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Sazetak

U radu je dan pregled najnovijih spoznaja i trendova iz podrucja
molekulski tiskanih polimera (imprintni polimeri). Prikazani su os-
novni postupci sinteze s posebnim osvrtom na primjenu u podrucju
ekstrakcije na krutoj fazi, razdvajanja enantiomera, u tekucinskoj
kromatografiji visoke djelotvornosti i tankoslojnoj kromatografiji.
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Summary

The paper reviews the current state and trends in molecular im-
printing. The basic methods for the preparation of imprinted
polymers are presented, with particular emphasis on the appli-
cation of the crosslinked imprinted polymers in solid state extraction,
chiral separations, high performance liquid chromatography and
thin layer chromatography.

Uvod / Introduction

Sinteza i primjena polimera u koje se tijekom polimerizacije tiskaju
Supljine Zeljenoga oblika, u posljednje vrijeme ima sve vedi znacaj.
Takvi se polimeri nazivaju molekulski tiskani odnosno imprintni
polimeri (engl. molecular imprinting polymers, MIPs). Prireduju se
putem dva, u osnovi razlicita postupka: kovalentnim i nekova-
lentnim vezanjem molekula. U oba je slucaja funkcionalni mo-
nomer odabran tako da je moguéa meduovisnost funkcionalnih

skupina molekule koja se Zeli utisnuti u polimer, molekula analita
(engl. template molecule), te da polimerizira s molekulom analita.
Kod kovalentnoga postupka molekula je analita kovalentno vezana
s funkcionalnim monomerom. Nakon polimerizacije s visefunkcio-
nalnim monomerom (umrezavalo), molekula analita se kemijski
uklanja iz umrezene polimerne matrice. Kod nekovalentnoga po-
stupka molekula analita se kombinira s funkcionalnim monomerom
koji moze reagirati nekovalentnim interakcijama s molekulom ana-
lita.

Kopolimerizacijom funkcionalnih monomera s molekulom umre-
Zavala nastaje visokoumrezeni kruti polimer. Slijedi postupak ukla-
njanja molekula analita iz polimerne matrice Sto rezultira Sup-
ljinama definiranoga oblika i veli¢ine pogodnih za prepoznavanje
molekula komplementarnih molekulama analita. U literaturi je opi-
san i kombinirani postupak dobivanja imprintnoga polimera. Za
njega je karakteristicno kovalentno vezanje monomera i molekula
analita, dok je proces reverzibilnoga vezanja rezultat nekovalentnih
interakcija, najcesce vodikovih veza.

Postupak molekulskih otisaka omogucuje priredivanje sintetskih
polimera s pove¢anom selektivnosti za odredene molekule. Prvi put
je opisana u podruc¢ju organskih polimera 1972. godine u radovima
Wulffa i Sarhana' te Takagishia i Klotza,? koji su neovisno objavili
sintezu organskih polimera s preferiranom selektivno3¢u za poje-
dine ligande. Postupak se sastojao u polimerizaciji kovalentno
vezanih funkcionalnih monomera s molekulama analita u prisut-
nosti monomera za umrezavanje. Treba spomenuti da je mnogo
ranije, pocetkom 30-ih godina prosloga stoljeca, koncepcijski slican
pristup objavljen u radovima Polyakova i suradnika® koji se odnose
na selektivno vezanje liganda na silikatnoj matrici, a zatim u
radovima Paulinga® vezano za biomolekule. Medutim, mnogo je
godina nakon objavljenih Wulffovih rezultata ucestalost istra-
Zivanja u ovome podrudju bila relativno slaba. Znacajan je napredak
postignut istraZivanjima Mosbacha i suradnika,*® koji su uveli ne-
kovalentni postupak u priredivanju otisaka i tako prosirili podrucje
njihove primjene. Nakon toga su imprintni polimeri postali inte-
resantni, ne samo sa znanstvenoga stajalista, ve¢ i zbog mo-
gucnosti primjene u raznim podrucjima.

Sinteza polimernih imprinta provodi se mehanizmom slobodnih
radikala u masi ili otopini, s azo- ili peroksidnim inicijatorima. U
sintezi se koriste razli¢iti funkcionalni monomeri i analiti, kao i
sredstva za umrezavanje (visefunkcionalni monomeri). Izbor uvjeta
polimerizacije, ukljucujudi i postupak polimerizacije te monomera,
analita i umreZavala, ovisi 0 namjeni polimernoga imprinta.

U relativno kratkome razdoblju od 10-ak godina, molekulski tiskani
polimeri su nasli primjenu u brojnim podru¢jima. Uobicajeno se
njihova primjena svrstava u tri osnovna podrudja: separacijski pro-
cesi, sredstva za oponasanje enzima ili kataliticki aktivni spojevi u
enzimskoj tehnologiji i organskoj sintezi te senzori u kojima po-
limeri zamjenjuju bioloske materijale.

U nastavku su opisane osnove sinteze molekulski tiskanih polimera
mehanizmom slobodnih radikala, postupci sinteze MIP-ova ko-
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valentnim, nekovalentnim i kombiniranim interakcijama (izbor fun-
kcionalnoga monomera, analita, umrezavala, optimiranje
polimerne strukture, ekstrakcija analita), metode karakterizacije
umrezenih MIP-ova, postupci polimerizacije te primjena s poseb-
nim osvrtom na ekstrakciju na krutoj fazi, razdvajanje enantiomera,
u tekucinskoj kromatografiji visoke djelotvornosti (HPLC) i tan-
koslojnoj kromatografiji (TLC).

Sinteza molekulskih imprintnih polimera
mehanizmom slobodnih radikala /

The synthesis of molecularly imprinted
polymers by free-radical polymerization

Polimerni molekulski tiskani materijali opcenito se dobivaju me-
hanizmom slobodnih radikala zbog niza prednosti toga meha-
nizma polimerizacije. Osim manje selektivnosti radikala prema mo-
nomeru u odnosu na ionske inicijatore, na reakciju polimerizacije
neznatno utjece prisutnost kiselina, luzZina ili promjena polarnosti
otapala.” To omogucuje sintezu imprintnih polimera pri bitno
razli¢itim uvjetima. Inicijacija je polimerizacije u pravilu termicka ili
fotokemijska. Polimerizacija se moze provoditi pri razli¢itim tem-
peraturama u svrhu povec¢anja mogucnosti ugradnje razlicitih mo-
lekula analita, npr. termicki nestabilnih ili slabo topljivih. Nadalje,
ovaj mehanizam omoguduje izbor optimalnih uvjeta za medu-
djelovanje funkcionalnih vinilnih monomera i molekula analita prije
nego li proces polimerizacije uznapreduje."" Za inicijaciju poli-
merizacije u praksi se najvise koriste azo- i peroksidni inicijatori
zbog pogodnoga vremena poluraspada pri uvjetima pogodnima za
sintezu molekulskih imprinta. Najces¢e upotrebljavani azoinicijator
je 2,2'-azobisizobutironitril (AIBN), a peroksidni, dibenzoil peroksid
(BZzoz).

Za reakcije inicijacije, propagacije i terminacije u sintezi imprinta
mehanizmom radikalne polimerizacije vrijede opca pravila i os-
novne jednadzbe izvedene za proces radikalne polimerizacije. Pre-
ma tome, i odstupanja od osnovnih jednadzbi uzrokovana spo-
rednim reakcijama, kao $to je npr. prijenos lancane reakcije na
monomer, inicijator, otapalo, polimer ili analit. Posljednji oblik
prijenosa posebno je interesantan za polimerne imprinte. Naime,
neki analiti nisu pogodni za reakciju prijenosa radikala jer su sami
po sebi monomeri ili mogu prenositi slobodne radikale na inicijator
odnosno na rastuci polimer. Zbog toga se prije same polimerizacije
provode modelne reakcije kako bi se utvrdio spomenuti utjecaj.

Molekulski tiskani polimeri s kovalentnim ili
stehiometrijskim nekovalentnim interakcijama /
Molecularly imprinted polymers with covalent
or stoichiometric noncovalent interactions

Dobivanje organskih imprintnih polimera kovalentnim interakci-
jama prvi je put objavljeno u radovima Wulffa i suradnika.’'?'?
Pocetna je ideja bila prirediti polimere sa specificnim Supljinama
definiranoga oblika i strukturne sredenosti funkcionalnih skupina.
Postupak se sastoji u interakciji funkcionalnih monomera s mo-
lekulama analita kovalentnim vezama. Kopolimerizacijom kom-
pleksa monomer-analit s visefunkcionalnim monomerom, u po-
godnome otapalu mehanizmom slobodnih radikala, nastaju kruti
visokoumrezeni kopolimeri. Uklanjanjem molekula analita (obi¢no
ekstrakcijom ili hidrolizom) iz umrezene se matrice dobije imprintni
polimer koji sadrzi Supljine sa specificno orijentiranim funkcio-
nalnim skupinama (mjesta prepoznavanja). Na taj je nacin dobiven
sustav koji s velikom selektivnos¢u moze prepoznati molekule kom-
plementarne molekulama analita. Mehanizam nastajanja kalupnih
Supljina prema Wulffu' ilustriran je na slici 1.
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SLIKA 1. Prikaz tiskanja specifi¢nih Supljina u umrezenome ko-
polimeru s analitom (T) koji ima tri razli¢ite skupine za vezanje'

FIGURE 1. Representation of the imprinting of specific cavities in a
crosslinked copolymer by a template (T) with three different bin-
ding groups'*

Optimiranje strukture molekulski tiskanih
polimera / The optimisation of the molecularly
imprinted polymer structure

Za sintezu molekulskih imprintnih polimera optimalnih svojstava
potrebna je uskladenost svojstava krutosti i fleksibilnosti polimernih
lanaca. Krutost osigurava ocuvanje zeljene strukture molekulskih
supljina nakon uklanjanja molekula analita, dok je odredena fle-
ksibilnost lanaca potrebna kako bi se postigla brza ravnoteza u
oslobadanju i ponovnome vezanju molekula analita u kalupnim
supljinama. Pritom treba posti¢i Sto bolju pristupac¢nost mole-
kulskih Supljina, kao i dobra mehanicka i termicka svojstva poli-
mera. Opcenito, u sintezi imprinta treba postici ravnotezu izmedu
selektivnosti i kinetickih parametara. Istrazivanje utjecaja otapala
pokazalo je da izbor porogenoga otapala utje¢e na strukturu i
svojstva polimera. Istodobno je utjecaj na selektivnost nezna
tan. 1516

Svojstva molekulskih imprinta ovise i o reakcijama mjesta pre-
poznavanja.'”'®'? Taj je utjecaj izraZen u procesu polimerizacije pri
uklanjanju molekula analita i ponovnoj ugradnji u molekulske Su-
pljine. Ukratko se moZe opisati na sljedeci nacin: u polimerizaciji su
pozeljne stehiometrijske reakcije funkcionalnoga monomera i mo-
lekula analita; kompleks analit-funkcionalni monomer treba biti
stabilan za vrijeme polimerizacije; orijentacija veze treba biti stalna
odnosno reakcija treba biti termodinamicki i kineticki stabilna.
Uklanjanje analita treba provesti pri blagim uvjetima i $to pot-
punije. Kod reverzibilnoga vezanja analita reakcije trebaju biti brze,
a ravnoteza reakcije optimalna kako bi se mogla jednostavno
pomicati u bilo kojemu smjeru; reverzibilno vezanje treba biti Sto
selektivnije, a reakcije aktivnih skupina trebaju biti fiksne. Interakcije
mogu biti kovalentne ili nekovalentne. Kod kovalentnih ili ste-
hiometrijskih nekovalentnih interakcija funkcionalne skupine su
stabilizirane za vrijeme polimerizacije, nakon cega su uklopljene
iskljucivo u tiskanim Supljinama polimera. Kovalentne interakcije su
posebno pogodne kada se veliki postotak analita moze ukloniti iz
polimera i interakcije sa supstratima jako ubrzati katalizom. Re-
akcije vezanja koordinacijom metala mogu se u osnovi promatrati
kao specifican tip kovalentnih interakcija. Kod stehiometrijskih ne-
kovalentnih interakcija potreban je veliki suvisak monomernih fun-
kcionalnih skupina u polimerizaciji da bi doslo do potpunoga
kompleksiranja molekula analita. Na taj je nacin veéina aktivnih
skupina statisticki inkorporirana u polimer. Prema Sellergrenu®
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samo 15 % Supljina uklopljenih u polimer moze ponovno preuzeti
molekule analita. Preostalih 85 % je ireverzibilno izgubljeno za
separaciju. Moguci razlog tomu je skupljanje vecine Supljina. Na-
suprot tomu u stehiometrijskim interakcijama uklanjanje analita
obi¢no dovodi do bubrenja Supljina, $to omogucuje ponovno pre-
uzimanje 90 - 95 % molekula analita.”” Ponovnim aktiviranjem Sup-
line zauzmu pocetni obujam. Dakle, molekulski imprinti koji se
prireduju nestehiometrijskim nekovalentnim interakcijama, opce-
nito nisu pogodni za preparativna odjeljivanja. S druge strane,
analiti se lako ekstrahiraju, a reverzibilne su reakcije sa supstratom u
principu brze. Struktura molekula analita i podrudje primjene odre-
duju koji je tip interakcija najpogodniji za pojedini slucaj. Tako npr.
u proizvodnji kromatografskih materijala za analiticke svrhe pred-
nost imaju jednostavne nekovalentne interakcije. Na taj se nacin
materijali dobivaju lakse i visak mjesta prepoznavanja nema odlu-
Cujucu ulogu u razdvajanju. U sintezi katalizatora imaju prednost
kovalentne i stehiometrijske nekovalentne interakcije, jer veliku
vaznost ima polozaj te orijentacija mjesta prepoznavanja i ka-
taliticki aktivnih skupina u molekulskim 3upljinama. Detaljna su
istrazivanja pokazala da selektivnost u razdvajanju enantiomera u
kromatografskoj analizi ovisi o rasporedu funkcionalnih skupina i
obliku kalupnih upljina.?%?? Ipak, dominantan je utjecaj rasporeda
funkcionalnih skupina.?® 2'

Monomeri za umrezavanje / The
crosslinking monomers

U sintezi tiskanih polimera koristi se velik broj bifunkcionalnih
monomera, npr.: N,N’-metilendiakrilamid,?* N,N’-diakriloil-1,4-di-
aminobenzen,?® etilenglikoldimetakrilat (EDMA),** divinilbenzen
(DVB),?* trimetilolpropan trimetakrilat (TRIM),? pentaeritritol tria-
krilat (PETRA),?® diakrilamidi i dimetakrilamidi,?> % te N,O-diakri-
loilfenilalaninol.?” U praksi se naj¢e3¢e koriste EDMA i DVB.

U istrazivanjima Wulffa i suradnika®* usporedeni su rezultati sinteze
imprinta na osnovi stirena i metakrilata. Smole priredene s DVB-om
u kromatografiji su manje selektivne i termicki stabilne u usporedbi
s onima na osnovi metakrilata. Zamjenom DVB-a s meta-di-izopro-
pilbenzenom postizu se odredena pobolj$anja u tom smislu.?® 2
Slabija svojstva polimera s DVB-om pripisuju se slabijoj solvataciji u
vecini standardnih otapala koja se koriste u kromatografiji.? Ti su
polimeri, osim toga, krudi $to se odrazava na slabijemu bubrenju u
usporedbi sa smolama istoga tipa dobivenim s EDMA.**

U sintezi imprinta na osnovi metakrilata, kao sredstvo za umre-
Zavanje najcesce se primjenjuje EDMA. Razlog je tomu $to su mate-
rijali na osnovi EDMA mehanicki i termicki stabilni, imaju dobru
sposobnost solvatacije u vedini medija i brzi prijenos topline uz do-
bra svojstva prepoznavanja razlicitih analita. EDMA ima prednost i
zbog toga Sto zadrzava selektivnost u duljem razdoblju i pri
povisenoj temperaturi, sto je dokazano primjenom u HPLC-u. lzu-
zetak su trimetakrilatni monomeri, kao $to je TRIM, koji pokazuje
bolja svojstva prepoznavanja u slucaju peptidnih analita.*® Mono-
meri za umrezavanje na osnovi amida takoder su interesantni u sin-
tezi imprinta zbog polarnosti koja je slicna polarnosti proteina, u
odnosu na manje polarne metakrilate i smole na osnovi stirena.?®

Krivulje na slici 2 ilustriraju selektivnost polimera u ovisnosti o vrsti i
kolicini sredstva za umrezivanje: EDMA, DVB-a i tetraetilen metakri-
lata."”

Ekstrakcija analita / Extraction of template

Pri sintezi molekulskih imprinta nakon polimerizacije se uklanja
analit (obi¢no ekstrakcijom ili hidrolizom), u svrhu dobivanja mo-
lekulski tiskanih Supljina. Medutim, potpuno uklanjanje molekula
analita koje je za odredene primjene vazno, u praksi je vrlo kom-
pleksno. U svrhu potpunoga uklanjanja analita pristupa se visestru-
kome ispiranju, iako se ni tada cesto ne postize Zeljeni efekt.?’

Primjenjuje se i postupak termickoga tretiranja materijala® #> 3 ili se

koriste analiti sli¢ni ugradenome analitu.?' Termi¢kim postupkom
moze se samo djelomi¢no smanijiti koli¢cina ugradenoga analita u
umrezenoj matrici kod imprintnih polimera postojanih pri visokim
temperaturama, ali se time moZze utjecati na svojstva polimera kao
posljedica djelomicne razgradnje. U nedavno objavljenome radu
Ellwanger i suradnici®* navode da se postupkom dodatnoga ispi-
ranja sadrzaj analita u polimernim imprintima moZze reducirati u
tolikoj mjeri da ih je moguce koristiti u analizi tragova odredene
tvari. Postupak se sastoji u uporabi otapala koja solvatiraju linearne
homopolimere i njihove monomere. Pri tome je vazan odnos poro-
gena i otapala za ekstrakciju. Ipak, istice se potreba za daljnjim
istrazivanjima nacina za povecanje djelotvornosti uklanjanja mole-
kula analita. Zaostajanje odredene koli¢ine analita u polimernim
imprintima kod primjene u podrucju katalizatora ili u prepara-
tivnome odjeljivanju, ne mora utjecati na rezultat.
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SLIKA 2. Selektivnost polimera u ovisnosti o vrsti i kolicini (X) sred-
stva za umrezavanje: a) etilen-glikol dimetakrilat; b) tetrametilen
dimetakrilat i ¢) divinilbenzen

FIGURE 2. Selectivity of polymers as a function of the type and
amount (X) of the crosslinking agent: a) ethylene-glycol dime-
thacrylate; b) tetramethylene dimethacrylate and c) divinylbenzene

Medutim, u kromatografiji prilikom odjeljivanja malih kolic¢ina
analita moze dovesti do pogresnih zakljucaka. Zato je vazno znati
na koji je nacin analit uklopljen u umrezenu polimernu matricu.
Postoji nekoliko pristupa spomenutoj analizi. Jedna je pretpostavka
da neki analiti reagiraju sa slobodnim radikalima i tako se
kovalentno uklapaju u polimernu matricu. Dolazi li do takve reakcije
utvrduje se provodenjem modelne reakcije izmedu analita,
inicijatora i male koli¢ine vinilnoga monomera. Kod spomenutoga
mehanizma ne dolazi do cijepanja jer je analit kovalentno vezan na
polimer. Medutim, cijepanje je moguce kad je analit fizikalno
uklopljen u gusto umrezeno podrucje nukleusa. Naime, u procesu
bubrenja i skupljanja polimera moze do¢i do postepenoga
otpustanja te frakcije. Pretpostavlja se takoder da neekstrahirani
analit moZe inicirati nastajanje nakupina analita.®® Bududi se
svojstva solvatacije medija mijenjaju tijekom polimerizacije, analit
moze inicirati nastajanje nakupina koje reagiraju kao stvarni
imprinti. Taj mehanizam moze sudjelovati u prepoznavanju, sto je
primije¢eno u nekim sustavima. S prakticnoga motrista vrlo je
vazno odrediti stupanj ekstrakcije i identificirati uklonjeni analit.
lzdvojena se koli¢ina analita odreduju iz kolicine analita u
ekstraktima ili iz koli¢ine analita u polimeru.>*® U tu se svrhu
najcesce primjenjuju sljede¢e metode: nuklearna magnetska
rezonancija (*HNMR), HPLC, plinska kromatografija (GC) i ele-
mentarna analiza. Potenciometrijskom pH-titracijom funkcionalnih
skupina u umrezenome materijalu dobiju se informacije o
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njihovome okruzenju i pristupacnosti. Odredivanje polozaja mjesta
prepoznavanja u polimeru sadrzaj je mnogih istraZivanja koja su
provedena u toku kromatografskih i strukturnih ispitivanja mo-
lekulskih imprinta, a bitno je i u analizi ostatka analita u matrici.

Proces povratne ugradnje analita prati se spektrometrijskim me-
todama, kvantitativnim odredivanjem vezanja u jednoj i dvije tocke.
Pretpostavka je da mjesta koja su dobro definirana omogucuju
vezanje u dvije tocke, dok ¢e analiti vezani na slabo definirana
mjesta biti uglavnom vezani u jednoj tocki.

U nedavno objavljenome radu A. Erceg Kuzmic i dr. prikazan je novi
pristup dobivanju tiskanih polimera termickom razgradnjom. U
tom postupku nije potrebno provoditi ekstrakciju analita.?’

Postupci karakterizacije umrezenih vinilnih
polimera i molekulskih imprinta /
Characterisation techniques for crosslinked
vinyl polymers and molecularly imprinted
polymers

U praksi se koriste brojni postupci i metode za odredivanje svoj-
stava umrezenih polimera u procesu sinteze, analizi gotovoga
proizvoda te s primjenskoga gledista, u ispitivanju strukture i mor-
fologije materijala. U sintezi se zapocinje s pracenjem kinetike
polimerizacije, zatim konverzijom monomera u polimer, sastavom
umrezenoga kopolimera, elementarnom analizom te NMR-om.
Kemijske informacije o strukturi dobivaju se potenciometrijskom
pH-titracijom karboksilnih skupina, FTIR-om, "*C-NMR-om za kru-
tine, a u slucaju netopljivih polimera i fluorescencijskom probom.
Za konformacijske prijelaze najinteresantnije su termicke metode,
termogravimetrijska analiza (TGA) i diferencijalna pretrazna kalo-
rimetrija (DSC). Poroznost povrsine i grada odreduju se poro-
zimetrijom, mikroskopijom i bubrenjem. Za odredivanje strukture je
interesantna i tehnika difrakcije rendgenskih zraka.

Molekulski imprinti na osnovi kovalentnih
interakcija / Molecular imprinting with
covalent interactions

Postupak sinteze tiskanih polimera kovalentnim vezanjem molekula
funkcionalnih monomera s molekulama analita primjenjuje se u
sintezi polimera selektivnih za brojne spojeve, kao npr. Secere i
derivate,?” 2" 3 amino kiseline i derivate,®® *° glicerinsku kiselinu i
derivate,”’ mandeli¢nu kiselinu,** ** aromatske diketone, dialde-
hide,** transferin i dr.*®

Veliku skupinu molekulski tiskanih polimera koji se sintetiziraju
kovalentnim interakcijama cine imprinti na osnovi borne kiseline i
Schiffovih baza. Poznato je da se polimeri 4-vinilfenilborne kiseline
komercijalno koriste kao kemoselektivne kromatografske stacio-
narne faze za spojeve koji sadrze diole u luznatim vodenim oto-
pinama. Funkcionalni monomeri s aktivnim mjestima na toj osnovi
mogu se na slican nacin koristiti u sintezi molekulskih imprinta, pri
¢emu nastaju relativno stabilni trigonalni borni esteri s analitima
koji sadrze diole. U praksi se koriste brojni imprinti s mjestima za
prepoznavanje koja sadrze bornu kiselinu. Najcesce se koriste ana-
liti s diolnim skupinama. Imprintni polimeri vece selektivnosti do-
biveni su kad su dva centra prepoznavanja borne kiseline vezana na
analite. Nedavno je s imprintnim polimerima na toj osnovi pro-
vedeno razdvajanje slobodnih Secera fruktoze, manoze i galaktoze.
Na taj su nacin prvi put razdvojeni racemati Secera bez prethodne
obradbe.?% 2" * g-hidroksidne karboksilne kiseline, kao npr. man-
deli¢na kiselina, takoder se vezu na borne kiseline, a imprintni
polimeri na toj osnovi imaju veliki afinitet za razdvajanje racemata
mandeli¢ne kiseline.* 3
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Aktivna mjesta borne kiseline mogu se koristiti u kombinaciji s
drugim kovalentnim ili nekovalentnim interakcijama. Tako se npr.
derivati glicerinske kiseline mogu vezati kao esteri borne kiseline s
drugim monomerima, dodatnim elektrostatskim, hidrofobnim, vo-
dikovim vezama ili reakcijama prijenosa naboja.*' Shinkai i su-
radnici*® uspjeli su vezati reaktivni borni ester disaharida na povr-
sinu (60)-fulerena i tako dobiti topljive (60)-fulerene s dvije borne
kiseline na definiranoj udaljenosti za selektivno vezanje saharida.

Provedena su i intenzivna ispitivanja mogucnosti primjene Schi-
ffovih baza u sintezi molekulskim imprintima na osnovi kovalentnih
veza. U osnovi su pogodne za imprinte jer je ravnoteza reakcije
pomaknuta u smjeru nastajanja imino veze. Brzina vezanja, kao i
pucanja veze, Cesto je mala za djelotvornu primjenu u kroma-
tografiji,'® ali se moze povecati uporabom pogodnih intramole-
kulskih susjednih veza.'® *” Uporaba Schiffovih baza omogucuje da
mjesto vezanja bude amin, odnosno aldehid. Tako se imprinti s
mjestima vezanja na osnovi aldehida uspjesno primjenjuju za pre-
poznavanje derivata amino kiselina.>*“° Primjena Schiffovih baza
ipak najcesce ukljucuje aktivne skupine na osnovi amina te vezanje
analita u dvije tocke. Dodatkom bisaldehida razli¢ite strukture dvije
amino skupine mogu se uvesti u mikrosupljine razli¢itoga oblika.
Na taj je nacin postignuta izvrsna selektivnost u prepoznavanju
analita.**

Kovalentno vezanje u procesu nastajanja
imprinta i nekovalentno vezanje u ravnotezi /
Covalent binding during imprinting and
non-covalent binding during equilibration

Kovalentne i nekovalentne interakcije imaju prednosti i nedostatke
s motrista sinteze i primjene molekulskih imprinta. Stoga su istra-
Zivacki napori usmjereni na ispitivanje mogucnosti da se svojstva tih
interakcija kombiniraju u sintezi imprinta, odnosno da se prirede
imprinti kovalentnim vezanjem, a zatim se ravnoteza uspostavlja
nekovalentnim interakcijama. Zanimljivo, taj je princip bio pri-
mijenjen i u prvome primjeru sinteze organskih tiskanih polime-
ra.’”>"* S vremenom su dobivene prakti¢ne potvrde moguénosti
uporabe toga principa. Za ilustraciju se navodi primjer D-glicerinske
kiseline vezane na karboksilnu skupinu amidnom vezom, a na
diolnu skupinu bornim esterom.'? '3 %% Nakon polimerizacije i
uklanjanja analita, povratno se vezanje odvija preko esterske veze te
jednostavnim elektrostatskim privlacenjem izmedu kiseline i fun-
kcionalne skupine amina. Na slican je nacin analit koji sadrzi alko-
holnu skupinu vezan kao ester. Uklanjanjem analita u Supljinama
ostaju karboksilne skupine koje mogu tvoriti vodikove veze s al-
koholnim analitom ili ionski reagirati sa supstratom koji sadrzi
amin.*® Nedostatak ovoga pristupa je stabilnost kovalentne veze,
zbog Cega je postotak cijepanja mali, oko 20 %.

Nesto drugadiju sliku navedene metode dao je Whitcombe.*® Nje-
govi su suradnici koristili karbonatne estere koji zbog lakse hidrolize
daju hidroksilnu skupinu koja veze analit vodikovim vezama. Ovaj
princip omogucuje dobivanje kataliticki aktivnih imprintnih poli-
mera. U ovome se slucaju koristi prednost kovalentnih imprinta da
se u svaku Supljinu utisnu dvije amino skupine na to¢no definirana
mjesta, koje zatim uzajamno djeluju u katalitickome procesu ne-
kovalentnim interakcijama.

Nekovalentni pristup sintezi molekulskih
imprintnih polimera / The non-covalent
approach to molecular imprinting

Kao Sto je navedeno, molekulski imprintni polimeri razlikuju se
nacinom vezanja analita s funkcionalnim monomerom, a zatim i
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mjestima prepoznavanja u polimernoj matrici. Tako analit moze biti
vezan i nakon toga prepoznat bilo kojom kombinacijom ko-
valentnih veza koje se mogu cijepati, koordinacijom metalnim
ionima ili nekovalentnim vezama, odnosno kombinacijom kova-
lentnih i nekovalentnih veza. Nakon Wulffovih radova®'*'” na
sintezi organskih molekulskih imprinta koji su dobiveni kovalentnim
vezanjem monomera i analita te polimera i analita, Mosbach je sa
suradnicima™ & * > uveo postupak dobivanja molekulskih imprinta
nekovalentnim interakcijama. Postupak se sastoji u kompleksiranju
analita s funkcionalnim monomerima prije polimerizacije. Slijedi
kopolimerizacija mehanizmom slobodnih radikala s monomerima
za umrezavanje, a zatim ekstrakcija analita i reverzibilno vezanje
nekovalentnim vezama. lako sinteza imprinta na ovaj nacin nije
tehnicki jednostavna, pogodna je za stabilizaciju pojedinacnih sla-
bih nekovalentnih interakcija izmedu analita i funkcionalnih mo-
nomera. Stabilizacija rezultira uklapanjem funkcionalnih skupina u
mjesta vezanja analita. Vecina se MIP-a sintetizira polimerizacijom
funkcionalnih monomera (vinilni, akrilni, metakrilni) mehanizmom
slobodnih radikala s visefunkcionalnim monomerom u suvisku,
istoga tipa, Sto rezultira poroznim organskim umrezenim ma-
terijalima. Prednost ovih polimerizacija je nastajanje polimera u
visokom iskoristenju u razli¢itim otapalima i pri razlicitim tem-
peraturama. Prvi primjeri nekovalentnih interakcija u sintezi im-
printa su utiskivanje razlic¢itih boja i alkaloida u poliakrilamidne
gelove. Vecu su djelotvornost pokazali nekovalentni imprinti na
osnovi akrilne (AA) i metakrilne kiseline (MAA) s EDMA. Derivati
enantiomera amino kiselina nasli su primjenu kao analiti u sintezi
imprintnih stacionarnih faza za kiralna odjeljivanja, ali se opcenito
mogu primijeniti za izdvajanje analita koji stvaraju vodikove veze ili
elektrostaticke interakcije s metil-metakrilatom (MMA).% *2

lako je nekovalentni pristup u sintezi imprintnih polimera prosirio
njihovu primjenu, treba napomenuti da iz vise razloga postoje
odredena ogranicenja u sintezi. Naime, analit treba biti dostupan u
preparativnim koli¢inama, treba biti topljiv u smjesi monomera,
dakle stabilan i interaktivan u procesu polimerizacije. Nadalje,
otapalo treba odabrati ovisno o stabilnosti kompleksa mono-
mer-analita i povec¢anja porozne strukture potrebne za brzu ki-
netiku u interakciji analita s molekulskim Supljinama.

Cimbenici koji odreduju svojstva prepoznavanja molekulskih im-
printnih polimera. Cimbenici koji odreduju svojstva prepoznavanja
svode se na sljedece ¢imbenike: izbor funkcionalnoga monomera,
stabiliziranje kompleksa monomer-analita, oblik i veli¢inu analita te
konformacijske krutosti kompleksa monomer-analit. Prije pocetka
polimerizacije vazno je imati u vidu afinitet funkcionalnoga mo-
nomera prema analitu, jer struktura nastalih kompleksa primarno
definira mjesta vezanja. Stabiliziranjem monomer-analitnoga kom-
pleksa moguce je povecati broj mjesta vezanja. Ujedno, broj ne-
specificnih mjesta vezanja bit ¢e minimalan, jer je smanjen broj
slobodnih, nepovezanih funkcionalnih monomera (slika 3).

Izbor funkcionalnoga monomera. Veliku primjenu ima metakrilna
kiselina zbog sposobnosti karboksilne skupine da stvara vodikove
veze, odnosno donor je protona i akceptor vodikove veze. U
neprotonskim otapalima, kao $to su acetonitril, karboksilne kiseline
i amino baze, nastaju kompleksi povezani vodikovim vezama, cija
Cvrstoca za odredenu kiselinu raste s jakosti luzine. Tako su, analiti
koji sadrze Bronstedove baze ili funkcionalne skupine koje mogu
tvoriti vodikove veze, potencijalno pogodni analiti za sustav
MAA/EDMA.° Nadalje, stabilnije ciklitke vodikove veze mogu na-
stati s analitima koji sadrze kiselinu,®® amid®* ili funkcionalne du-
Sikove heterocikle.® Za prepolimerizacijske komplekse elektrostat-
ske su interakcije osjetljive na polarna protonska otapala. Izutetak
su kompleksi koji nastaju izmedu karboksilnih kiselina i guanidina ili
amidina.® U tom slu¢aju nastaju ciklicki ionski parovi povezani
vodikovom vezom, velike stabilnostne konstante. To omogucuje da
se amidini, kao $to je pentamidin, mogu tiskati u smjesi porogena

izopropanol-voda, $to rezultira polimerom koji Cvrsto veze pen-
tamidin u otapalima koja sadrze vodu.®

Izbor funkcionalnoga monomera

N

Stabiliziranje veze kompleksa monomer-analita
Lo L u.Jd
L R
= -t cl.
Dimanzije | oblik analita

= = [ -

Konformacijska krutost kompleksa monomer-analita

VEa s

SLIKA 3. Cimbenici koji odreduju svojstva prepoznavanja mole-
kulskih imprinta s obzirom na monomer-analitne komplekse

FIGURE 3. Factors affecting the recognition properties of MIP
related to the monomer-template assemblies

I u slu¢aju monomera MAA koji ima Siroku primjenu potreban je
veliki suvisak monomera kako bi se postigla odgovarajuca se-
lektivnost, a i tada samo u otapalima male do srednje polarnosti i
jakosti vodikovih veza.>” U stvari, u takvim se primjerima optimalno
otapalo za prepoznavanje analita koristi kao diluent.®® Ti polimeri
imaju memoriju za diluent kao i za analit. Visak funkcionalnoga
monomera utjece na djelomi¢nu neasociranost s funkcionalnim
supljinama.

Komplementarnost funkcionalnih skupina analita i monomera je
osnova za izbor funkcionalnoga monomera. U tom se kontekstu
koristi veliki broj lako dostupnih monomera. Tako npr. za analite
koji sadrze kiselinske skupine, osnovni su funkcionalni monomeri
luznati monomeri na osnovi 2- ili 4-vinilpiridina (VPy). Posebno su
pogodni za tiskanje analita kao $to su karboksilne kiseline, pri cemu
se dobivaju materijali koji su selektivnos¢u usporedivi s polimerima
na osnovi MAA.>® Nedostatak im je podloZnost oksidacijskoj raz-
gradnji i zahtijevaju posebno rukovanje. Kombinacijom dva ili vise
funkcionalnih monomera cesto se dobiju polimeri boljih svojstava
prepoznavanja u odnosu na ista svojstva za odgovarajuce ko-
polimere.*® ¢ Ti su sustavi posebno kompleksni kad monomeri ¢ine
par donor-akceptor, jer asocijacije monomer-monomer konkuriraju
asocijacijama analit-monomera kad nijedan od monomera pre-
ferirano ne veze analit.

Akrilatni i vinilni funkcionalni monomeri su osnova u sintezi im-
printa od pocetka razvoja ovoga podrucja. Medutim, u posljednje
vrijeme sve se vise istrazuje primjena polifenola i poliuretana koji su
pogodniji za neke primjene ili se jednostavnije prireduju. Vazan
nedostatak im je suZen izbor monomera.®'

Utjecaj broja interakcijskih mjesta analita. Analiti koji imaju vise
slobodnih aktivnih skupina za interakcije s funkcionalnim mono-
merima lakse stvaraju mjesta prepoznavanja vece specifi¢nosti i
afiniteta prema analitu."”” Primjer takvoga ucinka primjecen je u
ispitivanjima molekulskoga tiskanja enantiomernih derivata fenila-
lanina.®? Polazedi od etil-estera L-fenilalanina kao analita, inter-
akcije s karboksilnim kiselinama u acetonitrilu mogu se odvijati
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preko ionskoga para amonij-karboksilata ili slabe vodikove veze
ester-karboksilna kiseline. Zamjenom esterske skupine s amidnom
koja tvori jace vodikove veze, ili uvodenjem aromatskih amino
skupina koje reagiraju s preostalim karboksilnim skupinama, po-
vecava se selektivnost enantiomera. Sli¢no je opazeno i za druge
imprintne sustave.

Novija istrazivanja na karakterizaciji interakcijskih mjesta dovela su
do preciznijih spoznaja o njihovoj raspodjeli.®* Novi pristup mo-
deliranju nekovalentnih imprintnih polimera s gledista promjene
koncentracije analita na svojstva vezanja prikazan je u radu Kima i
Spivaka.®?

Termodinamicka razmatranja. Vazan dio procesa optimiranja svoj-
stava imprintnih polimera je stabilizacija kompleksa monomer-ana-
lita s termodinamickoga stajalista. Entalpijski i entropijski doprinos
u asocijaciji odrediti ¢e kako ¢e se kompleks ponasati s promjenom
temperature polimerizacije, dok promjena slobodnoga obujma
interakcije odreduje kako c¢e se kompleks ponasati s promjenom
tlaka polimerizacije. Napokon, reakcija otapala s monomer-ana-
litnim kompleksom, u odnosu na slobodne komponente, ukazuje
koliko ona stabilizira komplekse u otopini. Svaki sustav zahtijeva
individualni pristup optimiranju. Druga mogucnost je jednostavno
povecati koncentraciju monomera ili analita. U prvome slucaju, uz
pretpostavku konstantnoga omjera monomer/otapalo, nominalni
stupanj umreZenja ¢e opadati, dok ¢e potencijalni broj neselek-
tivnih aktivnih mjesta rasti. U drugome slucaju, integritet ¢e mjesta
prepoznavanja biti nepotpun.®*

Koncentracija funkcionalnoga monomera i analita. Poznavanje
konstanti asocijacije izmedu monomera i analita u otopini koristi se
za predvidanje pogodnih pocetnih koncentracija, kako bi se dobilo
sto vise aktivnih mjesta prepoznavanja visokoga afiniteta. Svojstva
molekulskih imprintnih polimera ovise i o sastavu smjese mo-
nomera i analita,® $to je karakteristi¢no i za kovalentno vezanje.

Utjecaj oblika analita. Sam oblik analita moZe biti dovoljan za
ostvarenje potrebnih sterickih utjecaja za prepoznavanje moleku-
la.?? Tako npr. aktivna mjesta koja sadrze diole za aril-1,3-diketone,
s razli¢itim arilnim skupinama, posjeduju memoriju za odredenu
arilnu skupinu. Postoje i brojni drugi primjeri utjecaja oblika na
svojstva prepoznavanja molekulskih imprinta.®®

Utjecaj krutosti kompleksa monomer-analita. Sto je bolje definirana
konformacija monomera i analita, manji je broj stabilnih kon-
formacijskih izomera koji mogu biti utisnuti, kao $to ¢e biti i vise
utvrdenih polozaja za prepoznavanje.’ Povratno vezanje ce se
odvijati bez velikih gubitaka rotacijske entropije, sto dodatno pove-
¢ava jakost veze.% Treba naglasiti, da su neki od najdjelotvornijih
imprinta tiskani s krutim analitima, kao $to su dusikovi heterocikli.*®

Utjecaj naknadne obradbe polimernih imprinta
na afinitet, selektivnost i svojstva prijenosa
mase / Post-treatment affecting affinity,
selectivity and mass transfer properties

| pored toga $to se postupkom molekulskih imprinta mogu dobiti
materijali velikoga afiniteta i selektivnosti za odredene analite,
postoji niz ogranicenja za primjenu tih materijala u praksi. Osnovna
su: heterogenost mjesta prepoznavanja, izrazeno nespecifi¢no ve-
zanje, spor prijenos mase, gubitak analita, mali kapacitet uzorka za
utiskivanje, nepraktican postupak dobivanja, slabo prepoznavanje
u vodenim sustavima, bubrenje i skupljanje (na Sto se moze utjecati
promjenom otapala), nemogucnost prepoznavanja velikoga broja
vaznih skupina spojeva te potrebne preparativne kolicine analita.
Sve to ovisi 0 nizu ¢imbenika u sintezi imprinta o ¢emu je vec bilo
govora, ali i obradbi gotovoga proizvoda. Posljednje se odnosi na
modificiranje raspodjele mjesta prepoznavanja fizikalnim ili ke-
mijskim metodama. Istrazivanja su pokazala da se naknadnom

KATEGORIZIRANI RADOVI

obradbom imprinta moZe utjecati na afinitet, selektivnost i svojstva
prijenosa mase. Na primjeru L-fenilalanin anilida, (L-PA), imprint
polimera pokazano je da se selektivnost, kineticka svojstva i ka-
pacitet stacionarne faze u kromatografiji mogu povecati naknad-
nom termickom obradom.®®® Na istome je primjeru ilustrirana
naknadna obradba imprintnoga polimera esterifikacijom, prirede-
noga polimerizacijom u acetonitrilu i odgovaraju¢ega modelnoga
polimera, tretiranih s diazometanom, sto dovodi do esterifikacije
karboksilnih skupina. Modifikacija je pracena ispitivanjem stupnja
bubrenja, ispitivanjem topljivosti u nizu otapala, na osnovi spektara
FTIR-a, termograma DSC-a i TGA te primjene u kromatografiji.
Primjeceno je nesto slabije bubrenje i upijanje otapala. Najizrazenije
je bilo veliko smanjenje faktora enantiometrijske separacije nakon
obradbe polimera.

U drugome eksperimentu na prethodno opisanome polimeru,
L-PA.? provedena je hidroliza. Tim je postupkom povecan stupanj
bubrenja uz oslobadanje MAA, vjerojatno zbog hidrolize veza
metakrilatnoga estera iz bocnih skupina ili iz preostaloga EDMA.
Ova obradba rezultirala je djelomi¢nim gubitkom selektivnosti i
mjesta vezanja. Porast stupnja bubrenja pripisuje se hidrolizi veza
umrezavanja, $to takoder moZze objasniti djelomic¢an gubitak selek-
tivnosti imprintnoga polimera.

Utjecaj medija na reverzibilnost vezanja /
Medium dependence on the rebinding to MIPs

Reverzibilnost vezanja kod molekulski tiskanih polimera jako ovisi o
mediju. Za predvidanje optimalnih svojstava medija treba imati u
vidu ¢imbenike koji se odnose na strukturu analita, kao i na struk-
turu i morfologiju polimera. Na osnovi objavljenih podataka mogu
se izvesti neka opca pravila. Tako npr. u postupku oblikovanja
imprinta na osnovi MAA kao funkcionalnoga monomera, na mo-
lekulsko prepoznavanje moze se utjecati vodikovim vezama, iz-
mjenom iona i/ili hidrofobnim efektom, ovisno o analitu i mediju.

Polimerizacijski postupci dobivanja tiskanoga
zrnja / Polymerization techniques for the
formation of imprinted beads

Vecina se istrazivanja u podrudju imprintnih polimera odnosi na
proucavanje mehanizma dobivanja imprinta kovalentnim, neko-
valentnim ili kombiniranim interakcijama. Problemu postupaka pri-
redivanja imprinta s prakticnoga stajalista ne pridaje se dovoljna
paznja. Vecina se takvih radova odnosi na dobivanje blokova po-
limernih imprinta u odredenim kalupima, u pravilu u staklenim
cijevima. Slijedi usitnjavanje i prosijavanje, ru¢no ili mehanicko,
prije odgovarajuce uporabe. Opisani postupak nije pogodan u
proizvodnji vecih koli¢ina polimernoga zrnja. Nadalje, ovaj po-
stupak ne omogucuje potrebnu kontrolu dimenzija i oblika zrnja pa
ne daje Zeljene rezultate u primjeni, npr. u kromatografiji. Naime,
dio polimernih cestica nije iskoristiv zbog nepravilnoga oblika.
Ujedno, dio mjesta prepoznavanja se unisti u procesu usitnjavanja,
koji je uz to i dugotrajan. Bolji je postupak uporabe imprintnoga
polimernoga zrnja zbog vece ujednacenosti, iskoristenja i jed-
nostavnijega rukovanja. Za proizvodnju zrnja moze se koristiti
nekoliko postupaka: suspenzijska polimerizacija,®’ videstupnjevita
polimerizacija® ® ili precipitacijska polimerizacija u otapalu.”®”’
Pri razmatranju pogodnosti pojedinoga postupka za dobivanje tis-
kanoga polimernoga zrnja, osnovno je odrediti odgovarajuce uv-
jete za nastajanje kompleksa izmedu funkcionalnih monomera i
analita. U nastavku su opisani osnovni polimerizacijski postupci za
dobivanje imprintnoga polimernoga zrnja.

Postupak gotovoga zrnja. U ovome se postupku gotovo zrnje koristi
kao polimerizacijski reaktor u kojemu se provodi polimerizacija u
masi, u malom. Koristi se anorgansko (silika-gel)’*”* i organsko
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(trimetilolpropan trimetakrilat, TRIM)” zrnje. Budu¢i se u ovome
slucaju sinteza zrnja provodi odvojeno, moguca je primjena uvjeta
koji daju zrnje Zeljenih dimenzija, poroznosti i povrsinskih svojstava.
Na trzistu je dostupno silikatno i stakleno zrnje razli¢itih dimenzija i
poroznosti. Postupci sinteze odgovaraju¢ega TRIM-noga zrnja ta-
koder su opisani u literaturi.”® Poroznost se navedenoga zrnja
poboljsava optimiranjem smjese porogenih otapala.

Suspenzijska polimerizacija u vodi. Sinteza je polimernoga zrnja na
osnovi akrilnih i stirenskih monomera dobro razraden proces. Spo-
menuti se polimeri upotrebljavaju u proizvodnji ionskih izmje-
njivaca te kao nosaci za sinteze u ¢vrstoj fazi. Kod ovoga postupka
niz parametara utjeCe na proces dobivanja polimera. Osim ovis-
nosti o fizikalnim uvjetima te smjesi monomera i koloidnih sta-
bilizatora suspenzije, izrazena je i ovisnost o geometriji reaktora i
mijesala. U praksi se Zeljeni rezultati mogu dobiti u Sirokome
opsegu uvjeta. Proces je u osnovi jednostavan. U podrucju poli-
mernih imprinta primjenjuje se od samih pocetaka kada su koristeni
stabilni kovalentno vezani analiti kao, npr., karboksilni esteri’’ ili
metalni helati.”® Nedavno su Whitcombe i suradnici*® objavili do-
bivanje kolesterolnoga imprinta metodom suspenzijske polime-
rizacije u vodi.

Suspenzijska polimerizacija u fluorougljikovodi¢nim kapljevinama.
U procesu sinteze nekovalentnih imprinta, priroda suspenzijskoga
medija ima veliki utjecaj. U svrhu prevladavanja problema zbog
prisutnosti vode, ve¢ se nekoliko godina primjenjuje novi postupak
koji se temelji na uporabi fluorougljikovodi¢ne kapljevite faze za
disperziju kapljica imprintne smjese.” Teku¢i fluorougljikovodici su
nemjesljivi s ve¢inom ostalih organskih spojeva (izuzetak su visoko
halogenirane molekule dobre topljivosti). Nisu toksi¢ni i kemijski su
inertni pa ne interferiraju s reakcijama za dobivanje nekovalentnih
imprinta. Te su kapljevine idealni suspenzijski medij za sve vrste
imprinta. Osnovni problem je stabilnost suspenzije imprintne smje-
se u navedenim kapljevinama, a posljedica je visoke gustoce fluoro-
ugljikovodika koja potice koalescenciju polimernoga zrnja. Zrnje
dobiveno suspenzijskom polimerizacijom u perfluorougljikovodiku
pokazuje dobra kromatografska svojstva.’®

Metoda disperzijske polimerizacije. U literaturi je opisano vise me-
toda disperzijske polimerizacije za proizvodnju polimernoga zrnja
na osnovi stirena i akrilatnih monomera. Upotrebljena su otapala
od vrlo polarnih alkohola do nepolarnih ugljikovodika.®® Za sada
ovaj postupak ima relativno malu primjenu u sintezi imprinta,®’
iako je potencijalno dobar izbor u mnogim primjenama, pod uvje-
tom da se postigne precizan odnos sastava otapala i uvjeta sinteze
za dobivanje Cestica zeljenih dimenzija, morfologije, poroznosti i

svojstava vezanja.

In situ polimerizacija tiskanih polimera. Ovaj je postupak definiran
kao postupak sinteze polimera na mjestu primjene. Zbog toga kod
takvih polimera nije potrebna naknadna obradba, osim odvajanja
analita. Omogucuje priredivanje polimera zeljenih svojstava za
specijalne namjene, uz minimum eksperimentalnih stupnjeva.
Pogodna je za dizajniranje razlicitih sustava molekulskih imprinta.
Koristi se za studije mehanizma i procesa prepoznavanja u mo-
lekulskim imprintima 884

Zaklju¢no se moze reci da postoji niz postupaka za sintezu mo-
lekulskoga imprintnoga polimernoga zrnja. Koji ¢e se postupak
upotrijebiti u praksi ovisi o razli¢itim ¢imbenicima. Osnovni su uvjeti

sinteze i namjena imprinta.

Primjena molekulski tiskanih polimera /
Application of molecularly imprinted polymers

Molekulski tiskani polimeri imaju vrlo Siroku primjenu u raznim
podru¢jima. U osnovi se mogu svrstati u sljede¢a podrucja: kao
enantioselektivni ili strukturalno selektivni nosaci za ¢vrsto-teku-

¢insku ili tankoslojnu kromatografiju (ukljucujuéi separaciju makro-
molekula s vrlo malim strukturnim razlikama, tj. opticki izomeri);
kao sredstva za oponasanje enzima; kao kataliticki aktivni spojevi u
enzimskoj tehnologiji ili organskoj sintezi; te kao senzori u po-
dru¢jima u kojima se polimeri koriste kao zamjena za bioloske
materijale. Ili prema podjeli Whitcombea i suradnika®®: imprintni
polimeri u analitickoj kemiji, u sintetskoj kemiji, u industriji hrane, u
biotehnologiji i kemiji materijala.

U nastavku je prikazana primjena molekulski tiskanih polimera u
ekstrakciji na krutoj fazi, separaciji enantiomera kromatografijom
visokoga razlucivanja, tankoslojnoj kromatografiji, a navedeno je i
nekoliko ostalih primjena.

Primjena molekulski tiskanih polimera u ekstrakciji na
krutoj fazi / Molecularly imprinted polymers in solid
phase extraction (MISPE)

Stalan porast organskih polutanata u okolisu kao $to su pesticidi,
industrijski otpad i degradacijske tvorevine, zahtijeva djelotvoran,
Sto jeftiniji i brzi nadzor koji omogucuje primjenu automatskih
analitickih postupaka. Razvoj djelotvornih analitickih metoda koji
omogucuju analizu malih koli¢ina lijekova, narkotika i njihovih
metabolita u ljudi, kao i kvalitetna kontrola hrane, ziveznih na-
mirnica i farmaceutike, $to je postalo imperativ sadasnjosti.

Kompleksnost struktura razlicitih materijala koje treba analizirati,
kao i potreba da se odrede vrlo male kolic¢ine pojedinih komponenti
u uzorku, zahtijeva razvoj materijala koji mogu selektivno vezati
pojedine analite ili skupine analita. U tu se svrhu mogu koristiti
elementi karakteristi¢ni za biolosko molekulsko razdvajanje (en-
zimi, antitijela i ¢elije).%® Jedan je od nacina koji omogucuje opo-
nasanje bioloskih procesa razvoj molekulski tiskanih polimera. Na
taj je nacin moguce dobiti adsorbense visoke selektivnosti za velik
broj analita, interesantnih sa stajalita zastite okolisa i farma-
ceutike.®” Takvi se adsorbensi na osnovi imprinta najce$¢e dobivaju
postupkom nekovalentnoga vezanja odgovarajucih funkcionalnih
monomera s molekulama analita, a zatim polimerizacijom s vise-
funkcionalnim monomerom za umrezavanje. Postupak je detaljno
opisan u dijelu rada o nekovalentnim MIP-ovima. U vedini primjera
MIP-ovi se koriste kao punila u diskontinuiranome postupku pro-
Cis¢avanja i koncentriranja uzoraka prije postupka detekcije. U
nekim opisanim primjerima postupak je preliminarno ispitan da se
utvrdi opravdanost analize tim pristupom,>® %8 dok je u drugima
primjenjen.?' ?* °" Efikasnost sorbensa se opéenito prvo ispituje na
HPLC-UV-ovom sustavu. Na osnovi rezultata dobije se odgovor na
pitanje mogu li se vodeni uzorci direktno primijeniti na koloni, kao
pri ekstrakciji hidrofobnih analita (npr. bioloski ili uzorci okolisa), ili
analit treba prije ekstrakcije prevesti u organsko otapalo manje
polarnosti kao u slucaju analita koji se ne zadrzavaju dovoljno u
vodenim mobilnim fazama. U prvospomenutome slucaju stupan;j
se adsorpcije odvija kao u tekucinskoj kromatografiji s reverznom
fazom i obi¢no nije selektivan. Selektivnost se postize postupcima
ispiranja za uklanjanje neselektivno vezanih komponenata matri
ce.® 92 Analit se odvaja eluiranjem otapalom rastuce eluacijske
sposobnosti. Medutim, u drugome se slucaju adsorpcija odvija
slicno kao u slucaju standardne tekucinske kromatografije i moze
biti visoko selektivna.?' % 9!

Na kraju se moze re¢i da je Siroka primjena MISPE posljedica
velikoga afiniteta i selektivnosti za analite, mogucnosti zadrZzavanja
malih kolicina supstrata te kratkoga vremena potrebnoga za ana-
lizu.

Primjena molekulski tiskanih polimera u separaciji
enantiomera / Molecularly imprinted polymers used
for chiral separations

Vise od 50 % lijekova na trzistu su asimetricne molekule, a preko
90 % svrstava se u racemate.”® Kako su svi bioloki sustavi za
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prepoznavanje u osnovi opticki aktivne molekule (proteini, enzimi,
receptori, Seceri i dr.), nije iznenadujuce Sto dva enantiomera
racemi¢nih lijekova mogu reagirati razli¢itim mehanizmima s bio-
loSkim sustavima. Jedan od enantiomera moze imati farmakoloski
razliite ili neZeljene sporedne efekte.*” Isto se odnosi na pesticide i
herbicide. Cesto samo jedan enantiomer ima Zeljenu aktivnost. Te
su spoznaje utjecale da je ve¢ 1992. god. Uprava za hranu i lijekove
SAD-a, a zatim i Europska unija definirala dokumente prema kojima
se za svaki novi lijek enantiomeri moraju tretirati kao posebne
supstance u farmakoloskome i toksikoloskome pogledu.

Povecani interes za opticki Cistim tvarima stimulirao je intenzivna
istrazivanja u podrudju asimetri¢ne sinteze i opticki aktivnih spo-
jeva. Razraduju se preparativni postupci za procis¢avanje vecih
koli¢ina opticki aktivnih spojeva, kao i analiticke metode koje omo-
gucuju farmakoloska ispitivanja i kontrolu enantioselektivnosti, ¢i-
stocu kiralnih prekursora i kontrolu tvorevina asimetri¢ne sinteze.

Postupak se molekulskih imprintnih polimera uspjesno primjenjuje
za pripravu kiralne stacionarne faze. Molekulski imprintni polimeri
koji se koriste u kiralnoj separaciji prireduju se standardnim po-
stupcima polimerizacije kovalentnim, odnosno nekovalentnim in-
terakcijama.

Molekulske imprintne kiralne stacionarne faze (CSP) primjenjuju se
u tekucinskoj kromatografiji visoke djelotvornosti, tankoslojnoj kro-
matografiji, kapilarnoj elektroforezi i kapilarnoj elektrokroma-
tografiji. NajviSe su ispitane CSP za HPLC. U nastavku je opisana
primjena imprintnih polimera u postupku razdvajanja uz osvrt na
ostale primjene.

Primjena molekulski tiskanih polimera (MIP) u
tekucinskoj kromatografiji visoke djelotvornosti /
Molecularly imprinted polymers application in high
preasure liquid chromatography

Postupak tiskanih polimera ima velik znacaj u sintezi polimera koji
se mogu primijeniti u specifi¢nim separacijskim postupcima. Kad je
opticki aktivan spoj tiskan s odgovaraju¢im analitom moguce je
potpuno razlikovanje molekule analita i njenoga antipoda.

Opcenito se kolone HPLC-a pune usitnjenim MIP-om, priredenim
polimerizacijom u masi, iako se koriste i drugi postupci opisani u
dijelu rada "Polimerizacijski postupci dobivanja tiskanoga zrnja". Za
djelotvorno razdvajanje komponenata bitni su kromatografski uv-
jeti: brzina protoka, kapacitet, djelotvornost i selektivnost.*

Brzina protoka, eluent, cisto otapalo ili smjesa otapala odabire se
tako da omogucuje potrebno zadrzavanje u koloni. Smatra se da je
prednost ako je eluent identican otapalu za polimerizaciju. Naime,
priroda mobilne faze ima velik utjecaj na svojstva prepoznavanja
MIP-a. Buduci se radi o polimerima visokoga stupnja umrezenja, u
kromatografskim ispitivanjima nema poteskoca zbog bubrenja ili
skupljanja polimera pri promjeni eluensa. Eluiranje se obi¢no pro-

vodi pri sobnoj, iako su ponekad potrebne i povisene temperatu-
73,75
re.”*

Cestice polimera kojim se pune kolone dobivene su mljevenjem
zbog ¢ega imaju nepravilnu strukturu, $to takoder utjece na dje-
lotvornost odjeljivanja. Priredivanjem specifi¢cnoga zrnja uniformne
veli¢ine povecava se djelotvornost kolone.*> 5

Za CSP dobivene na osnovi molekulskih imprinta karakteristican je
lako predvidljiv redosljed izlaZenja enantiomera, jer to iskljucivo
ovisi o tome koji je od enantiomera upotrebljen kao imprintna
molekula. Na taj se nacin izbjegavaju pogreske klasi¢nih metoda.

U literaturi je opisano viSe primjena kiralnoga razdvajanja derivata
amino kiselina, peptida i lijekova primjenom molekulski tiskanih
polimera u HPLC-u, u kojima su odvojene molekule analita i njihovi
opticki antipodi. Za razdvajanje amino kiselina koristeni su razliciti
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imprintni polimeri kao npr: poli(MAA-ko-EDMA),” *° kopolimer s
akrilamidom (AAM), poli(AAM-ko-EDMA),** poli(MAA-ko-2VPy-
ko-EDMA),*®  poli(4VPy-ko-EDMA),®*  poli(MAA-ko-TRIM),*® poli
(MAA-ko-PETRA).*

Za razne peptidne analite imprinti su poli(MAA-ko-EDMA)
poli(MAA-ko-TRIM).*® U podruju lijekova koristeni su takoder poli-
meri na osnovi MAA, EDMA i TRIM, npr.: poli(MAA-ko-EDMA), %% ¥
poli(4VPy-ko-EDMA)®® i poli(MAA-ko-TRIM).*

54 -
i

U nekim primjerima molekulski tiskani polimeri razlikuju strukturno
vrlo sli¢ne molekule.®® U vecini ispitivanja kiralnih molekulskih im-
printnih polimera, kiralni monomeri se koriste u kombinaciji s
opticki aktivnim analitima. Tako su, uporabom kiralnih funkcio-
nalnih monomera, Hosoya i suradnici uspjesno priredili molekulsku
imprintnu  kiralnu stacionarnu fazu s racemi¢nim analitom
N-(3,5-dinitrobenzoil)-a-metilbenzilaminom.'®

Primjena molekulski tiskanih polimera u tankoslojnoj
kromatografiji / Thin-layer chromatography based on
the molecular imprinting technique

Primjena molekulski tiskanih polimera kao stacionarnih faza u
tankoslojnoj kromatografiji datira od sredine devedesetih. Prve
rezultate objavio je Mosbach sa suradnicima na ispitivanju mole-
kulskih imprintnih polimera selektivnih za fenilalanin anilid.™’
Postignut je visoki faktor kiralnoga razdvajanja L- i D-fenilalanin
anilida (o =3,5). Postupak se pokazao vrlo jednostavnim i brzim.
Molekulski tiskani polimer prireden je uobicajenim postupkom
MIP-ne sinteze, nekovalentnom reakcijom fenilalanin anilida s me-
takrilnom kiselinom i etilen-glikol dimetakrilatom kao sredstvom za
umrezavanje, u acetonitrilu, fotoinicijacijom pri 4 °C. Ispitivanjima
Mosbacha i suradnika® utvrdeno je da i pored pazljivoga ispiranja
gotovoga imprintnoga polimera zaostaje manje od 1 % analita
ireverzibilno uklopljenoga u imprintni polimer. Medutim, taj os-
tatak nije predstavljao problem u postupku detekcije.

U nekoliko je radova opisana primjena polimernih imprinta u tan-
koslojnoj kromatografiji, tiskanih adrenergi¢nim lijekovima.'® 1%

Opcenito se moze rec¢i da je primjena imprintnih polimera u tan-
koslojnoj kromatografiji moguca za razlicite spojeve. Ploce TLC-a sa
supljinama za zZeljene molekule i enantiomerne spojeve, mogu se
prirediti brzo, a izvodenje analize je jednostavno. Predodredenost
pojedinih analita za kiralnu separaciju ima veliki znacaj u far-
maceutskoj industriji. Proizvodnja opticki cistih lijekova od po-
sebnoga je znacaja jer omogucuje izbjegavanje sporednih efekata u
primjeni. Asimetri¢na sinteza takvih lijekova ili njihova separacija na
kiralnim stacionarnim fazama, odnosno molekulskim imprintnim
polimerima, moze se lako kontrolirati uporabom molekulskih im-
printnih ploca TLC-a.

Razdvajanje makromolekula / Separation of
macromolecules

U sintezi i primjeni molekulski tiskanih polimera uglavnom se
koriste organska otapala. U posljednje su vrijeme ispitivanja pro-
sirena na vodene otopine. Isto tako primjena imprintnih polimera
uglavnom se odnosi na male molekule. Sve veci izazov je prosirenje
istrazivanja na makromolekule, npr. proteine. U tim se istraziva-
njima koriste razne tiskane molekule koje se nazivaju povrsinski
imprinti.*> Primjer takve molekule je kreiranje imprinta proteina u
tankome sloju akrilatnoga polimera na silikatnoj podlozi'® ili u
konvencionalnome akrilamidu  kakav se primjenjuje u elektro-
forezi.'% Ratner i suradnici'® razvili su postupak u kojem je protein
adsorbiran na atomskoj ravnoj podlozi tinjca, koja je zatim
prevucena otopinom disaharida da bi se nakon susenja formirao

polimeri
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Ostale primjene molekulski tiskanih polimera / Other
areas of application

U separacijskim procesima ocekuje se primjena molekulski tiskanih
polimera i u kapilarnoj elektrokromatografiji (CEC).83/107.108.109-111

Istrazivanja mogucih primjena tiskanih polimera intenzivna su i na
podru¢ju sintetskih polimera koji pokazuju svojstva enzima i an-
titijela,* kao i na razvoju polimernih sustava koji pokazuju razli¢itu
kataliticku aktivnost na mjestima vezanja.'"? U radu Haupta®' pri-
kazani su imprintni polimeri nove generacije. Zbog izrazite sta-
bilnosti MIP-ovi su interesantni kao elementi za prepoznavanje u
senzorima. U kombinaciji s MIP-om koriste se razni prijenosnici.
Poznate su primjene tiskanih polimera u usmjerenoj sintezi. Tako je
npr. Whitcombe'"® predloZio uporabu MIP-a kao zastitnih skupina
u selektivnoj sintezi. Tiskan je polimer steroida s dvije hidroksilne
skupine. Mosbach i suradnici'™* razradili su postupak u kojoj su
mjesta vezanja MIP-a upotrebljena kao reaktor na molekulskoj
razini za usmjerenu sintezu novih inhibitora enzima. Postupak
molekulski tiskanih polimera interesantan je u industriji hrane za
selektivno uklanjanje nepozeljnih sastavnica, kao i za njihovo raz-
dvajanje i analizu.®'"®

Zakljucak / Conclusion

Postupak dobivanja novih sintetskih polimera u kojima su tijekom
polimerizacije utisnute Supljine kontrolirane geometrije (molekulski
tiskani polimeri), postala je jednostavan, Siroko primjenjiv postupak
u analitickoj i sintetskoj kemiji, industriji hrane, biotehnologiji i
kemiji materijala. | pored toga predstoji rasvjetljavanje razlicitih
problema u sintezi i primjeni polimernih imprinta kako sa znan-
stvenoga tako i primjenskoga gledista.
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Suvremeni materijali i postupci

Hrvatsko drustvo za materijale i tribologiju, Zagreb, 2005

225 stranica, 23 tablice, 186 slika, 281 li-
teraturna referenca, format 24 cm - 17 cm,
ISBN 953-7040-06-2, meki uvez.

Sadrzaj: MreZa za materijale — MATNET, Br-
za izrada konstrukcijskih dijelova i alata, Pri-
mjena suvremenih informatickih tehnologija
u razvoju i proizvodnji odljevaka, Suvremeni
postupci prerade polimernih materijala, Me-
talni kompoziti, keramicke, ugljicne i po-
limerne pjene, Aerogelovi, Biomimeticki
materijali i proizvodi, Primjena nanomate-
rijala u tehnici, Mikroarmirani betoni visokih
uporabnih svojstava, struktura i tehnologija.

Izradba studija trendova u istrazivanju, ra-
zvoju i primjeni novih materijala i pripa-
dajucih proizvodnih postupaka, bio je jedan
od glavnih ciljeva rada na tehnologijskome
projektu SUMAT — Razvoj i primjena su-
vremenih materijala, koji je financiralo Mini-
starstvo znanosti, obrazovanja i Sporta
2002 - 2005.

Tim se analizama Zeljelo ustanoviti koje bi se
od suvremenih spoznaja i rezultata mogle
koristiti pri budu¢em usmjeravanju tehno-
logijskih istrazivanja u Hrvatskoj ili u
industrijskoj praksi.

Za prikaz u ovoj knjizi odabrani su iz re-
zultata istrazivanja neki zanimljivi materijali i
postupci: brza izradba konstrukcijskih dije-
lova i alata, primjena suvremenih informa-
tickih pomagala u proizvodnji odljevaka,
metalni  kompoziti, postupci preradbe
polimernih materijala i njihovih kompozita
zanimljivih za hrvatsku industriju, uglji¢ne,
keramicke i polimerne pjene, aerogelovi,
biomimeticki materijali i proizvodi, nano-
materijali i nanotehnologije, mikroarmirani
betoni visokih svojstava. Uvodno je opisan
koncept mreZe za materijale i proizvodne
postupke — MATNET koja se upravo 0s-
tvaruje uz novéanu potporu MZ0S-a.

Knjiga je namijenjena svima onima koji se
bave bilo znanstvenim radom ili proiz-
vodnim postupcima kao vrelo novih ideja.

Autori su knjige znanstvenici i stru¢njaci iz
industrije koji rade na obradenim temama i
podru¢jima, a zajednicki su usmjereno dje-
lovali na tehnologijskim projektima. Ovom
su knjigom ujedno stvoreni uvjeti za
smisljen, brzi i ucinkovitiji prijenos znanja o
materijalima, te za prijenos postupaka i su-

Suvremeni
materijali |
postupci

vremene opreme U nasa

poduzeda.

industrijska

Iskustva drugih zemalja sli¢cnoga stupnja
razvijenosti pokazuju da je osnivanje
suvremeno opremljenih sredista za prijenos
znanja u mala i srednja poduzeca jedan od
nuznih preduvjeta podizanja tehnicko-pro-
izvodne razine tih poduzeca.

Osnivanje mreze centara za materijale i
proizvodne postupke jedan je od prvih ko-
raka ka stvaranju podloga za buduce
organiziranije djelovanje u svrhu brzega i
kvalitetnijega prenosenja rezultata znan-
stvenih istrazivanja iz svijeta i iz nase sredine
u hrvatsko gospodarstvo.
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