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Dobijanje i karakterizacija novih sorbenata na bazi molekulski obeleZzenih polimera za odabrane
steroide i UV filtere

Sazetak:

Molekulski obelezeni polimeri su funkcionalni materijali sa unapred definisanom selektivnos¢u ka
odredenom molekulu. Cilj ove disertacije bio je dobijanje i1 karakterizacija molekulski obelezenih
polimera sa templatima iz klasa steroida (holesterol) i UV filtera (benzofenon-4). Sintetisano je
nekoliko serija molekulski obelezenih polimera i njihovih neobelezenih analoga primenjujuci
nekovalentni pristup, tehnikom polimerizacije u masi. Dobijeni sorbenti su okarakterisani pomocu
infracrvene spektroskopije, skenirajuce elektronske mikroskopije, fizisorpcijom azota, elementalnom
analizom, kao i pomocu adsorpcionih izotermi. Na osnovu karakterizacije dobijenih polimera moze
se zakljuciti da je proces obelezavanja za odabrane template uspesno izveden. Polimeri obelezeni
holesterolom i benzofenonom-4 imaju veci kapacitet za vezivanje templata od neobeleZenih analoga.
Rezultati ispitivanja selektivnosti dobijenih polimera ukazuju da su dobijeni polimeri selektivni za
vezivanje templata u odnosu na druga jedinjenja iz iste grupe. Ispitana je moguénost primene
dobijenih polimera za ekstrakciju benzofenona-4 iz vodenih rastvora. Pokusaji dobijanja molekulski
obelezenih polimera za UV filtere na bazi ciklodekstrina, nisu, za sada, dali zadovoljavajucée
rezultate.

Kljuéne reci: molekulski obelezeni polimeri, UV filteri, holesterol, benzofenon-4, selektivni sorbenti
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Preparation and characterization of new sorbents based on molecularly imprinted polymers for
selected steroids and UV filters

Abstract

Molecularly imprinted polymers represent functional materials with predetermined selectivity
towards chosen molecule. The goal of this dissertation was preparation and characterization of
molecularly imprinted polymers with steroid templates (cholesterol) and UV filters (benzophenone-
4). Several series of imprinted polymers and their non-imprinted analogs were synthesized, applying
non-covalent approach, by bulk polymerization. Prepared sorbents were characterized by infrared
spectroscopy, scanning electron microscopy, nitrogen physisorption, elemental analysis and
adsorption isotherms. Results show that imprinting process was successful. Polymers imprinted with
cholesterol and benzophenone-4 as templates have higher binding capacities than corresponding non-
imprinted analogs. Selectivity of imprinted polymers was tested, showing that imprinted polymers
are selective towards template compared to similar compounds binding. The application of
benzophenone-4 imprinted polymers for solid-phase extraction from aqueous solutions was
examined. Preparation of imprinted polymers for UV filters based on cyclodextrins was not
successful so far.

Key words: molecularly imprinted polymer, UV filters, cholesterol, benzophenone-4, selective
sorbents

Scientific field: Chemistry
Scientific subfield: Analytical Chemistry
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Pesi¢ Milos Doktorska disertacija

| Uvod

Potreba za novim materijalima koji bi se mogli primeniti u razli¢itim oblastima hemije
namece stalni razvoj ove oblasti. Polimerna hemija je u konstantnom usponu od sredine XX veka.
Znacajniji razvoj hemije molekulski obelezenih polimera pocinje krajem XX veka, a nastavljen je
tokom XXI veka. Molekulsko obelezavanje predstavlja tehnologiju usmerenu ka dobijanju
funkcionalnih materijala. Molekulski obelezeni polimeri dobijaju se polimerizacijom odgovarajucih
komponentni u prisustvu templata ¢ija je uloga, u idealnom slucaju, da u polimeru izazove stvaranje
Supljina komplementarnih po obliku i naelektrisanju. Nakon uklanjanja templata u dobijenom
polimeru ostaju slobodna mesta u koja se ponovo moze vezati templat ili templatu slican molekul
(Sellergren, 2001).

Molekulski obelezeni polimeri (MOP1i) nalaze primenu u brojnim granama hemije: kao
sorbenti u ekstrakciji ¢vrstom fazom, kao stacionarne faze u hromatografiji, aktivne komponente u
senzorima, a mogu se koristiti 1 kao katalizatori (veStacki enzimi) i mikroreaktori. Ovako Siroka
primena MOPa omogucena je univerzalno$éu ovih materijala, relativno jednostavnim dobijanjem,
moguénoScu visestrukog koriS¢enja. MOPi se primenjuju 1 u kontrolisanoj dostavi 1 otpustanju lekova
(Alvarez-Lorenzo, Concheiro, 2013).

lako je raznovrsnost templata koji se mogu primeniti za dobijanje MOPa veoma velika,
dobijanje MOPa zeljenih svojstava nije uvek jednostavno, a ponekad ni moguce. Ukoliko se kao
templati koriste molekuli koji su slabo funkcionalizovani poput steroida, dobijanje MOPa koji ima
zadovoljavajuéi kapacitet i selektivnost vezivanja zahteva primenu slozenijih pristupa. U takvim
slucajevima najceSce se sintetiSe derivat templata sa monomerom, pa se nakon sinteze obeleZenog
polimera hidrolizuje veza izmedu templata i monomera.

Cilj ove doktorske disertacije bio je dobijanje polimera za zahtevne template poput steroidnih
molekula, gde je kao predstavnik steroida izabran holesterol, molekul koji pored osnovnog
ugljovodoni¢nog skeleta sadrzi samo jednu hidroksilnu grupu i jednu dvostruku vezu. Tokom izrade
disertacije, primenjen je pristup gde se za sintezu koristi samo jedna polimerizabilna komponenta i
to umreziva€, uz visoku koncentraciju holesterola u prepolimerizacionoj smes$i. Dobijanju
holesterolom obelezenih polimera prethodila je optimizacija uslova polimerizacije: ispitano je
nekoliko rastvaraca, umrezivaca, i koncentracija holesterola u prepolimerizacionoj smesi. Dobijeni
obelezeni polimeri, kao i neobelezeni analozi su okarakterisani primenom skenirajuce elektronske
mikroskopije (SEM), fizisorpcijom azota, kao i ispitivanjem vezivanja templata iz razli¢itih
rastvaraCa (konstrukcijom adsorpcionih izotermi). Takode, ispitana je 1 selektivnost sintetisanih
polimera.

U drugom delu disertacije, cilj je bio dobijanje MOPa za odabrane UV filtere. UV filteri su
jedinjenja koja se nalaze u kremama za suncanje i brojnim kozmeti¢kim preparatima u visokoj
koncentraciji (i do 25%), a nakon dospevanja u Zivotnu sredinu mogu izazvati brojne Stetne posledice
po vodeni zivi svet. U naucnoj literaturi postoji svega nekoliko do sada objavljenih radova koji
razmatraju dobijanje MOPa za UV filtere, iako je potreba za koncentrovanjem i sorpcijom ovih
jedinjenja iz vodenih ekosistema velika. PokuSana je primena dva pristupa u sintezi MOPa za UV
filtere, slobodno-radikalska polimerizacija vinilnih i akrilatnih monomera i dobijanje
ciklodekstrinskih nanosundera. PokuSaje dobijanja ciklodekstrinskih polimera nisu bili uspesni,
dobijeni polimeri nisu pokazali vec¢i kapacitet za vezivanje templata u odnosu na neobelezene
analoge. Sa druge strane, primena klasi¢nog nekovalentnog pristupa, rezultovala je dobijanjem
obelezenog polimera za benzofenon-4 (BP4), jedan od predstavnika klase benzofenonskih UV filtera.
Dobijeni polimeri za benzofenon-4 su okarakterisani primenom infracrvene spektroskopije (FTIR),
elementalne analize, SEM, fizisorpcije azota, adsorpcionim izotermama. Selektivnost dobijenih
polimera je visoka. BP4 obelezeni polimeri koji su sintetisani tokom izrade ove disertacije pokazuju
dobro vezivanje i u vodenoj sredini, §to znacajno olakSava njihovu primenu i proSiruje mogucnosti.
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11 Opsti deo

1.1 Osnovne komponente u sintezi molekulski obeleZenih polimera

Molekulski obelezeni polimeri dobijaju se polimerizacijom funkcionalnog monomera u
prisustvu molekula od interesa — templata. Templat moze biti gotovo bilo koji molekul koji je stabilan
u primenjenim uslovima polimerizacije. Funkcionalni monomer se bira tako da moze da ostvaruje
Sto jace interakcije sa templatom, u zavisnosti od pristupa u sintezi, ¢ak i da reverzibilno formira
kovalentne veze. U polimerizacionu smeSu dodaje se i umrezivac, ¢ija je uloga da formira polimernu
mrezu koja odrzava rigidnu strukturu polimera. Oko templata se samoorganizuju molekuli
funkcionalnog monomera, zbog ¢ega nakon polimerizacije i uklanjanja templata, u polimernoj
strukturi ostane mesto po obliku i hemijskoj funkcionalnosti komplementarno templatu (Sellergren,
2001).

Da bi se utvrdila uspeSnost molekulskog obelezavanja, neophodno je obelezeni polimer
uporediti sa odgovaraju¢im neobeleznim polimerom. Neobelezeni polimer dobija se na isti nacin kao
obelezeni polimer, samo bez prisustva templata. Odsustvo templata ima za posledicu nasumicni
raspored monomera u polimeru. Ovakav polimer ¢e sadrzati mesta za koja se moze vezati templat,
ali imaju¢i u vidu da su nasumicno nastala, takva mesta ¢e uglavnom imati manji afinitet za vezivanje
templata od mesta nastalih u obeleZenom polimeru (Sellergren, 2001; Alvarez-Lorenzo, Concheiro,
2013).

Po tipu polimerizacije koja se izvodi, molekulski obelezeni polimeri se najéeS¢e dobijaju
radikalskom polimerizacijom, te je neophodan i odgovarajuéi inicijator polimerizacije.
Polimerizacija se inicira termalno, ultraljubicastim ili gama zra¢enjem (Sellergren, 2001). Na Slici 1
shematski je prikazan postupak nastajanja nekovalentno molekulski obelezenih polimera.

+)#f®{+
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@' 4. @r
Templat F unkcional:i} UmrezZivaé
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Slika 1. Shematski prikaz nastajanja molekulski obelezenog polimera. 1. formiranje
prepolimerizacionog kompleksa; 2. formiranje polimera; 3. uklanjanje templata; 4. ponovno
vezivanje templata.

Uspe$na sinteza MOPa podrazumeva da je dobijeni MOP dovoljno selektivan, da ima
dovoljan kapacitet, koji bi, po pravilu, trebalo da bude veci od kapaciteta neobelezenog polimera
(NOPa) i da je hemijski i termicki stabilan. Da bi proces obelezavanja bio uspes$no izveden,
neophodno je pravilno odabrati komponente koje ucestvuju u dobijanju polimera, kao i da se te
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komponente, koje se nalaze u odredenom odnosu, polimerizuju pod pogodnim uslovima. Drugim
reCima, dobar odabir templata, funkcionalnog monomera, umrezivaca, porogena, tehnike
polimerizacije neki su od neophodnih uslova za dobijanje MOPa (Alvarez-Lorenzo, Concheiro 2013;
Karim et al, 2005).

Molekul templata trebalo bi da bude takav da sadrzi grupe koje mogu ostvariti interakcije sa
funkcionalnim monomerom, dok ne sme da sadrzi grupe koje su polimerizabilne pod primenjenim
uslovima sinteze polimera. U literaturi postoje opisani primeri upotrebe amina, karboksilnih kiselina,
amida, monosaharida, aminokiselina, alkaloida, estara i alkohola kao templata (izvor:
http://mipdatabase.com). Templat moze biti i enantiomerni oblik nekog molekula, pri ¢emu dobijeni
MOP ima hiralna svojstva i pravi razliku pri vezivanju templata i njegovog enantiomera (Hebert et
al, 2015; Sibrian-Vasquez, Spivak, 2003; Torres et al, 2012; Meador, Spivak, 2014; Piletsky, Turner,
2006; Ansell et al, 2005).

Templat sa funkcionalnim monomerom ostvaruje medumolekulske interakcije. Stoga,
funkcionalni monomer, sa jedne strane, mora sadrzati grupe hemijski komplementarne templatu, dok,
sa druge strane, funkcionalni monomer mora sadrzati polimerizabilne grupe. U zavisnosti od toga
koje interakcije templat moze da ostvaruje, tj. koje funkcionalne grupe sadrzi, bira se funkcionalni
monomer Koji sadrzi kisele, bazne, funkcionalne grupe, koje mogu graditi vodoni¢ne veze ili n-n
interakcije i sl. (Alvarez-Lorenzo, Concheiro, 2013, Liu et al, 2021). Na Slici 2 prikazani su primeri
funkcionalnih monomera koji se najéesce koriste u sintezi nekovalentnin MOPa.
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Slika 2. Strukturne formule funkcionalnih monomera koji se najéescée koriste u sintezi MOPa.
MAA — metakrilna kiselina, AA — akrilna kiselina, AAm — akrilamid, 4VP — 4-vinilpiridin, VBA —
vinilbenzoeva kiselina, S — stiren, DMAEM — dimetilaminoetil-metakrilat, HEMA — 2-hidroksietil-

metakrilat

Funkcionalni monomer okruzuje templat gradeci sa njim prepolimerizacioni kompleks. Kako
je Cesto gradenje kompleksa zasnovano na slabim interakcijama, da bi se pospeSilo nastajanje
prepolimerizacionog kompleksa, koli¢ina monomera mora biti veca od koli¢ine templata. Medutim,
viSak funkcionalnog monomera vodi nastajanju mesta niskog afiniteta u obelezenom polimeru,
umanjujucdi i selektivnost dobijenog polimera (Mattiasson, Ye, 2015).

Nastajanje i postojanost prepolimerizacionog kompleksa zavise od jacine templat-templat
interakcija, ali postoji efekat monomer-monomer, rastvara¢-templat, rastvarac-monomer interakcija
(Mattiasson, Ye, 2015). Stabilnost prepolimerizacionog kompleksa zavisi i od temperature i pritiska
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prepolimerizacione smese, pri cemu se stabilnost kompleksa povecava sa smanjenjem temperature.
Stoga, dobijanje MOPa gde je nestabilan prepolimerizacioni kompleks moze se izvesti na sniZenoj
temperaturi (4°C) i uz fotoinicijaciju, umesto na 60-70°C i termalno iniciranom polimerizacijom
(Sellergren, 2001; Alvarez-Lorenzo, Concheiro 2013).

Uloga umrezivaca jeste da polimeru da rigidnost tako da se struktura obelezenog mesta ne
narusava pri ispiranju, pri ponovnom vezivanju templata ili pri promeni rastvaraca. Stoga se
umreziva¢ najées¢e primenjuje u vecoj koli¢ini od funkcionalnog monomera: najéesc¢e korisé¢eni
odnos koli¢ina monomera i umrezivaca je 1:5. Nedovoljna koli¢ina umrezivac¢a dovodi do bubrenja
polimera i naruSavanja prostorne obeleZenih mesta tj. mesta visokog afiniteta za vezivanje templata.
Prevelika koli¢ina upotrebljenog umrezivaca, sa druge strane, dovodi do nastajanja polimera iz kog
je teSko ukloniti templat i gde je potrebno duze vreme za uspostavljanje ravnoteze pri ponovhom
vezivanju templata. Uloga umrezivaa nije zanemarljiva ni pri gradenju prepolimerizacionog
kompleksa —u zavisnosti od polarnosti i strukture, on moze uticati na stabilnost prepolimerizacionog
kompleksa. Umrezivaéi sadrze dve ili vise dvostrukih veze. Na Slici 3 prikazane su strukture ¢esto
koris¢enih umrezivaca u sintezi MOPa (Sellergren, 2001; Yan, Ramstrom, 2005).

(0] (0)
EDMA MBA
NOBE
0 0
(0] (0]
)Jﬁw/ ~N07TN \/\O)J\”/ )J\H/O\/\/\/\O)H(
0 0
TEGDMA HDMA
.~ N
(0]
(0]
(0) (0]
(0]
BDMA (0] A
6]
Y& DVB
TRIM

Slika 3. Strukturne formule najcesce koris¢enih umrezivaca: EDMA — etilenglikol-dimetakrilat,
MBA — metilen-bisakrilamid, NOBE — N,O-bismetakriloil-etanolamin, TEGDMA — trietilenglikol-
dimetakrilat, HDMA — 1,6-heksandiol-dimetakrilat, BDMA — 1,4-butandiol-dimetakrilat,
TRIM — trimetilolpropan-trimetakrilat, DVB — divinilbenzen.

Najcesce koris¢eni umrezivaci su EDMA 1 DVB. Prednost EDMA polimera jeste njihova
termicka 1 mehanicka stabilnost, dobra kvasljivost u razli¢itim rastvaracima, kao i brz transfer mase.
Sa druge strane, prednosti DVB polimera su veca rigidnost i manje izraZeno bubrenje, ali su manje
kvasljivi u pojedinim organskim rastvara¢ima, i uglavnom manje selektivni u odnosu na EDMA
polimere. Primena amidnih umrezivaca moze biti znacajna za sintezu polimera za polarne template
poput peptida i proteina (Sellergren, 2001; Iturralde, 2014).

Porogen, rastvarac koji se koristi pri sintezi polimera, ima nekoliko uloga pri sintezi MOPa —
zasluzan je za formiranje pora u polimeru, ali i za stabilizaciju prepolimerizacionog kompleksa.
Rastvaraci poput toluena, acetonitrila i hloroforma se cesto koriste kao porogeni, dok se u odredenim
slu¢ajevima mogu koristiti i aceton, dimetil-sulfoksid, N,N-dimetilformamid, u sistemima u kojima
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primena ovih rastvaraca ne uti¢e znacajno na stabilnost prepolimerizacionog kompleksa (Alvarez-
Lorenzo, Concheiro, 2013; He et al, 2007).

Pre sinteze MOPa, neophodno je iz funkcionalnog monomera i umrezivaca ukloniti inhibitore
polimerizacije. Porogen ne bi trebalo da sadrzi vlagu kako ne bi bile naruSene templat-monomer
interakcije. Iz prepolimerizacione smese se, pre polimerizacije, produvavanjem inertnog gasa uklanja
kiseonik koji je inhibitor polimerizacije. Inicijacija polimerizacije moze se izvesti nekim od
slobodno-radikalskih inicijatora, poput azobisizobutironitrila, benzoil-peroksida i sl. Na Slici 4
shematski je prikazan postupak sinteze polimera.

Templat
Monomer
UmreZivaC

Porogen Argon
Inicijator

60-70 °C

Polimerizacija

|=>|=>ﬂ=>

U
-

% P

MOP Ispiranje templata Odvajanje Cestica po veli€ini Usitnjavanje polimera

Slika 4. Shematski prikaz sinteze MOPa.

Nakon polimerizacije, prilikom obrade polimera i uklanjanja templata dolazi do delimi¢nog
oStecenja ili urusavanja obeleZenih mesta §to za posledicu ima smanjenje selektivnosti i kapaciteta
polimera uz istovremeno povecanje heterogenosti obelezenih mesta u polimeru (Slika 5) (Lorenzo
etal, 2011).

Adekvatno

Distorzija
wvezujucih mesta

{ Nekompletno
~ uklanjanje
Uruiavanje
pore nakon
uklanjanja
Pucanje pore
tokom
uklanjanja

Slika 5. Shematski prikaz mogucih deformacija obelezenih mesta u polimeru. Adaptirano iz
Lorenzo et al (2011).
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Imajuéi u vidu da postoje razli€iti pristupi u sintezi MOPa, sem ukoliko nije drugacije
naglaSeno, u daljem tekstu bi¢e razmatran nekovalentni pristup, koji je eksperimentalno primenjen u
ovoj disertaciji.

11.2 Pristupi u sintezi molekulski obeleZenih polimera

Postoje tri glavna pristupa u sintezi molekulski obelezenih polimera: nekovalentni, semi-
kovalentni i kovalentni pristup. Odabir pristupa koji ¢e biti primenjen zavisi od strukture templata i
uslova polimerizacije, tj. od interakcija koje templat moze da ostvari u datim uslovima. Kod
nekovalentnog pristupa, €ija primena je danas najrasprostranjenija, interakcije izmedu templata 1
funkcionalnog monomera su Van der Waals-ove interakcije, vodoni¢ne veze, jonski parovi.
Nekovalentni pristup je vremenski najmanje zahtevan i najjednostavniji za izvodenje. Kod
kovalentnog pristupa, neophodno je napraviti derivat templata i monomera, pri ¢emu su kovalentne
veze izmedu templata i monomera takve da se mogu lako raskinuti 1 uspostaviti. Nakon
polimerizacije, vr$i se hidroliza templat-monomer veza, pri ¢emu ponovno vezivanje templata
zahteva i ponovno uspostavljanje kovalentnih veza. Semi-kovalentni pristup, kombinacija dva
prethodno navedena, podrazumeva kovalentno vezivanje templata za monomer pre polimerizacije.
Nakon polimerizacije, dolazi do hidrolize templat-monomer kovalentnih veza, a ponovno vezivanje
templata se zasniva na nekovalentnim interakcijama (Sellergren, 2001; Alvarez-Lorenzo, Concheiro,
2013; Yan, Ramstrom, 2005; Kutner, Sharma, 2018; Piletsky, Turner, 2006; Mattiasson, Ye; 2015) .

11.2.1 Nekovalentni pristup

Ve¢ je reCeno da je nekovalentni pristup najjednostavniji pristup u sintezi MOPa.
Jednostavnost ovog pristupa ogleda se u tome S$to nije neophodno formirati kovalentno jedinjenje
izmedu templata i monomera. Na osnovu strukture molekula templata moze se odabrati funkcionalni
monomer, primenom racionalnog dizajna i racunarskih metoda ili koriste¢i se hemijskom logikom.

Propranolol (Slika 6) je jedan od Cesto koris¢enih templata u nekovalentnom pristupu
molekulskom obelezavanju (Itturalde, 2014). Amino i hidroksilna grupa mogu biti i donori 1
akceptori vodoni¢nih veza, dok etarska funkcionalnost moZe biti akceptor vodonicne veze.
Naftalenski motiv moze ostvarivati n-n interakcije. Imajuci u vidu i to da amino grupa ima bazna
svojstva, logi¢an izbor za funkcionalni monomer bilo bi jedinjenje koje sadrzi funkcionalnu grupu sa
kiselim svojstvima, poput metakrilne kiseline.

o\)\/NY

Slika 6. Strukturna formula propranolola.

Funkcionalni monomer se, gotovo po pravilu, dodaje u visku u odnosu na koli¢inu templata,
kako bi ravnoteza bila pomerena u smeru nastajanja prepolimerizacionog kompleksa (Mattiasson,
Ye, 2015). Najces¢i odnos koli¢ina templata i monomera jeste 1:4, mada se u literaturi moze naci
opseg odnosa od 1:2 ¢ak i do 1:16 (Serrano et al, 2015; Yoshimatsu, 2012, Nagy-Szakolczai et al,
2018; He et al, 2007).

U zavisnosti od interakcija izmedu templata i monomera, biraju se i uslovi polimerizacije.
Polimerizacija se Cesto inicira termalno, zagrevanjem smeSe koja sadrzi templat, monomer,
umrezivac, porogen i inicijator, na 60°C (He et al, 2007). Medutim, ukoliko su interakcije izmedu
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templata i monomera slabe, moZze se razmotriti UV inicijacija polimerizacije na sobnoj ili ¢ak
snizenoj temperaturi (4°C) (Li et al, 2015; He et al, 2007).

Nakon sinteze nekovalentnog molekulski obelezenog polimera, neophodno je ukloniti
molekule templata, kako bi polimer dalje mogao da bude ispitan i primenjen. Templat se moze
ukloniti ispiranjem odgovarajué¢im rastvaracem, koji treba da bude takav da narusi interakcije izmedu
templata 1 nastalog polimera. Ukoliko je u pitanju templat koji sadrzi bazne funkcionalne grupe 1
monomer koji sadrzi kisele funkcionalnosti (poput metakrilne kiseline, MAA, Slika 2) cesto se
primenjuje 10% sircetna kiselina u metanolu za uklanjanje templata. Uklanjanje templata moze biti
potpomognuto na razli¢ite nacine: povecanjem pritiska, mikrotalasima, ultrazvukom, a moze se
izvoditi 1 kontinualna ¢vrsto-te¢na ekstrakcija po Soksletu. Kada se templat ukloni, §to se proverava
analizom sadrzaja templata u supernatantu, polimer se susi, po potrebi se vrsi frakcionisanje Cestica
po veli¢ini nakon ¢ega je sintetisani polimer spreman za dalju analizu i upotrebu (Dorko et al, 2017,
Nagy-Szakolczai et al, 2018).

Sibrian-Vasquez i Spivak su opisali primenu N,O-bismetakriloiletanolamina (NOBE) kao
monomera koji je ujedno 1 umreziva¢. Ovaj monomer-umreziva¢ primenjen je u sintezi hiralnih
molekulski obelezenih polimera (Sibrian-Vasquez, Spivak, 2004).

Prednosti nekovalentnog pristupa su relativno jednostavna sinteza, primenjivost za template
veoma razlicitih struktura, kao 1 to $to je ponovno vezivanje templata za dobijeni polimer brzo. Mane
nekovalentnog pristupa su veliki broj nespecificnih mesta usled upotrebe viska monomera i
formiranja prepolimerizacionog kompleksa koji nije dovoljno stabilan (Alvarez-Lorenzo, Concheiro,
2013).

11.2.2 Kovalentni pristup

Kovalentni pristup u sintezi molekulski obeleZzenih polimera, kao Sto je ve¢ receno,
podrazumeva gradenje derivata templata sa monomerom. Najée$¢e primenjivani derivati su Sifove
baze, boronski estri, acetali. Dobijeni derivat se potom polimerizuje u prisustvu odgovarajuceg
umrezivaca. Templat se uklanja hidrolizom kovalentnih veza sa formiranim polimerom, dok je za
ponovno vezivanje templata neophodno i ponovno uspostavljanje kovalentnih veza. Ovaj pristup u
sintezi naziva se jos 1 "hemijski’ pristup (Sellergren, 2001).

Prednosti kovalentnog pristupa su to Sto se smanjuje heterogenost obelezenih mesta u
formiranom polimeru, kao i to §to se upotrebljava stehiometrijska koli¢ina funkcionalnog monomera.
Glavne mane ovog pristupa su §to se uvode dodatni koraci u sintezi: neophodno je napraviti derivat
templata i funkcionalnog monomera, kao i izvrSiti hidrolizu templat-monomer veze nakon sinteze.
Uspostavljanje ravnoteze pri ponovnom vezivanju templata moze biti sporo, u zavisnosti od veze
koja se uspostavlja. Ovaj pristup se moze primeniti na ogranic¢en broj templata i funkcionalnih
monomera (Alvarez-Lorenzo, 2013).

Sarhan et al. opisali su hiralno razdvajanje bademove kiseline pomoc¢u hiralno obelezenog
polimera primenom kovalentnog pristupa. Monomer, 4-vinilfenilboronska kiselina sa templatom,
L-bademovom kiselinom, gradi boronat koji se potom polimerizuje u prisustvu umrezivaca
divinilbenzena, daju¢i kovalentno obelezeni polimer. Hidrolizom boronatnog estra u prisustvu
metanola i vode, u polimeru ostaju obelezene Supljine za vezivanje L-bademove kiseline (Sarhan et
al, 1989).

11.2.3 Semikovalentni pristup

Semikovalentni pristup kombinuje prednosti prethodno navedenog kovalentnog i
nekovalentnog pristupa. Naime, kod semikovalentnog pristupa, prvo se napravi derivat izmedu
templata 1 funkcionalnog monomera, izvrsi se polimerizacija, potom se (selektivno) hidrolizuje veza
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izmedu templata i funkcionalnog monomera, a ponovno vezivanje templata se deSava usled
nekovalentnih interakcija. Semikovalentni pristup se najces¢e koristi u slu¢ajevima kada templat ne
sadrzi dovoljno funkcionalnosti da nastane stabilan prepolimerizacioni kompleks, pa bi bilo potrebno
primeniti veliki viSak monomera kako bi se favorizovalo nastajanje kompleksa. Neki od primera
opisanih u literaturi su MOPi za steroide (Alvarez-Lorenzo, Concheiro, 2013; Sellergren, 2001;
Sajini et al, 2021). Jedan od primera semi-kovalentnog pristupa jeste dobijanje semi-kovalentnih
obelezenih polimera za testosteron. Sintetisan je testosteron-metakrilat koji je potom u prisustvu
EDMA polimerizovan dajuci obelezeni polimer. Potom je izvrSena hidroliza templata iz dobijenog
polimera, primenjuju¢i baznu hidrolizu estara, pri ¢emu u polimeru zaostaje obelezeno mesto sa

metakrilnom kiselinom u koje se potom moze vezati testosteron nekovalentnim interakcijama
(Cheong et al, 1997).

Prednosti semikovalentnog pristupa su, kao i kod kovalentnog, homogenost vezivnih mesta,
smanjenje nespecifiénih interakcija, kao i brza kinetika vezivanja $to je karakteristika nekovalentnog
pristupa. Mane semikovalentnog pristupa su, kao i kod kovalentnog, uvodenje dodatnih koraka u
sintezi, poput sinteze templat-monomer derivata i hidroliza veze templat-monomer nakon sinteze
polimera (Alvarez-Lorenzo, Concheiro, 2013).

11.3 Tehnike polimerizacije i fizicke forme polimera

Polimerizacija se moze izvrSiti na razli¢ite nacine §to za posledicu ima razlicite oblike
polimera 1 polimernih Cestica koje se mogu dobiti. Sve ve¢a primena MOPa u razli¢itim oblastima
za posledicu ima i razvoj tehnika polimerizacije i oblika polimera koji su neophodni. Dobijanje
monolitnih polimera, polimernih filmova, sfernih Cestica ili core-shell ¢estica znacajno prosiruje
mogucnosti primene MOPa.

Polimerizacija u masi predstavlja naj¢eS¢e primenjivanu tehniku polimerizacije u hemiji
MOPa. Ovom tehnikom polimerizacije dobijaju se monolitni polimeri koji se po potrebi mogu usitniti
do Cestica odgovarajuce veliine. Polimerizacija u masi se izvodi zapravo iz koncentrovanih rastvora
komponentni u porogenu, pri ¢emu ukupni udeo monomera i umreZivaca ne prelazi 5% (masenith).
Polimerizacija moze biti termalno ili fotohemijski inicirana (retko vy-zracima), a trajanje
polimerizacije je najceS¢e 18-24 sati. Usitnjavanjem dobijenog monolita, ispiranjem templata i
sejanjem, dobijaju se Cestice nepravilnog oblika. Glavni nedostatak polimerizacije u masi predstavlja
Siroka raspodela veli¢ine Cestica nakon usitnjavanja kao i njihov nepravilni oblik. Znacajno je
napomenuti da prilikom usitnjavanja polimera dolazi do delimi¢nog uniStavanja obeleZenih mesta
Sto nepovoljno uti¢e na selektivnost i kapacitet vezivanja. In situ polimerizacija u nastavcima za
automatske pipete ili hromatografskim kolonama moze doprineti eliminisanju nekih od prethodno
pomenutih nedostataka (He et al, 2021; Pratiwi et al, 2019; Sajini et al, 2021).

Ukoliko je za primenu MOPa neophodno dobiti Eestice definisanog oblika 1 veli¢ine, kao Sto
je to slucaj u ekstrakciji ¢vrstom fazom (SPE — solid-phase extraction) ili hromatografiji,
polimerizacija u masi ne moze ispuniti ove zahteve, te se primenjuju druge tehnike polimerizacije
poput talozne polimerizacije. TaloZna polimerizacija izvodi se iz razblazenih rastvora komponenti u
porogenu, tako da je udeo komponenti koje polimerizuju manji od 5% (m/v). Uz ravhomerno mesanje
smese, moguce je dobiti sferne Cestice sli¢nih veli¢ina. Prednost ovako dobijenih polimera jeste §to
nema unistavanja obelezenih mesta usled usitnjavanja, dobijene Cestice imaju i veéu povrsinu §to
utice na veci kapacitet vezivanja (Sajini et al, 2021).

Postoje brojne druge tehnike polimerizacije koje se mogu primeniti za dobijanje MOPa
zeljenih karakteristika. Suspenzionom polimerizacijom mogu se dobiti Cestice precnika nekoliko
desetina mikrometara. Polimerizacija se moze izvesti i na pre-formiranim ¢esticama poput Cestica
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magnetita ili silika Cesticama. Postoje i tehnike polimerizacije koji omogucavaju dobijanje
polimernih membrana, kao i nanostapi¢a (Sellergren, 2001; Alvarez-Lorenzo, Concheiro, 2013).

11.4 Proucavanje prepolimerizacionog kompleksa

Karakterizacija prepolimerizacionog kompleksa znacajna je za optimizaciju sinteze polimera
u cilju odredivanja optimalnog odnosa koli¢ine templata i funkcionalnog monomera prilikom
polimerizacije. Pojedine tehnike, poput NMR spektroskopije mogu rasvetliti strukturu
prepolimerizacionog kompleksa, tj. dati odgovor na pitanje kako je orjentisan funkcionalni monomer
oko molekula templata. NajceS¢e primenjivane tehnike u tumacenju sastava i strukture
prepolimerizacionog kompleksa su UV Vis spektrofotometrija, konduktometrija i NMR
spektroskopija (Hasanah et al, 2021).

11.4.1 Konduktometrijsko prou¢avanje prepolimerizacionog kompleksa

Konduktometrijski se sastav prepolimerizacionog kompleksa moze proucavati ukoliko tokom
gradenja istog dolazi do nastajanja jonskih parova tj. dolazi do jonizacije neke od komponenti
prepolimerizacione smeSe. Jedna od uobicajenih konduktometrijskih analiza koja se moze izvesti
jeste konduktometrijska titracija templata funkcionalnim monomerom. Templat, rastvoren u
porogenu i u prisustvu umrezivaca, biva titrovan funkcionalnim monomerom ili rastvorom
monomera, pri ¢emu dolazi do interagovanja sa molekulima templata uz nastajanje
prepolimerizacionog kompleksa. 1z zavisnosti provoljivosti od koli¢ine dodatog templata, moze se
odrediti optimalni odnos templat/monomer (Nagy-Szalkolczai et al, 2018).

11.4.2 UV Vis spektroskopija

Ukoliko prilikom interakcija monomera sa templatom dolazi do promena u UV Vis spektrima
bilo koje od ovih kompomenti, UV Vis spektroskopija se moze primeniti za ispitivanje ovih
interakcija. Koriste¢i podatke dobijene iz UV Vis spektrofotometrijskih titracija moze se izracunati
odrediti stehiometrija i konstanta asocijacije templat-monomer kompleksa, primenom Benesi-
Hildebrand jednacine. Veca konstanta asocijacije trebalo bi da uslovi 1 nastajanje polimera sa ve¢im
aifinitetom ka templatu, ali ovo nije uvek slu¢aj (Hasanah et al, 2021; Fu et al, 2015; Hasanah et al,
2019).

11.4.3 NMR spektroskopija

NMR spektroskopija daje veoma detaljne informacije o strukturi prepolimerizacionog
kompleksa. Promene hemijskog pomeranja u NMR spektrima templata usled dodatka funkcionalnog
monomera omogucavaju da se utvrdi koji delovi molekula templata interaguju sa funkcionalnim
monomerom 1 na koji nacin. Moguce je izvesti 1 NMR titraciju, tj. dodavati sve vece kolifine
funkcionalnog monomera i pratiti kako dolazi do promena u hemijskom pomeranju. Prednost NMR
spektroskopije je u tome $to se iz jednog seta eksperimenata moze izvesti nekoliko setova rezultata,
ukoliko se signali odredenih protona ili ugljenika posmatraju odvojeno, ¢ime se povecava pouzdanost
odredivanja. Dodatna prednost je u tome S$to postoji mogucénost upotrebe deuteroanaloga
funkcionalnih monomera, $to pojednostavljuje izgled spektra, npr. umesto 4-vinilpiridina moguce je
koristiti deuteropiridin, a umesto metakrilne kiseline moguce je koristiti deuterosiréetnu kiselinu
(Hasanah et al, 2021; Sanchez-Gonzalez, 2019; Ansell et al, 2005; O’Mahony et al, 2005; Del Sole
et al, 2009; Shoravi et al, 2014).

NMR spektroskopija veoma je korisna 1 pri proucavanju prepolimerizacionih kompleksa
templata sa ciklodekstrinima, gde je moguce utvrditi kako je molekul templata orjentisan u
ciklodekstrinskoj Supljini.
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Sem navedenih, za proucavanje prepolimerizacionog kompleksa koriste se jos i fluorescentna
spektroskopija, infracrvena spektroskopija, ramanska spektroskopija. (Hasanah et al, 2021).

11.5 Svojstva i karakterizacija vezivnih mesta

Kao §to je vec¢ reCeno, jedna od osnovnih karakteristika vezivnih mesta molekulski obelezenih
polimera jeste njihova heterogenost, koja potic¢e od razliitog rasporeda monomera unutar vezivnog
mesta u polimeru. Ukoliko bi se poredio afinitet vezivnih mesta u polimeru sa karakteristikama
antitela, MOP1 bi bili analogni poliklonskim, a ne monoklonskim antitelima. Nacelno, mozemo
podeliti vezivna mesta na mesta visokog afiniteta i mesta niskog afiniteta. Mesta niskog afiniteta
prisutna su i u obelezenom i u neobelezenom polimeru i nastaju nasumi¢nom orjentacijom monomera
1 umrezivaca prilikom polimerizacije.

Kod polimera dobijenih nekovalentnim pristupom, postojanje mesta razli¢itih afiniteta
direktna je posledica stabilnosti prepolimerizacionog kompleksa, kao i odnosa koli¢ina upotrebljenih
funkcionalnog monomera i templata tokom sinteze. Veca stabilnost prepolimerizacionog kompleksa
uz manju koli¢inu funkcionalnog monomera znaci ve¢i udeo mesta visokog afiniteta u ukupnom
vezivnom kapacitetu. U zavisnosti od tehnike polimerizacije, mesta niskog afiniteta mogu se javiti i
na povrsini sfernih Cestica (ukoliko je u pitanju npr. talozna polimerizacija) ili mogu nastati
usitnjavanjem polimera (nakon polimerizacije u masi). Mestima visokog afiniteta smatraju se mesta
koja su nastala uklanjanjem (ispiranjem) templata iz obelezenog polimera nakon polimerizacije.
Mesta visokog afiniteta obi¢no su i selektivnija za vezivanje templata u odnosu na druge, sli¢ne
molekule, dok mesta niskog afiniteta pokazuju manju selektivnost (Sellergren, 2001; Mattiasson, Ye,
2015; Alvarez-Lorenzo, Concheiro, 2013; Yan, Ramstrom, 2005).

Na Slici 7 shematski su predstavljeni problemi do kojih moze doé¢i prilikom sinteze, a potom
i tokom obrade polimera i ispiranja templata.

s P,k ¢

Slika 7. Poreklo heterogenosti obelezenih mesta: a) vrste kompleksa prisutne u prepolimerizacionoj
smesi, b) nastali umrezeni polimer, c¢) polimer nakon uklanjanja templata, sa mestima razliitog
afiniteta. Preuzeto iz Characterization of the Binding Properties of Molecularly Imprinted Polymers
(Ansell, 2015) (u okviru Mattiason, Ye, 2015).
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Posmatrajuc¢i deo slike (a) vidi se da u prepolimerizacionoj smesi postoje kompleksi
monomera i templata razli¢itog stehiometrijskog sastava (1:1, 2:1, 3:1) i slobodni molekuli
funkcionalnog monomera. Ukoliko se posmatra nastali polimer pre (b) i nakon ispiranja templata (c),
moze se videti da mesta i i ii koja su pre ispiranja bila identi¢na, sada se razlikuju usled okruzenja u
kome se nalaze; isto vazi i za mesta iv i v, Kao i za mesta vii i viii. U ispranom polimeru (c) doslo je
do urusavanja obelezenog mesta i, kao i do oSte¢enja mesta iv i vi do kojih je doslo usitnjavanjem
polimera. Mesta ix i X predstavljaju mesta niskog afiniteta za vezivanje templata.

Karakterizacija vezivnih mesta moze se izvrsiti eksperimentima vezivanja tj. adsorpcije
templata iz rastvora, na ¢vrsti polimer (Ansell, 2015; Dorko et al, 2015).

11.5.1 Afinitet vezivnih mesta

Vezivanje templata za polimer moze se predstaviti ravnotezom:
templat + vezivno mesto 2 vezani templat

Za koju je konstanta ravnoteZe tj. konstanta vezivanja, K, (izrazena u M?), predstavljena
jednacinom (1):

Ka: Mvezano  __ L
Nslobodno*F  Kd

1)

gde je Kq konstanta disocijacije izrazena u M, Nvezano koli¢ina vezanog templata za polimer (mol),
Nslobodno Koli¢ina slobodnih mesta u polimeru (mol), a F slobodna koncentracija templata u rastvoru
nakon vezivanja (M). Jednacina (1) vazi u slu€aju da su sva vezivna mesta u polimeru identi¢na.

Kako mesta u polimeru nisu ekvivalentna, svako vezivno mesto ima svoju konstantu
vezivanja. Ovo predstavlja problem kada je potrebno izracunati kapacitet polimera, zbog Cega se
Cesto raCuna procenat vezivanja templata ili distribucioni faktor D, koji vazi za definisane
eksperimentalne uslove (2):

_ B nyezano/mMoP
D= 1_7 B n v (2)
slobodno

gde je D distribucioni faktor (L/g), B koncentracija vezanog analita (mol/g), m masa polimera (g), V
zapremina rastvora templata (ili kompetitora) (L), a Nsiohodno koli¢ina templata u rastvoru nakon
vezivanja (mol) (Mattiasson, Ye, 2015).

11.5.2 Selektivnost vezivnih mesta

Postojanje obelezenih mesta najcesce se utvrduje poredenjem vezivanja templata za obelezeni
polimer sa vezivanjem za neobeleZeni polimer. Faktor obelezavanja (IF) moZe se izracunati kao
odnos distribucionih faktora za MOP i NOP (3) (Yan, Ramstrom, 2005; Mattiasson, Ye, 2015,
Becskereki et al, 2021):

Dmop
IF= 3
Dnop )
5 IF treba da ima vrednost vecu od 1 da bi se moglo reci da je obelezavanje uspesno izvedeno.
Sto je veci IF to je veca razlika u vezivanju izmedu obelezenog 1 neobelezenog polimera, tj.
obelezavanje je uspesnije (Yan, Ramstrom, 2005; Mattiasson, Ye, 2015).

Medutim, visok IF ne mora da znaci da ¢e polimer selektivno vezivati templat u odnosu na
kompetitore, ve¢ samo da MOP vezuje templat bolje od NOPa. Faktor selektivnosti, a, poredi
selektivnost vezivanja templata u odnosu na kompetitor, za obelezeni polimer (4):
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Dremplat, MOP
o= emplal ( 4)
Dkompetitor, MOP

Sto je faktor selektivnosti, a, ima visu vrednost, to MOP bolje vezuje templat u odnosu na
kompetitore (Yan, Ramstrom, 2005; Mattiasson, Ye, 2015).

11.5.3 Adsorpcione izoterme

Tumacenje svojstava polimera na 0Snovu procenta vezivanja templata ili na osnovu
distribucionog faktora, ¢esto nije dovoljno dobro jer navedeni faktori ne vaze u opsStem slucaju, veé
samo za primenjene eksperimentalne uslove, pri upotrebi iste mase polimera i iste zapremine rastvora
templata odredene koncentracije. Iz navedenih razloga, informativnije i pouzdanije je da se odrede
adsorpcione izoterme: za fiksnu masu polimera, odredi se vezivanje templata u odabranom opsegu
koncentracija. Dobijeni podaci mogu se prikazati graficki i na njih se moze, ali ne mora, primeniti
neki od modela adsorpcije. Da bi izoterma bila validna, neophodno je da temperatura pri vezivanju
bude konstanta, a podrazumeva se i da se vezivanje izvodi iz istog rastvaraca pri konstantnoj kiselosti
sredine (Yan, Ramstrom, 2005; Mattiasson, Ye, 2015; Martinez Saavedra et al, 2018; Panahi et al,
2008).

Jedan od korisnih modela za modelovanje adsorpcije templata na polimer jeste Scatchard-ov
model, proistekao iz Langmuir-ovog modela, koji je predstavljen izrazom (5):

)

Grafik B/F u zavisnosti od B trebao bi da pokazuje linearnu zavisnost, pri ¢emu je koeficijent
pravca prave -1/Kq, a odse¢ak Bmax/Kd. Primer Scatchard-ovog grafika prikazan je na Slici 8. Za
neobelezeni polimer, ovakav grafik bi trebalo da je linearan u celom opsegu, ukazujuéi na postojanje
samo jednog tipa vezivnih mesta — mesta niskog afiniteta za vezivanje templata. Sa druge strane,
grafik za MOP drugacijeg je izgleda, obi¢no se aproksimira sa dve linearne zavisnosti izrazito
razli¢itih koeficijenata pravca iz kojih se mogu dobiti podaci o razlikama u vezivanju templata za
mesta visokog i niskog afiniteta. lako se dosta primenjuje, Scatchard-ov grafik Cesto ne daje
zadovoljavajuce rezultate (Mattiasson, Ye, 2015).

0.18 a 0P
W
- ® NOP

0,14

0.12

0,10

BIF (L/g)

) ® ° o .' L] ™
0,00
0 10 20 30 40 50 60 70
B
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Slika 8. Primer Scatchard-ove izoterme. Preuzeto iz Marusic, 2021.

Ukoliko se za model vezivanja primeni Freundlich-ova izoterma, prednost je moguénost
linearizacije i konstruisanje tzv. log-log izoterme. U ovom sluc¢aju, zavisnost se moze prikazati kao

(6):
log B=log A+mxlog F (6)
12
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gde su A (mL/mg) i m (bezdimenziona veli¢ina) emprijske konstante. Veli¢ina m se moze tumaciti
kao mera heterogenosti vezivnih mesta, ukoliko je m=1, znaci da su vezivna mesta homogena. Ovi
parametri se mogu povezati sa gustinom vezivnih mesta i konstantama disocijacije, Kg, ali je ova
zavisnost slozena (Mattiasson, Ye, 2015, Dorko et al, 2017).

Karakterizacija vezivnih mesta moze se izvesti eksperimentima vezivanja, ali i frontalnom
hromatografijom, zonskom hromatografijom, kalorimetrijski, radiometrijski (Mattiasson, Ye, 2015,
Lietal, 2015).

11.6 Fizi¢ka karakterizacija polimera

Karakterizacija polimera moze se izvrSiti na viSe nacina, primenom hemijskih ili fizi¢kih
metoda. Fizickim metodama karakterizacije neophodno je izvrs$iti analizu veli¢ine Cestica, termiku
analizu, odredivanje specifi¢ne povrsine pomocu fizisorpcije azota ili Zivine porozimetrije. Hemijske
metode karakterizacije omogucavaju odredivanje sastava polimera, kapaciteta i afiniteta vezivnih
mesta, selektivnosti. U hemijske metode karakterizacije ubrajaju se infracrvena spektroskopija,
nuklearna magnetna rezonancija ¢vrstog stanja, elementalna analiza. Karakterizacija vezivnih mesta
moze se izvrsiti adsorpcionim eksperimentima (Sellergren, 2001).

11.6.1 Infracrvena spektroskopija

Primena infracrvene spektroskopije za karakterizaciju polimera ogleda se u moguénosti
analize sastava polimera, utvrdivanja prisustva zaostalih dvostrukih veza, kao i eventualnom
utvrdivanju interakcija izmedu templata i polimera. Prednost infracrvene spektroskopije u analizi
polimera jeste i jednostavnost izvodenja tj. snimanja spektara; snimanje ATR-FTIR spektara je
veoma jednostavno i brzo i prakti¢no ne zahteva pripremu uzorka (Fu et al, 2015; Hasanah, 2021).

Stepen polimerizacije moze se utvrditi posmatranjem traka na 1639 cm™ koje poti¢u od C=C
veza, dok se frekvencija vibracije karbonilne grupe (1650-1850 cm™) moze povezati sa vodoni¢nim
vezivanjem. Poredenjem infracrvenih spektara NOPa i MOPa nakon uklanjanja templata, moZe se
zakljuciti da li je proces polimerizacije protekao identi¢no, tj. da li je sastav dobijenih polimera isti
(Alvarez-Lorenzo, Concheiro, 2013).

11.6.2 Elementalna analiza

Elementalna analiza moze biti znacajna u analizi uspeSnosti polimerizacije. Elementalni
sastav polimera moZe se uporediti sa sastavom monomera i umrezivaca koji su stupili u reakciju.
Ukoliko funkcionalni monomer sadrzi npr. azot, a preostale komponente ga ne sadrze, moguce je na
osnovu elementalnog sastava izraunati procenat funkcionalnog monomera u polimeru, a samim tim
I maksimalni kapacitet vezivanja. Elementalnom analizom moguce je utvrditi i prisustvo templata u
polimeru, mada osetljivost ove metode moze predstavljati problem. Elementalna analiza danas se
moze izvesti kao deo SEM analize, u sklopu SEM-EDX (Fu et al, 2021; Saldivar Guerra, 2013).

11.6.3 Morfoloska karakterizacija

11.6.3.1 Mikroskopija

Mikroskopija se ¢esto primenjuju u analizi MOPa. MoZe se primeniti opti¢ka mikroskopija,
skeniraju¢a elektronska mikroskopija (SEM), transmisiona elektronska mikroskopija (TEM), a
ponekada i mikroskopija atomskih sila (AFM). Naj¢esce se u analizi polimera koristi SEM koji pruza
informacije o veli€ini ¢estica 1 njithovoj povrsini. Pri uve¢anjima od nekoliko desetina hiljada puta,
mogu se uociti razlike u morfologiji MOPa i NOPa, ukoliko ih ima. Kao $to je ve¢ receno, danas se
koristi i SEM-EDX. Za analizu polimera moze se primeniti i TEM, mada je skuplji i rezultate je teze
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interpretirati nego u slu¢aju SEM. Za SEM i1 TEM analizu potrebno je svega nekoliko miligrama
polimernog materijala (Pratiwi et al, 2019; Yang et al, 2015; Liu et al, 2019).

11.6.3.2 Fizisorpcija azota i Zivina porozimetrija

Fizisorpcija gasova moze se primeniti u analizi specifi¢ne povrsine, veliine pora i poroznosti
polimera. Odredivanje fizisorpcije gasova se izvodi tako $to se suvom uzorku koji se nalazi u
vakuumu dovodi gas pod pritiskom. Nakon uspostavljanja ravnoteze, postupak se ponavlja. na ovaj
nacin omoguceno je konstruisanje zavisnosti dodate zapremine gasa od relativnog pritiska Sto
predstavlja adsorpcionu izotermu. Oblik dobijene adsorpcione izoterme zavisi od teksturalnih
karakteristika povrsine polimera. Pored fizisorpcije gasova (naj¢esce azota) moze se koristiti 1 Zivina
porozimetrija, gde, pod pritiskom, Ziva prodire u pore polimera. Mana zivine porozimetrije u analizi
obelezenih polimera jeste Sto moze do¢i do uruSavanja pora usled velikog pritiska zive. Za
odredivanje specificne povrSine polimera najceS¢e se koristi Brunauer-Emmett-Teller metod.
Specifiéna povrsina, izrazena u m?g, daje informaciju o tome da li je polimer mikroporozan,
mezoporozan ili makroporozan. Podaci o specifi¢noj povrsSini i poroznosti polimera mogu pruziti
znacajne informacije o potencijalu polimera za vezivanje. Veca specifi¢na povrSina najées¢e znaci i
veéi vezivni kapacitet (Sellergren, 2001; Singh et al, 1985; Lowell et al, 2004; Wei et al, 2007; Fu et
al, 2015).

11.6.4 Termicka analiza

Molekulski obelezeni polimeri mogu se analizirati i primenom metoda termicke analize,
najce$¢e primenom termogravimetrije (TGA) 1 diferencijalne skenirajuée kalorimetrije (DSC).
Termogravimetrijskom analizom se ispituje promena mase polimera sa promenom temperature.
Analiza dobijenih termograma za NOPe 1 MOPe daje podatke o eventualnom sadrzaju vlage u
polimeru i o termickoj stabilnosti polimera. DSC analiza entalpijskih promena moze dati podatke o
fizickim ili hemijskim promenama do kojih dolazi u polimeru (Cowie, 1991; Sellergren, 2001).

11.7 Primena molekulski obeleZenih polimera

Molekulski obeleZeni polimeri mogu biti primenjeni u razli¢itim oblastima hemije, poput
analiticke, organske, biohemije itd. Rasprostranjena primena molekulski obeleZenih polimera
rezultat je njihovih povoljnih karakteristika poput jednostavnog dobijanja, hemijske inertnosti,
selektivnosti, afiniteta za vezivanje templata i moguénosti ponovnog kori$éenja. Oblasti gde se MOPi
intenzivno primenjuju su ekstrakcija ¢vrstom fazom, hromatografija, senzori, kontrolisano otpustanje
lekova, a primenjuju se i kao vestacki enzimi i sinteticki receptori (Li et al, 2016; Liu et al, 2021;
Kutner, Sharma, 2018; Haupt, 2012).

11.7.1 Primena MOPa u ekstrakciji ¢vrstom fazom

Priprema uzorka jedna je od kriti¢nih tacaka u izvodenju bilo kakve analize realnih uzoraka.
U ekstrakciji analita iz realnog uzorka Cesto se koriste sorbenti koji sadrze C18 ili aminopropil
modifikaciju silika gela, kao 1 druge materijale koji nespecifi¢no vezuju razli¢ite molekule iz uzorka,
umanjujucéi Zeljeni efekat izdvajanja analita iz matriksa. MOPi svojom selektivnoS¢u prema
vezivanju templata mogu nadomestiti neke od nedostataka klasicnih SPE sorbenata. Uz to, njihova
hemijska, mehani¢ka i termicka stabilnost, zajedno sa mogu¢noS¢u Cuvanja u ambijentalnim
uslovima, ¢ini ih poZzeljnim sorbentima u pripremi uzoraka (Yan, Ramstrom, 2005). Na trzistu postoji
viSe komercijalno dostupnih MOPa za ekstrakciju C¢vrstom fazom poput SupelMIP (izvor:
http://www.sigmaaldrich.com).

Idealni MOP za primenu u SPE trebalo bi da ima veliki afinitet prema vezivanju templata,
specifi¢nost i kapacitet, brzi transfer mase, kompatibilnost sa razli¢itim rastvaracima, kao i stabilnost
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u duzem vremenskom periodu. Minijaturizacija sinteze polimera omogucéava primenu MOPa u
mikroekstrakciji (YYan, Ramstrém, 2005).

Primena MOPa za SPE opisana je u literaturi za brojne analite i razli¢ite matrikse, poput
ibuprofena u re¢nim vodotokovima (Caro et al, 2006), kokaina u kosi (Thibert et al, 2012),
metamfetamina u urinu (Djozan et al, 2012), mikotoksina u Zitaricama (Lucci et al, 2010), teofilina
u ljudskom krvnom serumu (Khorrami, Rashidpur, 2009), parabena u zemljistu i morskom sedimentu
(Nufiez et al, 2010), atrazina u vocu i povréu (Mhaka et al, 2009).

11.7.2 Primena MOPa za kontrolisanu dostavu i1 otpustanje lekova

Kontrolisana dostava i1 otpustanje lekova znacajni su zbog toga Sto proSiruju mogucnosti
klasi¢ne primene lekova. Potreba da se pronadu selektivni polimeri sa velikim kapacitetom i
afinitetom prema aktivnom farmaceutskom sastojku, uvela je upotrebu MOPa u kontrolisano
otpustanje i dostavu lekova. MOP1, zbog svoje selektivnosti, stabilnosti i biokompatibilnosti postali
su znacajni nosaci u dostavi lekova. U literaturi je opisano mnogo primera primene MOPa u ovoj
oblasti, poput primene MOPa za dermalnu primenu, za kontrolisanu dostavu antikancerskih agenasa,
kao mekih kontaktnih soCiva za dostavu oftalmoloskih lekova (Liu et al, 2021).

11.7.3 Primena MOPa u hromatografiji

Imajuéi u vidu prirodu MOPa i vezivnih mesta koja poseduje, hromatografija zasnovana na
MOPima, sli¢na je afinitetnoj, tj. imunoafinitetnoj hromatografiji. Prednosti primene MOPa kao
pseudoimunoafinitetnih sorbenata u odnosu na klasi¢nu imunoafinitetnu hromatografiju jesu manja
cena proizvodnje 1 primene, velika otpornost na uslove denaturacije (ve¢ pomenuta hemijska
stabilnost), kao i reproducibilnost pri sintezi. Stabilnost MOPa pri razli¢itim pH vrednostima, uz
slabo izraZzeno bubrenje pri upotrebi razli¢itih rastvaraca i razlicitim koncentracijama soli, proSiruje
mogucnosti primene MOPa u hromatografiji (Yan, Ramstrom, 2005).

Stacionarna faza u hromatografiji bi trebalo da sadrzi monodisperzne Cestice reda veli¢ine
mikrometra, uobiCajeno preénika 2-10 pm, ali nekada i do nekoliko desetina mikrometara i po
mogudstvu pravilnog tj. sfernog oblika, kako bi razdvajanje bilo ravnomerno u celoj masi stacionarne
faze. Cestice odgovarajuéih veli¢ina MOPa mogu se dobiti primenom tehnika polimerizacije iz
razblaZenih rastvora poput taloZne polimerizacije, rede se primenjuje 1 polimerizacija u masi. Sem
monodisperznih cestica, moguce je napraviti 1 monolitne kolone, gde se polimerizacija izvodi
direktno u nosacu stacionarne faze. Alternativa navedenim nacinima sinteze moze biti povrsinska
polimerizacija na pre-formiranim Cesticama silika gela ili stiren-divinilbenzen polimerima (Yan,
Ramstrém, 2005).

Mogucénost dobijanja hiralnth MOPa znacajna je za primenu ovih sorbenata kao stacionarnih
faza u hromatografiji. Uspesno obelezavanje polimera jednim enantiomerom odabranog templata ima
za posledicu moguénost razdvajanja racemske smeSe primenom dobijenog polimera. Nedostaci
MOPa pri primeni u hromatografiji jesu pre svega jako izrazena asimetrija pika (tzv. ’peak tailing’),
kao 1 $irenje hromatografskih zona §to oteZava razdvajanje (Meng et al, 1999; Sellergren, Shea, 1993,
Sellergren, 1989; Andersson et al, 1990; Fischer et al, 1991).

11.7.4 Primena MOPa u drugim oblastima

MOPi se mogu napraviti u obliku membrane, te se mogu primeniti u brojnim senzorima poput
konduktometrijskih i potenciometrijskih senzora. Elektropolimerizacijom monomera poput pirola ili
anilina u prisustvu odgovaraju¢eg templata mogu se dobiti modifikovane elektrode koje se mogu
primenjivati kao voltametrijski senzori. Takode, MOPi se mogu primeniti za modifikaciju elektroda
za kvarcne mikrovage (Kutner, Sharma, 2018).
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Mogu¢énost hiralne diskriminacije uz veliku selektivnost MOPa, dovela je do razvoja MOPa
koji se mogu Koristiti kao mikroreaktori ili veStacki enzimi (Li et al, 2016).

11.8 Molekulski obeleZeni polimeri za steroidne molekule

Imajucéi u vidu sve §to je do sada rec¢eno o primeni MOPa, jasno je da MOP1 za steroide mogu
znacajno olaksati pripremu realnih uzoraka. Medutim, tehnologija molekulskog obelezavanja
najbolje rezultate daje za template koji mogu da ostvaruju jonske interakcije sa monomerima, $to sa
steroidnim molekulima (sa izuzetkom Zzuénih kiselina i njihovih derivata) nije slucaj. Vecina
steroidnih molekula sadrzi hidroksilne ili karbonilne grupe u razli¢itim polozajima skeleta, Sto
moguénost uspostavljanja interakcija sa molekulima funkcionalnih monomera svodi na samo
formiranje vodoni¢nih veza. Dodatna otezavajuca okolnost jeste veliki hidrofobni ugljovodonicni
skelet koji jedino hidrofobne interakcije moze da ostvaruje sa monomerom, umrezivacem i
nastajuéim polimerom. Radovi koji opisuju nekovalentni pristup u sintezi MOPa za steroide,
uglavnom se svode na primenu razli¢itih monomera koji mogu da ostvaruju vodoni¢ne veze sa
templatima. Najcesce koris¢eni monomeri su MAA, 4VP, HEMA (Slika 2). Kao umrezivaéi su
koris¢eni uglavnom EDMA i DVB (Slika 3). (Shi et al, 2006; Hwand i Lee, 2002; Hashim et al,
2016; Hashim et al, 2014).

Shi et al. opisali su nekovalentni pristup za dobijanje MOPa za holesterol. Polimeri su
dobijeni UV iniciranom polimerizacijom na 4°C uz MAA i EDMA u smes$i hloroforma i toluena kao
porogenu. Vezivanje templata za polimere je ispitano koriste¢i rastvor holesterola u toluenu.
IzraCunato je obelezavanjem-indukovano poboljSanje vezivanja kako za holesterol, tako 1 za estradiol
1 estron. Optimizovana je MISPE (molecularly imprinted solid phase extraction) koriste¢i heksan kao
rastvara¢ za nanoSenje uzorka, heksan 1 heksan/toluen 9/1 za ispitanje 1, finalno,
hloroform/etanol/siréetna kiselina 3/1/1 za eluiranje. Ovi eksperimenti su izvedeni koristeci rastvor
holesterola 50 pg/mL (Shi et al, 2006).

Hwang i Lee opisuju primenu nekovalentnim pristupom dobijenih obeleZenih polimera za
holesterol za hromatografsko razdvajanje holesterola i srodnih jedinjenja. Pomo¢u hromatografskih
kolona kod kojih je kao stacionarna faza koriS¢en obeleZeni polimer omoguceno je razdvajanje
holesterola od estradiola. Veli¢ine Cestica kojima su punjene hromatografske kolone bile su 25-44
um. Pokazano je da adsorpcioni kapacitet polimera znacajno zavisi od primenjenog funkcionalnog
monomera. MOP1 su dobijeni koriste¢ci MAA 1 4VP kao funkcionalne monomere, EDMA kao
umrezivac, dok je kao porogen koris¢en hloroform uz fotoinicijaciju polimerizacije. Sintetisani su i
semi-kovalentnim pristupom obelezeni polimeri, gde je kao monomer koris¢en holesteril-(4-
vinil)fenilkarbonat. Adsorpcioni kapaciteti dobijenih polimera bili su 95, 73 i 65 umol/g za semi-
kovalentni polimer, MOP sa 4VP i MOP sa MAA, respektivno. Polimeri dobijeni sa 4VP kao
funkcionalnim monomerom imali su duza retenciona vremena za estradiol i holesterol u odnosu na
ostale polimere. Retencioni faktori za holesterol na ovim kolonama bili su u 3,5; 4,0; i 3,1 za semi-
kovalentni, 4VP MOP i 4VP MOP respektivno. Selektivnost za razdvajanje holesterola od estradiola,
za navedena tri polimera bila je 3,2; 3,0 1 2,9, ukazuju¢i da su mehanizmi razdvajanja na svim
polimerima sli¢ni (Hwang i Lee, 2002).

Hashim et al. su opisali i primenu semi-kovalentnog pristupa u sintezi MOPa za ergosterol.
Kao monomer-templat derivat koriS¢en je ergosteril-metakrilat, kori§¢eni umrezivac je bio EDMA,
porogen hloroform, a polimerizacija je termalno inicirana pomocu AIBN. Nakon polimerizacije,
templat je uklonjen hidrolizom u 1 M NaOH u metanolu, tokom 48 sati, nakon toga je ispran
razblazenom HCI u metanolu. Ponovno vezivanje templata za polimere ispitano je u heksanu,
acetonitrilu 1 etanolu. Autori navode da hloroform vodi delimi¢nom rastvaranju polimera, pa su
prethodno navedeni rastvaraci bili bolji izvor jer u njima nije dolazilo do velikog bubrenja. Najvece
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razlike u vezivanju templata za MOP i NOP dobijene su u acetonitrilu. Kapacitet vezivanja je veéi u
heksanu nego u ACN, ali je razlika izmedu MOP i NOP zanemarljiva. Selektivnost dobijenih
polimera ispitana je pri vezivanju ergosterola, holesterola i stigmasterola iz rastvora koncentracije
0,1 mM u acetonitrilu. Kapaciteti MOPa bili su priblizno 0,7; 0,5 1 0,6 umol/g, a NOPa 0,2; 0,15 1
0,15 umol/g za vezivanje ergosterola, holesterola i stigmasterola, ukazujuéi na slabu, ali postojecu
selektivnost obelezenih polimera (Hashim et al, 2016).

Hashim et al. su opisali primenu nekovalentnog i semi-kovalentnog pristupa u sintezi MOPa
za stigmasterol. Za nekovalentni pristup, MAA i 4VP su kori$¢eni kao funkcionalni monomeri dok
je EDMA koris¢en kao umreziva¢. Polimeri su sintetisani u hloroformu, uz termalnu inicijaciju
pomoc¢u AIBN. Za polimer gde je MAA bila funkcionalni monomer, koris¢en je molski odnos
templata, monomera i umrezivaca 1:1:5, dok je za 4VP polimer primenjeni odnos bio 1:10:100. Kod
semikovalentnog pristupa, kori§éeni templat-monomer derivat bio je stigmasteril-metakrilat, uz 10
puta veéu kolicinu EDMA. EDMA homopolimer koris¢en je kao NOP, za semi-kovalentno obeleZeni
polimer, uz prethodnu hidrolizu pri istim uslovima pri kojima je hidrolizovan MOP. Ponovno
vezivanje templata za dobijene nekovalentno obelezene polimere ispitano je koriste¢i 0,1 mM
rastvore stigmasterola u etanolu, metanolu, acetonitrilu, hloroformu i heksanu. Za semi-kovalentno
obelezene polimere, vezivanje je ispitano u heksanu, etanolu, acetonitrilu i smeSama acetonitrila i
vode u zapreminskim odnosima 7/3, 8/2 i 9/1, dok je koncentracija rastvora templata, kao i u
prethodnom slucaju bila 0,1 mM. Autori tvrde da su primenom nekovalentnog pristupa dobijeni
polimeri kod kojih nema efekta obeleZavanja, nezavisno od primenjenog funkcionalnog monomera i
rastvaraca koji je koriS¢en za ponovno vezivanje. U slucaju polimera sa MAA, navodi se da je
potencijalni razlog to Sto je primenjena stehiometrijska koli¢ina MAA. Polimeri sa 4VP imaju vece
adsorpcione kapacitete za vezivanje templata u heksanu i hloroformu, u odnosu na MAA polimere,
Sto se objaSnjava primenom desetostruke koli¢ine monomera pri sintezi i primenom rastvaraca koji
favorizuju vodoni¢no vezivanje. Navodi se da je potencijalni razlog za neuspesno obelezavanje
termalna inicijacija polimerizacije, imajucu u vidu oc¢ekivanu malu stabilnost prepolimerizacionog
kompleksa. Dodatak vode u ACN prilikom eksperimenata vezivanja imao je za cilj da poveca uticaj
hidrofobnih interakcija izmedu nepolarnog steroidnog jezgra i komplementarne 3D Supljine u
polimeru (Hashim et al, 2014).

Whitcombe prvi put opisuje metod ’Zrtvovanog’ spejsera. Kao templat-monomer derivat
koristi se 4-vinilfenil karbonatni estar holesterola. Nakon polimerizacije u prisustvu EDMA, vr$i se
hidroliza, pri ¢emu dolazi do eliminacije ugljen-dioksida i formira se nekovalentno vezivno mesto.
Ovako dobijeni polimer pokazuje samo jednu konstantu disocijacije pri vezivanju holesterola. Kao
neobelezni polimer je koris¢en EDMA homopolimer, koji ne odgovara u potpunosti za poredenje sa
MOPom koji sadrzi i aromati¢ni monomer. Ispitivanje vezivanja templata za hidrolizovane polimere
izvrSeno je koriste¢i 2 mM rastvor holesterola u heksanu. 20 mg/mL polimera vezuje vise od polovine
pocetne koncentracije holesterola. Vezivanje za MOP je testirano i pre hidrolize, pri ¢emu je
koncentracija holesterola nakon vezivanja bila veca od pocetne. Autori sugeriSu da je ovo verovatno
usled bubrenja polimera, pri ¢emu dolazi do ekskluzije holesterola (Whitcombe et al, 1995).

Polimeri su nakon hidrolize modifikovani acetil-hloridom i benzoil-hloridom kako bi se
osiguralo da ostaci metakrilne kiseline nastali tokom delimi¢ne hidrolize budu zastic¢eni u obliku
estara. Acilovanje je rezultovalo znaCajnim smanjenjem vezivanja. Nezavisna potvrda uloge
vodoni¢nog vezivanja u prepoznavanju holesterola dokazana je dodatkom male koliine rastvaraca
koji ima mogucnost za vodoni¢no vezivanje (3% piridina, 1-heksanola ili DMF) pri ¢emu gotovo
izostaje vezivanje holesterola. Holestan i holesteril-acetat prakticno se ne vezuju za holesterol-
obelezeni polimer. Epiholesterol pokazao je manje vezivanje od holesterola, kao i holest-5-en-3-on,
¢ija se konformacija razlikuje od konformacije holesterola. Pomoc¢u adsorpcionih izotermi odredeni
su afinitet i kapacitet polimera koji je pokazao najbolja svojstva i iznosili su 0,84 mM i 100 umol/g,
respektivno (Whitcombe et al, 1995).
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Villar i saradnici su ispitali efekat umrezivaca (EDMA i DVB) na vezivanje holesterola za
obelezene polimere, dobijene prethodno opisanom metodom ’Zrtvovanog’ spejsera. Selektivnost je
ispitana prema holest-5-en-3-onu. Polimeri su sintetisani koriste¢i 4-vinilfenil karbonatni estar
holesterola i razlicite koli¢ine EDMA 1 DVB, uz dodatak stirena kod nekih polimera. Kao rastvarac¢
je koris¢ena smesa heksana i toluena u zapreminskom odnosu 9/1. Dodatak DVB do 30% rezultovao
je povecanjem adsorpcionog kapaciteta, sa veoma malim uticajem na selektivnost. Medutim,
polimeri sintetisani samo sa DVB (bez EDMA\) ili sa S-DVB pokazali su obrnutu selektivnost prema
holest-5-en-3-onu u odnosu na holesterol, kada je kao rastvor koriS¢ena smesa ova dva jedinjenja
(Villar et al, 2007).

Wang i saradnici su opisali semi-kovalentni pristup za dobijanje MOPa za holesterol,
koriste¢i holesteril-2-hidroksietil-metakrilat karbonat kao monomer-templat derivat, uz EDMA, u
heksanu. Nakon hidrolize, u polimeru bi trebalo da nastane mesto dostupno za vezivanje holesterola.
Ispitan je efekat rastvaraca u kome se izvodi ponovno vezivanje templata za polimer, pri ¢emu je
pokazano da je kapacitet vezivanja templata ve¢i u rastvara¢ima manje polarnosti. Ispitana je i
selektivnost MOPa prema holesteril-acetatu, progesteronu i stigmasterolu, iz rastvora u heksanu. Na
osnovu rezultata, zakljucuje se da se holesteril-acetat uopste ne vezuje za polimer, dok se progesteron
vezuje viSe od holesterola. Verovatni razlozi za ovakvu selektivnost su manja sklonost holesteril-
acetata ka gradenju vodoni¢nih veza, tj. veca sklonost progesterona za gradenje vodoni¢nih veza, u
odnosu na holesterol. Vezivanje stigmasterola je bilo slicno kao i vezivanje holesterola, Sto ukazuje
na selektivnost zasnovanu na obliku molekula. Na osnovu adsorpcionih izotermi, koristeci
Scatchard-ov metod, odredeni su afinitet i kapacitet dobijenog MOPa, koji iznose, 1,52 mM i 293
pumol/g, respektivno (Wang et al, 2005).

11.9 Molekulski obeleZeni polimeri na bazi ciklodekstrina

Ciklodekstrini su cikliéni oligomeri D-glukopiranoze povezani a-(1,4) vezama, Cija je
struktura prikazana na Slici 9. a, B, y-ciklodekstrin su najéesce korisceni i sacinjeni su od 6, 71 8
molekula glukoze, respektivno. Postoji mnogo derivata koji su danas takode u upotrebi, poput
hidroksialkilciklodekstrina. Ciklodekstrini su rastvorni u vodi, DMSO, DMF, etilen-glikolu, dok se
ne rastvaraju u alkoholima, acetonu, THF. Za ciklodekstrine je karakteristicno da je unutrasnjost
Supljine hidrofobnija od spoljasnjosti $to za posledicu ima da se hidrofobni molekuli mogu smestiti
u unutrasnjost ciklodekstrina gradec¢i sa njim inkluzione tj. domacin-gost komplekse. Hidrofobnost
Supljine molekula ciklodekstrina obezbeduje termodinamicki povoljnije okruzenje od vode za
hidrofobne molekule ili delove molekula. Nepolarniji organski rastvara¢i nepovoljno uticu na
kompleksiranje, usled sli¢ne ili ve¢e hidrofobnosti rastvaraca u odnosu na ciklodekstrinsku Supljinu.
Polarnost povrsine ciklodekstrina poti¢e od slobodnih primarnih hidroksilnih grupa (Jin, 2012;
Fourmentin et al, 2018).
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Slika 9. Strukture a, B i y-ciklodekstrina i dimenzije Supljina. Preuzeto iz Cyclodextrin Chemistry,
Preparation and Application (Jin, 2012).

Formiranje inkluzionog kompleksa molekula gosta sa ciklodekstrinom u sustini se zasniva na
supstituciji molekula vode iz ciklodekstrinske Supljine nepolarnijim gostom. Energetska povoljnost
procesa formiranja inkluzionog kompleksa posledica je supstitucije nepovoljnih interakcija izmedu
polarnih molekula vode i nepolarne unutrasnjosti ciklodekstrina, povoljnim, nepolarnijim
interakcijama molekula gosta 1 ciklodekstrinske Supljine (Jin, 2012).

Inkluzioni kompleksi raznih molekula sa ciklodekstrinima znacajni su 1 u farmaceutskoj
industriji. Naime, pokazano je da se formiranjem kompleksa razli¢itih farmaceutski aktivnih
komponenti sa ciklodekstrinima povecava rastvorljivost ovih komponenti, §to je od velikog znacaja
za formulacije slabo rastvornih lekova. Formiranje inkluzionih kompleksa povoljno uti¢e i na
fotostabilnost, a takode Stiti molekul gosta od neZeljene oksidacije, uti¢e povoljno na smanjenje
neprijatnog ukusa farmaceutskog sastojka, spre¢ava druge sporedne reakcije. (Jin, 2012).

Polimeri gde se kao monomer Koristi neki od ciklodekstrina, nasli su primenu usled
mogucnosti manipulisanja fizicko-hemijskim 1 sloZzenim bioloSkim mehanizmima, koji uticu na
postizanje optimalne biodostupnosti i biodistribucije, putem modifikacije osnovnog
ciklodekstrinskog skeleta (Adeoye, Cabral-Marques, 2017).

Formiranje inkluzionih kompleksa templata sa ciklodekstrinima mozZe se iskoristiti u cilju
dobijanja MOPa. U pitanju je nekovalentni pristup, gde se kao umrezivaci ¢esto koriste diizocijanati,
poput 2,4-toluen-diizocijanata i 1,6-heksametilen-diizocijanata. Nastali polimer predstavlja uretan
koji bi trebalo da ima raspored Supljina takav da molekul templata moze u¢i u unutrasnjost te Supljine
1 nagraditi inkluzioni kompleks sa ciklodekstrinskim motivom. Ciklodekstrinski obelezeni polimeri
nazivaju se i ciklodekstrinskim nanosunderima cetvrte generacije (Adeoye, Cabral-Marques, 2017;
Lay et al, 2016).

Sintezi MOPa na bazi ciklodekstrina moze prethoditi ispitivanje kompleksiranja templata sa
odabranim ciklodekstrinom u porogenu, §to za cilj ima utvrdivanje stehiometrije kompleksa, kao i
jacinu interakcija izmedu ciklodekstrina i templata. NMR spektroskopija omogucava utvrdivanje
prostorne orjentacije templata unutar ciklodekstrinske Supljine (Asanuma et al, 2004; Trotta et al,
2016).
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Drugi nacin polimerizacije ciklodekstrina jeste, u prvom koraku njihova modifikacija
monomerom koji sadrzi dvostruku vezu (poput metakrilne kiseline), potom slobodno radikalska
polimerizacija u prisustvu odgovaraju¢eg umrezivaca. Primeri ovakvih MOPa su napravljeni
koriste¢i benzilparaben i 2,4-dihlorfenol kao templat (Lay et al, 2016; Surikumaran et al, 2014; Liu
et al, 2018; Yongfeng et al, 2012).

Ciklodekstrinski obelezeni polimeri nalaze primenu kod nepolarnih templata poput steroida,
kao 1 u slucajevima kada je potrebno napraviti MOP koji se moZe primenjivati u vodenoj sredini.
Holesterol je primenjen kao templat za dobijanje MOPa na bazi ciklodekstrina pri ¢emu je kao
umrezivac kori$¢en toluen-2,4-diizocijanat, u DMSO kao rastvaracu (Jiang et al, 2011).

Imajué¢i u vidu da su opisani inkluzioni kompleksi nekih organskih UV filtera sa
B-ciklodekstrinom (Fenyvesi et al, 2004; Dahabra et al, 2021; Yu et al, 2022; Kundu et al, 2019),
oc¢ekivano bi bilo da je moguce dobiti MOPe primenom navedenog principa. Do sada u literaturi nisu
opisani MOPi za UV filtere na bazi ciklodekstrina.

11.10 UV filteri

UV filteri su supstance koje se koriste za zaStitu koZe od Stetnih UV zraka. U kozmeti¢kim
preparatima, UV filteri mogu biti prisutni u velikoj koncentraciji, ¢esto i do 10-15%. Sve masovnija
upotreba proizvoda za zastitu od Suncevog zracenja dovodi do dospevanja ovih supstanci u Zivotnu
sredinu. Posledice koje UV filteri mogu izazvati u zivotnoj sredini su brojne: apsorbuju¢i UV
zraCenje u vodenim masama poput mora, okeana i jezera, sprecavaju prodiranje Suncevog zracenja
u dubine do kojih bi inace doprlo, §to nepovoljno utice na vodene ekosisteme. Sem toga, UV filteri
se mogu akumulirati u tkivima zivotinja koje zive u navedenim ekosistemima, izazivajuci endokrine
poremecaje (Apel et al, 2018; Langford et al, 2015; Horricks et al, 2019; Ocafia-Rios et al, 2019,
Ramos et al, 2019).

Po strukturi, UV filteri mogu biti neorganski i organski. Najc¢esce koris¢eni neorganski UV
filteri su cink-oksid i titanijum-dioksid. Organski UV filteri mogu se podeliti u viSe grupa:
metoksicinamati, salicilati, benzofenoni, dibenzoilmetani, derivati kamfora, derivati triazina, derivati
p-aminobenzoeve kiseline, benzotriazoli i benzoimidazoli (Salvador, Chisvert, 2005). Na Slikama
10-12 prikazane su strukture organskih UV filtera. U Tabeli 1 sumirani su hemijski i komercijalni
nazivi UV filtera (INCI — International nomenclature of cosmetic ingredients), kao i maksimalno
dozvoljeni udeo ovih supstanci u kozmetickim preparatima u Republici Srbiji, prikazani u Prilogu 6
Pravilnika o kozmeti¢kim proizvodima (Sluzbeni glasnik Republike Srbije, 60/2019-4 i 47/2022-3).

Metode analize UV filtera uglavnom se svode na HPLC uz razlicite nacine detekcije, poput UV
Vis 1 masene spektrometrije. Koncentrovanje uzoraka se ¢esto izvodi ekstrakcijom ¢vrstom fazom
(Apel et al, 2018; Langford et al, 2015; Horricks et al, 2019; Ocafia-Rios et al, 2019, Ramos et al,
2019).
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Tabela 1. UV filteri koji su dozvoljeni u Republici Srbiji prema Pravilniku o kozmetickim
preparatima (Sl. glasnik RS 60/2019-4 i 47/2022-3).

INCI i komercijalni

Maksimalno

nazivi dozvoljeni sadrzaj (%)
Eusolex® 4360
2-hidroksi-4-metoksibenzofenon Oksibenzon 6
Benzofenon-3
2-hidroksi-4-metoksibenzofenon-5- Sulisobenzon 5
sulfonska kiselina Benzofenon-4
2-hidroksi-4-metoksibenzofenon-5-  Sulisobenzon natrijum 5

sulfonska kiselina natrijumova so

2,2’-dihidroksi-4-metoksibenzofenon

p-(2-etilheksil)-metoksicinamat

Izoamil-p-metoksicinamat
(2-etoksietil)-p-metoksicinamat
4-tert-butil-4’-
metoksidibenzoilmetan

2-etilheksil-salicilat

3,3,5-trimetilcikloheksil-salicilat

Polietilenglikol-25 p-aminobenzoeva
kiselina

2-etilheksil-4-dimetilaminobenzoat

2-etilheksiltriazon
Dietilheksil butamido triazon

Bis-etilheksiloksifenol metoksifenil
triazin
Tris-bifenil triazin
3-benziliden kamfor

4-metilbenzilidenkamfor

Kamfor benzalkonijum metosulfat
Benziliden kamfor sulfonska kiselina

Tereftalidendikamfor sulfonska
kiselina

Poliakrilamidometil benziliden
kamfor

Fenilbenzimidazol sulfonska kiselina

Dinatrijum fenil dibenzimidazol
tetrasulfonat

Benzofenon-5
Dioksibenzon
Benzofenon-8
Eusolex® 2292,
Oktil metoksicinamat
Amiloksat
Cinoksat
Eusolex® 9020,
Avobenzon
Eusolex® OS,
Oktisalat

Eusolex® HMS
Homosalat

Eusolex® 6007,
Padimat O

Iskotrizinol

Bemotrizinol
Eusolex® S
Tinosorb S

Eusolex® 6300
Enzacamene

Ekamsul
Mexoryl SX

Eusolex® 232
Ensulizol

Bisdisulizol dinatrijum,

Neo Heiopan AP
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10
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5

10
10
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5
10
10
10
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6
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Tabela 1 (nastavak). UV filteri koji su dozvoljeni u Republici Srbiji prema Pravilniku o
kozmeti¢kim preparatima (SI. glasnik RS 60/2019-4 i 47/2022-3).

INCI i komercijalni Maksimalno
nazivi dozvoljeni sadrzaj (%)
Metilen bis-benzotriazolil . )
tetrametilbutilfenol Bisoktrizol 10
. .. Silatrizol,
Drometrizol trisiloksan Mexoryl XL 15
Oktokrilen Eusolex® OCR 10
Dietilamino hidroksibenzoil heksil B 10
benzoat
Polisilikon-15 Parsol SLX 10
Titanijum-dioksid - 25
Cink-oksid - 25
OH O OH O
\O T
SO;H
Benzofenon-3 Benzofenon-4
OH O OH O OH
\O O O \O
SO3Na
Benzofenon-5 Benzofenon-8

Slika 10. Primeri benzofenonskih UV filtera.

C&Q saasliceace

Benzil-salicilat 2-etilheksil-salicilat

Homosalat
0 i O
O /\)\
on /©)J\ /\E\/\ o
~N N
H,N | |
p-aminobenzoeva kis. Padimat O Padimat A

Slika 11. Salicilatni UV filteri i derivati p-aminobenzoeve kiseline.
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0 0
O
~ ~
0 . o Cinoksat
Oktinoksat
(0]
™ /\)\ =
/@/\)‘\O
~ 0 . 0
Amiloksat Eusolex® 6300

=

(0]

Ekamsul 3-benziliden kamfor

Slika 12. Primeri cinamatnih i kamforskih UV filtera.

U literaturi je opisano svega nekoliko molekulski obelezenih polimera za benzofenonske UV
filtere. Sun i saradnici su opisali MOPe za benzofenonske UV filtere, i to benzofenon-1, benzofenon-
2, benzofenon-6 i benzofenon-8 (Sun et al, 2015). Kao templat je koris¢en benzofenon-2,
funkcionalni monomer bio je 4VP, umreziva¢ EDMA, u acetonitrilu kao porogenu. Dobijeni polimeri
su okarakterisani pomo¢u SEM, fizisorpcijom azota 1 ispitivanjem adsorpcije navedenih
benzofenona. Kapacitet obelezenog polimera za vezivanje benzofenona-2 bio je 27,90 pumol/g. MOPI
su primenjeni u ekstrakciji ¢vrstom fazom odabranih benzofenona iz cesmenske i re¢ne vode. Kao
eluent je koriS¢en acetonitril sa 2% trifluorsiretne kiseline. Analiza je izvrSena pomocu HPLC-DAD.

Ayadi i saradnici su opisali MOP na bazi polianilina za benzofenon-4 i koris¢enje dobijenog
sorbenta za koncentrovanje BP4 iz realnih uzoraka (Ayadi et al, 2019). Polimeri su dobijeni
modifikacijom silika Cestica najpre N-[3-(metoksisilil)propil]anilinom, nakon ¢ega je izvrSena
sinteza obelezenih polimera. Dobijeni polimeri su karakterisani koriste¢i SEM, TEM, fizisorpciju
azota, termogravimetrijsku analizu, elementalnu analizu, infracrvenu spektroskopiju, NMR c¢vrstog
stanja i adsorpcione eksperimente. Adsorpcioni kapacitet dobijenog polimera bio je 35 pumol/g.
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11l Nasi radovi

111.1 Molekulski obeleZeni polimeri za holesterol i druge steroide

Holesterol (Slika 13), kao $to je ve¢ reeno, predstavlja zahtevan templat za dobijanje MOPa,
imajuci u vidu da ima veliko ugljovodoni¢no jezgro (28 ugljenikovih atoma), a sadrzi samo jednu
hidroksilnu grupu i jednu olefinsku vezu. U literaturi postoje opisani MOPi za holesterol ¢ija se
sinteza zasniva na semikovalentnom pristupu, zatim ciklodekstrinski polimeri (Jiang et al, 2011), kao
i nekovalentno obelezeni polimeri.

HO
Slika 13. Strukturna formula holesterola.

Cilj ovog dela disertacije bio je dobijanje i karakterizacija obelezenog polimera za holesterol
novim, veoma jednostavnim nekovalentnim pristupom, koji bi se mogao primeniti na zahtevne
nepolarne template poput holesterola. Imajuci u vidu strukturu holesterola 1 interakcije koje moze da
ostvari, pretpostavljeno je da funkcionalni monomer nije kljuan za dobijanje MOPa za holesterol
pod navedenim uslovima. Doprinos funkcionalnog monomera poput metakrilne kiseline stabilizaciji
prepolimerizacionog kompleksa bio bi zanemarljivo mali.

MOPi sintetisani sa holesterolom kao templatom, sa serijom razli¢itih monomera (akrilamid,
alilamin, metil-metakrilat, alil-metakrilamid, metakrilna kiselina), sa EDMA i DVB kao
umrezivacima, u hloroformu, smesi hloroforma i acetonitrila i smesi acetona i vode kao porogenima,
ne pokazuju veliko vezivanje templata za polimere iz hloroforma (Todorov, 2016).

Osnovna ideja ovog dela disertacije bila je koriS¢enje umrezivaca poput EDMA kao jedine
polimerizabilne komponente MOPa. Pretpostavljeno je da bi templat holesterol tokom polimerizacije
usled sopstvene i nepolarnosti polimera bio adsorbovan na polimer i tako u polimeru ostavio
komplementarnu Supljinu. Ocekivano je i da bi ovaj efekat bio izrazeniji u koncentrovanim
rastvorima holesterola te da ¢e na taj nacin zbog izrazenije adsorpcijei efekat obelezavanja biti veci.
Sem EDMA, bilo je potrebno ispitati i druge umreZzivace koji su nepolarniji od EDMA. U ovu svrhu
su koris¢eni BDMA 1 HDMA.

111.1.1 Rastvorljivost holesterola u odabranim sistemima

Cilj ispitivanja rastvorljivosti bio je odabir sistema pogodnog za sintezu MOPa za holesterol
1 rastvaraCa za ponovno vezivanje. Velika rastvorljivost holesterola u odredenom rastvaracu znacila
bi mogucénost kori§€enja vece koncentracije templata tokom sinteze. Imaju¢i u vidu nepolarnost
umrezivaca koji se koriste u sintezi MOPa, oCekivano je da se u prisustvu umrezivaca poveca
rastvorljivost holesterola, ¢ak i1 u rastvara¢ima u kojima je inac¢e mala, poput ACN.

Rastvorljivost u ACN je ispitana imajuci u vidu da je ACN jedan od najc¢esce koriS¢enih
porogena u sintezi MOPa. 2-Propanol (2PrOH) je ispitan kao model proti¢nog rastvara¢a umerene
polarnosti koji dobro rastvara holesterol. Smese 2PrOH i vode, ACN i vode, kao i metanola (MeOH)
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1 vode ispitane su sa dvojakim motivom, prvo, da bi se razmotrila moguénost njihovog koris¢enja
kao porogena, gde bi voda imala ulogu da podstakne adsorpciju holesterola na polimer koji nastaje,
i, drugo, kao potencijalnih rastvaraca za ponovno vezivanje holesterola za polimer, iz istog razloga
kao u prvom slucaju. Rastvorljivost u hloroformu nije odredena, imajuci u vidu da je bila potrebna
prevelika koli¢ina holesterola da bi se dobio zasi¢en rastvor. U Tabeli 2 prikazane su rastvorljivosti
holesterola u razli¢itim sistemima.

Tabela 2. Rastvorljivost holesterola u odabranim sistemima na 25°C.
Rastvorljivost

Rastvarac (MM)
EDMA 61,4
ACN 3,8
BDMA 85,3
HDMA 96,8
2PrOH 127,7
2PrOH/voda 9/1 87,9
MeOH 15,6
MeOH/voda 9/1 3,3
MeOH/voda 8/2 0,6
EDMAJ/ACN 1/1 17,6
BDMA/ACN 1/1 24,0
HDMAJ/ACN 1/1 30,1
EDMA/ACN 1/2 11,1
BDMA/ACN 1/2 14,6
HDMA/ACN 1/2 16,7
ACN (60°C) 13,4

Na osnovu podataka prikazanih u Tabeli 2 zaklju¢eno je da je, od prikazanih rastvaraca,
rastvorljivost holesterola najveca u 2-propanolu, te je on odabran kao porogen. MoZe se uociti porast
rastvorljivost holesterola u umreziva¢ima od EDMA preko BDMA do HDMA (Slika 3), sto je i
ocekivano imajuci u vidu da se na isti nac¢in povecava nepolarnost ovih jedinjenja. Isto se moZe uociti
za smeSe navedenih umrezivaca sa ACN u zapreminskim odnosima 1:1 1 1:2 (u korist acetonitrila).
U smeSama acetonitrila sa umreZivac¢ima, rastvorljivost holesterola je veca nego u ¢istom acetonitrilu,
ali manja nego u Cistim umrezivac¢ima, $to je, takode, u skladu sa polarno$¢u sistema. Rastvorljivost
holesterola je najmanja u smeSama metanola sa vodom. Stoga bi primena ovih smesa kao sredine u
kojoj bi bilo ispitano ponovno vezivanje holesterola za polimere vodila ka tome da se dobiju veci
adsoprcioni kapaciteti polimera (polimer je nepolarniji od sredine u kojoj je rastvoren holesterol, te
bi se lakse adsorbovao).

111.1.2 Sinteza polimera za steroidna jedinjenja

Sintetisana je serija obelezenih polimera i njihovih neobelezenih analoga (Tabela 3),
zasnovanih na nekovalentnom pristupu. Kao porogeni su odabrani hloroform i acetonitril, koji se
Cesto koriste u hemiji MOPa kao porogeni, ali i 2-propanol, koji se retko koristi. Hloroform je
odabran kao porogen zbog toga Sto formira makroporozni polimer i zbog rastvorljivosti holesterola
u njemu. Acetonitril, polarni aproti¢ni rastvarac, iako rastvorljivost holesterola u njemu nije velika,
upotrebljen je kao porogen jer favorizuje nekovalentne interakcije i Cesto se koristi u hemiji MOPa.
2PrOH, polarni proti¢ni rastvara¢, bi trebalo nepovoljno da utie na stabilnost prepolimerizacionog
kompleksa, ali je njegova uloga ovde bila da ucini sredinu polarnijom, kako bi holesterol, nakon
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inicijalnog nastajanja polimerne mreze, tezio da se adsorbuje na nastajuci, nepolarniji polimer. AIBN
je svuda koriS¢en kao inicijator.

Koli¢ine holesterola primenjene za dobijanje polimera su bile razli¢ite (videti
Eksperimentalni deo), te je najmanje holesterola upotrebljeno za polimere gde je kao porogen
koris¢en ACN, dok je za polimere gde je porogen bio 2PrOH upotrebljeno najvise holesterola. Za
polimere gde je kao porogen koris¢en ACN, koriS¢eni su zasi¢eni rastvori holesterola u smesi ACN
iumrezivaca (zapreminski odnos 1:1). Rastvorljivost holesterola u prepolimerizacionoj smesi EDMA
1 2PrOH povecana je zagrevanjem na 60 °C do rastvaranja zeljene koli¢ine holesterola.

Za sintezu holesterolom obelezenih polimera upotrebljena su tri umrezivac¢a, EDMA, BDMA
i HDMA, Kkoji predstavljaju dimetakrilate -etilen-glikola, 1,4-butandiola i1 1,6-heksandiola,
respektivno, i1 razlikuju se po polarnosti. Cilj upotrebe umrezivaca istog tipa, ali razli¢ite polarnosti
jeste optimizacija polarnosti umrezivaca za sintezu obelezenih polimera za holesterol.

Tabela 3. Sintetisani polimeri za holesterol kao templat (Pesi¢ et al, 2020).

Polimer Funkcionalni Umreziva¢ Templat  Porogen
monomer

P1 / EDMA / 2PrOH

P2 / BDMA / 2PrOH

P3 / HDMA / 2PrOH

P4 / EDMA Holesterol 2PrOH

P5 / BDMA Holesterol 2PrOH

P6 / HDMA Holesterol 2PrOH

P7 / EDMA / Hloroform

P8 / BDMA / Hloroform

P9 / HDMA / Hloroform

P10 / EDMA Holesterol Hloroform

P11 / BDMA Holesterol Hloroform

P12 / HDMA Holesterol Hloroform

P13 / EDMA / ACN

P14 / BDMA / ACN

P15 / HDMA / ACN

P16 / EDMA Holesterol ACN

P17 / BDMA Holesterol ACN

P18 / HDMA Holesterol ACN

P19 MAA EDMA / ACN

P20 4VP EDMA / ACN

U svim navedenim slu¢ajevima, doslo je do polimerizacije i dobijeni su monolitni polimeri,
koji su usitnjeni u avanu sa tuckom do veli¢ine finog praha, isprani metanolom ili hloroformom (u
aparaturi po Soksletu), potom suseni na 60°C do konstantne mase. Tako dobijeni polimeri su dalje
koris¢eni za eksperimente vezivanja i karakterizaciju.
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111.1.3 Optimizacija rastvara¢a za ponovno vezivanje holesterola 1 odabir faznog
odnosa polimer:rastvor

U cilju optimizacije rastvarata za ponovno vezivanje holesterola za polimere ispitano je
nekoliko razlicitih rastvaraca ili smesa rastvaraca, poput ACN, 2PrOH, metanola i njihovih smesa sa
vodom u zapreminskim odnosima 9/1 i 8/2. Ispitano je i vezivanje u heksanu, kao primeru nepolarnog
rastvarata u kome ¢e vezivanje holesterola biti zasnovano na gradenju vodoni¢nih veza izmecu
hidroksilne grupe holesterola i estarskih grupa umrezivaca tj. polimera. Vezivanje holesterola je
ispitano pri razli¢itim faznim odnosima polimera i rastvora za vezivanje. Fazni odnos predstavlja
odnos mase polimera (u mg) i zapremine rastvora (u pL) koje su primenjene u eksperimentu
vezivanja. U Tabeli 4 prikazani su rezultati vezivanja holesterola iz rastvora koncentracije 10 M,
pri faznom odnosu 1:10, za odabrane polimere.

Odredivanje koncentracije holesterola u supernatantu nakon eksperimenata vezivanja
uradeno je pomocu visoko-efikasne teéne hromatografije sa UV detekcijom (HPLC-DAD).
Uporedivanjem povrsine ispod pika holesterola na hromatogramu supernatanta i povrSine ispod pika
holesterola pocetnog rastvora, odredeno je vezivanje u %.

Tabela 4. Vezivanje holesterola (u %) iz rastvora koncentracije 10 M za polimere P1, P19 i P20,
pri faznom odnosu 1:10.

Rastvarad 2PrOH ACN n-heksan

Polimer
P1 0,3 5,2 36,2
P19 0,4 9,6 83,5
P20 1.8 11,2 75,0

Ako se posmatraju ispitani rastvara¢i za ponovno vezivanje, uocava se da je vezivanje u
n-heksanu najvece i to za polimer P19 gde je kao funkcionalni monomer koris¢ena MAA (Tabela
3), §to je 1 o¢ekivano, imajuci u vidu da su vodoni¢ne veze najjace u ovom, od tri ispitana polimera.

Kao model polimer za optimizaciju koriS¢en je MAA-EDMA kopolimer, dobijen u smesi
acetonitrila i hloroforma (1:1, zapreminski) kao porogenu (Todorov, 2016). Vezivanje holesterola iz
rastvora u acetonitrilu pri faznom odnosu 1:100 (10,0 mg polimera i 1000 pL rastvora), pri
koncentraciji 10* M nije detektovano, zbog ¢ega je vezivanje isprobano iz smese metanol/voda i
acetonitril/voda u zapreminskim odnosima 9/1 i 8/2. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 5
(Todorov, 2016).

Tabela 5. Rezultati vezivanja holesterola (u %) iz smese metanol/voda i acetonitril/voda pri
faznom odnosu 1/100.
Rastvara¢ ACN/H20 ACN/H20 MeOH/H20 MeOH/H20
Polimer 9/1 (VIV) 8/2 (VIV) 9/1 (VIV) 8/2 (VIV)
MAA-EDMA NOP 3,4 10,4 7,7 26,6

Uocava se da % vezivanja raste sa porastom udela vode u sistemu, i kod ACN i kod metanola.
Takode, vezivanje je vece u smeSama sa metanolom, Sto ukazuje da polarnost rastvaraca za vezivanje
ima klju¢nu ulogu. Kako u navedenom slucaju sa porastom polarnosti rastvaraca raste i vezivanje
holesterola za polimer, moze se zakljuciti da se vezivanje holesterola zasniva na hidrofobnim
interakcijama. U Tabeli 6, prikazani su rezultati vezivanja holesterola za MAA-EDMA NOP pri
faznom odnosu 1/10 (Todorov, 2016).
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Tabela 6. Rezultati vezivanja holesterola (u %) iz rastvora koncentracije 104 M u sme$ama
ACN/voda ili MeOH/voda 8/2 (V/V) pri faznom odnosu 1/10

—Rastvara¢ /0,0 MeOH/H:0
Polimer
MAA-EDMA NOP 41,7 42,8

Na osnovu dobijenih rezultata, zakljuceno je da se ispitivanje vezivanja templata za polimere
moze izvoditi iz sistema metanol/voda u zapreminskom odnosu 8/2. U nekim slucajevima koji su
dalje opisani, za vezivanje je koris¢en i1 odnos 9/1 zbog rastvorljivosti drugih jedinjenja Cije je
vezivanje ispitivano, a koja nisu rastvorna u sistemu 8/2, poput stigmasterola.

111.1.4 Vezivanie holesterola za neobelezene i1 obelezene polimere

Vezivanje holesterola za dobijene polimere ispitano je ’batch’ vezivanjem iz rastvora
holesterola u metanol/voda smeSama i iz rastvora u n-heksanu. Rezultati vezivanja holesterola za
neobeleZene polimere prikazani su u Tabeli 7.

Tabela 7. Vezivanje holesterola u % (c=10* M) za sintetisane polimere iz smese rastvaraca
MeOH/H,0, pri faznom odnosu 1:10.

Rastvarac¢

MeOH/H20 MeOH/H20

oL (VIV) 82 (viv) heksan
Polimer
P1 10 31 30
P2 2 82 46
P3 72 95 46
P4 17 61 44
P5 50 87 48
P6 79 95 55
p7 32 76 /
P8 45 83 /
Pg 66 94 /
P10 34 74 /
P11 49 85 /
P12 71 94 /
P13 45 80 /
P14 60 88 /
P15 74 93 /
P16 40 80 /
P17 55 88 /
P18 68 92 /
P19 26 51 75
P20 30 59 83

Ukoliko se posmatraju rezultati vezivanja za parove obeleZenih i neobeleZenih polimera
(P4/P1, P5/P2, P6/P3) sintetisanih u 2-propanolu, vidi se da je u slu¢aju sva tri umrezivaéa (EDMA,
BDMA, HDMA) doslo do obelezavanja polimera: vezivanje holesterola je veée za obelezene
polimere P4-P6, u odnosu na neobeleZzene analoge P1-P3. Takode, sa porastom duzine lanca
umrezivaca, smanjuje se razlika u vezivanju holesterola za obeleZeni polimer u odnosu na
neobelezeni, Sto moze biti posledica vece hidrofobnosti polimera, te veceg nespecifi¢nog vezivanja.
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Na Slici 14 prikazano je vezivanje holesterola za neobelezene polimere u zavisnosti od
primenjenog umrezivaca i porogena (Pesic¢ et al, 2020).
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Slika 14. Vezivanje holesterola za NOPe iz rastvora holesterola u MeOH/voda 9/1 (V/V).
Porogeni su obeleZeni razli¢itim bojama: crno — 2PrOH, plavo — hloroform, crveno —
ACN; koris¢eni umrezivaci predstavljeni su razli¢itim simbolima (legenda je data na slici).

Moze se uociti da vezivanje holesterola za neobeleZene polimere raste sa porastom duZine
alkil-lanca umrezivac¢a (od EDMA ka HDMA) bez obzira na to koji je porogen upotrebljen. Kada se
kao porogeni koriste hloroform i acetonitril, promena u vezivanju holesterola sa promenom duzine
lanca umrezivaca je slicna, dok se pri koriS¢enju 2PrOH uocava da je ova promena izrazenija nego
u hloroformu i ACN.

Sa Slike 14 se takode uocava da je za HDMA neobelezene polimere vezivanje holesterola
gotovo jednako i nezavisno od primenjenog porogena, dok je kod EDMA neobelezenih polimera
uocljiva razlika u vezivanju holesterola u zavisnosti od primenjenog porogena: najveée vezivanje
holesterola pokazuje NOP P13 gde je kao porogen koriS¢en acetonitril, neSto manje vezivanje je za
polimer dobijen u hloroformu (P7), a najmanje vezivanje holesterola pokazuje NOP dobijen u 2PrOH
(P1). Razlog za ovakvo vezivanje polimera gde je koriS¢éen HDMA kao umreZiva¢ verovatno je
velika hidrofobnost polimera, pa je izrazeno nespecificno vezivanje.

Trendovi koji su zapaZeni kod vezivanja holesterola za neobeleZene polimere, uocavaju se i
kod vezivanja holesterola za obelezene polimere — Slika 15. Ponovo, najvece razlike u vezivanju
izmedu EDMA, BDMA i HDMA polimera uocavaju se pri koris¢enju 2PrOH kao porogena, dok je
pri koriS¢enju hloroforma 1 acetonitrila ova promena slabije izraZena.
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Slika 15. Vezivanje holesterola za MOPe iz rastvora holesterola u MeOH/voda 9/1 (V/V). Porogeni
su obelezeni razli¢itim bojama: crno — 2PrOH, plavo — hloroform, crveno — ACN; korisc¢eni
umrezivaci predstavljeni su razli¢itim simbolima (legenda je data na slici).

Ukoliko se uporedi vezivanje holesterola za neobelezene i obelezene polimere, moze se uociti
da je jedino pri koriS¢enju 2-propanola kao porogena doslo do uocljivog obelezavanja polimera.
Koris¢enje hloroforma nije rezultovalo uspesnim procesom obelezavanja.

Vezivanje holesterola za BDMA polimere se pokazalo nezavisnim od primenjenog porogena,
dok se vezivanje holesterola za HDMA polimere smanjuje u nizu 2PrOH>hloroform>acetonitril.

U sistemu metanol/voda 8/2 (Slike 16 i 17), vezivanje holesterola iz rastvora koncentracije
10* M pri faznom odnosu 1:10 i za NOPe i za MOPe je veée nego u sistemu 9/1. Vezivanje
holesterola je najmanje za P1 tj. za EDMA NOP sintetisan u 2PrOH kao porogenu. Vezivanje
holesterola za sve ostale polimere je znacajno vece, te su samim tim razlike u vezivanju za prikazane
polimere manje.
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Slika 16. Vezivanje holesterola za NOPe iz rastvora holesterola u MeOH/voda 8/2 (V/V). Porogeni
su obeleZeni razli¢itim bojama: crno — 2PrOH, plavo — hloroform, crveno — ACN; koris¢eni
umrezivaci predstavljeni su razli¢itim simbolima (legenda je data na slici).
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Vezivanje holesterola za sintetisane MOPe u sistemu metanol/voda 8/2 (Slika 17), iz rastvora
koncentracije 10* M pri faznom odnosu 1:10 prati trend koji je uoen i kod NOPa, s tim §to je
znacajno vecée vezivanje holesterola za P4, tj. EDMA MOP sintetisan u 2PrOH. Posmatraju¢i grafike
na Slikama 16 i 17, uo¢ava se da je najveca razlika u vezivanju holesterola izmedu NOPa P1 i MOPa
P4 u slu¢aju EDMA polimera sintetisanih u 2PrOH.
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Slika 17. Vezivanje holesterola za MOPe iz rastvora holesterola u MeOH/voda 8/2 (V/V). Porogeni
su obeleZeni razli¢itim bojama: crno — 2PrOH, plavo — hloroform, crveno — ACN; koris¢eni
umrezivaci predstavljeni su razli¢itim simbolima (legenda je data na slici).

111.1.5 Faktori obelezavanja

Faktori obeleZavanja odredeni su kako je prethodno opisano, kao odnos distribucionih faktora
pri vezivanju templata za obelezeni 1 neobeleZeni polimer.

Ukoliko se kao porogeni koriste ACN ili hloroform, dobijeni MOPI ne pokazuju bolja svojstva
od odgovaraju¢ih NOPa. Faktori obeleZavanja za parove MOP/NOP sintetisane u ovim porogenima
su bliski 1, kada se vezivanje ispituje iz smeSe metanol/voda.

Medutim, u slucaju 2PrOH kao porogena, i EDMA kao umrezivaca (ali takode i BDMA 1
HDMA), do obeleZavanja dolazi i faktor obelezavanja za P4/P1 par je 3,4. Kao §to se moZe videti iz
Tabele 8, faktor obelezavanja zavistan je od duzine lanca umrezivaca, kao i od sastava rastvaraca
koji se koristi za ponovno vezivanje. Sa povecanjem udela vode u smesi sa metanolom, raste i faktor
obelezavanja, §to moze biti posledica veCeg efekta hidrofobnih interakcija na vezivanje. Ako se
posmatra faktor obeleZavanja u odnosu na duzinu lanca umrezivaca, vidi se da IF opada kako raste
duzina lanca, od EDMA ka HDMA, S§to je najverovatnije posledica hidrofobnosti molekula
umrezivaca. Naime, kako raste nepolarnost umreZivaca, raste i mogucnost za nastajanjem
hidrofobnih interakcija izmedu polimera 1 templata, Sto NOP 1 MOP ¢ini nepolarnijim, te se razlike
u vezivanju izmedu obelezenog i neobeleZzenog polimera smanjuju.
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Tabela 8. Faktori obeleZzavanja za holesterol obelezene polimere u smeSama
metanola i vode 9/1 i 8/2 (V/V) (Pesi¢ et al, 2020).

1 Fhol 1 Fhol e w

MOP/INOP  \1eOH/H.0 9/1 MeOH/H,0 g2 UmreZivat
P4-P1 19 3.4 EDMA
P5:P2 14 14 BDMA
P6:P3 15 11 HDMA

Faktori obelezavanja su uporedivi sa literaturnom opisanim: Puoci opisuje MOPe za holesterol
sa IF 4,7 (Puoci et al, 2008). Drugim recCima, jednostavnijim pristupom, bez funkcionalnog
monomera, dobijeni su obelezeni polimeri sli¢nih performansi kao literaturno opisani polimeri sa
funkcionalnim monomerom.

111.1.6 Selektivnost polimera

Selektivnost dobijenih polimera ispitana je vezivanjem tri steroidna jedinjenja: stigmasterola,
estradiola i kortizola (Slika 18).

OH

HO

Stigmasterol Estradiol

Kortizol

Slika 18. Strukturne formule steroida za koje je ispitana selektivnost dobijenih polimera u odnosu
na holesterol.

111.1.6.1 Vezivanje stigmasterola

Ispitivanje vezivanja stigmasterola za sintetisane polimere zna¢ajno je zbog njegove izrazite
strukturne sli¢nosti sa holesterolom. Rezultati ispitivanja prikazani su u Tabeli 9. Kako se
stigmasterol u smesi metanola i vode 8/2 (V/V) ne rastvara u koncentraciji 10* M, ispitivanja su
izvedena samo u smesi metanol/voda 9/1 (V/V) i n-heksanu
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Tabela 9. Vezivanje stigmasterola u % (c=10*M) za sintetisane polimere iz smese
rastvara¢a MeOH/H>O, pri faznom odnosu 1:10.
Rastvaracd

MeOH/H20

91 (VIV) n-heksan
Polimer
Pl 8 45
P2 42 /
P3 73 /
P4 15 70
P5 53 /
P6 83 /
P7 36 86
P8 49 75
P9 70 75
P10 33 83
P11 49 74
P12 72 66
P13 48 9
P14 66 90
P15 77 68
P16 37 96
P17 69 93
P18 81 70
P19 16 96
P20 25 92

Sa grafika prikazanih na Slikama 19 i 20 moze se uociti da vezivanje stigmasterola prati iste
trendove kao 1 vezivanje holesterola, $to je 1 ocekivano, imajuéi u vidu njihovu strukturnu sli¢nost.
Za vecinu sintetisanih polimera, sem za P1 1 P4, vezivanje stigmasterola je nekoliko procenata vece
nego vezivanje holesterola pri identicnim uslovima. Razlike uoc¢ene kod polimera P1 i P4 za koje se
vezuje viSe holesterola nego stigmasterola jesu male (2%), ali potvrduju specificnost EDMA
polimera sintetisanih u 2PrOH.
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Slika 19. Vezivanje stigmasterola za NOPe iz rastvora stigmasterola u MeOH/voda 9/1 (V/V).
Porogeni su obeleZeni razli¢itim bojama: crno — 2PrOH, plavo — hloroform, crveno — ACN;
koriséeni umrezivaci predstavljeni su razli¢itim simbolima (legenda je data na slici).

Slika 20. Vezivanje holesterola za MOPe iz rastvora holesterola u MeOH/voda 9/1 (V/V). Porogeni
su obelezeni razli¢itim bojama: crno — 2PrOH, plavo — hloroform, crveno — ACN; korisc¢eni
umrezivaci predstavljeni su razli¢itim simbolima (legenda je data na slici).

Na Slici 21 prikazano je vezivanje stigmasterola iz MeOH/voda 9/1 (V/V), kao i iz n-heksana,
za neobeleZene polimere sintetisane u ACN kao porogenu. Uocava se da vezivanje stigmasterola u
metanol/voda sistemu raste kako raste duzina lanca umrezivaca, od EDMA, preko BDMA do
HDMA. Medutim, u n-heksanu trend je obrnut. Objasnjenje za ovakav trend vezivanja u n-heksanu
jeste da je to posledica vodoni¢nog vezivanja koje je izrazeno u n-heksanu, za razliku od hidrofobnih
interakcija u metanol/voda sistemu. Sadrzaj estarskih grupa po gramu polimera opada u nizu
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EDMA>BDMA>HDMA pa tako opada i vezivanje stigmasterola.
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Slika 21. Poredenje vezivanja stigmasterola iz n-heksana (zeleni simboli) i MeOH/voda 9/1 (V/V)
(plavi simboli) za odabrane polimere; koris¢eni umrezivaéi predstavljeni su razli¢itim simbolima
(legenda je data na slici) (Pesic et al, 2020).

111.1.6.2 Vezivanje estradiola
Rezultati vezivanja estradiola za sintetisane polimere prikazani su u Tabeli 10.

Tabela 10. Vezivanje estradiola u % (c=10"* M) za sintetisane polimere iz smese rastvara¢a
MeOH/H>0, pri faznom odnosu 1:10.

Rastvaraé

MeOH/H20 MeOH/H:20
91 (VIV) 812 (VIV)

P1 7 11
P2 23 41
P3 36 56
P4 10 19
P5 21 41
P6 33 57
P7 17 30
P8 23 43
P9 30 50
P10 15 30
P11 22 40
P12 27 49
P13 28 44
P14 37 55
P15 42 61
P16 28 43
P17 37 54
P18 42 60
P19 13 24
P20 20 34

Uocava se da sa porastom duzine niza umrezivaca raste (P1<P2<P3) i vezivanje estradiola za
dobijene polimere, medutim, ne postoji znacajna razlika izmedu vezivanja estradiola za neobelezene
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1 obelezene polimere. Takode, vezivanje estradiola je znacajno manje nego vezivanje holesterola za
iste polimere. Ova Cinjenica ukazuje na dve stvari: prvo, da su dobijeni polimeri selektivni za
vezivanje holesterola u odnosu na estradiol, pri istim uslovima vezivanja, i, drugo, da je vezivanje
zasnovano na hidrofobnim interakcijama (estradiol je polarniji od holesterola te su hidrofobne
interakcije manje izrazene u procesu vezivanja za polimer).

Na Slikama 22 i 23, prikazani su rezultati vezivanja estradiola iz sistema metanol/voda 9/1
(VIV) za NOPe i MOPe. Moze se uociti da kod svih polimera sa porastom duZine lanca umrezivaca
raste i vezivanje estradiola. Za EDMA polimere (P1<P7<P13), vezivanje estradiola u zavisnosti od
porogena prati trend ACN>hloroform>2PrOH (obelezeno kvadratima na graficima).
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Slika 22. Vezivanje estradiola za NOPe iz rastvora estradiola u MeOH/voda 9/1 (V/V). Porogeni su
obeleZeni razli¢itim bojama: crno — 2PrOH, plavo — hloroform, crveno — ACN; koris¢eni
umrezivaci predstavljeni su razli¢itim simbolima (legenda je data na slici) (Pesi¢ et al, 2020).
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Slika 23. Vezivanje estradiola za MOPe iz rastvora estradiola u MeOH/voda 9/1 (V/V). Porogeni su
obeleZeni razli¢itim bojama: crno — 2PrOH, plavo — hloroform, crveno — ACN; kori$éeni
umrezivaci predstavljeni su razli¢itim simbolima (legenda je data na slici).

Ako se posmatraju rezultati vezivanja estradiola za sintetisane polimere iz rastvora
koncentracije 104 M u metanol/voda 8/2 (V/V) (Slike 24 i 25) mozZe se uoéiti da specifi¢no ponasanje
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pokazuju polimeri P1 i P4, gde postoji razlika u vezivanju estradiola, dok kod ostalih polimera ta
razlika prakti¢no ne postoji ili je beznacajna, imajuci u vidu da se % vezivanja estadiola gotovo ne
razlikuje.
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Slika 24. Vezivanje estradiola za NOPe iz rastvora estradiola u MeOH/voda 8/2 (V/V). Porogeni su
obelezeni razli¢itim bojama: crno — 2PrOH, plavo — hloroform, crveno — ACN; koris¢eni
umrezivaci predstavljeni su razli¢itim simbolima (legenda je data na slici).
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Slika 25. Vezivanje estradiola za MOPe iz rastvora estradiola u MeOH/voda 8/2 (V/V). Porogeni su
obelezeni razli¢itim bojama: crno — 2PrOH, plavo — hloroform, crveno — ACN; korisc¢eni
umrezivaci predstavljeni su razli¢itim simbolima (legenda je data na slici).
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111.1.6.3 Vezivanje kortizola

Kortizol je najpolarniji od ispitanih steroida, te bi bilo o¢ekivano da njegovo vezivanje za
sintetisane polimere bude najmanje u sistemima metanol/voda. U Tabeli 11 prikazani su rezultati
vezivanja kortizola iz rastvora koncentracije 10 M u smesama metanol/voda 9/1 i 8/2 (V/V).

Tabela 11. Vezivanje kortizola u % iz MeOH/voda 9/1i 8/2 iz rastvora
koncentracije 10 M pri faznom odnosu 1:10.

Rastvaraé

MeOH/H20  MeOH/H20
91 (VIV) 812 (VIV)

Polimer
P1 3 8
P2 15 18
P3 15 25
P4 15 13
P5 12 18
P6 16 25
P7 14 18
P8 14 20
P9 16 21
P10 14 19
P11 13 19
P12 14 21
P13 25 32
P14 26 33
P15 24 30
P16 24 31
P17 25 32
P18 23 30
P19 / 17
P20 / 23

Na Slici 26 prikazano je vezivanje kortizola koncentracije 10* M (MeOH/voda 9/1 (V/V)) za
NOPe. Moze se uoditi da se kortizol najmanje vezuje za EDMA NOP sintetisan u 2PrOH (P1), dok
su vezivanja kortizola za preostale polimere sintetisane u 2PrOH i hloroformu sli¢na i nezavisna kako
od primenjenog porogena tako i od umrezivaca. Polimeri sintetisani u ACN pokazuju sli¢no
vezivanje kortizola, nezavisno od toga koji umrezivac je upotrebljen.
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Slika 26. Vezivanje kortizola za NOPe iz rastvora kortizola u MeOH/voda 9/1 (V/V). Porogeni su
obelezeni razli¢itim bojama: crno — 2PrOH, plavo — hloroform, crveno — ACN; koris¢eni
umrezivaci predstavljeni su razli¢itim simbolima (legenda je data na slici).

Na Slici 27 prikazani su rezultati vezivanja kortizola za MOPe. Kori$¢en je rastvor kortizola
koncentracije 10* M, u smesi MeOH/voda 9/1 (V/V). MOPi sintetisani u 2PrOH i hloroformu kao
porogenima pokazuju sli¢no vezivanje kortizola, nezavisno od primenjenog umrezivaca. Polimeri
sintetisani u ACN pokazuju nesto vece vezivanje kortizola, ali ponovo nezavisno od upotrebljenog
umrezivaca.
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Slika 27. Vezivanje kortizola za MOPe iz rastvora kortizola u MeOH/voda 9/1 (V/V). Porogeni su
obelezeni razli¢itim bojama: crno — 2PrOH, plavo — hloroform, crveno — ACN; korisc¢eni
umrezivaci predstavljeni su razli¢itim simbolima (legenda je data na slici).

Na Slikama 28 i 29 graficki su prikazani rezultati vezivanja kortizola iz rastvora kortizola u
MeOH/voda 8/2 (V/V) za sintetisane NOPe i MOPe. Trendovi koji se mogu zapaziti na ovim
graficima sli¢ni su prethodno opisanim trendovima. Vezivanje kortizola je nezavisno od primenjenog
umrezivaca, pri ¢emu polimeri sintetisani u ACN 1 u ovom slu¢aju pokazuju najvece vezivanje.
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Slika 28. Vezivanje kortizola za NOPe iz rastvora kortizola u MeOH/voda 8/2 (V/V). Porogeni su
obelezeni razli¢itim bojama: crno — 2PrOH, plavo — hloroform, crveno — ACN; koris¢eni
umrezivaci predstavljeni su razli¢itim simbolima (legenda je data na slici).
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Slika 29. Vezivanje kortizola za MOPe iz rastvora kortizola u MeOH/voda 8/2 (V/V). Porogeni su
obelezeni razli¢itim bojama: crno — 2PrOH, plavo — hloroform, crveno — ACN; korisc¢eni
umrezivaci predstavljeni su razli¢itim simbolima (legenda je data na slici).

Selektivnost polimera prema vezivanju drugih jedinjenja u odnosu na templat, izracunata je
kao odnos distribucionih faktora. Rezultati za selektivnost P4 polimera su prikazani u Tabeli 12.

Tabela 12. Selektivnost P4 MOPa prema vezivanju drugih steroidnih jedinjenja u odnosu
na holesterol iz sistema MeOH/voda 8/2 (V/V) (kortizol i estradiol) i 9/1 (V/V)
(stigmasterol) (Pesi¢ et al, 2020).

Steroid Selektivnost Pobosljanje u odnosu na
NIP
Stigmasterol 1,1 1,0
Estradiol 6,5 1,7
Kortizol 10,6 2,1
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Polimeri su prakticno jednako selektivni za vezivanje stigmasterola kao za vezivanje
holesterola — selektivnost iznosi 1,1. Selektivnost prema kortizolu i estradiolu je velika, i iznosi 10,6
16,5, respektivno. Ukoliko se selektivnost MOPa uporedi sa selektivnos¢u NOPa, moze se izraCunati
poboljsanje selektivnosti kod MOPa za estradiol i kortizol. Stigmasterol 1 holesterol se sli¢no vezuju
1 za neobelezene polimere. Treba imati u vidu da je selektivnost za kortizol i estradiol izraCunata na
osnovu vezivanja ovih steroida iz rastvora u MeOH/voda 8/2 (V/V), dok je za stigmasterol, zbog
nedovoljne rastvorljivosti u ovom sistemu, selektivnost racunata na osnovu vezivanja iz sistema 9/1

(VIV).

111.1.7 Veza izmedu hidrofobnosti umrezivaca i vezivanja holesterola

Ukoliko se graficki prikaze zavisnost vezivanja holesterola za NOPe i MOPe (u MeOH/voda
9/1 (VIV)) od molarne mase umrezivaca (Slika 30), dobijaju se linearne zavisnosti (Pearson-ovi r
koeficijenti za dobijene prave prikazani su u Tabeli 13), sto ukazuje da vezivanje holesterola za
prikazane polimere zavisi pre svega od hidrofobnosti umrezivaca. Slicno se moze uociti i ukoliko se
posmatra vezivanje u sistemu MeOH/voda 8/2 (V/V).
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Slika 30. Zavisnost vezivanja holesterola (u %) iz rastvora koncentracije 10 M u MeOH/voda 9/1
1 8/2 (VIV) za NOPe i MOPe od molarne mase umrezivaca.

Tabela 13. Pearson-ovi r koeficijenti za prave zavisnosti % vezivanja holesterola od molarne mase

umrezivaca.
Polimeri i rastvarac Pearson-ov r koeficijent
NOP MeOH/voda 9/1 (V/V) 0,99992
MOP MeOH/voda 9/1 (VIV) 0,99931
NOP MeOH/voda 8/2 (V/V) 0,94822
MOP MeOH/voda 8/2 (V/IV) 0,96291
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111.1.8 Adsorpcione izoterme

Uobicajeno je da se adsorpcione izoterme konstruiSu na osnovu vezivanja odredenog
jedinjenja za polimer u §irokom opsegu koncentracija, npr. 10* do 102 M. Medutim, u ovom
ispitivanom sistemu, zbog nedovoljne rastvorljivosti holesterola u sistemu metanol voda ovaj opseg
koncentracija nije bio mogu¢. Stoga su izoterme konstruisane na osnovu eksperimenata vezivanja u
opsegu koncentracija 0,05-0,5 mM.

Na Slici 31 prikazane su logaritamske izoterme za polimere NOP P1 i MOP P4. Parametri
jednacina prave dati su u Tabeli 14.
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Slika 31. Adsorpione logaritamske izoterme za polimere NOP P1 i MOP P4.

Tabela 14. Parametri jednacina pravih za polimere NOP P1 i MOP P4.

Polimer Nagib Odsecak  Pearson-ov koeficijent
P1 0,9133 0,2258 0,98899
P4 1,0498 1,3133 0,99099

Na osnovu prikazanih izotermi, moze se zakljuciti da, poSto su koeficijenti pravca pravih
bliski jedinici, ispitani polimeri sadrze mesta homogena po afinitetu za vezivanje templata. Ovo nije
uobicajen slucaj u hemiji MOPa, medutim, razlog za ovakav rezultat moze biti opseg koncentracija
rastvora holesterola koji je u relativno uskom opsegu.

111.1.9 Ponovljivost sinteze polimera

U cilju ispitivanja ponovljivosti sinteze polimera, sinteza polimera P1 i P4 izvedena je viSe
puta. Rezultati prikazani u Tabeli 15 pokazuju da je sinteza ponovljiva — dobijeni polimeri pokazuju
sliéno vezivanje holesterola iz rastvora koncentracije 10 M u sistemu metanol/voda 8/2 (V/V).
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Tabela 15. Vezivanje holesterola (u %) iz rastvora koncentracije 10 M u metanol/voda 8/2 (V/V)
za ponovo sintetisane polimere.

Sinteza 1 Sinteza 2 Sinteza 3 Sinteza 4 Sinteza 5
P1 31 32 / / /
P4 62 61 62 65 59

111.1.10 Sinteza MOPa za holesterol sa razli¢itim sadrzajem templata

U cilju optimizacije koli¢ine templata pri sintezi polimera, sintetisani su polimeri P21-P23
(Tabela 16), sa razli¢itim sadrzajem templata u prepolimerizacionoj smesi. Koli¢ina templata
prikazana je po masi dobijenog polimera.

Tabela 16. Polimeri sintetisani sa razli¢itim koli¢inama templata (holesterola) tokom
polimerizacije (porogen 2PrOH).
Koli¢ina holesterola

Polimer (mol/kg polimera)
P21 0,13
P22 0,25
P23 0,49
P4 1,22

Sintetisani su neobelezeni i1 obeleZzeni polimer gde je kao porogen koriS¢ena smesSa
2-propanola i vode u zapreminskom odnosu 5:1, sa ciljem da se prepolimerizaciona smesa ucini
polarnijom, $to bi doprinelo boljoj adsorpciji holesterola na nepolarnom polimeru. Rezultati
vezivanja holesterola za ove polimere prikazani su u Tabeli 17 i ukazuju da je razlika u vezivanju
holesterola minimalna.

Tabela 17. Vezivanje holesterola u % iz rastvora koncentracije 10 M
u MeOH/voda 8/2 (V/V) pri faznom odnosu 1:10.
% vezanog

Polimer holesterola
P1 32
P21 40
P22 48
P23 25
P4 62

Pri vezivanju holesterola za dobijene polimere uocava se da polimer P1 najbolje vezuje
holesterol i da vezivanje holesterola za ove polimere raste sa porastom koli¢ine holesterola u
polimerizacionoj smesi. Polimer P23 odstupa od uoc¢enog obrasca, medutim, naknadnim ispitivanjem
je utvrdeno da polimer P23 nije dobro ispran od templata, te da je curenje holesterola sa polimera u
rastvor znac¢ajno.

111.1.11 Karakterizacija polimera sa najboljim svojstvima

Fizisorpcijom azota na 77 K 1 pomocu SEM, okarakterisani su polimeri P1 i P4 koji su
pokazali najbolja svojstva za vezivanje holesterola.
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Rezultati fizisorpcije azota na 77 K prikazani su u Tabeli 18. Na osnovu prikazanih rezultata
moze se uociti da su specificne povrSine (BET), kao 1 drugi teksturalni parametri poput zapremine
pora za NOP P1 i MOP P4 veoma sli¢ni, §to je znacajno, jer ukazuje da razlika u vezivanju templata
za ove polimere ne potic¢e samo od razlike u specificnoj povrsini, ve¢ na to da povrSina MOPa ima
vecu sposobnost vezivanja holesterola, iako je specifi¢na povrsina slicna kao za NOP.

Tabela 18. Rezultati fizisorpcije azota na 77 K za polimere P1 i P4 (Pesi¢ et al, 2020).

. SBET V0,96 Vot Wo
Polimer m/g cm®/g cm®/g cm®/g
P1 205 0,147 0,167 0,089
P4 223 0,155 0,161 0,093

Rezultati SEM analize za MOP P4 i NOP P1 prikazani su na Slikama 32 i 33 pri uvecanju od
50000 puta. Oblik, veli¢ina i struktura pojedinacnih Cestica se razlikuju za ova dva polimera, §to
ukazuje da je prisustvo holesterola tokom sinteze polimera ostavilo posledice na strukturu polimera,
tj. da je doslo do procesa obeleZzavanja. MOP P4 (Slika 33) ima slojevitu strukturu, pa je moguce da
se vezivanje holesterola desava i izmedu ovih slojeva, koji se ne uo¢avaju kod NOPa (Slika 32). Kod
MOPa se moze uociti i da postoje strukture nalik filamentima, $to se kod NOPa ne uocava.

Slika 33. SEM slika MOPa P4 pri uvecanju od 50000 puta (Pesi¢ et al, 2020).
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111.2 Molekulski obeleZeni polimeri za UV filtere

Na znacaj razvoja MOPa za UV filtere ukazano je u Opstem delu. Sintezi MOPa za UV filtere
u ovoj disertaciji pristupljeno je na nekoliko nacina: prvo, pokusana je sinteza MOPa po istom
principu kao u slucaju holesterola; zatim, pokusana je sinteza MOPa na bazi ciklodekstrina; na kraju,
sintetisani su MOPI za benzofenon-4 pristupom koji se razlikuje od dva prethodno opisana. U nasim
prethodnim radovima opisana je sinteza MOPa za UV ﬁltere klasi¢nim nekovalentnim pristupom, u

cene

Na Slici 34 su prikazane strukture UV filtera koji su kori$¢eni u ovoj disertaciji. U Tabeli 19
prikazane su skraéenice koris¢ene za UV filtere u daljem tekstu disertacije.

OH O OH (@) OH
Ho WeaclNcas
BP3 SOsH  5py
OH O OH o
/©/\)J\O/\E\/\
~o ~o
PABA-O
@f*otM saaciloe
OH OH
BzSal HMS

oS

Slika 34. Strukture UV filtera koris¢enih u ovoj disertaciji.

Moze se uociti da je UV filter OCT nepolaran, za njim slede po polarnosti OS i HMS.
Najpolarniji UV filter od prikazanih je BP4 koji sadrzi sulfonsku kiselinu.
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Tabela 19. Koris¢eni UV filteri i njihove skracenice.

Naziv Skradenica

2,4-dihidroksibenzofenon DHB
Benzofenon-3 BP3
Benzofenon-4 BP4
Benzofenon-8 BP8
2-etilheksil-metoksicinamat OCT
Butilmetoksidibenzoilmetan AVB

Padimat O PABA-O

2-etilheksil-salicilat oS

Benzil-salicilat BzSal
Homosalat HMS

Doktorska disertacija

111.2.1 Molekulski obeleZeni polimeri bez funkcionalnog monomera

111.2.1.1 Sinteza polimera
Sintetisana je serija polimera prikazanih u Tabeli 20 po ugledu na prethodno opisane MOPe
za holesterol. Pretpostavljeno je da ¢e, ukoliko se polimerizacija vrs$i pri istim uslovima, u 2PrOH i
samo u prisustvu umrezivaca, biti favorizovana adsorpcija templata na nastajuci polimer. Ovakva
o¢ekivanja zasnovana SU na nepolarnosti polimera, a polarnosti sredine u kojoj se izvodi
polimerizacija. Kao templati su upotrebljeni 2-etilheksil-salicilat i 2,4-dihidroksibenzofenon.

Tabela 20. Sintetisani MOPi i NOPi bez funkcionalnog monomera.

Oznaka UmrezZivaé Templat Inicijator Porogen
Al EDMA DHB AIBN 2PrOH
A2 BDMA DHB AIBN 2PrOH
A3 HDMA DHB AIBN 2PrOH
Ad TEGDMA DHB AIBN 2PrOH
A5 EDMA oS AIBN 2PrOH
A6 BDMA oS AIBN 2PrOH
A7 HDMA oS AIBN 2PrOH
A8 TEGDMA oS AIBN 2PrOH
A9 TEGDMA / AIBN 2PrOH
Al10 BDMA / AIBN 2PrOH
All HDMA / AIBN 2PrOH
Al2 EDMA / AIBN 2PrOH
Al4 TRIM / AIBN 2PrOH
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111.2.1.2 Vezivanje UV filtera za sintetisane polimere

Ispitano je vezivanje nekoliko UV filtera za sintetisane polimere. Rezultati vezivanja su
prikazani u Tabeli 21. Vezivanje je izvedeno iz rastvora UV filtera u sistemu metanol/voda 8/2 (V/V)
pri faznom odnosu polimer:rastvor 1/10 (30,0 mg polimera i 300 pL rastvora UV filtera). Rezultati
su prikazani kao % vezanog UV filtera, pri ¢emu je koncentracija analita u rastvoru odredena pomocu
HPLC-DAD pre i nakon eksperimenta vezivanja.

Tabela 21. Rezultati vezivanja (u %) odabranih UV filtera za sintetisane polimere.
Polimer DHB PABA-O OCT (ON} AVB

Al 69 64 75 71 89
A2 69 67 80 76 93
A3 70 71 87 84 95
A4 70 76 38 40 66
A5 70 82 71 70 86
A6 55 56 77 77 91
A7 42 31 88 86 96
A8 47 45 41 41 68
A9 43 27 34 41 67

Na osnovu prikazani rezultata, uoc¢eno je da vezivanje DHB za sintetisane MOPe gde je DHB
kori$¢en kao templat ne zavisi od primenjenog umrezivaca. Vezivanje DHB je isto za EDMA MOPe
gde je kao templat koris¢en OS, kao i za DHB EDMA MOP. Polimeri gde je TEGDMA koris¢en kao
umreziva¢ pokazali su najmanje vezivanje svih ispitanih UV filtera. Vezivanje OCT 1 AVB je
jednako ili vece za sve sintetisane polimere nego vezivanje templata. Zakljuceno je da isprobani
pristup sintezi MOPa samo sa umrezivacem, bez drugog monomera, ne daje zadovoljavajuce
rezultate kada se kao templati koriste ispitani UV filteri. Razlika u vezivanju templata za NOPe i
MOPe je svega nekoliko procenata ili cak NOP pokazuje bolje vezivanje od MOPa, pri ¢emu
selektivnost dobijenih polimera nije zadovoljavajuca, jer se druga jedinjenja vezuju za MOPe vise
od templata.

111.2.2 Molekulski obelezeni polimeri zasnovani na ciklodekstrinima

111.2.2.1 Sinteza ciklodekstrinskih polimera

Veé je reCeno da ciklodekstrini (CD) sa drugim molekulima (gosta) grade inkluzione
komplekse, $to mozZe biti iskori§¢eno u sintezi MOPa zasnovanih na ciklodekstrinima. U okviru ove
doktorske disertacije pokusana je sinteza CD MOPa sa B-ciklodekstrinom (Slika 9), u prisustvu dva
umrezivaca, heksametilen-diizocijanata (HMDI, Slika 3) i toluen-2,4-diizocijanata (TDI, Slika 3) u
prisustvu katalizatora dibutilkalaj-dilaurata (DBTDLA), u DMSO kao porogenu. Pregled sintetisanih
polimera dat je u Tabeli 22. Polimeri NCD1, MCD1-MCD3 sintetisani su sa komercijalnim p-CD,
dok su polimeri NCD2, NCD3 i MCD4-MCD? sintetisani koriste¢i -CD koji je prethodno suSen
pod vakuumom do konstante mase, uz zagrevanje na 60 °C. Ovom prilikom, masa 3-CD je smanjena
za 14% u odnosu na pocetnu masu. Polimeri su nakon sinteze ispirani vru¢im etanolom, vodom i
acetonom i kori§¢eni u eksperimentima vezivanja.
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Tabela 22. Sintetisani MOPi i NOPi zasnovani na B-ciklodekstrinu kao funkcionalnom monomeru

Oznaka Funkcionalni UmreZzivac Templat Porogeni
polimera monomer rastvarac
NCD1 B-ciklodekstrin HMDI / DMSO
MCD1 B-ciklodekstrin HMDI AVB DMSO
MCD2 B-ciklodekstrin HMDI OCT DMSO
MCD3 B-ciklodekstrin HMDI PABA-O DMSO
NCD2 B-ciklodekstrin HMDI / DMSO
MCD4 B-ciklodekstrin HMDI AVB DMSO
MCD5 B-ciklodekstrin HMDI OCT DMSO
MCD6 B-ciklodekstrin HMDI PABA-O DMSO
NCD3 B-ciklodekstrin TDI / DMSO
MCD7 B-ciklodekstrin TDI AVB DMSO
MCD8 B-ciklodekstrin TDI OCT DMSO
MCD9 B-ciklodekstrin TDI PABA-O DMSO

111.2.2.2 Vezivanje templata za CD polimere

Vezivanje UV filtera za sintetisane polimere ispitano je iz rastvora pojedina¢nih UV filtera u
metanolu. Fazni odnos polimer:rastvor iznosio je 1:10 (30,0 mg polimera i 300 pL rastvora 10 M).
U Tabeli 23 prikazano je vezivanje UV filtera za NOP NCDL1 (Tabela 22). Vezivanje je izracunato
na osnovu razlike povrSine ispod pika za dato jedinjenje, pre 1 nakon vezivanja za polimer (u
supernatantu). Svi rastvori su analizirani pomo¢u HPLC-DAD kako je to opisano u
Eksperimentalnom delu. Prikazane su srednje vrednosti vezivanja za dve probe.

Tabela 23. Vezivanje UV filtera za polimer NCD1.
Jedinjenje  Vezivanje, %

DHB 30,3
oS 27,5
PABA-O 33,7
OCT 26,4
AVB 74,1

Rezultati vezivanja UV filtera za NCD1 ukazuju da i sintetisani NOP pokazuje selektivnost
za vezivanje AVB, dok se ostali ispitani UV filteri vezuju u slicnom procentu za NCDI1.

U Tabeli 24 prikazani su rezultati vezivanja UV filtera za CD MOPe MCD1-MCD3. Na Slici
35 graficki su prikazani rezultati vezivanja.
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Tabela 24. Vezivanje UV filtera (u %) iz rastvora 10* M u metanolu za CD MOPe,
pri faznom odnosu 1:10.

Jedinjenje MCD1 MCD2 MCD3

DHB 53,3 51,4 61,7
0OS 27,4 29,9 28,0
PABA-O 35,4 36,4 36,2
OCT 29,0 29,7 28,7
AVB 78,8 81,2 80,9

Vezivanje, %

DHB (oS PABA-O OCT AVB
UV filter

Slika 35. Rezultati vezivanja UV filtera za NCD1 i MCD1-MCD3.

Na osnovu rezultata vezivanja UV filtera za MOPe, moze se zakljuciti da do obelezavanja
polimera pri primenjenim uslovima nije doslo. Vezivanje OS za NCD1 i MCD1-MCD3 je sli¢no
(27,4-29,9%) sto ukazuje da MOPi vezuju OS jednako kao NOP. Isti je slucaj sa PABA-O gde je
vezivanje u opsegu 33,7-36,4%, kao i za OCT (26,4-29,7%). Za sve ispitane polimere najbolje se
vezuje AVB, mada vezivanje za NOP (74,1%) nije bitno drugacije u odnosu na vezivanje za MOPe

(78,8-81,2%). Sintetisani MOPi su pokazali znacajno bolje vezivanje jedino za DHB, gde NOP
vezuje 30,3%, a MOPi 51,4-61,7%.

Ispitivanjem vezivanja odabranih UV filtera za polimere NCD2, NCD3, MCD7 i MCDS8 koje
je uradeno iz rastvora UV filtera u sistemima MeOH/voda 8/2 (V/V) i THF/voda 1/1 (V/V) zaklju¢eno
je da ne postoje znacajne razlike u vezivanju UV filtera, te da cak NOP vezuje vise od MOPa u nekim

slu¢ajevima, te rad na ovom tipu polimera nije nastavljen. Odabrani rezultati su prikazani u Tabeli
25.
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Tabela 25. Vezivanje UV filtera za odabrane CD polimere pri faznom odnosu 1:10 i
koncentraciji templata 10 M.

Polimer
Jedinjenje NCD2 NCD3 MCD7 MCD8
PABA-O (MeOH/voda 9/1) 10,2 25,6 27,3 29,5
OCT (THF/voda 9/1) 20,5 33,7 25,3 35,0
AVB (THF/voda 9/1) 2,7 21,8 5,6 24,1

111.2.3 Molekulski obelezeni polimeri za benzofenon-4

Benzofenon-4 (Slika 34) ima dve jonizabilne grupe, sulfonsku kiselinu (~SOsH) i fenolnu
—OH grupu. Imajuéi u vidu da je sulfonska kiselina jaka kiselina, BP4 sa baznim funkcionalnim
monomerima poput 4VP i DMAEM (Slika 2) formira jonske parove. Fenolna OH grupa predstavlja
slabu kiselinu i moze formirati vodoni¢ne veze sa 4VP i DMAEM, medutim, kako je u BP4 OH
grupa u orto polozaju u odnosu na keto grupu, ove dve grupe mogu formirati pseudo-Sestoclani
prsten. Stoga, fenolna OH grupa verovatno ne ucestvuje znacajno u stabilizaciji prepolimerizacionog
kompleksa sa baznim funkcionalnim monomerima. BP4 sadrzi i metoksi grupu koja se ponasSa kao
akceptor vodoni¢ne veze. Za sintezu MOPa za BP4 odabrani su prethodno navedeni bazni
funkcionalni monomeri, 4VP i DMAEM, zbog mogucnosti nastajanja jonskih parova, ali, u slucaju
4VP i zbog n-m interakcija. Umrezivaéi poput DVB takode mogu ostvariti n-n interakcije Sto bi
trebalo da doprinese stabilnosti prepolimerizacionog kompleksa.

111.2.3.1 Sinteza MOPa obelezenih benzofenonom-4

Sintetisani su polimeri gde je kao templat koriS¢en BP4, kao i njihovi neobeleZeni analozi
prikazani u Tabeli 26. Polimeri gde je kao funkcionalni monomer koris¢en DMAEM sintetisani su
u ACN koji se uobicajeno koristi u sintezi MOPa jer favorizuje nekovalentne interakcije templata sa
monomerom. Medutim, kada je kao monomer koris¢en 4VP, pokazalo se da prepolimerizacioni
kompleks nije rastvoran u ACN (kako ¢istom ACN, tako ni u prisustvu umrezivaca). Kako pomenuti
kompleks nije rastvoran ni u ACN/toluen smeSama, ni u acetonu, kao porogen je kori§¢en suvi
DMSO, iako predstavlja polaran rastvarac. Pretpostavljeno je da, ukoliko dolazi do gradenja jonskih
parova, oni ne bi trebalo da budu narusSeni ¢ak ni u rastvara¢ima poput DMSO.

Tabela 26. Sintetisani MOPi za BP4 i odgovaraju¢i NOPi (Pesi¢ et al, 2022).

Polimer Templat Monomer Umrezivaé Porogen
NOP1 / DMAEM EDMA ACN
MOP1 BP4 1 ekv DMAEM 4 ekv EDMA 20 ekv ACN
NOP2 / DMAEM DVB ACN
MOP2 BP4 1 ekv DMAEM 4 ekv DVB 20 ekv ACN
NOP3 / 4VP EDMA DMSO
MOP3 BP4 1 ekv 4VP 4 ekv EDMA 20 ekv DMSO
NOP4 / 4VP DVB DMSO
MOP4 BP4 1 ekv 4V/P 4 ekv DVB 20 ekv DMSO
NOP5 / 4VP DVB DMSO
MOP5 BP4 1 ekv 4VP 1 ekv DVB 10 ekv DMSO
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Prilikom sinteze polimera, primeceno je da su prepolimerizacione smese razli¢ito obojene
(Slika 36). Dok je prepolimerizaciona smesa za MOP2 bledozuta, za MOP4 je crveno obojeno, a za
MOPS5 Zuto obojena. BP4 je ¢vrsta zuta supstanca koja u rastvoru DMSO i ACN daje gotovo bezbojne
rastvore u koncentracijama manjim od 0,01 M. Nakon sinteze, a pre ispiranja, polimer MOP2 je bele
boje, MOP4 je tamnosiv, a MOP5 bledoroze boje, gotovo proziran. Po ispiranju templata, MOP4 i
MOPS5 su bili bledozute boje. Formiranje crveno obojenog prepolimerizacionog kompleksa
primeceno je ukoliko se direktno pomesaju templat i 4VP. Kada se templat rastvori u porogenu, a
potom doda 4VP, crveno obojenje nastaje tek stajanjem preko noci.

akw I 1w

MoPr2

=

MOP5

Slika 36. a) Prepolimerizacione smese za MOP2, MOP4 i MOPS5 i b) sintetisani polimeri MOP2,
MOP4 i MOPS5 (Pesic¢ et al, 2022).

111.2.3.2 Faktori obeleZavanja

Faktori obelezavanja su izraCunati kao odnos distribucionih faktora za MOP i odgovarajuci
NOP, kako je opisano u Opstem delu. U Tabeli 27 prikazani su faktori obelezavanja za sintetisane
polimere, dobijeni na osnovu eksperimenata vezivanja templata iz rastvora koncentracije 10,0 mM,
kako u ACN, tako i u smeSama ACN/voda u zapreminskom odnosu 1/4, za polimere pri faznom
odnosu 1:200.

Tabela 27. Faktori obelezavanja za MOP/NOP parove u ACN i 20% ACN u vodi
(10,0 mM BP4, fazni odnos 1:200) (Pesi¢ et al, 2022).

Polimeri —IFacn 5 %6 AN V) (|l;(:\l::zl$:::/1 iIEAI\Cle)
MOP:NOPL 1,05 114 1.10
MOP2:NOP2 2,53 264 1,04
MOP3:NOP3 1,40 175 1,25
MOP4:NOP4 2,60 3,17 1,22
MOP5:NOP5 2,10 343 1,63

Uocljivo je da je kod svih parova polimera doslo do obelezavanja, imajuci u vidu da su faktori
obelezavanja veci od 1. Obelezavanje u slucaju MOP1/NOP1 para je veoma skromno i iznosi svega
1,05. Medutim, za par MOP4/NOP4 faktor obelezavanja je 2,60, a slican je i za par MOP2/NOP2
gde iznosi 2,53. Faktori obelezavanja izrac¢unati su i kada je rastvara¢ za ponovno vezivanje bila
smesa ACN/voda u zapreminskom odnosu 1/4, imaju¢i u vidu da bi polimeri imali primenu pri
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ekstrakciji ¢vrstom fazom u vodenim sredinama. Kod svih parova polimera, faktori obelezavanja su
veci u prisustvu vode, nego u ¢istom ACN. Potencijalni razlog za ovakvo ponasanje polimera jeste
da je voda narusila templat-monomer(polimer) interakcije, ali kako bi kod MOPa trebalo da postoje
obelezena mesta veceg afiniteta nego kod NOPa, interakcije su bile jace, te je smanjenje vezivanja
usled narusavanja interakcija bilo manje. Verovatno je dodatak vode smanjio vezivanje templata za
mesta nizeg afiniteta u MOPu. U Tabeli 27 je prikazano i poboljSanje faktora obelezavanja u
prisustvu vode, na osnovu Cega se moze zakljuciti da je ovaj efekat najznacajniji kod para
MOPS5/NOPS. Ovakav rezultat se moze objasniti na osnovu sastava polimera.

Naime, pri sintezi MOPS5 korisc¢en je 1 ekvivalent funkcionalnog monomera, u odnosu na
templat. Imajuci u vidu ve¢ receno da izmedu templata i funkcionalnog monomera najverovatnije
nastaju jonski parovi, bilo bi ocekivano da kod MOPS5 celokupna koli¢ina templata i funkcionalnog
monomera nagradi prepolimerizacioni kompleks. Ukoliko je izneta pretpostavka ta¢na, to bi znacilo
da se u MOPS svaki funkcionalni monomer nalazi u mestu visokog afiniteta, tj. obelezenom mestu,
te da dodatak vode ne naruSava interakcije dovoljno da spreci vezivanje templata u potpunosti. Jos
jedna potvrda ovakvog tumacenja jeste da je dodatkom vode pri vezivanju, vezivanje templata za
MOPS5 beznacajno smanjeno (sa 29,5 na 29,1%) dok je kod MOP4 ova razlika znacajna (sa 55,4 na
38,2%). U Tabeli 28 prikazani su rezultati vezivanja BP4 za sintetisane polimere, u ACN i ACN/voda
1/4.

Tabela 28. Vezivanje BP4 za polimere iz ACN i 20% ACN u vodi (10,0 mM BP4, fazni odnos
1:200) (Pesi¢ et al, 2022).

Polimer % vezanog BP4 % vezanog BP4

(ACN) (20% ACN, V/V)
NOP1 29,5 26.6
MOP1 30,5 29,4
NOP2 15.6 11.0
MOP2 31,9 24,7
NOP3 30,9 18,9
MOP3 38,6 29,0
NOP4 32,2 16.3
MOP4 55,4 38,2
NOP5 16,9 10,7
MOP5 29.5 29.1
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111.2.3.3 Adsorpcione izoterme

Adsorpcione izoterme konstruisane su na osnovu vezivanja templata za NOPe i MOPe, iz
rastvora ACN. Koncentracije rastvora templata bile su u opsegu od 10* do 102 M. Primenjeni fazni
odnos bio je 1:200. Podaci na osnovu kojih su konstruisane izoterme prikazani su u Prilogu (Tabele
P1-P6).

Na Slici 37 prikazane su adsorpcione izoterme za sintetisane NOPe i MOPe, prikazane kao

zavisnost vezane koli¢ine templata (B umol/g) od slobodne koncentracije templata u rastvoru (F
mM).
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Slika 37. Adsorpcione izoterme za odabrane polimere.

Na osnovu izgleda prikazanih adsropcionih izotermi, moZe se uo€iti da je vezivanje templata
za svaki od sintetisanih MOPa vece nego za odgovaraju¢i NOP, te da je obelezavanje uspesno
izvedeno. Uocljivo je da polimeri NOP2 i NOPS5 imaju izoterme sli¢nih karakteristika. Takode, sli¢ne
su izoterme za polimere MOP2, NOP4 i MOPS. Jedino izoterma za MOP4 odstupa, ukazujuéi na
jako veliki adsorpcioni kapacitet za vezivanje BP4.
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111.2.3.4 Elementalna analiza
Rezultati elementalne analize odabranih polimera prikazani su u Tabeli 29.

Tabela 29. Rezultati elementalne analize odabranih polimera (Pesi¢ et al, 2022).

—Element o~ o1 %N
Polimer
NOP2 84,05 8,47 2,04
MOP2 83,11 8,59 1,96
NOP4 88,14 8,13 1,96
MOP4 79,26 7,26 1,64
NOP5 85,78 7,80 1,00
MOP5 89,74 8,01 1,00

Sadrzaj azota u polimerima merilo je sadrzaja monomera, posto jedino monomer sadrZi azot,
od svih prisutnih komponenti. Sadrzaj azota u polimerima MOP2 i NOP2 se ne razlikuje znacajno,
kao ni sadrzaj vodonika i ugljenika. Kod para MOP5/NOPS5 sadrzaj azota je identiCan, sadrZaj
vodonika priblizan, dok se sadrzaj ugljenika razlikuje za nekoliko procenata. Jedino MOP4 ima
sastav koji se razlikuje od NOP4, najviSe po sadrZaju ugljenika, potom vodonika, a donekle i po
sadrzaju azota. U Tabeli 30 su prikazani izracunati sadrzaj azota na osnovu upotrebljenih komponenti
1 sadrzaj azota odreden elementalnom analizom.

Tabela 30. Poredenje izracunatog i odredenog sadrzaja azota (u %) u odabranim polimerima.

Polimer Izrac¢unat %N  Odreden %N
NOP2 1,73 2,04
MOP2 1,73 1,96
NOP4 1,83 1,96
MOP4 1,83 1,64
NOP5 1,00 1,00
MOP5 1,00 1,00

Izracunati 1 odredeni sadrZaj azota se u potpunosti poklapaju za polimere NOP5/MOPS, dok
za preostale polimere postoji dobra saglasnost. Ovi rezultati ukazuju na uspe$nost ugradnje
funkcionalnog monomera u polimer. Dalje su poredeni adsorpcioni kapaciteti polimera na osnovu
odredenog sadrzaja azota sa drugim metodama.

111.2.3.5 Adsorpcioni kapaciteti

Adsorpcioni kapaciteti odabranih polimera analizirani su poredec¢i podatke dobijene na
nekoliko razli¢itih na¢ina. Na osnovu sastava komponenti moze se izraCunati maksimalni teorijski
kapacitet polimera za vezivanje templata. 1z rezultata dobijenih elementalnom analizom, na osnovu
sadrzaja azota, izra¢unat je maksimalni adsorpcioni kapacitet. Konduktometrijskom titracijom
polimera standardnim rastvorom hlorovodoni¢ne kiseline odreden je sadrzaj baznih grupa u
polimeru. Na kraju, na osnovu adsorpcionih izotermi, pri vezivanju BP4 iz rastvora 10,0 mM u ACN,
adsorpcioni kapacitet je i eksperimentalno odreden . Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 31 i na
Slici 38.
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Tabela 31. Poredenje adsorpcionih kapaciteta dobijenih razli¢itim metodama (Pesic et al, 2022).
Adsorpcione

. Izrac¢unato N Mikroanaliza N - Konduktometrija
Polimer (mmol/g) (mmol/g) Izoterme (mmol/g)
(mmol/g)

NOP2 1,236 1,454 0,311 0,830
MOP2 1,236 1,400 0,639 0,996
NOP4 1,321 1,400 0,645 1,317
MOP4 1,321 1,145 1,108 0,952
NOP5 0,710 0,714 0,338 0,601
MOP5 0,710 0,714 0,591 0,590

Na osnovu dobijenih rezultata, moZe se zakljuciti da su za MOPS5 1 NOPS5 rezultati dobijeni
elementalnom analizom u potpunoj saglasnosti sa izraCunatim kapcitetom na osnovu sastava
komponenti koje su stupile u reakciju polimerizacije. Vrednosti za parove NOP2/MOP2 i
NOP4/MOP4 su u dobroj saglasnosti sa teorijskim.

Konduktometrijski odredeni kapaciteti su neSto nizi od izraCunatih na osnovu sastava
monomera i sadrzaja azota dobijenog mikroanalizom. Imajuc¢i u vidu da je hidronijum jon ima mali
jonski radijus i da bi trebalo da protonuje sve prisutne azote u polimeru, ovakva razlika moze se
objasniti duzim vremenom koje je potrebno za uspostavljanje ravnoteze pri titraciji.

Na osnovu izotermi, utvrdeno je da najveéi adsorpcioni kapacitet ima polimer MOP4
(1,108 mmol/g). Uocljiva je razlika izmedu polimera MOP2/NOP2 i polimera MOP5/NOP5. Naime,
ako se pogleda graficki prikaz kapaciteta (Slika 38), uocava se da iako ovi polimeri imaju sli¢ne
kapacitete odredene na osnovu izotermi, oc¢ekivano bi bilo da se kapaciteti odredeni na osnovu
izotermi znacajno razlikuju od onih odredenim drugim metodama. Polimeri MOP4 1 MOPS5 dostizu
gotovo teorijske vrednosti za vezivanje templata.

1,54

1,2

Ju

0,94

B (mmol/g)

0,6 1

0,3 —‘ —‘
0,0

NOP2 MOP2  NOP4 MOP4 NOP35 MOPS

Polimer
Slika 38. Adsorpcioni kapaciteti polimera: 1: izracunato, na osnovu sastava monomera; 2: Na
osnovu sadrzaja azota odredenog mikroanalizom; 3: na osnovu adsorpcionih izotermi;
4: konduktometrijski, na osnovu potrosnje HCI (Pesi¢ et al, 2022).

Odredeni adsorpcioni kapaciteti koji su u opsegu 0,591-1,108 mmol/g, dok su u literaturi
opisani mnogo manji kapaciteti za vezivanje benzofenonskih UV filtera — 27,90 umol/g do 96,06
umol/g (Ayadi et al, 2019).
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111.2.3.6 Selektivnost polimera

Selektivnost dobijenih polimera ispitana je poredeci vezivanje BP4 i drugih UV filtera iz
rastvora koncentracije 5,0 mM u ACN, pri faznom odnosu 1:200 (5,0 mg polimera i 2000 pL
rastvora). BP4 se ubedljivo najvise vezuje za polimere od svih ispitanih UV filtera. Imajuéi u vidu
strukturu BP4 i drugih ispitanih UV filtera, ova ¢injenica se lako moze objasniti razlikom u kiselosti
BP4 u odnosu na ostale UV filtere. Jedino je BP4 izrazito kiseo, zbog prisustva sulfonske grupe
(Slika 34). Na Slici 39 su prikazani adsorpcioni kapaciteti za BP4 i druge UV filtere. Vezivanje
drugih ispitanih UV filtera je <5,5 %, dok je vezivanje BP4 55,4% pri istim uslovima. Jonski parovi
koji nastaju izmedu sulfonske grupe i piridinskog jezgra, kao $to je ve¢ receno, razlog su za ovako
izrazeno vezivanje. Preostali ispitani UV filteri mogu se za polimer vezati vodoni¢nim vezivanjem
ili m-w interakcijama koje su znatno slabije od interakcija u jonskim parovima.

MOP2 M
MOP5

600 |

400

B (umol/g)

200 |

o lmmm mEH I o m mom =lm
BP3| |OCT| |AvVB] IHMS||PABA-O| [BPg|  |BP4|

UV filter

Slika 39. Selektivnost MOPa prema UV filterima izrazena kao adsorpcioni kapacitet (umol/g)
(Pesic¢ et al, 2022).

111.2.3.7 Ekstrakcija ¢vrstom fazom

S obzirom na odli¢ne pokazane karakteristike vezivanja i selektivnosti, MOP4 je iskori§¢en
kao sorbent za ekstrakciju ¢vrstom fazom BP4 iz vodenih rastvora. Prilikom propustanja 50,0 mL
rastvora BP4 koncentracije 5 mg/L, adsorbovano je 95% prisutnog BP4, a ponovnim propustanjem
jednom propustenog rastvora adsorbovano je ukupno 98,5% pocetne koli¢ine BP4. Moze se zakljuciti
da je adsorpcija BP4 na MOP4 veoma efikasna, ¢ak i iz vodenih rastvora $to olakSava primenu MOPa
i veoma je znacajno u analizi realnih uzoraka.

111.2.3.8 Infracrvena spektroskopija

Na Slici 40 prikazani su infracrveni spektri NOP4, MOP4, BP4 i BP4 vezanog za NOP4 i
MOP4 dobijeni tehnikom ATR-FTIR. Spektri NOP4 i MOP4 izgledaju identi¢no, na osnovu ¢ega se
moze zakljuciti da je sinteza polimera protekla na identi¢an nacin nezavisno od prisustva templata,
kao i da u obelezenom polimeru MOP4, nakon ispiranja, nije zaostalo templata, odnosno da je
uspesnost ispiranja maksimalna. Razlike u spektrima polimera bez i sa templatom u oblasti
1500-1700 cm™ ukazuju da je templat vezan za polimere, imaju¢i u vidu da su identi¢ne trake
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prisutne i u spektru BP4. Imaju¢i u vidu da je tokom rada sa BP4 primeceno da je njegova teznja ka

sorpciji vode velika (Cak i komercijalna supstanca sadrzi 10-15% vode), prisustvo traka u regionu
vodoni¢nog vezivanja (3300-3500 cm™) najverovatnije potice od vezane vlage.
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Slika 40. FTIR spektri: a) MOP4; b) MOP4 sa vezanim BP4; c) NOP4;
d) NOP4 sa vezanim BP4; e) BP4 (Pesic¢ et al, 2022).

111.2.3.9 Termogravimetrijska analiza
Termicka stabilnost polimera NOP4, MOP4, NOP5, MOP5, kao i polimera NOP4 i MOP4 sa

vezanim templatom ispitana je termogravimetrijskom analizom (TGA) u opsegu 75-625°C. Rezultati
TGA analize prikazani su na Slici 41.
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. TGA termogrami ispitivanih polimera.
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Slika 41 (nastavak). TGA termogrami ispitivanih polimera.

Sa Slike 41 a) moze se uoditi da su polimeri NOP4/MOP4 stabilni do 350°C kada pocinje
dekompozicija polimera, pri ¢emu iznad 500°C dolazi do potpune degradacije polimera. MOP4 je
nesto stabilniji termicki od NOP4, $to se moze videti po tome da je temperatura dekompozicije
pomerena ka viSim vrednostima u odnosu na NOP4. Isti obrazac sledi i polimerni par MOP5/NOPS5
(c). Kada se posmatra termic¢ko ponaSanje polimera bez i sa vezanim templatom (b i d), uocava se da
razgradnja templata pocinje na oko 250°C. U slucaju polimera MOP4 sa vezanim templatom, uocava

se gubitak mase ve¢ na 75-100°C koji najverovatnije potice od vezane vlage, $to je posledica
higroskopnosti BP4 vezanog za polimer.

111.2.3.10 Fizisorpcija azota na 77 K

U cilju odredivanja specifi¢ne povrSine sintetisanih polimera i odredivanja teksturalnih
karakteristika, izvedena je fizisorpcija azota na 77 K. Na Slikama 42-44 prikazane su adsorpciono-

desorpcione izoterme.
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Slika 42. Adsorpciono-desorpcione izoterme za polimere NOP2/MOP2.
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Slika 43. Adsorpciono-desorpcione izoterme za polimere NOP4/MOP4.
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Slika 44. Adsorpciono-desorpcione izoterme za polimere NOP5/MOP5.

Na osnovu izgleda izotermi za MOP2/NOP2, moZe se zakljuciti da se izoterme za oba

polimera ne razlikuju znacajno. Izoterme fizisorpcije azota za MOP4 i MOPS5 razlikuju se od izotermi

zaneobeleZene analoge NOP4 1 NOPS. Ova razlika u izotermama MOP4 1 MOPS5 moZe biti posledica
razlike u sastavu polimera, imajuci u vidu da su koriS¢eni drugi umrezivac i funkcionalni monomer
pri sintezi polimera. Razli¢it sastav polimera rezultovao je i razli¢itom porozno$cu dobijenih
polimera, te su polimeri (na osnovu specifiénih povr§ina) NOP2/MOP2 mezoporozni (specifi¢ne
povrsine ispod 500 m?/g), dok su polimeri NOP4, MOP4, NOP5 i MOP5 mikroporozni (specifiéne
povriine iznad 500 m?/g). Razlika u izotermama za MOP4 i MOP5 u odnosu na neobeleZene analoge
NOP4 i MOP4 posledica je procesa obelezavanja. U Tabeli 32 prikazane su BET povrSine za
prikazane polimere i adsorpcioni kapaciteti za vezivanje templata, na osnovu adsorpcionih izotermi.

Tabela 32. Specificne (BET) povrsine i adsorpcioni kapaciteti polimera (Pesi¢ et al, 2022).

Adsorpcioni kapacitet (mmol/g)

Polimer Specifi¢na povriina (BET) (m%/q)
NOP2 290 0,311
MOP2 339 0,639
NOP4 539 0,645
MOP4 663 1,108
NOP5 551 0,338
MOP5 634 0,591
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Moze se uociti da, iako se MOP4 i MOPS5 znacajno razlikuju po adsorpcionom kapacitetu, BET
povrSine su slicne. Takode, NOP2/MOP2 imaju slicne BET povrsine kao NOP5/MOPS, ali
adsorpcioni kapaciteti se znacajno razlikuju. Na kraju, iako svi NOPi imaju ve¢e BET povrsine od
odgovaraju¢ih MOPa, ova razlika nije proporcionalna u poredenju sa adsorpcionim kapacitetima.
Sve navedeno ukazuje da specifi¢ne povrsine odredene fizisorpcijom azota nisu u direktnoj vezi sa
adsorpcionim kapacitetima, te da postoji efekat obelezavanja kod svih obeleZenih polimera koji se
ne ogleda iskljucivo u vecéoj specificnoj povrsini. U Prilogu (Tabela P10) su dati svi teksturalni
parametri dobijeni fizisorpcijom azota na 77 K.

111.2.3.11 Skenirajuéa elektronska mikroskopija

SEM analiza je uradena sa ciljem analize veli¢ine polimernih Cestica koje su koriS¢ene u
eksperimentima. Na Slici 45 prikazane su SEM slike dobijenih polimera pri uveéanju 1000 puta.
Moze se uociti da su Cestice nepravilnog oblika, uglavnom veli¢ine nekoliko desetina mikrometara.
Pri datom uvecanju ne mogu se uociti reljefne razlike izmedu neobelezenih i obelezenih polimera.

c) I L3 7 K d) ——— 2 i .
Slika 45. SEM slike sintetisanih polimera pri uvecanju 1000 puta: a) NOP2, b) MOP2,

c) NOP4, d) MOP4, e) NOP5, f) MOP5
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€)
Slika 45 (nastavak). SEM slike sintetisanih polimera pri uveé¢anju 1000 puta: a) NOP2, b) MOP2,
c) NOP4, d) MOP4, e) NOP5, f) MOP5

Na osnovu rezultata prikazanih u ovom poglavlju, zakljucuje se da je uspeSno izvedeno
obelezavanje polimera holesterolom i benzofenonom-4. Sintetisani MOPi bolje vezuju templat od
odgovarajuc¢ih NOPa, ali takode i od drugih, sli¢nih molekula. Karakterizacija dobijenih polimera
razli¢itim metodama potvrduje da je u oba slucaja doSlo do obeleZavanja polimera, te da razlicito
vezivanje nije posledica samo drugih faktora, poput specifi¢ne povrsine polimera. MOPi pokazuju
sliéne 1li bolje karakteristike od literaturno opisanih polimera. Ostaju otvorene nove mogucénosti za
buduce radove, poput razvoja MOPa samo sa umreZziva¢em, bez funkcionalnog monomera, kako je
to uradeno u ovoj disertaciji za holesterol kao templat. Takode, treba pokusati sintezu polimera za
druge UV filtere, uzimajuéi u obzir rezultate prikazane u ovoj disertaciji.
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IV Eksperimentalni deo

V.1 Reagensi

Sve koris¢ene hemikalije bile su p.a. kvaliteta 1 koriS¢ene su bez preciS¢avanja, sem ukoliko
nije drugacije naglaSeno. Holesterol, stigmasterol, estradiol, Kkortizol, metakrilna kiselina,
4-vinilpiridin, etilenglikol-dimetakrilat, 1,4-butandiol-dimetakrilat, 1,6-heksandiol-dimetakrilat,
divinilbenzen, benzofenon-4, benzofenon-3, etilheksil-salicilat, etilheksil-p-dimetilaminobenzoat,
dimetilaminoetil-metakrilat, azobisizobutironitril, heksametilen-diizocijanat, toluen-
2,4-diizocijanat, dibutilkalaj-dilaurat kupljeni su od Sigma Aldrich. Benzofenon-8 kupljen je od
Tokyo Chemical Industry. Metanol, acetonitril, 2-propanol za HPLC kupljeni su od Merck i Fisher
Scientific. Avobenzon i homosalat kupljeni su od Merck. Hloroform je kupljen od Macron.
B-ciklodekstrin je kupljen od Acros Organics. Za pripremu svih rastvora koriS¢eni su rastvaraci
HPLC cistoce.

Iz svih monomera i umrezivaca, pre koris¢enja, uklonjeni su inhibitori polimerizacije,
koriste¢i komercijalno sredstvo (smolu) za uklanjanje inhibitora (Sigma Aldrich) tako $to je 5 mL
monomera odnosno umrezivac¢a propusteno kroz 250 mg smole. Iz DVB su inhibitori uklonjeni
korisé¢enjem aktiviranog aluminijum-oksida (250 mg na 5 mL). Benzofenon-4 i B-ciklodekstrin su
suseni pod vakuumom na 60°C do konstantne mase.

IV.2 Instrumenti

Koris¢en je HPLC Agilent Techologies 1200 Infinity Series sa DAD detekcijom. Za
muckanje uzoraka koris¢en je Multi Bio RS-24 rotator. Koris¢ena je Eppendorf Minispin centrifuga,
kao i Biosan Microspin 12. Za ispitivanje rastvorljivosti holesterola koris¢en je Biosan TS-100
Thermo Shaker. Za konduktometrijske titracije koris¢en je konduktometar WTWCond330i sa
konduktometrijskom ¢elijom TetraCon325. Infracrveni spektri snimljeni su na instrumentu
ATR-FTIR Nicolet 6700 (Thermo Scientific). Za ekstrakciju ¢vrstom fazom koriséen je Chromabond
vacuum manifold (Macherey-Nagel). Elementalna analiza uradena je na instrumentu Vario EL 111 C,
H, N, S/O elementalni analizator (Elementar Analysesysteme, GmbH, Hanau, Germany).

IVV.3 Sinteza polimera za holesterol

Svi polimeri su sintetisani tehnikom polimerizacije u masi.

Opsta procedura sinteze NOPa: monomer/umreziva¢ pomeSan je u staklenoj bocici sa
inicijatorom. Kroz prepolimerizacionu smesu je produvavan argon tokom 5 minuta, bocica je potom
zatvorena i uronjena u vodeno kupatilo na 60°C tokom 24 sata. Nakon polimerizacije, bocica je
slomljena, polimer usitnjen u avanu sa tu¢kom do veli¢ine finog praha, ispran metanolom kako bi se
uklonili tragovi neizreagovalih monomera i osusen do suva na 60°C.

Opsta procedura sinteze MOPa: MOP1i su sintetisani slicno kao NOPi, s tim §to je nakon
dodatka templata u smeSu umrezivaca i porogena, prepolimerizaciona smesa zagrejana na 60°C kako
bi se holesterol rastvorio, potom je produvan argon tokom 5 minuta, dodat inicijator, bocica je
zatvorena i uronjena u vodeno kupatilo na 60°C tokom 24 sata. Nakon polimerizacije, bocica je
slomljena, polimer usitnjen u avanu sa tuckom do veli¢ine finog praha, ispiran koriste¢i Soksletovu
aparaturu za kontinualnu ekstrakciju tokom nekoliko dana (obi¢no 4-5 dana) sve dok je templat
detektovan u ekstrakcionom delu aparature.

Polimeri u acetonitrilu su sintetisani na sobnoj temperaturi (25°C), koriste¢i UV inicijaciju
(A=366 nm) tokom 24 sata.
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Detaljan sastav sintetisanih polimera prikazan je u Tabeli 33.

Tabela 33. Sastav sintetisanih polimera (svuda je koris¢eno 50,0 mg AIBN kao inicijatora).

Polimer Funkcionalni Umrezivad Templat Porogen
monomer

p1 / EDMA / 2-propanol
2,000 mL 4,000 mL

P2 / BDMA / 2-propanol
2,000 mL 4,000 mL

P3 / HDMA / 2-propanol
2,000 mL 4,000 mL

P4 / EDMA Holesterol 2-propanol
2,000 mL 1,0000 g 4,000 mL

P5 / BDMA Holesterol 2-propanol
2,000 mL 1,0000 ¢ 4,000 mL

PG / HDMA Holesterol 2-propanol
2,000 mL 1,0000 ¢ 4,000 mL

p7 / EDMA / Hloroform
2,000 mL 4,000 mL

P8 / BDMA / Hloroform
2,000 mL 4,000 mL

P9 / HDMA / Hloroform
2,000 mL 4,000 mL

P10 / EDMA Holesterol Hloroform
2,000 mL 1,0000 g 4,000 mL

P11 / BDMA Holesterol Hloroform
2,000 mL 1,0000 g 4,000 mL

P12 / HDMA Holesterol Hloroform
2,000 mL 1,0000 g 4,000 mL

EDMA Acetonitril

P13 / 2,000 mL / 2,000 mL
BDMA Acetonitril

P14 / 2,000 mL ! 2,000 mL
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Tabela 33 (nastavak). Sastav sintetisanih polimera
(svuda je kori$¢eno 50,0 mg AIBN Kao inicijatora).

Polimer  Funkcionalni UmreZiva¢ Templat Porogen
monomer

HDMA Acetonitril

P15 / 2,000 mL / 2,000 mL

P16 / EDMA Holesterol Acetonitril

2,000 mL (zasicen) 2,000 mL

P17 / BDMA Holesterol Acetonitril

2,000 mL (zasicen) 2,000 mL

P18 / HDMA Holesterol Acetonitril

2,000 mL (zasicen) 2,000 mL

P19 MAA EDMA / Acetonitril

168,8 pL 1,905 mL 2,695 mL

P20 4\/P EDMA / Acetonitril

213 uL 1,905 mL 2,755 mL

1VV.3.1 Vezivanje templata i drugih steroida za sintetisane polimere

Svi eksperimenti vezivanja templata i drugih steroida za sintetisane polimere izvedeni su pri
faznom odnosu polimer:rastvor 1:10, sem ukoliko nije drugacije naglaSeno.

30,0+0,1 mg polimera odmereno je u mikrotubu od 1,5 mL i dodato je 300 puL 0,1 mM
rastvora steroida. Mikrotuba je muckana na rotatoru 2 sata, uzorci su centrifugirani 10 minuta na
13400 rpm (rpm = obrtaja u minuti). Supernatant je prebacen u mikrotubu zapremine 0,5 mL i ponovo
centrifugiran pri istim uslovima. Koncentracija steroida u supernatantu je odredena pomocu
HPLC-DAD. Ukoliko je vezivanje izvodeno u n-heksanu, nakon prethodno opisane obrade uzorka,
100,0 pL supernatanta je upareno do suva, rekonstituisano u 100,0 pL metanola i koncentracija
steroida odredena pomo¢u HPLC-DAD.

1VV.3.2 HPLC metode za steroide

Metoda za holesterol 1 stigmasterol: kao mobilna faza je koriS¢ena smeSa metanola i
2-propanola 65/35 (V/V), protok je bio 0,6 mL/min. Temperatura kolone bila je 25°C, injekciona
zapremina 10 pL, talasna duzina detekcije A=205 nm. Retenciono vreme za holesterol bilo je
tr=2,3 min, a za stigmasterol t=2,5 min. Kori$¢ena je kolona Zorbax Eclipse XDB-C18, 50x4,6 mm,
sa Cesticama veli¢ine 1,8 pm (Agilent Technologies).

Metoda za odredivanje estradiola: kao mobilna faza je koris¢ena smesa metanola i vode 50/50
(VIV), protok je bio 0,75 mL/min, dok je temperatura kolone bila 25°C. Injekciona zapremina bila je
10 pL, talasna duzina detekcije A=280 nm. Retenciono vreme iznosilo je t=6,7 min na koloni
Hypersil GOLD, 50x3 mm, 5 um (Thermo Scientific).

Metoda za odredivanje kortizola: mobilna faza koriS¢ena za odredivanje kortizola bila je
smesa metanola i vode 50/50 (V/V), protok je bio 0,5 mL/min, dok je temperatura kolone bila 25°C.

64



Pesi¢ Milos Doktorska disertacija

Injekciona zapremina bila je 10 pL, talasna duzina detekcije A=242 nm. Retenciono vreme iznosilo
je t=2,9 min na koloni Hypersil GOLD, 50x3 mm, 5 um (Thermo Scientific).

1VV.3.3 Odredivanje rastvorljivosti holesterola

Rastvorljivost holesterola odredena je u razli¢itim sistemima. OpSsti postupak odredivanja
rastvorljivosti: u mikrotubu zapremine 2,0 mL odmeren je 1,000 mL odgovarajuéeg rastvora ili
rastvaraca i dodato je 50,0 mg holesterola. Mikrotuba je muckana na 25°C 2 sata. Potom je dodavano
po 50,0 mg holesterola i nastavljeno muckanje naredna 2 sata. Postupak je ponavljan sve dok nije
dobijen zasic¢en rastvor. Nakon sedimentacije, supernatant je razblazen i metodom kalibracione prave
odredena je koncentracija tj. rastvorljivost holesterola koriste¢i HPLC-DAD.

1VV.3.4 Fizisorpcija azotana 77 K

Adsorpcija/desorpcija azota na 77 K izvedena je koriS¢enjem Nova2000e (Quantachrome)
instrumenta. Obrada podataka uradena je pomocu programa QuantachromeASi Qwin (verzija 3,0).
Specificne povrsine izra¢unate su koriste¢i Brunauer—Emmett—Teller (BET) model. Zapremina
mikropora (Wo) odredena je pomo¢u Dubinin—Radushkevich modela.

IVV.3.5 Skenirajuca elektronska mikroskopija

10 pL 1% (m/V) suspenzije polimera u metanolu nakapano je na zlatni ¢ip prethodno ociséen
etanolom. Nakon uparavanja metanola, ¢ip je Cuvan pod inertnom atmosferom do merenja. Koris¢en
je instrument Zeiss LEO 1540 XB Crossbeam Scanning Electron Microscope sa otvorom 20,00 pm.
Electron high tension (EHT) iznosio je 1,5 KV, pri vakuumu komore od 7x107 mBar i vakuumu
pistolja od 2,2x107° mBar.

V.4 Sinteza polimera za UV filtere

1V.4.1 HPLC metode

Sve koncentracije pojedinanac¢nih UV filtera odredene su pomo¢u HPLC-DAD.

BP4 je analiziran na Purospher Star RP18e 55-4 koloni, veli¢ina ¢estica 3 pm, protok mobilne
faze od 1 mL/min, rastvara¢ A (1 % AcOH u vodi), rastvara¢ B (ACN), u odnosu 80:20. Injekciona
zapremina iznosila je 1,0 pL, temperatura kolone 25°C, talasna duzina detekcije A=286 nm,
retenciono vreme t,=3,3 min. Ukupno vreme trajanja metode — 4 min.

BP3 i BP8 analizirani su koris¢enjem Waters Symmetry C18 kolone, 3x100 mm, veli¢ina
Cestica 5 um. Protok mobilne faze iznosio je 0,6 mL/min, rastvarac A (voda), rastvara¢ B (ACN), u
odnosu 30:70. Injekciona zapremina iznosila je 1,0 puL, temperatura kolone 25°C, ukupno vreme
trajanja metode — 4 min. Retenciono vreme za BP3 i BP8: t=2,27 i t;=1,46 min, respektivno. Za druge
UV filtere, talasne duzine detekcije bile su: A=310 nm (OCT i PABA-O), A=360 nm (AVB),
A=238 nm (OS i HMS). Retenciona vreme bila su OCT: t=2,25 min; AVB — t=2,09 min; OS:
t=2,64 min, HMS: t,=2,85 min i PABA-O: t,=2,32 min.

1V.4.2 Molekulski obelezeni polimeri bez funkcionalnog monomera

Opsti postupak sinteze polimera: MOPi su sintetisani tako S§to je rastvoren templat u
porogenu, dodat umrezivac i inicijator, potom je produvan argon tokom 5 minuta, bocica je zatvorena
i uronjena u uljano kupatilo na 60°C 24 sata. Nakon polimerizacije, bocica je slomljena, polimer
usitnjen u avanu sa tu¢kom do veli¢ine finog praha, ispiran metanolom, potom rastvorom 10%
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sir¢etne kiseline u metanolu sve dok je u supernatantu detektovan templat, zatim ponovo metanolom.
Dobijeni polimeri su suSeni u susnici na 60°C do konstantne mase. NOPi su sintetisani kao i MOPI
samo bez prisustva templata. U Tabeli 34 prikazane su komponente prepolimerizacione smese za
sintetisane polimere.

Tabela 34. Sastav sintetisanih polimera.

Oznaka Funkcionalni  UmreZivad Templat Inicijator Porogen
polimera monomer

Al EDMA DHB AIBN 2PrOH
1,250 mL 1,500 g 25 mg 2,500 mL

A2 BDMA DHB AIBN 2PrOH
1,250 mL 1,500 ¢ 25 mg 2,500 mL

A3 HDMA DHB AIBN 2PrOH
1,250 mL 1,500 ¢ 25 mg 2,500 mL

A4 TEGDMA DHB AIBN 2PrOH
1,250 mL 1,500 ¢ 25 mg 2,500 mL

A5 EDMA Oktisalat AIBN 2PrOH
1,000 mL 1,500 mL 25 mg 2,000 mL

A6 BDMA Oktisalat AIBN 2PrOH
1,000 mL 1,500 mL 25 mg 2,000 mL

A7 HDMA Oktisalat AIBN 2PrOH
1,000 mL 1,500 mL 25 mg 2,000 mL

A8 TEGDMA Oktisalat AIBN 2PrOH
1,000 mL 1,500 mL 25 mg 2,000 mL

A9 TEGDMA / AIBN 2PrOH
4,000 mL 100 mg 8,000 mL

Al0 BDMA / AIBN 2PrOH
4,000 mL 100 mg 8,000 mL

All HDMA / AIBN 2PrOH
4,000 mL 100 mg 8,000 mL

Al2 EDMA / AIBN iPrOH
2,000 mL 50 mg 100 mL

Al3 TRIM / AIBN iPrOH
1,000 mL 25 mg 2,000 mL
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1V.4.2.1 Vezivanje UV filtera za polimere

30,0+£0,1 mg polimera odmereno je u mikrotubu od 1,5 mL i dodato je 300 puL 0,1 mM
rastvora UV filtera. Mikrotuba je muckana na rotatoru 2 sata, uzorci su centrifugirani 10 minuta na
13400 rpm. Koncentracija UV filtera u supernatantu je odredena pomo¢u HPLC-DAD.

V.5 Molekulski obeleZeni polimeri na bazi ciklodekstrina

IV.5.1 Sinteza polimera na bazi CD

Templat je odmeren u staklenu bocicu, dodat je suvi DMSO, pod vakuumom osusen
B-ciklodekstrin i rastvoren uz muckanje na ultrazvu¢nom kupatilu. Dodat je umrezivac, katalizator,
bocica je zatvorena i smeSa zagrevana na uljanom kupatilu na 65-70°C 18 sati. Polimeri su isprani
vru¢im etanolom na sinterovanom levku, potom toplom vodom i acetonom. Obelezeni polimeri su
dodatno ispirani toplim etanolom pa 2% sir¢etnom kiselinom u metanolu, sve dok je u supernatantu
detektovan templat. Nakon ispiranja, polimer je osusen do konstantne mase na 60°C i koris¢en za
eksperimente vezivanja.

Sastav sintetisanih polimera prikazan je u Tabeli 35. Vezivanje templata je izvedeno kao $to
je opisano u prethodnom odeljku.
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Tabela 35. Sintetisani polimeri na bazi ciklodekstrina.

Oznaka Funkcionalni  Umrezivad Templat Katalizator Porogen
polimera monomer
NCD1 B-ciklodekstrin HMDI / / DMSO
2270 mg 1,280 mL 15 mL
MCD1 B-ciklodekstrin HMDI AVB / DMSO
2270 mg 1,280 mL 310 mg 15mL
MCD2 B-ciklodekstrin HMDI OCT / DMSO
2270 mg 1,280 mL 290 mg 15mL
MCD3 B-ciklodekstrin HMDI PABA-O / DMSO
2270 mg 1,280 mL 277 mg 15mL
NCD2 B-ciklodekstrin HMDI / DBTDLA DMSO
1135 mg 0,640 mL 20 pL 7,5mL
MCD4 B-ciklodekstrin HMDI AVB DBTDLA DMSO
1135 mg 0,640 mL 155 mg 20 L 7,5 mL
MCD5 B-ciklodekstrin HMDI OCT DBTDLA DMSO
1135 mg 0,640 mL 145 mg 20 L 7.5 mL
MCD6 B-ciklodekstrin HMDI PABA-O DBTDLA DMSO
1135 mg 0,640 mL 139 mg 20 L 7,5 mL
NCD3 B-ciklodekstrin TDI / DBTDLA DMSO
1135 mg 0,576 mL 20 L 7,5 mL
MCD7 B-ciklodekstrin TDI AVB DBTDLA DMSO
11
35mg 0,576 mL 155 mg 20 uL 7,5mL
MCD8 B-ciklodekstrin TDI OCT DBTDLA DMSO
1135 mg
0,576 mL 145 mg 20 pL 7,5 mL
MCD9 B-ciklodekstrin TDI PABA-O DBTDLA DMSO
1135 mg
0,576 mL 139 mg 20 pL 7,5mL
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V.6 Sinteza polimera za benzofenon-4

ObeleZeni polimeri pripremljeni su koriS¢enjem polimerizacije u masi: templat, monomer,
umrezivac¢, porogen i inicijator polimerizacije stavljeni su u staklenu bocCicu. Nakon rastvaranja,
argon je produvavan kroz smesu pre polimerizacije 5 minuta. AIBN je koriS§¢en kao inicijator
(30 mg). Bocice su ¢vrsto zatvorene i ostavljene u uljanom kupatilu na 60°C 24 sata. Nakon zavrsetka
polimerizacije, staklene bocice su polomljene, a polimer je usitnjen u avanu sa tu¢kom. Neobelezeni
polimeri su pripremljeni na isti na¢in kao i obelezeni, izostavljajuci templat. Sastav pripremljenih
polmera prikazan je u Tabeli 36.

Templat je uklonjen iscrpnim ispiranjem 2% rastvorom amonijaka u smesi metanol/voda 1/1
(VIV) (ispiranje je praceno HPLC analizom supernatanta). Polimeri su zatim isprani nekoliko puta
metanolom i suSeni u susnici na 60°C.

Tabela 36. Sastav sintetisanih polimera za BP4.

Monomer
Polimer Te(rpnprlnagl)m g pL Umreziva¢ mL Porogen mL
(mmol)
DMAEM
NOP1 / EDMA 1,888 ACN 2,730
337 (2,0)
154,0 DMAEM
MOP1 EDMA 1,888 ACN 2,730
(0,5) 337 (2,0)
DMAEM
NOP2 / DVB 1,424 ACN 2,730
337 (2,0)
154,0 DMAEM
MOP2 DVB 1,424 ACN 2,730
(0,5) 337 (2,0)
4VP 213
NOP3 / 2.0) EDMA 1,888 DMSO 2,730
154,0 4VP 213
MOP3 EDMA 1,888 DMSO 2,730
(0,5) (2,0)
4VP 213
NOP4 / 2.0) DVB 1,424 DMSO 2,130
154,0 4VP 213
MOP4 DVB 1,424 DMSO 2,130
(0,5) (2,0)
4VP 106,4
NOP5 / (1.0) DVB 1,424 DMSO 2,000
308,3 4VP 106,4
MOP5 DVB 1,424 DMSO 2,000
(1,0) (1,0)
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1VV.6.1 Ispitivanje vezivanja i adsorpcione izoterme

Eksperimenti vezivanja su izvedeni na slede¢i nacin: polimer 10,0+0,2 mg je izmeren u
mikrotubi i dodato je 2,000 mL rastvora templata u acetonitrilu. Koncentracije rastvora templata
iznosile su 0,1-10 mM (0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 1 10,0). Mikrotube su mucékane na rotatoru
60 min, centrifugirane (10 min, 14 500 rpm) 1 koncentracija templata u supernatantu odredena
pomo¢u HPLC-DAD kako je prethodno opisano.

1V.6.2 Ispitivanje selektivnosti

10,0+0,2 mg obelezenog polimera je odmereno u mikrotubu i dodato je 2,000 mL 5,0 mM
rastvora odgovarajuc¢eg UV filtera. Nakon 1 sata muckanja, polimer je ukonjen centrifugiranjem, i
koncentracija UV filtera u supernatantu je odredena HPLC analizom.

1V.6.3 Ekstrakcija ¢vrstom fazom

100,0 mg MIP4 je stavljeno u prazan kertridz za SPE sa fritom na dnu, dok je PTFE filter
(0,45 pum) postavljen na vrh polimera. Sorbent je ispran sa 1,000 mL ACN, zatim 3 puta vodom za
HPLC (3%x0,500 mL). 50,0 mL rastvora BP4 (5,00 mg/L) je propusteno kroz SPE kertridz, pri protoku
~1 mL/min. Sorpcija je ponovljena koris¢enjem istog rastvora (koji je ve¢ propusten). Koncentracija
BP4 je odredena u filtratu HPLC analizom.

1VV.6.4 Konduktometrijske titracije

30-50 mg polimera je stavljeno u titracionu ¢eliju, dodato je 20,0 mL ACN, suspenzija je
mesana na magnetnoj mesalici i titrovana 0,1024 M rastvorom HCI na temperaturi 25,0+0,5°C.
Sadrzaj baznih monomera odreden je na osnovu zapremine HCI utroSene do zavr$ne tacke titracije.

IV.6.5 Priprema uzoraka za FTIR i TGA

Uzorci polimera sa vezanim templatom dobijeni su tako §to je 100,0 mg polimera muckano
na rotatoru sat vremena sa 5,00 mL rastvora BP4 koncentracije 10,0 mM u acetonitrilu. Nakon
muckanja, polimer je odvojen centrifugiranjem, ispran minimalnom zapreminom ACN i susSen na
60°C, pri atmosferskom pritisku tokom 24 sata.

1V.6.6 TGA analiza

Termogravimetrijska analiza izvedena je na instrumentu TGA Q50 thermogravimetric
analyzer (TA instruments, DE, USA). Uzorci polimera bez i sa vezanim templatom zagrevani su u
atmosferi azota brzinom zagrevanja 20°C/min u opsegu 65 — 625°C.

IV.6.7 Fizisorpcija azota

Fizisorpcija azota na 77 K uradena je na instrumentu Sorptomatic 1990 Thermo Finnigan
analyzer. Uzorci su pre fizisorpcije degazirani 1 sat na sobnoj temperaturi, potom 24 sata na 50°C
pod vakuumom.

1V.6.8 SEM

SEM analiza uradena je na instrumentu SEM-EDX PhenomProX — Phenom World.
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V Zakljucak

U okviru ove doktorske disertacije, sintetisane su i okarakterisane 4 serije molekulski
obelezenih polimera i1 njihovih neobelezenih analoga. Sintetisani su molekulski obelezeni polimeri
za holesterol, kao i za nekoliko UV filtera.

ZnaCaj opisane sinteze molekulski obeleZzenih polimera za holesterol ogleda se u
jednostavnosti i predstavlja prvi primer obelezenih polimera za holesterol gde je koris¢ena samo
jedna polimerizabilna komponenta — umreZivac.

Ispitana je rastvorljivost holesterola u razli¢itim sredinama sa ciljem odabira pogodnog
rastvaraca za polimerizaciju i ponovno vezivanje templata.

Molekulski obelezeni polimeri za holesterol sintetisani su bez funkcionalnog monomera,
koriste¢i samo dimetakrilatni umrezivaé: etilenglikol-dimetakrilat, 1,4-butandiol-dimetakrilat i
1,6-heksandiol-dimetakrilat, u razliitim porogenima: acetonitrilu, hloroformu i 2-propanolu.
Ispitano je vezivanje holesterola, kao i drugih steroida za sintetisane polimere (stigmasterola,
estradiola, kortizola). Rezultati ponovnog vezivanja steroida iz smese metanol/voda 9/1 i 8/2 ukazuju
da se ispitana jedinjenja vezuju za polimere hidrofobnim interakcijama. Faktor obelezavanja je
najveci u slucaju polimera sa etilenglikol-dimetakrilatom u 2-propanolu kao porogenu i iznosi 3,4 pri
faznom odnosu polimer:rastvor 1:10 ukoliko se vezivanje izvodi iz rastvora koncentracije 10* M u
sistemu metanol/voda 8/2 (V/V). Vezivanje holesterola za sintetisane polimere, kako u slucaju
neobelezenih, tako i1 u slucaju obeleZenih polimera, raste kako raste molarna masa primenjenog
umrezivaca.

Selektivnost holesterolom obelezenih polimera prema drugim steroidima iznosi 1,1
(stigmasterol), 6,5 (estradiol) i 10,6 (kortizol), pri faznom odnosu 1:10, kada se vezivanje izvodi iz
sistema metanol/voda 9/1. Ukoliko se uporedi selektivnost obelezenih i neobelezenih polimera,
zakljuCuje se da su obelezeni polimeri selektivniji od neobelezenih analoga u slucaju estradiola 1
kortizola.

Na osnovu adsorpcionih izotermi, moZe se zakljuciti da neobelezeni i1 obeleZeni polimeri gde
je kao umrezivaé korisc¢en etilenglikol-dimetakrilat imaju homogena mesta za vezivanje holesterola.
Ponavljanjem sinteze ovih polimera, na osnovu ispitivanja ponovnog vezivanja holesterola,
zakljucuje se da je sinteza polimera ponovljiva.

Vezivanje holesterola za obelezene polimere je zavisno od koli¢ine templata prisutnog tokom
sinteze, Sto je veca koli¢ina templata prisutna tokom sinteze polimera, vece je ponovno vezivanje
templata.

Specifi¢ne povrsine (BET) para obeleZenog 1 neobeleznog polimera koji je pokazao najbolja
svojstva ukazuju da razlika u vezivanju holesterola izmedu neobeleZenog i obelezenog polimera nije
direktna posledica razlike u specifi¢noj povrsini.

Na osnovu analize izvedene skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom, uoceno je da se
oblik, veli¢ina i struktura pojedinacnih Cestica razlikuju za obeleZeni i neobeleZzeni polimer, §to
ukazuje na to da je prisustvo holesterola tokom sinteze polimera ostavilo posledice na strukturu
polimera, tj. da je doSlo do procesa obeleZzavanja. Molekulski obeleZeni polimer ima slojevitu
strukturu, pa je moguce da se vezivanje holesterola deSava i izmedu ovih slojeva, koji se ne uoc¢avaju
kod neobelezenog polimera.

U cilju dobijanja molekulski obelezenih polimera za UV filtere, sintetisane su 3 serije
polimera: polimeri bez funkcionalnog monomera, polimeri zasnovani na ciklodekstrinima, kao i
polimeri za specifi¢an UV filter — benzofenon-4.

Polimeri sintetisani bez funkcionalnog monomera, samo sa umrezivacem, nisu uspesno
obelezeni. Ovakav rezultat moze se objasniti nepolarnos$¢u koris¢enih templata, te nemogucénoscu da
se uspostave dovoljno jake interakcije templata sa monomerom, Sto bi rezultovalo uspeSnim
obelezavanjem polimera. Takode, sinteza molekulski obelezenih polimera zasnovanih na
ciklodekstrinima za UV filtere nije bila uspesna. Ciklodekstrinski polimeri bi mogli biti dodatno
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optimizovani variranjem udela katalizatora, porogena, kao i odnosom templata i ciklodekstrina u
prepolimerizacionoj smesi.

Sintetisano je 5 parova polimera gde je kao templat koris¢en benzofenon-4. Kao funkcionalni
monomeri koris¢eni su N,N-dimetilaminoetil-metakrilat i 4-vinilpiridin, dok su kori§¢eni umrezivaci
divinilbenzen i etilenglikol-dimetakrilat. Porogeni rastvaraci bili su dimetil-sulfoksid i acetonitril.
Vezivanje templata za dobijene polimere ukazuje da je proces obelezavanja uspesno izveden. Faktori
obelezavanja su u opsegu 1,05 do 2,60, kada se vezivanje izvodi iz 10,0 mM rastvora benzofenona-4
u acetonitrilu, pri faznom odnosu polimer:rastvor 1:200. Ukoliko se vezivanje izvodi iz rastvora
benzofenona-4 iste koncentracije u 20% acetonitrila u vodi (V%), pri istom faznom odnosu, faktori
obelezavanja rastu i iznose 1,14-3,43 na osnovu cega se zakljuCuje da se polimer moze uspesno
primeniti i u vodenoj sredini, $to je od posebnog znacaja za primenu u analizi realnih uzoraka.
Polimeri gde je divinilbenzen koris¢en kao umrezivac pokazali su vece faktore obelezavanja.

Na osnovu adsorpcionih izotermi, zakljucuje se da je kapacitet oblezenih polimera za
vezivanje templata veliki i iznosi 0,591-1,108 mmol/g.

Dobijeni polimeri za benzofenon-4 karakterisani su infracrvenom spektroskopijom,
skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom, elementalnom analizom, fizisorpcijom azota na 77 K i
termogravimetrijskom analizom.

Skenirajuc¢a elektronska mikroskopija pokazala je da su dobijene Cestice veli¢ine nekoliko
desetina mikrometara, bez jasne razlike izmedu neobelezenih i obelezenih polimera. Infracrvenom
spektroskopijom pokazano je da su neobelezeni i obelezeni polimeri istog sastava, Sto ukazuje na
jednaku inkorporaciju koris¢enih monomera u polimer. Na osnovu specifi¢nih povrSina polimera
dobijenih fizisorpcijom azota na 77 K zakljucuje se da razlike u vezivanju izmedu neobelezZenih 1
obelezenih polimera nisu direktna posledica razlika u specifi¢noj povrsini.

Na osnovu primene polimera obelezenog benzofenonom-4 za ekstrakciju ¢vrstom fazom,
zaklju€eno je da je vezivanje templata za polimer pri ispitanim uslovima 98,5%, ¢ime se zakljucuje
da se dobijeni polimer potencijalno moZe primeniti u analizi realnih uzoraka.

Na kraju, neophodno je ista¢i vaznost dobijenih rezultata: MOPi za holesterol, sintetisani
tokom izrade ove disertacije zna€ajni su zbog toga Sto su homopolimeri dimetakrilata, te je njihova
sinteza veoma jednostavna. MOPI za benzofenon-4 jedni su od prvih u literaturi opisanih MOPa za
UV filtere, velike zagadivace Zivotne sredine.
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V1l Prilog

Podaci za konstruisanje adsorpcionih izotermi.

Tabela P1. Podaci za konstruisanje adsorpcione izoterme za NOP2.
Co (MM) 0,10 0,25 0,50 1,00 2,00 4,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00
F (mM) 0,03 0,02 0,02 0,03 0,63 2,41 4,41 5,43 6,51 7,39 8,44
B (umol/g) 13,93 45,58 96,12 193,29 274,39 318,78 318,60 314,03 297,59 321,21 311,38

Tabela P2. Podaci za konstruisanje adsorpcione izoterme za MOP2.
Co (mMM) 0,0 0,25 0,50 1,00 2,00 4,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00
F (mM) 0,03 0,02 0,02 0,04 0,03 0,98 2,82 3,68 4,85 5,65 6,81
B (umol/g) 14,86 45,73 96,51 192,98 393,87 604,90 63530 664,65 629,83 669,76 638,89

Tabela P3. Podaci za konstruisanje adsorpcione izoterme za NOP4.

Co (mM) 0,10 0,25 0,50 1,00 2,00 4,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00
F (mM) 0,01 0,02 0,03 0,04 0,06 1,23 2,94 3,94 4,83 5,77 6,77
B (umol/g) 17,09 45,55 94,65 191,36 387,67 554,28 612,31 611,27 633,01 646,06 645,06

Tabela P4. Podaci za konstruisanje adsorpcione izoterme za MOP4.

Co (mMM) 0,10 0,25 0,50 1,00 2,00 4,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00
F (mM) 0,02 0,03 0,03 0,04 0,03 0,09 1,06 1,80 2,85 3,65 4,46
B (umol/g) 15,11 44,66 94,65 192,72 39469 781,84 987,70 1039,79 1029,14 1069,46 1108,14

Tabela P5. Podaci za konstruisanje adsorpcione izoterme za NOP5.

Co (MM) 010 025 050 1,00 200 400 600 7,00 8,00 9,00 10,00
F (mM) 002 002 002 005 04l 219 416 514 6,26 7,14 8,31
B (umol/g) 1555 46,42 96,29 190,11 317,22 361,49 367,37 372,58 347,90 371,22 337,98
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Tabela P6. Podaci za konstruisanje adsorpcione izoterme za MOPS5.

Co (mM) 0,10 0,25 0,50 1,00 2,00 4,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00
F (mM) 0,02 0,02 0,01 0,03 0,02 1,04 2,80 3,83 4,79 5,67 7,05
B (umol/g) 15,88 46,85 97,16 194,67 39585 591,76 639,79 63464 641,82 666,08 590,73

Co — pocetna koncentracija BP4, F — koncentracija slobodnog BP4 u supernatantu nakon vezivanja, B — vezana koli¢ina BP4 po masi polimera

(adsorpcion

i kapacitet)

Tabela P7. Selektivnost MOP2 prema vezivanju drugih UV filtera.

Compound BP3 OCT AVB oS HMS PABA-O BP8 BP4
Co (mMM) 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
F (mM) 4,92 4,86 4,80 4,96 0,00 4,88 4,91 1,80
B (umol/g) 15,90 27,51 40,14 8,40 0,00 23,80 18,19 639,80
Tabela P8. Selektivnost MOP4 prema vezivanju drugih UV filtera.
Compound BP3 OCT AVB oS HMS PABA-O BP8 BP4
Co (mMM) 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
F (mM) 4,88 4,82 4,76 4,91 4,94 4,89 4,81 0,51
B (umol/g) 24,41 35,31 47,82 18,04 11,82 22,64 38,86 897,53
Tabela P9. Selektivnost MOP5 prema vezivanju drugih UV filtera.
Compound BP3 OCT AVB 0S HMS PABA-O BP8 BP4
Co (mM) 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
F (mM) 4,91 4,79 4,73 4,95 4,89 4,89 4,87 1,88
B (umol/g) 17,60 41,72 54,54 9,22 21,84 21,24 26,35 624,16
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Slika P1. Primer titracione krive konduktometrijske titracije uzorka MOP5 sa HCI. Uzorak polimera mase
52,6 mg stavljen je u konduktometrijsku ¢eliju, dodato je 20,0 mL ACN, i uz me$anje na magnetnoj mesalici
titrovan sa HCI (0,1024 M) na 25,0+0,5°C.
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Slika P2. Primer titracione krive konduktometrijske titracije uzorka NOP5 sa HCI. Uzorak polimera mase
50,2 mg stavljen je u konduktometrijsku éeliju, dodato je 20,0 mL ACN, i uz me$anje na magnetnoj mesalici
titrovan sa HCI (0,1024 M) na 25,0+0,5°C.
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Tabela P10. Teksturalni parametri uzoraka polimera NOP2, MOP2, NOP4, MOP4, NOP5 i MOP5 odredenih metodom fizisorpcije N2 na 77 K.

Oznaka uzorka

Merena veli¢ina NOP2 MOP2 MOP4 NOP4 MOP5 NOP5
0,95 0,392 0,335 0,471 0,611 0,446 0,551
Zapremina pora (Gurvich) na
0,98 0,524 0,433 0,472 0,835 0,447 0,659
p/po, cm3/g
0,998 0,743 0,609 0,493 1,171 0,479 0,732
C 103 113 79.9 105 74.6 112
Specifi¢na povrsina (BET)
S, m?/g 290 339 663 539 634 551
Dmedian, nm 18,3 14,2 3,5 32,9 3,5 15,9
Dmax, nm 2,3 2,1 3,5 2.1 3,6 2,0
Mezopore (B.J.H.)
Zbirna zapremina pora, cm®/g 0,463 0,284 0,341 26.8m 0,858 0,341 322nm 0,484
Korigovana vrednost 200 153,6 418 333 390 303
Mikropore (Dubinin and Zapremina mikropora, cm?g 0,094 0,118 0,256 0,227 0,198 0,190
Raduskevich)
Kaganer Specifi¢na povrsina, m?/g 263 332 721 639 558 536
Plot Ukupna spec. povrsina, m?/g 261 329 557 529 543 527
sa standardnom izotermom Zapremina mikropora, cm®/g 0,147 0,169 0,458 0,275 0,434 0,322
Povrsina mezopora, m?/g 124 83.8 5.3 168 5.2 115
aS-Plot (Sing) Ukupna spec. povrsina, m?g 287 360 628 551 596 o8l
sa standardnom izotermom Zapremina mikropora, cm®/g 0,152 0,171 0,454 0,281 0,434 0,330
Povrsina mezopora, m2/g 133 90,6 9,9 182 5,7 123
*A.Lecloux, J.P.Pirard, J. Colloid Interface Sci. 70,(2) 197
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H3jaBa o ayTropcTBy

Mme n npezume ayropa Mustom I1. IMemuh

bpoj unnexca J1X08/2013

UsjaBibyjem

J1a je JOKTOpCKa AUCePTaIHja 0] HACTOBOM

Jobujame u KapakTepu3anuja HOBUX copGeHaTa HA 63U MOJIEKYJICKH 00e/1eKeHHX MoIIMepa
3a ogabpane crepoune u YB ¢puirepe

® PE3yJTaT COICTBCHOI UCTPAXKUBAYKOTL paJia,

® Ja JII/IcepTaI_II/Ija Yy OCJIMHU HHU Y JCJIOBHMA HI/Ije ouna IIPCIJIOKECHA 3a CTHLALE JIPYTe
JUIIIOME ITpeEMa CTyL[I/IjCKI/IM IIporpaMuMa Apyrux BUCOKOIIKOJICKHMX YCTAaHOBA,

® Jia Cy pe3yJiITaThd KOPEKTHO HAaBCJICHU U

® Jla HUCAM KPIIMO/JIa ayTOPCKa IpaBa U KOPUCTHO/JIA HHTEJIEKTYaIHY CBOJHHY APYIHX
JMIa.

¥ beorpany, 29.8.2022.




M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOr

paaa

Nme u npezume aytopa Mustom [Memuh

bpoj unzaekca JX08/2013

Cryaujcku nporpam Xemuja

Hacnos pana Jo6ujame n KapakTepH3anHuja HOBUX copOeHATA HA 0a3H
MOJIEKYJICKH 00e/Ie:KeHHX MoJIuMepa 3a ogadpaHe cTepone U
¥YB ¢duirrepe

Mentop ap Tarjana 7K. Bepouh

M3jaBpyjem Ja je mTammaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT paja MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEp3HjH
KOJy caM Ipejao/na pajad noxpamwupama y JdururasHom pemozuropujymy YHHBep3uTeTa Y
Beorpany.

Jlo3BosbaBam J1a ce 00jaBe MOjH JIMYHU MOJAlK Be3aHH 3a JOOHjabe aKaJeMCKOT Ha3uBa JIOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UME U [pe3uMe, TOJMHA U MECTO pohema 1 JaTyM oJl0paHe paja.

OBH MYHM MOJAIM MOry ce 00jaBUTH HA MPEXHHM CTpaHHUIlAMa JUTUTAIHE OUOIHMOTEKe, Y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIory M y myOnukaiujama Y HuBep3uTeTa y beorpany.

Y beorpany, 29.8.2022.




N3jaBa o kopumhemwy

Opnamhyjem YuuBep3urercky Oubmmoreky ,.Cserozap Mapkouh® na y Jlururannu
penosuToprjymM YHUBep3uTeTa y beorpaay yHece Mojy JOKTOPCKY JHCEPTAIH]y 1101 HACJIOBOM:

JloOujarme 1 KapaKTepu3aluja HOBUX copOeHaTa Ha 0231 MOJIEKYJICKH 00eJIesKeHHX I0JIIMepa
3a ogabpane crepouge u YB ¢puarepe
KO0ja je Moje ayTOPCKO JeJI0.

Jlucepranujy ca CBUM IPUIIO3UMA ITpelao/lia caM y eJIeKTPOHCKOM (opMaTy IOT0HOM 3a TPajHoO
aApXUBUPADE.

Mojy HOKTOpPCKY IUCepTalujy MoXpameHy y JIUruTamiHOM perno3UTOpHjyMy YHHBEp3HTETa y
Beorpaay W JOCTYIIHY Yy OTBOPEHOM MPHUCTYIy MOTY Ja KOPHUCTE CBH KOjJH IOIUTY]y oaperde
cazipxane y onabpanom tumy juienie Kpearusue 3ajenuuie (Creative Commons) 3a Kojy caM ce
OJUTYYHO/JIa.

1. Ayropcteo (CC BY)

2. AytopctBo — HexomepijaiHo (CC BY-NC)

3. AyropctBo — HekomepijaHo — 6e3 npepasia (CC BY-NC-ND)

4. AyTopcTBO — HEKOMeEpIIHjaaHo — aeauTh o uctuM ycsosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropcrBo — 6e3 npepana (CC BY-ND)
6. AyropctBo — aenmutd nog uctum yciaosuma (CC BY-SA)

(MoJuMo J1a 3a0KpY)KUTE CaMo jeTHY OJ1 IIeCT NOHYHEeHHX JIMIIEHIH.
KpaTak oIuc JIMIeHIH je CaCTaBHHU JI€0 OBE H3jaBe).

Y Beorpany, 29.8.2022. HOTImc ayTop

((u%<(“”



1. AyroperBo. J[03BoJbaBaTe YMHOX@Bare, JUCTPHOYLMjy M JaBHO CaoIlINTaBame Jena, W
rpepaje, ako ce HaBe/ie IMe ayTopa Ha HauuH oJpeheH o1 cTpane ayTopa MM JaBaola JULEHIE,
yak 1 y Komepuujaiane cBpxe. OBo je Hajc10001HU]a O/ CBUX JIMLICHLIH.

2. AyTopcTBO — HeKoMepuujaiHo. J[03BOJbaBaTe yMHOXaBame, MUCTPUOYIHMjy H JaBHO
CAOTIIITaBAbE JIeJIa, U IIpepajie, ako ce HaBe/e MMe ayTopa Ha HaulH ojpelen o crpane ayropa
WM 1aBaona auienie. OBa JIMIEHIa He JI03B0JbaBa KOMepIHjaiHy yIoTpeby Jena.

3. AyTopcTBO — HeKoMepIHjaaHo — 6e3 npepaa. J[03Bo/baBaTe yMHOXKABAE, TUCTPHOYILH]Y
U jaBHO CaolIITaBame Jiena, 6e3 mpoMeHa, MpeoOINKOBamka Uil yIIoTpebe Jie1a y CBOM JIelly, ako
ce HaBeJle MME ayTopa Ha HauuH ojpeheH 0/1 cTpaHe ayTopa WM JaBaola auneHne. OBa JiMieHna
HE J103B0JbaBa KOMEPIIHjaIHy yroTpeOy Jiena. Y 0JJHOCY Ha CBE OCTaJIE JIMIEHIIE, OBOM JIMIICHIIOM
ce orpaHnuaBa Hajsehu 0OuM 1paBa kopuinhema jaera.

4. AyTOpCcTBO — HEKOMEpPUHJjaJHO — [eJIMTH IO0J HCTHM YycjaoBuma. JlozBospaBare
YMHOYXaBarbe, JUCTPHOYIUjy U JaBHO CAOIIITaBaKE JIeNla, U IIPepajie, ako ce HaBe/le UMe ayTopa
Ha HauuH ojapeheH o)1 cTpaHe ayTopa WM JIaBaolia JIMIEHIE U aKo ce Ipepaja JUCTpUOyHpa 1Mo/
HCTOM HJIM CIMYHOM JHueHnoM. OBa JIMIEHNA He 03BOJhaBAaKOMEpIHjaIHy ynoTpely aena u
npepaja.

5. AyroperBo — 0e3 mnpepaaa. Jlo3BosbaBare yMHOXKaBame, JUCTPUOYLHjy H jaBHO
caolmraBame Jeia, 6e3 mpoMeHa, npeodIMKoBama WK yrnoTpede Jeia y C¢BOM Jelly, ako ce
HaBeJle M€ ayTopa Ha HauMH oJpeljeH oJ] cTpaHe ayTopa WM Japaola juieHie. OBa JIMICHI
JI03BOJbaBa KOMEPIHjaIHy yIIOTpeOy Aena.

6. AyTOpPCTBO — IEJIMTH 110l HCTHM ycJioBuMa. J[03BoJbaBaTe yMHOXKABAME, JTCTPUOYIIHM]jYH
jaBHO caomIITaBame JeNa, U Ipepajie, ako ce HaBeje MMe ayTopa Ha HauMH oipehen ox crpane
ayTopa WJIM JaBaolla JIMIICHIE W aKO ce Ipepaja JUCTpuOyMpa IO HCTOM WM CIHYHOM
ynenniom. OBa JIHIGHIA J03BOJbABa KOMepUMjaiaHy yrnorpeOy aena m npepaza. Ciumuna je
CO(TBEPCKUM JIMIEHIIAMa, OTHOCHO JHIEHI[aMa OTBOPEHOT KOJIa.



