VYSOKA SKOLA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE
Fakulta chemické technologie

Ustav organické technologie

Laboratof specializace vyroba leCiv
(M111015) a technologie organickych
latek a chemicke speciality (M111012)

A

Molekularné otisténé polymery
pro extrakci na pevné fazi

Vedouci prace: Ing. Anna Smidova

MUDr. Michael Mare$

Umisténi prace: AS58



1. Uvod

Existuje fada metod, které je mozné vyuzit pro separaci analytii ze vzorku, napf. extrakce typu
kapalina/kapalina, precipitace proteinii ze vzorku, ¢i extrakce na pevné fazi (SPE), ktera
umoziuje jednak selektivni separaci, ale také zakoncentrovani vzorku. Selektivitu separace
pomoci extrakce na pevné fazi je mozné ovlivnit volbou stacionarni faze a také optimalizaci
jednotlivych krokil extrakce. Molekularné otiSténé polymery (MIP) se v posledni dobé
dostavaji do popfedi zajmu pravé pro jejich vyuzZiti v roli stacionarnich fazi pro SPE
proces, jelikoz oproti konvenéné vyuzivanym materidlim (napf. silikdtové materidly) maji fadu
vyhod: i) jsou vysoce tepelné a tlakové stabilni, a to i pfi dlouhodobém skladovani, ii) jsou
odolné vuci pisobeni mnoha kyselin a zasad, iii) jsou odolné vici plisobeni organickych
rozpoustédel, ¢imZ umoziuji Siroce optimalizovat extrakéni postup bez rizika degradace
stacionarni faze. A co vic, jsou vysoce selektivni k zddanému analytu diky principu jejich

ptipravy.

MIPy se pfipravuji riznymi polymeriza¢nimi postupy (napi. blokova, suspenzni, ¢i emulzni
polymerace), pro které je spolecné pouziti templatu, ktery je tzn. otistén do polymerni
matrice, ¢imz vznikd k templatu komplementarni kavita (obrazek 1). Pravé ptitomnost kavit
proptj¢uje MIPu vysokou selektivitu vici otisténé molekule — zddanému analytu, ¢imz
zajiStuje jeho velmi efektivni a cilené vychytdvani z roztoku. Volba molekuly templatu je
pomérné variabilni, mize jim byt endogenné se vyskytujici sloucenina (napf. molekula
neurotransmiteru, ¢i aminokyselina) nebo latka télu nevlastni (naptf. molekula 1é¢iva). Jako
templat ovSem nelze pouzit libovolnou molekulu. Je moZzné pouZit pouze takové
molekuly, které nezabranuji polymeraci a zaroven je mozné je z ptipraveného polymeru u¢inné
extrahovat tak, aby vznikly zminéné selektivni kavity, coz je hlavnim uskalim celého procesu.
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Obrazek 1. Schéma ptipravy molekularné otisténé¢ho polymeru
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2. Postup laboratorni prace

Prace se skladd z nékolika kroka (obrazek 2), které na sebe logicky navazuji. Vzhledem
k Casové narocnosti nékterych kroki ptipravy (napf. nutnost nechat susit polymer pies noc, ¢i
mleti a sitovani) budete v n¢kterych ¢astech pracovat s materialy jiz pripravenymi, které doda

vedouci prace.
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Obrazek 2. Schéma piipravy, zpracovani a nasledné aplikace MIPu pii SPE

2.1 Priprava molekulirné otiSténého polymeru

MIP bude piipraven s vyuzitim thymolu jako templatu blokovou polymeraci podle

nasledujiciho postupu:

Thymol (0,45 mmol) rozpustte v methanolu (0,5 ml) v eppendorfové zkumavce. V kulaté
banice o objemu 25 ml smichejte methanol (2 ml), 2-hydroxyethyl methakrylat (1,4 mmol)
a 1,4-butandiol dimethakrylat (9 mmol), nasledné pfidejte roztok thymolu. Bailku umistéte
do pfedem vyhtaté olejové 1azné (60 °C) a po dobu 5 minut probubldvejte argonem. Udrzujte
inertni atmosféru po celou dobu reakce! Nasledné za stalého michani (300 otaek/min) ptridejte
2,2 -azobisisobutyronitril (0,4 mmol) a 1 ml methanolu a nasad’te chladi¢. Reakci ukoncete
po 40 minutach ochlazenim baiiky pod proudem studené vody. Pfipraveny polymer nechte
odstat po dobu 2 hodin a nasledné jej separujte pomoci Spachtle a acetonu. Nechte suSit
na Petriho misce za laboratorni teploty pfes noc. Na laboratorni tlohu pfijd’te s vypoctenymi

navazkami, v pfipad¢ kapalnych reaktantl vypocitejte objem.

2.2 Soxhletova extrakce

Soxhletovu extrakci provedete z Casovych diavodi s jiz piipravenym polymerem, ktery doda

vedouci prace.



Polymer pieved’te do celul6zové patrony a vlozte ji do Soxhletova extraktoru. Do varné banky
o objemu 250 ml pteved’te 80 ml extrak¢niho ¢inidla (ur¢i vedouci prace) a vlozte magnetické
michadlo. Sestavte aparaturu, vyuzijte pfedem vyhtatou olejovou lazen (teplotu uréi vedouci
prace dle slozeni extrak¢éniho cinidla). Extrakce bude probihat po dobu 2 h. Po ukonceni

extrakce odeberte z reak¢ni smési vzorek a podrobte jej HPLC analyze.

2.3 Extrakce na pevné fazi

Extrakci na pevné fazi provedete ve 2 kolonkdch pro SPE (Agilent Bond Elut Reservoir,
obrazek 3). Nejprve je tteba kazdou kolonku naplnit 50 mg ptipraveného MIPu (pfipraveny
namlety MIP o vhodné velikosti castic dodd vedouci prace). 50 mg MIPu navazte
do eppendorfovy zkumavky, ptidejte 1 ml methanolu a vytvoite suspenzi, kterou preved’te
do SPE kolonky s fritou (opakujte pfidani 1 ml methanolu, dokud je potieba). Po pfevedeni
veskerého polymeru kolonku uzaviete druhou fritou. Nasledné kolonku promyjte 3x 1 ml

methanolu.

V dal$im kroku kolonku promyjte 3x 1 ml vody a naneste 1 ml vodného roztoku thymolu
o koncentraci 0,5 mg/ml. Kolonku opét promyjte 3x 1 ml vody a jako findlni krok aplikujte

extrakéni Cinidlo v mnozstvi 3x 1 ml (druh extrakéniho ¢inidla ur¢i vedouci prace).
Vesker¢é roztoky po prichodu kolonkou od naneseni vzorku thymolu podrobte HPLC analyze
(celkem 7 vzorkl za kazdou kolonku).
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Obrazek 3. Schéma SPE procesu v kolonkach




2.4 HPLC analyza

Koncentrace thymolu bude stanovena HPLC analyzou. Vyuzit bude kapalinovy chromatograf
firmy Dionex s UV detekci. Soucasti pristroje je zasobnik pro mobilni faze, pumpa,
autosampler, termostat kolony a detektor diodového pole. Pro separaci analytu bude vyuzita
chromatograficka kolona se stacionarni fazi typu C18. K méfeni bude pouzita isokraticka
metoda, konkrétni parametry ur¢i vedouci prace. Data budou vyhodnocena pomoci softwaru

Chromeleon a MS Excel.

2.5 Vyhodnoceni vysledki

Nedilnou soucasti vyhodnoceni vysledki je kalibracni kiivka, kterou si zkonstruujete
na zaklad¢ analyzy 7 ptipravenych roztok thymolu v methanolu o zndmych koncentracich:
1; 0,5; 0,25; 0,1; 0,01; 0,001; 0,0005 mg/ml. Budete pottebovat vzdy 1 ml roztoku. Vzorky si
ptipravite postupnym fedénim, vzdy pfipravte pouze 1 ml. Vychazet budete z roztoku, ktery si
pfipravite rozpusténim 10 mg thymolu v 1 ml methanolu. Dalsi roztoky budou vychazet
z tohoto roztoku. Nejmensi pipeta, kterou mizete pouzit, dava objem 10 pl. Postup fedéni si

ptipravte pfedem a predloZte jej ke kontrole vedouci préace pti ptichodu do laboratote.

Na zaklad¢ rovnice kalibracni kiivky vyhodnotite vzorky ziskané Soxhletovou extrakci a SPE

postupem. Data zpracujte do ptehledné tabulky.

2.6 Obsah protokolu

Protokol k tloze Molekularnég otisténé polymery pro extrakci na pevné fazi bude obsahovat tyto

body:

e Uvod
e Cile prace
e Experimentalni ¢ast — stru¢ny pracovni postup vcetné pouzitych chemikalii, pfistroji
a konkrétnich navazek reaktantii
o Charakteristiku kolony, podminky chromatografické analyzy a retencni cCas
thymolu
o Kalibra¢ni kiivku v¢etné rovnice a koeficientu presnosti
e Ziskané vysledky
o Je mozné zatadit napt. fotografii ptfipraveného polymeru po vysuseni.

e Zavér
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