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Obr. 1. Schéma pripravy polymérov s odtlatkami molekul

1. Uvod

Mnoh¢é biologicky aktivne latky st chirdlneho charak-
teru. Enantiomérne formy sa vyznacuju rovnakymi fyzi-
kalnymi a chemickymi vlastnostami, av§ak mozu sa liSit’
biologickou aktivitou, napr. rozdielne a/alebo opacné far-
makologické a toxikologické vlastnosti, rozdielny spdsob
metabolizacie, rozdielne interakcie s receptormi (s enzy-
mami, proteinmi a iné), rozdielna chut' (D-asparagin,
D-triptofan, D-tyrozin a D-izoleucin majt sladkt chut’, kym
ich L-formy maju horka chut™) a rozdielna véia ((—)-karvon
ma métova voiu a (+)-karvon ma voiu rasce?). Separacia
a stanovenie enantiomérov biologicky aktivnych latok,
prip. urenie enantiomérneho pomeru, ma uplatnenie
v oblasti farmaceutickej analyzy (kontrola enantiomérnej
Cistoty lieCiv, studium stability latok), potravinarskej ana-
lyzy (kontrola autenticity potravin, geograficky pdovod
produktov), analyzy agrochemikalii, v enzymovom inZi-
nierstve a v katalyze®*.

HPLC je jednou z technik (popri GC, CE, CEC,
MECK, SFC) v stcasnosti pouzivanych na separaciu enan-
tiomérov. NajCastejSie sa uskutocnuje pouzitim chiralnych
stacionarnych faz (CSF), ktoré obsahuju chirdlne selektory
zo skupiny cyklodextrinov, cyklofruktanov, kruhovych
éterov, derivatov celulézy a amyldézy, makrocyklickych
antibiotik. Dostupné CSF maju bud’ univerzalne vyuzitie
pre Siroku skalu latok, alebo vyvoj je orientovany na chi-
ralné selektory stacionarnych faz s vysokou selektivitou
pre jeden typ latok. Jednym z inovativnych typov CSF st
polyméry s odtlackami molekul (MIP, molecularly imprin-
ted polymer). Technologia molekulového odtlacania

EE—

komplex templat-monomér

L ¥ . sietovacie
polymerlzaua] # Einidlo
- o
f’ /r N B -il
Y 4 e 1
odstranenie [ | .
templatu | -4 A |
— I/ P
e ol @ 4
opatovné I‘l Y 4
naviazanie |\ - o

A _—-"_"- Y

polymér so zabudovanym
templatom

156



Chem. Listy 773, 156-164 (2019)

umoziuje pripravit’ CSF s predurenymi vlastnostami pre
chiralne rozpoznavanie cielovej latky. Polyméry sa pripra-
vujlil odtla¢anim templatu do polymérnej matrice, pricom
vznikni dutiny komplementarne s molekulou templatu
(obr. 1). MIP materidly sa vyznaCuju vysokou afinitou
a selektivitou pre cielovy analyt (templat), fyzikalnou
a chemickou stabilitou (odolnost’ voci vysokej teplote
a tlakom, organickym rozpustadlam, kyselinam a zasa-
dam). Dal$imi vyhodami st nizke néklady na ich koneénu
pripravu aj ked’ optimalizacia podmienok pripravy (vyber
druhu a pomeru polymerizacnych zloziek — monomér,
sietovacie Cinidlo a rozpustadlo, reakéné podmienky —
teplota a doba polymerizacie) polyméru s vhodnymi vlast-
nostami ako napr. dostatocna sorpcna kapacita, selektivita
a morfologia moze byt &asovo naroéna®’. Podrobnym
popisom typu polymerizaénych zloziek, ich volbou pre
skupiny templatov a metédam pripravy MIP st venované
mnohé prehladové &lanky®? a preto nebudu podrobnejsie
opisované.

Predkladana prehl'adova praca poukazuje na stcasné
vyuzitie MIP sorbentov ako HPLC stacionarnych fdz na
separaciu enantiomérov. Pozornost’ je venovana vyhodam
a limitdciam ich pouzitia ako aj moznostiam zlepSenia
obmedzeni. Tento inovativny typ stacionarnych fdz nacha-
dza svoje vyuzitie v mnohych oblastiach analyzy
(medicina, farmacia, zivotné prostredie), no najvicsia cast
doposial’ publikovanych prac sa venovala priprave
a hodnoteniu vlastnosti MIP ako SF na separaciu modelo-
vych zmesi latok (obr. 2). Praca tiez poskytuje priklady
pripravy a pouzitia MIP CSF pre vybrané biologicky ak-
tivne latky, predovsetkym zo skupiny lieCiv.

m medicina/farmacia
Zivotné prostredie

= potravinarstvo

m modelové zmesi latok, iné

Obr. 2. Oblasti vyuzitia MIP ako HPLC stacionarnych faz
(z databazy SCOPUS)

2. MIP stacionarne fazy pre HPLC separaciu
enantiomérov

Vdaka selektivite a robustnosti nasli MIP uplatnenie
ako stacionarne fazy nielen v HPLC (separacia
cholesterolu'®, antibiotik'"), ale aj v CEC (separacia
neurotransmiterov'>'?, amlodipinu, ofloxacinu a zopi-
klonu', antibiotik'®, insekticidov'®, dikarboxylovych
kyselin'”). Prva publikacia o pouziti MIP pre separaciu
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enantiomérov 4-nitrofenol-o-D-manopyranozidu bola pub-
likovana roku 1978 (cit.'®). Vyhodou kolén s MIP CSF je
predurcené elu¢né poradie pre ti enantiomérnu formu lat-
ky, ktora sa pouzila v procese odtlacania, ¢o je len zriedka-
vé u konvenénych CSF. Enantiomér, ktory bol pouZity ako
templat, bude danou CSF viac zadrziavany a bude eluovat’
s dlh§im eluénym ¢asom v porovnani s druhou enantio-
mérnou formou danej latky.

2.1. Limitacie pouzitia MIP chirdlnych
stacionarnych faz

Limitécie pouzitia MIP CSF v HPLC suvisia s hetero-
genitou vdzbovych miest v stacionarnej faze z hladiska
dostupnosti a afinity, moznost'ou nespecifickych interakcii
medzi analytom a stacionarnou fazou, pomalym prenosom
hmoty, nizkou kapacitou sorbentu a v niektorych pripa-
doch aj s nizkou selektivitou vo vodnom prostredi'®. Tieto
limitacie su Casto pri¢inou neuplnej separacie enantiomé-
rov a nesymetrie elucnych zoén. Problematickd moze byt aj
separacia viacerych latok. Uvedené nedostatky mézu byt
Ciastocne eliminované zlozenim mobilnej fazy, prietokom
mobilnej fazy a teplotou kolony.

Nesymetria eluénych zén sa vyskytuje hlavne pri
separacii molekl, ktoré boli pouzité ako templaty v proce-
se odtlacania. Ak sa pri priprave pouzila blokova, suspenz-
na, precipitana, viackrokova napuciavacia polymerizacia
a polymerizacia v dutinach nosica, vézbové miesta sa na-
chadzajii ako na povrchu cCastic polyméru tak aj v jeho
Struktare, ¢o zhorSuje dostupnost pre viazanie analytu.
ZvySenie symetrie elu¢nych zon ako aj chromatograficke;j
ucinnosti mozno dosiahnut’ pouzitim MIP CSF priprave-
nych polymerizéciou na povrchu nosic¢a. Suvisi to predo-
vSetkym s lepSou pristupnost'ou vizbovych miest, ktoré¢ st
distribuované v tenkom filme na povrchu inertného nosica.
Takto pripravené stacionarne fazy maju velky Specificky
povrch, ¢o vedie k dostatocnej vizbovej kapacite
a vyznacuju sa aj vysokou kinetikou sorpcie a desorpcie
analytu™™?',

Kinetika sorpcie a desorpcie na MIP CSF je ovplyv-
nend povrchovou diftiziou molekal analytu a v mensej
miere aj difuziou v poroch MIP castic. Pri vel'mi nizkych
koncentraciach analytu dochadza k jeho naviazaniu pred-
nostne na vibové miesta s vysokou afinitou. Kvoli viacbo-
dovym, $pecifickym interakciam medzi analytom a funk-
¢nymi skupinami vézbovych miest s vysokou afinitou je
povrchova diftizia pomala. So zvySovanim davkovaného
mnozstva alebo koncentracie analytu dochadza k jeho via-
zaniu aj na termodynamicky a kineticky heterogénne viz-
bové miesta, ¢im sa zvySuje povrchova diftizia kvoli ne-
dostatku Specifickych interakcii s templatom. Toto ma za
nasledok nesymetriu eluénych zon (chvostovanie pikov).
V pripade malého poctu vizbovych miest v polyméri
s vysokou afinitou moze dochadzat’ pri separacii k defor-
mécii piku aj pri nizkych koncentraciach analytu'’.

Heterogenitu vizbovych miest mozno znizit' opti-
malizovanim procesu odtlacania templatu. Moznostou je
aj pouzitie chemickej modifikacie vizbovych miest, kedy



Chem. Listy 773, 156-164 (2019)

sa molekula templatu pouZije ako in situ ochrannd skupina
a prednostne sa viaze na vizbové miesta s vysokou afini-
tou. Miesta s nizkou afinitou st chemicky modifikované
funkénymi skupinami nekompatibilnymi s molekulami
analytu, ¢o znemoZfuje ich naviazanie’. Druhy sposob
spociva v pouziti monomolekulového procesu odtlacania,
kedy sa templat odtlaci do makromolekuly (dendriméru).
Dendrimér, ktory je bud’ cielovym ligandom alebo Struk-
tarne podobny analdg, sa najprv naviaze na molekuly mo-
noméru a nasledne dochadza k zosietovaniu. Chemické
modifikacie vdzbovych miest mozu vplyvat na morfologiu
polyméru. Na hodnotenie vplyvu typu modifikacie na
vlastnosti vysledného polyméru stvisiace s heterogenitou
vizbovych miest je vhodné kinetické a termodynamické
stadium®. Kinetické hodnotenie adsorpcie umoZituje pre-
Setrit’ mechanizmus a rychlost’ sorpcie a desorpcie analytu
na/z vézbovych miest polyméru. Experimentalne sa sledu-
je ubytok analytu z roztoku v pritomnosti polyméru v za-
vislosti od Casu a datam sa priradi zodpovedajuci model
rychlostnej rovnice pseudo-prvého poriadku, pseudo-
druhého poriadku alebo rovnice vnutrocasticovej difuzie
na zaklade vy$$ej hodnoty korelaéného koeficienta (R?)>.
Hodnotenie adsorpcie pomocou adsorpénych izoteriem
poskytuje informdcie o heterogenite vizbovych miest vy-
skytujucich sa v polyméri. Pri adsorpénom stadiu sa sledu-
je zmena koncentricie analytu v roztoku po adsorpcii na
MIP sorbent. Pre MIP sorbenty ma zavislost' adsorpcnej
izotermy (zé&vislost mnozstva naviazaného analytu do
dutin polyméru od koncentracie volného analytu
v roztoku) nelinearny priebeh, o poukazuje na pritomnost’
viazbovych miest, ktoré poskytuji Specifické interakcie
s molekulami analytu. Stav, kedy s d’alSim zvySovanim
koncentracie aplikovaného roztoku uz nedochadza
k néarastu mnoZzstva naviazaného analytu do dutin polymé-
ru, naznacuje, ze vSetky vdzbové miesta st obsadené —
dochéddza k nasyteniu polyméru. NIP (non-imprinted poly-
mer), ktory je pripraveny rovnakym polymerizacnym po-
stupom ako MIP a pouZzitim rovnakého zlozenia polymeri-
zacnej zmesi avSak bez pritomnosti templatu, sa pouziva
na hodnotenie neSpecifickych interakcii medzi analytom
a polymérom. Ked'Ze stacionarne fazy na baze MIP maju
Casto nizku vdzbovl kapacitu, adsorpéné izotermy mozu
mat’ nelinearny tvar aj pri velmi nizkych kocentraciach
analytu. Na zjednoduSenie opisu vézbovych miest a inter-
pretacii adsorpénych izoteriem existuje viacero modelo-
vych pristupov. Scatchard zavislost (zavislost pomeru
mnozstva naviazaného analytu do dutin polyméru
a koncentracie vol'ného analytu v roztoku od koncentracie
volného analytu v roztoku, Sy/c=f(cg)) je vhodna na popis
distribcie vdzbovych miest. Zo smernice priamkovej za-
vislosti mozno ziskat’ konstantu afinity pre dany typ véz-
bovych miest. Afinitné spektrum (zavislost’ poctu vézbo-
vych miest od konStanty afinity, N=f(In K)) je vhodné na
popis heterogenity vdzbovych miest a vypocet celkového
poctu vdzbovych miest. Linedrny tvar adsorpcnej izotermy
(logaritmicka zavislost mnoZstva naviazaného analytu do
dutin polyméru od koncentracie volného analytu
v roztoku, log Sy=f(log ¢f)) je vhodny na porovnanie viz-
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bovych vlastnosti polymérov, ktoré st pripravené pre roz-
ne molekuly templatu®®. Na popisanie vizbovych vlastnos-
ti polymérneho sorbentu sa pouzivaju viaceré typy izote-
riem: Langmuirova, bi-Langmuirova, Freundlichova
a Langmuir-Freundlichova. Typ izotermy sa priradi hod-
notenému MIP na zéaklade zhody experimentalnych udajov
s matematickym modelom. Ukazovatelom vhodnosti je
korelaény koeficient (R*)* 2.

2.2. Selektivita vizbovych miest

Polyméry s odlackami molekul maji vysoku selekti-
vitu k templatom, ktoré boli pouzité pri ich priprave, avsak
ich selektivita sa znizuje, ked’ sa na pripravu pouziji mole-
kuly s v&acsimi substituentami (napr. MIP pre templat
L-fenylalanin anilid je selektivnej$i ako MIP pre L-fenyl-
alanin-N-metylanilid)**®. Velkost dutiny v polyméri,
ktora vznikla pri odtlaéani malych molekul, dovol'uje opa-
tovné naviazanie okrem cielového analytu aj latky s po-
dobnou velkostou molekuly, kym dutiny vzniknuté pri
odtlacani velkych templatov umoziluji zachytdvanie mo-
lekul roznej velkosti, Co znizuje selektivitu polymerného
sorbentu. Ked’ze rozpoznavanie je tiez riadené aj tvarovou
komplementaritou medzi vizbovym miestom a analytom,
MIP ma schopnost’ rozlisit’ dva derivaty s rozdielnou kon-
forméciou. Bolo zistené, Zze MIP pripraveny pre urcity
templat moze byt selektivny pre viacero Struktirne podob-
nych zlucenin, ¢o zavisi od Specifickych interakcii medzi
analytom a polymérom a aj od velkosti molekuly. Napr.
polymér pripraveny pre L-valin anilid dokézal rozoznavat’
aj anilidy inych aminokyselin®. Ukézalo sa, Ze substitiicia
skupin, ktoré sa nepodielali na vézbovych interakciach
medzi analytom a polymérom, spdsobovala iba mierne
zniZenie u&innosti separacie”’.

2.3. HPLC separac¢né podmienky

ZloZenie mobilnej fazy predstavuje dolezity faktor pri
HPLC separacii. MIP stacionarne fazy mozno pouzit vo
viacerych separacnych usporiadaniach. Separacny systém
s konvenénym usporiadanim faz pouziva ako zlozky mo-
bilnych faz aprotické organické rozpustadla (chloroform,
acetonitril), ktoré podporuji tvorbu vodikovych vézieb
a elektrostatickych interakcii medzi vdzbovymi miestami
MIP a analytom. NajcastejSie sa voli rovnaké rozpust'adlo
ako bol porogén pouzity pri priprave MIP s cielom zabra-
nit’ deformaciam vdzbovych miest. Aj napriek tomu, Ze
medzi vizbovymi miestami MIP a analytom dochadza iba
k tvorbe slabych polarnych interakcii, pri HPLC separacii
sa dosahuju dlhé elucné Casy separacie enantiomérov. Na
znizenie retencie je vhodné pridavat do mobilnych faz
modifikatory, ktoré Ciastocne minimalizuju tvorbu nespe-
cifickych interakcii. Volba modifikatora zavisi od typu
separovanych latok a typu MIP stacionarnej fazy*'. Vyuzi-
vaju sa tri pristupy k volbe modifikatora mobilnej fazy,
a) zasadity modifikator (napr. n-butylamin) je vhodny pre
separdciu zasaditych alebo neutrdlnych latok pomocou
MIP CSF pripravenej na baze kyseliny metakrylovej
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(kysla staciondrna faza)’*; b) kysly modifikator
(najcastejsie kyselina octova) ma podobné vyuzitie ako
bazicky modifikator. Nevyhodou je schopnost’ kyseliny
octovej dimerizovat’ v roztoku, ¢o moze viest' k jej navia-
zaniu na vizbové miesta v dutinich MIP (cit.’"). Kysly
modifikator sa pridava do mobilnej fazy aj v pripade, ked’
sa na separdciu pouZije zisaditd (monomér 4-vinyl-
pyridin®®), alebo neutralna (monomér akryl amid**) MIP
stacionarna fdza pripravend pre kysly templat. V tomto
pripade su interakcie medzi modifikatorom a vdzbovymi
miestami polyméru silnejSie ako interakcie medzi modifi-
katorom a analytom. V separa¢nom systéme s obratenym
usporiadanim faz sa prejavuju silnejsie interakcie medzi
analytom a polymérom, v porovnani s konvenénym uspo-
riadanim faz. Mobilné fazy obsahuji vodny roztok soli
a organické rozpustadla (napr. metanol, acetonitril). Uéin-
nost’ enantioseparacie mozno ovplyviiovat’ zmenou pome-
ru organického modifikatora a vodnej zlozky v mobilnej
faze. Pouzitim mobilnej fizy s vel'mi nizkym obsahom
organického modifikatora moze dochadzat’ k tvorbe nespe-
cifickych hydrofobnych interakci. Pridavok soli (napr.
octan amoénny>>, fosforeénan sodny alebo draselny®®*’) na
upravu vhodného pH mobilnej fazy ovplyviiuje elektrosta-
tické interakcie medzi funkénymi skupinami analytu
a vizbovymi miestami v polyméri. Najvyssia retencia ana-
lytov sa dosahuje pri pH mobilnej fazy zodpovedajiicom
priblizne pK, hodnote analytu’’. V pripade, Ze analyt je
silno putany elektrostatickymi interakciami (prip. aj inymi
Specifickymi a neSpecifickymi interakciami) na vézbové
miesta polyméru, volbou pH tlmivého roztoku moZno
oslabit’ alebo potlacit’ elektrostatické interakcie a tym aj
viazanie analytu na najsilnejSie vdzbové miesta polyméru.
Vol'ba pH mobilnej fazy ovplyviuje eluéné chrakteristiky
separovanych enantiomérov, ich rozliSenie a aj symetriu
pikov'’.

Teplota kolény je d’alSim experimetdlnym paramet-
rom, ktory ma vplyv na chromatografické rozliSenie sepa-
rovanych latok/enantiomérov  z  termodynamického
a kinetického hladiska. Z mnohych HPLC aplikacii MIP
chirdlnych stacionarnych faz vyplynulo, ze so zvySujucou
sa teplotou kolony dohéadzalo k zvySeniu rozliSenia enan-
tiomérov separovanych latok (D,L-fenylalanin®®, D,L-na-
proxen®’, butyloxykarbonyl-D,L-triptofan*’, dibenzoyl-D,L-
-kyselina vinna*'). Mozno to vysvetlit' rozdielnou dostup-
nostou Specifickych vidzbovych a rozpoznavacich miest.
Zvysovanim teploty sa zvySuje rychlost’ pohybu molekul
enantiomérov, ¢im sa modze narusit’ rozpoznavacia schop-
nost Tahko dostupnych S$pecifickych rozpoznavacich
miest. Na druhej strane niektoré t'azko pristupné Specifické
rozpoznavacie miesta sa pri nizkej teplote stavaju l'ahko
pristupnymi. Zmeny chromatografickych chrakteristik
enantiomérnych foriem su rozdielne, ¢o vedie k zvyseniu
selektivity enantioseparicie aj rozliSenia. Inym vysvetle-
nim vhodnosti zvysSenej teploty kolony pre enantiosepara-
ciu je lepSia komplementarita dutin polyméru s templatom,
kedze polymerizacia sa uskutoCnovala pri zvySenej
teplote®®*!.
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3. Priprava MIP stacionarnych faz
3.1. Casticové MIP materialy

Dosiahnutie vysokej ucinnosti kolony aj HPLC sepa-
racie dvoch latok suvisi s pouzivanim MIP stacionarnych
faz s vhodnou morfolégiou a fyzikalno-chemickymi vlast-
nostami. V poslednom obdobi sa doraz kladie na vyvoj
a zdokonal'ovanie polymeriza¢nych postupov pre pripravu
MIP s pozadovanymi parametrami (definovany tvar, jed-
notnd velkost' Gastic)’. Casticové MIP stacionarne fazy
pripravené blokovou polymeriziciou maji nepravidelny
tvar, ¢o mdze spOsobovat znizenie UCinnosti kolony aj
separdcie. Aj napriek tymto nevyhoddm sa tento sposob
pripravy MIP sorbentov pre HPLC aplikacie Casto pouziva
(tab. I). ZlepSenie tc¢innosti HPLC separacie mozno do-
siahnut’ pouzitim precipitacnej, suspenznej alebo viackro-
kovej napuciavacej polymerizdcie. NajvhodnejSim sposo-
bom pripravy sa javi polymerizacia na povrchu nosica,
prip. polymerizdcia v dutindch nosi¢a. Polymérny film
pokryva nosi¢ alebo je na neho viazany vo forme tenkej
vrstvy. Pre HPLC aplikacie je vhodnym nosic¢om silikagél,
no pre in¢ aplikacie (SPE) sa vyuzivaju nano vlakna, rar-
ky, magnetické Castice’”. Jednotny tvar a velkost Castic
stacionarnej fazy umoziuju efektivnejsie plnenie kolony,
¢o sa prejavi zmenSenim prispevku virivej difuzie analytu
v mobilnej faze, zlepSenim symetrie elu¢nych zon separo-
vanych latok, moZznostou pouzitia vyssich prietokov pri
separacii a v kone¢nom dosledku zvySenim G¢innosti chro-
matografickej kolony™*.

3.2. Monolitické MIP materialy

In situ polymerizacia umoziuje pripravu MIP stacio-
narnej fazy vo forme monolitu priamo v trubici kolony.
Utinnost separacie latok pomocou takto pripravenych
stacionarnych faz zavisi od zvoleného porogénneho roz-
pustadla a podmienok polymerizacie. Pre dosiahnutie vy-
sokej selektivity MIP CSF, vhodné porogénne rozpust'adlo
by malo: a) rozpustat’ templat a d’alSie zlozky polymeri-
zacnej zmesi, b) podporovat’ tvorbu pérov, ktoré umoziuji
prietok mobilnej fazy a tym aj mensi spitny tlak na kolo-
ne, ¢o je vyhodné v porovnani s blokovou polymeriziciou
a ¢) mat’ nizku polaritu (napr. dodekanol, toluén, viaczloz-
kové zmesi)’. Stacionarne fazy tohto typu vykazuja vyssiu
ucinnost’ separcie enantiomérov v porovnani so stacionar-
nymi fizami pripravenymi blokovou polymerizaciou
v pripade rovnakych polymerizacnych podmienok a rovna-
kych podmienok HPLC separicie. Termodynamické Sta-
dium ukézalo, Ze polymér pripraveny in situ polymeriza-
ciou obsahuje homogénnejsiu distribuciu védzbovych
miest®>*. Pre vi&sinu aplikécii sa pouZivaji MIP monoli-
tické materidly pripravené z organickych monomérov
napr. kyselina metakrylova, 4-vinylpyridin, akrylamid
(tab. I).
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4. Pouzitie MIP chiralnych stacionarnych faz

Porovnanie a vyuzitie roznych spdsobov pripravy
MIP stacionarnych faz pre HPLC separaciu enantiomérov
oblast’ MIP CSF je farmaceuticka analyza a z toho dévodu
tabul’ka sumarizuje udaje pre vybrané lieCiva ako MIP
templaty. Na pripravu MIP stacionarnej fazy sa najcastej-
Sie pouzivala kyselina metakrylova ako funkény monomeér,
etylénglykol dimetakrylat ako sietovacie ¢inidlo a azoizo-
butyronitril ako iniciator. Na separaciu enantiomérov boli
vhodné mobilné fazy tvorené zmesou organického rozpus-
tadla (metanol, acetonitril) a timivého roztoku. Dosiahnuté
hodnoty chromatografickych charakteristik stviseli aj so
sposobom pripravy MIP. MIP stacionarne fazy boli vyso-
ko enantioselektivne, ¢o naznacili aj hodnoty selektivit-
nych koeficientov, vo vicSine pripadov vécsie ako 1,5.
AvSak hodnoty chromatografického rozliSenia dosahovali
nizSie hodnoty (R ~ 0,6-1) s vynimkou aplikacii CSF
pripravenych in situ polymerizaciou a blokovou polymeri-
zaciou (R; > 1,4). Porovnanim réznych polymeriza¢nych
technik pouzitych pre rovnaky typ templatu (S-propanol,
S-naproxen) mozno konstatovat, ze GcinnejSia separacia
enantiomérov sa dosiahla na CSF pripravenej in situ poly-
merizaciou.

Chiralita je neoddelite'nou vlastnostou aminokyselin.
MIP chiralne stacionarne fazy na separaciu enantiomérov
aminokyselin sa védc¢Sinou pripravuji pouzitim vhodného
derivatu jedného z enantiomérov ako templatu pri polyme-
rizacii. Na pripravu polymérov sa pouzivaju kyslé aj zasa-
dité funkéné monoméry. Kyselina metakrylova sa voli v
pripade, ked sa ako templaty v procese odtlacania pouziji
estery alebo amidy aminokyselin. Kysla skupina monomé-
ru poskytuje silné i6nové interakcie s funkénymi skupina-
mi (aminovymi alebo amidovymi) templatu
a s karboxylovymi a karbonylovymi skupinami vytvéara
vodikové vizby®*2. Monoméry 2- a 4-vinilpyridin su
vhodné pre pripravu MIP zalozenu na tvorbe iénovych
interakcii pri templatoch ako je terc-butyloxykarbonyl-
fenylalanin (t-Boc-fenylalanin), alebo fluorenylmetyloxy-
karbonyl-L-3-nitrotyrozin (Fmoc-L-3-nitrotyrozin). Tieto
derivaty s kyselinou metakrylovou tvoria v polarnom roz-
pustadle menej stabilné komplexy templat-monomér, ked-
ze dochadza iba k tvorbe vodikovych vézieb, ktoré st slab-
Sie v porovnani s i6novymi interakciami*®®. Pre analyty,
ktoré vo svojej Struktare obsahuju kyslé funkéné skupiny,
je vhodnesie ako monomér pouzit’ aj akrylamid*. Akryla-
mid poskytuje silnejsie vodikové interakcie a pri jeho nad-
bytku dochddza ku vzniku menSieho poctu neSpecifickych
vizbovych miest. Moze to byt’ spdsobené tym, Ze nenavia-
zany akrylamid sa vyskytuje ako dimér’*. Bolo tieZ ziste-
né, ze medzi derivatmi aminokyselin a karboxylovymi
monomérmi dochddza prednostne k tvorbe vodikovych
interakcii, ktoré su v prostredi polarneho rozptstadla osla-
bené. Casto sa pri polymerizacii vyuzivaju dva rozdielne
monoméry, napr. kyselina metakrylova a akrylamid, ktoré
podporuju tvorbu silnejsich interakcii s templatom, a tym
aj zlepsenie rozpoznavacej schopnosti MIP (cit.**). Nederi-
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vatizované aminokyseliny ako templaty pre pripravu MIP
CSF sa pouzivaju zriedkavejsie. VyuZzivajii sa najmé amino-
kyseliny obsahujuce vo svojej Struktire benzénové jadro
alebo heteroatomy (fenylalanin, tyrozin a triptofan). Naj-
CastejSie funkéné monoméry su kyselina metakrylova
a akrylamid, ale aj modifikovany B-cyklodextrin. Ked'ze
cyklodextrin obsahuje hydrofilny povrch a hydroféobnu
kavitu, umoziuje tvorbu viacerych typov moznych inter-
akcii s templatom v porovnani s beznymi monomérmi, o
sa prejavuje dosiahnutim vysSSich hodnét rozliSenia enan-
tiomérov pri chromatografickej separacii. Pri tvorbe pred-
polymerizacného komplexu sa vyuzivaji vodikové vizby
a hydrofobne interakcie s molekulami cielového analytu®.
Z porovnania hodnét ziskanych zo separacie na MIP CSF
pre derivatizované a nederivatizované aminokyseliny vy-
plyva, ze vicsie rozliSenie sa dosahuje pre MIP pripravené
odtlacanim derivatov aminokyselin (tab. I).

5. Zhrnutie a perspektivy MIP chiralnych
stacionarnych faz

Z hladiska analytickej chémie je potrebné vyvyjat
nové typy sorpénych materidlov vhodnych ako stacionarne
fazy pre pokrocilé separaéné techniky, ktoré umoznia
ucinnu separaciu latok/ enantioseparaciu, najmé v pripade
biologickych, farmaceutickych, environmentalnych
a potravinovych analyz. Technika molekulového odtlaca-
nia $pecifickej chemickej zlac¢eniny spolu s réznymi poly-
merizacnymi technikami umoznuje pripravit stacionarne
fazy s vysokou selektivitou pre cielovl latku/enantiomér.
Vhodny polymérny materidl pouzivany ako stacionarna
faza v HPLC (aj v inych separac¢nych technikéch) by mal
spliiat’ viaceré poziadavky, ako je definovana velkost
a tvar castic, vysoka porovitost a Specificky povrch.
Z tohto dovodu je proces ich vyvoja, pripravy a charakteri-
zacie Casovo narocny. Limitacie laboratorne pripravenych
MIP stacionarnych faz v porovnani s komerénymi stacio-
narnymi fdzami vyplyvaji z moZnosti neSpecifickych in-
terakcii, pomalSej kinetiky sorpcie a desorpcie analytu na/
zo sorbentu, heterogenity vdzbovych miest, v niektorych
pripadoch nizsej kapacity sorbentu a selektivity pri apliko-
vani vzorky. Ciastoéne ich mozno ovplyvnit zlozenim
mobilnej fazy, prietokom mobilnej fazy a teplotou kolony.
Monolitické MIP CSF pripravené priamo v kolone
a Casticové CSF s MIP na povrchu nosi¢a sa javia ako
optimalne  rieSenia pre separaciu  enantiomérov
a dosiahnutie vysokej ucinnosti separacie chiralnych che-
mickych zlucenin.

Stacionarne fazy na zéklade polymérov s odtlackami
molekul nachadzaji uplatnenie aj v SFC. V porovnani
s HPLC, SFC sa vyznacuje lepSou kinetikou prenosu latky,
¢o sa prejavuje vysSou ucinnostou kolony v dosledku
menSicho rozsirovania eluénych zon separovanych latok.
Vicsia dostupnost’ vizbovych miest v polyméri umoziuje
v SFC davkovanie vicsich objemov vzorky. Limitaciou
pouzitia MIP CSF v SFC je moznost’ degradacie MIP pri
extémnych separaénych podmienkach, kvéli ¢omu je po-
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trebnd optimalizdcia podmienok (tlak, teplota kolony, zlo-
zenie mobilnej fazy). Ako mobilné fazy sa pouzivaji zme-
si CO, a organickych rozptstadiel s pridavkom kyslého
alebo zasaditého modifikatora na dosiahnutie dostatocnej
elucnej sily. Z dlhodobého hl'adiska MIP stacionarne fazy
predstavuju alternativu k beznym stacionarnym fazam
v SFC*®" SFC so stacionarnymi fizami na baze MIP sa
vyuzila na enantioseparaciu chiralnych lieCiv a ich meta-
bolitov (propranolol, fenylalanin anilid®®, efedrin®).

Praca vznikla s financnou podporou projektu
¢. APVV-15-0355 Agentury na podporu vyskumu a vyvoja.
AL dakuje Programu na podporu mladych vyskumnikov
STU.
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A. Lomenova and K. Hrobonova (Slovak University
of Technology in Bratislava, Faculty of Chemical and
Food Technology, Institute of Analytical Chemistry, Brati-
slava, Slovakia): Molecularly Imprinted Polymers as
Chiral Stationary Phases in HPLC

The present work is focused on the use of selective
sorption materials based on molecularly imprinted poly-
mers in the field of HPLC separation of enantiomers of
biologically active compounds. In comparison to tradition-
al chiral stationary phases, the molecularly imprinted
sorbents allow one to determine the elution order of enan-
tiomers by selection of a streoselective template. The re-
view deals with the limitations of the use of the chiral sta-
tionary phases and the possibilities of kinetic and thermo-
dynamic evaluations of sorption. A part of the paper is
devoted to an overview of their application as sorbents for
HPLC separation of enantiomers of some drugs and amino
acids.
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