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1. Uvod

Technoldgia molekulovych odtlackov umoznuje pri-
pravit’ materialy selektivne pre analyt (skupinu analytov),
pre ktory boli syntetizované. Je zalozena na priprave vyso-
ko zosietovaného polyméru okolo analytu v pritomnosti
vhodného monoméru. Hotovy polymér sa rozomelie
a analyt sa vymyje (vyextrahuje). V polyméri zostane troj-
rozmerny odtlaok analytu (komplementarny tvar, velkost
a funkéné skupiny v dutindch polyméru). Takto vzniknuté
dutiny st schopné za ur€itych podmienok znovu naviazat’
analyt (obr. 1).

Vyskum sa dlhodobo sustred’uje do dvoch oblasti:

—  priprava polymérov s molekulovymi odtlackami

(MIP) a vysvetlenie ich selektivity'~,

—  vyuzitie MIP v separaénych metodach (extrakcia na
tuhej faze (SPE)**, kvapalinové chromatografia (LC)*

a kapilarna elektrochromatografia (CEC)>®).

Relativne nové smery st vyvoj membran’
a senzorov'.

HQ
g kyselina metakrylova

“-HO
analyt )/—{
o
+ %O/\/O\H)L
polymerizacia =

o
etylénglykoldimetakrylat

extrakcia analytu naviazanie analytu

Obr. 1. Schéma procesu vzniku odtlacku molekuly nekova-
lentnym spésobom; komplex vznikajici v roztoku interakciou
odtlacanej molekuly (analytu) a monoméru (metakrylova kyseli-
na) sa fixuje pocas polymerizacie so sietovacim c¢inidlom
(etylénglykoldimetakrylat). V polyméri vznikne trojrozmerny
odtlacok analytu (komplementarny tvar, vel’kost’ a funkéné skupi-
ny v dutinach polyméru). Takto vzniknuté dutiny su schopné za
uréitych podmienok znovu naviazat’ analyt

2. Priprava polymérov s molekulovymi odtlac-
kami (MIP)

Technoldgia molekulovych odtlackov (MIT) bola po
prvy raz popisana vr. 1931 (cit.®), pouzitym materialom
bol silikagél. Silikagél sa neskor ukazal ako malo stabilny
material a zdujem o MIT docasne klesol. Po r. 1970 sa
zacali rozvijat postupy umoziujuce ziskat' molekulové
odtlacky v synteticky pripravenych polyméroch a zaujem
o MIT vyrazne vzrastol. V sucasnosti sa vyuzivaju dva
zakladné postupy pripravy MIP:

— Predorganizovany kovalentny spdsob po prvy raz
pouzil Wulff’. Vytvorenim reverzibilnej vizby (napr.
kovalentnej vizby esterovej skupiny, kovalentnej viz-
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by CH=N v Schiffovej baze, koordinacnej vézby i6-
nov kovov) medzi analytom avhodnym funkénym
monomérom sa ziska polymerizovatel'ny derivat ana-
lytu, ktory sa nasledne kopolymerizuje so sietovacim
¢inidlom. Vyhodou tohto spdsobu pripravy MIP je
znama stechiometria chemickej reakcie analytu s mo-
nomérom atiez vznik materidlu s velkou hustotou
a homogenitou dobre definovanych vézbovych miest.
Nevyhodou je obmedzeny vyber analytov vhodnych
na syntézu. Dalsi problém stvisi so snahou vyuzit' pri
syntéze také kovalentné vizby, ktoré s za podmienok
polymerizacie dostatocne stabilné, ale na druhej strane
sa pri dalSom vyuZzivani polyméru lahko rozrusia.
Treba tiez zohl'adnit’ skutoCnost’, Ze analyt sa na pri-
praveny polymér musi naviazat’ dostato¢ne rychlo. Ak
sa pri naviazani analytu na MIP znovu uplatiiuji ko-
valentné reakcie, rychlost” takychto reakcii je zvycajne
prili§ maléd a zvécsa nevhodna napr. pre vyuzitie MIP
v separac¢nych metodach. Z tohto hl'adiska su perspek-
tivne najmé koordina¢né reakcie iénov kovov, ked’ze
stabilita koordina¢nych vizieb kovov je zvycajne dos-
tatond a rychlost’ reakcie vymeny ligandu je vysSia
v porovnani s inymi kovalentnymi interakciami.

— Samoorganizovany nekovalentny spdsob po prvy raz
pouzil ArshadyIO a v sucasnosti sa vacSina MIP pri-
pravuje tymto sposobom. NajcastejSie vyuzivané typy
nekovalentnych interakcif medzi analytom
amonomérom su vodikové vézby, elektrostatické
a hydrofobne interakcie. Tento spdsob pripravy MIP
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je dostatocne rychly, jednoduchy, flexibilny a pokryva

Siroké spektrum analytov a monomérov (tabulka I,

1-V).

Okrem toho bol popisany aj kombinovany kovalent-
no-nekovalentny spdsob pripravy MIP''.

Analyt, monomér/y, sietovacie c¢inidlo a porogén
(rozptstadlo) maju rozhodujuci vplyv na ucinnost’
(afinitu, selektivitu a kapacitu) MIP.

Vyber monoméru zavisi od vlastnosti analytu. Analyt
musi v Struktire obsahovat’ také funkcéné skupiny, ktoré
dostatoéne silne interaguju s funkénymi skupinami mono-
méru za vzniku stabilného komplexu. Funkény monomér
treba vybrat’ tak, aby umoznoval maximalny pocet kom-
plementarnych interakcii s analytom. Pre analyty obsahu-
juce zasadité skupiny sa ako monomér zvycajne pouziva
kyselina metakrylovd (MAA) alebo trifluérmetakrylova
(TFMAA). Pre analyty s kyslou funkénou skupinou su
vhodné monoméry obsahujuce v §truktire zasaditdl funk-
¢nu skupinu, napr. 4-vinylpyridin (4-VP) alebo akrylamid.
Ak sa pouziju vysSie uvedené monoméry, tak komplexy
monomér-analyt vznikaji predovsetkym polarnymi neko-
valentnymi interakciami ako su vodikové vizby
a elektrostatické interakcie. NajlepSi odtlacok analytu sa
ziska vtedy, ak sa pre polymerizaciu zvoli rozpustadlo s ¢o
najnizsou dielektrickou konStantou, napr. chloroform
alebo toluén. Tieto nepolarne rozpustadla stabilizuju
vodikové a/alebo elektrostatické interakcie medzi mono-
mérom a analytom. Mo6Zu sa pouzit aj rozpustadla
s vySSou dielektrickou konStantou (napr. acetonitril), ale

Tabul'ka I

Priprava polymérov s molekulovymi odtlackami pre extrakciu na tuhej faze

Analyt Monomér Siet'ovacie ¢inidlo Porogén Lit.
Terbutylazin MAA? EDMA” dichlérmetan 20
4-chlorfenol 4-VP* EDMA”" acetonitril 21
Kyselina 2,4,6-trichlorfenoxyoctova 4-VP° EDMA® voda-metanol 22
Pirimikarb MAA? EDMA” chloroform 23
Terbutylazin MAA® EDMA” toluén 24
Dibutylmelamin MAA® EDMA® chloroform 25
Kvercetin akrylamid TRIM® tetrahydrofuran 14
Metylfosfonaty MAA® TRIM? acetontril 26
Skopolamin MAA® EDMA” toluén 27
Fenitoin metakrylamid EDMA” acetontril- 28

tetrahydrofuran

Atenolol MAA? EDMA” acetonitril 29
Clenbuterol MAA® EDMA® acetonitril 30
Kofein MAA® EDMA" acetontril 31
Antioxidanty MAA® EDMA® acetonitril 32
Kvercetin akrylamid EDMA® tetrahydrofuran 33
Fenuron 4-VP* EDMA" toluén 34

* Kyselina metakrylova, ° etylénglykoldimetakrylat, ¢ 4-vinylpyridin, ¢2,2-bis(hydroxymetyl)butanoltrimetakrylat
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vzniknuty polymér ma zvycajne nizsiu afinitu pri nasledu-
jucom navédzovani analytu. Rozpustadlda ako voda
a metanol nie st vSeobecne povazované za vhodné, preto-
ze jednak zabrafiuju polymerizicii a okrem toho rusia vo-
dikové vézby analyt-monomér. Pretoze prirodné moleku-
larne rozpoznavacie systémy (enzymy, substraty, antigény,
protilatky, receptory a hormény) vicsinou pracuji vo vod-
nom prostredi, h'adaju sa tiez spdsoby na pripravu MIP vo
vodnych roztokoch'?. Reakcia vzniku komplexu analyt-
monomér je rovnovazny proces a preto je potrebné pouzit’
nadbytok monoméru. Zvyc€ajne sa pouziva pomer mono-
mér : analyt od 4:1 do 96:1. Mnozstvo pouzitého analytu je
mozné znizit' bez rizika straty kvality alebo ucinnosti vy-
sledného MIP. Zistilo sa, ze aj MIP pripravené pre analyt
a monomér v pomere 1:500 az 1:5000 este stale viazu vac-
Sie mnozstvo analytu v porovnani s kontrolnymi polymér-
mi syntetizovanymi bez analytu.

Na rozpoznavacie vlastnosti MIP vplyva aj tvar mole-
kuly analytu. VSeobecne malé S$trukturdlne zmeny
v molekule analytu ved(l k vzniku vysoko selektivnych
polymérov'>"*. Zhang a spol.'* syntetizovali MIP pre kyse-
linu 2-hydroxybenzoovll, 4-hydroxybenzoovu, a 2,5-dihy-
droxybenzoovl a porovnali ich rozpoznavacie vlastnosti.
Z uvedenych zlucenin vykazoval najvys$siu selektivitu
polymér pripraveny pre kyselinu 4-hydroxybenzoovu.
Vysledky ukazali, ze vodikové vdzby medzi monomérom
a kyselinou 4-hydroxybenzoovou maji rozhodujicu tlohu
v rozpoznavacom procese. Kyselina 4-hydroxybenzoova
umoziuje vznik dvoch typov vodikovych vézieb
(hydroxylova a karboxylova funk¢na skupina) s monomé-
rom. Kyselina 2-hydroxybenzoova a 2,5-dihydroxybenzo-
ova vytvara predovsetkym vnuatromolekulové vodikové
vizby medzi karboxylovou skupinou a hydroxylovou sku-
pinou v polohe 2; procesu odtlacania molekuly sa zu-
Castnuje len hydroxylova skupina v polohe 5. Takto mozZno
vysvetlit’ horsie rozpoznavanie polyméru pripraveného pre
kyselinu 2,5-dihydroxybenzoovu a ziadne pre kyseli-
nu 2-hydroxybenzoov.

Siet'ovacie ¢inidlo umoznuje ziskat’” mechanicky sta-
bilny a chemicky inertny polymér. Pouzivaji sa rdzne
sietovacie Cinidla, zvycCajne etylénglykoldimetakrylat
(EDMA) v kombinacii s kyselinou metakrylovou (ako
monomér), kedZe poskytuje polymér s dostatocnou me-
chanickou a tepelnou stabilitou, polymér sa Tahko susi
arychlo vymiena zlozky. Z ostatnych sietovacich ¢inidiel
len 2,2-bis(hydroxymetyl)butanoltrimetakrylat (TRIM)
vykazoval podobné alebo o nieco lepSie vlastnosti ako
EDMA (cit.'*). Vzhladom na velkost’ a krehkost’ velkych
biomolekul ako st proteiny, klasicky postup pripravy MIP
vyuzivajici vysoko zosietované polyméry nie je vhodny.
Nedavno ziskané vysledky ukazali, ze tvarovo-Specifické
vizbové miesta pre proteiny moZno ziskat' odtlacenim
proteinov v polyakrylamidovom géle s malou hustotou
zosietovania bez pouzitia akéhokol'vek iného monoméru'’.

Rozpustadlo (porogén) vplyva nielen na silu interak-
cie analyt-monomér ale aj na morfologiu vzniknutého
polyméru'®. Mala velkost povrchu a mald makroporovi-
tost’ polyméru zhorSuju rozpoznavanie analytu pri navizo-
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vani analytu na MIP. Je pomerne zlozité vopred odhadnut’,
ktoré rozpustadlo bude vhodné.

Na inicidciu polymerizacie sa bud’ prida iniciator
a polymerizuje sa pri zvysenej teplote alebo sa reakcia
polymerizacie iniciuje UV Zziarenim. Zistilo sa, ze MIP
syntetizované pri nizkej teplote (pod 0 °C) pouzitim UV
Ziarenia vykazuji lepsie molekulové rozpoznavanie'’.

Nakoniec je potrebné vymyt analyt, aby sa ziskali
volné vizbové miesta v polyméri. Zvycajne sa polymér
jednoducho opakovane premyva rozpustadlom, alebo sa
pouzije Soxhletova extrakcia. Tieto postupy neodstrania
analyt Uplne apreto sa nasledne analyt deteguje napr.
v elu¢nom kroku SPE.

Ako bolo uvedené v uvode, ziskany polymér sa rozo-
melie a d’alej sa separaciou na sitach oddelia Castice vel-
kosti 25-50 um. Tento proces je zna¢ne zdlhavy a ziskané
Castice maju rozny tvar a velkost. Vyhodou tohto klasic-
kého postupu (bulk syntéza) je, Ze si nevyzaduje Ziadne
Specialne zariadenie a vybavenie.

V priebehu €asu boli vyvinuté rozne sposoby pripravy
MIP, ktoré umoziuju ziskat’ MIP s lepsie definovanym
tvarom a vel'kostou Castic: i) generovanie gul'ovitych MIP
Castic vhodnej velkosti suspenznou (5-50 pm castice),
precipita¢nou (0,3—10 um) a emulznou (0,05-2 pm) poly-
merizaciou, ii) syntéza MIP v pdéroch alebo na povrchu
gulovitych &astic (silikagél, alumina)', iii) rézny sposob
syntézy MIP membrany™'®, iv) polymerizacia in situ
v kapilarach napr. pre LC alebo CEC (cit.>®).

3. Vyuzitie MIP v analytickej chémii

3.1. MIP v SPE

Vyuzitie MIP v analytickych separaénych metodach
sa k praktickym poziadavkam asi najviac priblizilo v SPE
(tabulka II). Po prvy raz bola metéda MIP-SPE pouzita
v zapojeni on-line ako prekoncentratnd metdda na stano-
venie pentamidinu vo vzorkdch moéu'®. Dnes st uz apli-
ka¢né moznosti velmi rozsiahle®>*. VyuZivaju sa rozne
spdsoby MIP-SPE: off-line SPE, on-line SPE a vsadzkovy
sposob, kedy sa malé mnozstvo MIP inkubuje so vzorkou.
Najcastejsie sa pouziva off-line SPE, kde sa podobne ako
v inych klasickych SPE malym mnozstvom MIP (50-200
mg) naplni kolonka. Potom nasleduju d’alsie kroky SPE
ako kondicionovanie sorbentu, nanesenie vzorky, vymyva-
nie interferujicich zloziek a elucia analytu. V MIP-SPE
zavisi vyber rozpustadiel od typu interakcii analyt-
monomér, ktoré sa vyuZili pri polymerizécii, a od porogé-
nu (rozpustadla pri polymerizacii). Vacsina doteraz synte-
tizovanych MIP materidlov vyuZivala vznik vodikovych
vézieb medzi analytom a monomérom.

Nanesenie vzorky

Publikované prace ukazujl, Ze naviazanie analytu
z organického rozpustadla na MIP zalozené na vodiko-
vych vizbéach najlepSie prebieha vtedy, ak sa vzorka nana-
Sa v takom istom rozpustadle, aké sa pouzilo pri syntéze
polyméru®.  Zadrziavanie analytu postupne klesa
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Tabul’ka IT
Vyuzitie polymérov s molekulovymi odtlackami v extrakcii na tuhej faze
Analyt Kondicionovanie Nanesenie vzorky Vymyvanie Eltcia Vyuzitie Lit.
Terbutylazin dichlérmetan, H,O dichlérmetan metanol voda 20
metanol, H,O
4-chlérfenol acetonitril, H,O-HCl dichlérmetan, acetonitril-1% voda 21
H,0-HCI (pH 2,5) (pH 2,5) H,O-HCI (pH 2,5) AcOH*
Kyselina 2,4,6- H,O H,0O-HCl metanol metanol-AcOH? voda 22
trichlérfenoxy- (pH 4,0) (4:1)
octova
Pirimikarb metanol-H,O0-AcOH*  H,O metanol-H,O- voda 23
(7:2:1) AcOH® (7:2:1)
Terbutylazin dichlérmetan dichlérmetan dichlérmetan metanol voda 24
Dibutylmelamin  dichlormetan H,O dichlérmetan metanol voda 25
Kvercetin dichlérmetan, acetonit- AcOH? AcOH? metanol-AcOH* plazma 14
ril, metanol, metanol- (0,01 mol. dm™®) (0,01 mol.dm™), 9:1)
H,O (1:1), AcOH? H,0, dichlor-
(0,01 mol dm™) metan, acetonitril
Metylfosfonaty 30 % HCI, H,0, Acetonitril acetonitril H,O sérum 26
acetonitril
Skopolamin acetonitril-HCI acetonitril-HCI acetonitril-HCI acetonitril- moc, 27
(pH 5) (pH 5) (pH 5) AcOH? (99:1) sérum
Fenitoin metanol, H,O, fosfo- H,O fosfore¢nan metanol plazma 28
re¢nan sodny sodny (pH 7), H,O,
(pH 7) dichlormetan
Atenolol acetonitril acetonitril acetonitril acetonitril-1%  Standar- 29
TEA® dy
Clenbuterol fosfore¢nan sodny (pH fosfore¢nan sodny fosfore¢nan sodny metanol-TFAc® mog, 30
3)- acetonitril (70:30)  (pH 3)- acetonitril  (pH 3)- acetonitril ~ (9:1) pecent
(70:30) (70:30)
Kofein octan amonny octan amonny octan amonny (pH  acetonitril- plazma, 31
(pH9) (pH9) 9), acetonitril-1%  AcOH® (99:1) napoje
TEA®
Antioxidanty acetonitril metanol-H,O jablkova 32
Stava
Kvercetin acetonitril acetonitril acetonitril metanol-AcOH" rastliny 33
(99:1)
Fenuron toluén toluén toluén acetonitril- rastliny 34

AcOH" (99:10)

“ Kyselina octova, ” trietanolamin, © kyselina trifluéroctova

s rastucou polaritou rozpustadla. Rozpustadlo, v ktorom
sa nanasa vzorka, treba vSeobecne optimalizovat’ tak, aby
sa zabranilo ne$pecifickym interakciam (adsorpcii)®. Vy-
berom rozptstadla je mozné ovplyvnit’ aj selektivitu®.

Vymyvanie interferujucich zloZiek

Tento krok slizi na zosilnenie Specifickych interakcii
medzi analytom a monomérom a suc¢asne vymytie interfe-
rujucich zloziek nespecificky viazanych na matricu poly-
méru. Zvycajne sa pouZziva také isté rozpustadlo, aké sa
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pouzilo pri priprave ako porogén®. Niekedy je vhodnejsie
iné vymyvacie rozptstadlo neZ bol porogén’®.

Elucia analytu

Analyty sa zvyc€ajne eluuju polarnym rozpustadlom
ako su acetonitril alebo metan0124, pripadne ich zmesou,
Casto tiez s malym pridavkom kyseliny (napr. kyselina
octova®**) alebo bazy (trietanolamin®).

Aj ked postupy umoziujuce selektivne naviazanie
analytu z organickych rozpustadiel su dostatone popisa-
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né, obmedzenim MIP-SPE je pomerny nedostatok infor-
macii o viazani analytov zvodnych roztokov a predo-
vsetkym biologickych vzoriek. V organickych rozpustad-
lach je rozpoznévanie molekl zaloZené predovSetkym na
interakcii s polarnymi funkénymi skupinami, vo vodnych
roztokoch ma délezitt ulohu aj rozpoznavanie hydrofébnej
Casti molekuly. Vo vodnom roztoku su zlozky obsahujtice
hydrofébnu skupinu nespecificky adsorbované na poly-
mér, preto je potrebné este pred eluovanim Specificky via-
zaného analytu vymyt tieto neSpecificky viazané zlozky
(moéze to byt aj analyt). Rozhodujticim faktorom uspesnos-
ti pri navdzovani zloziek z vodného roztoku je schopnost’
vyvazit Specifické a neSpecifické viazanie na polyméri.
Pre kazdu zlozku, ¢i uz ide o analyt alebo iné zlozky zme-
si, je zadrziavanie na polyméri vysledkom suctu Specific-
kych a neSpecifickych interakcii. Ak prevazuje neSpecific-
ké viazanie, selektivita polyméru sa moze stratit’. Problé-
my s ne$pecifickou adsorpciou mozno znizit pouzitim
malého mnozstva MIP (5-20 mg), ¢im sa redukuje vel-
kost’ povrchu dostupného pre neSpecificki adsorpciu ana-
Iytu. Druhy spdsob ako znizit' problémy s neSpecifickou
adsorpciou je zalozeny na vybere vhodného spdsobu vy-
myvania MIP pred eliciou analytu. MoZno pouZit’ organic-
ké rozpustadla, v ktorych rastie sila Specifickej interakcie
analyt-MIP (zaloZend napr. na vodikovych vézbach)
aklesa sila hydrofobnych ne$pecifickych interakcii, ¢o
vedie k prerozdeleniu nesSpecificky adsorbovaného podielu
analytu na Specifické vizbové miesta polyméru a vymytiu
ostatnych zloziek®. Aj v tomto pripade sa analyty zvycaj-
ne eluuji polarnym rozpustadlom ako su acetonitril alebo
metanol, Casto tiez s malym pridavkom kyseliny (napr.
kyselina octova®’**") alebo bazy (trietanolamin).

V literature st popisané pripady, kedy pri pouziti
niektorych rozptstadiel dochadzalo ku kontrakcii polymé-
ru, pri¢om sa zmenila jeho porozita a velkost’ povrchu. Iny
problém spojeny sMIP v elu¢nom stupni suvisi
s analytom, ktory zostal naviazany na MIP aj napriek in-
tenzivnemu vymyvaniu MIP. V stGasnosti je mozné len
tazko dosiahnut’ Gplné vymytie analytu pri priprave MIP.
Pritomnost’ tohto malého zvyskového mnozstva analytu sa
pozoruje v SPE v elu¢nom kroku, ¢o vedie k problémom
hlavne v stopovej analyze. Pouzivaju sa dva sposoby rie-
Senia tohto problému: i) na pripravu MIP sa pouzije vhod-
ny $trukturny analég analytu®’ (nie vzdy sa ho podari na-
jst) a technika, ktorad nasleduje v d’alSom kroku musi ana-
16g a analyt rozlisit’, it) MIP sa zahreje a intenzivne vymy-
va so silnymi rozpustadlami, ¢o ale niekedy vedie k zmene
morfoldgie polyméru.

MIP okrem zadrziavania analytu méze zadrziavat' aj
uréité $truktarne analégy analytu®’. Tato krizova reaktivita
sa vyuziva na extrakciu skupiny S$truktGrnych analdogov
napr. v analyze vzoriek Zivotného prostredia.

MIP-SPE sa niekedy povazuju za analdég imunoex-
trakcie, kedze MIP vykazuju urcitt podobnost
s protilatkami, hlavne krizovh reaktivitu (selektivitu), ale
aj vzhl'adom na vizbové konstanty, ktoré su porovnatelné
s vizbovymi konstantami imobilizovanych protilatok.
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3.2. MIP v LC

Vyhody MIP ako vysoka selektivita
a fyzikalnochemicka stabilita urychlili vyvoj MIP ako
chromatografickych stacionarnych faz, najmi pre HPLC,
kde sa tieto fazy vyuzivaju predovsetkym ako chirdlne
stacionarne fazy (CSP). Pouzitie MIP ako CSP v HPLC
vSeobecne vedie k vyssej enantioselektivite v porovnani s
klasickymi CSP. Typické hodnoty selektivitnych koefi-
cientov a st 1,5-5,0, aj ked’ sa dosiahli aj podstatne vyssie
hodnoty. Problémom je, Ze rozliSenie spojené s touto se-
lektivitou je Casto nedostatoéné, pretoze dochadza
k rozmyvaniu a chvostovaniu pikov’’. Na rozmyvani pi-
kov sa podiel'a hlavne heterogenny charakter vdzbovych
miest (od vysoko po malo afinitné) vzhl'adom na geomet-
riu a dostupnost’. K rozmyvaniu pikov prispieva tiez po-
mald rychlost’ interakcie medzi analytom a vdzbovym
miestom.

Na zvySenie ucinnosti a rozliSenia sa pouZzivaju rézne
alternativne spdsoby pripravy MIP s optimalizovanym
tvarom a velkostou &astic'”. Zarovei sa optimalizuje zlo-
zenie mobilnej fazy a v kombinacii s vhodnymi gradientmi
mobilnej fazy ateplotou sa minimalizuje chvostovanie
viac zadrziavanych zloziek. Zadrziavanie analytu na MIP
kolone zna¢ne zavisi od mobilnej fazy. Pre predpoved
optimalnych podmienok treba zohl'adnit’ faktory stvisiace
so Struktirou analytu a polyméru a tiezZ morfologiu poly-
méru.

Na zaklade narastajiceho poctu udajov o zavislosti
retencie a selektivity v réznych mobilnych fazach pre
rozne Struktury analytu mozno formulovat’ niekol’ko vse-
obecnych zaverov. Ak sa pouzije ako funkény monomér
kyselina metakrylova, molekulové rozpoznavanie mozno
dosiahnut’ vytvaranim vodikovych vézieb, ibnovou vyme-
nou a/alebo hydrofébnymi interakciami v zavislosti od
Struktiry analytu.

Ak sa na pripravu MIP pouziji malo a stredne polarne
analyty s funkénymi skupinami, ktoré tvoria vodikové
vizby s kyselinou metakrylovou, dobra selektivita sa
v chromatografii dosiahne predovsetkym v organickej
mobilnej faze, kde analyty reaguju s vizbovymi miestami
hlavne elektrostaticky. V praxi sa vo vécSine experimen-
tov, ktoré vykazovali vysoku selektivitu a afinitu, ako mo-
bilnd faza pouzivalo organické rozpustadlo (tabulka III).
Najcastejsie sa pouziva acetonitril, pretoze netvori vodiko-
vé vizby a nezabera tak kompetitivne miesta na MIP na-
miesto analytu. Okrem toho je dostato¢ne polarny na roz-
pustenie vacSiny organickych zlucenin a sucasne dobre
solvatuje povrch metakrylatu. Niekedy sa acetonitril kom-
binuje s polarnejSou zlozkou, aby sa ziskalo praktickejSie
reten¢né okno.

Ak sa na pripravu MIP pouzije analyt s protolytickou
skupinou tvoriaci vodikové vizby a ako monomér kyselina
metakrylova alebo vinylpyridin, dobra selektivita
v chromatografii sa dosahuje s pouZitim vodnej mobilnej
fazy ak retencii dochadza na zéklade idnovej vymeny.
Selektivita sa zabezpeCuje optimalizdciou pH mobilnej
fazy®.

Pre analyty s hydrofobnym substituentom a funk¢-
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Tabulka III
Priprava a vyuZitie polymérov s molekulovymi odtlackami v kvapalinovej chromatografii
Analyt Monomér Sietovacie  Porogén Mobiln4 faza Vyuzitie  Lit.
¢inidlo
Kyselina gentisova, akrylamid EDMA? acetonitril acetonitril-H,O testovanie 13
4-hydroxybenzoova, salicylova (99:1)
Cholesterol MEP® EDMA® toluén-chloroform  hexan-chloroform  testovanie 38
(7:1) (98:2)
Estradiol MEP® EDMA? chloroform-1,4- hexan-chloroform  testovanie 38
dioxan (2:1) (98:2)
[Sar',Ala*]angiotensin II akrylat PEGDA® fosfore¢nan sodny  fosforecnan sodny testovanie 39
sodny (pH 7,0) (pH 7,2)-20 % ace-
tonitril
4-Aminopyridin, 2-aminopyridin MAA* EDMA® chloroform-PVA®-  octanovy tlmivy testovanie 40
H,O roztok
(pH 4,0)-metanol
(1:10)
2’,2’-Dideoxynukleotidy MAA* EDMA® chloroform acetonitril- separdcia 41
chloroform (99:1)  derivatov
Nortriptylin 4-VFK' TRIM® toluén acetonitril-AcOH"  testovanie 42
(99,1:0,1)
Clenbuterol MAA* EDMA® acetonitril fosfore¢nan sodny  testovanie 43
(pH 3,4)-acetonitril
(30:70)
Bupivakain MAA* EDMA® toluén acetonitril testovanie 44
Ceramid 11T styrén- DVB! toluén-heptan hexan kvasnice 45
MAA*

* Etylénglykoldimetakrylat, ® 2-(metakryloyloxy)etylfosfat, ¢ poly(etylénglykol)diakrylat, ¢ kyselina metakrylova, € poly
(vinylalkohol), * 4-vinylfenylkarbamat, £ 2,2-bis(hydroxymetyl)butanoltrimetakrylat, " kyselina octova, ' divinylbenzén-

trialylisokyanurat

nymi skupinami tvoriacimi vodikové vidzby s kyselinou
metakrylovou, s narastajiicim podielom vody v mobilnej
faze narasta v dosledku hydrofobnych interakcii retencia
stredne a malo polarnych zloziek®. Ak je obsah vody
v mobilnej faze velky, Casto dochadza k neSpecifickému
naviazaniu vSetkych hydrofoébnych zloziek. V niektorych
pripadoch je mozné znizit' neSpecifické interakcie prida-
nim organického modifikatora alebo detergentu do mobil-
nej fazy. V zavislosti od hydrofébnosti substituenta, hyd-
rofobny efekt méze zvySovat’ alebo znizovat’ selektivitu.

3.3. MIP v CEC

Viacsina prac popisujucich MIP ako selektivne fazy
v CEC sa zaobera chirdlnymi separaciami (tabulka IV).
MIP-CEC na separaciu enantiomérov po prvy raz pouzil
Lin*". V CEC sa spociatku pouzivali kolény naplnené &as-
ticami MIP, v sucasnosti sa MIP pripravuji ako polyméry
syntetizované in situ. Vyhodou je relativne rychla priprava
a vysoka ucinnost’, nevyhodou je mala kapacita. Novym
trendom je priprava monolitickych kolén, vyuZitie nano-
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Castic a techniky iniciovania povrchu pri priprave MIP
(cit.>®). V CEC dochadza k separacii v dosledku rozdielov
v interakcii s MIP a tiez rozdielov v elektromigracii, preto
sa v CEC ziska ina selektivita ako v LC. Vyhodou CEC
oproti LC je lepsia u€innost’ a mensia spotreba analytu pri
priprave polyméru. Podobne ako LC, aj v CEC su vhod-
nejSie na separdciu vdzbové miesta s menSou afinitou.
Pocet aplikacii v CEC je mensi ako v LC.

3.4. MIP ako membrany

Syntéza MIP vo forme membran je zaujimavé jednak
pre vyuZitie v separaénych membranovych technikach’
atiez v biosenzoroch'®. Membrany sa mozu syntetizovat’
napr. polymerizdciou zmesi monoméru, analytu
a sietovacieho ¢inidla na silanizovanej sklenenej platnicke
alebo v poéroch nosi¢a. Membrany je mozné pripravit aj
bez pouzitia sietovacieho Cinidla. V sticasnosti sa testuji
rozne alternativne spOsoby pripravy nielen monofunk¢-
nych, ale aj bifunk&nych membran’*.
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Tabulka IV

Priprava a vyuzitie polymérov s molekulovymi odtlackami v kapilarnej elektrochromatografii

Analyt Monomér Sietovacie Porogén  Typ kolony Vyuzitie Lit.

¢inidlo

Propranolol MAA® TRIM® toluén, superporézny MIP monolit separacia enantiomérov 48
izooktan

Propranolol MAA® EDMA® acetonitril nanocastice MIP separcia enantiomérov 49

aditivum do elektrolytu
Efedrin MAA® TRIM® acetonitril nanocastice MIP separacia enantiomérov 50
aditivum do elektrolytu

Nortriptylin, salbu- MAA® TRIM" acetonitril nanocastice MIP testovanie 51

tamol aditivum do elektrolytu

S—propranolol MAA® TRIM® toluén MIP film na povrchu kapilary separacia enantiomérov 52

L-fenylalaninanilid MAA® EDMA® dichlor- MIP film na povrchu kapilary separdcia enantiomérov 53
metan

 Kyselina metakrylova, ® 2,2-bis(hydroxymetyl)butanoltrimetakrylat,  etylénglykoldimetakrylat

Tabulka V

Priprava a vyuzitie polymérov s molekulovymi odtlackami v senzoroch

Analyt Monomér Sietovacie  Porogén Detekcia Vyuzitie Lit.
¢inidlo

Acetaldehyd MAA? EDMA" chloroform hmotnostna testovanie 55

Kyselina trichloroctova ~ 4-VP° EDMA® acetonitril konduktometrickda  pitna voda 56

Clenbuterol MAA® EDMA® acetonitril voltampérometrickd hovéidzia 57

peceil

Paracetamol MAA?-4-VP¢ EDMA® acetonitril hmotnostna sérum, mo¢ 58

Fenacetin MAA? EDMA® chloroform hmotnostna sérum, mo¢ 59

Nikotin MAA? EDMA® chloroform hmotnostna sérum, mo¢ 60

Propofol bis(4-vinylfenyl) EDMA" toluén fotometricka krv 18

karbonat

“ Kyselina metakrylova, ° etylénglykoldimetakrylat, ¢ 4-vinylpyridin

3.5. MIP ako senzory

Mnoho senzorov vyvinutych pre monitorovanie zivot-
ného prostredia, biomedicinsku a potravinarsku analyzu
vyuziva biomolekuly ako s enzymy alebo protilatky ako
Specifické rozpoznavacie prvky. Vzhl'adom na Casto zlu
chemicku a fyzikalnu stabilitu biomolekul st umelé recep-
tory atraktivne a zaujem o ne neustale rastie’.

V MIP senzoroch sa MIP pripajaji na vhodny povrch,
kde tvoria tenky film. Naviazanim analytu na odtlacok sa
menia fyzikalno-chemické (hmotnostné™** %, optické'®,
elektrochemické™7) vlastnosti tejto vrstvy, ktoré mozno
merat’ (tabul’ka V). V skuto¢nosti vSak kazda zlozka, ktora
moZe interagovat’ s vrstvou polyméru ¢i uz selektivne ale-
bo neselektivne, bude menit’ signal senzora. Z toho vyply-
va, ze interakcie polyméru so zlozkami matrice musia byt’
minimalne a konsStantné. Aj napriek nespornym vyhodam,
senzory vyuZzivajuce MIP su spojené s ur€itymi probléma-
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mi ako niz8ia citlivost’ v porovnani s klasickymi biosen-
zormi, interferencie inych elektroaktivnych  molekul
(v pripade elektrochemického senzora) a interferencie
inych zloziek vykazujtcich fluorescenciu (v pripade fluo-
rescen¢ného senzora).

4. Zaver

Polyméry s molekulovymi odtlackami sa daju
s uspechom vyuzit' v separa¢nych metodach ako su extra-
kcia  tuhou  fazou, kvapalinovda  chromatografia
a elektrochromatografia atiez ako selektivne sorbenty
v senzoroch. Vyhodou je moznost pripravy sorbentu
s preddefinovanou selektivitou pre urcity analyt alebo
skupinu Struktarnych analdégov, odolnost’ vo¢i mechanic-
kému namahaniu, tlaku, teplote, silnym kyselindm a zasa-
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dam, organickym rozpustadlam, stabilita po dobu az nie-
kol’ko rokov a moZnost’ ich pouZit’ opakovane az 100x%.
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