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ABSTRACT

This paper presents methods of the synthesis and applications of biomimetic
catalytic systems produced from molecularly imprinted polymers (MIP). MIPs con-
tain cavities, which are complementary to the imprinted template, thus possess high
selectivity and affinity for the molecules resembling template. MIPs have various
applications such as: sorption, chromatography, solid phase extraction, drugs trans-
port and catalysis. However, this article is a review of catalytic systems containing
in their active sides one of the selected metal ions: copper(II), cobalt(I), zinc(II),
iron(III) or nickel(II). Presented catalytic systems are used in hydrolysis, oxidations,
hydrogenations and aldol condensation reactions. This review deals with papers
published till 2013.

Keywords: molecularly imprinted polymers, biomimetic catalytic systems, hydroly-
sis, oxidations, hydrogenations, aldol condensations
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desacja aldolowa
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WSTEP

Znakomita wigkszo$¢ reakcji chemicznych wykorzystywanych przemystowo
to reakcje katalizowane. Stad tez w wielu o$rodkach naukowych prowadzone sg
badania dotyczace syntezy nowych katalizatoréw oraz ulepszania juz znanych ukta-
doéw katalitycznych. Jednocze$nie obserwuje si¢ stala tendencje dostosowywania
sie do zasad ‘zielonej chemii. W syntezie chemicznej i katalizie polega to na takim
dopasowaniu uktadu katalitycznego by reakcja mogla zachodzi¢ z bardzo dobra
wydajnoscia oraz selektywnos$cia w mozliwie najnizszej temperaturze oraz, jesli to
mozliwe, w uktadzie bez rozpuszczalnika lub w rozpuszczalniku przyjaznym srodo-
wisku. W tym obszarze badan enzymy ciesza sie powszechnym zainteresowaniem ze
wzgledu na zdolno$¢ katalizowania réznych reakeji oraz ich selektywnos¢. Dodat-
kowo reakcje takie mogg przebiega¢ w temperaturach tylko nieznacznie wyzszych
od temperatury pokojowej. Dzieki temu enzymy maja szerokie zastosowanie w prze-
mys$le spozywczym i poza nim [1, 2]. Jedng z ciekawych grup enzyméw sg oksy-
doreduktazy, ktére wykorzystuje si¢ m.in. w przemysle piekarniczym, mleczarskim
i piwowarskim. Najwiekszym zainteresowaniem cieszg si¢ hydrolazy, ktore oprocz
wyzej wymienionych zastosowan majg duzy udzial przy produkcji sokéw, karmy
dla zwierzat [3], jedzenia dla niemowlat, w przemysle tekstylnym [4], przemysle
papierniczym oraz przy wytwarzaniu kosmetykow, srodkow do prania, pozostalych
detergentow czyszczacych, w procesach oczyszczania wody oraz w przemystowych
reakcjach polimeryzacji. Jednak z wykorzystaniem enzymoéw wiazg si¢ liczne pro-
blemy, jak na przyktad trudnoé¢ ich izolacji, a co za tym idzie duze koszty, dezakty-
wacja enzymdéw w pH odbiegajacym znaczaco od pH natywnego, temperatury lub
pod wplywem organicznych rozpuszczalnikéw (Rys. 1). Wady te mozna wprawdzie
ograniczy¢ np. poprzez immobilizacje enzymdw na nierozpuszczalnych nosnikach,
ale zwykle wiaze si¢ to ze zmniejszeniem aktywnos$ci enzymu i problemem stabil-
noséci ukladu nos$nik-enzym w czasie. Interesujacym rozwigzaniem problemu jest
zsyntetyzowanie sztucznych analogdéw enzymow, ktore nie posiadajac wad enzymow
natywnych zwigzanych z podatno$cig na denaturacje, bedg dziata¢ ze zblizong do
nich efektywnoscia i selektywnoscig. W taki sposob rozpoczeto badania nad poli-
merowymi matrycami z odciskiem molekularnym MIP (ang. Molecularly Imprinted
Polymers). W MIP-ach starano si¢ odtworzy¢ centrum aktywne enzymoéw poprzez
przestrzenne uporzadkowanie grup funkcyjnych polimeru wokdt czasteczki wzorca.

W literaturze jest dostepnych kilka artykuléw przegladowych, poruszajacych
tematyke syntezy i zastosowania ukladéw MIP [5-12]. Technika wdrukowywania
molekularnego znalazta szerokie zastosowanie, miedzy innymi przy syntezie mate-
riatéw do chromatograficznego rozdzialu enancjomeréw z mieszanin racemicz-
nych, w sensoryce [10], w analizie sorpcyjnej, ekstrakeji i zatezaniu substancji.
MIP-y wykorzystuje sie rowniez przy wykrywaniu antybiotykéw i innych zwigzkow
opartych na konkurencyjnej wymianie grup, ktére sg zdolne do fluorescencji [13]
z miejsc wigzacych w matrycy polimerowej, a takze jako selektywne noéniki lekow,
uwalniajgce substancje czynng w pozgdanym miejscu [11, 14, 15].
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Rysunek 1. Poréwnanie wlasciwosci naturalnych bioczasteczek oraz ukladéw MIP [16]
Figure 1. Comparison of the properties of native biomolecules and MIPs [16]

Technika wdrukowywania molekularnego polega na polimeryzacji monomeru
funkcyjnego (lub monomeréw) z monomerem sieciujacym w obecnosci wzorca
oraz porotwodrczego rozpuszczalnika [17]. Dzigki obecnosci poréw w matrycy poli-
merowej jest mozliwe usuniecie wzorca poprzez ekstrakcje odpowiednim rozpusz-
czalnikiem lub zmiane pH. W konicowym etapie powstaja wneki katalityczne kom-
plementarne ksztattem i funkcjonalnoscia do odciskanego wzorca (Rys. 2).

Rysunek 2. Mechanizm wdrukowywania molekularnego [17]
Figure 2. Schematic illustration of molecular imprinting technique [17]

Jedna z obiecujacych technik wdrukowywania jest odcisk powierzchniowy, polega-
jacy na polimeryzacji emulsji W/O. Emulsja ta jest stabilizowana przez alifatyczny
surfaktant, ktory tworzy na granicy faz kompleks z wzorcem i monomerami funk-
cyjnymi, co pozwala na odpowiednig ich orientacje w przestrzeni. Wprowadzajac
dodatkowa faze wodng (emulsja W/O/W) mozliwe jest otrzymanie sferycznych
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kulek polimerowych, bez koniecznosci kruszenia i przesiewania powstalego poli-
meru. Dodatkowo pozwala to na umieszczenie wnek wigzacych na powierzchni
matrycy polimerowej, ulatwiajac tym samym dotarcie do nich substratu i wyelimi-
nowanie probleméw z dyfuzja do wnetrza matrycy.

Podstawowy podzial monomeréw funkcyjnych obejmuje ich charakter che-
miczny. Mozemy wyrézni¢c monomery kwasowe, zasadowe i obojetne. Dobor
odpowiedniego rodzaju monomeru dyktowany jest, migdzy innymi przez rodzaj
uzytego wzorca i analizowanej substancji. Monomer sieciujacy odgrywa kluczowg
role, poniewaz w zalezno$ci od jego ilo$ci mozna uzyska¢ rézne wlasciwosci fizyko-
chemiczne i morfologi¢ polimeru (m.in.: catkowita powierzchni¢ aktywna, objetos¢
i §rednice porow, stopien pecznienia polimeru oraz sztywno$¢ matrycy polimero-
wej) [18, 19]. Jedna z wielu zalet techniki wdrukowywania molekularnego jest fakt,
ze wdrukowywaniu moze ulega¢ bardzo wiele zwiazkéw (wzorcéw). Natomiast roz-
puszczalniki, nie bioragce udzialu w procesie polimeryzacji (porogeny), wplywaja
zaréwno na dynamike procesu wdrukowywania jak i na budowe fizyczng polimeru
i zwigzane z tym cechy ukladéw MIP (struktura poréw, rozkiad wielkosci poréw,
pecznienie, morfologia, odpornos¢ na obcigzenia dynamiczne [17]).

W zalezno$ci od zastosowanych reagentéw i warunkéw wdrukowywania mole-
kularnego, mozemy uzyska¢ rézne rodzaje wigzan we wnekach polimeru: kowalen-
cyjne, niekowalencyjne, wigzania koordynacyjne z jonami metali w centrum aktyw-
nym. W przypadku enzymoéw reaktywne centra z jonem metalu s umieszczone
w czasteczce biatka w §cisle zdefiniowanym miejscu, kompensujgc brak selektywno-
$ci jondw metalu. MIP-y o duzym stopniu usieciowania z jonem metalu w centrum
aktywnym sg idealnymi matrycami do prowadzenia katalizowanych reakcji, z jonem
metalu przejsciowego, jako ze dostep do substratu jest ograniczony przez szkielet
polimeru i geometri¢ miejsc aktywnych. Kombinacja immobilizowanego metalu
przejsciowego z ukladami MIP tworzy system katalityczny bardzo zblizony do tych
istniejacych w metaloenzymach, jako ze proces katalityczny jest kontrolowany przez
warunki koordynacyjne panujace w dobrze zdefiniowanej wnece. Powstata wneka z
odpowiednim jonem metalu powinna stabilizowac¢ stan przejsciowy znacznie silniej
niz stan podstawowy substratow oraz produktéw, zapobiegajac inhibicji wneki [6].
Mozna spotka¢ sie z dwoma gldwnymi strategiami tworzenia uktadéw MIP o wta-
sciwosciach katalitycznych: pierwsza to wprowadzanie do wneki odpowiednich
grup funkcyjnych aktywnych katalitycznie i zdolnych do wychwytu substratu, nato-
miast druga metoda opiera si¢ na immobilizacji jonu metalu lub kompleksu metalu
o malej masie, ktéry juz sam w sobie wykazuje wlasciwosci katalityczne [20, 21].
W przypadku drugiej metody nastepuje znaczny wzrost selektywnosci i aktywnosci
powstalych w ten sposdb biomimetykéw enzymodw, co znacznie zwieksza jej atrak-
cyjno$¢. Dodatkowo w bliskim sgsiedztwie jonéw metalu (kompleksu zawieraja-
cego jon metalu), tworzy si¢ wneka zdolna do wychwytu substratu (Rys. 3), poprzez
wdrukowywanie kompleksu metal-wzorzec. Tak wytworzone polimerowe analogi
enzymow znalazty zastosowanie w wielu reakcjach takich jak: dehydrofluorowanie,
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hydroliza, reakcje Dielsa—Aldera, kondensacja aldolowa, izomeryzacja, reakcje ste-
reoselektywne i regioselektywne [5, 16, 19, 22-24].

a) b)

Rysunek 3. Strategie tworzenia ukladéw MIP o wlasciwoéciach katalitycznych: a) tworzenie wneki z gru-
pami funkcyjnymi aktywnymi katalitycznie przy uzyciu stabilnego analogu stanu przej$ciowego,
b) wdrukowywanie kompleksu metal-wzorzec

Figure 3. Strategies for creating of MIP with catalytic properties: a) formation of the cavity with catalytically
active functional groups using the stable transition state analogue, b) imprinting of metal-tem-
plate complex

1. BIOMIMETYKI METALOENZYMOW

1.1. UKLADY ZAWIERAJACE W SWOIM CENTRUM AKTYWNYM JONY Cu(II)

Uklady z jonami miedzi wykazuja duza stabilnos¢ i czgsto duzo lepsza aktyw-
no$¢ katalityczng w pordwnaniu do ukladéw zawierajacych inne metale. Zespo6t
Waulffa, probujac wytworzy¢ system katalityczny zblizony swoja budowg do kar-
boksypeptydazy A, zastapil jony cynku(II), wystepujace naturalnie w tym enzymie,
jonami miedzi(II) w celu utworzenia bardziej stabilnego kompleksu miedzy mono-
merami, wzorcem oraz jonem metalu [25]. Przeprowadzono reakcj¢ hydrolizy trzech
réznych substratow weglanowych: weglanu difenylu (Rys. 4¢), weglanu fenylo-2-pi-
rydylowego (Rys. 4d) oraz weglanu di-2,2-pirydylowego (Rys. 4e) na katalizatorze
zsyntetyzowanym w obecnosci stabilnego analogu stanu przejsciowego (fosforan
fenylo-2-pirydylowy, Rys. 4f). Jako monomer funkcyjny zastosowano pochodng
winylobenzamidyny (Rys. 4a), zawierajacg trzy atomy azotu zdolne do tworzenia
wigzan koordynacyjnych z jonem miedzi(II), dzigki czemu uzyskano dwufunkcyjny
katalizator (PCu4a,4f - liczby oznaczajg kolejno monomer a oraz wzorzec f).
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Rysunek 4. Wzory zwiagzkéw uzytych do syntezy MIP-6w oraz substratow wykorzystanych w reakcjach kata-
lizy [25, 26]

Figure 4. Compounds used in the synthesis of described MIPs and substrates used in catalytic reactions
[25, 26]

Reakcje prowadzono w mieszaninie buforu HEPES i acetonitrylu (1:1, pH =
7,3) w temperaturze 20°C. Dla poréwnania przeprowadzono reakcje bez katalizato-
réw (w srodowisku buforu) lub w obecnosci polimerdéw kontrolnych zsyntetyzowa-
nych bez udzialu wzorca (CPCu4a).

Zastosowanie nowych substratow, zawierajacych jedna lub dwie grupy pirydy-
lowe (Rys. 4d i 4e) pozwolito na lepsze ich zwigzanie w centrum aktywnym. W trak-
cie katalizowanej reakcji najpierw nastgpuje atak grupy hydroksylowej na wegiel
grupy karbonylowej substratu. Nastepnie protonowa forma grupy amidynowej
aktywuje calg grupe karbonylowa (Rys. 5).

Rysunek 5. Mechanizm tworzenia odcisku molekularnego oraz reakcji katalizowanej w biomimetykach kar-
boksypeptydazy A [25]

Figure 5. The mechanism of formation of molecularly imprinted polymers and reaction catalyzed with bio-
mimetics of carboxypeptidase A [25]
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Tabela 1. Poréwnanie wynikoéw reakcji hydrolizy dla polimeréw kontrolnych i biomimetykéw karboksy-
peptydazy A z jonami Cu(II) w zaleznosci od uzytego substratu [25, 26]
Table 1. Comparison of the hydrolysis reaction’s results for control polymers and biomimetics of carboxy-

peptidase A with Cu (II) ions, according as the chosen substrate [25, 26]

Polimer (zastosowany Substrat (min-1] K,
monomer/wzorzec) (rys.) kimpt/ ksuln klmpr/ kkont kkat/ ksnln kkat [mM]
PCu(4a/4f) 4c 8015 49,0 - - -
PCu(4a/4f) 4d 15700 76,9 75700 2,87 0,65
CPCu(4a) 4d - - 946 0,035 | 425
PCu(4a/4f) 4e 76 570 80,1 110 000 28 0,58
CPCu(4a) 4e - - 1450 0,37 6,10
Karboksypeptydaza A 4c - - 810 - -
PZn(4a/4f)Cu 4d 9250 63,2 40100 10,2 0,73
PCu(4b/4f) 4d 98 200 50,2 - - -
PCu(4b/4f) 4e 217 000 53,8 413 000 105 0,36
mpr, kot~ Stafa szybkodci reakcji pierwszego rzedu katalizowanej polimerami z odciskiem molekularnym, bez
odcisku (polimer kontrolny)
k. - stalaszybkosci reakcji biegnacej w roztworze buforu HEPES/MeCN (1:1)
k., - aktywno$¢ molekularna (liczba czasteczek substratu, ktére w danej jednostce czasu moga zostaé
przeksztalcone w produkt przez enzym w pelni wysycony substratem)

Jak przedstawiono w tabeli powyzej, dla katalizowanej reakcji substratu
z dwiema grupami pirydylowymi stosunek k, _/k_, jest prawie 5 razy wigkszy niz
dla pochodnej z jedng grupg pirydylows, a stala Michaelisa (K ) dla takich uktadéw
jest mniejsza, co wskazuje na wigksze powinowactwo centrum aktywnego katali-
zatora do substratu. W przypadku substratéow z grupami pirydylowymi (Rys. 4d
i 4e) reakcja w obecnosci uktadow z odciskiem molekularnym jak i bez odcisku
molekularnego zachodzi lepiej niz dla naturalnego enzymu (k_ /k_, , Tab. 1). Otrzy-
mane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, iz juz sama obecno$¢ jondéw miedzi(I) zwieksza
aktywno$¢ katalityczng w poréwnaniu do karboksypeptydazy A zawierajacej jony
cynku(II).

W dalszych badaniach tego samego zespolu, wytworzono uklady, w ktérych
dwie grupy amidynowe znajdujg sie w jednym centrum aktywnym (Rys. 6) [26]. Jest
to mozliwe dzigki zastosowaniu nowego monomeru funkcyjnego (zsyntezowanego
réwniez przez tych samych badaczy), ktérego dwie grupy sa koordynowane przez
jon miedzi(IT) (Rys. 4b). Tak wytworzone katalizatory wykazuja znacznie wigksza
aktywno$¢ katalityczng w poréwnaniu do ukladow zawierajacych w centrum aktyw-
nym po jednej grupie amidynowej (monomer Rys. 4a). Warto podkresli¢, iz jest to
najwyzsza aktywnos¢ katalityczna jaka udato sie do tej pory uzyska¢ dla polimeréw
z odciskiem molekularnym. Dodatkowo wyniki badan wykazuja, iz jony miedzi(II)
- zastosowane juz na etapie polimeryzacji (PCu4b,4f) - znacznie zwiekszaja zdol-
no$¢ MIP-6w do hydrolizy substratu d i e (Rys. 4). W przypadku gdy do syntezy bio-
mimetykéw wykorzystano jony Zn(II), a nastepnie zastapiono je jonami miedzi(II)
(PZn4a,4fCu), nie uzyskano tak duzych stopni przereagowania jak w przypadku
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polimeru PCu4b,4f. Jednakze ten sam katalizator wykazuje wieksza aktywnos¢ w
poréwnaniu do reakcji prowadzonych w obecnosci MIP-6w zawierajacych jony
Zn(II) w centrum katalitycznym (Tab. 1).

Rysunek 6. Schemat centrum aktywnego zawierajacego dwie grupy amidynowe [26]

Figure 6. Schemat of active side with two amidinium groups [26]
a) 2 o
o] ;.:N = o}
e
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Rysunek 7. Wzory monomeréw oraz wzorca zastosowanego przez R. Say do wytworzenia biomimetykéw
hydrolaz triestréw fosforowych [27]
Figure 7. Monomers and template used by Say to produce biomimetics of triphosphate hydrolase [27]
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W celu wytworzenia efektywnych biomimetykéw hydrolaz triestrow kwasow
fosforowych, zdolnych do hydrolizy pestycyddw, Say z zespolem zsyntetyzowali poli-
mer z odciskiem molekularnym fosforanu dietylo-4-nitrofenylowego (pelnigcego
jednoczeénie funkcje substratu, Rys. 7a). Polimeryzacje monomeru funkcyjnego
(kompleksu metakrylanu histydyny-Cu(II), MAH-Cu(II), Rys. 7b) oraz monomeru
sieciujacego (dimetakrylanu glikolu etylenowego, EDMA, Rys. 7¢) przeprowadzono
metoda odcisku powierzchniowego (w obecnosci acetonitrylu jako porogenu) [27].
Zastosowanie MAH-Cu(II) pozwala na uzyskanie we wnece katalitycznej pKa zbli-
zonego do tego wystepujgcego w naturalnych enzymach (pKa = 6,2, dzigki obec-
nosci grupy histydylowej). Dodatkowo grupa histydylowa umozliwia polaryzacje
wigzania fosfor - tlen obecnego w czasteczce substratu. Zbadano réwniez wplyw
pH na aktywnos¢ katalityczng, a optymalne warunki reakcji ustalono dla pH = 9.

Autorzy, poréwnujac kinetyke Michealisa-Menten naturalnych enzymoéw
z wytworzonymi katalizatorami (w odniesieniu do analogéw fosforanu dietylo-4-ni-
trofenylowego), stwierdzili, ze przy zblizonej wartosci K_, zsyntetyzowany enzym
wykazuje mniejszg aktywnos$¢ molekularng (Tab. 2). Jednakze biomimetyki te moga
by¢ wykorzystywane kilkakrotnie bez znacznego zmniejszenia ich aktywnosci kata-
litycznej. Po 5 cyklach istnieje mozliwo$¢ ponownego uzycia katalizatora, a maksy-
malne zmniejszenie jego aktywnosci bylo réwne 17%.

Tabela 2. Poréwnanie parametréw Michaelisa-Menten dla polimeréw z odciskiem molekularnym (PIB-Cu,
NIPO-Cu), polimeréw kontrolnych (NIB-Cu, NIPO-Cu) i naturalnego enzymu [27, 28]
Table 2. Comparison of Michaelis-Menten parameters for imprinted (PIB-Cu, NIPO-Cu), non-imprinted
polymers (NIB-Cu, NIPO-Cu) and native enzymes [27, 28]
Polimer K, [mM] k., [min™]
PIB-Cu 1,28 1,58%10°
NIB-Cu 4,17 -
PIPO-Cu 0,18 3,10710°
NIPO-Cu 2,66 0,08*10”
fosfotrlesteraza- ' wyodrebniona  z 0,09*10° 1.3210°
Pseudomanas diminuta

Ten sam zespdt opublikowal w 2010 roku wyniki badan nad zmodyfikowa-
nym nanokompozytem z odciskiem molekularnym [28]. Zastosowano ten sam
wzorzec (Rys. 7a), monomer funkcyjny (MAH-Cu(II), Rys. 7b) oraz monomer
sieciujacy (EDMA, Rys. 7c), jako porogenu ponownie uzyto acetonitrylu. Jed-
nak tym razem calo$¢ zsyntetyzowano w obecnosci zmodyfikowanego smektytu,
gdzie funkcje modyfikatora pelnil bromek (2-metakryloiloksyetylo)-dimetylo-
heksadecyloamoniowy (MOEDMAC , Rys. 8) przedstawiony na rysunku ponizej:

16>



794 J. CZULAK, A. TROCHIMCZUK, A. JAKUBIAK-MARCINKOWSKA

CH,
CH,

0 /
HyC NN -
/ CHy B

0 HyC 14

Rysunek 8. Wzér srodka modyfikujagcego MOEDMAC, wykorzystanego przy tworzeniu nanokompozytéw
z odciskiem molekularnym [28]

Figure 8. Modifying agent MOEDMAC, used in formation of nanocomposites with molecular imprinting
(28]

Wiasciwosci fizykochemiczne i budowe zsyntetyzowanego katalizatora z odcis-
kiem molekularnym (okreslanego jako PIPO-Cu) poréwnano z katalizatorem bez
odcisku molekularnego (NIPO-Cu) oraz ze zmodyfikowanym (OM) i niezmo-
dyfikowanym montmorylonitem (M). Skfad ilosciowy uzyskanych katalizatoréw
potwierdzono poprzez badania w podczerwieni (FTIR). Chlonno$¢ wody byla
wieksza dla katalizatora z odciskiem, co wigze si¢ z obecnoscig wnek po wzorcu
(52% vs 48% dla katalizatora bez odcisku). Ta sama tendencja przeklada si¢ na cal-
kowitg powierzchni¢ pordéw, ktéra rosnie w kolejnosci M<OM<NIPO-Cu<PIPO-
-Cu (kolejno 35,6 < 37,1 < 48,1 < 77,1 mz/g). Zaréwno PIPO-Cu i OM wykazuja
wigkszg odpornos¢ na degradacje termiczng do 200°C niz M. Jak oczekiwano kata-
lizator z odciskiem molekularnym wykazuje wigksza aktywno$¢ katalityczng (k_/
K, niz polimer zsyntetyzowany bez obecnos$ci wzorca (387 razy). Jednocze$nie
aktywnos¢ molekularna (k, ) dla PIPO-Cu jest 20-krotnie wigksza niz dla wczesniej
opisanego katalizatora NIP-Cu [27]. Jednak uzyskane uklady wciaz wykazuja mniej-
szg aktywnos¢ katalityczng niz naturalne hydrolazy triestréw kwasu fosforowego
(Tab. 2). PIPO-Cu charakteryzuje si¢ duza selektywnos$cig w stosunku do fosforanu
dietylo-4-nitrofenylowego, a jego aktywnos¢ katalityczna (k, /K ) w tej reakcji jest
391 razy wigksza niz w przypadku hydrolizy analogu substratu (fosforotionianu
O-(4-nitrofenylo)-O,0-dietylowego).

Kolejnym przykladem ukladéw zsyntetyzowanych metoda odcisku powierzch-
niowego sa katalizatory wytworzone na bazie 4-winylopirydyny (Rys. 9a, seria A),
akrylonitrylu (AN, Rys. 9b, seria B) oraz trimetakrylanu 2-etylo-2-hydroksyme-
tylo-1,3-propanodiolu (TMPMA - monomer sieciujacy, Rys. 9d). Polimeryzacje
przeprowadzono w obecnosci wzorca (alkoholu p-metoksybenzylowego — MBA,
Rys. 9¢) oraz porotwdrczego rozpuszczalnika (cykloheksanolu) [29].
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Rysunek 9.  Wzory zwigzkéow uzytych do syntezy uktadéw MIP wykorzystywanych w reakcji utleniania
pochodnych fenoli [29]
Figure 9. Compounds used in the synthesis of MIPs applied in the oxidation of phenol derivatives [29]

W pierwszym etapie badan polimery otrzymano metoda odcisku objeto-
$ciowego. W serii B - po wprowadzeniu AN do mieszaniny polimeryzacyjne;j
- wykorzystano metode odcisku powierzchniowego przy zastosowaniu mono-
meru powierzchniowo czynnego (stearynianu 4- winylooksybutylowego, Rys. 9e).
Aktywno$¢ katalityczng sprawdzano w reakgji utleniania hydrochinonu (H,Q) oraz
2,5-di-tert-butylohydrochinonu w obecnosci nadtlenku wodoru. Sktad ilosciowy
zsyntetyzowanych katalizatoréw zostal potwierdzony w badaniach w podczerwieni
metodg FTIR. Wykazano, iz aktywno$¢ katalityczna wytworzonych uktadow zalezy
miedzy innymi od obecnosci jonéw miedzi(II) na etapie polimeryzacji oraz od
stopnia obsadzenia jonami metalu podczas reakcji (okreslanego, jako ilo§¢ milimoli
jonéw metali przypadajaca na jeden gram suchego polimeru [mmolCu*/g]). Ana-
liza EPR katalizatorow obsadzonych jonami metalu wskazala na istnienie centréow
aktywnych gltéwnie typu N202, gdzie jon miedzi(II) koordynuje dwie grupy piry-
dynowe oraz dwie grupy karboksylowe powstale w wyniku hydrolizy TMPMA lub
czasteczki wody. Tego typu kompleksy sg, obok N3O, najczesciej spotykane w natu-
ralnych enzymach miedzowych i s3 odpowiedzialne za ich duzg aktywno$¢ katali-
tyczna.

Poréwnujgc katalizatory z serii A (bez AN), ten o mniejszym obsadzeniu
(0,02 mmol Cu*'/g) wykazuje wieksza aktywnos¢ katalityczng (40% przereagowa-
nia H,Q) niz polimer o wigkszym obsadzeniu (0,04 mmolCu®"/g, 15%). Ta sama
tendencje mozna zaobserwowa¢ dla katalizatoréw z serii B, zawierajacych w swo-
jej budowie AN - zmniejszenie ilo$ci Cu(II) zwigzanej na nosniku polimerowym
pozwolifo na lepszg izolacje centréw aktywnych. Dodatkowo Kkatalizatory z serii
B majgce zblizone obsadzenie do katalizatoréw z serii A wykazuja znacznie lep-
sza aktywno$¢ katalityczng bez wzgledu czy zostaly otrzymane metoda odcisku
objetosciowego (0,03 mmol Cu**/g, 75% ubytku substratu) czy powierzchniowego
(0,02 mmol Cu**/g, 100%). Wprowadzenie akrylonitrylu jako drugiego monomeru
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spowodowalo zwigkszenie porowatosci oraz sztywnosci ukladu, utatwiajac wnika-
nie substratu do centrum aktywnego. Dodatkowo polarne grupy -CN zwiekszajg
oddzialywania substrat — matryca polimerowa, co jest widoczne jako wzrost aktyw-
nosci oraz selektywnosci ukladéw w stosunku do polimeréw bez AN. Jednocze$nie
zastosowanie metody odcisku powierzchniowego pozwolilo na zwigkszenie stopnia
przereagowania wzgledem hydrochinonu z 75% do 100%.

W przeprowadzonych badaniach te same uktady polimerowe wykazujg wigksza
aktywno$¢ katalityczna wzgledem drugiego substratu: 2,5-di-tert-butylohydrochi-
nonu. Jednoczesnie wzrost obsadzenia jonami metalu powoduje znacznie mniejszy
spadek stopnia przereagowania w poréwnaniu do reakeji utleniania hydrochinonu.

W kolejnych badaniach tego samego zespolu 4-winylopirydyne zastapiono
1-winyloimidazolem, jako analogiem grup histydylowych enzyméw, co jednocze-
$nie pozwolilo na dalsza modyfikacje w celu uzyskania ugrupowan bedacych ana-
logami cieczy jonowych, ktdre moga korzystnie wplywaé na $rodowisko reakeji
[30]. Modyfikacje wyjsciowych polimeréw MIP przeprowadzono w dwdch etapach:
poprzez alkilowanie a nastepnie wymiane jonéw bromkowych na aniony tetraflu-
oroboranowe lub trifluorooctanowe. Wszystkie polimeryzacje zostaly przeprowa-
dzone metoda odcisku powierzchniowego. Powstate ukfady, ktérych nie poddano
modyfikacji, wykazywaly mniejsza aktywnos¢ katalityczng w poréwnaniu do poli-
merdéw z 4VP (12% konwersji H,Q po 60 minutach; 0,05 mmol Cu®'/g). Aktywnos¢
katalityczna wzrosta jednak po wprowadzeniu wolnych, natadowanych grup usy-
tuowanych w centrum aktywnym wokot komplekséw z jonami miedzi(II), jedno-
cze$nie zauwazono, ze aniony trifluorooctanowe wplywaja na wzrost selektywnosci
oraz stopnia przereagowania H,Q bardziej niz aniony tertafluoroboranowe. Takie
zachowanie ukladéw jest ttumaczone przez silny efekt indukcyjny atomoéw fluoru
na grupy karboksylowe i wzrost sily kwasowej w centrum aktywnym, co wplywa
na lepszg stabilizacje reagentéw w trakcie modelowej reakcji. Jednoczesnie dlugo$é
tancucha alkilowego przy azocie grupy imidazoliowej nie wplywa na stopien kon-
wersji H Q (grupa etylowa, butylowa, pentylowa i heksylowa). W przypadku tak
zsyntetyzowanych katalizatoréw (analogi cieczy jonowej) nie zauwazono wplywu
obsadzenia jonami miedzi(II) w centrum aktywnym na aktywnos¢ katalityczna (jak
to miato miejsce w ukladach z 4VP). Dla przyktadu polimer z fancuchem penty-
lowym i anionami tetrafluoroboranowymi wykazywal nieznaczny wzrost stopnia
przereagowania z 80% do 86% przy zmianie obsadzenia z 0,06 na 0,03 mmol Cu*'/g.

Kolejnym przykladem na zastosowanie jonéw miedzi(II) w centrum aktywnym
sztucznych katalizatoréw sa wytworzone przez Lee, Bernarda i Liu uktady z chiral-
nymi ligandami bis-oksazoliny (Rys. 10a) jako monomerem funkcyjnym (4,4-bis-
-(4-fenylo-2-oksazolino)hepta-1,6-dien) , wykorzystywane do asymetrycznego uwo-
dornienia amin czwartorzedowych (w tym przypadku a-N-acetamidocynamonianu
metylu, MAC) [31].
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Rysunek 10. a) Wzdr substratu wykorzystanego do tworzenia ukladéw MIP dla zastosowan w reakcjach chiral-
nego uwodornienia, b) reakcja chiralnego uwodornienia MAC-u

Figure 10 a) Substrate used to create MIPs applied in a chiral hydrogenation reactions, b) the reaction of
a chiral MAC hydrogenation

Jest to pierwszy przyklad zastosowania jonéw miedzi(II) w katalizie chiralnej
- wcze$niej wykorzystywano metale takie jak ruten lub rod, ktére dawaty dobra
enancjoselektywnos¢ otrzymanego produktu (L enancjomeru). Wytworzony katali-
zator z odciskiem molekularnym Cu-MAC, w przeciwienstwie do ukladéw z jonami
Rh(I), charakteryzuje si¢ duzg enancjoselektywnoscig w kierunku D enancjomeru
(nadmiar enancjomeryczy - ee = 82%). Warto$¢ nadmiaru enancjomerycznego dla
tego ukladu jest prawie dwukrotnie wigksza niz dla polimeru kontrolnego (ee = 46%)
oraz 27-krotnie niz dla reakcji prowadzonej w $rodowisku soli miedziowej kwasu
trifluorometanosulfonowego (ee=3%) (rys. 10b).

1.2. UKLADY ZAWIERAJACE W SWOIM CENTRUM AKTYWNYM JONY Co(II)

Uklady zawierajace w centrach aktywnych jony kobaltu(II) wykazuja duza
zdolnos¢ katalityczna. Jako jedni z pierwszych badania nad nimi rozpoczeli Robin-
son oraz Mosbach, ktérzy w matrycy poli[4(5)-winyloimidazolowej], z monome-
rem sieciujagcym (1,4-dibromobutan) odwzorowali analog stanu przej$ciowego (fos-
fonian p-nitrofenylowy, Rys. 11a) [32].
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Rysunek 11.  Wzory substratu i wzorca uzytego przez Robinsona i Mosbacha w syntezie ukladéw MIP z jonami
kobaltu(IT) [32]

Figure 11.  Substrate and template used by Robinson and Mosbach in the synthesis of MIPs with cobalt(II)
(32]

Tak wytworzone katalizatory zostaly wykorzystane w reakcji hydrolizy octanu
p-nitrofenylowego (Rys. 11b). Uklady z odciskiem molekularnym wykazaty ok. 60%
zwiekszenie aktywnosci katalitycznej w stosunku do polimeru kontrolnego (syn-
tetyzowanego bez udzialu wzorca). Dodatkowo, w reakeji inhibitowanej wzorcem,
wraz ze wzrostem jego stezenia aktywno$¢ katalityczna znacznie zmalala, podczas
gdy w przypadku polimeru kontrolnego nie zauwazono takiej zaleznosci. Takie
wyniki sg potwierdzeniem obecno$ci wneki katalitycznej komplementarnej ksztat-
tem i funkcjonalnoscia do wzorca.

Prace nad podobnymi ukladami przeprowadzit Toorisaka [33]. Zastosowal on
technike odcisku powierzchniowego z wykorzystaniem specjalnie zsyntetyzowa-
nego monomeru (N[2-(1H-imidazolo-4-ylo)etylenoamid kwasu oktadeka-9-eno-
wego, 1C18IM, Rys. 12a) o duzej aktywnosci na granicy faz woda/olej. Jako wzorca
uzyto Na-tert-butoksykarbonylo-L-histydyne (Na-t-Boc-L-histydyne, Rys. 12c)
bedacy analogiem substratu (estru p-nitrofenylowego t-Boc-L-alaniny, Rys. 12b).
Aktywno$¢ katalityczna wytworzonych ukladéw sprawdzano w reakcji hydrolizy w
zaleznosci od rodzaju monomeru (1C18IM, 4VP), jego aktywnosci miedzyfazowej,
rodzaju rozpuszczalnika wykorzystanego w procesie hydrolizy oraz rodzaju sub-
stratu.
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Rysunek 12.  'Wzory zwiazkoéw uzytych do syntezy uktadéow MIP metoda odcisku powierzchniowego [33]
Figure 12.  Compounds used in the synthesis of MIP by surface imprinting method [33]

Wyniki wskazuja, iz zastosowanie nowego monomeru znacznie wplywa na
aktywno$¢ katalityczng w poréwnaniu z 4-winylopirydyna, ktora nie wykazuje
aktywnosci migdzyfazowej. W przypadku polimeréw z 4VP centra aktywne wyste-
puja réwniez w objetosci matrycy, przez co dostep do nich jest utrudniony i pew-
nym stopniu zablokowany. Stopien hydrolizy po godzinie dla polimeru z 1C18IM
dochodzi do okoto 100%, gdy dla katalizatora z 4VP nie osigga nawet 20%.

Zastosowanie rozpuszczalnikow organicznych o budowie liniowej lub rozgate-
zionej (n-tetradekan, izooktan) znacznie zwieksza aktywno$¢ katalityczng w porow-
naniu z rozpuszczalnikami o budowie cyklicznej (cykloheksan) i aromatycznej
(toluen, p-ksylen). W celu sprawdzenia komplementarnosci wnek zastosowano
substraty o r6znym stopniu podobienstwa do wzorca. Zgodnie z przypuszczeniami
reakcja hydrolizy przebiegla najefektywniej dla substratu najbardziej zblizonego
swojg budowa do wzorca. Podobnie jak w przypadku badann Mosbacha i Robin-
sona [32], przeprowadzono reakcje w obecnosci wzorca w réznym stosunku wzgle-
dem substratu. Wyniki ponownie potwierdzily, iz reakcje katalityczne zachodza
w wytworzonych na etapie polimeryzacji wnekach.

W pracy [34] wytworzono MIP-y z ukladem katalitycznym zblizonym do tego
wystepujacego w hydrolazach triestréw kwasu fosforowego. Podobnie jak w opisy-
wanej juz pracy [27] zsyntetyzowano monomer z L-histydyny oraz chlorku kwasu
metakrylowego, jednak jony miedzi(II) zastgpiono jonami kobaltu(II) (Rys. 7b).
Calosé¢ poddano polimeryzacji suspensyjnej w obecnosci EDMA, jako monomeru
sieciujacego oraz fosforanu dietylo-4-nitrofenylowego (Rys. 7a) jako wzorca (i jed-
noczesnie substratu). Polimeryzacje przeprowadzono metoda odcisku powierzch-
niowego. Uzyskane katalizatory z odciskiem molekularnym PIB-Co wykazuja wigk-
szg aktywno$¢ katalityczng w stosunku do polimeréw bez odcisku molekularnego
NIP-Co (K_""“ = 0,25 mM, K """ = 0,83 mM). Poréwnano réwniez wplyw
obecnosci wzorca w trakcie polimeryzacji na morfologi¢ i porowatos¢ uzyskanych
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polimeréw. Zaréwno powierzchnia catkowita poréw, powierzchnia mikroporéw
oraz udzial mikroporéw w calkowitej powierzchni poréw sg wieksze dla ukltadow
z odciskiem molekularnym w poréwnaniu do polimeréw kontrolnych. Natomiast
$redni wymiar poréw oraz $redni rozmiar perelek dla obu uktadéw jest zblizony.
Uklady bez odcisku molekularnego réwniez wykazuja zwigkszenie szybkosci reakeji
w poréwnaniu do reakcji niekatalizowanej, co wskazuje, Ze juz sama obecno$¢ grup
histydylowych wystarczy, aby reakcja zaszta. Dodatkowe badania wykazaly, ze stata
szybkosci reakeji ro$nie wraz ze wzrostem temperatury w zakresie 25-50°C. Jedno-
cze$nie wraz ze wzrostem energii aktywacji reakeji hydrolizy fosforanu dietylo-4-ni-
trofenolowego maleje jej wydajno$¢. Tak wytworzone uklady wykazywaly wigksza
aktywno$¢ katalityczng od wczesniej zsyntetyzowanych polimeréw z jonami Cu(II)
w centrum aktywnym (K_"*“*=1,28 mM) [27].

Po wielu badaniach nad reakcjami hydrolizy w obecnosci katalizatoréw poli-
merowych z odciskiem molekularnym Matsui, Nicholls i Mosbach zastosowali takie
uklady w kondensacji aldolowej do wytworzenia wigzan C-C [35]. Jako wzorzec
wykorzystano analog produktu posredniego (dibenzoilometanu, DBM), ktéry
odwzorowano w matrycy skladajacej si¢ z 4-winylopirydyny/styrenu/diwinyloben-
zenu (Rys. 13). Otrzymany katalizator poréwnano z trzema polimerami kontrol-
nymi: bez odcisku molekularnego, zsyntetyzowanymi w obecnosci jonéw Co(II)
oraz wzorca. Badania powinowactwa dibenzoilometanu do otrzymanego polimeru
przeprowadzono na kolumnie chromatograficznej HPLC, a jako faze stalg zastoso-
wano wytworzone wczesniej polimery. Najwieksza wartos¢ wspotczynnika retencji
(r) wobec DBM wykazal polimer zsyntetyzowany w obecno$ci kompleksu DBM
- Co(II) (r = 9,3), nieco mniejsza uktad wytworzony tylko z jonami kobaltu(II)
(r=7,0), najmniejsze powinowactwo do DBM wykazaly polimery zsyntetyzowane w
obecnosci jedynie DBM (r = 2,5) oraz bez odcisku molekularnego (r = 3,6). Wyniki
te wskazuja jednoznacznie, ze obecnos¢ jondw kobaltu(II) jest niezbedna do wytwo-
rzenia uklfadow katalitycznych o duzej selektywnosci wzgledem wzorca. Aktywnos¢
zsyntetyzowanych polimeréw zbadano w reakcji kondensacji acetofenonu i alko-
holu benzylowego. Zgodnie z przypuszczeniami najwigksza efektywnos¢ wykazat
uklad z odciskiem molekularnym kompleksu Co(II)-DBM. Wydajno$¢ reakeji byta
8 razy wieksza w pordwnaniu z reakcja prowadzong w srodowisku octanu kobaltu
i 2 razy wieksza dla katalizatora zsyntetyzowanego jedynie z jonami kobaltu(II).
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tworzenie sig 4VP - Co(ll) -

kondensacja
aldolowa

Rysunek 13.  Schemat wytworzenia wneki komplementarnej do wzorca oraz katalizowanej reakeji kondensacji
aldolowej [35]

Figure 13.  Scheme of formation of cavity complementary to the template and catalyzed aldol condensation
reaction [35]

Uktadami z jonami Co(II) zajeto si¢ rowniez jako kontynuacjg badan przedsta-
wionych w [29] zamieniajac jony Cu(II) na Co(II) juz na etapie polimeryzacji [36].
Syntez¢ prowadzono metoda odcisku objetosciowego (KO-Co) oraz powierzch-
niowego (KP-Co), a aktywno$¢ katalityczng sprawdzano w modelowej reakcji utle-
niania hydrochinonu. Powierzchnia wlasciwa (p) oraz $rednia szerokos$¢ poréw (s)
dla KP-Co byta mniejsza niz dla KO-Co (p = 70,11m’/g, s = 1119,41A dla KP-Co,
p = 136,53m’/g, s = 1336,35A dla KO-Co). Taka samg tendencje zauwazono dla
ukladow zawierajacych w swoich centrach aktywnych jony Cu(II). Ponownie zasto-
sowanie metody odcisku powierzchniowego poprawilo wlasciwosci katalityczne
KP-Co wzgledem KO-Co. Jednak stopien przereagowania hydrochinonu byt niz-
szy w obu przypadkach w poréwnaniu do polimeréw z jonami Cu(II). Dodatkowo
uklady KO-Co i KP-Co charakteryzowaly sie stabg stabilnoscig. Po okresie 10 mie-
siecy ponowne obsadzenie wnek katalitycznych jonami Co(II) bylo niemozliwe,
a co za tym idzie ukladéw tych nie mozna bylo wykorzysta¢ w ponownej reakeji
utleniania H Q.

1.3. UKLADY ZAWIERAJACE W SWOIM CENTRUM AKTYWNYM JONY Zn(II)

Prac nad uktadami zawierajacymi w swych centrach aktywnych jony cynku(II)
jest tylko kilka. Takie uklady czesto pojawiaja si¢ przy poréwnywaniu aktywnosci
ukladéw MIP z innymi jonami (gléwnie miedzi(II)). Cynk(II) jest takze zastepo-
wany innym metalem dla zwigkszenia stabilnosci i aktywnosci katalitycznej ukla-
dow.

Jedne z pierwszych badan nad ukladami katalitycznymi zawierajacymi jony
cynku(II) zostaly opisane w artykule Meng, Yamazaki i Sode [37]. Wykorzystu-
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jac jako monomery 4(5)-winyloimidazol, kwas metakrylowy (MAA) oraz DVB,
wytworzono centra aktywne nasladujace dzialanie fosfotriesteraz (PTE). Jako wzo-
rzec zastosowano fosfonian dietylo(4-nitrobenzylowy), bedgcy analogiem substratu
(fosforanu dietylo-p-nitrofenylowego). Szybkos¢ reakcji hydrolizy wzrosta 105 razy,
przy zastosowaniu MIP-6w z jonami Zn**, w poréwnaniu do reakcji zachodzacej
w buforze. Wprowadzenie odcisku powierzchniowego zwigkszylo aktywnos$¢ kata-
lityczng biomimetykéw PTE o 30%. Autorzy udowodnili réwniez, iz zastosowanie
kwasu metakrylowego poprawia aktywnos¢ katalityczng o 100% w stosunku do
MIP-6w niezawierajacych MAA. Grupy karboksylowe umozliwiaja odpowiednig
pozycje jonu metalu w centrum aktywnym, a dodatkowo wprowadzajg hydrofilowe
mikro$rodowisko (podobnie jak we wnekach katalitycznych PTE). Badania wska-
zujg réwniez, iz aktywnos$¢ molekularna k, wzrasta ponad dwukrotnie dla polime-
réw wytworzonych w nizszej temperaturze (4°C, polimeryzacja metoda radiacyjna,
k., = 4,44 min™). Dla poréwnania k_, dla uktadéw zsyntezowanych w 45°C wynio-
sto okoto 2,10 min™'. Takie wyniki mozna wyttumaczy¢ wplywem temperatury na
oddzialywania elektrostatyczne (monomery-wzorzec) — im nizsza temperatura tym
oddzialywania silniejsze. Pomimo odpowiedniego dobrania warunkéw syntezy
aktywno$¢ katalityczna takich ukladéw jest mniejsza niz dla naturalnych fosfotrie-
steraz.

a) b)
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Rysunek 14. Zwigzki wykorzystane podczas syntezy biomimetykéw karboksypeptydazy A z jonami cynku(II)
oraz substrat reakcji katalizowanej [38]

Figure 14.  Compounds used in the synthesis of biomimetics of carboxypeptidase A with Zn(II) ions and
substrate for the catalyzed reaction [38]
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Do$¢ obszerne badania nad wytworzeniem ukfadu z jonami Zn(II), nasladuja-
cego karboksypeptydaze A opisano w [38]. W celu opracowania efektywniejszych
MIP-6w sprawdzano aktywnos¢ katalityczng w zalezno$ci od uzytego monomeru
(monomer 1 - pochodna winylobenzamidyny — Rys. 14a, monomer 2 - pochodna
monomeru 1 zawierajaca trzy atomy azotu zdolne do tworzenia wigzan koordyna-
cyjnych — Rys. 4a), wzorca (wzorzec 1 - fosforan difenylu — Rys. 14b, wzorzec 2
— fosforan fenylo-2-pirydylowy — Rys. 4f) oraz obecnosci jonéw cynku w reakcji
hydrolizy weglanu difenylu (Rys. 4c). Polimery zsyntetyzowano z zastosowaniem
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metakrylanu metylu jako komonomeru oraz EDMA jako monomeru sieciuja-
cego. Wytworzone uklady wykazaly duzo wigkszg aktywnos¢ w poréwnaniu do
reakcji prowadzonej w buforze HEPES (w stosunku 1:1 z acetonitrylem). Dla poli-
meru P(14a/14b) wytworzonego z monomeru 1 oraz wzorca 1 bez udzialu jonéow
cynku(II), stata szybkosci reakcji byla ponad 450 razy wigksza od stalej szybkosci
reakcji w buforze. Zamiana monomeru na zwigzek z dodatkowa aminag trzecio-
rzedowa (Rys. 4a) oraz wprowadzenie jonéw cynku (PZn(4a/14b)) spowodowato
wzrost stosunku statych szybkosci do ok. 1800. Wprowadzenie pierscienia piry-
dynowego do wzorca (PZn(4a/4f)) dodatkowo zwigkszylo aktywno$¢ katalityczng
polimerdw (tab. 2), réwniez w poréwnaniu do naturalnych enzyméw. W celu spraw-
dzenia wplywu rodzaju wzorca oraz efektu odwzorowania na szybko$¢ prowadzonej
reakcji poréwnano je z polimerem kontrolnym, ktéry zostal zsyntetyzowany bez
obecnosci wzorca oraz jonéw cynku(II). Wyniki przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Poréwnanie wlasciwosci fizykochemicznych biomimetykow karboksypeptydazy A z jonami
cynku(II) w zaleznoéci od uzytego monomeru funkcyjnego [38]

Table 3. Comparison of the physicochemical properties of carboxypeptidase A biomimetics with Zn(II)
ions according as the functional monomer [38]

Polimer

(zastosowany monomer/ |k /k S - K /Ko K, [mM] |k, [min"]
WZOrzec)

P(14a/14b) 455 10,7 - - -
PZn(4a/14b) 1806 34,0 - - -
PZn(4a/4f) 3264 61,5 6900 2,01 0,035

k., — stala szybkosci reakcji katalizowanej polimerami z odciskiem molekularnym
k- stata szybkosci reakeji biegnacej w roztworze buforu HEPES
- aktywno$¢ molekularna

soln

k,

kat

Erdem w swoich badaniach skupit si¢ na badaniu morfologii wytworzonych
ukladow oraz jej wplywu na ich aktywnos¢ katalityczng [34]. Katalizatory zostaty
wytworzone poprzez polimeryzacje kompleksu metakrylohistydyny (MAH)
z jonami Zn(II) w obecnosci EDMA jako monomeru sieciujgcego oraz wzorca (fos-
foranu dietylo-4-nitrofenylowego — Rys. 7a), bedacego réwniez substratem reak-
cji kontrolnej. Zaréwno polimer kontrolny NIB-Zn (bez odcisku molekularnego
wzorca) jak i katalizator PIB-Zn wykazaly zwiekszenie poczatkowej szybkosci reak-
cji w stosunku do reakcji prowadzonej w roztworze buforu o pH = 9. Jednak polimer
z odciskiem molekularnym wykazal znacznie wigksza aktywno$¢ w pordwnaniu
z polimerem bez odcisku molekularnego (NIB-Zn) (Tab. 4). Zastosowanie wzorca
na etapie polimeryzacji spowodowalo réwniez zwiekszenie calkowitej powierzchni
poréw w PIB-Zn w poréwnaniu do NIB-Zn, przez co substrat ma znacznie tatwiej-
szy dostep do centréw aktywnych zawierajacych jony cynku.
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Tabela 4. Poréwnanie wlasciwodci katalitycznych ukltadéw MIP z jonami cynku(II) w centrum aktywnym
z polimerami kontrolnymi [34]
Table 4. Comparison of the catalytic properties of Zn(II) - MIPs with the control polymers [34]
Polimer K [mM] k., [min™]
PIB-Zn 1,18 1,19*10°
NIB-Zn 1,36 2,48*10°°

1.4. UKLADY ZAWIERAJACE W SWOIM CENTRUM AKTYWNYM JONY Ni(II)

Uklady zawierajgce jony niklu w swoim centrum katalitycznym sa nieliczne.
W naturze nikiel wystepuje na drugim stopniu utlenienia w centrum aktywnym
ureazy, ktéra jest odpowiedzialna za hydrolize mocznika do amoniaku i dwu-
tlenku wegla. Wzmianke na temat takich ukladéw mozna odnalez¢ w opisanym juz
weczesniej artykule Erdema, w ktdrym aktywnos¢ katalityczna i morfologia zostaly
poréwnane z ukladami zawierajacymi jony miedzi(II) lub cynku(II) [34]. Tak samo
jak w przypadku katalizatoréw zawierajacych pozostale jony tak i w tym przypadku
polimer kontrolny NIB jak i katalizator PIB wykazaly zwigkszenie poczatkowej
szybkosci reakeji w stosunku do reakcji prowadzonej w roztworze buforu o pH = 9.
Jednak w przypadku niklu wzrost ten jest znacznie wiekszy niz dla uktadéw z jonami
cynku (ok. 2,5 razy wigksza aktywno$¢ dla polimeru z odciskiem substratu). Réw-
niez w tym przypadku potwierdza si¢ zalezno$¢ aktywnosci katalitycznej od poro-
watosci, PIB wykazuje ok. 4,9 razy wigksza catkowita powierzchni¢ pordéw niz NIB
(Tab. 5).

Tabela 5. Poréwnanie wlasciwosci katalitycznych uktadéw MIP z jonami niklu(II) w centrum aktywnym
z polimerami kontrolnymi [34]
Table 5. Comparison of the catalytic properties of Ni(II) - MIPs with the control polymer [34]
Polimer K, [mM] k., [min™']
PIB-Ni 0,92 2,72*10™
NIB-Ni 0,96 4,4410°°

1.5. UKLADY ZAWIERAJACE W SWOIM CENTRUM AKTYWNYM JONY Fe(III)

Jony zelaza sa czesto wprowadzane do uktadéw MIP wraz z hemem, a nie jako
oddzielna jednostka. Biomimetyki peroksydaz z sukcesem wytworzono wykorzy-
stujac 4-winylopirydyne, akryloamid (ACM) oraz EDMA (monomer sieciujacy)
(Rys. 15). Aktywno$¢ katalityczng wytworzonych ukladéw sprawdzano w reakcji
utleniania kwasu homowanilinowego HVA w obecnosci nadtlenku wodoru [19].
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Rysunek 15.  Schemat odcisku molekularnego oraz wychwytu substratu przez polimer z odciskiem moleku-
larnym HVA [19]
Figure 15.  Scheme of active side and uptake of substrate by polymer molecularly imprinted with HVA [19]

Dodatkowo zostaly przeprowadzone badania wplywu ilosci monomeru sie-
ciujacego, hemu, komonomeroéw, a takze obecnosci odcisku molekularnego wzorca
(w tym przypadku substratu) na wydajnos¢ reakeji utleniania oraz wychwyt sub-
stratu. Te same badania poréwnawcze zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem
roznej zawarto$ci procentowej porogenu w mieszaninie. Zaréwno ilos¢ $rodka
sieciujacego jak i porogenu (aceton) majg znaczacy wpltyw na wychwyt substratu i
aktywno$¢ katalityczng uzyskanego ukladu. Najpierw wraz ze wzrostem ich zawar-
toéci K (wychwyt substratu) maleje a k/ K (wydajnos¢ reakcji katalizowanej)
wzrasta, po czym osiaga optimum i nastgpuje zmniejszenie (dla porogenu jest to
ilos¢ ok. 40% w mieszaninie, dla EDMA przy stosunku HVA:hem:ACM:4VP:EDMA
= 1:1:2:2:20). Zaréwno dodatek 4VP jak i ACM powoduje wzrost aktywnosci kata-
litycznej uktadu, brak odcisku molekularnego oraz obecnosci hemu - znaczne jej
zmniejszenie (Tab. 6).

Tabela 6. Wplyw zawartosci poszczegolnych skladnikéw mieszaniny polimeryzacyjnej na koncowe
wlasciwosci katalityczne i wychwyt substratu przez wytworzone uklady [19]
Table 6. The influence of components content in the polymerization mixture on the final catalytic proper-

ties and substrate uptake by produced systems [19]

Polimer HVA:hem:ACM:4VP:EGDMA K, [mM] k, /K, [M'min™]
P1 1:1:2:2:10 4,63 1,68*10°
P2 1:1:2:2:20 3,18 3,85*10°
P3 1:1:2:2:40 4,07 2,54%10"
P4 1:1:2:0:20 9,25 9,84*10
P5 1:1:2:4:20 2,32 1,36*10°
P6 1:2:2:2:20 2,51 5,39*10"
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Polimer HVA:hem:ACM:4VP:EGDMA K, [mM] k. /K, [M'min™]
P7 1:0:2:2:20
P8 0:1:2:2:20 9,89 5,05%107

Podobne uktady zostaly zsyntetyzowane przez Diaz-Diaz w celu wytworzenia
biomimetykéw chloroperoksydaz zdolnych do oksydacyjnej degradacji 2,4,6-tri-
chlorofenolu (TCP) [39]. Jako monomery zastosowano chloroporfiryne z jonami
Fe(III), metakryloamid (MA), 4-winylopirydyne oraz EDMA. Polimeryzacje prze-
prowadzono w obecnosci wzorca (TCP) oraz porotwoérczego DMSO. Dodatkowo
dobierano rézny stosunek MA:4VP (3:1, 9:1, 1:1), chcac wytworzy¢ centra aktywne
o zblizonym skfadzie aminokwasowym do chloroperoksydazy (3:1; zasada:kwas).
Aktywno$¢ katalityczng MIP-6w poréwnano z polimerami bez odcisku moleku-
larnego. Najwigksza wydajnos¢ reakcji katalizowanej, okredlanej jako k, /K , osia-
gnieto dla ukfadu 9:1 zaréwno dla polimeréw z odciskiem jak i bez odcisku moleku-
larnego. Wprowadzenie wzorca na etapie polimeryzacji spowodowalo zwigkszenie
wielkoéci poréw w matrycy polimerowej oraz wartoéci k_/K_z 3,8*10° do 4,5*10°
[M'min™"]. Jednak s3 to wartoéci wciaz znacznie mniejsze niz dla naturalnych
enzymoéw (ktére wahajg sie w granicach 10°-10").

NH,  NH,

Rysunek 16. Schemat centrum katalitycznego polimeréw z odciskiem molekularnym alkoholu nitrobenzylo-
wego [40]
Figure 16.  Scheme of active site of polymer molecularly imprinted with nitrobenzyl alcohol [40]

Jednym z nielicznych przykltadéw zastosowania jonéw zelaza(III) - wprowa-
dzonego bez uktadu porfirynowego, jest praca Suna, ktéry wykorzystat akryloamid
(AM) oraz EDMA jako monomery funkcyjne [40]. Wytworzone uklady zostaly
przebadane w reakcji utleniania alkoholi nitrobenzylowych (orto-, para-, oraz meta-,
Rys. 16), a ich zdolnos¢ katalityczng poréwnano z polimerami bez odcisku moleku-
larnego i bez jonéw Fe(III) (NIP) lub z jonami Fe(III) (Fe-NIP). Badania porowa-
tosci zsyntezowanych polimeréw jednoznaczne wskazuja na potrzebe zastosowania
jonow zelaza oraz wzorca w celu uzyskania odpowiedniej powierzchni oraz objetosci
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pordw. Zaréwno usunigcie wzorca jak i jondw zelaza(III) z mieszaniny polimeryza-
cyjnej powoduje zmniejszenie objeto$ci poréw z 0,25 [cm*/g] dla p-Fe-MIP do 0,09
[cm’/g] dla NIP, co przeklada sie na aktywno$¢ katalityczng. Autorzy zsyntezowali
katalizatory wykorzystujac jako wzorca odpowiednio para-, orto- oraz meta- nitro-
podstawione alkohole benzylowe. (p-Fe-MIP, o-Fe-MIP, m-Fe-MIP). Para-Fe-MIP
wykazywal najwigkszg aktywno$¢ katalityczng oraz selektywno$¢ w stosunku do
alkoholu para-nitrobenzylowego (80% i 85% odpowiednio dla roztworu p-nitrofe-
nolu i mieszaniny trzech pochodnych). Najwiekszy stopien konwersji alkoholu do
aldehydu wystepowal dla uktadow dla ktérych wzorzec byl jednocze$nie substra-
tem reakcji katalizowanej. Dla pozostalych pochodnych stopien przereagowania byt
znacznie nizszy (Tab. 7)

Tabela 7. Poréwnanie wlasciwosci katalitycznych ukladéow z odciskiem molekularnym alkoholu
nitrobenzylowego
Table 7. Comparison of the catalytic properties of molecular imprinted polymers with nitrobenzyl alcohol
Stopien konwersji alkoholu w aldehyd [%]
Polimer z roztworu danej pochodnej z mieszaniny pochodnych
0-NBA m-NBA p-NBA 0-NBA m-NBA p-NBA
NIP <5,0 <50 <50 - - -
o-Fe-MIP 65 37 51 70 28 31
m-Fe-MIP 39 69 58 27 72 32
p-Fe-MIP 36 42 80 29 40 85
Fe-NIP 34 33 49 - - -
Warunki 0.1 « katalizatora: 1.8 mmol substratu: 0,1 g katalizatora; (0,6 mmol 0-NBA; 0,6 mmol
katalizy 7 0n T O 1o 1 O BoCra gy | M-NBAs and 0.6 mmol p-NBA); 075 ml 30%
’ ey e H,0, 15 ml H,0; 80°C; 4 h
PODSUMOWANIE

Procesy katalityczne wcigz pelnig jedng z kluczowych rol w wielu gateziach
przemystu i nauki, a co za tym idzie, zapotrzebowanie na nie ciagle wzrasta. Bar-
dzo, istotne jest zatem opracowanie bardziej efektywnych i selektywnych katalizato-
réw, zdolnych do pracy w $rodowisku wodnym oraz w temperaturach nieznacznie
przekraczajacych temperature pokojowa. Wykorzystanie techniki wdrukowywania
molekularnego wraz z zastosowaniem jonow metali pozwala na otrzymanie ukta-
doéw katalitycznych nasladujacych naturalne enzymy, charakteryzujacych sie duzo
wigkszg stabilnoscig w czasie uzytkowania. Po wielu badaniach dotyczacych opty-
malizacji parametréw syntezy opracowano polimery z centrami aktywnymi zdol-
nymi mig¢dzy innymi do hydrolizy pestycydéw, reakeji Dielsa-Aldera czy reakeji
stereoselektywnych. Wyszczegélniono réowniez czg¢$¢ parametréow odpowiedzial-
nych za polepszenie wlasciwosci MIP-6w zawierajacych w centrum aktywnym jony
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metali. Stwierdzono, ze odpowiednio dobrana metoda polimeryzacji oraz $rodki
porotworcze znacznie polepszaja dostepno$¢ do miejsc aktywnych (co pozwala
zatem rowniez na polepszenie kinetyki prowadzonych reakcji). Dodatkowo zasto-
sowanie monomeréw, o grupach funkcyjnych zblizonych budowa do tych wyste-
pujacych w metaloenzymach, pozwolito na otrzymanie efektywnie pracujacych
katalizatorow polimerowych o zblizonej aktywnosci katalitycznej w stosunku do
naturalnych enzymoéw.
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