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Szelektiv adszorpcio molekularis lenyomata polimereken
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1. Bevezetés
1.1. Molekularis lenyomatu polimerek

A molekularis lenyomat polimer (molecularly imprinted
polymer; MIP) olyan mesterségesen eldallitott adszorbens,
amely esetenként - a szakirodalomban elfogadott nézetek
szerint 1% - a természetes antitest—antigén kolcsonhatéassal
Osszemérhetd kotéserdsséggel és szelektivitassal képes
felismerni és megkdtni egy kivalasztott molekulat. A
természetes, ellenanyag alapt adszorbensekkel
Osszehasonlitva a MIP-ek elénye, hogy eldallitasuk joval
olcsobb és szélsdséges koriilmények kozott is stabilak.

Az un. nemkovalens MIP-ek készitésekor (1. abra) a
polimerizacié soran a monomereken kiviil jelen van egy templat
— ez altalaban a késébbi célvegyiilet. Miutan a polimerizacid
végbement, a templatot eltavolitjuk a rendszerb6l, azonban az 6t
koriilvevé monomerek helyzete a polimer keresztkotéseinek
koszonhetéen nem valtozik. Ezaltal olyan, kémiai- ¢és
alak-specifitassal rendelkez0 k6téhelyek maradnak vissza, ahova
a célvegyiilet kés6bb be tud épiilni, de mas vegyiiletek kotddése
varhatdan gyenge lesz. Az igy késziilt szelektiv adszorbenseket
nevezzilk MIP-eknek. A MIP-ek szelektivitasa jol kihasznalhato
kiilonb6z6 analitikai és elvalasztastechnikai alkalmazéasokban,
példaul kromatografidban vagy szenzorokban. 3
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1. Abra A molekularis lenyomatképzés elve

A MIP-ek eldallitasdra hasznalt polimerizacios elegy
Osszetevoi altalaban a kovetkezok:

« Templat (célvegyiilet vagy annak szerkezeti analogja)

* Funkciés monomer: amely tartalmaz olyan funkcids
csoporto(ka)t, mely(ek) képes(ek) a templat molekulaval
els6-, vagy masodrendii kotést Iétesiteni; tovabba
tartalmaz polimerizaciora képes kettés kotést

» Keresztkdto: tobb kettds kotése van, igy térhalos polimer
kialakitasat teszi lehetévé, rogziti a funkcidos monomerek
helyzetét

* Porogén: a polimerizacios elegy ,,inert” oldoszere, amely
a porusok kialakitasaért is felelds

* Iniciator: a polimerizacios reakcio elinditoja.

Altalaban a MIP-ek mellett NIP-eket (nem imprintelt polimer,
kontrol polimer) is szintetizalunk, amelyek templat hozzaadasa
nélkil, a MIP-ekhez hasonldan késziilnek. A MIP és a NIP
adszorpcidés tulajdonsagainak  Osszehasonlitasaval —képet
kaphatunk arrél, hogy hogyan valtozik meg a polimer
tulajdonsaga a lenyomatképzés (imprintelés) hatasara.

1.2. Molekularis lenyomatu polimerek jellemzésének
nehézségei

A MIP-ek szelektivitasa szamos technikaban kihasznalhato,
mint példaul kromatografiaban, szenzorokban, minta-
elokészités  (szilardfazisi  extrakcido, SPE)  soran.
Kereskedelmi forgalmazasban azonban szinte csak SPE
toltetként, illetve egyes ipari problémak megoldasara
elérhetok. A MIP-ek elterjedését gatolja az, hogy a
kotohelyek szerkezetének kozvetlen vizsgalata eddig még
nem sikeriilt. A MIP-ek vizsgalatanak eddig bevalt
moddszerei pedig nem egységesek: a MIP-ek jellemzése
(kotokapacitas, szelektivitas) az irodalomban sokféle modon
torténik, és a kapott eredmények dsszevethetésége bonyolult
lehet. A kromatografidban a k& retencids tényezot,
szilardfazisu extrakcioban a visszanyerés értékét, ligandum
kotési assayekben az IC50 értéket hasznaljak a polimerek
jellemzésére, ezek egymassal vald 6sszehasonlitdsa azonban
nehézkes (nem egyensulyi értékek valamint nagyon
figgenek az alkalmazott kisérleti koriilményektdl). Igy
nehéz Osszehasonlitani a kiilonbozd laboratoriumokban
elkészitett polimerek tulajdonsagait ¢és kivalasztani a
legalkalmasabb polimert egy adott analitikai feladatra.

2. Célkitiizés

Munkank soran célunk volt a nemkovalens kdlcsonhatason
alapuld molekularis lenyomati polimerek olyan alapvetd
tulajdonsdgainak atfogd jellemzése, mint a szelektivitas
vagy kotokapacitas. Ezen vizsgalatokhoz a mar széles
korben tanulményozott propranolol MIP-et valasztottuk.b A
vizsgalt polimerek metakrilsav és etilén-glikol-dimetakrilat
alapuak voltak.
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Mivel a gyakorlati szempontbol relevans célvegyliletek nagy
része gyenge bazis (pl. triazinok, beta-blokkolok), ezért a
beta-blokkold propranolol €s mas bazisok adszorpcidjanak
mechanizmusat és mértékét kiillonbozo 0Osszetételi és
eléallitismodu, metakrilsav alapu polimereken vizsgaltuk.
Célunk volt meghatarozni a polimerek kotdkapacitasat,
illetve azt, hogy mely tényezdk befolyasoljak a polimerhez
kotodést.

3. Eredmények
3.1. Polimerek kitékapacitasanak vizsgalata’

A MIP-¢k a célvegyiileteket a kdtéhelyeiken kotik, amelyek
altalaban valamilyen funkcids csoportot (legtobbszor
karboxilcsoportot) tartalmaznak. A polimerbe beépilt
karboxilcsoportok mennyiségét és ezek elérhetségét
azonban nem szoktak meghatarozni.
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propranolol metakrilsav etilén-glikol-dimetakrilat

2. Abra. A templat és a monomerek szerkezete

Kisérleteinkben megmutattuk, hogy szinte valamennyi
karboxilcsoport beépiil a polimerbe ¢és elreagaltathatd az
erds bazis NaOH-dal. Propranololbdl, tehat egy kdzepesen
gyenge bazisbol, a MIP viszont csak a karboxilcsoportok kb.
30%-anak megfelel6 mennyiséget tud megkdtni. A NaOH és
a propranolol kotédése kozotti kiilonbség legfobb oka az
eltéré mértéki baziserdsség lehet.

Tovabbi, mas bazisokkal és polimerizacids receptirakkal
végzett kisérletekb6l valoban arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a polimer &sszes karboxilcsoportja
felhasznalhatd szerves bazisok adszorpcidjara, ha a bazis
elég erds (példaul: 1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundek-7-én) és ha
a polimer elég rugalmas (pl. dimetil-formamidban késziilt
polimer). Ez az eredmény 0j a MIP-ekkel kapcsolatban, mert
eddig ugy gondoltak, hogy a bevitt funkcidés csoportok
mennyiségénél lényegesen kevesebb a szerves bazisok
megkotésére alkalmas kotéhelyek mennyisége. Ez az
elképzelés részben a nem megfeleld mérési modszeren
alapult. Az irodalomban példaul egy az altalunk vizsgalthoz
hasonlo propranolol MIP-re a kotdhelykoncentraciot a
propranolol izoterma kis koncentraciokhoz tartozo szakasza
alapjan csupdn a karboxilcsoportok 4%-ara becsiilték®
szemben az altalunk kapott kb. 30 %-kal. Ez azt jelzi, hogy a
kotokapacitast ~ mindig  kozvetleniil, azaz  nagy
koncentracioknal végzett méréssel érdemes meghatarozni.

3.2. Izoterma modellek sszehasonlitisa®

Ugy gondoljuk, hogy a MIP-ek jellemzésének
legegyértelmiibb modszere az adszorpciés —izoterma
felvétele. Az izoterma az egyensulyi adszorbealt
koncentraciot (¢) mutatja a szilard hatarfeliileti fazisban, az
oldatbeli koncentracio (c¢) fiiggvényében. A MIP-ek
adszorpcids izotermdja nemlinedris. Az izoterma mérési

pontokra sokszor valamilyen modell-fiiggvényt illesztenek.
Tobben tapasztaltdk, hogy ugyanahhoz az izoterma
adatsorhoz tobbféle modellt is lehet hasonlé sikerrel
illeszteni.®!® Ez komoly probléma, ha a modell paramétereit
a kotbhelyek eloszlasanak ¢és a kotés erdsségének a
jellemzésére, és ezen keresztiil az adszorbensek fejlesztésére
akarjak hasznalni.

Munkank soran azt vizsgaltuk, hogy a bi-Langmuir-modell
mennyire jol tudja kozeliteni a Freundlich-modellt, ezen
izoterma egyenletek ugyanis MIP-eknél gyakran adnak
hasonloan jo illeszkedést a mérési pontokhoz. A
bi-Langmuir modell irja le a lenyomatképzés jelenleg
leginkabb  elfogadott  elméletét, mely szerint a
lenyomatképzés soran kétféle kothely jon létre: az egyik a
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kotohely. A Freundlich-izoterma:
q=ac™

ahol a és m (0<m<1) konstans.
A bi-Langmuir-izoterma:

q=(a1/(14b,0))+ (ax/(1+byc))
ahol a4, a,, b és b, konstansok.

Azt tapasztaltuk, hogy amennyiben egy rendszer viselkedése
jol leirhatd a Freundlich-izotermaval, a legtobb esetben a
bi-Langmuir-modell is hasonloan jo illeszkedést ad. Ezt
Monte Carlo-szimulacioval, illetve a matematikai
fliggvények Osszehasonlitasaval mutattuk be. A 3. abra
mutatja a Freundlich-modell (¢g=1000c™) ¢és a hozza
legjobban illeszkedd bi-Langmuir-modell relativ eltérését a
lgc fliggvényében.

relativ eltérés (%)

1 10 100 1000

3. Abra. Freundlich- (¢=1000) ¢és bi-Langmuir-izoterma kozotti eltérés
kiilonboz6 m-ek esetében

Ahogyan a 3. abra mutatja, minden Freundlich-izoterma
(ahol @=1000, de ugyanez adodik mas a értékekre is)
maximum  7%-os  eltéréssel  megkozelithetd  egy
bi-Langmuir-izotermaval. A tipikus statikus (batch) mérések
szorasa 5% kortli. Ez azt jelenti, hogy amennyiben a mért
adatok jol leirhatéak a Freundlich-izotermaval, szinte
lehetetlen a bi-Langmuir-modellt kizarni akkor is, ha a
vizsgalt koncentracidtartomany viszonylag széles.
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Ebbdl az eredménybdl kiindulva felvetddik a kérdés, hogy
érdemes-e a polimereket kiilonbozé adszorpcidos modell-
egyenletekkel jellemezni.

3.3. Ujszerii izoterma abrazolasi modszer''

Véleménylink szerint a polimer jellemzés legjobb mddszere
az izotermak felvétele, azonban az el6z6 fejezetben
bemutatott problémak miatt konkrét izoterma egyenletek
illesztését a mérési pontokhoz nem javasoljuk.

A problémak kikiiszobolésére egy tjszerli modszerrel, kétszer
logaritmikus grafikus abrazolasmodban hasonlitottuk dssze az
altalunk mért adszorpcids izotermakat. Ennek segitségével
olyan diagramokat kaptunk, ahol a pontok széles
koncentracidtartomanyban kozel egy egyenesre illeszkednek,
azonban trendvonal illesztése nélkiil is kovetkeztetéseket lehet
levonni példaul a szelektivitisra vonatkozolag. Ezzel a
moddszerrel vizsgaltuk meg szamos sajat készitésii és
kereskedelmi polimer adszorpcios viselkedését. A modszer 6
elonye, hogy kozvetleniil leolvashatoak az abrarol a polimert
jellemzé paraméterek, mint a megoszlasi hanyados (D=¢/c), az
imprinting faktor (IF=Dyp/Dnp)  €s  a  szelektivitas
(Szel=DiempiayDanatsg vegyiiler)> (valamint ezek koncentrécio-
fiiggése, amit sokan helyteleniil nem vesznek figyelembe),
ahogy a 4. abra mutatja.

A és B anyagizotermaja
A-raimprintelt MIP-en

Templatizotermaja

Tipikus izoterma
MIP-en és NIP-en
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4. Abra. A megoszlasi hanyados (D), az imprinting faktor (IF) és a
szelektivitas (Szel) leolvasasa a 1gg-lgc dbrarol

Az izotermak 1g-lg abran val6 6sszehasonlitasakor elegendo:

* azizotermat a szdmunkra érdekes koncentraciodtartomany-
ban megmérni

* logaritmikus egységenként 2-3 pontot felvenni

* a méréseknek nem kell nagyon preciznek lennitik.

Ez a fajta 4abrazolasmod grafikus tuton egyszertien
Osszehasonlithatova teszi a kiilonboz6 laboratériumokban
készitett polimereket, ezaltal konnyen kivalaszthatd az
irodalombdl is a megfeleld polimer egy adott feladatra.

Munkank soran a propranolol MIP szelektivitasat vizsgaltuk
részletesen ezzel a moddszerrel: a propranolol és két
szekunder amin ((R)-(-)-2-benzilamino-1-feniletanol (Rbz)
¢s dibenzil-amin (DBA)) izotermajat mértik meg a
propranolol MIP-en a porogénben, acetonitrilben (ACN), 1d.
az 5. abrat.

| e propranolol
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5. Abra. Propranolol MIP szelektivitasa

Eredményiil azt kaptuk, hogy érdekes modon az aminok
izotermaja a propranolol MIP-en kozel parhuzamos
egymassal. Ez azt jelenti, hogy a propranolol MIP
szelektivitasa szinte nem valtozik a koncentracioval. A
propranolol MIP szelektivitaisa minden koncentracional
kisebb 10-nél (mivel az 5. abran 1gSze/<1). Azonban a MIP
szelektivitasa szerkezetileg tavoli, nem kozéperds bazis
tipusi anyagokkal szemben sokkal nagyobb 10-nél
(csoportszelektivitas), ahogyan ez varhatd is, 1d. a 6. abrat.
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6. Abra. Propranolol MIP szelektivitisa propranololtol szerkezetileg
nagyon kiilonboz6 anyagokra (6sszehasonlitasul két szekunder amint,
RBz-t illetve DBA-t is bemutatva) ACN-ben

A MIP izotermdk nyujtotta informacidk segithetnek
kivalasztani a megfelelé alkalmazast. A kromatografia a
hasonlé vegyliletek kozt tapasztalt (5. abra) kis szelektivitas
esetén is alkalmas az anyagok elvalasztasara. Mivel az SPE
sokkal kevésbé hatékony a HPLC-hez képest, az SPE
alkalmazasokban leginkabb a MIP nagy csoportszelek-
tivitasat hasznaljak ki (v.6. 6. abra).
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Az tjfajta abrazolasmoddal tobbféle MIP-et és NIP-et
vizsgéltunk ¢és szamos 1j, az eddigi szemlélettel részben
ellentétes eredményre jutottunk. Erdekes modon a NIP
szelektivebb a propranololra a kiilonb6zé szekunder
aminokkal szemben, mint a propranolol MIP (A MIP-en
megnd valamennyi amin kotédése a NIP-en mérthez képest,
a két polimeren azonos a vizsgalt vegyiiletek szelektivitasi
sorrendje. Mivel a MIP-en kisebb a kotédésbeli kiillonbség
az anyagok kozott mint a NIP-en, ezért azt mondhatjuk, hogy
a NIP szelektivebb a propranololra, mint a propranolol MIP).
A vizsgalt esetekben az imprintelésért leginkabb az amino
csoport felelds, az amin templatok pontos szerkezetének,
alakjanak alarendelt szerepe van (Id. 5. és 6. abra). Igy
bizonyos esetekben a célvegyiilettdl eltéré molekulaval
imprintelt, vagy nem imprintelt polimerek is a célvegyiilettel
imprintelt polimerhez hasonlé eldnydkkel rendelkezhetnek.

3.4 Kompetitiv izoterma megadssa'>

A MIP-ek alkalmazésaiban gyakori feladat egy anyag egy
(vagy tobb) zavard anyagtol valo elvalasztasa. Ezért a
keverék izoterma (amikor legalabb két adszorbealodni képes
anyag van egylitt az oldatban a polimer mellett) felvétele
kozelebb all sok valdsagos alkalmazashoz, mint a tiszta
oldatoké. Az egyiitt jelenlévd anyagok tobbnyire csokkentik
egymds kotodését, ezért a kevert oldatos izotermakat
kompetitiv izotermaknak hivjuk.

Kompeticios (két bazis elegyével torténd) méréseket
végezve a propranolol MIP-en, arra jutottunk, hogy a
bazisok megoszlasi hanyadosa fliggetlen attél, hogy kevert
vagy kiillon oldattal ériink el egy adott boritottsagot a
polimeren. Ez azt jelenti, hogy a két tiszta anyag izotermaja
ebben az esetben meghatarozza az elegy izotermat. Ez az
eredmény jelentGsen lecsokkenti a sziikséges mérések
szamat, valamint egyszerlien megtervezhetévé teszi a
MIP-es elvalasztasi feladatokat.

4. Kisérleti modszerek

A propranolol MIP-et irodalmi leiras alapjan készitettiik.®
Valamennyi polimer tdmbpolimerizacios eljarassal késziilt.
A polimerbdl a templatot 0,01 M-os, metanol-vizes sdsav
oldattal tavolitottuk el. A polimerbe nem beépiilt metakrilsav
(MAA) mennyiségét a polimer metanolban torténd
aztatasaval vizsgaltuk. A felilisz6 MAA tartalmat
HPLC-vel mértik meg. A polimerek kationcseréld
kapacitasat potenciometrikus titralassal hataroztuk meg.
Szerves bazisok adszorpciojanak vizsgalatakor adott tdomegi
polimert Eppendorf csdvekbe mértiink, majd hozza
pipettaztuk az analat oldatat. Az oldatban maradt (nem
megkotott) analat mennyiségét 30 perc inkubalasi id6 utan
hataroztuk meg a mintdk feliilisz6jabol HPLC-vel. Az
izotermakat a fazisarany és/vagy a kiinduld analat
koncentraci6 valtoztatasaval vettiik fel. Az izoterma illesztés
a Microsoft Office Solver programjaban tortént.

5. Osszefoglalas

Munkéank soran részletesen vizsgaltuk a molekularis
lenyomati polimerek gyakorlati szempontbol fontos
tulajdonsagait, mint a kotdkapacitas és a szelektivitas.

A polimerek tulajdonsagait nagy kotodési szint (g érték)
mellett sokszor nem vizsgéljak meg, csak az alacsonyabb
koncentracioknal mért izoterma pontokbol kovetkeztetnek a
maximalis kotéképességre. Ez a gyakorlat azonban
helytelen, a ténylegesen mért kotOkapacitdsok ennél az
értéknél joval nagyobbak. A kotdkapacitas vizsgalatakor
elért eredményeink hozzajarulhatnak nagy kapacitast
polimerek eléallitasahoz, illetve a polimerek kotéhelyeinek
jobb megértéséhez.

Megmutattuk, hogy félrevezetd Iehet az izoterma
adatpontokhoz modell fiiggvényeket illeszteni. Az izoterma
kiértékelési problémak kikiiszobdlésére az izotermakat
lgg-lgc ébran javasoltuk megjeleniteni. Ezen az abran
tobbnyire egyenesek vagy enyhén hajlo gorbék illeszthetéek
a mérési pontokra egy széles koncentracidtartomanyban, igy
az izotermak vizualisan is konnyen Osszehasonlithatbak
egymassal. Ez az uj médszer egyszerli és robusztus, és segit
kivéalasztani a megfeleld polimert egy adott analitikai
feladatra. Jol kovetheté vele az imprintelés hatasa, az
imprintelt polimerek szelektivitdsa Megmutattuk, hogy a
vizsgéalt propranolol MIP szelektivitisa mas gyenge
bazisokkal szemben nem til nagy, a nem imprintelt
polimerekéhez hasonld. Nem bazikus vegyiiletekkel
szemben viszont nagy szelektivitast kaptunk.
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Selective adsorption on molecularly imprinted polymers

Molecularly imprinted polymers (MIPs) are selective
sorbents. Molecular imprinting involves self-arrangement of
polymerizable functional monomers around a template
molecule, followed by polymerization and template
removal. Therefore, complementary size, shape, and
functionalities toward the template in the polymer can be
obtained. Consequently, MIPs are expected to rebind the
template molecule and possibly also its structurally similar
compounds selectively. A control polymer is often made in
the absence of the template (NIP: nonimprinted polymer).

MIPs have been used for the development of various
analytical and technological methods such as liquid
chromatography, capillary electrochromatography, solid-
phase extraction (SPE), membrane separations, binding
assays and sensors. One reason for the slower than expected
progress with MIPs may be the use of difficult to compare
characterization methods. Our aim was to develop better
methods for the determination of the binding capacity and
selectivity of molecularly imprinted polymers. Furthermore,
a simple graphical tool has been proposed, which allows to
select the most suited adsorbent (MIP or other material) for
solving an actual practical problem.

MIPs bind their target compounds at binding sites. Despite
many efforts, the exact chemical structure of these binding
sites could not yet be revealed. The binding sites are typically
based on some type of functional groups, like carboxylic
groups. The total amount of such functional groups and their
distribution into available and unavailable groups is not well
known. The total binding capacity is usually indirectly
determined by extrapolation from adsorption isotherms,
which are measured much below the real binding capacity.
Such an indirect measurement published in the literature had
found that the binding capacity of a propranolol imprinted
polymer was only 4% of its COOH content. We have found by

direct measurement at high propranolol concentration that a
similar polymer binds propranolol equivalent to 30% of the
COOH groups. This actually measured value still lags behind
the capacity for binding the OH groups of NaOH, which is
close to 100%. The difference may be due to the difference in
the strength of the two bases. Indeed, we have found that an
organic superbase can be bound almost like NaOH.

The most suitable method of MIP characterization is by the
use of binding isotherms. These are equilibrium data and
thus easily comparable between polymers and adsorptives,
independently from the laboratory. Typically some model
equation is fitted to the measured isotherm data, and the
parameters of the model are further used. We have shown
that given the imprecision of isotherm data, neither the
selection of the isotherm type, nor the physical interpretation
of the obtained constants is on a safe ground. Our suggested
method for isotherm presentation (logg-logc plot) is a simple
method for MIP testing, and the precision of the measured
data is also less critical than in equation fitting. Important
properties of polymers can be read from these log-log plots,
like the logarithm of the imprinting factor (/F), the
selectivity (Se/) and the distribution ratio (D). The logg-loge
graphs show very transparently the selectivity of the
polymers. It has been shown for example, that the selectivity
of the propranolol MIP is low against other organic bases of
comparable base strength, but excellent against many other
compounds. It has also been found that under specific
conditions NIPs may have interesting practical properties,
not much different from the MIP.

Based on our results with competitive isotherms, batch
separation experiments can be easily designed and the
selectivity of the MIPs is also easily determined without the
tedious measurement of the full competitive isotherm.
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