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SAZETAK

U ovom radu ispitivan je utjecaj pH otopine (pH=4, 7 i 10) na mehanizam
membranskog uklanjanja odabraninh farmaceutika: prazikvantela, enrofloksacina i
sulfadiazina. Istrazivanje je provedeno s komercijalnim reverzno osmotskim i
nanofiltracijskim (RO/NF) membranama: XLE, UTC-70HA, BW30, NF, NF90 i NF270.
Zadrzavanje farmaceutika analizirano je na osnovu njihove veli¢ine molekula, naboja i
hidrofilnosti u odnosu na karakteristike membrana. S poveé¢anjem pH vrijednost otopine,
povecava Se negativni naboj povrSine membrane, a pri pH vrijednostima ispod pK,
komponente se adsorbiraju i raspodjeljuju kroz membranu. Pri pH iznad pK, adsorpcija
komponenata je minimalna zbog povecane topljivosti pa utjecaj elektrostatskog odbijanja
postaje znacajan. Zaklju¢no, na ucinkovitost uklanjanja farmaceutika prvenstveno utjece
mehanizam iskljuéenja po veli¢ini, ali je potrebno uzeti u obzir i utjecaj medudjelovanja

farmaceutika i membrana.

Kljucéne rijedi: reverzna osmoza, nanofiltracija, pH otopine, farmaceutici, uklanjanje



SUMMARY

In this work the effect of pH (pH = 4, 7, 10) on the rejection mechanism of selected
pharmaceuticals (praziquantel, enrofloxacin, sulfadiazine) was studied. Several commercial
RO/NF (XLE, UTC-70HA, BW30, NF, NF90, NF270) membranes were studied at different
pH values. Their retention and flux were explained by the size exclusion, charge and the
hydrophilic/hydrophobic characteristics of selected components and membranes. Increasing
pH, resulted in an increased negative surface charge, at the pH below the pK, selected
components adsorbed and partitioned through the membrane. At the pH above the pK,,
adsorption of components was minimal due to an increased solubility and the significant role
of electrostatic repulsion. The effectiveness of removing pharmaceuticals from model water
with RO/NF membranes was influenced by size exclusion mechanism and the interaction
between pharmaceuticals and membranes. Dominant rejection mechanism of the examined

pharmaceuticals was the size exclusion.

Key words: reverse osmosis, nanofiltration, pH effect, pharmaceutical, retention
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1.UvoD



Potrosnja lijekova za ljudsku i veterinarsku primjenu svakim je danom sve veca, kao i
njihovo otpustanje u okoliS. Lijekovi, njihovi metaboliti i proizvodi transformacije sve se
¢esce detektiraju u okolisu. Glavni izvori farmaceutika u okoliSu su neobradene, a vrlo
¢esto i neadekvatno obradene otpadne vode. Reverzna osmoza (RO) i nanofiltracija (NF)
pokazale su se kao veoma udinkovite metode za njihovo uklanjanje iz voda.'?
Membranski procesi kao metode separacije sve se intenzivnije primjenjuju u praksi, a
poznavanje principa membranskog zadrzavanja tvari je klju¢no za ovu vrstu odjeljivanja i
procis¢avanja.

U postupku razdvajanja organskih molekula sli¢nih veli¢ina vazno ih je prilagoditi
razli¢itim uvjetima procesa. Kako bi se procijenila u¢inkovitost uklanjanja s membranama
bitno je poznavanje faktora koji utjeu na njihovo uklanjanje uz poznavanje fizikalno-
kemijskih karakteristika membrana, te njihove moguce interakcije. RO/NF proces
uklanjanja tvari je najces¢e kombinacija efekta prosijavanja i difuzije molekule kroz
selektivni sloj membrane.* Van der Bruggen i sur.” pokazali su da je molekulska masa
(MW) dobar pokazatelj uklanjanja s RO/NF membranama. Opéenito, §to je veca
molekulska masa komponente to je vece uklanjanje. Takoder povrSinski naboj NF
membrana igra vaznu ulogu u uklanjanju tvari. Dakle, ako su dvije membranske povrsine
razli¢ito nabijene (kao funkcija pH), pretpostavlja se da pokazuju razli¢ito uklanjanje pri
razli¢itim pH vrijednostima.”

Na mehanizam zadrzavanja isto tako utjeCu fizikalno-kemijski parametri otopljenih
tvari: molekulska veli¢ina (oblik, duljina, S$irina), konstanta disocijacije (pKa),
hidrofobnost/hidrofilnost (log Kow), naboj, dipolni moment, topljivost.°

Potvrdeno je da se hidrofobne komponente veoma lako adsorbiraju na membranskoj
povrsini te da dolazi do stvaranja kemijskih veza izmedu navedenih, no isto nije navedeno
za hidrofilne zbog visokog stupnja hidratacije u vodi.’

Cilj ovog rada je bio ispitati utjecaj pH otopine na mehanizam uklanjanja farmaceutika
iz voda u kiselim, neutralnim i luznatim uvjetima. U radu je ispitivana ucinkovitost
uklanjanja tri faramceutika sa Sest razli¢itih RO/NF membrana, od kojih su tri reverzno
osmotske (XLE, UTC-70HA, BW30) i tri nanofiltracijske (NF, NF90 i NF270)

membrane. Ispitivani farmaceutici su bili prazikvantel, enrofloksacin i sulfadiazin.



2. OPCI DIO



2.1. Membranski separacijski procesi

Membranski separacijski procesi definiraju se kao postupci koji pomocu membrane

dijele ulaznu struju na dvije struje:

e permeat, struju oslobodenu od tvari prisutnih u otopini, gotovo ¢istu vodu, 1
e retentat (koncentrat), struju u kojoj su te iste komponente otopine zadrzane i na taj
nacin visestruko koncentrirane.
Ulazna struja (pojna kapljevina) u membranskim separacijskim procesima se djelomicno ili

potpuno razdvaja pomocu polupropusne membrane, kao §to je prikazano na slici .42

| Bk
modul / meniorana
RETENTAT

uaz ) > (KONCENTRAT)

j> PERMEAT

Slika 1. Shematski prikaz membranskog separacijskog procesa

Membranski procesi se zasnivaju na primjeni polupropusnih membrana koje
selektivno propustaju, odnosno zadrzavaju odredene molekule i ione. Membrana se definira
kao tanki film i osnovni je element svake membranske operacije koji dijeli dvije faze. Djeluje
kao aktivna ili pasivna fizikalna pregrada koja omogucava selektivni transport tvari kroz
membranu djelovanjem pogonske sile kao S$to su razlika u temperaturi, koncentraciji,
elektricnom potencijalu, te elektricnoj struji. Osnovna pokretacka sila kod tla¢nih
membranskih procesa jest razlika tlaka.'

Prednosti membranskih separacijskinh procesa su kvaliteta dobivene vode, nizak
utrosak energije, jednostavnost procesa, moguc¢nost rada bez dodatka kemikalija, minimalna
potreba za aditivima, podesivost sustava, blagi uvjeti rada, kombiniranje s drugim
separacijskim postupcima i dr., a mane su relativno kratki zivotni vijek membrane (0ko 10

godina), koncentracijska polarizacija te membransko blokiranje. Od membranskih



separacijskih postupaka najvecu prakti¢nu primjenu imaju tlaéni membranski postupci: RO,
NF, ultrafiltracija (UF) i mikrofiltracija (MF). Izmedu navedenih postupaka razlike su u
koristenom tlaku, vrsti membrana i veli¢ini separiranih &estica.® Veli¢ina pora pada od
mikrofiltracije do reverzne osmoze, a time raste radni tlak budu¢i da je hidrodinamicki otpor

sve veéi.t

2.2. Reverzna osmoza i nanofiltracija

Reverzna osmoza je tlatni membranski postupak gdje otopina prolazi kroz gustu
membranu koja zadrzava soli i otopljene tvari niskih molekulskih masa. Nanofiltracija je
proces izmedu reverzne osmoze i ultrafiltracije koji zadrzava molekule veli¢ine 1 — 2 nm. U
oba procesa separacija se postize primjenom tlaka veéeg od osmotskog na otopinu koja se
tretira. Osmotski tlak je prirodna teznja za izjednaGavanjem kemijskog potencijala s jedne i
druge strane membrane. Reverzna osmoza je fizikalno-kemijski separacijski proces u kojem
je koncentrirana otopina s jedne strane podvrgnuta tlaku $to rezultira prolaskom gotovo Ciste
vode kroz membranu ostavljaju¢i na membrani koncentriranu otopinu koja sadrZzi vecinu
otopljenih minerala i drugih neCisto¢a. Nanofiltracija i reverzna osmoza se koriste kada se
otopljene tvari malih molekulskih masa, kao Sto su anorganske soli ili male organske
molekule, moraju odvojiti od otapala. Reverzna osmoza se uglavnom koristi za dobivanje
pitke vode iz slanih i bocatih voda kao i za uklanjanje anorganskih onecis¢ivala i ostalih
organskih tvari poput pesticida.>*’ U pravilu se smatraju jednakim procesom s obzirom da je
princip separacije jednak kod oba procesa, medutim razlikuju se u radnom tlaku i vrsti
membrane. Nanofiltracijske membrane su kompozitne poliamidne membrane, a reverzno
osmotske su kompozitne ili asimetricne membrane naj¢eS¢e dobivene od poliamida,
poliestera, aromatskih poliamida te celuloznih derivata.>* Veli¢ina pora kod NF membrane je
nesto veca, tj. polimerna struktura im je viSe otvorena, a uz to je membrana i vrlo Cesto
negativno nabijena pa to utjeCe na zadrzavanje jednovalentnih i dvovalentnih iona. NF
membrane imaju 2 — 5 puta vecu permeabilnost u odnosu na RO membrane tako da se
upotrebljavaju pri nizim tlakovima dajuéi Zeljeni fluks permeata.* Vrijednosti tlaka kod NF
iznose do 20 bara, a kod RO primjenjeni tlak iznosi od 30 do &ak 80 bara.' NF je pozeljna za
prociS¢avanje vode s manjim udjelima soli, a ve¢im udjelom dvovalentnih iona i organskih
tvari 1 njome se postize zadrzavanje herbicida, insekticida, pesticida, boja 1 Se€era dok ce se

reverzna osmoza koristiti za uklanjanje soli u ve¢im koncentracijama.™



2.3. Membrane

Osnovni element svake membranske operacije je membrana. Definira se kao tanki film
koji djeluje poput aktivne ili pasivne fizikalne pregrade i tako dijeli dvije faze prilikom
prijenosa tvari izmedu faza. Membrana nije definirana uvijek kao pasivni materijal, ve¢ kao i
aktivni funkcionalni materijal. Najces¢e se radi o tankom neporoznom ili poroznom
polimernom filmu od metala ili keramike. Generalno se za tlatne membranske procese
upotrebljavaju anizotropne membrane koje mogu biti asimetri¢éne (od jedne vrste polimera) i
kompozitne (sastavljene od vise vrsta polimera). Membrana prenosi jednu komponentu pojne
kapljevine puno lakse u odnosu na ostale pri ¢emu dolazi do separacije.*” Klju¢na svojstva
neke membrane su®:

e selektivnost, i

e protok.

Otpornost membrane ovisi 0 kemijskom sastavu membranskog materijala. Najveca
postojanost im je u neutralnom pH podruéju, izmedu 5 i 7, medutim danas postoje membrane
koje su stabilne u podruéju pH 2 — 11 pa i Sire. Permselektivne (neporozne, mikroporozne,

makroporozne) membrane moZemo razlikovati uzimajuéi u obzir slijedece vrijednosti®:

e mehanizam separacije,
e kemijski sastav,
e morfologija, i

e geometrija.

2.3.1. Podjela membrana prema mehanizmu separacije

Membrane se s obzirom na mehanizam separacije dijele na tri vrste ovisno o

svojstvima tvari koje se separiraju i smjesi u kojima se te tvari nalaze:

1. razlika u veli¢ini Cestica 1 veliCini pora membrane,
2. razlika u topljivosti i difuzivnosti materijala membrane i

3. razlika u naboju Cestica koje treba separirati.



Razlika u veli¢ini ¢estica i veli¢ini pora membrane

Membrane mogu biti definirane prema namjeni za odredeni tip membranske separacije
gdje se definiraju u smislu ucinkovitosti prema promjeru pora, obi¢no izrazeno u nm ili
opsegom razdvajanja prema molekulskoj masi.* Membrana se s obzirom na veli¢inu estica i
veli¢inu pora (efekt prosijavanja) dijeli na porozne membrane s makro porama veéim od
50 nm i nanopore veli¢ine 2 - 50 nm.? Zbog ¢injenice da pore nemaju iste dimenzije, odnosno
da je za svaku membranu tipi¢na krivulja veli¢inske raspodjele pora (VRP krivulja), Cesto se
kao parametar za karakterizaciju membrana koristi grani¢na molekulska masa komponente
(MWCO, eng. molecular weight cut off). MWCO je karakteristiCcna veli¢ina za odredenu
membranu i definira se kao molekulska masa onih spojeva, koji se na datoj membrani
zadrzavaju u koli¢ini veéoj od 90 % i izrazava se u Daltonima (Da)."® Molekulska masa
komponente niSta ne govori o prostornoj raspodjeli atoma u toj molekuli 1 stoga je neophodno
definirati duZinu, Sirinu 1 visinu svake molekule, tj. razmjesSta; atoma u prostoru.l‘3 Za
komponente koje nose odreden naboj, Donnanov efekt uvelike je dominantan prilikom
separacijskog procesa, bez obzira na veli¢inu molekula i MWCO.® S obzirom na tu podjelu
membranski procesi su NF, MF, UF, i dijaliza (DIA). Reverznom osmozom se zadrzavaju
molekule i ioni (0,0001 do 0,001 pum), a nanofiltracijom cestice od 0,001 do 0,01 um.
Ultrafiltracijom se izdvajaju ¢estice od 0,005 do 0,2 um dok se MF odvajaju Cestice veliine
0d 0,05 do 2 pm.®

Mul

NN N X

Mikrofiltracija

Multivalen

W
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Slika 2. Podjela membranskih procesa prema veli¢ini pora

Reverzna osmoza



Razlika u topljivosti i difuzivnosti materijala membrane

Separacija se moZze temeljiti i na razlici u topljivosti 1 difuzivnosti materijala
membrane i otopine koja dolazi u kontakt s membranom pri ¢emu se separacija odvija
mehanizmom otapanja/difuzije. Primjer ovakvog na¢ina separacije je reverzna osmoza. Ovdje
su prisutne neporozne guste (zbijene) membrane u kojima su prisutne pore mikroskopskih
dimenzija (0,00018 m). Sam proces difuzije je selektivan ali izuzetno tezak. Komponenta koja
difundira kroz membranu otapa se u selektivnom polimeru, prolazi kroz polimer i kroz
dijelove makromolekularnih lanaca. Tipicni membranski procesi su reverzna 0smoza,

pervaporacija i permeacija plina."*%°

Razlika u naboju Cestica koje treba separirati

Separacija tvari iz otopine moze se temeljiti na razlici u naboju Cestica koje treba
separirati.” Mehanizam separacije polazi od pretpostavke da je membrana za membransku
separaciju napravljena tako da sadrzi veliki broj fiksnih elektriénih naboja (pozitivni ili
negativni naboj). Membrana zbog djelovanja elektrostatickih sila odbija ione istog naboja, a
zadrZava ione suprotnog naboja. Ovisno o prirodi membrane (naboj) dobivene su vece ili nize
vrijednosti zadrzavanja od oc¢ekivanog na bazi molekulske mase ili ostalih parametara. Postoji
vazna razlika izmedu membrana za taj efekt: utjecaj naboja je mali za membrane s malim
porama, ali moze biti vazan kada su pore vece. Kada su pore vece efekt naboja moze biti
dominantan faktor u odredivanju zadrzavanja jako nabijenih membrana.®

Pripadaju¢e membrane su elektricki nabijene membrane, tzv. ionsko-izmjenjivacke
(kationske ili anionske), a operacije u kojima dominira ovaj separacijski mehanizam su
elektrodijaliza, (ED), Donnanova dijaliza, ali i NF. Membrane s fiksnim negativnim nabojem
zovu se kationsko izmjenjivatke membrane i one su permeabilne za katione, a odbijaju
anione. Membrane s fiksnim pozitivnim nabojem nazivaju se anionsko izmjenjivacke

membrane i permeabilne su za anione, a nepermeabilne su za katione.*®°



2.4. Farmaceutici

Farmaceutici se mogu S$iroko definirati kao tvari namijenjene za uporabu u
medicinskoj dijagnostici, lijeCenju ili sprjecCavanju bolesti. Farmaceutici su sintetski organski
spojevi koji su bioloski tesko razgradljivi i &ija prisutnost u okoliSu moze biti Stetna.'®
Njihova dopustena koncentracija u okolisu jo$ uvijek nije to¢no odredena, ali prema Direktivi
2001/83/EC zahtjev za odobrenje novih lijekova za ljudsku primjenu mora sadrzavati ocjenu
rizika koju lijek moze imati za okoli§ (Environmental risk assessment — ERA).!! Navedeni
spojevi mogu se podijeliti u nekoliko skupina: lijekovi za ljudsku i veterinarsku upotrebu,
povrsinski aktivne tvari 1 produkti njihove razgradnje, plastifikatori, sredstva za osobnu
higijenu, industrijski aditivi, boje i novi pesticidi." Veterinarski farmaceutici su fiziologki
visoko aktivne tvari koje se koriste za zaStitu Zivotinja od parazita, sprjeCavanje bakterijskih
infekcija i poboljSanje razvoja. Farmaceutici se razlikuju obzirom na kemijska svojstva, nacin
ili put primjene, biolodki sustav na koji utjedu ili prema terapijskom uéinku.'® Osnovna
podjela lijekova je na prirodne, polusintetske i sintetske, veéina tih spojeva igra veliku ulogu
u CovjeCanstvu 1 njihova upotreba za lijeCenje ljudi 1 zivotinja je svakim danom sve veca.
MozZemo ih podijeliti na lijekove biljnog, Zivotinjskog i mineralnog podrijetla odnosno na
organske i anorganske kemijske preparate, galenske preparate te na serume i cjepiva.
Razlikujemo lijekove za unutrasnju i vanjsku upotrebu. Lijekovi mogu imati i nezeljene
uc¢inke na mikroorganizme i zivotinje u koncentracijama manjim od grani¢ne toksi¢nosti za
ljude. Koristi se i Sirok spektar lijekova poput antibiotika, anelgetika, kontracepcijskih
lijekova i mnogih drugih, a sve se viSe koriste lijekovi u veterinarstvu i poljoprivredi.***®
Mnogi lijekovi u ljudskom tijelu prolaze proces biotransformacije, Sto rezultira oslobadanjem
znatnih koli¢ina razli¢itih metabolita. Ti metaboliti mogu se dalje transformirati u postupku
procCis¢avanja otpadnih voda. Produkti razgradnje lijekova mogu imati sli¢nu ili ¢ak vecu
toksi¢nost od izvorne tvari. Nakon primjene lijekovi dospijevaju u okoli§ izlu¢ivanjem, bilo u
nepromijenjenom obliku ili u obliku metabolita. Takoder znatna koli¢ina lijekova u okoliSu
potjee od nepravilnog zbrinjavanja neupotrijebljenih lijekova. U najvecoj mijeri lijekovi
nakon primjene i izluéivanja, kao i neupotrijebljeni lijekovi dospiju u okoli§ putem
komunalnih otpadnih voda (slika 3.).* Prisutnost lijekova u okoliu sve je Se§ée predmet
raznim uzorcima iz okolisa. Bioloski tesko razgradljive spojeve, potrebno je obraditi i ukloniti

zbog njihovog nepovoljnog utjecaja na zdravlje ljudi i okolis. Za uklanjanje takvih supstanca



koriste se napredni postupci kao S§to su membranski procesi, oksidacija, adsorpcija na

aktivnom ugljenu, buduéi da konvencionalni postupci nisu dovoljno uginkoviti.*
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Slika 3. Mogu¢i putovi dospijevanja lijekova u okolis

2.4.1. Opcenito o koriStenim farmaceuticima

Prazikvantel

Prazikvantel spada u grupu antihelmintika. Antiparazitni efekt zasniva mu se na
povecanju permeabilnosti membrane parazita s kalcijem. Posljedica toga su snazne

kontrakcije, nakon ega dolazi do paralize muskulature i smrti parazita.*

Enrofloksacin

Enrofloksacin je antibiotik koji se koristi u veterini i spada u antibiotik Sirokog

spektra. On koci aktivnost topoizomeraze II (sin. DNA-giraza) i topoizomeraze IV u



osjetljivom mikroorganizmu, od kojih DNA-giraza u bakterijskoj jezgri katalizira pocetak
replikacije DNA. Antimikrobni lijek enrofloksacin sintetski je derivat kinolona karboksilne
kiseline, spada u skupinu fluorokinolona ili kinolona druge generacije.*

Sulfadiazin

Sulfadiazin je antibiotik iz skupine sulfonamida, koji se koristi u kombinaciji s
pirimetaminom za lijeCenje toksoplazmoze. Ucinak je posljedica inhibicije sinteze folne
kiseline u parazita. Naj¢eS¢i nezeljeni ucinci ukljuCuju poremecaje koze, reakcije
preosjetljivosti 1 poremecaja srediSnjeg ZivCanog sustava. Sulfonamidi su sintetski
bakteriostatski antibiotici sa Sirokim spektrom protiv vec¢ine gram-pozitivnih i brojnih gram-

negativnih organizama.'®*’

2.5. Uklanjanje farmaceutika s RO/NF membranama

Lijekovi ispusteni u okoli§ prolaze kroz niz procesa koji u konac¢nici dovode do
njihove razgradnje. Na taj nadin osim samih lijekova Stetu dodatno donose njihovi
degradacijski produkti. Membranski procesi su se pokazali kao ucinkovitiji procesi za
uklanjanje farmaceutika u odnosu na konvencionalne metode obrade. Na mehanizam
uklanjanja farmaceutika utjecu svojstva membrana i farmaceutika

Dolar i sur.®® proveli su istraZivanje uklanjanja enrofloksacina (ENRO) i njegovih
razgradnih produkata s NF/RO membranama. Otopina enrofloksacina (10 mg/L, pH = 8) je
ozracena umjetnim svjetlom tokom 2 sata. Kao rezultat razgradnje ENRO dobivena su tri
produkta s razli¢itim molekulskim masama. RO (LFC-1, SWC4+) i NF (NF90) membrane
uklonile su gotovo sve spojeve (> 99,99 %), a ostale NF membrane (DK, NF, HL) su uklonile
vise od 92 %. lzuzetak je bio spoj s najmanjom molekulskom masom ¢iji je postotak
uklanjanja s HL membranom bio 36,96 %. Za HL membranu uoceno je slabije uklanjanje i to
se pripisuje raspodjeli veli¢ine pora u membrani. Uklanjanje s HL membranom je pokazalo da
je veli¢ina molekula vaZan faktor u odredivanju uklanjanja. MWCO za RO i NF90 je 100 Da i
pore su manje od 0,9 nm.

U slijedeéem radu Koguti¢ i sur.”® su istrazivali uklanjanje onecid¢ivala nastalih u

postrojenju za proizvodnju veterinarskih farmaceutika pomo¢u RO/NF procesa. Koristene su



tri razli¢ite RO/NF membrane (XLE, NF90 i HL) i1 odabrane tri razli¢ite klase antibiotika
prethodnu predobradu uzoraka ekstrakcijom na krutoj fazi (SPE) i analiticko odredivanje na
HPLC s DAD detektorom. Rezultati su pokazali potpuno uklanjanje svih antibiotika XLE i
NF90 membranama. Samo je HL membrana nepotpuno uklonile manje molekule
sulfonamida. Na mehanizam uklanjanja utjecu veli¢ina pora, naboj, te fizikalno-kemijske
interakcije otopine i membrane. Budu¢i da HL membrana ima najveée pore, S tim i najmanje
uklanja farmaceutike.

Ismail i sur.?’ su ispitivali uklanjanje hormona i antibiotika NF membranama (NF200)
u smjesi otopina. Odredivan je mehanizam uklanjanja i zadrzavanja tetraciklina, sulfonamida i
hormona ovisno o uéincima otopine, organske tvari i saliniteta. Tetraciklini imaju visoki
afinitet adsorpcije na membrani i gotovo 80 % klortetraciklina se adsorbiralo na povr§ini
membrane dok su adsorpcijske stope hormona bile nize. Uklanjanje sulfonamida je nisko u
usporedbi s hormonima i tetraciklinom. Dodatkom antibiotika u otopinu hormona doslo je do
poveéanja uklanjanja hormona i do potpunog uklanjanja tetraciklina. Na mehanizam
zadrZavanja/uklanjanja moze utjecati nekoliko ¢imbenika kao $to su adsorpcija i naboj.
Ucinkovitost uklanjanja se povecavala s molekulskom masom i veca je od 95 % za molekule
preko 300 Da, a uklanjanje tetraciklina je potpuno jer je molekulska masa vec¢a od 450 Da.
Buduc¢i da je eksperiment raden pri pH = 7 nisko uklanjanje sulfonamida moze se pripisati
nedostatku hidroksilnih grupa na strukturi.

Nghiem i sur?’ su s NF membranama (NF90 i NF270) ispitivali zadrZavanje
organskih komponenata koje oponasaju hormone (bisfenol A, tertbutilfenol, nonilfenol).
Uklanjanje je ispitivano promjenom ionske jakosti otopine, pH vrijednosti te prisutnosti
organske tvari. Ukoliko je prisutna organska tvar ionska jakost ima utjecaj na mehanizam
uklanjanja jer dolazi do interakcije membrane i otopljenih tvari, pH vrijednost za razliku od
ionske jakosti otopine utje¢e na zadrzavanje onecis¢ivala kod koristenja NF membrane.

U radu Amisha i sur.? ispitivana je moguénost uklanjanja malih koli¢ina odabranih
antibiotika RO/NF membranskim procesima iz otpadnih i povrSinskih voda. U obzir su
uzimani promjenljivi sastavi vode, kao §to su pH i prisutnost prirodnih organskih tvari.
Rezultati su pokazali da je adsorpcija antibiotika na povr§ini membrane zanemariva. No na
mehanizam uklanjanja uvelike utjeCe promjena elektrostatskog odbijanja izmedu nabijenih
antibiotika i1 povrSine membrane. Oba antibiotika su pokazali velike vrijednosti uklanjanja
kada je pH bio ve¢i od pK, vrijednosti. Sulfametoksazol (SMX) je pokazao vecu vrijednost

uklanjanja u odnosu na trimetoprim (TMP) kada je pH otopine bio isti. Molekulska masa
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SMX je manja od TMP, SMX je negativno nabijen, a TMP je neutralan iznad pK, vrijednosti.
Ispod pK, SMX je neutralan, a TMP pozitivno nabijen. Uklanjanje SMX kod vrijednosti ispod
pK. (neutralan) je jednaka uklanjanju TMP kod vrijednosti iznad pK; vrijednosti (neutralan).
Na temelju toga zaklju¢eno je da uklanjanje antibiotika ovisi 0 elektrostatskim interakcijama
izmedu nabijenih antibiotika i povr§ine membrane.

U sljede¢em radu Amisha i sur.? procjenjivali su faktore odgovorne za uklanjanje
odabranih antibiotika. Uz ¢injenicu da antibiotici posjeduju jedinstvena svojstva naboja pod
razli¢itim uvjetima vode, poput pH. U radu su koriStene tri razli¢ite NF membrane (NE9O,
NF90 i NF270) i dva antibiotika SMX i karbadoks (CDX). U tumacenju separacije bilo je
uklju¢eno vise mehanizama (npr. adsorpcija, elektrostatski efekti, stericke smetnje) koji
kontroliraju uklanjanje. Kod NE90 i NF90 membrana stupanj uklanjanja za oba farmaceutika
bio je veéi od 90 %, dok je uklanjanje s NF270 membranom iznosilo izmedu 52 i 100 %. pH
dosta utjeCe na uklanjanje antibiotika, najvjerojatnije zbog promjene u Kkarakteristikama
antibiotika i naboja membrane. Uklanjanje oba antibiotika doseglo je na > 95 %, zbog
odbijanja istoimenih naboja kada su spojevi postali negativno nabijeni pri pH > 5,6 i > 9,6.

Hamad i sur.** su u radu ispitivali uklanjanje hlapljivih organskih spojeva (eng.
Volatile organic compounud, VOCs). Sposobnost uklanjanja ispitivano je s dvije
komercijalno dostupne NF (NF90) i RO (ESPA2) membrane. Testovi su provedeni sa
Sestnaest prisutnih hlapljivih organskih spojeva u kontaminiranim podzemnim vodama.
Rezultati ispitivanja pokazuju da je uCinkovitost uklanjanja bolja reverznom osmozom nego
nanofiltracijom. Ova studija je pokazala da je sposobnost uklanjanja NF/RO membranama
veca za hidrofilne hlapljive organske spojeve nego za hidrofobne spojeve. Uklanjanje NF/RO
membranama iznosilo je 98,4 % i 100 %. Hidrofilne molekule se ucinkovito uklanjaju na
osnovu Mmehanizma separacije po veli¢ini. Medutim hidrofobni se spojevi adsorbiraju na
NF/RO membrane, a potom difundiraju kroz gustu polimernu matricu, $to rezultira

smanjenim uklanjanjem.
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3. EXPERIMENTALNI DIO



3.1. Materijali

3.1.1. Membrane

Pri izvedbi eksperimentalnog dijela ispitivan je utjecaj pH vrijednosti na mehanizam

uklanjanja farmaceutika i u tu svrhu koristeno je 6 razli¢itih komercijalnih kompozitnih

RO/NF membrana dobavljenih od proizvodaca Dow-Filmtec (SAD) te Toray (Japan). Od
ispitivanih membrana XLE, BW30 te UTC-70HA spadaju u RO membrane, dok su NF, NF90

i NF270 nanofiltracijske membrane. Kemija selektivnog sloja NF i NF270 membrana je

polipiperazinski amid, a RO membrana na bazi poliamida zajedno s NF90. Od strane

proizvodaca definirane su karakteristike membrana i prikazane u tablici 3.1.

Tablica 3.1. Karakteristike ispitivanih komercijalnih membrana.

SVOJSTVA NF XLE UTC-70HA
S UYTY ['oYoe
N J o = iy
41,0 41,0 41,0
45,0 45,0 45,0
3-10 2-11 2-11
0,98° 0,99 0,99
89,60 + 0,81 101,84 + 0,93 67,73 +8,55

4..c(MgS0,) = 2000 mg/L, p = 4,8 bar, T = 25 °C,
®- ¢(NaCl) = 2000 mg/L, p = 8,6 bar; T = 25°C.
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Tablica 3.2. Karakteristike ispitivanih komercijalnih membrana.

SVOJSTVA NF90 BW30 NF270
B orko 7 yorke y
41,0 41,0 41,0
45,0 45,0 45,0
2-11 2-11 2-11
> 0,97° 0,99° > 0,97
109,12 + 0,80 45,32 + 0,52 166,91 + 2,17

-c(MgSQ,) = 2000 mg/L, p = 4,8 bar, T =25 °C,
¢-c(NaCl) = 2000 mg/L, p = 15,5 bar; T = 25 °C,
.c(MgS0,) = 2000 mg/L, p = 4,8 bar, T =25 °C,
9_dobiveno u ovom radu (N = 8).

Tablica 3.3. Zeta potencijal (mV) za RO/NF membrane pripH =4, 7i 10

XLE? UTC70HA® NF90°

NF270?

4 -2,55 -1,43 -7,48 - -0,42
7 -5,52 -8,98 -14,98 - -2,93
10 -2,26 -9,31 -15,00 = -3,11

8 Draginac 2014
®-Mustapi¢ 2015
¢- Nije dostupno
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3.1.2. Farmaceutici

U ovom radu ispitivan je utjecaj pH vrijednosti na mehanizam uklanjanja tri

veterinarska farmaceutika prazikvantel, enrofloksacin, sulfadiazin te njihova smjesa u
koncentracijama od 10 mg/L. Poredani su u tablici od hidrofobnijih do hidrofilnijih prema

pravilu da su komponente hidrofobne ako je log Kow > 2,5, ako je log Kow < 2,5 onda su

hidrofilne.

Tablica 3.4. Lista odabranih farmaceutika.

Farmaceutik IUPAC ime Grupa farmaceutika CAS No.
(RS)-2-(Cyclohexylcarbonyl) -
Prazikvantel 1,2,3,6,7,11b hexahydro-4H- anthelmintik 55268-74-1
(eng. Praziquantel) pyrazino (2,1-
a)isoquinolin-4-one
Enrofloksacin 1-cyclopropyl-7-(4-ethylpiperazin-
(eng. Enrofloxacin) 1-yl)-6-fluoro-4-oxo-1,4- antibiotik 93106-60-6
dihydroquinoline-3-carboxylic acid
Sulfadiazin 4-amino-N-pyrimidin-2-yl-
(eng. Sulfadiazine) benzenesulfonamide antibiotik 68-35-9

U tablici 3.4. prikazana su fizikalno-kemijska svojstva pripremljenih farmaceutika

koncentracije 10 mg/L. Pomo¢u otopine NaOH i HCI ¢ = 0,1 mol/L pH otopina podesSen je na

vrijednosti od 4, 7 i 10, pri uvjetima tlaka od 10 bar i temperature T = 25,0 £ 0,5 °C.
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Tablica 3.5. Fizikalno-kemijska svojstva prazikvantela, enrofloksacina i sulfadiazina

3D strukturna
formula®

Prazikvantel Enrofloksacin Sulfadiazin
a
MW (g/mol) 312.4 359.4 250.3
Strukturna
formula®

Vehc“zﬁn‘g‘;lek“'e Y = 0,439 Y =0,398 Y = 0,442
Z=1,106 Z=1,428 Z=0,882
log Ko 2,42 0,70 0,09
log D
pH=55 0,09 2,71 1,49
pH=7,4° -0,79 2,71 -0,86
pKa?
19,38 5,70 ;7,97 2,69 ;6,59
Dipolni mocment, 3,25 1048 7.40
# (D)
Swww. chemspider.com
*Hyperchem
‘Gaussian
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3.2. Uredaji za mjerenje

3.2.1. Laboratorijski RO/NF uredaj

Laboratorijski RO/NF uredaj upotrebljavan u izvedbi eksperimentalnog dijela rada
sastoji se od Sest paralelno spojenih membranskih jedinica koje su napravljene od inoks
Gelika, a u svakoj od njih se nalaze membrane povrsine 11,0 cm?. Iz spremnika se u svaku od
jedinica kontinuirano uvodi pojna smjesa modelne otopine farmaceutika potiskivanjem
pomocu visokotlacne pumpe aksijalno preko povrSine membrane uz stalni prolaz permeata

(gotovo &iste vode). Na slici 4. shematski je prikazan membranski uredaj.”®

RETENTAT {g.q_

g g iy
C T T

PERMEAT

Legenda:

H — spremnik za pojnu smjesu; VP - visokotlaéna pumpa; M — manometar
RO - reverzno osmotska jedinica;  BPR - regulator tlaka (ventil)

Slika 4. Shematski prikaz membranskog uredaja
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3.2.2. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti za analizu uzoraka izvedena je na
Varian ProStar 500 (Walnut Creek, California, USA) sustavu koji se sastoji od ProStar 410
uredaja za automatsko doziranje uzorka, ProStar 230 tercijarne pumpe, ProStar 330 detektora
s nizom dioda (DAD), i termostatirane komore za kromatografsku kolonu, osobnog racunala s
Varianovim racunalnim programom STAR 5,2 koji upravlja radom cijelog sustava,
prikupljanjem i obradom podataka. ProStar 500 termostatiranog drzaca kolone i odabrane
kolone InterSustain™ C18 250 x 4,6 mm, 5 um (GLSciences, Tokio, Japan) i predstavlja
nepokretnu fazu dok se pokretna faza odnosila na binarnu smjesu otapala A (0,01 % mravlje
kiseline u MilliQ vodi) i otapala B (0,01 % mravlje kiseline u acetonitrilu) uz gradijentno
eluiranje. Odabrani protok pokretne faze bio je 0,5 mL/min. Valne duljine pri kojima su
kromatogrami snimani iznosile su 210 nm za prazikvantel i sulfadiazin, a 285 nm za
enrofloksacin. Uzorci su injektirani dva puta po 30 uL, pri protoku pokretne faze nakon
analize kolona se prala otopinom acetonitrila (w = 65 %).

3.2.3. Infracrveni spektrofotometar s Fourierovom transfomacijom signala

U ovom radu koristio se infracrveni spektrofotometar s Fourierovom transfomacijom
signala (FTIR) Vertex 70 (Bruker Corporation, globalna kompanija) te je opremljen s MIR
(eng. Middle-InfraRed) izvorom svjetla. MIR izvor svjetla emitira zraku svjetlosti u srednjem

infracrvenom podru&ju od 370 do 7500 cm™

. Kako bi se dobile Zeljene informacije o
moguc¢im interakcijama izmedu membrana i farmaceutika snima se FTIR. Valna duljina na
kojoj su snimani FTIR spektri iznosila je 4 = 400 - 4000 cm™. Prvo se snimao pozadinski
spektar (zrak) iz razloga da se izbjegnu pogreske prilikom snimanja, i zatim se snima uzorak

membrane povrsine ~0,5 X 0,5 cm.

3.2.4. pH metar

U radu pH metar se koristi za namjestanje uzorka farmaceutika i uzoraka NaCl i CaCl,
na Zeljene vrijednosti od 4, 7 i 10. U izradi rada koristen je pH metar Schott CG 842
(Njemacka).
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3.2.5. Konduktometar

Instrument je namijenjen mjerenju elektricne provodnosti otopina soli. U ovom radu
pomocu konduktometra mjerila se vodljivost NaCl i CaCl, (ulazne otopine i permeata) pri

razlicitim pH vrijednosti. Koristio se konduktometar Shott-Lab 960 (Njemacka).

3.3. Postupak i uvjeti rada na laboratorijskom RO/NF uredaju

Na samom podetku izrezane su membrane na odgovarajuée dimenzije (A = 11,0 cm?) i
smjestene U membranske jedinice. KoriSteno je Sest razliCitih reverzno osmotskih i
nanofiltracijskin membrana: NF, NF90, NF270, BW30, XLE i UTC-70HA. Za svaku otopinu
farmaceutika, koncentracije ¢ = 10 mg/L, koristile su se nove membrane. Ispitivanja su radena
za svaki farmaceutik pri tri razli¢ita pH otopine (4, 7, 10) prethodno namjestene pomocu

otopina NaOH i HCI.

3.3.1.Predobrada i odredivanje nazivnih svojstava membrana

1. Membrane nakon stavljanja u RO/NF membranske jedinice oprane su s oko 15 L vode
kako bi se isprao konzervans, te su podvrgnute tlacnoj obradi (15 bar) u trajanju od 2
sata. Tijekom tlacne obrade odredivan je protok svakih 30 min.

2. Slijedilo je ispitivanje na radnom tlaku (10 bar) u trajanju od 2 sata kada su se takoder
uzimali protoci svakih 30 minuta.

3. Membrane su ispitane s anorganskim (NaCl i CaCl,) solima koncentracije 500 mg/L
radi kontrole nazivnih svojstava membrana. Mjerenja su radena pri pH 4, 7 i 10 i tlaku
od 10 bar. Nakon svake otopine anorganskih soli membrane su isprane s oko 20 L

vode.

3.3.2. Ispitivanje mehanizma zadrZzavanja farmaceutika ispitivanim membranama

Nakon preliminarnih pokusa s otopinama anorganskih soli, membrane su testirane s
otopinama farmaceutika prazikvantela, enrofloksacina i sulfadiazina, koncentracije ¢ = 10
mg/L. Sva ispitivanja radena su pri navedenim pH vrijednostima, tlaku od 10 bar i temperaturi
25,0+ 0,5 °C.
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1. Otopina farmaceutika propustana je 4 sata i protoci su praceni svakih 30 minuta (prva
2 sata rada), i nakon toga svakih sat vremena. Uzorci za analizu na HPLC uzeti su na
pocetku (nulto radno vrijeme) i svakih sat vremena.

2. Nakon propustanja farmaceutika, membrane su oprane s oko 30 L demineralizirane
vode. Tijekom pranja protoci su se odredivali svakih 30 minuta.

3. Zadnji korak, nakon pranja membrana, bilo je suSenje ispitivanih membrana radi
odredivanja strukturalne analize membranske povr$ine pomoc¢u FTIR-a. Membrane su

se susile u suSioniku na 35 °C tijekom 15 sati.
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4. REZULTATI | RASPRAVA



U ovom radu ispitan je utjecaj pH otopine (pH=4, 7 i 10) na mehanizam uklanjanja
farmaceutika pomo¢u RO/NF membrana. Odabrana su tri farmaceutika (prazikvantel,
enrofloksacin i sulfadiazin), te tri RO (XLE, BW30 i UTC-70HA) i tri NF (NF, NF90 i
NF270) membrane. Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi mehanizam zadrzavanja farmaceutika

iz voda pomo¢u RO/NF membrana.

4.1. Karakterizacija membrana

Na samom pocetku membrane su tretirane s anorganskim solima (NaCl, CaCl,), da bi
se provjerila nazivna svojstva odabranin RO/NF membrana. U tablici 4.1. prikazani su faktori
zadrZavanja natrijevog i kalcijevog klorida te njihov protok kroz membrane, u Kiselim,
neutralnim i luznatim uvjetima (4, 7, 10). Prema Donnanovoj teoriji u koncentracijskoj
ravnotezi slijed odbacivanja bi trebao biti R(NaCl) > R(CaCl,), kod negativno nabijenih
membrana, i obratno za pozitivno nabijene membrane. U ovom radu sve ispitivane membrane
su negativno nabijene, no kako se povecava pH, raste i njihova negativnost, s izuzetkom NF
membrane. Gamze i sur.?® uocili su da kod membrana s negativnim nabojem dolazi do
smanjenog uklanjanja NaCl pri nizim vrijednostima pH, dok je za CaCl, obrnuto. Sli¢no
ponaSanje uklanjanja kao funkcije pH dobili su Xu i sur.”’, za NaCl, smanjeno uklanjanje
smanjivanjem pH u kiselom podrucju i pove¢ano uklanjanje smanjivanjem pH u bazicnom
mediju. Ocito je da pH efekt ima jak utjecaj na uklanjanje NaCl i CaCl,. NF membrane imaju
vec¢e pore 0d RO membrana, time i veée protoke otopine, $to rezultira smanjenim uklanjanjem
malih 1 manje nabijenih iona poput NaCl, u odnosu na RO membrane. Zbog vecih pora kod
NF membrana u odnosu na RO membrane, uklanjanje soli NF membranama moze ovisiti i o
veli¢ini 1 o Donnanovom efektu. Dakle utjecaj pH na uklanjanje soli mozda je izraZeniji za
NF membrane, jer Donnanov efekt postaje sve vazniji kako povrSina membrane postaje
negativnija povecanjem pH. Budu¢i da je kod RO membrana dominantan mehanizam

isklju¢enja veli¢inom, uginak pH kod uklanjanja je manji.?**°
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Tablica 4.1. Faktori zadrzavanja i protoci anorganskih soli pri pH = 4, 7 i 10 za RO/NF
membrane (u zagradama je prikazano standardno odstupanje mjerenja pojedinih parametara)

Anorganska Membrana
sol (pH= 4)

UTC-70HA
NaCl
93,84 84,74 47,73 82,77 34,67 159,49
JI(L m?h™ (4,89) (4,64) (14,27) (4,28) (5,32) (8,98)
22,19 76,50 91,45 72,11 73,98 22,86
Ri/(%) (1,60) (2,31) (2,35) (3,25) (5,85) (2,56)
CaCl,
85,18 85,93 50,17 83,21 34,92 140,48
J/(Lm?h™ (4,57) (4,08) (1,68) (3,47) (7,05) (5,69)
54,95 71,03 88,40 73,64 70,44 59,89
Ri/(%) (1,68) (1,76) (3,84) (1,57) (3,83) (2,59)

Anorganska Membrana
sol (pH=7)
UTC-70HA
NaCl
88,38 89,73 40,70 88,18 34,46 146,10
ILm?hY  @78) (462 (9.71) (2.56) (9,89) (4,62)
65,53 93,94 94,50 81,09 85,76 54,28
CaC|2
84,22 94,74 42,25 90,45 34,05 144,05
J(Lm?*hh  (7.48) (3,68) (10,14) (3.81) (12,52) (4,94)
35,11 95,43 91,31 91,54 85,43 37,99

Anorganska Membrana
sol (pH= 10)

UTC-70HA
NacCl
103,09 87,87 36,56 84,40 35,85 164,87
J/(L m h'l) (12,35) (2,16) (3,94) (3,84) (7,45) (12,88)
60,97 96,34 94,51 84,66 91,02 53,06
R¢/(%0) (2,98) (0,65) (2,55) (3,02) (1,78) (4,60)
C&Clz
84,27 90,63 37,36 83,14 36,70 140,23
J/I(L m2 h'l) (4,49) (1,24) (4,20) (4,68) (8,62) (11,59)
R#/(%) 31,91 96,28 90,36 89,69 91,41 27,70
(1,39) (1,15) (4,08) (2,22) (1,92) (3,04)
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U tablici 4.1., vidljivo je da je faktor zadrzavanja anorganskih soli pri pH = 4 najveci
kod RO UTC-70HA membrane i iznosi 91,45 % za NaCl, i 88,40 % za CaCl,. Takoder
razlike izmedu zadrzavanja NaCl i CaCl, kod RO membrana puno su manje nego kod NF i
NF270 membrana. Faktor zadrzavanja anorganskih soli kod pH = 4 je opéenito veéi kod RO
membrana. Razlog tome je manja veli¢ina pora kod RO membrana nego kod NF membrana.
Vecina pora za XLE membrane smjestena je oko 0,5 nm, tj. 0,55 nm, a ujedno je i MWCO
100 Da.' Sli¢nu veli¢inu pora za XLE membrane (<0,6 nm) dobili su i Kosuti¢ i sur.*® u
svojim ispitivanjima. BW30 membrane se mogu klasificirati kao guste RO membrane no
zadrzavanje NaCl ovim membranama je neSto viSe nego NF90 membranama. Najmanje
zadrzavanje je postignuto s NF (NF i NF270) membranama, kao rezultat njihove rahle i
otvorene strukture. Takoder je vidljivo da je protok otopine anorganskih soli najveéi s NF270
i NF membranama zbog istih razloga. Isto tako kod radnih uvjeta od pH = 4 vidljivo je da je s
tim membranama faktor zadrzavanja veéi kod CaCl,, dok je kod svih ostalih membrana faktor
zadrzavanja veci za NaClL

U neutralnim uvjetima najveci faktor zadrzavanja anorganskih soli je takoder prisutan
kod RO membrana, a najmanje zadrzavanje vidljivo je kod nanofiltracijske NF i NF270
membrane. Jedina opaska koja je bitno drugacija je da se faktor zadrZavanja anorganskih soli
s povecanjem pH sa 4 na 7 povecao za sve reverzno osmotske i NF90 membrane. Kod
nanofiltracijskih NF i NF270 membrana faktor zadrzavanja CaCl, je pao na 35,11 i 37,99 %.
Sli¢ne rezultate dobili su i Simon i sur.®* u svojim istraZivanjima. Za prosje¢nu veli¢inu pora
NF270 membrane ~0,84 nm zadrzavanje NaCl bilo je veé¢e nego za CaCl,. Takvi faktori
zadrzavanja rezultat su ve¢ih pora kod NF270 membrane i veli¢ine disociranih iona u otopini.
Kloridnih iona vise je na strani CaCl, te membrane nisu jako negativno nabijene (zeta
potencijal pri pH 7 za NF i NF270 bio je -5,52 mV odnosno -2,93 mV pa lakSe penetriraju
kroz membranu i s time je zadrzavanje slabije.?

U radnim uvjetima pri pH = 10 vidljivo je povecanje faktora zadrzavanja za NaCl kod
RO i nanofiltracijske NFO0 membrane. Najvece zadrzavanje NaCl primijeceno je kod XLE
membrane R = 96,34 %, dok je najmanje prisutno kod NF270 membrane. Faktori zadrzavanja
CaCl; su se za ve¢inu membrana smanjili, jedino se kod XLE i BW30 membrane vidi malo
povecanje 96,28 %, odnosno 91,41 %. To se moze pripisati negativnijem naboju tih
membrana s povecanjem pH vrijednosti, pa dolazi do vefeg zadrzavanja kloridnih iona.
Dobiveni rezultati se u veéini slazu s dobivenim u radu Dolar i sur.* koji kazu da prema

faktoru uklanjanja tih dviju soli postoje velike razlike izmedu RO i NF membrana. Za RO
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membrane razlike izmedu NaCl su vrlo male, jer glavni mehanizam uklanjanja je iskljucenje
veli¢inom. Za nanofiltracijske NFO0 membrane razlika je manja, s obzirom da se radi o
gustim nanofiltracijskim membranama koje su vrlo slicne RO membranama. Kod ostalih
membrana postoji razlika izmedu te dvije soli zbog prisustva dodatnog isklju¢enja nabojem,
odbijanje NF membrana i nabijenih dvovalentnih iona. RO i gusta NF90 membrana su

unimodalne dok su ostale NF membrane bimodalne.

4.2. Separacija odabranih farmaceutika

Uzorci permeata i ulazne otopine uzimani su svakih sat vremena u vremenskom
razdoblju od 4 sata te je u svim pokusima izmjerena sposobnost zadrzavanja membrane
izrazena faktorom zadrZzavanja otopljene tvari. Faktor zadrzavanja (Rf) ratuna se prema

jednadzbi: [1]

cy—C

Cu

gdje su: c, — koncentracija ulazne otopine [mg L™],

¢, — koncentracija permeata [mg L™].

Od tri mogu¢a mehanizma separacije, mehanizma isklju¢enja po veliini (efekt
prosijavanja), mehanizma isklju¢enja nabojem i mehanizma koji se temelji na interakcijama
membrana - otopljena tvar, za separaciju antibiotika relativno velikih molekulskih masa
kljucan je mehanizam prosijavanja. Prema literaturnim podacima poznato je da uklanjanje
otopljenih tvari RO/NF membranama zavisi o pH otopine, naboju otopljenih tvari,
molekulskoj masi (MW), te naboju membrane. Povecanjem pH vrijednosti, povecava se
negativni povrsinski naboj membrane koji rezultira povecanjem elektrostatskog odbijanja
izmedu negativno nabijene otopine i membrane.*® Izuzetak &ini nanofiltracijska NF membrana
kod koje se pri pH 10 smanjila negativnost, moguce da je doslo do protonacije amino i
karbonilnih skupina. Otopljeni organski spojevi se najbolje separiraju s membranama cija je
MWCO (Da) vrijednosti manja.
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4.2.1. Utjecaj pH na mehanizam separacije prazikvantela RO/NF membranama

Tablica 4.2. Faktori zadrzavanja (%) prazikvantela pH = 4, 7 i 10 u ovisnosti 0 vremenu za

svaku od membrana

Membrana

UTC-70HA

0 95,32 95,71 85,96 96,20 95,22 80,02
1 94,82 95,93 86,44 96,52 93,51 78,03
2 93,29 95,82 88,63 96,70 93,68 77,36
3 92,81 96,01 88,72 96,89 93,77 77,72
4 92,68 96,19 89,84 96,78 92,87 77,83

Membrana

UTC-70HA

0 97,29 94,79 91,76 97,29 93,95 79,25
1 95,98 95,60 90,24 97,42 90,53 80,19
2 95,79 95,51 89,01 97,51 90,25 80,40
3 95,89 95,98 89,20 97,80 89,96 80,40
4 95,89 95,89 89,77 97,51 89,29 81,64

Membrana

UTC-70HA

0 94,94 97,31 89,57 96,49 96,90 76,14
1 92,54 97,14 87,64 96,42 94,28 71,50
2 91,11 97,24 87,84 96,63 93,67 70,17
3 91,08 97,29 88,28 96,69 93,89 71,44
4 91,24 97,58 88,52 96,78 93,66 71,80
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Prazikvantel je od tri ispitana farmaceutika po molekulskoj masi (MW = 312,4 g/mol)
izmedu ostala dva farmaceutika. Mogao bi se smatrati hidrofobnim, s obzirom da mu log Ko
vrijednost iznosi 2,42. Pri svim istrazivanim pH (4, 7 i 10) vrijednostima prazikvantel se
nalazi u protoniranom obliku (pK, = 19,38). Faktori zadrzavanja prazikvantela pri pH = 4, 7 i
10 na ispitanim RO/NF membranama kroz 4 sata prikazani su u tablici 4.2., protoci
prazikvantela pri pH (pH=4,7 i 10) prikazani su na slikama 5., 6. i 7.

Iz tablice 4.2., pri kiselim radnim uvjetima vidi se visoka ucinkovitost uklanjanja
prazikvantela RO (XLE i BW30) i NF (NF90, NF) membranama, a tek djelomi¢no slabiji
rezultati su postignuti s rahlom NF270 membranom. Najvece zadrZavanje prazikvantela u
kiselim uvjetima (pH = 4) dobiveno je s NFO0 membranom i iznosi 96,20 — 96,89 %, za njom
je odmah slijedi XLE membrana s 95,71 — 96,19 %, a takoder dobro zadrzavanje prikazuju
NF i BW30 membrane. Najmanje uklanjanje prazikvantela je prisutno kod NF270 membrane
I to se moze pripisati njezinoj otvorenoj i rahloj strukturi. Zbog istog tog razloga
nanofiltracijska NF270 membrana ima najvece vrijednosti protoka kao Sto je vidljivo na
grafickom prikazu protoka prazikvantela, a sukladno s tim RO membrane (XLE, BW30 1
70HA) s malim porama pokazuju nize vrijednosti protoka. Gus¢a porozna struktura (manje
dimenzije pora) XLE i NFO0 membrana rezultira visokim stupnjem separacije prazikvantela
95,71 -97,31%

Molekulska masa prazikvantela iznosi 312,4 g mol™, moZe se smatrati relativno
velikom molekulom pa se iz tog razloga dobro uklanja s membranama nize MWCO
vrijednosti. Kod nanofiltracijske NF270 membrane MWCO iznosi 150 — 300 Da i to je jo$
jedan razlog smanjenom uklanjanju. Prema Bellonu i sur.** koncept MWCO je baziran na
Cinjenici da je veli¢ina molekule adekvatna vrijednosti molekulske mase pa efekt isklju¢enja
po veli¢ini dolazi do izrazaja, ve¢a molekula biva puno bolje uklonjena od manje molekule.
Otopljene tvari mogu biti odbijene s jednim ili kombinacijom tri osnovna mehanizma: na
osnovu veli¢ine, isklju¢enjem naboja i fizikalno-kemijske interakcije izmedu otopljene tvari,
otapala i membrane. Usporedbom Kkarakteristika membrana s dobivenim rezultatima
prazikvantela moze se zakljuciti da je dominantan mehanizam isklju¢enja prema veli¢ini

Pretpostavka je da je prazikvantel pozitivno nabijen pri pH = 4, dok su membrane
blago negativno nabijene zbog ¢ega bi moglo doéi do slabog elektrostatskog privlacenja.
Dipolni moment orijentiran je prema izokinolinu koji se nalazi na ,,glavi molekule, stoga je

ve¢ina naboja unutar molekule koncentrirana u tom smjeru, te se zbog navedenog
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prazikvantel moze lagano orijentirati tom stranom prema povrS§ini membrane i u¢i u same
pore membrane.

U neutralnim radnim uvjetima uklanjanje prazikvantela se ne razlikuje drasticno u
usporedbi s pH = 4, no ucinkovitost uklanjanja za sve prisutne membrane je porasla. | dalje je
prisutna visoka ucinkovitost Separacije s gustim nanofiltracijskim (NF90) i RO (XLE)
membranama koja iznose 94,79 — 97,80 %. Prema Yangali-Quintanilla i sur.>* ¢ista NF90
membrana uklanja gotovo potpuno sve hidrofobne komponente (95 — 98 %), ve¢inom zbog
mehanizma iskljuenja velicinom. Kod NF membrane vidi se blago povecanje i to se moze
povezati s time $to je naboj te membrane pri pH = 7 najnegativniji (-5,52) i samim time se
pretpostavlja da je prisutno elektrostatsko privlacenje izmedu farmaceutika 1 membrane.
Najmanje uklanjanje je dobiveno s rahlom NF270 membranom. Buduéi da pK, vrijednost
farmaceutika iznosi 19,38, a pri pH = 7 prazikvantel se nalazi u protoniranom obliku i
pozitivno je nabijen pa se pretpostavlja da su prisutne interakcije i elektrostatsko privlacenje
budu¢i da je zeta potencijal pri tlatnoj obradi membrana negativan za sve ispitivane
membrana. Kod RO (XLE i UTC-70HA) membrana prisutan je najnegativniji naboj (-8,98 i -
14,98) pa se pretpostavlja da ¢e do¢i do najveceg elektrostatskog privlacenja funkcionalnih
grupa membrana i farmaceutika. Takoder je bitno napomenuti da su povecanjem pH
vrijednosti s 4 na 7 membrane postale negativnije pa je stoga prisutan i mehanizam
iskljuenja nabojem. Za vecinu tankoslojnih kompozitnih membrana naboj u neutralnim
vodenim otopinama je negativan i to se pripisuje disocijaciji sulfonskih i karboksilnih skupina
na povr§ini membrane.*®

Kod koeficijenta zadrzavanja prazikvantela pri pH = 10, vidljivo je da je najvece
zadrZzavanje prisutno kod XLE membrane i iznosi 97,14 — 97,58 %. Kod nanofiltracijske NF
membrane vidi se pad u odnosu na pH =7, i mali pad pri pH = 4. Takoder je vidljivo da je
kod vecine ispitivanin RO/NF membrana koeficijent zadrZzavanja najveéi pri pH = 7. Naboj
NF membrane pri pH = 10 iznosi -2,26 i najpozitivniji je od preostala dva pH i stoga se
pretpostavlja da je doSlo do deprotonacije i najmanje je izraZzeno, ali takoder prisutno
elektrostatsko privlacenje izmedu membrane i farmaceutika. Prazikvantel je pozitivno nabijen
pri svim pH vrijednostima, stoga su i ovdje prisutne elektrostatske interakcije. Buduci da se
prazikvantel smatra hidrofobnom komponentom s obzirom na log Kow vrijednost, faktor
zadrzavanja se smanjuje S ve¢inom membrana, a najvise je izrazen kod NF, BW30 i NF270
membrana. Razlog tome je §to prazikvantel s vremenom penetira kroz membranu. U radu

Dolara i sur.*> RO membrane su u potpunosti uklonile ispitivane farmaceutike. Glavni
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mehanizam uklanjanja predstavljao je mehanizam iskljucenja po veli¢ini kao rezultat molarne

mase farmaceutika i MWCO membrane.
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Slika 7. Protok prazikvantela pH = 10
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Slika 8. FTIR spektri za RO/NF membrane nakon tla¢ne obrade i tretmana otopinom

prazikvantela pH = 4
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Slika 9. FTIR spektri za RO/NF membrane nakon tla¢ne obrade i tretmana otopinom

prazikvantela pH = 7
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Slika 10. FTIR spektri za RO/NF membrane nakon tlaéne obrade i tretmana otopinom

prazikvantela pH = 10
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Analizom FTIR spektra prazikvantela pri pH = 4 vidljivo je da su kod nanofiltracijskih
(NF, NF90, NF270) membrana na podru¢ju 1734 cm™ prisutne vibracije karbonilnih skupina.
Kod RO (XLE, UTC-70HA) membrana su takoder na 1734 cm™ prisutne vibracije
karbonilnih skupina, dok kod BW30 membrane nisu vidljive interakcije.

FTIR spektar prazikvantela kod pH = 7 takoder pokazuje da kod BW30 membrane
nisu prisutne interakcije. Kod XLE membrane su prisutne vibracije karbonilnih skupina na
1734 cm™, koje su prisutne i kod UTC-70HA membrane u istom podru&u. Vibracija
karbonilnih skupina je takoder prisutna kod NF270 i NFO90 membrane na istom podrucju
(1734 cm™).

Pri pH = 10 FTIR spektar je pokazao da su prisutne interakcije prazikvantela i veéine
NF/RO membrana, osim u slu¢aju BW30 i NF membrane. Kod nanofiltracijskih (NF90 i
NF270) te kod XLE i UTC-70HA membrana prisutne su vibracije karbonilnih skupina na
podru&ju od 1734 cm™. Kod ispitivane NF membrane takoder je prisutno i postojanje H-veza
u podrugju od 3132 — 3603 cm™.

Budu¢i da je s NF270 membranom dobiven relativno niski faktor zadrzavanja
prazikvantela, FTIR spektar pokazuje interakcije s farmaceutikom tako da osim mehanizma

iskljucenja po veli¢ini treba u obzir uzeti i interakcije izmedu membrane i farmaceutika.

4.2.2. Utjeca] pH na mehanizam separacije enrofloksacina RO/NF membranama

Enrofloksacin spada u skupinu fluorokinolona u ¢ijoj strukturi postoji nekoliko
ioniziraju¢ih funkcionalnih skupina. To su piperazinilna skupina i karboksilna skupina koje su
odgovorne za postojanje dviju pK, vrijednosti koje iznose 5,70 i 7,97. Prva konstanta
ionizacije povezuje se s protonizacijom piperazinske grupe, a druga konstanta je odgovorna za
disocijaciju karboksilne skupine. Elektroforetska pokretljivost je pozitivna do priblizno
pH = 7. U pH podruéju od 7 - 11 elektroforetska mobilnost ima negativnu vrijednost, jer se
deprotonacijom karboksilnih grupa pojavljuju negativno nabijene &estice.®*® Buduéi da
log Kow Vvrijednost enrofloksacina iznosi 0,70, ova se molekula smatra hidrofilnom pa se
moze pretpostaviti da ne¢e do¢i do interakcija s membranama. Enrofloksacin je najveca od
ispitivanin molekula (MW = 359,40 g/mol) i pretpostavka je da ¢e do¢i do najveceg
zadrzavanja s obzirom na ostale ispitivane komponente. U tablici 4.3., prikazani su
koeficijenti zadrzavanja enrofloxacina kroz 4 sata pri pH (4, 7 i 10) na prisutnim RO/NF

membranama.
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Tablica 4.3. Faktori zadrzavanja (%) enrofloksacina pH = 4, 7 i 10 u ovisnosti 0 vremenu za

svaku od membrana

Membrana

UTC-70HA BW30 NF270

0 96,86 98,81 98,22 98,81 96,86 97,29
1 99,75 99,12 96,63 97,66 95,75 97,95
2 96,57 99,36 97,76 97,36 92,25 98,24
3 96,24 98,99 95,59 96,69 92,93 98,62
4 97,15 98,52 95,18 96,65 83,76 98,43

Membrana

UTC-70HA BW30 NF270

0 98,65 >99,99 99,89 99,10 98,65 98,99
1 98,34 99,89 99,11 98,78 96,89 99,00
2 98,05 99,13 99,24 99,13 96,63 97,50
3 98,56 99,28 98,97 98,56 94,45 98,87
4 98,29 99,10 98,80 99,10 94,68 97,79

Membrana

UTC-70HA BWa30 NF270

0 98,12 >99,99 99,40 98,80 94,81 97,82
1 96,68 99,31 97,17 98,55 88,37 96,26
2 95,21 99,25 97,88 97,81 87,27 96,85
3 95,36 99,09 98,03 98,31 74,38 96,76
4 95,83 98,61 97,48 97,65 60,70 96,78
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U tablici 4.3., vidljivo je da enrofloksacin pri pH = 4 ima veci faktor zadrzavanja

dobiven na svim ispitivanim membranama u odnosu na prazikvantel pri istim radnim
uvjetima. Pretpostavlja se da je tome razlog njegova veca molekulska masa, a mehanizam
separacije bio bi temeljen na iskljucenju po veli¢ini. Kod enrofloksacina prisutna je visoka
uc¢inkovitost uklanjanja antibiotika sa svim reverzno osmotskim i gustim nanofiltracijskim
membranama, ¢ak je i kod rahle NF270 membrane postignut visok stupanj uklanjanja 97,29 —
98,62 %. Prema Braeken i sur.*” §to je ve¢a molekula, to je manji utjecaj hidrofobnosti na
zadrZavanje. Najveci koeficijent zadrzavanja nalazi se kod XLE membrane i iznosi R = 98,52
— 99,36 % i to se pripisuje njezinim porama manjih dimenzija. Koguti¢ i sur.*® su u svom radu
pokazali da se separacija krece od 97,0 — 99,4 % s RO/NF membranama (XLE, NF90 i HL), a
rezultati ovog ispitivanja ovdje to potvrduju. Dolar i sur.®® su takoder u svom radu dobili
visoke vrijednosti uklanjanja enrofloksacina i njegovih razgradnih produkata reverzno
osmotskim i gustim NF membranama. Uklanjanje enrofloksacina i njegovih razgradnih
produkata bilo je gotovo potpuno i iznosilo je > 99,9 %. Na temelju rezultata zakljuéili su da
je dominantan mehanizam uklanjanja bio iskljuéenje veli¢inom. Takoder su bile prisutne
fizikalno-kemijske interakcije i elektrostatsko privlacenje/odbijanje kod uklanjanja manjih
razgradnih produkata rahlom NF membranom.
Najvjerojatnije su prisutne i elektrostatske interakcije buduci da se enrofloxacin pri pH = 4
nalazi u protoniranom obliku, dok je zeta potencijal ispitanih membrana u tim uvjetima
negativno nabijen. U slucaju ENRO moze se pretpostaviti da adsorpcija nije utjecala na
uklanjanje, jer log Ko vrijednost iznosi 0,70. Prema Dolaru i sur. *® poznato je da hidrofilni
organski spojevi ne adsorbiraju na polimernoj matrici, a veéina testiranih membrana ima
relativno hidrofoban karakter.

Enrofloksacin je komponenta sa najve¢om vrijednosti dipolnog momenta od preostala
dva farmaceutika (10,48). Vecéa vrijednost dipolnog momenta ukazuje na vece razlike u
rapodjeli pozitivnog i negativhog naboja u molekuli. Dipolni moment enrofloksacina je
orijentiran prema piperazinskoj skupini, stoga je vecina naboja unutar molekule koncentrirana
u tom smjeru, te se zbog navedenog enrofloksacin orijentira tom stranom prema povrSini
membrane, i na koncu ulazi u same pore membrane.

U tablici 4.3., prikazani su koeficijenti zadrzavanja enrofloksacina pri pH = 7 te se vidi
visoka ucinkovitost uklanjanja antibiotika reverzno osmotskim i gustim nanofiltracijskim
membranama. U usporedbi s rezultatima dobivenim pri pH = 4 vidljivo je da se zadrzavanje
komponente poveéalo pri svim ispitivanim RO/NF membranama. Prema Bellonu i sur.*®

povecanjem pH otopine dovodi do povecanja negativnog naboja povrSine membrane Sto

33



dovodi do povecanja postotka otopljene tvari u deprotoniranom stanju, a pritom se povecava
uklanjanje kroz elektrostatsko odbijanje.

Kod reverzno osmotske XLE membrane dobiveno je gotovo potpuno uklanjanje
enrofloksacina (> 99,99 %) budu¢i da MWCO membrane iznosi 100 Da. Visoki koeficijent
zadrzavanja prisutan je i kod reverzno osmotske UTC-70HA membrane i iznosi R = 98,80 -
99,89 %. Najmanji koeficijent zadrzavanja prisutan je kod RO (BW30) i NF (NF270)
membrane i to se moze pripisati naboju povrSina membrane (-4,00 i -2,93), koji ih Cini
najmanje negativnim pri tim uvjetima. Pretpostavlja se da je glavni mehanizam uklanjanja
mehanizam isklju¢enja po veli¢ini.

U neutralnim uvjetima ENRO se ponasa kao dipolarni ion.** S obzirom da se pri
uvjetima od pH = 7 enrofloksacin nalazi kao zwitter ion te se moze nalaziti u protoniranom i
deprotoniranom stanju (pK, = 5,70, 7,97), pretpostavlja se da postoje elektrostatske interakcije
privlac¢enja/odbijanja jer su membrane pri pH = 7 najnegativnije nabijene.

Vidljivo je da koeficijenti zadrzavanja enrofloksacina pri pH = 10 znatno padaju
usporedujuéi ih sa zadrzavanjem pri pH = 4 i 7. To se moze pripisati odbijanju negativno
nabijenih membrana i farmaceutika koji se pri tim radnim uvjetima nalaze u deprotoniranom
stanju (pKa = 5,70, 7,97). Za enrofloksacin se ne ocekuje adsorpcija, odnosno interakcije s
membranama zbog hidrofilnog karaktera komponente. Interakcije (adsorpcija) nije vidljiva u
ovom slucaju jer se negativno nabijena komponenta priblizava negativno nabijenoj povrsini
membrane s jakim elektrostatickim odbojnim silama i na taj nacin je sprijeCena adsorpcija ili
difuzija kroz membranu.

Najveci koeficijent zadrzavanja dobiven je s XLE membranom i iznosi > 99,99 %.
Moze se zakljuCiti da je dominantni mehanizam uklanjanja enrofloksacina mehanizam
iskljucenja prema veli¢ini s obzirom na veliku razliku izmedu vrijednosti MWCO XLE
membrane i MW enrofloksacina. Visok faktor zadrzavanja je takoder dobiven s UTC-70HA i
NF i NF90 membranama, $§to se moze takoder pripisati njihovim malim MWCO
vrijednostima u usporedbi s molekuskom masom enrofloksacina. Dakle rije¢ je o mehanizmu
iskljucenja prema veliini. Uklanjanje prazikvantela pri istim radnim uvjetima pokazuje
manje vrijednosti uklanjanja, iz razloga Sto je molekulska masa prazikvantela manja od

enrofloksacina.
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FTIR spektri pokazuju da enrofloksacin ne stupa u interakciju s ve¢inom ispitivanih
RO/NF membrana. Razlog moze biti hidrofilnost ispitivane komponente. Analizom FTIR
spektra vidljiva je vibracija karbonilnih skupina pri pH = 4 kod RO (XLE i UTC-70HA)
membrane pri 1734 cm™. Vibracija karbonilnih skupina pri pH = 4 je takoder vidljiva i kod
NF (NF90 i NF270) membrana na 1734 cm™. Pri pH = 7 na 1734 cm™ kod UTC-70HA i
NF90 membrane vidljiva je jako mala prisutnost vibracije karbonilnih skupina. Kod NF90
membrane vibracija karbonilnih skupina na istoj vrijednosti vidljiva je i pri pH = 10. S
obzirom na dobivene rezultate vidljivo je da s povecanjem pH vrijednosti membrane prakticki
ne stupaju u interakciju s farmaceutikom. Buduci da enrofloksacin ima dvije pK, vrijednosti, a
elektroforetska pokretljivost mu je pozitivna do priblizno pH = 7, a od 7 — 11 negativna,
pretpostavlja se da je to razlog smanjenju interakcija kako se povecava pH vrijednost. Dolazi

do elektrostatskog odbijanja izmedu funkcionalnih skupina membrana i farmaceutika.

4.2.3. Utjecaj pH na mehanizam separacije sulfadiazina RO/NF membranama

Sulfadiazin ima dvije vrijednosti konstante disocijacije pKa = 2,69 i pKa2 = 6,59. U
strukturi sulfonamida prisutna je jedna bazi¢na amino grupa (-NH>) i jedna kisela amidna
grupa (-NH-) i to rezultira s dvije konstante disocijacije. Amino grupa se moze protonirati i
stoga se kod pozitivno nabijene ionske strukture javlja pozitivna elektroforetska migracija.
Kada amidna grupa otpusSta proton formiraju se negativnho nabijene Cestice 1 njegova
elektroforetska mobilnost postaje negativna.*® Prema tome sulfadiazin se pri pH = 4 moze
nalaziti u protoniranom i deprotoniranom stanju, dok je u neutralnom i luznatom mediju u
formi deprotonirane molekule. Sulfadiazin hidrofilnija komponenta u odnosu na ostale dvije
buduc¢i da mu log Kopw vrijednost iznosi -0,009.

Prema molekulskoj masi (MW = 250,30 g mol™) on je najmanja od ispitivanih
molekula iz Cega Se mozZe pretpostaviti da ¢e se najslabije zadrzavati. Dipolni moment
molekule sulfadiazina orijentiran je prema amino grupi pa je vecina naboja unutar molekule
koncentrirana u tom smjeru, zbog ¢ega se sulfadiazin moze lagano orijentirati tom stranom
prema povrSini membrane i u¢i u pore membrane. U tablici 4.4., prikazani su faktori

zadrzavanja sulfadiazina za sve ispitivane membrane tijekom Cetiri sati rada.

39



Tablica 4.4. Faktori zadrzavanja (%) sulfadiazina pH = 4, 7 i 10 u ovisnosti 0 vremenu za

svaku od membrana

Membrana

UTC-70HA

BW30 NF270

0 58,93 80,46 75,00 92,23 92,65 43,59
1 50,73 80,52 67,19 72,79 73,01 40,65
2 54,32 75,79 83,47 75,37 73,16 42,32
3 48,99 78,82 74,20 72,43 73,02 45,68
4 59,03 85,79 71,70 77,64 76,32 44,82

Membrana

UTC-70HA BW30 NF270

0 86,93 72,91 91,05 81,15 78,33 69,85
1 76,69 77,50 75,32 75,32 76,46 74,74
2 77,81 84,06 72,91 74,14 71,91 88,18
3 59,72 83,50 72,10 81,00 79,04 81,22
4 87,01 96,84 92,66 85,88 85,42 73,45

Membrana

UTC-70HA BWa30 NF270

0 89,80 98,15 95,26 86,61 92,69 94,03
1 90,37 95,29 91,91 87,09 88,63 92,52
2 89,46 96,13 92,75 83,95 86,56 89,94
3 86,42 91,58 89,10 90,19 89,30 89,89
4 88,51 93,09 85,32 91,38 89,47 94,26
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U tablici 4.4., vidljivo je da je faktor zadrzavanja sulfadiazina znatno manji u
usporedbi s druga dva farmaceutika pri istim radnim uvjetima $to se pripisuje njegovoj
molekulskoj masi. Takoder se treba uzeti u obzir ¢injenica da je sulfadiazin najhidrofilnija
molekula. Najmanje zadrzavanje dobiveno je s NF i NF270 membranama i iznosi 48,99 —
59,03 % i 40,65 — 45,68 %, zbog rahle i1 otvorenije strukture membrane. Najvece zadrzavanje
postignuto je s RO XLE, UTC-70HA, BW30 i NF90 membranama, pri ¢emu su faktori
zadrzavanja jako sliéni. Dolar i sur.'® su dobili puno veé rezultate uklanjanje sulfadiazina u
svom radu i ono je iznosilo s rahlom HL membranom 88,27 %, dok je uklanjanje s NF90 i
XLE membranama bilo gotovo potpuno (> 99,99 %). Ti rezultati su potvrdili prijasnja
istrazivanja 1 zaklju€ak o dominantnom mehanizmu zadrzavanja iskljuenja po veli€ini.
Adams i sur.*® su dobili uklanjanje sulfonamida oko 90 % pomoé¢u RO membrana u rije¢nim
vodama koje sadrze prirodne organske tvari, rezultati u ovom radu su priblizni, no s
vremenom se znatno smanjuju kod 70HA, BW30 i NF90 membrane.

Pri kiselim radnim uvjetima sulfadiazin moZze biti i pozitivno 1 negativno nabijen zbog
prisutstva dvostruke pK, vrijednosti, pa se pretpostavlja da postoje slabe elektrostatske
interakcije odbijanja/privlacenja. Pretpostavlja se da je dominantan mehanizam uklanjanja po
veli¢ini.

Faktor zadrzavanja sulfadiazina pri pH = 7 se povecao u usporedbi s pH = 4 i to je
vidljivo u tablici 4.4. Usporedbom s druga dva farmaceutika pri istim radnim uvjetima
koeficijent zadrzavanja je i dalje manji. Pri neutralnim radnim uvjetima sulfadiazin je
negativno nabijen tako da se pretpostavlja da ¢e do¢i do odbijanja farmaceutika i ispitanih
NF/RO membrana. Prema Ismailu i sur.?® sulfonamidi su obi¢no manje uklonjeni od ostalih
skupina i to moze biti dijelom zbog manjih molekulskih masa sulfonamida. Medutim niske
vrijednosti uklanjanja sulfonamida takoder mogu biti povezane s odsutno$¢u hidroksilne
skupine u strukturi i ¢injenice da su pokusi provedeni pri pH = 7, gdje je sulfonamid u velikoj
mjeri bez naboja.

Iz tablice 4.4., vidljivo je da se faktor zadrzavanja pove¢ao kod NF270 membrane s
69,85 na 88,18 %, no i dalje je najmanji. Razlog moze biti MWCO (150 — 300 Da) koji je veci
od MW sulfadiazina. Koeficijent zadrzavanja je i dalje najve¢i kod XLE membrane, 72,91 —
96,84 %. Takoder se i1 kod ostalih reverzno osmotskih membrana koeficijent zadrZavanja
povecao obzirom na neutralne radne uvjete. To se moZe pripisati MWCO vrijednosti reverzno
osmotskih membrana koji iznosi 100 Da i manji je od molekulske mase sulfadiazina (250,30
g/mol). Kod nanofiltracijske NF membrane Rt se znatno povecao pri pH = 7 i iznosi 59,72 —

87,01 %. Iz nekih neobjaSnjivih razloga koeficijent zadrzavanja ne pada linearno, ve¢ pri
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svakom sljede¢em satu raste ili pada. Osim molekulske mase, slabije zadrzavanje bi se
takoder moglo pripisati znatno manjoj log Kow Vvrijednosti sulfadiazina, no pojedini autori
tvrde da log Ko vrijednost nije bitan parametar za procjenu zadrZavanja i interakcija.>>344°
Obzirom na dobivene rezultate te karakteristike membrana i farmaceutika mozemo zakljuciti
da je takoder i prisutan mehanizam uklanjanja sulfadiazina prema velicini i elektrostatsko
odbijanje.

Usporedbom faktora zadrzavanja sulfadiazina pri pH = 10 (tablica 4.4.) s faktorima
zadrzavanja u kiselim i neutralnim uvjetima, vidljivo je da je doSlo do porasta za sve
ispitivane RO/NF membrane. Pri bazi¢nim uvjetim (pH = 10) sulfadiazin se sa svojim pK,
(2,69 1 6,59) vrijednostima nalazi u deprotoniranom stanju, povr§ine membrana su negativno
nabijene i prisutno je elektrostatsko odbijanje. Pretpostavlja se da dolazi do povecanja
negativnog naboja povrSine membrane Sto dovodi do povecanja postotka otopljene tvari u
deprotoniranom stanju, a pritom se povecava uklanjanje kroz elektrostatsko odbijanje. 1z
nekog razloga koeficijent zadrzavanja takoder ne pada linearno, ve¢ pri svakom sljede¢em
satu raste ili pada. Najveée zadrzavanje je prisutno kod reverzno osmotske XLE membrane,
R = 91,58 — 98,15 %, pretpostavlja se da je razlog njihova selektivna (male dimenzije pora)
svojstva. Vidljivo je da kod RO (UTC-70HA i BW30) vrijednosti rezultati ne odskacu previse
i iznose 85,32 — 95,26 % odnosno 86,56 — 92,69 %. Kod NF270 membrane prisutno je
najveée zadrzavanje u odnosu na ostale nanofiltracijske membrane 89,89 — 95,52 %, a i
najveéi protok. Fluks blago linearno pada kod svih ispitivanih RO/NF membrana §to se moze
pripisati povecanju osmotskog tlaka ulazne otopine zbog malog smanjenja koli¢ine ulazne

otopine. Takoder se pretpostavlja da je prisutan i mehanizam iskljucenja po veli¢ini.
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Slika 20. FTIR spektri za RO/NF membrane nakon tlaéne obrade i tretmana otopinom

sulfadiazina pH = 4
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Slika 21. FTIR spektri za RO/NF membrane nakon tlaéne obrade i tretmana otopinom

sulfadiazina pH =7
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Slika 22. FTIR spektri za RO/NF membrane nakon tlaéne obrade i tretmana otopinom

sulfadiazina pH = 10
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Analizom FTIR spektra sulfadiazina, vidljivo je da pri svim pH vrijednostima nije
doslo do adsorpcije. Pretpostavlja se da je razlog tome negativna vrijednost log Komw

vrijednosi (-0,09) sto ju ¢ini najhidrofilnijom komponentom.
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5. ZAKLJUCAK



U radu je ispitan utjecaj pH vrijednosti (pH=4, 7 i 10) otopina prazikvantela,
enrofloksacina i sulfadiazina na njihov mehanizam uklanjanja pomo¢u RO/NF membrana:
XLE, BW30, UTC-70HA, NF, NF90, NF270. Utvrdeno je da na ucinkovitost uklanjanja
farmaceutika iz modelnih voda RO/NF membranama prvenstveno utje¢e mehanizam
iskljuéenja po velicini, ali i interakcije izmedu farmaceutika i membranske povrsine.

Enrofloksacin se kao najveca od tri ispitane komponente najbolje uklanja iz otopina sa
svim RO/NF membranama i to pri neutralnim uvjetima, buduci da je pri tim uvjetima u formi
zwitter iona, ¢ime na uklanjanje dodatno utjeCu elektrostatske interakcije
privlacenja/odbijanja. Na FTIR spektrima vidljivo je da enrofloksacin ne stupa u interakciju s
vecinom ispitivanih RO/NF membrana. Prisutne su tek vibracije karbonilnih skupina koje su
poveéanjem pH vrijednosti sve manje prisutne, buduci da je elektroforetska pokretljivost
pozitivna do priblizno pH =7, a od pH = 7 — 11 negativna.

Uklanjanje prazikvantela sa ispitanim membranama je nesto manje u odnosu na
enrofloksacin §to se moZe pripisati manjoj molekulskoj masi. Pri kiselim i neutralnim
uvjetima najveée zadrzavanje dobiveno je s NF90 i XLE membranom, vecinom zbog
mehanizma iskljuéenja veli¢inom. Najmanje uklanjanje je prisutno kod rahle NF270
membrane. Budu¢i da je prazikvantel hidrofoban to takoder utjeCe na manji faktor
zadrzavanja. Analizom FTIR spektra povr§ine membrana utvrdena je prisutnost karbonilnih
skupina, a kod NF membrane takoder je prisutno i postojanje H-veza. Pretpostavka je da je
prazikvantel pozitivno nabijen pri svim pH vrijednostima, a membrane blago negativno
nabijene zbog Cega bi moglo do¢i do elektrostatskog privlacenja.

Sulfadiazin se kao najmanja molekula najslabije uklanja sa svim ispitivanim
membranama, a posebno rahlim NF i NF270 membranama. Najvece zadrzavanje dobiveno je
s XLE, UTC-70HA, BW30 membranama i NFO0 membranom. Uklanjanje sulfadiazina pri
radnim uvjetima od pH = 10 se povecalo, a razlog moze biti povecanje negativnog naboja
povrsine membrana kao i veéi udio otopljene tvari u deprotoniranom obliku pri ¢emu se
povecava uklanjanje kroz elektrostatsko odbijanje.

Kod uklanjanja farmaceutika RO/NF membranama dominantan je mehanizam
iskljuéenje prema veli¢ini, no osim toga za sve farmaceutike dokazano je da na uklanjanje

utjecu i elektrostatsko odbijanje/privlacenje.
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6. POPIS SIMBOLA | KRATICA



Popis simbola i oznaka

A — povrsina (cm?)

¢ — molarna ili mnozinska koncentracija (mol/L)

Ccu — koncentracija ulazne otopine (mg/L)

Cp — koncentracija permeata (mg/L)

A — delta (razlika)

J - protok permeata (L/(mh))

Ka — konstanta disocijacije kiseline

log Kow - logaritamska vrijednost koeficijenta raspodjele organske tvari izmedu oktanola i
vode

log D — koeficijent distribucije

MW — molekulska masa (g/mol), (eng. molecular weight)

p — tlak (bar)

pH-vrijednost — negativni logaritam koncentracije vodikovih iona

pK, — logaritamska vrijednost konstante disocijacije kiseline (log Ka)
Rt — koeficijent zadrzavanja (%)

T — temperatura (°C)

t — vrijeme (h)

V - volumen (m°)

2 - valna duljina (cm™)

7 — osmotski tlak (bar)

1 — dipolni moment (D)

¢ - zeta potencijal (mV)

BPR — regulator tlaka

DAD - detektor s nizom dioda, (eng. Diode Array Detector)

ERA - procjena rizika za okolis, (eng. Environmental risk assessment)
FTIR — Infracrveni spektrofotometar s Fourierovom transformacijom signala
HPLC — teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti

H — spremnik za pojnu smjesu

M — manometar

MF — mikrofiltracija

MWCO - grani¢ne molekulske mase komponente (eng. Molecular Weight Cut-Off)

NF — nanofiltracija
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RO — reverzna osmoza

TFC — tankoslojna kompozitna membrana, (eng. thin film composite)
UF — ultrafiltracija

VOCs — lako hlapljive komponente, (eng. Volatile organic compounds)
VP — visokotla¢na pumpa

VRP — veli¢inska raspodjela pora
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