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Inventia se refera la un polimer imprentat molecular (MIP) specific pentru nitro-
furantoina obtinut prin polimerizare ih masa destinat pentru a fi folosit drept sorbent in
coloane de extractive in faza solida utilizate pentru pretratamentul probelor Thaintea anali-
zelor cromatografice si ca element de recunoastere in constructia de senzori impedimetrici.

Nitrofurantoina este un antibiotic din clasa nitrofuranului utilizat ilegal in zootehnie ca
promotor de crestere. Reglementarile UE impun controlul alimentelor si raportarea tuturor
loturilor contaminate pentru retragerea lor de pe piata in baza de date on-line RASFF
(https://webgate.ec.europa.eu/rasff-window/portal/index.cfm?event=searchResultList,
subiect:nitrofurantoine). Tn consecinté existd o nevoie de metode de analize fiabile, rapide
si ieftine pentru detectarea nitrofurantoinei.

Tehnicile de analiza actuale ale nitrofurantoinei sunt lungi si costisitoare din cauza
complexitatii matricei probei si a concentratiei scazute a analitilor si se impart in doua tipuri:
analize cromatografice si (bio)senzori. Sunt cunoscute metode de analiza din ambele tipuri.
Astfel o metoda cromatografica de analizd bazata pe concentrarea probelor prin
concentrarea acestora prin extractie in faza solida (SPE) fiind capabila sa obtina limite joase
de determinare, dar prezinta dezavantajul ca are o duratd mai mare analiza [S.C.
Moldoveanu, V. David, Modern Sample Preparation in Chromatography, Elsevier,
Amsterdam, 2015, pag. 191]. O metoda de analiza rapida a nitrofurantoinei se bazeaza pe
masuratori de voltametrie Tn puls diferentiat utilizand electrozi modificati cu poli-(5-amino-2-
mercapto-1,3,4-tiadiazol) si dsDNA adsorbit si a obtinut o curba de calibrare intre 2 si 25
mg/L nitrofurantoina dar are dezavantajul de a utiliza elemente biologice (dsDNA) extrase
din organisme vii (pesti) ceea ce implica numeroase dezavantaje cum ar fi: un cost mare, o
stabilitate redusa, probleme etice si variabilitate intre loturi [Aydoddu G., Giinendi G.,
Zeybek D.K., Zeybek B., Pekyardimci S.: A novel electrochemical DNA biosensor
based on poly-(5-amino-2-mercapto-1, 3,4-thiadiazole) modified glassy carbon
electrode for the determination of nitrofurantoin. Sensors and Actuators, B: Chemical,
197, pp- 211-219, 2014]. Sunt raportati si MIP pentru nitrofurantoina obtinut din monomeri
cu diverse functionalitafi [U. Athikomrattanakul M. Katterle N. Gajovic-Eichelmann and
F. W. Scheller. Preparation and characterization of novel molecularly imprinted
polymers based on thioureareceptors for nitrocompounds recognition, Talanta, 2011,
84 274-279], dar au dezavantajul ca au o mica selectivitate. In articolul [S. DamayantL, U.
Gunawan S. lbrahim: Development of molecular imprinted polymer solid phase
extraction for separation nitrofurantoin residue in chicken eggs, Asian Journal of
Pharmaceutical and Clinical Research, 2017, 6, 108-111] sinteza MSP s-a realizat in
prezenta a 6 monomeri in solutie, folosind ca solvent dimetilformamida. Cei 6 monomeri
utilizati au fost: acid acrilic, hidroxietil metacrilat, acid metacrilic, acrilamida, alcool alilic si p-
vinil benzoic acid. Studiul nostru are avantajul de a realiza o polimerizare Tn masa, in
absenta solventului, utilizand doar 4 monomeri: acid acrilic, hidroxietil metacrilat, N-vinil
pirolidona si tetraetilenglicol dimetacrilat. Lipsa solventului inseamna viteza de polimerizare
mai mare, implicit un timp de reactie mai scurt, ceea ce se traduce prin economie de energie.
Mai mult de atat si utilizarea unui numar inferior de monomeri ihseamna o reducere
semnificativa de pret.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in detectarea rapida a
nitrofurantoinei.

Polimerul imprentat molecular pe baza de acid acrilic, obiinut prin polimerizare n
masa conform inventiei, consta in polimerizarea in masa a acid acrilic:2-hidroxietil meta-
crilat:N-vinil pirolidona:tetraetilen glicol dimetacrilat:peroxid de lauroil:nitrofurantoina intr-un
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raport molar de 35:7:70:6:1, prin incalzirea la o temperaturad de 75°C, timp de 2 h, urmata de
indepartarea completa a nitrofurantoinei prin folosirea unei extractii conventionale cu un
amestec apa si dimetilformamida intr-un extractor de tip Soxhlet timp de 7 zile, rezultdnd un
produs cu o capacitate pentru retinerea nitrofurantoinei din solutie de 4-5 umoli/g adsorbant.

Utilizarea polimerului obfinut prin procedeul conform inventiei, pentru identificarea
nitrofurantoinei, fie sub forma unui cartus pentru extractie in faza solida, fie sub forma unui
senzor electrochimic prin depunere pe un electrod de aur.

Procedeul de sinteza a MIP conform inventiei are avantajele:

- stabil intimp, stocare la temperatura camerei, ieftin, simplu de realizat, reproductibil,
nepoluant;

- metoda conduce la obtinerea de polimeri netoxici;

- polimerii sunt stabili Tn timp, stocarea se realizeaza |la temperatura camerei. Astfel
productia de polimeri imprentati prin aceasta metoda este ieftina, simplu de realizat, iar
sinteza este reproductibila;

- polimerii sunt simplu de realizat.

In continuare se da un exemplu de realizare a inventiei, care are legatura si cu figurile
care reprezinta:

- fig. 1, interactia intre nitrofurantoina si monomerii utilizati prin crearea de punti de
hidrogen;

- fig. 2, etapele procedurii SPE utilizand MIP;

- fig. 3, spectrele de adsorbtie UV-Viz ale nitrofurantoinei si curba de calibrare,
obtinute pentru determinarea acesteia din solutiile rezultate din procedura SPE;

- fig. 4, curba de elutie obtinuta pe un cartus contindnd MIP (stanga); curba de elutie
obtinuta pe un cartus contindnd un adsorbant neimprentat cu nitrofurantoina (NIP);

- fig. 5, reprezentarea Niquist a semnalelor analitice obtinute pentru solutii cu
concentratji 0...150 ppm nitrofurantoina. Semicercul creste cu valoarea concentratiei.

Procedeul de obtinere a MIP conform inventiei consta in: amestecarea monomerilor
cu initiatorul dupa cum urmeaza: 1,08 g acid acrilic, 0,39 g 2-hidroxietil metacrilat, 3,33 g N-
vinil pirolidona, 0,86 g tetraetilen glicol dimetacrilat, 0,1 g peroxid de lauroil, si 1,9 g
nitrofurantoina ca template, urmata de barbotare cu azot a amestecului si imersarea fiolei
de polimerizare in baie de ulei la 75°C timp de 2 h. Tetraetilen glicolul dimetacrilat are rol de
agent de reticulare. Dupa 2 h de reactie MIP-ul obtinut se spala cu etanol, in vederea
indepartarii monomerilor nereactionati si sunt supusi uscarii la 70°C timp de 3 zile. Pentru
a indeparta nitrofurantoina, polimerul intai a fost mojarat pentru a mari suprafata specifica
si apoi supus unei extractii Sohxiet, cu apa si dimetilformamida la 100°C timp de 7 zile. Pen-
tru comparatie s-a realizat si NIP, in aceleasi conditii, fara a introduce in reactie nitro-
furantoina.

Monomerii fiind vinilici Tn principiu au reactivitate comparabila si structura polimerului
sintetizat in principiu respecta raportul molar initial dintre monomeri. Metoda de interactie a
nitrofurantoinei cu monomerii este prezentat in fig. 1, formandu-se astfel punti de hidrogen.
Deoarece polimerizarea are loc in prezenta nitrofurantoinei in structura polimerului vor apare
microstructuri poroase in care monomerii sunt aranjati spatial astfel incat sa permita
realizarea de punti de hidrogen cu nitrofurantoina. in ceea ce priveste proprietétile fizice ale
MIP, acesta este un polimer tip 3D insolubil, infuzibil, care se gonfleaza in amestec de apa
si dimetilformamida. Se prezinta sub forma de granule micronice.

MIP conform inventiei are doua utilizari practice:

1) pentru realizarea de extractii in faza solida (SPE) folosind coloane pentru
pretratarea probelor Tnainte de analize cromatografice;

2) realizarea de senzori electrochimici.
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Se prezinta in continuare cate un exemplu de utilizare practica pentru ambele
aplicatii.

Exemplu de realizarea de coloane SPE

Extractia in faza solida (SPE) este o tehnica larg utilizata la concentrarea probelor
lichide, utilizdnd ca mediu de retinere pentru specii din probe lichide un solid cu proprietai
adsorbante. In acest scop, MIP conform inventiei a fost introdus intr-un cartus format SPE,
in cantitate exacta de 200 mg. Apoi cartusul contindnd adsorbantul introdus a fost supus
urmatoarelor operatji specifice procedurii SPE, redate schematic in fig. 2.

Absorbanta eluatului (A) este masurata la 365 nm care este lungimea de unda
specifica nitrofurantoinei. Valorile absorbantelor au fost masurate cu ajutorul unui spectro-
metru utilizdnd cuve de cuar{ cu grosime de stratde 1 cm. Dependenta absorbantei in functie
de concentratia nitrofurantonei din solutie (C) a fost data de ecuatia: A = 0,0043 + 0,038
Cppm. Aceasta a fost utilizata in exprimarea valorilor absorbantelor masurate pentru diferite
fractii culese de eluat in valori de concentratie, pentru a se trasa curbele de elutie ce descriu
proprietatile adsorbante ale materialelor sintetizate. Spectrele masurate si trasarea dreptei
de calibrare pentru nitrofuantoina in solutii apoase sunt redate in fig. 3.

Proprietatile adsorbante ale MIP conform inventiei au fost studiate pe solutii apoase
de concentratie standard (10 ppm), care au fost supuse procedurii SPE descrisd mai sus.
Curbele de elutie obtinute din reprezentarea concentratiei in functie de volumul de proba
aplicat pe cartus containand MIP sau NIP ca material adsorbant sunt redate comparativ in
fig. 4.

Curbele din fig. 4 demonstreaza ca adsorbantul de tip MIP poate refine din solutia
apoasa compusul nitrofurantoina, in timp ce adsorbantul de tip NIP este strapuns practic din
primele volume de probe apoasa aplicate pe cartus. Din curba de elutie corespunzatoare
adsorbantului MIP se observa ca practic la un volum de 25 mL probe cumulate aplicate pe
cartus, acesta este strapuns. Acest volum se numeste chiar volum de strapungere, notat cu
Vb, iar valoarea sa poate fi utilizata la calcularea capacitatii de retinere a adsorbantului Q.
Cunoscand concentratia initiala a solutiei de nitrofurantoina de 10 ppm, masa moleculara a
nitrofurantoniei de 238,16 g/mol, masa adsorbantului din cartus de 200 mg, s-a calculat
valoarea capacitatii de retinere a adsorbantului, Q4 = 4,198 ymoli/g adsorbant.

Nota: aceasta metoda SPE de tratare a probelor este doar un exemplu. Domeniul de
aplicare a MIP dezvoltate conform inventjei in SPE este extins la toate tipurile de pretratare
a probei prin SPE, in coloane putandu-se utiliza o cantitate diferitd de MIP, trece un volum
diferit de proba eventual prelucrata si elua cu diferiti solventi organici.

Exemplu de realizare a unui senzor electrochimic

Pentru detectia rapida a nitrofurantoinei folosind MIP conform inventiei se realizeaza
masuratori in impedanta folosind un sistem din trei electrozi: electrod indicator (WE) din aur
modificat cu MIP care este utilizat pentru detectarea analitului, electrod auxiliar (CE) din
platina pentru masurarea curentului si un electrod de referinta (RE) din Ag/AgCI//KCI 3M
pentru masurarea unui potential de referinta. Imobilizarea MIP pe suprafata WE este
realizata prin inglobare Tn matrice fotopolimerizabila de PVA-Sbq. Deoarece PVA-Sbgnu are
o0 aderenta mecanica buna pe suprafata de aur, a fost necesara realizarea unui strat
autoasamblat tiolic care sa realizeze o punte intre WE de aur si PVA-Sbq. Astfel WE de aur
proaspat curatat prin polisare a fost imersat timp de 15 min intr-o solutie de (3-mercapto-
propil)trimethoxisilan diluata 1/10 Tn apa purificata. Gruparile tiol au afinitate pentru suprafata
de aur curata si gruparile methoxi au afinitate pentru PVA-Sbq. WE cu stratul autoasamblat
de (3-mercaptopropil)trimethoxisilan a fost spalat cu apa distilata, uscat un jet de argon si
apoi a fost depus 0,3 mg MIP care au fost acoperite cu 3 uL de PVA-Sbq diluat 1/1 cu apa
purificata. Electrozii au fost apoi expusi la o lampa de UV 366 nm pentru 15 min si apoi
uscati la temperatura camerei timp de 2 h.
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Masuratorile de impedanta s-au facut intr-o solutie de tampon fosfat pH = 8,20 con-
centratie 0,05 M care contine cumpiul redox K;[Fe(CN)J/K,[Fe(CN),] de concentratie
equimolara 0,01 M prin aplicarea un potential DC de +120 mV peste care se suprapun
potentiale AC de 10 mV RMS pentru 50 de frecvente intre 10000 si 0,1 Hz. Celula electro-
chimica a fost tinuta intr-o cusca Faraday in timpul masuratorilor. in solutia de méasura au
fost adaugate alicoturi dintr-o solutie standard de nitrofurantoina preparata in DMSO si
electrozii modificati cu MIP conform inventiei au fost Iasat timp de 15 min pentru a se adsorbi
nitrofurantoina pe MIP. Semnalele analitice masurate sunt reprezentate sub forma diagramei
Niquist (-Z" = f(Z*)) si interpolate folosind circuitul echivalent Randels din care se utilizeaza
valoarea rezistentei transferului de sarcina (Ret) drept element indicator pentru interactia
MIP-nitrofurantoina. Reprezentarea grafica a Ret in functie de concentratia de furantoina a
demonstrat o curba de calibrare liniare intre 5 si 150 mg/L Nitrofurantoina cu ecuatia
Conc(ppm) = 0,0354 x Ret (kQ) + 5,2558; R? = 0,9243 (n = 5). Semnalele analitice obtinute
pentru masuratori sunt prezentate in fig. 5.

Nota: Acest senzor impedimetric este doar un exemplu. Domeniul de aplicare al MIP
dezvoltate conform inventiei pentru realizarea de senzori electrochimici este extins la toate
timpurile si materialele de electrozi si metodele de imobilizare a MIP pe suprafata WE.
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Revendicari

1. Polimer imprentat molecular pe baza de acid acrilic, obtinut prin polimerizare in
masa, caracterizat prin aceea ca, se polimerizeaza in masa acid acrilic:2-hidroxietil
metacrilat:N-vinil pirolidona:tetraetilen glicol dimetacrilat:peroxid de lauroil:nitrofurantoina intr-
un raport molar de 35:7:70:6:1, prin incalzirea la o temperatura de 75°C, timp de 2 h, urmata
de indepartarea completa a nitrofurantoinei prin folosirea unei extractii conventionale cu un
amestec apa si dimetilformamida intr-un extractor de tip Soxhlet timp de 7 zile, rezultand un
produs cu o capacitate pentru retinerea nitrofurantoinei din solutie de 4-5 umoli/g adsorbant.

2. Utilizarea polimerului obtinut prin procedeul definit in revendicarea 1, pentru
identificarea nitrofurantoinei, fie sub forma unui cartus pentru extractie in faza solida, fie sub
forma unui senzor electrochimic prin depunere pe un electrod de aur.



RO 133210 B1

(51) Int.Cl.
GO1N 30/06 (200601
GO1N 27/02 (200601

/"0
o-—
H
HN /\WI/O\“
O N0 S o
/ NN | 0.
/© ? H‘N~_.[//'° ///Er H
o- o H :
:\ § )Y ~"0 j /O'ZQ,N\N%\ 0 0
o [e] T .H 1, L.
(o} 4 o
HEMA AA
Fig. 1
. Incarcarea
Conditionare Acomodare : Masurarea
carlus [ cartug | :'%a:}:':s;‘::;a ™ ahsorbaniei
5 mlL melanol 5mLHO “de n o eluatului
Fig. 2

10 g g T
Ad RScs  DISED

Ve Stadao B
o lamomenta iweeest 00043 oo
Absorbacts Sope 00380 amne4|




RO 133210 B1

(51) Int.CI.
GO1N 30/06 (200601
GO1N 27/02 (2006:01)

N R
m.l st a5ty b, 12d (]
i . m] . - .. ln.. .... I
8 . T » s "%
E E .s] '.
8 " 8 T o
s v L 2
B l g oo
14 - :
4-
o o e
3] . Nwkamotcln 2 Pevotursntoin
.
i " MP = NP
L5 T T o+ T T T T T
o 5] Fol 2 40 =0 o 10 Fo » a L] 50 n [ 4
Volum (mLj Volum (ml)
Fig. 4
" | SR T ™~ T
BOGO . =1
6000 P —— - E,
4000 - pr— 4I—- o -~
l- t I ' . v - R
1Y * L . iw - - Lt
r ‘- BT . . " e Tet
i:} | é\ ,':. gt fEaEY
f ;
= s U S
[ t
2000 - ————— 1 = | e e e -
4000 - : ¥ - bl
b1 i NN |
0 £000 10000
Z{Q)
Fig. 5

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
Tiparit la Oficiul de Stat pentru Inventii si Marci
sub comanda nr. 138/2022




	Bibliographic Data / Abstract
	Description
	Claims
	Drawings



