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ANOTACE

V této praci byla provedena literarni reSerSe zamérend na selektivni sorpéni materialy
pro estrogenni latky. Cilem bylo vyvinout selektivni sorbent pro ethinylestradiol (EE2). Pro
selektivni navazani EE2 byla zvolena Huisgenova azido-alkynova [3+2] cykloadi¢ni reakce,
coz vedlo k vybéru polymert nesoucich azidové funkcni skupiny. Byly pfipraveny tii typy
téchto polymert: azidomethylpolystyren (P1) modifikovany z Merrifieldovy pryskyfice,
graftovy kopolymer typu PS/PEG (P3) a kopolymer pfipraveny piimou kopolymeraci 4-
vinylbenzyl azidu s divinylbenzenem (P2). Elementarni analyza a infracervena spektroskopie
potvrdily pfitomnost azidovych skupin v polymerech. Testovani sorpcnich vlastnosti ukazalo,
ze nejvyssi schopnost vazat EE2 ma polymer P1, zejména pii pouziti Cul jako katalyzatoru a
pridavku DBU jako baze. Vysledky predstavuji dilezity krok k praktické aplikaci vyvinutych
sorbentil, avSak dal$i optimalizace jsou nezbytné pro pouziti ve vodném prostiedi a snizeni

mnozstvi potiebné medi.

KLICOVA SLOVA

selektivni sorpEni materialy, estrogeny, ethinylestradiol, sorpce



TITLE

Organic materials for selective sorption of estrogens

ANNOTATION

In this work, a literature review focused on selective sorption materials for estrogenic
substances was conducted. The goal was to develop a selective sorbent for ethinylestradiol
(EE2). For the selective binding of EE2, the Huisgen azide-alkyne [3+2] cycloaddition reaction
was chosen, leading to the selection of polymers bearing azide functional groups. Three types
of these polymers were prepared: azidomethylpolystyrene (P1) modified from Merrifield resin,
a PS/PEG graft copolymer (P3), and a copolymer prepared by direct copolymerization of 4-
vinylbenzyl azide with divinylbenzene (P2). Elemental analysis and infrared spectroscopy
confirmed the presence of azide groups in the polymers. Sorption property testing showed that
the highest capacity to bind EE2 was exhibited by polymer P1, especially when Cul was used
as a catalyst and DBU as a base. The results represent an important step towards the practical
application of the developed sorbents, but further optimization is necessary for use in aqueous

environments and to reduce the amount of copper needed.
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SEZNAM ZKRATEK

MIP — molekuldrné otisténé polymery

NIP — neotistény polymer

USEPA/EPA — utad pro ochranu zivotniho prostredi
El — estron

E2 — 17B-estradiol

E2 — 17a-estradiol

E3 — estriol

EE2 — 17a-ethinylestradiol

ESR/ER - estrogenovy receptor

COC - kombinovana peroralni antikonceptiva
MeOH — methanol

DCM - dichlormethan

DMSO - dimethylsulfoxid

THF — tetrahydrofuran

ACN - acetonitril

NaAsc — askorbat sodny

DBU - 1,8-diazabicyklo(5.4.0)undec-7-en
BHT - 2,6-di-terc-butyl-p-kresol



UVOD

At uz pfirodni, €i syntetické estrogeny patii tyto latky mezi skupinu latek zneciStujici
zivotni prostfedi. Jsou znamé diky svym negativnim vliviim, kterymi ptisobi zejména na vodni
organismy. Vzhledem k jejich Sirokému vyskytu v zivotnim prostiedi a endokrinni aktivité i pii
nizkych koncentracich, napft. jiz 0,1 ng-1"!, se témto endokrinnim disruptortim dostalo zvysené
pozornosti v fizeni kvality vody a zdravotni péci [1]. Dlouhodoba perzistence steroidnich
estrogend vede k jejich bioakumulaci ve vodnich organismech, které se mohou déle dostat k
Clovéku cestou potravniho fetézce [2] ¢i estrogenem kontaminovand voda vstupuje do
hydrologického cyklu a dochdzi k jeji akumulaci v povrchovych, podzemnich i pitnych vodach.
Proto je tieba zavadét nové metody, abychom mohli ¢elit rostouci kontaminaci odpadnich vod
[3]. Dosud bylo navrzeno né¢kolik metod oSetfeni, jako je adsorpce, oxidace, fotolyza a
elektrochemické techniky k odstranéni estrogenii z vodnich ekosystémi. Hlavnimi prekazkami
spojenymi s aplikacemi ve velkém méfitku jsou vSak vysoké provozni ndklady, nedostate¢na
mira odstranéni, tvorba toxickych kald a nutnost kvalifikovanych pracovnikl drzby a obsluhy
[2]. Jako jedno zmoznych feSeni byly v minulosti studovany synteticky pfipravené
molekularné otisténé polymery (MIPs), které byly pouzity pro selektivni odstranéni
estrogennich sloucenin. VétSina estrogennich sloucenin je ze své podstaty hydrofobni a jsou
pritomny v Zivotnim prostiedi ve stopové koncentraci. Proto je adsorpce povazovana za jeden
z vhodnych procesti pro odstranéni estrogennich sloucenin. Adsorpce je dokonce obhajovana
USEPA a narodnimi normami pro primarni pitnou vodu pro odstranéni endokrinnich
disruptivnich sloucenin [4]. Proto se cilem mé prace stalo vytvoreni selektivnich sorpcnich
materidlii a za jejich pomoci selektivné vychytavat estrogeny v roztocich, stimulujici vodné

prostiedi.
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1. TEORETICKA CAST
1.1. Estrogeny

Estrogeny jsou biologicky aktivni hormony. Jedna se o derivaty cholesterolu, jez se
uvolnuji z kliry nadledvin, varlat a vajec¢nikt lidi a zvifat. N¢které slouceniny estrogent byly
vSak objeveny i u nékterych druht rostlin. Steroidni estrogeny mohou byt klasifikovany jako
ptirodni (estron — E1, 17B-estradiol — E2, 17a-estradiol — E2 a estriol — E3), ¢i syntetické (17a-
ethinylestradiol — EE2) hormony (Schéma 1) a mohou piisobit jako chemikalie s destruktivnim

efektem na endokrinni systém.!

///

CHaPH CHyCom
17 1 1 17 17
“\O
16
3

17a-E2 17B-E2 E3 17a-EE2
1 | | |
\ )\ J
| f
Ptirodni Synteticky

Schéma 1: Struktura a priklady prirodnich a syntetickych estrogenii [5]

1.1.1. Obecna struktura estrogent

Ptirodni steroidni estrogeny, znamé také jako steroidni skupina C18, sdileji stejny
tetracyklicky molekularni ramec, ktery se sklada z ¢tyf kruhi, jedné fenolové skupiny, dvou
cyklohexanovych a jednoho cyklopentanového kruhu (Schéma 2). Strukturalni rozdily uvnitf
skupiny C18 spoc¢ivaji v konfiguraci D-kruhu na pozicich C16 a C17. Napftiklad estron (E1) ma
karbonylovou skupinu na C17, 17B-estradiol (E2) ma hydroxylovou skupinu na C17, zatimco
estriol (E3) ma dvé alkoholové skupiny na C16 a C17 (Schéma 2). 17B-estradiol (E2) existuje
ve dvou stereoisomernich formach, které se 1i8i konfiguraci hydroxylové skupiny na uhliku
C17, ¢imz vytvaii bud’ a- nebo B-sloudeninu. [*

Sloucenina 17a-ethinylestradiol (EE2) je synteticky hormon odvozeny od ptirodniho
estrogenu E2 (17B-estradiol) a estradiolu, bézné& pouZzivany jako slozka peroralni antikoncepce.
17a-ethinylestradiol je xenoestrogen, kde je 3-hydroxysteroid (estradiol) substituovan

ethynylovou skupinou v poloze 17. 6]
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R': -OH
R2, R3: -H nebo -OH
R*: =0 nebo o/B-OH

Schéma 2: Obecna struktura privodnich estrogenit [7]

1.1.2. Funkce estrogenii v organismu

Estrogeny hraji klicovou roli ve vyvoji a udrzovani reprodukéni funkce a plodnosti.
Estrogeny také hraji dulezitou roli v patologickych procesech pozorovanych v tkanich
reprodukéniho systému. Kromé toho vykazuji Sirokou S$kalu biologickych ucinki v
kardiovaskularnim, svalové-kosternim, imunitnim a centrdlnim nervovém systému.
Nejucinngj$im estrogenem produkovanym v téle je 17B-estradiol (E2). Ackoli estron a estriol,
dva metabolity E2, se vazou na estrogenové receptory (ESR) s vysokou afinitou, jsou vSak

mnohem slab&imi agonisty ve srovnani s E2. (¥

1.1.3. Syntetické estrogeny jako hormonalni antikoncepce

Estrogenni slozka kombinované peroralni a parenteralni antikoncepce hraje diilezitou
roli v hormondlni antikoncepci. Plni tfi dilezité funkce: (1) zpisobuje negativni zpétnou vazbu
na osu hypotalamus-hypofyza, ¢imZ potlacuje gonadotropiny podilejici se na zrani folikuld a
ovulaci; (2) =zajiStuje stabilitu endometria, zabrafiuje nepravidelnému odluovani a
nechténému, neocekavanému a neplanovanému krvaceni; (3) zvySuje antikoncep¢ni uinnost
gestacni slozky svym inhibi¢nim u¢inkem na sekreci gonadotropinu a antifertilnimi G¢inky

v

progestinu na cervikdlni hlen, endometrium a pfipadné¢ vejcovody. Tato silngj$i inhibice

~~~~~

obsahujicich pouze progestin a u niz§iho estradiolu (E2) a produkce testosteronu vaje¢nikem.
[9]

Ethinylestradiol (EE) je v poslednich letech pfevladajicim estrogenem pouZivanym
v kombinovanych peroralnich antikonceptivech (COC). Ac¢koli je EE celkové bezpeény pii
davkach 50 pg nebo nizsich, obavy z nékterych jeho nezaddoucich a vedlejSich Uc¢inkt
pretrvavaji. Roste potifeba najit alternativu k EE u COC, aby se zmirnilo riziko
kardiovaskularnich komplikaci, a to jak arteridlnich ptihod (hypertenze, mozkovy infarkt ¢i

infarkt myokardu), tak zilnich piihod (hluboka zilni tromboza a plicni embolie). Bylo

13



prokazéano, ze EE mé vzhledem na davce zavislé riziko tromboembolie, které je pripisovano
aktivaci koagulacnich faktor a dal§im hemostatickym ucinklim. Snizeni davky EE (<50 pg)
vedlo ke snizeni vyskytu Zilniho tromboembolismu, ischemické cévni mozkové piihody a
infarktu myokardu. Dalsi snizeni davky na 20 pg muze dale snizit incidenci vyskytu zilniho
tromboembolismu, ale diikazy pro to jsou omezené. Bylo prokazano, Ze i velmi nizké davky
EE v COC nepfiznivé ovliviiuji hemostatické parametry. Pfestoze snizeni davky EE v aktudlné
dostupnych COC vyznamné¢ zlepSilo bezpec¢nost a snasSenlivost COC, sili o dalsi snizeni rizik
souvisejicich s EE a COC pokracuje. [

Davka estrogenu byla farmaceutickymi spole¢nostmi sniZzena s cilem snizit riziko
kardiovaskularnich poruch. Slozka estrogenu, EE nebo 17a-E2, je pouzivana v COC
dostupnych v dnesni dobé&. V pribéhu let se davka EE snizila z 50 na 30-35 mg a postupné na
20-15 mg. Pilulky jsou nyni rozdé€leny na vyss$i a niz8i davku EE nez 30 mg. Toto sniZeni bylo
uskuteCnitelné diky dostupnosti novych tfid progestini. V sedmdesatych letech vznikla
myslenka pouzit ptirozeny 17p-E2 v COC, i kdyz po nékolik let nebyly k dispozici uspokojivé
formulace. Ve vyjime¢nych ptipadech byly pilulky obsahujici 17p-E2 antikoncepcni, ale Zeny
vykazovaly nizkou toleranci a zazivaly nadmérné krvaceni. Byly komercializovany dvé
kombinace obsahujici estradiol (E2). Selektivni modulétory estrogenniho receptoru jsou ve
vyvoji, které maji estrogenni aktivitu na kosti a endometrium, ale antiestrogenni aktivitu na

prsu, napiiklad estetrol. 1%
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1.1.4. Divod odstranovani estrogenti z vodnich zdroji

Mnoho studii prokézalo, Ze urcité chemické latky nazyvané endokrinni disruptory (EDC)
jsou schopny napodobovat hormony nebo interferovat s plisobenim endogennich hormond.
Ptirodni estrogeny estron (E1), 17B-estradiol (E2), estriol (E3) a zejména synteticky estrogen
EE2; ktery se hojn¢ pouziva jako peroralni antikoncepce, se vaze na estrogenovy receptor a
muze Spatné regulovat nebo narusovat normalni biologické reakce. Napodobovanim
pfirozenych hormonti nebo naru§ovanim signalnich drah jako endokrinnich disruptord mohou
estrogeny stimulovat rist lidskych bunék rakoviny prsu nebo indukovat expresi vitellogeninu
u ryb, ktery je odpovédny za antimikrobialni aktivitu a zdroj Zivin pro vyvoj embrii nejen ryb,
ale prakticky vSech vejcorodych zivocichu, jako jsou napiiklad obojzivelnici, plazi, ptaci,
vétSiny bezobratlych a ptakopysk, jelikoz se jedna i o prekurzor bilkoviny vaje¢ného zloutku.
Souhrnné tedy muizeme fict, ze indukci exprese vitellogeninu, jakozto vysokomolekularniho
glykolipofosfoproteinu, dojde ke sniZzeni obranyschopnosti ryb proti mikrobtim vcetné bakterii
a virfi, a zaroveti jejich $ance na spravny riist a vyvoj v embryondlni fazi. [ 11 12]

Oba mechanismy se pouZzivaji k prokazani aktivity estrogenu v biologickych testech.
Nemetabolizovany EE2 a jeho konjugaty jsou vylu¢ovany do odpadnich vod. Béhem c¢isténi
odpadnich vod se EE2 uvolnuje z odpovidajicich konjugatii hydrolyzou a dostava se do
zivotniho prostiedi prostfednictvim odpadnich vod z cistiren odpadnich vod. Vzhledem k
neuplnému odstranéni béhem procesu zpracovani odpadu jsou syntetické a pfirodni estrogeny
povazovany za hlavni pfispévatele k estrogenni aktivité spojené s odpadnimi vodami z Cistiren
odpadnich vod. !

Toto zvySujici se riziko pro Zivotni prostiedi a vefejné zdravi vyzaduje vyvoj novych
pfistupd k odstranéni téchto sloucenin z Zivotniho prostfedi. Vzhledem k urcité perzistenci,
zejména EE2 v¢i mikrobialni transformaci, je vSak nutné peclivé identifikovat
mikroorganismy, které jsou schopny tuto slouceninu transformovat a objasnit metabolické

procesy, které mohou vést ke ztraté estrogenni aktivity. [!)
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1.2. Materialy pro selektivni zachyt
1.2.1. MIPs

Molekularni otisténi je proces, ktery umoziuje syntézu umélych receptorti pro danou
cilovou molekulu na bazi syntetickych polymeri. Cilova molekula funguje jako templat, kolem
kterého jsou uspoiadany interagujici a zasitované monomery a kopolymerovany tak, aby
vytvorily skotapku podobnou odlitku. V podstaté je molekulova pamét’ vtisténa do polymeru,
ktery je nyni schopen se selektivné vazat na cil. Molekularné otisténé polymery (MIPs) jsou
rozpoznani. Mohou byt tak pouzity v aplikacich, kde probihaji dilezité selektivni vazebné
procesy, jako jsou imunoanalyzy, afinitni separace, biosenzory a fizend syntéza a katalyza. Od
svych pocatki v 70. letech 20. stoleti se technika molekuldrniho imprintovani, zejména
v poslednich desetiletich, velmi rozsitila jak z hlediska materialt, tak z hlediska aplikaci. Presto
je stidle mnoho prostoru pro dalsi zlepSeni. Klicovymi vyzvami, zejména homogenitou
vazebnych mist a kompatibilitou MIPs s vodou a moznosti syntézy MIPs specifickych pro
proteiny, jsou aktivné feSeny vyzkumnymi skupinami po celém svété. Dalsi dilezité body jsou
koncepce kompozitnich materiali na bazi MIPs, aby byly zahrnuty do materialu dalsi zajimavé

vlastnosti, a syntéza velmi malych a kvazi — rozpustnych MIPs, velikosti blizkych proteintim.
[13]
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1.2.1.1. Struktura a slozeni MIPs

Obecné plati, Ze trojrozmérnd (3D) zesiténa struktura je typickym rysem MIP. Templat,
funkéni monomer, sitovadlo a inicitor jsou nezbytnymi slozkami pro p¥ipravu MIP. [14]

Templaty jsou latky, o které se vyzkumnici zajimaji (snazi se je separovat, detekovat
nebo pfipravit k cilenému doruceni) véetné malych organickych molekul a biomakromolekul.
Vsechny templaty musi mit dostate¢nou aktivitu, aby se spojily s funkénim monomerem a
vytvorily prepolymeracni komplex. V idealnich polymerech jsou funkéni monomer a sitovadlo
velmi dulezité, protoze tvoii kostru polymeru. Proto je nutny urcity stupent hydrofility zvySujici
biokompatibilitu. Vytvoteni stabilniho prepolymeriza¢niho komplexu je klicem k uc¢innému
molekularnimu imprintingu. Vysoka stabilita interakce mezi templatem a monomerem piispiva
k tvorbé jednotnych vazebnych mist a minimalizuje pfitomnost nespecifickych mist. Proto je
dalezité vybrat vhodné funkéni monomery. Bézné pouzivané funkéni monomery jsou

znazornény v pfilozeném schématu (Schéma 3). 114

N
{3 . i
X N N H,C OH
« | D k\ /\H/ \( 2 O/\/
N CH, ¢ CH,
2-vinylpyridin 1-vinyl-1H-imidazol N-isopropylakrylamid  2-hydroxyethyl methakrylat

CH
G ey O
X HzC O HzC O
| %O% %OH
N CHs 0 \)J\NHZ CHs \)J\OH

4-vinylpyridin glycidyl methakrylat akrylamid kyselina methakrylova kyselina akrylova

0]
YJ\O/

methyl-methakrylat

Schéma 3. Priklady monomerii vyuzivanych pro syntézu MIPs uvedenych v clanku [14]

17



Mezitim se sitovadla pouzivaji k vytvofeni trojrozmérné sité se stiedni tuhosti a
flexibilitou. Na jedné strané existence sitovadel zajistuje tuhost materidlu a prostorovou
stabilitu dutiny. Na druhé stran¢ musi byt ziskany polymer dostatecné pruzny, aby zajistil, ze
vhodné rozpoustédlo mize snadno difundovat do matrice. Pro dodavani 1éciv lze pouzit jak
vysoce zesiténé tuhé MIP, tak nizko zesiténé imprintované hydrogely. Priklady casto

vyuzivanych sitovadel jsou znazornény pomoci Schématu 4. 14!

Q (0] (0]
\H)ko/\/omj\ M @o#
o) H H RO orR "
ethylenglykol dimethyl-akrylat N,N'-methylen-bis-akrylamid akrylat celulosy

Schéma 4: Priklady sitovadel vyuzivanych pro syntézu MIPs uvedenych v clanku [14]

Nékdy se k modulaci vlastnosti polymeri pouziva trochu porogenu, naptiklad
dimethylsulfoxidu, ktery také hraje roli rozpoustédla. Porogeny jsou uzite¢né pro modifikaci
uvoliovani l1é¢iva z MIP. Funkéni materidly, jako jsou magnetické €inidla, slozky citlivé na

svétlo/teplotu/pH, jsou také zahrnuty do MIPs, aby se dosahlo specifického uginku. 14!
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1.2.1.2. Priprava MIPs

MIPs se daji ptipravit prakticky dvéma zpiisoby. Nejvétsi skupinou MIPs jsou ty, které
se pripravuji nekovalentni metodou, kdy se pozadovana latka smisi s monomery, které jsou
schopné nevazebnych interakci s latkou (H-vazba, van der Waalsova sila) a po polymeraci se
templat vymyje z vysledného polymeru (Obr. 1). Tato metoda je jednoduché na provedeni, ale
klade urcité naroky jak na templatovou molekulu, tak na monomery z hlediska moznosti jejich
nekovalentnich interakci. Mén¢ studovana je kovalentni metoda, kdy je templatova molekula
nejprve funkcionalizovéna polymerovatelnymi dvojnymi vazbami prostiednictvim §tépitelného
linkeru. Po polymeraci se pak kovalentni vazba na templat $tépi a templat se nasledné eluuje.
Na polymeru tak ziistane zbytkova skupina, kterd mize pfi opétovném vazani interagovat s
templatem. Pokud se béhem opétovného vazani molekuly templatu do kavity vytvoti chemicka
vazba, pfistup se nazyva kovalentni, pokud je povaha vazebné interakce nekovalentni, nazyva

se semikovalentni. ['%]

Nekovalentni pfistup

% :>EQ¥|:>E%E|:>EQ§

Polymerace Vymyti templatu .

Kovalentni pfFistup

8y — 63 —> &, — &3

Selektivni

Polymerace odstépeni
templatu

Monomer(y), Templat, Polymer, (57 nevazebna interakce, {f)chemické vazba, 3 funkeni skupina

Obrazek 1: Schématické znazornéni zpiisobui pripravy MIPs kovalentni a nekovalentni cestou [15]

Vyuziti nekovalentni metody je snaz§i v provedeni, protoZze nevyzaduje syntézu
monomerd. Nasledné odstranéni templatu je jednodussi, protoze nevyzaduje preruSeni
chemické vazby. Lze zavadét rGzné funkEni skupiny. Na druhou stranu pouzitim
nekovalentniho postupu je vyzadovéana pfesné empirické optimalizace poméru kazdého
monomeru, tak vyslednych MIPs), ale optimalizace poméru monomerti nebo mnozstvi

. y “ 1w w s o g “ o
porogenu je podstatné snazsi. Obecné lze fici, Ze vySs$i pomér sitovani vede k lepsi selektivité.

[15]
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1.2.1.3. Regenerace MIPs

Na rozdil od jednordzového pouziti analytickych zafizeni vétSina chemickych a
inzenyrskych aplikaci vyzaduje regeneraci MIPs, aby se zvysila U¢innost, ekonomika a
udrzitelnost. [1¢]

Opétovna pouzitelnost imprintovanych materidlli hraje klic¢ovou roli ve vyvoji aplikaci,
které jsou spolehlivé, ekonomické a udrzitelné. Nicméné studie znovupouzitelnosti jsou v
literatuie omezeny na ptiblizn€ 10 adsorpc¢nich cyklli a neexistuji zddné odhady dlouhodobé
stability a opétovné pouzitelnosti imprintovanych polymerd. Pfestoze sestavy monomer-
templat a jejich stabilita byly dikladné prostudovany jak teoreticky, tak i experimentalné, jediny
vyzkum stability MIPs byl uveden Svensonem a jeho spolupracovniky pro imprintovany
theofylin kopolymerem na bazi methakrylatu. Bylo prokazano, Ze pii expozici kyselindm (1-
10 M HCI), zasadam (5-25 % NH3), zpracovani v autoklavu a pti expozici zvysené teploté az
ke 150 °C po dobu vice nez 24 hodin nevede ke ztrat¢ afinity templatu. Navzdory své dillezitosti
je literatura o samotné extrakci templatu také nedostate¢nd a je urcena k redukei vyluhovani
templatu. 116

Tato studie systematicky zkouma vliv sitovacich ¢inidel, funkénich monomerd a
podminek pro extrakci templatu na dlouhodobou stabilitu a znovupouZitelnost potiSténych
polymerti. Ctyfiadvacetihodinové adsorpéné-regeneraéni cykly byly provedeny vice neZ
100krat duplicitné za pouZiti jedenacti riznych L-fenylalanin methyl esterovych otisténych
polymerid s rtiznym sloZzenim. Ac¢koli methyl estery maji biologicky vyznam, protoZe jsou
prekurzory a metabolity syntetického sladidla aspartamu, pouziti pfipravenych otiSténych
polymerti neni Ustfednim bodem této studie. Methyl ester byl vybran jako templat kvili své
mnohostranné chemické povaze, kterd ma donorova a akceptorovd mista vodiku a také
aromatickou cast schopnou m—m interakci. Mit v ruce tak vSestrannou Sablonu umoZnilo
zkoumat Sirokou skélu funkénich monomerd, jako jsou karboxylové kyseliny, mocovina, amid,
amin a derivaty kyseliny borité. [1°]

Polymery na bazi akrylatu, akrylamidu a styrenu byly pfipraveny pomoci b&Zzné
pouzivanych sitovadel, jako je ethylenglykoldimetakrylat (EDMA), divinylbenzen (DVB) a
N,N'-methylenbis(akrylamid) (BMA). Sitovadlo je dulezité pti kontrole morfologie polymerni
matrice, slouzi ke stabilizaci otisténych vazebnych mist a doddva polymerni matrici
mechanickou stabilitu, aby si zachovala svou schopnost molekuldrniho rozpoznavéani. Stupen
zesitovani byl stanoven na 1/15 a 1/30 funkéniho monomeru k poméru sitovadla. Extrakce
templatu byla provedena s promyvacimi rozpoustédly s riznou elucni silou jak pfi pokojové
(25 °C), tak pii zvysené (65 °C) teplots. 16!
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Bez ohledu na stupen zesitovani vykazovaly polymery na bazi divinylbenzenu
stabiln€j$i chovani ve srovnani s polymery na bazi methakrylatu a akrylamidu. Tyto polymery
1ze znovu pouzit nejméné¢ 100krat bez ztraty afinity k templatové molekule za kyselych a
zasaditych podminek, a i pfi zvySené teploté (65 °C). Naproti tomu tc¢innost polymert na bazi
methakrylatu a akrylamidu se ¢asem zhorSuje jak za kyselych, tak i zésaditych extrakcnich
podminek. Bylo prokdzano, ze kromé dobie zndmého vyluhovani templatu a monomerti mohou

produkty degradace polymert také vést ke kontaminaci vzork® béhem aplikace adsorbent. 6]

NO,
O2N EDMA
ABDV
W o 40 °C
O<__NH
DMF
NH 0 o} HN
) e
o, T |
®
| EtsNH OYNH EtNH
o
O,N
-Z-Glu OYNH
- ()
-
+ Z-Glu
MeCN/H,O/Et;N

Schéma 5: Otisténi Z-D-glukosy za vyuziti hostitelského monomeru na bazi mocoviny, ethyleglykol dimethakrylatu (EDMA),
Jakozto sitovactho monomeru a dimethylformamidu (DMF), slouziciho jako rozpoustedlo [16]

21



1.2.1.4. Moznosti vyuziti MIP

Zvlastni vlastnosti MIP z nich ucinily velmi zajimavy nastroj pro rizné oblasti pouziti,
véetné separaénich véd a &isticich metod, senzor® a biosenzortl, katalyzy a dodavani 1é¢iv.[?!
Chromatografie s molekularnim imprintingem je jednou z nejrozsahleji studovanych
aplikacnich oblasti MIP, které¢ jsou velmi vhodné pro chromatografickou separaci, coz
umoziuje piipravu nosi¢t na miru s piedem stanovenou selektivitou. Zvysujici se poptavka po
opticky cistych slouc¢eninach ¢ini MIPs pro chiralni separace dalsi diilezitou aplikaci zejména
pro ziskani racemického rozliSeni 1éCiv. MIPs se také objevily jako nové selektivni sorbenty
pro postupy vyuzivajici extrakce tuhou fazi, které umoznuji nejen prekoncentraci a ¢isténi
vzorki, ale také selektivni extrakci cilovych analytl ze slozitych matric. [!”]

V posledni dobé nekolik studii prokdzalo, ze MIP mohou slouzit také jako umélé
vazebné napodobeniny pfirozenych protilatek a mohou byt pouzity jako rozpoznavaci prvky v
analyzach typu imunotestii. K dne$nimu dni byly MIP uspésné¢ pouzivany s riznymi typy
snimacli a bylo pouzito n¢kolik metod k dosazeni uzké integrace transdukéni platformy
s polymerem. Byly rovnéz provedeny rozsahlé vyzkumy tykajici se pouziti MIPs jako aktivnich
materiald pro katalyzu nékterych reakci. MIP s katalytickymi vlastnostmi lze povaZzovat za
napodobeniny ptirodnich enzymi a aplikovat je v enzymové katalyze. Neexistuje totiz zadny
piirozeny enzym, ktery by mohl katalyzovat takové reakce, jako je naptiklad alkylace fenolu,
pfesto vyvinuté syntetické katalyzatory maji mnoho charakteristik enzymu, vcetné reakce
blizké fyziologickym podminkam, enzymova kinetika Michaelis-Mentenové a mimotadné
substratové specificity. 7181

A konecné¢ oblasti, ktera predstavuje nejvetsi vyzvu pro postupy MIPs, je terapeuticka a
lékatska terapie. Schopnost MIPs vézat bioaktivni molekuly ve specifickych podminkéch ¢ini
z molekuldrniho otiskovani technologii s obrovskym potencidlem pro vytvafeni vhodnych
lékovych forem. 7]

Do lékaiské terapie miZeme uvést 1 fizeni transportu 1é€iv, cozZ je Siroce studovany
obor, jehoZ principem je dodavani 1é€iva k cili a kontrolovani jeho ucinnosti. Kromé toho je
nutné nekteré 1éky podavat po delsi dobu (fizené uvoliiovani), aby bylo dosazeno maximélniho
terapeutického uc¢inku u 1€k, které jsou po podani rychle metabolizovany a vyluCovany z téla.
Je také vSeobecné znamo, Ze niZz8i nebo vyssi davka 1éku mize zpisobit Skodlivé ucinky, jako
je toxicita nebo vitbec zadné ucinky. Proto, aby bylo dosazeno kontrolovaného uvoliiovani a
maximalniho terapeutického pifinosu 1€Civ, je integrovan a vyuzivan synergicky efekt riznych

piistuptl zahrnujicich farmaceutickou védu, polymerni chemii a molekularni biologii. [**]

22



1.2.1.5. Vyuziti MIPs pro odstranéni estrogennich sloucenin z vodnich zdroji

Selektivni odstranéni estrogennich sloucenin je slibnou myslenkou pro odstranéni
estrogennich ucinki, protoze estrogennimi ucinky piispivaji predevsim estrogenni slouceny s
odlisnou molekuldrni strukturou, fenolickym benzenovym kruhem. Selektivni adsorpce
estrogennich sloucenin pomoci biologické protilatky a estrogenového receptoru (ER) cilové
molekuly byla zkoumana nékterymi vyzkumniky. Tato aplikace vSak méla podstatnou
nevyhodu v tom, Ze regenerace protilatek mohla byt problémem, protoze aktivita protilatky
a/nebo receptoru by byla po nékolikanasobné regeneraci snizena v dusledku drsnych
regeneracnich podminek. Struéné feceno, protilatky a receptory jsou vysoce selektivni, ale
postradaji stabilitu. Molekuldrné otiStény polymer (MIP), umély receptor, je novy druh
adsorbentu s funkei selektivni adsorpce molekul s podobnou molekularni strukturou. Pouziti
MIP k odstranéni estrogennich sloucenin je zalozeno na zakladnim principu a to, Ze jelikoz se
tyto slouceniny mohou vézat na pfirodni estrogenni receptory, Ize MIP, které by mohly byt
produkovany jako druh ER, pouzit k jejich vazani v proudu vody a k jejich odstranéni, aby se
zabranilo jejich ovlivnéni organismu. V disledku toho by MIP mohly byt volbou pro selektivni
odstranéni estrogennich sloucenin, protoZze: (1) ve srovnani s jinymi adsorbenty, jako jsou
pfirodni protilatky a receptory, je mnohem stabilnéjsi, pokud jde o chemické a mechanické
vlastnosti adsorbentli, a (2) vétSina estrogennich sloucenin obsahuje ve své molekularni
struktufe fenolicky aromaticky kruh, ktery je nezbytny pro vysoce afinitni vazbu estrogennich
slou¢enin se specifickymi vazebnymi misty na ER a/nebo MIP. [4]

Bylo prokéazano, ze MIP mize adsorbovat mnohem vice E2 nez E1 a EE2 v acetonitrilu,
coz ukazuje selektivitu MIP na templatové molekuly. Adsorpcni kapacita MIP pro E2 v této
studii byla 0,72 umol/g, coZ je vice nez 3,5nasobek adsorpcni kapacity neotisténého polymeru
(NIP) pro E2. Pro srovnéni, Le Noir a kol. (2007) ziskali adsorp¢ni kapacitu na urovni pmol/g

v toluenu diky velmi nizké pocate¢ni koncentraci E2 (475,6 fmol E2/ml). 4!
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Schéma 6: Syntéza polymeru vyuzitého k odstranéni E2 dle [4]
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2. EXPERIMENTALNI CAST
Chemikalie byly potizeny od spolecnosti Sigma-Aldrich, Acros Organics, TCI, Alfa

Aesar, Fischer Chemical, Lachema, Rapp Polymere nebo Penta a pouzivany bez dalsiho Cisténi.

Ke stanoveni koncentrace estrogent byl pouzit elektrochemicky analyzator EP100VA
od firmy HCS servis Bratislava a koncentracni ¢lanek, ktery se sklddal z indika¢ni borem
dopované diamantové elektrody, referentni chloridosttibrné elektrody a pomocné platinové

elektrody.

Spektra v infracervené oblasti byla métena na pfistroji FT-IR Nicolet iS50, technikou
zeslabené uplné reflektance (ATR) na jednoodrazovém diamantovém krystalu, ve stfedni

infradervené oblasti, v rozsahu vlnoét 4000 — 400 cm™! se spektralnim rozlisenim 4 cm™.

NMR spektra byla métena pfi laboratorni teploté na pfistroji Bruker AVANCE III 400
pracujicim pti 400,13 MHz ('H) a 100,62 MHz ('3C). '"H NMR spektra byla pro roztoky latek
v CDCl; kalibrovéana na tetramethylsilan (8 0,00 ppm). '*C NMR spektra byla kalibrovéana na
sttedovy signal multipletu rozpoustédla (5 77,16 ppm v CDCls). '*C NMR spektra byla méiena

s protonovym dekaplingem.

Elementarni analyzy byly provedeny na pfistroji Flash 2000 CHNS Analyzer
(ThermoFisher Scientific).
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2.1. Priprava substratu pro sorpci estrogenti

2.1.1. Piiprava 4-azidomethyl styrenu (P1)

cl NaN3 Ns
O/©A DMSO C)/(jA
50°C, 48h

Adaptaci predpisu [20] byla do 25 ml baniky pfedlozena Merrifieldova pryskyftice (0,21
mmol CI, 0,5 g), NaN3 (7,69 mmol, 0,5 g) a DMSO (5 ml). Banka s reakéni smési opatiend
zatkou a michadlem mensi velikosti, byla umisténa do piskové 1l4zn¢ na magnetickou michacku,
kde dochéazelo k michani smési po dobu 48 hodin pfi teploté 70 °C.

Po uplynuti reakéni doby byla reakéni smés zfiltrovana na frit€ zrnitosti 4 a promyta
pomoci demineralizované vody (3x15 ml), MeOH (3x15 ml), THF (3x15 ml), a nakonec

pomoci DCM (5x15 ml). Produkt byl ponechan voln¢ k dosuseni na vzduchu ve frité ptiklopené

filtraénim papirem. Bylo ziskano 482,5 mg produktu. 2%

Elementarni analyza: 81,74 % C, 6,89 % H, 11,07 % N, <0,3 % Cl
FT-IR (ATR; ecm™): 3084, 3060, 3025, 2921, 2848, 2092, 697.
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2.1.2. Priprava 4-vinylbenzyl azidu

NaN3

Cl —_— N5
A aceton/H,0 X

0°C, 15h

Adaptaci predpisu [21] byl do 250 ml banky ptedlozen 4-vinylbenzyl chlorid (19,7
mmol, 2,78 ml) k nému byl pfidan roztok acetonu ve vodé (70 ml, 85,5 % v/v), vysledny roztok
byl zchlazen na ledové lazni na 0 °C. Nasledn¢ byl ke smési v n¢kolika porcich pfidan roztok
NaN3 (98,3 mmol, 6,39 g) rozpustény v demineralizované vod¢ (7 ml). Vznikajici zluta smés
se ponechala zazitkovana michat za laboratorni teploty na elektromagnetickém michadle.

Po 15 h bylo k smési pfiddno 20 ml ledové vody a byla provedena extrakce reakéni
smési pomoci EA (4x30 ml). Vznikld organickd vrstva byla vysuSena pomoci Na>SOs,
prefiltrovana do banky pomoci skladaného filtru, odpafena na vakuové odparce a vznikly Cisty
produkt byl uskladnén do mrazaku. Byl ziskdno produkt ve form¢ zlutého oleje (2,48 g, 15,6

mmol, 83 %). NMR v souladu s literaturou. [2!J

IH NMR (400 MHz, CDCl3) & ppm: 7.45 — 7.33 (m, 2H), 7.24 — 7.21 (m, 2H), 6.69 (dd, J =
17.6, 10.9 Hz, 1H), 5.74 (dd, J = 17.6, 0.9 Hz, 1H), 5.25 (dd, J = 10.9, 0.9 Hz, 1H), 4.26 (s,
2H).

13C NMR (101 MHz, CDCls) & ppm: 137.62, 136.24, 134.83, 128.46, 126.64, 114.43, 54.48.

2.1.2.1. Polymerace 4-vinylbenzyl azidu (P2)

BAPOs

ano N3
—_—
voda, PVA, NaCl

24 h, 17 W LED

Nejprve byla pfipravena separacni faze, ktera se skladala z PVA (1,6 g) NaCl (15 g) a

demineralizované vody (400 ml). Ta byla zahtivana do vzniku homogenniho roztoku a nasledn¢
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zfiltrovana do vicehrdl¢ banky a probublavana argonem. Do 25 ml bailkky navazen
methoxypolyethylenglykol-4-vinylbenzyl éter (Mw = 5000 g/mol; 119 mg), ktery byl rozpustén
v BnzO (5 ml). Po rozpusténi byl pfiddn DVB (50% roztok 1,3- a 1,4-isomeru v ethylstyrenech;
1,25 g) a 4-vinylbenzylazid (1 g). Jako posledni byl ke smési ptidan fenylbis(2,4,6-
trimethylbenzoyl)phosphin oxid (100 mg). Vyslednd smés byla pomoci injekéni stiikacky
nadavkovana do vicehrdlé banky a vznikld smés byla ozafovana po dobu 24 h 17.2 W bilou
LED diodou.

Po uplynuti reakéni doby byl produkt filtrovan na frité zrnitosti 4 a promyvan nejprve
pomoci demineralizované vody (2x20 ml) a THF (2x20 ml), poté pomoci EtOH (2x20 ml) a
DCM (2x20 ml). Nasledné byl produkt ptfeveden do patrony opatiené fritou a byla provedena

extrakce na Soxhletové¢ extraktoru pomoci smési THF/H>O (4:1) Bylo ziskano 1,72 g produktu.
[21]

Elementarni analyza: 77,56 % C, 7,09 % H, 9,56 % N
FT-IR (ATR; em™): 3091, 3053, 3024, 2964, 2920, 2875, 2852, 2092, 796, 706.
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2.1.2. Priprava TENTAGELU s azidovou funk¢ni skupinou (P3)

(o] (e
e NaNs N,
DMSO
50°C, 24h

TENTAGEL S—Br (400 mg) byl spole¢n¢ s NaN3 navazen do 25 ml banky a ke smési
bylo pomoci injek¢ni stiikacky pfiddn DMSO (5 ml). Banka opatfena plastovou zatkou a
michadlem mens$i velikosti byla usazena do 14zn€ s piskem na magnetickém michadle a reakéni
smés byla michana pfi teploté 50 °C.

Po 24 h byla smés prefiltrovana pies fritu zrnitosti 4 a promyvana nejprve pomoci
MeOH (3%15 ml), nasledn€ pomoci demineralizované vody (3x15 ml), THF (3x15 ml), DCM
(3%15 ml), a nakonec opét pomoci MeOH. Produkt byl dosuSen v susarné pii teploté 50 °C.
Bylo ziskéno 316 mg produktu.

Elementarni analyza: 64,20 % C, 8,88 % H, 0,93 % N, 1,51 % Br
FT-IR (ATR; cm™): 3084, 3060, 3028, 2878, 2100, 1099, 699.
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2.2. Obecny postup pripravy vzorki pro méreni

Do vialky byl odvéazen polymer P1-P3, zdroj Cu a pfipadn¢ dalsi aditiva. Nasledn¢ byla
vialka opatfena malym michadlem a byl piidan 1 ml 1x107> M roztok EE2 v THF. Vialky byly
umistény do piskové 1dzn€ na magnetické michacce a vzorky byly michany pfi zvolené teploté.

Po uplynuti stanovené doby byl obsah vialky pfefiltrovany do 5 ml odmérnych ban¢k
pies sklenénou Pasteurovu pipetu, ve které byla upéchovana vata slouzici jako filtr. Baiiky byly
doplnény po rysku pomoci ACN, v piipadé ptidavku baze do sorpcniho experimentu byly
baiiky opatfeny michadlem a byl pfidan Amberlite (30 mg) a opét byly umistény na magnetické
michadlo alespoi na 24 h.

Vysledné vzorky byly nasledné elektrochemicky analyzovany. 22!
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3.  VYSLEDKY A DISKUZE

Jak vyplyva ze resersni Casti prace kontaminace vod estrogennimi latkami je znaénym
problémem moderni doby a vede k hledani novych analytickych metod pro sledovani obsahu
estrogentt ve slozkach zivotniho prostiedi. Ve spolupracujici elektrochemické skupiné se
zabyvaji vyvojem voltametrického stanoveni estrogenil, kdy vétSina téchto latek poskytuje
prakticky shodnout odezvu, a neni tak mozné v ramci stanoveni rozlisit o jakou latku se piesné
jedna. Zamérem je vytvoftit sorbent elektivni na EE2, kdy bude mozné stanovit sumarni obsah
estrogentl ve vzorku, nasledné z analytu selektivné odstranit EE2 a z rozdilu urcit jeho obsah
ve vzorku. Aby byla realizace takového zdméru mozn4, je nejprve nezbytné vyvinout selektivni

sorpcni material pro sorpci EE2 z jeho smési s dal$imi latkami estrogenni povahy.

3.1. Navrh selektivniho sorp¢niho materialu pro EE2

OH

HO

HO HO

Schéma 7: Vazba sorpcnich materidlii s rozdilnymi funkcnimi skupinami na EE2
Z hlediska chemické struktury je nejvetsi odliSnosti EE2 od ostatnich estrogennich latek
pritomnost ethinylové skupiny, a ta se tedy nabizi jako mozné funk¢ni skupina, ptes kterou by
bylo mozné EE2 navéazat na polymerni nosi¢, a tim jej odstranit z roztoku. Ze selektivnich
reakci trojnych vazeb se pak nabizi Huisgenova azido-alkynova [3+2] cykloadi¢ni reakce, nebo
naptiklad thiol-ynova klik reakce. Navrzené zptusoby odstranéni EE2 z roztoku pak vyzaduji
mit k dispozici polymerni material opatfeny vhodnymi funk¢énimi skupinami — azidovou nebo

thiolovou. V literatufe je popsana celd fada reakci EE2 s azidy, zdroven jsou polymerni azidy
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¢asto vyuzivanymi ¢inidly naptiklad pro imobilizaci katalyzatord [23]. Pro ptipravu sorpéniho
materialu pro EE2 byla tedy zvolena ptiprava polymernich nosi¢ii nesoucich azidovou funkéni

skupinu.

3.2. Priprava a charakterizace polymernich materiala

Jako nejjednodussi polymer nesouci azidovou funkéni skupinu byl vybran
azidomethylpolystyren (P1), ktery byl pfipraven nukleofilni substituci Merrifieldovy
pryskyfice (chlormethylpolystyren; 2,67 mmol Cl/g polymeru) pomoci azidu sodného.

DMSO
50°C, 48h
Schéma 8: Nukleofilni substituce chloru v Merrifieldove pryskyrici za azidovou skupinu

O probéhnuti reakce sv&€dc¢i elementéarni analyza, kde ve vysledném P1 bylo nalezeno
<0,3 % Cl a 11,07 % N, coz odpovida obsahu funkénich skupin 2,64 mmol N3/g polymeru.
Dalsi potvrzeni poskytuje infracervena spektroskopie (Obr. 2), kdy porovnanim spektra P1 se
spektrem vychoziho PS—CI zanik4 pas 672 cm ™' odpovidajici valenéni C—Cl vibraci a objevuje

se velice intenzivni pas 2092 cm™! odpovidajici valenéni vibraci azidovych skupin.

—— PS-Cl 572
——P1
2092
1L
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

o -1
Vinocet (cm™)
Obrdazek 2: FT-IR spektra Merrifieldovy pryskyrice (PS—CI) a P1
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Dalsi variantou byla pfima piiprava kopolymeru 4-vinylbenzyl azidu. Ten byl nejprve

pfipraven nukleofilni substituci 4-vinylbenzyl chloridu azidem sodnym ve vytézku 82 %

(Schéma 9).
Cl NaNs N3
NN aceton/H,0 X

0°C, 15h
[2,48 g, 82%)]
Schéma 9: Priprava 4-vinylbenzyl azidu
Nasledovala kopolymeracni reakce s divinylbenzenem jako sitovadlem (mira zesiténi
30 %) a methoxypolyethylenglykol-4-vinylbenzyl éterem pro hydrofilizaci povrchu vzniklého

polymeru. Polymerace byla provedena za podminek suspenzni fotopolymerace [24], kdy jako

fotoiniciator byla vyuZita latka BAPOs a 17 W bilad LED zétivka.

X BAPOs

ano N3
- >
N voda, PVA, NaCl

24 h, 17 W LED

:

Schéma 10: Polymerace 4-vinylbenzyl azidu vedouci k P2

Po vlastni polymeraéni reakci byl kopolymer extrahovéan od nezreagovanych monomert
a soli extrakci v Soxhletove extraktoru. Vysledny polymer P2 byl charakterizovan elementarni
analyzou, kterd prokézala obsah 9,56 % N, odpovidajici obsahu 2,28 mmol N3/g polymeru.
Dale pak FT-IR spektroskopii (Obr. 3), kde je evidentni dominantni signal valen¢ni vibrace

azidovych skupin (2092 cm™).

33



2092

—— P2
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Obrazek 3: FT-IR spektrum P2

Posledni variantu pfedstavuje vyuziti graftového kopolymeru typu PS/PEG TentaGel S

Br (0,26 mmol Br/g polymeru), kde byl atom bromu substituovan azidovou skupinou (P3).

(0] (0]
e NaNs N,
DMSO
50°C, 24h

Schéma 11: Nukleofilni substituce Br v molekule TentaGel S Br za skupinu azidovou

Elementarni analyza, vysledného P3 prokéazala obsah 0,93 % N (0,22 mmol Ns/g
polymeru) a zbytkovych 1,51 % Br, cozZ mlze byt zplisobeno obsahem bromida ve vzorku.
Dalsi potvrzeni struktury poskytuje infracervena spektroskopie (Obr. 4), kdy v porovnani se
spektrem vychoziho PS—Br se objevuje pas 2100 cm™! odpovidajici valenéni vibraci azidovych

skupin.
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Obrazek 4: FT-IR spektra TentaGel Br a P3

3.3. Testovani sorpénich vlastnosti polymeru P1-P3

Po ptipravé polymert nasledovalo studium jejich sorpEnich vlastnosti. V nasem ptipadé
predpokladame reakci mezi trojnou vazbou EE2 a polymernim azidem P1-P3 jako chemisorpce
ve smyslu Huisgenova [3+2] cykloadi¢ni reakce. Ta mlze probihat i nekatalyzované [25], avSak
typicky byva katalyzovana méd’nymi ionty, které jsou generovany in situ redukci méd’natych
iontl pomoci askorbatu sodného, pfipadné pouzitim Cul.

Vlastni experiment byl postaven tak, ze byl pfipraven modelovy zasobni roztok EE2 v
predestilovaném THF (pro odstranéni stabilizatoru, ktery by ruSil nasledné analytické
stanoveni) o koncentraci 1:10° M. THF byl zvolen jako modelové rozpoustédlo ve kterém
vSechny studované polymery vykazuji dobrou botnavost a zaroven je typicky popsan jako
rozpoustédlo pro Huisgenovu reakci [26]. Do vialky bylo odvédzeno piislusné mnozstvi
polymeru P1-P3, byl pfidan zdroj Cu’, 1 ml roztoku EE2, ptipadna aditiva a vialka byla
ponechana michat pfi teploté 25 nebo 50 °C. Po referen¢nim case, ktery byl ve vétSing ptipada
24 h, byla reakéni smés zfiltrovana do odmérné baiiky a dikladné promyta acetonitrilem a
doplnéna po rysku. V piipad¢ pouziti DBU byl do odmérné bainiky nasledné ptidan kysely katex
pro zachyceni DBU, aby nedochdzelo k ruSeni stanoveni. Vlastni analytické stanoveni bylo
provedeno ve spolupracujici elektrochemické skupiné, a to metodou standardniho piidavku,

odectenim proudu pii napéti 1250 mV.
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Obrdazek 5: Modelovy voltamogram EE2, prevzato a upraveno z [22]

Ziskané vysledky jsou sumarizovany v Tabulce 1. V pfipadé pouZiti nasyceného roztoku
CuSO4 v kombinaci s askorbatem sodnym jako zdroje Cu” a pfi pouziti 50 mg P1/2 v roztoku
zustava priblizn¢ 60 % EE2 (Tab. 1; #1,3) zvySeni mnozstvi na 75 mg vede k proporé¢nimu
zlepseni na 44 % EE2 (Tab. 1; #4). Jako zésadni se ukézal byt ptidavek baze DBU (Tab. 1;
#2,5,6) kdy bylo mozné pfi navazce 75 mg P2 dosdhnout méné nez 5 % zbytkového EE2. V
ptipad€ pouziti nasyceného roztoku Cu(OAc), v kombinaci s askorbatem sodnym jako zdroje
Cu" pii pouziti 50 mg polymeru P1 nebo P2 zlistava piiblizné 55 % EE2 v roztoku (Tab. 1;
#7,9). ZvySeni mnoZstvi polymeru na 75 mg vede k proporénimu zlepSeni, kdy zbytkové EE2
klesa na 33 % (Tab. 1; #10). Jako zasadni se op¢t ukazal byt pfidavek baze DBU (Tab. 1;
#8,11,12), kdy bylo mozné pii navazce 75 mg polymeru P2 dosahnout méné nez 5 %
zbytkového EE2.

Pti pouziti Cul jako m&d’'né soli potvrdilo nezbytnost piidavku DBU jako baze a bylo
mozné dosahnout méné nez 5 % zbytkového EE2 pti vyuziti jiz 50 mg P1 (Tab. 1; #17),
piipadné pfi prodlouzeni reakcni doby na 72 h pouze 25 mg P1 (Tab. 1; #16). Polymer P2 se

jevil jako méné aktivni a pro dosazeni stejného vysledku bylo potieba jej pouzit 100 mg P2
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(Tab. 1; #24), ptipadné bylo mozné prodlouzit ¢as ze 24 na 72 h (Tab. 1; #25) a postacovalo

pak pouzit 50 mg P2 pro dosazeni zbytkovych 6 % EE2 v roztoku. Z téchto vysledkl vyplyva

ze Cul v kombinaci s DBU je nejvhodné€jsim reakénim systémem po dobu 24 h pii 50 °C.

Vzhledem k velmi nizkému obsahu azidovych funk¢nich skupin v polymeru P3 s nim

byl proveden experiment pouze za optimalizovanych podminek, kdy vSak po reakci se 300 mg

P3 zustava v roztoku 69 % EE2.

Tabulka 1 Prehled chemisorpcnich experimentii P1-P3 a EE2

CH P1-P3 \Np
HO
OH QN A=~
podminky
.o Zbyva EE2
# | Polymer Mnozstvi Zdroj Cu” Aditivum Doba Teflom v gztoku
(mg) () °O) (%)
1 P1 50 — 64
2 P1 50 DBU 29
3 P2 50 3 kapky nasyc. — 61
roztoku CuSOg4
4 P2 75 + NaAsc - 44
5 P2 50 DBU 43
6 P2 75 DBU <5
7] Pl 50 - 24 50 50
8 P1 50 3 kapky nasyc. DBU 14
9 P2 50 roztoku — 56
10 P2 75 Cu(OAc), + — 33
11 P2 50 NaAsc DBU 10
12 P2 75 DBU <5
13 P1 50 — 24 75 62
14 P1 50 24 15
15 P1 50 72 10
16 P1 25 72 <5
17 P1 50 24 <5
18 P1 100 24 <5
19 P1 50 24 <5
20 P2 50 5 mg Cul bBU 24 50 33
21 P2 50 24 14
22 P2 75 24 14
23 P2 50 24 14
24 P2 100 24 <5
25 P2 50 72 6
26 P2 50 — 24 75 69
27 P2 50 DBU 24 46
28 P3 300 24 50 69
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Z vysledki je patrné ze za optimalizovanych podminek mé nejvyssi schopnost vézat
EE2 polymer P1. Polymer P2, vykazal o néco nizsi efektivitu a vyzaduje dvojnasobnou
navazku oproti P1, diivodem mize byt pfili§ vysoka mira zesiténi (30 %), kdy niZsi zesiténi by
mohlo mit pozitivni vliv na rychlost difuze v polymerni matrici. Polymer P3 se ukazal jako

zcela nevhodny, pravdépodobné diky velmi nizkému obsahu azidovych skupin.
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ZAVER

V ramci této prace byla provedena literarni reSerSe zaméfend na selektivni sorpéni
materidly pro estrogenni latky. Cilem bylo vyvinout selektivni sorpéni materidl pro
ethinylestradiol (EE2), ktery by umoznil stanoveni jeho obsahu ve vzorcich s estrogennimi
latkami. Na zaklad¢ chemické struktury EE2 byla zvolena Huisgenova azido-alkynova [3+2]

cykloadi¢ni reakce jako klicova reakce pro selektivni navazani EE2 na polymerni nosic.

Byly pfipraveny tii rtizné typy polymerti nesoucich azidové funk¢ni skupiny: dva
pfipravené modifikaci komeréné dostupnych nosi¢i — azidomethylpolystyren (P1) z
Merrifieldovy pryskyfice a graftovy kopolymer typu PS/PEG (P3) — a jeden piipraveny pfimou
kopolymeraci 4-vinylbenzyl azidu s divinylbenzenem (P2). Pfiprava a charakterizace téchto
polymerti byly provedeny pomoci elementarni analyzy a infracervené spektroskopie, které

potvrdily pfitomnost azidovych skupin v pfipravenych polymerech.

Z vysledki je patrné, ze Cul je efektivnéj$im zdrojem Cu’ nez kombinace méd’natych
soli a askorbatu sodného, a Ze ptidavek DBU je nezbytny pro spé&$nou sorpci EE2. Testovani
sorpcnich vlastnosti polymert P1-P3 ukazalo, Ze nejvyssi schopnost vazat EE2 mé polymer
P1, ktery pfi pouziti Cul jako katalyzatoru a pfidavku DBU jako baze dosahl zbytkoveho
obsahu EE2 v roztoku pod 5 % pfi navazce 50 mg a reak¢ni dob¢ 24 hodin pii1 50 °C. Polymer
P2 vykézal o néco niZsi efektivitu a vyZadoval za danych podminek dvojnasobnou navazku
oproti P1, coz miZe byt zplisobeno vysokou mirou zesiténi, kterd snizuje rychlost difuze v
polymerni matrici. Polymer P3 se ukézal jako zcela nevhodny pro sorpci EE2, pravdépodobné

kvtli velmi nizkému obsahu azidovych skupin.

Tyto vysledky predstavuji dualezity krok smérem k praktické aplikaci vyvinutych
sorbentd, ale je zde jest€ mnoho prace k optimalizaci procesu pro pouziti ve vodném prostiedi
a sniZzeni potfebného mnozstvi médi, ptipadné pro provadeéni reakce bez katalyzatoru. Ackoli
jsme dosahli vyznamného pokroku, dal§i vyzkum a vyvoj jsou nezbytné k dosazeni plné

funkéniho a prakticky vyuZitelného systému pro odstraniovéani estrogenti z vodnich zdroji.
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Piiloha A: FT-IR spektrum P1
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Obrazek 6: FT-IR spektrum P1
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Ptiloha B: FT-IR spektrum P2
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Obrazek 7: FT-IR spektrum P.
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Priloha C: FT-IR spektrum P3
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Obrazek 8: FT-IR spektrum P3
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PFiloha D: '"H a C NMR spektrum 4-vinylbenzyl azidu
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Obrdzek 9: 'H NMR spektrum 4-vinylbenzyl azidu
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Obrdazek 10: 3C NMR spektrum 4-vinylbenzyl azidu

47



