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1. STRESZCZENIE PRACY

W pracy dokonano charakterystyki dwoch typéw membran 2z odciskami
molekularnymi, mogacych rozdziela¢ izomery optyczne alkaloidéw z rodzaju Cinchona.

Pierwsze badania miaty na celu poznanie sktadu i zdolno$ci samoorganizowania si¢
kompleksu monomery-wzorzec, ktory w wyniku polimeryzacji wbudowany zostawat
w matrycg polimerowa. Jest to pierwszy etap tworzenia odcisku molekularnego.
Miareczkowanie roztworu cynchoniny (CIN) kwasem metakrylowym (MAA) prowadzito do
samoorganizacji kompleksow, a proces ich tworzenia §ledzono za pomoca widm UV-VIS.
Zmiany absorbancji, ktore po pewnym czasie osiagngly maksimum odpowiadaty
wykorzystaniu wszystkich mozliwych wiazan wodorowych pomigdzy czasteczka cynchoniny
a czasteczkami monomeru funkcyjnego. Jednocze$nie nie stwierdzono niekorzystnego
wplywu dimetakrylanu glikolu etylenowego (EGDMA) na formowanie si¢ kompleksow. Na
podstawie uzyskanych widm oraz po przeprowadzeniu komputerowego modelowania
oddziatywan kwas metakrylowy-cynchonina stwierdzono, ze w obsadzeniu jednej czasteczki
alkaloidu braly udziat trzy czasteczki kwasu. Uwzgledniono to przy doborze sktadu mieszanin
reakcyjnych do syntezy zt6z chromatograficznych i membran monolitycznych. Kolejne etapy
modelowania umozliwity poznanie miejsc, w ktoérych dochodzilo do oddziatywan
wodorowych pomigdzy czasteczkami alkaloidu i kwasu. Szereg obliczen pozwolit takze na
wyznaczenie sumarycznych warto§ci energii wiazan wodorowych tworzacych sie
kompleksow. Analogicznych obliczenr dokonano z cynchonidyna (CID), bgdaca antypoda
optyczng cynchoniny.

Przed rozpoczeciem badan nad synteza membran litych za celowe uznano
przeprowadzenie klasycznej polimeryzacji blokowej. Koniecznym wydawalo si¢ podjgcie
prob przeniesienia doswiadczen z syntezy materialow chromatograficznych na preparatyke
membran monolitycznych. Jako monomeru funkcyjnego i s$rodka sieciujacego uzyto
odpowiednio kwasu metakrylowego i dimetakrylanu glikolu etylenowego (MAA i EGDMA).
Otrzymane w wyniku polimeryzacji materialy, po zmieleniu 1 wymyciu wzorca
cynchoninowego (CIN), testowane byly w chromatografii cieczowej. Odpowiednie warunki
procesu tacznie z wilasciwie dobranym eluentem pozwolily na okreslenie selektywnosci
sorbentdw polimerowych w stosunku do izomeréw optycznie czynnych alkaloidow. Ponadto
standaryzacja przygotowanych kolumn pozwolita przyjac, ze byly one podobnie upakowane,
a porowato$¢ materiatu nie zmieniala si¢ w nich zasadniczo. Analiza chromatograficzna
wypetnien wskazata na roznice w oddziatywaniach pomigdzy alkaloidami a sorbentami.

Cynchonina podawana na kolumng zatrzymywana byta dluzej niz jej antypoda optyczna
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cynchonidyna (CID). Wprowadzanie dodatkowych grup karboksylowych, przez wzrost ilosci
kwasu metakrylowego w kopolimerze, oraz zwigkszanie st¢zenia odciskow powodowato
pojawienie si¢ wigkszych ilosci miejsc prawidlowo rozpoznajacych cynchoning, co
obserwowano przez wyzsze wartosci wspoOtczynnikow enancjoselektywnosci «. Skiad
mieszanin reakcyjnych E i1 0.9, E1ii 0.9, E1ii 0.8 oraz Eiii 0.8, a takze ich polimeryzacja
prowadzity do otrzymania sorbentdw ze znaczna selektywno$cia, siggajaca nawet 7.4. Z kolei
zadne ze zt6z E 1.0 (bez kwasu metakrylowego) w sposob selektywny nie zatrzymywato
cynchoniny. Waznym spostrzezeniem bylo blokowanie si¢ kolumn podczas analiz
chromatograficznych. Dotyczylo to sorbentow E iv 0.9, E iv 0.8, E 1ii 0.75 oraz E iii 0.7. Jesli
w pierwszych dwoch przypadkach przyczyna blokowania byta zaburzona struktura sieci oraz
silne oddziatywania kwas octowy-sorbent, to w pozostatych dwoéch powodem bylo stabo
usieciowane ztoze. Prowadzilo to réwniez do dominacji wolnych grup karboksylowych
w stosunku do tych, rozlokowanych w odciskach molekularnych i uwydatnienia si¢
niespecyficznej sorpcji czasteczek cynchoniny. Enancjoselektywno$¢ sorbentow E iii 0.9
i E1iii1 0.8 okreslono dodatkowo, prowadzac proces chromatograficzny w réznych
temperaturach. Wzrost temperatury przyczynit si¢ do spadku wspotczynnika selektywnosci do
2.8-3.6. Powodem mogt by¢ prawdopodobny wplyw oddziatywan dyspersyjnych badz tez
powstawanie dodatkowych silnych wiazan w kompleksie odcisk-sorbowana czasteczka na
skutek zmian konformacyjnych cynchoniny pod wptywem wzrostu temperatury.
Doswiadczenia zebrane z syntezy i analizy sorbentow polimerowych pozwolity na
testowanie kompozytowych membran monolitycznych (dyfuzyjnie specyficznych). Do ich
przygotowania wybrano niektore z ukladow, uzytych przy syntezie sorbentdéw, ktore
nastgpnie polimeryzowane byly w porach membrany filtracyjnej. W zaleznosci od sktadu
takiej mieszaniny reakcyjnej po polimeryzacji in situ otrzymano rézne typy odciskow
molekularnych. Wymywanie czasteczek wzorca z matrycy polimerowej zwalniato odciski,
nadajac tym samym membranie selektywno$¢. Spodziewano sig, ze im rozmieszczenie grup
karboksylowych, pochodzacych od kwasu metakrylowego, pozostanie bardziej
komplementarne w stosunku do czasteczek wzorca tym wolniej beda one transportowane.
Badania membran monolitycznych z odciskami molekularnymi przyniosty dos¢
niejednoznaczne rezultaty. Membrany charakteryzowaty si¢ rozna przepuszczalnoscia
i wlhasciwosciami selektywnego transportu wobec stosowanych enancjomerow. Mimo
to wydawato sig¢, ze kiedy membrany otrzymywano z EGDMA i1 EGDMA-MAA
zachowywaly si¢ one dos$¢ przewidywalnie: preferencyjnie transportowaty cynchoning, gdy
w membranie ,,umieszczono” odciski tego alkaloidu. Ponadto strumienie obu alkaloidow

przez membrany z EGDMA byly wigksze w poré6wnaniu ze strumieniami otrzymanymi przez
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membrany EGDMA-MAA, gdzie czasteczki cynchoniny efektywniej wylapywane byty
przez odciski. Réwnolegle tez obserwowano, ze strumienie alkaloidow zwigkszaty si¢ przy
jednoczesnym wzroscie st¢zenia odciskow cynchoniny, a stereoselektywnos$¢ takich membran
nie byla wyzsza niz 1.25. Obserwowana szybsza dyfuzja cynchoniny przez membrang,
w poréwnaniu z sorbentem, w ktérych ta sama czasteczka cynchoniny wymywana byta dtuzej
thumaczone jest r6znymi mechanizmami rozdzialu w obu uktadach. Dla membran EGDMA
1 EGDMA-MAA z odciskami cynchonidyny, czasteczki tego alkaloidu transportowane byty
szybciej niz cynchoniny, a wspotczynnik selektywnosci tych membran wynosit od 1.1 do 3.0.
Obserwowano jednak mniejsza przepuszczalnos¢ alkaloidéw, kiedy w membranie zwigkszano
stezenie odciskow cynchonidyny. Réznice pomigdzy wlasciwo$ciami membran z odciskami
cynchoniny i cynchonidyny wynikaly z ich odmiennych konfiguracji, a takze z r6éznych
struktur samych membran, ktére mogty mie¢ posta¢ porowatego uktadu lub swoistego zelu.
Laczy je jednak to, ze grupy karboksylowe powodowaty wolniejsza dyfuzje alkaloidow.
Membrany otrzymane z wykorzystaniem innego $rodka sieciujacego TEGDMA
(dimetakrylan glikolu trietylenowego) wykazaly ztozona zalezno$¢ pomiedzy mechanizmem
transportu a parametrami syntez. Zauwazono, ze obecno$¢ odciskéw prowadzila do nieduzego
wzrostu strumieni obu alkaloidéw, przy czym membrany te cechowaly si¢ zasadniczo
efektywniejszym przenoszeniem cynchonidyny. Co zaskakujace, najwigksza selektywnos$cia
3.7 wyr6znita si¢ membrana z TEGDMA, otrzymana przy najwyzszej z badanych zawartosci
cynchoniny w mieszaninie reakcyjnej.

Drugi typ membran, tzw. membrany afinitywne, otrzymywano metoda mokrej
inwersji faz z uwzglednieniem techniki molekularnego wdrukowania czasteczki cynchoniny
(lub cynchonidyny). Do formowania membran uzyto trzech nowo syntezowanych
kopolimeréw akrylonitrylu i kwasu akrylowego (P[AN-co-AAl]), rézniacych si¢ cigzarem
czasteczkowym. Stwierdzono doswiadczalnie, Zze badane membrany charakteryzowaly si¢
zblizonymi parametrami $redniej wielko$ci poréw p 1 szerokosci rozktadu o. Oznaczalo to, ze
struktura otrzymanych membran nie jest powiazana ze $rednia masa czasteczkowa
kopolimeréw. Odciski otrzymywano po usunigciu czasteczek wzorca z matrycy polimerowe;]
membrany. Analiza widm IR potwierdzita tezg, ze ptukanie membran powodowato ekstrakcje
wzorca z uktadu, a istotnym elementem byl wybor odpowiedniego ekstrahenta. Wtasciwe
badania mialy na celu okreslenie wlasciwosci sorpcyjno-separacyjnych membran. Sorpcje
permeatu oceniono podczas réwnowazenia membrany w roztworze alkaloidu badz tez
w trakcie filtracji tegoz roztworu przez membrang. Membrana z poliakrylonitrylu wykazata
bardzo stabe zdolnosci wiazania alkaloidu, niezaleznie od tego czy w matrycy polimerowej

odciskano wzorzec czy tez nie. Wprowadzenie do uktadu polimerowego grup
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karboksylowych znacznie podniosto zdolno$ci sorpcyjne uformowanych z takiego materiatu
membran. Zauwazono, ze membrany P[AN-co-AA] z odciskami molekularnymi efektywniej
zatrzymywaly czasteczki tego alkaloidu, ktérego wczesniej uzyto jako wzorca. Im stgzenie
odciskow byto wyzsze tym lepszy byt efekt sorpcji. Stwierdzono ostatecznie, ze najlepszymi
wlasciwosciami sorpcyjno-separacyjnymi cechowala si¢ membrana otrzymana z kopolimeru
PAANt o wspotczynniku selektywnosci 1.45. Pomimo, ze membrany z kopolimerow
PAANTl 1 PAAN r4 sorbowaty oba alkaloidy, jako$¢ pozostawionych w nich odciskow
wydawata si¢ gorsza. Swiadczyly o tym mate réznice we wspotczynnikach wdrukowania
otrzymane podczas filtracji obu alkaloidow.

W omoéwionych sorbentach, membranach monolitycznych 1 afinitywnych typu MIP
istotna rolg odgrywaja obecne w polimerze ugrupowania polarne. Powoduja one odpowiednie
ustawienie si¢ transportowanych czasteczek zwigzku w odciskach molekularnych, przez co
medium zdolne jest do selektywnej sorpcji  substancji. Jednocze$nie ocena
stereoselektywnosci MIP-0w wskazuje, ze istnieje optymalny stosunek pomigdzy
monomerem funkcyjnym 1 wzorcem, ktory powinien dawaé polimer cechujacy sig

odpowiednia selektywnoscia wigzania oraz stosunkowo wysoka specyficznoscia.
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2. CEL PRACY

Celem pracy bylo otrzymanie dwoch typow membran z odciskami molekularnymi
(Molecularly Imprinted Membranes, MIM), okreslenie procedur ich przygotowania oraz
poznania kluczowych elementow decydujacych o ich enancjoselektywnosci czy tez
wiasciwos$ciach sorpcyjno-separacyjnych. Uktady te stanowia:

- membrany monolityczne (lite, permselektywne), zawierajace odciski w calej swojej
obje¢tosci, zdolne do rozdzialu izomerdéw optycznych. Do tworzenia tego typu membran
wykorzystano doswiadczenia z syntezy sorbentow monolitycznych, jako materiatdéw
chromatograficznych,

- membrany afinitywne (porowate), zawierajace odciski zlokalizowane gléwnie w cienkiej
warstwie na powierzchni porowatej podpory, zdolne do selektywnej sorpcji jednego

Z enancjomerow.




MEMBRANY Z ODCISKAMI MOLEKULARNYMI

3. OMOWIENIE LITERATURY

3.1. Wstep - membrany i technologie membranowe

Zastosowanie membran oraz procesdOw membranowych w rdéznych galeziach
przemystu nie jest czym$ nowym. Co wigcej, technologie membranowe sa jednymi z bardziej
dynamicznie rozwijajacych si¢ obszarow aktywnosci wspolczesnych inzynierdw. Ocenia sig,
ze rocznie suma wydatkow zwiazana z ich sprzedaza sigga 20 miliardéw euro, 1 z roku na rok
zwigksza sig $rednio o kolejne 10 %.

Zainteresowanie tematyka membranowa trwa od dwoch wiekdéw, cho¢ proces
rozdzialu membranowego znany jest od bardzo dawna. Terminem membran definiuje si¢
dodatkowa faz¢ rozdzielajaca dwie inne fazy, dziatajaca w transporcie masy jako pasywna
lub aktywna przegroda, co umozliwia selektywny rozdzial sktadnikow lub frakcji
w zlozonych uktadach. Po raz pierwszy wykorzystano je w produkcji wina i warzeniu
piwa. Technologia oczyszczania zawiesin przez sedymentacj¢ osadu i filtracj¢ na tkaninach
byta wdrozeniem pierwszych skutecznych separacji membranowych. Powstajaca na tkaninie
warstwa substancji filtrowanej doskonale zatrzymywala czastki koloidalne. Otrzymany
klarowny przesacz alkoholowy (permeat) stanowil pozadany produkt koncowy. Innym
ciekawym przykladem moze by¢ proces produkcji papieru czerpanego, w ktérym wiasciwym
produktem byl osad zbierany na filtrach. Technologi¢ tg stosuj¢ si¢ nadal, a papier
otrzymywany w ten sposob jest nadal uwazany za luksusowy materiat. Przetomem w pracach
nad zjawiskiem transportu membranowego byto wykorzystanie bton naturalnych: swinskich
pecherzy 1 jelit. W ich wyniku odkryto zjawisko osmozy. Od potowy XIX w. rozpoczgly sig¢
powolne acz systematyczne postgpy w dziedzinie membranologii. Trwaty one az do przetomu
lat 60. XX w. Jednak pomimo znajomosci zjawiska separacji membranowej, bedacej
podstawa opracowania zasad termodynamiki (rownanie van’t Hoffa) oraz opisu zjawiska
transportu masy (I i II prawo Ficka) istniato stosunkowo stabe zainteresowanie procesami
membranowymi, nie moéwiac juz o ich stosowaniu na skalg¢ przemystowa. Czgsto procesy te
okreslano mianem kuriozalnych technik laboratoryjnych. Punktem zwrotnym w technologiach
membranowych bylo opracowanie przez Loeba 1 Sourirajana sposobu otrzymywania
wysokowydajnych, a jednoczes$nie selektywnych membran asymetrycznych z polimeréw
uzywanych do produkcji wildkien syntetycznych [1]. Dalszy gwaltowny rozwdj technik
membranowych wynikal nie tylko z opanowania technologii tworzenia membran,
ale réwniez z mozliwosci wykorzystania coraz lepszych materialow. Wiasnie w tamtym

okresie obserwowato si¢ najwigksza dynamike wzrostu produkcji polimerow [2]. Nastgpnym
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krokiem byto opracowanie proceséOw z udziatem membran kompozytowych, ktore cechuje
duza trwalo$¢ i wytrzymatos$¢. Selektywnos$¢ takich membran wynika gléwnie z celowo
dobranych wiasciwosci, takich jak zwilzalno$¢, rozpuszczalnos¢ i wiasciwosci elektryczne,
w kolejnych warstwach. Obecnie membrany kompozytowe zdominowaly rynek
membranowy.

Druga generacj¢ procesOw membranowych tworza zjawiska preferencyjnego
transportu przez membrany pelniacych rolg sztucznej powierzchni migdzyfazowej. W ten
sposob opracowano cate spektrum procesow membranowych takich jak destylacja
membranowa [3], ekstrakcja membranowa [4] czy absorpcja membranowa [5]. Oddzielna
grupe stanowia membrany do kontrolowanego uwalniania sktadnikow. Znalazty one
szerokie zastosowanie m.in. w medycynie oraz w nowoczesnej agrotechnologii. Dzigki
nim mozliwe jest dozowanie preparatow (lekow, nawozow), ktorych dawki musza by¢
zachowane na odpowiednio stalym poziomie [6].

Wykorzystanie membran do separacji dotyczy wyodrebniania, frakcjonowania,
oczyszczania 1 zaggszczania sktadnikéw. Dotychczas, najliczniejsze 1 najwszechstronniejsze
zastosowanie znalazty tzw. ci§nieniowe procesy membranowe. Obserwuje si¢ duza tendencje
wprowadzania tych technik do takich dziedzin jak przemyst farmaceutyczny [7], spozywczy
[8, 9], chemiczny [10, 11], energetyczny [12, 13], ochron¢ srodowiska naturalnego [14, 15],
uzdatnianie [16, 17] 1 oczyszczanie wod rdéznego pochodzenia [18, 19], detoksykacja
powietrza [13] itp. W medycynie znalazly zastosowanie w sztucznych organach takich jak
nerka, ptuco, trzustka czy skora [20].

Poszukiwanie coraz to nowszych metod separacji prowadzi do projektowania
procesOw hybrydowych z udzialem membran [21]. Tendencja prowadzonych badan
skierowata si¢ z technologii wytwarzania membran na podniesienie efektywnosci procesow
membranowych. Zasadnicza rol¢ pelni obecnie umiejgtnos¢ doboru optymalnych
parametréw procesowych, konieczna do automatycznej kontroli procesow. Opracowywaniu
nowych sposobéw wytwarzania membran sprzyja rozwo0j chemii polimerow i inzynierii
materialowej. Tajemnica sukcesu materiatdw polimerowych tkwi w ich szerokim
spektrum wlasciwos$ci, niskiej cenie oraz tatwosci, z jaka moga by¢ modyfikowane
i przetwarzane. Jednak efektywne i1 ekonomicznie optacalne wykorzystanie membran
polimerowych, optymalne sterowanie oraz zapewnienie ich dlugotrwalej pracy wciaz
pozostaje otwartym polem dzialalnosci dla wspdiczesnych inzynierow. Wazne
odnotowania jest réwniez i to, ze prace nad wykorzystaniem technik membranowych
byly realizowane w ramach 5 Europejskiego Programu Ramowego i1 zostaly wpisane

w priorytety Programu 6.
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Niewatpliwa zaleta procesoOw membranowych jest mozliwos¢ prowadzenia ich
w sposob ciagly. Z tego powodu obserwuje si¢ wcigz nieslabnace zainteresowanie
membranami, réwniez tymi, ktére w swym zaloZzeniu nasladowa¢ maja naturalne
uktady biologiczne — membran opartych na strukturze polimeru, zawierajacego odciski
molekularne, zdolnych do rozdzialu mieszanin racemicznych, ale rowniez do wydzielania

substancji o szczegdlnym znaczeniu.
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3.2. Polimery z odciskami molekularnymi

3.2.1. Stan obecny

Pierwsze prace dotyczace polimerow z odciskami molekularnymi (Molecularly
Imprinted Polymers, MIP) siggaja poczatkow lat 70. XX wieku. Wtedy to Wulff 1 Sarhan
przedstawili nowa technik¢ tworzenia specyficznych miejsc receptorowych w matrycy
polimerowej [22]. Technika ta, zwana wdrukowaniem molekularnym, pozwala nadaé
materiatowi polimerowemu specyficznych wilasciwosci, ktore decydowaty o selektywnym
rozpoznawaniu okreslonego typu czasteczek. Do 1970 roku pojawito si¢ okoto 40 réznych
opracowan opisujacych koncepcyjnie podobne podej$cie wdrukowania, z tym ze ,,tworzenie”
miejsc rozpoznajacych prowadzono w ztozach krzemionkowych [23]. W poczatkach lat 30.
XX w. Polyakov, jako jeden z pierwszych zajatl si¢ badaniem zdolnosci sorpcyjnych
odpowiednio preparowanych zeli krzemionkowych wobec benzenu, toluenu i ksylenu. Z kolei
Dickey, w dwie dekady po6zniej, po spolimeryzowaniu sorbentu krzemionkowego
w obecnosci czasteczek barwnika oranzu metylowego otrzymatl materiat polimerowy, ktory
selektywnie wiazat swoiste czasteczki, w przeciwienstwie do sorbentu kontrolnego.

Gwaltowny rozkwit techniki wdrukowania molekularnego nastapit jednak na poczatku
lat 90. ubieglego wieku. Wzrastajace zainteresowanie tematyka polimeréw z odciskami
molekularnymi, zdolnych do nasladowania biologicznych systeméw rozpoznawania,

zwlaszcza stereoizomerdw, najlepiej ilustruje liczba ukazujacych si¢ publikacji, Rys. 1.
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Rys. 1. Dynamika wzrostu zainteresowan polimerami typu MIP [24].
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Skupienie uwagi na tego typu materiatach polimerowych wynika¢ moze z powrotu
do idei Paulinga z 1940 r. [23]. W swej teorii wnioskowal, ze przeciwciata sa tworzone
jedynie w odpowiedzi na obecno$¢ antygenu, ktory traktowany jako wzorzec jest bodzcem
do syntezy przeciwcial. Sugerowal on ponadto, ze wszystkie przeciwciala posiadaly
identyczna strukturg pierwszorzedowa, a ich selektywno$¢é, wywolywana przez antygen,
wynikata jedynie z roznic w konformacji. Chociaz teoria Paulinga byla po czgsci
niepoprawna, zainspirowala szereg znaczacych badan, ktére ostatecznie poprowadzilty
do wzrostu zainteresowan polimerami z odciskami molekularnymi.

W bazie danych Society of Molecular Imprinting [24] podane jest, iz do tej
pory opublikowano 1642 prace oryginalne 1 294 przegladowe poswigcone tej tematyce.
Wyraznie wida¢ wzrastajace zainteresowanie ta grupa polimeréow wykorzystywanymi
do separacji réznych substancji. Oprocz koncepcji Paulinga gléwnymi powodami tego
zainteresowania sa: mozliwo$¢ tworzenia uktadow MIP z dostgpnych i tanich monomerdw,
sterowania procesem ,tworzenia” takich polimerow w trakcie syntezy oraz otrzymywania
roznych koncowych form MIP (od nieregularnego ziarna sorbentu poprzez strukture
monolityczna az po membrang afinitywna) [25]. Jednak najistotniejsza sprawa jest umiejetne
wykorzystanie wlasciwosci polimerow z odciskami molekularnymi, ktore potrafia doskonale
nasladowa¢ obiekty naturalne — enzymy czy tez przeciwciata. Stad wykorzystanie
powinowactwa wybranych substancji do otrzymanych polimerow negatywowych umozliwia
selektywne ich wydzielanie.

Jednym z ciekawszych odkry¢ ostatnich lat byta udana proba wdrukowania
czasteczki wzorca w pojedyncza makroczasteczke, stanowiaca wysoce rozgalgziony
polimer nazywany dendrymerem [26]. Zimmerman i Suslick, ktorym udato si¢ tego dokonac,
otrzymali struktury swym wygladem przypominajace muszelki. Specyficznie wiazaty one
czasteczki porfiryn, a nie przyjmowaty innych. Jak zapewniaja autorzy tych badan, uzycie
jednej makroczasteczki dendrymeru zamiast wielu do tworzenia pojedynczego miejsca
rozpoznawania, bylo szybsze 1 =znacznie skuteczniejsze, dzigki czemu otrzymane
odciski molekularne porfiryny tatwiej rozrozniaja i separuja wilasciwe czasteczki. Takie
molekularne matryce powstaja w wyniku przylaczania si¢ dendronéw do porfiryny,
zapoczatkowujac tworzenie dendrymeru. Szkielet takiego elastycznego dendrymeru jest
nastgpnie sieciowany, scalajac tym samym grupy koncowe dendronéw. Koncowym
etapem jest hydroliza, ktora powoduje usunigcie czasteczki porfiryny z uktadu, dzigki czemu
powstala pusta przestrzen zdolna jest do selektywnego i mocnego wiazania swoistych

czasteczek.
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Opisane pokrotce odkrycie amerykanskich uczonych jest jednym z nielicznych
przypadkéw nietypowego 1 do$¢ zaskakujacego podejscia do molekularnego wdrukowania.
Zaskakujacy jak 1 =zastanawiajacy jest tez rozklad iloSciowy prac dotyczacych
polimerow z odciskami molekularnymi. Jezeli setki z nich pos$wigcone sa zlozom
chromatograficznym i sensorom to prac odnoszacych si¢ do membran jest wciaz niewiele.
Rozpoczynajac wlasne badania, musiano zadowoli¢ si¢ jedynie kilkoma informacjami
o konstruowaniu membran z odciskami molekularnymi opartych na strukturze monolitow
polimerowych. Bylo to niezwykle istotne z tego wzgledu, Zze taka metoda otrzymywany

byt jeden z dwoch typdw membran omawianych w niniejszej pracy.
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3.2.2. Technika wdrukowania molekularnego

Wulff, jeden z prekursorow syntezy materialdow typu MIP, przedstawil swoje
zatozenia, ktoére zaowocowaly powstaniem polimerow z odciskami molekularnymi
[27, 28, 29]. Dla fatwiejszego zrozumienia tematyki badan podjg¢tej w niniejszej pracy,
opierajacej si¢ na koncepcji Wulffa, wydaje si¢ ona warta przytoczenia. W chromatografii
powinowactwa oddziatywania pomigdzy grupami funkcyjnymi ligandu i przeciwligandu
odpowiedzialne sa za selektywno$¢ sorbentu. Aby otrzymaé selektywny materiat
chromatograficzny wystarczy jedynie rozlokowa¢ w odpowiednich miejscach przestrzeni
wlasciwe ugrupowania, ale tak, aby pdzniej nie mogly si¢ one przemieszczac.
Perspektywicznie jednym ze sposobdw realizacji tych zalozen bylo uzycie polimerow.
Jednak typowe polimery posiadaja zwykle jeden typ ugrupowan funkcyjnych wzdhuz
fancucha. Tworzenie polimeréw, ktore posiadaty dwie lub wigcej grup rozmieszczonych
w okreSlony sposob, bylo niewystarczajace do zsyntezowania sorbentu o wlasciwej
lokalizacji grup funkcyjnych. Zwazywszy tym bardziej, ze konieczne jest odpowiednie
rozlokowanie ugrupowan w trojwymiarowej strukturze matrycy polimerowej. Okazato si¢
jednak, ze takie uporzadkowanie mozna osiagna¢ poprzez najprostsze rozwiazanie,
polegajace na zabudowaniu polimerem przestrzeni wokot czasteczek substancji, na ktéra chece
si¢ uwrazliwi¢ material.

Lancuchy obudowuja czasteczki wzorca oddajac w ten sposob jej wielkosé
1 ksztatt. Czasteczki substancji poddawanej rozdzielaniu maja zwykle wiele grup
funkcyjnych. Dotyczy to przede wszystkim zwiazkow aktywnych biologicznie.
W mieszaninie reagentdw, migdzy grupami funkcyjnymi monomerdw i czasteczkami wzorca,
dochodzi do specyficznych oddziatywan jonowych, wodorowych czy dyspersyjnych.
Wskutek tego monomery zajmuja okreSlone miejsca wokot czasteczki  wzorca.
Powstaja swoiste kompleksy monomery-czasteczka, ktére nastgpnie zostaja ,,zamrozone”
1 unieruchomione w sieci polimerowej. Z chwila, kiedy z matrycy zostang usunigte
czasteczki-wzorce, powstate wolne przestrzenie staja si¢ dostgpne dla czasteczek
podobnych lub wrecz identycznych jak te, ktore zostawily swoj slad. Grupy funkcyjne
odciskow molekularnych stanowia zatem kluczowe elementy ulatwiajace rozpoznanie
wybranych czasteczek, nadajac materialowi polimerowemu swoistego powinowactwa do
jednego rodzaju struktur. Wlasnie ten sposob tworzenia polimeréw z odciskami
molekularnymi stanowi o uniwersalno$ci omawianej metody. Ogromna zaleta techniki
molekularnego wdrukowania jest to, ze w zalezno$ci od potrzeb w polimerze mozna

utrwala¢ odciski molekularne réznych zwiazkéw chemicznych, co pomaga otrzymac cata
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gamg specyficznych polimerdow selektywnie je rozrdzniajacych [30]. Schemat powstawania

MIP-u zostat zilustrowany na Rys. 2.

monomei( >_/
i
kompleksowanie >_/
wzorzec - 5
I \(

polimeryzacja
i sieciowanie

/

odcisk molekularny wzorca
w matrycy polimerowej

usuwanie wzorca

c

Rys. 2. Schemat powstawania polimeréw z odciskami molekularnymi, MIP.

Ta elegancka 1 w zalozeniach prosta metoda tworzenia polimerowych
,odlewow” okreslonych zwiazkow, wykorzystujaca zjawisko specyficznosci oddzialywan,
realizowana jest na dwa sposoby. Prowadzi si¢ wdrukowanie kowalencyjne i niekowalencyjne,
a sam proces tworzenia struktur polimerowych typu MIP mozna podzieli¢ na trzy etapy.

Tabela 1. stanowi poréwnanie omawianych metod.
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Tabela 1. Porownanie metody kowalencyjnego i nickowalencyjnego wdrukowania

, » RODZAJ WDRUKOWANIA
WELASCIWOSC
KOWALENCYJNE NIEKOWALENCYJINE
komplek . . .
Synteza kompleksu niezbedna niekonieczna

monomer-wzorzec

Warunki polimeryzacji

swobodny dobor

$cisle okreslone

Wymycie wzorca po
polimeryzacji

trudne

latwe

Wiazanie wzorca przez grupy
funkcyjne

wolno

szybko

Struktura grup funkcyjnych
W matrycy

przejrzysta, uporzadkowana

mniej uporzadkowana
1 przejrzysta

Wulff - zwolennik pierwszej metody - twierdzi, ze najdoktadniejsze odciski powstaja,

kiedy czasteczka wzorca, tworzac trwaly kompleks z monomerami, taczy si¢ z nimi stabymi

wiazaniami kowalencyjnymi, Rys. 3. Addukt polimeryzuje, a po zakonczonej polimeryzacji

mozna go roztozy¢ przez rozerwanie tworzacych go wiazan. Wdrukowanie prowadzone

za pomoca adduktow ma jednak slabe strony, bowiem takie struktury moga by¢ tworzone

z udziatem stosunkowo nielicznej grupy wzorcow.

Rys. 3. Schemat wdrukowania

winylofenyloborowego [29].

tworzenie
adduktu

OH _Q
+2 —_—
O/B

O
©/ ‘polimeryzacja

usuwanie

W]annlC

kowalencyjnego  fenylo-a-D-mannozydu z uzyciem kwasu
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To ograniczenie przyczynilo si¢ do opracowania metody wdrukowania
niekowalencyjnego tj. metody bez koniecznos$ci tworzenia przejsciowych adduktow,
umozliwiajac otrzymywanie MIP-0w z wigkszej liczby uktadéw, Rys. 4. [31]. Mosbach,
odkrywca tej metody, utrzymuje, ze do stabilizacji kompleksu wzorzec-monomery wystarcza
wiazania jonowe, wodorowe badz hydrofobowe [32]. Przyjmuje sig, ze oddziatywania te
pomiedzy ugrupowaniami funkcyjnymi monomerdéw a czasteczka wzorca sa wystarczajaco
silne, aby gwarantowa¢ stabilne rozmieszczenie monomeréw w przestrzeni. Dzigki bardziej
przewidywalnej kinetyce tworzenia i rozpadu kompleksu przed- i popolimeryzacyjnego

metoda ta zostata lepiej poznana.

\
0]
0] 0] WHL O)-'
OH
OH . H O)H/ kompleksowame o H/ ‘ ‘ °
NH

<y p B <y #f

Rys. 4. Schemat wdrukowania niekowalencyjnego Boc-fenyloalaniny z wykorzystaniem kwasu
metakrylowego [29].

\

Polimeryzacja mieszaniny reakcyjnej skladajacej si¢ z monomeru funkcyjnego
i $rodka sieciujacego prowadzi do obudowania czasteczek wzorca siecia matrycy
polimerowej, ktéra =zaciskajac si¢ wokot wzorca uniemozliwia przemieszczanie si¢

grup funkcyjnych. Matryca polimerowa nie moze by¢ jednak zbyt sztywna. Chodzi o to,
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aby czasteczki wzorca byly usuwalne z ukladu, ale rowniez by mogly pdzniej wnikaé
do powstalych wolnych przestrzeni, bedacymi miejscami ich rozpoznawania.

Ostateczng kwesti¢ powstania wolnych przestrzeni zamyka usunig¢cie z matrycy
polimerowej czasteczek wzorca. W przypadku tworzenia struktur metoda wdrukowania
nickowalencyjnego stosuje si¢ zwyczajna ekstrakcje odpowiednio dobranym ekstrahentem.
Natomiast kiedy wdrukowanie prowadzi si¢ z wykorzystaniem adduktéw, matryce

poddaje si¢ obrobce chemicznej, powodujacej fizyczne rozerwanie wigzan.

19



MEMBRANY Z ODCISKAMI MOLEKULARNYMI

3.2.3. Czynniki wplywajace na wlasciwosci polimerow negatywowych

Gléwnymi czynnikami odpowiedzialnymi za selektywnos¢ polimerow typu MIP
sa ksztalt 1 wielkosci powstajacych odciskéw molekularnych [33]. Ta zdolno$¢
rozpoznawania wilasciwych czasteczek, bazuje przede wszystkim na oddziatywaniach
migdzy grupami funkcyjnymi monomeréw i1 wzorca [34], poniewaz priorytetowa rola
grup funkcyjnych polimeru jest przestrzenne ustawienie czasteczki, tak aby mogla
wpasowac si¢ do odpowiedniej wneki.

Zdolno$¢ separacyjna polimeréw z odciskami molekularnymi rzadzi si¢ prawami
termodynamicznymi. Williams [35] podjat probe opisu termodynamiki sorpcji 1 wyznaczyt
warunek energetyczny tworzenia kompleksow odcisk-czasteczka, zapisujac go w nastepujacej

postaci {1}:

AGyping= AGir + AG; + AGp + AGyip + AGp + AGeont + AGyaw {1}

gdzie AGping to zmiana swobodnej energii Gibbsa na skutek tworzenia kompleksu,
AGy, - zmiana  energii  translacyjnej 1 rotacyjnej na  skutek  ograniczenia
ruchliwos$ci czasteczki we wnece, AG;-zmiana energii, wynikajaca z ograniczenia
ruchliwosci czasteczek po kompleksowaniu, AGy - zmiana energii na skutek oddziatywan
hydrofobowych, AG,i, - zmiana energii wibracyjnej czasteczki, AG,-zmiana energii
na skutek oddzialywan grup polarnych w kompleksie, AGeons - zmiana energii, wynikajaca
ze zmian konformacji czasteczki we wnegce, AGyqw - zmiana energii  oddzialtywan
van der Waalsa.

Ustalony stan réwnowagi tworzenia kompleksow pomigdzy czasteczkami wzorca
a monomerami wpltywa bezposrednio na liczbg powstajacych miejsc rozpoznawania,
jak rowniez na jako$¢ tych miejsc. Skutkuje to tym, Ze z najbardziej stabilnych
kompleksow powstaja najlepsze i1 najdokladniejsze odciski. Warto wyraznie podkreslic,
ze stopien optymalnej koordynacji czasteczki wzorca przez monomery funkcyjne
zalezy nie tylko od charakteru kazdego ze sktadnikow obecnych w mieszaninie
polimeryzacyjnej, ale i1 od panujacych w ukladzie warunkéw fizycznych, takich
jak temperatura czy ci$nienie. Oddzialywania kazdej z par: monomer-monomer,
wzorzec-wzorzec, rozpuszczalnik-monomer, rozpuszczalnik-wzorzec, wplywaja na stan
rownowagi catego uktadu, a zatem 1 na trwato$¢ kompleksow monomer-wzorzec,

ktore z kolei rzadza jako$cia powstajacych populacji odciskow molekularnych.
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Chociaz technika molekularnego wdrukowania w zatozeniu jest elegancka
W swej prostocie to rownanie {1}, opisujace mechanizm procesu sorpcji
w odciskach molekularnych polimeru, wskazuje na jego skomplikowany charakter.
Niemniej jednak brak mozliwosci szacowania odpowiednich energii nie przeszkodzit
w ustaleniu pewnych zasad dotyczacych tworzenia ukladow typu MIP. Sa one warte
komentarza [36, 37].

Stosujac niekowalencyjna metod¢ wdrukowania molekularnego praktycznie kazdy
typ czasteczki mozna uzy¢ jako wzorca. W takim uktadzie liczba mozliwych wigzan
ograniczona jest chemiczna struktura czasteczki. Na podstawie przeprowadzonych badan
stwierdzono, ze najlepszymi czasteczkami stosowanymi jako wzorce, s3 te o podwyzszonej
sztywnosci 1 z jak najmniejsza iloscia mozliwych konformacji przestrzennych (mate AG;)
[38,39,40]. W ten sposob trwate kompleksy monomery-wzorzec w mieszaninie
prepolimeryzacyjnej prowadza do powstania monoklonalnej populacji bardzo doktadnych
odciskow w matrycy polimerowej (duze AG,), ktore w istocie decyduja o selektywnosci
1 specyficznosci otrzymanego MIP-u.

Selektywnos¢ ta zwigkszana jest liczba 1 moca oddziatywan pomigdzy
komplementarnymi ugrupowaniami czasteczek wzorca 1 monomerdéw. Zaktadajac
optymalna koordynacj¢ kompleksu, polozenie monomeréw bioracych udzial w jego
tworzeniu jest wowczas korzystniejsze energetycznie (mate AGu,) [41], a obnizanie
temperatury mieszaniny reakcyjnej dodatkowo redukowa¢ bedzie wptyw drgan czasteczek
w uktadzie (mate AGyip).

Kolejna istotna sprawa jest odpowiednio usieciowany polimer. Jest wazne,
aby powstale wngki nie zamienialy swojej budowy z uplywem czasu. Polimer nie
powinien by¢ jednak pozbawiony okreslonej elastyczno$ci, ktora zapewniataby
utatwiony dostgp separowanych czasteczek do wytworzonych odciskow, a takze ich
swobodnego wymywania.

Nastegpna regula odnoszaca si¢ do syntezy MIP-6w jest =zastrzezenie, aby
proces polimeryzacji prowadzi¢ w rozpuszczalnikach takich samych, w jakich
wykorzystywany bedzie produkt finalny (efekt solwatacji odcisku). Niestety, zdarza sig
czasami, ze dla niektorych wzorcow takich jak peptydy, biatka, oligonukleotydy czy tez
cukry, srodowisko organicznego rozpuszczalnika moze dziata¢ destrukcyjnie na zwiazek.
Wowczas dobrym rozwigzaniem jest uzycie wody z uwzglednieniem wywotanego przez
nia efektu hydrofobowego dla zrekompensowania stabnacych w uktadzie oddziatywan

elektrostatycznych (duze AGy) [42,43].
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Reasumujac przedstawione zagadnienia warto nadmieni¢, ze w tak dalece
zaleznym 1 skomplikowanym ukltadzie, jakim jest mieszanina polimeryzacyjna, wpltyw

kompleksu wzorzec-wzorzec na powstajacy polimer wciaz nie zostal poznany.
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3.2.4. Pole zastosowan MIP

Mimo, ze w ukazujacych si¢ publikacjach nadal dominuja opisy metod
otrzymywania roéznego typu MIP-6w, to coraz czgsciej pojawiaja si¢ opracowania
przegladowe dotyczace regul rzadzacych synteza takich obiektow. Wséréd nich nalezy
wymieni¢ prace Sellergrena [23, 44], Nichollsa i Anderssona [37, 45], Takeuchiego [46, 47],
Piletskyego oraz Ulbrichta [36,48]. W materialach tych wskazuje sig, iz polimery
negatywowe moga by¢ stosowane nie tylko do otrzymywania selektywnych sorbentéw
chromatograficznych w postaci nieregularnie uksztalttowanych ziaren [39, 46, 49-53],
jednorodnych mikrosfer [54, 55, 56] czy nawet makroporowatego zloza monolitycznego
[57,58,59], ale rowniez do konstruowania czujnikéw [60, 61, 62], zl6z stosowanych
w solid phase extraction [40,63,64], materialdow uzywanych do kontrolowanego
uwalniania substancji aktywnych czy nawet syntetycznych katalizatorow, zblizonych

swoja efektywnos$cia do enzymoéw [28, 65, 66].
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3.3. Membrany w separacji zwiazkow optycznie czynnych

Rozdzial zwiazkdéw optycznie czynnych stanowi nastgpny przyktad wykorzystania
procesow membranowych. W skali technicznej do rozdzielania enancjomerow wykorzystuje
si¢ konwencjonalne metody stereoselektywnej krystalizacji frakcyjnej czy tez drogie
techniki enzymatyczne [67]. Rozw6j metod chromatograficznych z nowymi chiralnymi
fazami stacjonarnymi byl kolejnym etapem w dziedzinie rozdziatu zwiazkéw optycznie
czynnych. Fazy stacjonarne zaproponowane przez Davankova [68] czy Pirkla [69]
sa obecnie podstawowym typem wypetnien stosowanych w analizach chromatograficznych.
Modyfikacja ztoza, polegajaca na powlekaniu go cienka warstwa biatka to kolejny
wariant rozwiazania tej kwestii [70].

Odmienne problemy stangly przed inzynierami prowadzacymi badania nad
skonstruowaniem membran potrafiacych selektywnie przenosi¢ okreslony zwiazek.
Swoistym prototypem takich ukladow byly membrany z wbudowanymi na stale
przenosnikami odpowiednich substancji, gdzie transport odbywal si¢ na zasadzie
fancucha osob gaszacych pozar wiadrami wody. Rozdzial enancjomeréw aminokwasow
w zmodyfikowanej membranie biatkowej badanej przez Maruyame niewatpliwie stanowi
przyktad takich rozwiazan [71]. Separowal on enancjomery tyrozyny ze znaczna
selektywno$cia, siggajaca nawet 7 i sa to jedne z wigkszych wartosci stereoselektywnosci
procesOw membranowych opisanych w literaturze. Podobne przyklady mozna odnalezé
w pracy przegladowej Ceynowy [72], w ktorej opisana separacja enancjomerOw moze
by¢ réwniez oparta na wykorzystaniu stereospecyficzno$ci enzymow. W tym miejscu
nalezaloby wspomnie¢ prace Sirkara, ktére szeroko poruszaly atrakcyjny problem
separacji zwiazkéw optycznie czynnych [73,74]. Byly one jednymi z pierwszych
opracowan, ktore dotyczyly membranowego rozdzialu mieszaniny racemicznej
aminokwaséw. Do rozdziatu izomeréw leucyny wykorzystano kontaktor membranowy
z oktanolem jako faza membranowa. Dalsze badania prowadzone byly w kierunku
poszukiwan nowych no$nikéw chiralnych o selektywnych wiasciwosciach wiazacych
[75, 76]. Warto tez doda¢, ze najwigksze nadzieje poktadano w tzw. cieklych membranach
unieruchomionych, w ktérych nosniki chiralne stanowity faze membranowa [77].

Niekiedy do transportowania wykorzystuje si¢ takie membrany, w ktorych
no$nik przylaczony jest chemicznie do tancuchow polimerowych, uniemozliwiajac
jego wymywanie z fazy membranowej. Przyktadem moga by¢ uklady ze zmodyfikowana
B-cyklodekstryna [78] «czy tez nmembrany zawierajace immobilizowane etery

koronowe [79].
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Opisujac starania znalezienia skutecznych rozwiazan, pozwalajacych na efektywna
separacj¢ membranowa izomerow optycznych aminokwasow, dochodzi si¢ do jednej
z ciekawszych metod otrzymywana stereoselektywnych membran. Jak juz wspomniano
polegaja one na wdrukowaniu w nie okreslonych cech substancji, na ktora chce si¢ uczuli¢
membrang, wywolujac tym samym tzw. indukowana pamig¢. Idea tworzenia takich membran
wywodzi si¢ z prac Wulffa [22,27,28] i Mosbach [32, 49, 80], o ktérych wspomniano

w poprzednim rozdziale.
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3.4. Membrany typu MIP - otrzymywanie, transport oraz wlasciwosci
separacyjne

Pierwsze badania nad membranami z odciskami molekularnymi (MIM) zostaly
przeprowadzone przez Piletskyego w 1990 r. [81]. Pigtnascie lat, jakie uptynely od
tamtego wydarzenia, nie przyniosty rezultatow w postaci zwigkszonej liczby prac
poswigconych tematyce membran z odciskami molekularnymi. Warto jednak podkreslic,
ze z pozoru tatwa 1 ekonomiczna metoda otrzymywania polimeréw typu MIP,
w momencie wykorzystania jej do tworzenia polimerowych membran z odciskami
molekularnymi dostarcza wciaz mato spektakularnych wynikoéw, nie wylaczajac takze
problemow zwiazanych z badaniem takich obiektow. Nalezy mie¢ jednak nadzieje,

ze tendencja ta ulegnie wkrétce zmianie.

3.4.1. Membrany tworzone przez polimeryzacj¢ in situ

Piletsky na podstawie przeprowadzonych badan wykazal, Ze membrany
otrzymane przez polimeryzacje in situ monomerdw akrylowych w obecno$ci wzorca
monofosforanu  adenozyny posiadaty selektywna przepuszczalno§¢ wobec tego
zwiazku [81]. Jednak pierwsze proby tworzenia membran typu MIP prowadzily do
otrzymania ukladow o do$¢ stabej wytrzymalo$ci mechanicznej [82]. Znaczaca poprawg
wlasciwosci mechanicznych membran przyniosto zastosowanie oligomeru uretano-
akrylowego. Pozwolito to podnies¢ elastyczno$¢ 1 zwigkszy¢ stabilnos¢ formowanych
membran [83].

Porownywalne efekty do osiagni¢¢ Piletskyego uzyskano w badaniach
transportu  réznych nukleozydéw 1 nukleotydow przez membrany z odciskami
molekularnymi otrzymywane 2z mieszaniny kwasu metakrylowego 1 dimetakrylanu
glikolu etylenowego (MAA-EGDMA) [84]. Stwierdzono w nich, Ze mniejsza
zawarto§¢ metanolu dawata wyzsza selektywno$¢ materialu membranowego, sugerujac
tym samym, ze tworzenie stabilniejszych komplekséw odcisk-wzorzec ma miejsce
w mniej polarnych mediach.

Bardzo interesujacym pomyslem bylo otrzymanie membrany z akrylanu
merocyjaniny, monomeru funkcyjnego, o zdolno$ciach do zmian konformacyjnych [82].
Tworzac taka membrang rownolegle wprowadzono w nia odciski molekularne
tryptofanu. Selektywno$¢ membrany wobec tego rodzaju aminokwasu mogla by¢

wymazana przez jej naswietlanie. W konsekwencji wywotana tym izomeryzacja grup
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funkcyjnych rozlokowanych we wngce odcisku, powodowata kasowanie indukowanej
pamigci membrany.

Wspominajac juz wczesniej o zaawansowanych technologiach separacyjnych
takich jak odwrdcona osmoza, nanofiltracja, perwaporacja czy absorpcja membranowa
nalezatoby doda¢, ze prowadzone sa one przy udziale membran kompozytowych, bedacych
potaczeniem odpowiedniej membrany porowate] (nosnika) z wilasciwie dostosowana
cienka warstwa polimeru o swoiste] selektywno$ci. Zamiarem tworzenia membran
kompozytowych typu MIP miata by¢ poprawa jej wlasciwosci rozpoznawczych wobec
odpowiednich struktur zwiazkow.

W  pierwszych probach mieszanina reagentow MAA-EGDMA, stanowiaca
klasyczny uklad monomeréow do otrzymywania polimerow typu MIP, byla poddawana
polimeryzacji w porach cienkiego filtru szklanego [85]. Sprawdzano roéwniez
zachowanie polipropylenowej membrany mikrofiltracyjnej po wprowadzeniu w niag
1 spolimeryzowaniu mieszaniny MAA-TRIM [86]. W obu przypadkach otrzymano
symetryczne membrany, ktorych wszystkie pory wypeklnione byly mezoporowata
strukturag polimeru typu MIP. Jednak uzycie membrany polipropylenowej jako nos$nika
monolitycznej struktury MIM moze powodowac naruszenie jednorodnosci tej struktury
1 tworzenie si¢ w niej licznych pekni¢é. Niestety autorzy nie wspomnieli o takiej
mozliwosci, cho¢ jest ona z gory przewidywalna z uwagi na potaczenie hydrofobowego
polipropylenu z hydrofilowym kopolimerem. Ponadto propozycja autorow by zastosowac
bardziej hydrofobowe membrany teflonowe wydaje si¢ nierozwazna.

Monolityczne membrany kompozytowe, w ktorych cienki film polimerowy
z odciskami wzorca pelni funkcje selektywnej bariery, powinny dawaé do$¢ duze
wartosci strumieni. Przyktadem moga by¢ odciskane teofiling 1 kofeing membrany
z MAA-EGDMA oparte na nos$niku glinowym [87]. W rezultacie dyfuzja zwiazkéw
przez tak otrzymane membrany miala wyzsze osiagi w poroOwnaniu z membranami

zbudowanymi wytacznie z usieciowanego polimeru [84].
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3.4.2. Membrany tworzone przez inwersj¢ faz

W literaturze najwigcej doniesien o tworzeniu membran zawierajacych
odciski molekularne wiaze si¢ z metoda inwersji faz zol-zel. W pierwszej pracy
z wykorzystaniem tej techniki Yoshikawa uzyl roztworu zywicy polistyrenowe;j
posiadajacej boczne grupy peptydowe [88,89,90]. Po wylaniu i odparowaniu
rozpuszczalnika otrzymat on membrang, w ktérej odpowiednio rozmieszczone
hydrofobowe grupy peptydowe selektywnie rozpoznawaty czasteczki D-tryptofanu.
Jednocze$nie membrana ta dawala wyzZszy strumien tego aminokwasu niz jego
formy L. Dzigki zastosowaniu metody suchej inwersji faz, przepuszczalno$¢ membrany
byta o wiele wyzsza w poréwnaniu do membrany kontrolnej czy tez takiej, otrzymanej
klasyczna juz metoda in situ [84]. W innym badaniu selektywno$¢ transportu
skorelowano z wilasciwosciami sorpcyjnymi membrany MIM. Jej enancjoselektywnos¢
moglta by¢ zwigkszana poprzez optymalizacje stosunku iloSciowego zywicy 1 wzorca,
dzigki czemu wspotczynnik separacji formy D i L tryptofanu osiagnat wartos¢ 5.9 [91].
Znane sa rowniez doniesienia o stosowaniu niechiralnych polimeréw funkcyjnych
m.in. karboksylowanego polisulfonu, ktére rowniez skutecznie wykorzystano do tworzenia
tego typu membran [92].

Membrany afinitywne w swym dziatlaniu przypominaja sorbenty stosowane
w chromatografii powinowactwa, dlatego szczegdlna uwage nalezy zwroci¢ na
membrany, ktore Kobayashi formowal metoda mokrej inwersji faz. W tym celu zastosowat
on roztwory kopolimeru P[AN-co-AA], z ktorych po wylaniu polimerowego filmu
1 zanurzeniu go w wytracalniku otrzymywat asymetryczne membrany z porami o $rednicy
20-50 nm w warstwie naskérkowej [93,94]. Podczas filtracji przez tak otrzymana
membrang obserwowano bardzo znaczace roznice w sorpcji pomigdzy teofiling, ktéra
uzyto jako wzorca, a kofeing ze wspotczynnikiem selektywnosci dochodzacym nawet
do 52. Stwierdzono réwniez, ze obnizanie temperatury wylewanego roztworu jak i tazni
z nierozpuszczalnikiem powodowato wzrost efektywnosci tworzenia kompleksow
odcisk-czasteczka oraz selektywno$ci otrzymanych membran. Wszystkie te dane
potwierdzaja fakt, Zze struktura porowata membrany jak i odciski molekularne teofiliny
sa wynikiem tworzenia komplekséw pomigdzy wzorcem a grupami karboksylowymi
w roztworze kopolimeru, ktére zostaja unieruchomione w matrycy polimerowej w wyniku
zelowania.

Podobne rezultaty osiagnat Trotta, ktory jako czasteczki wzorce uzyt naringinu [95]

flawonoidu, nadajacego gorzki posmak sokom cytrusowym oraz chlorowodorku
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tetracykliny [96] antybiotyku, stosowanego w infekcjach bakteryjnych. Membrany
afinitywne z kopolimeru P[AN-co-AA], ktore formowat Trotta, skutecznie rozpoznawaty
1 zatrzymywaly zwiazki, na ktore je uwrazliwiono. Przeprowadzone analizy potwierdzily
zatozenia, ze molekularnie drukowane membrany za pomoca mokrej inwersji faz moga
by¢ alternatywa w separacji rdznego rodzaju substancji.

Obecnie wybor polimeréw do wdrukowania molekularnego technika inwersji
faz zostal poszerzony o powszechnie stosowane materialy membranowe. Nalezy wymieni¢
tu octan celulozy [97], poliamid i poliakrylonitryl [98] a takze polisulfon [92]. Co wigcej,
dodatek poliglikolu etylenowego wprowadzony do roztworu polimeru, z ktérego
formowano membrany, powodowat wzrost jej przepuszczalnosci [99].

Godnym uwagi jest to, ze wigkszo$¢ afinitywnych membran typu MIP sprawnie
dziata w $rodowisku wodnym. Do utraty indukowanej pamigci membrany dochodzi
wowczas, kiedy znajdzie si¢ ona w S$rodowisku organicznym, gdzie pgcznienie
1 przegrupowanie tancuchéw polimerowych powoduje wymazanie wdrukowanej
informacji o ksztalcie 1 wielkosci wzorca [100]. Jednakze, co warto podkreslic,
metoda inwersji faz jest najbardziej odpowiednia do formowania membran o szczegdlnych
wlasciwosciach  separacyjno-sorpcyjnych. Niestety, skorelowanie tych wlasciwosci
z technika tworzenia MIM-6w jest skomplikowane. Warunki potrzebne do otrzymania
optymalnych w dziataniu odciskéw molekularnych moga by¢ niezgodne z mozliwoscia
otrzymania wlasciwe] struktury porowatej, ktéra ma decydujacy wplyw na zdolnos¢
separacyjna.

Problem potaczenia ze soba wysokiej wydajnosci odciskow molekularnych
z porowato$cia, gwarantujaca odpowiednia skuteczno$¢ separacji membranowej, wciaz

pozostaje nierozwigzany.
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3.4.3. Membrany szczepione powierzchniowo

Kompozytowe membrany z odciskami molekularnymi niekiedy otrzymuje si¢
przez szczepienie powierzchniowe do porowatego podioza. Pierwsza udana proba
polegala na naniesieniu cienkiej warstwy typu MIP na membrang¢ wykonana ze
Swiattoczulego materiatu poli(akrylonitryl-dietyloamina-ditiokarbamoil-metylostyren) [101].
W wyniku aktywacji promieniowaniem UV na powierzchni membrany powstawatly
reaktywne ugrupowania, ktére po naniesieniu filmu z mieszaniny kwasu akrylowego,
N,N’-metyleno-bis-akryloamidu 1 substancji wzorcowej teofiliny inicjowaly szczepienie
1 polimeryzacj¢ reagentow. W ten sposOb tworzono membrang, ktora wykazywala
specyficznos¢ wobec teofiliny.

Handlowa membrana polipropylenowa w wyniku modyfikacji powierzchniowej
nie zmieniata swojej struktury morfologicznej [102], jak to mialo miejsce w przypadku
opisanym powyzej. Bylo to mozliwe przez skrocenie aktywacji z 24 godzin do zaledwie
kilku minut. Wdrukowanie powierzchniowe terbumetonu po spolimeryzowaniu mieszaniny
kwasu akrylowego i dimetakrylanu glikolu etylenowego nadawato specyficzno$¢ cienkiej
warstwie MIP, a tym samym calej membranie na ten rodzaj herbicydu. Terbumeton
podczas filtracji przez membrang polipropylenowa juz woOwczas zatrzymywany jest
na niej skutecznie. Naniesienie filmu polimerowego z odciskami molekularnymi tego
herbicydu powodowato, ze strumienie osiagngly bardzo duze wartosci przy jednocze$nie
jeszcze wyzsze] skuteczno$ci zatrzymywania filtrowanego terbumetonu. Autorzy
spekulowali, Zze popraweg selektywno$ci mozna bylo uzyskaé przez optymalizacje
grubo$ci nanoszonej warstwy MIP, a takze redukcj¢ niespecyficznych oddziatywan
pomigdzy odciskiem molekularnym, a czasteczka wzorca.

Drioli w swojej ostatniej pracy rowniez wykorzystal membrany kompozytowe,
tym razem do rozdzialu enancjomeréw naproksenu [103]. Membrany te oparte byly
na nosniku polipropylenowym, ktory po aktywacji zaszczepiano 4-winylopirydyna.
Cienka warstewke monomeru, wypetniajaca porowata podporg, poddawano fotopolimeryzacji
w obecnosci S-naproksenu jako odciskanego wzorca. Jak wykazaty przeprowadzone
badania otrzymana membrana typu MIP zdolna byla do selektywnej separacji izomerow.
Strumien S-naproksenu byt wyzszy w stosunku do jego antypody optycznej R-naproksenu,
przy otrzymanym wspotczynniku selektywnosci 1.6. Selektywno$¢ rozdziatu mozna
zwigkszy¢, jak proponuje autor, przez zastosowanie kaskady membran, tworzac tym samym

wielostopniowa separacje membranowa.
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Opierajac si¢ na dotychczasowych wynikach dotyczacych analizy powierzchni
1 porowatosci membrany [63, 102], przypuszcza sig¢, ze warstwa filmu z odciskami
polimerowymi nie powinna przekracza¢ 10 nm [104]. Mialoby to zapewni¢ wyzsza

specyficznos¢ i selektywnos$¢ takiej warstwy.
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3.5. Przyszio§¢ membran MIP

Przedstawione przykltady membran 2z odciskami molekularnymi dowodza,
ze obiekty te sa potencjalnym narzedziem w szeroko stosowanych procesach separacyjnych.
Pomimo tak interesujacych mozliwos$ci ich zastosowania w tej chwili trudno przewidywacé,
jaka przysztos¢ czeka omawiane membrany. Trudno tez jednoznacznie wskaza¢ na
ewentualny kierunek rozwoju MIM-6w jako materiatow separacyjno-sorpcyjnych. Nie nalezy
jednak zapomina¢, ze omawiane membrany pozostaja nadal czym$ nowym. Do tej pory
spora czg$¢ probleméw, zwiazanych z procesami separacyjnymi, nie moze by¢
rozwiazana z uwzglednieniem wykorzystania dostgpnych na rynku membran polimerowych.
Weciaz trwaja poszukiwania nowych typow membran do rozdzialu substancji
toksycznych, chiralnych odmian lekow czy tez innych mieszanin zwiazkow aktywnych
biologicznie, membran, ktore charakteryzowalyby si¢ wysokim wspotczynnikiem
selektywnosci.

Bazujac na wlasnych doswiadczeniach Ulbricht stawia jednak na wzrost
znaczenia membran typu MIP. Przewidujac mozliwosci aplikacyjne dla tego typu
uktadow przypuszcza, ze ich rozwdj bedzie uwzglednial tworzenie grupowo specyficznych
membran poprzez wykazujace wysokie powinowactwo wobec poszczegolnych zwiazkow,
az po reaktywne membrany obdarzone zdolnos$cia przebudowy zwiazkéw zaokludowanych
wewnatrz odcisku [48]. Przypuszcza sig, ze wlasciwosci selektywne membran zwigkszone
zostana o zdolno$¢ do przeksztalcania si¢ pod wplywem bodzca (promieniowania,
pH, temperatury), badz tez przez dostosowanie si¢ do panujacych warunkéw procesowych.
Juz teraz dazy sig, aby membrany oprocz wysokiej selektywno$ci wyrdzniaty sig
odpowiednio duzym strumieniem oraz wytrzymato$cia mechaniczna. Zapewni¢ ma to
bardzo wysoka porowato$¢ z waskim rozktadem wielkosci poroéw, minimalng ich
krgtoscia oraz z uwzglednieniem jak najmniejszej grubos$ci warstwy naskorkowej
membrany. Istotnym wydaje si¢ skonstruowanie membran MIP nie ulegajacych
intensywnemu zapychaniu. Ponadto wiedzac, jakie membrany sa przydatne w okre§lonym
procesie separacyjnym mozna, majac do dyspozycji jeden rodzaj membrany porowatej
tak ja modyfikowaé, by nadaé jej pozadane wilasciwosci. Wspomniane juz pomniejszanie
wymiaru poréw, zmiana charakteru powierzchniowego membran czy tez tworzenie
membran litych to tylko wybrane mozliwos$ci, jakie moze dawac fizyczna modyfikacja
powierzchni. W zalozeniu algorytm otrzymywania i stosowania membran litych sprowadza
si¢ do projektowania konkretnych procesow. Poszukiwane sa materialy wytrzymate

mechanicznie, odporne chemicznie i nie peczniejace w rozpuszczalnikach organicznych.
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Warto nadmieni¢, ze w ostatnim czasie zapanowala moda na nanotechnologie,
rowniez w  zakresie separacji z uzyciem wysoce specyficznych membran
polimerowych bazujacych na molekularnym rozpoznawaniu. Za przyktad niech postuzy
rozwijajaca si¢ dziedzina nanorurek membranowych z dobrze zdefiniowanymi porami
o S$rednicy kilku nanometrow [105]. Przygotowanie takich membran oparto na
kontrolowanym osadzaniu warstw zlota na $ciankach porow wewnatrz no$nika
polimerowego, ktére dzigki temu w swym dziataniu sa zdolne do nasladowania biologicznych
kanatéw jonowych.

Utrzymywanie takich tendencji w rozwoju nowych typow membran, wlaczajac
omawiane w niniejszej pracy membrany z odciskami molekularnymi, zastanawiajacym
pozostaje czy budowanie ciagu selektywnych bramek jest technicznie wykonalne. Praca ta
jak 1 kolejne lata pokaza czy mozliwe jest tak organizowac struktur¢ membrany, aby nadac
jej pozadanych wtasciwosci badz tez by mdc nig swobodnie sterowac juz w trakcie samego
procesu. Pokonanie istotnych barier tj. doktadne okreslenie procedur przygotowania
membran z odciskami molekularnymi oraz poznanie kluczowych elementéw, decydujacych
o ich selektywnosci, powinno w przysztosci umozliwi¢ tworzenie selektywnych membran.
Beda one mogly sprosta¢ niekiedy do§¢ wyrafinowanym potrzebom, przez co poszerzona

zostanie oferta zwiazana ze stosowaniem technologii membranowych.
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4. CZESC DOSWIADCZALNA

4.1. Odczynniki

NAZWA SKROT PRODUCENT
aceton - Fluka
acetonitryl MeCN POCh
alkohol etylowy EtOH POCh
alkohol benzylowy BOH POCh
akrylonitryl AN Fluka
2,2’-azo-bis-izobutyronitryl AIBN Fluka
azotan srebra - POCh
bibuta filtracyjna Filtrak 3W - Aldrich
chloroform - POCh
(+)-cynchonina CIN Fluka
(-)-cynchonidyna CID Fluka
dekstran 1500 T1.5 Polfa Kutno
dekstran 5000 T5 Polfa Kutno
dekstran 10000 T10 Polfa Kutno
dekstran 40000 T40 Pharmacia
dekstran 70000 T70 Pharmacia
dekstran 110000 T110 Pharmacia
dekstran 500000 T500 Pharmacia
dimetakrylan glikolu etylenowego EGDMA Aldrich
dimetakrylan glikolu trietylenowego TEGDMA Aldrich
dimetylosulfotlenek DMSO Fluka
glukoza G Polfa Kutno
kwas akrylowy AA Fluka

kwas azotowy - POCh

kwas metakrylowy MAA Serva

kwas octowy AcOH POCh
laurylosiarczan sodu SLS Fluka
nadsiarczan potasu - Aldrich
nadtlenek benzoilu BP POCh
nadtlenek wodoru - POCh
naftalen NAF POCh
N,N-dimetylo-p-toluidyna DMPT Aldrich
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NAZWA SKROT PRODUCENT
poliakrylonitryl PAN Anilana £.6dz
rodanek amonu - POCh
siarczan zelazowo-amonowy - -

tiol oktylu - Aldrich
toluen - POCh

4.2. Aparatura

APARAT MODEL PRODUCENT

celka dializacyjna - -

celka ultrafiltracyjna 8200 Amicon

lampa UV Blak-Ray 500W -

mikroskop skaningowy AFM Auto Probe LS Park Scientific Instruments
modut filtracyjny XX4304700 Millipore Corp.

pompa perystaltyczna 7016-20 Masterflex
spektrofotometr UV-Vis V-530 Jasco

spektrofotometr UV-VIS Lambda 15 Perkin-Elmer
spektrofotometr FT-IR 1710 Perkin-Elmer
wiskozymetr Ubbelohde’a -

waga CP225D Sartorius

zestaw do destylacji V-805, R-205, B-490 Btichi

UKLAD CHROMATOGRAFICZNY:

KOMPONENT MODEL PRODUCENT

pompa LC-6A Schimadzu

dozownik 7725 z petla 20 ul Rheodyne

integrator ChromApex 3.0 Data Apex

detektor UV LCD 2082 Ecom

detektor refraktometryczny RIDK-102 Laboratorni Pristroje Praha
kolumna szklana 3 x 150 mm Tessek Ltd. Praha

strzykawka chromatograficzna

termostat

GASTIGHT # 1710 100 pl
LCO 100

Hamilton

Ecom
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4.3. Tworzenie kompleksow wzorzec-monomery

Zdolno$¢ samotworzenia si¢ kompleksOw wzorzec-monomery w mieszaninie
prepolimeryzacyjnej do syntezy materialow z odciskami molekularnymi oceniono dwoma
metodami. Byly to miareczkowanie roztworu wzorca monomerem funkcyjnym oraz
komputerowe modelowanie kompleksow.

Przeprowadzenie tych do$wiadczen miato przyczyni¢ si¢ do poznania oddziatywan
migdzyczasteczkowych w  kompleksie odcisk-czasteczka, zlokalizowanym w matrycy

polimerowej sorbentow oraz membran typu MIP, omawianych w dalszej czgsci pracy.

4.3.1. Miareczkowanie

2 ml roztworu CIN w chloroformie o st¢zeniu 100 uM miareczkowano kwasem
metakrylowym w 20°C. Roztwor byt rownowazony przez nastepne 3 minuty po kazdym
dodaniu porcji kwasu, po czym odczytywano zmiang absorbancji miareczkowanego roztworu.
Drugie miareczkowanie przeprowadzono uzywajac dimetakrylanu glikolu etylenowego
(EGDMA, $rodek sieciujacy). Eksperymenty powtdrzono trzykrotnie, a uzyskane wartosci
usredniono.

W widmach UV-VIS obu alkaloidéw jedno z maksiméw absorpcji przypada przy
A=314 nm (Jasco V-530), dlatego tez pomiary spektrofotometryczne wykonywano przy tej

dtugosci swiatta.

4.3.2. Modelowanie oddzialywan

Modelowanie oddziatywan w kompleksach wzorzec-monomery wykonano we
Wroctawskim Centrum Seciowo-Superkomputerowym w Politechnice Wroclawskiej.
Do obliczen wykorzystano zestaw programow kwantowo-mechanicznych GAUSSIAN 2003,
z uwzglednieniem metody funkcjonatow gestosci elektronowe; B3LYP (DFT) oraz

bazy 3-21G.
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4.4. Zloza chromatograficzne zawierajace odciski molekularne

4.4.1. Przygotowanie wypelnien chromatograficznych

Badania nad membranami rozpoczgto od otrzymania sorbentow polimerowych
z odciskami molekularnymi. W tworzeniu membran monolitycznych wykorzystano bowiem
doswiadczenia z syntezy i charakterystyki sorbentdow monolitycznych.

Synteze ztoza chromatograficznego przeprowadzono wedlug nastepujacej procedury:
do mieszaniny reagentow kwasu metakrylowego (MAA) i dimetakrylanu glikolu etylenowego
(EGDMA) dodano odpowiedniego $rodka porogennego (chloroform), wzorzec cynchoning
(CIN) o stgzeniu 0.6, 3.6 1 9.6 %wg wzgledem monomeroéw oraz inicjator (AIBN, 0.9 %wg).
Z mieszaniny usunigto tlen przez przepuszczanie przez nig argonu (5 min), a nastgpnie
przeprowadzono polimeryzacje w UV (360nm), w 8°C i w czasie 10.5 godzin.
Po polimeryzacji otrzymane monolityczne bloki zostaty skruszone w mozdzierzu, przesiane
przez sito (60 mesh) 1 zalane porcja etanolu. Ztoza kontrolne, bez CIN, przygotowano
w identyczny sposob. Skiady mieszanin reakcyjnych do syntezy wypetnien

chromatograficznych przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Sktady mieszanin reakcyjnych uzytych w syntezie zt6z chromatograficznych

POLIMER EGDMA MAA MAA CIN Chloroform
ml mmol | ml mmol v/v mmol %wg ml
Eil.0 50 265 | - - 100:0 - - 5.0
Eii 1.0 50 265 | - - 100:0 0.11 0.25 5.0
E iii 1.0 50 265 | - - 100:0 0.64 1.46 5.0
Eiv 1.0 50 265 | - - 100:0 1.70  3.80 5.0
Ei0.9 45 239 105 59 90:10 - - 5.0
Eii0.9 45 239105 59 90:10 0.11 0.25 5.0
E iii 0.9 45 239105 59 90:10 0.64 1.46 5.0
Eiv 0.9 45 239105 59 90:10 1.70  3.80 5.0
Ei0.8 40 212 |10 118 80:20 - - 5.0
Eii 0.8 40 212 |10 11.8 80:20 0.11 0.25 5.0
E iii 0.8 40 212 1.0 11.8 80:20 0.64 1.46 5.0
Eiv 0.8 40 212 1.0 11.8 80:20 1.70 3.80 5.0
Ei0.75 3.75 199 |1.25 14.75 75:25 - - 5.0
E iii 0.75 3.75 199 |1.25 14.75 75:25 0.64 146 5.0
Ei0.7 35 186 | 1.5 17.7 70:30 - - 5.0
E iii 0.7 35 186 | 1.5 177 70:30 0.64 1.46 5.0

* . . .
stezenie wzorca w ukladzie
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4.4.2. Usuwanie wzorca

W otrzymanych sorbentach interesuje nas efekt odcisku pozostawionego przez
czasteczk¢ wzorca tzw. indukowana pamig¢¢ matrycy polimerowej. W celu usunigcia
czasteczek wzorca z uktadu, a tym samym zapewnienia skuteczno$ci dziatania otrzymanych
76z chromatograficznych poddano je kilkudniowej ekstrakcji roztworem etanolu i kwasu
octowego EtOH+AcOH 80+20 v/v. Porcje ekstrahenta wymieniano do czasu, kiedy stgzenie

wzorca bylo niewykrywalne spektrofotometrycznie w 314 nm (Jasco V-530).

4.4.3. Charakterystyka zl0z chromatograficznych

4.4.3.1. Oznaczanie zawartosci chloru metoda Volharda

Dla sprawdzenia intensywnos$ci przenoszenia rosnacego tancucha w polimeryzacji
MAA 1 EGDMA na chloroform wykonano oznaczenie chloru metoda Volharda [106].

Niewielka ilo$¢ materialu (sorbentu polimerowego, 0.02 g) zawijano w bibutke
i spalano w atmosferze tlenu nad 15 ml 3 % roztworu H,O,. Po pochlonigciu par (30 min.) do
kolb zostato wprowadzone 10 ml 0.1 M AgNOs, 2 ml HNO; oraz 2 ml siarczanu zelazowo-
amonowego. Roztwor miareczkowano 0.1 M NH4CNS az do spodziewanej zamiany barwy na

lekko rozowa. Zawarto$¢ chloru obliczono ze wzoru {2}:

355(10-01M 4 —x-01 My )

m

%ClI = {2}

gdzie x jest objetoscia roztworu NH4CNS zuzytego na miareczkowanie, a m — masa sorbentu

polimerowego.

4.4.3.2. Sprawnos¢ rozdzialu - dobor fazy mobilnej

Sprawno$¢ rozdziatu sorbentéw polimerowych zostata okreslona w chromatografie
cieczowym (p.4.2.). Poczatkowo zawieszony w etanolu sorbent wprowadzano do szklanej
kolumny wmontowanej w termostat. W celu powodzenia separacji przetestowano kilka
eluentéw, ktorych sklady zestawiono w Tabeli 3. Podczas analizy chromatograficznej
detektor nastawiony byl na detekcj¢ w 314 nm dla CIN i CID lub w 277 nm dla naftalenu
(NAF). Eluent przepompowywano ze stata pregdkoscia 0.2 ml/min.
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Tabela 3. Skiad jako$ciowy i ilosciowy stosowanych eluentow

ELUENT SKLAD JAKOSCIOWY SKLAD IVL/?]SCIOWY
E-1 acetonitryl 100
E-2 chloroform 100
E-3 chloroform+kwas octowy 99:1
E-4 acetonitryl+~kwas octowy 95:5
E-5 chloroform+kwas octowy 93:7
E-6 chloroform+kwas octowy 97:3
E-7 chloroform+kwas octowy 98:2

4.4.3.3. Wyznaczanie wspolczynnika selektywnosci

Po wyborze odpowiedniej fazy mobilnej wykonano seri¢ pomiardw czasu retencji (¢z)
alkaloidéow (3 mM w eluencie) podawanych na kolumng. Pomiary zostaly przeprowadzone
w zakresie temperatur 22-35°C, kazdorazowo pamietajac o odmyciu ztoza do czasu ustalenia
linii bazowej. Odnotowane czasy retencji analizowanych zwiazkow postuzyty nastgpnie do

wyznaczenia wspotczynnikéw retencji obu alkaloidow & {3}:

3}

gdzie tg jest czasem retencji alkaloidu w ztozu z odciskami molekularnymi cynchoniny,
a tp - czasem retencji alkaloidu w ztozu kontrolnym.

Wspotczynnik selektywnosci o zostal zdefiniowany zgodnie ze wzorem {4} jako:

b

o =N {4}

kClD

gdzie k¢yy jest wspotczynnikiem retencji cynchoniny, natomiast k¢;p — cynchonidyny.
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4.5. Membrany monolityczne z odciskami molekularnymi

4.5.1. Synteza membran

Badania membran monolitycznych, ktore byly jednym z dwoch zasadniczych uktadow

typu MIP omawianych w prezentowanej pracy, prowadzono na otrzymanych prébkach.

Przygotowano je wedlug nastgpujacej procedury: do mieszaniny reagentow kwasu

metakrylowego (MAA) i dimetakrylanu glikolu etylenowego (EGDMA) lub trietylenowego

(TEGDMA) dodano odpowiednich srodkéw porogennych (toluenu i alkoholu benzylowego),

wzorzec cynchoning lub cynchonidyng (CIN Iub CID) o stezeniu 0.6 1 3.6 %wg wzgledem

monomeréw oraz inicjator (BP, 2 %wg). Sklad mieszanin reakcyjnych do syntezy

monolitycznych membran zestawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Sktady mieszanin reakcyjnych uzytych w syntezie MIP

Sé}é?[ziléY 14}\313 Egz/[]];}; SR.SIEC. WZORZEC POROFOR
POLIMER | EGDMA  TEGDMA MAA MAA | CIN CID | Toluen BOH
ml  mmol ml mmol | ml mmol \7A% mmol mmol ml ml
ENOi* 50 26.5 - 100:0 - - 2.5 2.5
ENOii 50 26.5 - 100:0 0.11 - 2.5 2.5
ENOiii 50 265 - 100:0 0.64 - 2.5 2.5
EN2i" 40 212 1.0 11.8 80:20 - - 2.5 2.5
EN2ii 40 212 1.0 118 80:20 0.11 - 2.5 2.5
EN2iii 40 212 1.0 11.8 80:20 0.64 - 2.5 2.5
EDOii 50 26.5 - 100:0 - 0.11 2.5 2.5
EDOiii 50 26.5 - 100:0 - 0.64 2.5 2.5
ED2ii 40 21.2 1.0 11.8 80:20 - 0.11 2.5 2.5
ED2iii 40 21.2 1.0 118 80:20 - 0.64 2.5 2.5
TNOi* - 5.0 19.1 - 100:0 - - 2.5 2.5
TNOii - 5.0 19.1 - 100:0 0.11 - 2.5 2.5
TNOiii - 5.0 19.1 - 100:0 0.64 - 2.5 2.5
TN2i' - 4.0 153 | 1.0 118 80:20 - - 2.5 2.5
TN2ii - 4.0 153 | 1.0 118 80:20 0.11 - 2.5 2.5
TN2iii - 4.0 153 | 1.0 118 80:20 0.64 - 2.5 2.5
TDOii - 5.0 19.1 - 100:0 - 0.11 2.5 2.5
TDOiii - 5.0 19.1 - 100:0 - 0.64 2.5 2.5
TD2ii - 4.0 153 | 1.0 118 80:20 - 0.11 2.5 2.5
TD2iii - 4.0 153 | 1.0 118 80:20 - 0.64 2.5 2.5

" ENOi = EDOi; EN2i = ED2i; TNOi = TDOi; TN2i = TD2i
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Z mieszaniny usuwano tlen przez przepuszczanie przez nia argonu (10 min). Potem
wprowadzono do uktadu 20 pl aktywatora DMTP, a nastgpnie szybko nasaczano nim krazki
z bibuly filtracyjnej Filtrak 3W. Kompozyt zostal umieszczony w pozycji pionowe;j
w pojemniku zawierajacym argon. Polimeryzacj¢ prowadzono w czasie 10-12 godzin
w temperaturze pokojowej. Dla kazdej serii pomiardw przygotowano po trzy membrany.

Membrany kontrolne, bez wzorca, przygotowano w identyczny sposob.

4.5.2. Usuwanie wzorca z membrany

Otrzymane membrany monolityczne z odciskami molekularnymi poddano
kilkudniowemu myciu roztworem etanolu i kwasu octowego EtOH+AcOH 80+20 v/v,
w celu usunigcia czasteczek wzorca 1 nadania im swoistej efektywnosci. Porcje ekstrahenta

wymieniano do czasu, kiedy st¢zenie wzorca bylo niewykrywalne spektrofotometrycznie

w 314 nm (Jasco V-530).

4.5.3. Charakterystyka membran

4.5.3.1. Zdolnos$¢ separacyjna

Zdolnos¢ separacyjna membran permselektywnych zostala okreslona w aparacie
dializujacym, schemat ktorego przedstawiono na Rys. 5. Membrana o powierzchni czynnej
4.9 cm® rozdzielata dwie komory aparatu o objetosciach: 25 i 65 ml. Do wiekszej (FP)
wprowadzano etanolowy roztwor cynchoniny lub cynchonidyny o stezeniu 4.2 mM alkaloidu,
do drugiej (RP) — etanol. Pomiar st¢zenia penetrantu wykonano metoda spektrofotometryczna
(314 nm). Dla kazdej z przygotowanych membran powtorzono pomiary, a uzyskane rezultaty

usredniono.

FP — komora fazy podajacej o objgtosci 65 ml

RP FP RP — komora fazy odbierajacej o objetosci 25 ml

membrana

Rys. 5. Schemat szklanej celki dializacyjnej do badania zdolnosci separacyjnej membran litych.
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4.5.3.2. Wyznaczanie wspolczynnika selektywnosci

Przyjeto, ze w poczatkowym okresie procesu dyfuzji przyrost st¢zenia w czasie jest
funkcja liniowa. Zatem nachylenie zaleznos$ci 4=f{t) jest miara strumienia alkaloidu, ktérego
wartos$¢ obliczono z réwnania {5}:

g AcV
P At

{5}

gdzie 4c to stgzenie penetrantu, At - przyrost czasu, V - objetos¢ fazy odbierajace;,
a P - powierzchnia czynna membrany.
Wspolczynnik stereoselektywnosci transportu membrany o zostat zdefiniowany

jako {6}:

a=—+= {6}

gdzie J4 1 Jp sa warto$ciami strumieni alkaloidow.
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4.6. Membrany afinitywne z odciskami molekularnymi

Drugim typem omawianych obiektow typu MIP byly membrany afinitywne.
Do ich formowania uzyto kopolimeréw akrylonitrylu i kwasu akrylowego, P[AN-co-AA],
otrzymanych metoda polimeryzacji emulsyjnej [107, 108] oraz polimeryzacji w roztworze
[93, 109]. Kopolimery syntezowano w laboratorium Wydziatu Chemii Nieorganicznej,

Fizycznej 1 Materiatlowej Uniwersytetu w Turynie (Wlochy).
4.6.1. Synteza kopolimeru poli(akrylonitryl-co-kwas akrylowy)

4.6.1.1. Kopolimeryzacja emulsyjna

Kopolimeryzacje emulsyjna prowadzono w reaktorze szklanym o pojemnosci
500 cn’, zaopatrzonym w chlodnice zwrotna, mieszadlo i termometr. W 107 cm’
wody destylowanej rozpuszczono 0.56 g laurylosiarczanu sodu (SLS, stabilizator emulsji,
2 %wg). Z oczyszczonych substratow osobno zostala przygotowana mieszanina
polimeryzacyjna skladajaca si¢ z 23.0 g akrylonitrylu (AN) i 5.25 g kwasu akrylowego (AA).
Nastgpnie przelano ja do fazy wodnej, a pH roztworu wyréwnano do 7 za pomoca
wodorowgglanu sodu. Do mieszaniny dodano 0.14 g nadsiarczanu potasu (inicjator,
0.5 %wg) 1 usunigto tlen przez przepuszczanie przez mieszaning argonu (10 min). Szybkos¢
mieszadla zostala ustawiona na 100 obr/min. Temperatur¢ polimeryzacji zwigkszono
do 80°C i utrzymywano ja przez 6 godzin. Po zakoficzonej polimeryzacji emulsje¢ soli
sodowej kopolimeru P[AN-co-AA] pozostawiono do ostygnigcia, a nastgpnie przelano
do 0.1 M roztworu kwasu solnego. Wytracony kopolimer zostat zebrany na saczku,
przemyty duza ilo$cia wody, acetonu, toluenu oraz octanu etylu, po czym pozostawiono go

do wysuszenia.

4.6.1.2. Kopolimeryzacja w roztworze

Kopolimeryzacj¢ w roztworze prowadzono w reaktorze szklanym jak w p.4.6.1.1.
Z oczyszczonych substratow przygotowano osobno mieszaning polimeryzacyjna sktadajaca
si¢ z 24.6 g akrylonitrylu (AN), 5.6 g kwasu akrylowego (AA) oraz 0.15g AIBN

(inicjator, 0.5 %wg), a nastepnie przelano do 100 cm’

DMSO. Z mieszaniny usunigto
tlen przez przepuszczenie przez nia azotu (5 min). Szybko$¢ mieszadla zostala
ustawiona na 120 obr/min. Polimeryzacj¢ prowadzono w temperaturze 80°C i utrzymywano
ja przez 5 godzin. Schlodzona mieszaning poreakcyjna powoli wlano do wody.
Wytracony kopolimer zostal przemyty w duzej iloSci metanolu i1 pozostawiony do

wysuszenia.
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Polimeryzacja innych kopolimeréow w obecnosci oktylomerkaptanu zostala

przeprowadzona w analogiczny sposob, zgodnie z danymi w Tabeli 5.

Tabela 5. Zawartos¢ oktylomerkaptanu w mieszaninie reakcyjnej

OKTYLOMERKAPTAN
POLIMER
(uh)
PAAN t 0
PAAN 12 50
PAAN 3 100
PAAN r4 200

4.6.1.3. Wiskozymetria

Pomiar lepkosci roztworow kopolimeru P[AN-co-AA] wykonano w wiskozymetrze
Ubbelohde’a w 30°C. Warto$¢ granicznej liczby lepko$ciowej /7], wyznaczona z zalezno$ci
mwi/C=f(C), gdzie C jest stgzeniem polimeru (0.5 g/dl) w DMSO, pozwolila na obliczenie

cigzaru czasteczkowego polimeru z rownania Kuhna-Marka-Houwinka-Sakurady {7} [110]:
[n] =2.865 x 107°M,""% {7}

gdzie /7] jest liczba lepkosciowa, a M, srednim lepkosciowym cigzarem czasteczkowym.
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4.6.2. Formowanie membran

Wszystkie membrany formowano metoda mokrej inwersji faz [111, 112]. Roztwor
kopolimeru (8-15 %wg) 1 wzorca (0.05-4 %wg) zostal przygotowany przez rozpuszczenie
ich w DMSO (temp. pokojowa, 24 godziny), Tabela 6. Otrzymany roztwor wylewano na
szklana ptytke, a nastgpnie formowano membrang za pomoca specjalnego noza o grubosci
szczeliny 0.5 mm. Plytke zanurzano w wodnej tazni koagulacyjnej w 20°C i pozostawiono

w niej na 24 godziny. Membrany kontrolne, bez wzorca, przygotowano w ten sam sposob.

Tabela 6. Sktad roztworow polimerowych uzytych do formowania membran

NAZWA RobDzAJ POLIMER | WZORZEC MEMBRANA

POLIMERU | POLIMERYZACII | %WG | CID %WG

PAN - 15 - homogeniczna, stabilna mechanicznie
PAN - 15 0.4* - -

PAANTI emulsyjna 8 - homogeniczna, stabilna mechanicznie
PAANrl emulsyjna 8 0.05* - -

PAAN rl emulsyjna 8 0.4° -

PAANTI emulsyjna 8 2 - -

PAANTI emulsyjna 8 4 - -

PAAN t W roztworze 8 - homogeniczna, stabilna mechanicznie
PAAN't W roztworze 8 2 - -

PAANt W roztworze 8 4 - -

PAAN T3 W roztworze 8 - homogeniczna, stabilna mechanicznie
PAAN 13 W roztworze 8 0.5 - -

PAAN T3 W roztworze 8 1 heterogeniczna; wrazliwa na rozdarcie
PAAN 13 W roztworze 8 2 heterogeniczna; wrazliwa na rozdarcie
PAAN r4 W roztworze 8 - homogeniczna, stabilna mechanicznie
PAAN r4 W roztworze 8 0.5 homogeniczna, wrazliwa na rozdarcie
PAAN r4 W roztworze 8 2 heterogeniczna, wrazliwa na rozdarcie
PAAN r4 W roztworze 11 - homogeniczna, stabilna mechanicznie
PAAN r4 W roztworze 11 2 - -

PAAN r4 W T0Ztworze 11 4 - -

PAN: poliakrylonitryl handlowy
PAAN: poli[akrylonitryl-co-kwas akrylowy]
PAAN t: polimer dzigki uprzejmosci prof. F.Trotta
* wzorcem CIN; grubo$¢ membrany 0.15 mm
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4.6.3. Charakterystyka membran

4.6.3.1. Wyznaczanie Srednich wielkoSci porow

W celu okreslenia porowatosci membrang o powierzchni 28.7 cm® umieszczono
w celce ultrafiltracyjnej (Amicon) i pod ci$nieniem 0.05 MPa przepuszczano przez nia seri¢
roztworéw dekstranéw (2.5 mg/ecm’) o ciezarach czasteczkowych od 1.5 x 10° do 5 x 10°,

[113]. Wspotczynnik zatrzymania dekstranu (SR,) na membranie zdefiniowano dalej jako {8}:
SR, = [(C,~ C,)/C] 8}

gdzie stgzenie dekstranu w retentacie (C,) i permeacie (C,) analizowano chromatograficznie
(bezposrednie potaczenie dozownika z detektorem refraktometrycznym, p.4.2.) przy
przeplywnie wody 0.2 ml/min. Stgzenie kazdej probki sprawdzono czterokrotnie.

Do wyznaczenia rozktadu s$rednich wielkosci porow (PDD) postuzono si¢ nast¢pnie

zaleznoscia {9}:

PDD(R)=

_ (lnR—u)Z} )

1
ex
o2 p{ 20°

gdzie R jest $rednica poru, natomiast g i o to odpowiednio S$rednia wielko$¢ porow

1 wariancja (szerokos$¢) rozktadu.

4.6.3.2. Mikroskopia AFM

Do obserwacji struktury morfologicznej membrany postuzono si¢ mikroskopia AFM

(Park Scientific Instrument Auto Probe LS).

4.6.3.3. Identyfikacja metoda spektroskopii IR

W  celu identyfikacji zsyntezowanego kopolimeru P[AN-co-AA] oraz dla
potwierdzenia obecnosci wzorca w matrycy polimerowej membrany po jej uformowaniu,
a takze faktu tworzenia si¢ nieckowalencyjnych oddziatywan pomigdzy odciskiem a wzorcem,
wykonano seri¢ widm IR cienkich membran polimerowych. Film polimerowy o grubosci
0.015 mm wylewano z roztworu kopolimeru PAANrrl (8 %wg) i wzorca CID (2 %wg)
w DMSO. Ptytke szklana z uformowana cienka membrang wstawiono na 7 godzin do suszarki
(70°C). Membrane kontrolng (bez wzorca) przygotowano w analogiczny sposob. Widma IR
membran przed 1 po myciu roztworem ekstrahenta (EtOH+AcOH 90+10 v/v) wykonano
w laboratorium Wydziatu Chemii Nieorganicznej, Fizycznej 1 Materialowej Uniwersytetu
w Turynie za pomoca spektrofotometru IR Perkin-Elmer 1710 i z zastosowaniem programu

Spectrum.
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4.6.3.4. Usuwanie wzorca z membrany

W celu wusunigcia czasteczek wzorca membrang ultrafiltracyjna (p.4.6.2.)
o powierzchni czynnej 13.85 cm® wstawiono w modut filtracyjny (Millipore). Przemywanie
odpowiednim roztworem (1 % kwas octowym w etanolu) czynilo membrang bardziej
efektywna. Mycie prowadzono do momentu, kiedy stgzenie wzorca w permeacie bylo

niewykrywalne spektrofotometrycznie (314 nm, Perkin-Elmer Lambda 15).

4.6.3.5. Rownowazenie membran

Szczegolne  wlasciwosci  sorpcyjno-separacyjne  membran  miaty  wykazac
przeprowadzone pomiary. Pierwszy z nich polegal na rownowazeniu membrany
ultrafiltracyjnej w 15 cm® wodnego roztworu CIN lub CID (14.5 uM) w 30°C. Zmiang
stezenia alkaloidu mierzono spektrofotometrycznie (314 nm), korzystajac z krzywej
kalibracyjnej A=f(C). 1lo$¢ alkaloidu zwiazana z membrana (pmol/g suchej membrany)

obliczano wedlug rownania {10}:
[S] =2(Cy—CYHV/W {10}

gdzie Cy 1 C; sa stezeniami (uM) alkaloidu: poczatkowym i po czasie ¢, V jest objgtoscia

roztworu, a W masg suchej membrany. Pomiary powtorzono, a uzyskane rezultaty usredniono.

4.6.3.6. Filtracja przez membrany

Drugie badanie polegalo na przepuszczaniu przez membrang, umieszczona
w module filtracyjnym (Millipore), wodnego roztworu CID lub CIN (11.0 uM) z szybkoscia
0.5 ml/min, Rys. 6.

~N
2 1 — pompa Masterflex®
2 — modut filtracyjny Millipore
3 — roztwor odpowiedniego alkaloidu
4 — probka zebranej frakcji permeatu
|
4 1

()
O )

Rys. 6. Schemat aparatury do ultrafiltracji membranowe;.
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Zmiang stgzenia alkaloidu w kolejno zbieranych frakcjach permeatu (1.5 ml) mierzono
spektrofotometrycznie (314 nm), korzystajac z krzywej kalibracyjnej 4=f(C). Ilo$¢ alkaloidu
zatrzymanego w membranie ponownie obliczano z rownania {10}. Kazdy pomiar
powtorzono, a rezultaty usredniono. Badania przeprowadzono w laboratorium Wydziatu

Chemii Nieorganicznej, Fizycznej i Materialowej Uniwersytetu w Turynie.

4.6.3.7. Wyznaczanie wspolczynnikow selektywnosci i wdrukowania

[losci alkaloidéw, przy catkowitym wysyceniu miejsc wiazacych, postuzyly do
wyznaczenia wspotczynnikow selektywnosci membran afinitywnych o zgodnie ze wzorem
{11}:

[S]
=Lo0w 11
4= s 1}

gdzie /S],, jest warto$cia sorpcji alkaloidu-wzorca zatrzymanego na membranie z jego
odciskami, natomiast /S/ — warto$cia sorpcji antypody na tej samej membranie.

Wyrazne réznice pomiedzy membrana z odciskami 1 bez odciskow wyrazaty
wspotczynniki  wdrukowania ki (imprint factor) czasteczki wzorca CIN (lub CID)

wyznaczone wedlug rownania {12}:

_ [S]z odciskami

= okt (12}
4 [ S ] bez odciskow

gdzie [S]:odciskami 1 [S]bez odeiskow S& Warto§ciami  sorpcji  alkaloidu odpowiednio na
membranach z odciskami molekularnymi oraz bez odciskow podczas filtracji roztworu CIN

(lub CID).
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5. OMOWIENIE WYNIKOW

5.1. Sklad kompleksu wzorzec-monomery i jego zdolnos¢ do samoorganizacji

Do kilku zasadniczych czynnikow, wymaganych przy tworzeniu MIP-6w
nalezy wybdr odpowiedniego wzorca, ktorego ksztalt odciskany jest w matrycy
polimerowej. W niniejszej pracy do badan wykorzystano cynchoning (CIN) i jej
antypode optyczna cynchonidyng (CID) [114, 115], Rys.7. Naleza one do alkaloidow
z rodziny Cinchona i podobnie jak inni jej przedstawiciele sa dobrze znane ze wzgledu
na ich szerokie spektrum wiasciwosci biologicznych i leczniczych. Pozyskiwane z kory
drzew chinowca czerwonosoczystego stosowane sa gtownie jako leki antymalaryczne.
[116, 117]. Maja tez znaczenie jako S$rodki przeciwarytmiczne oraz blokery kanatow
sodowych [118,119]. W ostatnich latach stwierdzono, ze stosowanie alkaloidow
z rodziny Cinchona z lekami przeciwnowotworowymi zwigksza skuteczno$¢ dziatania

tych drugich [120, 121].

Rys. 7. Struktury (a) (+)-cynchoniny, (b) (-)-cynchonidyny, (c) schemat lokalizacji czasteczki cynchoniny
wewnatrz odcisku utworzonego ze $rodka sieciujacego oraz (d) monomeru funkcyjnego i Srodka
sieciujacego, (e) pusty odcisk.

49



MEMBRANY Z ODCISKAMI MOLEKULARNYMI

Ze wzgledu na potencjalnie szeroki zakres aktywnosci biologicznej alkaloidow
z rodzaju Cinchona [122], technika molekularnego wdrukowania cynchoniny czy tez
cynchonidyny moze przyczyni¢ si¢ do zrozumienia licznych bioproceséw. Ich wzglednie
sztywne struktury, wysoki stopien asymetrii i obecno$¢ grup funkcyjnych zdolnych do
wzajemnego oddziatywania z grupami funkcyjnymi monomeréw to zalety, dla ktérych
omawiane alkaloidy z powodzeniem wykorzystano do tworzenia odciskow molekularnych
w matrycy polimerowej [123].

Na efektywnos$¢ polimeru otrzymanego technika molekularnego wdrukowania wplywa
stechiometria wzorca i monomeréw w mieszaninie reakcyjnej [38, 123]. To ona rzadzi ilo$cia
1 jakoscia odciskow w powstajacym z tej mieszaniny polimerze. Ocena stereoselektywnosci
MIP-6w wskazuje, ze zbyt wysoki stosunek monomeru wzgledem wzorca przyczynia si¢
do powstania polimeru o niepozadanych wlasciwosciach niespecyficznego wigzania.
Spowodowane jest to nadmierna iloscia grup polarnych przypadkowo rozmieszczonych
w matrycy polimerowej. Zbyt niski stosunek daje polimery o niewystarczajacej zdolnosci
wylapywania wzorca tj. polimery z mata liczba odciskoéw oraz staba selektywnoscia.
Optymalny stosunek powinien dawaé¢ polimery, ktéore cechuja si¢ odpowiednia
selektywno$cia wiazania oraz stosunkowo wysoka specyficznos$cia.

Podazajac tym tropem postanowiono oszacowa¢ sktad kompleksu MAA-CIN, ktory
w wyniku polimeryzacji wbudowany zostaje w matryce polimerowa, skutkujac tym samym
utworzeniem kompleksu odcisk-wzorzec. Miareczkowanie kwasem metakrylowym roztworu
CIN prowadzito do samotworzenia si¢ komplekséw, a proces ich organizacji obserwowano

spektrofotometrycznie, Rys. 8.

" .— MAACIN 3:1

Abs

270 325
Dhugos¢ fali [nm]

Rys. 8. Widma cynchoniny (CIN) wysycanej kwasem metakrylowym (MAA).

50



MEMBRANY Z ODCISKAMI MOLEKULARNYMI

Naturalnie, im wigcej czasteczek MAA otaczalo CIN tym wigcej tworzylo sig
wiazan wodorowych, czego nastgpstwem byly zmiany w obserwowanych widmach.
Zmiany te osiagaly po pewnym czasie maksimum odpowiadajace calkowitemu wysyceniu
cynchoniny kwasem, inaczej] mowiac odpowiadaly one powstaniu wszystkich mozliwych
wigzan wodorowych pomigdzy czasteczka alkaloidu a czasteczkami monomeru funkcyjnego.
Jednak przeprowadzone pomiary nie wykazaly jednoznacznie czy na obsadzenie jednej
czasteczki CIN potrzebne sa trzy czy tez cztery czasteczki kwasu metakrylowego. Wynika
to z Rys. 9., ilustrujacego izoterm¢ wysycenia alkaloidu kwasem. Poczawszy od punktu,
w ktérym stosunek molowy MAA-CIN wynosi 3.5:1 krzywa wyplaszcza sig, a dalsze
miareczkowanie kwasem nie wykazywato zmian w widmie absorpcyjnym (A(AA)=const
przy MAA/CIN — o). Przeprowadzenie komputerowego modelowania kompleksu
MAA-CIN miato potwierdzi¢ wnioski otrzymane z izotermy wysycenia, a przede
wszystkim sprecyzowaé doktadna liczbg czasteczek kwasu metakrylowego, tworzacego

kompleks z cynchonina.

A(A'A\)314 nm
I |

R W

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Stosunek molowy MAA/CIN

Rys. 9. [zoterma wysycenia CIN miareczkowanej MAA.

Waznych informacji dostarczyto przeprowadzenie miareczkowania dimetakrylanem
glikolu etylenowego roztworu CIN. Sprawdzono bowiem czy jego obecno$¢ w mieszaninie
prepolimeryzacyjnej mogta zaktoca¢ proces tworzenia kompleksow MAA-CIN, zwazywszy

rowniez na mozliwo$¢ istnienia wolnych czasteczek kwasu, badz tez czy nie dochodzito
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do tworzenia kompleksow EGDMA-CIN. Wykonane miareczkowanie nie ujawnito
jednak zmian w widmie absorpcyjnym. Stad oddziatywanie $rodka sieciujacego z czasteczka
wzorca jest nieistotne 1 nie moze wpltywaé na specyficzno$¢ powstalych w polimerze
odciskow molekularnych.

Do syntezy zt6z chromatograficznych i membran monolitycznych, omawianych
W niniejszej pracy, uzyto mieszanin reakcyjnych, w ktorych kwas metakrylowy zostat
wzigty w nadmiarze w stosunku do ilo$ci cynchoniny. Oba uklady spehialy zatem
warunek, by w obsadzeniu jednej czasteczki cynchoniny braly udziat co najmniej trzy
czasteczki kwasu metakrylowego, co wczesniej wykazano podczas miareczkowania.
Wiasciwie dobrany stosunek molowy MAA i CIN potwierdzity obliczenia wykonane we
WCSS, w ktorych zastosowano kwantowo-mechaniczne modelowanie struktur metoda
funkcjonaléw gestosci elektronowej. Stwierdzono, ze w samotworzacym si¢ kompleksie
wzorzec-monomery, kwas wnosi swo@j udziat w ilosci trzech czasteczek na jedna
czasteczkg¢ alkaloidu (MAA:CIN 3:1). Jednocze$nie na podstawie przeprowadzonego
modelowania (w warunkach prézni) dowiedziono, zZe istnieje siedem miejsc w cynchoninie
oraz pig¢ w cynchonidynie, przy ktérych dochodzito do oddzialywan wodorowych
z kwasem metakrylowym, Rys.10-15. Dalsze obliczenia umozliwily wyznaczenie
sumarycznych wartosci energii wiazan wodorowych kompleksow MAA-CIN oraz
MAA-CID. Dla przejrzystosci prezentacji modele oddzialywan przedstawione sa
w niniejszej pracy w ukladach jeden na jeden: jedna czasteczka alkaloidu na jedna
czasteczkg MAA. Oczywiscie oddzialtywania te wspolistnieja ze soba a ich energie
sumuja si¢. Modele oszacowanych pod wzgledem sktadu kompleksow MAA-CIN pozwalaja
pozna¢ jak przestrzennie zlokalizowane sa grupy funkcyjne monomeru, kiedy wzorzec
zwiazany wigzaniami wodorowymi z tymi grupami zostawia swo0j odcisk w matrycy
polimerowej. W pokazanym na Rys.16. przykladowym modelu kompleksu trzy
czasteczki kwasu otaczaja CIN w miejscach najkorzystniejszych energetycznie oddziatywan
wodorowych. Catkowita energia ukladu wynosi -63 kcal/mol. Nalezy jednak pamigtac,
ze liczba wszystkich mozliwych komplekséw jest bardzo duza, a ich energia wiazan
wodorowych moze by¢ wyzsza badz nizsza od tej] w zaprezentowanym przyktadzie. Liczba
potencjalnych  kompleksow jest jednak ograniczana mozliwo$ciami  sterycznego
rozlokowania czasteczek kwasu metakrylowego wzgledem siebie i czasteczka wzorca.

Jak dowodzil Andersson wigksze stabilnosci komplekséw  obserwowano
w przypadkach kiedy w strukturze czasteczki wzorca obecna byla np. amina
trzeciorzedowa [124]. Poddawana wdrukowaniu molekularnemu cynchonina zawiera

w sobie taki uklad. Im wigksza stabilnos¢ kompleksu wzorzec-monomery, wynikajaca
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z oddzialywan wodorowych tym wigksza populacja doktadnych odciskow. Trwatos¢ takiego
kompleksu sprzyja zatem tworzeniu polimerow z wigksza selektywnos$cia 1 wydajnoscia

z uwagi na jako$¢ 1 ilo$¢ odciskéw molekularnych.
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Rys. 10. Sumaryczne wartosci energii oddzialywan wodorowych w kompleksach:
MAA:CIN -18.54 kcal/mol (gora) oraz MAA:CID -19.04 kcal/mol (dot).
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Rys. 11.  Sumaryczne warto$ci energii oddziatywan wodorowych w kompleksach:
MAA:CIN -19.29 kcal/mol (gora) oraz MAA:CID -19.85 kcal/mol (dot).
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Rys. 12.  Sumaryczne wartosci energii oddzialywan wodorowych w  kompleksach:
MAA:CIN -12.63 kcal/mol (gora) oraz MAA:CID -16.09 kcal/mol (dot).
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Rys. 13.  Sumaryczne wartosci energii oddziatywan wodorowych w  kompleksach:
MAA:CIN -31.75 kcal/mol (gora) oraz MAA:CID -69.44 kcal/mol (d6t).
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Rys. 14. Sumaryczne wartosci energii oddziatywan wodorowych w  kompleksach:
MAA:CIN -24.01 kcal/mol (gora) oraz MAA:CID -34.02 kcal/mol (dot).
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Rys. 15. Sumaryczne wartosci energii oddzialywan wodorowych dla pozostatych kompleksow
MAA:CIN: -7.81 kcal/mol (gora) oraz -4.06 kcal/mol (dot).
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Rys. 16. Przykladowy model kompleksu MAA:CIN 3:1. Sumaryczna wartos¢ energii
oddzialywan wodorowych wynosi -63 kcal/mol.
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5.2. Z1oza chromatograficzne zawierajace odciski molekularne

Metoda wdrukowania molekularnego znana jest od przeszlo, a moze zaledwie
dwudziestu lat. Stosowane procesy separacyjne w wigkszosci opieraja si¢ na efekcie
»przesiewania” molekularnego, gdzie o skuteczno$ci zjawiska decyduje zaréwno ksztatt
1 wielko$¢ czasteczek, jak i ich oddzialywania z uktadem separujacym. Nowa technika MI
przyczynila si¢ do stworzenia takich obiektow polimerowych, w ktérych czynnikiem
odpowiedzialnym za rozdzial zwiazkéw jest powinowactwo substancji do jej odcisku
»zamrozonego” w polimerze. Zaskakujacy jest jednak rozktad iloSciowy prac poswigconych
polimerom z odciskami molekularnymi. Setki z nich dotycza wypekien chromatograficznych
1 czujnikow, natomiast membranom poswigcone sa nieliczne. W 2001 roku, podejmujac si¢
wstepnych badan, znaleziono =zaledwie kilka informacji o konstruowaniu membran
z odciskami molekularnymi na bazie monolitow polimerowych. Wtasnie taka metoda
otrzymywany byt jeden z dwdch typow membran omawianych w niniejszej pracy.

Badania nad membranami rozpoczgto jednak od otrzymania sorbentow
polimerowych typu MIP. To z kolei umozliwito przeniesienie pewnych pomystow
i doswiadczen, obejmujacych otrzymywanie sorbentow, do syntezy membran monolitycznych
z  odciskami  molekularnymi.  Charakteryzowanie = MIP-6w  jako  materialow
chromatograficznych, jak juz wspomniano, jest obszernie dokumentowane w literaturze
[39, 46, 49-59]. Wzmozone zainteresowanie nowym typem faz stacjonarnych, a mianowicie
sorbentami monolitycznymi, ma swoje uzasadnienie w tatwosci ich przygotowania,
wyjatkowych witasciwosciach 1 wysokiej wydajnosci, w poréwnaniu np. z sorbentami
do rozdzialu biopolimerow [59]. Monolity to uktady tworzace ciagla porowata
faz¢ otrzymana w jednym fragmencie. Zbudowane sa z mikrostruktur typu

aglomeratow lub  wlokien utworzonych =z potaczenia czastek [58], Rys. 17.

Rys. 17. Struktura monolitu [125].
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Przestrzenie migdzy aglomeratami tworza system makroporéw, a puste przestrzenie

wewnatrz aglomeratu - uktad mezoporow. Wszystkie pory sa wzajemnie potaczone.

Z wielu ukladow polimerowych do otrzymywania MIP-6w, najczgéciej stosowany

jest kopolimer kwasu metakrylowego sieciowany dimetakrylanem glikolu etylenowego.

Wybér MAA wynika z jego zdolnosci tworzenia wigzan wodorowych i oddzialywan

jonowych z grupami funkcyjnymi wzorca. Jednoczes$nie wczesniejsze badania wykazaty,

ze kopolimer zbudowany wiasnie z monomerow MAA i1 EGDMA spelnia wymogi

stawiane uktadom, w ktore efektywnie wprowadza¢ mozna odciski molekularne [126, 127],

Rys.7. Z tego powodu uklad ten zastosowano w niniejszej pracy. Cynchoning

natomiast uzyto jako wzorca. Sktad analizowanych zt6z chromatograficznych typu MIP

podano w Tabeli 7.

Tabela 7. Sktady badanych 716z chromatograficznych

WZORZEC STOSUNEK MONOMEROW
SORBENT CIN* EGDMA+MAA
Y%wg v/v
Eil.0 0 100:0
Eii 1.0 0.6 100:0
E iii 1.0 3.6 100:0
Eiv 1.0 9.6 100:0
Ei0.9 0 90:10
Eii 0.9 0.6 90:10
E iii 0.9 3.6 90:10
Eiv 0.9 9.6 90:10
Ei0.8 0 80:20
Eii 0.8 0.6 80:20
E iii 0.8 3.6 80:20
Eiv 0.8 9.6 80:20
Ei0.75 0 75:25
E iii 0.75 3.6 75:25
Eio0.7 0 70:30
E iii 0.7 3.6 70:30

* . . r
stezenie wzorca wzgledem monomerow
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Przy zastosowaniu sorbentéw polimerowych typu MIP do separacji izomerdéw
optycznych, specjalna uwage nalezy zwrdoci¢ na wilasciwy dobor warunkow
chromatografii. Sktad eluentu wplywa na zdolno$¢ rozdzialu np. na czas retencji
sktadnika, przesuwajacego si¢ w zlozu chromatograficznym. Wynika to z faktu
,manipulacji” energia oddziatywan migdzy grupami funkcyjnymi sorbentu i sorbatu pod
wpltywem zmiany sktadu fazy mobilnej. Dotyczy to rowniez miejsc bioracych udziat
w separacji — odciskow molekularnych. Uzyskane wyniki badan separacji optycznie
czynnych alkaloidow, cynchoniny i cynchonidyny, potwierdzaja, ze odpowiednio dobrane
warunki procesu na réwni z wlasciwosciami samego sorbentu zapewniaja wystapienie
efektu rozdzialu. W Tabeli 8 przedstawiono skuteczno$¢ separacji w zalezno$ci od

zastosowanego eluentu.

Tabela 8. Efekt rozdziatu chromatograficznego w zaleznosci od sktadu fazy mobilne;j

ELUENT SKLAD JAKOSCIOWY SKLAD IVL/(\)]SCIOWY EFEKT ROZDZIALU
E-1 acetonitryl 100 brak

E-2 chloroform 100 brak

E-3 chloroform+kwas octowy 99:1 brak

E-4 acetonitryl+kwas octowy 95:5 staby

E-5 chloroform+kwas octowy 93:7 staby

E-6 chloroform+kwas octowy 97:3 zadowalajacy
E-7 chloroform+kwas octowy 98:2 zadowalajacy

We wstepnie przeprowadzonych badaniach z uzyciem ztoza Eiii 0.8 oraz fazy
mobilnej E-1, E-2 i E-3, na chromatogramie nie zarejestrowano sygnatu wprowadzonej
na kolumng cynchoniny. Powodem takiego stanu moze by¢ zlamanie jednej z regut
syntezy MIP-6w, gdy sorbent jest uzywany w innym $rodowisku (E-1) niz byt otrzymany.
Inna przyczyna moze tkwi¢ w nieobecnosci badz zbyt matej ilosci AcOH w fazie mobilnej
E-2 i E-3. Staby efekt rozdzialu pojawit si¢ przy zastosowaniu eluentéow E-4 1 E-5.
W przypadku E-5 czasy retencji na ztozu E iii 0.8 wynosity 5.0 oraz 4.4 min odpowiednio
dla CIN i CID (dane nie prezentowane w tabelach), podczas gdy przy stosowaniu
tego samego zloza lecz z uzyciem fazy mobilnej E-7 czasy retencji obu alkaloidow
osiagnely warto$ci 9.8 oraz 5.4 min. Dla eluentu E-5 roznica pomigdzy fcw 1 tam
wynosi zatem 1.4 min, natomiast dla E-7 roznica ta osiagneta wartos¢ 4.4 min. Widoczna

jest zatem poprawa sprawnosci separacji CIN — w pierwszym przypadku wspotczynnik
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retencji kcy wynidst 0.16, podczas gdy przy zastosowaniu fazy mobilnej E-7 juz 1.28.
Nie mniej jednak koniecznym wydaje si¢, by w przysziosci sktad fazy mobilnej
optymalizowany byt dla kazdego sorbentu z osobna.

Poczatkowo analiz¢ chromatograficzng postanowiono prowadzi¢ wspoélnie dla obu
enancjomeréw CIN i CID, wprowadzajac na kolumng roztwor ich mieszaniny racemiczne;.
Powinno to powodowac¢ pojawienie si¢ na chromatogramie dwoéch pikdéw, pierwszego
(ostrego), pochodzacego od CID i drugiego (bardziej rozmytego) — od CIN, ktora
zastosowano jako wzorzec [39, 46]. Przeprowadzone pomiary wykazaty, ze w kazdym
przypadku otrzymano chromatogram z pojedynczym pikiem. Bylo to spowodowane nie tylko
niezadowalajacymi  wlasciwosciami  sorpcyjno-separacyjnymi otrzymanych sorbentow
monolitycznych czy nieodpowiednio napelnionymi kolumnami, ale réwniez wysokim
prawdopodobienstwem tworzenia si¢ komplekséw CIN-CID, przez co polimer tracit zdolnos¢
rozpoznawania jednego izomeru optycznego. Analiz¢ chromatograficzng przeprowadzono
ponownie, lecz w nieco zmienionej formie. Na kolumny podawano osobno prawo-
1 lewoskretny izomer. Uzyskane na chromatogramach pojedyncze piki CIN i CID réznily sig
czasem ich retencji. Potwierdzito to skuteczno$¢ rozdzialu badanych sorbentow.

Problem6éw nie dostarczalta réwniez konieczno$¢ regeneracji  wypehien
chromatograficznych. Po zakonczonej analizie kolumne kazdorazowo regenerowano
roztworem chloroform-kwas octowy 98:2 v/v do czasu ustalenia si¢ linii bazowej,
przywracajac w ten sposob jej wlasciwosci sorpcyjno-separacyjne.

Do standaryzowania przygotowanych kolumn, wypetlionych sorbentami, postuzono
si¢ naftalenem. Czas jego retencji zamykatl si¢ w przedziale 3.9-4.1 min. dla wszystkich
kolumn. Przyjeto zatem, ze badane kolumny sa podobnie upakowane, a porowato$¢ materiatu
nie zmienia si¢ w nich zasadniczo. Jednoczesnie zakladajac, ze oba alkaloidy posiadaja
doktadnie te same wymiary, oraz ze interesuje nas efekt pozostawionego w matrycy
prawidlowego odcisku, wspotczynnik retencji k& zdefiniowano jako stosunek czaséw retencji
alkaloidu w ztozu, posiadajacym odciski CIN i w ztozu kontrolnym, a cato$¢ pomniejszajac
o jeden. W literaturze stwierdza sig, ze jedynie niewielka frakcja odciskéw jest wystarczajaco
selektywna [27]. Wigkszo$¢ charakteryzuje si¢ stosunkowo malym powinowactwem
do rozdzielanych zwiazkow. Uwaza sig, ze nie wigcej niz 25 % grup funkcyjnych zostaje
wlasciwie rozmieszczonych w odcisku i1 bierze udziat w separacji. Reszta zostaje wbudowana
w obszary niewiazace sorbentu lub tez, znajdujac si¢ nawet na powierzchni wneki,
jest ustawiona w niewtasciwym kierunku. Dlatego w ukladzie MIP-sorbowana czasteczka
obserwuje si¢ cale spektrum statych wiazania K,,. Istnieja odciski doskonate, majace K,

duze, odciski ze $rednia wartoscig K, oraz tto z malymi warto$ciami K.
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Badania chromatograficzne wypetnien, prowadzone w dalszej czgsci z zastosowaniem
fazy mobilnej E-7, wykazaly, ze oba alkaloidy oddziatywuja z sorbentami w rézny sposob.
Zgodnie z zalozeniami, 1 co rdwniez potwierdzily badania z doborem eluentu, wymywanie
CIN byto opdznione w poréwnaniu do jej antypody optycznej, CID. Jak wazna rolg odgrywa
obecno$¢ grup funkcyjnych w uktadzie $§wiadczyé moze analiza sorbentéw otrzymanych
bez MAA. Zadne ze 716z E 1.0 w sposdb selektywny nie zatrzymywato CIN. Tego faktu
nie zmienial brak jak i obecno$¢ cynchoniny podczas formowania omawianych ztoz.
To z kolei dowodzi, ze odciski CIN w MIP-ie, rzeczywiscie powstaja, kiedy w procesie
wdrukowania molekularnego biora udziatl grupy karboksylowe MAA, wspodtobecnego obok
EGDMA w mieszaninie reakcyjnej. Obserwowano to dla sorbentéw E 0.9 i E0.8.
Pozytywnym efektem zwigkszania zawartosci MAA w kopolimerze i1 st¢zenia odciskéw
W matrycy jest pojawianie si¢ coraz wigkszej liczby miejsc prawidlowo rozpoznajacych CIN,

czego odzwierciedleniem sa wyzsze wartosci wspotczynnika retencji, Tabela 9.

Tabela 9. Wspolczynniki retencji i enancjoselektywnosci w temperaturze 22°C

SORBENT ke kcip o
E 1.0 ii  (0.25%CIN) 0.03 0.03 1.0
‘g; iii (1.46%CIN) 0.06 0.06 1.0
2z

=3

8= iV (3.80%CIN) 0.08 0.06 1.2
E 0.9 ii  (0.25%CIN) 0.06 0.01 6.0
32:‘; iii (1.46%CIN) 0.81 0.11 7.4
iz

E . 0.0° 0.0° -
m 1v (380%CIN) 0_23a,b O.IIa’b 21
E 0.8 ii  (0.25%CIN) 0.79 0.19 4.2
§§ iii (1.46%CIN) 1.28 0.25 5.1
iz

S aQ

= iV (3.80%CIN) 0.07° 0.07° 1.0
E 0.75

EGDMA:MAA 11 (1.46%CIN) - - -
75:25 V/V

E 0.7

EGDMA:MAA 11 (1.46%CIN) - - _
70:30 V/V

? faza mobilna CHCl;+AcOH 99:1 (v/v)
® roztwér 3mM w CHCLi=AcOH 97:3 (v/v)
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Ujawnia si¢ jeszcze jedna szczegdlna cecha sorbentdw otrzymanych z uktadow zawierajacych
MAA — nastgpuje bowiem wyrazny wzrost ich selektywnosci a, jednoczesnie jego wartosci
sa najwyzsze dla sorbentéw E 0.9. Przypadek E iii 0.9 sugerowaé¢ moze, ze sktad mieszaniny
reakcyjnej jest optymalny do otrzymania sorbentu o najlepszych wlasciwosciach
separacyjnych.

Chloroform  uzyty w  syntezie materialu  chromatograficznego  spelnia
wymaganie narzucone w wyborze $rodka porogennego. Jego niepolarnos¢ pozwala
na niwelowanie ,,zaktocen” podczas tworzenia kompleksow MAA-CIN w mieszaninie
prepolimeryzacyjnej, a jednocze$nie przyczynia si¢ do powstania odpowiedniej
struktury porowatej polimeru. Analiza sorbentow Eiii0.9, Ei0.8, Eii 0.8, E1iii 0.8
oraz Eiv 0.8 na zawarto$¢ chloru wykazata znikoma obecno$¢ tego pierwiastka, ponizej
0.7 %wg. Chloroform charakteryzuje si¢ zatem nikla aktywnoscia w reakcjach
przenoszenia fancucha na rozpuszczalnik podczas polimeryzacji MAA 1 EGDMA. Jesli
nawet zawarto$¢ chloru w polimerze bylaby znaczaca, nie odgrywatby wigkszej roli
w tworzeniu oddzialywan z alkaloidem we wnegce odcisku molekularnego. Nie pozwolityby
na to Kkorzystniejsze energetycznie wiazania ~wodorowe wzorca z  grupami
karboksylowymi meréw MAA. Obliczenia przeprowadzone podczas modelowania
kompleksow wykazaly jednoznacznie, ze warto$¢ energii wiazania chlor-alkaloid
nie przekracza -3 kcal/mol.

Na uwagg zastuguje fakt blokowania si¢ kolumn podczas analiz chromatograficznych,
kiedy wypeklieniem byly sorbenty Eiv0.9 1 Eiv0.8. Podczas ich polimeryzacji,
przy wysokiej zawarto$ci CIN, mogto dochodzi¢ do przerywania rosnacych lancuchow
kopolimeru przez czasteczki alkaloidu, z uwagi na wystepujace w jego strukturze
podwdjne wigzanie. Powstata w ten sposdéb matryca polimerowa o zaburzonej strukturze
sieci polimerowej nie poddawala si¢ analizie. Blokowanie kolumn podczas przepltywu
eluentu moze mie¢ roéwniez swa przyczyng w powstawaniu silnych oddziatywan
pomigdzy grupami funkcyjnymi kwasu octowego fazy mobilnej a grupami sorbentow
Eiv0.9 1 Eiv 0.8 wypethiajacych kolumny. Zmiana eluentu oraz roztworu podawanego
na kolumn¢ nie wplyngta jednak na efekt separacji i zniesienie zjawiska blokowania
kolumn. Zwigkszanie zawartosci MAA powyzej 20 %v powodowalo, Zze zloze stawato si¢
mniej usieciowane. Kolumny wypelione sorbentem E iii 0.75 i E iii 0.7 ulegaty szybkiemu
blokowaniu w trakcie prowadzonych analiz chromatograficznych. Jednocze$nie zbyt
duzy stosunek ilosci MAA do CIN w mieszaninie reakcyjnej powodowa¢ mogl dominacjg
wolnych grup karboksylowych nad tymi, pozostajacymi w odciskach molekularnych,

co w konsekwencji prowadzi do zwigkszenia niekorzystnej sorpcji niespecyficznej
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czasteczek cynchoniny. Dowodami potwierdzajacymi shuszno$¢ powyzszych przypuszczen
sa przeprowadzone miareczkowanie 1 symulacje modeli kompleksow w uktadzie MAA-CIN.
Wynika z nich, Ze istnieje optymalny stosunek MAA 1 CIN, przy ktorym powstajacy
polimer bedzie charakteryzowat si¢ selektywno$cia miejsc wiazacych oraz odpowiednia
specyficznoscia. Zbyt wysoki udzial kwasu metakrylowego wzgledem cynchoniny,
z duzym prawdopodobienstwem, prowadzi do powstania niespecyficznego sorbentu.
Zdolno$¢ separacyjna MIP-6w rzadzi si¢ prawami termodynamicznymi, ktore
usystematyzowal Williams, podajac je w postaci rownania {1} (p.3.2.3.). Wynika z niego,
ze istnieje wiele czynnikow, ktore decyduja o rozpoznawaniu przez MIP-y odpowiednich
czasteczek. Przede wszystkim jest to geometria odciskow [33] oraz wlasciwe
rozmieszczenie grup funkcyjnych wewnatrz odcisku molekularnego [34]. Posta¢ tego
rébwnania wskazuje na bardzo skomplikowany mechanizm procesu selektywnej sorpcji
we wngkach molekularnych. Z przeprowadzonych w pracy badan wynika jasno,
ze sorbenty selektywnie zatrzymywaty CIN. Z tego powodu dla sorbentow E iii 0.9
1 E 111 0.8 postanowiono okre$li¢ energi¢ oddzialywan, prowadzac proces chromatograficzny
w roznych temperaturach. Wczesniej o wplywie temperatury na separacje zwiazkow
w chiralnych fazach stacjonarnych probowatl przekona¢ si¢ Sellergren [128]. Stwierdzit on,
ze wraz ze wzrostem temperatury retencja sktadnika malala. Thumaczyt to
endotermicznym procesem ostabiania wiazan wodorowych, a wzmocnieniem znaczenia
oddziatywania elektrostatycznego pomigdzy odciskiem a zatrzymywana w nim czasteczka
zwiazku. W omawianej pracy rozpoznawanie CIN, przesuwajacej si¢ w zlozu,
jest wywolane istnieniem oddziatywan wodorowych pomigedzy grupa karboksylowa MAA,
a ugrupowaniem hydroksylowym czy tez atomami azotu w czasteczce CIN. Przeprowadzenie
testow, w trakcie ktorych zwigkszano temperaturg, przyniosto zaskakujace rezultaty.
Okazalo sig, ze zamiast oczekiwanego spadku retencji alkaloidu nastgpowal jej
wzrost, co powodowato zwigkszenie wartosci wspotczynnika retencji k, Tabela 10.
Selektywno$¢ sorbentow w 22°C wynosita 7.4 i 5.1 odpowiednio dla Eiii 0.9
oraz E iii 0.8. Wzrost temperatury o 4 stopnie przyczynit si¢ do spadku wspotczynnika
selektywnosci o do poziomu 3.4-3.5. W przypadku sorbentu Eiii 0.9 dalszy wzrost
temperatury powodowat obnizenie si¢ wspoOlczynnika do wartosci 2.8, natomiast

dla E iii 0.8 ustabilizowat si¢ na poziomie 3.6.
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Tabela 10. Wspotczynniki retencji i enancjoselektywno$ci w zakresie 22-35°C

SORBENT E iii 0.9 E iii 0.8
TEMP. °C ke ke o ke kcp o
22 0.81 0.11 7.4 1.28 0.25 5.1
26 1.19 0.35 34 2.17 0.62 3.5
30 1.97 0.68 2.9 2.83 0.79 3.6
35 3.19 1.16 2.8 3.65 1.02 3.6

Wynik taki trudno jednoznacznie wyjasni¢, nie mniej jednak wydaje sig, ze do
gltosu dochodza oddziatywania dyspersyjne. To pozwala zrozumie¢, dlaczego pomimo
wzrostu temperatury CIN zatrzymywana byla w ztozu dluzej. Oddziatywania dyspersyjne
sa glowna czeScia sit van der Waalsa. Zrédtem pochodzenia sit dyspersyjnych jest
wzajemna korelacja elektrondw w oddziatujacych czasteczkach. Ciagla zmiana rozktadu
(fluktuacja) tadunku powoduje powstawanie chwilowych momentow dipolowych, ktore
moga polaryzowaé sasiadujace czasteczki, co prowadzi do przyciagania innych czasteczek.
Warto odnotowaé, ze oddzialywania dyspersyjne odgrywaja duza role¢ w enzymach,
ktoére zawieraja niepolarne, ale polaryzowalne grupy w tzw. kieszeniach. One to stanowia
putapke dla niepolarnych lecz polaryzowalnych grup, jak fragmenty tancuchow
weglowodorowych, ale nie przyciagaja czasteczek polarnych jak woda. Posuwajac sig
o daleko idace analogie, MIP-y w istocie rzeczy swoja budowa i wlasciwosciami
przypominaja enzymy, w ktérych centrami katalitycznymi sa odciski molekularne. Sity
van der Waalsa nabieraja znaczenia przy wiazaniu tylko wtedy, gdy wiele atomow
substratu moze réwnoczes$nie zblizy¢ si¢ do rownie wielu atomow enzymu. Dlatego tez
w kompleksie odcisk-czasteczka ich ksztalty musza by¢ komplementarne tak jak
w przypadku enzym-substrat.

Druga przyczyna, thumaczaca dtuzsze zatrzymywanie CIN na ztozu, jest mozliwo$¢
powstawania dodatkowych oddziatywan wodorowych. Na Rys. 14., przedstawiajacym
model kompleksu MAA-CIN, sumaryczna warto$¢ energii wiazan N-H (silniejsze) oraz
O-H, obliczona metoda funkcjonatow gestosci elektronowej, wynosi -24 kcal/mol.

Przeprowadzona zostala symulacja, ktora dowiodta, ze pod wplywem wzrostu temperatury
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czasteczka CIN moze nieco zmieni¢ swa konformacje. Nie ma wigkszych przeszkod
sferycznych by grupa hydroksylowa, pochodzaca od CIN, odwrocita si¢ atomem wodoru
w kierunku tlenu grupy karboksylowej MAA. Bariera energetyczna preferencyjnej
lewostronnej rotacji grupy hydroksylowej to -5.8 kcal/mol (Rys. 18.), a sumaryczna
energia utworzonych w ten sposob nowych silnych oddziatywan wodorowych osiaga

warto$¢ -70 kcal/mol.
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Rys. 18. WartoSci barier energetycznych rotacji grupy hydroksylowej CIN w kompleksie z MAA (Rys.14)
w lewa strong (korzystniejsza): -5.8 kcal/mol, oraz w prawa strong: -14 kcal/mol.

Wyniki przeprowadzonych do§wiadczen potwierdzity mozliwos¢ otrzymania
sorbentow typu MIP, mogacych skutecznie rozpoznawa¢ wlasciwy enancjomer, ktérym
odciskano matrycg polimerowa. Odpowiednia skutecznos$¢ tego typu faz stacjonarnych
osiagna¢ mozna poprzez wybor stosownego poroforu, a takze przez wilasciwy dobor
sktadu ilosciowego monomeréw oraz optymalizacj¢ warunkéw procesu polimeryzacji.
Nieobojetne na separacje pozostaja rowniez sktad fazy mobilnej oraz temperatura

w trakcie prowadzonych analiz chromatograficznych.
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5.3. Membrany monolityczne z odciskami molekularnymi

Spostrzezenia 1 wnioski przedstawione w poprzednim rozdziale, obejmujace
otrzymywanie i charakterystyke sorbentéw polimerowych, pozwolity podja¢ prace nad
synteza membran monolitycznych, do otrzymywania ktoérych wykorzystano niektore
z wczesnie] omoéwionych uktadow.

Obecnie membrany z odciskami molekularnymi (MIM) tworzone sa najczgscie]
metodami mokrej inwersji faz w obecnosci czasteczek wzorca badz tez wdrukowania
powierzchniowego tychze czasteczek. Pomimo takiej tendencji oraz szczatkowych doniesien
literaturowych omawiajacych membrany monolityczne przygotowano takie membrany
1 oceniono je pod wzgledem selektywnego transportu izomeréw z rodzaju Cinchona [129].
Pozornie prosta i tania metoda tworzenia takich membran dostarczy¢ moze jednak pewnych
probleméw podczas ich badania. Stad moze wynika¢ fakt niklego zainteresowania
otrzymywaniem membran monolitycznych z odciskami molekularnymi.

W przenoszeniu substancji przez membrany monolityczne, jak podaje Sellergren,
rzadza dwa mechanizmy selektywnego transportu [130]. Pierwszym jest transport
wspomagany poprzez preferencyjna sorpcje i szybka dyfuzje czasteczek wzorca. Drugim
z kolei mechanizmem jest opdzniona permeacja wywotana powinowactwem odcisku
do dyfundujacej czasteczki. Pierwszy przypadek zostat przebadany przez Dzgoeva i Haupta,
ktérzy w porach membrany mikrofiltracyjnej polimeryzowali kopolimer MAA-TRIM
w obecnosci L-tyrozyny jako wzorca [86]. Po odmyciu aminokwasu badali zjawisko
transportu L- 1 D-tyrozyny. Zauwazyli wyraznie, ze L-tyrozyna przemieszczala si¢
szybciej przez tak fromowana membrang niz jej antypoda optyczna.

Otrzymane w niniejszej pracy monolityczne membrany kompozytowe, ktore
bgda zdolne do rozdzielania mieszaniny izomeréw optycznych cynchoniny CIN oraz
cynchonidyny CID gwarantowa¢ mialy wystarczajaco duzy strumien alkaloidu. Nalezy
jednak pamigtaé, ze strumien transmembranowy zalezny jest od wielkosci dyfundujacej
czasteczki oraz jej stezenia w fazie podajacej, wplywajac tym samym
na selektywno$¢ membrany (wyzszy wspdlczynnik selektywnos$ci przy nizszym
stezeniu permeatu) [87, 131]. Hydrofilowy charakter bibuly filtracyjnej zapewnia¢ miat
ponadto dobra adhezje materiatu monolitycznego do jej powierzchni.

W ocenie enancjoselektywnosci cienkich kompozytowych membran monolitycznych
typu MIP dwoma zasadniczymi pytaniami, na ktére poszukiwano odpowiedzi, byty: jak
obecno$¢ monomeru funkcyjnego MAA wplywa na strumien alkaloidu oraz czy

stereoselektywno$§¢ membrany moze by¢ kontrolowana przez izomer, ktorego uzyto
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jako wzorca. Uzyskane podczas badan wyniki pozwolilty odpowiedzie¢ na stawiane
pytania, a tym samym podja¢ probeg oceny wlasciwosci selektywnego transportu zwigzkow
przez membrany monolityczne.

Charakteryzowane membrany z odciskami  molekularnymi  przygotowano
dwustopniowo. W pierwszym etapie sporzadzono mieszaning kwasu metakrylowego
1 dimetakrylanu glikolu etylenowego badz trietylenowego, w obecnosci CIN lub CID
oraz odpowiednich poroforow i aktywatora. Drugim etapem byla polimeryzacja in situ,
majaca miejsce w porach celulozowej bibuly filtracyjnej, ktéra wczesniej starannie nasaczono
przygotowana mieszaning reakcyjna. Biorac pod uwage omoéwione w poprzednim
rozdziale wyniki analiz chromatograficznych sorbentéw polimerowych oraz przyjmujac
stosunek monomeréw do poroforow (1:1 v:v) za optymalny do testowania wybrano
nastepujace uktady: EGDMA 100 %v, TEGDMA 100 %v, EGDMA+~MAA 80:20 %v oraz
TEGDMA+MAA 80:20 %v, Tabela 4. Z mieszanin tych przygotowane zostaly membrany.
Jednoczesnie kazdy z wymienionych ukladow zsyntezowano w obecnosci wzorca
o stgzeniu 0.6 1 3.6 %wg wzglgdem monomerdéw. Pominigto natomiast przygotowanie
membran zawierajacych 9.6 %wg alkaloidu z uwagi na trudnosci, jakie pojawialy si¢
podczas analiz z wykorzystaniem sorbentéw o tak duzym stgzeniu wzorca.

Podobnie jak w przypadku sorbentéw polimerowych tak i w przypadku membran
monolitycznych w zaleznos$ci od sktadu mieszaniny polimeryzacyjnej otrzymano roézne typy
odciskow molekularnych, Rys. 7. Pierwszy z nich, Rys. 7C, jest tworzony wowczas, kiedy
matryca polimerowa powstaje wytacznie w wyniku polimeryzacji $rodka sieciujacego. Drugi
typ odcisku, Rys. 7D, jest wynikiem zastosowania mieszaniny MAA z EGDMA lub
TEGDMA. W tym przypadku obecno$¢ grup karboksylowych zlokalizowanych na
powierzchni odcisku, w miejscach tworzenia wigzan wodorowych z czasteczka alkaloidu,
moze znacznie ograniczy¢ ruchliwo$¢ dyfundujacej czasteczki. W konsekwencji spowodowaé
to moze zmniejszenie strumienia permeatu. Im rozmieszczenie grup karboksylowych jest
bardziej komplementarne w stosunku do czasteczek alkaloidu tym wolniej bedzie
transportowany zwiazek. Stad szybko$ci transportu obu alkaloidow przez membrang
monolityczna moga stuzy¢ za dogodny wskaznik oddziatywan pomigdzy odciskami
molekularnymi a czasteczkami dyfundujacego zwiazku. Istotna sprawa jest wymagana
regeneracja membran. Ponowny proces ptukania roztworem EtOH-AcOH 80:20 v/v
zapewnial przywrdcenie membranie wlasciwosci enancjoselektywnych, a tym samym
umozliwial jej wykorzystanie w kolejnych etapach badan.

Poréwnanie danych, dotyczacych membran z odciskami molekularnymi CIN,

(Rys. 20.), prowadzi do nastgpujacych wnioskow: CIN transportowana jest zawsze
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szybciej niz jej antypoda optyczna CID. Ponadto strumienie obu alkaloidow przez
membrany z EGDMA (Rys. 20A.) sa wigksze od strumieni otrzymanych przez membrany,
w sklad ktérych wchodzit MAA (Rys. 20B.). Najwyrazniej, w przypadku kopolimeru
EGDMA:MAA czasteczki CIN sa efektywniej wylapywane przez odciski zawierajace
odpowiednio utozone w przestrzeni grupy karboksylowe. Skok dyfuzyjny czasteczki CIN
zachodzi miedzy sasiednimi odciskami, stad szybko$¢ poruszania si¢ jest znacznie
spowolniona w pordéwnaniu z szybko$cia dyfuzji przez membrang otrzymana z samego
EGDMA (mniejszy strumien alkaloidu). W dyskutowanym przypadku moze sprawdzaé si¢
koncepcja Piletskyego, ktory twierdzi, ze kanaty powstale na skutek obecnosci w ukladzie

zwiazkow tworzacych negatywy, tacza makropory matrycy polimerowej, Rys. 19., [36].
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Rys. 19. Schemat monolitu MIP z porami potaczonymi kanatami, przez ktére przeciskaé si¢ moga jedynie
substancje okreslonego ksztattu [36].

Powstaja swoiste bramki, umozliwiajace transport jedynie czasteczek substancji
okreslonego ksztattu - czasteczek substancji uczestniczacej w ich wytworzeniu, badz tez
do nich podobnych pod wzgledem ksztaltu 1 wielkosci. Jak wczesniej zatozono CIN 1 CID
posiadaja takie same wymiary, co sprawia, ze czynnikiem determinujacym selektywnos$é
separacji membranowej w omawianym przypadku pozostaje jedynie geometria czasteczki
enancjomeru. Stereoselektywnos$¢ transportu, ktora zdefiniowano jako stosunek wartosci

strumieni CIN do CID, w omawianych membranach osiagngta poziom 1.1-1.25. Zauwazy¢
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mozna ponadto, ze we wszystkich przypadkach strumienie obu alkaloidow osiagaja
wyzsze wartosci, kiedy zwigkszano stezenie CIN, bedacej odciskanym w membranach
wzorcem. Takie zachowanie wskazuje na jednoznaczny udziat odciskow CIN w transporcie
alkaloidow. Podobne rezultaty osiagngli Mathew-Krotz i Shea, opisujac dziatanie membran
odciskanych pochodna adeniny w uktadzie EGDMA:MAA [84], gdzie adenozyna
transportowana byta efektywniej niz guanozyna, osiagajac przy tym wspdlczynnik
selektywno$ci membrany rowny 1.5. Ten sam efekt uzyskali wspomniani juz Dzgoev
1 Haupt, oceniajac enancjoselektywno§¢ membran z odciskami L-tyrozyny na 3.4.

Opisujac membrang EN2iii z odciskami cynchoniny (CIN dyfunduje szybciej) nalezy
zwroci¢ uwage na jej przeciwne zachowanie w pordéwnaniu z uzytym w analizie
chromatograficznej sorbentem Eiii 0.8, zawierajacym odciski tego samego wzorca
(CIN wymywa si¢ dluzej). Zachowanie to moze by¢ tlumaczone réznymi mechanizmami
rozdzialu w obu mediach. W HPLC separacja jest wynikiem wielokrotnych proceséw
sorpcji 1 desorpcji czasteczek zwiazku przesuwajacego si¢ w kolumnie. Czasteczka CIN
ma wigksze powinowactwo do sorbentu, ze wzgledu na obecnos$¢ jej odciskéw
w materiale chromatograficznym, a tworzac kompleks czasteczka-odcisk bedzie
wymywana dluzej niz czasteczka CID o mniejszym powinowactwie do odcisku. Z kolei
W procesie separacji membranowej, zgodnie z mechanizmem sorpcyjno-dyfuzyjnym,
czasteczka permeatu musi zosta¢ zasorbowana na powierzchni membrany a pozniej
przez nia dyfunduje. Obserwowane powinowactwo CIN do miejsc wiazacych membrany
EN2iii jest wigksze niz powinowactwo CID do tych miejsc. Zatem pojawia si¢ wigkszy
gradient CIN niz CID, co w konsekwencji daje wigkszy strumien cynchoniny niz
cynchonidyny.

O wiele ciekawsze rezultaty obserwowano, kiedy membrany z uktadow EGDMA
oraz EGDMA:MAA posiadaty odciski CID, Rys. 21. Tak jak si¢ spodziewano, czasteczki
tego alkaloidu transportowane byly nieco szybciej niz czasteczki CIN. W tym przypadku,
stereoselektywno$¢ membrany, zdefiniowana tutaj jako stosunek wartosci strumieni CID
do CIN, osiagne¢la wielkos¢ 1.1-3.0. Jednakze badane membrany byly mniej przepuszczalne
dla alkaloidow, kiedy poddawano je syntezie z coraz wigksza zawartoscia CID. Przy stezeniu
wzorca 3.6 %wg strumienie transmembranowe obu alkaloidow byly od 7 do 40 razy
mniejsze od strumieni przez membrany kontrolne. Sytuacja ta jest calkowicie odwrotna
do tej, ktora obserwowano w membranach odciskanych CIN 1 pojawiaja si¢ trudnosSci
z interpretacja otrzymanych wynikéw. RoOzne zachowania membran z odciskami
molekularnymi CIN (Rys. 20.) oraz CID (Rys. 21.) wynikaja zapewne z faktu, ze oba

zwiazki stanowia parge enancjomerow. Przeprowadzajac komputerowe modelowanie
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komplekséw monomer-wzorzec juz woOwczas obserwowano rdéznice w warto$ciach
energii oddzialywan wodorowych pomigdzy uktadami MAA-CIN i MAA-CID. Te rdéznice
wynikaty wiasnie z roznych konfiguracji obu alkaloidéow, co widoczne jest rowniez
w ich rozpuszczalnosci. Osobliwe zachowania membran moga wynika¢ takze z ich
odmiennych struktur. Porownywane membrany polimerowe otrzymano z mieszanin
rozniacych si¢ rodzajem 1 iloScia dodanego wzorca. By¢ moze w warunkach
polimeryzacji dochodzi do roznic w separacji faz obu materiatow i1 do powstania
roznych struktur polimerowych: uktadu porowatego badz zelowego [132]. To z kolei
wpltywa na przepuszczalno$¢ membran, a takze na ich enancjoselektywnos¢. Analogia
faczaca membrany EGDMA:MAA odciskane CID i CIN jest wptyw obecno$ci grup
karboksylowych w miejscach wiazacych na spadek szybkosci transportu alkaloidéw
w porOéwnaniu z dyfuzja przez membrany otrzymane wylacznie z EGDMA. Membrany
z odciskami molekularnymi CID staty si¢ mniej przepuszczalne dla obu alkaloidow albo
z powodu duzego powinowactwa miejsc wiazacych albo tworzenia nieselektywnych
porow, zdolnych takze do zatrzymywania odpowiednich czasteczek. Hong 1 wspotpracownicy
réwniez obserwowali obnizenie przepuszczalno$ci na skutek silnego oddziatywania
teofiliny z membrana odciskana czasteczkami tego zwiazku [87]. Redukcja strumienia
wynikata zatem z wysokiej sorpcji permeanta.

W technice wdrukowania molekularnego EGDMA jest najczescie] stosowanym
srodkiem sieciujacym. Postanowiono rowniez sprawdzi¢ jak na zdolno$¢ separacyjna
membran wplywa zmiana $rodka sieciujacego. Do tego celu wybrano TEGDMA, zwiazek
o wigkszej czasteczce niz EGDMA, ale o podobnej reaktywnoS$ci. Pomiary strumieni, Rys. 22.
1 Rys.23., wykazaly do$¢ skomplikowana zalezno$¢ migdzy wlasciwosciami
transportowymi a parametrami syntez poszczeg6lnych membran. Obecnos¢ CIN lub CID
w mieszaninie polimeryzacyjnej prowadzila do niewielkiego wzrostu strumieni obu
alkaloidow. Najwyzsza warto$¢ transportu CID osiagni¢to dla membrany otrzymanej
z kopolimeru TEGDMA:MAA w obecnosci 0.6 %wg CID (Rys. 23B.). W tym przypadku
enancjoselektywno$¢ wyniosta 1.43. Rowniez godna uwagi jest nieoczekiwanie wysoka
selektywno$§¢ membrany monolitycznej odciskanej CIN (3.6 %wg), ktora siggata 3.7
(Rys. 22A.). Obecnie trudno jest takie zachowanie w prosty sposob wyjasni¢, podobnie
jak fakt zazwyczaj wigkszego transportu CID niz CIN. Takiej niespecyficznosci
membranowej nie mozna wytlumaczy¢ wylacznie przez réznicg w powinowactwie kompleksu
czasteczka-odcisk. Mechanizm wspomaganego transportu faktycznie przyczynia si¢ do
preferencyjnego przepuszczania czasteczek wzorca w porownaniu do innych zwiazkow.

Podobne zjawisko zachowania membran opisano takze w innych pracach [88, 133].
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Podsumowujac charakter omawianych monolitycznych membran typu MIP
wydaje si¢, ze kiedy otrzymywano je z EGDMA i EGDMA:MAA zachowywaly si¢
w do$¢ przewidywalny sposob np. preferencyjnie transportowaty CIN przez membrang
z odciskami tego alkaloidu, podczas gdy membrany z TEGDMA i TEGDMA:MAA
cechowaly si¢ bardziej efektywnym przenoszeniem CID. Pomimo, ze charakteryzowane
membrany réznity si¢ przepuszczalnoscia 1 wilasciwosciami selektywnego transportu
wobec stosowanych enancjomerow wydaje si¢ mozliwe preparowanie membran
z odciskami molekularnymi, membran, ktéore beda zdolne do rozdzielenia jednego
z najtrudniejszych do separacji ukladow - mieszanin izomerow optycznych. Otrzymanie
membran monolitycznych o wspoétczynniku enancjoselektywnosci juz powyzej 1.5 przy
jednoczesnie wigkszych warto$ciach strumieni alkaloidow, w poréwnaniu z uzyskamymi
wynikami, mozna by uzna¢ za powodzenie separacji. Problemem pozostaje nadal znalezienie
prostej zalezno$ci pomigdzy strumieniami alkaloidow a stezeniem wzorca w mieszaninie
polimeryzacyjnej. Optymalizacja membrany typu MIP pod wzgledem Iliczby miejsc
wiazacych 1 jej enancjoselektywnos$ci wobec wzorca powinna by¢ zatem polaczona
z optymalizacja porowato$ci oraz oddziatywan w kompleksie wzorzec-odcisk. Tworzac takie
obiekty nalezy pamigtac, iz proste przenoszenie pewnych obserwacji z syntez sorbentow nie
zawsze prowadzi do otrzymania membran o optymalnych wlasciwosciach separacyjnych.
Doktadnego poznania wymaga mechanizm, powodujacy rozdzial substancji, a nastgpnie jego
powiazanie ze struktura membran.

Membrany monolityczne, mimo ze stosunkowo proste w syntezie, nie zdobywaja
wigkszej popularno$ci. Ich gtéwna wada jest wzglednie mata wielko$¢ strumienia. Z tego
wzgledu wigkszo$¢ obecnie prowadzonych prac koncentruje si¢ wokot membran

afinitywnych. Zagadnienie to zostalo oméwione w nastgpnym rozdziale.
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Rys. 20. Strumienie

CIN i CID przez membrany: (A) EGDMA i (B) EGDMA:MAA otrzymane
w obecnosci CIN.
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Rys. 21. Strumienie CIN i CID przez membrany: (A) EGDMA i (B) EGDMA:MAA otrzymane
w obecnosci CID.
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Rys. 22. Strumienie CIN i CID przez membrany: (A) TEGDMA i (B) TEGDMA:MAA otrzymane
w obecnosci CIN.
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Rys. 23. Strumienie CIN i CID przez membrany: (A) TEGDMA i (B) TEGDMA:MAA otrzymane
w obecnosci CID.
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5.4. Membrany afinitywne z odciskami molekularnymi

Wydawaé¢ si¢ by moglo, ze trudy zwiazane z otrzymaniem i ocena membran
monolitycznych z odciskami molekularnymi zniechgca naukowcow do poszukiwan
takich rozwiazan, ktore dawalyby poprawe zdolnos$ci separacyjnej membran. Zespot
prof. Kobayashi wybrat innag droge 1 do formowania membran zastosowal jedna
z prostszych metod tzw. mokra inwersj¢ faz [93, 94]. Zasadnicza roznica tkwita w tym,
ze w otrzymanych membranach afinitywnych odciski molekularne zlokalizowane
byly na powierzchni por6w a nie w objetosci, jak to mialo miejsce w membranach
monolitycznych. W omoéwionych do tej pory sorbentach i membranach litych typu MIP
tak 1 w membranach opisanych w tym rozdziale istotna rol¢ odgrywaja obecne
w polimerze ugrupowania polarne. Powoduja one odpowiednie ustawienie si¢
transportowanych czasteczek zwiazku w odciskach molekularnych, przez co uktad
polimerowy posiada powinowactwo do okreslonego typu zwiazku.

Porowate membrany z odciskami molekularnymi zdolne do selektywnej sorpcji
substancji, jak wspomniano we wstgpie do tego rozdzialu, formowano metoda inwersji
faz. W przedstawionej pracy wykorzystano najczesciej uzywane do tego celu kopolimery
statystyczne akrylonitrylu 1 kwasu akrylowego [93, 134]. Skiady roztworow z CID
(lub CIN) podano w Tabeli 6 (p.4.6.2.). Jednak w ostatnim czasie pojawito si¢ coraz
wigcej doniesien o mozliwosci wykorzystania innych polimerow m.in. polichlorku
winylu, polistyrenu, polisulfonu, nylonu czy tez poliakrylonitrylu z kwasem metakylowym
lub maleinowym [98, 135, 136].

Badania wtasne rozpoczgto od syntezy P[AN-co-AA]. W zaleznosci od metody
1 warunkéw polimeryzacji uzyskano kopolimery, rozniace si¢ cigzarem czasteczkowym,
pomimo, ze stosunek molowy akrylonitryl-kwas akrylowy w mieszaninach reakcyjnych
byl taki sam. W Tabeli 11 zestawiono wartosci granicznych liczb lepkosciowych oraz
srednich mas czasteczkowych otrzymanych kopolimerow. W dalszych badaniach do
formowania membran wykorzystano materiaty polimerowe jedynie z trzech
przeprowadzonych reakcji kopolimeryzacji [137]. Byly to: PAANrl, PAANt oraz
PAAN r4, a wybrano je ze wzgledu na réznice pomigdzy ich cigzarami czasteczkowymi.
Zaktadajac, ze tancuchy otrzymanych materiatbw polimerowych posiadaly budowe
statystyczng z otrzymanych polimeréw formowano membrany i testowano ich wihasciwosci
sorpcyjne. Tym samym weryfikowano tez¢ o mozliwo$ci tworzenia membran z dobrym
powinowactwem do czasteczki zostawiajacej swoj odcisk molekularny. W zaleznoS$ci

od uzytego polimeru istnieje jeszcze jedna wiasciwo$¢ membrany, ktora mozna potaczyc
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z cigzarem czasteczkowym polimeru. Literatura donosi, ze struktura porowata membrany

ultrafiltracyjnej moze zaleze¢ od dtugosci tancuchéw polimerowych [138].

Tabela 11. Wlasciwosci kopolimerow P[AN-co-AA]

KOPOLIMER [n] (dL/g) M, x 10™* (g/mol)
PAAN 1l 3.98 24.80
PAAN t 1.74 8.44
PAAN 12 1.46 6.72
PAAN 13 1.17 5.03
PAAN r4 0.76 2.87

Te zalezno$¢ starano si¢ zweryfikowa¢ szacujac rozklad wielko$ci poréw
w badanych membranach. Przeprowadzone testy daly mozliwo$¢ poznania i oceny ich
porowatosci. Jezeli w badanych membranach nie obserwuje si¢ zmian budowy
w warstwie naskorkowej to nie ma podstaw by przypuszczaé, iz powstate materiaty
porowate mialy r6zna budowg w calej swej objgtosci, a membrany otrzymane z kopolimerow
o roznych cigzarach czasteczkowych beda posiadaty podobna budowe. Obliczone
wspotczynniki zatrzymania dekstranu (SR,) zostaly skorelowane ze znormalizowanym
parametrem U odczytanym z tablic matematycznych. Metoda regresji liniowej U vs. /nR
z wyrazenia U = (InR-p)/c obliczono nastgpnie parametry x 1 o funkcji rozkladu
srednich wielko$ci porow (PDD). Wyniki tych wyliczen zostaly zebrane w Tabeli 12.
Na ich podstawie stwierdzono, ze wszystkie przebadane membrany, otrzymane metoda
inwersji faz, charakteryzowaly si¢ podobnymi parametrami - $redniag wielko$cia porow u

1 szerokos$cia rozktadu o.

Tabela 12. Parametry funkcji rozktadu $rednich wielkosci porow membran z P[AN-co-AA]

KOPOLIMER ARV

il c
PAAN rl 24314 2.3929
PAAN t 2.4482 1.7844
PAAN r4 2.4932 2.5113
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Hipotezg, iz obliczone parametry funkcji rozkltadow nie rdznig si¢ istotnie,
z dobrym powodzeniem mozna zweryfikowaé testami statystycznymi. W tym celu
nalezaloby wykaza¢, iz obliczone parametry rozktadu nie réznia si¢ ze statystycznego

punktu widzenia. Przyjmujac za prawdziwa hipoteze rownosci wariancji zmienna losowa

F=— o,>0,

ma rozktad F Snedecora z n;-I i m,-1 stopniami swobody, przy czym n; i n; to
liczebnosci prob, na ktorych szacowano wariancje o; 1 op. Dla wybranego poziomu
istotnosci, «, okreslono z tablic rozktadu F Snedecora warto§¢ krytyczna. Jezeli
obliczona warto$¢ jest mniejsza od warto$ci krytycznej to przyjecie hipotezy o réwnosci
wariancji bedzie obarczone btgdem réwnym co najwyzej wartosci a.

W badanym przyktadzie obliczono warto$ci F, porownujac kolejno wariancje
dla membrany PAANTrl z PAANt, PAANr4 z PAANTrl oraz PAAN14 z PAANTt.

Dane zestawiono w Tabeli 13.

Tabela 13. Obliczone warto$ci funkcji F dla wariancji w badanych rozktadach wielkos$ci

porow
POROWNYWANE ROZKEADY OBLICZONA WARTOSC
FUNKCII F
PAANT] 1 PAANT4 1.1014
PAANT] i PAANt 1.7983
PAANT4 1 PAANt 1.9807
Fops: 5:5=3.44

Dla n/=n,=8 oraz o&=0.05 wartos¢ krytyczna rozktadu wynosi Fxz=3.44. Mozna
wigc powiedzie¢, iz hipoteza rdwnosci wariancji jest prawdziwa dla wszystkich badanych
rozktadow. Co wigcej, przyjecie tej tezy obarczone jest bltedem statystycznym nie

wigkszym niz 5%.
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Jezeli w dwoch réznych probach (w tescie F' Snedecora) wariancje sa takie same
to mozna testowal hipoteze o rownosci srednich wartosci. W takim przypadku

tworzy si¢ zmienna

‘= ‘711 _22‘ nn,

—2
Jo n,+n,

gdzie

P _(n1—1)0'12 +(n,—1)o,

n,+n,—2

ktora ma rozklad Studenta o n;+n,-2 stopniach swobody. W sytuacji gdy n;=n,=n

powyzsza zalezno$¢ upraszcza si¢ do

‘= ‘;1 _;2‘ \/;
o, +o,’

Hipotezg o rownosci $rednich odrzucamy, jezeli obliczona warto$¢ charakterystyki ¢
bedzie wigksza od wartosci krytycznej txg. W Tabeli 14 zebrano wartos$ci obliczone dla

porownywalnych rozktadow.

Tabela 14. Obliczone wartos$ci funkcji ¢ dla porownywalnych rozktadoéw

POROWNYWANE ROZKLADY OBLICZONA WARTOSC
CHARAKTERYSTYKI ¢
PAANTl 1 PAAN 4 0.0667
PAANT] 1 PAAN't 0.0211
PAANT4 1 PAANt 0.0547

to.05; 1472.145

Skoro warto$¢ krytyczna xz=2.145 jest wigksza od obliczonych wartosci
charakterystyk, to z co najwyzej 5% mozliwoscia popelnienia btedu, nie ma podstaw

do odrzucenia hipotezy rownos$ci $rednich dla badanych rozktadow.
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Nie mogac odrzuci¢ hipotez o réwnosci obu parametréw testowanych rozkladow,
z duzym prawdopodobienstwem mozna przyja¢, ze rozklady wielkosci porow
w membranach otrzymanych z trzech testowanych kopolimerow sa takie same. Oznacza to,
ze struktura otrzymanych membran nie jest powiazana z cigzarem czasteczkowym
kopolimeru P[AN-co-AA], oczywiscie w warunkach otrzymywania oméwionych w niniejszej
pracy. Wydaje si¢ prawdopodobnym, ze rowniez dodatek do roztworu polimeru zwigzku
bedacego odciskaczem nie wplywa istotnie na porowato§¢ membrany. Do podobnych
wnioskow doszli pionierzy badan membran typu MIP formowanych inwersja faz [94].
Wykazali, ze porowato$¢ membrany z P[AN-co-AA], otrzymanej w obecnosci 4.7 %wg
teofiliny, byta taka sama jak dla membran przygotowanych bez wzorca.

Dalszych dowodow, potwierdzajacych podobienstwo membran, przygotowanych bez
oraz w obecno$ci wzorca, miaty dostarczy¢ zdjgcia wykonane za pomoca mikroskopii AFM.
Analiza otrzymanych zdj¢¢ wskazata na porowaty charakter obu typow membran, jednakze
bez zasadniczych roéznic pomigdzy nimi. Zatem morfologicznie struktury powierzchni
membran nie zmienialy si¢ istotnie w przypadku membrany formowanej w obecnosci wzorca
jak 1 bez niego. Dla przyktadu na Rys. 24. zaprezentowano membrang zawierajaca CID, gdzie
wyraznie obserwowana jest ziarnistos¢ powierzchni. Ta cecha jak i miejsca zaglebienia, ktore
swym wygladem przypominaja dotki, widoczne w trojwymiarowej prezentacji, $wiadcza
o porowatym charakterze membrany. Wang 1 Kobayashi réwniez nie obserwowali
indywidualnych cech strukturalnych membrany z P[AN-co-AA] odciskanej uracylem

w poréwnaniu z membrang formowana bez wzorca [139].

Rys. 24. Zdjecia mikroskopowe (AFM) powierzchni i przekroju (50x50 pm) membrany P[AN-co-AA]
zawierajacej wzorzec CID.
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Widmo IR otrzymanego kopolimeru PAANTl, Rys.25A, jak 1 pozostatych
zsyntezowanych kopolimerow (widma nie prezentowane) potwierdzilty w pehni
podobienstwo do materialdbw publikowanych we wczes$niejszych pracach [94, 140].
W analizie widma odnaleziono charakterystyczne piki drgan grup C=N (o) przy 2242 cm’
oraz CH, (8) 1454 cm™ pochodzacych od ugrupowan akrylonitrylowych [141]. Drgania
grupy C=0 (o) przy 1720 cm™ byly z kolei swoiste dla meréw AA. Konsekwencja
obecnosci CID w matrycy polimerowej P[AN-co-AA] bylo pojawienie sig
charakterystycznych cech w widmie IR, Rys.25B. Ujawnilo si¢ nowe pasmo absorpcji
w zakresie 1590 cm™ - 1510 cm™. Stwierdzono, ze nowe piki sa odzwierciedleniem
drgan grupy CH w pierscieniu chinolinowym czasteczki cynchonidyny [142,143].
Obserwowano rownolegle, ze intensywno$¢ drgan grupy karbonylowej kwasu akrylowego
przy 1720 cm™ wyraznie zmniejszyla si¢ ze wzgledu na zawartos¢ CID w ukladzie

polimerowym. Nastapito takze przesuniecie tego piku do 1713 cm™.

Abs
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Rys. 25. Widma IR membran: (A) PAAN rl bez odciskow CID, (B) PAAN rl przygotowanej w obecnos$ci
2 %wg CID oraz (C) membrany mytej ekstrahentem.

W kopolimerze poli[akrylonitryl-co-kwas akrylowy] jak wiadomo jednostki AA
tworza dimery, ktére na widmach IR ,widoczne” sa w szerokim obszarze absorpcji

2500-3300 cm™  [144]. Ich dimeryzacja powoduje zablokowane grup COOH

85



MEMBRANY Z ODCISKAMI MOLEKULARNYMI

w wyniku powstania pomi¢dzy nimi wigzan wodorowych. Nie moga one oddziatywaé
juz z czasteczkami CID. Inne pojawiajace sie przy 3520 cm™ pasmo absorpcji
charakterystyczne jest dla wolnych grup karboksylowych merow kwasu akrylowego. To one
odpowiedzialne sa za tworzenie oddzialtywan z czasteczkami wzorca, a tym samym
za pozniejsze powstawanie odciskow w matrycy polimerowe;.

Kluczowa sprawa stosowania membran z odciskami molekularnymi w procesach
separacyjnych jest usunigcie wszystkich czasteczek wzorca zamknigtych wewnatrz
materiatu polimerowego. Rzeczywiscie dalsze badania w podczerwieni wykazaly raz
jeszcze, ze plukanie membran powodowato ekstrakcje wzorca z ukladu. Na Rys. 25C.
prezentujacym widmo IR membrany z kopolimeru PAANTl zauwazono zmiany
intensywno$ci pasm przy 1590 cm™ (zmniejszenie) oraz 1720 cm™ (wzrost). Zmiany te
wynikaty z coraz mniejszej ilosci CID oddziatywujacej w miejscach wiazacych
w membranie polimerowej. Szybkos$¢ i efektywno$¢ procesu usuwania wzorca zalezna
jest od materiatu polimerowego 1 jego struktury. W omawianym przypadku, wytacznie
dla potrzeb przeprowadzenia badan w podczerwieni, przygotowany cienki film
polimerowy mial charakter membrany Zelowej. Taka posta¢ membrany przyczyniata sig
do zdecydowanie dluzszego zatrzymywania wzorca, czego skutkiem byla powolna
dyfuzja czasteczek CID z uktadu podczas procesu mycia.

Dwaj przedstawiciele alkaloidow 2z rodzaju Cinchona CID jak 1 CIN
posiadaja niska rozpuszczalno$¢ w wodzie. Z tego powodu natychmiastowa koagulacja
roztworu P[AN-co-AA]-DMSO w wodzie przyczyniatla si¢ do zwiazania czasteczek
wzorca w matrycy polimerowej. Wiasciwe i dlugotrwate przemywanie uformowanej

membrany  porowatej pozwalalo uczyni¢ ja  bardziej efektywna, Tabela 15.

Tabela 15. Wplyw ekstrahenta na wymywanie wzorca (CID) z matrycy polimerowe;.

EKSTRAHENT ZMIANA ABSORBANCII (A314) W CZASIE (DZIEN)
etanol:woda 50:50 (v/v) 1 —0.060; 2 — 0.042; 3 — 0.024

etanol 4 — 0.160; 5 — 0.060

0.5% kwas octowy w etanolu 6 —0.213;7—0.019

1.0% kwas octowy w etanolu 8 — 0.021; 9 — 0.000
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Obserwowano, ze po trzydniowym przemywaniu woda i etanolem w permeacie
wciaz obecna byta CID, Rys. 26A. Uzycie wylacznie etanolu przyczynito si¢ do lepszego
wymywania wzorca z uktadu, Rys.26B. Ilos¢ usuwanej CID zwigkszyla si¢ jeszcze
bardziej, kiedy do przemywania membrany zastosowano roztwdr kwasu octowego
w etanolu, Rys. 26C. Po kolejnym dniu ekstrakcji nastapil spadek ilosci usuwanej CID
do poziomu, jaki obserwowano po przemywaniu membrany woda 1 etanolem.
Zwigkszenie stgzenia kwasu octowego do 1% pozwolito na catkowite usunigcie CID
z membrany, Rys. 26D.

Mycie membrany przeprowadzono etapami starajac si¢ w ten sposob wytonié
najlepszy ekstrahent, ktéry jednoczesnie nie bedzie powodowal uszkodzen membrany.
Dla przykladu przemywanie porowatej membrany PAAN 4 etanolowym roztworem
kwasu octowego o stezeniu powyzej 3 % powodowalo jej kurczenie nawet o 17 %.
Bezpiecznym, a zarazem skutecznym, w przemywaniu membran bylo zastosowanie
roztworu 1% kwasu octowego w etanolu. W przypadku wczesniej syntezowanych
sorbentow jak 1 membran monolitycznych kilkudniowa ekstrakcja roztworem
EtOH-AcOH 80:20 v/v zapewniala bezpieczne i1 efektywne usunigcie czasteczek wzorca
z uktadow.

Jedna =z wazniejszych obserwacji byta ta, ze przylaczanie czasteczek
alkaloidu do odciskow molekularnych CID membrany ultrafiltracyjnej z P[AN-co-AA]
bylo odwracalne, a jej wlasciwosci sorpcyjne przywracano poprzez ponowne
ptukanie membrany. Jest to istotna cecha gwarantujaca membranom dlugotrwate

funkcjonowanie [95, 134].
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Rys. 26.

1. H,0:EtOH 50:50 (%v)

A
ZéO ZéO 360 3éo 34‘10 360 3§0 400
Dtugosc fali (nm)
1. H,0:EtOH 50:50 (%v)
1 2. EtOH
A
2é0 ZéO 360 SéO 3210 SéO SéO T 400

Diugos¢ fali (nm)

Wymywanie CID z membrany r6znymi roztworami: (A) etanol:woda 50:50 (v/v) oraz (B) etanol.
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1. H,0:EtOH 50:50 (%V)
2. EtOH
3. 0.5% AcOH w EtOH

T T T T T T T
260 280 300 320 340 360 380 400

Dtugos¢ fali (nm)

1. H,0:EtOH 50:50 (%V)
1 2. EtOH

A 3. 0.5% AcOH w EtOH

4. 1.0% AcOH w EtOH

T T T T T T T
260 280 300 320 340 360 380 400

Diugosé fali (nm)

Rys. 26. cd. Wymywanie CID z membrany roéznymi roztworami: (C) 0.5% kwas octowy w etanolu
oraz (D) 1.0% kwas octowy w etanolu.
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Pierwszy wlasciwy etap badan obejmowal rownowazenie membran w roztworach
CIN 1 CID. Z kolei etap drugi polegal na filtracji roztworéow tychze alkaloidow
przez membrany.

Znaczace rozbiezno$ci pomigdzy sorpcja CIN na membranach z poliakrylonitrylu
(PAN) oraz poli[akrylonitrylu-co-kwas akrylowy] (PAANTl) zostaly przedstawione na
Rys. 27. Membrana z polimeru bez grup funkcyjnych COOH wykazata bardzo stabe
zdolno$ci wiazania alkaloidu, niezaleznie od tego czy w matrycy polimerowej odciskano
CIN (0.4 %wg) czy tez nie (kontrola). Korzystajac z réwnania kinetyki pierwszego
rzedu [145, 146], obliczono wielko$¢ sorpcji rownowagowej. Wynosita ona odpowiednio
0.45 1 0.28 umol/g suchej masy membrany. Wprowadzenie do uktadu polimerowego
grup karboksylowych (PAAN rl) znacznie podniosto zdolnosci sorpcyjne uformowanych
z tego materialu membran. Ilo$¢ sorbowanej CIN wzrosta do 4.13 umol/g, a dodatkowa
obecno$¢ odciskow tego alkaloidu w membranie, wywolana przez uzycie 0.4 %wg
wzorca podczas formowania, powodowata dalszy wzrost sorpcji do poziomu 7.72 umol/g.
To wysycenie obserwowane jest po 90. minucie, co moze oznaczal, ze wszystkie

miejsca wigzace CIN zostaty wtedy obsadzone.

o O
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A——~N
4 A/
3_ / /A/
] O A
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A a2 %}
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[S] [umol/g membrany]
I

Rys. 27. Sorpcja CIN w membranach PAN: kontrola (A ) i 0.4 %wg CIN ((J) oraz PAAN rl: kontrola
(A)10.4 %wg CIN (O).
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Wyrazne réznice pomigdzy sorpcja CIN i CID wykazaly dalsze badania, Rys. 28.
Membrany o réznej zawarto$ci odciskow CIN wykonane z PAANTrl réwnowazono
kolejno roztworami CIN, a nastgpnie CID. Aby oceni¢ wybidrczo$¢ wigzania alkaloidow
do kazdej z membran, obliczono wspdtczynnik selektywno$ci acmemn. Okazato sig,
ze CIN, ktora pozostawita swoje odciski w strukturze polimerowej membrany, sorbowana
byta w wigkszych ilosciach, niz jej antypoda optyczna CID. Sorpcja CIN wynosita 7.72,
6.62, 4.13 umol/g odpowiednio dla membran zawierajacych 0.4, 0.05 oraz 0 %wg
wzorca. Pomimo, ze membrana wiaze czasteczki CIN, zdolna jest réwniez do
wiazania CID. Sorpcja CID osiagneta poziom 5.52, 4.57 i 4.11 umol/g dla tych samych
membran, jak w przypadku sorpcji CIN. Obliczony wspotczynnik selektywnosci
dla obu membran przy niskim stgzeniu odciskow molekularnych CIN (0.4 %wg
1 0.05%wg) to 1.40-1.45, za§ dla membrany kontrolnej wyniost 1. Wspotczynniki
wdrukowania cynchoniny kircy  (imprint  factor, PAANrl o49%wecin/ PAAN 11 4, civ)
osiagnety wartosci 1.9 oraz 1.3 odpowiednio podczas filtracji roztworu CIN i CID,
wskazujac tym samym na wyrazne roznice pomi¢dzy membrana zawierajaca odciski

a membrang bez nich.
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Rys. 28. Sorpcja alkaloidow w membranach PAAN r1 bez odciskéw (CINA, CID A) i z odciskami CIN:
0.05 %wg (CIN I, CIDm) i 0.4 %wg (CINO, CID@®).
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Druga faza badan z membranami afinitywnymi polegala na przepuszczaniu
roztworow alkaloidow przez membrany. Tym razem do wdrukowania molekularnego
wybrano cynchonidyng, CID.

Na Rys. 29. przedstawiono wykresy sorpcji CID podczas filtracji przez membrang
bez odciskow jak i z odciskami molekularnymi, otrzymana z kopolimeru PAANrl.
Nie sposob nie zauwazy¢, ze 1lo$¢ zatrzymanego alkaloidu na membranach ze ,,sladami” CID
jest o wiele wyzsza w porownaniu z ilo$cia na membranie kontrolnej. Ponownie uzywajac
rownania kinetyki pierwszego rzedu obliczono maksymalne wysycenie badanych
membran. Wynosito ono 36.5, 25.5 oraz 11.8 umol/g dla membran przygotowanych
odpowiednio w obecnosci 4 %wg, 2 %wg oraz bez dodatku CID. Ten wynik

potwierdza dobrze znany juz fakt, ze liczba miejsc rozpoznajacych wlasciwe czasteczki

wzrasta ze stezeniem wzorca w polimerze [94, 95].
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Rys. 29. Sorpcja CID w membranach PAAN rl bez odciskéw (A) i z odciskami CID: 2 %wg (W) oraz
4 %wg ().

Kobayashi w swoich wczesniejszych badaniach zauwazyt, ze wzrost cigzaru
czasteczkowego P[AN-co-AA], wynikajacy ze zwigkszania frakcji AA w kopolimerze,
przyczynial si¢ do lepszych wlasciwosci sorpcyjnych membrany. Ponadto stwierdzil on,

ze przekroczenie optymalnej zawarto$ci kwasu akrylowego w ukladzie, powodowalo
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pogorszenie si¢ tych wlasciwosci [140]. Cigzar czasteczkowy kopolimerow uzytych
W niniejszej pracy nie zalezat jednak od sktadu iloSciowego monomeréw (ten pozostawat
niezmienny), lecz od metody i warunkéw przeprowadzonej polimeryzacji. Membrana
otrzymana z kopolimeru PAAN Tl z odciskami molekularnymi CID wykazywata lepsze
wiasciwosci sorpcyjne, Rys. 30A. Ilosci zatrzymanych alkaloidow, CID i CIN, na tej
membranie byly o wiele wigksze, niz w przypadku innych badanych membran
z PAAN. Zauwazono z kolei, ze wysycenie membran bez odciskow CID przez oba
alkaloidy nastgpowato po 80. minucie i w bardzo zblizonych ilo$ciach. Membrana
uformowana z PAANt w obecnosci 4 %wg CID juz od pierwszych minut filtracji
wykazywata swoista enancjoselektywnos$¢, Rys. 30B. Preferencyjnie bowiem zatrzymywata
CID, wuzyta jako wzorzec. Wydaje sig, ze zjawisko to w przypadku membrany
z kopolimeru PAANTrl (4 %wg CID) obserwowane bedzie dopiero po okoto dwoch
godzinach. Trzecia 1 ostatnia membrana przygotowana z PAANT4, pomimo
zwigkszonego stezenia kopolimeru do 11 %wg, charakteryzowata si¢ najgorszymi
wlasciwos$ciami, Rys. 30C. Wykazala najnizsza zdolno$¢ zatrzymywania obu izomerow,
a takze stabo je roznicowata.

Kazdorazowo analiza polegajaca na przepuszczaniu przez membrang afinitywna
roztwordw izomerow z rodziny Cinchona trwata co najmniej dwie godziny. Po tym
czasie mozliwe bylo porownanie sorpcji alkaloidow na badanych membranach.
W przypadku membrany z PAANTl sorpcja osiagngla poziom 23.7 1 22.2 umol/g
odpowiednio dla CID 1 CIN (e=1.07). W membranie uformowanej z PAAN t wysycenie
CID wyniosto 19.6 umol/g, natomiast CIN 13.5 umol/g (a=1.45). Ostatnia membrana
z PAANT4 sorbowala oba alkaloidy na poziomie 14.0 i 11.9 umol/g (o=1.18).
We wszystkich rodzajach membran dochodzi zatem do oddzialywania pomigdzy
grupami funkcyjnymi czasteczki alkaloidu i1 odcisku.

Interesujace wyniki otrzymano podczas sorpcji niespecyficznej na membranach
bez odciskéw molekularnych CID. W przypadku membrany otrzymanej z PAAN rl sorpcja
obu alkaloidow zredukowata si¢ do 10.9 i 11.3 umol/g wobec CID i CIN (a=0.96).
Dla membrany z PAAN r4 warto$¢ sorpcji spadta do poziomu 4.6 i 5.2 pmol/g odpowiednio
dla tych samych alkaloidow (a=0.88). Jednakze, membrana otrzymana z kopolimeru PAAN t
wykazala si¢ najbardziej pozadana sorpcja niespecyficzng zatrzymujac CID na poziomie
2.8 pmol/g, natomiast CIN 3.6 umol/g (a=0.78). Te rdznice pomigdzy poszczegdlnymi
membranami doskonale odzwierciedlaja wspétczynniki wdrukowania cynchonidyny kir cip
zaprezentowane w Tabeli 16. Najwigksze, a zarazem najkorzystniejsze dysproporcje

obserwowane sa podczas filtracji alkaloidow przez membrany PAAN t.
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Rys. 30. Sorpcja alkaloidow w membranach bez odciskow: CID A, CINA i w membranach z odciskami

4 %wg CID: CID®, CINO; (A) 8 %wg PAAN 11, (B) 8 %wg PAAN t, (C) 11 %wg PAAN 4.
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Tabela 16. Wspotczynniki wdrukowania CID ki podczas filtracji roztworow CID i CIN

ROZTWOR ALKALOIDU:
POLIMER CID CIN
kif kif
PAANTrl 2.2 2.0
PAAN't 7.0 3.8
PAAN r4 3.0 2.3

kit = [S]m. 2 4 %wg ci/[S]m. bez ciD

Podsumowujac  przedstawione badania afinitywnych membran typu MIP
jednoznacznie mozna stwierdzi¢, iz najlepsze wlasciwosci sorpcyjno-separacyjne
posiada membrana otrzymana z kopolimeru PAANt. Po trwajacym dwie godziny
procesie CID byla sorbowana na niej w o wiele wyzszym stopniu niz CIN. Mimo nie
osiagnigcia przez zadna z membran satysfakcjonujacej stereoselektywnosci powyzej 1.5
zaprezentowane rezultaty pokazaly jednak jak wazny jest cigzar czasteczkowy polimeru,
ktorego uzyto do formowania takich membran. Wydaje si¢ zatem, ze istnieje
krytyczna warto$¢ dlugosci tancucha kigbka polimerowego, ktora wplywa na doktadna
konstrukcj¢  odcisku  molekularnego  z  odpowiednio  rozmieszczonymi  grupami
funkcyjnymi. Witasciwa komplementarno$¢ pomiedzy czasteczka substancji zatrzymywane;j
a odciskiem pozwala na separacj¢ izomerow optycznych. Nizsza zdolno$cia
rozpoznawania odpowiedniego enancjomeru cechuja si¢ odciski, w przypadku
membran z kopolimerow PAANTrl i PAAN r4. Pomimo, Ze sorbuja one oba alkaloidy,
jako$¢ odciskow wydaje si¢ gorsza. Nie wplywa to jednak na fakt, Ze omawiane
membrany afinitywne charakteryzowaly si¢ indukowana pamigcia, tym samym zdolne
byly do wiazania czasteczek, ktore zostawialy swoj odcisk lub tez czasteczek do nich
podobnych.

Weciaz jednak pozostaje trudne znalezienie prostej zalezno$ci pomigdzy masa
czasteczkowa P[AN-co-AA] a wilasciwosciami dyskryminujacymi membrany, cho¢ ta
relacja jest wyraznie zauwazalna. Poprawa jakos$ci ultrafiltracyjnych membran typu MIP
pod wzgledem liczby frakcji prawidtowych odciskow 1 jak i ich selektywnos$ci wobec
wzorca powinna by¢ skorelowana z odpowiednia masa czasteczkowa 1 struktura

chemiczna kopolimeru.
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6. PODSUMOWANIE

Zainicjowano badania i opanowano podstawowe techniki zwiazane z otrzymywaniem
1 oceng wlasciwosci sorbentéw 1 membran z odciskami molekularnymi.

Poznano zdolno$¢ samoorganizacji kompleksOw monomery-wzorzec, prekursoréw
kompleksow odcisk-wzorzec, powstajacych wskutek polimeryzacji mieszaniny reakcyjne;.
Ustalono miejsca w czasteczkach wzorcow (cynchoniny i cynchonidyny), przy ktérych
dochodzi do oddziatywan wodorowych z monomerem funkcyjnym (kwasem
metakrylowym). Oszacowano sumaryczne wartosci energii tych wiagzan.

Cynchoning i1 cynchonidyng z powodzeniem wykorzystano do tworzenia odciskow
molekularnych w matrycy polimerowej, otrzymujac dwa typy membran — monolityczne,
z odciskami w calej objetosci oraz afinitywne, z odciskami zlokalizowanymi
w warstwie powierzchniowej. Do tworzenia membran monolitycznych wykorzystano
doswiadczenia z syntezy sorbentow polimerowych. Otrzymywanie tych obiektow
poszerzono o wnioski wyplywajace z modelowania kompleksOw monomery-wzorzec.

Badano  wlasciwosci  sorbentow  oraz  membran pod  wzgledem ich
enancjoselektywnosci  oraz ~ wilasciwosci  sorpcyjno-separacyjnych. Stwierdzono,
ze sorbenty typu MIP moga skutecznie rozpoznawaé¢ wlasciwy enancjomer. Membrany
monolityczne charakteryzowaly si¢ z kolei rézna przepuszczalno$cia i wilasciwosciami
selektywnego transportu wobec stosowanych enancjomeréw. Wlasciwosci sorpcyjno-
separacyjne membran afinitywnych zalezaty natomiast od $redniego cigzaru czasteczkowego
kopolimeru. Zauwazono jednocze$nie, ze w testowanych uktadach indukowana
pami¢¢ molekularna zalezala od obecnosci odpowiednio rozlokowanych grup funkcyjnych
we wnece odcisku.

Ustalono odpowiedni sposdb usuwania wzorcow z uktadow polimerowych
przez wlasciwy dobor ekstrahenta. Usunigcie czasteczek alkaloidow, znajdujacych sig
we wnekach odciskow molekularnych, powodowalo przywrocenie efektywnosci separacyjnej
matrycy polimerowe;.

Membrany z odciskami molekularnymi sa potencjalnie cennymi obiektami
w separacji mieszanin izomeréw optycznych. Obok chromatografii cieczowej,
krystalizacji frakcyjnej czy drogich metod enzymatycznych zastosowanie techniki
molekularnego wdrukowania moze si¢ sta¢ alternatywnym sposobem do rozdziatu

uktadow racemicznych.
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7. WNIOSKI

1. Istnieje wiele mozliwosci tworzenia wigzan wodorowych migdzy czasteczka
alkaloidu a kwasem metakrylowym. Liczba wszystkich mozliwych kompleksow
monomery-wzorzec, cho¢ bardzo duza, =zostaje ograniczona przeszkodami
sterycznymi wzajemnego rozlokowania czasteczek kwasu metakrylowego wzgledem
siebie oraz wzgledem czasteczki wzorca. W konsekwencji powstaje kompleks
przedpolimeryzacyjny, w sktad ktérego obok jednej czasteczki wzorca, CIN lub CID,
wchodza trzy czasteczki MAA.

2. Skiad mieszaniny prepolimeryzacyjnej decyduje o typie odciskow molekularnych.
Wprowadzanie karboksylowych grup funkcyjnych w matrycg polimerowa oraz
podwyzszanie st¢zenia wzorca powoduje zwigkszenie liczby miejsc rozpoznajacych
odpowiednie czasteczki. W badaniach chromatograficznych obserwuje si¢ wyzsze
warto$ci wspolezynnika retencji k£ alkaloidow, gdy otrzymywany polimer z odciskami
molekularnymi stanowi wypetnienie kolumn. Natomiast budujac z takiego polimeru
membrany lite zauwaza si¢, ze szybkosci dyfuzji alkaloidow sa zasadniczo mniejsze
niz przez materialy otrzymane bez monomeru funkcyjnego. Wskazuje to na istotna
rol¢ polarnych grup karboksylowych w tworzeniu centrow decydujacych o rozdziale
enancjomeréw. Z kolei membrany afinitywne z indukowana pamigcia efektywniej
zatrzymuja czasteczki alkaloidu, uzytego jako wzorzec (obserwuje si¢ ogdlny wzrost
wartosci wspotczynnikow enancjoselektywnosci o testowanych ukladow) wytacznie

wtedy gdy tancuch zawiera ugrupowania karboksylowe.

3. Istnieje optymalny stosunek monomeru wzglgdem wzorca, dajacy polimery
z odpowiednia selektywnoscia wiazania oraz stosunkowo wysoka specyficznoscia.
Niewlasciwy stosunek prowadzi do powstawania mniej usieciowanych zt6z (E iii 0.75
1 Eiii0.7) a zbyt duze stgzenie alkaloidu (Eiv0.9, Eiv0.8) powoduje
prawdopodobnie kowalencyjne wbudowanie czasteczek wzorca w sie¢ polimerowa.
W konsekwencji mamy do czynienia z zaburzeniem regularno$ci sieci i niekorzystna

sorpcja niespecyficzna.

4. Kopolimery zbudowane z monomeréw MAA:EGDMA oraz AA:AN spehiaja
wymogi uktadow, w ktore z powodzeniem mozna wprowadza¢ odciski molekularne

wzorcoOw CIN lub CID. Pézniejsze rozpoznawanie wlasciwych czasteczek (sorpcja
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badz dyfuzja) wywolane jest istnieniem oddziatywan wodorowych pomigdzy
odpowiednio utozonymi w przestrzeni grupami karboksylowymi tancucha
polimerowego a ugrupowaniem hydroksylowym oraz atomami azotu w czasteczce
alkaloidu. Obecne w polimerze ugrupowania polarne powoduja wiasciwe ustawienie
si¢ transportowanych czasteczek zwiazku w odciskach molekularnych (selektywno$¢

medium).

5. Roézny jest mechanizm rozdziatu izomeréw optycznych w poszczego6lnych mediach.
W membranach monolitycznych (EGDMA/EGDMA:MAA) czasteczki odciskanego
wzorca dyfunduja szybciej niz czasteczki jego antypody. Jest to zjawisko przeciwne
do efektow obserwowanych w separacji chromatograficznej, gdzie czasteczki wzorca
zostaja zatrzymywane dluzej na kolumnie. Réznice te mozna tlumaczy¢ tym,
ze W separacji membranowej czasteczka permeatu po zasorbowaniu na powierzchni
membrany dyfunduje przez nia (mechanizm sorpcyjno-dyfuzyjny). W zwiazku z tym
pojawia si¢ wigksza sila napedowa procesu transportu dla zwiazku, ktorego $lad
utrwalono w matrycy polimerowej. Z kolei w chromatografii separacja jest wynikiem
licznych proceséw sorpcji i desorpcji czasteczek zwiazku. W ich wyniku, czasteczki

komplementarne do odcisku poruszaja si¢ znacznie wolniej w kolumnie.

6. Wzrost temperatury wydluza czas retencji alkaloidu w kolumnie (wspdtczynnik
retencji k wzrasta). Jest to prawdopodobnie wywolane wptywem oddziatywan
dyspersyjnych (podobienstwo MIP-6w do enzymdéw) oraz mozliwosci przebudowy
czasteczki alkaloidu 1 tworzenia przez nia silniejszych oddziatywan wodorowych

z odciskiem.

7. Roéznice we wlasciwosciach transportowych pomi¢dzy membranami monolitycznymi
z odciskami CIN 1 CID sa wynikiem wielu efektéw. Zaliczy¢ do nich mozna rdzne
stabilno$ci obu kompleksow przedpolimeryzacyjnych oraz réznice w budowie obu
typow membran (zelowa i porowata). Efekt ten poglebiat si¢ gdy zamiast EGDMA
zostal uzyty TEGDMA. Na obecnym etapie badan nie jest mozliwe precyzyjne

okreslenie wptywu kazdego z tych elementow oddzielnie.

8. W zalezno$ci od metody i warunkéw polimeryzacji, przy niezmiennym stosunku
iloSciowym AN 1 AA, otrzymujemy kopolimery roznigce si¢ cigzarem

czasteczkowym. Dhtugo$¢ tancucha polimerowego posiada istotny wptyw na doktadna
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10.

konstrukcj¢ odcisku molekularnego z odpowiednio rozmieszczonymi karboksylowymi
grupami funkcyjnymi. Obserwowana jest wigksza sorpcja na membranie z kopolimeru
o najwigkszym cigzarze czasteczkowym. Natomiast membrany z kopolimeru

o $rednim cigzarze czasteczkowym cechuje najlepsza enancjoselektywnos¢.

Przytaczanie czasteczek alkaloidow do sorbentéw 1 membran jest odwracalne
a zdolnosci ich selektywnego wiazania sa przywracane poprzez ponowny odpowiedni

dobér ekstrahenta.

Wyniki przeprowadzonych analiz potwierdzaja mozliwos¢ tworzenia membran typu
MIP, potrafigcych skutecznie rozpoznawaé wlasciwy enancjomer, ktory zostawit swoj
slad w matrycy polimerowej. Tym samym mozliwy jest membranowy rozdziat

1zomerow zwiazkow optycznie czynnych.
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