremljena su tri MIP-a metodom povrsinskog otiskivanja oznac¢ena kao MIP 1:1, MIP 2:1, MIP
4:1 na kojima su uradeni preliminarni eksperimenti sorpcije anilina. Vodeni rastvor anilina pocetne
koncentracije 100 mg/l doveden je u kontakt sa dozom MIP-a od 1 g/l u trajanju od 90 min, pri
temperaturi 25 + 0,2 °C. Nakon toga, uzorci su profiltrirani kako bi se pomo¢u HPLC-a utvrdilo
koji uzorak ima najbolji sorpcioni kapacitet.

Slika 3.2. Izgled reakcione smese nakon pripreme MIP-a (a) i ekstrakcija Sablona (anilina) pomo¢u
Sokslet aparata(b).

Tri MIP-a su sintetisana metodom povrSinskog otiskivanja reakcijom otvaranja epoksidnog
prstena. U zavisnosti od toga da li je kao ligand (amin) u sintezi MIP-a koris¢en EDA, TETA ili
PEHA, MIP-ovi su nazvani MIP-eda, MIP-teta, MIP-peha, redom. U prvom koraku molekul
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Sablona (anilin, 2 g) i ligand-amin (EDA (5,1 g), TETA (12,3 g) ili PEHA (19,6 g)) rastvoreni su u
50 ml toluena. Reakcija je izvodena 2 h na 80 + 0,2 °C. U drugom koraku 2 g mPGE60 (precnika
Cestica u opsegu od 0,15 — 0,25 mm) je dodato u rastvor anilina i odgovaraju¢eg amina i reakcija je
izvodena 6 h na 80 + 0,2 °C i 250 obr/min (Slika 3.2a.). MIP-ovi su odvojeni pod dejstvom
spoljasnjeg magnetnog polja i isprani nekoliko puta vodom i EtOH. Anilin je ekstrahovan u
Soksletovom aparatu koriséenjem MeOH i siréetne kiseline (9:1 v/v. %) sve dok ostaci $ablona vise
nisu detektovani pomo¢u HPLC-MS (Slika 3.2b.). Nakon toga, MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha su
suseni u vakuum susnici na 60°C £+ 0,2 °C.

3.5. Metode karakterizacije
3.5.1. Sito analiza

Sito analizom odreden je granulometrijski sastav polimernog nosaca na bazi GMA i Fe304. U
tu svrhu koris¢ena su sita razli¢itih pre¢nika otvora (1,0; 0,63; 0,30; 0,25; 0,15; 0,125 i 0,1 mm)
metodom ru¢nog prosejavanja.
3.5.2. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR)

Hemijska struktura obloZenog magnetita, polimernog nosaca na bazi GMA i Fe304 i MIP-ova
ispitana je pomoc¢u FTIR spektrometra (model: Nicolet SUMMIT Thermo Fisher Scientific,
Masacusets, SAD) u rezimu ometene totalne refleksije (Slika 3.3a.). Spektri su snimljeni u oblasti

talasnog broja 400-4000 cm™ sa rezolucijom skeniranja od 2 cm™ i 64 skena.

3.5.3. Elementarna analiza

Hemijski sastav MIP-ova, ta¢nije maseni udeli elemenata C, H i N odredeni su elementarnom
analizom. Merenja su vrSena na CHN(S) analizatoru (model: 2400 Series I CHNS/O, Perkin Elmer,
Masacusets, SAD) (Slika 3.3b.).

Slika 3.3. Izgled FTIR instrumenta (a) i CHN(S) analizatora (b).
3.5.4. Odredivanje amino grupa

Koli¢ina amino grupa je odredena kiselinsko-baznom titracijom. Uzorci MIP-ova (100 mg) su
dodati u 5,2 ml rastvora HCI molarne koncentracije 0,1 mol/l tokom 24 h na sobnoj temperaturi.
Nakon toga su rastvori dekantovani, a preostala koliCina rastvora HCI je titrisana sa 0,05 mol/l
NaOH u prisustvu fenolftaleina kao indikatora. Koncentracija amino grupa izra¢unata je na nacin
opisan u literaturi (Sandi¢, 2016).
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3.5.5. Tacka nultog naelektrisanja, pHpzc

Metodom postepene promene pH vrednosti (pH drift metoda) odredene su pHpzc vrednosti
povrsine MIP-ova. U seriju erlenmajera odmereno je po 20 ml rastvora NaCl molarne koncentracije
0,01 mol/l. Dodavanjem odredene koli¢ine rastvora NaOH 1 HCI (0,1 mol/l) podeSene su pocetne
pH vrednosti, pHi, rastvora NaCl u opsegu 2-10 pomoc¢u pH metra (model: Orion Star A211,
Thermo Fisher Scientific, Masacusets, SAD). Zatim je u erlenmajere dodato po 50 mg uzorka ¢iji se
pPHrzc odreduje. Nakon 24 h su izmerene finalne pH vrednosti rastvora NaCl (pHs) i nacrtan je
grafik pHr = f(pHi). Kao tacke preseka krivih pHi = pH¢ i pHt = f(pH;i) dobijene su vrednosti pHpzc.

3.5.6. Skenirajuca elektronska mikroskopija sa energo-disperzivnom spektrometrijom
(SEM-EDS)

Morfoloske karakteristike kao §to su oblik, veli¢ina 1 poroznost povrsine i popre¢nog preseka
polimernog nosaca na bazi GMA i Fe3O4 i MIP-ova odredene su pomoc¢u SEM mikroskopa (model:
JEOL JSM-6390 LV, JEOL Ltd., Tokio, Japan). Pre snimanja, uzorci su napareni slojem zlata
debljine 15 nm pomocu uredaja za naparavanje zlatom (model: BAL-TEC SCD 005, BAL-TEC
AGQG, Lihtenstajn). SEM slike su dobijene pri razliitim uvecanjima. Za odredivanje hemijskog
sastava povrsine i popre¢nog preseka sintetisanog polimernog nosaca na bazi GMA i FezO4 i MIP-
ova koris¢en je SEM sa EDS detektorom (model: Oxford Instruments X-MaxN, Haj Vikom, Velika
Britanija). Izgled SEM instrumenta (a), kao i uredaja za naparavanje zlatom pre snimanja na SEM-u
(b) prikazani su na Slici 3.4.

Slika 3.4. Izgled SEM instrumenta (a) i uredaja za naparavanje zlatom (b).
3.5.7. Zivina porozimetrija

Ukupna zapremina pora i raspodela zapremine pora po veli€ini precnika pora (interval od
15000 do 7,5 nm) za polimerni nosa¢ na bazi GMA i Fe3Os i MIP-ove odredena je zivinom
porozimetrijom pomocu zivinog porozimetra (model: Carlo Erba Porosimeter 2000, Vasington,
SAD). Radni pritisak bio je u intervalu od 0,1 do 200 MPa. Priprema uzoraka podrazumevala je
desorpciju gasova i niskomolekulskih organskih supstanci na sobnoj temperaturi i pritisku od 0,5
Pa. Softver Milestone 200 koris¢en je za izraCunavanje parametara porozne strukture. Izgled
zivinog porozimetra prikazan je na Slici 3.5a.
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3.5.8. Niskotemperaturne adsorpciono-desorpcione izoterme azota

Specifi¢na povrsSina i raspodela veli¢ine pora odredeni su primenom BET (Brunauer-Emet-
Teler, eng. Brunauer-Emmett-Teller) jednadine iz niskotemperaturnih adsorpciono-desorpcionih
izotermi azota na 77 K (-196 °C) pomoc¢u sorptomata (model: Sorptomatic 1990 Thermo Finnigan,
Thermo Fisher Scientific, Masacusets, SAD). Vrednost ukupne zapremine pora (Vo) izracunata je
prema metodi Gurvica (Gurvitch) za p/p® = 0,98 (Lahn et al., 2020). BJH (Beret-Dzojner-Halenda,
Barrett-Joiner-Halenda) metodom analizirane su mezopore, dok su mikropore analizirane DR
(Dubinjin-Raduskevi¢, Dubinin—Radushkevich) metodom (Xochihua Juan et al., 2022; Shimizu &
Matubayasi, 2021). Izgled sorptomata prikazan je na Slici 3.5b.

Slika 3.5. Izgled zivinog porozimetra (a) i sorptomata (b).
3.5.9. SQUID magnetometar

Magnetna svojstava mMPGE60 izmerena su koris¢enjem SQUID magnetometra (model:
MPMS-XL-5, Quantum Design Inc., Kalifornija, SAD). Zavisnost magnetizacije od magnetnog
polja pri konstantnoj temperaturi merena je u rasponu od —5 T do 5 T na 300 K. Izgled SQUID
magnetometra prikazan je na Slici 3.6.

Slika 3.6. 1zgled SQUID magnetometra.
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3.6.  Sorpciona ekstrakcija anilina na MIP-u

Sorpciona ekstrakcija anilina na MIP-u kao sorbentu sastojala se iz dva koraka (Slika 3.7.). U
prvom koraku uradena je ekstrakcija anilina iz vodenog rastvora. Uzorci MIP-eda, MIP-teta, MIP-
peha ispitani su kao sorbenti za uklanjanje anilina iz vodenih rastvora u Sarznim uslovima na sobnoj
temperaturi. U seriju erlenmajera odmereno je po 5 ml rastvora anilina poc¢etne koncentracije 50
mg/l. Dodavanjem odredene koli¢ine rastvora NaOH (1 mol/l) i HCI (0,1 mol/l) podesene su
pocetne pH vrednosti rastvora anilina u opsegu 2-10. Zatim je u svaki erlenmajer dodato po 100 mg
uzorka MIP-a i rastvori anilina sa MIP-om su mesSani na orbitalnom Sejkeru (model: Orb-Pro,
Labbox Labware S.L., Barselona, Spanija) na 400 obr/min tokom 3 h. Nakon zavrietka procesa
sorpcije, svaki uzorak je filtriran kroz Spric filter precnika 13 mm, veli¢ine pora 0,22 mm, a
koncentracija zaostalog anilina je merena na HPLC-UV (model: Thermo Finnigan HPLC sistem,
Thermo Scientific, Masacusets, SAD). Za merenje je kori$¢ena kolona C-18 Phenomenex Kinetex
EVO (250 mm duZzine, 4,6 mm L.D., veli¢ina €estica 5 um), kao mobilna faza smeSa MeOH:voda
(80:20 v/v. %), brzina protoka 1 ml/min, zapremina ubrizgavanja 10 ul, uz odrzavanje temperature
kolone od 30 + 0,2 °C. Podaci su obradeni koris¢enjem softvera Thermo Xcalibur software (version
3.0, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Kapacitet sorpcije, Qt (mg/g), izraéunat je pomocu jednacine 1 (Suruci¢ et al., 2023):

—C )V
GRS "

gde su Ci (mg/l) i Ct (mg/1) koncentracije anilina u po¢etnom rastvoru i u rastvoru u vremenu f{,
respektivno, V (I) je zapremina vodene faze, a m (g) je koli¢ina MIP sorbenta. Sva merenja su
radena u tri ponavljanja i rezultati su izrazeni kao srednja vrednost.

—

Vodeni
rastvor
anilina

MIP
SORPCLJA HPLC-UV

il
—
—
==

>

Desorpciono
sredstvo

il
)
'l—ll

MIP+ anilin

DESORPCIJA  HPLC-UV

Slika 3.7. Sema sorpcione ekstrakcije anilina iz vodenog rastvora na MIP-u.

U drugom koraku ispitana je desorpcija anilina sa MIP-ova. Nakon sorpcionih eksperimenata
MIP-ovi sa vezanim anilinom (100 mg) su dovedeni u kontakt sa 5 ml razli¢itih sredstava za
desorpciju da bi se ispitala mogucénost ponovne upotrebe MIP sorbenata. Za desorpciju anilina sa
MIP sorbenata koris¢ena su tri desorpciona sredstava (EtOH, MeOH i AcN). Svaki analizirani
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uzorak je meSan na orbitalnom Sejkeru na 400 obr/min tokom 24 h, centrifugiran i filtriran kroz
Spric filter precnika 13 mm, veli¢ine pora 0,22 mm, a koncentracija desorbovanog anilina je merena
na HPLC-UV. Sva merenja su radena u tri ponavljanja i rezultati su izrazeni kao srednja vrednost.
Podaci su obradeni koris¢enjem softvera Thermo Xcalibur software.
Kapacitet desorpcije, Qq (mg/g) je izracunat pomocu jednacine 2 (Bayuo et al., 2020):
Q, - CyV, @)
m
gde su Cq4 (mg/l) koncentracija anilina u desorbovanom rastvoru, Vq () je zapremina desorpcionog
sredstva, a m (g) je koli¢ina MIP sorbenta.

3.7.  DSPME na MIP kao ¢vrstoj fazi
3.7.1. Procedura DSPME

Sematski dijagram DSPME procedure prikazan je na Slici 3.8. Procedura DSPME je pratila
sledece korake: 10 ml vodenog rastvora anilina koncentracije 10 mg/l prebaceno je u staklenu vijalu
od 20 ml. Dodavanjem odgovarajuce koli¢ine rastvora natrijum hidroksida (0,1 mol/l) pH rastvora
je podesen na 6. Na 25 + 0,2 °C MIP-peha (50 mg) je dodat u rastvor (korak 1) i meSan 1 min na
vorteksu (korak 2). Sorbent je odvojen jakim magnetom (korak 3), a supernatant je ispusten (korak
4). Zatim je sorbentu dodato 450 ul AcN (korak 5). Nakon mesanja u trajanju od 1 min na vorteksu
(model: VORX-005-001, V05, Labbox Labware S.L, Barselona, Spanija) na 25 + 0,2 °C (korak 6),
MIP-peha je odvojen magnetom (korak 7). Faza AcN je filtriran i koncentracija anilina u alikvotima
je merena na HPLC-MS (model: TSQ Quantum Access Max, Thermo Fisher Scientific,
Masacusets, SAD) (korak 8). Za merenje je koris¢ena kolona C-18 Thermo Scientific Accucore aQ
(100 mm duzine, 2,1 mm LD., veli¢ina Cestica 2,6 mm), kao mobilna faza smesa MeOH:voda
(80:20 v/v. %), brzina protoka 0,3 ml/min, zapremina ubrizgavanja 5 pl, ukupno vreme rada 5 min.
Sva merenja su radena u tri ponavljanja i rezultati su izraZeni kao srednja vrednost. Rezultati su
obradeni koriséenjem softvera Thermo Xcalibur software. Sematski dijagram DSPME procedure
prikazan je na Slici 3.8.

MIP-peha
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Slika 3.8. Sematski prikaz DSPME na MIP-peha kao &vrstoj.
39

|
!



Tamara Tadié Doktorska disertacija

3.7.2. Eksperimentalni dizajn DSPME metode

Frakcioni faktorski dizajn, PBD je koriS¢en za selekciju procesnih parametara DSPME
metode koji najviSe uti¢u na efikasnost i faktor pretkoncentrisanja anilina iz vodenog rastvora. Na
osnovu eksperimentalnog dizajna ispitan je uticaj 11 parametara na dva nivoa, na efikasnost
DSPME, kao $to su: koli¢ina sorbenta, pH vrednost i jonska jacina ispitivanog uzorka, nacin
mesanja za ekstrakciju, vreme ekstrakcije, temperatura ekstrakcije, zapremina eluenta, temperatura
desorpcije, na¢in meSanja za desorpciju, vreme desorpcije, vrsta desorpcionog sredstva. Vrednosti
ovih parametara prikazane su u Tabeli 3.2., dok je matrica sa kodiranim vrednostima ispitivanih
faktora prikazana u Tabeli 3.3.

Tabela 3.2. Faktori koji uticu na DSPME na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi

Nivoi

Faktori Oznaka ™ Nijzak  Visok

(1) (+1)
Koli¢ina sorbenta (mg) X1 10 50
pH X2 2 10
Jonska jacina (%) X3 0 1
Nacin meSanja za ekstrakciju Xa Vor Us
Vreme ekstrakcije (min) Xs 1 5
Temperatura ekstrakcije (°C) Xe 10 40
Zapremina eluenta (pl) X7 200 700
Temperatura desorpcije (°C) Xg 10 40
Nacin meSanja za desorpciju Xo Vor Us
Vreme desorpcije (min) X10 1 5
V/rsta desorpcionog sredstva X11 MeOH AcN

Table 3.3. Matrica za PBD eksperimente

Broj

eksperimenta X1 X2 X3 Xa Xs Xe X7 Xs Xo X Xu

1 -1 1 -1 -1 1 1 1 -1 1 -1 1
2 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 1 1 1 1
3 -1 -1 1 1 1 1 1 1 -1 -1 -1
4 -1 1 1 1 -1 1 -1 -1 1 1 -1
5 1 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 1 -1
6 1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 1
7 1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 1 -1
8 -1 1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 1
9 1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 1
10 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
11 1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1
12 1 -1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 1

Za statisticku obradu rezultata kori$¢en je programski paket MINITAB. Odgovor sistema koji
se prati je efikasnost (ER, %) DSPME metode izra¢unata prema jednacini 3 (Ghorbani et al., 2016):
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cC,\V
ER=—24"%4 4100 3)

A,aq " Aaq

gde su Cad (mg/l) i Caaq (Mg/l) koncentracije anilina u desorpcionom sredstvu i vodi, redom, a Vaw
(I) 1 Vag (I) zapremina vodenog rastvora i desorpcionog sredstva.

Nakon primene PBD i odredivanja najznacajnijih faktora, izvrSena je optimizacija DSPME
metode. Za definisanje vrednosti optimalnih parametara DSPME metode koris¢en je BBD.
Najznacajniji DSPME faktori su varirani na tri nivoa. Za statisticku obradu rezultata koris¢en je
programski paket MINITAB.

3.7.3. Ispitivanje zelenosti DSPME

Metodoloska evaluacija zelenosti predlozene DSPME metode ispitana je pomocu Analiticke
Eko-Skale, AGREE i GAPL. U tu svrhu kori$éeni su softveri ComplexGAPI v.0.2 (mozZe se
preuzeti sa https://mostwiedzy.pl/complexgapi), kao i AGREE software v.0.5, (besplatno dostupan i
moze se preuzeti sa https://mostviedzi.pl/AGREE).
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U ovom delu doktorske disertacije su najpre predstavljeni rezultati karakterizacije oblozenih
nanocestica magnetita i polimernog nosaca na bazi GMA 1 Fe30Os. Nakon toga su prikazani rezultati
karakterizacije dobijenih MIP-ova. Dalje, dati su rezultati sorpcione ekstrakcije anilina na tri
razli¢ita uzorka MIP-a. Takode, rezultati optimizacije i1 validacije DSPME metode za
pretkoncentrisanje anilina iz vodenog rastvora predstavljeni su u ovom poglavlju, kao i rezultati
ispitivanja zelenosti predlozene DSPME metode na MIP kao ¢vrstoj fazi.

4.1. Karakterizacija obloZenih Fe3O4nanocestica

Kako bi se prevazisli problemi lake aglomeracije i poteskoc¢a u funkcionalizaciji povrSine
nanocestica magnetita, izvrSeno je oblaganje FesOs nanocestica silanizuju¢im agensom TEOS
Stoberovom metodom (Heiman-Burstein et al., 2021). Stoberov proces se zasniva na reakcoji TEOS
sa hidroksilnim grupama u baznoj sredini. Reakcija zapo¢inje vezivanjem TEOS-a za oksid gvozda,
formiranjem kovalentne veze Fe-O-Si, a zatim sledi reakcija hidrolize etoksi silana do silanola, kao
Sto je prikazano na Shemi 4.1.

H3C\CH
2
/
OH N
‘ \Si/(—’\ M3 EOH, NH3H,0 O\
OH + /HZC\O/ CH,» L 0—Si——OH
HsC \ 8 h, 25°C Si
¢ 5 /
/ @)
H,C

CH; Fe;0,@TEOS

Shema 4.1. Oblaganje nanocestica magnetita TEOS-om.

Na Slici 4.1. su prikazani FTIR spektri neobloZenih Fe3Os nanocestica, kao i FesOs
nanocestica oblozenih TEOS-om (Fe3O4@TEOS). Prisustvo trake u opsegu talasnih duzina od 575
cm* do 650 cm™ se, prema literaturnim podacima, pripisuje vibracijama istezanja Fe-O veze (Vre-0)
(Andrade et al., 2009; lyengar et al. 2014). Na spektru Fe3O4 ta traka se uocava na ~560 cm™, dok
se na spektru FesO4s@TEOS nalazi na 582 cm™ (Cao et al., 2024; Uzuriaga - Sanchez et al., 2016).
Ovo pomeranje navedene trake ka nizim vrednostima talasnog broja je posledica oblaganja Fe3O4
nanocestica TEOS-om. Pored karakteristi¢ne trake za Fe-O vezu, na spektru Fes0s@TEOQOS se
uodavaju trake karakteristiéne za vibracije savijanja Si-O-Si veze (8 si-o-si) na ~472 cm™, kao i
simetriéne (Vsym si-o-si) Na ~795 cm™ i asimetri¢ne (vasym si-o-si) Na ~1105 cm™ vibracije istezanja Si-
O-Si veze (Dayana et al., 2019; Mayerhofer et al., 2008). Apsorpcione trake na ~1430 cm™ i ~2920
cm odgovaraju vibracijama savijanja (8c-n) i istezanja (vc-n) metilenske grupe (Bock & Gierlinger,
2019; Li et al.,, 2018). Apsorpcione trake na 1624 cm™ i ~3300 cm™ odgovaraju vibracijama
savijanja (8o-H) 1 istezanja (vo-n) hidroksilne grupe koja poticu od Si-OH iz TEOS-a (Dayana et al.,
2019; Kamgar & Hassanajili, 2020). FTIR analiza je potvrdila uspesno formiranje sloja TEOS-a na
nanocesticama Fe3Oa.

43



Tamara Tadié Doktorska disertacija

Fe}O_

560

Fe O @TEOS

Transmitanca, a. j.

w
=)
—
—

b I b I s 1 d | : I 4 |

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
5 o -1

Talasni broj, cm

Slika 4.1. FTIR spektri nanoCestica Fe304 i Fe30s@TEOS.

Oblozene nanocestice FesO4@TEOS modifikovane su MPS-om uspostavljanjem kovalentnih
veza izmedu metoksi grupa MPS-a kao elektron donora i hidroksilnih grupa FesOs@TEOS kao
elektron akceptora. Oblaganje Fes04@TEOS MPS-om prikazano je na Shemi 4.2.

H;C\
OH O 0 o
/ Il EtOH, NH3 H,0
| e B el " .
\OH HRC/ /S1 CHE);O - Cl‘—CHz 2hna25°C, O/_ Sl_CHZ)S_O_C_(lj_CHZ
O\ CH,4 1 hna 50°C o) CH,
CH;
Fe;04@TEOS Fe;04@TEOS@MPS

Shema 4.2. Oblaganje nanocestica Fes04@TEOS MPS-om.

Analiza povrsinskih grupa nanocestica FesOs@TEOS oblozenih MPS-om izvrSena je pomocu
FTIR spektroskopije i rezultati su prikazani na Slici 4.2. Apsorpcione trake na ~1440 cm™, ~2850
cm™t i ~2920 cm™ odgovaraju vibracijama savijanja (8c-+) i simetri¢nih (Vsymc-H) i asimetri¢nih
vibracija (vasymc-H) istezanja metilenske grupe, redom (Bock & Gierlinger, 2019; Li et al., 2018).
Moze se primetiti da, pored traka karakteristicnih za vibracije savijanja Si-O-Si (Jsi-0-si) Veze na
~470 cm™, simetri¢nih (vsymsi-o-si) i asimetri¢nih (vasymsi-o-si) Vibracija istezanja Si-O-Si veze na
~800 cm™ i ~1100 cm?, redom, kao i vibracijama istezanja Fe-O veze na ~580 cm™ (vre.0), uocava
se prisustvo nove apsorpcione trake na 1721 cm™ koja odgovara traci za vibracije istezanja C=0
(vc=0) grupe koja potice od MPS (Guo et al., 2006; Pantoja et al., 2010). Poredenjem spektara
Fes0s@TEOS i FesOs@TEOS@MPS uocfava se pomeranje trake koja odgovara vibracijama
istezanja (vo-n) hidroksilne grupe na ~3400 cm™ §to je posledica stvaranja hemijske veze izmedu
OH grupe Fe30s@TEOS i metoksi grupe MPS-a (Kamgar & Hassanajili, 2020). Takode, primecuje
se povecanje intenziteta apsorcione trake na 1634 cm™ gde se preklapaju vibracije savijanja
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hidroksilne grupe (do-n) i Vibracije istezanja (vc=c) C=C grupe (Pantoja et al., 2010; Pei et al.,
2016).
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Slika 4.2. FTIR spektri nanocestica Fe304s@TEOS i Fes0s@TEOS@MPS.

Pojava nove apsorpcione trake i povecanje intenziteta traka karakteristicnih za vibracije OH
grupe u FTIR spektru FesO4@TEOS@MPS potvrduje da je doslo do reakcije metoksi grupa MPS-a
sa hidroksi grupama prisutnim na FesO4@TEOS i da se MPS hemijski vezao za nanocCestice
Fes0s@TEOS.

4.2.  Priprema polimernog nosaca na bazi GMA i Fe3zO4

U ovom poglavlju prvo ¢e biti predstavljeni eksperimentalni rezultati i diskusija optimizacije
uslova sinteze polimernog nosac¢a na bazi GMA i FesO4 u cilju dobijanja ¢estica odgovarajuée
veli¢ine 1 oblika. Polimerni nosaC sintetisan je postupkom suspenzione kopolimerizacije preko
slobodnih radikala sa dodatkom oblozenih nanocestica Fe3O4@TEOS@MPS pri uslovima i na
nacin opisan u eksperimentalnom delu ove doktorske disertacije. Kao monomer izabran je GMA
(60 mas.%), zbog reaktivnog epoksidnog prstena, dok je kao umreziva¢ koris¢en dvofunkcionalni
EGDMA (40 mas.%). U reakcionu smeSu dodato je 10 mas.% oblozenih nanocestica
FesO4s@TEOS@MPS u cilju hemijskog ugradivanja FesOs umrezavanjem u polimernu matricu.
Sinteza polimernog nosaca na bazi GMA i Fe3O4 prikazana je na Shemi 4.3. Sintetisani polimerni
nosa¢ na bazi GMA i Fe304 je detaljno okarakterisan razli¢itim tehnikama karakterizacije u pogledu
strukturnih, morfoloskih i magnetnih svojstava.
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Shema 4.3. Sinteza polimernog nosaca na bazi GMA i Fe30a.
4.2.1. Optimizacija uslova sinteze polimernog nosaca na bazi GMA i FesO4

U cilju dobijanja sfernih Cestica polimernog nosa¢a na bazi GMA i Fe3Os odgovarajuceg
pre¢nika (0,15 mm < d < 0,25 mm) izvrSena je optimizacija uslova sinteze. Optimizacija je
obuhvatala ispitivanje uticaja vrste 1 masenog udela stabilizatora u pocetnoj reakcionoj smesi, kao 1
broj obrtaja mesalice na morfoloska svojstva (oblik i veli¢inu Cestica) polimernog nosa¢a na bazi
GMA i Fe30a.

U prvom koraku optimizacije kori§¢ena su dva stabilizatora, PVA 1 PVP, pri ¢emu je broj
obrtaja meSalice (400 obr/min), kao i maseni udeo koriS¢enog stabilizatora u vodenoj fazi (1
mas.%) bio konstantan (uzorci oznaceni kao 1PVA-mPGE-400 i 1PVP-mPGE-400). Uticaj vrste
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stabilizatora na morfoloSka svojstva dobijenih polimernih nosaca ispitan je pomocu SEM. Dobijeni
SEM snimci prikazani su na Slici 4.3.

20KV, . x100 100 pm —
L AL

Slika 4.3. SEM mikrografije izgleda ¢estica polimernog nosa¢a 1PVA-mPGE-400 (a) i 1PVP-
mPGE-400 (b) pri uvecanju od 100x.

Kao $to se moZze primetiti na Slici 4.3. vrsta stabilizatora u poc€etnoj reakcionoj smesi utie na
oblik Cestica dobijenih polimernih nosaca. Jasno se vidi da su, u prisustvu PVA kao stabilizatora
(Slika 4.3a) dobijene Cestice nepravilnog oblika sa iskrzanim ivicama. Kada je kao stabilizator
koris¢en PVP, Cestice sintetisanog uzorka su nepravilne, ali delimi¢no poprimaju oblik sfere (Slika
4.3b). Ovakav uticaj dva polimerna stabilizatora na oblik Cestica dobijenih polimernih nosaca moze
se objasniti razli¢itim molarnim masama PVA i PVP koris¢enih pri sintezi. PVP sa ve¢om srednjom
molarnom masom (My = 1x10°® g/mol) poseduje moguénost stabilizacije veée povriine monomernih
kapi prilikom suspenzione kopolimerizacije u odnosu na PVA (Mw = 8,9x10* g/mol - 9,8x10*
g/mol) (Hordk & Shapoval, 2000). Takode, visok stepen hidrolize PVA (98 %) moze biti joS jedan
od razloga ovakvog uticaja na oblik dobijenih Cestica polimernog nosac¢a. Naime, Trofin i saradnici
su u okviru svog istrazivaja istakli da PVA sa visokim stepenom hidrolize (88 % - 98 %) nije dobar
stabilizator suspenzione polimerizacije, jer se sa povecanjem stepena hidrolize menja hidrofobnost
PVA, a samim tim 1 povrSinska aktivnost na granici monomore/voda, budu¢i da PVA sa ve¢im
stepenom hidrolize nije u stanju da stvori zastitni sloj oko kapljica monomera (Ferreira et al., 2003).
Na osnovu dobijenih rezultata, u daljim koracima optimizacije kao stabilizator koris¢en je PVP.

U drugom koraku optimizacije uslova sinteze variran je maseni udeo PVP stabilizatora.
Sintetisani su uzorci polimernog nosaca sa 1, 5 1 7 mas.% PVP u pocetnoj reakcionoj smesi pri
¢emu je brzina mesanja bila konstantna (400 obr/min) (uzorci su oznaceni kao 1PVP-mPGE-400,
5PVP-mPGE-400 i 7PVP-mPGE-400). Uticaj masenog udela PVP-a u vodenoj fazi na izgled i
veli¢inu Cestica dobijenih polimernih nosaca ispitan je pomoc¢u SEM i sito analize. Na Slici 4.4. su
prikazani SEM snimci sintetisanih uzoraka polimernog nosaca sa razli¢itim masenim udelima
stabilizatora.

Slika 4.4. SEM mikrografije izgleda Cestica polimernog nosac¢a 1PVP-mPGE-400 (a), 5SPVP-
mPGE-400 (b) i 7PVP-mPGE-400 (c) pri uvecanju od 100x.
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Pokazalo se da povecanje masenog udela stabilizatora u pocetnoj reakcionoj smesi ima veliki
uticaj na izgled Cestica polimernog nosaca. Poveéanjem masenog udela stabilizatora od 1 do 7
mas.% oblik &estice se priblizava pravilnoj sferi. Cestice polimernog nosaca sa 1 mas.% PVP su
nepravilnog oblika (Slika 4.4a.). Sa dodatkom 5 mas.% PVP cCestice polimernog nosaca imaju
izduzen elipsast oblik (Slika 4.4b.), dok se sa dodatkom 7 mas.% PVP u pocetnoj reakcionoj smesi
dobijaju Cestice pravilnog sfernog oblika (Slika 4.4c.).

Na osnovu rezultata sito analize polimernih nosa¢a na bazi GMA i Fe3O4 dobijenih sa
razli¢itim masenim udelom PVP-a u pocetnoj reakcionoj smesi analiziran je uticaj masenog udela
stabilizatora na veli¢inu Cestica polimernog nosaca (Slika 4.5.).
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Slika 4.5. Uticaj masenog udela PVP-a na veli¢inu Cestica polimernog nosaca pre¢nika 0,15 mm <

d <0,25 mm.

Markovi¢ i saradnici su optimizovali sintezu makroporoznih kompozita na bazi GMA i Fe3O4
u cilju dobijanja sfernih Cestica u opsegu pre¢nika veli¢ina od 0,15 mm do 0,30 mm kao
najpogodnijih za dalju primenu u sorpciji organskih 1 neorganskih zagaduju¢ih materija (Markovié¢
et al., 2017; Markovi¢, 2019). 1z tog razloga kao ciljna frakcija optimizacije polimernog nosaca
uzeta je frakcija Cestica pre¢nika 0,15 mm < d < 0,25 mm. Na osnovu rezultata prikazanih na Slici
4.5. primecuje se da povecanje masenog udela stabilizatora u pocetnoj reakcionoj smesi, osim na
oblik dobijenih Cestica, ima uticaj i na veli¢inu Cestica dobijenog polimernog nosaca. Zapazeno je
da sa povecanjem masenog udela PVP-a od 1 mas.% do 7 mas.%, dolazi do povecanja
zastupljenosti Cestica polimernog nosaca prec¢nika 0,15 mm < d < 0,25 mm od 0,25 do 0,80 mas.%.
Smanjenje veli¢ine Cestica polimernog nosaca sa povecanjem koli¢ine stabilizatora moze biti
posledica formiranja debljeg sloja stabilizatora oko monomernih kapi i bolje pokrivenosti Cestice
¢ime se snizava povrsinski napon izmedu monomerne i vodene faze Sto rezultira manjim Cesticama
sa ujednaéenijom distribucijom veli¢ine i sprecava medusobnu aglomeraciju (Ghimire et al., 2019;
Tian et al., 2015). Dobijeni rezultati su u skladu sa podacima prikazanim u literaturi. Tian i
saradnici su ispitivali uticaj koncentracije surfaktanta na oblik 1 veliCinu dobijenih
poli(GMA)/poli(stiren), PGMA/PS, Cestica gde je primeceno da se sa postepenim povecanjem
koli¢ine stabilizatora nepravilnosti na povrSini PGMA/PS cestica postepeno smanjuju i Cestice
dobijaju oblik pravilne sfere. Takode, pored uticaja na oblik, povecanje koli¢ine stabilizatora je
istovremeno uticalo i na smanjenje veli¢ine dobijenih PGMA/PS cestica (Tian et al., 2015). Na
osnovu dobijenih rezultata SEM i sito analize moze se zakljuciti da je za dobijanje Cestica
polimernog nosaca na bazi GMA i Fe3O4 pravilnog sfernog oblika neophodno da maseni udeo PVP-
a kao stabilizatora u pocetnoj reakcionoj smesi bude 7 mas.%.
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U tre¢em koraku optimizacije uslova sinteze ispitan je uticaj brzine meSanja reakcione smese
na izgled i veli¢inu Cestica polimernog nosaca na bazi GMA i Fe3Os. Varirana je brzina mesanja
pocetne reakcione smese (400 obr/min i 600 obr/min) pri konstantnom masenom udelu stabilizatora
od 7 mas.% PVP. Uzorci polimernih nosaca su oznaceni kao 7PVP-mPGE-400 i 7PVP-mPGE-600.
Uticaj brzine mesanja reakcione smese na izgled i velicinu ¢estica dobijenih polimernih nosaca
ispitan je pomoc¢u SEM i sito analize. Na Slici 4.6. su prikazani SEM snimci sintetisanih uzoraka
polimernog nosaca pri razli¢itim brzinama mesanja reakcione smese.

x 250 100 pm x 250 100 pm

Slika 4.6. SEM mikrografije izgleda ¢estica polimernog nosa¢a 7PVP-mPGE-400 (a) i 7TPVP-
mMPGE-600 (b) pri uvecanju od 250%.

Prikazane SEM mikrografije pokazuju da su Cestice polimernog nosaca 7PVP-mPGE-400 i
7PVP-mPGE-600 pravilnog sfernog oblika. Primecuje se da brzina meSanja reakcione smeSe ima
uticaj na veli¢inu dobijenih Cestica polimernog nosaca. Naime, Cestice polimernog nosaca 7PVP-
MPGE-600 su bile sitnije u odnosu na Cestice polimernog nosa¢a 7PVP-mPGE-400. Na osnovu
prikazanih SEM mikrografija moze se zakljuciti da brzina mesanja reakcione smese nema uticaj na
izgled Cestica dobijenih polimernih nosaca, ali znac¢ajno utie na veliinu dobijenih Cestica Sto
potvrduju i rezultati sito analize. Na Slici 4.7. uo€ava se da uzorak polimernog nosaca dobijen pri
brzini mesanja od 400 obr/min poseduje udeo Cestica polimernog nosaca pre¢nika 0,15 mm < d <
0,25 mm od 0,8 mas.% dok uzorak polimernog nosaca dobijen pri brzini meSanja od 600 obr/min
poseduje udeo Cestica polimernog nosaca pre¢nika 0,15 mm < d < 0,25 mm u iznosu od 52,6
mas.%. Ovakav uticaj brzine meSanja na veli¢inu Cestica dobijenog nosaca direktna je posledica
boljeg dispergovanja kapi organske faze u vodenoj fazi. Sli¢ni rezultati uticaja brzine meSanja na
veli¢inu polimernih Cestica zapazeni su i u literaturi (Hérault et al., 2002).
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Slika 4.7. Uticaj brzine mesanja na veli¢inu Cestica polimernog nosac¢a pre¢nika 0,15 mm < d <
0,25 mm.
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Rezultati SEM i sito analize posluzili su za optimizaciju uslova sinteze polimernog nosaca na
bazi GMA i Fe304. Zakljuceno je da su Cestice odgovarajuceg izgleda i veli¢ine polimernog nosaca
dobijene sa 7 mas.% PVP-a i pri brzini mesanja od 600 obr/min. U daljim eksperimentima za
pripremu polimernog nosaca na bazi GMA i Fe3O4 koriS¢ena je sinteza sa optimizovanim masenim
udelom PVP-a i optimizovanom brzinom mesanja.

4.2.2. Karakterizacija polimernog nosac¢a na bazi GMA i Fe3Os
4.2.2.1.  Odredivanje granulometrijskog sastava mPGEG60

Pod optimalnim uslovima sinteze (koli¢ina stabilizatora od 7 mas.% PVP-a i brzina meSanja
od 600 obr/min) sintetisan je uzorak polimernog nosaca na bazi GMA i Fe3Os, mPGEG60, sa 60
mas.% GMA uz dodatak 10 mas.% oblozenih nanocestica FesOs@TEOS@MPS. Dobijenom
MPGE60 odreden je granulometrijski sastav pomocu sito analize. Rezultati sito analize dobijeni
prosejavanjem mPGE60 kroz sita pre¢nika 1,0; 0,63; 0,30; 0,25; 0,15; 0,125 i 0,1 mm su
predstavljeni na Slici 4.8.
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Slika 4.8. Raspodela veli¢ine ¢estica polimernog nosa¢a mPGEGO.

Sito analiza polimernog nosaca na bazi GMA i Fe30s je pokazala da mPGEG0 poseduje udele
frakcija razlic¢itog precnika, pri ¢emu je najzastupljenija frakcija Cestica sa pre¢nikom 0,15 mm <d
< 0,25 mm, u iznosu od oko 52,6 mas.%. Nakon nje, najviSe je bila zastupljena frakcija sa
preénikom cestica manjim od 0,1 mm u iznosu od oko 38,3 mas.%. Prisustvo ostalih frakcija
razli¢itth dimenzija je zanemarljivo 1 kre¢e se u udelima ispod 4,6 mas.%. Ovakva raspodela
dobijenih cestica MPGEG60 je pozeljna, jer je sinteza polimernog nosaca optimizovana za dobijanje
upravo najveceg udela Gestica frakcije od 0,15 mm do 0,25 mm. Cestice poli(GME-co-EGDMA)
kopolimera i njegovog kompozita sa magnetitom, frakcija od 0,15 mm do 0,50 mm odnosno od
0,15 mm do 0,30 mm, su se u literaturi pokazale kao najpogodnije za primenu kao punjenja kolona
za gasnu hromatografiju (Nastasovi¢ et al., 2015), kao sorbenti razli¢itih organskih i neorganskih
zagadujucih materija (Sandi¢ et al., 2011) 1 kao nosaci enzima (Mileti¢ et al., 2009). Uzimaju¢i u
obzir sve navedeno, dobijena frakcija prec¢nika Cestica od 0,15 mm do 0,25 mm ¢e biti koriS¢ena za
dalja istrazivanja.
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4.2.2.2.  Odredivanje hemijske strukture mPGE6G0

Analiza povrSinskih grupa polimernog nosaca na bazi GMA 1 Fe3Os odredena je FTIR
spektroskopijom. Na Slici 4.9. je prikazan FTIR spektar polimernog nosaca snimljen u rasponu
talasnih brojeva 400-4000 cm™.
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Slika 4.9. FTIR spektar polimernog nosa¢a mPGEG0.

Na FTIR spektru mPGE60, uocava se jaka apsorpciona traka na 1726 cm™ koja odgovara
vibraciji istezanja C=0 grupe (vc=0) (Maciejewska et al., 2024). Trake karakteristi¢ne za epoksidni
prsten koje odgovaraju vibracijama istezanja C-O veze (vc-o) uocavaju se na ~850, ~910 i ~1240
cm™? (Simsek et al., 2023). Takode, primecuje se apsorpciona traka karakteristina za epoksidni
prsten koja poti¢e od vibracije istezanja C-O-C veze (vc-o-c) ha ~1150 cm™ (Tahir et al., 2021).
Apsorpcione trake na ~1450 i ~1390 cm™ odgovaraju simetri¢nim (Ssymc-H) i asimetri¢nim (Sasymc-H)
vibracijama savijanja C-H veze metil i metilenske grupe. Apsorpcione trake na ~2950 cm™ i ~2990
cm™ poticu od simetri¢nih (vsym c-n) i asimetriénih (vasym c-H) Vibracija istezanja C-H veze metil i
metilenske grupe, redom (Markovic et al., 2019; Tadic et al., 2022D).

Pored traka koje odgovaraju hemijskoj strukturi polimerne matrice, javlja se traka na ~580
cm koja odgovara vibracijama istezanja Fe-O veze (vre.0) (Winiarczyk et al., 2021). Takode, na
spektru se uocavaju trake karakteristiéne za vibracije savijanja (8si-o-si), kao i simetri¢ne (Vsym si-0-si)
i asimetri¢ne (vasym si-o-si) Vibracije istezanja Si-O-Si veze na ~470 cm™, ~750 cm™, redom (Dayana
et al., 2019.; Yusuf, 2023). Siroka apsorpciona traka na ~3400 cm™ odgovara vibracijama istezanja
(vo-n) hidroksilne grupe (Kamgar & Hassanajili, 2020). Rezultati FTIR analize jasno ukazuju na
uspesnu ugradnju obloZenih nanocestica FesOs@TEOS@MPS u polimernu strukturu.

4.2.2.3. Odredivanje morfoloskih i teksturalnih svojstava mPGE60

Za ispitivanje morfologije povrsine 1 poprecnog preseka mMPGE60 koriS¢ena je SEM analiza.
SEM mikrografija jasno pokazuje trodimenzionalnu globularnu strukturu (Slika 4.10a.). Na Slici
4.10b. se uocava da je povrSina Cestice polimernog nosaca hrapava $to je posledica formiranja pora
tokom procesa kopolimerizacije. SEM mikrografije popre¢nog preseka pri uvecanju od 10000x
(Slika 4.10c.) ukazuju na poroznu strukturu sastavljenu od aglomerata globula razdvojenih
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Supljinama. Primecuje se da su prec€nici globula u opsegu od 85 nm do 190 nm (oznaceni Zutom
bojom), dok su aglomerati globula od 450 nm do 680 nm (oznaceni zelenom bojom).
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Slika 4.10. SEM mikrografije polimernog nosata mPGEG60: izgled Cestice pri uvecanju 250x (a),
povrsina Cestice pri uvecanju 3000x (b) 1 poprecni presek cestice pri uvecanju 10000x (c).
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Zajedno sa SEM analizom izvrSena je dodatna potvrda sastava povrSine Cestica polimernog
nosaca na bazi GMA i Fe3O4 pomoc¢u EDS analize koja je omogucila identifikaciju elemenata na
dubini od 100 do 1000 nm od povrsine (Slika 4.11.). Jasniji uvid u prostorni raspored elemenata na
povrsini ¢estica MPGE60 omogucilo je EDS mapiranje po elementima. EDS spektar skeniranog
dela povrsine cestice MPGEG0 pokazuje prisustvo svih ocekivanih elemenata (C, O, Fe 1 Si) (Slika
4.11b.). Rezultati su pokazali da je na povr$ini MPGE60 Cestica najzastupljeniji element ugljenik sa
77,7 mas.%. Pik gvozda (6,3 mas.%) ukazuje na uspe$nu inkorporaciju magnetita u polimernoj
matrici, dok prisustvo pika Si (2,1 mas.%) potvrduje uspesno oblaganje Fe3O4 nanocestice TEOS-
om i MPS-om. U SEM-EDS analizi, plave i ljubi¢aste tacke pokazuju prostorni raspored atoma Fe i
Si. Kao §to je objavljeno u literaturi, dobro dispergovane tacke koje pokazuju prisustvo elemenata iz
kojih se sastoje nanocCestice mogu ukazivati na to da su nanoCestice ravnomerno rasporedene u
polimernoj matrici bez aglomeracije (Wang et al., 2022). Na osnovu EDS mapiranja povrsine
Cestice MPGMEG0 po elementima, moze se primetiti da su atomi Fe (Slika 4.11e.) i Si (Slika 4.11f.)
ravnomerno rasporedeni po celoj povrSini uzorka, Sto ukazuje na to da su oblozene nanocestice
Fe304@TEOS@MPS homogeno rasporedene po povrsini nPGMEG0.
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Slika 4.11. SEM mikrografija skeniranog dela (a), SEM-EDS spektar, EDS mape elemenata C (c),
O (d), Fe (e) 1 Si (f) povrsine cestica mPGEGO.

Pored SEM-EDS analize povrSine Cestica, izvrSena je i identifikacija i utvrden prostorni
raspored elemenata na poprecnom preseku cestica MPGMG60. Dobijeni EDS spektar popre¢nog
preseka zajedno sa EDS mapama elemenata prikazan je na Slici 4.12. Na EDS spektru popre¢nog
preseka Cestice (Slika 4.12b.) uocava se prisustvo C, O, Fe i Si elemenata. Kao i na EDS spektru
povrsine Cestice, i ovde je najzastupljeniji element ugljenik sa 70,4 mas.%. Prisustvo pika silicijuma
(1,7 mas.%) ukazuje na uspe$no oblaganje nanocestica magnetite sa TEOS-om i MPS-om, dok je
pik gvozda (5,4 mas.%) potvrdio ugradnju oblozenih FesO4s@TEOS@MPS nanocestica u
polimernu matricu. Moze se primetiti da su maseni procenti gvozda i silicijuma priblizno isti na
povrsini i popre¢nom preseku ¢estica MPGM60 $to ukazuje da su se oblozene Fe304s@TEOS@MPS
homogeno ugradile u polimernu matricu, §to je potvrdeno i EDS mapama Fe (Slika 4.12¢.) i Si
(Slika 4.12f.).
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Slika 4.12. SEM mikrografija skeniranog dela (a), SEM-EDS spektar, EDS mape elemenata C (c),
O (d), Fe (e) i Si (f) poprecnog preseka ¢estica mPGEGO.

Parametri porozne strukture mPGE60 odredeni su komplementarnim metodama, zivinom
porozimetrijom i niskotemperaturnom fizisorpcijom azota. Poroznost i raspodela zapremine pora po
veli¢ini njihovih pre¢nika u oblasti od 7,5 nm do 15000 nm odredena je metodom zivine
porozimetrije i dobijeni rezultati su prikazani na Slici 4.13.
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Slika 4.13. Integralna kriva raspodele zapremine pora po precnicima pora (a) i histogram raspodele
zastupljenosti pora u odredenom opsegu precnika pora (b) za mPGEGO.

Na Slici 4.13a. se uocava da integralna kriva raspodele zapremine pora po veli¢ini pre¢nika
pora za ispitivani polimerni nosac ima inverzni S oblik. Takode, moze se primetiti da prikazana
kriva nije dostigla plato u oblasti velicine pre¢nika pora ispod 50 nm. Porast zapremine pora u
mezo- i mikroporoznoj oblasti (< 50 nm) ukazuje na prisustvo manjih mezopora i mikropora.
Relevantni parametri poroznosti polimernog nosa¢a, mPGEG0, izracunati su iz integralne krive
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raspodele zapremine pora po prec¢nicima pora. Specifi¢éna povrsina polimernog nosaca iznosi Sng =
70 m?/g, dok je specifi¢na zapremina pora, Vs = 0,495 cm®/g. Pre¢nik pora koji odgovara polovini
zapremine pora, dvz, je 41 nm. Na Slici 4.13b. prikazan je histogram distribucije pora po
prec¢nicima pora. Moze se uociti da su u uzorku polimernog nosaca jako dominantne pore u oblasti
ispod 50 nm (~ 57 v/v. %.), pri ¢emu su pore u oblasti pre¢nika 10 - 20 nm najzastupljenije u iznosu
od 17 viv. %.

Kako se metoda zivine porozimetrije koristi za odredivanje parametara poroznosti u intervalu
od 7,5 nm do 15000 nm, potrebno je utvrditi prisustvo manjih pora niskotemperaturnom
fizisorpcijom azota. Dobijena adsorpciono-desorpciona izoterma azota za mPGEG0 prikazana je na
Slici 4.14.
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Slika 4.14. Adsorpciono-desorpcione izoterme azota mPGMEG0.

Moze se primetiti da pri niskim relativnim pritiscima izoterma ima reverzibilni deo, §to prema
IUPAC Kklasifikaciji, odgovara tipu Il izoterme, dok pri visokim relativnim pritiscima izoterma
poseduje histerezisnu petlju tipa H3 (Thommes et al., 2015). Ovakav izgled izoterme je
karakteristi¢an za mezoporozne materijale koji poseduju Cestice ili agregate plocastog oblika, Sto je
u skladu sa rezultatima dobijenin SEM analizom prikazanim na Slici 4.10c. Na osnhovu
adsorpciono-desorpcione izoterme azota za mPGE60, primenom BET jednaline, izraCunate su
vrednosti konstante, Cger i zapremine monosloja, Vm, na osnovu kojih se izracunava specifi¢na
povrsina, Sger (Ladavos et al., 2012). Izra¢unate vrednosti za Cger i Vi iznose 95 i 11,702 cm?/g,
redom, na osnovu kojih je dobijena vrednost Sger u iznosu od 51 m?/g. VVrednost ukupne zapremine
pora (Vogs) izraunata prema Gurvi¢ metodi za p/po = 0,98 iznosila je 0, 207 cm®/g (Rouquerol et
al., 1999). Primenom BJH metode, izracunata je zapremina pora u mezoporoznoj oblasti koja iznosi
0,2247 cm®/g i odreden je najzastupljeniji pre¢nik pora, Dmax, koji iznosi 19 nm. Ova vrednost je u
skladu sa rezultatima raspodele zastupljenosti pora dobijenih zivinom porozimetrijom. Zapremina
pora u mikroporoznoj oblasti, izratunata DR metodom, ima vrednost 0,0193 c¢cm®/g. Na osnovu
dobijenih rezultata izvodi se zakljucak da se dobijeni polimerni nosa¢ na bazi GMA i Fe304 moze
klasifikovati kao mezoporozni materijal.
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4.2.2.4. Odredivanje magnetnih svojstava mPGEG60

Magnetna svojstva polimernog nosa¢a mMPGEG60 analizirana su SQUID magnetometrom. Na
Slici 4.15. prikazana je kriva magnetizacije u funkciji od jacine primenjenog magnetnog polja
merena na temperaturi od 300 K u magnetnom poljuod 5 T.

H, kOe

M, emu/g

-5 T T T T T i . T | T T T
-60 -40 -20 0 20 40 60
H, kOe

Slika 4.15. Izotermalna kriva magnetizacije za mPGEG60 snimljena na 300 K. Umetak gore levo
prikazuje uvecanu izotermalnu Krivu magnetizacije na nizim vrednostima jacine magnetnog polja.
Umetak dole desno prikazuje ponasanje mPGEGO u prisustvu spoljasnjeg magnetnog polja.

Prikazana izotermalna kriva magnetizacije pokazuje rast do vrednosti magnetnog polja od ~
20 kOe nakon ¢ega dostize magnetizaciju zasi¢enja, Ms, odnosno ulazi u plato. Vrednost Ms za
analizirani uzorak odredena je ekstrapolacijom magnetizacije u zavisnosti od 1/H i iznosi 4,8
emu/g. Ovako niska vrednost magnetizacije zasicenja posledica je smanjenja zapreminske frakcije
oblozenih nanocestica FesO4@TEOS@MPS u odnosu na polimernu matricu koja priguSuje
magnetne momente nanocestica Fe3Os oblozenih TEOS-om i MPS-om (Bezdorozhev et al., 2017).
Slican efekat polimerne matrice na magnetizaciju zasi¢enja zapazen je u literaturi (Markovi¢ et al,
2017; Suruci¢ et al., 2023). Iako uzorak mPGEG0 poseduje nisku vrednost Mson reaguje na dejstvo
spoljasnjeg magnetnog polja Sto se vidi na Slici 4.15. umetnuta dole desno. Izotermalna kriva
magnetizacije poseduje niske vredosti koercitivnog pola (Hc = 0,171 kOe) i zaostale magnetizacije
(Mr = 0,631 emu/g), sto je karakteristika superparamagnetizma. Vrednost M/Ms daje informaciju o
magnetnoj strukturi uzorka odnosno da li analizirani uzorak poseduje multidomensku (M:/Ms < 0,5)
ili jednodomensku strukturu (M¢/Ms > 0,5) (Jahan et al., 2021). Polimerni nosa¢ mPGE60 ima
vrednost M(/Ms od 0,131 $to ukazuje da mPGEG0 poseduje multidomensku strukturu i ima skoro
uniformnu magnetizaciju (Bezdorozhev et al., 2017).
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4.3. Sinteza i karakterizacija MIP-ova

U prvom delu ovog poglavlja bi¢e prikazani rezultati optimizacije molskog odnosa liganda 1
Sablona, u cilju dobijanja najefikasnijeg MIP-a. Nakon optimizacije, sintetisani su MIP-ovi
metodom povrsinskog otiskivanja pri uslovima i na nac¢in opisan u eksperimentalnom delu ove
doktorske disertacije. Kao polimerni nosac¢ koriscen je prethodno sintetisan i okarakterisan mPGE60
(Poglavlje 4.2.), kao $ablon izabran je predstavnik primarnih aromati¢nih amina — anilin, a kao
ligandi su korisc¢eni eda, teta i peha. Sinteza MIP-ova prikazana je na Shemi 4.4. Dobijeni MIP-ovi
su detaljno okarakterisani razli¢itim tehnikama i metodama karakterizacije u pogledu strukturnih,
morfoloskih i teksturalnih svojstava.

H,N — R — NH;
ﬁ \\\
A —R—NG @ Toluen “H
H,N 2h,80°C \/N
H

L
.4\50

mPGEG60

Funkcionalizacija Toluen
6 h,80°C

7/ g

-~

2 \
/.\

eda:R= CH-_» -CH2 teta: R = CH: -CH2 -NH _CHZ -CHZ -NH- CH2 -CHZ * - Anilin
teta: R = CH,-CH,-NH-CH,-CH,-NH-CH,-CH,-NH- CH,-CH, -NH-CH,-CH,

Sokslet ekstrakcija

<

HAc/MeOH
9:1

MIP

Shema 4.4. Priprema MIP-ova metodom povrsinskog otiskivanja.

57



Tamara Tadié Doktorska disertacija

4.3.1. Optimizacija odnosa ligand:S$ablon pri sintezi MIP-a

U cilju dobijanja optimalnog molskog odnosa ligand:Sablon pripremljena su tri MIP-a
metodom povrsinskog otiskivanja sa 1, 2 ili 4 puta vecom koli¢inom liganda TETA u odnosu na
konstantnu koli¢inu anilina (0,02 mol) (uzorci oznaéeni kao MIP 1:1, MIP 2:1, MIP 4:1). Dobijeni
MIP-ovi ispitani su kao sorbenti za uklanjanje anilina iz vodenih rastvora pri nepodeSenoj pH
vrednosti 1 na osnovu sorpcionog kapaciteta odreden je nabolji odnos ligand:Sablon. Rezultati su
prikazani na Slici 4.16.

36

30

0, mg/g

MIP 1:1 MIP 2:1 MIP 4:1

Slika 4.16. Sorpcija anilina pomoc¢u MIP 1:1, 2:1, 4:1 iz vodenih rastvora (Co = 100 mg/l, doza
sorbenta=1 g/l, t =90 min, T=25+0,2 °C, pH = 6).

Uocava se da je najbolji sorpcioni kapacitet od 33 mg/g postignut za MIP 4:1, dok je maniji
sorpcioni kapacitet od 24 mg/g 1 17,5 mg/g ostvaren pomo¢u MIP 2:1 1 MIP 1:1, redom. Razli¢iti
kapaciteti sorpcije MIP 4:1, MIP 2:1 i MIP 1:1 mogu biti posledica razli¢ite morfologije
analiziranih MIP-ova. Visoki odnosi ligand:Sablon su pogodniji za kontrolu morfologije MIP-a,
stabilizaciju utisnutih mesta i obezbedivanje mehanicke stabilnosti (Cheong et al., 2013). Sa druge
strane, potrebno je da ovako sintetisan MIP ima izvestan stepen fleksibilnosti kako bi $ablon mogao
lako da ude u Supljine (Liu et al., 2006). Takode, koli¢ina dostupnih aktivnih mesta za koje bi se
anilin vodoni¢no vezao mogu imati uticaj na razli¢it kapacitet sorpcije anilina iz vodenih rastvora.
Koncentracija dostupnih amino grupa na tri analizirana MIP-a odredena je kiselo-baznim
titracijama. Za uzorak MIP 1:1, MIP 2:1, MIP 4:1 koncentracija amino grupa iznosi 1,52 mmol/g,
1,67 mmol/g, 2,15 mmol/g, redom. Na osnovu rezultata kiselo-baznih titracija primecuje se da sa
poveéanjem molskog odnosa ligand:sablon od 1:1 do 4:1 povecava koncentracija dostupnih amino
grupa, Sto za direktnu posledicu ima poveéan kapacitet sorpcije. U daljim eksperimentima za
pripremu MIP-ova kori$éena je sinteza sa 4:1 molskim odnosom ligand:sablon. Dobijeni rezultati
su u skladu sa literaturnim podacima, u kojima je uoceno da veliki broj autora za pripremu
razlicitih vrsta MIP-ova koristi upravo ovaj odnos ligand:$ablon (Bakhtiar et al., 2019; Cheong et
al., 2013.; Cormack & Elorza, 2004; Hasanah et al., 2021; Liu et al., 2006).

4.3.2. Karakterizacija MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha
4.3.2.1. Odredivanje hemijske strukture MIP-ova
Pri optimalnom molskom odnosu ligand:sablon od 4:1, koris¢enjem razli¢itih liganada —

EDA, TETA, PEHA, metodom povrsinskog otiskivanja sintetisana su tri uzorka MIP-a. Hemijske
strukture sintetisanih MIP-ova prikazane su na Shemi 4.5.
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Shema 4.5. Hemijska struktura MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha.

FTIR spektri MIP-eda, MIP-teta, MIP-peha prikazani su na Slici 4.17. Pomenuti spektri
snimljeni u oblasti od 400 do 4000 cm™. Sve trake prisutne u FTIR spektru magneti¢nog
polimernog nosaca, MPGEG60 (Slika 4.9.) uocavaju se i u spektrima tri analizirana MIP-a. Tri
dominantne oblasti koje su potvrdile uspesno povrsinsko otiskivanje na polimerni nosa¢ mPGEG0
Su oznacene zutom, narandzastom i ljubi¢astom bojom.

mPGEG60

1650
MIP-teta

MIP-peha

650

Transmitanca, a. .

1560

3315

T 4 T i T N T 2 T * T = T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

S -1
Talasni broj, cm

Slika 4.17. FTIR spekti MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha.
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U prvoj oblasti (Zuta boja) uo¢ava se prisustvo nove apsorpcione trake na ~650 cm™ koja
potice od vibracija ljuljanja N-H veze (on-1) amino grupa (Suruci¢ et al., 2023). U poredenju sa
FTIR spektrom mPGE60 na spektrima MIP-eda, MIP-teta, MIP-pcha uocava se smanjenje
intenziteta ili nestajanje apsorcionih traka koje su karakteristi¢ne za epoksidni prsten (~850 cm™,
~910 cm™) sto je posledica reakcije liganada — EDA, TETA i PEHA sa epoksidnim prstenom
prisutnim u polimernom nosacu, MPGE60. U drugoj oblasti (narandzasta boja) uocava se pojava
novih apsorpcionih traka na ~1560 cm™ i ~1650 cm™ koje poti¢u od vibracija savijanja N-H veze
(On-H) primarnih i sekundarnih amina (Markovi¢ et al., 2021). U oblasti talasnih duzina od 3700 cm”
! do 3050 cm primeéuje se Siroka traka ¢iji je intenzitet kod MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha jadi u
odnosu na mPGEG0 zbog preklapanja traka koje odgovaraju vibracijama istezanja N-H veza (vN-H)
primarnih i sekundarnih amina i O-H veze (vo-n) hidroksilne grupe (Labus et al., 2023;
Stojisavljevi¢ et al., 2023).

Prisustvo novih apsorpcionih traka na ~650 cm™, ~1560 cm™ i ~1650 cm™, smanjenje ili
nestajanje traka karakteristi¢nih za epoksidni prsten na ~850 cm™ i ~910 cm™, kao i povecanje
intenziteta apsorpcione trake u oblasti 3700 cm™ do 3050 cm™ ukazuju na uspe$nu pripremu MIP-
eda, MIP-teta i MIP-peha metodom povrsinskog otiskivanja.

Hemijski sastav, odnosno maseni udeli elemenata C, H i N, za MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha
odreden je elementarnom analizom. Na osnovu masenog procenta azota dobijenog elementarnom
analizom u uzorcima MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha izraunate su koncentracije liganada (Ciig,
mmol/g), stepen konverzije epoksidnih grupa (K, %) i koncentracija amino-grupa (Cac,chHn,
mmol/g) pomocu sledecih jednacina (Sandi¢, 2016):

_ a)% (N)
" ~100. A (N)-n )
CAG,CHN = n'Clig (5)
Cli
K =—=-.100 (6)

0,EG
gde su: w%(N) - maseni procenat azota dobijen pomo¢u CHN analize, Ar(N) — molarna masa atoma
azota (14 g/mol), n — broj atoma azota u molekulu amina, Co, ec - poCetna koncentracija epoksidnih
grupa u mPGEG0 (4,22 mmol/g) (Markovi¢, 2019). Dobijeni rezultati su, zajedno sa vrednostima
koncentracija amino grupa odredenih kiselo-baznim titracijama prikazani u Tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Elementarni sastav, procenat konverzije epoksidnih grupa, koncentracija liganda i
koncentracija amino grupa za MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha

Elementarni sastav L Clig, Cag,cHN Cag, titr,
CHIELE LG % C %H %N o 78 mmol/g mmol/g mmol/g
MIP-eda 48,78 6,71 4,98 42 1,78 3,56 1,70
MIP-teta 50,38 6,91 5,89 25 1,05 4,20 2,15
MIP-peha 49,95 6,96 6,10 17 0,726 4,36 2,55

Vrednosti prikazane u Tabeli 4.1. ukazuju da nije doslo do potpune konverzije epoksidnih
grupa u amino grupe prilikom sinteze MIP-a. Dobijeni rezultati su u skladu sa FTIR analizom, jer se
na FTIR spektrima MIP-eda, MIP-teta, MIP-peha uocavaju trake koje poti¢u od vibracija
epoksidnog prstena. Primecuje se da procenat konverzije epoksidnih grupa opada slede¢im
redosledom: MIP-eda, MIP-teta, MIP-peha, §to je posledica sternih smetnji koje nastaju zbog
uvodenja voluminoznijih liganada (Donia et al., 2005). Na osnovu prikazanih rezultata, moze se
primetiti da su vrednosti koncentacije amino grupa dobijene elementarnom analizom viSe u
poredenju sa vrednostima dobijenim kiselo-baznim titracijama. Za kiselo-bazne titracije teze su
dostupne one grupe koje su nalaze unutar pora, §to za posledicu ima nize vrednosti koncentracije
amino u odnosu na vrednosti dobijene CHN analizom (Markovi¢ et al., 2017).
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4.3.2.2.  Odredivanje morfoloskih i teksturalnih svojstava MIP-ova

Morfologija MIP-eda, MIP-teta, MIP-peha ispitana je pomocu SEM analize. Na Slikama
4.18., 4.19. i 4.20. prikazana je morfologija povrsine, poprecnog preseka, kao i izgled MIP-eda,
MIP-teta i MIP-peha, redom. Morfologija povrsine kod sva tri analizirana uzorka pokazuje hrapavu
povrsinu. U poredenju sa ¢esticama polimernog nosaca, mMPGEG0 (Slika 4.10b.), primecéuje se da je
hrapavost povrSine MIP-eda, MIP-teta, MIP-peha veca. Sa SEM mikrografija izgleda Cestica tri
analizirana MIP-a pri uveéanju od 250% uoceno je da sintetisani MIP-ovi zadrzavaju pravilan sferni
oblik polimernog nosaca.

Sllka 4.18. SEM mlkrograflje MIP- eda povrsina Cestice pri uveéanju 5000x (a) i poprecm presek
Cestice pri uvecanju 10000x (b). (Umetnuta slika: izgled Cestice pri uvecanju 250x).
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Slika 4. 19 SEM mlkrografue MIP-teta: povrSina Cestice pri uvecanju 5000% (a) i poprecni presek
Cestice pri uvecanju 10000x (b). (Umetnuta slika: izgled Cestice pri uvecanju 250x).

SEM mikrografije popre¢nog preseka Cestica pri uvecanju od 10000x pokazuju da Cestice
pripremljenih MIP-ova zadrZavaju poroznu strukturu polimernog nosata mPGEG60. Naime, pre¢nici
globula su i dalje u opsegu od 80 nm do 200 nm (oznaceni Zutom bojom), dok su aglomerati
globula (oznaceni zelenom bojom) veli¢ine od 450 nm do 680 nm. Poredenjem analiziranih uzoraka
uocava se da MIP-ovi sintetisani sa razlicitim ligandima (EDA, TETA, PEHA) ne pokazuju
znacajne razlike u izgledu, povrSini i popre¢nom preseku.
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Slika 4.20. SEM mlkrograflje MIP- peha povrsina Cestice pri uve¢anju 5000x% (a) i popreéni presek
Cestice pri uvecanju 10000x (b). (Umetnuta slika: izgled Cestice pri uvecanju 250x).

U cilju dodatne potvrde prostornog rasporeda elemenata tri analizirana uzorka, MIP-eda,
MIP-teta i MIP-peha, uradeno je EDS mapiranje povrsine Cestica po elementima i dobijeni rezultati
su prikazani na Slikama 4.21., 4.22. 1 4.23. Uoceno je prisustvo svih o¢ekivanih elemenata (C, Fe,
Si, O, N). EDS analiza je pokazala vecu koli¢inu N na povrsini ¢estica MIP-peha (7,12 mas.%) u
odnosu na MIP-teta (5,21 mas.%) i MIP-eda (3,60 mas.%). Rezultati su u skladu sa onim
dobijenom CHN analizom, §to se moZe objasniti razli¢itim koncentracijama amino grupa koje se
nalaze na povrS$ini analiziranih uzoraka. EDS mape za N pokazuju da su atomi azota homogeno
rasporedeni po celoj povrSini analiziranih uzoraka.

10 pm

Slika 4.21. EDS mape elemenata MIP-eda.
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Slika 4.22. EDS mape elemenata MIP-teta.

Slika 4.23. EDS mape elemenata MIP-peha.

Metodom zivine porozimetrije i niskotemperaturnom fiziosorpcijom azota odredeni su
parametri porozne strukture za tri analizirana uzorka. Slika 4.24a. prikazuje integralne krive
raspodele zapremine pora poveli¢ini njihovih pre¢nika za analizirane uzorke, MIP-eda, MIP-teta i
MIP-peha. MoZe se primetiti da integralne krive raspodele zapremine pora po veli¢ini njihovih
precnika za sva tri uzorka imaju inverzni S oblik i ne ulaze u plato, ve¢ se uo€ava porast zapremine
pora u oblasti veli¢ine pre¢nika pora manjih od 50 nm, §to ukazuje da analizirani uzorci poseduju
znaajan udeo mezo- i mikropora. Na osnovu integralnih krivih raspodele zapremine pora po
veli¢ini njihovih pre¢nika dobijaju se parametri porozne strukture za MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha
i njihove vrednosti prikazane su u Tabeli 4.2. Dobijeni rezultati ukazuju da uzorci MIP-ova
poseduju priblizne vrednosti Sug 0d 56 m?/g, kao i vrednosti Vp oko 0,5 cm®/g i dv2 0ko 47 nm.
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Slika 4.24. Integralne krive raspodele zapremine pora po prec¢nicima pora (a) i histogrami
raspodele zastupljenosti pora u odredenom opsegu preénika pora (b) za MIP-eda, MIP-teta i MIP-
peha.

Tabela 4.2. Parametri poroznosti za MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha

Oznaka uzorka Swg, m?/g Vp, cm®/g dvnm P, %
MIP-eda 56 0,519 49 42
MIP-teta 52 0,515 49 41
MIP-peha 60 0,487 43 40

Na Slici 4.24b. prikazani su histogrami zastupljenosti pora u odredenom opsegu prec¢nika pora
za MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha. Primecuje se da analizirani uzorci imaju sli¢nu raspodelu pora po
veli¢ini njihovih precnika 1 da su kod sva tri uzorka pore prec¢nika ispod 50 nm zastupljene u iznosu
iznad 50 v/v. %., tacnije za MIP-eda ~53 v/v. %., za MIP-teta ~51v/v. % i za MIP-peha ~58 v/v. %.
U pomenutoj oblasti, za uzorak MIP-eda, najzastupljenije su pore pre¢nika izmedju 30 i 40 nm
(14,4 viIv. %), dok su za uzorke MIP-teta i MIP-peha najzastupljenije pore pre¢nika izmedju 40 i 50
nm u iznosu od 14,8 v/iv. % i 16,1 v/v. %, redom.

Kako su rezultati zivine porozimetrije ukazivali na prisustvo pora manjih od 50 nm, ispitana
je poroznost u mezo- i mikroporoznoj oblasti pomocu niskotemperaturne fiziosorpcije azota.
Dobijene adsorpciono-desorpcione krive azota za MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha prikazane su na
Slici 4.25. Prikazane krive za MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha prema IUPAC Klasifikaciji odgovaraju
izotermi tipa Il koja ima reverzibilni deo pri niskim relativnim pritiscima. Pri visokim relativhim
pritiscima izoterme pokazuju histerezisnu petlju tipa H3 (Thommes et al., 2015). Ovakav izgled
izoterme je karakteristican za mezoporozne materijale. Vrednosti parametara porozne strukture
odredeni pomocu niskotemperaturne fiziosorpcije azota date u Tabeli 4.3 pokazuju da uzorci sva tri
analizirana MIP-a imaju priblizne vrednosti Vo,gs 0ko 0,300 cm®g, Sger oko 46 m?/g, dok je Vp oko
0,28 cm®/g. Primeéuje se da najzastupljeniji pre¢nik pora, Dmax, za MIP-eda iznosi 33 nm, dok za
MIP-teta i MIP-peha ova vrednost iznosi 43 nm i 45 nm, redom S§to je u skladu sa rezultatima
raspodele zastupljenosti pora dobijenih Zivinom porozimetrijom.

64



Tamara Tadié Doktorska disertacija

400 100 350
(a) (b) (c)
. * 300 - i
¢ 9 Y
300 1 300 4 $ »
2 * 250 - T ?
> ‘s ®  Adsorpcija k)
> *— Adsorpcija r 1 Desorpeija ?
- 2 Desorpcija 3 200 3
ka *— Adsorpcija | 20 el S| 0 .
‘2 200 —o— "2 2004 o = j il
g Desorpcija 2| § s 5 s
% 3| % o % 1501 4
=~ : T S * [N )
s 2
e i ‘®
2 ® 100
100 - e 100 o 3 »
o8 . i
. o 50 4*
..sﬂ“.;'. ,..a“'.. e "
e eCEITEOSISCEITIININE ee88CEICHISICK rosreecent ] eeeCCaOEIUCEICRIRRLRE
0 ‘F-” T T T 1 0 ‘F-“ T T T 1 0 T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0,0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0,0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
plp, plp,

plp,

Slika 4.25. Adsorpciono-desorpcione krive za MIP-eda (a), MP-teta (b) i MIP-peha (c).

Tabela 4.3. Adsorpciono-desorpcioni parametri za MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha

Oznaka uzorka Vogs, cm3/g Seet, m?/g Vp, cm3/g Dmax, nm  Ceer

MIP-eda 0,321 45 0,32 33 73
MIP-teta 0,328 47 0,28 43 60
MIP-peha 0,295 41 0,24 45 50

Na osnovu rezultata dobijenih zivinom porozimetrijom i niskotemperaturnom fizisorpcijom
azota se moZe uociti da nema znacajnih promena u poroznoj strukturi nakon pripreme MIP-ova
metodom povrsinskog otiskivanja razli¢itim ligandima (EDA, TETA, PEHA). Dobijeni rezultati su
u skladu sa rezultatima dobijenim SEM analizom. Najdominantnije pore u svim analiziranim
uzorcima bile su mezopore, §to ukazuje da se MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha mogu klasifikovati kao

mezoporozni materijali (Zhao et al., 2023).
4.3.2.3. Odredivanje tacke nultog naelektrisanja MIP-ova

U vodenim rastvorima, aktivna mesta na povrsini MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha mogu biti
pozitivno 1ili negativno naelektrisana u zavisnosti od pH vodenog rastvora. PovrSinsko
naelektrisanje se moze analizirati pomocu tacke nultog naelektrisanja, pHpzc. Tafka nultog
naelktrisanja predstavlja vrednost pH rastvora pri kojoj je povrSina ¢évrste faze (MIP-ova)
elektroneutralna, odnosno vrednost pH pri kojoj na povrsini ¢vrste faze je jednak broj pozitivno i
negativno naeletrisanih aktivnih centara. Za uzorke MIP MIP-eda, MIP-teta, i MIP-peha, pHpzc
odredena je drift metodom u opsegu pH vrednosti vodenog rastvora NaCl od 2 do 10. Vrednost
pHrzc MIP-ova se dobija kao tacka preseka eksperimentalnih krivih (pHs = f(pHi)) i pHi = pHs. Na
slici 4.26. je prikazana graficka zavisnost finalnih pH od pocetne pH vrednosti vodenog rastvora na
osnovu kojih je odredena vrednost pHpzc za MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha.

Na osnovu prikazanih rezultat uoc¢ava se da vrednost pHpzc za MIP-eda iznosi 6,1, dok je za
MIP-teta 6,3, a za MIP-peha 6,4. Pri pH vrednostima ispod dobijenih pHpzc, ukupno naelektrisanje
aktivnih centara na povr$ini MIP-ova je pozitivno, dok je pri pH vrednostima vodenih rastvora
iznad pHpzc ukupno naelektrisanje aktivnih centara na povrSini analiziranih uzoraka negativno.

Neznatni porast vrednosti pHpzc kod MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha ukazuje na blago povecanje
baznosti povrSine uzoraka $to je posledica razli¢ite koncentracije amino grupa u MIP-eda, MIP-teta

I MIP-peha.
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Slika 4.26. Zavisnost pHr od pHi za: MIP-eda (a), MIP-teta (b) i MIP-peha (c).
4.4. DSPME na MIP kao ¢vstoj fazi

U prvom delu ovog poglavlja prikazani su rezultati sorpcione ekstrakcije anilina iz vodenih
rastvora pomoc¢u MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha. Ispitan je uticaj pH na sorpcioni kapacitet, a zatim
moguénost regeneracije i ponovne upotrebe analiziranih MIP-ova. U drugom delu ovog poglavlja,
prikazani su rezultati optimizacije i validacije DSPME metode na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi pre
instrumentalnog merenja na HPLC-MS u svrhu pretkoncentrisanja primarnog aromati¢nog amina —
anilina. Na kraju ovog poglavlja prikazani su rezultati ispitivanja zelenosti razvijene DSPME
metode na MIP kao ¢vrstoj fazi, kao 1 koriS¢ene HPLC-MS.

4.4.1. Sorpciona ekstrakcija anilina iz vodenog rastvora pomo¢u MIP-ova

Analiziranje uticaja vrednosti pH na kapacitet sorpcije predstavlja jedan od kljuénih procesnih
parametara u uklanjanju anilina iz vodenih rastvora (Ali et al., 2023.; Tadi¢ et al., 2024c). Pocetna
pH vrednost vodenog rastvora utice kako na oblik anilina u vodenom rastvoru, tako i na
naelektrisanje aktivnih grupa prisutnih na povrsini sorbenta. Uticaj pocetne pH vrednosti vodenog
rastvora na kapacitet sorpcije anilina pomo¢u MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha ispitan je variranjem
pH vrednosti vodenog rastvora anilina u opsegu od 2 do 10 i rezultati su prikazani na Slici 4.27.

Na osnovu prikazanih rezultata, uoceno je da se sa povecanjem pH vrednosti vodenog
rastvora anilina od 2 do 6 sorpcioni kapacitet anilina povecava. Sa daljim porastom pH vrednosti
iznad 6, primecuje se smanjenje sorpcionog kapaciteta anilina. Isti trend uticaja pocetne pH
vrednosti na kapacitet sorpcije zapaza se kod sva tri analizirana MIP-a, MIP-eda, MIP-teta i MIP-
peha. Vrednosti maksimalnog kapaciteta sorpcije anilina pomo¢u MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha
dobijenog na pH vrednosti od 6 iznose 1,28 mg/g, 1,75 mg/g i 2,05 mg/g, redom. Kako bi se
razumeo ovakav uticaj pocetne pH vrednosti na sorpcioni kapacitet neophodno je da se uzmu u
obzir vrednosti pHpzc za MIP-eda (6,1), MIP-teta (6,3) i MIP-peha (6,4). Pri pH < pHpzc povrsina
MIP sorbenata je pozitivno naelektrisana, dok je pri pH > pHpzc povrsina MIP sorbenata negativno
naelektrisana. Takode, za ovakav uticaj poCetne pH vrednosti na sorpcioni kapacitet neophodno je
uzeti u obzir i distribuciju oblika anilina u zavisnosti od pH vrednosti rastvora. Vrednost pKa
anilina iznosi 4,63 i da pri nizim pH vrednostima (pH < pKa) anilin postoji u obliku anilinijum
katjona (CeHs—NHs"), dok pri pH vrednostima koje su vise od pKa (pH > pKa), anilin postoji u
obliku molekula (CsHs—NH2) (Huang et al., 2014). Moze se zakljuciti da je kapacitet sorpcije pri
nizim pH vrednostima manji zbog elektrostatickog odbijanja izmedu pozitivno naelektrisanih
aktivnih mesta na povrsini MIP-eda, MIP-teta, MIP-peha i anilinijum katjona. Kako pH vrednost
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vodenog rastvora raste iznad pKa vrednosti anilina (4,63), molekulski oblik anilina podstice
sorpciju na MIP-ovima pomoc¢u Van der Valsovih sila i vodoni¢nih veza, §to za posledicu ima
povecanje sorpcionog kapaciteta (Zhou et al., 2014; Liu et al., 2015). Veliki broj autora je ispitivao
uticaja pH na efikasnost uklanjanja anilina iz vodenih rastvora na razli¢itim sorbentima, gde je
uo¢eno da se maksimalni sorpcioni kapacitet postize pri pH vrednostima u opsegu od 6 do 7
(Ahmadi & Igwegbe, 2018.; Li et al., 2020.; Rahdar et al., 2020.; Zavareh & Avanes, 2016.). Na
osnovu dobijenih rezultata, a u cilju postizanja maksimalnog kapaciteta sorpcije svi dalji
eksperimenti sorpcije su radeni pri pH = 6.

2,5
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Slika 4.27. Uticaj pocetne pH na kapacitet sorpcije anilina pomo¢u MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha.

Izbor odgovarajuceg rastvaraca je kljuc¢an kako bi se anilin efikasno desorbovao sa MIP-eda,
MIP-teta i MIP-peha. Prilikom odabira desorpcionih sredstava faktori kao $to su kompatibilnost sa
HPLC, rastvorljivost analita kao 1 polaritet rastvaraca su uzeti u obzir. Mogu¢nost desorpcije anilina
sa MIP sorbenata ispitana je pomocu tri organska rastvaraca - EtOH, MeOH i AcN u trajanju od 24
h i rezultati su prikazani na Slici 4.28.
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Slika 4.28. Desopcija anilina adsorbovanog na MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha.
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Dobijeni rezultati pokazuju da se najveci desorpcioni kapacitet za sva tri MIP-sorbenta, MIP-
eda, MIP-teta i MIP-peha od oko 0,8 mg/g postize sa AcN kao desorpcionim sredstvom. Najmanji
desorpcioni kapacitet pokazao je EtOH sa kojim se postize kapacitet sorpcije manji od 0,2 mg/g.
Ovakav rezultat se moze objasniti razli¢itom polarnos¢u koris¢enih organskih rastvaraca i anilina
(etanol > acetonitril > anilin). Naime, AcN se pokazao kao najbolje desorpciono sredstvo, jer je
njegova polarnost najbliza polarnosti anilina (Vadukumpully et al., 2011). Sli¢ni rezultati zapazeni
su u literaturi, gde se za desorpciju anilina AcN pokazao kao najbolje desorpciono sredstvo (Jiang et
al. 2021.; Li et al., 2020.; Sanjari et al., 2021.; Vadukumpully et al., 2011.). Svi dalji eksperimenti
bi¢e radeni sa AcCN kao desorpcionim sredstvom.

Lako¢a regeneracije i ponovna upotreba sorbenta su kljuéni parametri za poboljSanje
efikasnosti, izvodljivosti, ekoloske prihvatljivosti i ekonomicnosti procesa sorpcije. Ponovna
upotreba MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha je procenjena izvodenjem cetiri ciklusa sorpcije/desorpcije
koris¢enjem AcN kao desorpcionog sredstva.
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Slika 4.29. Moguc¢nost ponovne upotrebe MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha sorbenata za uklanjanje
anilina iz vodenog rastvora.

Slika 4.29. pokazuje da se sorpcioni kapacitet za sva tri MIP sorbenta blago smanjuje nakon
svakog ciklusa sorpcija/desorpcija. Posle cetiri ciklusa sorpcije/desorpcije uofen je gubitak
sorpcionog kapaciteta od oko 5 %, 13 %, 8 % u odnosu na pocetni kapacitet sorpcije za MIP-eda,
MIP-teta i MIP-peha, redom. Rezultati takode pokazuju da je uklanjanje anilina sa ispitivanih MIP
sorbenata reverzibilno i da se MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha mogu koristiti u najmanje Cetiri
ciklusa sorpcija/desorpcija bez znacajnijeg gubitka kapaciteta sorpcije.

Na osnovu dobijenih rezultata sorpcione ekstrakcije anilina iz vodenih rastvora pomoc¢u MIP-
eda, MIP-teta i MIP-peha moze se zakljuciti da je MIP-peha pokazao najveéi sorpcioni kapacitet od
2,05 mg/g u odnosu na MIP-eda i MIP-teta. Ovakav rezultat je posledica razli¢itog broja aktivnih
mesta dostupnih za sorpciju anilina na povrsini analiziranih MIP-ova. Naime, rezultati CHN analize
i kiselo-baznih titracija pokazali su da MIP-peha poseduje najvecu koncentraciju amino grupa kao
aktivnih mesta u iznosu od 4,36 mmol/g, odnosno 2,55 mmol/g. Uzimajuci u obzir ovu ¢injenicu, U
daljim istrazivanjima za optimizaciju i validaciju DSPME za pretkoncentrisanje anilina bice
koris¢en MIP-peha kao Cvrsta faza.
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4.4.2. Optimizacija i validacija DSPME metode na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi za
pretkoncentrisanje anilina iz vodenih rastvora

4.4.2.1.  Selekcija znacajnih faktora DSPME metode na MIP-peha kao ¢évrstoj fazi

Razvoj DSPME metode na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi u cilju pretkoncentrisanja anilina iz
vodenih rastvora izveden je primenom DoE. Cilj optimizacije DSPME metode bio je da se
identifikuju eksperimentalni uslovi pri kojima ¢e se posti¢i maksimalna efikasnost pomenute
metode. Prvi korak u razvoju DSPME metode na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi podrazumevao je
odabir faktora sa potencijalnim uticajem na efikasnost DSPME metode i njihovi efekti su
procenjeni u skrining fazi tj. fazi selekcije. Faktori ¢iji je uticaj na efikasnost DSPME metode
analiziran bili su: koli¢ina sorbenta (X1), pH (X2), jonska jacina (X3), na¢in mesanja za ekstrakciju
(X4), vreme ekstrakcije (Xs), temperatura ekstrakcije (Xs), zapremina eluenta (X7), temperatura
desorpcije (Xg), nac¢in meSanja za desorpciju (Xo), vreme desorpcije (Xio), vrsta desorpcionog
sredstva (X11). Za selekciju faktora koji najvise uti¢u na efikasnost DSPME metode na MIP-peha
kao Cvrstoj fazi za pretkoncentrisanje anilina iz vodenih rastvora koris¢en je PBD. Svi analizirani
faktori ispitani su na dva nivoa —1 (nizak nivo) i +1 (visok nivo). Faktori i kao i njihovi nivoi
razmatrani su na osnovu preliminarnih eksperimenata i podataka dostupnih u literaturi (Dil et al.,
2021; Dozein et al., 2021; Sefaty et al., 2021; Slavkovi¢-Beskoski et al., 2022). Izvedena je serija
od 12 eksperimenata u tri ponavljanja. Matrica sa realnim vrednostima promenljivih i dobijenim
vrednostima odgovora prikazana je u Tabeli 4.4.

Tabela 4.4. Plan eksperimenta za PBD sa realnim vrednostima promenljivih i dobijenim
vrednostima odgovora sistema

3:8 X1 X2 X3 Xa Xs  Xe X7 Xs Xg X1 Xi1 ER, %
1 10 10 0 Vor 5 40 700 10 Us 1 AcN 14,9
2 10 2 1 Vor 5 10 200 40 Us 5 AcN 4.8
3 10 2 1 Us 5 40 700 40 Vor 1 MeOH 38,2
4 10 10 1 Us 1 40 200 10 Us 5 MeOH 134
5 50 10 1 Vor 5 10 700 10 Vor 5 MeOH 549
6 50 10 1 Vor 1 40 200 40 Vor 1 AcN 21,0
7 50 2 0 Vor 1 40 700 40 Us 5 MeOH 27
8 10 10 0 Us 1 10 700 40 Vor 5 AcN 46,9
9 50 2 1 Us 1 10 700 10 Us 1 AcN 37,7
10 10 2 0 Vor 1 10 200 10 Vor 1 MeOH 15
11 50 10 0 Us 5 10 200 40 Us 1 MeOH 23,8
12 50 2 0 Us 5 40 200 10 Vor 5 AcN 18,6

Znacaj svakog od analiziranih faktora na efikasnost DSPME metode u cilju pretkoncentrisanja
primarnog aromati¢nog amina - anilina prikazan je na Pareto grafiku (Slika 4.30.). Rezultati u
Pareto grafiku pokazuju analizirane faktore sortirane prema uticaju na efikasnost predlozene
DSPME metode. DuZina bara je proporcionalna izraCunatom efektu podeljenim sa njegovom
standardnom devijacijom (standardizovanom efektu). Vertikalna linija na grafiku pokazuje granicu
koja prelazi statisti¢ki znacajni efekat, u odabranom intervalu poverenja od 95 % i iznosi 2,064.
Faktori ¢ije vrednosti standardizovanog efekta prelaze vrednost 2,064 su statisticki znacajni i $to je
ta vrednost veca, analizirani faktor ima veci uticaj na efikasnost DSPME metode. Pored selekcije
znacajnih faktora ¢iji efekti najviSe uticu na vrednost odgovor sistema, analizirano je i kako
promena faktora izmedu dva nivoa utie na efikasnost DSPME metode konstruisanjem grafika
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glavnih efekata (Slika 4.31.). Tacke na prikazanom grafiku predstavljaju srednje vrednosti
efikasnosti DSPME metode pri —1 i +1 nivoima analiziranog faktora. Na grafiku glavnih efekata,
srednja vrednost efikasnosti DSPME metode za promene svih analiziranih faktora na oba nivoa
predstavljena je isprekidanom sivom linijom. Vece ili manje odstupanje od pomenute linije ukazuje
da je efekat promene analiziranog faktora na efikasnost predloZzene metode ve¢i odnosno manji.

Faktor
X3
Xo - ' |
X4 |
K |
X3 - |
Xs - |
X1 - |
Xs - |

X1
X10
Xs

2,064
=i

° Ijlju

"
D 4

1 2 3 4
Standardizovan efekat
Slika 4.30. Pareto dijagram standardizovanih efekata.

Sa Pareto grafika se primecuje da standardizovani efekti zapremine desorpcionog sredstva
(X7), nacina mesanja kod desorpcije (Xo) i na¢ina meSanja kod ekstrakcije (X4) imaju najveéu
vrednost, $to ukazuje da su zapremina desorpcionog sredstva i nacina meSanja faktori koji najvise
uti¢u na prekocentrisanje anilina pomo¢u DSPME metode na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi. Povecanje
zapremine desorpcionog sredstva u opsegu od 200 pl do 700 pl i meSanje na vorteksu (Slika 4.31.)
uti¢u povoljno na dispergovanje MIP-peha u desorpcionom sredstvu, odnosno u vodenom rastvoru
anilina. Generalno, boljim dispregovanjem ¢vrste faze u desorpcionom sredstvu odnosno vodenom
rastvoru postize se bolje desorbovanje anilina sa ¢vrste faze, odnosno vezivanje anilina na ¢vrstu
fazu, shodno vecoj kontaktnoj povrSini izmedu cvrste 1 te€ne faze (Ansari & Masouom, 2018).
Statisticki znacajan efekat pokazuje i pH vrednost vodenog rastvora anilina (X2). Naime, u
zavisnosti od pH, anilin se u vodenom rastvoru moze na¢i u molekulskom obliku ili u obliku
anilinijum katjona Sto direktno uti¢e na kapacitet sorpcije anilina na MIP-peha (Yi et al., 2020).
Rezultati prikazani na Pareto grafiku pokazali su da na efikasnost predlozene DSPME metode
statisticki znacajan efekat ima i jonska jacina rastvora (X3). Prisustvo NaCl u vodenom rastvoru
anilina ima negativan efekat (Slika 4.31.) na efikasnost DSPME metode na MIP-peha kao ¢vrstoj
fazi. Smanjenje efikasnosti DSPME metode nastaje kao posledica smanjenog kapaciteta sorpcije
usled prisustva NaCl u vodenom rastvoru (Zhang et al., 2011). Od analiziranih faktora, temperatura
ekstrakcije (Xs) je poslednji faktor koji znacajno uti¢e na efikasnost predlozene metode. Na osnovu
grafika glavnih efekata (Slika 4.31.) temperatura ekstrakcije ima negativan uticaj na efikasnost
DSPME metode, $to je posledica egzotermne prirode procesa vezivanja anilina za aktivna mesta na
MIP-peha i samim tim manjeg kapaciteta sorpcije usled porasta temperature (Al-Jonahi & Abdel
Salma, 2011; Zeb et al., 2022). Standardizovani efekti ostalih analiziranih faktora ne prelaze
vrednost 2,063, Sto ukazuje da ovi faktori imaju manji ili zanemarljiv uticaj na efikasnost DSPME
metode na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi. Na slici 4.31. se uocava da koli¢ina sorbenta (X1) I vrsta
desorpcionog sredstva (X11) imaju pozitivan efekat, na osnovu ¢ega su 50 mg MIP-peha i AcN kao
desorpciono sredstvo koris¢eni kao optimalne vrednosti i u svim daljim eksperimentima Su
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konstantni. Na osnovu grafika glavnih efekata, primecuje se da vreme ekstrakcije (Xs) i desorpcije
(X10) imaju negativan efakat na efikasnost predlozene metode, s tim u vezi svi dalji eksperimenti
ekstrakcije i desorpcije su radeni u trajanju od 1 min. Temperatura desorpcije (Xs) se pokazala kao
faktor koji najmanje uti¢e na efikasnost DSPME metode, tako da su svi dalji eksperimenti
desorpcije radeni na sobnoj temperaturi zbog ekonomi¢nosti same metode.
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Slika 4.31. Grafik glavnih efekata za efikasnost DSPME metode.

Pareto grafikom identifikovani su najznacajniji faktori koji uti€u na efikasnost predlozene
metode: zapremina desorpcionog sredstva (X7), na¢in mesanja kod desorpcije (Xo) i ekstrakcije
(Xa), pH (X2), jonska ja¢ina (X3) i temperatura ekstrakcije (Xs). Od pomenutih faktora, nac¢ina
meSanja kod ekstrakcije 1 desorpcije pomocu vorteksa ili ultrazvuka, kao i jonska jacina su
teksturalni faktori koji imaju dva nivoa, tako da se ovi faktori ne uzimaju za dalju optimizaciju
DSPME metode, pa su njihove vrednosti odredene u skladu sa grafikom glavnih efekata. Na osnovu
dobijenih rezultata, zapremina desorpcionog sredstva, pH i temperatura ekstrakcije su faktori koji su
odabrani za dalje ispitivanje i optimizaciju.

44.22.  Optimizacija znacajnih faktora DSPME metode na MIP-peha kao ¢évrstoj fazi

Nakon selekcije najznacajnijih faktora koji uti¢u na efikasnost DSPME metode na MIP-peha
kao ¢vrstoj fazi za pretkoncentrisanje anilina iz vodenog rastvora, izvrSena je optimizacija
koris¢enjem BBD. Izvodenjem serije od 15 eksperimenata u tri ponavljanja optimizovana su tri
faktora (zapremina desorpcionog sredstva, pH i temperatura ekstrakcije) koji su se pokazali kao
najznacajniji u koraku selekcije. Ovi faktori su ispitani na tri nivoa: —1 (nizak nivo), 0 (centar) i +1
(visoki nivo). Matrica BBD sa realnim vrednostima ispitivanih faktora, zajedno sa eksperimentalno
dobijenim vrednostima odgovora sistema (efikasnost DSPME metode) prikazane su u Tabeli 4.5.

Zapremina desorpcionog sredstva je bila od 200 pl do 700 ul, pH vrednost vodenog rastvora
anilina od 2 do 10 dok je temperatura ekstrakcije od 10 °C do 40 °C. Vrednosti ostalih faktora su
bile konstantne. Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 4.5., minimalna efikasnost DSPME
metode na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi od 36,3 % postignuta je pri zapremini desorpcionog sredstva
od 700 pl, pH vrednosti vodenog rastvora anilina od 6 i temperaturi ekstrakcije od 40 °C
(eksperiment broj 8), dok je maksimalna efikasnost od 62,7 % postignuta pri zapremini
desorpcionog sredstva od 450 pl, pH vrednosti vodenog rastvora anilina od 6 1 temperaturi
ekstrakcije od 25 °C (eksperiment broj 1).
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Tabela 4.5. Plan eksperimenta za BBD sa realnim vrednostima faktora i vrednostima odgovora

sistema

. Nivoi
Faktori Oznaka ] 0 1
Zapremina eluenta (ul) X7 200 450 700
pH X2 2 6 10
Temperatura ekstrakcije (°C) Xe 10 25 40
Broj Eksperimentalno Predvideno
eks;erimenta 7 e 6 i ER ER
1 450 6 25 62,7 60,6
2 200 2 25 45,4 45,2
3 200 6 40 42,7 42,8
4 450 10 10 50,5 50,2
S 200 6 10 37,8 41,1
6 450 6 25 58,9 60,6
7 200 10 25 53,2 50,2
8 700 6 40 36,3 33,0
9 700 6 10 41,9 41,8
10 700 10 25 40,6 40,8
11 450 2 40 46,2 46,5
12 450 6 25 60,3 60,6
13 700 2 25 42,6 45,5
14 450 10 40 37,8 40,9
15 450 2 10 47,3 44,2

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 4.5., primeéuje se da zapremina desorpcionog
sredstva, pH vrednost vodenog rastvora anilina i1 temperatura ekstrakcije utiCu pozitivno ili
negativno na efikasnosti DSPME metode. Kako bi se objasnila korelacija koja postoji izmedu
analiziranih faktora i odgovora sistema odnosno efikasnosti DSPME metode, fitovanjem dobijenih
rezultata kvadratnim polinomom drugog reda, kreirana je regresiona jednacina:

Y =-27,9 + 0,1743X7 + 5,86X> + 2,813X5 - 0,000168X7? — 0,294X5% — 0,04657Xe? — 0,00245X7X>
—0,0007X7Xs — 0,0483X2Xs

gde su: Y - predvidena vrednost efikasnosti DSPME metode, X7 - zapremina desorpcionog sredstva,
X2 - pH i Xe - temperatura ekstrakcije.

Predvidene vrednosti efikasnosti DSPME metode izracunate prema datoj jednacini prikazane
su u Tabeli 4.5. Adekvatnost i statisticCka znaCajnost generisanog modela ispitani su analizom
varijanse (ANOVA). Adekvatnost modela procenjena je FiSerovim testom, dok je statisticka
znacajnost proverena na osnovu p-vrednosti. Kao prag statisticke znacajnosti modela u intervalu
poverenja od 95 % uzeta je p vrednost niza od 0,05. Statisticki rezultati pokazali su znacajnost
generisanog modela u zadatom intervalu poverenja sa p vrednos¢u od 0,017. Nedostatak fitovanja
(eng. lack of fit) nije bio statisticki znacajan (p = 0,165) $to ukazuje na visok nivo tacnosti i
konzistentnost eksperimentalnih rezultata.

UspesSnost fitovanja dobijenih eksperimentalnih rezultata procenjena je i na osnovu
koeficijenta determinacije. Grafik zavisnosti modelom generisanih vrednosti ER i eksperimentalno
dobijenih vrednosti ER prikazan je na Slici 4.32. Na osnovu prikazanih rezultata uocava se dobro
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slaganje pomenutih vrednost ER. Naime, vrednost koeficijenta determinacije od 0,935 ukazuje da
samo 6,5 % ukupnih varijacija nije bilo moguce predvideti generisanim modelom.
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Slika 4.32. Grafik zavisnosti predvidenih i eksperimentalno dobijenih ER vrednosti DSPME
metode za pretkoncentrisanje anilina iz vodenih rastvora.

Konturni dijagram (Slika 4.33a.) i trodimenzionalni dijagram odgovora povrSine (Slika
4.33b.) vizuelno prikazuju uticaj interakcija zapremine desorpcionog sredstva (X7) i pH vrednosti
vodenog rastvora anilina (X2) na efikasnost DSPME metode pri konstantnoj temperaturi ekstrakcije
od 25 °C. Posmatraju¢i interakcije izmedu zapremine desorpcionog sredstva i pH vrednosti
vodenog rastvora, uocava se da se pri pH = 6, sa poveéanjem zapremine desorpcionog sredstva
izmedu 200 pl 1 470 pl povecava efikasnost predlozene DSPME metode. Sa daljim povecanjem
zapremine desorpcionog sredsva, efikasnost metode opada. Takode, sa povec¢anjem pH vrednosti
vodenog rastvora anilina od 2 do 7,5 pri konstntnoj zapremini desorpcionog sredstva od 450 pl
efikasnost DSPME metode raste. Sa daljim povec¢anjem pH vrednosti, efikasnost metode opada. Na
osnovu prikazanih rezultata, moze se primetiti da se efikasnost DSPME metode preko 60 % postize
sa 450 ul zapremine desorpcionog sredstva pri pH vrednosti vodenog rastvora anilina od 6.

(a) 10

X

7

Slika 4.33. Konturni dijagram (a) i trodimenzionalni dijagram (b) uticaja interakcija zapremine
desorpcionog sredstva i pH vrednosti vodenog rastvora anilina na efikasnost DSPME metode na
MIP-peha kao ¢vrstoj fazi pri konstantnoj temperaturi ekstrakcije od 25 °C.
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Slika 4.34. prikazuje uticaj zapremine desorpcionog sredstva (X7) i temperature ekstrakije
(Xs) na efikasnost DSPME metode pri kostantnoj pH vrednosti vodenog rastvora anilina.
Posmatrajuci konturni dijagram (Slika 4.34a.) i trodimenzionalni dijagram odgovora povrSine (Slika
4.34b.) primecuje se da sa poveCanjem zapremine desorpCionog sredstva od 200 do 480 pl pri
temperaturi ekstrakcije od 25 °C, efikasnost DSPME metode raste. Sa daljim povecanjem
zapremine desorpcionog sredstva preko 480 pl, efikasnost metode opada. Takode, povecanje
efikasnosti metode se zapaza i sa povecanjem temperature ekstrakcije od 10 do 27 °C, pri
konstantnoj zapremini desorpcionog sredstva od 450 pl. Svako dalje povecanje temperature
ekstrakcije, dovodi do opadanja smanjenja efikasnosti pomenute metode. Najvisa efikasnost metode
od preko 60 % postize se pri zapremini desorpcionog sredstva od 450 ul i temperaturi ekstrakcije od
25 °C.
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Slika 4.34. Konturni dijagram (a) i trodimenzionalni dijagram (b) uticaja interakcija zapremine
desorpcionog sredstva i temperature ekstrakcije na efikasnost DSPME metode na MIP-peha kao
¢vrstoj fazi pri konstantnoj pH vrednosti vodenog rastvora anilina od 6.

(a) 40 =

35

30

20

X, < 7

Slika 4.35. Konturni dijagram (a) i trodimenzionalni dijagram (b) uticaja interakcija pH vrednosti
vodenog rastvora anilina i temperature ekstrakcije na efikasnost DSPME metode na MIP-peha kao
¢vrstoj fazi pri konstantnoj zapremini desorpcionog sredstva od 450 pl.

Konturni dijagram (Slika 4.35a.) i trodimenzionalni dijagram odziva povrsine (Slika 4.35b.)
prikazuju modelom predviden uticaj vrednosti pH vodenog rastvora anilina (X2) i temperature
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ekstrakcije (Xs) na efikasnost DSPME metode, pri konstantnoj zapremini desorpcionog sredstva od
450 pl. Prikazani rezultati sugeriSu da pri konstantnoj temperaturi ekstrakcije od 25 °C, povecanje
pH vrednosti vodenog rastvora od 2 do 7,5 dovodi do povecanja efikasnosti DSPME metode.
Takode, uocava se da poveéanje temperature ekstrakcije od 10 °C do 27 °C pri konstantnoj pH
vrednosti od 6 dovodi do povecanja efikasnosti metode. Najvisa efikasnost metode, odnosno
efikasnost preko 60 %, postize se pri pH vrednosti 6 i temperaturi ekstrakcije od 25 °C.

Primenom BBD za optimizaciju znacajnih faktora DSPME metode na MIP-peha kao ¢vrstoj
fazi, dobijeno je da su optimalni uslovi za postizanje efikasnosti znacajnih faktora DSPME metode
bili 450 ul AcN kao desorpcionog sredstva, pH vrednost vodenog rastvora anilina 6 1 25 °C kao
temperatura ekstrakcije. Pri ovim uslovima, na osnovu generisanog matematickog modela, predvida
se efikasnost DSPME metode u iznosu od 60,2 %.

4.4.23. Validacija DSPME metode na MIP-peha kao évrstoj fazi

Nakon optimizacije DSMPE metode na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi za pretkoncentrisanje
anilina iz vodenih rastvora, izvrSena je validacija metode odredivanjem granice detekcije,
ponovljivosti, tacnosti (efikasnosti) i linearnosti. Svi eksperimenti validacije DSPME metode su
izvedeni pod optimalnim uslovima definisanim u prethodnom poglavlju. Granica detekcije, LoD,
(eng. Limit of Detection) za predlozenu DSPME metodu predstavlja najnizu koncentraciju anilina
koja se moze pouzdano detektovati u uzorku. Vrednost LoD je izracunata kao vrednost koja je 3
puta veca od standardne devijacije Suma bazne linije. Za DSPME metodu na MIP-peha kao ¢vrstoj
fazi dobijena je LoD vrednost od 1 ng/ml. Ponovljivost DSPME metode je procenjeni odredivanjem
relativne standardne devijacije (RSD) uzoraka vodenog rastvora sa dodatih 10 ng/ml anilina u Sest
ponavljanja. Dobijena vrednost RSD je bila 18 %, sa efikasnos¢u DSPME metode od 62 %.
Linearnost DSPME metode je procenjena konstruisanjem kalibracione krive u opsegu koncentracije
rastvora anilina od 1 ng/ml do 200 ng/ml, sa tri ponavljanja za svaku koncentraciju. Vrednost
koeficijenta korelacije u analiziranom opsegu koncentracija bio je visok i iznosio je 0,9969, ¢ime je
potvrdena linearnost DSPME metode. Linearnom regresionom analizom rezultata dobijena je
jednacina y = 4270 x—1882.

4.4.3. lIspitivanje zelenosti razvijene DSPME metode na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi

U prvom delu ovog poglavlja ispitana je zelenost razvijene DSPME metode na MIP-peha kao
¢vrstoj fazi primenom tri alata za ocenu zelenosti zasnovana na GAC principima: Analiticka Eko-
Skala, GAPI i AGREE (Shema 4.6.). U drugom delu poglavlja, primenom Analiticke Eko-Skale,
GAPI i AGREE, ispitana je zelenost koris¢ene HPLC-MS metode i na taj nacin je data potpuna
slika o zelenosti razvijene DSPME metoda ne MIP-peha kao ¢vrstoj fazi pre instrumentalnog
merenja na HPLC-MS.

DSPME-HPLC-MS

Analiti¢ka
12 PRINCIPA -Skala

Shema 4.6. Metodologija ispitivanja zelenosti razvijene DSPME metode na MIP-peha kao ¢vrstoj
fazi.
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Broj poena prema rezultatima AnalitiCke Eko-Skale dobijen je oduzimanjem poena od
maksimalnih 100 za svaku komponentu koja razvijenu DSPME metodu c¢ini manje ekoloski
prihvatljivom. U Tabeli 4.6. prikazan je rezultat Analiticke Eko-Skale razvijene DSPME metode na
MIP-peha kao cvrstoj fazi. Ispitana metoda imala je ukupno 9 kaznenih poena, ¢ime je rezultat
prema Analitickoj Eko-Skali iznosio 91 poen. S obzirom na ¢injenicu da je rezultat veci od 75,
smatra se da je razvijena DSPME metoda odli¢ne zelenosti (Gatuszka et al., 2012).

Tabela 4.6. Rezultati Analiticke Eko-Skale razvijene DSPME metode

Reagensi Kazneni poeni (KP)

AcN 4

Instrumentacija

HPLC-MS 2

Vorteks 0

Otpad 3
9
9

Ukupni kazneni poeni
Broj poeena dobijen prema rezultatima
Analiticke Eko- Skale
Zakljucak Metoda odli¢ne zelenosti

1

Odabirom DSPME metode znacajno se smanjuje koriS¢enje reagenasa, Sto je rezultiralo
ovako visokim rezultatom. Ispitivana metoda je dobila ukupno 4 kaznena poena zbog koris¢enja
AcN kao desorpcionog sredstva koji se svrstava u ne-zelene i bioloski nerazgradive rastvarace.
Rezultat je dodatno umanjen za 2 kaznena poena zbog koris¢enja HPLC-MS analiticke tehnike koja
zahteva visoku potro$nju energije po analizi (>1,5 kWh). Pored toga, koli¢ina otpada generisanog
tokom eksperimenta predstavlja znacajan indikator ekoloSke prihvatljivosti metode. Razvijena
DSPME metoda je dobila 3 kaznena poena, jer je koli¢ina otpada bila ve¢a od 1 ml.

Za procenu ekoloske prihvatljivosti cele analiticke metodologije, od prikupljanja uzoraka do
instrumentalne analize, koris¢en je GAPI koji je prikazan kao piktogram koji klasifikuje zelenost
svakog koraka razvijene DSPME metode, primenom odgovarajuce boje (Slika 4.36.).

B C A: Uzorkovanje

B: Priprema uzorka

C: Reagensi 1 hemikalije
D: Instrumentacija

E: Tip metode

Slika 4.36. GAPI piktogram razvijene DSPME metode na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi.

Na prvom pentagramu, koji se odnosi na prikupljanje uzoraka, transport i skladiStenje, uocava
se prisustvo sve tri boje. Crvena boja oznacava sakupljanje uzoraka van mesta uzorkovanja (eng.
off-line) (1), skladiStenje i transport uzoraka kod razvijene DSPME metode nije potrebno (2, 3), pa
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je ovo bolje oznaceno zelenom bojom. S obzirom da skladiStenje uzoraka ne zahteva dodatnu
potros$nju energije i da su optimalni uslovi dovoljni za skladiStenje, ovo polje je oznaceno zutom
bojom (4). Zuto polje sa krugom u njemu je pokazatelj jednostavnog postupka pripreme uzoraka i
mogucnost kako kvalitativne tako i kvantitativne analize (5).

Parametri koji se odnose na pripremu uzoraka prikazani su na drugom pentagramu.
Mikroekstrakcija, kao tip ekstrakcije koriS¢en u razvijenoj metodi, odgovara zutoj boji (6).
Upotreba ne-zelenog, bioloSki nerazgradivog rastvaraa, AcN, odstupa od kriterijuma zelene
analiticke hemije 1 odgovara crvenoj boji (7). Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da dodatni tretman za
pripremu uzoraka nije potreban, ovo polje drugog pentagrama je u skladu sa principima zelene
hemije, stoga je obojeno zelenom bojom (8).

KoriS¢eni reagensi 1 hemikalije ispitani su u treCem pentagramu. Upotreba male koli¢ine
reagensa, koja ne predstavlja opasnost po zdravlje i bezbednost okoline, rezultirala je time da je
ovaj pentagram u potpunosti obojen zelenom bojom (9, 10, 11).

Sledeéi pentagram se odnosi na instrumentaciju razvijene DSPME metode na MIP-peha kao
¢vrstoj fazi. Koli¢ina otpada dobijena nakon izvodjenja eksperimenta je u skladu sa kriterijumima
zelene analitiCke hemije 1 oznacena je zelenom bojom (14). Medutim, neadekvatno tretiranje
dobijenog otpada je oznaceno crvenom bojom (15). Koris¢eni HPLC-MS je hermeticki zatvoren
instrument, stoga ne dolazi do isparavanja hemikalija prilikom analize (zelena boja) (13), dok,
prema GAPI-ju potroSnja energije prilikom izvodenja analize ovom tehnikom odgovara Zutoj boji
(12).

Na Slici 4.37. prikazan je AGREE piktogram razvijene DSPME metode na MIP-peha kao
¢vrstoj fazi. U zavisnosti od toga da li je odgovarajuce polje na AGREE piktogramu u skladu sa
GAC principima boja varira od zelene do crvene.

0,0
Slika 4.37. AGREE piktogram razvijene DSPME metode na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi.

Prvi princip zelene hemije odnosi se na moguénost direktne analiticke tehnike kako bi se
izbegao pretretman uzorka. Na Slici 4.37. se uocava da je ovo polje oznaceno zutom bojom zbog
nemogucnosti direktne analize. Zelenost DSPME metode se ogleda u upotrebi male koli¢ine uzorka
pa je drugo polje na piktogramu obojeno tamno zutom bojom. Dalje, piktogram jasno pokazuje da
su samo tri polja oznafena crvenom bojom, odnosno polja oznacena brojevima 3, 9 i 10, koji
odgovaraju GAC principima vezanim za mogu¢nost direktne analize nakon uzorkovanja, potros$nju
energije za odredenu vrstu analiticke tehnike, kao i moguénost koriséenja obnovljivih reagenasa.
Zapaza se da su svi ostali segmenti AGREE piktograma obojeni razli€itim nijansama zelene boje,
¢ine¢i razvijenu DSPME metodu na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi ekoloski prihvatljivom. Postupak
pripreme uzorka ukljucuje nekoliko koraka (polje oznafeno brojem 4), a razvijeni metod je
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minijaturizovan i poluautomatski (polje oznaceno brojem 5). Derivatizacija uzorka nije bila
potrebna (polje obelezeno brojem 6), a DSPME metoda koristi veoma malu koli¢inu reagensa, pa je
i koli¢ina otpada minimalna (polje oznaceno brojem 7). DSPME metoda na MIP-peha je pogodna
za merenje velikog broja analita zbog unapred dizajnirane selektivnosti za ciljni analit (anilin) i
njegove derivate, Sto omogucava analizu velikog broja uzoraka (polje obelezeno brojem 8).
Razvijena metoda nije podrazumeva upotrebu visoko toksi¢nih reagenasa (polje oznaceno brojem
11) ve¢ AcN zbog Cega postoji potencijalna opasnost po toksi¢nost za vodeni svet, pa je ovo polje
obelezeno svetlijom nijasnom zelene boje (polje obelezeno brojem 12). Sa Slike 4.37. se kao
srednja vrednost svih principa u centru AGREE piktograma, uocava svetlo zelena boja sa vrednoscu
od 0,62, sto DSPME metodu na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi ¢ini prihvatljivom zelenom metodom
koja odgovara principima analiticke zelene hemije.

Uzimaju¢i u obzir rezultate dobijene pomocéu Analiticke Eko-Skale, GAPI i AGREE
kalkulatora za ispitivanje zelenosti razvijena DSPME metoda na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi za
pretkoncentrisanje anilina iz vodenog rastvora pre instrumentanog merenja na HPLC-MS
posmatrana je kroz 12 GAC principa:

- Jedna od glavnih prednosti DSPME metode je to $to se sve odvija u jednom reaktoru, ¢ime
se smanjuje otpad i skracuje vreme trajanja metode, kao i koraci same metode, $to odgovara
principima P4 i P7.

- Ono §to DSPME metodu cini ekoloski prihvatljivom je kratko vreme sorpcije (1 min) i
desorpcije (1 min), a §to je u skladu sa principima P5 i P8.

- Ceo proces se odvija na sobnoj temperaturi, tako da ne postoji potreba za dodatnom
potro$njom energije, Sto je takode u skladu sa principom P8.

- Zahvaljujué¢i MIP na bazi GMA 1 magnetita koji se lako odvaja spoljnim magnetnim poljem,
koraci samog procesa se smanjuju S$to znacajno smanjuje vreme potrebno za izvodenje
eksperimenata, ¢ime se 1 koli¢ina otpada minimizira

- Unapred dizajnirani kompjuterski programi za optimizaciju DSPME (DoE) znatno smanjuju
vreme i gubitke, §to odgovara principu P4, P8.

- Nedostatak razvijene DSPME metode se ogleda u nemoguc¢nosti direktne analize nakon
uzorkovanja (princip P1) i koriS¢enju ne-zelenih i obnovljivih rastvaraca (princip P9). Zbog
toga, prikazani rezultati nisu u potpunosti zadovoljili sve principe.

- Primarni ograni¢avajuci faktor prilikom evaluacije zelenog pristupa u analitickoj hemiji je
nedostatak automatizacije, pa su buduci trendovi usmereni na razvoj automatizovane analize
,»na liniji” sa uzorkovanjem §to ¢e poboljsati ukupnu zelenost procesa.

- Za razvijenu DSPME metodu potrebna je minimalna koli¢ina desorpcionog sredstva AcN
(450 pL), Sto ne predstavlja ozbiljan problem prilikom odlaganja otpada.

- Nakon DSPME, kvantitativna i kvalitativna analiza se vr§i na HPLC-MS, koji se klasifikuje
kao tehnika koja koristi najvise energije, medutim u pogledu osetljivosti i inovativnosti ova
tehnika je daleko bolja od ostalih ponudenih.

U Tabeli 4.7. prikazan je detaljan proracun zelenosti pomocu Analiticke Eko-Skale za
koris¢enu HPLC-MS tehniku. Na osnovu dobijenih rezultata uocava se da su koris¢eni reagensi
odluc¢ujuci faktori koji uti¢u na rezultat i dobijanje kaznenih bodova. Iz prikazanih rezultata se vidi
je ukupan zbir umanjen za 4 poena, jer je kao mobilna faza koris¢en MeOH, koji se klasifikuje kao
manje zelen i bioloSki nerazgradiv rastvara¢. Potros$nja energije koris¢enjem HPLC-MS analiticke
tehnike umanjio je konacni rezultat za 2 kaznena poena, jer ova tehnika zahteva potro$nju energije
viSe od 1,5 kWh po analizi. Koli¢ina otpada koja je napravljena koris¢enjem HPLC-MS umanjuje
konacan rezultat za 3 poena. Ukupan broj kaznenih poena dobijen preracunavanjem poena
koris¢ene HPLC-MS je 9, §to ¢ini da se ova tehnika svrstava u odlicne zelene tehnike sa ukupnim
rezultatom od 91 poen na Analitickoj Eko-Skali.
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Tabela 4.7. Rezultati Analiti¢ke Eko-Skale koris¢ene HPLC-MS tehnike

Reagensi Kazneni poeni (KP)

MeOH 4

Instrumentacija

HPLC-MS 2

Vorteks 0

Otpad 3
9
9

Ukupni kazneni poeni
Broj poeena dobijen prema rezultatima
Analiti¢ke Eko- Skale
Zakljucéak Metoda odli¢ne zelenosti

1

Na Slici 4.38. prikazan je GAPI piktogram koji uzima u obzir sve korake analitickog procesa
koris¢ene HPLC-MS tehnike, od prikupljanja uzoraka do instrumentalne analize, kako bi se ispitala
njena ekoloska prihvatljivost. Parametri oznaceni zelenom bojom su u skladu sa kriterijumima
zelene hemije, dok su parametri koji manje ili viSe odstupaju od principa zelene hemije oznaceni
zutom, odnosno crvenom bojom.

A: Uzorkovanje
B: Priprema uzorka

C: Reagensi 1 hemikalije

D: Instrumentacija

E E: Tip metode

Slika 4.38. GAPI piktogram koris¢ene HPLC-MS tehnike.

Za procenu zelenosti HPLC-MS tehnike ispitana su tri klju¢na GAPI aspekta: priprema
uzorka, upotreba reagenasa i rastvaraca, i procena instrumentacije. S obzirom na to da se DSPME
metoda vr$i neposredno pre instrumentalnog merenja, uredjaj je postavljen na liniji (eng. at line),
§to je predstavljeno zutom bojom (1). Cuvanje i transport uzoraka za analizu na instrumentu nisu
potrebni §to je predstavljeno zelenom bojom (2, 3), dok skladiStenje ne zahteva posebne uslove, pa
je ovaj pentagram ozna¢en zutom bojom (4). Pored toga, uzorkovanje ne zahteva tehnike pripreme
kao $to su razblazivanje ili upotreba ultrazvuka, pa je predloZzena tehnika klasifikovana kao zelena
(7). Sto se ti¢e tipa ekstrakcije, pre instrumentalnog merenja na HPLC-MS koriiéena je
mikroekstrakcija, sto u slu¢aju GAPI piktograma odgovara zutoj boji (6). Poslednji korak u
pripremi uzorka odnosi se na dodatne tretmane, koji su nepotrebni u ovom slucaju (zelena boja) (8).
Koli¢ina reagensa koji se koristi za jednu kompletnu analizu odgovara zelenoj metodi, Sto je manje
od 10ml (9), a samim tim bezbednosni i zdravstveni rizici odgovaraju zelenoj boji (10, 11). Prema
GAPI Kklasifikaciji, HPLC-MS predstavlja ne-zelenu tehniku u pogledu potro$nje energije i
hemikalija (12). Koris¢eni HPLC-MS je hermeticki zatvoren instrument, stoga ne dolazi do
isparavanja hemikalija prilikom analize, pa je opasnost po analiti¢ara svedena na minimum (zelena
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boja) (13). Poslednji GAPI segment se odnosi na otpad i tretiranje otpada. Koli¢ina otpada nastala
predlozenom HPLC-MS tehnikom odgovara zutoj boji (14), dok je neadekvatno tretiranje dobijenog
otpada oznac¢eno crvenom bojom (15).

Procena zelenosti HPLC-MS tehnike koris¢enjem AGREE kalkulatora je predstavljena na
Slici 4.39. Rezultat srednje vrednosti svih 12 segmenata AGREE piktograma (0,72) pokazuje da je
predlozena HPLC-MS tehnika u skladu sa principima zelene hemije. Prvi segment AGREE
piktograma odnosi se na nacin uzorkovanja, $to u slucaju koris¢ene HPLC-MS tehnike
podrazumeva pripremu uzorka van mesta uzorkovanja. Zatim je uzeta u obzir zapremina koja je bila
potrebna instrumentu kako bi se anilin uspesno snimio (5 ul). Tre¢i segment AGREE piktograma se
odnosi na poziciju analitiCkog instrumenta. Kako se DSPME metoda vrs$i neposredno pre
instrumentalnog merenja, uredaj je postavljen na liniji. Segment koji se odnosi na broj koraka u
pripremi uzoraka je manji od tri u slu¢aju HPLC-MS tehnike, odnosno potrebna je manja koli¢ina
manuelnog rada. U skladu sa tim, predlozena tehnika je poluautomatizovana, jer podrazumeva
korake manuelne, ali jednostavne pripreme. Sesti segment se odnosi na potrebu za derivatizacijom,
§to u slu¢aju HPLC-MS nije potrebno. Koli¢ina otpada je u opsegu od 1-10 ml, a koris¢enom
tehnikom se odreduje veci broj analita, Sto utice na efikasnost. Crvena boja u AGREE piktogramu
se odnosi na potroSnju energije samog instrumenta (>1,5 kWh), a bezbednost analitiCara je
adekvatno regulisana i nisu postojale pretnje od nekontrolisanih isparenja.

0,0
Slika 4.39. AGREE piktogram koris¢ene HPLC-MS tehnike.

Koriste¢i Analiticku Eko-Skalu, GAPI i AGREE kalkulator data je potpuna slika o zelenosti
koris¢ene HPLC-MS tehnike i objasnjena je kroz 12 principa zelenosti:

- Kod hromatografskih tehnika zbog nemogucénosti prenosivosti instrumenta (princip P1)
direktna analiza uzoraka ¢esto nije moguca. Stoga je u buducnosti neophodno razmotriti na
koji na¢in bi se moglo omoguciti merenje na licu mesta.

- Prema principu P2, manja koli¢ina uzorka znaci ekoloski prihvatljiviju tehniku. Ono $to je
karakteristi¢no za tehniku te¢ne hromatografije je vremenski interval izmedu uzorkovanja,
merenja i dobijanja rezultata (in-line ili on-line uzorkovanje) (princip P3) (Napolitano-
Tabares et al., 2021).

- Derivatizacija uzorka nije bila potrebna §to prema principu P6 u potpunosti odgovara
zelenosti.

- U prilog principu P7 ide i koli¢ina upotrebljenih rastvaraca i nastalog otpada koja je
minimizirana, $to je posledica brzine protoka od 0,3 ml/min, male injektovane zapremine od
5 ul, kao i vremena potrebnog za analizu koje iznosi nesto manje od 5 minuta.
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- Mogucnost istovremene analize velikog broja analita znac¢ajno doprinosi smanjenju vremena
1 potrosene energije.

- lako je HPLC-MS klasifikovana kao najmanje zelena tehnika zbog velike potro$nje energije
(princip P9), njena prednost se ogleda u sposobnosti da detektuje analite u tragovima, §to
nije uvek moguce koris¢enjem drugih ,,zelenijih metoda“.

- Kao mobilna faza u HPLC se naj¢esce koristi kombinacija vode i organskog rastvaraca.
AcN i MeOH su pogodni rastvarac¢i za HPLC zbog dobrih hromatografskih svojstava, kao
Sto su moguénost meSanja sa vodom, visoka ¢istoca, mala viskoznost njihovih vodenih
rastvora i hemijska reaktivnost sa vec¢inom uzoraka (Tadi¢ et al., 2024a). Medutim, u
pogledu ekoloskog uticaja i zdravstvene bezbednosti, ovi rastvaraci nisu najbolji izbor
(princip P10 i P11).

- Bezbednost analitiCara adekvatno je regulisana. Hermeticki zatvoren instrument eliminise
mogucnost opasnog isparavanja rastvaraca (princip P12).
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U prvom delu doktorske disertacije nanocestice magnetita, Fe3Os4, dvostepeno su obloZene,
najpre sa TEQOS, a zatim sa MPS. Nakon toga, pripremljen je, optimizovan i detaljno okarakterisan
polimerni nosa¢ na bazi GMA i dvostepeno oblozenog FesOs, MPGE60. U okviru optimizacije
uslova sinteze pripremljene su tri serije uzoraka koje su obuhvatale ispitivanje uticaja vrste (PVA ili
PVP) i koli€ine stabilizatora (1, 51 7 mas.%.), kao i brzine meSanja (400 i 600 obr/min), na oblik i
veli¢inu Cestica dobijenog polimernog nosaca. Nakon toga, sintetisani uzorci okarakterisani su SEM
1 sito analizom. Polimerni nosa¢, MPGE60, okarakterisan je razli¢itim tehnikama karakterizacije u
pogledu strukturnih, morfoloskih i magnetnih svojstava i doneti su sledeci zakljucci:

- FTIR analiza je potvrdila uspe$no formiranje sloja TEOS-a i MPS-a na nanocesticama
FesOa.

- U okviru optimizacije uslova sinteze pokazalo se da kori§¢enjem PVP-a kao stabilizatora
polimerne cestice poprimaju sferni oblik i da povecanje masenog udela stabilizatora u
pocetnoj reakcionoj smesi ima veliki uticaj na oblik i veli¢inu Cestica polimernog nosaca.
Takode, zakljuceno je da brzina meSanja reakcione smeSe nema uticaj na izgled Cestica
dobijenih polimernih nosaca, ali znacajno uti¢e na veli¢inu dobijenih Cestica. Rezultati SEM
I sito analize potvrdili su da se Cestice odgovarajuceg izgleda i veli¢ine dobijaju
koris¢enjem 7 mas.% PVP-a i pri brzini mesanja od 600 obr/min.

- Sito analiza polimernog nosaca na bazi GMA i Fe3Os je pokazala da mPGE60 poseduje
udele frakcija razlicitog precnika, pri ¢emu je najzastupljenija frakcija Cestica sa precnikom
0,15 mm < d < 0,25 mm, u iznosu od oko 52,6 mas.%.

- FTIR analizom potvrdeno je prisustvo svih karakteristinih traka polimernog nosaca,
mPGEGO.

- SEM mikrografije jasno pokazuju globularnu strukturu, dok EDS sa mapiranjem ukazuje na
prisustvo svih o¢ekivanih elemenata (C, O, Fe, Si).

- Parametri porozne strukture mPGE60 odredeni su komplementarnim metodama, zivinom
porozimetrijom i niskotemperaturnom fizisorpcijom azota i na osnovu rezultata se izvodi
zakljucak da se dobijeni polimerni nosa¢ na bazi GMA 1 Fe3Os moZe klasifikovati kao
mezoporozni materijal.

- Iz rezultata magnetnih svojstava polimernog nosaca zakljucuje se da vrednost Ms pri T =
300 K iznosi 4,8 emu/g, a odnos M/Ms ima vrednost 0,131 s§to ukazuje da mPGEG60
poseduje multidomensku struktiru i ima skoro uniformnu magnetizaciju.

Nakon toga, pripremljena su tri MIP-a sa anilinom kao molekulom Sablona metodom
povrsinskog otiskivanja, MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha, u zavisnosti od toga koji ligand (EDA,
TETA ili PEHA) je koris¢en u sintezi. Pre same sinteze uradeni su preliminarni eksperimenti
optimizacije molskog odnosa ligand:$ablon (1:1, 2:1, 4:1). Nakon toga, sintetisani MIP-ovi su
detaljno okarakterisani i doneti su sledeci zakljucci:

- Visoki odnosi ligand:$ablon (4:1) su pogodniji za kontrolu morfologije MIP-a i stabilizaciju
otisnutih mesta.

- Rezultati FTIR analize ukazuju na uspe$nu pripremu MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha
metodom povrSinskog otiskivanja.

- Dobijeni rezultati elementarne analize ukazuju da nije doslo do potpune konverzije
epoksidnih grupa u amino grupe prilikom sinteze MIP-a i da procenat konverzije epoksidnih
grupa opada slede¢im redosledom: MIP-eda, MIP-teta, MIP-peha, Sto je posledica sternih
smetnji koje nastaju zbog uvodenja voluminoznijih liganada.

- SEM analizom potvrdena je globularna, porozna struktura, dok je EDS sa mapiranjem
potvrdio prisustvo svih ofekivanih elemenata.

- Na osnovu rezultata dobijenih Zivinom porozimetrijom i niskotemperaturnom fizisorpcijom
azota se moze uociti da nema znacajnih promena u poroznoj strukturi nakon pripreme MIP-
ova metodom povrsinskog otiskivanja razli¢itim ligandima. Najdominantnije pore u svim
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analiziranim uzorcima bile su mezopore, $to ukazuje da se MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha
mogu klasifikovati kao mezoporozni materijali.

Vrednosti pHpzc za MIP-eda, MIP-teta, MIP-peha iznose 6,1; 6,3 i 6,4, redom, a neznatni
porast vrednosti ukazuje na blago povecanje baznosti povrSine uzoraka $to je posledica
razli¢ite koncentracije amino grupa u MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha.

Zatim su prikazani rezultati sorpcione ekstrakcije anilina iz vodenih rastvora pomocu MIP-

eda, MIP-teta i MIP-peha. Ispitan je uticaj pH na sorpcioni kapacitet, a zatim mogucnost
regeneracije i ponovne upotrebe analiziranih MIP-ova. Takode, prikazani su rezultati optimizacije i
validacije DSPME metode na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi pre instrumentalnog merenja na HPLC-MS
u svrhu pretkoncentrisanja primarnog aromaticnog amina — anilina, kao i rezultati ispitivanja
zelenosti razvijene DSPME metode na MIP kao c¢vrstoj fazi, kao i koris¢cene HPLC-MS. Iz
navedenih rezultata izvedeni su slede¢i zakljucci:

Ispitivanjem uticaja pocetne pH vrednosti vodenog rastvora na kapacitet sorpcije anilina
pomoc¢u MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha uoceno je da se se maksimalni sorpcioni kapacitet
postize pri pH 6. Manji kapacitet sorpcije pri nizim pH vrednostim objasnjava se
elektrostatickim odbijanjem izmedu pozitivno naelektrisanih aktivnih mesta na povrsini
MIP-eda, MIP-teta, MIP-peha i anilinijum katjona. Kako pH vrednost vodenog rastvora
raste iznad pKa vrednosti anilina (4,63), molekulski oblik anilina podsti¢e sorpciju na MIP-
ovima pomocu Van der Valsovih sila i vodoni¢nih veza, $to za posledicu ima povecanje
sorpcionog kapaciteta. Vrednosti maksimalnog kapaciteta sorpcije anilina pomoc¢u MIP-eda,
MIP-teta i MIP-peha dobijenog na pH vrednosti od 6 iznose 1,28 mg/g, 1,75 mg/g i 2,05
mg/g, redom.

Najveci desorpcioni kapacitet za MIP-eda, MIP-teta i MIP-peha od oko 0,8 mg/g postignut
je koriséenjem AcN kao desorpcionog sredstva, $to se objasnjava njegovom polarnoséu koja
je najbliza anilinu u poredenju sa ostala dva ispitana desorpciona sredstva (EtOH 1 MeOH).
Rezultati ponovne upotrebe MIP sorbenata za uklanjanje anilina iz vodenog rastvora
pokazali da se ovi sorbenti mogu koristiti u najmanje Cetiri ciklusa sorpcija/desorpcija bez
znacajnijeg gubitka kapaciteta sorpcije.

Pareto grafikom identifikovani su najznacajniji faktori koji utiCu na efikasnost predloZene
DSPME metode na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi, a to su zapremina desorpcionog sredstva, pH
I temperatura ekstrakcije i oni su odabrani za dalje ispitivanje i optimizaciju.

Konturni dijagram i trodimenzionalni dijagram odgovora povrSine pokazali su da je
maksimalna efikasnost od 62,7 % postignuta pri zapremini desorpcionog sredstva od 450 ul,
pH vrednosti vodenog rastvora anilina od 6 1 temperaturi ekstrakcije od 25 °C.

Optimalni uslovi za predlozenu DSPME metodu na MIP-peha kao Cvrstoj fazi za
pretkoncentraciju anilina su: 50 mg MIP-peha, ekstrakcija u trajanju od 1 min potpomognuta
vorteksom na temperaturi od 25 °C i desorcija sa AcN kao desorpcionim sredstvom
zapremine 450 pl u trajanju od 1 min potpomognuta vorteksom na temperaturi od 25 °C.
Visoka vrednost koeficijenta determinacije (R? = 0,935) ukazuje da su eksperimentalni
rezultati u skladu sa predvidenim vrednostima. Takode, statisticki rezultati pokazali su
znacajnost modela, sa p-vrednos¢u manjom od 0,017. Test nepodesnosti modela (nedostatak
fitovanja) nije bio znacajan, S$to pokazuje visok nivo tacnosti i konzistentnost
eksperimentalnih rezultata.

Za DSPME metodu na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi dobijena je LoD vrednost od 1 ng/ml,
RSD od 18 %, dok je efikanost DSPME metode bila 62 %. Vrednost koeficijenta korelacije
u opsegu koncentracije rastvora anilina od 1 ng/ml do 200 ng/ml iznosio je 0,9969 ¢ime je
potvrdena linearnost DSPME metode.

Rezultat Analiticke Eko-Skale razvijene DSPME metode na MIP-peha kao ¢vrstoj fazi
iznosio je 91 poen ¢ime se razvijena DSPME metoda kategoriSe kao metoda odli¢ne
zelenosti.
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- Na AGREE piktogramu razvijene DSPME metode uoCava se svetlo zelena boja sa
vredno$¢u od 0,62, §to je €ini prihvatljivom zelenom metodom koja odgovara principima
analiticke zelene hemije.

- Ukupan broj kaznenih poena dobijen preracunavanjem poena koris¢ene HPLC-MS je 9, Sto
¢ini da se ova tehnika svrstava u odlicne zelene tehnike sa ukupnim rezultatom od 91 poen
na Analitickoj Eko-Skali.

- Rezultat srednje vrednosti svih 12 segmenata AGREE piktograma (0,72) pokazuje da je
predlozena HPLC-MS tehnika u skladu sa principima zelene hemije.

- Primarni ograni¢avajuci faktor prilikom evaluacije zelenog pristupa u analiti¢koj hemiji je
nedostatak automatizacije, pa su buduci trendovi usmereni na razvoj automatizovane analize
,,na liniji” sa uzorkovanjem $to ¢e poboljsati ukupnu zelenost procesa.
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originalnosti doktorske disertacije ,,Disperzivna mikroekstrakcija primarnih aromati¢nih amina
molekulski otisnutim polimerom na bazi glicidil-metakrilata i magnetita®, autora Tamare T. Tadic,
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pojmova, objanjenja pojmova koji se nalaze u tezi, kao i prethodno publikovanih rezultata
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