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STRESZCZENIE

Imprintowane polimery znalazty praktyczne zastosowanie w wielu dziatach analizy i rozdziatu substancji oraz
w syntezie organicznej. Najnowsze badania dotycza wychwytu i uwalniania substancji leczniczych i sg zwia-
zane z poszukiwaniem nowych postaci lekow. W artykule przedstawiono przeglad wybranych problemoéow
zwiagzanych z synteza molekularnie imprintowanych polimeréw przeznaczonych do izolowania réznych sub-
stancji, analize teoretyczng oddziatywan miedzyczasteczkowych w kompleksach prepolimeryzacyjnych oraz
krétko omowiono wyniki wtasnych eksperymentéow. W celu otrzymania polimerow przeprowadzono polimery-
zacje w bloku nastepujacych monomerow: kwasu metakrylowego, 4-winylopirydyny, 1-winyloimidazolu, akry-
lonitrylu w obecnosci zwiazku sieciujacego - dimetakrylanu etylenu oraz molekuty wzorcowej - chlorowodorku
dopaminy w roztworze wodno-metanolowym. Wtasciwosci adsorpcyjne polimerow zbadano metoda stacjonar-
na.

SLOWA KLUCZOWE: molekularnie imprintowane polimery, dopamina, modelowanie molekularne

ABSTRACT

SYNTHESIS OF DOPAMINE-IMPRINTED POLYMERS AND THEORETICAL ANALYSIS OF INTERMOLECULAR INTERAC-
TIONS IN TEMPLATE-MONOMERS

The presented survey concerns the chemistry of imprinted polymers and the selected experiments referred to
dopamine imprinted polymers. A bulk synthesis of such polymers was proposed by free-radical cross-linking
polymerization of methacrylic acid, 4-vinylpiridine, 1-vinylimidazole, acrylonitrile in the presence of ethy-
lene glycol dimethacrylate as the cross-linker and dopamine hydrochloride as the template molecule in
aqueous methanol solution. The ability of imprinted polymers to isolate dopamine was evaluated on the basis
of stationary adsorption. The theoretical analysis of intermolecular interactions in the complexes between
dopamine cation and each of functional monomers was also discussed, assuming that higher binding energy
indicates more suitable monomer for the synthesis.

KEYWORDS: molecularly imprinted polymers, dopamine, molecular modeling

1. Imprintowane polimery dodaniu czynnika sieciujacego i zajsciu wtasciwej reakcji
polimeryzacji powstaje wysoce usieciowana struktura
polimeru.

Usuniecie molekuty wzorcowej powoduje wytworze-
nie tréjwymiarowych wnek o ksztatcie komplementarnym
do wzorca (Ryc. 1). Powstate miejsca wychwytu sa w stanie

adsorbowac i desorbowa¢ molekuty wzorca specyficznie,

Technika molekularnej imprintacji pozwala otrzymac
polimery zdolne do specyficznego oraz selektywnego wy-
chwytu danej substancji. Wychwyt specyficzny to zdolnosc
polimeru imprintowanego do adsorpcji okreslonej substan-
cji z jednosktadnikowego roztworu tej substancji. Wychwyt
selektywny to zdolnos¢ polimeru imprintowanego do ad-

sorpcji okreslonej substancji z dwu- lub wielosktadnikowej
mieszaniny.

Molekuta wzorcowa zostaje rozpuszczona w wybra-
nym rozpuszczalniku, czyli porogenie, razem ze zdolnymi
do polimeryzacji monomerami funkcyjnymi. Dzieki oddzia-
tywaniom niekowalencyjnym (oddziatywania elektrosta-
tyczne, oddziatywania hydrofobowe, wiazania wodorowe)
lub wigzaniom kowalencyjnym pomiedzy wzorcem i mono-
merami tworzy sie trwata struktura prepolimeryzacyjna,
potocznie zwana kompleksem prepolimeryzacyjnym. Po

selektywnie i wielokrotnie [1].

2. Zastosowanie imprintowanych polimerow

Rozpoznanie wzorca przez molekularnie imprinto-
wane polimery (MIP) jest porownywalne z rozpoznaniem
substratow przez naturalne receptory, przeciwciata czy
enzymy. W poréwnaniu z metodami opartymi na wykorzy-
staniu naturalnych biomolekut, zastosowanie MIP w analizie
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Ryc. 1. Schemat procesu imprintacji molekularnej.

ma wiele zalet. Technika ich otrzymywania jest prosta i
tania, polimery sa stabilne chemicznie i fizycznie i moga
by¢ przechowywane przez dtugi czas bez utraty swoich
wtasciwosci.

Molekularnie imprintowane polimery znalazty szero-
kie zastosowanie w wielu dziedzinach analizy oraz w synte-
zie organicznej. Sa wykorzystywane miedzy innymi jako
faza stata w chromatografii (HPLC, TLC), w elektrochroma-
tografii, w tworzeniu syntetycznych sensorow, w testach
immunoenzymatycznych oraz w katalizie organicznej.
Szczegolnie czesto sg stosowane w ekstrakcji do fazy statej
(SPE), gdzie stanowia ztoza, zdolne do izolacji i zageszcze-
nia analizowanej substancji. Sa wykorzystanie do:

e izolowania i pozyskiwania substancji leczniczych po-
chodzenia roslinnego, np. flawonoidow glikozydowych z
mitorzebu dwuklapowego (Ginkgo biloba) czy alkalo-
idow purynowych z herbaty chinskiej (Camellia sinen-
sis) [2, 3],

e izolowania i oznaczania substancji czynnych w mate-
riale biologicznym, np. niesterydowych lekow przeciw-
zapalnych w moczu [4],

e izolowania i oznaczania substancji toksycznych w mate-
riale biologicznym, np. niektorych zwiazkéow narkoty-
zujacych [5],

e oznaczania ilosciowego niektorych herbicydéw, np. mo-
nosulfuronu i jego pochodnych z wody lub gleby [6],

e izolowania i identyfikacji substancji szkodliwych w
zywnosci, np. zwiazkow stymulujacych przyrost masy
miesniowej, dodawanych do pasz w hodowli zwierzat

[7].

3. Dobér monomeru funkcyjnego do molekuty wzorcowej

W procesie imprintacji polimeru istotne jest odpo-
wiednie dobranie grup funkcyjnych monomeru do grup
funkcyjnych obecnych w molekule wzorca (np. donor i
akceptor wiazania wodorowego), w celu umozliwienia
powstania trwatego kompleksu prepolimeryzacyjnego oraz
zbudowania miejsc imprintacji. W przypadku jednocze-
snego zastosowania w reakcji polimeryzacji dwoch lub

wiecej rodzajow monomerdw (kopolimeryzacja) nalezy
uwzgledni¢ stosunek reaktywnosci monomerow funkcyj-
nych. Wzgledne reaktywnosci wielu monomerow zostaty
wyznaczone i stabelaryzowane oraz przedstawione w po-
staci stosunku reaktywnosci dla danych par monomerow.
Stosunek reaktywnosci przyjmuje wartosci od 0 do 1. Jesli
monomery funkcyjne posiadaja zblizong reaktywnosc, ich
udziat w formowaniu tancucha polimeru bedzie zblizony.
Jesli monomery roznia sie znacznie reaktywnoscia, tancuch
polimerowy bedzie tworzyt gtownie monomer o wyzszej
reaktywnosci. Liczne monomery funkcyjne, o roznych
wtasciwosciach fizykochemicznych, sa dostepne jako han-
dlowe produkty. Te z nietypowymi ugrupowaniami moga
by¢ otrzymywane w laboratorium. Wybrane monomery
funkcyjne zostaty przedstawione na Ryc. 2.

3.1. Zastosowanie monomerdow kwasowych

W procesie niekowalencyjnej imprintacji najczesciej
stosowanym monomerem funkcyjnym jest kwas metakry-
lowy. Wynika to z faktu, ze grupy karboksylowe moga
oddziatywac z innymi molekutami jako donory lub akcepto-
ry wiazania wodorowego, poprzez tworzenie par jonowych
oraz oddziatywania dipol - dipol.

Schirmer i Meisel [8] otrzymali imprintowany polimer
w syntezie z kwasem metakrylowym jako monomerem
funkcyjnym. Zastosowali technike polimeryzacji w bloku,
Jest to jedna z czesciej stosowanych metod syntezy poli-
meréw imprintowanych, poniewaz jest tania i prosta,
jednakze otrzymywane ziarna maja nieregularny ksztatt
(Ryc. 3).

Autorzy uzyli polimeru jako sorbentu w ekstrakcji do
fazy statej chloramfenikolu z miodu. W celu oceny efektu
imprintacji oraz wptywu fazy ruchomej na retencje chlo-
ramfenikolu przeprowadzili analize RP-HPLC. Badanie
wykazato, ze polimer imprintowany ma wyzsze powinowac-
two do molekuty wzorcowej niz polimer kontrolny, a
wspotczynnik wychwytu, oznaczajacy stosunek ilosci chlo-
ramfenikolu zaadsorbowanego na polimerze imprintowa-
nym do ilosci zaadsorbowanej na polimerze kontrolnym,
wynosi 2,2.
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Ryc. 2. Wybrane monomery funkcyjne.

Wang i wsp. [10] otrzymali polimer imprintowany
doksazosyna, uzywajac w syntezie kwasu metakrylowego
jako monomeru funkcyjnego.

Autorzy otrzymali polimery stosujac rézna ilos¢
sktadnikow mieszaniny prepolimeryzacyjnej, w celu zbada-
nia wptywu ilosci rozpuszczalnika, stosunku monomeru
funkcyjnego do wzorca oraz ilosci czynnika sieciujacego.
Najwiekszy wptyw na jakos¢ polimeru miata ilos¢ mono-
meru funkcyjnego. Gdy byta zbyt mata, kompleksu prepo-
limeryzacyjnego byto rowniez zbyt mato. Optymalny stosu-
nek molowy wzorca do monomeru wynosit 1:6. Autorzy
wyjasnili mechanizm imprintacji polimeru doksazosyna
(Ryc. 4).

Ryc. 3. Zdjecia z skaningowego mikroskopu elektronowego
pokazujace ziarna polimerowe otrzymane w wyniku:
a) polimeryzacji w bloku, b) polimeryzacji stracenio-
wej, c) polimeryzacji w zawiesinie [9], za zgoda wy-
dawcy Elsevier.

Dong i wsp. [11] wykorzystali kwas metakrylowy jako
monomer funkcyjny do syntezy polimeru imprintowanego
(-) efedryna, selektywnie wychwytujacego (-)-efedryne z
wyciagu z ziela Przesli chinskiej (Ephedra sinica). Poza
(-)-efedryna ziele Przesli zawiera (+)-pseudoefedryne i inne
zwiazki. Polimer imprintowany wykazat dobra selektyw-
nos¢ i zdolnos¢ do chiralnego rozdziatu enancjomerow:
(-)-efedryny i (+)-pseudoefedryny.

Sambe i wsp. [12] wykorzystali kwas metakrylowy i
kwas 2-(trifluorometylo)akrylowy jako monomery do
otrzymania polimerow imprintowanych (S)-nikotyna. Poli-
mer zostat otrzymany metoda straceniowa. Metoda ta
pozwala otrzymac regularne, okragte ziarna polimeru (Ryc.
3). Do dalszych badan zakwalifikowano polimer otrzymany
z kwasu metakrylowego i sprawdzono jego zdolno$¢ wy-
chwytu nikotyny z dymu tytoniowego. Otrzymane chroma-
togramy (Ryc. 5) wskazuja, ze polimer imprintowany moze
efektywnie wychwytywac¢ (S)-nikotyne. Ponadto polimer
imprintowany jest w stanie selektywnie rozdzieli¢ enan-
cjomery: (R)-nikotyne i (S)-nikotyne (obecnosc¢ oddzielnych
pikow obu enancjomerow).
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Ryc. 5. Chromatogram rozdziatu enancjomeréw: (R)-niko-
tyny i (S)-nikotyny na kolumnie: a) z polimerem
kontrolnym, b) z polimerem imprintowanym [12],
za zgoda wydawcy Elsevier.

3.2. Zastosowanie monomerow zasadowych

Najszerzej stosowane wsrod monomerdow zasadowych
sg 2- oraz 4-winylopirydyna. Monomery te moga tworzy¢ z
molekuta wzorcowa wiazania wodorowe oraz tworzyc¢ uktad
kwas-zasada. Jedna z przeszkod w stosowaniu tych mono-
meréw sa silne oddziatywania m-m, ktore prowadza do
powstania licznych oddziatywan niespecyficznych pomiedzy
wzorcem i polimerem.

Caro i wsp. [13] wykorzystali 4-winylopirydyne jako
monomer funkcyjny do syntezy polimeru imprintowanego
kwasem 1-naftalenosulfonowym. Polimer zostat otrzymany
w celu izolacji zwigzkow z grupy naftalenosulfonianow z
probek wody i zostat wykorzystany jako sorbent w ekstrak-
cji do fazy statej. Badano selektywnosc¢ procesu adsorpcji
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Ryc. 6. Izoterma adsorpcji ibuprofenu na polimerze imprinto-
wanym i kontrolnym, C; - stezenie zaadsorbowanego
ibuprofenu, C, - stezenie niezaadsorbowanego ibu-
profenu w roztworze [14].

naftalenosulfonianéw oraz naftalenodisulfoniandw i niekto-
rych ich pochodnych. Autorzy zoptymalizowali etapy eks-
trakcji do fazy statej, okreslajac m. in. warunki kondycjo-
nowania, zalezno$¢ pomiedzy wychwytem naftalenosulfo-
nianéw a pH wody na etapie natozenia substancji oraz
parametry przemywania i elucji.

W innej pracy Jin i Row [14] wykorzystali 4-winylopi-
rydyne jako monomer funkcyjny do syntezy polimeru im-
printowanego kwasem (+)-(S)-2-(4-izobutylofenylo)popio-
nowym, czyli ibuprofenem. Autorzy pordwnali wychwyt
ibuprofenu przez polimer imprintowany i kontrolny metoda
stacjonarna przez wyznaczenie izotermy adsorpcji (Ryc. 6).

Polimer imprintowany znacznie lepiej adsorbowat
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wzorzec niz polimer kontrolny, ktéry praktycznie nie ad-
sorbowat ibuprofenu (biate punkty na wykresie).

3.3. Zastosowanie monomerow obojetnych

Zastosowanie w polimeryzacji réznych monomerow
obojetnych dawato efektywna imprintacje. Najlepsze re-
zultaty osiggano dla akrylamidu lub jego N-alkilowych
pochodnych, szczegélnie przy uzyciu mato polarnych roz-
puszczalnikow podczas polimeryzacji.

3.4. Molekularnie imprintowane polimery wigzqce do-
paming

Takeuchi i wsp. [15] otrzymali droga imprintacji ko-
walencyjnej polimery posiadajace wneki wiazace, odpo-
wiadajace dopaminie. Uzyte molekuty wzorcowe byty po-
chodnymi dopaminy, w ktérych grupe aminowa zastapiono
ugrupowaniem allilowym potaczonym mostkiem disulfido-
wym, a grupy hydroksylowe zwigzano ugrupowaniem 4-
winylofenyloboranodiylowym (molekuta wzorcowa 1) lub
fenyloboranodiylowym (molekuta wzorcowa 2) (Ryc. 7). Po
reakcji polimeryzacji i przeprowadzeniu procesu hydrolizy
wybranych wiazan w matrycy polimerow powstaty miejsca
imprintacji z terminalnymi grupami tiolowymi i dihydrok-
syboranylowymi. W wyniku przeprowadzonej nastepnie
modyfikacji postimprintacyjnej terminalna grupa tiolowa
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zostata utleniona do grupy sulfonowej. Autorzy otrzymali
dwa rodzaje polimerdw: posiadajacy w miejscu wiazacym
grupe -SO;H oraz grupe -B(OH), (polimer 1) oraz posiadaja-
cy wytacznie grupe -SOsH (polimer 2). Otrzymano tez poli-
mer kontrolny, ktory zsyntetyzowano bez molekuty wzor-
cowej. Autorzy zbadali efektywnos¢ procesow postim-
printacyjnych, wykorzystujac otrzymane polimery jako
wypetnienia kolumn chromatograficznych w metodzie
HPLC. Wychwyt dopaminy byt znacznie wiekszy po prze-
prowadzeniu proceséw postimprintacyjnych.

W innej pracy Ling i wsp. [16] otrzymali ztoze wy-
chwytujace dopamine, wykorzystujac metode imprintacji
molekularnej zelu glinowo-krzemowego. Monomerem funk-
cyjnym byt ortokrzemian tetraetylu, a molekuta wzorcowa
dopamina. Zwiekszenie zdolnosci wychwytu wzorca przez
polimer uzyskano przez dodatek chlorku glinu. W miejscu
wiazacym zachodzity oddziatywania pomiedzy molekuta
wzorcowa a kwasem Lewisa. Badano selektywnos¢ polime-
ru dla siedmiu substancji: dopaminy, epinefryny, norepine-
fryny, kwasu askorbowego, kwasu homowanilinowego,
kwasu moczowego i L-tyrozyny. Najwiekszy wychwyt do-
paminy przez polimer imprintowany zaobserwowano przy
pH 6,5. W tych warunkach polimer kontrolny nie wychwy-
tywat wzorca. MIP wykazywat dobra selektywnos$¢ w sto-
sunku do dopaminy w porownaniu z analizowanymi sub-
stancjami. Wneki imprintowane dopamina nie pozwalaja
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Ryc. 7. Schemat imprintacji dopaming i modyfikacji postimprintacyjnej [15].
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Wneki imprintowane dopaming nie adsorbuja innych czasteczek [16].
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na dostep wiekszych molekut, takich jak epinefryna i nor-
epinefryna (Ryc. 8).

Suedee i wsp. [17] otrzymali przez kopolimeryzacje
kwasu metakrylowego i akrylamidu (monomery funkcyjne)
oraz N,N-metylenobisakrylamidu (czynnik sieciujacy),
polimer imprintowany dopaming wrazliwy na temperature.
Zdolno$¢ rozpoznania molekuty wzorcowej polimeru w
roztworze wodno-metanolowym zmieniata sie wraz z tem-
peratura i polimer wykazat najwyzsza selektywnos¢ w
temperaturze 35°C. Podwyzszenie temperatury powodo-
wato rowniez zwiekszenie wychwytu specyficznego. Auto-
rzy przebadali polimer jako adsorbent w ekstrakcji do fazy
statej dopaminy oraz innych zwiazkow: epinefryny, izopro-
terenolu, salbutamolu i serotoniny. Dopamina i serotonina
byty silnie adsorbowane, natomiast inne badane zwiazki
zostaty wymyte z polimeru w procesie przemywania.

Lulinski i wsp. [18, 19] otrzymali przez kopolimeryza-
cje kwasu metakrylowego jako monomeru funkcyjnego i
dimetakrylanu etylenu jako czynnika sieciujacego, polimer
imprintowany chlorowodorkiem dopaminy. Polimer zostat
zastosowany jako sorbent w ekstrakcji do fazy statej ka-
techoloamin z moczu.

4, Struktura imprintowanych polimeréw pod skaningo-
wym mikroskopem elektronowym

Gonzalez i wsp. [20] zbadali wptyw roznych reagen-
tow i warunkow syntezy na strukture otrzymanych polime-
row imprintowanych digoksyna. Poczatkowo porownali
struktury powierzchni ziaren polimeréw imprintowanego i
kontrolngo otrzymanego z kwasu metakrylowego technika
polimeryzacji w bloku z fotochemiczng inicjacja procesu
wolnorodnikowego. Oba polimery miaty rézne powierzchnie
widoczne pod skaningowym mikroskopem elektronowym.
Ilustruje to Ryc. 9.

Ryc. 9. Zdjecia ze skaningowego mikroskopu elektronowego
pokazujace powierzchnie polimeru: a) imprintowa-
nego, b) kontrolnego [20], za zgoda wydawcy El-
sevier.

Istotnym czynnikiem wptywajacym na jakos¢ otrzymanych
polimeréw byt rodzaj i ilos¢ uzytego w syntezie rozpusz-
czalnika, zwanego porogenem. Najpierw autorzy zbadali
wptyw dwoch roznych porogenow: dichlorometanu i aceto-
nitrylu. Uzycie acetonitrylu powodowato powstanie wiek-
szej ilosci mikroporéw, a wiec kanalikéw o srednicy ponizej
20 A, natomiast zastosowanie dichlorometanu dawato
polimer o powierzchni ziaren dos¢ gtadkiej i jednolitej.
Nastepnie przeanalizowali wptyw stosunku ilosci porogenu
do monomeru. Wieksza ilos¢ porogenu powodowata po-
wstanie ziaren okragtych i jednorodnych (Ryc. 10).

Ryc. 10. Zdjecia ze skaningowego mikroskopu elektronowego
pokazujace polimery otrzymane z uzyciem poro-
genow: a) dichlorometanu, b) acetonitrylu, c) aceto-
nitrylu (w podwojnej ilosci) [20], za zgoda wydawcy
Elsevier.

Autorzy poréwnali réwniez dwa polimery imprinto-
wane digoksyna, pierwszy otrzymany z 2-winylopirydyny
jako monomeru funkcyjnego i drugi z kwasu metakrylo-
wego. W celu wyznaczenia powinowactwa imprintowanego
polimeru do digoksyny, autorzy przeprowadzili badania
wychwytu metoda stacjonarna, polegajace na inkubowaniu
okreslonej ilosci polimeru w odpowiednim roztworze wzor-
cowym. Polimer otrzymany z kwasu metakrylowego wyka-
zywat wysoki wychwyt specyficzny. Natomiast w polimerze
z 2-winylopirydyny nie powstaty miejsca specyficznego
wychwytu. Autorzy poréownali morfologie obu polimerow
uzywajac skaningowego mikroskopu elektronowego. Ryc.
11 przedstawia uzyskany obraz badanych polimerow.

a)

Ryc. 11. Zdjecia ze skaningowego mikroskopu elektronowego
pokazujace polimery otrzymane w wyniku: a) poli-
meryzacji z 2-winylopirydyna, b) polimeryzacji z
kwasem metakrylowym [20], za zgoda wydawcy El-
sevier.

Polimer otrzymany z 2-winylopirydyny byt twardszy,
jego struktura zwarta, a powierzchnia gtadka z réwnole-
gtymi rowkami. Natomiast polimer otrzymany z kwasu
metakrylowego przypominat konglomerat okragtych ziaren
o strukturze porowatej, z matymi szczelinami pomiedzy
konglomeratami. Taka morfologia polimeréw dobrze kore-
lowata z obserwowana wartoscig wychwytu.

Ostatnim analizowanym parametrem byt wptyw metody
inicjacji reakcji polimeryzacji. Autorzy zastosowali foto-
chemiczng inicjacje procesu polimeryzacji (UV, 365 nm,
temp. 10C, 24 godz.) oraz termiczna inicjacje pro-
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cesu polimeryzacji (temp. 60°C, 20 godz.). Ryc. 12 przed-
stawia powierzchnie otrzymanych polimeréw. Polimer
termostatowany w temperaturze 60 C charakteryzuje sie
powierzchnia bardziej zréznicowana z wieksza iloscig
wgtebien.

Ryc. 12. Zdjecia ze skaningowego mikroskopu elektronowego
pokazujace polimery otrzymane w wyniku polimery-
zacji inicjowanej: a) fotochemicznie, b) termicznie
[20], za zgoda wydawcy Elsevier.

5. Modelowanie molekularne w syntezie molekularnie
imprintowanych polimerow

Do optymalizacji parametrow uktadu prepolime-
ryzacyjnego, a wiec wyboru monomeru funkcyjnego, poro-
genu i stosunku molowego wzorca do monomeru, zastoso-
wano teoretyczng analize interakcji zachodzacych pomie-
dzy sktadnikami uktadu.

Piletska i wsp. [21] zaprojektowali i otrzymali na
drodze syntezy polimer wychwytujacy biotyne. Sktad mie-
szaniny polimeryzacyjnej zostat zoptymalizowany przy
uzyciu programu Sybyl 6.9.

Celem autorow byta synteza polimeru, ktory zacho-
wywatby swoje wtasciwosci adsorbcyjne w Srodowisku
wodnym. Srodowisko wodne stwarza trudnoéci w otrzyma-
niu polimeréow posiadajacych wneki o zdefiniowanym
ksztatcie, poniewaz molekuty rozpuszczalnika i monomeru
wspotzawodnicza w oddziatywaniu z ugrupowaniami funk-
cyjnymi wzorca. W wodzie, w poréwnaniu z rozpuszczalni-
kiem organicznym, nastepuje odmienny wzrost tancuchow
polimeru. W konsekwencji polimer charakteryzuje sie inng
struktura wewnetrzna i odmienng morfologia, co powoduje
réznice w budowie miejsc wychwytu. Autorzy przeprowa-
dzili obliczenia w celu wybrania monomerow, ktére wytwo-
rza silne wiazania z molekuta wzorcowa w srodowisku
wodnym. W pierwszym etapie zostata wymodelowana
czasteczka wzorca, (+)-biotyny i czasteczek 21 najczesciej
stosowanych monomerow funkcyjnych. Energie zminimali-
zowano na poziomie mechaniki molekularnej. Srodowisko
wodne symulowano wprowadzajac do obliczen stata dielek-
tryczna wody, £ = 80. Zdefiniowano struktury kompleksow
monomer-molekuta wzorcowa i obliczono energie ich two-
rzenia.

Monomerami zdolnymi do formowania najsilniejszych
kompleksow okazaty sie kwas metakrylowy, kwas 2-(triflu-
orometylo)akrylowy i kwas 2-akrylamido-2-metylopropano-
sulfonowy (Ryc. 13). Oddziatywaty one ze wzorcem w $ro-
dowisku wodnym, tworzac wigzania wodorowe.

Polimery imprintowane i odpowiadajace im polimery
kontrolne, zostaty otrzymane z wytypowanych monomerow
i zbadane w kierunku wychwytu (+)-biotyny. Rezultaty
wykazaty dobra korelacje miedzy teoretyczng energia
polimerach. Najlepszy wynik otrzymano dla kwasu meta-
krylowego, ktory wykazywat najwieksza energie komple-
ksowania i wyznaczonymi eksperymentalnie wartosciami
statych dysocjacji kompleksow w odpowiednich poli-

merach. Najlepszy wynik otrzymano dla kwasu meta-
krylowego, ktory wykazywat najwieksza energie wiazania z
molekuta wzorcowa. State dysocjacji dla kazdego z polime-
row imprintowanych byty wzglednie niskie. Wartosci uzy-
skane dla eksperymentu przeprowadzonego w $rodowisku
wodnym sa o cztery rzedy wielkosci nizsze niz wartosci
statych dysocjacji dla polimeréw imprintowanych biotyng
w rozpuszczalniku organicznym. Sita oddziatywan mono-
mer-wzorzec okazata sie jednym z najwazniejszych czynni-
kow warunkujacych sukces imprintacji.

Ryc. 13. Zaprojektowane struktury kompleksow (+)-biotyny z
monomerami: a) kwasem metakrylowym, b) kwasem
2-(trifluorometylo)akrylowym, c) kwasem 2-akryla-
mido-2-metylopropanosulfonowym [21], za zgoda wy-
dawcy Elsevier.

W innej pracy Piletska i wsp. [22] zaprojektowali i
otrzymali technika imprintacji molekularnej polimery
zdolne adsorbowac substancje uzalezniajace: deoksyefe-
dryne, metadon, kokaine i morfine. Modelowanie uktadow
monomer-wzorzec zostato przeprowadzone w kilku eta-
pach. Z biblioteki monomeréow funkcyjnych wybrano te,
ktore potencjalnie tworzyty najsilniejsze oddziatywania z
molekuta wzorcowa. Nastepnie, przy uzyciu dynamiki mo-
lekularnej, wymodelowano sposob utozenia monomerow
wokot wzorca. Na podstawie ponownie obliczonej wartosci
energii kompleksowania wybrano najlepsze uktady mono-
mer-wzorzec. Dla kokainy wybrano kompleks z kwasem
itakonowym i akrylamidem, dla deoksyefedryny kompleks z
kwasem itakonowym w kombinacji z metakrylanem 2-
hydroksyetylu lub akrylamidem, dla metadonu odpowiednie
okazaty sie dwa kompleksy: z mieszaning kwasu metakry-
lowego i akrylamidu lub z mieszaning kwasu metakrylo-
wego i metakrylanu 2-hydroksyetylu, a dla morfiny najlep-
szymi monomerami byty kwas metakrylowy i metakrylan 2-
hydroksyetylu. Kolejny etap stanowita synteza polimeréow o
sktadzie odpowiadajacym teoretycznej analizie. Otrzymane
polimery przebadano metoda HPLC. Niektore polimery
odrzucono, ze wzgledu na zbyt silne wiazanie wzorca (de-
oksyefedryna i kwas itakonowy) lub brak powinowactwa do
molekuty wzorcowej (akrylamid). Najlepsze wyniki zostaty
osiagniete dla kombinacji monomeréw: kwas itakonowy i
akrylamid dla polimeru imprintowanego kokaing. Natomiast
wszystkie polimery imprintowane miaty wyzsze powinowac-
two do odpowiednich wzorcow niz polimer kontrolny, co
$wiadczyto o tym, iz miejsca wiazace zostaty utworzone.
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Wu i wsp. [23] zbadali wptyw porogenu na powino-
wactwo i selektywnos¢ polimeru imprintowanego nikoty-
namidem. Monomerem funkcyjnym byt kwas metakrylowy.
Wyznaczono energie oddziatywania miedzy monomerem
funkcyjnym a wzorcem na poziomie DFT w roznych poroge-
nach: metanolu, acetonitrylu, chloroformie i toluenie oraz
w prozni. Nastepnie dla zsyntetyzowanych polimerow
zastosowanych jako wypetnienia kolumn chromatograficz-
nych wyznaczono wspoétczynniki retencji i selektywnosci
nikotynamidu i jego analogow. Zaobserwowano dobre
korelacje pomiedzy teoretycznymi energiami komplekso-
wania a wspotczynnikami retencji i selektywnosci. Jezeli
porogen miat staba zdolnos¢ tworzenia wigzan wodorowych
(toluen, chloroform, acetonitryl), energia oddziatywania
zalezata gtownie od statej dielektrycznej rozpuszczalnika,
natomiast jesli porogen wykazywat duza zdolnos¢ tworze-
nia wiazan wodorowych (metanol), na energie tworzenia
kompleksu wptywata stata dielektryczna rozpuszczalnika i
sita wiazan wodorowych. W konkluzji stwierdzono, ze
porogeny aprotyczne, o niskiej statej dielektrycznej, po-
zwalaja na powstanie kompleksu o wysokiej energii kom-
pleksowania, a polimer otrzymany w takim Srodowisku
charakteryzuje sie dobra selektywnoscia i duzym powino-
wactwem dla wzorca.

6. Czesc eksperymentalna

Celem pracy byta synteza réznych polimeréow i zbada-
nie ich powinowactwa do dopaminy, a nastepnie powiaza-
nie wtasciwosci polimerow z teoretycznymi energiami
tworzenia kompleksow prepolimeryzacyjnych.

6.1. Synteza polimeréw

Synteze przeprowadzono dla czterech monomerow
funkcyjnych, ktorych struktury chemiczne przedstawiono
na Ryc. 14.

Synteza prowadzona byta z zastosowaniem techniki
polimeryzacji w bloku. Wolnorodnikowa reakcje polimery-
zacji kolejnych monomeréw funkcyjnych z czynnikiem
sieciujacym w obecnosci chlorowodorku dopaminy w wy-
branym rozpuszczalniku inicjowano termicznie przy uzyciu
wybranych inicjatorow: 2,2’-azobis(izobutyronitrylu) i
chlorowodorku 2,2’-azobis[2-(2-imidazolin-2-ylo)propanu].

HQC HZC\
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Ryc. 14. Struktury chemiczne monomerdw funkcyjnych uzytych
w syntezach: a) 1-winyloimidazol, b) 4-winylopiry-
dyna, c) kwas metakrylowy, d) akrylonitryl.

Czynnikiem sieciujacym byt dimetakrylan etylenu. W ten
sposob powstawat polimer imprintowany (MIP). Polimer
kontrolny (NIP) otrzymywano w identycznych warunkach,
lecz bez udziatu chlorowodorku dopaminy. Wydajnosci

syntez byty ilosciowe. Reakcje polimeryzacji prowadzono w
uktadzie rozpuszczalnikow metanol-woda w stosunku obje-
tosciowym 87,5:12,5% v/v. Zastosowanie uktadu metanol-
woda zostato wymuszone przez znikoma rozpuszczalnosc
chlorowodorku dopaminy (wzorca) w rozpuszczalnikach
organicznych. Ryc. 15 przedstawia schemat przeprowadzo-
nych reakcji polimeryzacji.

6.2. Przygotowanie polimeréw do badan

Otrzymanga bryte polimeru roztarto, powstate ziarna
przesiano przez sito analityczne i rozdzielono przez sedy-
mentacje. Kolejny etap to usuniecie molekuty wzorca z
otrzymanego polimeru. Polimery imprintowane byty eks-
trahowane w celu usuniecia dopaminy. Podobnej obrébce
poddano polimery kontrolne, w celu zapewnienia wtasci-
wych warunkéw do poréwnania obu typow polimerow.
Ostatnim etapem byto suszenie polimerdow.

6.3. Badanie wychwytu chlorowodorku dopaminy przez
polimery otrzymane w syntezie z zastosowaniem rdéznych
monomeroéw funkcyjnych

Analize adsorpcji chlorowodorku dopaminy przez
otrzymane polimery prowadzono metoda stacjonarna.
Okreslong ilos¢ polimeru umieszczono w fiolce Eppendorfa
i dodano 1 ml roztworu chlorowodorku dopaminy o okre-
slonym stezeniu. Otrzymane w ten sposob probki wytrza-
sano przez 3 godziny. Nastepnie polimer odsaczono pod
zmniejszonym cisnieniem, pobrano 0,4 ml przesaczu, ktory
rozcienczono do 4 ml. Zmierzono fluorescencje roztworow
metoda spektrofluorymetryczna (Aex = 280 nm; Aem = 315
nm), a stezenie chlorowodorku dopaminy wyznaczono z
prostej wzorcowej. W tym celu wyznaczono funkcje A = f
(x) przedstawiajaca zaleznos¢ fluorescencji (A) od stezenia
chlorowodorku dopaminy w roztworze (x) przy uzyciu pro-
gramu Microsoft Excel (Ryc. 16).

Otrzymano prosta A=13,20x+2,46; wspotczynnik ko-

relacji wyniost R2=0,986, granica wykrywalnosci (LOD)
0,044 pg/ml, a granica oznaczalnosci (LOQ) 0,132 pg/ml (n
= 240).
Przeanalizowano wychwyt polimerow imprintowanych i
kontrolnych otrzymanych w syntezach z zastosowaniem
réznych monomeréw funkcyjnych (Ryc. 17). Najwyzszy
wychwyt zaobserwowano dla polimeru otrzymanego z
kwasu metakrylowego jako monomeru funkcyjnego. Wy-
chwyt na polimerze imprintowanym i kontrolnym byt zbli-
zony, a obie wartosci wyniosty odpowiednio 86,5% i 86,9%.
W przypadku 1-winyloimidazolu analogiczne wartosci wy-
chwytu byty znaczaco nizsze, odpowiednio 29,6% i 27,5%.
W przypadku polimeru otrzymanego z 4-winylopirydyny
stwierdzono znaczaco wyzszy wychwyt na polimerze im-
printowanym niz na polimerze kontrolnym, wartosci wynio-
sty odpowiednio 22,0% i 7,5%. Obliczony dla tych wartosci
wspotczynnik wychwytu wyniost 2,95. Wartosc tego wspot-
czynnika jest wysoka i wskazuje jednoznacznie na obec-
nos¢ miejsc imprintacji w matrycy polimeru imprintowane-
go. W przypadku polimeru otrzymanego z akrylonitrylu
wartosci wychwytu byty najnizsze wsrod omawianych par
polimeréw i wyniosty odpowiednio 12,1% i 8,3%.
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Ryc. 15. Schemat przeprowadzonych reakcji polimeryzacji.
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Ryc. 16. Prosta wzorcowa dla wodnego roztworu chlorowo-
dorku dopaminy.
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Ryc. 17. Poréwnanie wychwytu polimerdw otrzymanych w
reakcji wybranych monomeréw funkcyjnych.

Wszystkie wyniki pochodza z dwoch niezaleznych syn-
tez kazdej pary polimerow (imprintowanego i kontrolnego)
dla kazdego badanego monomeru funkcyjnego. Badania
byty wykonywane trzykrotnie (n = 3).

7. Analiza teoretyczna kompleksow prepolimeryzacyj-
nych

Przy uzyciu narzedzi programu Hyperchem 7.0 prze-
prowadzono analize teoretyczng kompleksow prepolimery-
zacyjnych. Obliczenia wykonano na poziomie potempirycz-
nym metoda PM3. Najpierw wymodelowano tréjwymiarowe
struktury analizowanych molekut: molekuty wzorcowej
czyli kationu dopaminy oraz monomerow funkcyjnych:
kwasu metakrylowego, 1-winyloimidazolu, 4-winylopiry-
dyny oraz akrylonitrylu (Ryc. 18). Rozpatrywano rozne
konformacje kationu dopaminy, rozniace sie utozeniem
atoméw wodoru grup -OH, ktére oznaczono kolejno sym-
bolami: a, 8, y.

Energie czasteczek minimalizowano az do momentu
do osiagniecia zmian energii ponizej 0,001 kcal/mol me-
toda sprzezonych gradientow Polak-Ribiere’a. Nastepnie
utworzono kompleksy wzorca z rdzna iloscia monomerow
funkcyjnych. Geometrie wejsciowe kompleksow tworzono
w taki sposéb, aby odlegtosci miedzy atomami uczestnicza-
cymi w oddziatywaniach wynosity okoto 2,0 A. Minimaliza-
cje energii kompleksow przeprowadzono wedtug tej samej
procedury. Entalpie tworzenia kompleksow (zH) obliczono
wedtug ponizszego wzoru:

AH = AH kompleksu = n AH monomeru funkcyjnego ~ AH kationu dopaminy

gdzie n oznacza liczbe czasteczek monomeru funkcyjnego
w kompleksie
W Tabeli 1 przedstawiono wyniki obliczen.
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Rozne konformacje kationu dopaminy.

Ryc. 18. Modele teoretyczne kationu dopaminy oraz monomeréw funkcyjnych: a) kwasu metakrylowego,
b) 4-winylopirydyny, c) 1-winyloimidazolu, d) akrylonitrylu.

Tabela 1. Energie kompleksow kationow dopaminy z monomerami funkcyjnymi: a) dwie czasteczki mono-
meru przy grupach hydroksylowych oraz jedna czasteczka monomeru przy atomie wodoru grupy
aminowej, b) trzy czasteczki monomeru przy atomach wodoru grupy aminowej.

Sktad kompleksu AH [kcal/mol]

Kation dopaminy a + 3 czasteczki kwasu metakrylowego a -36,25

b brak

Kation dopaminy a + 3 czasteczki 4-winylopirydyny a -35,35

b -49,27

Kation dopaminy a + 3 czasteczki 1-winyloimidazolu a -42,21

b -59,01

Kation dopaminy a + 3 czasteczki akrylonitrylu a -30,46

b brak

Kation dopaminy 8 + 3 czasteczki 4-winylopirydyny a -32,83

b -47,18

Kation dopaminy B8 + 3 czasteczki 1-winyloimidazolu a -41,32

b -58,62
Kation dopaminy y + 4 czasteczki 4-winylopirydyny -54,84
Kation dopaminy y + 4 czasteczki 1-winyloimidazolu -70,16
Kation dopaminy a + 5 czasteczek kwasu metakrylowego -64,68
Kation dopaminy a + 5 czasteczek 4-winylopirydyny -61,64
Kation dopaminy a + 5 czasteczek 1-winyloimidazolu -74,34
Kation dopaminy a + 5 czasteczek akrylonitrylu -55,20
Kation dopaminy 8 + 5 czasteczek 4-winylopirydyny -58,66
Kation dopaminy 8 + 5 czasteczek 1-winyloimidazolu -70,73

7. Wnioski
Przeprowadzone badania wychwytu chlorowodorku e polimery (imprintowany i kontrolny) otrzymane z kwasu

dopaminy oraz analiza teoretyczna energii tworzenia kom-
pleksow prepolimeryzacyjnych pozwolity na sformutowanie
nastepujacych wnioskow:
e rodzaj monomeru funkcyjnego w istotny sposéb wptywa
na wychwyt specyficzny otrzymanych polimerow,
e najwyzszym wychwytem specyficznym okreslonym me-
toda stacjonarna charakteryzowat sie polimer otrzy-
many z 4-winylopirydyny jako monomeru funkcyjnego,

10

metakrylowego adsorbowaty najwieksza ilos¢ chloro-
wodorku dopaminy, jednak byt to wychwyt niespecy-
ficzny,

e najtrwalszy kompleks powstaje pomigdzy kationem do-

paminy B a 5 czasteczkami 1-winyloimidazolu,

e wyniki otrzymane w analizie teoretycznej zadowala-
jaco koreluja z wynikami badan eksperymentalnych,
mimo ze zatozony model obliczeniowy nie uwzgledniat
wielu czynnikow wptywajacych na wtasciwosci kom-
pleksu prepolimeryzacyjnego (np.: wptywu roz-
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puszczalnikow, innych sktadnikoéw uktadu, tempera-
tury).

WYKAZ SKROTOW

RP-HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa w

odwroconym uktadzie faz (ang. reversed phase
high performance liquid chromatography)

TLC - chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin
layer chromatography)

SPE - ekstrakcja do fazy statej (ang. solid phase
extraction)

MIP - molekularnie imprintowany polimer (ang. mole-
cularly imprinted polymer)

NIP - kontrolny polimer nieimprintowany (ang. non-
imprinted polimer)

DFT - teoria obliczen kwantowych oparta na funkcjo-
natach gestosci elektronowej (ang. density func-
tional theory)

LOD - granica wykrywalnosci (ang. limit of detection)

LOQ - granica oznaczalnosci (ang. limit of quantifica-
tion)

PM3 - pétempiryczna metoda obliczen kwantowych
(ang. parametric model 3)
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