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Zusammenfassung

Pordse Polymere sind zu einem wichtigen Meilenstein bei der Entwicklung fortschrittlicher Materialien mit
erweiterter Funktionalitdat erwachsen. Anwendungen dieser Materialien reichen Uber chemische und
biologische Separationsmedien und Membranen zu Vorlagen fir die Nanomaterialsynthese und in die
Sensortechnologie.

Durch das molekulare Prégen werden hochpordse Polymere (MIPs) erzeugt, die in der Lage sind, die
erkennungsspezifischen Strukturen ihrer Targetmolekdle in den Hohlrdumen zu konservieren. Hierbei wird
das Targetmolekul zum Templat, welches einen Komplex mit polymerisierbaren Monomeren eingeht. Dieser
Templat-Monomer-Komplex wird dann in Gegenwart eines hohen Anteil Vernetzers und einem porogenen
Losungsmittel polymerisiert, um so eine starre Hulle mit dem Abdruck des Templates zu formen. Die
Entfernung des Templates flihrt zu einem molekular gepragten Polymer, welches wie ein Rezeptor das
Templat selektiv binden kann.

Molekular gepragter Polymere mit Fruktose und Pinakol als Template werden mit einem polymerisierbaren
Benzoboroxolderivat (MABX) als Funktionsmonomer und mit TRIM als Vernetzer im klassischem Bulk-
Verfahren zur Erkennung von Fruktose im physiologischen pH-Bereich hergestellt. Die Wiederanbindung
von Fruktose wird bei pH 7,4 (0.1 M Phosphatpuffer, 10% MeOH) getestet.

Die ermittelten Daten werden mit denen eines Kontrollpolymers (CP) verglichen, welches nur den Vernetzer
TRIM enthalt.

Der Einfluss der PorengroRenverteilung von Polymeren mit und ohne Pragung auf die Erkennungsleistung
der MIPs wird untersucht.

1 Einleitung

Die Morphologie der MIPs wird malgeblich durch das porenbildende Losungsmittel bestimmt. Art und
Volumen des Losungsmittels, das hier auch als Porogen bezeichnet wird, sind variabel. Haufig verwendete
Losungsmittel bei der MIP-Synthese sind: THF, Acetonitril, Dioxan und Gemische aus Acetonitril und

Toluol.
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Bild 1 Funktionsweise eines porogenen Losungsmittels

Die Aufgabe des Porogens ist das anfangliche Losen aller Monomere (A, Abb.1). Wahrend der
Polymerisation (B) findet Schritt fur Schritt eine Phasentrennung (C) statt, weil sich das bildende Polymer
im Gegensatz zum Monomer nicht im Porogen 16st. Nach der Polymerisation wird das Ldsungsmittel durch
Abdampfen entfernt und es bleibt eine porése Struktur (D) im Polymer zuriick.™ Durch Variation der



Zusammensetzung der Reaktionsmischung hat sich herausgestellt, dass ein 1:1-Verhaltnis (w/v) zwischen
Monomeren und Porogen gut geeignet ist, um spezifische und gut zugangliche Hohlraume zu bilden.™ Bei
diesem hohen Ldsungsmittelanteil werden besonders viele sogenannte Meso- und Makroporen (2 — 100 nm)
gebildet, wodurch die Gesamtoberflache der Polymere mit 50 bis 1000 m2/g ausgesprochen grof ist.

2 Methoden und Material
2.1 Synthese der Polymere

Fur die Synthese der gepragten Polymere werden zuerst der entsprechende Boronsaureester (2 mmol) und
AIBN (1.8 mmol) in einem 20 mL-Septenglas in 9 mL Dioxan suspendiert. Nach der Zugabe von TRIM
(26.5mmol, 99, 85mL) wird die Mischung 10 min mit Argon durchspilt. Anschlielend wird die
Polymerisation bei 65°C im Ultraschallbad gestartet, danach 48 h bei dieser Temperatur im Trockenschrank
belassen und weitere 24 h bei 95°C gehalten.

Tafel 1 Darstellung der MIPs

Funktionsmonomer QB Templat MIP
~OH
Fruktose MABX(Fru)-MIP
MABX 0n NH
1 Pinakol MABX(Pin)-MIP

Die Kontrollpolymere CP, welche nur den Vernetzer enthalten, werden analog zur MIP-Synthese, aber in
verschiedenen Losungsmitteln bzw. Gemischen: Acetonitril/Toluol 1:1, Dioxan und THF, hergestellt.

Der Polymermonolith wird nach der Polymerisation mechanisch zerkleinert und anschlieend feucht mit
Aceton in die KorngroRenfraktionen <25 pm, 25 - 50 pm, und > 50 um Klassiert.

Das Herauswaschen des Templates aus der gewinschten Fraktion 25 — 50 um erfolgt durch Spulen mit
Wasser/Methanol 1:1 (3x40 mL) bzw. Wasser (3x40 mL), darauffolgender Zentrifugation (10 min, 3500 x Q)
und Dekantieren. Das Polymer wird im Exsikkator unter Vakuum getrocknet.

2.2 Oberflachen- und Porengréenbestimmung

Die Bestimmung der spezifischen Oberflache der Polymere erfolgt durch Adsorption und Desorption von
Stickstoff an einem Sorptomat 1900 der Fa. Fisons Instruments.

3 Ergebnisse
3.1 Fruktosebindung an die MIPs

Die Bindungseigenschaften fur Fruktose bei pH 7.4 an das MABX(Fru)-MIP und an das MABX(Pin)-MIP
werden in einem Batch-Binding Experiment untersucht. Als Negativkontrolle wird das Kontrollpolymer CP5
verwendet. Dazu wird eine definierte Menge Polymer mit einer definierten Menge Fruktose in 0.1 M
Phosphatpuffer versetzt, das Reaktionsgefal3 Uber Nacht schittelnd stehen gelassen und zentrifugiert. Der
Uberstand wird mit Szintillationsfliissigkeit versetzt. Auf diese Weise kann die in der Lésung ungebundene
Fruktose bestimmt werden, da die eingesetzten Fruktoseldsungen zuvor mit *H-Fruktose dotiert worden ist.”!
Unter Kenntnis der eingesetzten Fruktosekonzentration und der ermittelten freien Fruktose kann die
gebundene Fruktose berechnet werden.

Am Kontrollpolymer CP5 werden keine unspezifischen Wechselwirkungen der Fruktose mit dem
Trégermaterial nachgewiesen.

Das Bild 2 zeigt die Konzentrationsabhéngigkeit der Bindung von Fruktose an das MABX(Fru)-MIP und
das MABX(Pin)-MIP.

Fruktose bindet 2,5-mal stdrker an das Fruktose-gepragte Polymer als an das MABX(Pin)-MIP.
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Bild 2 Vergleich der D-Fruktoseanbindung an die MIPs Bild 3 D-Fruktoseanbindung in Anwesenheit konkur-
bei pH 7,4 rierender Saccharide und Sorbitol

Da bei beiden Polymertypen 2 mm Boronsaureester als Templat eingesetzt werden, sollte auch die Zahl der
gebildeten Bindungstaschen identisch sein. Doch die Zahl der Haftgruppen pro Tasche ist unterschiedlich.
Die Pinakol-MIPs tragen nur eine Boronsdure und die Fruktose-MIPs zwei Boronsduren pro Bindungsstelle.
Im MABX(Pin)-MIP kann die Fruktose demnach nur eine Einpunktbindung eingehen und wird daher nicht
so spezifisch gebunden.

In der Tafel 2 sind die erreichten Bindungskapazitaten der synthetisierten MIPs den theoretisch méglichen
Bindungsstellen gegeniibergestellt, welche anhand der bekannten Zusammensetzung des Polymers berechnet
werden konnten. Fir diese Berechnung wird angenommen, dass zum einen alle Bindungsstellen gut
zugénglich sind und zum anderen alle als Templat dienenden Fruktosemolekile erfolgreich herausgewaschen

werden konnten.

Tafel 2 Wiederbelegungsraten der einzelnen Polymere bei pH 7,4
MIP MABX(Fru)-MIP MABX(Pin)-MIP

theoretisch besetzbare
Bindungsstellen B ax
Wiederbelegungsraten im 0 0

Verhaltnis zu By 26 % 10%

195 nmol/mg 208 nmol/mg

3.2 Oberflachen-und Porengrolienbestimmung der MIPs

Die spezifischen Oberflachen nach der BET-Methode und die Volumina der Meso- (2 -50 nm) bzw.
Mikroporen (< 2 nm) nach der BJH- bzw. HK-Methode sind in Tafel 3 dargestellt.

Tafel 3 Ergebnisse der N,-Sorptionsmessungen der Kontrollpolymere und der MIPs

Kontrollpolymere (CP) BET-Oberflache BJH Mesoporen-  HK-Mikroporen-

MIP-Polymere [m2/g] volumen [mL/g] volumen [mL/g]
CP1 (THF —9mL) 498 0.322 0.237
CP2 (Acetonitril/Toluol 1:1 — 9mL) 482 0.422 0.227
CP3 (Acetonitril/Toluol 1:1 — 5mL) 297 0.099 0.145
CP4 (THF, Ultraschall — 9mL) 724 0.489 0.351
CP5 (Dioxan, Ultraschall — 9mL) 646 0.409 0.297
MABX(Fru)-MIP (THF —9mL) 436 0.213 0.207
MABX(Fru)-MIP (Dioxan, Ultraschall — 9mL) 457 0.210 0.279

MABX(Pin)-MIP (Dioxan, Ultraschall — 9mL) 520 0.247 0.238




Die Kontrollpolymere CP1 und CP2, welche wie die geprégten Polymere mit 9 mL L&sungsmittel auf
8.5 mL TRIM hergestellt wurden, zeigen eine dhnliche spezifische Oberflache mit Werten von 498 bzw.
482 m2/g im gleichen GroRenbereich. Die Angaben fur die kumulativen Porenvolumina fur die Meso- als
auch Mikroporen sind ebenfalls annéhernd gleich groR. Somit sollte ein &hnlich guter Stofftransport zu den
Bindungsstellen im Polymer gewéhrleistet sein. Die Art des Porogens ist hier weniger signifikant.

Das CP3 mit 5 mL Losungsmittel je 8.5 g TRIM zeigt eine mittelmaRige Stickstoffadsorption und hat mit
297 m?/g eine um %s minimierte spezifische Oberflache als CP1 und CP2. Bei den kumulativen Poren-
volumina ist der Unterschied noch gravierender. Hier zeigt das Porogen deutlich seinen Einfluss.

Die Synthese der beiden Kontrollpolymere CP4 und CP5 wurde im Unterschied zu den oben genannten im
Ultraschallbad durchgefiihrt. Diese neue Methode filhrte zu einer verbesserten Durchmischung der
Monomere in der Polymerldsung und schliellich zu einem hochpordsen Polymer.

Die Gegentberstellung der gepragten Polymere zeigt, dass deren spezifische Oberflachen unter denen der
Kontrollpolymere CP1 und CP5 liegen, das mit den zusétzlich in der Reaktionsmischung vorhandenen
Funktionsmonomeren bei konstant gebliebenem Lésungsmittelvolumen zu erklaren ist. Das mit Pinakol als
Templat gepréagte Polymer hat mit 520 m2/g die groBte spezifische Oberflache. Das MABX(Fru)-MIP hat bei
vergleichbaren Mesoporenvolumen einen héheren Anteil an Mikroporen, welches in guter Korrelation mit
dessen Bindungsverhalten zu Fruktose ist.

3.3 Kreuzreaktivitat des MABX(Fru)-MIP mit anderen Sacchariden

Bild 3 stellt die Spezifitat der Bindung von Fruktose an das MABX(Fru)-MIP bzw. deren Kreuzreaktivitat
gegenuber anderen Sachariden (L-Fruktose, D-Glukose) dar. Zusatzlich wurde Sorbitol wegen seiner hohen
Affinitat zu Boronséuren ausgewéhit.

Da nur die D-Fruktose in radioaktiv markierter Form zur Verfiigung stand, wurde ein sogenanntes
Kompetitionsexperiment durchgefiihrt. In diesem Fall wurde D-Fruktose zusammen mit einem der anderen
Saccharide zum Polymer gegeben und untersucht, wie viel Fruktose, welche mit dem anderen Saccharid um
die Bindungsstelle konkurriert, gebunden wird.

Da Sorbitol die hochste Bindungsaffinitdt zu Boronséuren hat, hindert es die Fruktose bei der
Wiederanbindung am meisten, gefolgt von L-Fruktose. Die Fruktose-Anbindung findet in Gegenwart von D-
Glukose fast unbeeintrachtigt statt.

Es wurde eine klare Korrelation der Bindungskapazitat mit dem kumulativen Mikroporenvolumina und der
spezifischen Oberflache gefunden. MABX(Fru)-MIP hat die héchste Menge an Mikroporen, die eine hohe
Polymernetzwerkstruktur bedingen und damit die gute Erreichbarkeit der Bindungsstellen unterstutzen.

Die Art des Losungsmittels hat einen Einfluss auf die Morphologie, aber nicht auf die Selektivitat der
geprégten Polymere. Die Affinitdt der Haftgruppe, hier des Benzoboroxols bestimmt die Bindungs-
eigenschaften der MIPs entscheidend.
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