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Kurzfassung

Monolithische Chromatographiephasen werden seit etwa 20 Jahren entwickelt und sind
in den letzten Jahren eine attraktive Alternative zu etablierten mit Partikeln gefiillten
Saulen geworden. Sie werden in anorganische Phasen und organische Polymermonoli-
the unterteilt, die beide kommerziell vertrieben werden. Pordse Monolithe bestehen aus
einem einzigen, durchgehenden Stiick. Charakteristisch ist das sie durchziehende Poren-
netzwerk, durch das der Eluent mit geringerem hydraulischen Widerstand flieBen kann
und das somit schnellere Flussraten ermdglicht. Polymermonolithe werden vorwiegend
fiir die Separation grof3er Biomolekiile aufgrund eines durch Konvektion beschleunigten
Massentransfers eingesetzt. Zudem sind sie tiber einen breiten pH-Wert-Bereich stabil
und konnen direkt (in situ) im gewiinschten Format polymerisiert werden.

In der vorliegenden Arbeit gelang die Herstellung neuartiger epoxidbasierter Phasen
nach einem von WELLER et al. entwickelten Konzept, die im Affinitatsexperiment ange-
wendet wurden. Die Herstellung erfolgte durch Autopolymerisation polyfunktioneller
Glycidylether. Fur die Funktionalisierung wurden nicht polymerisierte Epoxide genutzt.
Als Monomere dienten Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC), Glyceroltriglycidyl-
ether (GE 100) sowie Polyglycerolpolyglycidylether (GE 500). Die Arbeiten konzentrier-
ten sich vor allem auf die bei Raumtemperatur durchfithrbaren Monolithsynthesen mit
dem hoher funktionellen GE 500. Die Polymerisationsbedingungen wurden hinsicht-
lich Porogenmischung und Porogenanteil optimiert. Eine mit 75 Vol.-% Porogen (1,4-Di-
oxan/Methyl-tert-butylether (MTBE) (2:3)) hergestellte und mit rekombinantem Prote-
in A funktionalisierte Monolithkapillarsdule (66 % Porositit, 12 pm Porengrofie, 7 m? g™
spezifische Oberfldche) ergab im Affinititsexperiment eine Kapazitit von 0,44 mg mL™"
aus Kaninchenserum isolierbarem Immunglobulin G (IgG). Durch Beimischung von 60 %
1,3-Butadiendiepoxid (BDE) konnte der Epoxidgehalt vervierfacht und die Porengrofie
auf 400 nm bei 59 % Porositit reduziert werden. Die spezifische Oberflache wurde ver-
dreifacht und die Kapazitit priparierter Disks auf 0,90 mg mL™ etwa verdoppelt. Die in
dieser Arbeit entwickelten Disks kénnen zur Isolierung von IgG aus einer komplexen

Probe, wie beispielsweise Blutserum, eingesetzt werden.
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Abstract

Monolithic supports have been developed since 20 years and have become an attrac-
tive alternative to well-established columns packed with particles over the past years.
They are classified into inorganic media and organic polymer monoliths, which are both
commercially available. Porous monoliths consist of a single, continuous piece with an
integrated characteristic porous network through which the eluent can flow with lower
hydraulic resistance and which consequently offers higher flow rates. Due to an accele-
rated mass transfer caused by convection polymer monoliths are mainly used for sepa-
ration of large biomolecules. In addition, they are stable over a wide pH range and can
be polymerized directly (in situ) in the desired format.

In the present work the successful preparation of new epoxide-based supports according
to a concept introduced by WELLER et al. as well as their application in affinity chroma-
tography are reported. Their preparation was carried out by self-polymerization of po-
lyfunctional glycidyl ethers and for functionalization non-polymerized epoxide groups
were used. As monomers tris(2,3-epoxypropyl) isocyanurate (TEPIC), glycerol glycidyl
ether (GE 100) and polyglycerol polyglycidyl ether (GE 500) were utilized. The work has
focused especially on the polymerization of the higher functional GE 500, which can
be perfomed at room temperature and was optimized in terms of both composition and
amount of porogen. The extraction of immunoglobulin G (IgG) from rabbit serum with a
capillary column (66 % porosity, 12 um pore size, 7m? g'! specific surface area) prepared
by 75 vol.-% porogen (1,4-dioxane/methyl tert-butyl ether (MTBE) (2:3)) and functiona-
lized with recombinant protein A resulted in a capacity of 0,44 mg mL™. By addition of
60 % 1,3-butadiene diepoxide (BDE) the epoxide content was quadrupled and the pore
size reduced to 400 nm while maintaining consistently high porosity of 59 %. The spe-
cific surface area was tripled and the capacity of prepared disks approximately doubled
to 0,90 mg mL™. The disks developed in this work can be applied for the isolation of IgG

from complex samples such as serum.
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Kapitel 1
Einfithrung

Die Entwicklung monolithischer Phasen begann erst etwa Mitte der 1980er Jahre und
dennoch finden sie heute als Alternative zu den seit etwa 100 Jahren etablierten mit Par-
tikeln gefiillten Saulen in simtlichen chromatographischen Techniken Anwendung ™.
Eingeteilt werden sie in anorganische, zumeist silicabasierte und im Sol-Gel-Prozess her-
gestellte Phasen, sowie in organische Polymermonolithe, von denen ein breites Spek-
trum an Zusammensetzungen und Polymerisationsarten beschrieben ist. Beiden Typen
gemein ist, dass sie aus einem einzigen durchgehenden Stiick bestehen, das von einem
Porennetzwerk durchzogen ist, welches auch im trockenen Zustand aufgrund einer ho-
hen Quervernetzung des Polymers bestehen bleibt. Ihre miteinander verbundenen und
haufig mikrometergrofien Porenkanéle, durch die der Eluent fliefSt und die deshalb oft als
Durchflussporen bezeichnet werden, sind ihr Charakteristikum. Sie sorgen bei gleichzei-
tig hoher Porositét fiir einen geringeren hydraulischen Widerstand als bei Partikel ge-
fullten Sdulen und erlauben somit hohere Flussraten. Anorganische Monolithe weisen im
Gegensatz zu Polymermonolithen zusétzlich Poren in der Grofle einiger Nanometer auf,
die eine hohe Oberfliche erzeugen. Sie werden seit einigen Jahren u. a. von der Merck
KGAa (Darmstadt) als Umkehrphasen fiir die Separation kleiner Molekiile? vertrieben.
Polymermonolithe besitzen in der Regel hauptsichlich Durchflussporen ®® und werden
ergianzend besonders fiir die Separation grofier Biomolekiile P8 wie beispielsweise fiir

die von Proteinen eingesetzt.

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt in der Entwicklung einer epoxidbasierten Mo-
nolithphase fiir die Affinitdtschromatographie zur Anreicherung von Proteinen. Die Af-
finitatschromatographie ist die Methode der Wahl zur spezifischen Anreicherung von
Biomolekiilen und basiert auf der reversiblen Wechselwirkung eines Analyten mit einem
auf der festen Phase immobilisierten Liganden. Geeignete Phasen miissen dafiir vielen

Anforderungen geniigen. So miissen sie vor allem fiir drastische Elutionsbedingungen
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tiber einen breiten pH-Wert-Bereich stabil sein und eine hohe Kapazitat aufweisen. Au-
Berdem miissen sie selbstverstandlich funktionalisierbar sein. Etabliert sind bisher vor
allem agarosebasierte Phasen, die diese Anforderungen erfiillen. Auch Polymermonoli-
the erfiillen diese, wobei ihre Kapazitat in den meisten Féllen noch unterhalb der von
agarosebasierten Phasen liegt. Nicht unwesentliche Nachteile agarosebasierter Phasen
sind jedoch der hauptsachlich diffusionskontrollierte Massentransfer und eine geringe
Druckstabilitat, die beide die Flussgeschwindigkeit limitieren. Der Massentransfer bei
Polymermonolithen zu den an der Oberfliche der Durchflussporen befindlichen akti-
ven Zentren erfolgt hingegen vor allem durch schnellere Konvektion 1% Die schnelle-
re Bindungskinetik limitiert somit nicht die aufgrund der pordsen Struktur moglichen
héheren Flussraten. Dadurch sind héhere Durchsatze in kiirzerer Zeit moglich. Polymer-
monolithe sind in situ herstellbar, d. h. die Reaktionslosung polymerisiert direkt in der
gewiinschten Kartuschenform. Dadurch sind sie in jeglicher Form herstellbar.
Epoxidbasierte Phasen sind variabel einsetzbar, weil sie sich mit dem nukleophilen Li-
ganden der Wahl funktionalisieren lassen. Bisher wurden sie zum einen durch Polykon-
densation eines Epoxidmonomers mit einem Amin und zum anderen iiberwiegend durch
Radikalkettenpolymerisation der Monomere Glycidylmethacrylat (GMA) und Ethylen-
dimethacrylat (EDMA) hergestellt. GMA/EDMA-Monolithe werden bereits von BIA Se-
parations d.o.o. (Ajdovscina, Slovenien) vertrieben.

In der vorliegenden Arbeit wird die Weiterentwicklung eines neuen Konzepts verfolgt,
von dem WELLER et al.™ erstmals berichteten und das bereits zur Anreicherung von
Bakterien erfolgreich eingesetzt wurde ™%, Hierbei wird der Monolith durch LEwis-
Saure-katalysierte Autopolymerisation polyfunktioneller Glycidylether, die grof3tech-
nisch als Vernetzer in Epoxidharzen verwendet werden, hergestellt. Nicht polymerisierte
Gruppen werden fiir die anschliefende Funktionalisierung genutzt.

Der Schwerpunkt der Arbeit liegt in der Recherche nach geeigneten polyfunktionellen
Glycidylethern und der Optimierung der Materialeigenschaften hinsichtlich der Poren-
grofle, Porositat, spezifischen Oberflache und Rigiditat des Materials. Dazu wurde der
Einfluss der Porogenmischung und des Porogenanteils sowie die Beimischung von Di-
epoxiden als Comonomer untersucht. Auflerdem umfassen sie die Entwicklung der Pra-
paration von monolithischen Kapillarsdulen und Disks. Eine geeignete Phase fiir die An-
reicherung von Proteinen, insbesondere von ca. 10 nm grof3en Antikorpern, sollte Poren
in der Grof3enordnung einiger hundert Nanometer und fiir eine zugleich gute Permeabi-
litat eine Porositat von mehr als 50 % aufweisen. Im Folgenden werden die Ergebnisse der
Monolithsynthese mit den drei Monomeren Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC),
Glyceroltriglycidylether (GE 100) sowie Polyglycerolpolyglycidylether (GE 500) disku-

tiert. Zuerst wird aber ein Uberblick iiber die Vielfalt bisher hergestellter monolithischer
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Materialien, deren Herstellungsprozesse und tiber gangige analytische Methoden zu de-
ren Charakterisierung gegeben. Dabei wird insbesondere auf Epoxide und deren Reak-

tivitat eingegangen.






Kapitel 2

Theoretische Grundlagen

2.1 Monolithische stationire Phasen

Monolithische stationdre Phasen stellen mittlerweile in zahlreichen Chromatographie-
techniken, nicht nur in der Affinitdtschromatographie, eine Altnernative zu den kon-
ventionellen Phasen dar, bei denen es sich zumeist um Partikel bzw. speziell im Fall
der Affinitatschromatographie um gequollene auf Agarose basierende Gele handelt. Im
Folgenden werden die Eigenschaften und die sich daraus ergebenden Vorteile monolithi-
scher Phasen gegentiber konventionellen Sdulenbetten beschrieben und eine Ubersicht
iiber die Vielfalt an Monolithtypen gegeben, die bisher entwickelt wurden. Aulerdem
wird der Herstellungsprozess im Allgemeinen erlautert, durch den das charakteristische
Porennetzwerk in den Monolith integriert wird und es werden Einfliisse diskutiert, die
die Porengrofie steuern. Eingangs wird aber zunéchst ein historischer Uberblick tiber die

Anfange und Entwicklung monolithischer Phasen gegeben.

2.1.1 Historischer Uberblick

In den 1950er Jahren entwickelte der Nobelpreistriger ROBERT SYNGE ™! erstmals dhn-
liche zu den heute als Monolithe bekannten Strukturen™!, indem er kollodiumbasierte
Membranen fiir die Ultrazentrifugation von Polysacchariden einsetzte "817], Ein Jahr-
zehnt spiter veroffentlichten Kusin et al.[®¥ jhre Ergebnisse zu Experimenten mit Poly-
ethylenglycolmethacrylaten als stationdre Phasen fiir die Gelfiltration. Diese Materialien

1 [I5119

waren jedoch nicht ausreichend druckstabi I und es folgten Versuche mit offenpori-

gen Polyurethanschaumen, die erste erfolgversprechende Ergebnisse hinsichtlich guter
Trennleistungen kleiner Molekiile in der Gas- (GC) und Fliissigchromatographie (engl.

19H24

Liquid Chromatography, LC) zeigten >4l Sie waren allerdings fiir eine Anwendung als

stationire Phase in der GC nicht ausreichend thermisch stabil®™ und wiesen fiir einen
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Durchbruch in der LC eine noch zu geringe mechanische Stabilitat und ein zu starkes

Quellverhalten auff2,

[2627] ach Experimenten mit un-

Mitte der 1980er Jahre stellte die Gruppe um BELENKII
terschiedlichen Saulengeometrien fiir die Separation von Proteinen fest, dass auch kur-
ze Saulen fiir eine erfolgreiche Trennung ausreichend sind. Kurze, mit Partikeln gefiill-
te Saulen konnten jedoch nicht homogen und spaltenfrei hergestellt werden ™. Dieser
Zeitpunkt gilt als Geburtsstunde der Monolithe™, nachdem Tennikova 8 und ihren
Mitarbeitern durch Copolymerisation von Glycidylmethacrylat (GMA) und Ethylendi-
methacrylat (EDMA) die Synthese eines pordsen, aus einem Stiick bestehenden Trager-

materials mit zentimetergroflen Durchmessern im Diskformat gelang.

Svic et al.”?! iibertrugen die Technik auf die in-situ-Synthese monolithischer Siulen
in konventioneller Dimension fiir die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (engl.
High Performance Liquid Chromatography, HPLC) und setzten als weitere Monomere
Styrol, Divinylbenzol und deren Derivate ein®®. Die Ausbildung von Spalten zwischen
Monolith und Sdulenwand durch Schrumpfung des Polymers wurde durch eine senk-
rechte Position der Sdule wéahrend der Polymerisation vermieden. Dadurch sedimentiert
das Polymer und der Feststoff wird von der Polymerisationslosung umgeben, sodass ent-
standene Spalten mit Feststoff wieder ausgefiillt werden®. Die einfache Herstellung
und eine gute Trennleistung fiir Biomolekiile weckten das Interesse fiir diese Materiali-

enl2,

Parallel zu diesen Arbeiten stellten HyerTEN et al.B133) gequollene und stark vernetz-
te Gele durch Reaktion von N,N’-Methylenbisacrylamid mit u. a. Acrylsaure in Gegen-
wart von Salzen wie Ammoniumsulfat und Ammoniumperoxodisulfat her, die nach der
Synthese komprimiert wurden und trotzdessen eine hohe Permeabilitat aufwiesen. Ab
Anfang der 1990er Jahre wurden zahlreiche weitere Synthesen fiir monolithische Mate-
rialien in verschiedenen Sdulengeometrien und mit unterschiedlichen Funktionalitaten
fir die HPLC und Kapillarelektrochromatographie (engl. Capillary Electrochromatogra-
phy, CEC) publiziert F153440

Nachdem sich die Entwicklung hauptsachlich auf die Synthese organischer Polymermo-
nolithe konzentriert hatte, fithrten die Gruppen um Tanaka? und Frerps# Mitte der
1990er Jahre anorganische Monolithe auf Silicabasis ein. Im Gegensatz zu Polymermo-
nolithen schrumpfen Silicamonolithe stark und kénnen nicht in situ hergestellt werden.
Sie werden heute nach dem Verfahren von TANAKA et al. im Sol-Gel-Prozess durch Poly-
merisation von Tetramethoxysilan (TMOS) oder Tetraethoxysilan (TEOS) in Polyethy-

42143)

lenglycol (PEG) als Porogen hergestellt #243
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2.1.2 Eigenschaften

Seit mehr als 100 Jahren werden in der Chromatographie hauptsiachlich mit porésen Par-
tikeln gepackte Siulen eingesetzt!™. Thre spezifische Oberfliche wird durch die intra-
partikuldre Porositit bestimmt, wihrend die interpartikuldre Porositat, in der Gréfen-
ordnung einiger Zehntel der Partikelgrofie, die Permeabilitit der Siule beeinflusst!l.
Auch bei enger Partikelgrofienverteilung und homogener Packungsdichte weisen ge-
packte Saulen ein Hohlraumvolumen von 30-40 % auf, das fiir die chromatographische

351 Der Massentransfer der zu trennenden Ana-

Trennung nicht zur Verfiigung steht!
lyten geschieht durch Diffusion in die Partikelporen aufgrund eines sich ausbildenden
Konzentrationsgradienten zwischen dem durch die Partikelzwischenrdume flielenden
und dem in den Partikelporen stagnierenden Eluenten und kann durch kurze Diffusions-
wege beschleunigt werden. Dies ist vor allem fiir grof3e Biomolekiile wie Proteine von
Vorteil, weil sie einen erheblich kleineren Diffusionskoeffizienten als niedermolekula-

[1544] Bej Verwendung kleinerer Partikel verkleinern sich simultan

re Molekiile besitzen
aber auch die Partikelzwischenrdume und die resultierende Reduzierung der Permea-
bilitat hat hohere Gegendriicke zur Folge ™. Nach dem DaRrcy-Gesetz (Gleichung
verhalt sich der Gegendruck Ap bei laminaren Stromungen, unter Berticksichtigung der
Saulenldange L, der Flussgeschwindigkeit u, der Viskositat der mobilen Phase 1 und der

Konstante K, dabei umgekehrt proportional zum Quadrat der Partikelgrofie d,, #:

w-n-L

Ap= .
P K- &

(2.1)

Die Permeabilitatskonstante Ky berechnet sich nach der KozeNny-CARMAN-Gleichung
aus der externen Porositét e,:
3

Ky = WE—Q)Q (2.2)
Monolithische Phasen stellen eine Alternative zu diesen seit langem etablierten Sau-
len dar. Sie bestehen, wie der Name vermuten lasst, aus einem durchgehenden Saulen-
bett und werden in anorganische Materialien, die hauptséachlich silicabasiert sind und
organische Polymermonolithe, die im Folgenden nur noch als Polymermonolithe be-
zeichnet werden, eingeteilt. Strukturell sind sie zumeist aus Kiigelchen, die zu grofleren
Clustern vernetzt sind, aufgebaut. Charakteristisch ist das sie durchziehende Porennetz-
werk, durch das der Eluent flielen kann. Die Poren sind typischerweise einige Mikro-
meter groff und werden aufgrund ihrer Funktion in der Literatur als Durchfluss- oder

15125

aufgrund ihrer Grole auch als Gigaporen bezeichnet™2] Guiocnon®! beschreibt die

monolithische Struktur durch Umkehrung der einer mit Partikeln gefiillten Saule. An-
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Abbildung 2.1. Vergleich des Saulenbetts einer mit Partikeln gefiillten Saule (links) mit
dem einer monolithischen Saule (rechts).

stelle der Partikelzwischenrdume tritt das monolithische Skelett und anstelle der Par-
tikel die Durchflussporen, deren Verbindungen die Kontaktflaichen zwischen den Parti-
keln darstellen. HuBer uND Svic¥ vergleichen die Struktur indessen mit nur einem
einzigen grofien pordsen und von den Poren vollstindig durchdrungenen Partikel, wie
er in der Perfusionschromatographie eingesetzt wird. In Abbildung [2.1|ist der Aufbau
beider Saulenbettformate schematisch illustriert. Die Porositdt monolithischer Phasen
betragt im Allgemeinen ca. 60-80 %, weshalb sie eine erh6hte Permeabilitat aufweisen.
Sie wird durch die Vernetzung, Konstruktion und Form der Poren beeinflusst und er-
laubt aufgrund eines geringeren hydraulischen Widerstands hohere Flussraten, wodurch
die Analysenzeit verkiirzt wird. Der Massentransfer erfolgt dabei neben Diffusion auch

durch Konvektion B2,

Im Vergleich zu mit Partikeln gepackten Saulen betragt das vom monolithischen Skelett
ausgefiillte Volumen folglich aber nur 40-20 %, sodass die spezifische Oberflache kleiner
als die von mit Partikeln gepackten Saulen sein miisste. Anorganische Monolithe besit-
zen neben den Durchflussporen zusitzlich kleine Einbuchtungen in den Kiigelchen 2,
die nach Definition der International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) !
in der Groflenordnung von Mesoporen (2-50 nm) liegen und fiir eine hohe spezifische
Oberfliche sorgen®). Die Porengrofien konnen unabhingig voneinander im Herstel-

lungsprozess eingestellt werden™. Dabei muss fiir die jeweilige Anwendung der Siule
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ein Optimum zwischen einer hohen spezifischen Oberflache fiir eine hohe Kapazitat und
gute Trennleistung sowie einer hohen Permeabilitét fiir geringe Gegendriicke und ho-
he Flussraten erzielt werden. Eine multimodale Porengrof3enverteilung ist denkbar, aber
nicht immer wiinschenswert, da Mikroporen (< 2nm) fiir grélere Molekiile zu klein
sind und der Massentransfer durch stirkere Adsorptionseffekte langsamer erfolgt®l. Fiir
Polymermonolithe konnte diese bimodale Porengrofienverteilung bisher nicht realisiert

B8l ynd an-

werden ¥ weshalb sie iiberwiegend fiir die Trennung grofer Biomolekiile
organische Monolithe komplementar fiir die Trennung kleinerer Molekiile eingesetzt
werden!?. Aufgrund des hohen Vernetzungsgrades besitzen Monolithe eine hohe, von
der Porositdt abhéngige, mechanische Stabilitét, die dafiir sorgt, dass die Porositat auch
im trockenen Zustand erhalten bleibt %],

Polymermonolithe zeichnen sich zudem im Gegensatz zu Silicamonolithen durch Stabi-
litat Giber einen breiten pH-Wert-Bereich aus und kénnen in situ in unterschiedlichsten
Formen polymerisiert werden. Es wurden konventionelle HPLC-Formate ®”, Kapillar-
saulen ™52 Diskformate ®3*# und mikrofluidische Kanile®¢ hergestellt!®. Silicamo-
nolithe schrumpfen so stark, sodass sie nachtriglich in die Saule eingekapselt werden
missen. Untersuchungen zur Schrumpfung von Silicamonolithen in Abhangigkeit des
Sauleninnendurchmessers zeigten, dass Monolithe in Kapillarsaulen mit einem kleineren
Innendurchmesser als 100 pm an der Saulenwand haften bleiben . Polymermonolithe
sind flexibler, sodass eine Schrumpfung durch mechanischen Stress und die resultierende
Spaltenbildung zwischen Sdulenwand und Monolith nicht so stark wie bei Silicamono-

lithen eintritt ™,

2.1.3 Mechanismus der Porenbildung

Der Mechanismus 7 fiir die Herstellung pordser Partikel und poréser Monolithe basiert

[5762) des Polymers wihrend der Polymerisation aus einem in-

auf der Phasenseparation
erten Losungsmittel, Porogen genannt. Die Herstellungsprozesse unterscheiden sich da-
bei jedoch. Pordse Partikel werden meist nach einer in den 1950er Jahren entwickelten
Technik mittels Suspensionspolymerisation hergestellt®]. Dabei wird ein wasserunlés-
liches Monomer in einer wassrigen Phase dispergiert und die entstandenen Tropfchen
durch Zugabe eines im Monomer l6slichen Initiators zu sphérischen Partikeln polyme-
risiert. Die Suspension wird wihrend der gesamten Polymerisationsdauer geriihrt. Die
Starke des Riithrens und die Grenzflichenspannung zwischen organischer und wassriger

64165

Phase beeinflussen die Grofle und sphirische Form der Partikel %3], Im Gegensatz dazu

30139166

ist die Polymerisation von Monolithen statisch! I und wird in der Regel direkt im

Porogen durchgefiihrt 7
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Monomer in Porogen gelost ~ Polymerisationsbeginn Nukleibildung

Legende:

Clusterbildung

Monomer

Polymerkette
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Abbildung 2.2. Mechanismus der Phasenseparation.

Der Mechanismus der Porenbildung ist in Abbildung [2.2| veranschaulicht. Das Mono-
mer wird im Porogen geldst (A) und die Polymerisation durch einen Initiator gestartet
(B). Das Porogen enthilt einen fiir die gebildeten Polymerketten unléslichen Anteil, der
zur Phasenseparation fiithrt. Wie in einer Fallungspolymerisation prazipitiert das gebil-
dete Polymer und sedimentiert aufgrund seiner grofieren Dichte®, Die Vernetzung
der Polymerketten zu sogenannten Nuklei, die eine hoch pordse ungeordnete Struktur
ausbilden, fordert diesen Prozess zuséatzlich (C). Sie stellen fir das Monomer ein ther-
modynamisch besseres Losungsmittel dar, infolgedessen sich die lokale Monomerkon-
zentration zwischen den Nuklei erhoht und die weitere Polymerisation dort kinetisch
bevorzugt ist. Polymerketten, die weiterhin in Losung entstehen, werden von den zu
Kiigelchen anwachsenden Nuklei aufgenommen (D). Diese vernetzen untereinander und
verschmelzen schlie8lich zu Clustern®® (E). Die Ausbildung eines vernetzten Polymers
ist fir die mechanische Stabilitdt des Monoliths wichtig und sorgt dafiir, dass das Po-
rennetzwerk auch im trockenen Zustand erhalten bleibt®*. Das Porogen wird wihrend
der Phasenseparation zwischen den Kiigelchen eingeschlossen. Diese Zwischenraume

stellen das spitere Porennetzwerk dar@¥3® aus dem nach der Synthese das Porogen

10
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verdampft oder herausgewaschen wird. Im Idealfall, wenn das gesamte Porogen vom
Polymer eingeschlossen wird, entspricht der eingesetzte Porogenvolumenanteil der Po-
rositat im Monolith. Bei der Suspensionspolymerisation lasst das Rithren der Losung
die Nuklei in den Tropfen rotieren. Dadurch verschmelzen sie spater und werden eng-
er gepackt. Aufgrund dessen sind die Poren in pordsen Partikeln unter gleichen Reak-
tionsbedingungen hinsichtlich Reaktionszeit, -temperatur und Zusammensetzung der
Mischung kleiner als in Monolithen %5866l

Die Porengrofle und damit auch die spezifische Oberfliche sowie die Homogenitat und
Rigiditat konnen durch die Reaktionstemperatur, den Anteil an Vernetzer, die Art 3]
und Konzentration des Initiators, aber vor allem durch die Porogenzusammensetzung

3063166704781 Dabei dndert nur der Anteil an Vernet-

und deren Anteil gesteuert werden!
zer die chemische Zusammensetzung des Monoliths. Das bedeutet, dass durch Variation
der anderen Faktoren Polymere gleicher Zusammensetzung, aber mit unterschiedlichen
Porengrofien hergestellt werden kénnen 780,

Das Porogen beeinflusst die Porengréfie durch sein Vermégen, die gebildeten Polymer-

366811 Tritt die Phasenseparation schnell

ketten zu Beginn der Polymerisation zu l6sen!
ein, wachsen die Nuklei durch die lokal erhohte Monomerkonzentration zwischen ih-
nen schnell zu groflen Kigelchen und Clustern heran, zwischen denen sich grofiere
Zwischenraume ausbilden. Ist das Porogen aber ein dazu relativ gutes Losungsmittel,
konkurriert es mit dem Monomer um die Solvatation des Polymers und die Phasense-
paration tritt verzogert ein. Es bilden sich mehrere kleinere Nuklei, die bei gleicher Mo-
nomerkonzentration wie im oberen Fall zu kleineren Clustern mit kleineren Zwischen-

1 (30136166

rdumen anwachse I. Die Porogenzusammensetzung und -menge muss fiir jede

Monomermischung empirisch bestimmt werden, eine prézise Vorhersage der Porengro-

1158163

Be ist bisher nicht moglich ™63 Als Porogene konnen prinzipiell alle Lésungsmittel

eingesetzt werden. Fiir polymethacrylatbasierte Monolithe beispielsweise werden hau-

8283] wie z. B. Cyclohexanol und Dodecanol ®¢ verwen-

fig niedermolekulare Alkohole!
det, die gewohnlich in biniren™® aber auch in Verbindung mit Wasser in terniren
Mischungen®! eingesetzt werden. Daneben wurden Synthesen auch in polymeren Po-
rogenen 9 wie PEGs (M = 4000-20 000 g mol!) 7 und Polystyrolen®” sowie in 1,1,1,2-
Tetrafluorethan B8 und tiberkritisches Kohlenstoffdioxid B#*% mit denen sich die Poren-
grofie Giber den Druck steuern lasst, durchgefithrt. Durch die mégliche Anpassung des
Porogens konnen im Gegensatz zur Suspensionspolymerisation bei der Herstellung von
Monolithen Monomere unterschiedlichster Polarititen copolymerisiert werden 7683911,

Von der Art des Initiators hangt zumeist die optimale Reaktionstemperatur ab®?, Diese
iibt wie die Initiatorkonzentration einen Einfluss auf die Reaktionskinetik der Polyme-

risation aus®¥3] Allgemein gilt, dass mit steigender Temperatur und Initiatorkonzen-

11
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tration die Porengrofie abnimmt ©¥%9 weil schnell zahlreiche und damit kleinere Nuklei
bzw. Kiigelchen und Cluster mit kleineren Zwischenraumen gebildet werden. Die Mi-
schung des Polymers mit dem Porogen ist faktisch ein endothermer Prozess, wonach
mit steigender Temperatur die Loslichkeit des Polymers im Porogen zunehmen und die
Phasenseparation verzogert eintreten miisste. Die Poren miissten entsprechend grofier
sein. Da aber der gegenteilige Effekt beobachtet wird, scheint die Temperatur auf das
thermodynamische Loslichkeitsvermogen des Porogens fiir das Polymer keinen domi-
nierenden Einfluss zu haben. Bei geringerer Initiatorkonzentration sinkt die Polymeri-
sationsgeschwindigkeit und die Diffusion der Monomermolekiile in das Nukleigeriist ist
begiinstigt, die hiernach zu grofieren Clustern mit grofleren Zwischenrdumen anwach-
sen®, Vor allem bei Priparation im Durchmesser grofierer Monolithe kénnen Tem-
peraturgradienten wahrend der exothermen Polymerisation in der ungeriihrten Lésung
eine heterogene Porenstruktur verursachen [l die die Effizienz einer Sdule reduziert. Fiir
Silicamonolithe ist dies bekannt und in der Literatur beschrieben P!, fiir kommerziell er-
hiltliche Polymermonolithe durch numerische Simulation berechnet®!l. Dabei wurden
bevorzugte Pfade, horizontale Poren und stagnierende Zonen ermittelt.

Der Anteil an Vernetzer limitiert die Porengréfie durch das Mafy an moglicher Verkniip-
fung der Kiigelchen. Mit steigendem Anteil nimmt die Porengrofle ab. Sind die Kigel-
chen intern schon hoch vernetzt, konnen sie sich nicht mehr zu grofien Clustern ver-
kniipfen, sodass die Zwischenraume klein bleiben ®8¢ Das hat eine hohere spezifische

Oberflache, aber auch eine Reduzierung der Permeabilitat zur Folge.

2.1.4 Monolithtypen

Monolithische Phasen werden in anorganische und organische Materialien unterteilt.
Anorganische Phasen sind hauptsachlich silicabasiert. Ihre Entwicklung begann in den
1990er Jahren % und bereits 1993 reichten NakaN1sHI und SAGA und die Merck KGaA
(Darmstadt) unabhingig voneinander Patente fiir ihre Herstellung ein !, Kommerziell
sind sie heute von Merck unter dem Handelsnamen Chromolith® ®7*® und von Phe-
nomenex Inc. (Aschaffenburg) unter dem Handelsnamen Onyx ' erhiltlich. Sie werden
nach dem Verfahren von TANAKA et al. im Sol-Gel-Prozess hergestellt, der aus der Hydro-
lyse von Alkoxysilanen und einer exothermen Silanolkondensation besteht #3729 Alg
Monomere werden TMOS und TEOS mit unterschiedlichen Additiven® in PEGs 1%
als Porogen umgesetzt. Durch eine bimodale Porengrofienverteilung mit Poren im Gro-
enbereich von 1-2 pm und 5-25 nm besitzen sie eine spezifische Oberfliche von 200-
400 m? g™*. Die Porengroflen lassen sich dabei unabhiingig voneinander einstellen, wobei

die Mesoporen durch eine nach der Polymerisation durchgefithrten Alterung im Basi-

12
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961101

schen entstehen ®%, Temperatur und pH-Wert beeinflussen dabei die Porengréfienver-

teilung und mittlere Porengrofe. Silicabasierte Monolithe sind nur tiber einen pH-Wert-

[192] ynd kénnen aufgrund einer hohen Schrumpfung wihrend

103]

Bereich von ca. 2-8 stabil
des Herstellungsprozesses nicht in situ hergestellt werden !l zeichnen sich aber durch
eine hohe mechanische Stabilitat aus.

Zu neuartigeren anorganischen Monolithen gehéren Metalloxidmonolithe, die iber ei-
nen breiteren pH-Bereich einsetzbar sind. Sie werden in einer Polykondensation von
Aluminium-, Hafnium- oder Zirkoniumoxiden mit N-Methylformamid in Propylenoxid

104

als Porogen in situ hergestellt ", Allerdings zeigten sie in Experimenten in der Nor-

malphasen-Fliissigchromatographie (NP-LC) ein starkes Peaktailing. Daneben stellten

TacucHr et al.[1%] ynd Lianc et al.[1%

I Kohlenstoffmonolithe her. Dafiir polymerisier-
ten sie Furfurylalkohol um einen Silicamonolith bzw. betteten Silicapartikel in einem
Phenolharz, bestehend aus Formaldehyd und einem Resorcin-Eisen(III)-Komplex, ein.
Die das Silica ummantelnden Monolithe wurden in einer Pyrolyse bei 800 bzw. 1250 °C
karbonisiert. Das Silicageriist wurde anschlieend unter Einwirkung von Flusssaure ent-
fernt.

Polymermonolithe werden iiberwiegend durch Copolymerisation eines mono- und bi-
funktionellen Monomers in Anwesenheit eines Initiators und eines Porogens herge-
stellt. Bei Radikalkettenpolymerisationen ungesattigter Verbindungen erfolgt die Initi-
ierung vorwiegend thermisch oder photochemisch®l. Daneben werden seltener auch y-

tU Als Monomere dienen zumeist Styrol,

Strahlen oder Elektronenstrahlen eingesetz
Acrylate und Acrylamide. Die spezifische Oberflache dieser Monolithe ist jedoch durch
das Fehlen von Mesoporen im Geriist geringer als die von Silicamonolithen.
Styrolbasierte Monolithe werden mit Divinylbenzol als Vernetzer hergestellt und haben
einen hydrophoben Charakter. Sie werden unfunktionalisiert in der Umkehrphasenchro-
matographie (engl. Reversed-Phase Chromatography, RP) eingesetzt, konnen aber auch
mittels Friedel-Crafts-Alkylierung C18-funktionalisiert werden. Sie wurden erfolgreich
fiir Trennungen von Proteinen und Peptiden 7191 Polystyrol-Standards™® und klei-
nen Molekiilen wie Alkylbenzolen ™! eingesetzt.

Fiir die Synthese acrylatbasierter Monolithe stehen viele Monomere zur Verfiigung, so-
dass Monolithe mit unterschiedlichsten Eigenschaften und Funktionalitaten hergestellt
werden konnen 121, Monolithe, bestehend aus dem Copolymer Poly(butylmethacrylat-
co-ethylendimethacrylat) (BMA/EDMA) bzw. Poly(GMA-co-EDMA), werden in der RP-
LC fiir die Proteintrennung ™2 eingesetzt bzw. sind fiir zahlreiche Anwendungen durch
funktionalisierbare Epoxidgruppen geeignet. GMA/EDMA-Monolithe sind als Convec-
tive Interaction Media (CIM®) in Disk- und Saulenformat kommerziell bei BIA Separa-

tions d.o.o. (Ajdovséina, Slovenien) erhaltlich. Sie werden fiir die Trennung von Prote-

13
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inen und Oligonukleotiden 23!

sowie fiir die Aufreinigung von Proteinen und Plasmid-
Desoxyribonukleinsiure (DNS)M#116l eingesetzt. Als Porogene werden Cyclohexanol
und Dodecanol und als Initiator zur thermischen Initiierung Azo-bis(isobutyronitril)
(AIBN) eingesetzt "7], Hydrophile acrylamidbasierte Monolithe werden durch Copoly-
merisation von Acrylsdure und N,N’-Methylenbisacrylamid in wéssrigem Puffer als Po-
rogen hergestellt®!, Sie werden aufgrund ihrer Polaritit in der NP-LC eingesetzt. Hy-
drophobe Acrylamid-Monolithe lassen sich durch Ersatz von Acrylsdure durch Butyl-
methacrylat synthetisieren 2. Sie waren allerdings nicht druckstabil, sodass die Kapil-
laren fiir eine kovalente Anbindung silanisiert wurden und die Monolithe durch Poly-
merisation von Methacrylamid, Acrylsdure und Piperazindiacrylamid optimiert wurden.
Anwendung finden sie in der Proteintrennung "8,

Neben der Radikalkettenpolymerisation wurden auch Techniken fiir die Monolithsyn-
these mittels lebender Polymerisation entwickelt. Dazu zdhlen zum einen Poly(styrol-

co-divinylbenzole), die unter Einsatz von 2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyloxyl (TEMPO)

119 | [191120H125)

synthetisiert werden®? und zum anderen die von BUCHMEISER et a entwi-
ckelte Polymerisation von Norbornen und Derivaten mit einem GrusBs-dhnlichen Ru-
theniumkatalysator durch eine Ring6ffnungsmetathese (engl. Ring-Opening Metathesis
Polymerisation, ROMP). Die hydrophoben Monolithe wurden im Saulen- und Kapillar-

125H128

siulenformat hergestellt und finden in der Trennung von Biopolymeren! ! und im

124 synthetischer Polymere Anwendung. ROMP wurde Mitte

Hochdurchsatzscreening!
der 1970er Jahre entwickelt 2! und die Entwicklungsarbeit im Jahr 2005 mit einem No-
belpreis an CHAUVIN, GRUBBS und ScHROCK 3% ausgezeichnet. Der Versuch Mitte der
1990er Jahre von Matyjaszewski3!l Monolithe mittels Atom Transfer Radical Poly-
merization (ATRP) herzustellen, fithrte jedoch nur zu unporésen Materialien.

Kryogele besitzen bis zu 100 um grofie Poren und eine Porositit von bis zu 90 % 132,
Sie eignen sich deshalb fiir Proben, die Partikel oder z.B. Zellen beinhalten 327133 Dje
Technik wurde von MATTIASSON et al. entwickelt. Die wiassrige Polymerisationslésung
wird gefroren und die Polymerisation unter -10 °C durchgefiihrt. Die Porenstruktur wird
durch Wasserkristalle bestimmt, die nach der Polymerisation schmelzen und sich leicht
entfernen lassen. Als Monomere werden Acrylamid, Allylglycidylether und N,N’-Methy-
lenbisacrylamid mit Tetramethylethylendiamin und Ammoniumpersulfat als Initiatoren
polymerisiert 1136,

Es sind auch agarosebasierte Monolithe mit 20-200 um grofien Poren bekannt. Sie sind
iiber einen breiten pH-Wertbereich einsetzbar, weisen geringe unspezifische Bindungen
aber auch eine geringe mechanische Stabilitat auf. Sie werden in einer Agaroseemulsion
hergestellt, die aus einer Agarosesuspension bei 95-100 °C mit Cyclohexan und Tween®

80 hergestellt, bei 60 °C temperiert und spiter auf 20 °C abgekiihlt wird 23,

14



2.2. Epoxidbasierte Monolithe

Neueste Entwicklungen konzentrieren sich auf das Einbauen von Nanopartikeln auf-

137

grund ihrer grofien Oberfliche 37 und auf die Herstellung von Hybridmaterialien [38-141

die die einfache Herstellung, die hohe Oberfliche und die gute mechanische und pH-

Stabilitat ihrer beiden Komponenten kombinieren. Nanopartikel konnen nach der Poly-

1 (1421143 144]

! oder direkt einpolymerisiert

werden, wobei sie dann aber eventuell nicht mehr zuginglich sind 43,

merisation auf der Monolithoberflache gebunde

2.2 Epoxidbasierte Monolithe

Epoxidbasierte Monolithe werden, wie in diesem Abschnitt beschrieben, mit unterschied-
lichen Techniken und Monomeren hergestellt. Die in dieser Arbeit synthetisierten Mo-
nolithe wurden durch Autopolymerisation von Epoxidgruppen polyfunktioneller Gly-
cidylethern hergestellt. Im Folgenden werden deshalb Synthesewege und anderweiti-
ge Anwendungen von Glycidylethern vorgestellt sowie der Fokus auf die Bestimmung
des Epoxidgehalts und den Mechanismus der Autopolymerisation von Epoxiden gelegt.
Daneben werden aber zu Beginn auch Synthesewege fiir Epoxide angefiihrt und ihre

Reaktivitat im Allgemeinen thematisiert.

2.2.1 Synthese und Reaktivitit von Epoxiden

Epoxide bestehen aus einem dreigliedrigen Ring, in dem zwei Kohlenstoffatome mit ei-
nem Sauerstoffatom verbunden sind. Sie sind die einfachsten zyklischen Ether und wer-
den oft auch als Oxirane bezeichnet#81. Ethylenoxid ist mit vier Wasserstoffsubstituen-
ten an den beiden Kohlenstoffatomen das einfachste Epoxid, von dem sich alle Derivate
ableiten ™7, Es wurde 1859 erstmals von WirrRTz ™8 durch Reaktion von 2-Chlorethanol
mit Alkalihydroxid hergestellt.

In der Literatur sind zahlreiche Synthesewege fiir Epoxide beschrieben. Sie konnen so-
wohl direkt durch Addition von molekularem Sauerstoff als auch indirekt durch Addi-
tion eines elektrophilen Sauerstoffatoms, gebunden in Percarbonsauren ™, Hydroper-
oxiden, Wasserstoffperoxid oder Dioxiranen, an die entsprechend ungesattigte Verbin-
dung gewonnen werden. Ethylenoxid wird grof3technisch durch Umsetzung von Ethy-
len mit molekularem Sauerstoff unter erhéhter Temperatur, erh6htem Druck und durch
Silberkontakt hergestellt!*". Hohere Olefine wiirden allerdings in allylischer Position
oxidiert werden 1. Die Epoxidierung mit Dimethyldioxiran erfolgt durch Einsatz eines
optisch aktiven Mangan(IIl)-salzes enantioselektiv ¥, Als Hydroperoxid wird iiblicher-
weise tert-Butylhydroperoxid eingesetzt, das vor allem in Gegenwart von Molybdan-

[i50

und Vanadiumverbindungen als Katalysatoren reagiert ™. Als PRILEZHAEV- bzw. auch

15



KAPITEL 2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

als PRILESCHAJEW-ReaktiOl’l[ [152H154], [155H157]] zitiert in [149)

I ist die stereospezifische aber nicht
enantioselektive Epoxidierung von Olefinen durch syn-Addition der Percarbonsédure un-
ter milden Bedingungen bekannt.

Die Addition ist gegeniiber sterischer Hinderung von Substituenten unempfindlich und
erfolgt konzertiert iiber einen in Abbildung [2.3| veranschaulichten Spiro-Ubergangszu-
stand, in dem vier Elektronenpaare gleichzeitig verschoben werden und die Achse der

Doppelbindung zur Ebene der Percarbonsiure um 90° verschoben ist 8.

Abbildung 2.3. Stereospezifische Epoxidierung durch syn-Addition einer Percarbon-
sdure an eine ungesittigte Verbindung tiber einen Spiro-Ubergangszustand.

Hydroxylgruppen lenken den elektrophilen Angriff durch Ausbildung von Wasserstoft-
briickenbindungen im Ubergangszustand auf die Seite der Hydroxylgruppen *!. Die Re-
aktionsgeschwindigkeit wird durch Substituenten mit positivem induktivem Effekt am
Olefin bzw. durch Substituenten mit negativem induktivem Effekt an der Percarbonsau-
re beschleunigt ™!, Als Siaure wird in der Regel m-Chlorperbenzoesiure (MCPBA) ein-

150 In Anwesenheit von Carbonylverbindungen wird allerdings Imidopersiu-

gesetzt
re eingesetzt, die selektiv die Kohlenstoff-Kohlenstoffdoppelbindung oxidiert und keine
BAEYER-VILLIGER-Oxidation mit der Carbonylgruppe eingeht 8. Die Polaritit des Lo-
sungsmittels hat auf die Reaktionsgeschwindigkeit keinen Einfluss. Um eine anschlie-
flende Hydrolyse der Epoxide zu vermeiden, wird die Reaktion aber in indifferenten Lo-

501 In der Regel werden chlorierte Kohlenwasserstoffe ein-

sungsmitteln durchgefiihrt
gesetzt, da protische Losungsmittel zudem die Ausbildung der intramolekularen Wasser-
stoffbriickenbindungen unterdriicken konnen %!, Der Nachteil der beschriebenen Reak-
tionen ist jedoch die teilweise starke Explosionsgefahr der Reaktanden. Alternativ kon-
nen Epoxide durch Addition hypohalogeniger Sduren an Olefine hergestellt werden. Das
gebildete Halohydrin wird basisch intramolekular zum Epoxid dehydrohalogeniert 38,

510 ynd wich-

Epichlorhydrin, das z. B. ein Zwischenprodukt in der Glycerolherstellung
tiges Edukt in der Glycidestersynthese ist, wird auf diese Weise hergestellt.

Enantiomerenreine Epoxide sind fiir die Herstellung von Antibiotika interessant %%, Be-
deutend sind vor allem die Epoxidierungen nach SHARPLEss 512l fiir die er 2001 den
Nobelpreis erhieltX®*] und nach Jakossen [1¢#1¢] Beide Reaktionen gehoren zur Klasse
der katalytisch asymmetrischen Synthesen, bei denen die Stereoselektivitat durch ein in

katalytischen Mengen eingesetztes chirales Additiv kontrolliert wird (Additivkontrol-
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2.2. Epoxidbasierte Monolithe

le) 58] Bei der Epoxidierung nach SHARPLESs werden primire und sekundire Allylalko-
hole mit tert-Butylhydroperoxid als Oxidationsmittel und (R,R)- oder (S,S)-Weinséure-
diethylester als prochirales Additiv an Titan(IV)-isopropylat koordinativ gebunden 1!,
Dabei werden achirale Allylalkohole enantioselektiv, chirale primére Allylalkohole dia-
stereoselektiv epoxidiert und racemische sekundare Allylalkohole kénnen durch Race-

1381 Bei der Epoxidierung nach JAKOBSEN

matspaltung voneinander getrennt werden!
werden (Z)-Alkene, die keine funktionelle Gruppe tragen miissen, mit Natriumhypo-
chlorit als Oxidationsmittel und einem chiralen Mangan(IIl)-Salen-Komplex umgesetzt.
Die Epoxidierung nach Su1!7168] jst eine weitere Reaktion zur Herstellung asymmetri-
scher Epoxide, bei der Olefine mit Oxon als Oxidationsmittel und anstelle eines metall-
basierten Katalysators mit einem von der Fructose abgeleiteten Organokatalysator um-
gesetzt werden. Diastereoselektive Epoxide lassen sich unabhéngig von der Ausgangs-
konfiguration durch Reaktion eines Schwefelylids mit einer Carbonylverbindung her-
stellen. Dieser Syntheseweg wurde von JoHNSON ent- und von COREY und CHAYKOVSKY

+ [1691170 T71H173]

weiterentwickel 1. Die Reaktion nach DArRzENS und CLAISEN!

174

ist eine Gly-
cidesterkondensation "4, bei der eine Carbonylverbindung mit einem a-Halogenester
im Basischen tiber ein Halohydrin zu einem «,3-Epoxidester reagiert.

Epoxidierungen finden auch enzymatisch, durch Oxygenasen katalysiert, in Organismen
statt. Ein bekanntes Beispiel ist die Epoxidierung von Benzo[a]pyren durch die Himpro-
teine der Cytochrom-P-450-Gruppe. Das gebildete Epoxid wird enzymatisch zum trans-
Diol geodffnet und zum isomeren und hoch reaktiven Benzo[ a]pyren-7,8-dihydroxy-9,10-
epoxid metabolisiert, das z.B. mit in Ribonukleinsdure (RNS) oder DNS gebundenem
nukleophilen Stickstoff reagieren kann und deshalb kanzerogen wirkt 7,

Epoxide sind aufgrund ihrer Ringspannung reaktive Verbindungen, die sauer oder ba-
sisch katalysiert durch Nukleophile ge6ffnet werden kénnen, wobei terminale Epoxide
in der Regel reaktiver sind 7). Im basischen Milieu greift das Nukleophil den nicht akti-
vierten Ring auf der dem Sauerstoff gegeniiberliegenden Seite an. Die Reaktion folgt dem
Sny2-Mechanismus, nach dem am Reaktionszentrum eine Inversion der Konfiguration
eintritt. Der Angriff erfolgt aus sterischen Griinden regioselektiv am weniger substitu-
ierten Kohlenstoffatom. Als Nukleophile konnen z. B. Alkoholate, Thiolate, Ammoniak
oder anorganische Basen eingesetzt werden 1471,

Mit Sduren nach BRoNSTED werden die Epoxide durch Protonierung des Sauerstoffatoms
aktiviert. In verdiinnten Sauren fungiert Wasser als Nukleophil und es entsteht ein vi-
cinales Diol. Mechanistisch ist jedoch nicht geklart, ob es sich um eine Sy2- oder um eine
Sny1-Reaktion handelt, bei der ein Carbeniumion als Zwischenstufe gebildet wiirde. Der
Angrift erfolgt bevorzugt am starker substituierten Kohlenstoffatom, jedoch wird am

Reaktionszentrum auch eine Inversion der Konfiguration beobachtet. PARKER et al.[47]

17



KAPITEL 2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

stellen in ihrem Review eine ausfiithrliche Liste von substituierten Epoxiden und ihren
Produkten nach einem nukleophilen Angriff zusammen. Sie kategorisieren dabei die Li-
ganden nach ihrem sterischen, induktiven und mesomeren Einfluss auf die Regioselek-
tivitat des Angriffs.

In Gegenwart von LEwis-Sauren konnen Epoxide in einer Semipinakol-Umlagerung, wie
in Abbildung veranschaulicht, durch [1,2]-Wanderung eines Substituenten zur Car-

bonylverbindung iiber die Zwischenstufe eines Carbeniumions umlagern 7177,

) BF, FBQ~ R* ~R' O R

1 N 3 1 \ 4

R—C—C—R> — R —C—C\'&) C-C-R
RZ/ \R4 RZ R4 - BF3 RZ \Rl

Abbildung 2.4. Semipinakol-Umlagerung von Epoxiden zur Carbonylverbindung in Ge-
genwart von Bortrifluorid als Beispiel einer LEw1s-Séure.

(147

Die Umlagerung kann auch infolge erhéhter Temperatur eintreten™7. Bei der Umlage-

rung wird die Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindung gebrochen, die die Substituenten mit dem

grofleren positiven induktiven Effekt tragt, wodurch das stabilere Carbeniumion gebildet

¥ Fiir die darauffolgende Umlagerung gilt als Wanderungstendenz der Substitu-

[147]

wird!
enten bei asymmetrisch substituierten Epoxiden Aryl > Acyl > H > Ethyl > Methyl
Infolge der Umlagerung kann es auch zu Ringvergréflerungen oder -verkleinerungen

147

kommen ™7, Die Reaktion wird, um eine solvolytische Aufspaltung zu vermeiden, in

unpolaren Losungsmitteln durchgefithrt "8 und kann zur Identifizierung von Olefinen

durch Derivatisierung der Carbonylgruppe genutzt werden 5%

2.2.2 Typen epoxidbasierter Monolithe

Epoxidbasierte Monolithe zeichnen sich als Trigermaterial besonders wegen ihrer gu-
ten Funktionalisierbarkeit mit dem nukleophilen Liganden der Wahl aus. Auf dem Gebiet
der epoxidhaltigen Monolithe dominiert das in einer Radikalkettenpolymerisation (ca.
70°C, ca. 6 h) hergestellte Copolymer Poly(GMA-co-EDMA)1718  Die Epoxidgruppe
wird durch den Glycidylrest in das Polymer eingebaut. GMA/EDMA-Monolithe werden
als feste Phase sowohl in der Ionenaustauschchromatographie, Umkehrphasenchroma-
tographie, Affinitdtschromatographie als auch in der Festphasenpeptidsynthese einge-
setzt [OI181H184] .

Daneben entwickelte die Gruppe um Hosoya #1850 eine Polykondensationspolyme-
risation, in der sie zunachst Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC) als trifunktio-
nelles Epoxidmonomer mit 4-[(4-Aminocyclohexyl)methyl]cyclohexan (BACM) (65; 70
und 75 °C, 24 h™1 bzw. bei 80 °C, 12h") vernetzten. Im Gegensatz zu GMA/EDMA-
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2.2. Epoxidbasierte Monolithe

Monolithen wird hierbei die Epoxidgruppe als funktionelle Gruppe auch in der Polyme-
risation genutzt. Die Synthese wurde durch Austausch von TEPIC durch das tetrafunk-
tionelle Epoxidmonomer 1,3-Bis(N,N’-diglycidylaminomethyl)cyclohexan (TETRAD-C)
optimiert. Diese Monolithe schrumpften im Zuge der Polymerisation weniger stark 3.
Sie werden in der hydrophilen Interaktionschromatographie (engl. Hydrophilic Interac-
tion Liquid Chromatography, HILIC) und der Umkehrphasenchromatographie eingesetzt.
TaresI et al. ¥ setzten als Epoxidmonomer Glycidylether 100 (GE 100) und Ethylendi-
amin als Aminokomponente ein (70-120°C, ca. 20 h). Die hergestellten Monolithe ver-
wendeten sie fiir die Separation von Proteinen und kleineren Molekiilen in der HILIC.
IrGUM et al. publizierten die Herstellung epoxidbasierter Monolithe durch Emulsionspo-
lymerisation. Dabei befindet sich das Amin in einer wéssrigen Phase, in die das Epoxid-
monomer dispergiert wird. Die Polymerisation wird thermisch initiiert. Als Monomere
wurden 1,4-Butandioldiglycidylether (BDG) und Bisphenol-A-diglycidylether (BADGE)
eingesetzt ¥, Die Siulen wurden zur Proteintrennung genutzt. In weiteren Arbeiten
beschrieben sie Synthesen mit Tetraethylenpentamin und 1,6-Diaminohexan als Ami-
nokomponenten ™! und Glyceroltriglycidylether als zusitzlicher Epoxidkomponente,
der strukturell dem von TALEBI et al. eingesetzten GE 100 entspricht.

Tu et al. "™ ynterbrachen die Polymerisation zwischen einem Glycidylether (Bezeich-
nung AFG90, Shanghai Institute of Resin, China) und einem Polyamidharz und quollen
den Monolith in der Initiatorlésung auf. Danach beendeten sie die Polymerisation und
konnten den Monolith anschlieBend mit Polyacrylsaure hydrophil beschichten.
WELLER et al. ™! fithrten die Autopolymerisation von polyfunktionellen Glycidylethern
ein. Das monolithische Netzwerk entsteht durch die LEwi1s-Saure-katalysierte Autopo-
lymerisation der Epoxidgruppen bei Raumtemperatur in wenigen Stunden. Die nicht
polymerisierten Epoxidgruppen nutzten sie zur weiteren Funktionalisierung der Mono-

lithe. Sie wurden unter anderem fiir die Anreicherung von Bakterien angewendet 1213,

2.2.3 Glycidylether - Synthesestrategien und Verwendung

Wihrend monofunktionelle Glycidylether als Reaktivverdiinner in Epoxidharzen oder
als Stabilisatoren fiir halogenierte Losungsmittel verwendet werden, finden polyfunk-
tionelle Glycidylether als Haftvermittler fiir Fasern, in der Papierindustrie und als Har-
tungskomponente fiir Epoxidharze Verwendung "), Polyesterharze mit z. B. TEPIC als
trifunktioneller Vernetzer besitzen gute mechanische, elektrische und thermische Eigen-
schaften und zeichnen sich aufgrund des Triazin-Grundgeriists ' durch UV-Bestindig-

199

keit (Ultraviolettstrahlung) aus™. Glycidylether werden fiir ihre Verwendung in tech-

nischer Reinheit hergestellt und eingesetzt. Neben der industriellen Bedeutung sind sie
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Abbildung 2.5. Synthesewege fiir die Herstellung von Glycidylethern tiber (A) die
LEwis-Saure-katalysierte Bildung eines Halohydrins und (B) nach einer WiLL1AMSON-
schen Ethersynthese, X = Cl, Br.

auch wichtige Ausgangssubstanzen in der Synthese 22221 ynd supramolekularen Che-

203] 2031204]

mie % wie z.B. fiir die Synthese von Dendrimeren .

Polyglycidylether werden hauptséachlich auf zwei Synthesewegen hergestellt, die in Ab-
bildung [2.5|dargestellt sind. Eine zweistufige Reaktion fiihrt iiber die Bildung eines Ha-
lohydrins durch LEwis-Saure-katalysierte Reaktion zwischen Epichlorhydrin und ei-
nem Polyalkohol mit anschlielender Dehydrohalogenierung im Basischen zum Produkt
(A) 2% TEPIC wird grofitechnisch durch Addition von Epichlorhydrin an Isocyanursau-
re hergestellt 2%, Kipa et al. 2% entwickelten indessen eine einstufige Reaktion nach ei-
ner klassischen WiLLiamsonschen Ethersynthese (B). Sie setzen einen Polyalkohol und
Epichlorhydrin, gelést in Dimethylsulfoxid (DMSO), mit Kaliumhydroxid als Feststoff
um. Fiir eine hohe Ausbeute war es wichtig, dass beide Komponenten, Epichlorhydrin

und der Polyalkohol, in einer Phase gelost vorliegen.

Fiir monofunktionelle langkettige Glycidylether sind Zweiphasenreaktionen beschrie-
ben, bei denen Epichlorhydrin und ein Alkohol, geldst in einer organischen Phase, mit
wassriger Natriumhydroxidlosung mittels eines Phasentransferkatalysators umgesetzt

208] fanden in ihren Studien heraus, dass fiir die Synthese mo-

werden 7, Najem et al. !
nofunktioneller Glycidylether mit einer Kohlenstoftkettenlange ldnger als 14 Kohlen-
stoffatomen Epibromhydrin anstelle von Epichlorhydrin zu hoheren Ausbeuten fiihrte.
KaNG et al.2® vereinfachten die Synthese, indem sie am Beispiel von Octanol und Octa-
decanol zeigten, dass die Synthese ohne organische und wissrige Losungsmittel gelingt.
Sie setzten den Alkohol direkt mit Epichlorhydrin, festem Natriumhydroxid in Gegen-

wart eines Phasentransferkatalysators um.
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Abbildung 2.6. (A) Mechanismus der kationischen Autopolymerisation von Epoxiden
am Beispiel von Ethylenoxid, (B) Abbruchreaktion durch Reaktion mit Wasser 21,

2.2.4 Mechanismen der Autopolymerisation von Epoxiden

Epoxide konnen anionisch, kationisch oder koordinativ eine Autopolymerisation bzw.
Homopolymerisation eingehen#%211] und unterscheiden sich damit von anderen zykli-
schen Ethern, die nur unter Verwendung starker kationischer Initiatoren polymerisie-
ren? Daneben polymerisiert z. B. Ethylenoxid auch in Anwesenheit von metallischem
Natrium oder Kalium explosionsartig zu Polymeren mit Molgewichten zwischen 160-
10000 g mol ™ 1% Als Produkte entstehen Polyether in Form von viskosen Fliissigkei-
ten oder Feststoffen, im Fall von bi- oder hoher funktionellen Epoxidmonomeren bilden
sich Polymernetzwerke aus. Sie haben eine grofie industrielle Bedeutung und finden un-
ter anderem als Haftvermittler, Dichtungsmasse, fiir Elektroisolierungen und in Lacken

2102121 Schon 1950 wurde z. B. die Autopolymerisation von Butyloxid mit

713]

Verwendung!

Bortrifluorid-Etherat patentiert!

Die kationische Polymerisation kann sowohl durch LEwis-Sauren wie z. B. Bortrifluo-
rid und Zinntetrachlorid als auch durch BRoNSTED-Sduren initiiert werden. Fiir Bor-
trifluoridkomplexe gilt, je starker die LEwis-Basizitiat der komplexierenden Komponen-
te ist, desto unreaktiver ist der Komplex. Der Etheratkomplex fithrt haufig aufgrund
seiner hohen Reaktivitat zu heftigen Reaktionen. Aus diesem Grund werden Bortrifluo-

[213217) o der 4-Methoxyanilin "% eingesetzt. Rvan

ridaminkomplexe wie Monoethylamin
et al.?22] tauschten Diethylether gegen ein Triol aus und BEDNAREK et al.??? setzten
Tetrafluoroborsaure-Etherat ein. Der Mechanismus der BRoNSTED-Sduren-katalysierten
Polymerisation verlduft iber die Bildung von Oxoniumionen, wie in Abbildung |2.6|(A)
gezeigt. Es entstehen in der Regel niedermolekulare Polymere, da die Gegenwart von
Wasser zum Abbruch fithren kann (B) 2, Der Mechanismus der LEw1s-Saure-kataly-
sierten Reaktion kann dagegen komplex sein und hingt von der jeweiligen LEw1s-Saure

ab. Alkylsubstituenten begiinstigen dabei die Bildung héhermolekularer Polymere.
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Abbildung 2.7. (C) Mechanismus der anionischen Autopolymerisation von Epoxiden
am Beispiel von Ethylenoxid, (D) Protoneniibertrag, (E) Eliminierungsreaktion nach Typ
2 am Beispiel von Propylenoxid ?11],

Die anionische Polymerisation wird durch Alkalihydroxide oder Alkoholate durch ei-
ne Sy2-Reaktion initiiert. Dabei wird, wie in Abbildung [2.7| (C) dargestellt, ein Alko-
holat generiert, das nukleophil an ein weiteres Epoxid addiert, usw. In Gegenwart von
z.B. Alkoholen kann ein Protoneniibertrag das Kettenwachstum abbrechen, gleichzeitig
aber zu einem neuen reaktiven Zentrum fithren (D). Es handelt sich daher um eine le-
bende Polymerisation, die nach weiterer Monomerzugabe fortgesetzt werden kann 24,
Bei substituierten Epoxiden kann es zu Eliminierungsreaktionen nach Typ 2 kommen

(E), die die Bildung von niedermolekularen Polymeren zur Folge haben 1],

Fir die Autopolymerisation nach dem koordinativen Mechanismus sind verschiedene
Katalysatoren einsetzbar, wie z. B. ZIEGLER-NATTA-Katalysatoren oder Erdalkalimetall-
verbindungen (Calciumamide). Der Mechanismus ist im Detail noch nicht vollstindig
aufgeklart. Angenommen wird die Koordination des Monomers an elektrophile Zentren
des Katalysators, wie in Abbildung |2.8|(F) veranschaulicht. Die Polymerisation fithrt zu

hochmolekularen Polymeren 21,
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Abbildung 2.8. (F) Mechanismus der koordinativen Autopolymerisation von Epoxiden
211

am Beispiel von Ethylenoxid, M = Metall 2111,

2.2.5 Methoden zur Bestimmung des Epoxidgehalts

Der Epoxidgehalt einer Verbindung kann entweder durch den prozentualen Anteil des
im Epoxid gebundenen Sauerstoffs oder durch das Epoxidaquivalentgewicht (engl. Epoxy
Equivalent Weight, EEW) angegeben werden. Das EEW entspricht der Menge an Epoxid
in Gramm, die 1mol Epoxide enthilt. Daneben ist auch der Epoxidwert (engl. Epoxy
Number, EN) gelaufig, der der Stoffmenge in Mol an Epoxid entspricht, die in 100 Gramm
der Epoxidverbindung enthalten ist. Zwischen den beiden Angaben gilt folgender Zu-

sammenhang %20

100
Epoxididquivalentgewicht

Epoxidwert = (2.3)

Die Struktur des Epoxids wurde, wie bereits erwahnt, im Jahr 1859 (2211 erstmals beschrie-
ben, doch erst ca. 70 Jahre spiter wurde eine Methode 222! zur quantitativen Bestimmung
beschrieben, in der Epoxide mit wasserfreier Salzsdure in Diethylether umgesetzt wur-

223]

den. DoBINSON et al. 223! verfassten einen ausfithrlichen Uberblick iiber unterschiedliche

Epoxidbestimmungsmethoden mit ihren Vor- und Nachteilen.

Die Hydrohalogenierung im Wassrigen mit Salz- oder Bromwasserstoffsaure und an-
schlieBender Riicktitration des Uberschusses ist immer noch weit verbreitet. Nachtei-
lig kann eine stattfindende Hydrolyse sein, wodurch ein zu niedriger Epoxidgehalt be-
stimmt wiirde. Auflerdem kann es infolge der sauren Katalyse zu Umlagerungsreaktio-
nen kommen, die vor allem Epoxide eingehen, die ein stabiles Carbeniumion ausbilden
konnen (vgl. Abschnitt auf Seite [15). Dariiber hinaus kann es beispielsweise mit
Hydroxylgruppen zu intramolekularen Nebenreaktionen kommen, die durch Verwen-
dung der reaktiveren Bromwasserstoffsaure anstelle von Salzsaure supprimiert werden

sollen.
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Anstelle der Riicktitration tiberschiissiger Halogenwasserstoffsdure hat sich die von Dur-
BETAKI 224 entwickelte direkte Titration etabliert. Hierbei wird Bromwasserstoffsaure
durch Titration von Tetraethyl- oder Tetramethylammoniumbromid mit Perchlorsaure

225-228] ' Sje ist sowohl fiir die Titration terminaler als auch der weniger

in situ erzeugt[
reaktiven nicht terminalen Epoxide geeignet, erfordert aber wegen des Einsatzes von

Perchlorsiure besondere Sicherheitsmaf3inahmen.

Nukleophile wie Thiosulfate, Iodide, Sulfite?”! und Amine reagieren mit reaktiveren
Epoxiden, wobei Substituenten mit einem negativen induktiven Effekt die Reaktions-
geschwindigkeit erhohen. Die freigesetzten Aquivalente an Natronlauge werden durch
Titration mit Salzsdure quantifiziert. Liegen als Verunreinigung weitere Saure konsu-
mierende Gruppen vor, kommt es infolge eines erhohten Saureverbrauchs zu einer Uber-
bestimmung des Epoxidgehalts. Die Interferenz kann durch einen Indikator vermieden
werden, der vor der Protonierung der Verunreinigung, die eine schwichere Base als
Natronlauge sein muss, umschlagt. Dafiir muss die Losung auf den pH-Wert des Um-
schlagspunktes zu Beginn der Titration eingestellt werden. Analoges gilt fiir die oben
beschriebene Hydrohalogenierung, bei der zusatzlich vorliegende Base verbrauchende

Gruppen zu einer Unterbestimmung des Epoxidgehalts fithren kénnen.

2.3 Methoden zur Charakterisierung von Monolithen

Monolithe werden hinsichtlich ihrer Porengréfienverteilung, Porositat und spezifischen
Oberflache charakterisiert, die ihre Permeabilitat und Kapazitit beeinflussen. Zur Be-
stimmung pordser Eigenschaften gibt es zahlreiche analytische Methoden, die auf un-

2311 und unterschiedliche Porengro-

terschiedlichen physikalischen Prinzipien beruhen!
Benbereiche erfassen. In Abbildung [2.9|ist eine Auswahl gangiger Methoden und ihrer
Messbereiche zusammengestellt. Fiir Porosimetrieuntersuchungen von Monolithen im
trockenen Zustand sind vor allem die Gasadsorption und Quecksilber-Intrusionsporo-

232 dje Methoden der Wahl, die sich zudem in ihren Messbereichen erginzen.

simetrie
Mikroskopische Techniken werden fiir die Bestimmung der Porengrof3e indessen zuneh-
mend popularer, wahrend Methoden wie die Thermoporometrie, Rontgen- oder Klein-
winkelstreuung bisher hingegen kaum bzw. gar nicht eingesetzt werden. Um monoli-
thische stationare Phasen unter realen chromatographischen Bedingungen zu analysie-
ren, eignet sich die inverse Gel-Permeationschromatographie (engl. Inverse Size Exclu-
sion Chromatography, ISEC). Hierbei handelt es sich im Gegensatz beispielsweise zur
Quecksilber-Intrusionsporosimetrie oder zu einigen mikroskopischen Techniken um ei-

ne zerstorungsfreie Methode.
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Abbildung 2.9. Messbereiche ausgewahlter Methoden zur Porengréfienbestim-
mung 230,

Im Folgenden wird sie ergédnzend zur Gasadsorption und Quecksilber-Intrusionsporosi-
metrie detaillierter erldutert und es werden die Vor- und Nachteile der drei Methoden
diskutiert. Auflerdem wird die Funktionsweise eines Environmental Scanning Electron
Microscope (ESEM) beschrieben, das zur Visualisierung der Morphologie der Monolithe
verwendet wurde. Zuséatzlich wurden die Monolithe in der vorliegenden Arbeit durch
Messung ihrer Harte nach SHORE charakterisiert, deren Prinzip ebenfalls erklart wird.
Schliellich werden Methoden genannt, mit denen sich die auf dem Monolith immobili-

sierte Proteinmenge bzw. seine Kapazitat im Allgemeinen bestimmen lassen.

2.3.1 Quecksilber-Intrusionsporosimetrie

Die Quecksilber-Intrusionsporosimetrie 23

ist eine Routinemethode zur Bestimmung
der Porengrofienverteilung, der Porositit, des Gesamtporenvolumens sowie der Dich-
te und spezifischen Oberfliche einer pordsen Probe. Sie beruht auf der Messung des
in Poren intrudierten Quecksilbervolumens als Funktion eines von auflen angelegten
DrUCkS [23112331234] .

WAaSHBURN [235236] beschrieb 1921 als Erster, dass der Kontaktwinkel ) einer Fliissigkeit
grofler als 90° sein muss, damit ihre Oberflichenspannung o einer Intrusion in Poren

ohne aduflere Druckeinwirkung entgegenwirkt und formulierte die unter seinem Na-

25



KAPITEL 2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

men bekannte WAsHBURN-Gleichung (Gleichung|[2.4) zur Transformation des angelegten
Drucks p in den entsprechenden Porenradius r,,. Der Druck verhalt sich dabei umgekehrt

proportional zum Porenradius:

20 - cosV
p )

r, = — (2.4)

p

Quecksilber erfiillt mit einem vom Feststoff abhéngigen aber in der Regel mit ca. 140° an-
genommenen Kontaktwinkel und einer Oberflichenspannung von 0,484 Nm™ bei 25 °C
diese Bedingung #3237 Als alternative Fliissigkeiten mit einem niedrigen Schmelzpunkt
sind Gallium, Indium und ihre Legierungen denkbar. Sie benetzen allerdings viele Oxi-
de und dringen in das kristalline Netzwerk vieler Metalle ein. Unter anderem wurde
auch Wasser zur Messung hydrophober Materialien eingesetzt 2*¥23% Viele Verbindun-
gen weisen aber mit < 90 ° einen zu kleinen Kontaktwinkel auf und sind somit fiir die

237

Messung nicht ausreichend hydrophob?*7. Quecksilber ist insoweit die fiir dieses Ver-

fahren einzige universell geeignete nicht benetzende Fliissigkeit 2*4,

Im Jahr 1945 publizierten RITTER und DRAKE ihre Arbeiten?*24] zur Entwicklung des
heute bekannten und auf Quecksilber basierenden Verfahrens. Der Ablauf einer solchen
Messung ist in Abbildung schematisch dargestellt. Die trockene und nicht amal-
gambildende Probe wird, um Luft aus den Poren zu entfernen, in einem Penetrometer
evakuiert (A). Anschlielend wird die Kammer mit Quecksilber befiillt (B), der Druck
sukszessive erhoht und das abnehmende Quecksilbervolumen als Funktion des Drucks
registriert (C). Aus der aufgenommenen Quecksilber-Intrusionskurve wird durch Trans-
formation des Drucks in den Porenradius nach WasHBURN (Gleichung [2.4) die kumulati-
ve Porenvolumenverteilung erstellt und durch ihre einfache Ableitung die differentielle

Porenvolumenverteilung erhalten 223,

Der Druckbereich reicht bis 400 MPa, sodass Porenweiten im Bereich von ca. 4 nm-

%3] Dabei miissen aber eine mégliche Kompression der

400 pm erfasst werden konnen
Probe und des Quecksilbers sowie thermische Einfliisse beriicksichtigt werden ?%3]. Der
Auswertung liegen zylinderférmige Poren als Porenmodell zu Grunde, wobei sie viel-
mehr in Form von Rissen, Spalten oder anderweitig irregular geformten Zwischenréu-
men vorliegen #2441 Bei Erniedrigung des Drucks zieht sich das Quecksilber aus den
Poren wieder zuriick und die erhaltene Hystereseform lasst gewisse Riickschliisse auf die

234237285 Die Extrusion des Quecksilbers erfolgt

tatsachlich vorliegende Porenform zul
allerdings nicht vollstandig, sodass es sich bei der Quecksilber-Intrusionsporosimetrie
um keine zerstérungsfreie Methode handelt.

Der Berechnung der spezifischen Oberfliche S, nach RooTare und PrRENzLOW 4] (Glei-

chung liegt kein Porenmodell zu Grunde. Als einzige Voraussetzung diirfen keine
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Evakuieren Befiillen mit Hg Druck p anlegen

Ve

y21 <P, <ps

Abbildung 2.10. Schematischer Ablauf und Prinzip einer Quecksilber-Intrusions-

porosimetriemessunglVerandert nach [242]]

Tintenfassporen, die wie die Form eines Tintenfasses einen engen Porenhals und einen
volumindsen Porenkdrper besitzen, vorliegen. Die Gleichung leitet sich aus der Arbeit
dW her, die fiir das Eintauchen einer Flache dS eines nicht benetzten Pulvers in Queck-
silber zu leisten ist:

dW = o - cosv - dS. (2.5)
Diese entspricht der Arbeit, die fiir die Intrusion des Quecksilbervolumens dV; in die
Probe unter duflerer Druckeinwirkung verrichtet wird:

o -cost-dS = —pdV. (2.6)

Das Integral zur Berechnung der spezifischen Oberfliche kann entweder numerisch oder

aus der Quecksilber-Intrusionskurve graphisch gelost werden:
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1 Vomea
L — / pdV. 2.7)

m-o-cost Jy,

Da, wie bereits erwahnt, Poren kleiner als 4 nm nicht mehr erfasst werden, kann der
Wert von dem, der mittels Gasadsorption bestimmt wurde, abweichen. Ein linearer Zu-
sammenhang zwischen den mit beiden Methoden ermittelten spezifischen Oberflaichen
besteht im Bereich von 10-100 m? g 234

In ihrem aktuellen Ubersichtsartikel zur Charakterisierung makroporéser Materialien
beschreiben RouguEiroL et al. 27l alternative Techniken zur Quecksilber einsetzenden
Porosimetrie. Dazu zahlt unter anderem die ,Flissigkeits-Porosimetrie®, entwickelt von

MILLER und TyoMkin 247

1. Hierbei wird das Prinzip der Quecksilber-Intrusionsporosime-
trie umgekehrt, indem negative Driicke zum Freisetzen von in Poren befindlicher Fliis-
sigkeit fiihren, deren Volumen dem Porenvolumen entspricht, das bei gegebenem Druck
die Flussigkeit austreten lasst. Das Flussigkeitsvolumen wird gravimetrisch bestimmt.
Im Gegensatz zur Quecksilber-Intrusionsporosimetrie konnen benetzende Flissigkei-
ten wie Wasser oder organische Losungsmittel eingesetzt werden. Auflerdem handelt
es sich um eine zerstorungsfreie Methode, die Porengréfienverteilungen im Bereich von
1-1000 um erfasst. Fiir Materialien mit Poren kleiner als 1 um ist sie daher ungeeignet,
stellt aber, vor allem fiir amalgambildende und deformierbare Stoffe mit entsprechend

grof3en Poren, eine alternative Methode dar 27,

2.3.2 Gasadsorption

Die Gasadsorption®® ist die Methode der Wahl, um die spezifische Oberfliche und
Mikro- bzw. Mesoporengréfienverteilung pordser Stoffe zu bestimmen. Sie beruht auf
der Annahme, dass ein Inertgas, das Adsorptiv, auf der Oberfliache eines Feststoffs, dem
Adsorbens, durch schwache Wechselwirkungen wie z.B. van der Waals Wechselwir-
kungen oder Wasserstoffbriickenbindungen in einer monomolekularen Gasschicht 44
physisorbiert. Von der Physisorption ist die Chemisorption, bei der sich durch Wechsel-
wirkungen der elektronische Zustand der Orbitale andert, zu unterscheiden 24872501

Als Adsorptiv wird iiblicherweise Stickstoff (Flichenbedarf a,, = 0,162 nm?) 21252 hej
seinem Siedepunkt von 77 K eingesetzt. Daneben werden auch Argon (a,, = 0,142 nm?
bei 87 K)[%2 und im Fall einer Oberflache unter 2 m? g! das grofiere Krypton (a,, = 0,202
nm? bei 77 K) 2] genutzt. Da sich die verschiedenen Gasmolekiile in ihrer Grofle unter-
scheiden, ist die minimal messbare Porengrofie von dem eingesetzten Adsorptiv abhan-
gig. Unter Verwendung von Stickstoff werden Porengréfien im Bereich von 0,4-300 nm

erfasst 24
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2.3. Methoden zur Charakterisierung von Monolithen

Adsorptionsmenge

\4

Relativdruck

Abbildung 2.11. Klassifizierung der Adsorptionsisothermen nach International Union
of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) 2. (Typ I) reversibel, mikroporose Feststof-
fe mit kleiner dufleren Oberfldache, (Typ II) reversibel, nicht porése bzw. makroporose
Stoffe, (Typ III) reversibel, polare Stoffe auf hydrophoben Oberfliachen, keine identifi-
zierbare Monolage, selten, (Typ IV) Hysterese, mesopordse technische Adsorbentien,
(Typ V) Hysterese, entspricht Typ III fiir pordse Stoffe, sehr selten, (Typ VI) Hysterese,
einheitliche nicht pordse Oberflachen, schrittweise Mehrschichtadsorption, selten.

Fiir die Messung wird die entgaste Probe einem Gasstrom ausgesetzt und das adsorbier-
te Gasvolumen, als Adsorbat bezeichnet, volumetrisch oder gravimetrisch ermittelt 48]
Nach anschlieBender Erniedrigung des Drucks kommt es wieder zur Desorption des
Gases und die resultierende Adsorptions-Desorptions-Isotherme wird fiir die Auswer-
tung einer der insgesamt sechs nach IUPAC eingeteilten Isothermenklassen zugeordnet.
In Abbildung sind die sechs Klassen dargestellt und den entsprechenden Porenty-
pen zugeordnet. Die meisten Messungen fallen in die Klassen I und IV24, Anders als
theoretisch angenommen, physisorbieren die Gasmolekiile tatsidchlich in multimoleku-
laren Schichten. Dies beriicksichtigt das Modell von BRUNAUER, EMMETT und TELLER
(BET-Modell) % der Erweiterung der von einer monomolekularen Schicht ausgehen-
den LaNGMUIR-Theorie %, fiir die Berechnung der spezifischen Oberfliache 23! Die Ad-

sorptionsisothermengleichung lautet 2311
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P 1 +C’—l P
Va'(Po—p) Vi - C Vi - C 1007

(2.8)

wobei V, dem Volumen des Adsorbats und V; dem Volumen der adsorbierten monomo-

lekularen Schicht entspricht. C' ist eine dimensionslose Konstante, die von der Adsorp-

e [231

tionsenergie ! bzw. der Isothermenform ?*?) abhingig ist, p ist der Druck und p, der

Sattigungsdampfdruck des Adsorptivs. Durch Auftragen des Terms ?/v,-(po—p) gegen den

Relativdruck »/p, ergibt sich fiir den Bereich 0,05 < #/p, < 0,30 ein linearer Zusam-

menhang [

[231

, aus dem sich C als Steigung und V), als Ordinatenabschnitt bestimmen
lassen®, Die spezifische Oberfliche lisst sich schliefllich mit dem ermittelten Volu-
men der adsorbierten monomolekularen Schicht, der Avocapro-Konstanten N4, dem
Flachenbedarf eines Gasmolekiils a,,,, dem molaren Volumen V,,, und der Probemasse m
wie folgt berechnen:

VM'NA
Sy = ————— - Uy
Vi - m “

Die Porengrofienverteilung fiir Poren grofier als 2 nm wird nach der KeLvin-Methode

(2.9)

mittels der Kapillarkondensations-Gleichung unter Beriicksichtigung der Temperatur 7',
der universellen Gaskonstanten R, der Oberflichenspannung, dem molaren Volumen,

dem Relativdruck und dem Kontaktwinkel berechnet 2312571,

2.-0-V,,

—m - cosv. (210)
Po

Tk =

Der eigentliche Porenradius 7, ergibt sich fiir zylindrische Poren ## aus der Summe des
Kelvinradius 75 und der Schichtdicke des Adsorbats ¢ 2311

Ty =TK + 1. (2.11)

Fiir die Bestimmung von ¢ gibt es einige Modelle, am haufigsten wird jedoch das Modell

nach DE BOER verwendet 222259

13.99
=01 . ’ ) 2.12
0, Lmm \/0,034 —0,4313-In~ (212)

2.3.3 Inverse Gel-Permeationschromatographie (ISEC)

Die Gel-Permeationschromatographie®® (GPC), auch unter den Bezeichnungen Gré-
Benausschlusschromatographie ! (engl. Size Exclusion Chromatography, SEC), Gel-Fil-

trationschromatographie 22 sowie Molekularsiebchromatographie 23 bekannt, trennt
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2.3. Methoden zur Charakterisierung von Monolithen

Molekiile nicht aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften wie ihrem Loslichkeitsverhal-
ten oder ihrer Affinitit, sondern aufgrund ihrer hydrodynamischen Volumina 2642681
Kleinere Molekiile gelangen in die Poren der stationdren Phase, in denen sie sich durch
Diffusion bewegen. Thre Elution wird dadurch verzégert 2%, Grofie Molekiile, fiir die die
Poren unzuginglich sind, passieren die Sdule axial mit der mobilen Phase und eluieren
frither 2927 Anwendung findet sie vor allem bei der Auftrennung von Polymeren 267,
Die Kalibrierung erfolgt tiber Standards bekannter Molmasse, indem der Logarithmus
des Produkts von Molmasse und intrinsischer Viskositat in Abhangigkeit des Elutions-

volumens aufgetragen wird.

Bei der inversen Gel-Permeationschromatographie (ISEC) wird umgekehrt die unbe-
kannte Porengrofienverteilung eines Tragermaterials durch Polymer-Standards mit be-

kannter Molmasse und enger Molmassenverteilung bestimmt ??, Entwickelt wurde sie

2711272

von AGGEBRANDT und SAMUELSON! 1, die die Porengrofienverteilung in Cellulose-

fasern mit PEGs als Standards bestimmen wollten. Durch zahlreiche Arbeiten 262273285

vor allem durch die von HALAsz und MaRTIN [2691286]

, wurde sie im Weiteren optimiert.
Mit der ISEC werden chromatographisch zugangliche Poren erfasst, weshalb sie auch
als chromatographische Porosimetrie bezeichnet wird?*7l, Sie ist besonders fiir Porosi-
metrieuntersuchungen solvensgefiillter und gequollener Materialien geeignet, die sich
mit der Stickstoffadsorption oder der Quecksilber-Intrusionsporosimetrie nicht messen
lielen und wurde auch bereits gezielt fiir Untersuchungen der Quellungsporositat einge-

288 289]

28112851289290] ' Aluminiumoxide 282

setzt 28] Zy untersuchten Materialien gehoren Silica!

hydrophile Gele 284289291-2%4] ynd synthetische polymerbasierte Gele fiir die GPC 2%,

Mit der ISEC lassen sich die externe ¢, (Gleichung[2.13), interne ¢; (Gleichung [2.14) und
totale ¢, Porositét (Gleichung durch das Verhaltnis des interpartikuldren Volumens

V. bzw. intrapartikuldren Porenvolumens V; zum Saulenvolumen V; berechnen. Die to-

tale Porositit ergibt sich aus der Summe der beiden 2%

V.
.=, 2.13
“=v (2.13)
V;
;= —, 2.14
“ =y (2.19)
€ = € + €. (2.15)

Das Siulenvolumen ist durch die geometrischen Abmessungen der Saule bekannt 25,

Das interpartikuldre Volumen lasst sich iiber das kleinste Elutionsvolumen V. ,,;, des

Molekiils bestimmen, das zu grof} ist, um in die Poren zu diffundieren. Das Molekiil mit
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KAPITEL 2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

dem kleinsten hydrodynamischen Volumen weist hingegen das gro3te Elutionsvolumen
Ve maz auf (2% fiir dessen Bestimmung in der Regel Toluol in Tetrahydrofuran eingesetzt

wird. Das intrapartikulire Porenvolumen ergibt sich aus der Differenz 2%

‘/i = ‘/e,maa: - ‘/e,min- (216)

Fir die Bestimmung der Porengréfienverteilung und spezifischen Oberflache werden
Poren im Bereich von 0,5-600 nm erfasst 288!, Unter der Voraussetzung, dass V,, das par-
tielle Volumen der Poren mit einem Durchmesser gleich oder grofler R, ist und V44
das der Poren mit einem Durchmesser gleich oder grofer R, 1 (R,+1 > R,), ergibt sich
das Porenvolumen von Poren grof3er als R,,, aber kleiner als R,, 1, aus der Differenz der

partiellen Volumina 269270297].

A‘/n—&-l,n = Vn+1 — V. (217)

Eine zylindrische Porenform vorausgesetzt, kann mit R;, = 0,0246 - M,%%® der hy-
drodynamische Radius Ry, fiir einen Standard mit der relativen Molmasse M, berechnet

werden [272128¢]

Unter Verwendung organischer Eluenten, tiblicherweise Tetrahydrofuran oder Dichlor-
methan, werden Polystyrol-Standards und unter Verwendung wissriger Eluenten bio-

288] a1s Sondenmolekiile ein-

chemische Polymere wie Dextran- oder Pullulan-Standards!
gesetzt 27 Die Standards diirfen nicht an die Matrix, die nicht quellen oder schrumpfen
darf, adsorbieren und miissen schnell auf die Saule injiziert werden. Des Weiteren muss
sich das Gleichgewicht zwischen dem flieBenden und dem in den Poren stagnierenden

Eluenten schnell einstellen und die Flussrate sowie Temperatur konstant gehalten wer-

den. [269,

Der Vorteil gegeniiber der Gasadsorption und der Quecksilber-Intrusionsporosimetrie
ist, dass die Materialien vor allem im Hinblick auf Monolithe z. B. durch Pulverisieren
nicht zerstort werden und keine hohen Driicke bzw. hohen Temperaturen nétig sind,
die das Material beschadigen konnen. Zudem werden auch nur die im spateren Chroma-
tographieexperiment zugénglichen Poren und die fiir die Anwendung tatsachliche Po-
rengroflenverteilung, Porositat und spezifische Oberflache erfasst. Fiir Materialien mit
Poren grofler als 600 nm, wie z.B. den meisten Polymermonolithen, ist sie aber nicht

einsetzbar.
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Detektor Elektronenstrahl :

I
E /‘ v O askadenelektronen

O
O d O Kationen

Gasmolekiile

Probe

Abbildung 2.12. Signalentstehung bei einem Environmental Scanning Electron Micros-
cope (ESEM)[verandert nach [S013041] ' (5) zuriickgestreute Elektronen, (b) von Probe emittierte
Sekundarelektronen, (c) Ionisierung von Gasmolekiilen im Probenraum, (d) ausgeloste
Elektronenkaskade.

2.3.4 Environmental Scanning Electron Microscope (ESEM)

Das ESEM wurde als eine Variante des Rasterelektronenmikroskops (REM) von DANILA-
Tos 228800 entwickelt und ist seit Ende der 1980er Jahre kommerziell erhaltlich B, Im
Gegensatz zum REM herrscht im Probenraum anstelle eines Hochvakuums eine Gasat-
mosphére mit einem Druckbereich von 13-1300 Pa. Neben Wasserdampf werden auch
Kohlenstoffdioxid, Argon, Helium und Stickstoff als Gase eingesetzt ®!l. Das ESEM eig-
net sich daher fiir die Untersuchung nasser Proben % wie z. B. biologischer Proben 5%
in ihrem nativen Zustand B!, Der Elektronenstrahl, der die Probe abrastert, befindet sich
aber wie beim REM im Hochvakuum (107-10® kPa), sodass sich der Druck in Druckzo-

nen von der Elektronenstrahlquelle hin zur Probe allmihlich erhoht B4,

Beim Auftreffen des Elektronenstrahls auf die Probe werden durch elastische Stofle, wie
in Abbildung skizziert, zuriickgestreute Elektronen mit Energien >50eV erzeugt
(a) und durch inelastische Stofle zwischen Probe und Strahl niederenergetische Sekun-
direlektronen mit Energien < 50 eV emittiert (b)), Die Elektronen ionisieren das im
Probenraum vorhandene Gas (c) und l6sen eine Kaskade aus (d), die zu einer Verstar-

kung des Signals fithrt, noch bevor es auf dem Detektor auftrifft ™. Eine Streuung der
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Elektronen durch die Gasatmosphére auf dem Weg zum Detektor wird durch einen kur-
zen Abstand vermieden.

Die bei der Ionisierung der Gasmolekiile entstandenen Kationen bewegen sich durch
eine angelegte Spannung in Richtung der Probe und neutralisieren die bei Isolatoren
akkumulierte Ladung. Elektrisch nicht leitende Proben wie Polymere, porose Materialien
301]]

und Keramiken !

REM zur Verbesserung der Leitfihigkeit metallisch beschichtet werden P4,

miissen somit nicht wie bei Messung mit einem konventionellen

2.3.5 Bestimmung der Hirte nach SHORE

Mit der Hartepriifung nach SHORE lasst sich die Harte von Elastomeren bestimmen. Es
wird der Widerstand des Materials gegen das Eindringen eines Eindringkorpers mit de-
finierter Federkraft gemessen. Die Eindringtiefe ist das Maf fiir die Hérte, die durch eine
dimensionslose Skala von 0-100 ausgedriickt wird. Dabei entspricht eine Eindringtiefe
von 2,5mm der Hirte 0 und eine Eindringtiefe von 0 mm einer Harte von 100E%], Die
Verfahren SHORE A und D unterscheiden sich in der Geometrie des Eindringkdrpers. Bei
der Priifung nach SHORE A handelt es sich um einen Kegelstumpf mit einem Offnungs-
winkel von 35 =+ 0,25° und einem Durchmesser von 0,79 & 0,01 mm. Nach Suaore D hat
der Eindringkorper eine kugelférmige Spitze mit einem Durchmesser von 0,1 £ 0,01 mm
und einen Offnungswinkel von 30 + 1°B%l, Die Probe muss fiir die Priifung nach DIN
535055%! einen Durchmesser von > 35 mm und eine Dicke von > 6 mm aufweisen. Die
Temperatur sollte 23 & 2 °C betragen. Eine Priifung nach Typ A ist fiir weiche Materialien
empfohlen, wenn die Priifung nach Typ D eine geringere Hérte als 20 ergibt. Umgekehrt
ist eine Prifung nach Typ D fiir hartere Materialien anzuwenden, wenn die Priifung

3051 Neben der Priifung nach SHORE gibt

nach Typ A eine Hirte grofler als 90 ergibt!
es auch das Verfahren der Bestimmung der Kugeldruckhirte nach dem Internationalen

Gummihirtegrad (IRHD) B975308]

2.3.6 Bestimmung der Proteinbindungskapazitit

Zur Bestimmung der Proteinbindungskapazitit, unter der die auf der Matrix immobili-
sierte Proteinmenge verstanden wird, werden in erster Linie fiinf bewahrte Farbreaktio-
nen zur Bestimmung von Proteinen in Lésung genutzt. Ninhydrin B reagiert unter Re-
duktion mit primiren Aminen zu einem farbigen Komplex, der auch unter dem Namen
RUHEMANNS PURPUR bekannt ist und bei 570 nm maximal absorbiert. Coomassie Bril-
liant Blue B (BrRapForD 1) ist ein blauer Farbstoff, der unter sauren Bedingungen an

)[312 313

Proteine bindet. Der Bicinchoninsédure-Assay (BCA I basiert auf der Reduktion von
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Kupfer(II)-Ionen durch Peptidbindungen zu Kupfer(I)-Ionen, die mit BCA einen violett
gefarbten Chelatkomplex bilden, der bei 562nm quantifiziert wird®#. 2,4,6-Trinitro-
benzolsulfonsdure reagiert mit primiren Aminen, Hydrazinen und Thiolen zu einem
orangefarbenen Produkt. Die Farbintensitat hiangt dabei von der funktionellen Grup-

351, Thiolgruppen konnen mit Hilfe des ELLMAN-

pe ab, mit der das Reagenz reagiert!
Reagenzes P18 5 5°Dithio-bis(2-nitrobenzoesiure) (DTNB) nachgewiesen und quan-
tifiziert werden, das im Basischen in einer Thiol-Disulfid-Austauschreaktion mit den
nachzuweisenden Thiolen reagiert. Dabei wird 2-Nitro-5-thiobenzoesiaure (TNB) abge-
spalten, das in seiner deprotonierten Form (p K g-Wert = 4,41 32073221 a5 gelbes Farbstoff-
produkt 2-Nitro-5-thiobenzoat (TNB*) vorliegt und bei 412 nm detektiert wird.

Bei der Differenz-Methode wird durch Messung der Fluoreszenz 2! oder der Absorption
bei z.B. 280 nm die Abnahme der Ligand-Konzentration in der Immobilisierungslésung
bestimmt. Die Differenz entspricht der immobilisierten Ligandmenge. Kopplungsreagen-
zien diirfen die Absorption oder Fluoreszenz aber nicht tiberlagern. So kann es z. B. bei
Verwendung von 1,1’-Carbonyldiimidazol durch Bildung von Imidazol zu Uberlagerun-

B3] AuBerdem muss der Konzentrationsunter-

gen der Absorption bei 280 nm kommen
schied grof3 genug sein, um detektierbar zu sein. Wenn es nicht méglich ist, den Ligan-
den direkt zu bestimmen, wird die Menge des angereicherten Analyten bestimmt und
auf das Volumen bzw. die Masse des Tragers bezogen. Dieser Wert wird in der Regel als

Kapazitat bezeichnet und fiir Affinitatstrager angegeben.

2.4 Affinitatschromatographie

In diesem Abschnitt werden neben dem Prinzip der Affinitdtschromatographie ausge-
wiahlte Funktionalisierungstechniken fiir epoxidbasierte Tragermaterialien vorgestellt,

wie sie im Speziellen fiir epoxidbasierte Monolithe genutzt werden.

2.4.1 Prinzip

Die Affinititschromatographie 2432

ist eine Methode zur selektiven Anreicherung von
Biomolekiilen. Sie basiert auf der reversiblen und bioselektiven Wechselwirkung eines
auf einem Trager immobilisierten Liganden und eines Analyten in der mobilen Phase.
Die Trennung erfolgt auf Basis der individuellen chemischen Struktur des Analyten. Das
Prinzip der Affinitdtschromatographie ist in Abbildung bildlich wiedergegeben.

Sie kann genutzt werden, um aktive Biomolekiile von ihren denaturierten Formen zu
trennen, um Substanzen, die nur in geringer Konzentration vorliegen, anzureichern oder

um Kontaminationen zu entfernen. Daneben wird sie auch zur Untersuchung biologi-
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Abbildung 2.13. Prinzip der Affinitdtschromatographie.

scher Wechselwirkungen und zur Praparation von Proben fiir die Massenspektrometrie
eingesetzt. Auflerdem ist sie als einstufiger Prozess im Vergleich zu anderen Aufreini-

gungstechniken oft zeitsparend 7],

Mogliche Bindungspaare konnen z.B. Enzym und Inhibitor, Antikérper und Antigen,
Hormon und Rezeptor oder Oligonukleotide und ihre komplementéren Strange sein.
Die Affinitdt des Liganden muss sich nicht auf die selektive Bindung eines einzelnen
Molekiils beschrianken, sondern kann sich im Fall gruppenspezifischer Liganden auch
auf eine gesamte Stoffklasse beziehen. Aus Organismen gewonnene biologische Ligan-
den konnen mit anderen Biomolekiilen kontaminiert sein und die Reproduzierbarkeit
zwischen einzelnen Chargen ist nicht unbedingt gegeben. Aus diesem Grund besteht
Interesse an der Entwicklung biomimetischer Liganden. Molecular Imprinting, bei dem
eine fiir den Analyten passende Polymerschablone mit komplementiren Wechselwir-

kungsbedingungen fiir eine hohe Affinitat erstellt wird, wurde als alternative Variante
vielfach beschrieben B2,

Die Bindung zwischen Ligand und Analyt kann auf elektrostatischen, hydrophoben,
Van-der-Waals-Wechselwirkungen und auf Wasserstoffbriickenbindungen beruhen und
sollte eine Gleichgewichtsdissoziationskonstante K p im Bereich von 10° bis 10* M'! auf-

weisen 7], Sie muss fiir die selektive Bindung des Analyten stark genug sein und sich im
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Elutionsschritt zur Isolierung des Analyten wieder 16sen lassen. Die Elution kann durch
Zugabe eines zum Analyten kompetitiven Reagenzes spezifisch erfolgen. Oft wird sie
jedoch unspezifisch durch Anderung der Ionenstirke, z. B. tiber die Molaritit von Na-

triumchlorid oder durch Anderung des pH-Werts bzw. der Polaritit des Elutionspuffers

tB2 In seltenen Fillen wird zwischen Ligand und Analyt eine kovalente Bin-

dung wie z. B. eine Disulfidbriicke gekniipft, die im Elutionsschritt gespalten wird 27,

induzier

Erste Entwicklungen von Tragermatrices und Kopplungstechniken sind aus dem Jahr

[330

1910 bekannt, bei denen als Ligand Amylase an Stirke gekoppelt wurde ®**, Optimie-

rungen der Tragermaterialien und der Kopplungschemie fithrten letztlich zur Etablie-

3133 Heutzutage sind viele Tragermatrices auf

rung der Affinititschromatographie!
Basis von Silica, Polyacrylamid, Dextrose, Poly(styrol-co-divinylbenzol) und vor allem
Agarose (Partikelgrofie 40-300 um) und Cellulose (Partikelgrofie 100-250 pm), die unter
den Handelsnamen Sepharose® bzw. Sephadex® (GE Healthcare Europe GmbH, Frei-
burg) und Affi-Gel® (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) bekannt sind, erhaltlich.

[i36

Zu neuartigen Materialien zéhlen unter anderem monolithische Phasen 1 Perfusions-

15271 Die Matrix muss vielen Anforderungen geniigen. Sie soll-

und magnetische Partike
te funktionalisierbar sowie chemisch inert und physikalisch robust sein, um gegeniiber
Losungsmitteln, pH-Wert-Schwankungen und gegebenenfalls Enzymen oder Mikroben
stabil zu sein®?7), Aufierdem sollte sie eine hydrophile und ungeladene Oberfliche auf-
weisen, damit hydrophobe und ionische unspezifische Bindungen vermieden werden.

B35] ¢a. fiinfmal so

Die Porengrofie sollte fiir die optimale Erreichbarkeit nach RENKIN
grofy wie das zu isolierende Biomolekiil sein. Bei einer aus Partikeln bestehenden Phase
ist eine monodisperse Grolenverteilung von Vorteil, weil kleinere Partikel Zwischen-
raume ausfiillen und dadurch den Durchfluss behindern kénnen #2752, Kleinere Parti-
kel generieren zwar eine grofiere spezifische Oberflache, konnen aber zur Blockierung
der Saule und infolgedessen zu hoheren Gegendriicken fithren, die wiederum eine Kom-
pression der Partikel zur Folge haben konnen. Die gewéhlte Partikelgrofie stellt einen
Kompromiss zwischen einer hohen Kapazitat und einer guten Permeabilitdt der Saule
dar. Weiche, gelartige Matrices werden oft zu Lasten der Porositat und Kapazitat fiir ei-
ne bessere mechanische Stabilitit vernetzt®?l, Eine zu hohe Kapazitit kann aber durch
sterische Hinderungen und/oder durch zu starke Bindung des Liganden die effektive
Kapazitit auch erniedrigen 2,

Nicht nur die Matrix muss eine gewisse Stabilitit aufweisen, sondern auch die Liganden
missen gegeniiber den Kopplungs- und Elutionsbedingungen unempfindlich sein. Sie
werden tiberwiegend kovalent an die Matrix gekoppelt, wobei sich ihre Affinitat &ndern
kann. Eine gezielte Orientierung der Ligandkopplung ist durch Kopplung iiber biospezi-

fische Wechselwirkungen wie beim Biotin-Streptavidin-Komplex méglich B2732 Wenn
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die Bindung des Analyten an den Liganden sterisch gehindert ist, kann der Ligand iiber

336 Der Spacer sollte hydrophil sein, um

einen Spacer an die Matrix gebunden werden!
unspezifische Bindungen zu vermeiden und eine optimale Lange besitzen. Bei einer zu
kurzen Léange ist er wirkungslos. Ist er aber zu lang, kann es zu unspezifischen Bindun-
gen kommen oder durch Faltung die Kapazitit sogar reduziert werden 3275329,

Antikorper oder deren Fragmente finden zunehmend in der Therapie, Diagnostik und
in immunchemischen Methoden zu Forschungszwecken Anwendung. Die Aufreinigung
von insbesondere Immunglobulin G (IgG) ist deshalb von industrieller Bedeutung und
erfolgt iiber die Affinitat der konstanten Region F. (crystallizable Fragment) zu Protein
A, das aus Staphylococcus aureus oder zu Protein G337, das aus Streptococcus gewonnen
wird. Die Affinitatsstdrke der Proteine zu Immunglobulinen der Klasse G ist dabei sowohl
vom Organismus, aus dem die Antikorper isoliert wurden, als auch von ihrer Subklasse
abhéngig, weswegen haufig Affinitatssaulen mit der Ligandkombination Protein A und

G eingesetzt werden 27,

2.4.2 Ausgewihlte Funktionalisierungstechniken

Liganden wie z. B. Proteine werden tiberwiegend kovalent an die Matrix gebunden. Die
Anbindung kann z. B. iiber die Aminofunktion der im Protein gebundenen Lysine erfol-
gen. Fir die Kopplung von Aminoliganden an epoxidbasierte Trager gibt es zahlreiche
Techniken, die in Abbildung zusammengestellt sind 713031453853 Dje Epoxidme-
thode (A), bei der das Amin die Epoxidgruppe direkt nukleophil angreift, ist das ein-
fachste Verfahren®7, Sie wird im Basischen durchgefiihrt, damit das Amin nicht in sei-
ner unreaktiven protonierten Form vorliegt. Auf diese Weise konnen auch andere Nu-
kleophile wie Thiole oder Hydroxylgruppen kovalent binden ™%, Die Reaktionskinetik
ist allerdings langsam, sodass hohe Ligandkonzentrationen und lange Reaktionszeiten
notig sind ™. Andere Techniken gehen nach einer sauren Hydrolyse des Epoxids vom
Diol aus. Amine lassen sich nach Oxidation der Hydroxylgruppe zum Aldehyd tber ei-
ne Glycolspaltung mit Natriumperiodat oder Periodsdure durch eine ScHirrsche-Base-
Reaktion (B) binden. Die ScHIFFsche-Base-Reaktion ist reversibel, weshalb das gebilde-
te Imin mit Cyanoborhydrid zu einem sekundaren Amin reduziert wird, auch reduktive
Aminierung genannt. Nicht umgesetzte Aldehydgruppen werden mit Borhydrid zu Hy-
droxylgruppen reduziert oder mit niedermolekularen Aminen umgesetzt. Kritisch bei
dieser Methode sind die Reduktionsmittel, die den Liganden nicht denaturieren sollen.
Die Kinetik ist, verglichen mit der der Epoxidmethode, schneller 1173385340]

Die generierten Hydroxylgruppen konnen ebenso iiber die Zwischenstufe eines aktivier-

ten Esters funktionalisiert werden. Dafiir werden sie mit Di(N-succinimidyl)-carbonat
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Abbildung 2.14. Kovalente Kopplungstechniken fiir Liganden mit Aminofunktion an
ein epoxidbasiertes Tragermaterial: (A) Epoxid-Methode, (B) ScHIFFsche-Base-Methode,
(C) Di(N-succinimidyl)-carbonat-Methode (DSC-Methode), (D) Carbonyldiimidazol-
Methode (CDI-Methode), (E) Glutaraldehyd-Methode, (F) Bromcyan-Methode, (G)

Hydrazid-Methode 13653141
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(DSC) (C) oder 1,1’-Carbonyldiimidazol (CDI) (D) umgesetzt. In einer sich anschlieffen-
den nukleophilen Substitution wird der Aminoligand als Amid gebunden. Nachteilig ist
die Hydrolyseempfindlichkeit des aktivierten Esters®#. Auferdem wurde beobachtet,
dass die Aktivitat des Liganden nach Kopplung mit der CDI-Methode geringer ist, als
nach Immobilisierung mittels ScHIFFscher-Base-Reaktion P14,

Bei der Glutaraldehyd-Methode (E) wird zunéchst eine Diaminbriicke wie z. B. Ethylen-
diamin gebunden, an die Glutaraldehyd gekoppelt wird. Die Immobilisierung des Amins
erfolgt anschliefend analog einer ScuiFrschen-Base-Reaktion P54,

Die Bromcyan-Methode (F) ist fiir die Funktionalisierung konventioneller Affinitatsma-
terialien die bekannteste Methode. Die Kopplung erfolgt unter milden Bedingungen (pH
7,5-8,5) und kann iiber ein Imidocarbonat oder einen reaktiveren Cyanoester erfolgen.
Die Ligandbindung ist im Vergleich zu den bisher beschriebenen Methoden jedoch labi-
ler. Zudem ist Cyanbromid toxisch und unter Bildung des Cyanoesters konnen bei neu-
tralem pH-Wert Ionenaustauschpositionen entstehen, die zu unspezifischen Bindungen
fiihren konnen B4,

Die Hydrazid-Methode (G) ist eine Kopplungstechnik, die fiir Glykoproteine und Koh-
lenhydrate geeignet ist. Hierbei wird der aldehydaktivierte Monolith mit Adipinsdure-

342

dihydrazid umgesetzt und der zu einem Aldehyd oxidierte Ligand®*? gekoppelt. Der

Vorteil ist die orientierte Kopplung des Liganden, die eine hohere Aktivitat des Ligan-
den begiinstigt 3383431

Neben einer kovalenten Immobilisierung ist auch eine biospezifische Adsorption mog-
lich, bei der der Ligand tiber einen sekundaren, kovalent an die Matrix immobilisierten
Liganden adsorptiv gebunden wird. Beispiele sind die Bindungen zwischen Protein A
bzw. G und IgG sowie zwischen Avidin und Streptavidin ®#, Desweiteren bilden Metall-
ionen wie Kupfer(Il) bzw. Nickel(II), die von Iminodiessigsdure oder Nitrilotriessigsaure

gebunden werden, mit geeigneten Analyten Chelatkomplexe P4,
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Kapitel 3

Experimentelles

3.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den folgenden Firmen kommerziell erwor-
ben: Acros Organics, Fisher Scientific GmbH und Pierce Biotechnology, alle Teil von
Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich), abcr GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Appli-
Chem GmbH (Darmstadt), BioVision, Inc. (Milpitas, USA), Bruker Corporation (Billerica,
USA), Euriso-Top GmbH (Saarbriicken), J.T. Baker, die zu Avantor Performance Materials
Deutschland (Griesheim) gehoren, Merck KGaA (Darmstadt), Raschig GmbH (Ludwigs-
hafen), SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg) und Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim), wozu auch Aldrich, Fluka, Sigma und Riedel-de Haén gehoren.

Chemikalie (Reinheit) Firma, Bestellnummer
Acetonitril (> 99,9 %)/ J.T. Baker, 9012/

(fur die LC/MS-Analyse) Fisher Scientific, 10799704
(3-Aminopropyl)trimethoxysilan (97 %) Aldrich, 281778

(APTMS)

Ammoniumdihydrogenphosphat Sigma-Aldrich, A1645
Anti-Kaninchen IgG Sigma, R1131

(ganzes Molekil, aus Ziege)

Anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase Sigma, A6154, Lot 028K6035
(ganzes Molekiil, aus Ziege, 0,9 mg mL™)

BCA Protein Assay Kit Pierce Biotechnology, 23227

Bortrifluoridetherat (> 46 % BF;) Sigma, 320188
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Bortrifluorid-Tetrahydrofuran-Komplex

(47,5-49,5 %)

1,3-Butadiendiepoxid (97 %)/(95 %)
(p=1,11gcm>, BDE)

1,4-Butandioldiglycidylether (> 95 %)

(p=1,10gcm™, BDG)

Casein (Natriumsalz, aus Rindermilch)

Chloroform (> 99,5 %)

Chloroform (99,8 atom % D) (CDCl,)
a-Cyan-4-hydroxyzimtsaure
Cyclohexan (99,99 %)

L-Cystein (> 99 % )

Dichlormethan (> 98 %)
Diethylether (> 99,9 %)

Dikaliumhydrogenphosphat

(>99,0 %, wasserfrei)
N,N-Dimethylacetamid (> 99,5 %)
Dimethylsulfoxid (> 99,5 %) (DMSO)
Dimethylsulfoxid (DMSO-dy)

Dinatriumhydrogenphosphat
(>99,0 %/> 99,5 %, Dihydrat)

1,4-Dioxan (> 99 %, getrocknet)

5,5 -Dithio-bis(2-nitrobenzoesaure)
(>98 %) (DTNB)

DL-Dithiothreitol (> 99,5 %) (DTT)
(£)-Epichlorhydrin (> 99 %)
Ethanol (96 %)

Ethylacetat (> 99 %)

Ethylenglycoldiglycidylether
(p=1,19gcm?, EDG)

44

Aldrich, 434280

Aldrich, 202533, Lot 1436110V/
abcr, AB177798, Lot 1236967

Aldrich, 220892, Lot MKBL8443V

Sigma, C8654
AppliChem, A1585
Aldrich, 151823

Bruker, 201344

Fisher Scientific, 10253470
Acros Organics, 17360
Merck, 822271
Sigma-Aldrich, 309966

Sigma, 60354

Sigma-Aldrich, 38839
Sigma-Aldrich, 41648
Euriso-Top

Sigma, 71643/AppliChem, A3905

AppliChem, A0790

Sigma, D8130

Sigma, 43815

Fluka, 45340

Merck, 100971

Fisher Scientific, 10080130

abcr, AB135790, Lot 1159189
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Fractogel® EMD Epoxy (M) (40-90 pm)

GE 100 (EEW 145, p=1,22gcm™)

GE 500 (EEW 189, p=1,23 gcm™)

Glycerol (> 99 %)
Glycin (> 99 %)/(> 99,5 %)

Immunglobulin G aus Kaninchenserum
(> 95 %, salzfrei, lyophilisiert) (IgG)

Kaliumdihydrogencitrat (> 98,0 %)

Kaliumdihydrogenphosphat

(> 99,5 %, wasserfrei)
Kaliumhydroxid-Platzchen (> 85 %)
Kaliumsorbat (> 99,0 %)
Kaninchenserum (sterilfiltriert)
Kieselgel 60 (0,04-0,063 mm)
Methanol (> 99,8 %)

Methyl-tert-butylether (99,8 %, wasserfrei)
(MTBE)

Mordant Orange R (70 % Farbstoffgehalt)
Natriumazid (> 99 %)

Natriumborhydrid (> 96 %, gepulvert)
Natriumcarbonat (> 99,5 %, wasserfrei)
Natriumchlorid (99,5 %)
Natriumcyanoborhydrid (95 %)

Natriumdihydrogenphosphat,
(> 99,0 %, Dihydrat)

Natriumhydrogencarbonat (> 99,5 %)

Merck, 1.16961

Raschig, 7040542135,
Lot 11100038/018,
CAS 90529-77-4, 25038-04-4

Raschig, 7040541135,
Lot 05100390/001 und 10110030/001,
CAS 118549-88-5

Sigma, G5516
Sigma, G7126/AppliChem, A3707

Sigma, 15006, Lot 091M7679V

Fluka, 60215

Fluka, 60219

AppliChem, A1575
Sigma-Aldrich, 85520
Sigma, R4505, Lot 050M8408
Merck, 109385

J.T. Baker, 8402

Sigma-Aldrich, 306975

Sigma-Aldrich, 195073

Riedel-de Haén, 13412
AppliChem, A3821

AppliChem, A3900/Sigma, 71345
Fluka, 71378/ AppliChem, A1149
Acros Organics, 168550100

Fluka, 71502/ AppliChem, A3902

AppliChem, A1940/Fluka, 71627
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Natriumhydroxid-Platzchen
(zur Analyse)/(> 98 %)

Natriumperiodat (> 99,8 %)
Natriumsulfit (> 98 %, wasserfrei)
Pentaerythritol (> 99 %)

Periodséure (> 99 %)

Phenolphthalein (1 % ethanolische Losung)

Phosphorsaure (85 Gew.-%, 99,99 %)

rekombinantes Protein A (> 99 %,

50 mg ml™” in Wasser)

Rinderserumalbumin (> 98 %, lyophilisiert)

(engl. Bovine Serum Albumin, BSA)
Salzsdure (37 %/32 %, reinst)
Schwefelsaure (95-97 %)

Tetrabutylammoniumborhydrid (98 %)

3,3°,5,5 -Tetramethylbenzidin (98,0-102,0 %)

(TMB)
Toluol (> 99,8 %)

Trifluoressigsdure (99 %) (TFA)

2,2,4-Trimethylpentan (> 99,5 %) (Isooctan)

Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat
(p=1,42gcm>B¥ TEPIC)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(>99,3 %) (Tris)

Tween® 20 (pure)
Wasserstoffperoxid (> 30 %)

Xylencyanol FF (92,3 % Farbstoffgehalt)

Merck, 106469/Sigma-Aldrich, 30620

Acros Organics, 419610050
AppliChem, A1886
Aldrich, 236241

Acros Organics, 198401000
Fisher Scientific, 10274200
Aldrich, 345245

BioVision, 6500,
Lot 51100 und 70900

Sigma-Aldrich, A7906,
Lot SLBB3474V

AppliChem, A0625/Merck, 100313
J.T. Baker, 6057
Aldrich, 230170

SERVA Electrophoresis, 35926

AppliChem, A0527
Sigma-Aldrich, T6508
AppliChem, A0653

Aldrich, 379506, Lot 05030KH

AppliChem, A1379

SERVA Electrophoresis, 37470
Fluka, 95321

Sigma, X4126

Porogene wurden iiber Molekularsieb (Dehydrat mit Indikator, 3 A) von Fluka (69839)

gelagert. Wasser wurde mit einem Milli-Q Synthesis/A10 Reinstwassersystem der Fir-

ma Millipore (Merck) aufbereitet.
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3.2 Puffer und Losungen

Die pH-Werte wurden, falls nicht anders angegeben, mit Natronlauge (20 Gew.-%) bzw.

Salzsaure (20 Gew.-%) eingestellt. Die Puffer wurden bei 4 °C gelagert und nicht langer

als zwei Wochen verwendet. Die TMB-Losung wurde frisch angesetzt.

Puffer und Losungen

Zusammensetzung

APTMS-Losung

Carbonatpufter, pH 9,6

Carbonatpuffer, pH 11,0

Citratpuffer, pH 4,0

Glycin-HCIl-Losungen,

pH 2,2, pH 2,0, pH 1,8

Indikatorlosung

MALDI-Matrix

1Vol.-% (3-Aminopropyl)trimethoxysilan
1Vol.-% Wasser

methanolische Losung

30 mM Natriumcarbonat

70 mM Natriumhydrogencarbonat

17 mM Natriumcarbonat

83 mM Natriumhydrogencarbonat

220 mM Kaliumdihydrogencitrat
0,5 mM Kaliumsorbat

100 mM Glycin

eingestellt mit konzentrierter Salzsaure

3,5 mM Mordant Orange 1
1,1 mM Xylencyanol FF

wassrige Losung

115 pL gesattigte a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure in
Acetonitril/Tetrafluoressigsaure (0,1 Vol.-%)
(90/10 (v/v))

8 uL Tetrafluoressigsaure (10 Vol.-%)

8 uL. Ammoniumdihydrogenphosphat (100 mM)
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PBS, pH 7,6, pH 8,0

PBS, pH 6,0

PBS-A, pH 6,0

PBS-B, pH 8

PBS-T (60 x), pH 7,6

Phosphorsaurelosung, pH 6

Substratlosung

TMB-Losung

Tris, pH 8,5

10 mM Natriumdihydrogenphosphat (Dihydrat)
70 mM Dinatriumhydrogenphosphat (Dihydrat)
145 mM Natriumchlorid

307 mM Natriumdihydrogenphosphat (Dihydrat)
193 mM Dinatriumhydrogenphosphat (Dihydrat)

122,5 mM Natriumdihydrogenphosphat (Dihydrat)
77,5 mM Dinatriumhydrogenphosphat (Dihydrat)

5 mM Natriumdihydrogenphosphat (Dihydrat)
95 mM Dinatriumhydrogenphosphat (Dihydrat)

45 mM Kaliumdihydrogenphosphat
375 mM Dikaliumhydrogenphosphat
1,5 mM Kaliumsorbat

0,05 Vol.-% Tween® 20

10 mM Phosphorsaure
eingestellt mit 15 M Natronlauge

262,5 uL TMB-Losung
4,05 pL. Wasserstoffperoxid
10 mL Citratpuffer

8 mM Tetrabutylammoniumborhydrid
40 mM 3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidin

in N,N-Dimethylacetamid unter Argonatmosphare

10 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
150 mM Natriumchlorid

bzw.

200 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
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3.3 Analytische Methoden

Auflichtmikroskop

Gerat Stereomikroskop MZ 12.5

Firma Leica Microsystems GmbH (Wetzlar)

Objektiv 1.0 x Plan

Okular 10 x/21B

Kaltlichtquelle KL 1500 LCD

Firma Lighting and Imaging Schott AG (Mainz)

Kamera CMOS-USB2.0-CAMERA, UK-1175

Firma EHD imaging GmbH (Damme)

Software Image Capture 1.11.6

Tonwertkorrektur Adobe® Photoshop® Elements 6.0.0.0 von
Adobe Systems GmbH (Miinchen)

Durometer

Gerat digi test Priifeinrichtung, SHORE A

Firma Bareiss Priifgeratebau GmbH (Oberdischingen)

Federcharakteristika ~ vgl. DIN 53505:2000-08 %)

Software Hardtest 2.0

Environmental Scanning Electron Microscope (ESEM)

Gerit Tabletop Microscope Hitachi TM-1000

Firma Hitachi High-Technologies Corporation (Tokyo, Japan)
Detektor Solid State Backscattered Electron Detector
Vergroflerung 20-10 000 x (Digital Zoom: 4 x)

Probenbiithne X =15mm/Y = 18 mm

Max. Probengrofie 70 mm Durchmesser, 20 mm Hohe

Vakuumsystem Turbomolekularpumpe, Membranpumpe

Software TM-1000 03-02-01

Tonwertkorrektur Adobe® Photoshop® Elements 6.0.0.0 von

Adobe Systems GmbH (Miinchen)
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Gasadsorption

Gerat
Firma
Druckbereich

Porenweiten

Gase

Software

ASAP 2020"-Physisorption Analyzer

Micromeritics Instrument Corporation (Norcross, USA)
0-127 kPa

0,4-500 nm

Porenweiten < 2 nm nach DIN 66135 4]

Porenweiten 2-50 nm nach DIN 66134 34

Stickstoff (0,162 nm? bei 77 K) 252

Krypton (0,202 nm? bei 77 K) 23

V3.05H

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Gerat
Firma
Detektoren

Lichtquelle
Durchflusszelle
Pumpe
Flussrate

Software

Gerit

Firma
Detektor
Lichtquelle
Durchflusszelle
Pumpe
Flussrate

Software

50

Agilent 1100 Series

Agilent Technologies Deutschland GmbH (Boblingen)
Variabler Wellenldngendetektor (VWD), Verdampfungs-
Lichtstreudetektor (engl. Evaporative Light Scattering
Detector, ELSD) PL-ELS 1000 der Firma Polymer Laboratories
Ltd. (Agilent Technologies Deutschland GmbH, Boblingen)
Deuteriumlampe, 190-600 nm

Standard: 10 mm optische Weglange, V = 14 puL, max. 40 bar
Quaternar

0,1-5mL min™!

ChemStation B.04.01 (Steuerung, Auswertung),

Origin 9.0.0G von OriginLab Corporation

(Northampton, USA) (Darstellung)

Agilent 1200 Series

Agilent Technologies Deutschland GmbH (Boblingen)
Diodenarraydetektor (DAD)

Deuterium- und Wolframlampe 190-950 nm

Standard: 10 mm optische Weglange, V = 13 pL, max. 120 bar
Quaternar

0,1-5 mL min™

ChemStation B.04.01 (Steuerung, Auswertung),

Origin 9.0.0G von OriginLab Corporation

(Northampton, USA) (Darstellung)



3.3. Analytische Methoden

Gerit

Firma
Detektor
Lichtquelle
Durchflusszelle
Pumpe
Flussrate

Software

UltiMate® 3000

Dionex Softron GmbH (Germering)

VWD

Deuterium- und Wolframlampe, 190-900 nm

Mic-Messzelle: V = 180 nL, max. 200 bar

ternére Niederdruck-Mikrogradientenpumpe als Ladepumpe
50-2500 uL min™!

Chromeleon 6.80 SR10 (Steuerung, Auswertung),

Origin 9.0.0G von OriginLab Corporation

(Northampton, USA) (Darstellung)

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Gerat
Firma
Frequenz

Software

Gerat
Firma
Frequenz

Software

AVANCE 1II 500

Bruker BioSpin GmbH (Rheinstetten)

"H: 500 MHz, ">C: 126 MHz

TopSpin 3.0 (Steuerung), MestRec 4.7.0.0 von Mestrelab

Research (Santiago de Compostela, Spanien) (Auswertung)

DMX 400

Bruker BioSpin GmbH (Rheinstetten)

"H: 400 MHz

TOPSPIN 1.3 (Steuerung), MestRec 4.7.0.0 von Mestrelab

Research (Santiago de Compostela, Spanien) (Auswertung)

Massenspektrometrie (MS)

Gerit
Firma
Ionenquelle
Analysator

Spannung

Software

Gerat
Firma

Ionenquelle

Exactive Benchtop Orbitrap™

Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)
Elektrosprayionisation (ESI)

Orbitrap

Capillary Voltage 77V, Tube Lens Voltage 55V,

Skimmer Voltage 14 V, Spray Voltage 3,8 kV

Exactive 1.1 SP5 (Steuerung), Xcalibur 2.2 SP1 (Auswertung)

Autoflex III Smartbeam
Bruker Daltonik GmbH (Bremen)
Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/Ionisation

(engl.Matrix-assisted Laser Desorption/Ionization, MALDI)
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Laser
Analysator
Spannung
Mode

Software

Gerat
Firma
Ionenquelle
Analysator

Spannungen

Software

Gerat

Firma

Smartbeam Laser (355 nm), 200 Hz
Flugzeitanalysator (engl. Time-of-Flight, TOF)
24kV

Linear

FlexControl 1.3 (Steuerung), FlexAnalysis 1.0 (Auswertung)

Q-TOF Ultima

Micromass (Waters GmbH, Eschborn)

ESI

TOF

Capillary Voltage 3,4 kV, Cone Voltage 50V,
Collision Energy 15 eV

Mass Lynx V4.1

API 4000™ mit HPLC-Anlage Agilent Series 1100
Applied Biosystems® (Life Technologies Corporation,
Darmstadt)

Theoretische Massen sind in Klammern hinter gemessenen angegeben und wurden
mit ChemDraw Standard 12.0.2.1076 von Cambridge Soft (Waltham, USA) berechnet.

Pulverdiffraktometrie

Gerat

Firma

Ubersichtsmessung

Schrittweite
Datenbank

Software

D5000 Diffraktometer (Bragg-Brentano, CuK,-Strahlung)
Siemens AG (Miinchen)

8-80° 20

0,02°, 2 s/Schritt

The International Centre for Diffraction Data (ICDD)
Origin 9.0.0G von OriginLab Corporation

(Northampton, USA) (Darstellung)

Quecksilber-Intrusionsporosimetrie

Gerat

Firma

Druckbereich
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Autopore III, WIN9400 Series
Micromeritics Instrument Corporation
(Norcross, USA)

Niederdruck 0-0,345 MPa

Hochdruck bis 414,000 MPa
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Porenweiten

Kontaktwinkel

Oberflachenspannung
Quecksilberdichte

Software

Niederdruck 360-3,6 ym

Hochdruck 6-0,003 pm

4nm bis ca. 300 um nach DIN 66133 237

140,000° nach DIN 66133 233

0,48N'm™ nach DIN 6613323

13,5409 g cm™ nach Kalibrierung bei 22,2 °C

V2.00 (Steuerung, Auswertung), Origin 9.0.0G von OriginLab
Corporation (Northampton, USA) (Darstellung)

UV/Vis-Spektroskopie

Gerit

Firma

Optik

Lichtquelle

Spektrale Bandbreite
Wellenlangenbereich
Detektor

Software

Gerit

Firma

Lichtquelle

Spektrale Bandbreite
Wellenlédngenbereich

Software

Evolution 220 UV-Visible Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)
Zweistrahlphotometer, Czerny-Turner-Monochromator
Xenon Blitzlampe

Variabel 1 nm, 2 nm

190-1100 nm

Zwei Silizium-Photodioden

Insight 1.4.40 (Steuerung), Origin 9.0.0G von OriginLab
Corporation (Northampton, USA) (Darstellung)

SpectraMax Plus**

Molecular Devices (Germany) GmbH (Biberach an der Riss)
Xenon Blitzlampe

2nm

190-1000 nm

SoftMax Pro 5.3 (Steuerung, Auswertung), Origin 9.0.0G von
OriginLab Corporation (Northampton, USA) (Darstellung)
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3.4 Gerate

Gerit, Bezeichnung

Firma

Aluminiumheizblocke

Sonderanfertigungen

Analysenwaage
Mettler AM100

Kappgerat
KG 50

Magnetriihrer, Kontaktthermometer
MR Hei-Standard, EKT Hei-Con

MALDI-Target
MTP AnchorChip™ 600/384

Mikrotiterplatten-Schiittler

Titramax 101

Mikrotiterplatten-Waschautomat
ELx405" Select

pH-Elektrode
InLab® Micro

pH-Meter
pH 211 Microprocessor pH Meter

Pipetten
Eppendorf Research® (variabel)
Eppendorf Research® pro (Mehrkanal)

Pumpe
Chemie-HYBRID™-Pumpe PC 8/RC 6
(max. 4 - 10" bar)

Rotationsverdampfer
Laborota 4003 control

Spritzenpumpe
LA-30 (max. Fluss 1600 mLh™")
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Werkstatten der BAM (Berlin)

Mettler-Toledo GmbH (Gief3en)

Proxxon GmbH (Féhren)

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
(Schwabach)

Bruker Corporation (Billerica, USA)

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
(Schwabach)

BioTek Instruments GmbH
(Bad Friedrichshall)

Mettler-Toledo GmbH (Gief3en)

HANNA Instruments Deutschland GmbH

(Kehl am Rhein)
Eppendorf AG (Hamburg)

Vacuubrand GmbH & Co. KG (Wertheim)

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
(Schwabach)

neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH

(Heidelberg)
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Temperaturmessgerat
testo 925

Temperaturfithler
GTF 101 NiCr-Ni

Thermomixer
Thermomixer® comfort
(Wechselblocke 1,5 mL, 2 mL)
Thermomixer® compact
(Wechselblock 1,5 mL)

Thermostat
Rotilabo®-Blockthermostat H 250

Trockenschrank
Modell 5002

Ultramikrowaage
UMT2

Vakuumdestillationsapparatur

Sonderanfertigung

Vakuumtrockenschrank
Typ VT 6130 M-BL

(fur brennbare Losungsmittel)

Vortexmischer

Reax top

Zentrifuge
Mikro 220R

Testo AG (Lenzkirch)

Greisinger electronic GmbH (Regenstauf)

Eppendorf AG (Hamburg)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)

Memmert GmbH & Co. KG (Schwabach)

Mettler-Toledo GmbH (Gief3en)

Glasblaserei Miiller (Berlin)

Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)/
Heraeus Holding GmbH (Hanau)

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
(Schwabach)

Andreas Hettich GmbH & Co. KG
(Tuttlingen)
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3.5 Verbrauchsmaterialien

Material, Bezeichnung

Firma

Anschlussstiicke
F-120 (PEEK, fiir OD 1/16")

Blindstopfen
P-520 (Edelstahl, fiir 10-32 Gewinde)
P-551 (PEEK, fir 10-32-Gewinde)

Einmalspritzen mit -kaniilen
HSW NORM-JECT®
(2-teilig, 1 mL, 5mL)

HSW FINE-JECT®

(0,80x 40 mm, 1,60 x40 mm)

Einsatze
Micro Insert (200 pL fiir

10 mm-Kurzgewindeflasche)

Entsalzungssaulen
PD-10 Desalting Columns
Zeba" Spin Desalting Columns

Gewindeglaschen mit Schraubkappen
10 mm-Kurzgewindeflaschen (2 mL)
Kappen (fiir 10 mm-Kurzgewinde

Butylgummi/Teflon-Septum)

EPA Gewindeflaschen

(20 mL, 24-400 Gewinde,

57 x 27,5 mm)

Kappen (PP, fir 24-400 Gewinde,
Silikon/PTFE-Septum)

Glasspritzen mit Kaniilen
710 RN 100 pL Spritze (22s/51/2)
RN-Kaniilen (26/51/3)S
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IDEX Health & Science GmbH (Wertheim)

IDEX Health & Science GmbH (Wertheim)

Henke-Sass, Wolf GmbH (Tuttlingen)

WICOM Germany GmbH (Heppenheim)

GE Healthcare Europe GmbH (Freiburg)
Pierce Biotechnology (Thermo Fisher
Scientific GmbH, Dreieich)

WICOM Germany GmbH (Heppenheim)

BGB Analytik Vertrieb GmbH (Rheinfelden)

Hamilton Messtechnik GmbH (Ho6chst)
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HPLC-Séulen

Inertsil ODS-3

(5 um, 250 x 4,6 mm)

Onyx " Monolithic Semi-Prep
(C18, 100 X 10 mm)

UltraSep ES, Phenl

(5 um, C18, 260 x 3 mm)

Inline-Solvent-Filter
A-313 (Edelstahl, 20 um,
fir 10-32-Gewinde)

Kapillaren

1532 (PEEK, ID 500 pm, OD 1/16")
U-155 (Edelstahl, ID 125 pm, OD 1/16")
U-104 (Edelstahl, ID 500 pm, OD 1/16")

Kapillarschneider

A-327 Standard Polymer Tubing
Cutter (fur OD 1/16” und OD 1/8")
Schneider fiir Edelstahlkapillaren

Kappen
P-754 (ETFE, fiir 10-32-Gewinde)

Klebepads
UHU patafix Klebepads

Kiivetten
UV-Kiivette mikro (70 puL, z = 8,5)

Mikrotiterplatten

UV-Star® Microplates (96 Well
F-Boden (Kaminform), puClear)
Microlon 600 (96 Well, high binding
F-Boden (Kaminform), glasklar)

Nagel

Eisennigel (0,8 x 11 mm)

GL Sciences, Inc. (Torrance, USA)

Phenomenex, Inc. (Aschaffenburg)

Sepserv Separation Service Berlin

IDEX Health & Science GmbH (Wertheim)

IDEX Health & Science GmbH (Wertheim)

IDEX Health & Science GmbH (Wertheim)

Gynkotek (Thermo Fisher Scientific GmbH,
Dreieich)

IDEX Health & Science GmbH (Wertheim)
UHU GmbH & Co. KG (Bithl/Baden)

Brand GmbH & Co. KG (Wertheim)

Greiner-Bio-One GmbH (Frickenhausen)

Emil Lux GmbH & Co. KG (Wermelskirchen)
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pH-Indikator
pH-Fix 0-14
Universal-Indikator pH 1-14, Rolle

Pipettenspitzen
epT.LP.S.® Standard

Reaktionsgefifle
Safe-Lock Gefifie™

Sageblatter
Trennscheibe mit Gewebe
(50 X 1 X 10 mm)

Schlauche

FEP-Schlauch (ID 0,8 mm, OD 1/16”)

PTFE-Schlauch (0,5 x 1,6 mm)
PVC-Schlauch (4 x 6 mm)

Silikonschlauch (4 X 6 mm x 1 mm)

Spatel
Einmal-Rihrspatel (PS)

Einwegspatel (mikro, antistatisch)

Verbindungsstiicke
U-437 (Edelstahl, 10-32-Gewinde,
fiir OD 1/16")

Verschlussfolie
Parafilm® M

Zentrifugenréhrchen
(PP, konisch, 15 mL, 50 mL)
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Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Diiren)

Eppendorf AG (Hamburg)

Eppendorf AG (Hamburg)

Proxxon GmbH (Féhren)

Bohlender GmbH (Griinsfeld)

Th. Geyer GmbH & Co. KG (Renningen)
neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH
(Heidelberg)

neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH
(Heidelberg)
VWR International GmbH (Darmstadt)

IDEX Health & Science GmbH (Wertheim)

Pechiney Plastic Packaging (Chicago, USA)

neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH
(Heidelberg)
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3.6 Synthese polyfunktioneller Glycidylether

3.6.1 Pentaerythritoltetraglycidylether[®2ch[203]]

Es wurden 4,1 g Pentaerythritol (0,03 mol) unter Argon in einem Dreihalskolben vor-
gelegt und in 30 mL DMSO gelost. Daraufthin wurden 13,5 g Kaliumhydroxid (0,24 mol,
2 4q./OH) als Feststoff hinzugefiigt. Der Ansatz wurde auf 35 °C erwdrmt und 28 mL Epi-
chlorhydrin (0,36 mol, 3 4q./OH) wurden iiber einen Zeitraum von 1,5 h zugetropft. Die
Mischung wurde bei 35°C fiir 7h gertihrt und verfarbte sich gelblich/braunlich. An-
schlieBend wurde der Ansatz bei Raumtemperatur nochmals 14 h geriihrt. Ein zweiter
Ansatz wurde danach erneut bei 37 °C fiir 7 h und bei Raumtemperatur fiir 14 h geriihrt.
Der jeweils ausgefallene Feststoff wurde nach der Synthese abfiltriert und mit 300 mL

Dichlormethan gewaschen, das unter vermindertem Druck entfernt wurde.

Ansatz 1 wurde anschlieflend mit gesattigter Kochsalzlosung (80 mL) und Diethylether
(2 x 150 mL) extrahiert und der Diethylether unter vermindertem Druck entfernt. Der
Riickstand wurde im Vakuum (0,1 mbar, 35-40 °C) destilliert sowie saulenchromatogra-
phisch mit der HPLC-Anlage Agilent 1100 Series aufgereinigt. Das Injektionsvolumen
(2mgmL™? in Methanol) betrug 20 uL. Als Siule diente eine Onyx Monolithic Semi-
Prep (C18, 100 x 10 mm). Die Flussrate des Eluenten (Methanol/Wasser (50/50 (v/v)))
betrug 3 mL min™. Die Detektion erfolgte mit einem ELSD (5bar Stickstoff, Methode
1 mit Neb =40°C, Evap =80 °C, Gas = 1 SLM). Elutionsvolumina wurden zu den Zeiten
2,43-2,60 min, 2,70-3,17 min, 3,17-3,35 min und 3,40 min-3,90 min fraktioniert und mas-

senspektrometrisch mit dem Gerét Q-TOF Ultima analysiert.

Ansatz 2 wurde ohne Extraktionsschritt nach Entfernen von DMSO unter vermindertem
Druck sdaulenchromatographisch mit der HPLC-Anlage Agilent 1100 Series aufgereinigt.
Der Eluent setzte sich aus Methanol/Wasser (45/55 (v/v)) zusammen. Das Injektionsvolu-
men (11 mg mL™! in Methanol/Wasser (7:3)) betrug 20 uL. Die weiteren Bedingungen wa-
ren denen von Ansatz 1 analog. Elutionsvolumina wurden zu den Zeiten 2,50-3,50 min,
3,50-4,10 min und 4,10-5,00 min fraktioniert und massenspektrometrisch mit dem Gerat
Q-TOF Ultima analysiert. Das Elutionsvolumen des dritten Signals wurde von weiteren
18 Messungen fraktioniert, wobei die Volumina von drei Messungen jeweils vereinigt
wurden. Die einzelnen Fraktionen wurden massenspektrometrisch mit dem Gerat Q-
TOF Ultima analysiert. Auflerdem wurde von der gesamten Fraktion ein Protonenspek-
trum mit dem Gerat AVANCE III 500 aufgenommen.

HPLC (Methanol/Wasser (45/55 (v/v))): t g = 4,42 min.

ESI-MS: [M+Na]* = 383,4 (383,2).
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'"H-NMR (CDCls, 500 MHz) ¢ [ppm]: 3,69 (ddd, 4 H, J = 2,7 Hz, 11,8 Hz, 23,0 Hz); 3,52-3,43
(m, 8 H); 3,34 (dd, 4 H, 7=5,8Hz, 11,7 Hz); 3,12-3,08 (m, 4 H); 2,75 (dd, 4 H, 7 =4,5Hz,
4,9Hz); 2,57 (dd, 4 H, ¥ =2,7Hz, 5,0 Hz).

3.6.2 Glyceroltriglycidylether

Ansatz 1[nach[205]]

Es wurden 2,8 g Glycerol (0,03 mol) unter Argon in einem Dreihalskolben vorgelegt und
33 puL Bortrifluoridetherat dazugegeben. Die Losung wurde auf 60 °C erwéarmt und 22 mL
Epichlorhydrin (0,28 mol, 3 4q./OH) wurden tiber einen Zeitraum von 15 min zugetropft.
Der Ansatz wurde 8 h bei 60 °C geriihrt und verfarbte sich braunlich. Anschlieffend wur-
de die Reaktionslosung auf 25 °C abgekiihlt und 70 mL einer ethanolischen Natriumhy-
droxid-Lésung (2,6 M, 0,18 mol, 2 4q./OH) wurden langsam zugetropft. Die Losung wur-
de farblos und ein weifler Feststoff fiel aus. Der Ansatz wurde weitere 12h bei 25°C
gerithrt. Nach der Reaktion wurde der Feststoff abfiltriert, mit Ethanol gewaschen, das
unter reduziertem Druck entfernt wurde. Der hierauf im Filtrat erneut ausgefallene Fest-
stoff wurde abfiltriert und mit Ethanol gewaschen, welches wieder unter vermindertem
Druck entfernt wurde. Die Prozedur wurde nochmals wiederholt. Der gelblich gefarb-
te Ansatz wurde unaufgereinigt massenspektrometrisch mit dem Gerat Q-TOF Ultima

untersucht.

Ansatz 2 und 3[rach[203]]

Es wurden 2,8 g Glycerol (0,03 mol) unter Argon in einem Dreihalskolben vorgelegt und
10 g Kaliumhydroxid (0,18 mol, 2 4q./OH) als Feststoff hinzugefiigt. Der Ansatz wurde auf
40 °C erwarmt und 22 mL Epichlorhydrin (0,28 mol, 3 4q./OH) wurden tber einen Zeit-
raum von 30 min zugetropft, wobei sich die Losung leicht gelblich/braunlich verfarbte.
Anschliefflend wurde der Ansatz ca. 70h bei 40 °C geriihrt. Nach der Synthese wurde
der Feststoff abfiltriert, mit 100 mL Dichlormethan gewaschen, das unter vermindertem
Druck entfernt wurde. Die gelbliche Fliissigkeit wurde im Vakuum mit einer angefertig-
ten Kurzwegvakuumdestillationsapparatur (0,06-0,008 mbar) destilliert und eine farblose
Fraktion bei 177 °C isoliert. Die Fraktion wurde mittels NMR mit dem Gerat AVANCE III
500 und mittels MS mit dem Gerit Exactive Benchtop Orbitrap™ analysiert. Ein drit-
ter Ansatz wurde saulenchromatographisch mit Ethylacetat/Cyclohexan (3:7) als Eluent

aufgereinigt.

"H-NMR (CDCls, 500 MHz) & [ppm]: 4,03 (ddd, 5 H, 7 =1,5Hz, 6,3Hz, 10,9 Hz); 3,75 (dd,
3 H, J=28Hz, 11,5Hz); 3,36 (dd, 3 H, J=6,0Hz, 11,5Hz); 3,16-3,12 (m, 3 H); 2,80 (dd,
3 H, J=4,2Hz, 4,9Hz); 2,60 (dd, 3 H, J = 2,7 Hz, 5,0 Hz).
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3.7 Monolithsynthese mit Tris(2,3-epoxypropyl)isocy-
anurat (TEPIC)

3.7.1 Isomerenreine Aufreinigung

Die Isomerenreinheit isolierter Fraktionen wurde anhand von Pulverdiffraktogrammen
ermittelt. Die Auswertung erfolgte durch den Vergleich mit aus Kristallstrukturen be-
rechneten Daten. Die Strukturen entsprachen den Eintragen CIVCAPO01 (a-TEPIC) und
CIVCAPO03 (5-TEPIC) der ICDD-Datenbank (The International Centre for Diffraction
Data).

A. Umkristallisation[™2ch [347]]

Es wurden 9,1 g TEPIC mit 20 mL Methanol versetzt und unter Rithren und Rickfluss
auf 70°C erwarmt. Ungeloster Feststoff wurde abfiltriert. Beim langsamen Abkiihlen
des Filtrats fiel ein farbloser Feststoff aus. Dieser wurde abfiltriert und mit Methanol
gewaschen, das unter vermindertem Druck entfernt wurde. Der Feststoff wurde un-
ter vermindertem Druck bei 27°C getrocknet. Es wurden 3,2 g TEPIC isoliert. Dieses
wurde mit 35 mL Methanol fiir eine weitere Umbkristallisation versetzt und unter Riick-
fluss und Rithren auf 70 °C erwérmt. Ungeloster Feststoff wurde abfiltriert. Der im Fil-
trat ausgefallene Feststoff wurde durch Ewarmen der Losung auf 65 °C und Zugabe von
10 Vol.-% Chloroform wieder geldst. Nach Abkiihlen der Losung wurde der ausgefallene
Feststoff abfiltriert und mit Methanol gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem
Druck wurden 2,3 g TEPIC isoliert. Dieses wurde analog mit 25 mL Methanol umkristalli-
siert. Hierauf wurden 1,4 g TEPIC isoliert. Es folgte ein vierter Umkristallisationsschritt.
Schlie3lich konnten 0,6 g a-TEPIC isoliert werden.

B. Chromatographische Aufreinigung!»ach [3481]

Die chromatographische Aufreinigung erfolgte an der HPLC-Anlage Agilent Series 1200
mit der Sdule Inertsil ODS-3 (5pum, 250 x 4,6 mm). Die Detektionswellenldnge betrug
205 nm und das Injektionsvolumen 25 pL. Es wurden zum einen die Eluenten A (Phos-
phorsédurelosung/Acetonitril (90/10 (v/v))) und B (Acetonitril/Wasser (50/50 (v/v))) ein-
gesetzt. Die Flussrate betrug 0,2 mL min™, wobei 10 min Eluent B, 5 min Eluent A, 12 min
Eluent B. Fiir diese Messungen wurden jeweils TEPIC und durch Umkristallisation aufge-
reinigtes a-TEPIC in Eluent A geldst (ca. 100 pg mL™"). AuBlerdem wurde ein Wasser/Me-
thanol-Gradient eingesetzt. Die Flussrate betrug 0,2 mL min, wobei 3 min 10 % Metha-

nol, 10-90 % Methanol in 17 min, 7 min 90 % Methanol, 13 min 10 % Methanol. Fir diese
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Messungen wurden jeweils TEPIC und a-TEPIC in Wasser (ca. 100 uyg mL™) bei 90 °C
gelost. Die Elutionsvolumina der Signale bei 8,1 min, 13,6 min, 16,5 min und 27,9 min
wurden fraktioniert und mittels HPLC-MS analysiert. Dazu wurden sie auf die Saule
Phen (5 pum, 260 x 3 mm, Vorséule (10 mm)) injiziert. Der Fluss betrug 0,4 mL min™. Der
Gradient der Eluenten Wasser und Acetonitril entsprach 3 min 20 % Acetonitril, 20-90 %

Acetonitril in 17 min, 10 min 90 % Acetonitril, 10 min 20 % Acetonitril.

C. Selektives Losen in Chloroform

Ca. 10 g TEPIC wurden mit 10 mL Chloroform versetzt. Der ungeldste Feststoff wurde
abfiltriert und Chloroform unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene farblo-
se Feststoff wurde unter vermindertem Druck bei 70 °C getrocknet. Es konnten ca. 5g
a-TEPIC isoliert werden.

3.7.2 Herstellung von Monolithkapillarsiulen

A. Synthese mit variierendem Porogenanteil

Der Ansatz wurde mit 300 mg «-TEPIC in Gewindeglaschen (V =2 mL) hergestellt. Als
Porogenmischung wurde 1,4-Dioxan/Isooctan (4:1) eingesetzt. Fiir die jeweiligen Volu-

menanteile setzte sich die Mischung wie folgt zusammen:

+ 62Vol.-%: 280uL 1,4-Dioxan/70 pL Isooctan,
« 65Vol.-%: 320uL 1,4-Dioxan/80 pL Isooctan,

» 68 Vol.-%: 360uL 1,4-Dioxan/90 pL Isooctan.

Der Porogenmischung wurden 2 puL Bortrifluorid-Tetrahydrofuran-Komplex als Kataly-
sator hinzugefiigt. Die Mischung wurde zum vorgelegten Monomer gegeben. Das mit
einer Schraubkappe verschlossene Gewindeglaschen wurde bei 90 °C mit 800 rpm ge-
schiittelt bis a-TEPIC vollstandig gelost war. Die Polymerisationslosung wurde mit ei-
ner Spritze (1 mL), versehen mit einer Kaniile (0,80 x 40 mm), aufgenommen und in eine
vorgewirmte Edelstahlkapillare (ID 500 pum, OD 1/16”) tiberfithrt. Dazu wurde ein Ende
der Kapillare mit einem PTFE-Schlauch (0,5 x 1,6 mm) versehen. Als die Losung austrat,
wurde die Kapillare mit UHU patafix Klebepads verschlossen und senkrecht mit dem
unverschlossenen Ende zuerst in die Bohrungen (!/16”) eines Aluminiumheizblocks ge-

geben. Die Sdulen wurden ca. 7 h bei 90 °C temperiert.
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B. Synthese mit 65 Vol.-% Porogenanteil

Der Ansatz mit 65 Vol.-% Porogen 1,4-Dioxan/Isooctan (4:1) wurde, wie in Abschnitt
A beschrieben, hergestellt. Die Monolithkapillarsaulen wurden in Perfluorethylenpropy-
len-Schlauchen (ID 0,8 mm, OD !/16") (engl. Fluorinated Ethylene Propylene, FEP) herge-
stellt. Die Losung wurde entweder mit einer Spritze (1 mL), versehen mit einer Kanii-
le (0,80 x 40 mm), eingespritzt oder angesogen. Fiur das Ansaugen der Losung waren
der Schlauch und eine Kaniile wihrend des Losens von a-TEPIC durch das Septum der
Schraubkappe gestochen. Anschlieflend wurde der Schlauch in die Losung getaucht und
die Losung angesogen. Der Schlauch wurde, noch mit der Spritze versehen, aus der Lo-
sung gezogen und ggf. mit einem Eisennagel (0,8 X 11 mm) am unteren Ende verschlos-
sen. Dann wurde die Spritze entfernt und der Schlauch auch an diesem Ende mit einem
Nagel verschlossen. Die Schlauche wurden entweder unverschlossen oder verschlossen
mit Eisenndgeln waagerecht in Nuten (1/16”) eines Aluminiumheizblocks gegeben und

ca. 7h bei 90 °C temperiert.

C. Optimierte Befiillungstechnik

Der Ansatz fiir die Herstellung einer Monolithkapillare mit 65 Vol.-% Porogen 1,4-Di-
oxan/Isooctan (4:1) in einem FEP-Schlauch (ID 0,8 mm, OD !/16”) wurde, wie in Abschnitt
A beschrieben, hergestellt. Wahrend des Losens von a-TEPIC wurde der Schlauch
durch das Septum der Schraubkappe gestochen, ohne in die Losung einzutauchen. Nach
vollstandigem Losen von a-TEPIC wurde der Schlauch in die Losung getaucht und eine
Spritze (5 mL), die mit Luft aufgezogen war, ebenfalls in das Septum gestochen, ohne
in die Losung einzutauchen. Die Luft wurde langsam eingespritzt. Als die Losung aus
dem Schlauch austrat, wurde dieser mit einem Eisennagel (0,8 X 11 mm) verschlossen,

aus dem Septum gezogen und auch am anderen Ende mit einem Nagel verschlossen.

3.7.3 Analytik

A. Morphologievisualisierung mittels Environmental Scanning Electron Micros-
cope (ESEM)

Monolithkapillarsaulen in Edelstahlkapillaren wurden mit einem Kappgerat und Kapil-
larsaulen in FEP-Schlauchen mit einem Kapillarschneider zerteilt. Die Sdulenstiicke wur-

den bei 90 °C getrocknet. Die Nummerierung der Querschnitte erfolgte wie in Abbildung
angegeben.
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Abbildung 3.1. Nummerierung der Saulenquerschnitte fiir die Morphologievisualisie-
rung mittels Environmental Scanning Electron Microscope (ESEM).

B. Porosimetrie

Fir Porosimetrieuntersuchungen wurden Monolithkapillaren mit isoliertem a-TEPIC
als Monomer und 65 Vol.-% Porogen bestehend aus Isooctan und 1,4-Dioxan in FEP-
Schlduchen (ID 0,8 mm) analog der Beschreibung in Abschnitt C hergestellt. Die
Kapillaren wurden bei 95 °C getrocknet und aus dem Schlauch herausgedriickt. Sie wur-
den mit einer Klinge in kleine Stiicke zerteilt. Fiir die Messungen wurden ca. 120 mg
eingesetzt. Der Druckbereich fiir die Quecksilber-Intrusionsporosimetrie betrug 0,0007-
410 MPa. Fiir die Auswertung wurden nur die Daten bis 10 MPa beriicksichtigt. Die Mess-
unsicherheiten wurden nach einer von Dr. Peter Klobes (Fachbereich 1.3 Strukturanaly-
tik der BAM Bundesanstalt fiir Materialforschung und -priifung) entwickelten Berech-
nung ermittelt. Dabei wurden die Unsicherheiten fiir die spezifische Oberfliche mit 2,8 %
und die fiir die Porengrofle mit 2,0 % festgelegt. Gasadsorptionsmessungen erfolgten mit
Stickstoff (77 K) und Krypton (77 K).

3.8 Monolithsynthese mit GE 500, GE 100 und Mono-

mergemischen

3.8.1 Monolithsynthesen

Das Monomer bzw. die Monomermischung wurde in einem Gewindeglaschen (V =2 mL)
vorgelegt. Dem Porogen wurden 12,5 puL Bortrifluoridetherat (1,25 Vol.-%, 1:10 in 1,4-
Dioxan) fiir einen Ansatz mit V =1mL und 6,25 pL Bortrifluoridetherat (1,25 Vol.-%, 1:10
in 1,4-Dioxan) fiir einen Ansatz mit V =0,5mL als Katalysator hinzugefiigt. Die Poro-
gen/Katalysator-Mischung wurde zum Monomer gegeben. Das Gewindeglaschen wurde
mit einer Schraubkappe verschlossen und der Reaktionsansatz sofort mit einem Vortex-
mischer mindestens eine Minute, bis die Losung homogen war, mit 2500 rpm durch-
mischt. Der Ansatz wurde anschlieffend bei Raumtemperatur, ohne ihn zu bewegen, ste-

hen gelassen bis die Polymerisation beendet war.
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A. Porogenscreening fiir Synthesen mit GE 100 und GE 500

Die Monolithsynthesen wurden mit einem Gesamtvolumen von 1 mL durchgefiihrt. Als
Porogene wurden die Mischungen Toluol/MTBE (3:2), 1,4-Dioxan/Toluol (1:4) und 1,4-
Dioxan/MTBE (2:3) mit den Anteilen 40, 60 und 80 Vol.-% eingesetzt. Die Mischungsver-
haltnisse sind in Tabelle [3.6| zusammengestellt.

Tabelle 3.6. Mischungsverhaltnisse fiir V=1mL der Monomere GE 100 und GE 500
mit drei Porogenmischungen zusammengesetzt aus 1,4-Dioxan (Dioxan), Methyl-tert-
butylether (MTBE) und Toluol mit unterschiedlichen Volumenanteilen.

Porogenanteil m(GE 500) m(GE 100) V(Dioxan) V(MTBE) V(Toluol)

[Vol.-%] [mg] [mg] (L] (L] (L]
Toluol/MTBE (3:2)

40 738 732 - 160 240

60 492 488 - 240 360

80 246 244 - 320 480

Dioxan/Toluol (1:4)

40 738 732 80 - 320
60 492 488 120 - 480
80 246 244 160 - 640

Dioxan/MTBE (2:3)

40 738 732 160 240 -
60 492 488 240 360 -
80 246 244 320 480 -
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B. 1,4-Dioxan oder Methyl-tert-butylether als Porogen fiir Synthesen mit GE 500

Die Monolithsynthesen wurden mit einem Gesamtvolumen von 0,5 mL durchgefiihrt. Es
wurden 1,4-Dioxan oder MTBE als Porogen eingesetzt. Der Porogenanteil wurde von 10
auf 90 Vol.-% in fiinf Prozentschritten erhéht. Die Mischungsverhéltnisse sind in Tabelle
zusammengestellt.

Tabelle 3.7. Mischungsverhaltnisse fiir V = 0,5 mL von Monomer GE 500 mit variieren-
den Volumenanteilen der Porogene 1,4-Dioxan bzw. Methyl-tert-butylether (MTBE).

Porogenanteil V(Porogen) V(GE 500) m(GE 500)

[Vol.-%] [uL] (L] [mg]
10 50 450 554
15 75 425 523
20 100 400 492
25 125 375 461
30 150 350 431
35 175 325 400
40 200 300 369
45 225 275 338
50 250 250 308
55 275 225 277
60 300 200 246
65 325 175 215
70 350 150 185
75 375 125 154
80 400 100 123
85 425 75 92
90 450 50 62

66



3.8. Monolithsynthese mit GE 500, GE 100 und Monomergemischen

C. Variation des Porogenvolumenanteils fiir Synthesen mit GE 500

Die Monolithsynthesen wurden mit einem Gesamtvolumen von 1 mL durchgefiihrt. Der
Anteil der Porogenmischung 1,4-Dioxan/MTBE (2:3) wurde von 40 bis 80 Vol.-% variiert.
Die Mischungsverhéltnisse sind in Tabelle [3.8| zusammengestellt.

Tabelle 3.8. Mischungsverhaltnisse fiir V=1mL von Monomer GE 500 mit variieren-
den Volumenanteilen der Porogenmischung 1,4-Dioxan/Methyl-tert-butylether (MTBE)
(2:3).

Porogenanteil V(GE 500) m(GE 500) V(1,4-Dioxan) V(MTBE)

[Vol.-7%] [wL] [mg] [pL] [uL]
40 600 738 160 240
50 500 615 200 300
55 450 554 220 330
60 400 492 240 360
70 300 369 280 420
71 290 357 284 426
72 280 344 288 432
73 270 332 292 438
74 260 320 296 444
75 250 308 300 450
76 240 295 304 456
77 230 283 308 462
78 220 271 312 468
79 210 258 316 474
80 200 246 320 480
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D. Synthesen mit Monomergemischen

Die Monolithsynthesen wurden mit einem Gesamtvolumen von 1 mL durchgefiihrt. Die
Monomermischung setzte sich aus GE 500 und BDG, EDG oder BDE als Comonomer
zusammen. Der Anteil des jeweiligen Comonomers wurde am Gesamtmonomeranteil
(25 Vol.-%) in fiinf Prozentschritten von 5-100 % erhoht. Die Mengenverhéltnisse sind in
Tabelle [3.9| zusammengestellt. Die Porogenmischung (75 Vol.-%) setzte sich aus 300 pL
1,4-Dioxan und 450 pL. MTBE zusammen.

Tabelle 3.9. Monomermischungsverhéltnisse fir V=1mL von GE 500 mit 1,4-
Butandioldiglycidylether (BDG), Ethylenglycoldiglycidylether (EDG) oder 1,3-
Butadiendiepoxid (BDE) in Abhéngigkeit des Diepoxidanteils am Gesamtmonomeranteil
von 25 Vol.-%.

Anteil V(GE 500) m(GE 500) V(Diepoxid) m(BDG) m(EDG) m(BDE)

[%] (L] [mg] (L] [mg] [mg] [mg]
5 238 292 13 14 15 14
10 225 277 25 28 30 28
15 213 261 38 41 45 42
20 200 246 50 55 60 56
25 188 231 63 69 74 70
30 175 215 75 83 89 84
35 163 200 88 96 104 97
40 150 185 100 110 119 111
45 138 169 113 124 134 125
50 125 154 125 138 149 139
55 113 138 138 151 164 153
60 100 123 150 165 179 167
65 88 108 163 179 193 181
70 75 92 175 193 208 195
75 63 77 188 206 223 209
80 50 62 200 220 238 223
85 38 46 213 234 253 237
90 25 31 225 248 268 250
95 13 15 238 261 283 264
100 0 0 250 275 298 278
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3.8.2 Analytik

A. Titration der Monomere

Ringoffnung durch Hydrochlorierung®ach (34911

Die Monomere GE 500, BDG, EDG und BDE (m in [g]) wurden jeweils mit gleichen
Volumina an Salzsdure (0,1 M, cyci) (Ve in [mL]) und 1,4-Dioxan versetzt. Die einge-
setzten Mengen sind in Tabelle angegeben. Die Losung wurde 3 h bei 80 °C unter
Rithren in einem Wasserbad temperiert. Anschlieend wurden nach Abkiihlung der L6-
sung fiinf Tropfen Phenolphthalein als Indikator dazugegeben. Die Losung wurde mit
NaOH (0,1 M, cnqop) titriert (Vivq,om in [mL]) bis sie sich schwach pink verfarbte. Der
Epoxidwert (EN in [4q./100 g]) wurde nach folgender Formel berechnet:

EN — Vi caot — VNaoH * CNaOH
m

0,1. (3.1)

Der angegebene Epoxidgehalt eines Monomers entspricht dem Mittelwert einer Drei-

fachbestimmung.

Tabelle 3.10. Mengen eingesetzter Reagenzien fiir die Hydrochlorierung der Monome-
re GE 500, 1,4-Butandioldiglycidylether (BDG), Ethylenglycoldiglycidylether (EDG) und
1,3-Butadiendiepoxid (BDE).

Monomer Salzsiaure 1,4-Dioxan
V [uL] m [mg] n[mmol] V [mL] n [mmol] V [mL]
GE 500 407 500 - 30 3,0 30
BDG 100 110 1,1 15 1,5 15
EDG 100 119 1,4 20 2,0 20
BDE 100 113 2,6 30 3,0 30

Ringoffnung mit Natriumsulfit/"ach [229]]

Es wurde eine gesattigte Natriumsulfitlosung hergestellt, die filtriert und auf pH 9,5, dem
Umschlagspunkt des Indikators, eingestellt wurde. Die pH Werte von GE 500, BDG, EDG
und BDE wurden vor der Titration auf Neutralitét iiberpriift. Es wurden 1,0 g GE 500,
1,839 mL BDG (0,01 mol, 2,023 g), 1,464 mL EDG (0,01 mol, 1,742 g) und 0,762 mL BDE
(0,01 mol, 0,861 g) (m in [g]) mit je 50 mL der gesattigten Natriumsulfitlosung und 6
Tropfen Indikatorlésung (vgl. Abschnitt [3.2auf Seite [47) versetzt. Die Lésung wurde bei
Raumtemperatur 3 h geriihrt. Anschlieffend wurden die generierten Natronlaugedquiva-

lente mit Salzsaure (0,2 M, cy ) titriert (V¢ in [mL]) bis sich die braun gefirbte Losung
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tiirkis farbte und der pH-Wert, der mit einem pH-Meter verfolgt wurde, 9,5 betrug. Der
Epoxidwert (EN in [4q./100 g]) wurde nach folgender Formel berechnet:
Vet - cuc

EN = JHEU THOL 1. (3.2)
m

Der angegebene Epoxidgehalt eines Monomers entspricht dem Mittelwert einer Drei-

fachbestimmung.

B. Kernspinresonanzspektren (NMR)

Die Messungen von BDG, EDG und BDE wurden an dem Gerat DMX 400 durchgefiihrt.
Zur Zuordnung von H,H-Kopplungen wurden von BDG und EDG zuséatzlich HH-COSY-
Spektren aufgenommen. Die Messung von GE 100 in CDCl; bei 500 MHz erfolgte mit
dem Gerat AVANCE III 500.

'"H-NMR von 1,3-Butadiendiepoxid (DMSO-d°, 400 MHz) § [ppm]: 2,84-2,77 (m, 4 H);
2,74-2,69 (m, 2 H).

'"H-NMR von Ethylenglycoldiglycidylether (DMSO-d®, 400 MHz) 6 [ppm]: 3,71 (dd, 2 H,
7=2,8Hz, 11,6 Hz); 3,57-3,50 (m, 4 H); 3,27 (dd, 2 H, J=6,4Hz, 11,6 Hz); 3,11-3,06 (m,
2 H); 2,72 (dd, 2 H, 7= 4,2 Hz, 5,1 Hz); 2,54 (dd, 2 H, = 2,7 Hz, 5,1 Hz).

'"H-NMR von 1,4-Butandioldiglycidylether (DMSO-d®, 400 MHz) ¢ [ppm]: 3,66 (dd, 2 H,
7=2,8Hz, 11,6 Hz); 3,47-3,38 (m, 4 H); 3,23 (dd, 2 H, J=6,3Hz, 11,6 Hz); 3,11-3,05 (m,
2 H); 2,71 (dd, 2 H, ] = 4,2Hz, 5,1 Hz); 2,53 (dd, 2 H, J = 2,7 Hz, 5,2 Hz); 1,60-1,49 (m, 4 H).

C. Morphologievisualisierung mittels Environmental Scanning Electron Micros-
cope (ESEM)

Die Monolithblocke (vgl. Synthesen Abschnitt A +C+D ab Seite wurden mit
einer Klinge in drei Scheiben geschnitten und bei 90 °C getrocknet. Mikroskopiert wurde

die mittlere Scheibe.

D. Porosimetrieuntersuchung mittels Quecksilber-Intrusionsporosimetrie

Die Monolithblocke wurden, wie in den Abschnitten C +D ab Seite [64] beschrie-
ben, in Gewindeglaschen (V =2 mL) mit einem Gesamtvolumen von 1 mL hergestellt.
Nach der Polymerisation wurden die Monolithblocke im Gewindegléschen bei 90 °C ge-
trocknet. Anschlielend wurde das Gewindeglaschen vorsichtig mit einem Hammer zer-

kleinert und die Splitter wurden vom Monolithblock entfernt. Die Blocke wurden mit
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einer Klinge in Scheiben geschnitten und nochmals bei 90 °C getrocknet. Durchschnitt-
lich wurden fiir die Messungen ca. 350-400 mg Material verwendet. Der Druckbereich fiir
die Messungen der Monolithe, die mit GE 500 hergestellt wurden, betrug 0,0007-200 MPa
und fiir die, die mit Monomergemischen hergestellt wurden, 0,005-200 MPa. Die Messun-
sicherheiten wurden nach einer von Dr. Peter Klobes Fachbereich 1.3 Strukturanalytik
der BAM Bundesanstalt fiir Materialforschung und -priifung) entwickelten Berechnung
ermittelt. Dabei wurden die Unsicherheiten fiir die spezifische Oberflache mit 2,8 % und

die fiir die Porengrofie mit 2,0 % festgelegt.

E. Hiartebestimmung nach SHORE A

Die Monolithblocke wurden, wie in den Abschnitt C + D ab Seite [64] beschrieben,
in Gewindeglaschen (V =20 mL, @ 27,5 mm) mit einem Gesamtvolumen von 15 mL her-
gestellt. Die Mischungsverhéltnisse fiir Ansatze mit GE 500 und unterschiedlichen Po-
rogenvolumenanteilen sind in Tabelle angegeben und die Verhaltnisse fiir die Mo-
nomermischungen in Tabelle zusammengestellt. Der Porogenmischung wurden als
Katalysator 187,5 uL. Bortrifluoridetherat (1,25 Vol.-%, 1:10 in 1,4-Dioxan) hinzugefiigt.
Die Porogenmischung (75 Vol.-%) fiir die Synthese mit Monomergemischen setzte sich
aus 4,50 mL 1,4-Dioxan und 6,75 mL MTBE zusammen. Nach der Polymerisation wurden
die Gewindegldschen in ein Wasserbad gegeben, um den Hauptteil des Porogens zu ver-
dampfen. Das Wasserbad wurde langsam auf 90 °C erhitzt, damit kein Druck im Mono-
lith durch verdampfendes Porogen entstand. AnschlieBend wurden die Monolithblocke
unter vermindertem Druck bei 40 °C getrocknet. Danach wurde das Gewindeglaschen
mit einem Hammer vorsichtig zerkleinert und Splitter wurden vom Monolithblock ent-
fernt, der in 6-8 mm dicke Scheiben zersagt wurde. Die Scheiben wurden nochmals unter
vermindertem Druck bei 40 °C getrocknet. Die Hartebestimmung wurde mit einem Du-
rometer durchgefiihrt. Die Messungen wurden mit mehreren Scheiben eines Ansatzes
und an unterschiedlichen Stellen auf einer Scheibe durchgefiihrt. Die angegeben Werte

entsprechen dem Median einer Messreihe.
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Tabelle 3.11. Mischungsverhaltnisse fiir V=15mL von Monomer GE 500 mit unter-
schiedlichen Volumenanteilen der Porogenmischung 1,4-Dioxan/Methyl-tert-butylether
(MTBE) (2:3) fiir die Hartebestimmung nach SHORE A.

Porogenanteil V(GE 500) m(GE 500) V(1,4-Dioxan) V(MTBE)

[%] [uL] (g] (L] (L]
60 6000 7,380 3600 5400
70 4500 5,535 4200 6300
75 3750 4,613 4500 6750
80 3000 3,690 4800 7200

Tabelle 3.12. Monomermischungsverhéltnisse fir V=15mL von GE 500 mit
1,4-Butandioldiglycidylether (BDG), Ethylenglycoldiglycidylether (EDG) oder 1,3-
Butadiendiepoxid (BDE) in Abhangigkeit des Diepoxidanteils am Gesamtmonomeranteil
von 25 Vol.-% fiir die Hartebestimmung nach SHORE A.

Anteil V(GE 500) m(GE 500) V(Diepoxid) m(BDG) m(EDG) m(BDE)

[%] ny [e] (L] (e] [e] [g]
10 3375 4,151 375 0,413 0,446 0,417
20 3000 3,690 750 0,825 0,893 0,835
25 2813 3,459 938 1,031 - -
30 2625 3,229 1125 1,238 1,339 1,252
35 2438 2,998 1313 - - 1,461
40 2250 2,768 1500 - 1,785 1,670
50 1875 2,306 1875 - - 2,087
60 1500 1,845 2250 - - 2,504
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3.8.3 Herstellung und Anwendung monolithischer Phasen

A. Monolithkapillarsiaulen mit GE 500

Silanisierung

Die Edelstahlkapillare (80 x 0,5 mm, OD !/16”) wurde zunachst mit (3-Aminopropyl)tri-
methoxysilan silanisiert. Dazu wurde sie 30 min in Natronlauge (20 Gew.-%) gereinigt
und danach mit Methanol gewaschen. Die Kapillare wurde 30 min bei Raumtemperatur
in eine methanolische APTMS-Losung gegeben. AbschlieBend wurde sie erneut gewa-

schen und getrocknet.
Herstellung der Monolithkapillarsiule

Die Polymerisationsmischung (V =1mL) wurde mit 75 Vol.-% Porogenanteil angesetzt.
Als Porogen/Katalysator-Mischung wurden 450 uyL. MTBE und 300 pL 1,4-Dioxan mit
12,5 puL Bortrifluoridetherat (1,25 Vol.-%, 1:10 in 1,4-Dioxan) gemischt. Es wurden 308 mg
GE 500 (250 pL) in einem Gewindeglaschen (V =2mL) vorgelegt, zu denen die herge-
stellte Mischung gegeben wurde. Das Gewindegldaschen wurde mit einer Schraubkappe
verschlossen und der Reaktionsansatz sofort mit einem Vortexmischer mindestens ei-
ne Minute, bis die Losung homogen war, mit 2500 rpm durchmischt. Die Kapillarsaule
wurde an beiden Enden mit einem Anschlussstiick versehen und durch das Septum der
Schraubkappe gestochen. Sie fiillte sich ohne duflere Druckeinwirkung mit der Poly-
merisationsmischung. Sobald die Losung am oberen Ende austrat, wurde das Ende mit
einem Anschlussstiick und einer Kappe verschraubt. Die Kapillare wurde aus der Lo-
sung gezogen. Das untere Ende wurde gereinigt und ebenfalls verschraubt. Die Saule
wurde wahrend der Polymerisation bei Raumtemperatur senkrecht gelagert. Nach der
Polymerisation wurde sie mit einem Kappgerét auf ca. 60 mm gekiirzt, bis der Monolith

an beiden Enden zu erkennen war.
Funktionalisierung mit rekombinantem Protein A

Die Monolithkapillarsiule (60 x 0,5mm, OD 1/16”, 12 L) wurde mit 0,5mLmin™ fiir
10 min mit jeweils Methanol/Wasser (50/50 (v/v)), Wasser und Carbonatpuffer (pH 9,6)
an der HPLC-Anlage UltiMate® 3000 gewaschen. Danach wurde sie fiir 2 h bei Raumtem-
peratur mit Carbonatpuffer (pH 9,6) gefullt und verschlossen. Im Anschluss wurde die
Kapillare an beiden Enden mit Inline-Solvent-Filtern versehen. Es wurden 50 puL einer Lo-
sung von rekombinantem Protein A (10 mg mL™ in Carbonatpuffer (pH 9,6)) manuell mit

einer Glasspritze injiziert. Die Kaniile wurde mit einem PTFE-Schlauch (0,5 x 1,6 mm)
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verstarkt, sodass sie mittels Anschlussstiick mit dem Filter verschraubt werden konn-
te. Am anderen Ende wurde ebenfalls eine Glasspritze verschraubt. Die Losung wurde
langsam in die Monolithkapillare gedriickt. Der Stempel der zweiten Spritze wurde da-
bei herausgedriickt, sodass gesichert war, dass die Losung des rekombinanten Protein A
in die Kapillare Giberfithrt wurde. Sie wurde dann mit Anschlussstiicken und Kappen an
beiden Enden verschlossen und bei 30 °C fiir 18 h gelagert. Unfunktionalisierte Epoxid-
gruppen wurden mit 0,1 mL min Tris (10 mM, pH 8,5) fiir 1 h geblockt. Danach wurde
die Monolithkapillare mit PBS (pH 7,6) gewaschen.

Affinitatsexperiment

Es wurden 100 pL. Kaninchenserum (1:10 in PBS (pH 7,6)) manuell mit einer Glassprit-
ze auf die Monolithkapillare injiziert. Die Glasspritze war mit einem PTFE-Schlauch
(0,5 x 1,6 mm) versehen. Somit konnte die Spritze mittels Anschlussstiick verschraubt
werden. Die Kapillare wurde hierauf an beiden Enden mit Inline-Solvent-Filtern verse-
hen und mit Anschlussstiicken an die HPLC-Anlage UltiMate® 3000 angeschlossen. Sie
wurde mit 0,4 mL min™ PBS (pH 7,6) fiir 7 min gewaschen. Es folgte der Elutionsschritt
mit 0,4 mL min™ Glycin-HCI-Lésung (pH 2,2) fiir 3 min. Im Anschluss wurde die Kapilla-
re erneut mit 0,4 mL min™ PBS fiir 5 min gewaschen. Die Detektionswellenlidnge betrug
280 nm. Nach den Experimenten wurde die Kapillare mit PBS (pH 7,6, 0,1 Gew.-% Na-
triumazid) gewaschen und bei 4 °C gelagert. Die Integration des Elutionssignals erfolgte

automatisch mit der Geratesoftware. Es wurden jeweils fiinf Messungen durchgefiihrt.
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Das Experiment wurde in einer Mikrotiterplatte (Microlon 600, high binding) bei Raum-
temperatur durchgefithrt. Wahrend der Inkubationsschritte wurde die Mikrotiterplat-
te mit einem Mikrotiterplatten-Schiittler bei 750 rpm geschiittelt. Die Kavitaten wurden
wahrend jedes Waschschritts dreimal mit Hilfe eines Mikrotiterplatten-Waschautomaten
mit PBS-T gewaschen. Das Elutionsvolumen (7-15 min) wurde tropfenweise in Interval-
len von ca. 0,3 s in einer Mikrotiterplatte aufgefangen. Jede Fraktion wurde 1:200 mit PBS
(pH 7,6) verdiinnt. 200 pL dieser Verdiinnung wurden in eine neue Mikrotiterplatte tiber-
fihrt und fir 5,5 h inkubiert. Nach einem Waschschritt wurden zu jeder Kavitat 200 pL
einer Caseinlosung (0,2 % (w/v) in PBS (pH 7,6)) gegeben und fiir 1h inkubiert. Nach
einem erneuten Waschschritt wurden in jede Kavitat 200 pL einer Anti-Kaninchen-IgG-
Peroxidase-Konjugat-Lésung (0,02 ug mL™? in PBS (pH 7,6)) pipettiert. Nach einer ein-
stiindigen Inkubationszeit folgte ein weiterer Waschschritt. Schlie8lich wurden in jede

Kavitat 200 pL. Substratlosung gegeben. Die Reaktion wurde nach 30 min durch Zugabe
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von 50 uL. Schwefelsdure (1 M) gestoppt. Das Farbsignal wurde photometrisch mit einem
Mikrotiterplatten-Spektrophotometer SpectraMax Plus®®** bei 450 nm gemessen. Als Re-

ferenz wurde die Absorption auf 620 nm bezogen.

Messung von Immunglobulin G (IgG) mit Matrix-assisted Laser Desorp-
tion/Ionization (MALDI)

Es wurden 5 pL Anti-Kaninchen-IgG und 5 pL TFA-Losung (0,025 Vol.-%) in Zeba Spin
Desalting Columns 2 min bei Raumtemperatur mit 1000 x g zentrifugiert. Anschlielend
wurden 0,5 pL der unverdiinnten IgG-Lésung mit 0,5 uL. Matrix auf dem Target aufge-

tragen. Die Messung des fraktionierten Elutionsvolumens (7-10 min) erfolgte analog.

B. Monolithdisks mit GE 500

Herstellung der Monolithdisk

Es wurden Monolithdisks mit 70 und 75 Vol.-% Porogen (V=1mL) in Inline-Solvent-
Filtern hergestellt. Es wurden 369 mg (300 pL, 30 Vol.-%) bzw. 308 mg (250 pL, 25 Vol.-%)
GE 500 in einem Gewindeglaschen (V =2mL) vorgelegt. Den Porogenmischungen, be-
stehend aus 280 pL 1,4-Dioxan und 420 uL. MTBE (70 Vol.-%) bzw. 300 pL 1,4-Dioxan und
450 uL. MTBE (75 Vol.-%), wurden 12,5 uL Bortrifluoridetherat (1,25 Vol.-%, 1:10 in 1,4-Di-
oxan) als Katalysator hinzugefiigt. Die Porogen/Katalysatormischung wurde zum Mono-
mer gegeben und die mit einer Schraubkappe verschlossenen Gewindeglédschen wurden
sofort mit einem Vortexmischer mit 2500 rpm mindestens 1 min, bis die Losung homo-
gen war, durchmischt. Es wurden ca. 750 uL. der Polymerisationslosung mit einer Sprit-
ze (1 mL), versehen mit einer Kaniile (1,60 x 40 mm), aufgenommen. Die Kaniile wurde
mittels Anschlussstiick mit dem Inline-Solvent-Filter verschraubt. Am unteren Ende des
Filters wurde eine Edelstahlkapillare (OD 1/16”) mit einem Anschlussstiick verschraubt.
Sichtbare Blasen wurden herausgeklopft. Die Lésung wurde langsam in den Filter ge-
driickt bis sie am Kapillarende austrat. Darauthin wurde dieses mit einer Kappe und ei-
nem Anschlussstiick verschlossen. Die Apparatur blieb so bei Raumtemperatur stehen,
bis die Polymerisation beendet war. Das Eintreten der Phasenseparation nach ca. 2h
konnte anhand der in der Spritze verbliebenen Losung verfolgt werden. Die Monolith-
disks wurden im Filter mit Hilfe einer Spritze (5 mL) und einer Kaniile (1,60 x 40 mm), die
mit dem Filter mittels Anschlussstiick verschraubt wurde, mit 20 mL DMSO und 60 mL
Wasser manuell gewaschen. Danach wurden sie bei 60 °C getrocknet. Die Disks lieflen
sich mit Druckluft leicht aus dem Filter entfernen. Sie wurden bei Raumtemperatur in

1,4-Dioxan gelagert.

75



KAPITEL 3. EXPERIMENTELLES

Funktionalisierung mit rekombinantem Protein A

Die Monolithdisks (7 x 2 mm, 77 pL), hergestellt mit 70 und 75 Vol.-% Porogen, wurden
in einen Inline-Solvent-Filter gegeben und mit 30 mL Wasser manuell gewaschen und
anschliefend mit Druckluft wieder aus dem Filter entfernt. Die Disks wurden jeweils
mittels der Epoxid-Methode bei pH 8 und 11 als auch mittels ScH1FFscher-Base-Methode
funktionalisiert. Fir die Funktionalisierung mittels Epoxid-Methode wurden die Disks
in eine Losung von rekombinantem Protein A (5 mgmL™ in Carbonatpuffer (pH 8 bzw.
11)) gegeben und 8 Tage bei 30 °C mit 300 rpm geschiittelt. Fir die Funktionalisierung
mittels ScHIFFscher-Base-Methode wurden die Monolithdisks in Schwefelsaure (0,5 M)
gegeben und bei 60 °C fiir 4h temperiert. Anschlieffend wurden sie im Filter manuell
mit 20 mL Wasser gewaschen. Danach wurden die Disks in Periodsaure (219 mM in Es-
sigsdure/Wasser (90/10 (v/v))) gegeben und fiir 4h bei 30°C mit 300 rpm geschiittelt.
Anschlieflend folgte wieder ein manueller Waschschritt mit Wasser bis zur Neutrali-
tat der Waschlosung. SchliefSlich wurden die Disks in eine Losung von rekombinantem
Protein A (PBS (pH 6)) mit Natriumcyanoborhydrid (111 mM) gegeben und bei Raum-
temperatur fiir 8 Tage gelagert. Die mittels der Epoxid-Methode funktionalisierten Disks
wurden nach der Funktionalisierung im Filter mit Tris (200 mM, pH 8,5) gewaschen und
in Tris fiir 2 h bei 30 °C mit 300 rpm geschiittelt. Die Disks, die mittels ScHIFFscher-Base-
Methode funktionalisiert wurden, wurden in eine Natriumborhydrid-Losung (66 mM in
PBS (pH 8)) fiir 2h bei 30 °C gegeben. Alle Disks wurden anschlieSend mit 1 mL min™!
PBS (pH 7,6) an der HPLC-Anlage Agilent Series 1200 gewaschen.

Affinitatsexperiment

Es wurde 1 mL Kaninchenserum (1:2 in PBS (pH 7,6)) manuell mit einer Spritze (1 mL),
versehen mit einer Kaniile (1,60 X 40 mm), die mittels Anschlussstiick mit dem Inline-
Solvent-Filter verschraubt wurde, injiziert. Die Disks wurden hierauf an die HPLC-Anla-
ge Agilent Series 1200 mit Anschlussstiicken angeschlossen. Davor und dahinter wurden
jeweils Inline-Solvent-Filter mit einer Fritte (20 um) geschaltet, um zu vermeiden, dass
Partikel in die Anlage gerieten. Sie wurden mit 2,0 mL min™ fiir 7 bzw. 5 min mit PBS (pH
7,6) gewaschen. Es folgte der Elutionsschritt mit 2,0 mL min™ fiir 5 bzw. 3 min mit Glycin-
HCI-Lésung (pH 2,2). Im Anschluss wurden die Disks erneut mit 2,0 mL min™ fiir 5 min
mit PBS gewaschen. Die Detektionswellenldnge betrug 280 nm. Nach den Experimenten
wurden die Monolithdisks mit PBS (pH 7,6, 0,1 Gew.-% Natriumazid) gewaschen und bei
4°C gelagert. Die Integration des Elutionssignals erfolgte mit der Geratesoftware. Die
Integrationsgrenzen waren der Elutionsbeginn (7 bzw. 5 min) und das Elutionsende (12

bzw. 8 min). Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefiihrt.
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C. Monolithdisks mit GE 500 und 1,3-Butadiendiepoxid (BDE)

Herstellung der Monolithdisk

Die Synthese wurde, wie in Abschnitt B beschrieben, durchgefiihrt. Die Mischung
setzte sich aus 123 mg GE 500 (100 pL) und 167 mg BDE (150 pL, 60 %) als Monomere und
75 Vol.-% der Porogenmischung 300 puL 1,4-Dioxan, 450 pL. MTBE mit 12,5 pL Bortrifluo-
ridetherat (1,25 Vol.-%, 1:10 in 1,4-Dioxan) zusammen.

Funktionalisierung mit rekombinantem Protein A

Die Monolithdisk (7 x 2 mm, 77 pL) wurde mittels Scuirrscher-Base-Methode funktio-
nalisiert. Dazu wurde sie im Inline-Solvent-Filter haftend fiir 4 h bei 60 °C in Schwefel-
saure (0,5 M) gelegt. Anschlieffend wurde der Filter mit einem Ende an die HPLC-Anlage
Agilent 1200 Series angeschlossen und die Disk solange mit 3 mL min™' Wasser gewa-
schen bis der pH-Wert neutral war. Daraufhin wurden mit Hilfe einer Spritzenpumpe
6 mL einer wissrigen Natriumperiodat-Losung (0,2 M) mit 0,1 mL min durchgepumpt.
Nach erneutem Waschen der Disk an der HPLC-Anlage mit 3 mL min' Wasser fiir 20 min
wurde sie im Luftstrom getrocknet. Schliefllich wurde sie nach Entfernung aus dem Fil-
ter in 1 mL eine Losung von rekombinantem Protein A (5mgmL™ in Carbonatpuffer
(pH 11,0)) mit Natriumcyanoborhydrid (80 mM) fiir 6 Tage bei Raumtemperatur gege-
ben. Danach wurde die Monolithdisk erneut mit 1 mL min™ Wasser fiir 20 min an der
HPLC-Anlage gewaschen. AbschlieBend wurden 35 mL einer Natriumborhydrid-Losung
(26 mM, in PBS (pH 8)) mittels einer Spritzenpumpe mit 0,3 mL min"' durchgepumpt. Die
Disk wurde danach mit 1 mL min™ PBS (pH 7,6) an der HPLC-Anlage gewaschen.

Affinititsexperiment

Es wurde 1 mL Kaninchenserum (1:2 in PBS (pH 7,6)) manuell mit einer Spritze (1 mL),
versehen mit einer Kaniile (1,60 X 40 mm), die mittels Anschlussstiick mit dem Inline-
Solvent-Filter verschraubt wurde, injiziert. Die Disk wurde dann an die HPLC-Anlage
Agilent Series 1200 mit Anschlussstiicken angeschlossen. Davor und dahinter wurden
jeweils Inline-Solvent-Filter mit einer Fritte (20 um) geschaltet, um zu vermeiden, dass
Partikel in die Anlage gerieten. Sie wurde mit 2,0 mL min™ PBS (pH 7,6) fiir 10 min ge-
waschen. Es folgte der Elutionsschritt mit 2,0 mL min™ Glycin-HCI-Lésung (pH 2,2, 2,0
bzw. 1,8) fiir 5min. Im Anschluss wurde die Disk erneut mit 2,0 mL min™! PBS fiir 5 min
gewaschen. Die Detektionswellenldnge betrug 280 nm. Nach den Experimenten wur-
de die Monolithdisk mit PBS (pH 7,6, 0,1 Gew.-% Natriumazid) gewaschen und bei 4 °C
gelagert. Die Integration des Elutionssignals erfolgte mit der Geratesoftware. Die Inte-
grationsgrenzen waren der Elutionsbeginn (10 min) und das Elutionsende (15 min). Es

wurden jeweils Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.
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D. Kalibriergeraden

Fiir die Erstellung der Kalibriergeraden, die in Abbildung|3.2|dargestellt sind, zur Quan-
tifizierung des eluierten IgGs mittels Monolithkapillarsaule (A) bzw. Monolithdisks (B)
wurde aus Kaninchenserum isoliertes IgG verwendet. Ausgehend von einer Stammlg-
sung (1mgmL™ in Glycin-HCl-Lésung (pH 2,2)) wurden zwei Verdiinnungsreihen her-
gestellt. Die Zusammensetzungen fiir Kalibriergerade A sind in Tabelle und die
fur Kalibriergerade B in Tabelle angegeben. Die Messungen wurden fiir A an der
HPLC-Anlage UltiMate® 3000 mit 0,4 mL min™ und fiir B an der HPLC-Anlage Agilent
1200 Series mit 2 mL min™ durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte bei 280 nm. Die HPLC-
Anschlisse wurden iiber ein Verbindungsstiick verbunden, es wurde keine Kapillarsau-
le bzw. kein Inline-Solvent-Filter angeschlossen. Fiir jede Losung wurde eine Funffach-
bestimmung durchgefiihrt. Die Signale wurden mit der jeweiligen Geratesoftware in-
tegriert. Die Mittelwerte wurden gegen die injizierte Masse (IgG) aufgetragen und die
Punkte linear gefittet, wobei der Schnittpunkt mit dem Nullpunkt festgelegt wurde. Der

angegebene Fehler entspricht der Standardabweichung.

Tabelle 3.13. Verdiinnungen fiir Kalibriergerade A und injizierte Massen von Immun-
globulin G (IgG) mit 10 pL Injektionsvolumen.

Konzentration V(IgG-Losung) V(Glycin-HCl-Losung) m(IgG)

[mgmL™"] (L] (L] [ng]
0.1 20 180 1
05 100 100 5
1,0 200 0 10

Tabelle 3.14. Verdiinnungen fiir Kalibriergerade B und injizierte Massen von Immun-
globulin G (IgG) mit 30 pL Injektionsvolumen.

Konzentration V(IgG-Losung) V(Glycin-HCl-Losung) m(IgG)

[mgmL™"] [uL] (L] [ug]
0,2 40 160 6
0.4 80 120 12
0.6 120 80 18
0,8 160 40 24
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Abbildung 3.2. Kalibriergeraden zur Quantifizierung des in Affinitatsexperimenten
eluierten Immunglobulin G (IgG) mittels (A) Monolithkapillarsidule und (B) Monolith-
disks.

3.8.4 Proteinbindungskapazitit

A. Bicinchoninsiure-Test (BCA-Test)

Der BCA-Test wurde mit Fractogel® EMD Epoxy (M), pulverisiertem monolithischen
Material, das mit GE 500 und BDE (60 %) hergestellt wurde, demselben monolithischen
Material nach Reinigung mit DMSO, GE 500, GE 500 in 1,4-Dioxan/MTBE (2:3), 1,4-Di-
oxan/MTBE (2:3), 1,4-Dioxan/MTBE (2:3) mit Bortrifluoridetherat (1,25 Vol.-%, 1:10 in
1,4-Dioxan), BDG, EDG, BDE und TEPIC qualitativ unter Verwendung des BCA Prote-
in Assay Kits und nach Vorschrift desselben durchgefiihrt. Feststoffe wurden mit einer
Spatelspitze und Fliissigkeiten mit ca. 100 pL eingesetzt. Die Temperierung erfolgte bei
37 °C fiir 30 min.

B. Rinderserumalbumin-Nitrothiobenzoesiure-Konjugat (BSA-TNB)

Synthese

Es wurden 400 mg BSA (6 mmol) in 20 mL PBS-B (pH 8) gelost (20 mg mL™). Daneben
wurden 50 mg DTNB (0,1 mmol) in 5 mL PBS-B gelést (10 mg mL™) und 1:4,3 mit PBS-B
verdiinnt (2,32 mg mL™). Zu 500 uL der BSA-Lésung wurden 500 uL der DTNB-Losung
gegeben (20 4. DTNB/BSA). Die Reaktionsmischung wurde 15 min bei Raumtempera-
tur mit 800 rpm geschiittelt. AnschlieBend wurde das Konjugat durch Aufreinigung des
Ansatzes (1 mL) mit einer PD-10-Saule isoliert. Die Elution erfolgte mit 3,5 mL Wasser.
Insgesamt wurde die Synthese 20-mal wiederholt. Die vereinigten Eluate wurden unter

vermindertem Druck eingeengt und anschliefSend mit Wasser auf 10 mL aufgefiillt. Unter
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der Annahme, einer hundertprozentigen Wiederfindung des Proteins nach der Elution,

ergab sich eine Konzentration des Konjugats von 20 mg mL™.
Bestimmung der Kopplungsdichte

Das Konjugat BSA-TNB (20 mg mL™') wurde 1:20 mit PBS-A (pH 6) verdiinnt (1 mg mL™).
Es wurde 1 mL der Losung (0,02 pmol BSA) mit 1 mL einer DTT-Lésung (20 mM in PBS-
A (pH 6), 0,02 mmol) versetzt und 15 min bei Raumtemperatur mit 800 rpm geschiittelt.
Die Losung wurde anschlieBend photometrisch mit dem Gerét Evolution 220 UV-Visible
Spectrophotometer bei 410 nm gemessen. Zum Vergleich wurde zu 1 mL einer Cystein-
Losung (1,82 pug mL™" in PBS-A, 0,02 umol) 1 mL einer DTNB-Lésung (10 pg mL™ in PBS-
A, 0,03 pumol) gegeben und die Losung fiir 15 min bei Raumtemperatur mit 800 rpm ge-

schiittelt. Die Losung wurde anschlieffend photometrisch bei 410 nm gemessen.
Stabilititsuntersuchung

Die Stabilitdt von DTNB sowie des BSA-TNB-Konjugats wurde zum einen im pH-Wert-
bereich von 3-10 untersucht. Fir den pH-Wertbereich 3-5 wurde Citratpuffer (pH 4,0),
fir den Bereich 6-8 PBS-B (pH 8) und fiir 9-10 Carbonatpuffer (pH 9,6) eingesetzt. Eine
Stammlésung von DTNB (10 mg mL™ in PBS (pH 8)) wurde 1:500 mit Wasser verdiinnt
(0,02 mg mL™?). Es wurden 100 uL der Losung (5 nmol) mit 100 uL des entsprechenden
Puffers versetzt. Ebenso wurden 100 pL des Konjugats (10 mg mL™ in Wasser) mit 100 uL
des entsprechenden Puffers versetzt.

Zum anderen wurde die Stabilitdt von DTNB in Gegenwart von Natriumcyanoborhy-
drid bei unterschiedlichen pH-Werten (3-5) untersucht. Dazu wurden 100 pL der DTNB-
Losung (0,02 mg mL™) mit 100 puL einer Natriumcyanoborhydrid-Lésung (14 mg mL™ in
entsprechendem Puffer) versetzt.

Die photometrischen Messungen erfolgten sofort, nach 1 und nach 2 h bei 410 nm.
Adsorption von 2-Nitro-5-thiobenzoat an Fractogel® EMD Epoxy (M)

Es wurde 1 mL einer DTNB-Lésung (5 ug mL™ in Carbonatpuffer (pH 9,6)) mit 1 mL ei-
ner DTT-L6ésung (20 mM in Carbonatpuffer (pH 9,6)) versetzt und bei Raumtemperatur
mit 1200 rpm fiir 15 min geschiittelt. Anschliefend wurde 1 mL der Losung zu 100 mg
Fractogel® EMD Epoxy (M) gegeben, das zuvor mit 1 mL PBS-A (pH 6) fiir 30 min bei

Raumtemperatur versetzt und durch Zentrifugation abgetrennt wurde.
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Kapitel 4

Ergebnisse und Diskussion

4.1 Synthese polyfunktioneller Glycidylether

Polyfunktionelle Glycidylether finden vorwiegend als Harter in Epoxidharzen Verwen-
dung, fiir die sie grof3technisch hergestellt werden. Entsprechend waren sie nur in tech-
nischer Reinheit zu erwerben, was bedeutete, dass stérende Verunreinigungen vorlie-
gen und die Epoxidgehalte chargenabhangig differieren konnten. Deshalb sollten zu Be-
ginn der Arbeiten polyfunktionelle Glycidylether nach Literaturvorschriften syntheti-
siert und aufgereinigt werden. Bei den Verbindungen handelte es sich um Pentaerythri-

toltetraglycidylether (1) und Glyceroltriglycidylether (5).

4.1.1 Pentaerythritoltetraglycidylether

In einem ersten Ansatz (Ansatz 1) wurde 1 nach einer Vorschrift von Kipa et al. 2% durch
Umsetzung des Polyalkohols Pentaerythritol mit Epichlorhydrin in einer WiLLIAMSON-
schen Ethersynthese synthetisiert. Die angegebene Literaturausbeute betrug fiir die in
Abbildung 4.1| angegebenen Bedingungen 79 %. Diese schien fiir den sonst nur in tech-
nischer Reinheit erhaltlichen Ether aussichtsreich hoch zu sein. Pentaerythritol musste
fiir die Reaktion mit Epichlorhydrin in geldster Form vorliegen. Ersteres ist allerdings
nur in wenigen organischen Losungsmitteln gut 1slich. Dazu zahlen Methanol, Ethanol
und Glycerol, die aber aufgrund ihrer Hydroxylfunktion ausgeschlossen waren. Die Syn-
these wurde deshalb in DMSO durchgefiihrt. Versuche, die Vorschrift abzuandern und
die Synthese nur in Epichlorhydrin durchzufithren, waren nicht erfolgreich, weil sich
Pentaerythritol nicht ausreichend loste. Durch eine Extraktion mit Kochsalzlosung und
Diethylether sollte DMSO abgetrennt und das Produkt in die Etherphase aufgenommen
werden. Nach Entfernung des Ethers blieb als Riickstand aber wider Erwarten nur ein

kleines Volumen einer gelblich und hoch viskosen Fliissigkeit zuriick. Moglicherweise
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Abbildung 4.1. Synthese von Pentaerythritoltetraglycidylether (1) und die moglichen
Nebenprodukte, trisubstituierter Glycidylether (2), disubstituierter Glycidylether (3),
monosubstituierter Glycidylether (4).

war die Reaktion unvollstandig, sodass die Produkte aufgrund nicht umgesetzter Hy-
droxylgruppen so polar waren, dass sie in der wiassrigen Phase verblieben waren. Im
Folgenden wurde aber mit der aus der Etherphase isolierten Substanz weitergearbeitet
und diese analysiert. Das wahrscheinlich neben 1 aus allen, in Abbildung 4.1 gezeigten,
Substitutionsstufen (2-4) bestehende Produktgemisch sollte mit Hilfe einer fraktionier-

ten Destillation im Vakuum aufgetrennt werden.

Der Vorteil gegeniiber einer wie nach Vorschrift angegebenen saulenchromatographi-
schen Aufreinigung ist der mit einer bestehenden Apparatur geringere Zeitaufwand so-
wie der geringere Verbrauch von Losungsmitteln und Kieselgel. Das erzeugte Vakuum
mit einer Mikrodestillationsapparatur war jedoch mit 0,1 mbar nicht ausreichend. Der
Siedepunkt von 1 ist nicht dokumentiert, wurde aber auf iiber 400 °C geschatzt. Anhand

B30 wurde fiir einen bei Normaldruck 500 °C hohen Siedepunkt bei

eines Nomogramms
einem reduziertem Druck von 0,1 mbar eine Mindesttemperatur von 220 °C bestimmt.
Dariiber hinaus muss bedacht werden, dass sich der Siedepunkt durch vorhandene Was-
serstoffbriickenbindungen zwischen nicht reagierten Hydroxylgruppen erhohen kénn-
te. Diese Temperatur war nicht zu realisieren und Zersetzungsreaktionen waren wahr-

scheinlich.

Daraufhin wurde deshalb versucht, die Substanz auf einer Umkehrphase chromatogra-

phisch mittels einer monolithischen semi-praparativen Saule aufzureinigen, die explizit
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4.1. Synthese polyfunktioneller Glycidylether

fiir die Aufreinigung von viskosen Matrices geeignet war®*). Die Detektion erfolgte
mit einem ELSD, weil die Glycidylether keine Chromophoren enthalten und demnach
nicht UV/Vis-aktiv sind. Die Elution erfolgte isokratisch und nach Optimierung des Mi-
schungsverhaltnisses mit Methanol/Wasser (50/50 (v/v)). Es wurden vier Signale detek-
tiert, die, wie in Abbildungbeschriftet, fraktioniert wurden. Die eluierten Substanzen
wurden massenspektrometrisch analysiert. Die Massenspektren (vgl. Abbildung auf
Seite ergaben, dass sich mindestens 3 ([M+Na]* =271,1 (271,1), tg = 2,54 min (a))
gebildet hatte. 1 ((M+Na]* =383,5 (383,2), tz = 3,26 min (c), 3,64 min (d)) konnte als Pro-
dukt in zwei Signalen identifiziert werden. Jedoch entstand, vermutlich aus sterischen
Griinden, als Hauptprodukt 2 ([M+H]" =305,4 (305,2), [M+Na]* =327,4 (327,1), 2,85 min
(b)). Die Substanzen eluierten zwar nach ihrer Polaritit mit steigender Substitution in
erwarteter Reihenfolge aber kaum basisliniengetrennt voneinander.

Die Synthese wurde unter gleichen Bedingungen in einem zweiten Ansatz (Ansatz 2)
wiederholt. Diesmal wurde aber keine Extraktion mit Wasser und Diethylether durch-
gefithrt, sondern DMSO unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand isokra-
tisch mit Methanol/Wasser (45/55 (v/v)) chromatographisch aufgetrennt. In dem Chro-
matogramm, gezeigt in Abbildung[4.2] wurden nun nur drei Signale detektiert, die voll-
standig basisliniengetrennt waren. Thre fraktionierte massenspektrometrische Analyse
(vgl. Abbildung auf Seite ergab, dass 1 ((M+H]* =361,4 (361,2), tg = 3,12 min
(a), [M+Na]* =383,4 und 383,3 (383,2), tg =3,77 min (b), 4,42 min (c)) als Hauptprodukt
neben 2 ([M+Na]* =327,4 (327,1), tg = 3,12 min (a)) gebildet wurde. 1 konnte aber nicht
vollstandig separiert werden. Es wurde in allen drei Signalen nachgewiesen. Das dritte
Signal, in dem nur 1 nachgewiesen wurde, wurde von insgesamt 18 weiteren Messungen
fraktioniert. In den Massenspektren der einzelnen Fraktionen, die jeweils drei Messun-
gen umfassten, wurde neben 1 auch das Verhéltnis ™/> =415 detektiert (vgl. Massen-
spektren in Abbildung[A.3]auf Seite[152). Diese Masse wurde bereits im Eluat des ersten
Syntheseansatzes gemessen (vgl. Abbildung auf Seite und konnte keinem Pro-
dukt oder Edukt zugeordnet werden. Sie kénnte der Summenformel (C,,H,;0,,) nach
einer Verbindung im Natriumaddukt entsprechen, die von 1 ausgeht und bei der zwei
Epoxidgruppen hydrolysiert und zum Aldehyd oxidiert wurden. Die Verbindung wire
allerdings relativ instabil und ein NMR-Spektrum (vgl. Abbildung auf Seite [162),
das von den Fraktionen aufgenommen wurde, zeigte keine chemischen Verschiebungen
im Bereich von 9-11 ppm, in dem Carbonylprotonen detektiert werden. Das gemessene
Spektrum entsprach ansonsten dem der Struktur von 1 und zeigte die gleichen chemi-
schen Verschiebungen und bis auf das Signal bei 3,69 ppm auch die gleichen Multiplizi-

203

titen wie sie Kipa et al. 2%l angegeben haben. Die Integration der Signale ergab jedoch

mehr Protonen als in 1 gebunden sind, sodass noch Verunreinigungen vorlagen.
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Abbildung 4.2. Chromatogramm von Ansatz 1 und 2 der Synthese von 1. Chro-
matographische Bedingungen bei Ansatz 1: Siule Onyx" Monolithic Semi-Prep
(C18, 100 x 10 mm), Flussrate 3mLmin, Injektionsvolumen 20uL, Detektion mit
Verdampfungs-Lichtstreudetektor (engl. Evaporative Light Scattering Detector, ELSD),
Methode 1, isokratisch Methanol/Wasser (50/50 (v/v)). Die Elutionsvolumina der Signale
(a) 2,54 min (2,43-2,60 min), (b) 2,85 min (2,70-3,17 min), (c) 3,26 min (3,17-3,35 min) und
(d) 3,64 min (3,40 min-3,90 min) wurden in den in Klammern angegebenen Zeitbereichen
fraktioniert und massenspektrometrisch analysiert (vgl. Massenspektren in Abbildung
auf Seite [149). Abweichende chromatographische Bedingungen bei Ansatz 2: iso-
kratisch Methanol/Wasser (45/55 (v/v)). Die Elutionsvolumina der Signale (a) 3,12 min
(2,50-3,50 min), (b) 3,77 min (3,50-4,10 min) und (c) 4,42 min (4,10-5,00 min) wurden frak-
tioniert und massenspektrometrisch analysiert (vgl. Massenspektren in Abbildung

auf Seite .

Obwohl 1 nachweislich synthetisiert werden konnte, wurde die Synthese nicht weiter-
verfolgt. Zum einen konnte es nicht reiner, als es kauflich zu erwerben ist, hergestellt
werden, wie ein Vergleich mit einem NMR-Spektrum von Pentaerythritolglycidylether
der Firma Frontier Scientific, Inc. (Logan, USA) zeigte. Zum anderen war aber vor allem
absehbar, dass fiir die Versuche der Monolithherstellung nicht ausreichend Substanz mit-

tels HPLC saulenchromatographisch isoliert werden konnte.
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4.1. Synthese polyfunktioneller Glycidylether

4.1.2 Glyceroltriglycidylether

Daraufthin wurde versucht 5 als ein Glycidylether zu synthetisieren, der im Vergleich zu
1 eine Glycidyleinheit weniger aufweist. Die Struktur ist neben denen moglicher Sub-
stitutionsprodukte in Abbildung [4.3| gezeigt. Die Annahme war, dass aufgrund dessen
hierbei die vollstandige Substitution durch sterische Hinderung weniger beieintrachtigt
ist. AuBerdem wurde vermutet, dass der Siedepunkt niedriger liegt und eine destillative

Aufreinigung im Vakuum erleichtert ist.

X v X

@) @ O 0 @ ¢}
N _o_r_o N _o_Ak_on mo__L_on
5 6 7

Abbildung 4.3. Struktur von Glyceroltriglycidylether (5) sowie den Nebenprodukten
disubstituierter (exemplarische Struktur) (6) und monosubstituierter Glycidylether (7).

Zunichst sollte 5 nach einer Vorschrift von Han et al.2%! {iber die Bildung eines Ha-
lohydrins und anschlieBender Dehydrohalogenierung synthetisiert werden (Ansatz 1).
Die massenspektrometrische Analyse (vgl. Massenspektrum in Abbildung auf Sei-
te des Ansatzes zeigte jedoch, dass sich nur 7 ([M+Na]*=171,2 (171,1)) gebildet
hatte. Die Synthese wurde darauthin analog der von 1 aber 16sungsmittelfrei durchge-
fiuhrt (Ansatz 2), da Glycerol als Edukt bereits als Fliissigkeit vorlag und im Gegensatz zu
Pentaerythritol nicht gelost werden musste. Fiir die Destillation wurde eine Kurzweg-
vakuumdestillationsapparatur angefertigt, von der ein Foto in Abbildung 4.4 gezeigt ist.
Es wurde davon ausgegangen, dass die Ether sehr viskos sind 2%}, Deshalb sollten die
Wege der Apparatur so kurz wie moglich gehalten werden, sodass die Substanzen in die
Vorlage tiberfithrt werden und nicht in der Apparatur, nachdem sie kondensiert sind,
haften bleiben. Fiir einen externen Temperaturfithler wurde eine passende Einschmel-
zung gefertigt. Das Vakuum betrug mit der neuen Apparatur 0,06-0,008 mbar und lag
somit ca. eine Zehnerpotenz niedriger als mit der urspriinglichen Apparatur. Bei einer
Temperatur von 177 °C konnte eine Fraktion gewonnen werden. Der Ansatz wurde bei
der Temperatur aber schnell hochviskos und konnte nicht weiter destilliert werden. Die
isolierte Fraktion wurde mittels NMR und hochauflésender Massenspektrometrie (engl.
High Resolution Mass Spectrometry, HRMS) analysiert (vgl. Abbildung auf Seite [153).
Es wurden 5 ([M+K]* = 299,09 (299,09)), 6 ((M+H]* =205,11 (205,11), [M+K]* = 243,06
(243,06)) und 7 ([M+H]* = 149,08 (149,08)) detektiert. Die unterschiedlich hoch substi-

tuierten Glycidylether konnten demnach nicht getrennt werden. Daneben lag noch eine
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KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Abbildung 4.4. Angefertigte Kurzwegvakuumdestillationsapparatur mit Destillations-
kolben (links) und Vorlage (rechts).

Substanz mit dem Verhéltnis ™/ = 278,16 vor, die auch schon vor der Destillation im
Ansatz vorhanden war, aber keiner Verbindung, die sich von 5 ableitete, zugeordnet
werden konnte. Die NMR-Spektren bestatigten die Ergebnisse der massenspektrome-
trischen Analyse. Die chemischen Verschiebungen der Signale stimmten mit denen aus
dem Spektrum von 1 (vgl. Abbildung auf Seite iiberein. Ein Vergleich mit ei-
nem aufgenommenen Spektrum vor der Destillation (vgl. Abbildung[A.15 auf Seite
zeigte jedoch keine Verbesserung der Reinheit. Im Bereich von 3,95-3,28 ppm wurde vor
und nach der Destillation ein Multiplett gemessen, bei dem keine Zuordnungen getrof-
fen werden konnten und das auf die Uberlagerung der Signale aller drei Substitutions-
produkte hindeutete. Auflerdem wurden bei 6,01 und 6,27 ppm zwei Signale registriert,
die im Bereich von Alkenen liegen und nicht erklart werden konnten. Diese lagen auch
schon in der Probe des unaufgereinigten Produktgemisches vor, sodass sie nicht durch
Zersetzung wahrend der Destillation entstanden sein konnten. Die zur Kontrolle auf-
genommenen Spektren der Edukte (vgl. Abbildung[A.17|auf Seite[163), zeigten, dass sie
auch nicht durch diese eingetragen wurden.

Ein weiterer Syntheseansatz (Ansatz 3) wurde deshalb saulenchromatographisch mit ei-
ner Normalphase unter Verwendung von Ethylacetat/Cyclohexan (3:7) als Eluent aufge-
reinigt. Das NMR-Spektrum (vgl. Abbildung auf Seite [163|bzw. Abbildung auf
Seite zeigte nicht mehr das Multiplett im Bereich von 3,95-3,28 ppm, jedoch wieder
die Signale bei 6,01 und 6,27 ppm.
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4.2. Monolithsynthese mit Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC)

Beide polyfunktionelle Glycidylether, 1 und 5, konnten nachweislich synthetisiert wer-
den, doch stellte sich nach Versuchen der Aufreinigung mittels Destillation im Vakuum,
automatisierter saulenchromatographischer Aufreinigung mit einer semi-praparativen
Umkehrphasen-Saule und manuell durchgefithrter Normalphasenchromatographie her-
aus, dass sie dem Aufwand entsprechend weder ausreichend rein noch in ausreichender
Menge isoliert werden konnten. Nach Analyse eines Glyceroltriglycidylethers der Firma
Raschig GmbH (Ludwigshafen) mittels NMR (vgl. Abbildung auf Seite wurde
entschieden, Monolithsynthesen unter anderem mit diesem Monomer weiterzufithren
und die Ether nicht selbst herzustellen.

4.2 Monolithsynthese mit Tris(2,3-epoxypropyl)isocy-
anurat (TEPIC)

Im Folgenden wurde vorerst an Monolithsynthesen, die wahrend der vorangegangen
Diplomarbeit ®* mit Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC) als Monomer durchge-
fihrt wurden, angekniipft. TEPIC, dessen Struktur in Abbildung|4.5|gezeigt ist, liegt bei
Raumtemperatur (RT) als farbloses und geruchloses Pulver oder Granulat vor und ist

eine trifunktionelle Epoxidverbindung mit drei Chiralitatszentren.

Abbildung 4.5. Struktur von Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC), die Chiralitats-
zentren sind mit einem (*) gekennzeichnet.

Aufgrund seiner Symmetrie reduziert sich die Anzahl der acht theoretisch moglichen
Diastereomere auf vier, die in die beiden Isomere a-TEPIC (SSR, RRS) und 3-TEPIC (SSS,
RRR) eingeteilt werden. TEPIC wird von Nissan Chemical Industries, Ltd. (Tokio, Japan)
bzw. wurde von Ciba Geigy (Novartis Deutschland GmbH, Niirnberg) mit Reinheiten von
ca. 90 % bzw. > 97 % hergestellt®>3. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Pulver
wurde von Aldrich (Steinheim) kommerziell erworben, von dem die genaue Herkunft
aber nicht ermittelt werden konnte. Die Reinheit wurde nach dem Analysenzertifikat
mittels Elementaranalyse von Stickstoff (48,22 %) und Kohlenstoff (13,99 %) bestimmt,
die mit den mit ChemDraw Standard 12.0.2.1076 von Cambridge Soft (Waltham, USA)
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KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Tabelle 4.1. Loslichkeiten der beiden Isomere «-TEPIC und S-TEPIC von Tris(2,3-
epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC), dabei bedeuten ++>1,00gmL”, +>0,10gmL",
->0,01gmL!, --<0,01gmL?, wunl=unléslich und RT=Raumtemperatur,
Sdp. = Siedepunkt 47,

Losungsmittel a-TEPIC [-TEPIC
RT Sdp. 80°C RT Sdp. 80°C
Methanol -- + unl --
Ethanol -- + unl -
n-Butanol -- ++ -- +
Ether unl unl unl unl
Tetrahydrofuran - ++ unl -
Epichlorhydrin + -
1,4-Dioxan + ++ - +
Chloroform ++  +4+ - +
Tetrachlormethan -- - unl --
Aceton + ++ -- -
Butanon - ++ ++ - + +
Benzol -- + + unl - -

berechneten Werten fiir Stickstoff (48,4 %) und Kohlenstoff (14,14 %) nahezu tberein-
stimmten. Der Epoxidgehalt sollte demnach nahezu 100 % betragen.

Hosova et al.?”2 stellten bereits Monolithe fiir die Separation kleiner Molekiile mit
TEPIC her, indem sie es mit 4-[(4-Aminocyclohexyl)methyl]cyclohexan (BACM) als Amin
in PEG 200 bei 80 °C 12 h polymerisierten. TEPIC setzten sie dabei als racemisches Ge-
misch, erworben von Nissan Chemical Industries, ohne weitere Aufreinigung ein.

Im Unterschied zu den Arbeiten von Hosova et al. wurde fiir die in der vorliegenden Ar-
beit durchgefithrten Monolithsynthesen im ersten Schritt a-TEPIC aufgrund seiner bes-
seren Loslichkeit aus kommerziell erworbenem Pulver, in dem beide Isomere vorlagen
(vgl. Diffraktogramm in Abbildung (A) auf S.[156), isoliert und dieses anschlieflend

in einer Autopolymerisation ohne ein weiteres Monomer zur Reaktion gebracht.

4.2.1 Isomerenreine Aufreinigung von TEPIC

Die Isomere - und S-TEPIC unterscheiden sich in ihren physikalischen Eigenschaften,
sowie der Loslichkeit. Sie sind prinzipiell, wie Tabelle entnommen werden kann,
sowohl in polaren als auch in unpolaren Losungsmitteln bei Raumtemperatur nur gering
16slich. Im Vergleich ist a-TEPIC das loslichere Isomer von beiden.

Fir die Monolithherstellung musste TEPIC im Porogen gelost vorliegen und S-TEPIC in-
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4.2. Monolithsynthese mit Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC)

sofern aufgrund seiner auch bei erhéhter Temperatur schlechten Loslichkeit abgetrennt
347

werden. Anfinglich wurde nach Joer und BEckerB*? die Aufreinigung von o-TEPIC
aus kommerziell erworbenem Pulver durch mehrfaches Umkristallisieren aus Methanol
versucht, dessen Reinheit anschliefSend aber nicht vereinfacht tiber den Schmelzpunkt
kontrolliert werden konnte, weil der Schmelzbereich von o-TEPIC (95-103 °C) B# in dem
von der Isomerenmischung (82-152 °C) ®#! liegt. Die Reinheit wurde deshalb durch Auf-
nahme von Pulverdiffraktogrammen bestimmt, deren Empfindlichkeit im Allgemeinen
mit 2-5 % angegeben wird. Die Reflexe der Isomere wurden auf Basis ihrer in der ICDD-
Datenbank (The International Centre for Diffraction Data) erfassten Kristallstrukturen
berechnet. Diese tiberlagerten sich nicht, sodass eine eindeutige Zuordnung moglich
war. Nach der ersten Umkristallisation waren in der Probe, wie das Diffraktogramm (vgl.
Abbildung (B) auf S. zeigt, noch beide Isomere enthalten, was auch zu erwarten
war, da sich trotz schlechter Léslichkeit noch < 0,01 gmL™ 3-TEPIC in Methanol lésen.
Erst nach der vierten Umkristallisation lag a-TEPIC isomerenrein vor, wie das Diffrakto-
gramm (vgl. Abbildung[A.7)(C) auf S. bestatigte. Durch Umkristallisation war somit
die isomerenreine Aufreinigung zwar moglich, aber zugleich auch zeitaufwendig.

Um die Aufreinigung zu automatisieren und gleichzeitig die Reinheit des Pulvers bei Ver-
wendung ggf. unterschiedlicher Chargen in der spateren Monolithherstellung kontrol-
lieren zu konnen, wurde die chromatographische Aufreinigung nach einem Protokoll des
Hauptverbands der gewerblichen Berufsgenossenschaften Fachausschuss ,,Chemie® [348]
getestet. Dazu wurde eine Phosphorsédurelosung (pH 6) mit Acetonitril (90/10 (v/v)) als
Eluent B und eine Losung bestehend aus Phosphorsédurelosung (pH 6) und Wasser (50/50
(v/v)) als Eluent A eingesetzt. Das Chromatogramm von o-TEPIC (vgl. Abbildung[A.6auf
Seite zeigt ein Signal bei einer Retentionszeit von 15,6 min und zwei weitere Signale
in einem hohen Untergrund. Fiir die chromatographische Aufreinigung des Pulvers, bei
dem fiir B-TEPIC ein zusétzliches Signal erwartet wurde, ergab sich ein weitgehend iden-
tisches Chromatogramm, wie die Uberlagerung mit dem Chromatogramm von a-TEPIC
(vgl. Abbildung[A.6|auf Seite zeigt. Die Elutionsbedingungen schienen ohnehin fiir
die verwendete Sdule ungeeignet zu sein. Denn die Substanzen eluierten erst nach dem
Wechsel von Eluent A auf Eluent B nach 15,5 min. Die Methode wurde daraufhin auf
einen Methanol/Wasser-Gradienten umgestellt. Doch auch hier waren die Chromato-
gramme (vgl. Abbildung[A.6]auf Seite nahezu identisch, mit dem Unterschied, dass
bei der Trennung von a-TEPIC zwei zusatzliche Signale detektiert wurden. Die massen-
spektrometrische Analyse mittels HPLC-MS ergab, dass allen Signalen TEPIC zugeord-
net werden konnte. Ob es sich aber tatsichlich um die aufgetrennten Isomere handelte,
wurde nicht geklart. Die Zuordnung der Signale zu den entsprechenden Isomeren und

eine Methodenoptimierung hétte zu viel Zeit in Anspruch genommen.
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Abbildung 4.6. Pulverdiffraktogramm von kommerziell erworbenem Tris(2,3-
epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC) nach einmaliger Aufreinigung durch selektives Losen
von a-TEPIC in Chloroform bei Raumtemperatur.

Daraufhin wurde deshalb alternativ die sehr gute Loslichkeit von o-TEPIC (> 1,00 g mL™)
bzw. die schlechtere von S-TEPIC (> 0,01 g mL™") in Chloroform bei Raumtemperatur ge-
nutzt.

Durch Losen des Pulvers und Abfiltrieren des ungeldsten Feststoffs (a-TEPIC-Fraktion)
konnte nach nur einmaliger Durchfithrung o-TEPIC isomerenrein gewonnen werden.
Die Reinheit wurde, wie bereits beschrieben, durch Aufnahme eines Pulverdiffrakto-
gramms festgestellt. Es ist in Abbildung dargestellt und zeigt keine mit S-TEPIC
iibereinstimmenden Reflexe. Die Isomerentrennung bei Raumtemperatur durch selek-
tives Losen von a-TEPIC in Chloroform ist bislang noch nicht beschrieben und ist im
Vergleich zur Umkristallisation und chromatographischen Aufreinigung deutlich Zeit,

Gerate und Losungsmittel sparender.
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4.2.2 Herstellung von Kapillarsiulen

Die Optimierung der Reaktionsbedingungen, hinsichtlich der Porogenzusammensetzung
und des Porogenanteils sowie der Katalysatormenge und der Reaktionstemperatur, wur-
den bereits im Rahmen der vorangegangenen Diplomarbeit®*? mit TEPIC, noch als Iso-
merengemisch, durch Synthesen in Gewindeglaschen (V =2 mL) durchgefiihrt. Die ge-
eignetste Porogenmischung bestand aus 1,4-Dioxan und dem fiir das Polymer unlésli-
cheren Coporogen Isooctan im Verhélnis 4:1. Obwohl beide Isomere in 1,4-Dioxan ab
80°C gut 16slich sind (vgl. Tabelle auf Seite [88), musste die Reaktionstemperatur
mindestens 90 °C betragen, damit sich TEPIC in der Mischung mit Isooctan 16ste. Ei-
ne hohere Temperatur, um etwa den Isooctananteil erhéhen zu kénnen, war aufgrund
des Siedepunkts von 1,4-Dioxan bei 101 °C nicht mdglich. Eine makropordse globulare
Struktur bildete sich erst ab einem Porogenanteil von 62 Vol.-% aus, bei hoheren Anteilen
als 68 Vol.-% blieben Uberstinde zuriick. Quecksilber-Intrusionsporosimetriemessungen
ergaben fiir den Monolith, der mit 62 Vol.-% Porogen hergestellt wurde, eine Porositat
von 58 % und eine monomodale Porengrof3enverteilung mit 12 um grof3en Poren.

Unter diesen Bedingungen wurde begonnen, mit dem aufgereinigten o-TEPIC monoli-

thische Kapillarsdulen herzustellen. Dabei mussten folgende Fragen erarbeitet werden:

« Ist eine waagerechte oder senkrechte Position der Saule wéahrend der Polymeri-
sation, hinsichtlich der Vermeidung einer Spaltenbildung zwischen Monolith und

Saulenwand, vorteilhafter?

« Wie bzw. in welcher Vorrichtung ist eine gleichméaflige Temperierung der Saule

wahrend der Praparation gewéhrleistet?
« In welchem Saulenmantel wird die Sdule hergestellt?
« Wie wird die Polymerisationslosung in die Saule tiberfiihrt?
« Wie wird die Sdule wéhrend der Préparation abgedichtet?

« Kommt es in der Sdule wahrend der Polymerisation zur Bildung von Blasen bzw.

wie kann dies vermieden werden?

Die Kapillarsdulen wurden anfanglich in Edelstahlkapillaren mit den Innendurchmes-
sern (engl. Inner Diameter, ID) 125 um und 250 um und mit dem fiir HPLC-Anschliisse
standardisierten Auflendurchmesser (engl. Outer Diameter, OD) /16" prépariert. Die Her-
stellung wurde in der letzten Phase der Diplomarbeit bereits begonnen und im Wasser-

bad bei 90 °C durchgefiihrt. Dafiir mussten zum einen die Saulen sehr dicht verschlos-
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Abbildung 4.7. Auflichtmikroskop-Aufnahme eines Monoliths, der mit «-Tris(2,3-
epoxypropyl)isocyanurat (a-TEPIC) in einer Edelstahlkapillare (ID 500 pm, OD 1/16") in
situ hergestellt wurde.

sen werden, damit kein Wasser eindrang und zum anderen musste aufgrund der ho-
hen Temperatur stets Wasser nachgefiillt werden. Der Aufbau sollte deshalb vereinfacht
werden und die parallele Herstellung mehrerer Saulen erméglichen. Im Folgenden wur-
den die Saulen in eigens angefertigten Aluminiumheizblocken mit senkrechten Bohrun-
gen (1/16”) bzw. waagerechten Nuten (1/16”) temperiert. Die Synthese in einem Ofen wie
Hosova et al. ™ durchzufithren, wurde wegen der um Gréf3enordnungen schlechteren
Warmeleitfahigkeit von Luft im Vergleich zu der von Aluminium nicht in Betracht ge-
zogen.

Aufgrund der kleinen Innendurchmesser wurde zunéchst getestet, ob sich die Kapillaren
beim Eintauchen in die Reaktionslosung durch den Kapillareffekt fiillten. Dies war nicht
der Fall, weshalb die Losung eingespritzt wurde. Beim senkrechten Einsetzen der be-
fullten Kapillaren in den Aluminiumheizblock, ohne sie zu verschlief3en, trat die Losung
aus. Sie wurden draufhin am oberen Ende mit handelsiiblichen UHU patafix Klebepads
verschlossen.

Um zu untersuchen, ob sich die Porenstruktur eines Monoliths, der in der Kapillarsau-
le hergestellt wurde, von der eines Monoliths, der, wie wahrend der Diplomarbeit, in
einem Gewindeglaschen hergestellt wurde, unterscheidet, wurden monolithische Kapil-
larsdulen derart mit den drei Porogenanteilen 62, 65 und 68 Vol.-% hergestellt. Sowohl
die Kapillarsédule als auch das Gewindegldaschen wurden in einem Aluminiumheizblock
temperiert. Fiir eine leichtere Untersuchung des Kapillarsaulenquerschnitts wurde als
Innendurchmesser der Kapillaren 500 pm gewahlt. Im Anschluss an die Praparation wur-
den die Enden mit einem Kappgerat gekiirzt, wobei darauf zu achten war, dass der Schnitt
langsam durchgefithrt wurde, damit der Monolith bei Hitzeentwicklung nicht beschéadigt

wurde. Exemplarisch wurde eine Saule zunachst unter dem Auflichtmikroskop betrach-
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4.2. Monolithsynthese mit Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC)

65 Vol.-% 300 um 68 Vol.-% 200 um

Abbildung 4.8. ESEM-Aufnahmen von Monolithen, die mit a-Tris(2,3-epoxypropyl)iso-
cyanurat (o-TEPIC) als Monomer und Bortrifluorid-Tetrahydrofuran-Komplex als Kata-
lysator mit variierendem Porogenanteil (1,4-Dioxan/Isooctan (4:1)) in Edelstahlkapilla-
ren (ID 500 um, OD 1/16”) in situ hergestellt wurden sowie die Vergleichsstruktur 5
eines Monoliths, der in einem Gewindeglaschen hergestellt wurde.

tet. In Abbildung [4.7|ist ein beim Sagen entstandener Grat zu sehen. Doch trotzdessen
ist ein vollstandig phasenseparierter Monolith in der Kapillare gut zu erkennen. Einen
detaillierten Blick der Struktur konnte durch die ESEM-Aufnahmen aller drei Saulen, die
in Abbildung [4.8| dargestellt sind, gewonnen werden.

Die Saule, die mit 62 Vol.-% Porogen hergestellt wurde, ist durch das Sagen nicht be-
schadigt worden. Ihre Monolithstruktur ist allerdings von der Saulenmitte hin zum Rand
inhomogen und zeigt kaum eine makropordse Struktur, das auch in anfanglichen Versu-
chen wihrend der Diplomarbeit bereits festgestellt wurde. Zum Vergleich ist eine Auf-
nahme eines Monoliths aus der Diplomarbeit gezeigt, der in einem Gewindeglaschen (&
ca. 1 cm) hergestellt wurde und bei gleicher Vergrofierung eine makroporédsere Struktur

aufwies. Dies bedeutete, dass sich durch Polymerisation der gleichen Monomer/Poro-
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KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Abbildung 4.9. Aluminiumheizblock mit verschlossenen Kapillarsdulen in passen-
den Nuten (1/16”) wihrend der Préparation (links) und Monolithkapillarsiulen, die
mit «a-Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (o-TEPIC) als Monomer und Bortrifluorid-
Tetrahydrofuran-Komplex als Katalysator mit 65 Vol.-% Porogen (1,4-Dioxan/Isooctan
(4:1)) in FEP-Schlauchen (ID 0,8 mm, OD !/16”) in situ hergestellt wurden (rechts).

gen-Mischung in unterschiedlichen Gefafmaterialien und/oder mit unterschiedlichen
Geféfldurchmessern die monolithische Porenstruktur erheblich unterschied. Der Grund
ist hochstwahrscheinlich die um ein Vielfaches hohere Warmeleitfahigkeit von Edelstahl
im Vergleich zu der von Glas, durch die die Phasenseparation in der Edelstahlkapillare
frither eintritt, was zur Ausbildung kleinerer Poren fiihrt (vgl. Abschnitt[2.1.3auf Seite[9).
Die anderen beiden Sdulen wurden durch das Sagen stark beschédigt, aber ihre Struktur
ist noch als makroporés und globulér zu erkennen. Weitere Sdulenpraparationen wurden

nach diesem Ergebnis mit einem Porogenanteil von 65 Vol.-% durchgefiihrt.

Obwohl in weiteren Versuchen nach Kiirzen der Kapillare stets ein Monolith enthalten
war, schien die Sdule mit den UHU patafix Klebepads nicht ausreichend dicht verschlos-
sen zu sein, um ein Auslaufen der Reaktionslosung zu vermeiden. Darauthin wurden
die Sdulen im Aluminiumheizblock waagerecht in passende Nuten gelegt und in trans-

parenten Perfluorethylenpropylen-Schlauchen (ID 0,8 mm, OD 1/16”) (engl. Fluorinated
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4.2. Monolithsynthese mit Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC)

Ethylene Propylene, FEP) hergestellt, in denen die Phasenseparation und eine eventuelle
Blasenbildung beobachtet werden konnten. Die Lésung wurde sowohl eingespritzt als
auch mit einer Spritze angesogen, indem der Schlauch und eine Kaniile fiir den Druck-
ausgleich wahrend des Losens von a-TEPIC bereits durch das Kappenseptum gestochen
waren, aber nicht in die Lésung eintauchten. Im Anschluss wurde die Saule eingetaucht
und die Losung mit einer Spritze angesogen. Die Saulen wurden in beiden Fallen un-
verschlossen in den Heizblock gelegt. Wurde die Losung eingespritzt bildeten sich kurz
darauf Blasen, im Gegensatz zu den Saulen, in die die Losung angesogen wurde. Die
Bildung von Blasen konnte auch durch eine vorhergehende Entgasung der Reaktionslo-
sung mit Helium nicht verhindert werden. In beiden Fillen aber blieb eine vollstindige
Phasenseparation aus. Wiahrend der Praparation musste sich demnach ein Porogenan-
teil verfliichtigt haben. Als funktionierender Verschluss zur Abdichtung der Schlauche
erwiesen sich Eisennigel (& 0,8 mm). Ein Foto der verschlossenen Saulen in den Nuten
des Aluminiumheizblocks wéhrend der Praparation und der auf diese Weise hergestell-
ten Monolithkapillarsaulen ist in Abbildung [4.9| gezeigt.

Die Vermutung, dass die Phasenseparation stark von der Warmeleitfahigkeit des Gefa3-
materials abhéngt, bestétigte sich durch die Beobachtung, dass in den Gewindeglaschen
die Phasenseparation bereits nach 30-60 min eintrat, wahrend sie in den FEP-Schlauchen
in Anbetracht einer um den Faktor vier schlechteren Warmeleitfahigkeit von Perfluor-
ethylenpropylen (0,26 W K'! m™) B! im Vergleich zu der von Glas (1,0 W K™ m™) B erst
nach 90-120 min erfolgte. Eine hergestellte Sdule wurde exemplarisch zerschnitten und
die Enden mittels ESEM auf strukturelle Verdnderungen tber die Saulenldnge und auf
Fehlstellen untersucht. In den Aufnahmen in Abbildung ist eine makropordse und
globulare Struktur iber die gesamte Lange der Sdule zu erkennen. Allerdings ist auch ein
Hohlraum in allen Querschnitten vorhanden, bei dem es sich der Form nach um Blasen
handelte, die doch bei der Befiillung der Saule durch Ansaugen der Losung entstanden
sein konnten.

Mit einer verdnderten Technik, die Losung in die Sdule zu uberfithren, die in Abbil-
dung veranschaulicht ist, konnte dies vermieden werden. Dafiir wurde wie bisher
die Reaktionslosung angesetzt (a) und das Gewindeglaschen mit einer Schraubkappe
verschlossen, durch deren Septum die Kapillare bereits durchgestochen war, aber nicht
in die Losung eintauchte (b). Nachdem «-TEPIC vollstandig gelost war, wurde sie ein-
getaucht und eine mit Luft aufgezogene Spritze durch das Septum gestochen. Die Luft
wurde langsam eingespritzt und somit ein Uberdruck erzeugt (c) durch den die Losung in
die Saule aufstieg. Als sie am oberen Ende austrat (d), wurde die Saule mit einem Nagel
verschlossen (e), aus der Losung gezogen und auch am anderen Ende mit einem Na-

gel abgedichtet (f). Die mit dem ESEM untersuchten Querschnitte einer zerteilten Saule
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Querschnitt 2

Querschnitt 3
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Abbildung 4.10. ESEM-Aufnahmen von Saulenquerschnitten einer langs zerteilten Mo-
nolithkapillarsdule, die mit a-Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (a-TEPIC) als Monomer
und Bortrifluorid-Tetrahydrofuran-Komplex als Katalysator mit 65 Vol.-% Porogen (1,4-
Dioxan/Isooctan (4:1)) in einem FEP-Schlauch (ID 0,8 mm, OD 1/16”) in waagerechter
Position in situ hergestellt wurde. Die Nummerierung erfolgte nach dem in Abbildung

auf Seite @ illustrierten Schema.
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Porogen

Monomer || Katalysator
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Abbildung 4.11. Technik zur blasenfreien Befiillung von Kapillarsdulen, (a) Ansetzen
der Reaktionslosung, (b) durch Septum gestochene Kapillare, (¢) Einspritzen von Luft,
(d + e) Verschluss der Kapillare nach Austreten der Losung, (f) Verschluss des zweiten
Kapillarendes.

{ ¢ m.
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zeigten auf den Aufnahmen in Abbildung tiber die Lange hinweg keine Lochfehl-
stelle mehr. Der Monolith schien aber geschrumpft zu sein, was fiir organischbasierte
Monolithe nicht ungewohnlich ist. Auch Hosova et al.[® haben eine Schrumpfung des
TEPIC/BACM-Monoliths beobachtet, woraufhin sie TEPIC durch TETRAD-C als tetra-
funktionelles Monomer ersetzten. Bei besserer Haftung des Monoliths an der Saulen-
wand, die bei FEP als schlechtem Haftvermittler nicht gegeben ist, kann das Ablésen
trotz Schrumpfung vermieden werden. Ob der Monolith sich aber auch von der Saulen-
wand in den Edelstahlkapillaren geldst hatte, konnte aufgrund des Grats, der beim Sagen

entstanden war, nicht tiberpriift werden.

Nachdem Monolithkapillaren hergestellt werden konnten, wurden sie im Folgenden hin-
sichtlich ihrer pordsen Eigenschaften untersucht. Dafiir wurden ca. 100 mg Material

als Mindestmenge fiir eine Quecksilber-Intrusionsporosimetriemessung hergestellt. Die
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uerschnitt 4 500 um
1

Querschnitt 6 500 um

Abbildung 4.12. ESEM-Aufnahmen von Saulenquerschnitten einer langs zerteilten Mo-
nolithkapillarsdule, die mit a-Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (a-TEPIC) als Monomer
und Bortrifluorid-Tetrahydrofuran-Komplex als Katalysator mit 65 Vol.-% Porogen (1,4-
Dioxan/Isooctan (4:1)) in einem FEP-Schlauch (ID 0,8 mm, OD 1/16”) in waagerechter
Position mit optimierter Befiillungstechnik (vgl. Abbildung[4.11]auf Seite[97) in situ her-
gestellt wurde. Die Nummerierung erfolgte nach dem in Abbildung [3.1] auf Seite [64] il-
lustrierten Schema.
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Abbildung 4.13. Quecksilber-Intrusionskurve und Porengréfienverteilung von Mono-
lithkapillarsdulen, die mit a-Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (-TEPIC) als Monomer
und Bortrifluorid-Tetrahydrofuran-Komplex als Katalysator mit 65 Vol.-% Porogen (1,4-
Dioxan/Isooctan (4:1)) in einem FEP-Schlauch (ID 0,8 mm, OD 1/16”) in situ hergestellt
wurden.

Saulen konnten wegen der geringen Haftung an die FEP-Schldauche problemlos heraus-
gedriickt werden, ohne sie bzw. die Porenstruktur dabei zu beschadigen. Der Monolith
wurde fiir die Messung grob zerkleinert und die nach der Quecksilber-Intrusionskurve
in Abbildung vorhandenen tiber 100 pm grof3en Poren entsprachen vermutlich den
Zwischenraumen der Monolithbrocken, die im Niederdruck ebenfalls erfasst werden.
Auf keiner Mikroskop-Aufnahme waren derlei grofie Poren, grofier als ein Achtel des
Kapillarinnendurchmessers, zu erkennen. Die erste Messung wurde mit Driicken bis
400 MPa durchgefiihrt, dabei ist ein Anstieg ab 150 MPa bzw. 0,01 pm der schwarzen
Quecksilber-Intrusionskurve zu erkennen.

Aus dieser Messung ergab sich eine Porositit von 60 % und eine Oberfldche von 55 m? g,
Darauffolgende Gasadsorptionsmessungen erfassten jedoch keine Poren im Meso- oder
Mikroporenbereich, sodass der erneute Anstieg der Quecksilber-Intrusionskurve auf ei-
ne Kompression des Materials zuriickgefithrt wurde. Fiir die Auswertung wurden des-
halb nur die Daten bis 10 MPa berticksichtigt. Die Porositat blieb mit 55 % davon nahe-
zu unverandert. Die Oberflache reduzierte sich dadurch jedoch drastisch auf nur noch

2m? g'!. Die Porengréf8e betrug 4 pm und war mit der des TEPIC/BACM-Monoliths 12,
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bei dem nach Quecksilber-Intrusionsporosimetriemessungen eine monomodale Poren-
groflenverteilung mit 3 pm grofien Poren vorlag, vergleichbar. Zwar war die Porositét des
TEPIC/BACM-Monoliths mit ca. 80 % um das 1,5-fache hoher, doch trotzdessen betrug
die spezifische Oberflache, ermittelt durch Gasadsorption, wie beim TEPIC-Monolith le-
diglich ca. 3m? gt 1%,

FEP-Schlauche eigneten sich zwar, um die Phasenseparation verfolgen zu kénnen, doch
sind sie schlechte Haftvermittler, nicht druckstabil und zudem fiir die Verschraubungen
an der HPLC-Anlage zu glatt. Die Befiillungs- und Verschlusstechnik sollte deshalb auf
Kapillaren, bestehend aus dem nicht transparenten Polyetheretherketon (PEEK), mit ei-
nem Innendurchmesser von 500 um iibertragen werden, das sich durch Biokompatibilitat
sowie gute Temperatur-, Druck- und Chemikalienbestindigkeit auszeichnet®7), Diese
waren aber zu starr und lieflen sich nicht mehr mit Nageln dicht verschlieflen.

Die Versuche wurden an dieser Stelle mit TEPIC als Monomer nicht weitergefiihrt. Die
Optimierung eines apparativen Aufbaus, um Monolithkapillarsaulen in Edelstahl- und/
oder PEEK-Kapillaren bei 90°C mit reproduzierbarer monolithischer Struktur herzu-
stellen, erschien zu diffizil. Dartiber hinaus wére fiir eine notwendige Vergrofierung
der Oberflache eine Verkleinerung der Porengrofle erforderlich gewesen. Die bisherigen
Reaktionsbedingungen wéren aufgrund der im Allgemeinen geringen Loslichkeit aber
kaum zu verindern gewesen (vgl. Diplomarbeit ®*?), Der kritischste Punkt war die er-
forderlich hohe Reaktionstemperatur, die auch unter Beriicksichtigung der Arbeiten von
Hosova et al. mindestens 80 °C betragen musste und somit die als Porogene einsetzbaren

Losungsmittel limitierte.

4.3 Monolithsynthese mit GE 100 und GE 500

Die Monolithsynthesen wurden schlief3lich mit den von der Firma Raschig GmbH (Lud-
wigshafen) zur Verfiigung gestellten Monomeren GE 100 und GE 500, deren Struktu-
ren in Abbildung angegeben sind, in Anlehnung an die Arbeiten von PESKOLLER et
al. %] weitergefiihrt. GE 100 ist ein Glyceroltriglycidylether, der bisher von zwei weite-
ren Gruppen fiir die Herstellung epoxidbasierter Monolithe durch Reaktionen mit Ami-
nen verwendet wurde. In aktuellen Arbeiten von TaLesI et al.® wurde GE 100 mit
Ethylendiamin in PEG 1000 und 1-Decanol als Porogenmischung bei 80 °C fiir 22 h in
Quarzglaskapillaren (ID 100 um, OD 375 um) polymerisiert und fiir die Trennung klei-
ner und grofler Molekiile mit unterschiedlichen Fliissigchromatographietechniken ein-

195

gesetzt. Von der Gruppe um Ircum ! wurde ein Glyceroltriglycidylether der Firma Po-

lysciences Europe GmbH (Eppelheim) mittels Emulsionspolymerisation in Mischung mit
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Abbildung 4.14. Strukturen der fiir die Monolithsynthese eingesetzten Monomere
GE 100 und GE 500 sowie die Struktur des von PESKOLLER et al.'™¥ eingesetzten Mo-
nomers Polypox R9. Die Wiederholungseinheit n ist unbekannt und wurde fiir GE 500
mit n=>5 als Orientierungswert angenommen.

weiteren Epoxidmonomeren ebenfalls bei 80 °C umgesetzt und der Monolith hinsichtlich
seiner Struktur und Oberflachenfunktionalitit untersucht. GE 500 ist wie das von PEs-
xoLLER et al.'*] eingesetzte Monomer Polypox R9 von UPPC (Mietingen) im Vergleich
ein hoher funktioneller Polyglycidylether auf Basis von Polyglycerol, der in alle drei
Ebenen verzweigt sein kann. Polyfunktionelle Glycidylether sind technische Produkte,
die hauptsichlich als Vernetzer in Epoxidharzen eingesetzt werden™. Das bedeutet,
dass, obwohl die Strukturen in Abbildung fir GE 500 und Polypox R9 identisch an-
gegeben werden, es sich tatsidchlich um unterschiedliche Mischungen handeln kann. Die
Wiederholungseinheit n ist unbekannt und wurde fiir GE 500 aufgrund der Bezeichnung
,500“ mit n =5 als Orientierungswert angenommen.

In der vorliegenden Arbeit wurden GE 100 und GE 500 in einer Autopolymerisation im
Gegensatz zu TEPIC bei Raumtemperatur polymerisiert. Nach einem Porogenscreening
wurde der Einfluss des Porogenanteils auf die Rigiditat und die pordse Struktur von
Monolithen, die mit GE 500 hergestellt wurden, untersucht. Mit einem ausgewéhlten
Material wurden schlieB8lich mit einem rekombinanten Protein A funktionalisierte Mo-

nolithkapillarsdulen und -disks zur Isolierung von IgG aus Kaninchenserum hergestellt.

4.3.1 Porogenscreening

Fiir die Monolithsynthesen mit GE 100 und GE 500 musste zuerst ein Porogenscreening
durchgefithrt werden, um empirisch eine Mischung zu finden, mit der sich die Mono-
mere jeweils mischten und die fiir das Polymer eine Phasenseparation induzierte. Hau-
fig werden bei Monolithsynthesen mit bestimmten Monomermischungen bewéhrte Po-
rogenmischungen eingesetzt!W. In Anlehnung an die Arbeiten von PESKOLLER et al. [
wurden deshalb fiir GE 100 und GE 500 als Porogenmischungen
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Tabelle 4.2. Ergebnisse des Porogenscreenings mit Mischungen bestehend aus Tolu-
ol, 1,4-Dioxan (Dioxan) und Methyl-tert-butylether (MTBE), die jeweils mit 80, 60 und
40 Vol.-% eingesetzt wurden. Dabei bedeuten v' = Phasenseparation eingetreten und X =
keine Phasenseparation eingetreten.

Monomer Toluol/MTBE (3:2) Dioxan/Toluol (1:4) Dioxan/MTBE (2:3)
80 60 40 80 60 40 80 60 40

GE 100 vV v X X X X v X X
GE500 X X X X X X 4 4 X

+ Toluol/MTBE (3:2),
« 1,4-Dioxan/Toluol (1:4),
« 1,4-Dioxan/MTBE (2:3)

eingesetzt. Weil das Eintreten einer Phasenseparation nicht nur von der Zusammenset-
zung des Porogens sondern auch von dessen Anteil in der Polymerisationslosung ab-
hangt, wurde zudem auch der Anteil mit 40, 60 und 80 Vol.-% variiert. Unter Beriicksich-
tigung der Tatsache, dass die Porositat maximal und idealerweise auch dem eingesetzten
Porogenvolumenanteil entspricht, wire mit einem geringeren Anteil als 40 Vol.-% die Po-
rositat des Monoliths fiir eine chromatographische Anwendung zu gering und mit einem
héheren Anteil als 80 Vol.-% der Monolith aller Voraussicht nach zu wenig vernetzt und
dadurch nicht ausreichend rigide gewesen. Die Polymerisationen wurden mit Bortrifluo-
ridetherat als Katalysator in Gewindeglaschen bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Fotos
der Monolithe sind in Abbildung gezeigt.

Die Monomere mischten sich mit allen Porogenen, die Phasenseparation setzte aber
zu unterschiedlichen Zeitpunkten ein. Im Fall von GE 500 trat bei allen Ansétzen mit
80 Vol.-% Porogen unmittelbar nach dem Mischen ein Niederschlag auf. Mit GE 100 war
eine sofortige Triibbung nur in der Mischung Toluol/MTBE mit 80 Vol.-% zu beobachten,
alle anderen Losungen blieben klar. Mit dieser Porogenmischung und GE 100 war die Po-
lymerisation bereits nach 60 min bei allen Ansétzen beendet und die Phasenseparation
bei denen mit 80 Vol.-% und 60 Vol.-% Porogen eingetreten. Die Polymerisationen von
GE 100 in der Mischung 1,4-Dioxan/Toluol mit 80 und 60 Vol.-% waren nach 120 min
und alle anderen Reaktionen erst nach weiteren Stunden beendet. Bei den Ansétzen mit
GE 500 trat generell nach 60-120 min keine erkennbare Veranderung der Triibung bzw.
Phasenseparation mehr ein. Nur bei Losungen von GE 500 in Toluol/MTBE blieben Po-
rogeniiberstande zuriick. Aus den in Tabelle [4.2) zusammengefassten Ergebnissen geht
hervor, dass eine vollstandige Phasenseparation im Sinne eines harten, weiflen Mono-

lithblocks nur bei den folgenden Ansétzen eintrat:
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A B

Toluol/MTBE (3:2)

1,4-Dioxan/MTBE (2:3)

Abbildung 4.15. Monolithblocke, die mit (A) GE 100 bzw. (B) GE 500 als Monomer und
1,25 Vol.-% Bortrifluoridetherat (1:10) als Katalysator in drei verschiedenen Porogenmi-
schungen hergestellt wurden. Die Porogenmischungen wurden jeweils mit 80, 60 und
40 Vol.-% (von links nach rechts) eingesetzt.
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« GE 100

— Toluol/MTBE (80 Vol.-%),
— Toluol/MTBE (60 Vol.-%),
- 1,4-Dioxan/MTBE (80 Vol.-%),

« GE 500

- 1,4-Dioxan/MTBE (80 Vol.-%),
- 1,4-Dioxan/MTBE (60 Vol.-%).

Auffallend war, dass eine Phasenseparation bei beiden Monomeren erst mit einem Anteil
von mindestens 60 bzw. 80 Vol.-% eintrat. Und obwohl sich durch Polymerisation beider
Monomere ein Polyethernetzwerk ausbildete, waren die geeigneten Porogenmischun-
gen fiir GE 100 und GE 500 dhnlich aber nicht identisch. Eine Erklarung ist zum einen
die unterschiedliche Polaritat der Monomere und folglich auch der Polymere. Daneben
wird auch der unterschiedliche Vernetzungsgrad aufgrund ungleich hoher Epoxidfunk-
tionalitaten pro Monomermolekiil eine wesentliche Ursache fiir ein unterschiedliches
Prazipitationsverhalten gewesen sein. Die Mischung 1,4-Dioxan/Toluol fithrte mit kei-
nem Monomer zu einem geeigneten Monolith. Auflerdem schien Toluol fiir die Mono-
lithsynthese mit GE 500 im Gegensatz zu der mit GE 100 kein geeignetes Coporogen in
den eingesetzten Mischungsverhiltnissen zu sein. Weder in Mischungen mit 1,4-Dioxan
noch mit MTBE trat eine vollstindige Phasenseparation ein. Mit GE 100 trat sie hin-
gegen mit der Mischung Toluol/MTBE mit Porogenanteilen von 80 und 60 Vol.-% ein.
Die Mischung 1,4-Dioxan/MTBE fiithrte mit beiden Monomeren zu phasenseparierten
Monolithen. Die Ergebnisse stimmten somit mit der These von Svec™ aus seiner Ver-
offentlichung, in der er feststellt ,The choice of porogens for the preparation of porous
polymer monoliths remains an art rather than science®, iiberein.

Materialien, die nicht phasenseparierten, sondern nach der Polymerisation als transpa-
rente Blocke vorlagen, beinhalteten zu kleine Poren und hatten als stationare Phase zu
hohe Gegendriicke verursacht bzw. wiren fiir Eluenten undurchléssig gewesen. Die als
Tragermaterial in Frage kommenden Materialien reduzierten sich deshalb auf die voll-
standig phasenseparierten. Sie wurden getrocknet und ihre Morphologie mittels ESEM
untersucht.

Die Morphologien unterschieden sich dabei je nachdem mit welcher Porogenmischung
die Monolithe bzw. bei gleicher Mischung mit welchem Porogenanteil sie hergestellt
wurden. Mit GE 100 ergab die Mischung 1,4-Dioxan/MTBE selbst bei einem Porogenan-
teil von 80 Vol.-%, wie in Abbildung (A) zu erkennen, eine dichte Struktur, die keine
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]jioxan/ MTBE (60 Vol.-%)

Abbildung 4.16. ESEM-Aufnahmen von Monolithen, die mit dem Monomer (A) GE 100
oder (B) GE 500 und 1,25 Vol.-% Bortrifluoridetherat (1:10) als Katalysator in verschiede-
nen Porogenmischungen (wobei 1,4-Dioxan (Dioxan), Methyl-tert-butylether (MTBE))
mit unterschiedlichen Volumenanteilen hergestellt wurden.
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Abbildung 4.17. ESEM-Aufnahmen von Monolithen, die mit (A) GE 100 als Mono-
mer in Toluol/Methyl-tert-butylether (MTBE) (3:2, 80 Vol.-%) als Porogen und 1,25 Vol.-%
Bortrifluoridetherat (1:2) als Katalysator bzw. die mit (B) GE 500 als Monomer in 1,4-
Dioxan/Methyl-tert-butylether (2:3, 80 Vol.-%) als Porogen und 1,25 Vol.-% Bortrifluorid-
etherat (1:2) als Katalysator hergestellt wurden.

Makroporen aufwies. Eine korallenartige und makropordse Struktur wies hingegen der
Monolith, der in 60 Vol.-% Toluol/MTBE hergestellt wurde, auf. Durch Steigerung des
Anteils von 60 auf 80 Vol.-% lag eine homogene aus globuldren Clustern zusammenge-
setzte Struktur mit einem vernetzten Porensystem vor.

Von dem Monolith, der mit GE 500 in der Mischung 1,4-Dioxan/MTBE mit einem Anteil
von 60 Vol.-% hergestellt wurde, ist in Abbildung[4.16|(B) eine Aufnahme einer durch den
Schnitt entstandene Spalte gezeigt. Es war zwar eine pordse Struktur zu erkennen, in der
die Poren aber als geschlossenes System vorlagen und kein Porennetzwerk bildeten. Wie
bei GE 100 in Toluol/MTBE ergab die Steigerung des Porogenanteils von 60 Vol.-% auf
80 Vol.-% eine erhebliche Anderung der Morphologie. Auch hier wurde sie schliellich
globuldr und wies vernetzte Porenkanéle auf. Die Struktur war aber im Vergleich zu der
von GE 100 in Toluol/MTBE hinsichtlich der Clustergréfien weniger homogen.

Nach dem Porogenscreening und der anschliefenden Strukturuntersuchung ergaben

sich zwei geeignete Mischungen fiir die Herstellung von Monolithen:

« GE 100 in Toluol/MTBE (3:2) mit 80 Vol.-%,

« GE 500 in 1,4-Dioxan/MTBE (2:3) mit 80 Vol.-%.

Als Katalysator wurde bei allen Ansatzen bisher Bortrifluoridetherat 1:10 in 1,4-Dioxan
verdiinnt und mit einem Anteil von 1,25 Vol.-% eingesetzt. Mit geringerer Katalysator-
konzentration (1:12, 1:14, 1:16, 1:18, mit 1,25 Vol.-%) triibten sich die Ansétze mit GE 100,
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4.3. Monolithsynthese mit GE 100 und GE 500

ein Feststoffblock bildete sich aber nicht, die Ansatze blieben fliissig. Mit GE 500 poly-
merisierten die Ansitz zu Feststoffen, wurden aber mit zunehmender Katalysatorver-
dinnung weicher und die Porogeniiberstinde nahmen zu. Bei hoherer Katalysatorkon-
zentration (1:2, mit 1,25 Vol.-%) trat die Phasenseparation wie erwartet schneller ein,
die Monolithe wiesen wider Erwarten aber keine merklich hartere Konsistenz auf. Auf
den ESEM-Aufnahmen in Abbildung war zudem auch keine Verdnderung der Po-
rengrofle und Struktur zu erkennen. Bortrifluoridetherat wurde deshalb fiir weitere Mo-
nolithsynthesen weiterhin 1:10 verdiinnt eingesetzt. Eine Polymerisationslosung, bei der
sofort nach dem Mischen Polymer ausflockte, hitte spater bei der Herstellung von Mono-
lithsdulen bzw. -disks bei der Uberfithrung der Losung zur Blockierung der Kartuschen

fithren konnen.

4.3.2 Variation des Porogenvolumenanteils

Im Folgenden wurden Monolithsynthesen nur noch mit GE 500 als Monomer durchge-
fithrt. Fiir GE 500 sprach die der Struktur nach héhere Funktionalitdt an Epoxidgrup-
pen, die sowohl fiir die Polymerisation als auch fiir die Funktionalisierung gebraucht
wurden. Nachdem sich im Porogenscreening die Mischung 1,4-Dioxan/MTBE (2:3) als
am geeignetsten erwiesen hatte, wurde nun der minimale fiir eine Phasenseparation
notwendige Porogenanteil ermittelt und der Einfluss des Porogenanteils auf die Po-
rositat, Porengrofie und Harte untersucht. Dafiir wurde der Porogenanteil von 80 auf
70 Vol.-% in ein Prozent-Schritten reduziert. Die Analyse der pordsen Eigenschaften er-
folgte duch Quecksilber-Intrusionsporosimetriemessungen und die Morphologie wurde

mittels ESEM visualisiert. Die Harte wurde nach SHORE A bestimmt.

A Morphologie und Porosimetrie

Monolithsynthesen, bei denen entweder nur MTBE oder nur 1,4-Dioxan als Porogene
mit steigendem Anteil von 10 bis 90 Vol.-% in fiinf Prozent-Schritten eingesetzt wurden,
zeigten, dass MTBE fiir das Polymer das schlechtere Losungsmittel war. Aufnahmen der
Ansitze sind in Abbildung[4.18|gezeigt. Mit MTBE als Porogen (A) trat eine Phasensepa-
ration ab einem Anteil von 30 Vol.-% ein und ab einem Anteil von 50 Vol.-% blieben mit
steigendem Anteil immer mehr Uberstinde zuriick. Eine Phasenseparation mit MTBE
trat demnach bei einem Volumenverhailtnis von GE 500 zu MTBE im Bereich von 2,3-1,2
ein. Im Gegensatz dazu trat mit 1,4-Dioxan als Porogen (B) bei keinem Ansatz eine Pha-
senseparation ein, aber alle Ansatze polymerisierten und es blieben keine Porogeniiber-
stande zuriick. Durch den Dioxananteil in der Porogenmischung beider Losungsmittel

(1,4-Dioxan/MTBE (2:3)) waren 50 Vol.-% der minimale Porogenanteil, ab dem eine Pha-
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Abbildung 4.18. Ansitze mit GE 500 als Monomer, 1,25 Vol.-% Bortrifluoridetherat
(1:10) als Katalysator in (A) Methyl-tert-butylether (MTBE) bzw. (B) 1,4-Dioxan als Po-
rogen mit variierendem Volumenanteil.

senseparation erst induziert wurde. Das Volumenverhéltnis GE 500 zu MTBE musste

demnach mindestens 1,7 betragen.

Die ESEM-Aufnahmen in Abbildung zeigten, dass bei Monolithen, die mit 50 und
60 Vol.-% hergestellt wurden, ein geschlossenes Porensystem vorlag und sich die Mor-
phologie ab 70 bzw. 71 Vol.-% zu einer globuldren und makropordsen Struktur verdnder-

te. Mit steigendem Porogenanteil nahm die Porengrofie wie erwartet zu.

Die Porositat und Porengrofie wurden erst fiir Ansétze ab 70 Vol.-% bestimmt. Fiir Mo-
nolithe, die mit weniger Porogenanteil hergestellt wurden, wiren die Ergebnisse auf-
grund des geschlossenen Porensystems, das fiir das Quecksilber unzugianglich gewesen
wire, nicht aussagekraftig gewesen. Die Ergebnisse wurden in Tabelle [4.3|zusammenge-
stellt und die Porengréflenverteilungen graphisch in Abbildung (vgl. Quecksilber-
Intrusionskurven in Abbildung (A) auf Seite dargestellt. Wie schon auf den
ESEM-Aufnahmen erkennbar ist, nahmen Porengrofie und Porositat mit steigendem Po-
rogenanteil zu, wobei die Differenz zwischen eingesetztem Porogenanteil und ermittel-
ter Porositét ca. 10 % betrug. Eine Ausnahme war der 70 Vol.-%-Monolith, bei dem die
Abweichung, vermutlich wegen eines noch teilweise vorhandenen geschlossenen Po-
rensystems, 20 % betrug. Bei allen Proben lag eine weitgehend monomodale Porengro-
Benverteilung vor. Die Porengrofie verzehnfachte sich bei Steigerung des Porogenan-
teils um ca. 10 Vol.-%, wohingegen sich die spezifische Oberfliche gleichzeitig halbierte.
Die groBte spezifische Oberflache von 9m? g™ des 70 Vol.-%-Monoliths ist im Vergleich
zu 89m? g’!, die z. B. Luo et al. ** mit GMA/EDMA-Monolithen erhielten, gering. Die

epoxidbasierten Monolithe, die TALEBI et al.™ mit GE 100 herstellten, wiesen hingegen
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50 Vol.-% 500 pm 60 Vol.-% 500 pm

75 Vol.-% 500 pm 80 Vol.-% 500 pm

Abbildung 4.19. ESEM-Aufnahmen von Monolithen, die mit GE 500 als Monomer
und 1,25 Vol.-% Bortrifluoridetherat (1:10) als Katalysator in 1,4-Dioxan/Methyl-tert-
butylether (MTBE) (2:3) als Porogen mit variierendem Volumenanteil hergestellt wur-
den.
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Abbildung 4.20. Porengrofienverteilungen (0,0007-200 MPa) von Monolithen, herge-
stellt mit GE 500 als Monomer und 1,25 Vol.-% Bortrifluoridetherat (1:10) als Katalysator
in 1,4-Dioxan/Methyl-tert-butylether (MTBE) (3:2) als Porogen mit variierendem Volu-
menanteil.

Tabelle 4.3. Pordse Eigenschaften von Monolithen, hergestellt mit GE 500 als Mono-
mer und 1,25 Vol.-% Bortrifluoridetherat (1:10) als Katalysator in 1,4-Dioxan/Methyl-tert-
butylether (MTBE) (3:2) als Porogen mit variierendem Volumenanteil.

Porogenanteil Porositit Porengrofie spezifische Oberfliche  Dichte

[Vol.-%] [%] [pm] [m?g"] [gmL"]
70 51+3 1,9+0,1 9,34+0,3 0,67 0,04
71 5743 5,2+0,1 7,94+0,2 0,57 0,02
72 59 +4 5,5+0,1 7,7 +£0,2 0,56 0,04
73 62+3 58+0,1 93+0,3 0,53 + 0,02
74 65+3 9,8 +0,2 7,34+0,2 0,47 £+ 0,02
75 66 3 11,7 +0,2 6,7 1+0,2 0,45 £+ 0,02
76 66 3 9,8 +0,2 6,5+0,2 0,47 0,02
77 69+t3 11,7 +0,2 6,51+0,2 0,46 £+ 0,02
78 67 £3 14,7 +0,3 6,8 +0,2 0,43 + 0,02
79 69+t3 18,31+04 7,94+0,2 0,43 £+ 0,02
80 69+t3 21,0+0,4 5,2+0,1 0,41 40,01
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sowohl eine geringere Porositat mit 42-62 % als auch kleinere Porengréfien im Bereich
von 0,7-1,7 pm auf. Und trotz kleinerer Poren waren auch die erzielten spezifischen Ober-
flichen mit 1-4 m? g’! geringer.

Interessant ist der Vergleich des 80 Vol.-%-Monoliths mit dem aus den Arbeiten von PEs-
KOLLER et al., der ebenfalls mit 80 Vol.-% der Porogenmischung 1,4-Dioxan/MTBE (2:3),
gleichem Katalysator sowie gleicher Katalysatormenge und mit dem zu GE 500 struktur-
ahnlichen Monomer Polypox R9 hergestellt wurde. Obwohl sich die Materialien daher in
ihren pordsen Eigenschaften sehr dhnlich sein sollten, unterschieden sie sich neben ei-
ner zumindest gleich hohen Porositat (71 % zu 69 %) erheblich in ihrer Porengrofle. Diese
betrug mit Polypox R9 1 um und war somit um den Faktor 20 kleiner. Eine vergleichbare
Porengrofie von 20 pm erhielten sie mit der Porogenmischung Toluol/MTBE (3:2), die im
Gegenteil fiir GE 500 mit keinem Porogenanteil eine geeignete Mischung war. Ein Ver-
gleich der spezifischen Oberflache ist nicht moglich, weil in der Veroffentlichung von
PESKOLLER et al. dazu keine Angabe gemacht wurde. Diese Unterschiede sprechen dafiir,
dass, wie bereits erwahnt, es sich bei Polypox R9 und dem in dieser Arbeit eingesetzten
GE 500 um unterschiedliche Mischungen handelte, mit denen unter gleichen Reaktions-
bedingungen synthetisierte Monolithe unterschiedliche porése Eigenschaften besaflen

bzw. sich auch unterschiedliche Porogenmischungen fiir die Synthese eigneten.

B Hirtebestimmung nach SHORE A

Die Hartemessung nach SHORE A ist ein Verfahren zur Bestimmung der Harten von
Elastomeren. Die Messung der Harte von Monolithen ist bisher nur durch Bestimmung
der Kompressibilitat, d. h. durch Messung ihrer Gegendriicke, beschrieben. Um aber die
tatsachliche Harte bzw. Rigiditat eines monolithischen Materials quantifizieren zu kon-
nen, wurde nach einem geeigneten Verfahren gesucht und aufgrund einer zu Elastome-
ren dhnlichen Konsistenz die Bestimmung nach SHORE A auf Monolithe angewendet.
Es wurden die Héarten von Monolithen, die mit 60, 70, 75 und 80 Vol.-% hergestellt wur-
den, bestimmt. Dafiir wurden Monolithblocke mit einem Durchmesser von ca. 22 mm in
Gewindeglaschen mit einem Durchmesser von 27,5 mm hergestellt, die in 6-8 mm dicke
Scheiben zersagt wurden. Ein Foto von ihnen ist in Abbildung gezeigt. Die Messun-
gen wurden pro Monolithprobe mit mehreren Scheiben und sowohl am Rand als auch
mittig gemessen. Die Werte schwankten dabei in Abhangigkeit der vermessenen Scheibe
und der Messstelle, was auf Inhomogenitat des Materials sowohl in der Lange als auch in
der Breite schlieffen lief3. Die Schwankungen betrugen beim Monolith, der mit 60 Vol.-%
hergestellt wurde, 13 Einheiten. Bei den anderen drei Blocken schwankten die Héarten

um 5-9 Einheiten. Die Harte der Monolithe nahm mit steigendem Porogenanteil, mit
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KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Abbildung 4.21. Hergestellte Monolithscheiben fiir die Hartemessung nach SHORE A.

dem sie hergestellt wurden, erwartungsgemaf} ab. Der 60 Vol.-%- und 70 Vol.-%-Monolith
wiesen beide im Mittel eine Harte von 51 auf. Die Harte nahm dann deutlich ab. Die des
75 Vol.-%-Monoliths betrug im Mittel 39 und die des 80 Vol.-%-Monoliths nur noch 11.
Aus diesen Messungen geht zusammen mit den Porositidtsuntersuchungen hervor, dass
ein steigender Porogenanteil zwar zu hoheren Porositiaten und grofieren Durchflusspo-
ren fiithrte, die fiir eine gute Permeabilitat der Monolithe sorgen, gleichzeitig aber auch

die Reduzierung der Rigiditdt durch eine geringere Vernetzung zur Folge hatte.

4.3.3 Praparation von Kapillarsiulen und Disks

Fir die Herstellung monolithischer Kapillarsdulen wurde von den Mischungen mit 70-
80 Vol.-% Porogen der Ansatz mit GE 500 in 75 Vol.-% 1,4-Dioxan/MTBE (2:3) gewahlt.
Diese Monolithe kombinierten eine hohe Porositit von 66 %, 12 um grofien Poren, eine
spezifische Oberflache von ca. 7m* g’ und eine mittlere SHORE-A-Hérte von 39. Mate-
rialien, hergestellt mit geringerem bzw. hoherem Porogenanteil, wiaren weniger pords
bzw. weicher gewesen. Die Monolithkapillarsdulen wurden in Edelstahlkapillaren mit
einem Innendurchmesser von 500 pm und einer Lange von ca. 8 cm in situ hergestellt.
Nach Mischung der Reaktionslosung in einem Gewindeglaschen (V =2 mL) wurde die
Kapillare durch das Septum der Kappe gestochen, die sich durch einen Uberdruck ohne
auflere Druckeinwirkung fiillte. Sie wurde daraufhin an beiden Enden mit Anschluss-
stiicken und einer Kappe verschraubt und senkrecht, damit das Polymer sedimentieren
konnte, bei Raumtemperatur, wie in Abbildung[4.22] gezeigt, gelagert. Nach Offnung der
Saulen war in der Regel an beiden Enden kein phasenseparierter Monolith vorhanden,
sodass die Kapillaren so lange gekiirzt wurden, bis der Monolith zu erkennen war. Da-

mit die Sdulen nach Kiirzung noch an die HPLC-Anlage angeschlossen werden konnten,
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Abbildung 4.22. Lagerung von Kapillarsdulen wahrend der Praparation. Beide Enden
wurden mit Anschliissen und Kappen verschraubt.

mussten sie fiir die Praparation erfahrungsgemaf3 auf ca. 8 cm zugeschnitten werden.
Weil die Saulen stets, eventuell aufgrund einer Schrumpfung, gekiirzt werden mussten
und die Monolithe nicht auf die Bildung von Blasen oder Spalten in der Edelstahlsdule
untersucht werden konnten, wurden als zweites Format Monolithdisks hergestellt. Das
Diskformat erméglicht zudem hohere Flussraten bei gleichbleibendem oder sogar nied-
rigerem Gegendruck als bei Verwendung von Saulen, wodurch wiederum die Effizienz
gesteigert wird®®. Anfinglich wurde die Idee verfolgt, dickere Monolithsiulen herzu-
stellen und diese in entsprechender Dicke zuzuschneiden. Dazu wurden Tests mit PVC-
Schldauchen durchgefiihrt, die in einen Monolithblock einpolymerisiert werden sollten
und aus denen sich der Monolith leicht herausdriicken liefle. Der Schlauch wurde zum
einen sofort nach dem Mischen und zum anderen zum Zeitpunkt des Eintretens der Pha-
senseparation zur Polymerisationslosung gegeben. In beiden Fallen storte der Schlauch
die Polymerisation, sodass eine vollstandige Phasenseparation ausblieb. Auch bei Einsatz
von Silikonschlauchen blieb die Phasenseparation aus. Ursache konnten die in Kunst-
stoffschlduchen vorhandenen Weichmacher gewesen sein, die durch die Losungsmittel
1,4-Dioxan und MTBE herausgelost wurden. Ein Versuch, in dem dieselbe Polymeri-
sationslosung einmal ohne Schlauch und zweimal mit PVC-Schlauchen polymerisiert
wurde, bestitigte, wie in Abbildung zu sehen, eindeutig, dass bei der Losung oh-
ne Schlauch wie erwartet die Phasenseparation eintrat (A) und sie bei Anwesenheit des
Schlauchs ausblieb (B + C).

Der Ansatz, die Monolithdisks aus einer Sdule zuzuschneiden, wurde deshalb verworfen.
Sie wurden darauthin in ihrem Endformat in situ polymerisiert. Als Kartusche diente ein

Inline-Solvent-Filter, der normalerweise, hinter einer HPLC-S4ule angeschlossen, als Fil-
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Abbildung 4.23. Drei Ansétze mit identischer Polymerisationslosung bestehend aus
GE 500 als Monomer mit 1,25 Vol.-% Bortrifluoridetherat (1:10) in 75 Vol.-% Porogen (1,4-
Dioxan/Methyl-tert-butylether (MTBE) (2:3)), (A) phasenseparierter Ansatz ohne PVC-
Schlauch, (B + C) Ansitze mit PVC-Schlduchen, bei denen eine Phasenseparation aus-

blieb.

ter dient. Die enthaltene Fritte wurde entfernt und die Monolithdisks in der freien Mulde
(7 X 2 mm), wie sie in Abbildung zu sehen ist, polymerisiert. Der Filter bot die Vor-
teile, dass er fest verschraubbar war und mit Standard HPLC-Anschlissen direkt an die
Anlage angeschlossen werden konnte. Auflerdem war er schon dahingehend optimiert,

dass der Fluss sich auf die gesamte Oberflaiche der Monolithdisk verteilte.

Fir die Befiillung wurde die Reaktionsmischung, die in einem Gewindegldaschen ange-
setzt wurde, mit einer Spritze aufgezogen. Die Spritze konnte mit dem Inline-Solvent-
Filter mit Hilfe eines Anschlussstiicks und durch Verwendung einer 1,6 mm (1/16”) dicken
Kantile verschraubt werden. Die Losung wurde oben eingespritzt, bis sie unten heraus-
tropfte. Darauthin wurde der Filter mit einem Blindstopfen verschlossen und der Aufbau,
wie er in Abbildung (A) abgebildet ist, belassen. Das Eintreten der Phasenseparati-
on konnte anhand der in der Spritze zuriickgelassenen Losung beobachtet werden. Etwa
die Halfte aller praparierten Monolithdisks wiesen mittig an der Stelle der Durchgangs-
bohrung, wie in Abbildung (A) zu erkennen, ein Loch auf. Durch das Einschrauben
des Blindstopfens konnte Fliissigkeitsvolumen an der Stelle verdrangt worden sein. Dies
wurde vermieden, indem an das untere Ende des Filters nicht direkt der Blindstopfen
eingeschraubt, sondern zunéchst eine Kapillare, die schliellich, wie in Abbildung
(B) gezeigt, mit einer Kappe verschlossen wurde. Derart hergestellte Monolithdisks wie-
sen keine mittigen Lochfehlstellen mehr auf und sind ebenfalls in Abbildung (A)
gezeigt. Die Stelle war aber noch als abgegrenzt zu erkennen und stellte auch in HPLC-

Experimenten durch den dort auftreffenden Fluss noch eine mogliche ,Sollbruchstelle®
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Abbildung 4.24. Apparativer Aufbau fiir die Herstellung von Monolithdisks in einem
Inline-Solvent-Filter. Die Filter wurden (A) mit einem Blindstopfen oder (B) mit einer
Kapillare und einer Kappe verschlossen.

dar. Die Monolithdisks wiesen ein deutliches Schrumpf- und Quellverhalten auf. Im tro-
ckenen Zustand schrumpften sie schnell, wie in Abbildung (B) zu erkennen ist,

quollen aber nach Benetzung wieder und fiillten das Volumen aus.

4.3.4 Affinitatsexperimente

Die Funktionalisierung von Monolithsdulen und -disks, deren Herstellung in Abschnitt
4.3.3| auf Seite beschrieben wurde, erfolgte mit einem rekombinanten Protein A
(Genbank-Nummer YP_498670), um in einem Affinitdtsexperiment IgG aus Kaninchen-

3291 7u isolieren. Protein A wird in ur-

serum, zu dem es eine hohe Affinitat aufweist!
spriinglicher Form aus dem Bakterium Staphylococcus aureus gewonnen " und bindet
IgG nicht iiber die F,y- (Antigen-binding Fragment) sondern tiber die F.-Region (crystal-
lizable Fragment) und schiitzt sich somit vor einer Inmunabwehr®*. Das System Pro-
tein A/IgG ist ein in der Affinitdtschromatographie im groflen Maf3stab eingesetztes Bin-

dungspaar >

I und eignete sich deshalb zum Vergleich der in dieser Arbeit hergestellten
Monolithe mit kommerziell erhéltlichen Materialien. Protein A eignete sich auch wegen

seiner Temperatur- und pH-Wert-Stabilitét als ein relativ robustes Protein.
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Abbildung 4.25. Monolithdisks (7 x 2mm, 77 L), die mit GE 500 als Monomer
und 1,25 Vol.-% Bortrifluoridetherat (1:10) als Katalysator in 75Vol.-% Porogen (1,4-
Dioxan/Methyl-tert-butylether (MTBE) (2:3)) in Inline-Solvent-Filtern hergestellt wur-
den. In (A) sind Monolithdisks mit mittigem Loch bzw. ohne Fehlstelle und in (B) ge-
schrumpfte Monolithdisks abgebildet.

Die Edelstahlkapillaren mussten vor der in-situ-Polymerisation fiir die kovalente Anbin-
dung des Monoliths silanisiert werden. Andernfalls wurden die Monolithkapillaren beim
Anlegen eines Flusses aus der Kapillare gedriickt. In Abschnitt[2.4.2)auf Seite[38]sind gan-
gige Funktionalisierungstechniken fiir Aminoliganden an epoxidbasierte Trager zusam-
mengestellt. Die Monolithkapillaren (60 x 0,5 mm, OD 1/1¢”, 12 pL) wurden anfinglich
mit der unkompliziertesten Technik, der Epoxid-Methode, funktionalisiert, weil sie ein-
fach durchzufithren war und der Monolith nicht weiter behandelt werden musste. Als
Aminofunktionen dienten die Lysin-Seitenketten des Proteins. Die Sdule wurde mit Car-
bonatpuffer (pH 9,6), in dem auch rekombinantes Protein A fiir den Immobilisierungs-
schritt gelost wurde, konditioniert. Die Proteinkonzentration wurde mit 10 mg mL™ ho-

r 338 {iblicherweise mit 0,3-8 mg mL™! angegeben, gewihlt. Durch

her, als in der Literatu
die daraus resultierende hohere Proteindichte auf der Saule sollte die relativ langsame
Reaktionskinetik 3930 der Epoxid-Methode effektiviert werden. Die Funktionalisierung
erfolgte statisch. Die Sdule wurde mit der Proteinlésung befiillt und anschlieffend ver-
schlossen. Sie konnte aus technischen Griinden nicht, wie in der Literatur ®*® oft be-
schrieben, zirkuliert werden. Das Ziel der ersten Experimente war es, zu untersuchen,
ob sich die Monolithkapillaren funktionalisieren lieen und in welcher Gréflenordnung
ihre Kapazitit lag. Deshalb wurde die Funktionalisierung > bereits nach 18 h bei 30 °C
anstelle mehrerer Tage Immobilisierungszeit beendet und mit Tris ™73 geblockt. Nach

338

Literaturangabe **¥ erfolgt die Kopplung vor allem innerhalb der ersten 24 h, wobei eine

hohere Temperatur die Kinetik begiinstigt. Die Injektion des Kaninchenserums (1:10 in
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Abbildung 4.26. Chromatogramm von eluiertem Immunglobulin G (IgG) aus Kanin-
chenserum (1:10 in PBS, pH 7,6), Chromatographische Bedingungen: Monolithkapillar-
séule (60 x 0,5mm, OD 1/16”, 12 L), hergestellt mit GE 500 als Monomer und 1,25 Vol.-%
Bortrifluoridetherat (1:10) als Katalysator in 75 Vol.-% Porogen (1,4-Dioxan/Methyl-tert-
butylether(MTBE) (2:3)), Flussrate 0,4 mL min™, manuelle Injektion von 100 uL. Serum
(1:10), A = 280 nm, Waschpuffer PBS (A, pH 7,6), Elutionslésung Glycin-HCI (B, pH 2,2),
7min A, 3min B, 5min A (—). Optische Dichte der eluierten Fraktionen (—e—).

PBS, pH 7,6) auf die Saule erfolgte manuell mit einer Spritze. Sie wurde daraufhin mit
Anschlussstiicken an die HPLC-Anlage angeschlossen. An einen Waschschritt mit PBS
(pH 7,6), in dem alle nicht gebundenen Substanzen von der Saule gewaschen wurden,
schloss sich der Elutionsschritt mit einer Glycin-HCI-Losung (pH 2,2) an. Durch den
stark erniedrigten pH-Wert sollte die Bindung zwischen IgG und rekombinantem Prote-
in A gebrochen werden. Bei einer Flussrate von 0,4 mL min™ betrug der Gegendruck ca.
60 bar (6 MPa). Ein ausgewihltes Chromatogramm ist in Abbildung dargestellt, in
dem ein Signal (tr = 7,96 min) wihrend der Elutionsbedingungen (Glycin-HCl-Lésung,
pH 2,2) und ein weiteres (g = 11,04 min) kurz nach dem Pufferwechsel detektiert wur-

den.

Fir die qualitative Analyse, ob es sich bei den eluierten Substanzen um IgG handelte,
wurden die Elutionsvolumina fraktioniert und massenspektrometrisch mittels MALDI-
TOF-MS untersucht. Zum Vergleich wurde kommerziell erworbenes aufgereinigtes IgG

gemessen und eine Molekiilmasse von ca. 144 kDa detektiert. Fiir den Nachweis von IgG
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KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

in den Fraktionen reichte aber die Sensitivitat nicht aus. Die Analyse erfolgte daraufhin
mit einem Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA). Dabei wurde das eluierte IgG
in einer Mikrotiterplatte (high binding) fraktioniert und in einem Inkubationsschritt an
die Kavitdten gebunden. Anschliefend wurden frei gebliebene Stellen mit Casein ge-
blockt, damit das zugegebene Anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase-Konjugat selektiv nur an
das immobilisierte IgG und nicht zusitzlich an die Kavitit gebunden wurde. Uberschiis-
siges Konjugat wurde durch einen Waschschritt entfernt. Die Zugabe der TMB-Losung
induzierte durch Reaktion mit der Peroxidase ein Farbsignal, das photometrisch ausge-
lesen wurde. Hiatte es sich bei der eluierten Substanz nicht um IgG gehandelt, hatte kein
Konjugat binden kdnnen und eine Farbreaktion wire ausgeblieben. In den Eluatfraktio-
nen beider Signale konnte IgG nachgewiesen werden, wie die Messdaten in Uberlage-
rung mit dem Chromatogramm in Abbildung zeigen. Ob neben IgG weitere unspe-
zifisch gebundene Substanzen wie z.B. Albumine im Eluat vorlagen, konnte mit dem
ELISA aber nicht tiberprift werden. Die Elution des gebundenen IgGs erfolgte trotz des
niedrigen pH-Werts von 2,2 demnach nicht vollstandig in einem Schritt. Moglich ist, dass
durch Anderung der Salzkonzentration beim Pufferwechsel eventuell auch unspezifisch
gebunden gebliebenes IgG nochmals eluierte. Der gleiche Effekt ist in einem Chroma-
togramm von eluiertem IgG mit einer CIM® Protein A Disk von BIA Separations d.o.o.

3611 'In diesem Experiment wurden unterschiedliche

(Ajdoviéina, Slovenien) zu sehen!
IgG-Konzentrationen (2,62-0,13 mg mL™) injiziert. Das zweite Signal nach dem Puffer-
wechsel von Essigsaure, (0,5M, pH 2,5) auf Tris-HCI (20 mM, pH 7,4) zeigte bei allen
Messungen die gleiche Form und Intensitat. Das Chromatogramm wird in der Quelle
aber nicht weiter kommentiert.

Zur Bestimmung der Kapazitat wurde eine Kalibriergerade (vgl. Abbildung 3.2 (A) auf
Seite [79) mit aus Kaninchenserum aufgereinigtem IgG aufgenommen. Sie betrug dem-
nach 0,44 mg mL™" bzw. 1 mgg™, bezogen auf das Sdulenvolumen und war vergleichs-
weise gering. Mit dem GMA/EDMA-Monolith beispielsweise, den Luo et al. hergestellt
hatten und dessen hohe spezifische Oberflache schon zum Vergleich herangezogen wur-
de (vgl. Abschnitt[A]auf Seite [107), konnten 20 mg IgG g! und mit Protein A-Sepharose®
(P3391, Sigma) kénnen ca. 20 mg mL™" isoliert werden. Als Ursachen fiir die geringe Ka-
pazitit wurde zum einen eine zu geringe spezifische Oberfliache (7 m? g') aufgrund zu
grof3er Poren (12 um) und zum anderen eventuell zu wenig vorhandene funktionalisier-
bare Epoxidgruppen angenommen. Andere Funktionalisierungstechniken und eine Zir-
kulation der Proteinlésung, durch die das Protein neben Diffusion unterstiitzend durch
Konvektion zur Oberfliche des Monoliths gelangt wire, wiren vielleicht effizienter ge-
wesen, hitten aber vermutlich nicht zu einer um Gréflenordnungen hoheren Kapazitit

gefiihrt. JIANG et al. ®*¥ bestimmten in Experimenten, dass sich die Kapazitit durch Zir-
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4.3. Monolithsynthese mit GE 100 und GE 500

kulation der Immobilisierungslésung bzw. durch andere Kopplungstechniken wie die
ScHIirrsche-Base- oder CDI-Methode etwa verdoppelte.

Im Folgenden wurden analog affinitatschromatographische Experimente mit Kaninchen-
serum (1:5 in PBS, pH 7,6) und Monolithen im Diskformat (7 X 2 mm, 77 pL) durchge-
fihrt, die mit 70 und 75 Vol.-% Porogen hergestellt wurden. Das Diskformat wurde ge-
wahlt, weil der Monolith somit auf Blasen und eine eventuelle Spaltenbildung durch
Schrumpfung in der Kartusche untersucht werden konnte. Die beiden Materialien soll-
ten hinsichtlich eines Kapazitdatsunterschieds verglichen werden. Auflerdem wurden sie
jeweils sowohl mit der Epoxid-Methode bei den pH-Werten 8 und 11 als auch durch ei-
ne ScHIFFsche-Base-Reaktion funktionalisiert. Bei der Epoxid-Methode sollte iiberpriift
werden, ob ein hoherer pH-Wert die Kopplung begiinstigt. Fiir die Kopplung ist es wich-
tig, dass die zu koppelnde Aminofunktion nicht in ihrer protonierten und dadurch inak-
tiven Form fiir einen nukleophilen Angriff der Epoxidgruppe vorliegt. Mit pH 11 wurde
deshalb ein pH-Wert gewihlt, der oberhalb des pKs-Werts (e-(NHs*)) 10,28 62 von Lysin
liegt. Auflerdem betrug die Immobilisierungszeit diesmal anders als bei der Funktiona-
lisierung der Monolithkapillarsaule nicht nur 18 Stunden, sondern 8 Tage. Eine ldngere
Reaktionszeit kann aber auch die Denaturierung des Proteins bzw. stérende Wechsel-
wirkungen zwischen den Proteinen zur Folge haben®®l. Die Immobilisierung mittels
Scurrrscher-Base-Methode orientierte sich an der Literaturangabe 171,

Der Gegendruck beider Materialien betrug bei einer im Vergleich zu den Experimen-
ten mit den Monolithkapillarsdulen 5-fach so hohen Flussrate von 2 mL min™ ca. 51 bar
(5,1 MPa) und entsprach damit dem Systemdruck. Die Monolithe wiesen damit einen zu
vernachlassigenden hydraulischen Widerstand auf. Trotz einer hohen Porositét von ca.
66 % der Materialien wurde ein vom Monolith verursachter Gegendruck erwartet. Des-
halb konnte nicht ausgeschlossen werden, dass kleine Risse im Material beispielsweise
in der Mitte der Disk oder mit blolem Auge nicht zu erkennende Spalten zwischen Mo-
nolith und Filterwand, die durch die Praparationstechnik bzw. Schrumpfung entstanden
sein konnten (vgl. Abschnitt auf Seite [112), vorlagen, durch die der Eluent unge-
hindert floss.

Die Chromatogramme der Experimente sind in Abbildung[4.27|gezeigt. Zur Bestimmung
der Kapazititen, die in Tabelle zusammengestellt sind, wurde erneut eine Kalibrier-
gerade mit aus Kaninchenserum aufgereinigtem IgG aufgenommen (vgl. Abbildung
(B) auf Seite[79). Die Kapazititen der beiden Monolithmaterialien unterschieden sich bei
keiner Funktionalisierungsart merklich untereinander. Und auch die Kapazititen beider
Materialien, die mit der Epoxid-Methode bei pH 8 bzw. der ScHIirFschen-Base-Methode
hergestellt wurden, waren vergleichbar. Die Monolithdisks, die mit der Epoxid-Methode

bei pH 8 hergestellt wurden, wiesen jedoch eine ca. 3-fach hohere Kapazitit als die Mo-
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Abbildung 4.27. Chromatogramm von eluiertem Immunglobulin G (IgG) aus Ka-
ninchenserum (1:5 in PBS, pH 7,6), Chromatographische Bedingungen: Monolithdisks
(7 X 2mm, 77 uL), die mit GE 500 als Monomer und 1,25 Vol.-% Bortrifluoridetherat
(1:10) als Katalysator in (A) 70 Vol.-% und (B) 75 Vol.-% Porogen (1,4-Dioxan/Methyl-
tert-butylether (MTBE) (2:3)) hergestellt und jeweils mittels der Epoxid-Methode (pH 8
und 11) bzw. Scurrrscher-Base-Methode funktionalisiert wurden, Flussrate 2 mL min’,
manuelle Injektion von 1000 uL Serum (1:5), A = 280 nm, Waschpuffer PBS (A, pH 7.,6),
Elutionslosung Glycin-HCI (B, pH 2,2), 5min A, 3 min B, 5min A bzw. firr (B, —) 7 min

A, 5min B, 5min A.
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Tabelle 4.4. Kapazitaten von Monolithdisks (7 x 2 mm, 77 uL), die mit GE 500 als Mo-
nomer und 1,25 Vol.-% Bortrifluoridetherat (1:10) als Katalysator in 75 bzw. 70 Vol.-%
Porogen (1,4-Dioxan/Methyl-tert-butylether (MTBE) (2:3)) hergestellt und mittels der
Epoxid-Methode (pH 8 und 11) bzw. mittels ScHiFFscher-Base-Methode funktionalisiert
wurden.

Monolithdisk Epoxid-Methode ScHIFFsche-Base-Methode
pH 8 pH 11
70 Vol.-% 0,17mgmL" 0,05 mgmL" 0,19 mg mL™*
75 Vol.-% 0,17mgmL? 0,06 mg mL™ 0,21 mg mL*

nolithdisks die bei pH 11 funktionalisiert wurden, auf. Erwartet wurde der gegenteilige
Effekt. Vermutlich werden die Epoxidgruppen jedoch bevorzugt eher durch Hydroxid-
ionen als durch die Aminofunktionen des Proteins nukleophil angegriffen und/oder das
Protein wurde denaturiert. Ein hoherer pH-Wert, um die Deprotonierung der zu kop-
pelnden Aminofunktion sicherzustellen, kann aufgrunddessen nicht verwendet werden.
Alle ermittelten Kapazitidten waren aber, auch trotz doppelt konzentriertem eingesetz-
tem Kaninchenserum, um ein Vielfaches geringer als die der Kapillarsiule (0,44 mg mL™).
Da es sich um das gleiche monolithische Material und die gleichen chromatographischen
Bedingungen handelte, war es denkbar, dass durch die manuelle Injektion des Serums
nicht das gesamte Diskvolumen benetzt wurde und ungenutzt blieb. In allen Chroma-
togrammen ist, wie auch schon im Chromatogramm der Monolithkapillare, ein zweites
Signal nach dem Pufferwechsel zu erkennen, das, wie in den bereits erwahnten Chroma-
togrammen von BIA Separations d.o.o. (Ajdovscina, Slovenien), bei allen Messungen die
gleiche Form und Intensitat aufwies. Die geringen Kapazititen machten letztlich eine

Optimierung des Materials in weiteren Arbeiten notwendig.

4.4 Monolithsynthese mit Monomergemischen

Ein hoher Epoxidgehalt ist fiir ein rigides Material mit einer zugleich hohen Kapazitit
vonnéten, da die Epoxidgruppen sowohl fiir die Autopolymerisation und Quervernet-
zung als auch fir die anschliefende Funktionalisierung gebraucht werden. Als Ursache
der geringen Kapazitat der Monolithkapillarsaulen bzw. -disks, hergestellt mit GE 500
als Monomer (vgl. Abschnitt auf Seite[115), wurde deshalb neben einer zu geringen
spezifischen Oberfliche von 7m?g! ein zu geringer Epoxidgehalt des Monomers ver-
mutet. Aufgrund dessen wurde der Epoxidgehalt von GE 500 durch Titration iiberpriift
und zusatzlich nach weiteren polyfunktionellen Epoxidmonomeren mit einem héheren

Epoxidgehalt recherchiert. Die getroffene Auswahl ist in Tabelle |4.5| zusammengestellt.
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Tabelle 4.5. Epoxidaquivalentgewichte (EEW in [g 4q."']) alternativer polyfunktioneller
Glycidylether. Es sind die Angaben der Anbieter und in Klammern die theoretischen

Werte angegeben. Niedrige EEW entsprechen hohen Epoxidgehalten.

Struktur CAS Anbieter EEW

Denacol EX-512

Oi
o] @) 0

A op o B

118549-88-5 Nagase? 169 (111)
Denacol EX-521
Y
0 O 0
o Aol
118549-88-5 Nagase? 180 (111)

Polyglycerol-3-polyglycidylether, ERISYS™ GE-38

L

&/O{\)\/O‘E/&

118549-88-5 Emerald? 160-180 (111)
Denacol EX-313
N
o] @) 0
%O\)\/OMA
25038-04-4 Nagasea 141 (87)

Pentaerythritolpolyglycidylether, ERISYS™ GE-40
0
§> X

(@]
ST PA
o) (@) O
& 30973-88-7 Emerald? 156-170 (90)
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Struktur CAS Anbieter EEW

Pentaerythritolglycidylether

0

P

=

0

O&\/OX/O\/AO

Tetraglycidyl-meta-xyloldiamin, ERISYS™ GA-240

0

o L

f N
Ay

OV/

Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat

3126-63-4  Frontier Scientific® 102 (90)

Yy

63738-22-7 Emerald® 95-110 (90)

o

okTTl@&

2451-62-9 Polysciences‘]l 105 (99)

2 Nagase (Europa) GmbH (Diisseldorf)
b Emerald Performance Materials, LLC (Moorestown, USA)
¢ Frontier Scientific, Inc. (Logan, USA)

4 Polysciences Europe GmbH (Eppelheim)

GE 500 entsprechend wurden mit Denacol EX-512 und Denacol EX-521 von Nagase (Eu-
ropa) GmbH (Dusseldorf) bzw. mit ERISYS™ GE-38 von Emerald Performance Materials,
LLC (Moorestown, USA) drei weitere Angebote gefunden, die mit 160-180 g 4q.™ zu dem
von Raschig GmbH (Ludwigshafen) angebotenen GE 500 mit 189 g4q.” kein entschei-
dend niedrigeres Epoxidaquivalentgewicht besafien. Ein theoretischer Wert konnte nicht
berechnet werden, weil es sich um Mischungen, bestehend aus unterschiedlich stark
verzweigten Ethern, handelte, die zudem aus unterschiedlich vielen Glyceroleinheiten
aufgebaut waren. Als Orientierungswert fiir n wurde, wie eingangs erwéhnt, finf ange-
nommen. Denacol EX-313, ein weiterer Ether von Nagase, entsprach dem auch in dieser
Arbeit fiir Monolithsynthesen eingesetzten GE 100 von Raschig (vgl. Abschnitt auf
Seite und wies mit 141 giq.” ein vergleichendes Aquivalentgewicht zu 145 g 4q.”
von GE 100 auf.
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Abbildung 4.28. Strukturen der als Comonomere eingesetzten Diepoxide 1,3-
Butadiendiepoxid (BDE), Ethylenglycoldiglycidylether (EDG) und 1,4-Butandioldiglyci-
dylether (BDG).

Im Vergleich mit dem theoretisch berechneten Wert von 87 gdq.” bedeutete dies, dass
beide Monomere durchschnittlich kaum mehr als zwei (61 %) der angenommenen drei
Epoxidgruppen enthielten. Analog verhielt es sich mit dem Epoxidgehalt von ERISYS™
GE-40, einem Pentaerythritolpolyglycidylether von Emerald Performance Materials, des-
sen Epoxidaquivalentgewicht mit 156-170 g 4q.” schwankte und der selbst mit 156 g 4q.™
nur zwei (58 %) der moglichen vier Epoxidgruppen aufwies. Der gleiche Ether von Fron-
tier Scientific, Inc. (Logan, USA) wies laut Angabe von 102 g 4q.™ ein dem theoretischen
Aquivalentgewicht von 99 g 4q.™ nahezu entsprechenden Epoxidgehalt auf. Das auf An-
frage zur Verfigung gestellte NMR-Spektrum, nach dem die Reinheit mit 95 % bestimmt
und von der auf das Epoxiddquivalentgewicht geschlossen wurde, zeigte aber neben den
zu erwartenden noch weitere Signale und war dem Spektrum des in dieser Arbeit syn-
thetisierten Pentaerythritoltetraglycidylethers (1) ahnlich (vgl. Abschnitt auf Sei-
te [81). Daneben wies auch Tetraglycidyl-meta-xyloldiamin (ERISYS™ GA-240) mit 95-
110 g4q." im Vergleich zum theoretischen Aquivalentgewicht von 90 g4q.™” einen viel-
versprechenden Epoxidgehalt auf. Das Polymer wire jedoch durch das aromatische Sys-
tem hydrophob und wiirde dadurch hydrophobe unspezifische Bindungen begiinstigen.
Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC) von Polysciences Europe GmbH (Eppelheim)
ist der Vollstandigkeit wegen aufgefithrt und liegt nach dem Epoxididquivalentgewicht

in 98 %iger Reinheit vor, die laut Anbieter mittels GC bestimmt wurde.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass kein alternatives tri- oder tetrafunktionelles
Epoxidmonomer gefunden werden konnte, das iiber einen ausreichend hohen Epoxid-

gehalt verfiigte und sich zugleich in seiner Polaritét eignete.

Die Idee war deshalb, nicht nur ein polyfunktionelles Monomer wie bisher in einer Au-

topolymerisation zu vernetzen, sondern ein Epoxidgemisch bestehend aus GE 500 und
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einem Diepoxid, das reiner erhaltlich ist, einzusetzen. Porogenmischung und -anteil soll-
ten unverandert bleiben. Durch den gleichbleibenden Porogenanteil von 75 Vol.-% sollte
eine weiterhin hohe Porositit fiir eine gute Permeabilitat beibehalten werden.

Die Strukturen der eingesetzten Diepoxide sind in Abbildung gezeigt. Die Reinheit
der verwendeten Chargen betrug fiir 1,3-Butadiendiepoxid (BDE) 99,1 %, (> 97 %) und
fiir 1,4-Butandioldiglycidylether (BDG) 96,1 % (> 95 %). Fiir Ethylenglycoldiglycidylether
(EDG) lag keine Reinheitsangabe vor. Die Epoxidgehalte wurden, wie im Folgenden be-
schrieben, mittels Titration tiberpriift und die Reinheiten der Diepoxide zudem durch
die Aufnahme von NMR-Spektren kontrolliert. In Monolithsynthesen wurde der Anteil
des Diepoxids bei einem konstanten Gesamtmonomeranteil von 25 Vol.-% variiert. Die
aussichtsreichsten Ansétze wurden im Hinblick auf ihre Hérte und pordsen Eigenschaf-
ten untersucht. Mit dem geeignetsten Material wurde eine Monolithdisk hergestellt und

wieder mit rekombinantem Protein A funktionalisiert.

4.4.1 Bestimmung des Epoxidgehalts

Nach DIN%227 wird der Epoxidgehalt durch Titration von z. B. Tetraethylammoni-
umbromid mit Perchlorsdure und iiber den dabei in situ erzeugten Bromwasserstoff be-
stimmt. Aufgrund des Einsatzes von Perchlorsiure sind bestimmte Sicherheitsmafinah-
men einzuhalten, die nicht gewahrleistet werden konnten.

Deshalb wurde der Epoxidgehalt, wie in Abbildung (A) dargestellt, durch Hydro-

chlorierung mit Salzsiure und Ricktitration des Uberschusses mit Natronlauge bestimmt.

A
80°C,3h

2\+HC1

RT,3h

HO + O+ Na,sSO,

HO
N \/\SO3Na + NaOH

Abbildung 4.29. Reaktionen zur Bestimmung des Epoxidgehalts durch Titration der rot
markierten Spezies. (A) Hydrochlorierung mit Salzsaure, (B) Ring6ffnung mit Natrium-
sulfit.

Sie kann im Wassrigen sowie in Alkoholen, Pyridin, Diethylether, Pyridin-Chloroform,
Ethylglycol oder 1,4-Dioxan durchgefiihrt werden. Siceia und Hanna 228 empfehlen
fiir Epoxidharze die Bestimmung durch Hydrochlorierung in 1,4-Dioxan durchzufiih-
ren, weil sich die Harze vollstandig 16sen, sie einfach durchzufiihren ist und nur «;, -

ungesattigte Carbonylverbindungen einen stérenden Einfluss ausiiben, die allerdings
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Tabelle 4.6. Durch Titration bestimmte Epoxidiquivalentgewichte (EEW in [giq."])
bzw. Epoxidwerte (EN in [4q."/100 g]) von GE 500 und den als Comonomere einge-
setzten Diepoxiden 1,4-Butandioldiglycidylether (BDG), Ethylenglycoldiglycidylether
(EDG) und 1,3-Butadiendiepoxid (BDE) sowie zum Vergleich die Angabe der Anbieter
und die theoretischen Werte.

Hydrochlorierung Natriumsulfit Anbieterangabe Theoretisch

EN EEW EN EEW EN®  EEW EN EEW
GE 500°

0,31 323 035 287 053 189 0,90P 111P
BDG®

0,36 282 0,96 104 k. A. 0,92 109
EDG®

0,43 232 074 135 k. A. 1,15 87
BDE*

1,25 80 2,27 44 k. A. 2,32 43

2 Die Werte wurden aus den vom Anbieter angegebenen Epoxiddquivalentgewichten nach Gleichung

auf Seite[23|berechnet.
b Wert gilt fiir n=5.
¢ Lot(GE 500) 05100390/001, Lot(BDG) MKBL8443V, Lot(EDG) 1159189, Lot(BDE) 1436110V.

auch bei anderen Titrationsmethoden Interferenzen zeigen. Auch die Hydrolyse durch

Anwesenheit von Wasser sei zu vernachléssigen.
349

Die Titration wurde nach einer Vorschrift von BEcHTLE %% durchgefiihrt, nach der der
Epoxidgehalt in Monolithen bestimmt wurde. Titriert wurden GE 500 und die drei Di-
epoxidmonomere BDG, EDG und BDE. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.6/ zusammenge-
fasst. Obwohl sich alle Monomere in der 1,4-Dioxan/Salzsaure-Losung l6sten, lagen alle
bestimmten Gehalte deutlich unter den berechneten Werten bzw. unter den Angaben der
Anbieter. BDE enthielt ca. 55 % und alle anderen Monomere nur ca. 40 % der theoretisch
moglichen Epoxidgruppen.

Die Titration wurde daraufhin, wie in Abbildung[4.29)(B) gezeigt, durch Ringéffnung mit
Natriumsulfit und Titration der dabei entstehenden Natronlaugedquivalente wiederholt.
Fir GE 500 wurde kein hoherer Epoxidgehalt bestimmt, demzufolge waren moéglicher-
weise tatsdchlich weniger Epoxidgruppen in GE 500 gebunden als angenommen. Eine
Unterbestimmung kann aber auch durch zusétzliche Base konsumierende Gruppen ver-
ursacht worden sein. Wie in Abschnitt auf Seite [19| ausgefiihrt, werden polyfunk-

tionelle Glycidylether durch Bildung eines Halohydrins und anschlieBender Dehydro-
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halogenierung im Basischen synthetisiert. Es ist denkbar, dass diese bei der Herstellung
von GE 500 nicht vollstdndig verlaufen war und verbliebene Halohydrine die gebildeten
Baseniquivalente verbrauchten. Der zusitzliche Verbrauch von Base hitte auch bei der
Hydrochlorierung und Riicktitration mit Natronlauge zur Unterbestimmung gefiihrt.
Die Titration von BDE ergab hingegen einen Epoxidgehalt von nahezu 100 %. Fiir BDG
ergab sich eine leichte Uberbestimmung und fiir EDG wurde ein Epoxidgehalt von 64 %
bestimmt. Dies wurde auch durch die aufgenommenen NMR-Spektren (vgl. Abbildungen
auf Seite bestitigt. Das Spektrum von BDE zeigte neben den zu erwarten-
den Signalen nur ein zusétzliches Signal von Wasser, das wahrscheinlich aus DMSO, mit
dem die Proben fiir die Messung gemischt wurden, stammte. Gleiches galt fiir das Spek-
trum von BDG. In beiden Spektren stimmte die Integration der Signale mit der Anzahl
der in der Struktur gebundenen Protonen tiberein. Das Spektrum von EDG zeigte hin-
gegen noch vorliegende Verunreinigungen. Das bedeutete, dass BDE pro Gramm iiber
einen 2,4-fach so hohen Epoxidgehalt wie BDG bzw. einen 3-fach so hohen wie EDG
verfiigte. Im Vergleich zu GE 500 war der Gehalt von BDG um das 2,7-fache, der von
EDG um das 2,1-fache und der von BDE sogar um das 6,5-fache hoher.

4.4.2 Variation des Diepoxidanteils und Hirtebestimmung

Die Reaktionsbedingungen sollten, wie eingangs bereits erwahnt, konstant gehalten und
nur die Monomermischung mit einem Gesamtanteil von 25 Vol.-% optimiert werden. Da-
fiir wurde der Anteil der drei Diepoxide von 5 bis 100 % in fiinf Prozent-Schritten erhéht.
Im Vergleich zum Ansatz mit ausschliefllich 25 Vol.-% GE 500 wurde der Epoxidgehalt,
auf Grundlage der Titrationsergebnisse (vgl. Abschnitt auf Seite[125), durch Beimi-
schung von BDG und EDG stetig bis zum 100 %igen Anteil etwa verdoppelt und durch
Beimischung von BDE bis zum 100 %igen Anteil sogar versechsfacht. Fotos der drei Ver-
suchsreihen sind in Abbildung gezeigt.

Es ist zu erkennen, dass eine Phasenseparation bei Zugabe von BDG bis zu einem An-
teil von 50 % auftrat und die Monolithblécke mit hoheren Anteilen immer transparenter
wurden. Der Ansatz, der 100 % BDG enthielt, polymerisierte erst bei Zugabe der doppel-
ten Katalysatormenge zu einem transparenten Monolithblock. Die Mischungen mit EDG
polymerisierten ausnahmslos mit einfacher Katalysatormenge, wobei eine Phasensepa-
ration nur bis zu einem Anteil von ca. 75 % eintrat. Mit BDE als Comonomer trat eine
Phasenseparation ebenfalls bis zu einem Anteil von 75 % ein, ab 90 % blieben die An-
satze aber flissig. Die Zugabe der doppelten Katalysatormenge zum Ansatz mit 100 %
BDE fiihrte auch hier zu einem phasenseparierten Monolithblock. Durch den steigen-

den Anteil der Diepoxide und gleichzeitiger Abnahme des Anteils von GE 500 wurde
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Abbildung 4.30. Versuchsreihen von Monolithblocken, die mit einem Monomerge-
misch, bestehend aus GE 500 und 1,4-Butandioldiglycidylether (BDG), Ethylenglycoldi-
glycidylether (EDG) oder 1,3-Butadiendiepoxid (BDE) als Comonomer und 1,25 Vol.-%
Bortrifluoridetherat (1:10) als Katalysator in 75 Vol.-% Porogen (1,4-Dioxan/Methyl-tert-
butylether (MTBE) (2:3)) hergestellt wurden. Auflerdem Aufnahmen der nach der Trock-
nung transparent gewordenen Monolithe und eingezeichneter Grenze in den Versuchs-
reihen, ab der der Effekt eintrat. Der Anteil des Diepoxids wurde anteilig an 25 Vol.-%
Gesamtmonomeranteil in fiinf Prozent-Schritten von 5 bis 100 % erhoht.
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die Monomermischung und schlie8lich das gebildete Polymer wahrscheinlich fiir die
Porogenmischung unter anderem zu hydrophil, sodass die Phasenseparation, wie be-
obachtet, immer spéter eintrat, was eine Reduzierung der Porengrofie zur Folge hatte.
Die Blocke erschienen dadurch transparent. Das Ausbleiben der Bildung eines festen
Monolithblocks bei einigen Ansatzen muss kein Indiz fiir das Ausbleiben der Polymeri-
sation gewesen sein. Die gebildeten Polymerketten waren vermutlich zu hydrophil, um
zu prézipitieren. Die doppelte Katalysatormenge fithrte zu einer starkeren Vernetzung,
durch die die Bildung des transparenten Feststoffs mit folglich sehr kleinen Poren indu-
ziert wurde (vgl. Abschnitt auf Seite [9).

Nach Trocknung der Monolithe waren die zuvor noch phasenseparierten Blocke von
BDG (40-50 %), EDG (50-75 %) und BDE (65-75 %) stark geschrumpft und transparent.
Die Schrumpfung von Polymeren, besonders durch erhéhte Temperatur, ist bekannt und
wird durch die Knauelung der Makromolekiile erklart %3 Damit lasst sich auch die Be-
obachtung plausibel erklaren, dass die Schrumpfung umso starker eintrat je langer die
Alkylkette zwischen den beiden Epoxidgruppen war. Die langeren Ketten konnten sich
leichter und starker kndueln. Ab einem bestimmten Anteil an Comonomer fiithrte dies
zum Zusammenfallen des gesamten Monolithblocks. Dadurch reduzierte sich die Poren-
grofle, das Material wurde dichter und erschien transparent.

Die Hérte nach SHORE A wurde nur von den folgenden phasensepariert gebliebenen

Ansitzen bestimmt:
« BDG: 10 %, 20 %, 25 %, 30 %,
« EDG: 10 %, 20 %, 30 %, 40 %,
« BDE: 10 %, 20 %, 30 %, 35 %, 40 %, 50 %, 60 %.

Sie sind im Saulendiagramm in Abbildung dargestellt. Die Werte schwankten dabei
nicht so stark in Abhingigkeit der vermessenen Scheibe und der Messstelle auf einer
Scheibe wie bei den GE-500-Monolithen. Die Schwankungen bei den Monolithen mit
EDG und BDG als Comonomere betrugen maximal drei Einheiten. Bei den Monolithen
mit BDE nahmen sie mit steigendem Anteil an BDE von 15 (10 % BDE) auf 5 (60 % BDE)
ab. Die gemessenen Harten waren zudem nahezu unabhéngig von dem Anteil an beige-
mengtem Comonomer. Die Monolithe, die mit EDG und BDG hergestellt wurden, waren
mit gemittelten Harten von 20 und 26 nahezu gleich hart und weicher als der GE-500-
Monolith, der eine Harte von 39 aufwies. Die Blocke, die mit BDE polymerisiert wurden,
waren mit einer gemittelten Harte von 59 hingegen im Durchschnitt um das 1,5-fache
harter. Das ist plausibel durch den héheren Epoxidgehalt der Ansatze mit BDE zu er-

klaren. Dadurch war eine starkere Vernetzung moglich, die zu einer hoheren Rigiditat
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Abbildung 4.31. Hérten nach SHORE A ausgewihlter Monolithblocke, die mit ei-
nem Monomergemisch, bestehend aus GE 500 und 1,4-Butandioldiglycidylether (BDG),
Ethylenglycoldiglycidylether (EDG) oder 1,3-Butadiendiepoxid (BDE) als Comonomer
mit variierendem Anteil und 1,25 Vol.-% Bortrifluoridetherat (1:10) als Katalysator in
75 Vol.-% Porogen (1,4-Dioxan/Methyl-tert-butylether (MTBE) (2:3)) hergestellt wurden.
Der Monolith, hergestellt nur mit GE 500 als Monomer in 75 Vol.-% Porogen, wies im
Vergleich eine Harte von 39 auf.

der Monolithe fithrte. Aulerdem kann die nicht vorhandene Verbriickung der Epoxid-
gruppen in BDE einen Einfluss auf ein starreres Netzwerk gehabt haben. BDG und EDG
weisen hingegen langere Alkylketten zwischen den beiden Epoxidgruppen auf, durch
die die Netzwerke umgekehrt folglich flexibler wurden. Sie wurden damit sogar trotz
hoéherem Epoxidgehalt flexibler als der GE-500-Monolith. Die BDE-Monolithe waren im
Vergleich sogar hérter, als der harteste GE-500-Monolith, der mit 60 Vol.-% Porogenanteil

hergestellt wurde und eine Hérte von 51 aufwies.

4.4.3 Morphologie und Porosimetrie

Die Morphologie aller Proben wurde mittels ESEM untersucht. Ausgewéhlte Aufnah-
men sind in Abbildung gezeigt. Die Monolithe mit BDG als Comonomer zeigten

bis zu einem Anteil von 20 % eine globulidre makroporose Struktur, die mit einem Anteil
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von 25 % feiner und mit 30 %igem Anteil dichter wurde und sich nicht mehr aus globu-
laren Clustern zusammensetzte, die ein makropordses Porennetzwerk bildeten, wie es
auf den anderen beiden Aufnahmen zu erkennen war. Mit EDG als Komponente zeigte
sich die gewohnt globulédre Struktur, die sich ab einem Anteil von 40 % verfeinerte und
ab 45 % wieder dicht und nicht mehr globular war. Bei den Monolithen mit BDE, trat die
Strukturédnderung mit 35 %igem Anteil ein. Die Struktur wurde mit steigendem BDE-
Anteil von 40 tiber 50 zu 60 % immer dichter und auf der Aufnahme des Monoliths mit
60 %igem Anteil BDE sind mit der Auflésung des ESEM keine Poren mehr zu erkennen.
Die Porosimetriemessungen erfolgten mittels Quecksilber-Intrusionsporosimetrie. Die
Daten sind in Tabelle[4.7]zusammengestellt und die Porengréienverteilungen graphisch
in den Abbildungen bis dargestellt (vgl. Quecksilber-Intrusionskurven in Ab-
bildung[A.g|(B-D) auf Seite[158). Die Porosititen aller Monolithe lagen bei 75 Vol.-% ein-
gesetztem Porogenanteil wie erwartet im Bereich von 63-70 % und unterschieden sich
nicht von der Porositidt des GE-500-Monoliths (66 %). Eine auffillige Reduzierung der
Porositat von 70 auf 59 % ergab sich bei Zunahme des BDE-Anteils von 50 auf 60 %.

Die Porengrofie sank, wie schon auf den ESEM-Aufnahmen zu erkennen war, generell
mit steigendem Diepoxidanteil in der Monomermischung. Dieser Trend kann, wie be-
reits erldutert, durch die spater eingetretene Phasenseparation aufgrund der mit steigen-
dem Comonomeranteil hydrophiler werdenden Polymere erklart werden. Im Fall von
BDG und EDG waren die Porengréf3en der Monolithe mit Anteilen bis 20 % im Vergleich
zum GE-500-Monolith (12 pm) grofier. Erst ab 20 % sanken sie stetig und bei 30 % BDG
lagen sogar drei Porengrofien nebeneinander vor. Die Porengrofie der Monolithe lag bei
keinem Anteil von BDG und EDG im Nanometerbereich und konnte im Vergleich zu der
des GE-500-Monoliths in etwa nur halbiert werden. Die spezifische Oberflache wurde
dadurch auch nicht signifikant gesteigert. Durch 5-35 %ige Beimischungen von BDE fiel
die Porengrofie ebenfalls grofler als beim GE-500-Monolith aus und veranderte sich mit
steigendem Anteil bis 35 % kaum. Bei 35 und 40 %igem Anteil lagen bimodale Verteilun-
gen mit ca. 12 und 5 bzw. 7 um grofien Poren vor. Mit der Steigerung des Anteils auf
50 % sank die Porengrofie jedoch beachtlich auf 800 nm und halbierte sich bei 60 %igem
Anteil nochmals auf 400 nm. Parallel stieg die spezifische Oberfliche von ca. 8 m* g™* bei
40 %igem Anteil auf ca. 15 bzw. 22 m® g bei Anteilen von 50 und 60 %.

Bei einem 60 %igen Anteil von BDE an der Monomermischung mit GE 500 reduzier-
te sich im Vergleich zum GE-500-Monolith die Porengrofle letztlich um den Faktor 30
und die spezifische Oberfliache verdreifachte sich auf 22 pum? g! bei gleichbleibend ho-
her Porositat von ca. 60 %. Die Nanometer grofien Poren schienen zudem nicht in einem
geschlossenen Porensystem vorzuliegen. Wire dies der Fall gewesen, wiren sie bei den

Porosimetriemessungen nicht erfasst und die Porositat ware geringer bestimmt wor-
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Abbildung 4.32. ESEM-Aufnahmen ausgewéhlter Monolithblocke, die mit einem
Monomergemisch, bestehend aus GE 500 und 1,4-Butandioldiglycidylether (BDG),
Ethylenglycoldiglycidylether (EDG) oder 1,3-Butadiendiepoxid (BDE) als Comonomer
mit variierendem Anteil und 1,25 Vol.-% Bortrifluoridetherat (1:10) als Katalysator in
75 Vol.-% Porogen (1,4-Dioxan/Methyl-tert-butylether (MTBE) (2:3)) hergestellt wurden.
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Tabelle 4.7. Porose Eigenschaften von Monolithen, die mit GE 500 und den Diepoxi-
den 1,4-Butandioldiglycidylether (BDG), Ethylenglycoldiglycidylether (EDG) bzw. 1,3-
Butadiendiepoxid (BDE) mit variierendem Anteil hergestellt wurden.

Porositit [%]

Diepoxidanteil [Vol.-%] BDG EDG BDE
?/\O/\/\/(\/A k \/\O/\Z <

5 63+3 65+t4 66 4
10 66+3 65+3 65+t4
20 66+3 64+3 67 4
25 64+3 - -

30 63+3 6343 68 +3
35 - - 68+t3
40 - 64+3 70£3
50 - - 70 4
60 - - 59+4

Porengrofie [pm]

Diepoxidanteil [Vol.-%] BDG EDG BDE
5 20,8 +0,4 20,9+04 14,7 £0,3
10 18,3+04 11,7+0,2 16,3 +0,3
20 9,8+ 0,2 9,84+0,2 14,6 0,3
25 8,41+0,2 - -
30 6,11+0,1 8,41+0,2 16,3+ 0,3
2,5+0,1 5,2+0,1
1,0£0,1
35 - - 11,7+0,2
4540,1
40 - 5,540,1 11,7+ 0,2
6,71+0,1
50 - - 0,8+0,1
60 - - 0,4+0,1

spezifische Oberfliche [m? g]

Diepoxidanteil [Vol.-%] BDG EDG BDE

5 4,54+0,1 33+0,1 39+0,1
10 38+0,1 49-+0,1 3,7+0,1
20 7,6 0,2 6,110,2 4,0+0,1
25 5,6 0,2 - -

30 9,11+0,3 7,04+0,2 4,74+0,1
35 - - 4,74+0,1
40 - 6,0 £0,2 8,240,2
50 - - 152+0,4
60 - - 22,3£0,6
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Abbildung 4.33. Porengrof3enverteilungen (0,00S—ZOOMPa) von Monolithen, hergestellt
mit GE 500 und 1,4-Butandioldiglycidylether (BDG) als Comonomer mit variierendem
Anteil an 25 Vol.-% Gesamtmonomeranteil in 75 Vol.-% Porogen (1,4-Dioxan/Methyl-
tert-butylether (MTBE) (3:2)) und 1,25 Vol.-% Bortrifluoridetherat (1:10) als Katalysator.

den. Eine Ursache kann die konstant gehaltene hohe Porositét sein. Durch den hohen
,Lochanteil” im Verhaltnis zum niedrigeren ,Feststoffanteil” konnen die kleineren Poren
miteinander verbunden werden. Bei den Monolithsynthesen mit GE 500 konnte sich im
Gegensatz dazu mit den kleiner werdenden Poren ein geschlossenes System ausbilden
(vgl. Abbildung auf Seite[109), weil durch die Reduzierung des Porogenvolumenan-
teils entsprechend die Porositit, also der ,Lochanteil® im Verhéltnis zum ,Feststoffan-

teil“, abnahm.

In Kombination mit den Ergebnissen der Hiartemessung (vgl. Abschnitt [B|bzw. auf
Seite bzw. lasst sich auflerdem feststellen, dass die Rigiditat hauptsachlich von
der Porositdt und nicht vom Porendurchmesser abhangig war. Diese unterschied sich
nicht bedeutsam innerhalb einer Versuchsreihe, in der nach den Porosimetriemessungen

die Porositat dhnlich hoch war, sich die Porengrofie jedoch dnderte.

Zusammenfassend fiihrte die Beimischung der drei Diepoxide als Comonomere ab einem
jeweils bestimmten Anteil zu einer Verkleinerung der Poren bei gleichbleibend hoher Po-
rositat von durchschnittlich 65 % im Vergleich zum bisherigen Material, das mit 25 Vol.-%
reinem GE 500 hergestellt wurde. Eine deutliche Verbesserung des Materials wurde mit

den Mischungen mit 50 bzw. 60 % Anteil an BDE erreicht. Die Porengrof3e lag hierbei im

134



4.4. Monolithsynthese mit Monomergemischen

Ig Differentielle Intrusion [mL g ']
[\
|

——5%

1 ——10%

| —e-20%

30 %
o 40 %

0,01

Porendurchmesser [pm]

Abbildung 4.34. Porengréf3enverteilungen (0,00S—ZOOMPa) von Monolithen, hergestellt
mit GE 500 und Ethylenglycoldiglycidylether (EDG) als Comonomer mit variierendem
Anteil an 25 Vol.-% Gesamtmonomeranteil in 75 Vol.-% Porogen (1,4-Dioxan/Methyl-
tert-butylether (MTBE) (3:2)) und 1,25 Vol.-% Bortrifluoridetherat (1:10) als Katalysator.
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Abbildung 4.35. Porengrofienverteilungen (0,005-200MPa) von Monolithen, hergestellt
mit GE 500 und 1,3-Butadiendiepoxid (BDE) als Comonomer mit variierendem An-
teil an 25 Vol.-% Gesamtmonomeranteil in 75 Vol.-% Porogen (1,4-Dioxan/Methyl-tert-
butylether (MTBE) (3:2)) und 1,25 Vol.-% Bortrifluoridetherat (1:10) als Katalysator.
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Abbildung 4.36. Monolithdisk (7 x 2 mm, 77 pL) in Inline-Solvent-Filter, die mit GE 500
und 60 % 1,3-Butadiendiepoxid (BDE) in 75 Vol.-% Porogen (1,4-Dioxan/Methyl-tert-
butylether (MTBE) (3:2)) und 1,25 Vol.-% Bortrifluoridetherat (1:10) als Katalysator her-
gestellt wurde, ca. 19 Wochen nach ihrer Préaparation.

dreistelligen Nanometerbereich und der 60 %ige Anteil fithrte zu einer Verdreifachung
der bisherigen spezifischen Oberflache bei gleichzeitiger 1,6-fachen Steigerung der Rigi-
ditat (vgl. Abschnitt[4.4.2]auf Seite[127). Im Folgenden wurden Monolithdisks mit diesem
Material hergestellt, um zu untersuchen, ob durch die erhohte spezifische Oberflache

auch eine signifikante Kapazititssteigerung erzielt werden konnte.

4.4.4 Affinitiatsexperiment

Monolithdisks (7 X 2mm, 77 uL) wurden analog zu der in Abschnitt auf Seite
beschriebenen Technik mit GE 500 und 60 % BDE in 75 Vol.-% Porogen in Inline-Solvent-
Filtern hergestellt. Die Disks hafteten teilweise so stark im Filter, dass sie fiir die Funk-
tionalisierung nicht herausgedriickt werden konnten. Durch die hohere Rigiditat des
GE 500/BDE-Monoliths (nach SHORE A: 61) und/oder durch die Adhéasion an die Filter-
wand schrumpften sie eventuell auch nicht so stark im Vergleich zu den ausschlie8lich
mit GE 500 préparierten Disks. In Abbildung[4.36ist exemplarisch ein Foto einer Mono-
lithdisk nach 132 Tagen (ca. 19 Wochen) gezeigt (vgl. Abbildung auf Seite [116).

Die Monolithdisks wurden nach den Ergebnissen mit den GE-500-Disks mit rekombi-
nantem Protein A mittels ScHIFFscher-Base-Methode funktionalisiert. Die Signale, die
zuvor mit diesen Disks erhalten wurden, waren die symmetrischsten und die Kapazitat
der Disks unterschied sich im Vergleich zu denen, die mittels der Epoxid-Methode funk-
tionalisiert wurden, nicht (vgl. Abschnitt[4.3.4)auf Seite[115). Die Immobilisierung erfolg-
te nun aber bei pH 11 (pKs-Wert (e-(NH;*)) 10,2892 von Lysin). Der hohere pH-Wert
fiihrte bei der Epoxid-Methode zu schlechteren Kapazitaten im Vergleich zur Immobili-
sierung bei niedrigeren pH-Werten. Die ScHIFFsche-Base-Reaktion wird bei schwache-
ren Nukleophilen durch BRoNSTED-Sauren beschleunigt. Mit Aminen als Nukleophile

kann sie aber zumindest im schwach Basischen durchgefiihrt werden ™.
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Die Injektion des Kaninchenserums (1:5 in PBS, pH 7,6) erfolgte wie bei den Experimen-
ten mit den GE-500-Disks manuell und die Flussrate betrug auch hier 2 mL min™. Trotz
kleinerer Poren (400 nm) bei etwa gleich hoher Porositit (59 %) wiesen die Disks mit
56 bar (5,6 MPa) als Gegendruck wiederum nur den Systemdruck auf. Dies sprach sehr
dafiir, dass der Eluent durch vorhandene Spalten ungehindert floss. Fiir die Elution wur-
de zunachst wieder eine Glycin-HCI-Losung mit pH 2,2 eingesetzt. Im Chromatogramm
in Abbildung ist allerdings eine sehr breite und unsymmetrische Signalform zu er-
kennen, vor allem im Vergleich zum Signal der GE-500-Disk. Das Signal war mehr als
doppelt so breit (2 min). Der pH-Wert wurde daraufhin auf 2,0 und 1,8 bei konstant gehal-
tener Flussgeschwindigkeit reduziert, woraufthin die Signale aber nicht schmaler wur-
den. Eventuell liegt die verzogerte Elution an einem durch die kleineren Poren (400 nm)
entstandenen gewundenen Porensystem, das das eluierte IgG erschwerter passierte als
die 12 pm groflen Durchflussporen der GE-500-Disks.

Die Kapazitat (vgl. Abbildung[3.2|(B) auf Seite [79) nahm innerhalb von drei Messungen
bei der Elution mit pH 2,2 nicht ab. Sie betrug 0,90 mg mL™. Auch bei pH 2,0 nahm sie
von 0,90 mg mL™" auf 0,8 mg mL™ nur geringfiigig ab. Die gemessene Kapazitit iiber sechs
Messungen hinweg stabil. Bei pH 1,8 halbierte sie sich nach drei Messungen allerdings
auf 0,4 mgmL™" und bei der vierten Messung nochmals auf 0,2 mg mL™. Bei einem pH-
Wert unter 2,0 schien entweder die kovalente Bindung zwischen rekombinantem Protein
A und Monolith zerstort bzw. das Protein denaturiert und somit die Konzentration an
aktivem Protein reduziert worden zu sein.

Die Disk wies im Vergleich zu den GE-500-Disks eine etwa 5-fach hohere Kapazitat auf,
obwohl die Injektion des Serums wieder manuell erfolgte. Die Einfliisse der Porenstruk-
tur und der abgednderten Funktionalisierungsbedingungen lieflen sich nicht genau be-
stimmen. Ein wichtiger Grund fiir die Kapazitatssteigerung wird aber die im Vergleich
3-fach hohere Oberfliche gewesen sein.

Die Effizienz einer entwickelten monolithischen Phase mittels Affinitatsexperiment iiber
die isolierbare Menge an Analyt zu testen, ist wegen der Funktionalisierung mittels Pro-
tein A relativ kostenintensiv und beansprucht insgesamt viel Zeit. Auflerdem wére eine
wichtige Charakterisierung des Materials die Menge an immobilisiertem Ligand, die im
Folgenden als Proteinbindungskapazitit bezeichnet wird, zu bestimmen und dadurch
auch die Reproduzierbarkeit der Herstellung zu iiberpriifen. Dazu eignet sich als Mo-
dellprotein Rinderserumalbumin (engl. Bovine Serum Albumin, BSA), da es zum einen
kostengiinstig zu erwerben und zum anderen gut charakterisiert ist. Die Proteinbin-
dungskapazitat konnte schlieflich mit der im Affinititsexperiment bestimmten Kapa-
zitat in Relation gesetzt werden, um zu untersuchen wieviel Analyt pro immobilisiertem

Ligand isoliert werden kann.
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Abbildung 4.37. Chromatogramm von eluiertem Immunglobulin G (IgG) aus Ka-
ninchenserum (1:2 in PBS, pH 7,6), Chromatographische Bedingungen: Monolithdisk
(7 X 2mm, 77 pL), die mit GE 500 und 60 % 1,3-Butadiendiepoxid (BDE) an 25 Vol.-%
Gesamtmonomeranteil in 75 Vol.-% Porogen (1,4-Dioxan/Methyl-tert-butylether (MTBE)
(3:2)) und 1,25 Vol.-% Bortrifluoridetherat (1:10) als Katalysator hergestellt und mittels
ScHIrFscher-Base-Methode funktionalisiert wurde, Flussrate 2 mL min™', manuelle In-
jektion von 1000 pL Serum (1:2), A = 280 nm, Waschpuffer PBS (A, pH 7,6), Elutionslosung
Glycine-HCI (B, pH 2,2/2,0/1,8), 10 min A, 5min B, 5min A. Daneben zum Vergleich das
Chromatogramm der Monolithdisk, die nur mit GE 500 (25 Vol.-%) hergestellt und mit-
tels ScHIFFscher-Base-Methode funktionalisiert wurde (vgl. Abbildung[4.27|(B) auf Seite
120)).

4.4.5 Bestimmung der Proteinbindungskapazitit

Fiir die Bestimmung der Proteinbindungskapazitéat mittels der Differenzmethode, bei der
die Konzentrationsabnahme des Proteins in der Immobilisierungslésung verfolgt wird,
war bei gegebener Kapazitit von 0,90 mg mL™" die Abnahme der eingesetzten Protein-
konzentration (5 mg mL™) zu gering. Deshalb sollte sie, wie in der Literatur fiir Epoxid-
funktionalisierte Monolithe beschrieben 3383643651 1it einem BCA-Test ermittelt werden.
Als Modellprotein wurde BSA gewéhlt. Der Vorteil eines Bradford-Tests gegeniiber Rea-
genzien, die direkt mit dem nachzuweisenden Protein einen farbigen Komplex bilden,

ist, dass der violette Komplex zwischen BCA und den durch das Protein reduzierten
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Kupfer(I)-Ionen in Losung entsteht. Hierdurch muss die Quantifizierung der Farbung
nicht mit dem Feststoff durchgefiihrt werden, sondern kann photometrisch in Losung
erfolgen. Bei dem Test mit dem unfunktionalisierten Monolith stellte sich aber heraus,
dass schon dieser eine starke Violettfarbung hervorrief. Daraufthin wurde der Test mit
Fractogel® EMD Epoxy (M), einem kommerziell erhiltlichen epoxidbasierten Methac-
rylatharz und den Epoxidmonomeren TEPIC, GE 500, BDG, EDG sowie BDE durchge-
fihrt. Dabei interagierten alle Substanzen. Die Losungen waren, wie auf dem Foto in
Abbildung zu sehen, bis auf die mit BDE, intensiv violett gefarbt. Die Porogene 1,4-
Dioxan und MTBE sowie der Katalysator Bortrifluoridetherat fithrten dagegen zu keiner
Farbung. Einen storenden Einfluss haben auch alle Substanzen, die reduzierend wirken.
Welche funktionelle Gruppe bzw. welche Verunreinigung im Fall der Epoxidmonome-
re, des Monoliths und von Fractogel® interferierte, wurde nicht genauer untersucht. Die
Absorption als Hintergrund von der des funktionalisierten Materials zu subtrahieren,

wie es in der Literatur beschrieben ist, wire aber nach WIECHELMANN et al. 366l

unge-
nau. Denn ihren Studien zufolge setzt sich die Farbintensitat nicht additiv aus den sie
induzierenden Einzelredoxreaktionen zusammen. Interferenzen konnen demnach nicht

vereinfacht durch eine Subtraktion des Hintergrunds kompensiert werden.

Deshalb wurde daraufhin begonnen, eine neue Methode aber wieder mit BSA als Mo-
dellprotein zu entwickeln ®¢7l. Die Idee ist in Abbildung veranschaulicht. BSA wird
mit 5,5 -Dithio-bis(2-nitrobenzoesiure) (DTNB), das unter dem Namen ELLMAN-Reagenz
und fiir den Nachweis von Thiolen bekannt ist, in einer Thiol-Disulfid-Austauschreaktion
funktionalisiert. Das in der Reaktion freigesetzte 2-Nitro-5-thiobenzoat (TNB®") muss ab-
getrennt werden. Das Rinderserumalbumin-Nitrothiobenzoesiure-Konjugat (BSA-TNB)
wird schlie8lich auf dem Tragermaterial kovalent immobilisiert und TNB?~ durch Zuga-
be von Dithiothreitol (DTT) reduktiv abgespalten. TNB (pKs =4,41) liegt im Neutralen

deprotoniert (TNB*") vor und kann bei seiner maximalen Absorption bei 412 nm photo-

Monolith gewaschen mit DMSO 1,4-Dioxan/MTBE (2:3)

d < v

%

Fractogel GE500  GE 500 in Porogen J4-Dioxan/] (23 EDG

Abbildung 4.38. Bicinchoninsaure-Tests (BCA-Tests) mit den angegebenen Losungen
und Substanzen.
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Abbildung 4.39. Synthese des Rinderserumalbumin-Nitrothiobenzoesaure-Konjugats
(BSA-TNB) in einer Thiol-Disulfid-Austauschreaktion zwischen Rinderserumalbumin
(engl. Bovine Serum Albumin, BSA) und 5,5’ -Dithio-bis(2-nitrobenzoesdure) (DTNB) un-
ter Abspaltung von 2-Nitro-5-thiobenzoat (TNB®") sowie die reduktive Abspaltung des
zu quantifizierenden 2-Nitro-5-thiobenzoats mit Dithiothreitol (DTT).

metrisch quantifiziert werden. Fiir die Funktionalisierung wurde angenommen, dass ein
Cysteinrest (Cys-34) der insgesamt 35 im BSA gebundenen Cysteine nicht in einer Di-

368

sulfidbriicke gebunden ist®%®! und fiir die Kopplung des Farbstoffs zur Verfiigung steht.
Zur Uberprifung der Kopplungsdichte wurde die Absorption der Konjugatlésung nach
reduktiver Farbstoffabspaltung mit der einer Cystein-TNB-Losung gleicher Stoffmen-
genkonzentration verglichen. Die Absorption der Konjugatlosung war um das 1,5-fache
héher. Das bedeutete, dass durchschnittlich mehr als ein Farbstoffmolekiil an einem BSA-
Molekiil gebunden war. Erklarbar ist dies durch Bindung von TNB-Molekiilen in Bin-
dungstaschen des BSA, die im Organismus dem Transport von Fettsiuren dienen 3¢
Daneben war es auch moglich, dass kein TNB-Molekiil koppelte, weil der freie Cystein-
rest bereits im Blut des Organismus, aus dem es gewonnen wurde, mit beispielsweise

Cystein reagiert hat. Da die nur einfache Kopplung eines jeden BSA-Molekiils mit TNB
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nicht gewéhrleistet war, handelte es sich um eine Relativmethode, deren Quantifizierung
iiber eine Kalibrierung mit der jeweiligen Konjugatlosung erfolgen musste.

Die Funktionalisierung der Monolithe wurde bisher mittels der Epoxid- oder ScHIFF-
schen-Base-Methode durchgefithrt. Das Konjugat sollte zur Vergleichbarkeit unter glei-
chen Bedingungen immobilisiert werden, sodass seine Stabilitat unter diesen gewahr-
leistet sein musste. Es wurde die Bestédndigkeit bei unterschiedlichen pH-Werten und in
Gegenwart von Natriumcyanoborhydrid untersucht, das bei der reduktiven Aminierung
bei der ScHIFFschen-Base-Methode eingesetzt wird. Das Konjugat verhielt sich wie er-
wartet identisch zu DTNB, mit dem der Versuch ebenfalls durchgefithrt wurde. Beide
waren bis pH 9 stabil. Bei pH 10 wurde die Disulfidbriicke gespalten. Die Absorption bei
pH 10 betrug beim Konjugat 0,05 und vervierfachte sich nach 2 h auf 0,19. Bei DTNB lag
die Absorption nach sofortiger Messung bei nur 0,01, verelffachte sich aber nach 2 h auf
0,11. Eine Funktionalisierung im Basischen ab pH 10 wire somit nicht mdglich.

In Gegenwart von Natriumcyanoborhydrid war eine stetige Erhéhung der Absorption
nach sofortiger Messung von 0,01 bei pH 3 auf 0,02 bei pH 7 zu verzeichnen. Uber einen
Zeitraum von 2 h verdoppelte bzw. vervierfachte sie sich auf maximal 0,092 bei pH 7.
Ab pH 8 nahm die Absorption jedoch sprunghaft nach sofortiger Messung auf 0,14 zu
und verdoppelte sich nochmal bis pH 10 auf 0,28. Nach 2h betrug sie schon 0,34 bei
pH 8 und 0,44 bei pH 10. Die Disulfidbriicke wurde demnach von Natriumcyanoborhy-
drid reduziert. Von der Stabilitat von DTNB wurde auf die des Konjugats geschlossen.
Dieses kann infolgedessen in keiner Reaktion verwendet werden, in der auch Natrium-
cyanoborhydrid eingesetzt wird. Eine weitere und mafigebliche Limitierung zeigte sich
bei Zugabe des Konjugats zu Fractogel®, das als Testmaterial eingesetzt wurde. Nach Zu-
gabe von DTT zur reduktiven Abspaltung verfarbte sich die Losung erwartungsgeméafd
gelb, entfarbte sich aber hierauf zusehends. Es kann vermutet werden, dass das freige-
setzte TNB?" iiber seine Thiolatfunktion die nicht reagierten Epoxidgruppen nukleophil
angreift. Eine Quantifizierung war infolgedessen nicht méglich und die Methode zu-
mindest mit TNB als Farbstoft fiir epoxidbasierte Tragermaterialien ungeeignet. Folglich
konnte die Proteinbindungskapazitat im Rahmen dieser Arbeit nicht bestimmt, sondern
nur die isolierbare Analytmenge im Affinitdtsexperiment ermittelt werden.

DTNB konnte aber zur Uberpriifung der Effizienz von Blockingreagenzien fiir epoxid-
basierte Materialien eingesetzt werden. Das geblockte Material wiirde mit einer Losung
von TNB? (DTNB + DTT) versetzt. Dieses wiirde mit ungeblockten Epoxidgruppen rea-
gieren und die Abnahme der Absorption entspriache der ungeblockten Epoxidmenge.
Dies wire eine durchaus bedeutsame und gleichzeitig einfach durchzufithrende Anwen-
dung, weil das Blocking von Tragermaterialien in der Affinitatschromatographie zur Ver-

meidung unspezifischer Bindungen eine wichtige Rolle spielt.
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4.5 Uberblick iiber hergestellte monolithische Phasen

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals mit den polyfunktionellen Glycidylethern
a-TEPIC und GE 500, sowie mit GE 500 in Mischung mit dem Diepoxid 1,3-Butadiendiep-
oxid (BDE) unterschiedliche monolithische Phasen durch die Autopolymerisation ihrer

Epoxidgruppen hergestellt.

Die Praparationen mit TEPIC gestalteten sich aufgrund einer notwendig hohen Reak-
tionstemperatur von 90 °C als diffizil. Dennoch gelang die blasenfreie Praparation von
Monolithkapillarsdulen in FEP-Schlduchen mit Durchmessern von 0,8 mm in einem an-
gefertigten Aluminiumheizblock. Die Saulen wiesen bei einer Porositat von 55 % 4 pm
grof3e Poren auf und besafen eine spezifische Oberflache von 2m? g™, die in der Gro-
Benordnung von Hosova et al.[®2 hergestellten TEPIC-Monolithen (3 m? g!) lagen. Die
Praparationstechnik lief3 sich allerdings nicht auf die Saulenherstellung in Edelstahlka-
pillaren oder PEEK-Kapillaren tibertragen. Problematisch war hierbei der Verschluss der
Kapillaren. Da sich FEP als Sdulenmantel fiir Affinitatsexperimente nicht eignete, wur-

den die Phasen nicht im Affinitidtsexperiment verwendet.

Stattdessen wurden monolithische Phasen mit GE 500 als Monomer sowohl im Kapillar-
(60 x 0,5 mm, OD 1/16”, 12 uL) als auch im Diskformat (7 X 2mm, 77 pL) bei Raumtem-
peratur hergestellt, mit rekombinantem Protein A funktionalisiert und im Affinitétsex-
periment eingesetzt. Die Disks wurden in einem dafiir umfunktionierten Inline-Solvent-
Filter in situ hergestellt, mit dem sie an die HPLC-Anlage angeschlossen werden konnten.
Die Praparation gelang nach Optimierung fehlstellen- und blasenfrei, ohne nétige vor-
angehende Entgasung der Polymerisationslosung. Die Monolithe wiesen eine hohe Po-
rositit von 66 % und 12 pm grof3e Poren auf. Thre spezifische Oberfliche betrug 7 m? g™
Nach Funktionalisierung der Monolithkapillarsaule mittels der Epoxid-Methode wurde
nachweislich IgG aus der sehr komplexen Probe Kaninchenserum isoliert. Als Kapazi-
tat wurden 0,44 mg mL™! bestimmt. Bei Funktionalisierung der Monolithe im Diskformat
mittels der Epoxid-Methode bei pH 11 reduzierte sich die Kapazitat um den Faktor sieben
und bei Funktionalisierung bei pH 8 bzw. mittels ScHIFrscher-Base-Methode halbierte
sie sich. Dies kann eventuell auf eine unzureichende manuell durchgefithrte Beladung
mit dem Serum zuriickgefiithrt werden. Bei pH 11 konnen die Epoxidgruppen durch Re-
aktion mit Hydroxidionen fiir die Kopplung inaktiviert und/oder das Protein kann durch
den hohen pH-Wert denaturiert worden sein. Die erzielte Kapazitat war im Vergleich
zu der von z. B. sepharosebasierten Materialien (20 mg mL™ P3391, Sigma) und der von
GMA/EDMA-basierten CIM® r-Protein A Disks (> 10 mg ml™) von BIA Separations d.o.o.

370

(Ajdovscina, Slovenien) B7 gering.
J gering
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Durch Beimischung von 60 % BDE als Comonomer zu GE 500 konnte das Material hin-
sichtlich der Porengréfle und spezifischen Oberfliche optimiert werden. Bei hoheren
Anteilen an BDE verdichteten sich hingegen die zuvor noch phasenseparierten Monoli-
the nach Trocknung zu stark und kamen daher als chromatographische Phase nicht mehr
in Frage. Insgesamt wurde der Epoxidgehalt durch den 60 %igen Anteil an BDE vervier-
facht. Die Porengrofie wurde um den Faktor 30 auf 400 nm reduziert und die spezifische
Oberfliche um das 3-fache auf 22 m? g! bei nahezu gleichbleibend hoher Porositit von
59 % gesteigert. Die Poren waren somit kleiner als die der kommerziell zu erwerbenden

3701 im Bereich von

CIM® Protein A Disks von BIA Separations, die mittlere Porengréﬁen[
1,2-1,5 pm aufweisen. Ein Vergleich der spezifischen Oberflache ist aufgrund fehlender
Angabe P nicht méglich. Die Kapazitit konnte mit dem GE 500/BDE-Monomergemisch
auf ca. 1 mgmL™" verdoppelt werden. Sie war iiber sechs Messungen bei eingeschlosse-
ner pH-Wert-Reduzierung fiir die Elution von 2,2 auf 2,0 stabil, brach aber bei Elution
mit einem pH-Wert unter 2,0 ein. Im Vergleich zu den mittels der CDI-Methode funk-
tionalisierten Disks von BIA Separations ist dies noch relativ gering. Dabei muss aber
beachtet werden, dass die Kapazitat durch Optimierung der Beladung und Funktionali-
sierungsbedingungen gesteigert werden konnte. Den Einfluss der Funktionalisierungs-
bedingungen fiir CIM® Disks zeigen die Arbeiten der Gruppen von TENNIKOVA 58]

dem Jahr 2000. In denen funktionalisierten sie eine CIM® Disk mittels Epoxid-Methode

aus

mit rekombinantem Protein A und erzielten eine Kapazitit von 1,95 mg IgGmL!, die in
der Groflenordnung der mit den in dieser Arbeit hergestellten Disks erzielten Kapazi-
tat liegt. Aulerdem wurde die Kapazitat nicht durch Verwendung von aufgereinigtem
IgG B sondern durch Isolierung von IgG aus Kaninchenserum, einer der komplexesten
Proben, bestimmt. Im Gegensatz zu GMA/EDMA-Monolithen, die in einer Radikalket-
tenpolymerisation hergestellt werden und die Epoxidfunktionalitdt dabei durch GMA
in den Monolith eingebracht wird, wurden die Epoxidgruppen bei den GE 500/BDE-
Monolithen sowohl fiir die Polymerisation als auch fiir die Funktionalisierung genutzt.
Unter diesen Gesichtspunkten ist die erzielte Kapazitat fiir die anfangliche Entwicklung
sehr zufriedenstellend.

Um IgG in analytischen Mengen aus einer auch komplexen Probenmatrix wie z.B. Blutse-
rum anzureichern, kdnnen die in dieser Arbeit entwickelten Monolithe durchaus einge-
setzt werden. Die Kapazitat des so weit entwickelten Monoliths konnte durch eine nach-
tragliche polyfunktionelle Beschichtung, mit der zusatzliche funktionalisierbare Grup-
pen eingebracht wiirden, erhoht werden. Somit konnten Monolithdisks mit erhohter
Kapazitat eventuell auch mit TEPIC als Monomer und bisher optimierten Polymerisati-
onsbedingungen hergestellt werden. Inline-Solvent-Filter lassen sich leichter und dich-

ter als Edelstahlkapillaren verschrauben, sodass sich TEPIC-Disks unkomplizierter pro-

143



KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

duzieren lieflen als Kapillarsaulen. Weitere Arbeiten sollten sich aber zunachst mit der
Abdichtung der Disk im Filter beschéftigen, sodass eine Spaltenbildung ausgeschlos-
sen ist und der maximal anlegbare Druck bestimmt werden kann. Aufgrund der hohen
Rigiditat (nach SHORE A: 61) sollten sie aber unter hohen Flussraten, selbst wenn der Ge-
gendruck durch eine bessere Abdichtung steigen sollte, eine gute Stabilitit aufweisen.
Der maximale Druck fiir die CIM® Disks betrigt zum Vergleich 50 bar (5 MPa)B7, Im
Weiteren kann nach Optimierung der Funktionalisierungsbedingungen die Effektivitat
des Blockings beziiglich der Vermeidung unspezifischer Bindungen mittels DTNB (vgl.
Abschnitt auf Seite tberprift werden. Dieser wichtige Punkt ist fiir epoxidba-

sierte monolithische Phasen noch kaum untersucht.
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Zusammenfassung und Ausblick

Im Gegensatz zu den in der Literatur iiberwiegend beschriebenen epoxidbasierten Glyci-
dylmethacrylat (GMA)/Ethylendimethacrylat (EDMA)-Monolithen, die durch eine Radi-
kalkettenpolymerisation synthetisiert werden, wurden in der vorliegenden Arbeit neu-
artige monolithische epoxidbasierte Phasen durch Autopolymerisation der Epoxidgrup-
pen polyfunktioneller Glycidylether hergestellt. Fiir die nachfolgende Funktionalisie-
rung mit rekombinantem Protein A wurden die bei der Polymerisation nicht verbrauch-

ten Epoxidgruppen genutzt.

Die beiden als Monomere vorgesehenen polyfunktionellen Glycidylether Pentaerythri-
toltetraglycidylether und Glyceroltriglycidylether konnten in einer WiLLiaMsoNschen
Ethersynthese mit Epichlorhydrin und dem entsprechenden Polyalkohol synthetisiert
werden. Die Glycidylether wurden mit einer vergleichbaren Reinheit zu den kommer-
ziell erwerblichen Monomeren erhalten, konnten aber nicht in fiir die Monolithsynthe-
sen ausreichender Menge hergestellt werden. Die Monolithpraparationen wurden des-
halb mit den drei kommerziellen Polyglycidylethern Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat
(TEPIC), Glyceroltriglycidylether (GE 100) und Polyglycerolpolyglycidylether (GE 500)
durchgefiihrt.

Monolithsynthesen mit TEPIC wurden aufgrund des besseren Loslichkeitsverhalten mit
dem Isomer a-TEPIC durchgefiihrt. Die Abtrennung von S-TEPIC gelang durch selekti-
ves Losen des Isomerengemisches in Chloroform bei Raumtemperatur. Es konnten nach
Optimierung der Préparationstechnik, hinsichtlich Befiillung, Temperierung und Ver-
schluss der Kapillaren, schliellich Monolithkapillarsdulen in FEP-Schlauchen (ID 0,8 mm)
fehlstellenfrei hergestellt werden. Sie wiesen eine Porositit von 55 %, 4 um grof3e Poren
und eine spezifische Oberfliche von 2m? g™ auf. Die Technik lie§ sich aber nicht auf
Kapillaren aus Edelstahl oder Polyetheretherketon (PEEK) iibertragen. Aufgrund der be-
grenzten Loslichkeit von a-TEPIC und der deshalb auch notwendig hohen Reaktions-
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temperatur war die Variation der Porogenzusammensetzung und -menge zur Reduzie-
rung der Porengréfie bzw. zur Erhohung der spezifischen Oberfliche beschrankt. Die
Arbeiten wurden aus diesem Grund nicht weitergefiihrt.

Mit den Monomeren GE 100 und GE 500 konnten Monolithsynthesen hingegen bei Raum-
temperatur durchgefithrt werden. Die Synthesebedingungen und somit die Materialei-
genschaften wurden beginnend mit einem Porogenscreening optimiert. Fiir beide Mo-
nomere ergab sich empirisch jeweils eine geeignete Mischung. Fiir GE 500, mit dem die
Synthesen anschliefend aufgrund der hoheren Funktionalitdt weiterverfolgt wurden,
setzte sich die Porogenmischung aus 1,4-Dioxan und Methyl-tert-butylether (MTBE) im
Verhiltnis 2:3 zusammen. Eine Phasenseparation wurde mit einem Mindestporogenan-
teil von 50 Vol.-% induziert. Die Bestimmung der pordsen Eigenschaften bei Variation des
Porogenanteils von 70 auf 80 Vol.-% erfolgte mittels Quecksilber-Intrusionsporosimetrie-
messungen und paralleler Untersuchung der Morphologien mittels Environmental Scan-
ning Electron Microscope (ESEM). Durch den steigenden Porogenanteil wurde die Poro-
sitat von 51 % auf 69 % gesteigert. Die Porengrof3e verzehnfachte sich von 1,9 auf 21,0 pm,
wobei sich die spezifische Oberfldche von 9 auf 5m? g™ aber etwa halbierte.

Mit dem Monolith, der mit 75 Vol.-% Porogen hergestellt wurde (66 %, 12 um, 7 m?* g™"),
wurde eine Monolithkapillarsaule (60 x 0,5 mm, OD /16", 12 pL) in einer Edelstahlkapil-
lare in situ hergestellt, die nach Funktionalisierung eine Kapazitit von 0,44 mg IgG mL™!
aus Kaninchenserum aufwies.

Die Praparation im Diskformat (7 x 2mm, 77 pL) gelang in situ in umfunktionierten
Inline-Solvent-Filtern, mit denen sie direkt an die HPLC-Anlage angeschlossen wer-
den konnten. Es wurden Disks mit 70 und 75 Vol.-% Porogen hergestellt und mittels der
Epoxid-Methode bei den pH-Werten 8 und 11 sowie mittels ScHIFFscher-Base-Methode
funktionalisiert. Die Kapazitdten der beiden Materialien unterschieden sich bei glei-
cher Funktionalisierungsmethode nicht. Bei pH 11 konnen die Epoxidgruppen durch
Reaktion mit Hydroxidionen inaktiviert und/oder das Protein kann denaturiert wor-
den sein. Einen Kapazitidtsunterschied zwischen Disks, die mittels ScHiFFscher-Base-
Methode oder der Epoxid-Methode bei pH 8 funktionalisiert wurden, ergab sich nicht.
Allerdings halbierte sich die Kapazitat im Vergleich zur Monolithkapillarsiule, was even-
tuell auf eine zu geringe Beladung der Disk zuriickzufithren war.

Die Kapazitiat konnte durch Beimischung von 60 % 1,3-Butadiendiepoxid (BDE) zu ei-
nem konstant gehaltenen 25 Vol.-%igen Gesamtmonomeranteil auf ca. 1 mg IgG mL™!
verdoppelt werden. Der Epoxidgehalt wurde durch das Comonomer vervierfacht. Die
mit dem Monomergemisch hergestellte Disk wurde mittels ScHIFFscher-Base-Methode
funktionalisiert. Durch BDE als Comonomer reduzierte sich die Porengrofie bei einer

gleichbleibend hohen Porositiat von 59 % auf 400 nm, wodurch sich die spezifische Ober-
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fliche auf 22m? g verdreifachte. Aulerdem zeigte der optimierte Monolith eine hohe
Rigiditat nach SHORE A von 61 im Vergleich zu der des GE-500-Monoliths von 39.

Die Kapazitit war zwar im Vergleich zu der von GMA/EDMA-basierten CIM® r-Protein
A Disks (> 10 mg ml™) von BIA Separations d.o.o. (Ajdovséina, Slovenien) relativ gering.
Die erzielten Kapazitaten sind jedoch fiir analytische Anwendungen schon gut geeignet.
Die durchgefiihrten Arbeiten zeigten, dass epoxidbasierte Monolithe durch die Autopo-
lymerisation polyfunktioneller Glycidylether hergestellt wurden und als Trager in der
Affinitdtschromatographie einsetzbar sind.

Ein Vorteil gegeniiber GMA/EDMA-Monolithen ist die Moglichkeit, die Polymerisation
bei Raumtemperatur durchfithren zu kénnen. Dadurch ist in Zukunft ein erleichtertes
Scale-up des Monolithformats moglich, sodass die Phasen zur Anreicherung aus grofien
Volumina mit hohem Durchsatz zur Anwendung kommen konnten. Bei einem Scale-up
sind vor allem durch Temperaturgradienten entstehende Inhomogenititen der Poren-
struktur problematisch, die aber durch die Polymerisation bei Raumtemperatur voraus-
sichtlich minimiert wéren. Aufgrund ihrer Epoxidfunktionalitat sind fiir die entwickelte

Phase Derivatisierungsmoglichkeiten und vielfaltige Anwendungen denkbar.
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Anhang

A.1 Massenspektren
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Abbildung A.1. Massenspektren (ESI+) der Fraktionen ((a) tr=2,54min, (b)
tr=2,85min, (c) tg=3,26 min, (d) ¢tz =3,64min) von Ansatz 1 der Synthese von 1
(M =360,4 gmol?) (vgl. Chromatogramm in Abbildung 4.2 auf Seite .
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Abbildung A.2. Massenspektren (ESI+) der Fraktionen ((a) tg=3,12min, (b)
tr =3,77 min, () tg = 4,42 min) von Ansatz 2 der Synthese von 1 (M =360,4 g mol™) (vgl.
Chromatogramm in Abbildung 4.2 auf Seite .
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Abbildung A.3. Massenspektren (ESI+) der dritten Fraktion (c, ¢ = 4,42 min) von An-

satz 2 der Synthese von 1 (M =360,4 g mol?) (vgl. Chromatogramm in Abbildung4.2|auf
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Abbildung A.4. Massenspektrum (ESI+) vom unaufgereinigten Ansatz 1 der Synthese
von 5 (M =260,3 g mol™).
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Abbildung A.5. Massenspektren (ESI+) von Ansatz 2 der Synthese von 5
(M = 260,28 g mol ™) vor (links) und nach (rechts) Destillation im Vakuum.
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A.2 Chromatogramme

| (a) Phosphorsiure-Losung/Acetonitril (b) Methanol/Wasser
1400 + TEPIC —— TEPIC
{1 —— o TEPIC — o-TEPIC
1200 — 3
1000 - 4
E)
£ 800
S
=)
< 600 — 9
E
400 —
1
200 — \L
ol | Q
T - T - T T
0 10 20 30 40

Abbildung A.6.

Chromatogramme

Zeit [min]

von kommerziell erworbenem Tris(2,3-

epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC) und «a-Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (a-TEPIC),
Chromatographische Bedingungen: Saule Inertsil ODS-3 (5 pm, 4,6 x 250 mm), Flussrate
0,2mL min™, Injektionsvolumen 25pL, A=205nm, Gradienten (a) 10 min Eluent B,
5min Eluent A, 12 min Eluent B, (b) 3 min 10 % Methanol, 10-90 % Methanol in 17 min,
7min 90 % Methanol, 13min 10% Methanol. Es sind die Signale markiert, deren
Elutionsvolumina fraktioniert und massenspektrometrisch analysiert wurden.
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A.3 Pulverdiffraktogramme
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B 40007 0.-TEPIC-Fraktion
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Abbildung A.7. Diffraktogramme von kommerziell erworbenem Tris(2,3-
epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC), (A) unaufgereinigt sowie (B) einfach und (C)
vierfach aus Methanol umkristallisiert.
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A.4 Quecksilber-Intrusionskurven
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Abbildung A.8. Quecksilber-Intrusionskurven von Monolithen, hergestellt mit (A)
GE 500 als Monomer und 1,25 Vol.-% Bortrifluoridetherat (1:10) als Katalysator in 1,4-
Dioxan/Methyl-tert-butylether (MTBE) (3:2) als Porogen mit variierendem Volumenan-
teil, (0,005-200MPa) sowie mit GE 500 in Mischung mit (B) 1,4-Butandioldiglycidylether
(BDG), (C) Ethylenglycoldiglycidylether (EDG) oder (D) 1,3-Butadiendiepoxid (BDE)
als Comonomer mit variierendem Anteil an 25 Vol.-% Gesamtmonomeranteil in 75 Vol.-%
Porogen (1,4-Dioxan/Methyl-tert-butylether (MTBE) (3:2)) und 1,25 Vol.-% Bortrifluorid-

etherat (1:10) als Katalysator, (0,0007-200 MPa).
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A.5 Kernspinresonanzspektren (NMR)
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Abbildung A.9. '"H-NMR-Spektrum (DMSO-d®, 400 MHz) von 1,3-Butadiendiepoxid
(BDE, C,H,0,).
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Abbildung A.10. 'H-NMR-Spektrum (DMSO-d®, 400 MHz) von Ethylenglycoldiglyci-
dylether (EDG, C;H,,0,).
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Abbildung A.11. HH-COSY-Spektrum (DMSO-d°®, 400 MHz) von Ethylenglycoldiglyci-
dylether (EDG).
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Abbildung A.12. '"H-NMR-Spektrum (DMSO-d®, 400 MHz) von 1,4-Butandioldiglycidyl-

ether (BDG, C,,H,;0,).
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Abbildung A.13. HH-COSY-Spektrum (DMSO-d®, 400 MHz) von 1,4-Butandioldiglyci-

dylether (BDG).
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Abbildung A.14. 'H-Spektrum (CDCl;, 500 MHz) der dritten Fraktion (c, ¢z = 4,42 min)
von Ansatz 2 (vgl. Chromatogramm in Abbildung (4.2| auf Seite |84) der Synthese von 1
(C17H2808)'
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Abbildung A.15. 'H-Spektrum (CDCls;, 500 MHz) von Ansatz 2 der Synthese von 5
(C,,H,,0¢) (A) vor und (B) nach destillativer Aufreinigung im Vakuum.
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Abbildung A.16. 'H-Spektrum (CDCls, 500 MHz) von Ansatz 3 der Synthese 5
(C,,H,,0;) nach saulenchromatographischer Aufreinigung.
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Abbildung A.17. '"H-Spektrum (CDCl;, 500 MHz) von (A) Glycerol, (B) Ansatz 3 der
Synthese von 5 nach saulenchromatographischer Aufreinigung und (C) Epichlorhydrin.
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Abbildung A.18. C,H-COSY-Spektrum (CDCl;, 500 MHz und 126 MHz) von Ansatz 3
der Synthese von 5 nach saulenchromatographischer Aufreinigung.
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Abbildung A.19. 'H-Spektrum (CDCl;, 500 MHz) von GE 100 (C,,H,,0,).
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