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ANOTACE

V této diplomové praci shrnuty mozné strategie ptipravy molekulérné otisténych polymert pro
selektivni zachyceni 1é¢iva Ibuprofenu z roztoku. Prakticka cast této diplomové prace shrnula
ptipravu takto otisténych polymerti kovalentnim pfistupem a nasledné vsadkové a pratocné
experimenty pro zachyceni Ibuprofenu, dale se tato prace zabyva selektivnim zachyceni
Ibuprofenu ze smési s Paracetamolem. Nakonec se také prostudovala moznéd recyklace a

znovupouZiti téchto materiala.

KLIiCOVA SLOVA

molekularné otiSténé polymery, Ibuprofen, syntéza, absorp¢ni kapacita

Annotation

This diploma thesis summarizes possible strategies for the preparation of molecularly imprinted
polymers for the selective capture of the drug Ibuprofen from solution. The practical part
summarized the preparation of such imprinted polymers by covalent approach and the
subsequent batch and flow experiments for the capture of Ibuprofen, this work also deals with
the selective capture of Ibuprofen from a mixture with Paracetamol. Finally, the possible

recycling and reuse of these materials was also studied.
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Seznam zkratek a znacek
ABCN - 1,1"-azobis(cyclohexankarbonitril)

ACN — acetonitril

AIBN — azobisisobutyronitril

BAPOs — fenylbis(2,4,6-trimethylbenzoyl)fosfin oxide
DCM - dichlormethan

DMF — N,N-dimethylformamid

DVB — divinylbenzen

EGDMA - ethylene glykol-dimetakrylat

HEMA — (2-hydroxyethyl)-metakrylat

Ibu — ibuprofen

MMA — methyl-methakrylat

MeOH — methanol

MMIP — magneticky molekularné otistény polymer
PCM - paracetamol

PVA — polyvinyl alkohol

THF — tetrahydrofuran

VBC — 4-vinylbenzyl chlorid



1. Uvod

Ibuprofen ((2RS)-2-[4-(2-methylpropyl)fenyl]propanova kyselina) je 1é¢ivo pattici do skupiny
nesteroidnich antiflogistik (1é¢i zanét) s antipyretickymi (snizujici horeCku) a analgetickymi
(tlumeni bolesti) vlastnostmi. V praxi se uziva pii bolesti kloubti, zubt, svall, hlavy a pii
menstruac¢nich bolestech. Nejcastéji se uziva ve formée tablet, sirupti a také ve form¢ masti a
gell pro lokalni podani. Na trhu je dostupny pod komerénimi nazvy jako Brufen®, Ibalgin®,

Ibumax®, Nurofen® aj.!*?

Ibu piisobi v lidském téle jako inhibitor enzymu cyklooxygenazy (COX), ktery je zodpovédny
za tvorbu prostaglandint.. Prostaglandiny hraji zasadni roli pfi zvySeni citlivosti neurond bolesti
a také zvySuji télesnou teplotu. Jako antiflogistikum piisobi na bunky imunitniho systému a
snizuje uvolnovani mediatorti zanétu. Ibu je pouZzivan v racemické smeési, R-enantiomer
podléha slozité interkonverzi na S-enantiomer in vivo a tento S-enantiomer se povazuje za

farmakologicky aktivnéjsi nez jeho epimer, timto se d4 docilit delsiho pisobeni podané davky.>
5

JelikoZ je Ibu povaZovén za tieti nejprodavanéjsi a nejpredepisovanéjsi 1é¢ivo na svété © je i
znacnym kontaminantem v Zivotnim prostedi (spole¢né s jeho metabolity). Jako hlavni zdroje
Ibu jsou odpadni vody z vyroby Ibu, odpadni vody z medikace hospodarskych zvitat, exkrece
lidi resp. zvitat a z Cistiren odpadnich vod. Pfi odstranovani Ibu z odpadnich vod mizeme

pouzit 3 strategie’’:

e Prvni zavisi na biologickych metodach, kdy se vyuzivaji mikroorganismy
k biotransformaci Ibu na mén¢ skodlivé latky jako jsou 3-isobutylfenol, Ibuprofen
acetat, dihydroxylIbuprofen a;.

e Druhd vyuziva chemickych reakci k odstranéni Ibu z odpadnich vod, mezi né patii
ozonizace, Gamma radiolyza, Fenton a Fenton-like procesy aj.

e Posledni strategie vyuziva fyzikdlnich metod, nejcastéji se jedna o rizné filtrace pies
aktivni uhli® nebo vyuziti molekularné otisténych polymerd (MIP z anglického
Moleculary Imprinted Polymers), kdy dochdzi k zachyceni polutantu (templatu)
v tomto piipadé Ibu do kavit vytvofenych rliznymi strategiemi ve vlastni polymerni

matrici.

Molekularné otisténé polymery (MIPs) jsou inovativni tfida materidli s Sirokym spektrem
pouziti, od separacnich technik po biomedicinu. Jsou navrZeny tak, aby specificky interagovaly

s cilovou molekulou (templatem), coz umoznuje selektivni zachyceni resp. detekci. Podstatou
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této techniky je vytvoteni kavity ve tvaru cilové molekuly (templatu), do které se nasledné mize
selektivné zachytit pouze molekula, podle které je kavita vytvofena. Obecné mizeme pii
ptipravé MIPs pouzit dvé odlisné strategie. Tyto strategie se li§i jakym zpiisobem je cilova

molekula (templét) vazdna na funkéni monomer!'*'3:

Nekovalentni pristup

Tento pristup je kvili jeho jednoduchosti a Siroké skale moznych funkénich monomerd nejvice
pouzivan ve vyzkumnych laboratofich. Dale ma rychlejsi vazebnou kinetiku oproti
kovalentnimu pfistupu.'® Jak uz nazev napovid4, templat je vdzany na funkéni monomer
pomoci nekovalentni interakce jako je vodikova vazba, iontova interakce nebo van der
Waalsovy sily (Schéma 1). Déle je nutné podotknout, ze takto pfipravené MIPs nevykazuji
jednoduchy vztah mezi zesiténim a U¢innosti, tento vztah je vZdy nutné ziskat empirickou

optimalizaci. Ptiklady pouzivanych funk¢énich monomert jsou v Tabulce 1

M
M
Me‘ e’ & Kavita é’
W :
é: Nekovalentni interakce : Polymerni matrice

Schéma 1 — Znazornéni nekovalentniho pfistupu pro ptipravu MIPs

Tabulka 1 — Piiklady funkénich monomert pro nekovalentni pfistup pripravy MIPs

CF
OH 8
/\n/ )\H/OH )\"/OH
0]
O 0

akrylova kyselina metakrylova kyselina 3,3,3-trifluoro-2-methylpropanova kyselina

[ [
COOH N 2N
4-vinylbenzenova kyselina 4-vinylpyridin 2-vinylpyridin

o )
[N/> \)LNHZ N

i N
1-vinyl-1H-imidazol akrylamid P

N-(4-methylpyridin-2-yl)akrylamid
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(Semi)kovalentni pFistup

Zde je templat vazany na funkéni monomer pomoci kovalentni vazby, ktera je zasadné silnéjsi
nez slabé vazebné interakce u nekovalentniho pfistupu, tato skutenost v praxi zpomaluje
adsorp¢ni kinetiku. Kovalentni vazba mezi monomerem a templatem je avSak pfitomna pouze
v polymerac¢nim kroku, po vymyti vznikd kavita ve tvaru templatu obsahujici zbytkovou
funkéni skupinou schopné interakce. Nasledné se do této kavity mize vazat templat, pro ktery
byla kavita navrzena, ale zde pouze ptes slabé vazebné interakce (nejcastéji vodikové vazby),
proto se tento piistup ob&as oznaduje jako semi-kovalentni (Schéma 2).'* Druhou, méné ¢astou
pouzivanou moznosti zpétného vazani templatu je prostiednictvim kovalentni vazby (typicky
polyoly se véaz jako boronestery na zbytkovou boronovou funkéni skupinu)'®!®. U
kovalentniho pfistupu také obecné plati, ze vice zesiténé MIPs pfipravené timto piistupem

vykazuji vy$§i G¢innost.!” Pouzivané funk&ni monomery jsou zobrazeny v tabulce 2.

7

MM
M:M «’ & Kaita ‘E’

é:NekovaIentni interakce : Polymerni matrice

v3%s: Chemicka vazba

& \Volna skupina schopna interakce

Schéma 2 — Znazornéni kovalentni pfistup pro ptipravu MIPs

Tabulka 2 — Piiklady funkénich monomera pro kovalentni ptistup pripravy MIPs

2
OfCI OfOH
metakryloyl chlorid cl metakrylova kyselina

1-( chlormethyl -4-vinylbenzen

Aoy ﬁ*oﬁv

anhydrid kyseliny metakrylové oxiran-2-ylmethyl metakrylat
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2. Teoreticka ¢ast

2.1.Pouziti nekovalentni pristupu
Vyzkumny tym K. Farringtona ptipravil MIPs pro selektivni zachytavani Ibu nekovalentnim
ptistupem. Jako funkéni monomery zvazili allylamin, 4-vinylpyridin a metakrylovou kyselinu.
Jako porogen pouzili DMF pro jeho aprotické vlastnosti a sitovadlo EGDMA. Jako iniciator
polymerace pouzili AIBN a templat z polymerni matrice odstranili horkym roztokem kyseliny

octové v methanolu (Schéma 3).

)H(O\/\OJ\”/ _ @

DMF AIBN 10% AcOH, MeOH
60 °C; 16 h

Kavita

: Polymerni
matrice

Schéma 3 — Ptiprava MIPs dle '8

Déle autoti zdlvodiuji velikost vazebné energie mezi Ibu a allylamidem (- 87.94 kJ/mol), kdy
dochazi k tvorbé tfi vodikovych vazeb mezi karboxylovou skupinou Ibu a amino skupinou
allylaminu (Obrazek 1). Dale konstatovali skutenost, Ze interakce mezi 4-vinylpyridinem a
Ibu neprobiha pouze mezi dusikem pyridinu a vodikem karboxylové skupiny Ibu, jak se obecné
uvadi. Tuto interakci oznacili za zanedbatelnou a jako hlavni interakci uvedli n- T stacking mezi
aromatickym jadry Ibu a pyridinu. Modelovaci experiment navrhl dvé mozné pozice
aromatickych systému, prvni tzv. face to face (Obrazek 2) a druhd edge on (Obrazek 3)

konformace.

Obrazek 1 — Interakce mezi Ibu a
allyaminem

Obrazek 2 — Face to face interakce
mezi Ibu a 4-vinylpyridinem
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Obrazek 3 — Edge on interakce mezi Ibu a 4-vinypyridinem

Z velikosti vazebné energie mezi Ibu a allyaminem lze usuzovat vcelku stabilni komplex, tuto
skutecnost potvrzuje 1 velice naro¢né vymyvani Ibu z polymeru, které se nepovedlo ani pfi
pouziti 10% roztoku kyseliny octové v methanolu nebo ACN, Ibu se uvoliioval vzdy pouze

v malém mnozstvi. Déle kdyZ jako porogen misto DMF pouzil ACN, doslo k vysraZzeni Ibu

z reakéni smési. Diky témto fyzikalné-chemickych faktori se autofi rozhodli nepouzit
allylamin jako mozny funk¢ni monomer. Vytadili také metakrylovou kyselinu kvili jeji malé
vypoctené vazebné energii (-11,8 kJ/mol) a déle pracovali pouze s 4-vinylpyridinem (vazebna

energie -54,62 kJ/mol).

Jako kvantitativni métitko aktivity polymeru pouzili autofi procentualni zachyceni Ibu
pomoci MIPs. To provadéli pridanim roztoku Ibu o koncentraci 10, 20 a 50 pg/ml do
znamého mnozstvi MIPs. Z diivodu Spatné rozpustnosti Ibu ve vod¢ se autoii rozhodli pouzit
ACN jako rozpoustédlo pfi zachytavajicich experimentech, kde ptisli k zavéru, ze ideélni
mnozstvi ACN je 10 %, kdy dojde k 98% zachyceni, ov§em zvySujici se podil ACN znacné
sniZuje procentualni zachyceného Ibu (Obrazek 4). Z toho usuzuji, ze zachytavani je zdsadné
ovliviiovano rozpoustédlem. Déle se autoii zabyvali jak pH ovliviiuje zachytavani a pfisli na
skute€nost, ze experiment nejlépe probiha pii pH=7, kdy material dosahoval, jak uz bylo diive

zminéno, 98% zachyceni. P¥i pH=5 dochazi ke sniZeni zachyceni o 20 p.b.!8

14
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Obrazek 4 — Sloupcovy graf ukazujici zavislost zachyceni Ibu na koncentraci ACN

Tym L. M. Madikizela se rozhodl ptipravit MIPs s vice jak jednim druhem templatu. Jejich
volbou bylo pouZit tii Casto vyuZzivana lIéCiva: naproxen, Ibu a diklofenak, které se hojné

objevuji v odpadnich vodach a v dneSni dob¢ je veliky zajem o jejich selektivni odstranéni.

Autofi ptipravovali MIPs dvoustupnovou polymeraci (Schéma 4). V prvnim kroku rozpustili
1,1'-Azobis(cyklohexankarbonitril) (ABCN) v toluenu, jako sitovadlo pouzili ethylen
glykol-dimetakrylat a nasledné provedli ¢aste¢nou polymeraci. Ve druhém kroku smichali
templaty naproxen, Ibu a diklofenak a ptidali 2-vinylpyridin, ethylen glykol-dimetakrylat s
ABCN. Smési z obou krokti byly spojeny a byla provedena vlastni polymerace. Po dokonceni
byly templaty vymyty 10% roztokem kyseliny octové v acetonitrilu.
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Zachytavaci experiment autofi provadeli z odebrané odpadni vody z Cisticky odpadnich vod

kterou spikovali 50 pg/l kazdého templatu (naproxen, Ibu a diklofenak) a upravili pH na

hodnotu 2,5. Do 10 ml této upravené odpadni vody piidali 50 mg MIPs a nechali smés 10

minut michat. Naadsorbovany MIPs byl promyt 10% methanolem, desorpce byla provedena

pomoci 20% kyseliny octové v ACN a koncentrace 1é€iv byla zjiSténa pomoci HPLC.

Autofi nejdiive prozkoumali vliv pH na zachytavani, jako optimalni ur¢ili pH=4,6 kdy jsou

ptitomné karboxylové skupiny ve protonované formé a dokazou tvofit vodikové vazby mezi

molekulou templatu a funkéni Casti kavity (Obrazek 5). Dale autofi zkoumali ¢as, za jaky

dojde k maximalni absorp¢ni kapacité. Z Obrazku 6 vyplyva, ze témetf maximalni absorpce

byla dosaZena uZz za 2 minuty. Z hlediska dosaZeni nejlepSich vysledku a konzistence autofi

provadéli kazdy zachytévajici experiment po dobu 10 minut. "
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Obrazek 6 — Graf ukazujici zavislost u€innosti extrakce na kontaktnim Case

Vyzkumny tym L. Monsera pfipravil MIPs pro selektivni zachytavani Ibu nekovalentnim
pfistupem a jako funkéni monomer zvolili akrylamid a nésledné tento MIPs pouzili na

selektivni zachyceni Ibu z lidské moci.

MIPs ptipravili nasledovné (Schéma 5): Ibu a akrylamid (funkéni monomer) rozpustili v DMF,
ptidali ethylen glykol-dimetakrylat, termicky inicidtor azobisisobutyronitril (AIBN) a provedli
polymeraci. Templat byl vymyt pomoci kyseliny octové v methanolu. Blank NIP byl pfipraven

stejnym zplsobem bez pfitomnosti templatl. Pro zachytdvaci experiment byla zvolena dvé
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rozpoustédla: ACN ve vodé a DMF ve vodé. Jak jiz bylo diive zminéno, pfitomnost
organického rozpoustédla je kriticka kvali malé rozpustnosti Ibu ve vodé a koncentrace Ibu
v téchto roztocich byla zvolena 9,7-10° mol/l. Porovnani zvolenych rozpoustédel a jak jejich

koncentrace ovliviiuje zachytavani jsou na Obrazku 7 a 8
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Obrazek 7 — Graf ukazujici zavislost zachyceni Ibu na % DMF
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Autofi provedli selektivni experiment zachytdvani Ibu zroztoku vedle ketoprofenu a
naproxenu jakozto farmakologicky velice blizkych 1é¢iv. Koncentrace vSech latek byla 20 mg/1
v 10% roztoku ACN ve vodé€. Znovuziskani téchto dvou 1éCiv je znacné nizsi nez u Ibu, pro
ktery byl MIPs ptipraven. Pro ketoprofen je tato hodnota 11 % a pro naproxen 28 %, tato
skutenost se da wvysvétlit nasledovné: ob¢ 1éciva ketoprofen a naproxen obsahuji dva
aromatické systémy oproti Ibu a dile maji tyto molekuly jinou velikost a tvar (Ibu 149,8 A;
ketoprofen 178,4 A; naproxen 151 A). Tento rozdil je nejvic zfejmy u ketoprofenu, kdy se
velikost oproti Ibu 1iSi vice jak u naproxenu. Autofi provedli zachytdvajici experiment 1
s neotiSténym polymerem a u n¢j byla hodnota zpétného ziskéani vSech 1é€iv konzistentni okolo

6 %.

Nakonec autofi prostudovali moznost zachytavat Ibu zlidské moci. Vzorek moci bez
pritomnosti Ibu byl upraven ACN (zplsobuje koagulaci bilkovin) a nasledné¢ byla uméle
nastavena koncentrace Ibu na 20 pg/ml. Po provedeni experimentu bylo z MIPs ziskéno zpé&t
85 % Ibu a u blank polymeru pouze 12 %. Toto potvrzuje mozné pouziti MIPs v Iékaiském

odvétvi na stanoveni Ibu v mo¢i ptipadné i v krvi. 2

2.2.Pouziti nekovalentniho pristupu spole¢né s nanotechnologii
Vyzkumny tym H. Fahriho se zabyval ptipravou MIPs a jako nosi¢ zvolili nanocastice Fe3O4
pro selektivni zachyceni Ibu. Fe;Os4 nanocastice autoii pripravili Koprecipitatni metodou.
FeSO4-7H>0 a FeCls-6H>O byl rozpustén v demineralizované vod¢, nasledné byl po kapkach
pridan NH4OH za intenzivniho michani a pti pH=9 vznikla ¢erna srazenina, ke které byla
pridana kyselina olejova (stabilizuje povrch ¢astic). Takto ptipravené FesO4 nanocastice byli

promyty a vysuseny.

Ptipravu magnetickych MIPs autofi provedli néasledovné: Jako monomery pouZzili Ibu,
metakrylovou kyselinu a jako sitovadlo pouzili DVB. Tuto prepolymeracni smés smichali s
vySe piipravenymi magnetickymi ¢asticemi FesOs4 a provedli termickou radikalovou
polymeraci, iniciovanou dibenzoyl peroxidem. Templat byl odstranén promytim ACN.
neotiStény magneticky polymer (MNIP) byl pfipraven bez pouZiti templatu. Celou reakéni
kaskadu popisuje Schéma 6.

19



o -

H 0 Kavita

pH=9 ACN; 70°C Vymyti
—_—
(BzO), ACN

X
A
¥
. JWOH

(0]
+

(o]

OH
: Polymerni matrice

Schéma 6 — Piiprava MIPs na bazi nanodastic dle?’

+ kyselina olejova

FeS0, 7H,0
FeCly-6H,0

Autofi s takto ptipravenym MMIP provedli vsadkové experimenty, kdy zkoumali zavislost
ucinnosti zachytavani na pH, délce experimentu a mnoZstvi polymeru. Jako rozpoustédlo pfi
zachytavacich experimentech autofi pouzili 50% methanol ve vodé. Pii zkoumani zavislosti na
adsorp¢ni izoterm¢ a termodynamickych studiich bylo pouzito 25 mg MMIP a 25 ml roztoku
Ibu o koncentraci 40 az 300 mg/ml a teplotu béhem experimentu udrzovali pii 25, 40 a 60 °C.
Pti studii adsorp¢ni kinetiky autofi pouzili 25 ml roztoku Ibu s koncentraci 50 mg/l a 25 mg

MMIP a délku experimentu zvolili na 10—150 min.

Pti studiu zavislosti pH na zachytavani autoti prozkoumali interval od pH=2-8 a vysledky jsou
na Obrazku 9(a). Optimalni adsorp¢ni kapacita je ziskana pii pH=3, se zvySujicim se pH
kapacita strmé klesa kviili deprotonaci samotného Ibu a OH skupina v kavité polymeru nemuze
vyhodné¢ interagovat. Dale autofi studovali zavislost délky experimentu na adsorp¢ni kapacite.
Naadsorbované mnozstvi Ibu na polymer se linearné zvySovalo az k dosazeni rovnovahy za 90
min. U blank MNIP doslo k nastoleni rovnovahy za 60 min. VSechny hodnoty jsou na Obrazku
9(b). Mnozstvi MMIP je taky velice diilezitd proménnd, autofi se rozhodli prozkoumat interval
od 10 mg do 30 mg. Koncentraci roztoku Ibu zvolili na 50 mg/l, pH=3 a ¢as experimentu byl
90 min. Z Obrazku 9(c) je zfejmé, Ze se zvysujici se mnozstvim polymeru se zvySuje adsorb¢ni
efektivita a sniZzuje adsorb¢ni kapacita. Tento efekt se da vysvétlit, ze s vétSim mnoZstvim
MMIP se zvySuje mnozstvi aktivnich kavit a timto 1 adsorb¢ni efektivita, ale tyto kavity jsou
vici sob€ navzajem kompetitivni, tudiZz dochazi ke snizeni adsorb¢ni kapacity. Z Obrazku 9(c)

je zfejmé, Ze optimalni mnozstvi MMIP pro zachytdvaci experiment je 25 mg. 2!
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Obrazek 9 — Graf ukazujici zavislost zachytu na pH (a), kontaktnim ¢ase (b) a mnozstvi sorbentu (c)

2.3.Pouziti nekovalentniho pristupu spole¢né s hybridni chitosan
hydrogelovou technologii

Vyzkumny tym J. Kurczewské se rozhodl pfipravit hybridni chitosan/molekularné otisténé
polymerni hydrogelové castice s obsahem Zzeleza pro selektivni zachyceni Ibu. Néasledné
prostudovali jak proménné jako pH, mnozstvi, koncentrace Ibu, Cas a teplota ovliviiuje
zachytavani templatu. Autofi ptipravili polymery suspenzni metodou nasledujicim zptisobem
(Schéma 7):

Jako monomery pouzili Ibu, MMA a sitovadlo EGDMA. Jako rozpoustédlo pouzili chloroform
a vlastni polymeraci provedli pomoci AIBN jako termicky katalyzator. Templat byl vymyt

pomoci roztoku vody, ethanolu a kyseliny octové a nasledné roztokem ethanolu a vody.

Autofi dale pfipravili mikrocastice molekularné otisténého polymeru (MIP™) obdobnou
metodou jako predchozi polymer (Schéma 7). Jako monomery pouzili Ibu, MMA a HEMA,
jako sitovadlo pouzili opét EGDMA a jako rozpoustédlo pouZzivali ACN. Templat byl vymyt
identicky jako v pfedchozi polymeraci. Blanky NIP a NIP™ byly pfipraveny identicky, pouze

bez pouziti templatu.
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Pouze u MIP™ 0

Chitosan hydrogelové Castice autofi pfipravili nasledovné (Schéma 8): Chitosan spole¢né
s FeCls byl rozpustén v kyselin€ octové a ndsledné byl do tohoto roztoku pfidan polymer (MIP,
MIP™, NIP nebo NIP™). Posléze byla tato disperze nakapana do roztoku NaOH a ziskané
hydrogelové castice (CS_Fe MIP, CS _Fe NIP, CS Fe MIP™ a CS Fe NIP™) byly promyty

a vysuSeny. Chitosanové hydrogelové castice bez polymerové matrice byly pfipraveny

AIBN o: L0 ‘0

18 h; 60 °C 0/}.’| Vymyti
_— —_— .
MIP: CHClg H,0, EtOH, AcOH Kavita
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Schéma 7 — Piiprava MIPs dle*’
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Schéma 8 — Piiprava hybridnich chitosan/MIPs hydrogelovych ¢astic dle?”

Dale se autofi zabyvali jak mnozZstvi absorbentu a pH ovliviiuje zachytavani Ibu. Pro mnoZzstvi
zvolili interval od 10 mg po 100 mg. Z Obrazku 10(a) patrné, Ze zvétSujici se mnoZzstvi
absorbentu negativné ovliviiuje absorpéni kapacitu. Toto autofi vysvétluji tim, Ze vétsi

mnozstvi absorbentu ztézuje Ibu piekonat prenos hmoty z kapalné do pevné faze. Studovanim
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pH autofi objasnili typy interakci mezi templatem a aktivni ¢asti absorbentu. Jak je z Obrazku
10(b) ziejmé, siln¢ kyselé prosttedi vykazuje relativné malou absorpéni kapacitu pro vSechny
pfipravené absorbenty. Absorpcni kapacita dosdhla maxima pro CS_Fe a CS_Fe MIP™ pii
pH=5aproCS_Fe NIP™ pfti pH=6. Autofi tuto skute¢nost vysvétluji tim, ze pii pH=>5 se zacina
Ibu vyskytovat ve vétsSim mnozstvi jako odpovidajici aniont (pKam,=4,9) a zac¢ind dochazet k
adsorpci fizenou jen elektrostatickou interakci (protonovany chitosan je kaniont a Ibu aniont).
Ovsem se zvysujicim se pH zanika u chitosanu kladné nabity naboj a elektrostatické interakce

uZ nejsou mozné.
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Obrazek 10 — Graf ukazujici zavislost adsorpéni kapacity na mnozstvi sorbentu (a) a pH (b)

Pocatecni koncentrace byla také vzata autory v tvahu a vyslo najevo, ze ma zasadni vliv na
adsorp¢ni kapacitu vSech pfipravenych adsorbentti (Obrazek 11b). Autoii prostudovali skalu
koncentraci od 0,1 mg/ml az po 2 mg/ml a zjistili, Ze zvySujici se koncentrace Ibu zvétSuje sily
potiebné k ptekonani bariéry mezi kapalnou a pevnou fazi potiebné k interakci mezi templatem
a aktivni ¢asti kavity. Ddle se v tomto experimentu ukazal rozdil mezi molekularné otist€énymi
latkami (MIPs) a mikromolekularné otiSténymi latkami (MIP™P). Nejlepsi pfipraveny material
pro tento experiment byl na bazi klasického MIP kviili jeho velkému povrchu a velikosti pori.
Jako proménna pro tyto experimenty je i samotny €as experimentu za ktery systém dosdhne
rovnovahy. U absorbentu bez polymeru (CS_Fe) doslo k dosazeni rovnovahy za nejkratsi Cas
(okolo 6 h), u ostatnich pfipravenych materialti doslo k dosazeni rovnovéhy za 12 h. VSechny

data jsou na Obrazku 11.
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Obrazek 11 — Graf ukazujici zavislost adsorpcni kapacity na ¢ase (a) a poCatecni koncentraci (b)

Pro tyto pfipravené materidly je dileZitda ekonomicka stranka resp. znovupouZiti téchto
materidlii. Ta se da provést desorpci zachycené¢ho templatu a néasledné znovupouziti. Jak je
z Obrazku 12 vidét, tyto materidly si udrzovaly adsorp¢ni kapacitu kolem 90 % do 4. cyklu.
Bohuzel, 5. cyklus ukazuje razantni pokles adsorpéni kapacity, coz autofi vysvétluji

nedokonalym vymyvanim templatu a obecné degradaci aktivnich center v polymerni matrici.
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Obrazek 12 — Graf ukazujici znovupouziti ptipravenych molekulové otisténych hydrogelovych ¢astic
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2.4.Pouziti nekovalentniho pristupu spole¢né s core@shell materialem
Vyzkumny tym Y. Yana se rozhodl pfipravit molekularné oti§téné nanokompozitni membrany
modifikované Au@polyanilinem pro selektivni zachyceni Ibu. Nasledn¢ provedli zachytavajici

a selektivni experimenty spole¢né€ s moznym znovupouzitim.

Celou syntetickou kaskadu autofi zacali ptipravou samotného Au@polyanilinu pomoci reakce
roztokli obsahujicich anilin s HCl a HAuCls s H2O2 (Schéma 9). Jako rozpoustédlo u obou
téchto roztokii pouzili ethylen glykol. Po ukonceni reakce byl produkt promyt a vysusen.

Takto pfipraveny Au@polyanilin autofi rozpustili v bezvodém THF spole¢né¢ s TEA a
nasledovala reakce s bromisobutyryl bromidem. Po ukonceni této reakce byl produkt (Br-

Au@polyanilin) promyt a opét vysusen.

HCI 9
NH
2 HAuCI, B“\*/H\Br
H20, 0
ethylen glykol Au -+ Au -+ Br

PVDF

X NH,

EGDMA
Ibu

CuBr/bipy
EtOH

Schéma 9 — P¥iprava MIPs na b4zi Au@polyanilinu dle??

Takto ziskany core-shell polymer s imobilizovanym inicidtorem pro radikalovou polymeraci
s ptenosem atomu (ATRP) byl ptfeveden na molekulové otiSténou nanokompozitni membranu
(MINcMs) na bazi Ibu pomoci reakce vySe pfipraveného Br-Au@polyanilinu s polyvinyliden
fluoridem (PVDF; zde slouZi jako porézni nosi¢ ptipravenych core-shell polymert a tvofi
strukturu samotné membrany). Takto byl ziskén, jak autofi referuji, odlévajici roztok. Samotna

nanokompozitni membrana byla pfipravena nalitim tohoto odlévaciho roztoku na sklenénou
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desku a naslednym konstantnim ponotovanim do destilované vody, kde probéhl proces inverze
fazi a koagulace. Po ukonceni vysSe popsaného procesu byla pfipravend nanokompozitni

membrana (NP-NcMs) roziezana skalpelem na malé kousky.

Posledni krokem ptipravy MINcMs na bazi Ibu je reakce Ibu, akrylamidu a EDGMA
v ethanolu a do takto pfipraveného roztoku byla pfidana cast dfive pfipravené membrany. Pted
vlastni polymeraci byl do roztok pfidan CuBr s 2,2-bipyridinem a byla provedena vlastni
radikalova polymerace. Templat byl vymyt pomoci roztoku kyseliny octové v methanolu
(95:5). Cela synteticka kaskdda je na Schématu 9. NeotiSt€éna kompozitni membrana

(NINcMs) byla ptipravena obdobnou metodou pouze bez pfidani templatu (Ibu).

Autofi provedli s vySe pfipravenou membranou zachytavajici experimenty kdy jeden kousek
MINcMs membrany byl pfidana do roztoku Ibu o koncentraci (50, 100, 200, 300, 400, 500 a
800 mg/l) v 0,4% NaOH a tato smés byla michana po dobu 2 hodin za laboratorni teploty.
Z Obrazku 13 je patrné, Ze pii zvySujici se koncentraci roztoku Ibu dochézi k ucinnéjSimu
zachytu Ibu na membrané. Déle autofi pozorovali, Ze neotisténd nanokompozitni membrana
(NINcMs) méa 4% nizsi absorpcni vlastnosti nez membrana ptimo designovana piimo pro zachyt
Ibu.
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Obrazek 13 — Graf ukazujici zavislost zachytu na pocate¢ni koncentraci

26



Autoii také provedli métfeni zavislosti zachyceni na cCase, pro tento experiment zvolili
koncentraci Ibu 500 mg/l opét v 0,4% NaOH. Hodnoty jsou na Obrazku 14 a z dat Ize vy¢ist,
ze u neotiSténého materialu dochazi saturaci mnohem dfive, nez u otisténého materialu coz
naznacuje, ze otiStény material obsahuje na i pod povrchem rovnomérné rozmisténé veliké
mnozstvi aktivni kavit. Oproti tomu u neotisténé¢ho materialu dochazi k adsorpci Ibu na povrch
bez interakce s jakoukoli kavitou a to pouze v malém mnozstvi, timto je saturace dosaZena

témer v polovicéni ¢as.
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Obrazek 14 — Graf ukazujici zavislost zachytu na délce experimentu
U takto pripravenych materiala je dilezita také selektivita samotného zachytavani. To se autofi
pokusili ovérit s dalsim le¢ivem stejné farmakologické skupiny ketoptofenem. Jak je
z Obrazku 15 vidét, v Sirokém rozmezi koncentraci je MINcMs membrana vyrazné

selektivnéjsi k Ibu.
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Obrazek 15 — Graf ukazujici zavislost selektivitu Ibu vedle Ketoprofenu
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Pti porovnani hodnot zachyceni Ibu na neotistény material a adsorpce ketoprofenu na otistény
material (navrzeny pro Ibu) z Obrazki 14 a 15 Ize pozorovat podobné hodnoty, coz naznacuje

podobny proces adsorpce Ibu resp. ketoprofenu na povrch materiala.

Dulezity parametr pro primyslové pouziti takto pfipravenych membran je i moznost jejich
regenerace a znovupouziti. Jak je vidét z Obrazku 16 po 5. recyklacni cyklu dochazi jen
k malému snizeni kapacity materialu, toto snizeni kapacity autoii vysvétluji casteCnou

degradaci kavit z divodu opétovného vymyvani roztokem kyseliny octové v methanolu
(95:5).2
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Obrazek 16 — Sloupcovy graf ukazujici zachyt Ibu po kazdém regeneracnim cyklu

2.5. Pouziti kovalentniho pristupu
Vyzkumny tym L. Zhouna se zabyval pfipravou MIPs semi-kovalentnim pfistupem na bazi
organicko-anorganickych sol-geli pro selektivni zachyceni Ibu. Nasledné prostudovali jak
teplota a Cas ovliviluje zachytavani Ibu a nésledné se pokusili selektivné zachytit Ibu vedle
ketoprofenu, naproxenu a aspirinu. Molekuldrn€ otistény polymer na bazi sol-gelu autofi

pfipravili n€kolika stupfiovou syntézou (Schéma 10):

Prvni reakéni stupenn je syntéza 4,4’-dinitroazobenzenu, kde 4-nitroanilin reagoval s
(NH4)2S20s8 v prostfedi kyseliny sirové. Nasleduje redukce tohoto dinitro derivatu na
4,4’-diaminazobenzen (DAAP) pomoci NaxS v ethanolu. Dal§im krokem je ptiprava
4-isobutylfenyl-2-propionyl chloridu (BPPC) reakci Ibu s thionylchloridem. Tento intermediat
je poté pouzit k vytvoreni 4,4’-di[2-(4-isobutylfenyl)-propanamid]azobenzenu (DBPP-AZO)
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reakci s 4,4’-diaminazobenzenem v tetrahydrofuranu a triethylaminu. Nasleduje modifikace
DBPP-AZO reakci s 3-iodopropyltrimethoxysilanem v dimethylsulfoxidu a hydroxidu
draselném  pro  zavedeni triisopropoxysilyletherovych  skupin, ¢imz  vznikd

4,4’-di[2-(4-isobutylfenyl)-N-(Triisopropoxysilyl)propanamid]azobenzen (DBTPSP-AZO).

Pro ptipravu samotného sol-gel materidlu se vyuziva tetracthyl orthosilikatu, ktery reagoval s
kyselinou chlorovodikovou v ethanolu. Kone¢ny MIP material je pfipraven reakci predchoziho
DBTPSP-AZO produktu s timto sol-gel prekurzorem v dichlormethanu. Templat se ze

piipravené¢ho polymeru vymyva hydroxidem draselnym v ethanolu. Sorpce a desorpce je

identickym postupem, avSak bez ptidavku Ibu.

znazornéna na Schématu 11. Paralelné byl pfipraven neotiStény sol-gel polymer (NIP)
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Schéma 10 — Pfiprava MIPs na bazi sol-gelt dle**
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1) HCI, H,0

2) EtOH, AcOH

. : Polymerni matrice

Schéma 11 — Znazomeéni sorpce a desorpce na piipraveny MIP

Autofi s takto ptipravenym MIP na bazi sol-gel materiala provedli adsorp¢ni experimenty, kde
studovali adsorp¢ni kapacitu pro Ibu pii zvySujici se koncentraci, teploté a ¢asu. Z Obrazku
17 je ztejmé, optimalni teplota pro zachytavani je 56 °C a se snizujici se teplotou se efektivita
adsorpce snizuje. Stejny trend Ize pozorovat i u zavislosti zachyceni na koncentraci, pii vyssi
koncentraci roztoku Ibu dochazi k vétsimu zachytu. Autofi provedli identicky experiment
s NIP a vysledky jsou opét na Obrazku 17, ze kter¢ho lze vidét, Ze neotiStény material ma
pouze polovicni kapacitu oproti otisténému. Tato skutenost je zplisobena absenci kavit

velikosti a tvaru Ibu, tudiz dochazi pouze k povrchové adsorpci Ibu.

25 5

ot
0.0 05 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0

C(mmol/L)
Obrazek 17 — Graf ukazujici zavislost zachytu na pocate¢ni koncentraci zachytavajiciho roztoku pfti 56, 45, 35 a 25°C
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Dale autofi studovali zavislost zachyceni na kontaktnim Case opé€t pfi rtuznych teplotach.
Z Obrazku 18 je vidét, ze adsorpee strmé stoupala ptiblizné 80 minut a nésledné uz dochézelo
pouze k pomalému ristu. Po 3 hodinach systém dosahl rovnovahy, jinymi slovy z téchto dat
vyplyva, ze pti zacatku experimentu jsou vSechny kavity dostupné k adsorpci Ibu a postupné
dochazi k obsazeni. Po urcitém case dojde k obsazeni nejdostupnéjSich kavit a Ibu musi
proniknout pod povrch materidlu coz vlastni adsorpci znesnadiiuje. Opét je také ziejmé, ze

neotistény material (NIP) ma polovicni kapacitu oproti otisténému.
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Obrazek 18 — Graf zobrazujici zavislost zachytu na kontaktnim case

Autofti také ovérili selektivitu pfipraveného materidlu, kdy provadéli zachytavani Ibu vedle
ketoprofenu, naproxenu a aspirinu. Autofi zvolili tyto lé¢iva kvili jejich molekularnich
podobnosti a/nebo kvili jejich podobnym farmakologickym U€inkliim. Z Obrazku 19 lze
vycist, Ze Ibu ma nejucinnéjsi adsorpci, u zbytku 1é€iv je adsorpce velice blizkd, coZ naznacuje
podobny mechanismus adsorpce na povrch materialu ktery je nezavisly na tvaru molekuly. Pro

NIP je adsorpce stejné pro vSechny pouzitd 1é¢iva, coZ naznaduje neselektivitu adsorpce.?
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Obrazek 19 — Sloupcovy graf zobrazujici selektivitu pfipraveného materialu k Ibu

Vyzkumny tym H. S. Alsalema pfipravil molekulové otiSténou resorcinol-formaldehydovou
pryskyfici pro enantioselektivni separaci racemické smési (+)-Ibu. Nésledné prostudovali jak
pH a pocatecni koncentrace ovliviiuje selektivni zachyceni a separaci enantiomert Ibu z jejich

racemického roztoku.

Recinol-formaldehydovou pryskyfici pfipravili autofi pomoci reakce Ccistého (S)-Ibu
s 4-aminoresorcinolem  (S-IBU-ARS). Nasledn¢ byla provedena pfiprava vlastni
recinol-formaldehydové pryskyfice reakci monomeru nesouci templat (S-IBU-ARS)
s resorcinolem v DMF a naslednym piidanim HCI. Poté byla pryskyfice vytvrzena a templat
byl vymyt pomoci roztoku NaOH a HCI. Neotisténa pryskytice byla piipravena obdobné, pouze
misto S-IBU-ARS autofi pouzili pouze 4-aminoresorcinol. Cela rek¢ni sekvence je na

Schématu 12.
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Schéma 12 — Piiprava MIPs na bézi recinol-formaldehydové pryskyfice dle?

Pro vSechny zachytavajici experimenty autofi pracovali s 50% EtOH jako rozpoustédlem. Pfi
zkoumani zavislosti zachytavani na pH autofi pracovali s 50 ml roztoku (S)-Ibu o koncentraci
9,7-:10"* mol/l a s 50 mg oti§téné recinol-formaldehydové pryskyfice resp. neotisténé resorcinol-
formaldehydové pryskytice, experiment provadéli 4 h pii 30 °C. Maximalni kapacitu
zachytavani autofi pozorovali v rozmezi pH 57 a kapacita se postupn¢ snizovala pti piechodu
do alkalické nebo bazické oblasti viz. Obrazek 20. Autofi to vysvétluji tim, ze pii nizsich
hodnotach pH dochézi k protonaci aminovych skupin v aktivni kavité a také mozné protonace
karbonylové a hydroxylové skupiny Ibu, coZ upravuje vlastnosti kavity resp. templatu a snizuje
ucinnost adsorpce. Naopak pfi pirechodu do bazické oblasti je v roztoku ptitomen (S)-Ibu
ptevazné ve formé aniontu coz také snizuje adsorpcni kapacitu, snizeni neni ovSem tak drastické
jako v kyselé oblasti, protoze muize dochdzet k aniont-kationt interkaci mezi (S)-Ibu a

aminovou skupinou kavity.
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Obrazek 20 — Graf zobrazujici zavislost zachyceni na pH

Pti experimentech studujici rozdilnou poc¢atecni koncentraci autoti pouzili 50 mg otisténého

materidlu a pracovali s 50 ml roztoku obou enantiomera Ibu, koncentraci zvolili v rozmezi od

1,2x10* do 1,9%107* mol/l a pH upravili na hodnotu 7. Experiment opét provadéli 4 h pii 30

°C. Data pro otistény i neotistény polymer jsou na Obrazku 21. Z dat je ziejmé, Ze (S)-Ibu

pro ktery byl material navrzen vykazuje nejvyssi u¢innost adsorpce, naopak pro (R)-Ibu je

adsorpce mén¢ nez polovicni. Naopak u neotisténé¢ho materidlu maji oba enantiomery

totoznou adsorpcni kapacitu coz naznacuje odliSny mechanismu interakce polymer/templat

nez je adsorpce do pfedem vytvotrenych kavit.
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Obriazek 21 — Graf ukazujici zavislost zachytu na pocatecni koncentraci zaéhytzivaj iciho roztoku
pro S,R-Ibu se otisténym sorbentem S-IPAR (a) a neotisténym CAR (b)
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Nakonec autofi pouzili pfipraveny material pro chirdlni separaci enantiomert Ibu. Na
pratokovy experiment pouzili kolonu nasypanou z 5 g otisténé pryskyfice a tu promyvali 50
ml téméf racemického roztoku Ibu o koncentraci 0,24 mol/l, vyslednou optickou Cistotu
méfili polarimetricky. Zachytavajici roztok (5)-Ibu mél 58% ee a po pruchodu kolonou se
opticka Cistota zvedla na 78 % ee. Pfi pouziti neotisténé pryskytice nedochdzelo k preferenci

sorpce jednotlivych enantiomerd a optickd ¢istota se neménila.?
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Obecna cast

Spektra v infracervené oblasti byla métfena na pristroji FT-IR Nicolet iS50, technikou zeslabené
uplné reflektance (ATR) na jednoodrazovém diamantovém krystalu, ve stfedni infracervené
oblasti, v rozsahu vlno&tii 4000 — 400 cm ™! se spektralnim rozliSenim 4 cm™'. Oblast absorpce
diamantového krystalu (1900 — 2400 cm™') byla, v ptipadé absence charakteristickych pasti v

této oblasti, ze spekter odstranéna.

NMR spektra byla méfena pii 25°C na piistroji Bruker Ascennd™, vybavenym 5 mm

sirokopasmovou gradientni kryosondou (CryoProbe™ Prodigy) sinverzni detekci,
pii frekvencich 500,13 MHz ('H), 125,79 MHz (*C), a Bruker AVANCE III pti frekvencich
400,13 MHz ('H) a 100,62 MHz ('3C). Veskeré pulzni programy byly pievzaty z knihovny

programl dodavanych firmou Bruker.

"H NMR spektra byla kalibrovana v deuteriochloroformu (CDCls) na interni tetramethylsilan
(TMS) (6=0,00 ppm). 3C NMR spektra byla kalibrovana na stiedovy signal CDCl;
(6 =77,0 ppm). Uhlikovda NMR spektra byla méfena s Sirokopasmovym dekaplinkem protonti

standardnim zptisobem nebo s pomoci pulzni sekvence APT.

UV-VIS spektra byla méfena na piistroji HP 8453 s pouzitim kiemenné kyvety se snizenym

objemem (0,7 ml) a optickou drahou 1 cm. Spektra byla zpracovana v programu Spectragryph.

Pro pritocné experimenty byla navrZzena a sestavena home-made napliova polyethylenova
napliova kolona. Jako plast’ kolony byl pouzit ochranny obal na jehlu pro kolenni punkci.
Trubice byla na obou koncich ukoncena fitinkami pro HPLC nerezové kolony ziskané od fy
Merck. Jako ucpavka byla pouzita teflonova kapilara a jako frita smotek bunicité vaty. Pro
sledovani koncentrace eluatu byl pouzit ECOM LCD2084 detektor nebo a pro experimenty
sledujici selektivitu byl pouzit SYKAM S3210 diode array UV—Vis detektor. Pro davkovani

smési do kolony byla pouzita vysokotlaké linearni ddvkovaci pumpa NE-8000.

Hmotova spektra byla métena na GC/EIMS konfiguraci sestavajici z plynového chromatografu
Agilent Technologies 6890N (HP-5MS délka kolony 30 m, I.D. 0.25 mm, film 0.25 um)
opatfeného hmotovym detektorem Network MS detector 5973 (EI 70 eV, rozsah 33-550 Da).

Chemikalie byly potizeny od spolecnosti Sigma-Aldrich, Acros Organics, TCI, Alfa Aesar,
Fluorochem nebo Penta a pouzivany bez dalsiho ¢isténi. Flash chromatografie byla provadéna

na piistroji Reveleris® X2 na kolonéch naplnénych silikagelem. Tenkovrstva chromatografie
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byla provadéna na aluminiovych desti¢kach potazenych silikagelem SiO; s vizualizaci pomoci

UV lampy (254 nebo 366 nm).

3.2. 4-vinylbenzyl-2-(4-isobutylfenyl)propanoat

(0] (@]
Cl
OH (0]
DBU, ACN
+ e

Reflux

60 min
A

Do 100 ml banky byl ptedlozen Ibu (2 g; 9,7 mmol), ktery byl rozpustén v 25 ml ACN (HPLC
Cistota) a nasledné byl do této reakéni smési predlozen DBU (2,2 ml; 2,24 g; 14, mmol) a VBC

(1,2 ml; 1,3 g; 8,5 mmol). Reakéni smés byla zahtivana k varu. Po 1 h byla provedena GC-MS
analyza kde byl identifikovany majoritni pik produktu. Reakéni smés byla nasledné odpatena
na vakuové rotatni odparce a surovd smées byla podrobena flash chromatografii

(hexan—EtOAc). Produkt byl ziskdn ve formé bezbarvého oleje (2,02 g; 6,26 mmol; 73 %)

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 7.36 — 7.31 (m, 2H), 7.21 — 7.15 (m, 4H), 7.12 — 7.06
(m, 2H), 6.69 (dd, J = 17.6, 10.8 Hz, 1H), 5.73 (d, ] = 17.5 Hz, 1H), 5.24 (d, J = 10.8 Hz, 1H),
5.12 — 5.03 (m, 2H), 3.74 (q, ] = 7.2 Hz, 1H), 2.45 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 1.89 — 1.79 (m, 1H),
1.50 (d, J=7.1 Hz, 3H), 0.90 (d, J = 6.6 Hz, 7H).

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & 174.55, 140.63, 137.69, 137.41, 136.45, 135.69, 129.41,
128.11, 127.32, 126.33, 114.22, 66.10, 45.22, 45.11, 30.29, 22.47, 18.49.

3.3. Priprava separaé¢ni faze pro kopolymeraci

Do kadinky se 400 ml demineralizované vody byl pfedlozen NaCl (15 g) a PVA (1,34 g). Smés
byla pfivedena za stdlého michéani k varu a nasledn¢ byla pfefiltrovana do tfihrdlé hruSkové

banky kde byla smés degasovana Ar po dobu 20 minut.

3.4. Priprava polymeru (P35 a P50)
Do tfihrdlé hruskové banky se separacni fazi byl injekéni stfikaCkou pies injekéni jehlu
nadavkovan roztok 4-vinylbenzyl 2-(4-isobutylfenyl)propanoétu (1,5 g; 4,6 mmol), DVB
(0,75 g; 50% nebo 80% roztok v ethylstyrenech), PEG-VBE (114,75 mg; My, = 5000 g/mol) a
BAPOs (66 mg) v Bn20O (2,4 ml). Otacky na magnetické michacce byly nastaveny na 450 rpm
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a polymerace byla provadéla pod inertni atmosférou Ar. Smés byla osvétlovana bilym svétlem
o barevné teploté¢ 6000 K, svételném toku 756 Im a vykonu 17 W ze vzdalenosti polymeracni
banky od svételného zdroje 2 cm po dobu 24 h. Po ukonéeni polymerace byla smés prevedena
do kadinky s demineralizovanou vodou (400 ml) a surovy polymer byl dekantovan a nasledné
promyt DEMI vodou (3 % 300 ml), MeOH (3 x 100 ml) a THF (3 x 100 ml). Surovy polymer

se dale nezpracovaval a byl hned nasazen do dalsiho reak¢éniho kroku.

T35: FT-IR (ATR; cm™'): 3019, 2924, 2868, 1723, 1605, 1512, 1450,1378 1199, 1154, 846,
796, 708

T50: FT-IR (ATR; cm™'): 3020, 2922, 2667, 1732, 1603, 1511, 1449, 1378, 1329, 1199, 1153,
1070, 796, 708

3.5. Hydrolyza polymert

Surovy polymer (P35 nebo P50) byl predlozen do Erlenmeyerovy baiiky spolecné s THF (75
ml) a MeOH (75 ml) a nasledné byl pfidan po malych ¢astech sodik (2-4 g), vznikla smés byla
ponechana michat po dobu 16 h. Polymer prosty templatu byl nasledné¢ promyvan pomoci
Soxletova extraktoru smési THF/H2O (4:1) po dobu 24 h. Posledni promyti bylo provedeno
DCM (3 x 100 ml) a ziskany produkt byl namlet v tfeci misce na jemny prasek. Takto bylo
ptipraveno 1 g otisténého polymeru se zesiténim 35 % (P35) a 1,05 g otiSténého polymeru se
zesiténim 50 % (P50), coz predstavuje 84% vytézek P35 a 74% vytézek PS0. Prakticky vytézek
pro otisténé polymery byl pocitan podle Obrazek 22.

Obrazek 22 — Rovnice pro vypocet praktického vytéZku otiSténych polymeri
.y PV
% Vytézekyps = x 100

monomer MFMT FMT

Kde:

Mmonomer = Navazka vSech monomert [g]

mpmt = navazka funkéniho monomeru [g]

Mrm = molekulovd hmotnost funkéntho monomeru [g/mol]

Memt = molekulova hmotnost funk¢ntho nomomeru s navazanym templatem [g/mol]

PV = prakticky vytéZek otisténého polymeru po odstranéni templatu [g]
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P35: FT-IR (ATR; cm™): 3563, 3377, 3016, 2919, 2869, 1603, 1510, 1420, 1372, 1013,893,
798, 706, 536

P50: FT-IR (ATR; cm™'): 3563, 3377, 3016, 2919, 2869, 1603, 1510, 1420, 1372, 1013, 798,
706, 536

3.6. Sorp¢éni experimenty v saidkovém usporadani
Kinetické studie byly provadény ve vialkdch naplnénych 100 mg otisténé¢ho polymeru a 1 ml
roztoku Ibu o koncentraci 10° mol/l okyseleného na pH=3. Vialky byly umistény do
ultrazvukové 1azn€ naplnéné malym mnozstvim ledu po dobu 30 min. Po ukonceni pokusu byl

roztok Ibu piefiltrovan a koncentrace stanovena pomoci UV-VIS spektrofotometru pii 223 nm.

3.7. Sorp¢ni experimenty v pruto¢ném uspoiadani
Home-made kolona pro sorpce v pritoku byla sestavena nasledujicim postupem.
Polyethylenova trubicka (plast’ kolony) byla na jedné strané zakoncena teflonovou trubickou a
komer¢né dostupnou fitinkou pro nerezové ndpliové kolony pro HPLC dodavané firmou
Merck. Na tuto fitinku Ize ptipojit standardni PEEK HPLC trubicky. Do kolony byl déale vlozen
smotek bunicité vaty, ktery nahradil porézni fritu zamezujici Gniku pevné polymerni naplné.
Kolona byla nasledn¢ plnéna ptes druhy konec bez analogické fitinky. Polymerni adsorpcni
naplil byla nejprve suspendovana ve vialce v cca 5 ml 50% vodného MeOH. Vialka byla dale
na 5 min ponofena do ultrazvukové vodni lazné. Tato operace zajistila nabotnani polymeru na
takovy objem, jaky byl dale pouzivan pti sorpcnich pokusech. Takto nabotnany polymer byl do
kolony nadavkovan upravenou dvoumililitrovou injekcni stiikackou bez jehly. Kolona byla na
stiikaCku pevné nasazena, aby bylo mozné polymer davkovat za mirného pietlaku a
kontinudlniho pritoku. Poté byl do kolony vlozen dal§i smotek bunicité vaty nahrazujici fritu a
kolona byla opatfena shodnou fitinkou jako na jejim vystupu. Néapln kolony byla déle pritokem
mobilni faze (50% vodnym MeOH) pomoci HPLC ¢erpadla slisovana na pozadovanou hodnotu
cilové tlakové ztraty 0,5 MPa. Poté byla fitinka na vstupu do kolony demontovéana. Kolona byla
zkracena o mrtvy objem a fitinka znovu pfipevnéna. Takto pfipravena kolona byla umisténa

mezi pumpu a detektor.
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4. Vysledky a diskuse

4.1. Navrh molekularné otisténych polymeri pro sorpci ibuprofenu
V rédmci nasi vyzkumné skupiny jsme vyvinuli molekuldrné otisténé polymery (MIPs) pro
zachyt l-naftyloctové kyseliny (NAA) s vyuzitim 4-vinylbenzyl esteru jako funkcniho
monomeru.’® Tento postup nyni aplikujeme na Ibu, zndmy polutant odpadnich vod, kde
podobné MIPs na bazi styrenovych pryskyfic dosud neexistuji (Schéma 13). Navrhujeme
syntézu 4-vinylbenzyl-2-(4-isobutylfenyl)propanoatu, ktery bude kopolymerovan se styrenem
a methoxypolyethylen glykol 4-vinylbenzyléterem (Mw = 5000 g/mol) pro zlepSeni hydrofility
polymerniho materialu. Tento kopolymerni systém bude polymerovan metodou suspenzni
fotopolymerace. Po polymeraci bude kopolymer alkoholyzovan pomoci MeONa. Vysledné
MIPs budou testovany na schopnost zachytu ibuprofenu v pryskyficich se dvéma trovnémi

zesiténi: 35 % a 50 %, coz odpovida pouziti komercnich roztoktit DVB 50 % a 80 %.

Predchozi prace: p.
o:--H
\

oe oL —=Ch ﬁ?

MIPs pro selektivni zachyt NAA
: Polymerni matrice

Tato prace: .

‘0~
0
OH
0
/\©\/
[VaVa¥a V)

MIPs pro selektivni zachyt Ibu

Schéma 13 — Obecné myslenka ptipravy MIPs

Schopnost vazby Ibu na zbytkovy benzylalkoholovy fragment byla podpoiena DFT vypoctem
(B3LYP funkcional, baze def2-SVP). Vazebna energie byla vypoctena nésledujicim zptisobem:
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Byly optimalizovany geometrie Ibu, benzylalkoholu (model zbytkové skupiny v kavité) a
komplexu Ibu-benzylalkohol. Néasledn¢ byl porovnam rozdil v energiich komplexu Ibu—
BnOH vici souctu energii Ibu a BnOH. Tato energie vysla —39 kJ/mol a je ztotoznitelna
s energii vznikajici vodikové vazby (Tabulka 3; Obrazek 23). Vysledek DFT vypoctu tedy po

teoretické strance podporuje navrh této strategie pripravy MIPs.

Tabulka 3 — Hodnoty vazebné energie ziskané DFT vypocétem

Latka Energie (kJ/mol)
Ibu —1 825101
Benzylalkohol -909 306 Rozdil (kJ/mol)
Soucet Ibu + BnOH —2 734 407
Ibu-—BnOH komplex -2 734 446 -39

4.2. Priprava a charakterizace MIPs

(0] O
Cl
OH O
DBU =
+ _—_—
ACN
reflux, 1h
™

(73 %)

Obrazek 24 — Schéma ptipravy funkéniho monomeru
Nejprve byl pfipraven funkéni monomer 4-vinylbenzyl-2-(4-isobutylfenyl)propanoat a to
reakci Ibu s 4-vinylbenzyl chloridem s vyuzitim DBU jako baze v acetonitrilu. Po

chromatografické separaci byl ziskan monomer ve vytézku 73 % (Obrazek 24).
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Syntéza vlastnich MIPs byla poté provedena prostfednictvim suspenzni fotopolymerace kdy
jako separacni faze byl pouzit vodny roztok NaCl, polyvinylalkoholu (87-89% hydrolyzat
polyvinyl-acetatu). Obsahem organické faze byl 4-vinylbenzyl-2-(4-isobutylfenyl)propanoat,
komercni roztok divinylbenzenu (50% nebo 80% v ethylstyrenech), methoxypolyethylen
glykol 4-vinylbenzyléter (Mw=5000 g/mol) a fotoiniciator BAPOs v dibenzyléteru. Ziskané
polymery nesouci templat (T35/50) byly nasledné alkoholyzovéany in situ ptipravenym
methanolatem sodnym a ziskané surové MIPs byly promyty v Soxhletové extraktoru pomoci
smési THF/voda. Ziskané kopolymery (P35/50) maji vysledné zesiténi 35 % (pii pouziti 50%
DVB) a 50% (pti vyuziti 80% DVB) (Obrazek 25)
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Obrazek 25 — Souhrnné reakéni schéma navrzenych MIPs
Ptipravené kopolymery byly analyzovany pomoci infraervené spektroskopie. Kdy polymery
nesouci templat (T35/50) vykazuji intenzivni vibrace pii 1734 cm™' odpovidajici valenénim
vibracim esterovych C=0 skupin a C-O pii 1152 cm™!. Po alkoholyze je patrny zéanik téchto

signalii a objevuji se signaly odpovidajici valenéni O—H vibraci pti 3381 cm™' (Obrazek 26).
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Obrizek 26 — Vyiez IC spekter piipravenych polymerti

4.3. Sorb¢ni experimenty ovérujici aktivitu pripravenych MIPs
V souladu se zadanim diplomové prace byly pfipraveny dva molekularné otisténé polymery
P35 a P50. Pro ovéfeni jejich schopnosti selektivné adsorbovat Ibu byla navrzena série
experimentll jak ve vsadkovém, tak v pritocném uspotradani. Sorpcni experimenty byly
provadény jednak se samotnym Ibu, kdy bylo cilem zjistit, jakou afinitu ma tato molekula ke
kavitam ,,svého otisku“ v polymeru. Déle byly provedeny experimenty se smési Ibu-

Paracetamol.

Smés Ibu s Paracetamolem byla vybrana jako analogie ke komeréné dostupnym 1éCivym
piipravklim obsahujicim smés téchto aktivnich farmaceutickych substanci. Jedna se o voln¢
dostupné 1é¢ivé pripravky, které se vSak nedoporucuji uzivat soucasn¢. Jako ptiklad 1ze uvést:
Combogesic, smés v hmotnostnim poméru 1:3,3 Ibu:paracetamol. Ibutal-S, smeés
v hmotnostnim poméru 400:325. V roce 2017 Evropskd lékatfskd agentura rozhodla, ze
potahové tablety v hmotnostnim poméru Ibu:paracetamol 150:500 mohou byt pouzity
v nékterych zemich unie, nebot’ jejich vyhody pievazuji nad riziky.?” Na trhu Ize koupit fadu
lé¢ivych ptipravkil s riznym pomérem zastoupeni téchto dvou aktivnich farmaceutickych

substanci.

Druhym divodem pro vybrani paracetamolu jako ptimési ovéfujici selektivitu adsorpce byla
moznost separace absorpcnich pasti v UV-Vis spektrech. Tato skutecnost umoznila zjist'ovat

pomér zachyceni jednotlivych slozek smési. Adsorpcni pasy Ibu a Paracetamolu jsou uvedeny

43



na Obrazek 27. Pro sledovani koncentrace Ibuprofenu byla na zédkladé téchto spekter vybrana

vlnova délka 223 nm a pro sledovani koncentrace Paracetamolu vinova délka 245 nm (Obrazek

28).
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Obrazek 27 — UV-Vis spektra Ibu a PCM
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Obrazek 28 — Vypoctené linearni regrese pro Ibu a PCM
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4.3.1. Volba rozpoustédla pro adsorpéni experimenty

V Ceském lékopise®® 1997 je uvedeno, Ze Ibuprofen je prakticky nerozpustny ve vodé, snadno
rozpustny v acetonu, diethyléteru, MeOH a dichlormethanu. Dale se rozpousti ve ziedénych

roztocich alkalickych hydroxidt a uhli¢itant.

Prvni sorp¢ni experimenty se proto délaly ve 30% vodném roztoku MeOH. Tento roztok byl
pouzit jako analogie s praci [Kocurik a kol]*®. Vodné roztoky niz§ich alkoholii jsou totiz ze
zkuSenosti vhodné pro tento typ zesiténych styrenovych kopolymert, kde mira zesiténi souvisi
s botnavosti. Vlastni adsorpce probihé ¢astecné v gelu, a to tim vice, ¢im vyssi je mira zesiténi.
Ukazalo se vSak, Ze 1 pfi této pomérné nizké koncentraci ma Ibu v tendenci k precipitaci.

Koncentrace MeOH v roztoku byla proto zvysena na 50 %.

4.3.2. Sorb¢ni experimenty ve vsadkovém usporadani

Mnozstvi adsorbovaného Ibu bylo vyhodnoceno diferencné. Vychozi koncentrace Ibu byla
103 mol/l a bylo pouzito 1 ml tohoto roztoku. Déle se pracovalo s 100 mg otisténého polymeru
a koncentrace v roztoku po adsorpci byla zjisSténa spektrofotometricky. Do 1 cm zké kiemenné
kyvety byl pfimo zfiltrovan roztok po adsorbci. Zachycené mnozstvi bylo vypocitino z

kalibra¢ni pfimky ziskané linearni regresi podle Rovnice 1.

Rovnice 1 — Kalibra¢ni ptimka pro vypocet koncentrace Ibu
c=104-10"*xA-1,32-10"°
kde:
A = absorbance

¢ = molarni koncentrace [mol/]]

Z experimentalnich dat bylo zjiSténo, Ze vice zesitény polymer ma vyrazné lepsSi sorpéni
vlastnosti oproti méné zesiténému. Toto zjiSténi souhlasi s obecnym trendem pro kovalentni

piistup ptipravy MIPs (Tabulka 4).

Tabulka 4 — Vysledky experimentt v sadkovém uspotfadani

MIP | Zachyceni Ibu [%]
P35 86
P50 98,7
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4.3.3. Sorpc¢ni experimenty v prito¢ném usporadani
Experimentalni prito¢na kolona byla sestavena podle kapitoly 3.7 v Experimentalni ¢ésti.
Z divodu paralely mezi pritoénymi adsorpcnimi experimenty a kapalinovou kolonovou
chromatografii budeme déle hovotit o davkovaném roztoku do kolony jako o mobilni fazi. O

vlastni ndplni kolony pak jako o fazi stacionarni.
Celkem byly pouzity tyto mobilni faze:

107 mol/l roztok Ibu v 50% vodném MeOH; smés Ibu (10> mol/l) a Paracetamolu (10*mol/l)
roztok v 50% vodném MeOH; 50% vodny MeOH; 10! mol/l roztok NaOH v 50% vodném
MeOH; 100% MeOH a 1072 mol/l roztok Ibu v 100% MeOH. Mobilni faze obsahujici 1é¢iva

méli upravené pH na hodnotu 3 pomoci konc. HCL?®

Pocatecni prutok mobilni faze byl
nastaven na 0,5 ml/min. Tato hodnota pritoku byla nastavena na tlakové ztrat¢ 0,5 MPa, na
ktery byla kolona lisovana. V ptipad¢ pouziti ¢isttho MeOH jako mobilni faze bylo nutno snizit
prutok kolonou na desetinu. Polymer totiZ v tomto roztoku vice nabotna a tim naroste tlakova
ztrata. Hodnota tlakové ztraty 0,5 MPa je zhruba hranicni, pfi které jest€¢ nedochazi k Uniku
mobilni faze pres pist davkovaci injekéni stiikacky. Linearni injek¢ni stiikackova pumpa byla
jako davkovaci zafizeni zvolena znéckolika divodi, jednak umoznuje presné davkovani
pomérné malym prutokem, déale je mozné pouzivat roztoky chemikalii, kterymi nechceme
kontaminovat pisty HPLC cerpadla, a nakonec také proto, zZe linedrni pumpa nezpiisobuje razy
a poskytuje mensi posun na detektoru zplsobeny kolisanim tlaku. Injek¢éni stiikacka byla
pouzita o objemu 12 ml, ddvkovany objem v jednom experimentu byl 10 ml a trval 20 minut.
Tento experiment byl vyhodnocen jako optimalni pii sledovani zaznamu celych spekter pti

testovani selektivity, nebot’ delsi experiment by vedl ke komplikacim se zpracovanim

vytvotfen¢ho datového souboru neumérné velikosti.

Byly pfipraveny dvé experimentalni kolony. Podle obsahu stacionarni faze v koloné€ §lo o

KOLP35 (650 mg polymeru P35) a KOLPS0 (790 mg polymeru P50).

4.3.3.1. Kalibrace prito¢ného systému
Nejprve byl provadén experiment s kolonou KOLP35. Mobilni fizi byl roztok Ibu 10~ mol/l
v 50% vodném MeOH. Z davkovaci stiikacky byl rychlosti 0,5 ml/min davkovan roztok 50%
vodného MeOH ptes kolonu do UV-Vis detektoru ECOM LCD 2084 nastaveného na vinovou

délku 223 nm. Po ustéleni pozorované hodnoty napéti byla nastavena absorbance na nulu (Cista
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mobilni faze). Poté byla do kolony ddvkovana mobilni faze s Ibu. Po mrtvém objemu kolony
2,5 ml zacala postupné nartistat absorbance a to zhruba linearn¢ az k hodnot¢ zahlceni detektoru
(A =2 tj. 2,07-10* mol/l z kalibrace, kdy jiz pfestava platit Lambert-Beertiv zékon). To
znamena, ze do této hodnoty v koloné adsorbovalo vice nez 80 % Ibu. K zahlceni detektoru
doslo v ¢ase 70 minut coz odpovida 35 ml roztoku a to je 35umol Ibu. Odhadneme-li na tomto

zakladé¢ predpokladanou sorpéni kapacitu polymeru KOLP35 vyjde mensi nez 11 mg Ibu/g.

4.3.3.2. Regenerace adsorp¢ni kolony KOLP35

Po procesu zahlceni byl z kolony sorbovany Ibu vymyvéan 50% vodnym MeOH. Pozorovana
absorbance postupné klesala, az na hodnotu zhruba rovnu jedné, kdy se zménila rychlost
vymyvani. Dal$i pokles absorbance byl vyrazné pomalejsi a naznacuje tedy riznou miru sorpce
Ibu v koloné. Kolona byla dale promyvana mobilni fazi s NaOH 10~' mol/l a poté znova 50%
vodnym MeOH. Po poklesu pozorované absorbance na hodnotu 0 bylo promyvani ukonceno.
Adsorp¢ni pokus byl znovu zopakovan s podobnym vysledkem. Timto byla ovéfena

reprodukovatelnost.

4.3.3.3. Selektivita adsorp¢ni kolony KOLPS0
Na zaklad¢ vysledkl ze vsadkovych pokusti byla predpokladana vyssi sorpéni t¢innost pro Ibu
na polymeru P50. KOLP50 byl proto vyuzit k otestovani moznosti selektivni adsorpce
molekularné€ otisténého Ibu. Méteni bylo provadeéno za pouziti diode array detektoru SYKAM

S3210, ktery umoznuje ¢asové zaznamy celych UV-Vis spekter.

Ptes kolonu byla nejprve Cerpana cistd mobilni fdze 50% vodného MeOH analogicky
s pfedchozim experimentem. Po ustaleni hodnoty absorbance byla jeji hodnota nastavena na
nulu. Poté byl do davkovaci stfikacky dan roztok mobilni faze obsahujici smés Ibu
(1073 mol/l) a Paracetamolu (10 mol/l) v 50% vodném MeOH. Casovy zaznam absorbanci pfi
223 a 245 nm je uveden na Obrazek 29. Na obrazku je vidét, ze po mrtvém objemu kolony se
zacne ihned eluovat Paracetamol, zatimco prakticky veskery Ibuprofen je kolonou zachycen 1
kdyZ je jeho koncentrace ve vstupujici mobilni f4zi o fad vys§i. K eluci Ibu dochazi az po
pomérné dlouhém case a to s pomémé rychlym nartistem eluovaného mnozstvi konéicim
zahlcenim kolony (oblast grafu od 219,8 do 239,8 minuty na Obrazek 29). Mnozstvi
zachyceného Ibu v tomto piipadé odpovida adsorpéni kapacité 26 mg/l. Tedy vyrazné vice nez

u KOLP3S5 i se skutecnosti, ze v roztoku byla pfitomna dalsi latka.
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Obrazek 29 — Casova zavislost eluovanych 1é¢iv z adsorpéni kolony na Absorbanci. Méfeno pii 223 nm pro Ibu
a 245 nm pro PCM. Pritok 0,5 ml/min.

Koncentrace 1é¢iv v mobilni fazi byla zvolena zdmérné tak, aby vyluCovany Paracetamol
nerusil stanoveni Ibuprofenu. Pti vinové délce 223 nm musi jesté platit Lambert-Beertiv zakon
a zaroven musi byt nastavena absorbance na takovou hodnotu, aby bylo mozné sledovat jeji

narust v zavislosti na zvySujici se koncentraci Ibu.

4.3.3.4. Regenerace adsorp¢ni kolony KOLP50

Po tomto zahlceni byl z kolony sorbovany Ibu vymyvéan 50% vodnym MeOH. Pozorovana

absorbance postupné klesala, az na hodnotu zhruba rovnu 0.

Déle byl piipraven experiment, ktery mél potvrdit znovupouziti KOLPS50. Prubéhy absorbanci

v Case jsou zobrazeny na Obrazek 30 a dale diskutovany v textu.
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Obriazek 30 — Casova zavislost eluovaného Ibu z adsorpéni kolony na Absorbanci. Priitok eluované mobilni

faze v oblasti A—D: 0,5 ml/min; E: 0,05ml/min; F: 0,05-0,5 ml/min. Mobilni fize v oblasti A: 10~ mol/min

Ibu v 50% vodném MeOH; B: 50% vodny MeOH; C: 0,1 mol/min roztok NaOH v 50% vodném MeOH; D:
50% vodny MeOH; E: ¢isty MeOH; F: 50% vodny MeOH. Sledovéno pfi 223 nm.
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Oblast A: Pii prittoku dalsiho roztoku 10 mol/I Ibu v 50% vodném MeOH dochézelo nejprve
k totalnimu zachytu veskerého Ibu az v ¢ase 13 min doslo k prudkému nérastu absorbance a
zahlceni detektoru. Toto mnozstvi zachyceného Ibu odpovida zhruba kapacité 1mg/g. Toto

mnozstvi je vyrazné mensi nez pivodni a po regeneraci je predpokladana kapacita 26 mg/g.

Oblast B: Pokus o desorpci adsorbovaného Ibu. Prosté vymyvani 50% vodnym MeOH nevedlo
k pozadovanému cili, nebot’ se zde ustaluje rovnovaha a eluat z plné saturované kolony na jejim
vystupu obsahoval méné nez 10 % z pivodni koncentrace. Pro plné vymyti bychom tedy
potfebovali mnohem vice nez desetindsobek pouzitého rozpoustédla pro adsorpci nebot

koncentrace Ibu v eluatu s ¢asem klesa.

Oblast C: Pivodni zamér pouzit pro regeneraci kolony 0,1 mol/l roztok NaOH v 50% vodném
MeOH nevedl k cili. Mnozstvi desorbovaného Ibu v ¢ase bylo totiz podobné jako v piipadé
¢isttho 50% MeOH. Pfidany hydroxid k tomto roztoku vSak znemoznil piesné sledovani
desorbovaného mnozstvi Ibu, nebot” odpovidajici narist absorbance posunul sledovanou

hodnotu mimo platnost Lambert-Beerova zakona.

Oblast D: Diikladné promyti zbytku NaOH z KOLPS50 pomoci 50 ml (5%10 ml) 50% vodného
MeOH.

Oblast E: Experiment s ¢istym MeOH jako s mobilni fazi. Bylo zjisténo, Ze polymer pomérné
nabotnd, coz vede pravdépodobné k otevieni port polymeru a snadné€jsi desorpci Ibu. Také to
vedlo k vyrazné tlakové ztraté, takze bylo nutné snizit pratok na desetinu (0,05 ml/min) oproti
standardn¢ zvolenému pratoku. Pfi proplachu KOLPS0 cistym MeOH doSlo postupné
k narlstu absorbance odpovidajici eluci v kolon€¢ vdzaného Ibu. Dal$im priitokem Ccistého
MeOH byl tedy eluovan Ibu, ktery byl v koloné vazan odliSn¢ od toho, ktery 1ze vymyt 50%
vodnym MeOH. Teoreticky to odpovida rozdilu kapacit a tato hodnota je 25 mg/g.

Oblast F: Opét proplach kolony 50% vodnym MeOH z divodu piipravy kolony na dalsi
zachytavajici experiment. Pritok eluatu se béhem tohoto proplachu zvysil z 0,05 ml/min opét
na 0,5 ml/min, protoZe opé€t pracujeme v systému MeOH/voda kdy nedochazi k tak markantni

botnavosti polymeru a tlakova ztrata je vyrazné mensi.

Po sérii té€chto zjisténi byl proveden dalsi sorpcni experiment pouze s ¢istym MeOH jako Cistou
mobilni fazi pfi snizeném prutoku na 0,05 ml/min. Jako mobilni faze uréena pro adsorpci byl

pouzit roztok Ibu o koncentraci 102 mol/l.
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Bylo zjisténo, Ze k zahlceni kolony dochazi diive nez v pripadé KOLP35 za pouziti 50%
vodného MeOH jako mobilni faze. Toto zjisténi je pomérné¢ zasadni a otvirda nové otazky,

jejichz feseni bude predmétem dalSiho studia. Adsorpcni proces popisuje Obrazek 31.
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Obrizek 31 — Casova zéavislost eluovaného Ibu z adsorpéni kolony na Absorbanci po optimalizaci procesu
absorpce a vymyvani. Pritok eluované mobilni fize 0,05 ml/min, koncentrace 10 mol/l. Mobilni faze v oblasti
A: 102 mol/l Ibu v ¢&istém MeOH; B: ¢isty MeOH. Sledovéno pii 223 nm.

Oblast A: Dochazi k pritoku 102 mol/l roztoku Ibu v &istém MeOH a zachyceni Ibu
v ptipravenych kavitach polymeru. Pritok eludtu musel byt opét upraven na 0,05 ml/min kvali
jeho botnavosti (vysvétleno vySe). V 17 minuté experimentu se kolona zacala postupné
zahlcovat (dochéazelo k postupnému zvySovéni absorbance) a v 27 minuté doslo k uplnému
zahlceni a koncentrace Ibu v eludtu se po prichodu kolonou nezménila. Odhadneme-li ze

ziskanych dat kapacitu kolony vyjde nam hodnota 3,5 mg Ibu/g.

Oblast B: Z ptedchozich zjisténi se pro desorpci zachyceného Ibu pouzil Cisty MeOH, ktery
byl schopen postupné odstranit veskery zachyceny Ibu z kolony.
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5. Zavér

Vramci diplomové prace byl piipraven jeden funkéni monomer (4-vinylbenzyl-2-
(4-isobutylfenyl)propanoat) uréeny pro pripravu MIPs. Jeho fotoiniciovanou kopolymeraci se
dvéma rizné koncentrovanymi roztoky komer¢niho divinylbenzenu byly pfipraveny polymery
s riznou mirou zesiténi (35 a 50 %). Jejich hydrolyzou byly pfipraveny molekularné otisténé

polymery P35 a P50 vyznacujici se mirou zesiténi 35 a 50 %.

Tyto otisténé polymery byly pouzity pro zachytavani Ibu z roztokd. Zachytavani bylo
provadéno v ultrazvukem michanych vialkach (vsadkové experimenty) a v kolonach vlastni

vyroby KOLP35 a KOLP50 (pruto¢né experimenty).

Ze vsadkovych experimentll vySlo, ze polymer P35 je schopen zachytit za analogickych
podminek méné Ibu z roztoku nez polymer PS50. Tyto zavéry byly potvrzeny v priito¢ném
uspotadani. KOLP35 vykazovala pocatecni sorpcni kapacitu 11 mg Ibu na 1 g P35. Tato
kapacita zistala zachovana po regeneraci kolony vymytim a opakované sorpci. Odhadnuté
sorp¢ni kapacita se blizi hodnotam ziskanych pro znamé MIPs ptipravené kovalentni metodou
z literatury. KOLP50 vykazovala pocatecni sorpéni kapacitu 26 mg Ibu na 1 g P50. Tato
kapacita jiz vyrazné¢ pievySuje diive publikované literdrni hodnoty. Kolona KOLPS0 byla
pouzita pro ovéieni moznosti selektivni adsorpce Ibu z roztoku, ve kterém byl rovnéz ptitomen
Paracetamol. Pritony experiment prokéazal vyraznou selektivni sorpci pro molekularné

otistény Ibu.

Pti vymyvacich prato¢nych experimentech bylo zjisténo, Ze se Ibu na P50 vaze nejméné dvéma
zpusoby: Prvnim zplisobem je povrchova sorpce Ibu na polymer s hodnotou zachytu 1mg Ibu
na 1g sorbentu. A druhy zpiisob je sorpce Ibu do pfipravenych kavit v polymeru, tako interakce
uz vykazuje zésadné vyssi sorpcni hodnotu 25 mg Ibu na 1 g sorbentu. Z toho vyplyva, Ze
interakce templat/kavita je zdsadn€ pevnéjsi a pfi nasich experimentech bylo zjisténo, ze se Ibu
neda z polymeru vymyt 50% vodnym MeOH. Proto je nutné pii vymyvani templatu z kavit
pouzit ¢isty MeOH, ovSem z diivodu nabotnéni se razantné snizi kapacita polymeru P50 (3,5
mg Ibu/g), kterd je dokonce mensi neZ u polymeru P35 pii pouziti 50% vodném MeOH jako

mobilni fazi.

Toto zajimavé zjisténi pfedmétem dalSiho studia. Dalsi vyzkum si tedy vytkne za cil objasnit
zavislost sorpcni kapacity na gradientu mobilni faze. Vysledky zkoumani by mohly vést ke

vzniku cilené designovanych naplni kolon pro selektivni sorpce Ibu.
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IC spektrum nevymytého polymeru T35
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IC spektrum vymytého otisténého polymeru P50
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