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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 gefüllten
Säulen geworden. Sie werden in anorganische Phasen und organische Polymermonoli-
the unterteilt, die beide kommerziell vertrieben werden. Poröse Monolithe bestehen aus
einem einzigen, durchgehenden Stück. Charakteristisch ist das sie durchziehende Poren-
netzwerk, durch das der Eluent mit geringerem hydraulischen Widerstand �ießen kann
und das somit schnellere Flussraten ermöglicht. Polymermonolithe werden vorwiegend
für die Separation großer Biomoleküle aufgrund eines durch Konvektion beschleunigten
Massentransfers eingesetzt. Zudem sind sie über einen breiten pH-Wert-Bereich stabil
und können direkt (in situ) im gewünschten Format polymerisiert werden.
In der vorliegenden Arbeit gelang die Herstellung neuartiger epoxidbasierter Phasen
nach einem von Weller et al. entwickelten Konzept, die im A�nitätsexperiment ange-
wendet wurden. Die Herstellung erfolgte durch Autopolymerisation polyfunktioneller
Glycidylether. Für 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 durchführbaren Monolithsynthesen mit
dem höher 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 Monolithkapillarsäule (66 % Porosität, 12 µm Porengröße, 7 m2 g-1

spezi�sche Ober�äche) ergab im A�nitätsexperiment eine Kapazität von 0,44 mg mL-1

aus Kaninchenserum isolierbarem Immunglobulin G (IgG). Durch Beimischung von 60 %
1,3-Butadiendiepoxid (BDE) konnte der Epoxidgehalt vervierfacht und die Porengröße
auf 400 nm bei 59 % Porosität reduziert werden. Die spezi�sche Ober�äche wurde ver-
dreifacht und die Kapazität präparierter Disks auf 0,90 mg mL-1 etwa verdoppelt. Die in
dieser Arbeit entwickelten Disks können 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 classi�ed 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 �ow with lower
hydraulic resistance and which consequently o�ers higher �ow 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 a�nity 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 µm pore size, 7 m2 g-1 speci�c 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-1. 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-
ci�c surface area was tripled and the capacity of prepared disks approximately doubled
to 0,90 mg mL-1. 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

Einführung

Die Entwicklung monolithischer Phasen begann erst etwa Mitte der 1980er Jahre und
dennoch �nden sie heute als Alternative zu den seit etwa 100 Jahren etablierten mit Par-
tikeln gefüllten Säulen in sämtlichen chromatographischen Techniken Anwendung [1].
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 Stück 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
häu�g mikrometergroßen Porenkanäle, durch die der Eluent �ießt und die deshalb oft als
Durch�ussporen bezeichnet werden, sind ihr Charakteristikum. Sie sorgen bei gleichzei-
tig hoher Porosität für einen geringeren hydraulischen Widerstand als bei Partikel ge-
füllten Säulen und erlauben somit höhere Flussraten. Anorganische Monolithe weisen im
Gegensatz zu Polymermonolithen zusätzlich Poren in der Größe einiger Nanometer auf,
die eine hohe Ober�äche erzeugen. Sie werden seit einigen Jahren u. a. von der Merck
KGAa (Darmstadt) als Umkehrphasen für die Separation kleiner Moleküle [2] vertrieben.
Polymermonolithe besitzen in der Regel hauptsächlich Durch�ussporen [3,4] und werden
ergänzend besonders für die Separation großer Biomoleküle [5–8] wie beispielsweise für
die von Proteinen eingesetzt.

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt in der Entwicklung einer epoxidbasierten Mo-
nolithphase für die A�nitätschromatographie zur Anreicherung von Proteinen. Die Af-
�nitätschromatographie ist die Methode der Wahl zur spezi�schen Anreicherung von
Biomolekülen und basiert auf der reversiblen Wechselwirkung eines Analyten mit einem
auf der festen Phase immobilisierten Liganden. Geeignete Phasen müssen dafür vielen
Anforderungen genügen. So müssen sie vor allem für drastische Elutionsbedingungen
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KAPITEL 1. EINFÜHRUNG

über einen breiten pH-Wert-Bereich stabil sein und eine hohe Kapazität aufweisen. Au-
ßerdem müssen sie selbstverständlich funktionalisierbar sein. Etabliert sind bisher vor
allem agarosebasierte Phasen, die diese Anforderungen erfüllen. Auch Polymermonoli-
the erfüllen diese, wobei ihre Kapazität in den meisten Fällen noch unterhalb der von
agarosebasierten Phasen liegt. Nicht unwesentliche Nachteile agarosebasierter Phasen
sind jedoch der hauptsächlich di�usionskontrollierte Massentransfer und eine geringe
Druckstabilität, die beide die Flussgeschwindigkeit limitieren. Der Massentransfer bei
Polymermonolithen zu den an der Ober�äche der Durch�ussporen be�ndlichen akti-
ven Zentren erfolgt hingegen vor allem durch schnellere Konvektion [8–10]. Die schnelle-
re Bindungskinetik limitiert somit nicht die aufgrund der porösen Struktur möglichen
höheren Flussraten. Dadurch sind höhere Durchsätze in kürzerer Zeit möglich. Polymer-
monolithe sind in situ herstellbar, d. h. die Reaktionslösung polymerisiert direkt in der
gewünschten 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 überwiegend durch
Radikalkettenpolymerisation der Monomere Glycidylmethacrylat (GMA) und Ethylen-
dimethacrylat (EDMA) hergestellt. GMA/EDMA-Monolithe werden bereits von BIA Se-
parations d.o.o. (Ajdovščina, Slovenien) vertrieben.
In der vorliegenden Arbeit wird die Weiterentwicklung eines neuen Konzepts verfolgt,
von dem Weller et al. [11] erstmals berichteten und das bereits zur Anreicherung von
Bakterien erfolgreich eingesetzt wurde [12,13]. Hierbei wird der Monolith durch Lewis-
Säure-katalysierte Autopolymerisation polyfunktioneller Glycidylether, die großtech-
nisch als Vernetzer in Epoxidharzen verwendet werden, hergestellt. Nicht polymerisierte
Gruppen werden für die anschließende Funktionalisierung genutzt.
Der Schwerpunkt der Arbeit liegt in der Recherche nach geeigneten polyfunktionellen
Glycidylethern und der Optimierung der Materialeigenschaften hinsichtlich der Poren-
größe, Porosität, spezi�schen Ober�äche und Rigidität des Materials. Dazu wurde der
Ein�uss der Porogenmischung und des Porogenanteils sowie die Beimischung von Di-
epoxiden als Comonomer untersucht. Außerdem umfassen sie die Entwicklung der Prä-
paration von monolithischen Kapillarsäulen und Disks. Eine geeignete Phase für die An-
reicherung von Proteinen, insbesondere von ca. 10 nm großen Antikörpern, sollte Poren
in der Größenordnung einiger hundert Nanometer und für eine zugleich gute Permeabi-
lität eine Porosität 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 Überblick über die Vielfalt bisher hergestellter monolithischer
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Materialien, deren Herstellungsprozesse und über gängige analytische Methoden zu de-
ren Charakterisierung gegeben. Dabei wird insbesondere auf Epoxide und deren Reak-
tivität eingegangen.
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Kapitel 2

Theoretische Grundlagen

2.1 Monolithische stationäre Phasen

Monolithische stationäre Phasen stellen mittlerweile in zahlreichen Chromatographie-
techniken, nicht nur in der A�nitätschromatographie, eine Altnernative zu den kon-
ventionellen Phasen dar, bei denen es sich zumeist um Partikel bzw. speziell im Fall
der A�nitätschromatographie um gequollene auf Agarose basierende Gele handelt. Im
Folgenden werden die Eigenschaften und die sich daraus ergebenden Vorteile monolithi-
scher Phasen gegenüber konventionellen Säulenbetten beschrieben und eine Übersicht
über die Vielfalt an Monolithtypen gegeben, die bisher entwickelt wurden. Außerdem
wird der Herstellungsprozess im Allgemeinen erläutert, durch den das charakteristische
Porennetzwerk in den Monolith integriert wird und es werden Ein�üsse diskutiert, die
die Porengröße steuern. Eingangs wird aber zunächst ein historischer Überblick über die
Anfänge und Entwicklung monolithischer Phasen gegeben.

2.1.1 Historischer Überblick

In den 1950er Jahren entwickelte der Nobelpreisträger Robert Synge [14] erstmals ähn-
liche zu den heute als Monolithe bekannten Strukturen [15], indem er kollodiumbasierte
Membranen für die Ultrazentrifugation von Polysacchariden einsetzte [16,17]. Ein Jahr-
zehnt später verö�entlichten Kubín et al. [18] ihre Ergebnisse zu Experimenten mit Poly-
ethylenglycolmethacrylaten als stationäre Phasen für die Gel�ltration. Diese Materialien
waren jedoch nicht ausreichend druckstabil [15,19] und es folgten Versuche mit o�enpori-
gen Polyurethanschäumen, die erste erfolgversprechende Ergebnisse hinsichtlich guter
Trennleistungen kleiner Moleküle in der Gas- (GC) und Flüssigchromatographie (engl.
Liquid Chromatography, LC) zeigten [19–24]. Sie waren allerdings für eine Anwendung als
stationäre Phase in der GC nicht ausreichend thermisch stabil [19] und wiesen für einen
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Durchbruch in der LC eine noch zu geringe mechanische Stabilität und ein zu starkes
Quellverhalten auf [25].

Mitte der 1980er Jahre stellte die Gruppe um Belenkii [26,27] nach Experimenten mit un-
terschiedlichen Säulengeometrien für die Separation von Proteinen fest, dass auch kur-
ze Säulen für eine erfolgreiche Trennung ausreichend sind. Kurze, mit Partikeln gefüll-
te Säulen konnten jedoch nicht homogen und spaltenfrei hergestellt werden [15]. Dieser
Zeitpunkt gilt als Geburtsstunde der Monolithe [15], nachdem Tennikova [28] und ihren
Mitarbeitern durch Copolymerisation von Glycidylmethacrylat (GMA) und Ethylendi-
methacrylat (EDMA) die Synthese eines porösen, aus einem Stück bestehenden Träger-
materials mit zentimetergroßen Durchmessern im Diskformat gelang.

Švec et al. [29] übertrugen die Technik auf die in-situ-Synthese monolithischer Säulen
in konventioneller Dimension für die Hochleistungs�üssigkeitschromatographie (engl.
High Performance Liquid Chromatography, HPLC) und setzten als weitere Monomere
Styrol, Divinylbenzol und deren Derivate ein [30]. Die Ausbildung von Spalten zwischen
Monolith und Säulenwand durch Schrumpfung des Polymers wurde durch eine senk-
rechte Position der Säule während der Polymerisation vermieden. Dadurch sedimentiert
das Polymer und der Feststo� wird von der Polymerisationslösung umgeben, sodass ent-
standene Spalten mit Feststo� wieder ausgefüllt werden [30]. Die einfache Herstellung
und eine gute Trennleistung für Biomoleküle weckten das Interesse für diese Materiali-
en [25].

Parallel zu diesen Arbeiten stellten Hjertén et al. [31–33] gequollene und stark vernetz-
te Gele durch Reaktion von N,N’-Methylenbisacrylamid mit u. a. Acrylsäure in Gegen-
wart von Salzen wie Ammoniumsulfat und Ammoniumperoxodisulfat her, die nach der
Synthese komprimiert wurden und trotzdessen eine hohe Permeabilität aufwiesen. Ab
Anfang der 1990er Jahre wurden zahlreiche weitere Synthesen für monolithische Mate-
rialien in verschiedenen Säulengeometrien und mit unterschiedlichen Funktionalitäten
für die HPLC und Kapillarelektrochromatographie (engl. Capillary Electrochromatogra-
phy, CEC) publiziert [3,15,34–40].

Nachdem sich die Entwicklung hauptsächlich auf die Synthese organischer Polymermo-
nolithe konzentriert hatte, führten die Gruppen um Tanaka [2] und Fields [41] Mitte der
1990er Jahre anorganische Monolithe auf Silicabasis ein. Im Gegensatz zu Polymermo-
nolithen schrumpfen Silicamonolithe stark und können 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-
lenglycol (PEG) als Porogen hergestellt [42,43].
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2.1.2 Eigenschaften

Seit mehr als 100 Jahren werden in der Chromatographie hauptsächlich mit porösen Par-
tikeln gepackte Säulen eingesetzt [15]. Ihre spezi�sche Ober�äche wird durch die intra-
partikuläre Porosität bestimmt, während die interpartikuläre Porosität, in der Größen-
ordnung einiger Zehntel der Partikelgröße, die Permeabilität der Säule beein�usst [3].
Auch bei enger Partikelgrößenverteilung und homogener Packungsdichte weisen ge-
packte Säulen ein Hohlraumvolumen von 30-40 % auf, das für die chromatographische
Trennung nicht zur Verfügung steht [3,15]. Der Massentransfer der zu trennenden Ana-
lyten geschieht durch Di�usion in die Partikelporen aufgrund eines sich ausbildenden
Konzentrationsgradienten zwischen dem durch die Partikelzwischenräume �ießenden
und dem in den Partikelporen stagnierenden Eluenten und kann durch kurze Di�usions-
wege beschleunigt werden. Dies ist vor allem für große Biomoleküle wie Proteine von
Vorteil, weil sie einen erheblich kleineren Di�usionskoe�zienten als niedermolekula-
re Moleküle besitzen [15,44]. Bei Verwendung kleinerer Partikel verkleinern sich simultan
aber auch die Partikelzwischenräume und die resultierende Reduzierung der Permea-
bilität hat höhere Gegendrücke zur Folge [15]. Nach dem Darcy-Gesetz (Gleichung 2.1)
verhält sich der Gegendruck ∆p bei laminaren Strömungen, unter Berücksichtigung der
Säulenlänge L, der Flussgeschwindigkeit u, der Viskosität der mobilen Phase η und der
Konstante K0, dabei umgekehrt proportional zum Quadrat der Partikelgröße dp [45]:

∆p =
u · η · L
K0 · d2p

. (2.1)

Die Permeabilitätskonstante K0 berechnet sich nach der Kozeny-Carman-Gleichung
aus der externen Porosität εe:

K0 =
ε3e

180(1 − εe)2
. (2.2)

Monolithische Phasen stellen eine Alternative zu diesen seit langem etablierten Säu-
len dar. Sie bestehen, wie der Name vermuten lässt, aus einem durchgehenden Säulen-
bett und werden in anorganische Materialien, die hauptsächlich silicabasiert sind und
organische Polymermonolithe, die im Folgenden nur noch als Polymermonolithe be-
zeichnet werden, eingeteilt. Strukturell sind sie zumeist aus Kügelchen, die zu größeren
Clustern vernetzt sind, aufgebaut. Charakteristisch ist das sie durchziehende Porennetz-
werk, durch das der Eluent �ießen kann. Die Poren sind typischerweise einige Mikro-
meter groß und werden aufgrund ihrer Funktion in der Literatur als Durch�uss- oder
aufgrund ihrer Größe auch als Gigaporen bezeichnet [15,25]. Guiochon [3] beschreibt die
monolithische Struktur durch Umkehrung der einer mit Partikeln gefüllten Säule. An-
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KAPITEL 2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Abbildung 2.1. Vergleich des Säulenbetts einer mit Partikeln gefüllten Säule (links) mit
dem einer monolithischen Säule (rechts).

stelle der Partikelzwischenräume tritt das monolithische Skelett und anstelle der Par-
tikel die Durch�ussporen, deren Verbindungen die Kontakt�ächen zwischen den Parti-
keln darstellen. Huber und Švec [15] vergleichen die Struktur indessen mit nur einem
einzigen großen porösen und von den Poren vollständig durchdrungenen Partikel, wie
er in der Perfusionschromatographie eingesetzt wird. In Abbildung 2.1 ist der Aufbau
beider Säulenbettformate schematisch illustriert. Die Porosität monolithischer Phasen
beträgt im Allgemeinen ca. 60-80 %, weshalb sie eine erhöhte Permeabilität aufweisen.
Sie wird durch die Vernetzung, Konstruktion und Form der Poren beein�usst und er-
laubt aufgrund eines geringeren hydraulischen Widerstands höhere Flussraten, wodurch
die Analysenzeit verkürzt wird. Der Massentransfer erfolgt dabei neben Di�usion auch
durch Konvektion [8–10].
Im Vergleich zu mit Partikeln gepackten Säulen beträgt das vom monolithischen Skelett
ausgefüllte Volumen folglich aber nur 40-20 %, sodass die spezi�sche Ober�äche kleiner
als die von mit Partikeln gepackten Säulen sein müsste. Anorganische Monolithe besit-
zen neben den Durch�ussporen zusätzlich kleine Einbuchtungen in den Kügelchen [25],
die nach De�nition der International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) [46]

in der Größenordnung von Mesoporen (2-50 nm) liegen und für eine hohe spezi�sche
Ober�äche sorgen [3]. Die Porengrößen können unabhängig voneinander im Herstel-
lungsprozess eingestellt werden [42]. Dabei muss für die jeweilige Anwendung der Säule
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ein Optimum zwischen einer hohen spezi�schen Ober�äche für eine hohe Kapazität und
gute Trennleistung sowie einer hohen Permeabilität für geringe Gegendrücke und ho-
he Flussraten erzielt werden. Eine multimodale Porengrößenverteilung ist denkbar, aber
nicht immer wünschenswert, da Mikroporen (< 2 nm) für größere Moleküle zu klein
sind und der Massentransfer durch stärkere Adsorptionse�ekte langsamer erfolgt [3]. Für
Polymermonolithe konnte diese bimodale Porengrößenverteilung bisher nicht realisiert
werden [3,4], weshalb sie überwiegend für die Trennung großer Biomoleküle [5–8] und an-
organische Monolithe komplementär für die Trennung kleinerer Moleküle eingesetzt
werden [2]. Aufgrund des hohen Vernetzungsgrades besitzen Monolithe eine hohe, von
der Porosität abhängige, mechanische Stabilität, die dafür sorgt, dass die Porosität auch
im trockenen Zustand erhalten bleibt [25].
Polymermonolithe zeichnen sich zudem im Gegensatz zu Silicamonolithen durch Stabi-
lität über einen breiten pH-Wert-Bereich aus und können in situ in unterschiedlichsten
Formen polymerisiert werden. Es wurden konventionelle HPLC-Formate [47], Kapillar-
säulen [48–52], Diskformate [53,54] und mikro�uidische Kanäle [55,56] hergestellt [8]. Silicamo-
nolithe schrumpfen so stark, sodass sie nachträglich in die Säule eingekapselt werden
müssen. Untersuchungen zur Schrumpfung von Silicamonolithen in Abhängigkeit des
Säuleninnendurchmessers zeigten, dass Monolithe in Kapillarsäulen mit einem kleineren
Innendurchmesser als 100 µm an der Säulenwand haften bleiben [3]. Polymermonolithe
sind �exibler, sodass eine Schrumpfung durch mechanischen Stress und die resultierende
Spaltenbildung zwischen Säulenwand und Monolith nicht so stark wie bei Silicamono-
lithen eintritt [3].

2.1.3 Mechanismus der Porenbildung

Der Mechanismus [57] für die Herstellung poröser Partikel und poröser Monolithe basiert
auf der Phasenseparation [57–62] des Polymers während der Polymerisation aus einem in-
erten Lösungsmittel, Porogen genannt. Die Herstellungsprozesse unterscheiden sich da-
bei jedoch. Poröse Partikel werden meist nach einer in den 1950er Jahren entwickelten
Technik mittels Suspensionspolymerisation hergestellt [63]. Dabei wird ein wasserunlös-
liches Monomer in einer wässrigen Phase dispergiert und die entstandenen Tröpfchen
durch Zugabe eines im Monomer löslichen Initiators zu sphärischen Partikeln polyme-
risiert. Die Suspension wird während der gesamten Polymerisationsdauer gerührt. Die
Stärke des Rührens und die Grenz�ächenspannung zwischen organischer und wässriger
Phase beein�ussen die Größe und sphärische Form der Partikel [64,65]. Im Gegensatz dazu
ist die Polymerisation von Monolithen statisch [30,39,66] und wird in der Regel direkt im
Porogen durchgeführt [67].
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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 gelöst (A) und die Polymerisation durch einen Initiator gestartet
(B). Das Porogen enthält einen für die gebildeten Polymerketten unlöslichen Anteil, der
zur Phasenseparation führt. Wie in einer Fällungspolymerisation präzipitiert das gebil-
dete Polymer und sedimentiert aufgrund seiner größeren Dichte [60,68]. Die Vernetzung
der Polymerketten zu sogenannten Nuklei, die eine hoch poröse ungeordnete Struktur
ausbilden, fördert diesen Prozess zusätzlich (C). Sie stellen für das Monomer ein ther-
modynamisch besseres Lösungsmittel dar, infolgedessen sich die lokale Monomerkon-
zentration zwischen den Nuklei erhöht und die weitere Polymerisation dort kinetisch
bevorzugt ist. Polymerketten, die weiterhin in Lösung entstehen, werden von den zu
Kügelchen anwachsenden Nuklei aufgenommen (D). Diese vernetzen untereinander und
verschmelzen schließlich zu Clustern [58] (E). Die Ausbildung eines vernetzten Polymers
ist für die mechanische Stabilität des Monoliths wichtig und sorgt dafür, dass das Po-
rennetzwerk auch im trockenen Zustand erhalten bleibt [63]. Das Porogen wird während
der Phasenseparation zwischen den Kügelchen eingeschlossen. Diese Zwischenräume
stellen das spätere Porennetzwerk dar [28,58], aus dem nach der Synthese das Porogen
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verdampft oder herausgewaschen wird. Im Idealfall, wenn das gesamte Porogen vom
Polymer eingeschlossen wird, entspricht der eingesetzte Porogenvolumenanteil der Po-
rosität im Monolith. Bei der Suspensionspolymerisation lässt das Rühren der Lösung
die Nuklei in den Tropfen rotieren. Dadurch verschmelzen sie später und werden eng-
er gepackt. Aufgrund dessen sind die Poren in porösen Partikeln unter gleichen Reak-
tionsbedingungen hinsichtlich Reaktionszeit, -temperatur und Zusammensetzung der
Mischung kleiner als in Monolithen [30,58,66].
Die Porengröße und damit auch die spezi�sche Ober�äche sowie die Homogenität und
Rigidität können durch die Reaktionstemperatur, den Anteil an Vernetzer, die Art [69]

und Konzentration des Initiators, aber vor allem durch die Porogenzusammensetzung
und deren Anteil gesteuert werden [30,63,66,70–78]. Dabei ändert nur der Anteil an Vernet-
zer die chemische Zusammensetzung des Monoliths. Das bedeutet, dass durch Variation
der anderen Faktoren Polymere gleicher Zusammensetzung, aber mit unterschiedlichen
Porengrößen hergestellt werden können [79,80].
Das Porogen beein�usst die Porengröße durch sein Vermögen, die gebildeten Polymer-
ketten zu Beginn der Polymerisation zu lösen [36,66,81]. Tritt die Phasenseparation schnell
ein, wachsen die Nuklei durch die lokal erhöhte Monomerkonzentration zwischen ih-
nen schnell zu großen Kügelchen und Clustern heran, zwischen denen sich größere
Zwischenräume ausbilden. Ist das Porogen aber ein dazu relativ gutes Lösungsmittel,
konkurriert es mit dem Monomer um die Solvatation des Polymers und die Phasense-
paration tritt verzögert ein. Es bilden sich mehrere kleinere Nuklei, die bei gleicher Mo-
nomerkonzentration wie im oberen Fall zu kleineren Clustern mit kleineren Zwischen-
räumen anwachsen [30,36,66]. Die Porogenzusammensetzung und -menge muss für jede
Monomermischung empirisch bestimmt werden, eine präzise Vorhersage der Porengrö-
ße ist bisher nicht möglich [1,58,63]. Als Porogene können prinzipiell alle Lösungsmittel
eingesetzt werden. Für polymethacrylatbasierte Monolithe beispielsweise werden häu-
�g niedermolekulare Alkohole [82,83] wie z. B. Cyclohexanol und Dodecanol [36] verwen-
det, die gewöhnlich in binären [79,84], aber auch in Verbindung mit Wasser in ternären
Mischungen [85] eingesetzt werden. Daneben wurden Synthesen auch in polymeren Po-
rogenen [86] wie PEGs (M = 4000-20 000 g mol-1) [87] und Polystyrolen [69] sowie in 1,1,1,2-
Tetra�uorethan [88] und überkritisches Kohlensto�dioxid [89,90], mit denen sich die Poren-
größe über den Druck steuern lässt, durchgeführt. Durch die mögliche Anpassung des
Porogens können im Gegensatz zur Suspensionspolymerisation bei der Herstellung von
Monolithen Monomere unterschiedlichster Polaritäten copolymerisiert werden [76,83,91].
Von der Art des Initiators hängt zumeist die optimale Reaktionstemperatur ab [92]. Diese
übt wie die Initiatorkonzentration einen Ein�uss auf die Reaktionskinetik der Polyme-
risation aus [58,63]. Allgemein gilt, dass mit steigender Temperatur und Initiatorkonzen-
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tration die Porengröße abnimmt [63,66], weil schnell zahlreiche und damit kleinere Nuklei
bzw. Kügelchen und Cluster mit kleineren Zwischenräumen gebildet werden. Die Mi-
schung des Polymers mit dem Porogen ist faktisch ein endothermer Prozess, wonach
mit steigender Temperatur die Löslichkeit des Polymers im Porogen zunehmen und die
Phasenseparation verzögert eintreten müsste. Die Poren müssten entsprechend größer
sein. Da aber der gegenteilige E�ekt beobachtet wird, scheint die Temperatur auf das
thermodynamische Löslichkeitsvermögen des Porogens für das Polymer keinen domi-
nierenden Ein�uss zu haben. Bei geringerer Initiatorkonzentration sinkt die Polymeri-
sationsgeschwindigkeit und die Di�usion der Monomermoleküle in das Nukleigerüst ist
begünstigt, die hiernach zu größeren Clustern mit größeren Zwischenräumen anwach-
sen [63]. Vor allem bei Präparation im Durchmesser größerer Monolithe können Tem-
peraturgradienten während der exothermen Polymerisation in der ungerührten Lösung
eine heterogene Porenstruktur verursachen [4], die die E�zienz einer Säule reduziert. Für
Silicamonolithe ist dies bekannt und in der Literatur beschrieben [3], für kommerziell er-
hältliche Polymermonolithe durch numerische Simulation berechnet [93]. Dabei wurden
bevorzugte Pfade, horizontale Poren und stagnierende Zonen ermittelt.
Der Anteil an Vernetzer limitiert die Porengröße durch das Maß an möglicher Verknüp-
fung der Kügelchen. Mit steigendem Anteil nimmt die Porengröße ab. Sind die Kügel-
chen intern schon hoch vernetzt, können sie sich nicht mehr zu großen Clustern ver-
knüpfen, sodass die Zwischenräume klein bleiben [58,66]. Das hat eine höhere spezi�sche
Ober�äche, aber auch eine Reduzierung der Permeabilität zur Folge.

2.1.4 Monolithtypen

Monolithische Phasen werden in anorganische und organische Materialien unterteilt.
Anorganische Phasen sind hauptsächlich silicabasiert. Ihre Entwicklung begann in den
1990er Jahren [94–96] und bereits 1993 reichten Nakanishi und Saga und die Merck KGaA
(Darmstadt) unabhängig voneinander Patente für ihre Herstellung ein [25]. Kommerziell
sind sie heute von Merck unter dem Handelsnamen Chromolith® [97,98] und von Phe-
nomenex Inc. (Ascha�enburg) unter dem Handelsnamen Onyx™ erhältlich. 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 [43,97,99]. Als
Monomere werden TMOS und TEOS mit unterschiedlichen Additiven [43] in PEGs [100]

als Porogen umgesetzt. Durch eine bimodale Porengrößenverteilung mit Poren im Grö-
ßenbereich von 1-2 µm und 5-25 nm besitzen sie eine spezi�sche Ober�äche von 200-
400 m2 g-1. Die Porengrößen lassen sich dabei unabhängig voneinander einstellen, wobei
die Mesoporen durch eine nach der Polymerisation durchgeführten Alterung im Basi-
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schen entstehen [96,101]. Temperatur und pH-Wert beein�ussen dabei die Porengrößenver-
teilung und mittlere Porengröße. Silicabasierte Monolithe sind nur über einen pH-Wert-
Bereich von ca. 2-8 stabil [102] und können aufgrund einer hohen Schrumpfung während
des Herstellungsprozesses nicht in situ hergestellt werden [103], zeichnen sich aber durch
eine hohe mechanische Stabilität aus.
Zu neuartigeren anorganischen Monolithen gehören Metalloxidmonolithe, die über ei-
nen breiteren pH-Bereich einsetzbar sind. Sie werden in einer Polykondensation von
Aluminium-, Hafnium- oder Zirkoniumoxiden mit N -Methylformamid in Propylenoxid
als Porogen in situ hergestellt [104]. Allerdings zeigten sie in Experimenten in der Nor-
malphasen-Flüssigchromatographie (NP-LC) ein starkes Peaktailing. Daneben stellten
Taguchi et al. [105] und Liang et al. [106] Kohlensto�monolithe her. Dafür 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 Silicagerüst wurde anschließend unter Einwirkung von Flusssäure ent-
fernt.
Polymermonolithe werden überwiegend durch Copolymerisation eines mono- und bi-
funktionellen Monomers in Anwesenheit eines Initiators und eines Porogens herge-
stellt. Bei Radikalkettenpolymerisationen ungesättigter Verbindungen erfolgt die Initi-
ierung vorwiegend thermisch oder photochemisch [8]. Daneben werden seltener auch γ-
Strahlen oder Elektronenstrahlen eingesetzt [1,19]. Als Monomere dienen zumeist Styrol,
Acrylate und Acrylamide. Die spezi�sche Ober�äche dieser Monolithe ist jedoch durch
das Fehlen von Mesoporen im Gerüst 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, können aber auch
mittels Friedel-Crafts-Alkylierung C18-funktionalisiert werden. Sie wurden erfolgreich
für Trennungen von Proteinen und Peptiden [107–109], Polystyrol-Standards [110] und klei-
nen Molekülen wie Alkylbenzolen [111] eingesetzt.
Für die Synthese acrylatbasierter Monolithe stehen viele Monomere zur Verfügung, so-
dass Monolithe mit unterschiedlichsten Eigenschaften und Funktionalitäten hergestellt
werden können [112]. Monolithe, bestehend aus dem Copolymer Poly(butylmethacrylat-
co-ethylendimethacrylat) (BMA/EDMA) bzw. Poly(GMA-co-EDMA), werden in der RP-
LC für die Proteintrennung [112] eingesetzt bzw. sind für zahlreiche Anwendungen durch
funktionalisierbare Epoxidgruppen geeignet. GMA/EDMA-Monolithe sind als Convec-
tive Interaction Media (CIM®) in Disk- und Säulenformat kommerziell bei BIA Separa-
tions d.o.o. (Ajdovščina, Slovenien) erhältlich. Sie werden für die Trennung von Prote-
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inen und Oligonukleotiden [113] sowie für die Aufreinigung von Proteinen und Plasmid-
Desoxyribonukleinsäure (DNS) [114–116] eingesetzt. Als Porogene werden Cyclohexanol
und Dodecanol und als Initiator zur thermischen Initiierung Azo-bis(isobutyronitril)
(AIBN) eingesetzt [117]. Hydrophile acrylamidbasierte Monolithe werden durch Copoly-
merisation von Acrylsäure und N,N’-Methylenbisacrylamid in wässrigem Pu�er als Po-
rogen hergestellt [31]. Sie werden aufgrund ihrer Polarität in der NP-LC eingesetzt. Hy-
drophobe Acrylamid-Monolithe lassen sich durch Ersatz von Acrylsäure durch Butyl-
methacrylat synthetisieren [32]. Sie waren allerdings nicht druckstabil, sodass die Kapil-
laren für eine kovalente Anbindung silanisiert wurden und die Monolithe durch Poly-
merisation von Methacrylamid, Acrylsäure und Piperazindiacrylamid optimiert wurden.
Anwendung �nden sie in der Proteintrennung [118].
Neben der Radikalkettenpolymerisation wurden auch Techniken für die Monolithsyn-
these mittels lebender Polymerisation entwickelt. Dazu zählen zum einen Poly(styrol-
co-divinylbenzole), die unter Einsatz von 2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyloxyl (TEMPO)
synthetisiert werden [119] und zum anderen die von Buchmeiser et al. [19,120–125] entwi-
ckelte Polymerisation von Norbornen und Derivaten mit einem Grubbs-ähnlichen Ru-
theniumkatalysator durch eine Ringö�nungsmetathese (engl. Ring-Opening Metathesis
Polymerisation, ROMP). Die hydrophoben Monolithe wurden im Säulen- und Kapillar-
säulenformat hergestellt und �nden in der Trennung von Biopolymeren [125–128] und im
Hochdurchsatzscreening [124] synthetischer Polymere Anwendung. ROMP wurde Mitte
der 1970er Jahre entwickelt [129] und die Entwicklungsarbeit im Jahr 2005 mit einem No-
belpreis an Chauvin, Grubbs und Schrock [130] ausgezeichnet. Der Versuch Mitte der
1990er Jahre von Matyjaszewski [131], Monolithe mittels Atom Transfer Radical Poly-
merization (ATRP) herzustellen, führte jedoch nur zu unporösen Materialien.
Kryogele besitzen bis zu 100 µm große Poren und eine Porosität von bis zu 90 % [132].
Sie eignen sich deshalb für Proben, die Partikel oder z. B. Zellen beinhalten [132–135]. Die
Technik wurde von Mattiasson et al. entwickelt. Die wässrige Polymerisationslösung
wird gefroren und die Polymerisation unter -10 °C durchgeführt. Die Porenstruktur wird
durch Wasserkristalle bestimmt, die nach der Polymerisation schmelzen und sich leicht
entfernen lassen. Als Monomere werden Acrylamid, Allylglycidylether undN,N’-Methy-
lenbisacrylamid mit Tetramethylethylendiamin und Ammoniumpersulfat als Initiatoren
polymerisiert [136].
Es sind auch agarosebasierte Monolithe mit 20-200 µm großen Poren bekannt. Sie sind
über einen breiten pH-Wertbereich einsetzbar, weisen geringe unspezi�sche Bindungen
aber auch eine geringe mechanische Stabilität 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 später auf 20 °C abgekühlt wird [136].
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2.2. Epoxidbasierte Monolithe

Neueste Entwicklungen konzentrieren sich auf das Einbauen von Nanopartikeln auf-
grund ihrer großen Ober�äche [137] und auf die Herstellung von Hybridmaterialien [138–141],
die die einfache Herstellung, die hohe Ober�äche und die gute mechanische und pH-
Stabilität ihrer beiden Komponenten kombinieren. Nanopartikel können nach der Poly-
merisation auf der Monolithober�äche gebunden [142,143] oder direkt einpolymerisiert [144]

werden, wobei sie dann aber eventuell nicht mehr zugänglich sind [145].

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 für Epoxide angeführt und ihre
Reaktivität im Allgemeinen thematisiert.

2.2.1 Synthese und Reaktivität von Epoxiden

Epoxide bestehen aus einem dreigliedrigen Ring, in dem zwei Kohlensto�atome mit ei-
nem Sauersto�atom verbunden sind. Sie sind die einfachsten zyklischen Ether und wer-
den oft auch als Oxirane bezeichnet [146]. Ethylenoxid ist mit vier Wassersto�substituen-
ten an den beiden Kohlensto�atomen das einfachste Epoxid, von dem sich alle Derivate
ableiten [147]. Es wurde 1859 erstmals von Würtz [148] durch Reaktion von 2-Chlorethanol
mit Alkalihydroxid hergestellt.
In der Literatur sind zahlreiche Synthesewege für Epoxide beschrieben. Sie können so-
wohl direkt durch Addition von molekularem Sauersto� als auch indirekt durch Addi-
tion eines elektrophilen Sauersto�atoms, gebunden in Percarbonsäuren [149], Hydroper-
oxiden, Wassersto�peroxid oder Dioxiranen, an die entsprechend ungesättigte Verbin-
dung gewonnen werden. Ethylenoxid wird großtechnisch durch Umsetzung von Ethy-
len mit molekularem Sauersto� unter erhöhter Temperatur, erhöhtem Druck und durch
Silberkontakt hergestellt [150]. Höhere Ole�ne würden allerdings in allylischer Position
oxidiert werden [151]. Die Epoxidierung mit Dimethyldioxiran erfolgt durch Einsatz eines
optisch aktiven Mangan(III)-salzes enantioselektiv [151]. Als Hydroperoxid wird üblicher-
weise tert-Butylhydroperoxid eingesetzt, das vor allem in Gegenwart von Molybdän-
und Vanadiumverbindungen als Katalysatoren reagiert [150]. Als Prilezhaev- bzw. auch
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KAPITEL 2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

als Prileschajew-Reaktion[ [152–154], [155–157] zitiert in [149]] ist die stereospezi�sche aber nicht
enantioselektive Epoxidierung von Ole�nen durch syn-Addition der Percarbonsäure un-
ter milden Bedingungen bekannt.
Die Addition ist gegenüber sterischer Hinderung von Substituenten unemp�ndlich und
erfolgt konzertiert über einen in Abbildung 2.3 veranschaulichten Spiro-Übergangszu-
stand, in dem vier Elektronenpaare gleichzeitig verschoben werden und die Achse der
Doppelbindung zur Ebene der Percarbonsäure um 90° verschoben ist [158].

Abbildung 2.3. Stereospezi�sche Epoxidierung durch syn-Addition einer Percarbon-
säure an eine ungesättigte Verbindung über einen Spiro-Übergangszustand.

Hydroxylgruppen lenken den elektrophilen Angri� durch Ausbildung von Wassersto�-
brückenbindungen im Übergangszustand auf die Seite der Hydroxylgruppen [151]. Die Re-
aktionsgeschwindigkeit wird durch Substituenten mit positivem induktivem E�ekt am
Ole�n bzw. durch Substituenten mit negativem induktivem E�ekt an der Percarbonsäu-
re beschleunigt [151]. Als Säure wird in der Regel m-Chlorperbenzoesäure (MCPBA) ein-
gesetzt [150]. In Anwesenheit von Carbonylverbindungen wird allerdings Imidopersäu-
re eingesetzt, die selektiv die Kohlensto�-Kohlensto�doppelbindung oxidiert und keine
Baeyer-Villiger-Oxidation mit der Carbonylgruppe eingeht [158]. Die Polarität des Lö-
sungsmittels hat auf die Reaktionsgeschwindigkeit keinen Ein�uss. Um eine anschlie-
ßende Hydrolyse der Epoxide zu vermeiden, wird die Reaktion aber in indi�erenten Lö-
sungsmitteln durchgeführt [150]. In der Regel werden chlorierte Kohlenwassersto�e ein-
gesetzt, da protische Lösungsmittel zudem die Ausbildung der intramolekularen Wasser-
sto�brückenbindungen unterdrücken können [151]. Der Nachteil der beschriebenen Reak-
tionen ist jedoch die teilweise starke Explosionsgefahr der Reaktanden. Alternativ kön-
nen Epoxide durch Addition hypohalogeniger Säuren an Ole�ne hergestellt werden. Das
gebildete Halohydrin wird basisch intramolekular zum Epoxid dehydrohalogeniert [158].
Epichlorhydrin, das z. B. ein Zwischenprodukt in der Glycerolherstellung [151] und wich-
tiges Edukt in der Glycidestersynthese ist, wird auf diese Weise hergestellt.
Enantiomerenreine Epoxide sind für die Herstellung von Antibiotika interessant [150]. Be-
deutend sind vor allem die Epoxidierungen nach Sharpless [159–162], für die er 2001 den
Nobelpreis erhielt [163] und nach Jakobsen [164,165]. Beide Reaktionen gehören zur Klasse
der katalytisch asymmetrischen Synthesen, bei denen die Stereoselektivität durch ein in
katalytischen Mengen eingesetztes chirales Additiv kontrolliert wird (Additivkontrol-
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2.2. Epoxidbasierte Monolithe

le) [158]. Bei der Epoxidierung nach Sharpless werden primäre und sekundäre Allylalko-
hole mit tert-Butylhydroperoxid als Oxidationsmittel und (R,R)- oder (S,S)-Weinsäure-
diethylester als prochirales Additiv an Titan(IV)-isopropylat koordinativ gebunden [166].
Dabei werden achirale Allylalkohole enantioselektiv, chirale primäre Allylalkohole dia-
stereoselektiv epoxidiert und racemische sekundäre Allylalkohole können durch Race-
matspaltung voneinander getrennt werden [158]. Bei der Epoxidierung nach Jakobsen
werden (Z )-Alkene, die keine funktionelle Gruppe tragen müssen, mit Natriumhypo-
chlorit als Oxidationsmittel und einem chiralen Mangan(III)-Salen-Komplex umgesetzt.
Die Epoxidierung nach Shi [167,168] ist eine weitere Reaktion zur Herstellung asymmetri-
scher Epoxide, bei der Ole�ne mit Oxon als Oxidationsmittel und anstelle eines metall-
basierten Katalysators mit einem von der Fructose abgeleiteten Organokatalysator um-
gesetzt werden. Diastereoselektive Epoxide lassen sich unabhängig von der Ausgangs-
kon�guration durch Reaktion eines Schwefelylids mit einer Carbonylverbindung her-
stellen. Dieser Syntheseweg wurde von Johnson ent- und von Corey und Chaykovsky
weiterentwickelt [169,170]. Die Reaktion nach Darzens und Claisen [171–173] ist eine Gly-
cidesterkondensation [174], bei der eine Carbonylverbindung mit einem α-Halogenester
im Basischen über ein Halohydrin zu einem α,β-Epoxidester reagiert.
Epoxidierungen �nden auch enzymatisch, durch Oxygenasen katalysiert, in Organismen
statt. Ein bekanntes Beispiel ist die Epoxidierung von Benzo[a]pyren durch die Hämpro-
teine der Cytochrom-P-450-Gruppe. Das gebildete Epoxid wird enzymatisch zum trans-
Diol geö�net und zum isomeren und hoch reaktiven Benzo[a]pyren-7,8-dihydroxy-9,10-
epoxid metabolisiert, das z. B. mit in Ribonukleinsäure (RNS) oder DNS gebundenem
nukleophilen Sticksto� reagieren kann und deshalb kanzerogen wirkt [175].
Epoxide sind aufgrund ihrer Ringspannung reaktive Verbindungen, die sauer oder ba-
sisch katalysiert durch Nukleophile geö�net werden können, wobei terminale Epoxide
in der Regel reaktiver sind [147]. Im basischen Milieu greift das Nukleophil den nicht akti-
vierten Ring auf der dem Sauersto� gegenüberliegenden Seite an. Die Reaktion folgt dem
SN2-Mechanismus, nach dem am Reaktionszentrum eine Inversion der Kon�guration
eintritt. Der Angri� erfolgt aus sterischen Gründen regioselektiv am weniger substitu-
ierten Kohlensto�atom. Als Nukleophile können z. B. Alkoholate, Thiolate, Ammoniak
oder anorganische Basen eingesetzt werden [147].
Mit Säuren nach Brønsted werden die Epoxide durch Protonierung des Sauersto�atoms
aktiviert. In verdünnten Säuren fungiert Wasser als Nukleophil und es entsteht ein vi-
cinales Diol. Mechanistisch ist jedoch nicht geklärt, ob es sich um eine SN2- oder um eine
SN1-Reaktion handelt, bei der ein Carbeniumion als Zwischenstufe gebildet würde. Der
Angri� erfolgt bevorzugt am stärker substituierten Kohlensto�atom, jedoch wird am
Reaktionszentrum auch eine Inversion der Kon�guration beobachtet. Parker et al. [147]
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stellen in ihrem Review eine ausführliche Liste von substituierten Epoxiden und ihren
Produkten nach einem nukleophilen Angri� zusammen. Sie kategorisieren dabei die Li-
ganden nach ihrem sterischen, induktiven und mesomeren Ein�uss auf die Regioselek-
tivität des Angri�s.
In Gegenwart von Lewis-Säuren können Epoxide in einer Semipinakol-Umlagerung, wie
in Abbildung 2.4 veranschaulicht, durch [1,2]-Wanderung eines Substituenten zur Car-
bonylverbindung über die Zwischenstufe eines Carbeniumions umlagern [176,177].

Abbildung 2.4. Semipinakol-Umlagerung von Epoxiden zur Carbonylverbindung in Ge-
genwart von Bortri�uorid als Beispiel einer Lewis-Säure.

Die Umlagerung kann auch infolge erhöhter Temperatur eintreten [147]. Bei der Umlage-
rung wird die Kohlensto�-Sauersto�-Bindung gebrochen, die die Substituenten mit dem
größeren positiven induktiven E�ekt trägt, wodurch das stabilere Carbeniumion gebildet
wird [147]. Für die darau�olgende Umlagerung gilt als Wanderungstendenz der Substitu-
enten bei asymmetrisch substituierten Epoxiden Aryl>Acyl>H> Ethyl>Methyl [147].
Infolge der Umlagerung kann es auch zu Ringvergrößerungen oder -verkleinerungen
kommen [147]. Die Reaktion wird, um eine solvolytische Aufspaltung zu vermeiden, in
unpolaren Lösungsmitteln durchgeführt [178] und kann zur Identi�zierung von Ole�nen
durch Derivatisierung der Carbonylgruppe genutzt werden [150].

2.2.2 Typen epoxidbasierter Monolithe

Epoxidbasierte Monolithe zeichnen sich als Trägermaterial 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) [179,180]. Die Epoxidgruppe
wird durch den Glycidylrest in das Polymer eingebaut. GMA/EDMA-Monolithe werden
als feste Phase sowohl in der Ionenaustauschchromatographie, Umkehrphasenchroma-
tographie, A�nitätschromatographie als auch in der Festphasenpeptidsynthese einge-
setzt [9,181–184].
Daneben entwickelte die Gruppe um Hosoya [44,185–190] eine Polykondensationspolyme-
risation, in der sie zunächst Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC) als trifunktio-
nelles Epoxidmonomer mit 4-[(4-Aminocyclohexyl)methyl]cyclohexan (BACM) (65; 70
und 75 °C, 24 h [191] bzw. bei 80 °C, 12 h [192]) vernetzten. Im Gegensatz zu GMA/EDMA-
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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 [193].
Sie werden in der hydrophilen Interaktionschromatographie (engl. Hydrophilic Interac-
tion Liquid Chromatography, HILIC) und der Umkehrphasenchromatographie eingesetzt.
Talebi et al. [4] 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 für die Separation von Proteinen und kleineren Molekülen in der HILIC.
Irgum et al. publizierten die Herstellung epoxidbasierter Monolithe durch Emulsionspo-
lymerisation. Dabei be�ndet sich das Amin in einer wässrigen 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 [194]. Die Säulen wurden zur Proteintrennung genutzt. In weiteren Arbeiten
beschrieben sie Synthesen mit Tetraethylenpentamin und 1,6-Diaminohexan als Ami-
nokomponenten [195] und Glyceroltriglycidylether als zusätzlicher Epoxidkomponente,
der strukturell dem von Talebi et al. eingesetzten GE 100 entspricht.
Tu et al. [196] unterbrachen die Polymerisation zwischen einem Glycidylether (Bezeich-
nung AFG90, Shanghai Institute of Resin, China) und einem Polyamidharz und quollen
den Monolith in der Initiatorlösung auf. Danach beendeten sie die Polymerisation und
konnten den Monolith anschließend mit Polyacrylsäure hydrophil beschichten.
Weller et al. [11] führten die Autopolymerisation von polyfunktionellen Glycidylethern
ein. Das monolithische Netzwerk entsteht durch die Lewis-Säure-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 für die Anreicherung von Bakterien angewendet [12,13].

2.2.3 Glycidylether - Synthesestrategien und Verwendung

Während monofunktionelle Glycidylether als Reaktivverdünner in Epoxidharzen oder
als Stabilisatoren für halogenierte Lösungsmittel verwendet werden, �nden polyfunk-
tionelle Glycidylether als Haftvermittler für Fasern, in der Papierindustrie und als Här-
tungskomponente für Epoxidharze Verwendung [197]. Polyesterharze mit z. B. TEPIC als
trifunktioneller Vernetzer besitzen gute mechanische, elektrische und thermische Eigen-
schaften und zeichnen sich aufgrund des Triazin-Grundgerüsts [198] durch UV-Beständig-
keit (Ultraviolettstrahlung) aus [199]. Glycidylether werden für ihre Verwendung in tech-
nischer Reinheit hergestellt und eingesetzt. Neben der industriellen Bedeutung sind sie
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Abbildung 2.5. Synthesewege für die Herstellung von Glycidylethern über (A) die
Lewis-Säure-katalysierte Bildung eines Halohydrins und (B) nach einer Williamson-
schen Ethersynthese, X = Cl, Br.

auch wichtige Ausgangssubstanzen in der Synthese [200–203] und supramolekularen Che-
mie [203], wie z. B. für die Synthese von Dendrimeren [203,204].

Polyglycidylether werden hauptsächlich auf zwei Synthesewegen hergestellt, die in Ab-
bildung 2.5 dargestellt sind. Eine zweistu�ge Reaktion führt über die Bildung eines Ha-
lohydrins durch Lewis-Säure-katalysierte Reaktion zwischen Epichlorhydrin und ei-
nem Polyalkohol mit anschließender Dehydrohalogenierung im Basischen zum Produkt
(A) [205]. TEPIC wird großtechnisch durch Addition von Epichlorhydrin an Isocyanursäu-
re hergestellt [206]. Kida et al. [203] entwickelten indessen eine einstu�ge Reaktion nach ei-
ner klassischen Williamsonschen Ethersynthese (B). Sie setzen einen Polyalkohol und
Epichlorhydrin, gelöst in Dimethylsulfoxid (DMSO), mit Kaliumhydroxid als Feststo�
um. Für eine hohe Ausbeute war es wichtig, dass beide Komponenten, Epichlorhydrin
und der Polyalkohol, in einer Phase gelöst vorliegen.

Für monofunktionelle langkettige Glycidylether sind Zweiphasenreaktionen beschrie-
ben, bei denen Epichlorhydrin und ein Alkohol, gelöst in einer organischen Phase, mit
wässriger Natriumhydroxidlösung mittels eines Phasentransferkatalysators umgesetzt
werden [207]. Najem et al. [208] fanden in ihren Studien heraus, dass für die Synthese mo-
nofunktioneller Glycidylether mit einer Kohlensto�kettenlänge länger als 14 Kohlen-
sto�atomen Epibromhydrin anstelle von Epichlorhydrin zu höheren Ausbeuten führte.
Kang et al. [209] vereinfachten die Synthese, indem sie am Beispiel von Octanol und Octa-
decanol zeigten, dass die Synthese ohne organische und wässrige Lösungsmittel 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 [211].

2.2.4 Mechanismen der Autopolymerisation von Epoxiden

Epoxide können anionisch, kationisch oder koordinativ eine Autopolymerisation bzw.
Homopolymerisation eingehen [210,211] und unterscheiden sich damit von anderen zykli-
schen Ethern, die nur unter Verwendung starker kationischer Initiatoren polymerisie-
ren [211]. Daneben polymerisiert z. B. Ethylenoxid auch in Anwesenheit von metallischem
Natrium oder Kalium explosionsartig zu Polymeren mit Molgewichten zwischen 160-
10 000 g mol-1 [210]. Als Produkte entstehen Polyether in Form von viskosen Flüssigkei-
ten oder Feststo�en, im Fall von bi- oder höher funktionellen Epoxidmonomeren bilden
sich Polymernetzwerke aus. Sie haben eine große industrielle Bedeutung und �nden un-
ter anderem als Haftvermittler, Dichtungsmasse, für Elektroisolierungen und in Lacken
Verwendung [210,212]. Schon 1950 wurde z. B. die Autopolymerisation von Butyloxid mit
Bortri�uorid-Etherat patentiert [213].

Die kationische Polymerisation kann sowohl durch Lewis-Säuren wie z. B. Bortri�uo-
rid und Zinntetrachlorid als auch durch Brønsted-Säuren initiiert werden. Für Bor-
tri�uoridkomplexe gilt, je stärker die Lewis-Basizität der komplexierenden Komponen-
te ist, desto unreaktiver ist der Komplex. Der Etheratkomplex führt häu�g aufgrund
seiner hohen Reaktivität zu heftigen Reaktionen. Aus diesem Grund werden Bortri�uo-
ridaminkomplexe wie Monoethylamin [214–217] oder 4-Methoxyanilin [218] eingesetzt. Ryan
et al. [212] tauschten Diethylether gegen ein Triol aus und Bednarek et al. [219] setzten
Tetra�uoroborsäure-Etherat ein. Der Mechanismus der Brønsted-Säuren-katalysierten
Polymerisation verläuft über 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 führen kann (B) [211]. Der Mechanismus der Lewis-Säure-kataly-
sierten Reaktion kann dagegen komplex sein und hängt von der jeweiligen Lewis-Säure
ab. Alkylsubstituenten begünstigen dabei die Bildung höhermolekularer Polymere.
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Abbildung 2.7. (C) Mechanismus der anionischen Autopolymerisation von Epoxiden
am Beispiel von Ethylenoxid, (D) Protonenübertrag, (E) Eliminierungsreaktion nach Typ
2 am Beispiel von Propylenoxid [211].

Die anionische Polymerisation wird durch Alkalihydroxide oder Alkoholate durch ei-
ne SN2-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 Protonenübertrag das Kettenwachstum abbrechen, gleichzeitig
aber zu einem neuen reaktiven Zentrum führen (D). Es handelt sich daher um eine le-
bende Polymerisation, die nach weiterer Monomerzugabe fortgesetzt werden kann [211].
Bei substituierten Epoxiden kann es zu Eliminierungsreaktionen nach Typ 2 kommen
(E), die die Bildung von niedermolekularen Polymeren zur Folge haben [211].

Für 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 vollständig
aufgeklärt. Angenommen wird die Koordination des Monomers an elektrophile Zentren
des Katalysators, wie in Abbildung 2.8 (F) veranschaulicht. Die Polymerisation führt zu
hochmolekularen Polymeren [211].
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Abbildung 2.8. (F) Mechanismus der koordinativen Autopolymerisation von Epoxiden
am Beispiel von Ethylenoxid, M = Metall [211].

2.2.5 Methoden zur Bestimmung des Epoxidgehalts

Der Epoxidgehalt einer Verbindung kann entweder durch den prozentualen Anteil des
im Epoxid gebundenen Sauersto�s oder durch das Epoxidäquivalentgewicht (engl. Epoxy
Equivalent Weight, EEW) angegeben werden. Das EEW entspricht der Menge an Epoxid
in Gramm, die 1 mol Epoxide enthält. Daneben ist auch der Epoxidwert (engl. Epoxy
Number, EN) geläu�g, der der Sto�menge in Mol an Epoxid entspricht, die in 100 Gramm
der Epoxidverbindung enthalten ist. Zwischen den beiden Angaben gilt folgender Zu-
sammenhang [220]:

Epoxidwert =
100

Epoxidäquivalentgewicht . (2.3)

Die Struktur des Epoxids wurde, wie bereits erwähnt, im Jahr 1859 [221] erstmals beschrie-
ben, doch erst ca. 70 Jahre später wurde eine Methode [222] zur quantitativen Bestimmung
beschrieben, in der Epoxide mit wasserfreier Salzsäure in Diethylether umgesetzt wur-
den. Dobinson et al. [223] verfassten einen ausführlichen Überblick über unterschiedliche
Epoxidbestimmungsmethoden mit ihren Vor- und Nachteilen.
Die Hydrohalogenierung im Wässrigen mit Salz- oder Bromwassersto�säure und an-
schließender Rücktitration des Überschusses ist immer noch weit verbreitet. Nachtei-
lig kann eine statt�ndende Hydrolyse sein, wodurch ein zu niedriger Epoxidgehalt be-
stimmt würde. Außerdem kann es infolge der sauren Katalyse zu Umlagerungsreaktio-
nen kommen, die vor allem Epoxide eingehen, die ein stabiles Carbeniumion ausbilden
können (vgl. Abschnitt 2.2.1 auf Seite 15). Darüber hinaus kann es beispielsweise mit
Hydroxylgruppen zu intramolekularen Nebenreaktionen kommen, die durch Verwen-
dung der reaktiveren Bromwassersto�säure anstelle von Salzsäure supprimiert werden
sollen.
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Anstelle der Rücktitration überschüssiger Halogenwassersto�säure hat sich die von Dur-
betaki [224] entwickelte direkte Titration etabliert. Hierbei wird Bromwassersto�säure
durch Titration von Tetraethyl- oder Tetramethylammoniumbromid mit Perchlorsäure
in situ erzeugt [225–228]. Sie ist sowohl für die Titration terminaler als auch der weniger
reaktiven nicht terminalen Epoxide geeignet, erfordert aber wegen des Einsatzes von
Perchlorsäure besondere Sicherheitsmaßnahmen.
Nukleophile wie Thiosulfate, Iodide, Sul�te [229] und Amine reagieren mit reaktiveren
Epoxiden, wobei Substituenten mit einem negativen induktiven E�ekt die Reaktions-
geschwindigkeit erhöhen. Die freigesetzten Äquivalente an Natronlauge werden durch
Titration mit Salzsäure quanti�ziert. Liegen als Verunreinigung weitere Säure konsu-
mierende Gruppen vor, kommt es infolge eines erhöhten Säureverbrauchs zu einer Über-
bestimmung des Epoxidgehalts. Die Interferenz kann durch einen Indikator vermieden
werden, der vor der Protonierung der Verunreinigung, die eine schwächere Base als
Natronlauge sein muss, umschlägt. Dafür muss die Lösung auf den pH-Wert des Um-
schlagspunktes zu Beginn der Titration eingestellt werden. Analoges gilt für die oben
beschriebene Hydrohalogenierung, bei der zusätzlich vorliegende Base verbrauchende
Gruppen zu einer Unterbestimmung des Epoxidgehalts führen können.

2.3 Methoden zur Charakterisierung von Monolithen

Monolithe werden hinsichtlich ihrer Porengrößenverteilung, Porosität und spezi�schen
Ober�äche charakterisiert, die ihre Permeabilität und Kapazität beein�ussen. Zur Be-
stimmung poröser Eigenschaften gibt es zahlreiche analytische Methoden, die auf un-
terschiedlichen physikalischen Prinzipien beruhen [231] und unterschiedliche Porengrö-
ßenbereiche erfassen. In Abbildung 2.9 ist eine Auswahl gängiger Methoden und ihrer
Messbereiche zusammengestellt. Für Porosimetrieuntersuchungen von Monolithen im
trockenen Zustand sind vor allem die Gasadsorption und Quecksilber-Intrusionsporo-
simetrie [232] die Methoden der Wahl, die sich zudem in ihren Messbereichen ergänzen.
Mikroskopische Techniken werden für die Bestimmung der Porengröße indessen zuneh-
mend populärer, während Methoden wie die Thermoporometrie, Röntgen- oder Klein-
winkelstreuung bisher hingegen kaum bzw. gar nicht eingesetzt werden. Um monoli-
thische stationäre 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 zerstörungsfreie Methode.
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Abbildung 2.9. Messbereiche ausgewählter Methoden zur Porengrößenbestim-
mung [230].

Im Folgenden wird sie ergänzend zur Gasadsorption und Quecksilber-Intrusionsporosi-
metrie detaillierter erläutert und es werden die Vor- und Nachteile der drei Methoden
diskutiert. Außerdem wird die Funktionsweise eines Environmental Scanning Electron
Microscope (ESEM) beschrieben, das zur Visualisierung der Morphologie der Monolithe
verwendet wurde. Zusätzlich wurden die Monolithe in der vorliegenden Arbeit durch
Messung ihrer Härte nach Shore charakterisiert, deren Prinzip ebenfalls erklärt wird.
Schließlich werden Methoden genannt, mit denen sich die auf dem Monolith immobili-
sierte Proteinmenge bzw. seine Kapazität im Allgemeinen bestimmen lassen.

2.3.1 Quecksilber-Intrusionsporosimetrie

Die Quecksilber-Intrusionsporosimetrie [230] ist eine Routinemethode zur Bestimmung
der Porengrößenverteilung, der Porosität, des Gesamtporenvolumens sowie der Dich-
te und spezi�schen Ober�äche einer porösen Probe. Sie beruht auf der Messung des
in Poren intrudierten Quecksilbervolumens als Funktion eines von außen angelegten
Drucks [231,233,234].
Washburn [235,236] beschrieb 1921 als Erster, dass der Kontaktwinkel ϑ einer Flüssigkeit
größer als 90° sein muss, damit ihre Ober�ächenspannung σ einer Intrusion in Poren
ohne äußere Druckeinwirkung entgegenwirkt und formulierte die unter seinem Na-
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men bekannte Washburn-Gleichung (Gleichung 2.4) zur Transformation des angelegten
Drucks p in den entsprechenden Porenradius rp. Der Druck verhält sich dabei umgekehrt
proportional zum Porenradius:

rp = −2σ · cosϑ
p

. (2.4)

Quecksilber erfüllt mit einem vom Feststo� abhängigen aber in der Regel mit ca. 140° an-
genommenen Kontaktwinkel und einer Ober�ächenspannung von 0,484 N m-1 bei 25 °C
diese Bedingung [233,237]. Als alternative Flüssigkeiten 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 [238,239]. Viele Verbindun-
gen weisen aber mit < 90 ° einen zu kleinen Kontaktwinkel auf und sind somit für die
Messung nicht ausreichend hydrophob [237]. Quecksilber ist insoweit die für dieses Ver-
fahren einzige universell geeignete nicht benetzende Flüssigkeit [234].
Im Jahr 1945 publizierten Ritter und Drake ihre Arbeiten [240,241] zur Entwicklung des
heute bekannten und auf Quecksilber basierenden Verfahrens. Der Ablauf einer solchen
Messung ist in Abbildung 2.10 schematisch dargestellt. Die trockene und nicht amal-
gambildende Probe wird, um Luft aus den Poren zu entfernen, in einem Penetrometer
evakuiert (A). Anschließend wird die Kammer mit Quecksilber befüllt (B), der Druck
sukszessive erhöht 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 di�erentielle
Porenvolumenverteilung erhalten [233].
Der Druckbereich reicht bis 400 MPa, sodass Porenweiten im Bereich von ca. 4 nm-
400 µm erfasst werden können [243]. Dabei müssen aber eine mögliche Kompression der
Probe und des Quecksilbers sowie thermische Ein�üsse berücksichtigt werden [243]. Der
Auswertung liegen zylinderförmige Poren als Porenmodell zu Grunde, wobei sie viel-
mehr in Form von Rissen, Spalten oder anderweitig irregulär geformten Zwischenräu-
men vorliegen [234,244]. Bei Erniedrigung des Drucks zieht sich das Quecksilber aus den
Poren wieder zurück und die erhaltene Hystereseform lässt gewisse Rückschlüsse auf die
tatsächlich vorliegende Porenform zu [234,237,245]. Die Extrusion des Quecksilbers erfolgt
allerdings nicht vollständig, sodass es sich bei der Quecksilber-Intrusionsporosimetrie
um keine zerstörungsfreie Methode handelt.
Der Berechnung der spezi�schen Ober�ächeSm nach Rootare und Prenzlow [246] (Glei-
chung 2.7) liegt kein Porenmodell zu Grunde. Als einzige Voraussetzung dürfen keine
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Abbildung 2.10. Schematischer Ablauf und Prinzip einer Quecksilber-Intrusions-
porosimetriemessung[verändert nach [242]].

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

dW = σ · cosϑ · dS. (2.5)

Diese entspricht der Arbeit, die für die Intrusion des Quecksilbervolumens dVq in die
Probe unter äußerer Druckeinwirkung verrichtet wird:

σ · cosϑ · dS = −pdVq. (2.6)

Das Integral zur Berechnung der spezi�schen Ober�äche kann entweder numerisch oder
aus der Quecksilber-Intrusionskurve graphisch gelöst werden:

27



KAPITEL 2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Sm = − 1

m · σ · cosϑ

∫ Vq,max

Vq,0

pdVq. (2.7)

Da, wie bereits erwähnt, 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 spezi�schen Ober�ächen
besteht im Bereich von 10-100 m2 g-1 [234].
In ihrem aktuellen Übersichtsartikel zur Charakterisierung makroporöser Materialien
beschreiben Rouqerol et al. [237] alternative Techniken zur Quecksilber einsetzenden
Porosimetrie. Dazu zählt unter anderem die „Flüssigkeits-Porosimetrie“, entwickelt von
Miller und Tyomkin [247]. Hierbei wird das Prinzip der Quecksilber-Intrusionsporosime-
trie umgekehrt, indem negative Drücke zum Freisetzen von in Poren be�ndlicher Flüs-
sigkeit führen, deren Volumen dem Porenvolumen entspricht, das bei gegebenem Druck
die Flüssigkeit austreten lässt. Das Flüssigkeitsvolumen wird gravimetrisch bestimmt.
Im Gegensatz zur Quecksilber-Intrusionsporosimetrie können benetzende Flüssigkei-
ten wie Wasser oder organische Lösungsmittel eingesetzt werden. Außerdem handelt
es sich um eine zerstörungsfreie Methode, die Porengrößenverteilungen im Bereich von
1-1000 µm erfasst. Für Materialien mit Poren kleiner als 1 µm ist sie daher ungeeignet,
stellt aber, vor allem für amalgambildende und deformierbare Sto�e mit entsprechend
großen Poren, eine alternative Methode dar [237].

2.3.2 Gasadsorption

Die Gasadsorption [248] ist die Methode der Wahl, um die spezi�sche Ober�äche und
Mikro- bzw. Mesoporengrößenverteilung poröser Sto�e zu bestimmen. Sie beruht auf
der Annahme, dass ein Inertgas, das Adsorptiv, auf der Ober�äche eines Feststo�s, dem
Adsorbens, durch schwache Wechselwirkungen wie z. B. van der Waals Wechselwir-
kungen oder Wassersto�brückenbindungen in einer monomolekularen Gasschicht [244]

physisorbiert. Von der Physisorption ist die Chemisorption, bei der sich durch Wechsel-
wirkungen der elektronische Zustand der Orbitale ändert, zu unterscheiden [248–250].
Als Adsorptiv wird üblicherweise Sticksto� (Flächenbedarf am = 0,162 nm2) [251,252] bei
seinem Siedepunkt von 77 K eingesetzt. Daneben werden auch Argon (am = 0,142 nm2

bei 87 K) [252] und im Fall einer Ober�äche unter 2 m2 g-1 das größere Krypton (am = 0,202
nm2 bei 77 K) [252] genutzt. Da sich die verschiedenen Gasmoleküle in ihrer Größe unter-
scheiden, ist die minimal messbare Porengröße von dem eingesetzten Adsorptiv abhän-
gig. Unter Verwendung von Sticksto� werden Porengrößen im Bereich von 0,4-300 nm
erfasst [249].
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Abbildung 2.11. Klassi�zierung der Adsorptionsisothermen nach International Union
of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) [253]: (Typ I) reversibel, mikroporöse Feststof-
fe mit kleiner äußeren Ober�äche, (Typ II) reversibel, nicht poröse bzw. makroporöse
Sto�e, (Typ III) reversibel, polare Sto�e auf hydrophoben Ober�ächen, keine identi�-
zierbare Monolage, selten, (Typ IV) Hysterese, mesoporöse technische Adsorbentien,
(Typ V) Hysterese, entspricht Typ III für poröse Sto�e, sehr selten, (Typ VI) Hysterese,
einheitliche nicht poröse Ober�ächen, schrittweise Mehrschichtadsorption, selten.

Für die Messung wird die entgaste Probe einem Gasstrom ausgesetzt und das adsorbier-
te Gasvolumen, als Adsorbat bezeichnet, volumetrisch oder gravimetrisch ermittelt [248].
Nach anschließender Erniedrigung des Drucks kommt es wieder zur Desorption des
Gases und die resultierende Adsorptions-Desorptions-Isotherme wird für die Auswer-
tung einer der insgesamt sechs nach IUPAC eingeteilten Isothermenklassen zugeordnet.
In Abbildung 2.11 sind die sechs Klassen dargestellt und den entsprechenden Porenty-
pen zugeordnet. Die meisten Messungen fallen in die Klassen II und IV [244]. Anders als
theoretisch angenommen, physisorbieren die Gasmoleküle tatsächlich in multimoleku-
laren Schichten. Dies berücksichtigt das Modell von Brunauer, Emmett und Teller
(BET-Modell) [254], der Erweiterung der von einer monomolekularen Schicht ausgehen-
den Langmuir-Theorie [255], für die Berechnung der spezi�schen Ober�äche [231]. Die Ad-
sorptionsisothermengleichung lautet [231]:
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p

Va · (p0 − p)
=

1

VM · C
+
C − 1

VM · C
· p
p0
, (2.8)

wobei Va dem Volumen des Adsorbats und VM dem Volumen der adsorbierten monomo-
lekularen Schicht entspricht. C ist eine dimensionslose Konstante, die von der Adsorp-
tionsenergie [231] bzw. der Isothermenform [249] abhängig ist, p ist der Druck und p0 der
Sättigungsdampfdruck des Adsorptivs. Durch Auftragen des Terms p/Va·(p0−p) gegen den
Relativdruck p/p0 ergibt sich für den Bereich 0, 05 < p/p0 < 0, 30 ein linearer Zusam-
menhang [256], aus dem sich C als Steigung und VM als Ordinatenabschnitt bestimmen
lassen [231]. Die spezi�sche Ober�äche lässt sich schließlich mit dem ermittelten Volu-
men der adsorbierten monomolekularen Schicht, der Avogadro-Konstanten NA, dem
Flächenbedarf eines Gasmoleküls am, dem molaren Volumen Vm und der Probemasse m
wie folgt berechnen:

Sm =
VM ·NA

Vm ·m
· am. (2.9)

Die Porengrößenverteilung für Poren größer als 2 nm wird nach der Kelvin-Methode
mittels der Kapillarkondensations-Gleichung unter Berücksichtigung der Temperatur T ,
der universellen Gaskonstanten R, der Ober�ächenspannung, dem molaren Volumen,
dem Relativdruck und dem Kontaktwinkel berechnet [231,257]:

rK = − 2 · σ · Vm
R · T · ln p

p0

· cosϑ. (2.10)

Der eigentliche Porenradius rp ergibt sich für zylindrische Poren [258] aus der Summe des
Kelvinradius rK und der Schichtdicke des Adsorbats t [231]:

rp = rK + t. (2.11)

Für die Bestimmung von t gibt es einige Modelle, am häu�gsten wird jedoch das Modell
nach de Boer verwendet [249,259]:

t = 0, 1nm ·
√

13, 99

0, 034 − 0, 4343 · ln p
ps

. (2.12)

2.3.3 Inverse Gel-Permeationschromatographie (ISEC)

Die Gel-Permeationschromatographie [260] (GPC), auch unter den Bezeichnungen Grö-
ßenausschlusschromatographie [261] (engl. Size Exclusion Chromatography, SEC), Gel-Fil-
trationschromatographie [262] sowie Molekularsiebchromatographie [263] bekannt, trennt
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Moleküle nicht aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften wie ihrem Löslichkeitsverhal-
ten oder ihrer A�nität, sondern aufgrund ihrer hydrodynamischen Volumina [264–268].
Kleinere Moleküle gelangen in die Poren der stationären Phase, in denen sie sich durch
Di�usion bewegen. Ihre Elution wird dadurch verzögert [269]. Große Moleküle, für die die
Poren unzugänglich sind, passieren die Säule axial mit der mobilen Phase und eluieren
früher [269,270]. Anwendung �ndet sie vor allem bei der Auftrennung von Polymeren [269].
Die Kalibrierung erfolgt über Standards bekannter Molmasse, indem der Logarithmus
des Produkts von Molmasse und intrinsischer Viskosität in Abhängigkeit des Elutions-
volumens aufgetragen wird.
Bei der inversen Gel-Permeationschromatographie (ISEC) wird umgekehrt die unbe-
kannte Porengrößenverteilung eines Trägermaterials durch Polymer-Standards mit be-
kannter Molmasse und enger Molmassenverteilung bestimmt [270]. Entwickelt wurde sie
von Aggebrandt und Samuelson [271,272], die die Porengrößenverteilung in Cellulose-
fasern mit PEGs als Standards bestimmen wollten. Durch zahlreiche Arbeiten [269,273–285],
vor allem durch die von Halász und Martin [269,286], wurde sie im Weiteren optimiert.
Mit der ISEC werden chromatographisch zugängliche Poren erfasst, weshalb sie auch
als chromatographische Porosimetrie bezeichnet wird [287]. Sie ist besonders für Porosi-
metrieuntersuchungen solvensgefüllter und gequollener Materialien geeignet, die sich
mit der Sticksto�adsorption oder der Quecksilber-Intrusionsporosimetrie nicht messen
ließen und wurde auch bereits gezielt für Untersuchungen der Quellungsporosität einge-
setzt [288]. Zu untersuchten Materialien gehören Silica [281,285,289,290], Aluminiumoxide [289],
hydrophile Gele [284,289,291–294] und synthetische polymerbasierte Gele für die GPC [295].
Mit der ISEC lassen sich die externe εe (Gleichung 2.13), interne εi (Gleichung 2.14) und
totale εt Porosität (Gleichung 2.15) durch das Verhältnis des interpartikulären Volumens
Ve bzw. intrapartikulären Porenvolumens Vi zum Säulenvolumen Vs berechnen. Die to-
tale Porosität ergibt sich aus der Summe der beiden [269]:

εe =
Ve
Vs
, (2.13)

εi =
Vi
Vs
, (2.14)

εt = εi + εe. (2.15)

Das Säulenvolumen ist durch die geometrischen Abmessungen der Säule bekannt [286].
Das interpartikuläre Volumen lässt sich über das kleinste Elutionsvolumen Ve,min des
Moleküls bestimmen, das zu groß ist, um in die Poren zu di�undieren. Das Molekül mit
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dem kleinsten hydrodynamischen Volumen weist hingegen das größte Elutionsvolumen
Ve,max auf [296], für dessen Bestimmung in der Regel Toluol in Tetrahydrofuran eingesetzt
wird. Das intrapartikuläre Porenvolumen ergibt sich aus der Di�erenz [286]:

Vi = Ve,max − Ve,min. (2.16)

Für die Bestimmung der Porengrößenverteilung und spezi�schen Ober�äche werden
Poren im Bereich von 0,5-600 nm erfasst [288]. Unter der Voraussetzung, dass Vn das par-
tielle Volumen der Poren mit einem Durchmesser gleich oder größer Rn ist und Vn+1

das der Poren mit einem Durchmesser gleich oder größerRn+1 (Rn+1 > Rn), ergibt sich
das Porenvolumen von Poren größer als Rn, aber kleiner als Rn+1, aus der Di�erenz der
partiellen Volumina [269,270,297]:

∆Vn+1,n = Vn+1 − Vn. (2.17)

Eine zylindrische Porenform vorausgesetzt, kann mit Rh = 0, 0246 · Mr
0,588 der hy-

drodynamische Radius Rh für einen Standard mit der relativen Molmasse Mr berechnet
werden [272,286].

Unter Verwendung organischer Eluenten, üblicherweise Tetrahydrofuran oder Dichlor-
methan, werden Polystyrol-Standards und unter Verwendung wässriger Eluenten bio-
chemische Polymere wie Dextran- oder Pullulan-Standards [288] als Sondenmoleküle ein-
gesetzt [270]. Die Standards dürfen nicht an die Matrix, die nicht quellen oder schrumpfen
darf, adsorbieren und müssen schnell auf die Säule injiziert werden. Des Weiteren muss
sich das Gleichgewicht zwischen dem �ießenden und dem in den Poren stagnierenden
Eluenten schnell einstellen und die Flussrate sowie Temperatur konstant gehalten wer-
den. [269].

Der Vorteil gegenüber der Gasadsorption und der Quecksilber-Intrusionsporosimetrie
ist, dass die Materialien vor allem im Hinblick auf Monolithe z. B. durch Pulverisieren
nicht zerstört werden und keine hohen Drücke bzw. hohen Temperaturen nötig sind,
die das Material beschädigen können. Zudem werden auch nur die im späteren Chroma-
tographieexperiment zugänglichen Poren und die für die Anwendung tatsächliche Po-
rengrößenverteilung, Porosität und spezi�sche Ober�äche erfasst. Für Materialien mit
Poren größer als 600 nm, wie z. B. den meisten Polymermonolithen, ist sie aber nicht
einsetzbar.
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Abbildung 2.12. Signalentstehung bei einem Environmental Scanning Electron Micros-
cope (ESEM)[verändert nach [301,304]], (a) zurückgestreute Elektronen, (b) von Probe emittierte
Sekundärelektronen, (c) Ionisierung von Gasmolekülen im Probenraum, (d) ausgelöste
Elektronenkaskade.

2.3.4 Environmental Scanning Electron Microscope (ESEM)

Das ESEM wurde als eine Variante des Rasterelektronenmikroskops (REM) von Danila-
tos [298–300] entwickelt und ist seit Ende der 1980er Jahre kommerziell erhältlich [301]. Im
Gegensatz zum REM herrscht im Probenraum anstelle eines Hochvakuums eine Gasat-
mosphäre mit einem Druckbereich von 13-1300 Pa. Neben Wasserdampf werden auch
Kohlensto�dioxid, Argon, Helium und Sticksto� als Gase eingesetzt [301]. Das ESEM eig-
net sich daher für die Untersuchung nasser Proben [302] wie z. B. biologischer Proben [303]

in ihrem nativen Zustand [301]. Der Elektronenstrahl, der die Probe abrastert, be�ndet sich
aber wie beim REM im Hochvakuum (10-7-10-8 kPa), sodass sich der Druck in Druckzo-
nen von der Elektronenstrahlquelle hin zur Probe allmählich erhöht [304].
Beim Auftre�en des Elektronenstrahls auf die Probe werden durch elastische Stöße, wie
in Abbildung 2.12 skizziert, zurückgestreute Elektronen mit Energien ≥ 50 eV erzeugt
(a) und durch inelastische Stöße zwischen Probe und Strahl niederenergetische Sekun-
därelektronen mit Energien ≤ 50 eV emittiert (b) [304]. Die Elektronen ionisieren das im
Probenraum vorhandene Gas (c) und lösen eine Kaskade aus (d), die zu einer Verstär-
kung des Signals führt, noch bevor es auf dem Detektor auftri�t [301]. Eine Streuung der

33



KAPITEL 2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Elektronen durch die Gasatmosphäre auf dem Weg zum Detektor wird durch einen kur-
zen Abstand vermieden.
Die bei der Ionisierung der Gasmoleküle 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, poröse Materialien
und Keramiken [301] müssen somit nicht wie bei Messung mit einem konventionellen
REM zur Verbesserung der Leitfähigkeit metallisch beschichtet werden [304].

2.3.5 Bestimmung der Härte nach Shore

Mit der Härteprüfung nach Shore lässt sich die Härte von Elastomeren bestimmen. Es
wird der Widerstand des Materials gegen das Eindringen eines Eindringkörpers mit de-
�nierter Federkraft gemessen. Die Eindringtiefe ist das Maß für die Härte, die durch eine
dimensionslose Skala von 0-100 ausgedrückt wird. Dabei entspricht eine Eindringtiefe
von 2,5 mm der Härte 0 und eine Eindringtiefe von 0 mm einer Härte von 100 [305]. Die
Verfahren Shore A und D unterscheiden sich in der Geometrie des Eindringkörpers. Bei
der Prüfung nach Shore A handelt es sich um einen Kegelstumpf mit einem Ö�nungs-
winkel von 35± 0,25° und einem Durchmesser von 0,79± 0,01 mm. Nach Shore D hat
der Eindringkörper eine kugelförmige Spitze mit einem Durchmesser von 0,1± 0,01 mm
und einen Ö�nungswinkel von 30± 1° [306]. Die Probe muss für die Prüfung nach DIN
53505 [306] einen Durchmesser von ≥ 35 mm und eine Dicke von ≥ 6 mm aufweisen. Die
Temperatur sollte 23± 2 °C betragen. Eine Prüfung nach Typ A ist für weiche Materialien
empfohlen, wenn die Prüfung nach Typ D eine geringere Härte als 20 ergibt. Umgekehrt
ist eine Prüfung nach Typ D für härtere Materialien anzuwenden, wenn die Prüfung
nach Typ A eine Härte größer als 90 ergibt [305]. Neben der Prüfung nach Shore gibt
es auch das Verfahren der Bestimmung der Kugeldruckhärte nach dem Internationalen
Gummihärtegrad (IRHD) [307,308].

2.3.6 Bestimmung der Proteinbindungskapazität

Zur Bestimmung der Proteinbindungskapazität, unter der die auf der Matrix immobili-
sierte Proteinmenge verstanden wird, werden in erster Linie fünf bewährte Farbreaktio-
nen zur Bestimmung von Proteinen in Lösung genutzt. Ninhydrin [309] reagiert unter Re-
duktion mit primären Aminen zu einem farbigen Komplex, der auch unter dem Namen
Ruhemanns Purpur bekannt ist und bei 570 nm maximal absorbiert. Coomassie Bril-
liant Blue [310] (Bradford [311]) ist ein blauer Farbsto�, der unter sauren Bedingungen an
Proteine bindet. Der Bicinchoninsäure-Assay (BCA) [312,313] basiert auf der Reduktion von
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Kupfer(II)-Ionen durch Peptidbindungen zu Kupfer(I)-Ionen, die mit BCA einen violett
gefärbten Chelatkomplex bilden, der bei 562 nm quanti�ziert wird [314]. 2,4,6-Trinitro-
benzolsulfonsäure reagiert mit primären Aminen, Hydrazinen und Thiolen zu einem
orangefarbenen Produkt. Die Farbintensität hängt dabei von der funktionellen Grup-
pe ab, mit der das Reagenz reagiert [315]. Thiolgruppen können mit Hilfe des Ellman-
Reagenzes [316–319] 5,5’-Dithio-bis(2-nitrobenzoesäure) (DTNB) nachgewiesen und quan-
ti�ziert werden, das im Basischen in einer Thiol-Disul�d-Austauschreaktion mit den
nachzuweisenden Thiolen reagiert. Dabei wird 2-Nitro-5-thiobenzoesäure (TNB) abge-
spalten, das in seiner deprotonierten Form (pKS-Wert = 4,41 [320–322]) als gelbes Farbsto�-
produkt 2-Nitro-5-thiobenzoat (TNB2-) vorliegt und bei 412 nm detektiert wird.
Bei der Di�erenz-Methode wird durch Messung der Fluoreszenz [323] oder der Absorption
bei z. B. 280 nm die Abnahme der Ligand-Konzentration in der Immobilisierungslösung
bestimmt. Die Di�erenz entspricht der immobilisierten Ligandmenge. Kopplungsreagen-
zien dürfen die Absorption oder Fluoreszenz aber nicht überlagern. So kann es z. B. bei
Verwendung von 1,1’-Carbonyldiimidazol durch Bildung von Imidazol zu Überlagerun-
gen der Absorption bei 280 nm kommen [315]. Außerdem muss der Konzentrationsunter-
schied groß genug sein, um detektierbar zu sein. Wenn es nicht möglich ist, den Ligan-
den direkt zu bestimmen, wird die Menge des angereicherten Analyten bestimmt und
auf das Volumen bzw. die Masse des Trägers bezogen. Dieser Wert wird in der Regel als
Kapazität bezeichnet und für A�nitätsträger angegeben.

2.4 A�nitätschromatographie

In diesem Abschnitt werden neben dem Prinzip der A�nitätschromatographie ausge-
wählte Funktionalisierungstechniken für epoxidbasierte Trägermaterialien vorgestellt,
wie sie im Speziellen für epoxidbasierte Monolithe genutzt werden.

2.4.1 Prinzip

Die A�nitätschromatographie [324–326] ist eine Methode zur selektiven Anreicherung von
Biomolekülen. Sie basiert auf der reversiblen und bioselektiven Wechselwirkung eines
auf einem Träger immobilisierten Liganden und eines Analyten in der mobilen Phase.
Die Trennung erfolgt auf Basis der individuellen chemischen Struktur des Analyten. Das
Prinzip der A�nitätschromatographie ist in Abbildung 2.13 bildlich wiedergegeben.
Sie kann genutzt werden, um aktive Biomoleküle 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-

35



KAPITEL 2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Probenauftrag 

Legende: 

Analyt Ligand Weitere Komponenten der Probenmatrix 

Elutionsprofil 

Anreicherung Elution 

Abbildung 2.13. Prinzip der A�nitätschromatographie.

scher Wechselwirkungen und zur Präparation von Proben für die Massenspektrometrie
eingesetzt. Außerdem ist sie als einstu�ger Prozess im Vergleich zu anderen Aufreini-
gungstechniken oft zeitsparend [327].

Mögliche Bindungspaare können z. B. Enzym und Inhibitor, Antikörper und Antigen,
Hormon und Rezeptor oder Oligonukleotide und ihre komplementären Stränge sein.
Die A�nität des Liganden muss sich nicht auf die selektive Bindung eines einzelnen
Moleküls beschränken, sondern kann sich im Fall gruppenspezi�scher Liganden auch
auf eine gesamte Sto�klasse beziehen. Aus Organismen gewonnene biologische Ligan-
den können mit anderen Biomolekülen 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 für den Analyten passende Polymerschablone mit komplementären Wechselwir-
kungsbedingungen für eine hohe A�nität erstellt wird, wurde als alternative Variante
vielfach beschrieben [328].

Die Bindung zwischen Ligand und Analyt kann auf elektrostatischen, hydrophoben,
Van-der-Waals-Wechselwirkungen und auf Wassersto�brückenbindungen beruhen und
sollte eine GleichgewichtsdissoziationskonstanteKD im Bereich von 106 bis 108 M-1 auf-
weisen [327]. Sie muss für die selektive Bindung des Analyten stark genug sein und sich im
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Elutionsschritt zur Isolierung des Analyten wieder lösen lassen. Die Elution kann durch
Zugabe eines zum Analyten kompetitiven Reagenzes spezi�sch erfolgen. Oft wird sie
jedoch unspezi�sch durch Änderung der Ionenstärke, z. B. über die Molarität von Na-
triumchlorid oder durch Änderung des pH-Werts bzw. der Polarität des Elutionspu�ers
induziert [329]. In seltenen Fällen wird zwischen Ligand und Analyt eine kovalente Bin-
dung wie z. B. eine Disul�dbrücke geknüpft, die im Elutionsschritt gespalten wird [327].
Erste Entwicklungen von Trägermatrices und Kopplungstechniken sind aus dem Jahr
1910 bekannt, bei denen als Ligand Amylase an Stärke gekoppelt wurde [330]. Optimie-
rungen der Trägermaterialien und der Kopplungschemie führten letztlich zur Etablie-
rung der A�nitätschromatographie [331–334]. Heutzutage sind viele Trägermatrices auf
Basis von Silica, Polyacrylamid, Dextrose, Poly(styrol-co-divinylbenzol) und vor allem
Agarose (Partikelgröße 40-300 µm) und Cellulose (Partikelgröße 100-250 µm), die unter
den Handelsnamen Sepharose® bzw. Sephadex® (GE Healthcare Europe GmbH, Frei-
burg) und A�-Gel® (Bio-Rad Laboratories GmbH, München) bekannt sind, erhältlich.
Zu neuartigen Materialien zählen unter anderem monolithische Phasen [136], Perfusions-
und magnetische Partikel [327]. Die Matrix muss vielen Anforderungen genügen. Sie soll-
te funktionalisierbar sowie chemisch inert und physikalisch robust sein, um gegenüber
Lösungsmitteln, pH-Wert-Schwankungen und gegebenenfalls Enzymen oder Mikroben
stabil zu sein [327]. Außerdem sollte sie eine hydrophile und ungeladene Ober�äche auf-
weisen, damit hydrophobe und ionische unspezi�sche Bindungen vermieden werden.
Die Porengröße sollte für die optimale Erreichbarkeit nach Renkin [335] ca. fünfmal so
groß wie das zu isolierende Biomolekül sein. Bei einer aus Partikeln bestehenden Phase
ist eine monodisperse Größenverteilung von Vorteil, weil kleinere Partikel Zwischen-
räume ausfüllen und dadurch den Durch�uss behindern können [327,329]. Kleinere Parti-
kel generieren zwar eine größere spezi�sche Ober�äche, können aber zur Blockierung
der Säule und infolgedessen zu höheren Gegendrücken führen, die wiederum eine Kom-
pression der Partikel zur Folge haben können. Die gewählte Partikelgröße stellt einen
Kompromiss zwischen einer hohen Kapazität und einer guten Permeabilität der Säule
dar. Weiche, gelartige Matrices werden oft zu Lasten der Porosität und Kapazität für ei-
ne bessere mechanische Stabilität vernetzt [327]. Eine zu hohe Kapazität kann aber durch
sterische Hinderungen und/oder durch zu starke Bindung des Liganden die e�ektive
Kapazität auch erniedrigen [336].
Nicht nur die Matrix muss eine gewisse Stabilität aufweisen, sondern auch die Liganden
müssen gegenüber den Kopplungs- und Elutionsbedingungen unemp�ndlich sein. Sie
werden überwiegend kovalent an die Matrix gekoppelt, wobei sich ihre A�nität ändern
kann. Eine gezielte Orientierung der Ligandkopplung ist durch Kopplung über biospezi-
�sche Wechselwirkungen wie beim Biotin-Streptavidin-Komplex möglich [327,329]. Wenn
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die Bindung des Analyten an den Liganden sterisch gehindert ist, kann der Ligand über
einen Spacer an die Matrix gebunden werden [336]. Der Spacer sollte hydrophil sein, um
unspezi�sche Bindungen zu vermeiden und eine optimale Länge besitzen. Bei einer zu
kurzen Länge ist er wirkungslos. Ist er aber zu lang, kann es zu unspezi�schen Bindun-
gen kommen oder durch Faltung die Kapazität sogar reduziert werden [327,329].
Antikörper oder deren Fragmente �nden 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 über die A�nität der konstanten Region Fc (crystallizable Fragment) zu Protein
A, das aus Staphylococcus aureus oder zu Protein G [337], das aus Streptococcus gewonnen
wird. Die A�nitätsstärke der Proteine zu Immunglobulinen der Klasse G ist dabei sowohl
vom Organismus, aus dem die Antikörper isoliert wurden, als auch von ihrer Subklasse
abhängig, weswegen häu�g A�nitätssäulen mit der Ligandkombination Protein A und
G eingesetzt werden [327].

2.4.2 Ausgewählte Funktionalisierungstechniken

Liganden wie z. B. Proteine werden überwiegend kovalent an die Matrix gebunden. Die
Anbindung kann z. B. über die Aminofunktion der im Protein gebundenen Lysine erfol-
gen. Für die Kopplung von Aminoliganden an epoxidbasierte Träger gibt es zahlreiche
Techniken, die in Abbildung 2.14 zusammengestellt sind [117,136,314,338,339]. Die Epoxidme-
thode (A), bei der das Amin die Epoxidgruppe direkt nukleophil angreift, ist das ein-
fachste Verfahren [117]. Sie wird im Basischen durchgeführt, damit das Amin nicht in sei-
ner unreaktiven protonierten Form vorliegt. Auf diese Weise können auch andere Nu-
kleophile wie Thiole oder Hydroxylgruppen kovalent binden [136]. Die Reaktionskinetik
ist allerdings langsam, sodass hohe Ligandkonzentrationen und lange Reaktionszeiten
nötig sind [136]. Andere Techniken gehen nach einer sauren Hydrolyse des Epoxids vom
Diol aus. Amine lassen sich nach Oxidation der Hydroxylgruppe zum Aldehyd über ei-
ne Glycolspaltung mit Natriumperiodat oder Periodsäure durch eine Schiffsche-Base-
Reaktion (B) binden. Die Schiffsche-Base-Reaktion ist reversibel, weshalb das gebilde-
te Imin mit Cyanoborhydrid zu einem sekundären 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 [117,338,340].
Die generierten Hydroxylgruppen können ebenso über die Zwischenstufe eines aktivier-
ten Esters funktionalisiert werden. Dafür werden sie mit Di(N -succinimidyl)-carbonat
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Abbildung 2.14. Kovalente Kopplungstechniken für Liganden mit Aminofunktion an
ein epoxidbasiertes Trägermaterial: (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 [136,314].
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(DSC) (C) oder 1,1’-Carbonyldiimidazol (CDI) (D) umgesetzt. In einer sich anschließen-
den nukleophilen Substitution wird der Aminoligand als Amid gebunden. Nachteilig ist
die Hydrolyseemp�ndlichkeit des aktivierten Esters [314]. Außerdem wurde beobachtet,
dass die Aktivität des Liganden nach Kopplung mit der CDI-Methode geringer ist, als
nach Immobilisierung mittels Schiffscher-Base-Reaktion [314].
Bei der Glutaraldehyd-Methode (E) wird zunächst eine Diaminbrücke wie z. B. Ethylen-
diamin gebunden, an die Glutaraldehyd gekoppelt wird. Die Immobilisierung des Amins
erfolgt anschließend analog einer Schiffschen-Base-Reaktion [340,341].
Die Bromcyan-Methode (F) ist für die Funktionalisierung konventioneller A�nitätsma-
terialien die bekannteste Methode. Die Kopplung erfolgt unter milden Bedingungen (pH
7,5-8,5) und kann über 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 können bei neu-
tralem pH-Wert Ionenaustauschpositionen entstehen, die zu unspezi�schen Bindungen
führen können [314].
Die Hydrazid-Methode (G) ist eine Kopplungstechnik, die für Glykoproteine und Koh-
lenhydrate geeignet ist. Hierbei wird der aldehydaktivierte Monolith mit Adipinsäure-
dihydrazid umgesetzt und der zu einem Aldehyd oxidierte Ligand [342] gekoppelt. Der
Vorteil ist die orientierte Kopplung des Liganden, die eine höhere Aktivität des Ligan-
den begünstigt [338,343].
Neben einer kovalenten Immobilisierung ist auch eine biospezi�sche Adsorption mög-
lich, bei der der Ligand über einen sekundären, 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 [314]. Desweiteren bilden Metall-
ionen wie Kupfer(II) bzw. Nickel(II), die von Iminodiessigsäure oder Nitrilotriessigsäure
gebunden werden, mit geeigneten Analyten Chelatkomplexe [314].
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Kapitel 3

Experimentelles

3.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den folgenden Firmen kommerziell erwor-
ben: Acros Organics, Fisher Scienti�c GmbH und Pierce Biotechnology, alle Teil von
Thermo Fisher Scienti�c GmbH (Dreieich), abcr GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Appli-
Chem GmbH (Darmstadt), BioVision, Inc. (Milpitas, USA), Bruker Corporation (Billerica,
USA), Euriso-Top GmbH (Saarbrücken), J.T. Baker, die zu Avantor Performance Materials
Deutschland (Griesheim) gehören, 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 Haën gehören.

Chemikalie (Reinheit) Firma, Bestellnummer

Acetonitril (≥ 99,9 %)/ J.T. Baker, 9012/
(für die LC/MS-Analyse) Fisher Scienti�c, 10799704

(3-Aminopropyl)trimethoxysilan (97 %) Aldrich, 281778
(APTMS)

Ammoniumdihydrogenphosphat Sigma-Aldrich, A1645

Anti-Kaninchen IgG Sigma, R1131
(ganzes Molekül, aus Ziege)

Anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase Sigma, A6154, Lot 028K6035
(ganzes Molekül, aus Ziege, 0,9 mg mL-1)

BCA Protein Assay Kit Pierce Biotechnology, 23227

Bortri�uoridetherat (≥ 46 % BF3) Sigma, 320188
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Bortri�uorid-Tetrahydrofuran-Komplex Aldrich, 434280
(47,5-49,5 %)

1,3-Butadiendiepoxid (97 %)/(95 %) Aldrich, 202533, Lot 1436110V/
(ρ = 1,11 g cm-3, BDE) abcr, AB177798, Lot 1236967

1,4-Butandioldiglycidylether (≥ 95 %) Aldrich, 220892, Lot MKBL8443V
(ρ = 1,10 g cm-3, BDG)

Casein (Natriumsalz, aus Rindermilch) Sigma, C8654

Chloroform (≥ 99,5 %) AppliChem, A1585

Chloroform (99,8 atom % D) (CDCl3) Aldrich, 151823

α-Cyan-4-hydroxyzimtsäure Bruker, 201344

Cyclohexan (99,99 %) Fisher Scienti�c, 10253470

L-Cystein (≥ 99 % ) Acros Organics, 17360

Dichlormethan (≥ 98 %) Merck, 822271

Diethylether (≥ 99,9 %) Sigma-Aldrich, 309966

Dikaliumhydrogenphosphat Sigma, 60354
(≥ 99,0 %, wasserfrei)

N,N -Dimethylacetamid (≥ 99,5 %) Sigma-Aldrich, 38839

Dimethylsulfoxid (≥ 99,5 %) (DMSO) Sigma-Aldrich, 41648

Dimethylsulfoxid (DMSO-d6) Euriso-Top

Dinatriumhydrogenphosphat Sigma, 71643/AppliChem, A3905
(≥ 99,0 %/≥ 99,5 %, Dihydrat)

1,4-Dioxan (≥ 99 %, getrocknet) AppliChem, A0790

5,5´-Dithio-bis(2-nitrobenzoesäure) Sigma, D8130
(≥ 98 %) (DTNB)

DL-Dithiothreitol (≥ 99,5 %) (DTT) Sigma, 43815

(±)-Epichlorhydrin (≥ 99 %) Fluka, 45340

Ethanol (96 %) Merck, 100971

Ethylacetat (≥ 99 %) Fisher Scienti�c, 10080130

Ethylenglycoldiglycidylether abcr, AB135790, Lot 1159189
(ρ = 1,19 g cm-3, EDG)
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Fractogel® EMD Epoxy (M) (40-90 µm) Merck, 1.16961

GE 100 (EEW 145, ρ = 1,22 g cm-3) Raschig, 7040542135,
Lot 11100038/018,
CAS 90529-77-4, 25038-04-4

GE 500 (EEW 189, ρ = 1,23 g cm-3) Raschig, 7040541135,
Lot 05100390/001 und 10110030/001,
CAS 118549-88-5

Glycerol (≥ 99 %) Sigma, G5516

Glycin (≥ 99 %)/(≥ 99,5 %) Sigma, G7126/AppliChem, A3707

Immunglobulin G aus Kaninchenserum Sigma, I5006, Lot 091M7679V
(≥ 95 %, salzfrei, lyophilisiert) (IgG)

Kaliumdihydrogencitrat (≥ 98,0 %) Fluka, 60215

Kaliumdihydrogenphosphat Fluka, 60219
(≥ 99,5 %, wasserfrei)

Kaliumhydroxid-Plätzchen (≥ 85 %) AppliChem, A1575

Kaliumsorbat (≥ 99,0 %) Sigma-Aldrich, 85520

Kaninchenserum (steril�ltriert) Sigma, R4505, Lot 050M8408

Kieselgel 60 (0,04-0,063 mm) Merck, 109385

Methanol (≥ 99,8 %) J.T. Baker, 8402

Methyl-tert-butylether (99,8 %, wasserfrei) Sigma-Aldrich, 306975
(MTBE)

Mordant Orange R (70 % Farbsto�gehalt) Sigma-Aldrich, 195073

Natriumazid (≥ 99 %) Riedel-de Haën, 13412

Natriumborhydrid (≥ 96 %, gepulvert) AppliChem, A3821

Natriumcarbonat (≥ 99,5 %, wasserfrei) AppliChem, A3900/Sigma, 71345

Natriumchlorid (99,5 %) Fluka, 71378/AppliChem, A1149

Natriumcyanoborhydrid (95 %) Acros Organics, 168550100

Natriumdihydrogenphosphat, Fluka, 71502/AppliChem, A3902
(≥ 99,0 %, Dihydrat)

Natriumhydrogencarbonat (≥ 99,5 %) AppliChem, A1940/Fluka, 71627

45



KAPITEL 3. EXPERIMENTELLES

Natriumhydroxid-Plätzchen Merck, 106469/Sigma-Aldrich, 30620
(zur Analyse)/(≥ 98 %)

Natriumperiodat (≥ 99,8 %) Acros Organics, 419610050

Natriumsul�t (≥ 98 %, wasserfrei) AppliChem, A1886

Pentaerythritol (≥ 99 %) Aldrich, 236241

Periodsäure (≥ 99 %) Acros Organics, 198401000

Phenolphthalein (1 % ethanolische Lösung) Fisher Scienti�c, 10274200

Phosphorsäure (85 Gew.-%, 99,99 %) Aldrich, 345245

rekombinantes Protein A (≥ 99 %, BioVision, 6500,
50 mg ml-1 in Wasser) Lot 51100 und 70900

Rinderserumalbumin (≥ 98 %, lyophilisiert) Sigma-Aldrich, A7906,
(engl. Bovine Serum Albumin, BSA) Lot SLBB3474V

Salzsäure (37 %/32 %, reinst) AppliChem, A0625/Merck, 100313

Schwefelsäure (95-97 %) J.T. Baker, 6057

Tetrabutylammoniumborhydrid (98 %) Aldrich, 230170

3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin (98,0-102,0 %) SERVA Electrophoresis, 35926
(TMB)

Toluol (≥ 99,8 %) AppliChem, A0527

Tri�uoressigsäure (99 %) (TFA) Sigma-Aldrich, T6508

2,2,4-Trimethylpentan (≥ 99,5 %) (Isooctan) AppliChem, A0653

Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat Aldrich, 379506, Lot 05030KH
(ρ = 1,42 g cm-3 [344], TEPIC)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan AppliChem, A1379
(≥ 99,3 %) (Tris)

Tween® 20 (pure) SERVA Electrophoresis, 37470

Wassersto�peroxid (≥ 30 %) Fluka, 95321

Xylencyanol FF (92,3 % Farbsto�gehalt) Sigma, X4126

Porogene wurden über Molekularsieb (Dehydrat mit Indikator, 3 Å) 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 Pu�er und Lösungen

Die pH-Werte wurden, falls nicht anders angegeben, mit Natronlauge (20 Gew.-%) bzw.
Salzsäure (20 Gew.-%) eingestellt. Die Pu�er wurden bei 4 °C gelagert und nicht länger
als zwei Wochen verwendet. Die TMB-Lösung wurde frisch angesetzt.

Pu�er und Lösungen Zusammensetzung

APTMS-Lösung
1 Vol.-% (3-Aminopropyl)trimethoxysilan
1 Vol.-% Wasser
methanolische Lösung

Carbonatpu�er, pH 9,6
30 mM Natriumcarbonat
70 mM Natriumhydrogencarbonat

Carbonatpu�er, pH 11,0
17 mM Natriumcarbonat
83 mM Natriumhydrogencarbonat

Citratpu�er, pH 4,0
220 mM Kaliumdihydrogencitrat
0,5 mM Kaliumsorbat

Glycin-HCl-Lösungen,
pH 2,2, pH 2,0, pH 1,8 100 mM Glycin

eingestellt mit konzentrierter Salzsäure

Indikatorlösung
3,5 mM Mordant Orange 1
1,1 mM Xylencyanol FF
wässrige Lösung

MALDI-Matrix
115 µL gesättigte α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure in
Acetonitril/Tetra�uoressigsäure (0,1 Vol.-%)
(90/10 (v/v))
8 µL Tetra�uoressigsäure (10 Vol.-%)
8 µL Ammoniumdihydrogenphosphat (100 mM)
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PBS, pH 7,6, pH 8,0
10 mM Natriumdihydrogenphosphat (Dihydrat)
70 mM Dinatriumhydrogenphosphat (Dihydrat)
145 mM Natriumchlorid

PBS, pH 6,0
307 mM Natriumdihydrogenphosphat (Dihydrat)
193 mM Dinatriumhydrogenphosphat (Dihydrat)

PBS-A, pH 6,0
122,5 mM Natriumdihydrogenphosphat (Dihydrat)
77,5 mM Dinatriumhydrogenphosphat (Dihydrat)

PBS-B, pH 8
5 mM Natriumdihydrogenphosphat (Dihydrat)
95 mM Dinatriumhydrogenphosphat (Dihydrat)

PBS-T (60×), pH 7,6
45 mM Kaliumdihydrogenphosphat
375 mM Dikaliumhydrogenphosphat
1,5 mM Kaliumsorbat
0,05 Vol.-% Tween® 20

Phosphorsäurelösung, pH 6
10 mM Phosphorsäure
eingestellt mit 15 M Natronlauge

Substratlösung
262,5 µL TMB-Lösung
4,05 µL Wassersto�peroxid
10 mL Citratpu�er

TMB-Lösung
8 mM Tetrabutylammoniumborhydrid
40 mM 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin
in N,N -Dimethylacetamid unter Argonatmosphäre

Tris, pH 8,5
10 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
150 mM Natriumchlorid

bzw.

200 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
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3.3 Analytische Methoden

Au�ichtmikroskop

Gerät Stereomikroskop MZ 12.5
Firma Leica Microsystems GmbH (Wetzlar)
Objektiv 1.0× Plan
Okular 10×/21 B

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 (München)

Durometer

Gerät digi test Prüfeinrichtung, Shore A
Firma Bareiss Prüfgerätebau GmbH (Oberdischingen)
Federcharakteristika vgl. DIN 53505:2000-08 [306]

Software Hardtest 2.0

Environmental Scanning Electron Microscope (ESEM)

Gerät Tabletop Microscope Hitachi TM-1000
Firma Hitachi High-Technologies Corporation (Tokyo, Japan)
Detektor Solid State Backscattered Electron Detector
Vergrößerung 20-10 000× (Digital Zoom: 4×)
Probenbühne X = 15 mm/Y = 18 mm
Max. Probengröße 70 mm Durchmesser, 20 mm Höhe
Vakuumsystem Turbomolekularpumpe, Membranpumpe
Software TM-1000 03-02-01
Tonwertkorrektur Adobe® Photoshop® Elements 6.0.0.0 von

Adobe Systems GmbH (München)
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Gasadsorption

Gerät ASAP 2020™-Physisorption Analyzer
Firma Micromeritics Instrument Corporation (Norcross, USA)
Druckbereich 0-127 kPa
Porenweiten 0,4-500 nm

Porenweiten < 2 nm nach DIN 66135 [345]

Porenweiten 2-50 nm nach DIN 66134 [346]

Gase Sticksto� (0,162 nm2 bei 77 K) [252]

Krypton (0,202 nm2 bei 77 K) [252]

Software V3.05 H

Hochleistungs�üssigkeitschromatographie (HPLC)

Gerät Agilent 1100 Series
Firma Agilent Technologies Deutschland GmbH (Böblingen)
Detektoren Variabler Wellenlängendetektor (VWD), Verdampfungs-

Lichtstreudetektor (engl. Evaporative Light Scattering
Detector, ELSD) PL-ELS 1000 der Firma Polymer Laboratories
Ltd. (Agilent Technologies Deutschland GmbH, Böblingen)

Lichtquelle Deuteriumlampe, 190-600 nm
Durch�usszelle Standard: 10 mm optische Weglänge, V = 14 µL, max. 40 bar
Pumpe Quaternär
Flussrate 0,1-5 mL min-1

Software ChemStation B.04.01 (Steuerung, Auswertung),
Origin 9.0.0G von OriginLab Corporation
(Northampton, USA) (Darstellung)

Gerät Agilent 1200 Series
Firma Agilent Technologies Deutschland GmbH (Böblingen)
Detektor Diodenarraydetektor (DAD)
Lichtquelle Deuterium- und Wolframlampe 190-950 nm
Durch�usszelle Standard: 10 mm optische Weglänge, V = 13 µL, max. 120 bar
Pumpe Quaternär
Flussrate 0,1-5 mL min-1

Software ChemStation B.04.01 (Steuerung, Auswertung),
Origin 9.0.0G von OriginLab Corporation
(Northampton, USA) (Darstellung)
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Gerät UltiMate® 3000
Firma Dionex Softron GmbH (Germering)
Detektor VWD
Lichtquelle Deuterium- und Wolframlampe, 190-900 nm
Durch�usszelle Mic-Messzelle: V = 180 nL, max. 200 bar
Pumpe ternäre Niederdruck-Mikrogradientenpumpe als Ladepumpe
Flussrate 50-2500 µL min-1

Software Chromeleon 6.80 SR10 (Steuerung, Auswertung),
Origin 9.0.0G von OriginLab Corporation
(Northampton, USA) (Darstellung)

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Gerät AVANCE III 500
Firma Bruker BioSpin GmbH (Rheinstetten)
Frequenz 1H: 500 MHz, 13C: 126 MHz
Software TopSpin 3.0 (Steuerung), MestRec 4.7.0.0 von Mestrelab

Research (Santiago de Compostela, Spanien) (Auswertung)

Gerät DMX 400
Firma Bruker BioSpin GmbH (Rheinstetten)
Frequenz 1H: 400 MHz
Software TOPSPIN 1.3 (Steuerung), MestRec 4.7.0.0 von Mestrelab

Research (Santiago de Compostela, Spanien) (Auswertung)

Massenspektrometrie (MS)

Gerät Exactive Benchtop Orbitrap™

Firma Thermo Fisher Scienti�c GmbH (Dreieich)
Ionenquelle Elektrosprayionisation (ESI)
Analysator Orbitrap
Spannung Capillary Voltage 77 V, Tube Lens Voltage 55 V,

Skimmer Voltage 14 V, Spray Voltage 3,8 kV
Software Exactive 1.1 SP5 (Steuerung), Xcalibur 2.2 SP1 (Auswertung)

Gerät Auto�ex III Smartbeam
Firma Bruker Daltonik GmbH (Bremen)
Ionenquelle Matrix-unterstützte Laser-Desorption/Ionisation

(engl.Matrix-assisted Laser Desorption/Ionization, MALDI)
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Laser Smartbeam Laser (355 nm), 200 Hz
Analysator Flugzeitanalysator (engl. Time-of-Flight, TOF)
Spannung 24 kV
Mode Linear
Software FlexControl 1.3 (Steuerung), FlexAnalysis 1.0 (Auswertung)

Gerät Q-TOF Ultima
Firma Micromass (Waters GmbH, Eschborn)
Ionenquelle ESI
Analysator TOF
Spannungen Capillary Voltage 3,4 kV, Cone Voltage 50 V,

Collision Energy 15 eV
Software Mass Lynx V4.1

Gerät API 4000™ mit HPLC-Anlage Agilent Series 1100
Firma 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.

Pulverdi�raktometrie

Gerät D5000 Di�raktometer (Bragg-Brentano, CuKα-Strahlung)
Firma Siemens AG (München)
Übersichtsmessung 8-80° 2θ
Schrittweite 0,02°, 2 s/Schritt
Datenbank The International Centre for Di�raction Data (ICDD)
Software Origin 9.0.0G von OriginLab Corporation

(Northampton, USA) (Darstellung)

Quecksilber-Intrusionsporosimetrie

Gerät Autopore III, WIN9400 Series
Firma Micromeritics Instrument Corporation

(Norcross, USA)
Druckbereich Niederdruck 0-0,345 MPa

Hochdruck bis 414,000 MPa
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Porenweiten Niederdruck 360-3,6 µm
Hochdruck 6-0,003 µm
4 nm bis ca. 300 µm nach DIN 66133 [233]

Kontaktwinkel 140,000° nach DIN 66133 [233]

Ober�ächenspannung 0,48 N m-1 nach DIN 66133 [233]

Quecksilberdichte 13,5409 g cm-3 nach Kalibrierung bei 22,2 °C
Software V2.00 (Steuerung, Auswertung), Origin 9.0.0G von OriginLab

Corporation (Northampton, USA) (Darstellung)

UV/Vis-Spektroskopie

Gerät Evolution 220 UV-Visible Spectrophotometer
Firma Thermo Fisher Scienti�c GmbH (Dreieich)
Optik Zweistrahlphotometer, Czerny-Turner-Monochromator
Lichtquelle Xenon Blitzlampe
Spektrale Bandbreite Variabel 1 nm, 2 nm
Wellenlängenbereich 190-1100 nm
Detektor Zwei Silizium-Photodioden
Software Insight 1.4.40 (Steuerung), Origin 9.0.0G von OriginLab

Corporation (Northampton, USA) (Darstellung)

Gerät SpectraMax Plus384

Firma Molecular Devices (Germany) GmbH (Biberach an der Riss)
Lichtquelle Xenon Blitzlampe
Spektrale Bandbreite 2 nm
Wellenlängenbereich 190-1000 nm
Software SoftMax Pro 5.3 (Steuerung, Auswertung), Origin 9.0.0G von

OriginLab Corporation (Northampton, USA) (Darstellung)
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3.4 Geräte

Gerät, Bezeichnung Firma

Aluminiumheizblöcke Werkstätten der BAM (Berlin)
Sonderanfertigungen

Analysenwaage Mettler-Toledo GmbH (Gießen)
Mettler AM100

Kappgerät Proxxon GmbH (Föhren)
KG 50

Magnetrührer, Kontaktthermometer Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
MR Hei-Standard, EKT Hei-Con (Schwabach)

MALDI-Target Bruker Corporation (Billerica, USA)
MTP AnchorChip™ 600/384

Mikrotiterplatten-Schüttler Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
Titramax 101 (Schwabach)

Mikrotiterplatten-Waschautomat BioTek Instruments GmbH
ELx405™ Select (Bad Friedrichshall)

pH-Elektrode Mettler-Toledo GmbH (Gießen)
InLab® Micro

pH-Meter HANNA Instruments Deutschland GmbH
pH 211 Microprocessor pH Meter (Kehl am Rhein)

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

Pumpe Vacuubrand GmbH & Co. KG (Wertheim)
Chemie-HYBRID™-Pumpe PC 8/RC 6
(max. 4 · 10-4 bar)

Rotationsverdampfer Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
Laborota 4003 control (Schwabach)

Spritzenpumpe neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH
LA-30 (max. Fluss 1600 mL h-1) (Heidelberg)
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Temperaturmessgerät Testo AG (Lenzkirch)
testo 925

Temperaturfühler Greisinger electronic GmbH (Regenstauf)
GTF 101 NiCr-Ni

Thermomixer Eppendorf AG (Hamburg)
Thermomixer® comfort
(Wechselblöcke 1,5 mL, 2 mL)
Thermomixer® compact
(Wechselblock 1,5 mL)

Thermostat Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
Rotilabo®-Blockthermostat H 250

Trockenschrank Memmert GmbH & Co. KG (Schwabach)
Modell 5002

Ultramikrowaage Mettler-Toledo GmbH (Gießen)
UMT2

Vakuumdestillationsapparatur Glasbläserei Müller (Berlin)
Sonderanfertigung

Vakuumtrockenschrank Thermo Fisher Scienti�c GmbH (Dreieich)/
Typ VT 6130 M-BL Heraeus Holding GmbH (Hanau)
(für brennbare Lösungsmittel)

Vortexmischer Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
Reax top (Schwabach)

Zentrifuge Andreas Hettich GmbH & Co. KG
Mikro 220R (Tuttlingen)
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3.5 Verbrauchsmaterialien

Material, Bezeichnung Firma

Anschlussstücke IDEX Health & Science GmbH (Wertheim)
F-120 (PEEK, für OD 1/16′′)

Blindstopfen IDEX Health & Science GmbH (Wertheim)
P-520 (Edelstahl, für 10-32 Gewinde)
P-551 (PEEK, für 10-32-Gewinde)

Einmalspritzen mit -kanülen Henke-Sass, Wolf GmbH (Tuttlingen)
HSW NORM-JECT®

(2-teilig, 1 mL, 5 mL)
HSW FINE-JECT®

(0,80×40 mm, 1,60×40 mm)

Einsätze WICOM Germany GmbH (Heppenheim)
Micro Insert (200 µL für
10 mm-Kurzgewinde�asche)

Entsalzungssäulen
PD-10 Desalting Columns GE Healthcare Europe GmbH (Freiburg)
Zeba™ Spin Desalting Columns Pierce Biotechnology (Thermo Fisher

Scienti�c GmbH, Dreieich)

Gewindegläschen mit Schraubkappen
10 mm-Kurzgewinde�aschen (2 mL) WICOM Germany GmbH (Heppenheim)
Kappen (für 10 mm-Kurzgewinde
Butylgummi/Te�on-Septum)

EPA Gewinde�aschen BGB Analytik Vertrieb GmbH (Rheinfelden)
(20 mL, 24-400 Gewinde,
57× 27,5 mm)
Kappen (PP, für 24-400 Gewinde,
Silikon/PTFE-Septum)

Glasspritzen mit Kanülen Hamilton Messtechnik GmbH (Höchst)
710 RN 100 µL Spritze (22s/51/2)
RN-Kanülen (26/51/3)S
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HPLC-Säulen
Inertsil ODS-3 GL Sciences, Inc. (Torrance, USA)
(5 µm, 250× 4,6 mm)
Onyx™ Monolithic Semi-Prep Phenomenex, Inc. (Ascha�enburg)
(C18, 100× 10 mm)
UltraSep ES, Phen1 Sepserv Separation Service Berlin
(5 µm, C18, 260× 3 mm)

Inline-Solvent-Filter IDEX Health & Science GmbH (Wertheim)
A-313 (Edelstahl, 20 µm,
für 10-32-Gewinde)

Kapillaren IDEX Health & Science GmbH (Wertheim)
1532 (PEEK, ID 500 µm, OD 1/16′′)
U-155 (Edelstahl, ID 125 µm, OD 1/16′′)
U-104 (Edelstahl, ID 500 µm, OD 1/16′′)

Kapillarschneider
A-327 Standard Polymer Tubing IDEX Health & Science GmbH (Wertheim)
Cutter (für OD 1/16′′ und OD 1/8′′)
Schneider für Edelstahlkapillaren Gynkotek (Thermo Fisher Scienti�c GmbH,

Dreieich)

Kappen IDEX Health & Science GmbH (Wertheim)
P-754 (ETFE, für 10-32-Gewinde)

Klebepads UHU GmbH & Co. KG (Bühl/Baden)
UHU pata�x Klebepads

Küvetten Brand GmbH & Co. KG (Wertheim)
UV-Küvette mikro (70 µL, z = 8,5)

Mikrotiterplatten Greiner-Bio-One GmbH (Frickenhausen)
UV-Star® Microplates (96 Well
F-Boden (Kaminform), µClear)
Microlon 600 (96 Well, high binding
F-Boden (Kaminform), glasklar)

Nägel Emil Lux GmbH & Co. KG (Wermelskirchen)
Eisennägel (0,8× 11 mm)
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pH-Indikator Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Düren)
pH-Fix 0-14
Universal-Indikator pH 1-14, Rolle

Pipettenspitzen Eppendorf AG (Hamburg)
epT.I.P.S.® Standard

Reaktionsgefäße Eppendorf AG (Hamburg)
Safe-Lock Gefäße™

Sägeblätter Proxxon GmbH (Föhren)
Trennscheibe mit Gewebe
(50× 1× 10 mm)

Schläuche
FEP-Schlauch (ID 0,8 mm, OD 1/16′′) Bohlender GmbH (Grünsfeld)
PTFE-Schlauch (0,5× 1,6 mm) Th. Geyer GmbH & Co. KG (Renningen)
PVC-Schlauch (4× 6 mm) neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH
Silikonschlauch (4× 6 mm× 1 mm) (Heidelberg)

Spatel
Einmal-Rührspatel (PS) neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH

(Heidelberg)
Einwegspatel (mikro, antistatisch) VWR International GmbH (Darmstadt)

Verbindungsstücke IDEX Health & Science GmbH (Wertheim)
U-437 (Edelstahl, 10-32-Gewinde,
für OD 1/16′′)

Verschlussfolie Pechiney Plastic Packaging (Chicago, USA)
Para�lm® M

Zentrifugenröhrchen neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH
(PP, konisch, 15 mL, 50 mL) (Heidelberg)
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3.6 Synthese polyfunktioneller Glycidylether

3.6.1 Pentaerythritoltetraglycidylether[nach [203]]

Es wurden 4,1 g Pentaerythritol (0,03 mol) unter Argon in einem Dreihalskolben vor-
gelegt und in 30 mL DMSO gelöst. Daraufhin wurden 13,5 g Kaliumhydroxid (0,24 mol,
2 äq./OH) als Feststo� hinzugefügt. Der Ansatz wurde auf 35 °C erwärmt und 28 mL Epi-
chlorhydrin (0,36 mol, 3 äq./OH) wurden über einen Zeitraum von 1,5 h zugetropft. Die
Mischung wurde bei 35 °C für 7 h gerührt und verfärbte sich gelblich/bräunlich. An-
schließend wurde der Ansatz bei Raumtemperatur nochmals 14 h gerührt. Ein zweiter
Ansatz wurde danach erneut bei 37 °C für 7 h und bei Raumtemperatur für 14 h gerührt.
Der jeweils ausgefallene Feststo� wurde nach der Synthese ab�ltriert und mit 300 mL
Dichlormethan gewaschen, das unter vermindertem Druck entfernt wurde.

Ansatz 1 wurde anschließend mit gesättigter Kochsalzlösung (80 mL) und Diethylether
(2× 150 mL) extrahiert und der Diethylether unter vermindertem Druck entfernt. Der
Rückstand wurde im Vakuum (0,1 mbar, 35-40 °C) destilliert sowie säulenchromatogra-
phisch mit der HPLC-Anlage Agilent 1100 Series aufgereinigt. Das Injektionsvolumen
(2 mg mL-1 in Methanol) betrug 20 µL. Als Säule diente eine Onyx Monolithic Semi-
Prep (C18, 100× 10 mm). Die Flussrate des Eluenten (Methanol/Wasser (50/50 (v/v)))
betrug 3 mL min-1. Die Detektion erfolgte mit einem ELSD (5 bar Sticksto�, 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 Gerät Q-TOF Ultima analysiert.

Ansatz 2 wurde ohne Extraktionsschritt nach Entfernen von DMSO unter vermindertem
Druck säulenchromatographisch 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-1 in Methanol/Wasser (7:3)) betrug 20 µL. 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 Gerät
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 Gerät Q-
TOF Ultima analysiert. Außerdem wurde von der gesamten Fraktion ein Protonenspek-
trum mit dem Gerät AVANCE III 500 aufgenommen.

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

ESI-MS: [M+Na]+ = 383,4 (383,2).
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1H-NMR (CDCl3, 500 MHz) δ [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, J = 5,8 Hz, 11,7 Hz); 3,12-3,08 (m, 4 H); 2,75 (dd, 4 H, J = 4,5 Hz,
4,9 Hz); 2,57 (dd, 4 H, J = 2,7 Hz, 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 µL Bortri�uoridetherat dazugegeben. Die Lösung wurde auf 60 °C erwärmt und 22 mL
Epichlorhydrin (0,28 mol, 3 äq./OH) wurden über einen Zeitraum von 15 min zugetropft.
Der Ansatz wurde 8 h bei 60 °C gerührt und verfärbte sich bräunlich. Anschließend wur-
de die Reaktionslösung auf 25 °C abgekühlt und 70 mL einer ethanolischen Natriumhy-
droxid-Lösung (2,6 M, 0,18 mol, 2 äq./OH) wurden langsam zugetropft. Die Lösung wur-
de farblos und ein weißer Feststo� �el aus. Der Ansatz wurde weitere 12 h bei 25 °C
gerührt. Nach der Reaktion wurde der Feststo� ab�ltriert, mit Ethanol gewaschen, das
unter reduziertem Druck entfernt wurde. Der hierauf im Filtrat erneut ausgefallene Fest-
sto� wurde ab�ltriert und mit Ethanol gewaschen, welches wieder unter vermindertem
Druck entfernt wurde. Die Prozedur wurde nochmals wiederholt. Der gelblich gefärb-
te Ansatz wurde unaufgereinigt massenspektrometrisch mit dem Gerät Q-TOF Ultima
untersucht.

Ansatz 2 und 3[nach [203]]

Es wurden 2,8 g Glycerol (0,03 mol) unter Argon in einem Dreihalskolben vorgelegt und
10 g Kaliumhydroxid (0,18 mol, 2 äq./OH) als Feststo� hinzugefügt. Der Ansatz wurde auf
40 °C erwärmt und 22 mL Epichlorhydrin (0,28 mol, 3 äq./OH) wurden über einen Zeit-
raum von 30 min zugetropft, wobei sich die Lösung leicht gelblich/bräunlich verfärbte.
Anschließend wurde der Ansatz ca. 70 h bei 40 °C gerührt. Nach der Synthese wurde
der Feststo� ab�ltriert, mit 100 mL Dichlormethan gewaschen, das unter vermindertem
Druck entfernt wurde. Die gelbliche Flüssigkeit 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 Gerät AVANCE III
500 und mittels MS mit dem Gerät Exactive Benchtop Orbitrap™ analysiert. Ein drit-
ter Ansatz wurde säulenchromatographisch mit Ethylacetat/Cyclohexan (3:7) als Eluent
aufgereinigt.
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz) δ [ppm]: 4,03 (ddd, 5 H, J = 1,5 Hz, 6,3 Hz, 10,9 Hz); 3,75 (dd,
3 H, J = 2,8 Hz, 11,5 Hz); 3,36 (dd, 3 H, J = 6,0 Hz, 11,5 Hz); 3,16-3,12 (m, 3 H); 2,80 (dd,
3 H, J = 4,2 Hz, 4,9 Hz); 2,60 (dd, 3 H, J = 2,7 Hz, 5,0 Hz).
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3.7 Monolithsynthesemit Tris(2,3-epoxypropyl)isocy-
anurat (TEPIC)

3.7.1 Isomerenreine Aufreinigung

Die Isomerenreinheit isolierter Fraktionen wurde anhand von Pulverdi�raktogrammen
ermittelt. Die Auswertung erfolgte durch den Vergleich mit aus Kristallstrukturen be-
rechneten Daten. Die Strukturen entsprachen den Einträgen CIVCAP01 (α-TEPIC) und
CIVCAP03 (β-TEPIC) der ICDD-Datenbank (The International Centre for Di�raction
Data).

A. Umkristallisation[nach [347]]

Es wurden 9,1 g TEPIC mit 20 mL Methanol versetzt und unter Rühren und Rück�uss
auf 70 °C erwärmt. Ungelöster Feststo� wurde ab�ltriert. Beim langsamen Abkühlen
des Filtrats �el ein farbloser Feststo� aus. Dieser wurde ab�ltriert und mit Methanol
gewaschen, das unter vermindertem Druck entfernt wurde. Der Feststo� wurde un-
ter vermindertem Druck bei 27 °C getrocknet. Es wurden 3,2 g TEPIC isoliert. Dieses
wurde mit 35 mL Methanol für eine weitere Umkristallisation versetzt und unter Rück-
�uss und Rühren auf 70 °C erwärmt. Ungelöster Feststo� wurde ab�ltriert. Der im Fil-
trat ausgefallene Feststo� wurde durch Ewärmen der Lösung auf 65 °C und Zugabe von
10 Vol.-% Chloroform wieder gelöst. Nach Abkühlen der Lösung wurde der ausgefallene
Feststo� ab�ltriert 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.
Schließlich konnten 0,6 g α-TEPIC isoliert werden.

B. Chromatographische Aufreinigung[nach [348]]

Die chromatographische Aufreinigung erfolgte an der HPLC-Anlage Agilent Series 1200
mit der Säule Inertsil ODS-3 (5 µm, 250× 4,6 mm). Die Detektionswellenlänge betrug
205 nm und das Injektionsvolumen 25 µL. Es wurden zum einen die Eluenten A (Phos-
phorsäurelösung/Acetonitril (90/10 (v/v))) und B (Acetonitril/Wasser (50/50 (v/v))) ein-
gesetzt. Die Flussrate betrug 0,2 mL min-1, wobei 10 min Eluent B, 5 min Eluent A, 12 min
Eluent B. Für diese Messungen wurden jeweils TEPIC und durch Umkristallisation aufge-
reinigtes α-TEPIC in Eluent A gelöst (ca. 100 µg mL-1). Außerdem wurde ein Wasser/Me-
thanol-Gradient eingesetzt. Die Flussrate betrug 0,2 mL min-1, wobei 3 min 10 % Metha-
nol, 10-90 % Methanol in 17 min, 7 min 90 % Methanol, 13 min 10 % Methanol. Für diese
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Messungen wurden jeweils TEPIC und α-TEPIC in Wasser (ca. 100 µg mL-1) bei 90 °C
gelöst. 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 Säule
Phen (5 µm, 260× 3 mm, Vorsäule (10 mm)) injiziert. Der Fluss betrug 0,4 mL min-1. 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 Lösen in Chloroform

Ca. 10 g TEPIC wurden mit 10 mL Chloroform versetzt. Der ungelöste Feststo� wurde
ab�ltriert und Chloroform unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene farblo-
se Feststo� wurde unter vermindertem Druck bei 70 °C getrocknet. Es konnten ca. 5 g
α-TEPIC isoliert werden.

3.7.2 Herstellung von Monolithkapillarsäulen

A. Synthese mit variierendem Porogenanteil

Der Ansatz wurde mit 300 mg α-TEPIC in Gewindegläschen (V = 2 mL) hergestellt. Als
Porogenmischung wurde 1,4-Dioxan/Isooctan (4:1) eingesetzt. Für die jeweiligen Volu-
menanteile setzte sich die Mischung wie folgt zusammen:

• 62 Vol.-%: 280µL 1,4-Dioxan/70 µL Isooctan,

• 65 Vol.-%: 320µL 1,4-Dioxan/80 µL Isooctan,

• 68 Vol.-%: 360µL 1,4-Dioxan/90 µL Isooctan.

Der Porogenmischung wurden 2 µL Bortri�uorid-Tetrahydrofuran-Komplex als Kataly-
sator hinzugefügt. Die Mischung wurde zum vorgelegten Monomer gegeben. Das mit
einer Schraubkappe verschlossene Gewindegläschen wurde bei 90 °C mit 800 rpm ge-
schüttelt bis α-TEPIC vollständig gelöst war. Die Polymerisationslösung wurde mit ei-
ner Spritze (1 mL), versehen mit einer Kanüle (0,80× 40 mm), aufgenommen und in eine
vorgewärmte Edelstahlkapillare (ID 500 µm, OD 1/16′′) überführt. Dazu wurde ein Ende
der Kapillare mit einem PTFE-Schlauch (0,5× 1,6 mm) versehen. Als die Lösung austrat,
wurde die Kapillare mit UHU pata�x Klebepads verschlossen und senkrecht mit dem
unverschlossenen Ende zuerst in die Bohrungen (1/16′′) eines Aluminiumheizblocks ge-
geben. Die Säulen wurden ca. 7 h bei 90 °C temperiert.
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B. Synthese mit 65Vol.-% Porogenanteil

Der Ansatz mit 65 Vol.-% Porogen 1,4-Dioxan/Isooctan (4:1) wurde, wie in Abschnitt 3.7.2
A beschrieben, hergestellt. Die Monolithkapillarsäulen wurden in Per�uorethylenpropy-
len-Schläuchen (ID 0,8 mm, OD 1/16′′) (engl. Fluorinated Ethylene Propylene, FEP) herge-
stellt. Die Lösung wurde entweder mit einer Spritze (1 mL), versehen mit einer Kanü-
le (0,80× 40 mm), eingespritzt oder angesogen. Für das Ansaugen der Lösung waren
der Schlauch und eine Kanüle während des Lösens von α-TEPIC durch das Septum der
Schraubkappe gestochen. Anschließend wurde der Schlauch in die Lösung getaucht und
die Lösung angesogen. Der Schlauch wurde, noch mit der Spritze versehen, aus der Lö-
sung gezogen und ggf. mit einem Eisennagel (0,8× 11 mm) am unteren Ende verschlos-
sen. Dann wurde die Spritze entfernt und der Schlauch auch an diesem Ende mit einem
Nagel verschlossen. Die Schläuche wurden entweder unverschlossen oder verschlossen
mit Eisennägeln waagerecht in Nuten (1/16′′) eines Aluminiumheizblocks gegeben und
ca. 7 h bei 90 °C temperiert.

C. Optimierte Befüllungstechnik

Der Ansatz für die Herstellung einer Monolithkapillare mit 65 Vol.-% Porogen 1,4-Di-
oxan/Isooctan (4:1) in einem FEP-Schlauch (ID 0,8 mm, OD 1/16′′) wurde, wie in Abschnitt
3.7.2 A beschrieben, hergestellt. Während des Lösens von α-TEPIC wurde der Schlauch
durch das Septum der Schraubkappe gestochen, ohne in die Lösung einzutauchen. Nach
vollständigem Lösen von α-TEPIC wurde der Schlauch in die Lösung getaucht und eine
Spritze (5 mL), die mit Luft aufgezogen war, ebenfalls in das Septum gestochen, ohne
in die Lösung einzutauchen. Die Luft wurde langsam eingespritzt. Als die Lösung aus
dem Schlauch austrat, wurde dieser mit einem Eisennagel (0,8× 11 mm) verschlossen,
aus dem Septum gezogen und auch am anderen Ende mit einem Nagel verschlossen.

3.7.3 Analytik

A.Morphologievisualisierungmittels Environmental ScanningElectronMicros-
cope (ESEM)

Monolithkapillarsäulen in Edelstahlkapillaren wurden mit einem Kappgerät und Kapil-
larsäulen in FEP-Schläuchen mit einem Kapillarschneider zerteilt. Die Säulenstücke wur-
den bei 90 °C getrocknet. Die Nummerierung der Querschnitte erfolgte wie in Abbildung
3.1 angegeben.
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1 2 5 3 6 4 

Abbildung 3.1. Nummerierung der Säulenquerschnitte für die Morphologievisualisie-
rung mittels Environmental Scanning Electron Microscope (ESEM).

B. Porosimetrie

Für Porosimetrieuntersuchungen wurden Monolithkapillaren mit isoliertem α-TEPIC
als Monomer und 65 Vol.-% Porogen bestehend aus Isooctan und 1,4-Dioxan in FEP-
Schläuchen (ID 0,8 mm) analog der Beschreibung in Abschnitt 3.7.2 C hergestellt. Die
Kapillaren wurden bei 95 °C getrocknet und aus dem Schlauch herausgedrückt. Sie wur-
den mit einer Klinge in kleine Stücke zerteilt. Für die Messungen wurden ca. 120 mg
eingesetzt. Der Druckbereich für die Quecksilber-Intrusionsporosimetrie betrug 0,0007-
410 MPa. Für die Auswertung wurden nur die Daten bis 10 MPa berücksichtigt. Die Mess-
unsicherheiten wurden nach einer von Dr. Peter Klobes (Fachbereich 1.3 Strukturanaly-
tik der BAM Bundesanstalt für Materialforschung und -prüfung) entwickelten Berech-
nung ermittelt. Dabei wurden die Unsicherheiten für die spezi�sche Ober�äche mit 2,8 %
und die für die Porengröße mit 2,0 % festgelegt. Gasadsorptionsmessungen erfolgten mit
Sticksto� (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 Gewindegläschen (V = 2 mL)
vorgelegt. Dem Porogen wurden 12,5 µL Bortri�uoridetherat (1,25 Vol.-%, 1:10 in 1,4-
Dioxan) für einen Ansatz mit V = 1 mL und 6,25 µL Bortri�uoridetherat (1,25 Vol.-%, 1:10
in 1,4-Dioxan) für einen Ansatz mit V = 0,5 mL als Katalysator hinzugefügt. Die Poro-
gen/Katalysator-Mischung wurde zum Monomer gegeben. Das Gewindegläschen wurde
mit einer Schraubkappe verschlossen und der Reaktionsansatz sofort mit einem Vortex-
mischer mindestens eine Minute, bis die Lösung homogen war, mit 2500 rpm durch-
mischt. Der Ansatz wurde anschließend bei Raumtemperatur, ohne ihn zu bewegen, ste-
hen gelassen bis die Polymerisation beendet war.
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A. Porogenscreening für Synthesen mit GE 100 und GE 500

Die Monolithsynthesen wurden mit einem Gesamtvolumen von 1 mL durchgeführt. 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-
hältnisse sind in Tabelle 3.6 zusammengestellt.

Tabelle 3.6. Mischungsverhältnisse für V = 1 mL 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] [µL] [µL] [µL]

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 oderMethyl-tert-butylether als Porogen für Synthesenmit GE 500

Die Monolithsynthesen wurden mit einem Gesamtvolumen von 0,5 mL durchgeführt. Es
wurden 1,4-Dioxan oder MTBE als Porogen eingesetzt. Der Porogenanteil wurde von 10
auf 90 Vol.-% in fünf Prozentschritten erhöht. Die Mischungsverhältnisse sind in Tabelle
3.7 zusammengestellt.

Tabelle 3.7. Mischungsverhältnisse für 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.-%] [µL] [µL] [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
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C. Variation des Porogenvolumenanteils für Synthesen mit GE 500

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

Tabelle 3.8. Mischungsverhältnisse für V = 1 mL 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.-%] [µL] [mg] [µL] [µL]

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

67



KAPITEL 3. EXPERIMENTELLES

D. Synthesen mit Monomergemischen

Die Monolithsynthesen wurden mit einem Gesamtvolumen von 1 mL durchgeführt. 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 fünf Prozentschritten von 5-100 % erhöht. Die Mengenverhältnisse sind in
Tabelle 3.9 zusammengestellt. Die Porogenmischung (75 Vol.-%) setzte sich aus 300 µL
1,4-Dioxan und 450 µL MTBE zusammen.

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

Anteil V(GE 500) m(GE 500) V(Diepoxid) m(BDG) m(EDG) m(BDE)
[%] [µL] [mg] [µL] [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

Ringö�nung durch Hydrochlorierung[nach [349]]

Die Monomere GE 500, BDG, EDG und BDE (m in [g]) wurden jeweils mit gleichen
Volumina an Salzsäure (0,1 M, cHCl) (VHCl in [mL]) und 1,4-Dioxan versetzt. Die einge-
setzten Mengen sind in Tabelle 3.10 angegeben. Die Lösung wurde 3 h bei 80 °C unter
Rühren in einem Wasserbad temperiert. Anschließend wurden nach Abkühlung der Lö-
sung fünf Tropfen Phenolphthalein als Indikator dazugegeben. Die Lösung wurde mit
NaOH (0,1 M, cNaOH ) titriert (VNaOH in [mL]) bis sie sich schwach pink verfärbte. Der
Epoxidwert (EN in [äq./100 g]) wurde nach folgender Formel berechnet:

EN =
VHCl · cHCl − VNaOH · cNaOH

m
· 0, 1. (3.1)

Der angegebene Epoxidgehalt eines Monomers entspricht dem Mittelwert einer Drei-
fachbestimmung.

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

Monomer Salzsäure 1,4-Dioxan

V [µL] 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

Ringö�nung mit Natriumsul�t[nach [229]]

Es wurde eine gesättigte Natriumsul�tlösung hergestellt, die �ltriert 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 Neutralität überprüft. 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 gesättigten Natriumsul�tlösung und 6
Tropfen Indikatorlösung (vgl. Abschnitt 3.2 auf Seite 47) versetzt. Die Lösung wurde bei
Raumtemperatur 3 h gerührt. Anschließend wurden die generierten Natronlaugeäquiva-
lente mit Salzsäure (0,2 M, cHCl) titriert (VHCl in [mL]) bis sich die braun gefärbte Lösung
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türkis färbte und der pH-Wert, der mit einem pH-Meter verfolgt wurde, 9,5 betrug. Der
Epoxidwert (EN in [äq./100 g]) wurde nach folgender Formel berechnet:

EN =
VHCl · cHCl

m
· 0, 1. (3.2)

Der angegebene Epoxidgehalt eines Monomers entspricht dem Mittelwert einer Drei-
fachbestimmung.

B. Kernspinresonanzspektren (NMR)

Die Messungen von BDG, EDG und BDE wurden an dem Gerät DMX 400 durchgeführt.
Zur Zuordnung von H,H-Kopplungen wurden von BDG und EDG zusätzlich H,H-COSY-
Spektren aufgenommen. Die Messung von GE 100 in CDCl3 bei 500 MHz erfolgte mit
dem Gerät AVANCE III 500.
1H-NMR von 1,3-Butadiendiepoxid (DMSO-d6, 400 MHz) δ [ppm]: 2,84-2,77 (m, 4 H);
2,74-2,69 (m, 2 H).
1H-NMR von Ethylenglycoldiglycidylether (DMSO-d6, 400 MHz) δ [ppm]: 3,71 (dd, 2 H,
J = 2,8 Hz, 11,6 Hz); 3,57-3,50 (m, 4 H); 3,27 (dd, 2 H, J = 6,4 Hz, 11,6 Hz); 3,11-3,06 (m,
2 H); 2,72 (dd, 2 H, J = 4,2 Hz, 5,1 Hz); 2,54 (dd, 2 H, J = 2,7 Hz, 5,1 Hz).
1H-NMR von 1,4-Butandioldiglycidylether (DMSO-d6, 400 MHz) δ [ppm]: 3,66 (dd, 2 H,
J = 2,8 Hz, 11,6 Hz); 3,47-3,38 (m, 4 H); 3,23 (dd, 2 H, J = 6,3 Hz, 11,6 Hz); 3,11-3,05 (m,
2 H); 2,71 (dd, 2 H, J = 4,2 Hz, 5,1 Hz); 2,53 (dd, 2 H, J = 2,7 Hz, 5,2 Hz); 1,60-1,49 (m, 4 H).

C.Morphologievisualisierungmittels Environmental ScanningElectronMicros-
cope (ESEM)

Die Monolithblöcke (vgl. Synthesen Abschnitt 3.8.1 A + C + D ab Seite 64) wurden mit
einer Klinge in drei Scheiben geschnitten und bei 90 °C getrocknet. Mikroskopiert wurde
die mittlere Scheibe.

D. Porosimetrieuntersuchung mittels Quecksilber-Intrusionsporosimetrie

Die Monolithblöcke wurden, wie in den Abschnitten 3.8.1 C + D ab Seite 64 beschrie-
ben, in Gewindegläschen (V = 2 mL) mit einem Gesamtvolumen von 1 mL hergestellt.
Nach der Polymerisation wurden die Monolithblöcke im Gewindegläschen bei 90 °C ge-
trocknet. Anschließend wurde das Gewindegläschen vorsichtig mit einem Hammer zer-
kleinert und die Splitter wurden vom Monolithblock entfernt. Die Blöcke wurden mit
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einer Klinge in Scheiben geschnitten und nochmals bei 90 °C getrocknet. Durchschnitt-
lich wurden für die Messungen ca. 350-400 mg Material verwendet. Der Druckbereich für
die Messungen der Monolithe, die mit GE 500 hergestellt wurden, betrug 0,0007-200 MPa
und für 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 für Materialforschung und -prüfung) entwickelten Berechnung
ermittelt. Dabei wurden die Unsicherheiten für die spezi�sche Ober�äche mit 2,8 % und
die für die Porengröße mit 2,0 % festgelegt.

E. Härtebestimmung nach Shore A

Die Monolithblöcke wurden, wie in den Abschnitt 3.8.1 C + D ab Seite 64 beschrieben,
in Gewindegläschen (V = 20 mL, ∅ 27,5 mm) mit einem Gesamtvolumen von 15 mL her-
gestellt. Die Mischungsverhältnisse für Ansätze mit GE 500 und unterschiedlichen Po-
rogenvolumenanteilen sind in Tabelle 3.11 angegeben und die Verhältnisse für die Mo-
nomermischungen in Tabelle 3.12 zusammengestellt. Der Porogenmischung wurden als
Katalysator 187,5 µL Bortri�uoridetherat (1,25 Vol.-%, 1:10 in 1,4-Dioxan) hinzugefügt.
Die Porogenmischung (75 Vol.-%) für die Synthese mit Monomergemischen setzte sich
aus 4,50 mL 1,4-Dioxan und 6,75 mL MTBE zusammen. Nach der Polymerisation wurden
die Gewindegläschen 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. Anschließend wurden die Monolithblöcke
unter vermindertem Druck bei 40 °C getrocknet. Danach wurde das Gewindegläschen
mit einem Hammer vorsichtig zerkleinert und Splitter wurden vom Monolithblock ent-
fernt, der in 6-8 mm dicke Scheiben zersägt wurde. Die Scheiben wurden nochmals unter
vermindertem Druck bei 40 °C getrocknet. Die Härtebestimmung wurde mit einem Du-
rometer durchgeführt. Die Messungen wurden mit mehreren Scheiben eines Ansatzes
und an unterschiedlichen Stellen auf einer Scheibe durchgeführt. Die angegeben Werte
entsprechen dem Median einer Messreihe.
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Tabelle 3.11. Mischungsverhältnisse für V = 15 mL von Monomer GE 500 mit unter-
schiedlichen Volumenanteilen der Porogenmischung 1,4-Dioxan/Methyl-tert-butylether
(MTBE) (2:3) für die Härtebestimmung nach Shore A.

Porogenanteil V(GE 500) m(GE 500) V(1,4-Dioxan) V(MTBE)
[%] [µL] [g] [µL] [µL]
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. Monomermischungsverhältnisse für V = 15 mL von GE 500 mit
1,4-Butandioldiglycidylether (BDG), Ethylenglycoldiglycidylether (EDG) oder 1,3-
Butadiendiepoxid (BDE) in Abhängigkeit des Diepoxidanteils am Gesamtmonomeranteil
von 25 Vol.-% für die Härtebestimmung nach Shore A.

Anteil V(GE 500) m(GE 500) V(Diepoxid) m(BDG) m(EDG) m(BDE)
[%] [µL] [g] [µL] [g] [g] [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. Monolithkapillarsäulen mit GE 500

Silanisierung

Die Edelstahlkapillare (80× 0,5 mm, OD 1/16′′) wurde zunächst 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-Lösung gegeben. Abschließend wurde sie erneut gewa-
schen und getrocknet.

Herstellung der Monolithkapillarsäule

Die Polymerisationsmischung (V = 1 mL) wurde mit 75 Vol.-% Porogenanteil angesetzt.
Als Porogen/Katalysator-Mischung wurden 450 µL MTBE und 300 µL 1,4-Dioxan mit
12,5 µL Bortri�uoridetherat (1,25 Vol.-%, 1:10 in 1,4-Dioxan) gemischt. Es wurden 308 mg
GE 500 (250 µL) in einem Gewindegläschen (V = 2 mL) vorgelegt, zu denen die herge-
stellte Mischung gegeben wurde. Das Gewindegläschen wurde mit einer Schraubkappe
verschlossen und der Reaktionsansatz sofort mit einem Vortexmischer mindestens ei-
ne Minute, bis die Lösung homogen war, mit 2500 rpm durchmischt. Die Kapillarsäule
wurde an beiden Enden mit einem Anschlussstück versehen und durch das Septum der
Schraubkappe gestochen. Sie füllte sich ohne äußere Druckeinwirkung mit der Poly-
merisationsmischung. Sobald die Lösung am oberen Ende austrat, wurde das Ende mit
einem Anschlussstück und einer Kappe verschraubt. Die Kapillare wurde aus der Lö-
sung gezogen. Das untere Ende wurde gereinigt und ebenfalls verschraubt. Die Säule
wurde während der Polymerisation bei Raumtemperatur senkrecht gelagert. Nach der
Polymerisation wurde sie mit einem Kappgerät auf ca. 60 mm gekürzt, bis der Monolith
an beiden Enden zu erkennen war.

Funktionalisierung mit rekombinantem Protein A

Die Monolithkapillarsäule (60× 0,5 mm, OD 1/16′′, 12 µL) wurde mit 0,5 mL min-1 für
10 min mit jeweils Methanol/Wasser (50/50 (v/v)), Wasser und Carbonatpu�er (pH 9,6)
an der HPLC-Anlage UltiMate® 3000 gewaschen. Danach wurde sie für 2 h bei Raumtem-
peratur mit Carbonatpu�er (pH 9,6) gefüllt und verschlossen. Im Anschluss wurde die
Kapillare an beiden Enden mit Inline-Solvent-Filtern versehen. Es wurden 50 µL einer Lö-
sung von rekombinantem Protein A (10 mg mL-1 in Carbonatpu�er (pH 9,6)) manuell mit
einer Glasspritze injiziert. Die Kanüle wurde mit einem PTFE-Schlauch (0,5× 1,6 mm)
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verstärkt, sodass sie mittels Anschlussstück mit dem Filter verschraubt werden konn-
te. Am anderen Ende wurde ebenfalls eine Glasspritze verschraubt. Die Lösung wurde
langsam in die Monolithkapillare gedrückt. Der Stempel der zweiten Spritze wurde da-
bei herausgedrückt, sodass gesichert war, dass die Lösung des rekombinanten Protein A
in die Kapillare überführt wurde. Sie wurde dann mit Anschlussstücken und Kappen an
beiden Enden verschlossen und bei 30 °C für 18 h gelagert. Unfunktionalisierte Epoxid-
gruppen wurden mit 0,1 mL min-1 Tris (10 mM, pH 8,5) für 1 h geblockt. Danach wurde
die Monolithkapillare mit PBS (pH 7,6) gewaschen.

A�nitätsexperiment

Es wurden 100 µL 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× 1,6 mm) versehen. Somit konnte die Spritze mittels Anschlussstück verschraubt
werden. Die Kapillare wurde hierauf an beiden Enden mit Inline-Solvent-Filtern verse-
hen und mit Anschlussstücken an die HPLC-Anlage UltiMate® 3000 angeschlossen. Sie
wurde mit 0,4 mL min-1 PBS (pH 7,6) für 7 min gewaschen. Es folgte der Elutionsschritt
mit 0,4 mL min-1 Glycin-HCl-Lösung (pH 2,2) für 3 min. Im Anschluss wurde die Kapilla-
re erneut mit 0,4 mL min-1 PBS für 5 min gewaschen. Die Detektionswellenlänge 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 Gerätesoftware. Es wurden jeweils fünf Messungen durchgeführt.

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Das Experiment wurde in einer Mikrotiterplatte (Microlon 600, high binding) bei Raum-
temperatur durchgeführt. Während der Inkubationsschritte wurde die Mikrotiterplat-
te mit einem Mikrotiterplatten-Schüttler bei 750 rpm geschüttelt. Die Kavitäten wurden
während 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) verdünnt. 200 µL dieser Verdünnung wurden in eine neue Mikrotiterplatte über-
führt und für 5,5 h inkubiert. Nach einem Waschschritt wurden zu jeder Kavität 200 µL
einer Caseinlösung (0,2 % (w/v) in PBS (pH 7,6)) gegeben und für 1 h inkubiert. Nach
einem erneuten Waschschritt wurden in jede Kavität 200 µL einer Anti-Kaninchen-IgG-
Peroxidase-Konjugat-Lösung (0,02 µg mL-1 in PBS (pH 7,6)) pipettiert. Nach einer ein-
stündigen Inkubationszeit folgte ein weiterer Waschschritt. Schließlich wurden in jede
Kavität 200 µL Substratlösung gegeben. Die Reaktion wurde nach 30 min durch Zugabe
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von 50 µL Schwefelsäure (1 M) gestoppt. Das Farbsignal wurde photometrisch mit einem
Mikrotiterplatten-Spektrophotometer SpectraMax Plus384 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 µL Anti-Kaninchen-IgG und 5 µL TFA-Lösung (0,025 Vol.-%) in Zeba Spin
Desalting Columns 2 min bei Raumtemperatur mit 1000× g zentrifugiert. Anschließend
wurden 0,5 µL der unverdünnten IgG-Lösung mit 0,5 µL 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 = 1 mL) in Inline-Solvent-
Filtern hergestellt. Es wurden 369 mg (300 µL, 30 Vol.-%) bzw. 308 mg (250 µL, 25 Vol.-%)
GE 500 in einem Gewindegläschen (V = 2 mL) vorgelegt. Den Porogenmischungen, be-
stehend aus 280 µL 1,4-Dioxan und 420 µL MTBE (70 Vol.-%) bzw. 300 µL 1,4-Dioxan und
450 µL MTBE (75 Vol.-%), wurden 12,5 µL Bortri�uoridetherat (1,25 Vol.-%, 1:10 in 1,4-Di-
oxan) als Katalysator hinzugefügt. Die Porogen/Katalysatormischung wurde zum Mono-
mer gegeben und die mit einer Schraubkappe verschlossenen Gewindegläschen wurden
sofort mit einem Vortexmischer mit 2500 rpm mindestens 1 min, bis die Lösung homo-
gen war, durchmischt. Es wurden ca. 750 µL der Polymerisationslösung mit einer Sprit-
ze (1 mL), versehen mit einer Kanüle (1,60× 40 mm), aufgenommen. Die Kanüle wurde
mittels Anschlussstück mit dem Inline-Solvent-Filter verschraubt. Am unteren Ende des
Filters wurde eine Edelstahlkapillare (OD 1/16′′) mit einem Anschlussstück verschraubt.
Sichtbare Blasen wurden herausgeklopft. Die Lösung wurde langsam in den Filter ge-
drückt bis sie am Kapillarende austrat. Daraufhin wurde dieses mit einer Kappe und ei-
nem Anschlussstück verschlossen. Die Apparatur blieb so bei Raumtemperatur stehen,
bis die Polymerisation beendet war. Das Eintreten der Phasenseparation nach ca. 2 h
konnte anhand der in der Spritze verbliebenen Lösung verfolgt werden. Die Monolith-
disks wurden im Filter mit Hilfe einer Spritze (5 mL) und einer Kanüle (1,60× 40 mm), die
mit dem Filter mittels Anschlussstück verschraubt wurde, mit 20 mL DMSO und 60 mL
Wasser manuell gewaschen. Danach wurden sie bei 60 °C getrocknet. Die Disks ließen
sich mit Druckluft leicht aus dem Filter entfernen. Sie wurden bei Raumtemperatur in
1,4-Dioxan gelagert.
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Funktionalisierung mit rekombinantem Protein A

Die Monolithdisks (7× 2 mm, 77 µL), hergestellt mit 70 und 75 Vol.-% Porogen, wurden
in einen Inline-Solvent-Filter gegeben und mit 30 mL Wasser manuell gewaschen und
anschließend mit Druckluft wieder aus dem Filter entfernt. Die Disks wurden jeweils
mittels der Epoxid-Methode bei pH 8 und 11 als auch mittels Schiffscher-Base-Methode
funktionalisiert. Für die Funktionalisierung mittels Epoxid-Methode wurden die Disks
in eine Lösung von rekombinantem Protein A (5 mg mL-1 in Carbonatpu�er (pH 8 bzw.
11)) gegeben und 8 Tage bei 30 °C mit 300 rpm geschüttelt. Für die Funktionalisierung
mittels Schiffscher-Base-Methode wurden die Monolithdisks in Schwefelsäure (0,5 M)
gegeben und bei 60 °C für 4 h temperiert. Anschließend wurden sie im Filter manuell
mit 20 mL Wasser gewaschen. Danach wurden die Disks in Periodsäure (219 mM in Es-
sigsäure/Wasser (90/10 (v/v))) gegeben und für 4 h bei 30 °C mit 300 rpm geschüttelt.
Anschließend folgte wieder ein manueller Waschschritt mit Wasser bis zur Neutrali-
tät der Waschlösung. Schließlich wurden die Disks in eine Lösung von rekombinantem
Protein A (PBS (pH 6)) mit Natriumcyanoborhydrid (111 mM) gegeben und bei Raum-
temperatur für 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 für 2 h bei 30 °C mit 300 rpm geschüttelt. Die Disks, die mittels Schiffscher-Base-
Methode funktionalisiert wurden, wurden in eine Natriumborhydrid-Lösung (66 mM in
PBS (pH 8)) für 2 h bei 30 °C gegeben. Alle Disks wurden anschließend mit 1 mL min-1

PBS (pH 7,6) an der HPLC-Anlage Agilent Series 1200 gewaschen.

A�nitätsexperiment

Es wurde 1 mL Kaninchenserum (1:2 in PBS (pH 7,6)) manuell mit einer Spritze (1 mL),
versehen mit einer Kanüle (1,60× 40 mm), die mittels Anschlussstück mit dem Inline-
Solvent-Filter verschraubt wurde, injiziert. Die Disks wurden hierauf an die HPLC-Anla-
ge Agilent Series 1200 mit Anschlussstücken angeschlossen. Davor und dahinter wurden
jeweils Inline-Solvent-Filter mit einer Fritte (20 µm) geschaltet, um zu vermeiden, dass
Partikel in die Anlage gerieten. Sie wurden mit 2,0 mL min-1 für 7 bzw. 5 min mit PBS (pH
7,6) gewaschen. Es folgte der Elutionsschritt mit 2,0 mL min-1 für 5 bzw. 3 min mit Glycin-
HCl-Lösung (pH 2,2). Im Anschluss wurden die Disks erneut mit 2,0 mL min-1 für 5 min
mit PBS gewaschen. Die Detektionswellenlänge 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 Gerätesoftware. Die
Integrationsgrenzen waren der Elutionsbeginn (7 bzw. 5 min) und das Elutionsende (12
bzw. 8 min). Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgeführt.
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C. Monolithdisks mit GE 500 und 1,3-Butadiendiepoxid (BDE)

Herstellung der Monolithdisk

Die Synthese wurde, wie in Abschnitt 3.8.3 B beschrieben, durchgeführt. Die Mischung
setzte sich aus 123 mg GE 500 (100 µL) und 167 mg BDE (150 µL, 60 %) als Monomere und
75 Vol.-% der Porogenmischung 300 µL 1,4-Dioxan, 450 µL MTBE mit 12,5 µL Bortri�uo-
ridetherat (1,25 Vol.-%, 1:10 in 1,4-Dioxan) zusammen.

Funktionalisierung mit rekombinantem Protein A

Die Monolithdisk (7× 2 mm, 77 µL) wurde mittels Schiffscher-Base-Methode funktio-
nalisiert. Dazu wurde sie im Inline-Solvent-Filter haftend für 4 h bei 60 °C in Schwefel-
säure (0,5 M) gelegt. Anschließend wurde der Filter mit einem Ende an die HPLC-Anlage
Agilent 1200 Series angeschlossen und die Disk solange mit 3 mL min-1 Wasser gewa-
schen bis der pH-Wert neutral war. Daraufhin wurden mit Hilfe einer Spritzenpumpe
6 mL einer wässrigen Natriumperiodat-Lösung (0,2 M) mit 0,1 mL min-1 durchgepumpt.
Nach erneutem Waschen der Disk an der HPLC-Anlage mit 3 mL min-1 Wasser für 20 min
wurde sie im Luftstrom getrocknet. Schließlich wurde sie nach Entfernung aus dem Fil-
ter in 1 mL eine Lösung von rekombinantem Protein A (5 mg mL-1 in Carbonatpu�er
(pH 11,0)) mit Natriumcyanoborhydrid (80 mM) für 6 Tage bei Raumtemperatur gege-
ben. Danach wurde die Monolithdisk erneut mit 1 mL min-1 Wasser für 20 min an der
HPLC-Anlage gewaschen. Abschließend wurden 35 mL einer Natriumborhydrid-Lösung
(26 mM, in PBS (pH 8)) mittels einer Spritzenpumpe mit 0,3 mL min-1 durchgepumpt. Die
Disk wurde danach mit 1 mL min-1 PBS (pH 7,6) an der HPLC-Anlage gewaschen.

A�nitätsexperiment

Es wurde 1 mL Kaninchenserum (1:2 in PBS (pH 7,6)) manuell mit einer Spritze (1 mL),
versehen mit einer Kanüle (1,60× 40 mm), die mittels Anschlussstück mit dem Inline-
Solvent-Filter verschraubt wurde, injiziert. Die Disk wurde dann an die HPLC-Anlage
Agilent Series 1200 mit Anschlussstücken angeschlossen. Davor und dahinter wurden
jeweils Inline-Solvent-Filter mit einer Fritte (20 µm) geschaltet, um zu vermeiden, dass
Partikel in die Anlage gerieten. Sie wurde mit 2,0 mL min-1 PBS (pH 7,6) für 10 min ge-
waschen. Es folgte der Elutionsschritt mit 2,0 mL min-1 Glycin-HCl-Lösung (pH 2,2, 2,0
bzw. 1,8) für 5 min. Im Anschluss wurde die Disk erneut mit 2,0 mL min-1 PBS für 5 min
gewaschen. Die Detektionswellenlänge 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 Gerätesoftware. Die Inte-
grationsgrenzen waren der Elutionsbeginn (10 min) und das Elutionsende (15 min). Es
wurden jeweils Dreifachbestimmungen durchgeführt.
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D. Kalibriergeraden

Für die Erstellung der Kalibriergeraden, die in Abbildung 3.2 dargestellt sind, zur Quan-
ti�zierung des eluierten IgGs mittels Monolithkapillarsäule (A) bzw. Monolithdisks (B)
wurde aus Kaninchenserum isoliertes IgG verwendet. Ausgehend von einer Stammlö-
sung (1 mg mL-1 in Glycin-HCl-Lösung (pH 2,2)) wurden zwei Verdünnungsreihen her-
gestellt. Die Zusammensetzungen für Kalibriergerade A sind in Tabelle 3.13 und die
für Kalibriergerade B in Tabelle 3.14 angegeben. Die Messungen wurden für A an der
HPLC-Anlage UltiMate® 3000 mit 0,4 mL min-1 und für B an der HPLC-Anlage Agilent
1200 Series mit 2 mL min-1 durchgeführt. Die Detektion erfolgte bei 280 nm. Die HPLC-
Anschlüsse wurden über ein Verbindungsstück verbunden, es wurde keine Kapillarsäu-
le bzw. kein Inline-Solvent-Filter angeschlossen. Für jede Lösung wurde eine Fün�ach-
bestimmung durchgeführt. Die Signale wurden mit der jeweiligen Gerätesoftware in-
tegriert. Die Mittelwerte wurden gegen die injizierte Masse (IgG) aufgetragen und die
Punkte linear ge�ttet, wobei der Schnittpunkt mit dem Nullpunkt festgelegt wurde. Der
angegebene Fehler entspricht der Standardabweichung.

Tabelle 3.13. Verdünnungen für Kalibriergerade A und injizierte Massen von Immun-
globulin G (IgG) mit 10 µL Injektionsvolumen.

Konzentration V(IgG-Lösung) V(Glycin-HCl-Lösung) m(IgG)
[mg mL-1] [µL] [µL] [µg]

0,1 20 180 1
0,5 100 100 5
1,0 200 0 10

Tabelle 3.14. Verdünnungen für Kalibriergerade B und injizierte Massen von Immun-
globulin G (IgG) mit 30 µL Injektionsvolumen.

Konzentration V(IgG-Lösung) V(Glycin-HCl-Lösung) m(IgG)
[mg mL-1] [µL] [µL] [µg]

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 Quanti�zierung des in A�nitätsexperimenten
eluierten Immunglobulin G (IgG) mittels (A) Monolithkapillarsäule und (B) Monolith-
disks.

3.8.4 Proteinbindungskapazität

A. Bicinchoninsäure-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 Bortri�uoridetherat (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 durchgeführt. Feststo�e wurden mit einer
Spatelspitze und Flüssigkeiten mit ca. 100 µL eingesetzt. Die Temperierung erfolgte bei
37 °C für 30 min.

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

Synthese

Es wurden 400 mg BSA (6 mmol) in 20 mL PBS-B (pH 8) gelöst (20 mg mL-1). Daneben
wurden 50 mg DTNB (0,1 mmol) in 5 mL PBS-B gelöst (10 mg mL-1) und 1:4,3 mit PBS-B
verdünnt (2,32 mg mL-1). Zu 500 µL der BSA-Lösung wurden 500 µL der DTNB-Lösung
gegeben (20 äq. DTNB/BSA). Die Reaktionsmischung wurde 15 min bei Raumtempera-
tur mit 800 rpm geschüttelt. Anschließend wurde das Konjugat durch Aufreinigung des
Ansatzes (1 mL) mit einer PD-10-Säule 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 anschließend mit Wasser auf 10 mL aufgefüllt. Unter
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der Annahme, einer hundertprozentigen Wieder�ndung des Proteins nach der Elution,
ergab sich eine Konzentration des Konjugats von 20 mg mL-1.

Bestimmung der Kopplungsdichte

Das Konjugat BSA-TNB (20 mg mL-1) wurde 1:20 mit PBS-A (pH 6) verdünnt (1 mg mL-1).
Es wurde 1 mL der Lösung (0,02 µmol BSA) mit 1 mL einer DTT-Lösung (20 mM in PBS-
A (pH 6), 0,02 mmol) versetzt und 15 min bei Raumtemperatur mit 800 rpm geschüttelt.
Die Lösung wurde anschließend photometrisch mit dem Gerät Evolution 220 UV-Visible
Spectrophotometer bei 410 nm gemessen. Zum Vergleich wurde zu 1 mL einer Cystein-
Lösung (1,82 µg mL-1 in PBS-A, 0,02 µmol) 1 mL einer DTNB-Lösung (10 µg mL-1 in PBS-
A, 0,03 µmol) gegeben und die Lösung für 15 min bei Raumtemperatur mit 800 rpm ge-
schüttelt. Die Lösung wurde anschließend photometrisch bei 410 nm gemessen.

Stabilitätsuntersuchung

Die Stabilität von DTNB sowie des BSA-TNB-Konjugats wurde zum einen im pH-Wert-
bereich von 3-10 untersucht. Für den pH-Wertbereich 3-5 wurde Citratpu�er (pH 4,0),
für den Bereich 6-8 PBS-B (pH 8) und für 9-10 Carbonatpu�er (pH 9,6) eingesetzt. Eine
Stammlösung von DTNB (10 mg mL-1 in PBS (pH 8)) wurde 1:500 mit Wasser verdünnt
(0,02 mg mL-1). Es wurden 100 µL der Lösung (5 nmol) mit 100 µL des entsprechenden
Pu�ers versetzt. Ebenso wurden 100 µL des Konjugats (10 mg mL-1 in Wasser) mit 100 µL
des entsprechenden Pu�ers versetzt.
Zum anderen wurde die Stabilität von DTNB in Gegenwart von Natriumcyanoborhy-
drid bei unterschiedlichen pH-Werten (3-5) untersucht. Dazu wurden 100 µL der DTNB-
Lösung (0,02 mg mL-1) mit 100 µL einer Natriumcyanoborhydrid-Lösung (14 mg mL-1 in
entsprechendem Pu�er) 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-Lösung (5 µg mL-1 in Carbonatpu�er (pH 9,6)) mit 1 mL ei-
ner DTT-Lösung (20 mM in Carbonatpu�er (pH 9,6)) versetzt und bei Raumtemperatur
mit 1200 rpm für 15 min geschüttelt. Anschließend wurde 1 mL der Lösung zu 100 mg
Fractogel® EMD Epoxy (M) gegeben, das zuvor mit 1 mL PBS-A (pH 6) für 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 �nden vorwiegend als Härter in Epoxidharzen Verwen-
dung, für die sie großtechnisch hergestellt werden. Entsprechend waren sie nur in tech-
nischer Reinheit zu erwerben, was bedeutete, dass störende Verunreinigungen vorlie-
gen und die Epoxidgehalte chargenabhängig di�erieren 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 Kida et al. [203] durch
Umsetzung des Polyalkohols Pentaerythritol mit Epichlorhydrin in einer Williamson-
schen Ethersynthese synthetisiert. Die angegebene Literaturausbeute betrug für die in
Abbildung 4.1 angegebenen Bedingungen 79 %. Diese schien für den sonst nur in tech-
nischer Reinheit erhältlichen Ether aussichtsreich hoch zu sein. Pentaerythritol musste
für die Reaktion mit Epichlorhydrin in gelöster Form vorliegen. Ersteres ist allerdings
nur in wenigen organischen Lösungsmitteln gut löslich. Dazu zählen Methanol, Ethanol
und Glycerol, die aber aufgrund ihrer Hydroxylfunktion ausgeschlossen waren. Die Syn-
these wurde deshalb in DMSO durchgeführt. Versuche, die Vorschrift abzuändern und
die Synthese nur in Epichlorhydrin durchzuführen, waren nicht erfolgreich, weil sich
Pentaerythritol nicht ausreichend löste. Durch eine Extraktion mit Kochsalzlösung und
Diethylether sollte DMSO abgetrennt und das Produkt in die Etherphase aufgenommen
werden. Nach Entfernung des Ethers blieb als Rückstand aber wider Erwarten nur ein
kleines Volumen einer gelblich und hoch viskosen Flüssigkeit zurück. Möglicherweise
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Abbildung 4.1. Synthese von Pentaerythritoltetraglycidylether (1) und die möglichen
Nebenprodukte, trisubstituierter Glycidylether (2), disubstituierter Glycidylether (3),
monosubstituierter Glycidylether (4).

war die Reaktion unvollständig, sodass die Produkte aufgrund nicht umgesetzter Hy-
droxylgruppen so polar waren, dass sie in der wässrigen 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 gegenüber einer wie nach Vorschrift angegebenen säulenchromatographi-
schen Aufreinigung ist der mit einer bestehenden Apparatur geringere Zeitaufwand so-
wie der geringere Verbrauch von Lösungsmitteln 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 über 400 °C geschätzt. Anhand
eines Nomogramms [350] wurde für einen bei Normaldruck 500 °C hohen Siedepunkt bei
einem reduziertem Druck von 0,1 mbar eine Mindesttemperatur von 220 °C bestimmt.
Darüber hinaus muss bedacht werden, dass sich der Siedepunkt durch vorhandene Was-
sersto�brückenbindungen zwischen nicht reagierten Hydroxylgruppen erhöhen könn-
te. Diese Temperatur war nicht zu realisieren und Zersetzungsreaktionen wären wahr-
scheinlich.
Daraufhin wurde deshalb versucht, die Substanz auf einer Umkehrphase chromatogra-
phisch mittels einer monolithischen semi-präparativen Säule aufzureinigen, die explizit
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für die Aufreinigung von viskosen Matrices geeignet war [351]. 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-
schungsverhältnisses mit Methanol/Wasser (50/50 (v/v)). Es wurden vier Signale detek-
tiert, die, wie in Abbildung 4.2 beschriftet, fraktioniert wurden. Die eluierten Substanzen
wurden massenspektrometrisch analysiert. Die Massenspektren (vgl. Abbildung A.1 auf
Seite 149) ergaben, dass sich mindestens 3 ([M+Na]+ = 271,1 (271,1), tR = 2,54 min (a))
gebildet hatte. 1 ([M+Na]+ = 383,5 (383,2), tR = 3,26 min (c), 3,64 min (d)) konnte als Pro-
dukt in zwei Signalen identi�ziert werden. Jedoch entstand, vermutlich aus sterischen
Gründen, 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 Polarität 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-
geführt, sondern DMSO unter vermindertem Druck entfernt und der Rückstand 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-
ständig basisliniengetrennt waren. Ihre fraktionierte massenspektrometrische Analyse
(vgl. Abbildung A.2 auf Seite 150) ergab, dass 1 ([M+H]+ = 361,4 (361,2), tR = 3,12 min
(a), [M+Na]+ = 383,4 und 383,3 (383,2), tR = 3,77 min (b), 4,42 min (c)) als Hauptprodukt
neben 2 ([M+Na]+ = 327,4 (327,1), tR = 3,12 min (a)) gebildet wurde. 1 konnte aber nicht
vollständig 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 Verhältnis m/z = 415 detektiert (vgl. Massen-
spektren in Abbildung A.3 auf Seite 152). Diese Masse wurde bereits im Eluat des ersten
Syntheseansatzes gemessen (vgl. Abbildung A.1 auf Seite 149) und konnte keinem Pro-
dukt oder Edukt zugeordnet werden. Sie könnte der Summenformel (C17H28O10) nach
einer Verbindung im Natriumaddukt entsprechen, die von 1 ausgeht und bei der zwei
Epoxidgruppen hydrolysiert und zum Aldehyd oxidiert wurden. Die Verbindung wäre
allerdings relativ instabil und ein NMR-Spektrum (vgl. Abbildung A.14 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-
täten wie sie Kida et al. [203] angegeben haben. Die Integration der Signale ergab jedoch
mehr Protonen als in 1 gebunden sind, sodass noch Verunreinigungen vorlagen.
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KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Abbildung 4.2. Chromatogramm von Ansatz 1 und 2 der Synthese von 1. Chro-
matographische Bedingungen bei Ansatz 1: Säule Onyx™ Monolithic Semi-Prep
(C18, 100× 10 mm), Flussrate 3 mL min-1, Injektionsvolumen 20 µL, 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
A.1 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 A.2
auf Seite 150).

Obwohl 1 nachweislich synthetisiert werden konnte, wurde die Synthese nicht weiter-
verfolgt. Zum einen konnte es nicht reiner, als es käu�ich zu erwerben ist, hergestellt
werden, wie ein Vergleich mit einem NMR-Spektrum von Pentaerythritolglycidylether
der Firma Frontier Scienti�c, Inc. (Logan, USA) zeigte. Zum anderen war aber vor allem
absehbar, dass für die Versuche der Monolithherstellung nicht ausreichend Substanz mit-
tels HPLC säulenchromatographisch isoliert werden konnte.
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4.1. Synthese polyfunktioneller Glycidylether

4.1.2 Glyceroltriglycidylether

Daraufhin wurde versucht 5 als ein Glycidylether zu synthetisieren, der im Vergleich zu
1 eine Glycidyleinheit weniger aufweist. Die Struktur ist neben denen möglicher Sub-
stitutionsprodukte in Abbildung 4.3 gezeigt. Die Annahme war, dass aufgrund dessen
hierbei die vollständige Substitution durch sterische Hinderung weniger beieinträchtigt
ist. Außerdem wurde vermutet, dass der Siedepunkt niedriger liegt und eine destillative
Aufreinigung im Vakuum erleichtert ist.

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

Zunächst sollte 5 nach einer Vorschrift von Han et al. [205] über die Bildung eines Ha-
lohydrins und anschließender Dehydrohalogenierung synthetisiert werden (Ansatz 1).
Die massenspektrometrische Analyse (vgl. Massenspektrum in Abbildung A.4 auf Sei-
te 153) des Ansatzes zeigte jedoch, dass sich nur 7 ([M+Na]+ = 171,2 (171,1)) gebildet
hatte. Die Synthese wurde daraufhin analog der von 1 aber lösungsmittelfrei durchge-
führt (Ansatz 2), da Glycerol als Edukt bereits als Flüssigkeit vorlag und im Gegensatz zu
Pentaerythritol nicht gelöst werden musste. Für 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 [203]. Deshalb sollten die
Wege der Apparatur so kurz wie möglich gehalten werden, sodass die Substanzen in die
Vorlage überführt werden und nicht in der Apparatur, nachdem sie kondensiert sind,
haften bleiben. Für einen externen Temperaturfühler 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 ursprünglichen 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 hochau�ösender Massenspektrometrie (engl.
High Resolution Mass Spectrometry, HRMS) analysiert (vgl. Abbildung A.5 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 Verhältnis m/z = 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 bestätigten die Ergebnisse der massenspektrome-
trischen Analyse. Die chemischen Verschiebungen der Signale stimmten mit denen aus
dem Spektrum von 1 (vgl. Abbildung A.14 auf Seite 162) überein. Ein Vergleich mit ei-
nem aufgenommenen Spektrum vor der Destillation (vgl. Abbildung A.15 auf Seite 162)
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 Überlagerung der Signale aller drei Substitutions-
produkte hindeutete. Außerdem wurden bei 6,01 und 6,27 ppm zwei Signale registriert,
die im Bereich von Alkenen liegen und nicht erklärt werden konnten. Diese lagen auch
schon in der Probe des unaufgereinigten Produktgemisches vor, sodass sie nicht durch
Zersetzung während 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 säulenchromatographisch mit ei-
ner Normalphase unter Verwendung von Ethylacetat/Cyclohexan (3:7) als Eluent aufge-
reinigt. Das NMR-Spektrum (vgl. Abbildung A.16 auf Seite 163 bzw. Abbildung A.18 auf
Seite 164) 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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Beide polyfunktionelle Glycidylether, 1 und 5, konnten nachweislich synthetisiert wer-
den, doch stellte sich nach Versuchen der Aufreinigung mittels Destillation im Vakuum,
automatisierter säulenchromatographischer Aufreinigung mit einer semi-präparativen
Umkehrphasen-Säule und manuell durchgeführter 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 A.19 auf Seite 164) wurde
entschieden, Monolithsynthesen unter anderem mit diesem Monomer weiterzuführen
und die Ether nicht selbst herzustellen.

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

Im Folgenden wurde vorerst an Monolithsynthesen, die während der vorangegangen
Diplomarbeit [352] mit Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC) als Monomer durchge-
führt wurden, angeknüpft. 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 Chiralitätszentren.

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

Aufgrund seiner Symmetrie reduziert sich die Anzahl der acht theoretisch möglichen
Diastereomere auf vier, die in die beiden Isomere α-TEPIC (SSR, RRS) und β-TEPIC (SSS,
RRR) eingeteilt werden. TEPIC wird von Nissan Chemical Industries, Ltd. (Tokio, Japan)
bzw. wurde von Ciba Geigy (Novartis Deutschland GmbH, Nürnberg) mit Reinheiten von
ca. 90 % bzw. > 97 % hergestellt [353]. 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 Analysenzerti�kat
mittels Elementaranalyse von Sticksto� (48,22 %) und Kohlensto� (13,99 %) bestimmt,
die mit den mit ChemDraw Standard 12.0.2.1076 von Cambridge Soft (Waltham, USA)
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Tabelle 4.1. Löslichkeiten der beiden Isomere α-TEPIC und β-TEPIC von Tris(2,3-
epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC), dabei bedeuten ++> 1,00 g mL-1, +> 0,10 g mL-1,
-> 0,01 g mL-1, - -< 0,01 g mL-1, unl = unlöslich und RT = Raumtemperatur,
Sdp. = Siedepunkt [347].

Lösungsmittel α-TEPIC β-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 ++ ++ - +
Tetrachlormethan - - - unl - -
Aceton + ++ - - -
Butanon - ++ ++ - + +
Benzol - - + + unl - -

berechneten Werten für Sticksto� (48,4 %) und Kohlensto� (14,14 %) nahezu überein-
stimmten. Der Epoxidgehalt sollte demnach nahezu 100 % betragen.
Hosoya et al. [192] stellten bereits Monolithe für die Separation kleiner Moleküle 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 Hosoya et al. wurde für die in der vorliegenden Ar-
beit durchgeführten Monolithsynthesen im ersten Schritt α-TEPIC aufgrund seiner bes-
seren Löslichkeit aus kommerziell erworbenem Pulver, in dem beide Isomere vorlagen
(vgl. Di�raktogramm in Abbildung A.7 (A) auf S. 156), isoliert und dieses anschließend
in einer Autopolymerisation ohne ein weiteres Monomer zur Reaktion gebracht.

4.2.1 Isomerenreine Aufreinigung von TEPIC

Die Isomere α- und β-TEPIC unterscheiden sich in ihren physikalischen Eigenschaften,
sowie der Löslichkeit. Sie sind prinzipiell, wie Tabelle 4.1 entnommen werden kann,
sowohl in polaren als auch in unpolaren Lösungsmitteln bei Raumtemperatur nur gering
löslich. Im Vergleich ist α-TEPIC das löslichere Isomer von beiden.
Für die Monolithherstellung musste TEPIC im Porogen gelöst vorliegen und β-TEPIC in-
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4.2. Monolithsynthese mit Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC)

sofern aufgrund seiner auch bei erhöhter Temperatur schlechten Löslichkeit abgetrennt
werden. Anfänglich wurde nach Joel und Becker [347] die Aufreinigung von α-TEPIC
aus kommerziell erworbenem Pulver durch mehrfaches Umkristallisieren aus Methanol
versucht, dessen Reinheit anschließend aber nicht vereinfacht über den Schmelzpunkt
kontrolliert werden konnte, weil der Schmelzbereich vonα-TEPIC (95-103 °C) [354] in dem
von der Isomerenmischung (82-152 °C) [354] liegt. Die Reinheit wurde deshalb durch Auf-
nahme von Pulverdi�raktogrammen bestimmt, deren Emp�ndlichkeit im Allgemeinen
mit 2-5 % angegeben wird. Die Re�exe der Isomere wurden auf Basis ihrer in der ICDD-
Datenbank (The International Centre for Di�raction Data) erfassten Kristallstrukturen
berechnet. Diese überlagerten sich nicht, sodass eine eindeutige Zuordnung möglich
war. Nach der ersten Umkristallisation waren in der Probe, wie das Di�raktogramm (vgl.
Abbildung A.7 (B) auf S. 156) zeigt, noch beide Isomere enthalten, was auch zu erwarten
war, da sich trotz schlechter Löslichkeit noch < 0,01 g mL-1 β-TEPIC in Methanol lösen.
Erst nach der vierten Umkristallisation lag α-TEPIC isomerenrein vor, wie das Di�rakto-
gramm (vgl. Abbildung A.7 (C) auf S. 156) bestätigte. Durch Umkristallisation war somit
die isomerenreine Aufreinigung zwar möglich, aber zugleich auch zeitaufwendig.
Um die Aufreinigung zu automatisieren und gleichzeitig die Reinheit des Pulvers bei Ver-
wendung ggf. unterschiedlicher Chargen in der späteren Monolithherstellung kontrol-
lieren zu können, wurde die chromatographische Aufreinigung nach einem Protokoll des
Hauptverbands der gewerblichen Berufsgenossenschaften Fachausschuss „Chemie“ [348]

getestet. Dazu wurde eine Phosphorsäurelösung (pH 6) mit Acetonitril (90/10 (v/v)) als
Eluent B und eine Lösung bestehend aus Phosphorsäurelösung (pH 6) und Wasser (50/50
(v/v)) als Eluent A eingesetzt. Das Chromatogramm vonα-TEPIC (vgl. Abbildung A.6 auf
Seite 154) zeigt ein Signal bei einer Retentionszeit von 15,6 min und zwei weitere Signale
in einem hohen Untergrund. Für die chromatographische Aufreinigung des Pulvers, bei
dem für β-TEPIC ein zusätzliches Signal erwartet wurde, ergab sich ein weitgehend iden-
tisches Chromatogramm, wie die Überlagerung mit dem Chromatogramm von α-TEPIC
(vgl. Abbildung A.6 auf Seite 154) zeigt. Die Elutionsbedingungen schienen ohnehin für
die verwendete Säule 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 154) nahezu identisch, mit dem Unterschied, dass
bei der Trennung von α-TEPIC zwei zusätzliche Signale detektiert wurden. Die massen-
spektrometrische Analyse mittels HPLC-MS ergab, dass allen Signalen TEPIC zugeord-
net werden konnte. Ob es sich aber tatsächlich um die aufgetrennten Isomere handelte,
wurde nicht geklärt. Die Zuordnung der Signale zu den entsprechenden Isomeren und
eine Methodenoptimierung hätte zu viel Zeit in Anspruch genommen.
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Abbildung 4.6. Pulverdi�raktogramm von kommerziell erworbenem Tris(2,3-
epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC) nach einmaliger Aufreinigung durch selektives Lösen
von α-TEPIC in Chloroform bei Raumtemperatur.

Daraufhin wurde deshalb alternativ die sehr gute Löslichkeit vonα-TEPIC (> 1,00 g mL-1)
bzw. die schlechtere von β-TEPIC (> 0,01 g mL-1) in Chloroform bei Raumtemperatur ge-
nutzt.
Durch Lösen des Pulvers und Ab�ltrieren des ungelösten Feststo�s (α-TEPIC-Fraktion)
konnte nach nur einmaliger Durchführung α-TEPIC isomerenrein gewonnen werden.
Die Reinheit wurde, wie bereits beschrieben, durch Aufnahme eines Pulverdi�rakto-
gramms festgestellt. Es ist in Abbildung 4.6 dargestellt und zeigt keine mit β-TEPIC
übereinstimmenden Re�exe. Die Isomerentrennung bei Raumtemperatur durch selek-
tives Lösen von α-TEPIC in Chloroform ist bislang noch nicht beschrieben und ist im
Vergleich zur Umkristallisation und chromatographischen Aufreinigung deutlich Zeit,
Geräte und Lösungsmittel sparender.
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4.2. Monolithsynthese mit Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC)

4.2.2 Herstellung von Kapillarsäulen

Die Optimierung der Reaktionsbedingungen, hinsichtlich der Porogenzusammensetzung
und des Porogenanteils sowie der Katalysatormenge und der Reaktionstemperatur, wur-
den bereits im Rahmen der vorangegangenen Diplomarbeit [352] mit TEPIC, noch als Iso-
merengemisch, durch Synthesen in Gewindegläschen (V = 2 mL) durchgeführt. Die ge-
eignetste Porogenmischung bestand aus 1,4-Dioxan und dem für das Polymer unlösli-
cheren Coporogen Isooctan im Verhälnis 4:1. Obwohl beide Isomere in 1,4-Dioxan ab
80 °C gut löslich sind (vgl. Tabelle 4.1 auf Seite 88), musste die Reaktionstemperatur
mindestens 90 °C betragen, damit sich TEPIC in der Mischung mit Isooctan löste. Ei-
ne höhere Temperatur, um etwa den Isooctananteil erhöhen zu können, war aufgrund
des Siedepunkts von 1,4-Dioxan bei 101 °C nicht möglich. Eine makroporöse globuläre
Struktur bildete sich erst ab einem Porogenanteil von 62 Vol.-% aus, bei höheren Anteilen
als 68 Vol.-% blieben Überstände zurück. Quecksilber-Intrusionsporosimetriemessungen
ergaben für den Monolith, der mit 62 Vol.-% Porogen hergestellt wurde, eine Porosität
von 58 % und eine monomodale Porengrößenverteilung mit 12 µm großen Poren.
Unter diesen Bedingungen wurde begonnen, mit dem aufgereinigten α-TEPIC monoli-
thische Kapillarsäulen herzustellen. Dabei mussten folgende Fragen erarbeitet werden:

• Ist eine waagerechte oder senkrechte Position der Säule während der Polymeri-
sation, hinsichtlich der Vermeidung einer Spaltenbildung zwischen Monolith und
Säulenwand, vorteilhafter?

• Wie bzw. in welcher Vorrichtung ist eine gleichmäßige Temperierung der Säule
während der Präparation gewährleistet?

• In welchem Säulenmantel wird die Säule hergestellt?

• Wie wird die Polymerisationslösung in die Säule überführt?

• Wie wird die Säule während der Präparation abgedichtet?

• Kommt es in der Säule während der Polymerisation zur Bildung von Blasen bzw.
wie kann dies vermieden werden?

Die Kapillarsäulen wurden anfänglich in Edelstahlkapillaren mit den Innendurchmes-
sern (engl. Inner Diameter, ID) 125 µm und 250 µm und mit dem für HPLC-Anschlüsse
standardisierten Außendurchmesser (engl.Outer Diameter, OD) 1/16′′ präpariert. Die Her-
stellung wurde in der letzten Phase der Diplomarbeit bereits begonnen und im Wasser-
bad bei 90 °C durchgeführt. Dafür mussten zum einen die Säulen sehr dicht verschlos-
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Abbildung 4.7. Au�ichtmikroskop-Aufnahme eines Monoliths, der mit α-Tris(2,3-
epoxypropyl)isocyanurat (α-TEPIC) in einer Edelstahlkapillare (ID 500 µm, OD 1/16′′) in
situ hergestellt wurde.

sen werden, damit kein Wasser eindrang und zum anderen musste aufgrund der ho-
hen Temperatur stets Wasser nachgefüllt werden. Der Aufbau sollte deshalb vereinfacht
werden und die parallele Herstellung mehrerer Säulen ermöglichen. Im Folgenden wur-
den die Säulen in eigens angefertigten Aluminiumheizblöcken mit senkrechten Bohrun-
gen (1/16′′) bzw. waagerechten Nuten (1/16′′) temperiert. Die Synthese in einem Ofen wie
Hosoya et al. [192] durchzuführen, wurde wegen der um Größenordnungen schlechteren
Wärmeleitfähigkeit von Luft im Vergleich zu der von Aluminium nicht in Betracht ge-
zogen.
Aufgrund der kleinen Innendurchmesser wurde zunächst getestet, ob sich die Kapillaren
beim Eintauchen in die Reaktionslösung durch den Kapillare�ekt füllten. Dies war nicht
der Fall, weshalb die Lösung eingespritzt wurde. Beim senkrechten Einsetzen der be-
füllten Kapillaren in den Aluminiumheizblock, ohne sie zu verschließen, trat die Lösung
aus. Sie wurden draufhin am oberen Ende mit handelsüblichen UHU pata�x Klebepads
verschlossen.
Um zu untersuchen, ob sich die Porenstruktur eines Monoliths, der in der Kapillarsäu-
le hergestellt wurde, von der eines Monoliths, der, wie während der Diplomarbeit, in
einem Gewindegläschen hergestellt wurde, unterscheidet, wurden monolithische Kapil-
larsäulen derart mit den drei Porogenanteilen 62, 65 und 68 Vol.-% hergestellt. Sowohl
die Kapillarsäule als auch das Gewindegläschen wurden in einem Aluminiumheizblock
temperiert. Für eine leichtere Untersuchung des Kapillarsäulenquerschnitts wurde als
Innendurchmesser der Kapillaren 500 µm gewählt. Im Anschluss an die Präparation wur-
den die Enden mit einem Kappgerät gekürzt, wobei darauf zu achten war, dass der Schnitt
langsam durchgeführt wurde, damit der Monolith bei Hitzeentwicklung nicht beschädigt
wurde. Exemplarisch wurde eine Säule zunächst unter dem Au�ichtmikroskop betrach-
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200 µm 62 Vol.-% 200 µm 62 Vol.-%, Vergleichsstruktur 

300 µm 65 Vol.-% 200 µm 68 Vol.-% 

Abbildung 4.8. ESEM-Aufnahmen von Monolithen, die mit α-Tris(2,3-epoxypropyl)iso-
cyanurat (α-TEPIC) als Monomer und Bortri�uorid-Tetrahydrofuran-Komplex als Kata-
lysator mit variierendem Porogenanteil (1,4-Dioxan/Isooctan (4:1)) in Edelstahlkapilla-
ren (ID 500 µm, OD 1/16′′) in situ hergestellt wurden sowie die Vergleichsstruktur [352]

eines Monoliths, der in einem Gewindegläschen hergestellt wurde.

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

Die Säule, die mit 62 Vol.-% Porogen hergestellt wurde, ist durch das Sägen nicht be-
schädigt worden. Ihre Monolithstruktur ist allerdings von der Säulenmitte hin zum Rand
inhomogen und zeigt kaum eine makroporöse Struktur, das auch in anfänglichen Versu-
chen während der Diplomarbeit bereits festgestellt wurde. Zum Vergleich ist eine Auf-
nahme eines Monoliths aus der Diplomarbeit gezeigt, der in einem Gewindegläschen (∅
ca. 1 cm) hergestellt wurde und bei gleicher Vergrößerung eine makroporösere Struktur
aufwies. Dies bedeutete, dass sich durch Polymerisation der gleichen Monomer/Poro-
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Säule 
Nagel Nagel 

Abbildung 4.9. Aluminiumheizblock mit verschlossenen Kapillarsäulen in passen-
den Nuten (1/16′′) während der Präparation (links) und Monolithkapillarsäulen, die
mit α-Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (α-TEPIC) als Monomer und Bortri�uorid-
Tetrahydrofuran-Komplex als Katalysator mit 65 Vol.-% Porogen (1,4-Dioxan/Isooctan
(4:1)) in FEP-Schläuchen (ID 0,8 mm, OD 1/16′′) in situ hergestellt wurden (rechts).

gen-Mischung in unterschiedlichen Gefäßmaterialien und/oder mit unterschiedlichen
Gefäßdurchmessern die monolithische Porenstruktur erheblich unterschied. Der Grund
ist höchstwahrscheinlich die um ein Vielfaches höhere Wärmeleitfähigkeit von Edelstahl
im Vergleich zu der von Glas, durch die die Phasenseparation in der Edelstahlkapillare
früher eintritt, was zur Ausbildung kleinerer Poren führt (vgl. Abschnitt 2.1.3 auf Seite 9).
Die anderen beiden Säulen wurden durch das Sägen stark beschädigt, aber ihre Struktur
ist noch als makroporös und globulär zu erkennen. Weitere Säulenpräparationen wurden
nach diesem Ergebnis mit einem Porogenanteil von 65 Vol.-% durchgeführt.

Obwohl in weiteren Versuchen nach Kürzen der Kapillare stets ein Monolith enthalten
war, schien die Säule mit den UHU pata�x Klebepads nicht ausreichend dicht verschlos-
sen zu sein, um ein Auslaufen der Reaktionslösung zu vermeiden. Daraufhin wurden
die Säulen im Aluminiumheizblock waagerecht in passende Nuten gelegt und in trans-
parenten Per�uorethylenpropylen-Schläuchen (ID 0,8 mm, OD 1/16′′) (engl. Fluorinated
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Ethylene Propylene, FEP) hergestellt, in denen die Phasenseparation und eine eventuelle
Blasenbildung beobachtet werden konnten. Die Lösung wurde sowohl eingespritzt als
auch mit einer Spritze angesogen, indem der Schlauch und eine Kanüle für den Druck-
ausgleich während des Lösens von α-TEPIC bereits durch das Kappenseptum gestochen
waren, aber nicht in die Lösung eintauchten. Im Anschluss wurde die Säule eingetaucht
und die Lösung mit einer Spritze angesogen. Die Säulen wurden in beiden Fällen un-
verschlossen in den Heizblock gelegt. Wurde die Lösung eingespritzt bildeten sich kurz
darauf Blasen, im Gegensatz zu den Säulen, in die die Lösung angesogen wurde. Die
Bildung von Blasen konnte auch durch eine vorhergehende Entgasung der Reaktionslö-
sung mit Helium nicht verhindert werden. In beiden Fällen aber blieb eine vollständige
Phasenseparation aus. Während der Präparation musste sich demnach ein Porogenan-
teil ver�üchtigt haben. Als funktionierender Verschluss zur Abdichtung der Schläuche
erwiesen sich Eisennägel (∅ 0,8 mm). Ein Foto der verschlossenen Säulen in den Nuten
des Aluminiumheizblocks während der Präparation und der auf diese Weise hergestell-
ten Monolithkapillarsäulen ist in Abbildung 4.9 gezeigt.
Die Vermutung, dass die Phasenseparation stark von der Wärmeleitfähigkeit des Gefäß-
materials abhängt, bestätigte sich durch die Beobachtung, dass in den Gewindegläschen
die Phasenseparation bereits nach 30-60 min eintrat, während sie in den FEP-Schläuchen
in Anbetracht einer um den Faktor vier schlechteren Wärmeleitfähigkeit von Per�uor-
ethylenpropylen (0,26 W K-1 m-1) [355] im Vergleich zu der von Glas (1,0 W K-1 m-1) [356] erst
nach 90-120 min erfolgte. Eine hergestellte Säule wurde exemplarisch zerschnitten und
die Enden mittels ESEM auf strukturelle Veränderungen über die Säulenlänge und auf
Fehlstellen untersucht. In den Aufnahmen in Abbildung 4.10 ist eine makroporöse und
globuläre Struktur über die gesamte Länge der Säule 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 Befüllung der Säule durch Ansaugen der Lösung entstanden
sein konnten.
Mit einer veränderten Technik, die Lösung in die Säule zu überführen, die in Abbil-
dung 4.11 veranschaulicht ist, konnte dies vermieden werden. Dafür wurde wie bisher
die Reaktionslösung angesetzt (a) und das Gewindegläschen mit einer Schraubkappe
verschlossen, durch deren Septum die Kapillare bereits durchgestochen war, aber nicht
in die Lösung eintauchte (b). Nachdem α-TEPIC vollständig gelöst war, wurde sie ein-
getaucht und eine mit Luft aufgezogene Spritze durch das Septum gestochen. Die Luft
wurde langsam eingespritzt und somit ein Überdruck erzeugt (c) durch den die Lösung in
die Säule aufstieg. Als sie am oberen Ende austrat (d), wurde die Säule mit einem Nagel
verschlossen (e), aus der Lösung gezogen und auch am anderen Ende mit einem Na-
gel abgedichtet (f). Die mit dem ESEM untersuchten Querschnitte einer zerteilten Säule
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500 µm Querschnitt 1 500 µm Querschnitt 2 

500 µm Querschnitt 3 500 µm Querschnitt 4 

500 µm Querschnitt 5 500 µm Querschnitt 6 

Abbildung 4.10. ESEM-Aufnahmen von Säulenquerschnitten einer längs zerteilten Mo-
nolithkapillarsäule, die mit α-Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (α-TEPIC) als Monomer
und Bortri�uorid-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
3.1 auf Seite 64 illustrierten Schema.
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4.2. Monolithsynthese mit Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC)

Abbildung 4.11. Technik zur blasenfreien Befüllung von Kapillarsäulen, (a) Ansetzen
der Reaktionslösung, (b) durch Septum gestochene Kapillare, (c) Einspritzen von Luft,
(d + e) Verschluss der Kapillare nach Austreten der Lösung, (f) Verschluss des zweiten
Kapillarendes.

zeigten auf den Aufnahmen in Abbildung 4.12 über die Länge hinweg keine Lochfehl-
stelle mehr. Der Monolith schien aber geschrumpft zu sein, was für organischbasierte
Monolithe nicht ungewöhnlich ist. Auch Hosoya et al. [193] 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 Säulen-
wand, die bei FEP als schlechtem Haftvermittler nicht gegeben ist, kann das Ablösen
trotz Schrumpfung vermieden werden. Ob der Monolith sich aber auch von der Säulen-
wand in den Edelstahlkapillaren gelöst hatte, konnte aufgrund des Grats, der beim Sägen
entstanden war, nicht überprüft werden.

Nachdem Monolithkapillaren hergestellt werden konnten, wurden sie im Folgenden hin-
sichtlich ihrer porösen Eigenschaften untersucht. Dafür wurden ca. 100 mg Material
als Mindestmenge für eine Quecksilber-Intrusionsporosimetriemessung hergestellt. Die
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500 μm Querschnitt 2 500 μm Querschnitt 3 

500 m Querschnitt 4 500 μm Querschnitt 5 

500 μm Querschnitt 6 

Abbildung 4.12. ESEM-Aufnahmen von Säulenquerschnitten einer längs zerteilten Mo-
nolithkapillarsäule, die mit α-Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (α-TEPIC) als Monomer
und Bortri�uorid-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 Befüllungstechnik (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 Porengrößenverteilung von Mono-
lithkapillarsäulen, die mit α-Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (α-TEPIC) als Monomer
und Bortri�uorid-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.

Säulen konnten wegen der geringen Haftung an die FEP-Schläuche problemlos heraus-
gedrückt werden, ohne sie bzw. die Porenstruktur dabei zu beschädigen. Der Monolith
wurde für die Messung grob zerkleinert und die nach der Quecksilber-Intrusionskurve
in Abbildung 4.13 vorhandenen über 100 µm großen Poren entsprachen vermutlich den
Zwischenräumen der Monolithbrocken, die im Niederdruck ebenfalls erfasst werden.
Auf keiner Mikroskop-Aufnahme waren derlei große Poren, größer als ein Achtel des
Kapillarinnendurchmessers, zu erkennen. Die erste Messung wurde mit Drücken bis
400 MPa durchgeführt, dabei ist ein Anstieg ab 150 MPa bzw. 0,01 µm der schwarzen
Quecksilber-Intrusionskurve zu erkennen.
Aus dieser Messung ergab sich eine Porosität von 60 % und eine Ober�äche von 55 m2 g-1.
Darau�olgende Gasadsorptionsmessungen erfassten jedoch keine Poren im Meso- oder
Mikroporenbereich, sodass der erneute Anstieg der Quecksilber-Intrusionskurve auf ei-
ne Kompression des Materials zurückgeführt wurde. Für die Auswertung wurden des-
halb nur die Daten bis 10 MPa berücksichtigt. Die Porosität blieb mit 55 % davon nahe-
zu unverändert. Die Ober�äche reduzierte sich dadurch jedoch drastisch auf nur noch
2 m2 g-1. Die Porengröße betrug 4 µm und war mit der des TEPIC/BACM-Monoliths [192],
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bei dem nach Quecksilber-Intrusionsporosimetriemessungen eine monomodale Poren-
größenverteilung mit 3 µm großen Poren vorlag, vergleichbar. Zwar war die Porosität des
TEPIC/BACM-Monoliths mit ca. 80 % um das 1,5-fache höher, doch trotzdessen betrug
die spezi�sche Ober�äche, ermittelt durch Gasadsorption, wie beim TEPIC-Monolith le-
diglich ca. 3 m2 g-1 [192].
FEP-Schläuche eigneten sich zwar, um die Phasenseparation verfolgen zu können, doch
sind sie schlechte Haftvermittler, nicht druckstabil und zudem für die Verschraubungen
an der HPLC-Anlage zu glatt. Die Befüllungs- und Verschlusstechnik sollte deshalb auf
Kapillaren, bestehend aus dem nicht transparenten Polyetheretherketon (PEEK), mit ei-
nem Innendurchmesser von 500 µm übertragen werden, das sich durch Biokompatibilität
sowie gute Temperatur-, Druck- und Chemikalienbeständigkeit auszeichnet [357]. Diese
waren aber zu starr und ließen sich nicht mehr mit Nägeln dicht verschließen.
Die Versuche wurden an dieser Stelle mit TEPIC als Monomer nicht weitergeführt. Die
Optimierung eines apparativen Aufbaus, um Monolithkapillarsäulen in Edelstahl- und/
oder PEEK-Kapillaren bei 90 °C mit reproduzierbarer monolithischer Struktur herzu-
stellen, erschien zu di�zil. Darüber hinaus wäre für eine notwendige Vergrößerung
der Ober�äche eine Verkleinerung der Porengröße erforderlich gewesen. Die bisherigen
Reaktionsbedingungen wären aufgrund der im Allgemeinen geringen Löslichkeit aber
kaum zu verändern gewesen (vgl. Diplomarbeit [352]). Der kritischste Punkt war die er-
forderlich hohe Reaktionstemperatur, die auch unter Berücksichtigung der Arbeiten von
Hosoya et al. mindestens 80 °C betragen musste und somit die als Porogene einsetzbaren
Lösungsmittel limitierte.

4.3 Monolithsynthese mit GE 100 und GE 500

Die Monolithsynthesen wurden schließlich mit den von der Firma Raschig GmbH (Lud-
wigshafen) zur Verfügung gestellten Monomeren GE 100 und GE 500, deren Struktu-
ren in Abbildung 4.14 angegeben sind, in Anlehnung an die Arbeiten von Peskoller et
al. [13] weitergeführt. GE 100 ist ein Glyceroltriglycidylether, der bisher von zwei weite-
ren Gruppen für die Herstellung epoxidbasierter Monolithe durch Reaktionen mit Ami-
nen verwendet wurde. In aktuellen Arbeiten von Talebi et al. [4] wurde GE 100 mit
Ethylendiamin in PEG 1000 und 1-Decanol als Porogenmischung bei 80 °C für 22 h in
Quarzglaskapillaren (ID 100 µm, OD 375 µm) polymerisiert und für die Trennung klei-
ner und großer Moleküle mit unterschiedlichen Flüssigchromatographietechniken ein-
gesetzt. Von der Gruppe um Irgum [195] wurde ein Glyceroltriglycidylether der Firma Po-
lysciences Europe GmbH (Eppelheim) mittels Emulsionspolymerisation in Mischung mit
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Abbildung 4.14. Strukturen der für die Monolithsynthese eingesetzten Monomere
GE 100 und GE 500 sowie die Struktur des von Peskoller et al. [13] eingesetzten Mo-
nomers Polypox R9. Die Wiederholungseinheit n ist unbekannt und wurde für GE 500
mit n = 5 als Orientierungswert angenommen.

weiteren Epoxidmonomeren ebenfalls bei 80 °C umgesetzt und der Monolith hinsichtlich
seiner Struktur und Ober�ächenfunktionalität untersucht. GE 500 ist wie das von Pes-
koller et al. [13] eingesetzte Monomer Polypox R9 von UPPC (Mietingen) im Vergleich
ein höher funktioneller Polyglycidylether auf Basis von Polyglycerol, der in alle drei
Ebenen verzweigt sein kann. Polyfunktionelle Glycidylether sind technische Produkte,
die hauptsächlich als Vernetzer in Epoxidharzen eingesetzt werden [197]. Das bedeutet,
dass, obwohl die Strukturen in Abbildung 4.14 für GE 500 und Polypox R9 identisch an-
gegeben werden, es sich tatsächlich um unterschiedliche Mischungen handeln kann. Die
Wiederholungseinheit n ist unbekannt und wurde für 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 Ein�uss des Porogenanteils auf die Rigidität und die poröse Struktur von
Monolithen, die mit GE 500 hergestellt wurden, untersucht. Mit einem ausgewählten
Material wurden schließlich mit einem rekombinanten Protein A funktionalisierte Mo-
nolithkapillarsäulen und -disks zur Isolierung von IgG aus Kaninchenserum hergestellt.

4.3.1 Porogenscreening

Für die Monolithsynthesen mit GE 100 und GE 500 musste zuerst ein Porogenscreening
durchgeführt werden, um empirisch eine Mischung zu �nden, mit der sich die Mono-
mere jeweils mischten und die für das Polymer eine Phasenseparation induzierte. Häu-
�g werden bei Monolithsynthesen mit bestimmten Monomermischungen bewährte Po-
rogenmischungen eingesetzt [1]. In Anlehnung an die Arbeiten von Peskoller et al. [13]

wurden deshalb für 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 3 = Phasenseparation eingetreten und 7 =
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 3 3 7 7 7 7 3 7 7

GE 500 7 7 7 7 7 7 3 3 7

• 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 Polymerisationslösung ab-
hängt, wurde zudem auch der Anteil mit 40, 60 und 80 Vol.-% variiert. Unter Berücksich-
tigung der Tatsache, dass die Porosität maximal und idealerweise auch dem eingesetzten
Porogenvolumenanteil entspricht, wäre mit einem geringeren Anteil als 40 Vol.-% die Po-
rosität des Monoliths für eine chromatographische Anwendung zu gering und mit einem
höheren Anteil als 80 Vol.-% der Monolith aller Voraussicht nach zu wenig vernetzt und
dadurch nicht ausreichend rigide gewesen. Die Polymerisationen wurden mit Bortri�uo-
ridetherat als Katalysator in Gewindegläschen bei Raumtemperatur durchgeführt. Fotos
der Monolithe sind in Abbildung 4.15 gezeigt.
Die Monomere mischten sich mit allen Porogenen, die Phasenseparation setzte aber
zu unterschiedlichen Zeitpunkten ein. Im Fall von GE 500 trat bei allen Ansätzen mit
80 Vol.-% Porogen unmittelbar nach dem Mischen ein Niederschlag auf. Mit GE 100 war
eine sofortige Trübung nur in der Mischung Toluol/MTBE mit 80 Vol.-% zu beobachten,
alle anderen Lösungen blieben klar. Mit dieser Porogenmischung und GE 100 war die Po-
lymerisation bereits nach 60 min bei allen Ansätzen 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 Ansätzen mit
GE 500 trat generell nach 60-120 min keine erkennbare Veränderung der Trübung bzw.
Phasenseparation mehr ein. Nur bei Lösungen von GE 500 in Toluol/MTBE blieben Po-
rogenüberstände zurück. Aus den in Tabelle 4.2 zusammengefassten Ergebnissen geht
hervor, dass eine vollständige Phasenseparation im Sinne eines harten, weißen Mono-
lithblocks nur bei den folgenden Ansätzen eintrat:
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A B

Toluol/MTBE (3:2)

1,4-Dioxan/Toluol (1:4)

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

Abbildung 4.15. Monolithblöcke, die mit (A) GE 100 bzw. (B) GE 500 als Monomer und
1,25 Vol.-% Bortri�uoridetherat (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.-%).

Au�allend 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 für GE 100 und GE 500 ähnlich aber nicht identisch. Eine Erklärung ist zum einen
die unterschiedliche Polarität der Monomere und folglich auch der Polymere. Daneben
wird auch der unterschiedliche Vernetzungsgrad aufgrund ungleich hoher Epoxidfunk-
tionalitäten pro Monomermolekül eine wesentliche Ursache für ein unterschiedliches
Präzipitationsverhalten gewesen sein. Die Mischung 1,4-Dioxan/Toluol führte mit kei-
nem Monomer zu einem geeigneten Monolith. Außerdem schien Toluol für die Mono-
lithsynthese mit GE 500 im Gegensatz zu der mit GE 100 kein geeignetes Coporogen in
den eingesetzten Mischungsverhältnissen zu sein. Weder in Mischungen mit 1,4-Dioxan
noch mit MTBE trat eine vollständige 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 führte mit beiden Monomeren zu phasenseparierten
Monolithen. Die Ergebnisse stimmten somit mit der These von Švec [1] aus seiner Ver-
ö�entlichung, in der er feststellt „The choice of porogens for the preparation of porous
polymer monoliths remains an art rather than science“, überein.
Materialien, die nicht phasenseparierten, sondern nach der Polymerisation als transpa-
rente Blöcke vorlagen, beinhalteten zu kleine Poren und hätten als stationäre Phase zu
hohe Gegendrücke verursacht bzw. wären für Eluenten undurchlässig gewesen. Die als
Trägermaterial in Frage kommenden Materialien reduzierten sich deshalb auf die voll-
ständig 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 4.16 (A) zu erkennen, eine dichte Struktur, die keine
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A

50 µm Dioxan/MTBE (80 Vol.-%) 50 µm Toluol/MTBE (60 Vol.-%) 

500 µm Toluol/MTBE (80 Vol.-%) 50 µm Toluol/MTBE (80 Vol.-%) 

B

100 µm Dioxan/MTBE (60 Vol.-%) 200 µm Dioxan/MTBE (80 Vol.-%) 

Abbildung 4.16. ESEM-Aufnahmen von Monolithen, die mit dem Monomer (A) GE 100
oder (B) GE 500 und 1,25 Vol.-% Bortri�uoridetherat (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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100 µm 

A 
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B 

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.-%
Bortri�uoridetherat (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.-% Bortri�uorid-
etherat (1:2) als Katalysator hergestellt wurden.

Makroporen aufwies. Eine korallenartige und makroporöse 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 globulären 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 poröse 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 Änderung der Morphologie. Auch hier wurde sie schließlich
globulär und wies vernetzte Porenkanäle auf. Die Struktur war aber im Vergleich zu der
von GE 100 in Toluol/MTBE hinsichtlich der Clustergrößen weniger homogen.
Nach dem Porogenscreening und der anschließenden Strukturuntersuchung ergaben
sich zwei geeignete Mischungen für 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 Ansätzen bisher Bortri�uoridetherat 1:10 in 1,4-Dioxan
verdünnt 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.-%) trübten sich die Ansätze mit GE 100,
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ein Feststo�block bildete sich aber nicht, die Ansätze blieben �üssig. Mit GE 500 poly-
merisierten die Ansätz zu Feststo�en, wurden aber mit zunehmender Katalysatorver-
dünnung weicher und die Porogenüberstände nahmen zu. Bei höherer Katalysatorkon-
zentration (1:2, mit 1,25 Vol.-%) trat die Phasenseparation wie erwartet schneller ein,
die Monolithe wiesen wider Erwarten aber keine merklich härtere Konsistenz auf. Auf
den ESEM-Aufnahmen in Abbildung 4.17 war zudem auch keine Veränderung der Po-
rengröße und Struktur zu erkennen. Bortri�uoridetherat wurde deshalb für weitere Mo-
nolithsynthesen weiterhin 1:10 verdünnt eingesetzt. Eine Polymerisationslösung, bei der
sofort nach dem Mischen Polymer aus�ockte, hätte später bei der Herstellung von Mono-
lithsäulen bzw. -disks bei der Überführung der Lösung zur Blockierung der Kartuschen
führen können.

4.3.2 Variation des Porogenvolumenanteils

Im Folgenden wurden Monolithsynthesen nur noch mit GE 500 als Monomer durchge-
führt. Für GE 500 sprach die der Struktur nach höhere Funktionalität an Epoxidgrup-
pen, die sowohl für die Polymerisation als auch für 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 für eine Phasenseparation
notwendige Porogenanteil ermittelt und der Ein�uss des Porogenanteils auf die Po-
rosität, Porengröße und Härte untersucht. Dafür wurde der Porogenanteil von 80 auf
70 Vol.-% in ein Prozent-Schritten reduziert. Die Analyse der porösen Eigenschaften er-
folgte duch Quecksilber-Intrusionsporosimetriemessungen und die Morphologie wurde
mittels ESEM visualisiert. Die Härte 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 fünf Prozent-Schritten eingesetzt wurden,
zeigten, dass MTBE für das Polymer das schlechtere Lösungsmittel war. Aufnahmen der
Ansätze 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 Überstände zurück. Eine Phasenseparation mit MTBE
trat demnach bei einem Volumenverhältnis 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 Ansätze polymerisierten und es blieben keine Porogenüber-
stände zurück. Durch den Dioxananteil in der Porogenmischung beider Lösungsmittel
(1,4-Dioxan/MTBE (2:3)) waren 50 Vol.-% der minimale Porogenanteil, ab dem eine Pha-
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B 

Abbildung 4.18. Ansätze mit GE 500 als Monomer, 1,25 Vol.-% Bortri�uoridetherat
(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 Volumenverhältnis GE 500 zu MTBE musste
demnach mindestens 1,7 betragen.
Die ESEM-Aufnahmen in Abbildung 4.19 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 globulären und makroporösen Struktur veränder-
te. Mit steigendem Porogenanteil nahm die Porengröße wie erwartet zu.
Die Porosität und Porengröße wurden erst für Ansätze ab 70 Vol.-% bestimmt. Für Mo-
nolithe, die mit weniger Porogenanteil hergestellt wurden, wären die Ergebnisse auf-
grund des geschlossenen Porensystems, das für das Quecksilber unzugänglich gewesen
wäre, nicht aussagekräftig gewesen. Die Ergebnisse wurden in Tabelle 4.3 zusammenge-
stellt und die Porengrößenverteilungen graphisch in Abbildung 4.20 (vgl. Quecksilber-
Intrusionskurven in Abbildung A.8 (A) auf Seite 158) dargestellt. Wie schon auf den
ESEM-Aufnahmen erkennbar ist, nahmen Porengröße und Porosität mit steigendem Po-
rogenanteil zu, wobei die Di�erenz zwischen eingesetztem Porogenanteil und ermittel-
ter Porosität 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 Porengrö-
ßenverteilung vor. Die Porengröße verzehnfachte sich bei Steigerung des Porogenan-
teils um ca. 10 Vol.-%, wohingegen sich die spezi�sche Ober�äche gleichzeitig halbierte.
Die größte spezi�sche Ober�äche von 9 m2 g-1 des 70 Vol.-%-Monoliths ist im Vergleich
zu 89 m2 g-1, die z. B. Luo et al. [340] mit GMA/EDMA-Monolithen erhielten, gering. Die
epoxidbasierten Monolithe, die Talebi et al. [4] mit GE 100 herstellten, wiesen hingegen
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500 µm 50 Vol.-% 500 µm 60 Vol.-% 

500 µm 70 Vol.-% 500 µm 71 Vol.-% 

500 µm 75 Vol.-% 500 µm 80 Vol.-% 

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

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

Porogenanteil Porosität Porengröße spezi�sche Ober�äche Dichte
[Vol.-%] [%] [µm] [m2 g-1] [g mL-1]

70 51± 3 1,9± 0,1 9,3± 0,3 0,67± 0,04
71 57± 3 5,2± 0,1 7,9± 0,2 0,57± 0,02
72 59± 4 5,5± 0,1 7,7± 0,2 0,56± 0,04
73 62± 3 5,8± 0,1 9,3± 0,3 0,53± 0,02
74 65± 3 9,8± 0,2 7,3± 0,2 0,47± 0,02
75 66± 3 11,7± 0,2 6,7± 0,2 0,45± 0,02
76 66± 3 9,8± 0,2 6,5± 0,2 0,47± 0,02
77 69± 3 11,7± 0,2 6,5± 0,2 0,46± 0,02
78 67± 3 14,7± 0,3 6,8± 0,2 0,43± 0,02
79 69± 3 18,3± 0,4 7,9± 0,2 0,43± 0,02
80 69± 3 21,0± 0,4 5,2± 0,1 0,41± 0,01
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sowohl eine geringere Porosität mit 42-62 % als auch kleinere Porengrößen im Bereich
von 0,7-1,7 µm auf. Und trotz kleinerer Poren waren auch die erzielten spezi�schen Ober-
�ächen mit 1-4 m2 g-1 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-
ähnlichen Monomer Polypox R9 hergestellt wurde. Obwohl sich die Materialien daher in
ihren porösen Eigenschaften sehr ähnlich sein sollten, unterschieden sie sich neben ei-
ner zumindest gleich hohen Porosität (71 % zu 69 %) erheblich in ihrer Porengröße. Diese
betrug mit Polypox R9 1 µm und war somit um den Faktor 20 kleiner. Eine vergleichbare
Porengröße von 20 µm erhielten sie mit der Porogenmischung Toluol/MTBE (3:2), die im
Gegenteil für GE 500 mit keinem Porogenanteil eine geeignete Mischung war. Ein Ver-
gleich der spezi�schen Ober�äche ist nicht möglich, weil in der Verö�entlichung von
Peskoller et al. dazu keine Angabe gemacht wurde. Diese Unterschiede sprechen dafür,
dass, wie bereits erwähnt, 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 poröse Eigenschaften besaßen
bzw. sich auch unterschiedliche Porogenmischungen für die Synthese eigneten.

B Härtebestimmung nach Shore A

Die Härtemessung nach Shore A ist ein Verfahren zur Bestimmung der Härten von
Elastomeren. Die Messung der Härte von Monolithen ist bisher nur durch Bestimmung
der Kompressibilität, d. h. durch Messung ihrer Gegendrücke, beschrieben. Um aber die
tatsächliche Härte bzw. Rigidität eines monolithischen Materials quanti�zieren zu kön-
nen, wurde nach einem geeigneten Verfahren gesucht und aufgrund einer zu Elastome-
ren ähnlichen Konsistenz die Bestimmung nach Shore A auf Monolithe angewendet.
Es wurden die Härten von Monolithen, die mit 60, 70, 75 und 80 Vol.-% hergestellt wur-
den, bestimmt. Dafür wurden Monolithblöcke mit einem Durchmesser von ca. 22 mm in
Gewindegläschen mit einem Durchmesser von 27,5 mm hergestellt, die in 6-8 mm dicke
Scheiben zersägt wurden. Ein Foto von ihnen ist in Abbildung 4.21 gezeigt. Die Messun-
gen wurden pro Monolithprobe mit mehreren Scheiben und sowohl am Rand als auch
mittig gemessen. Die Werte schwankten dabei in Abhängigkeit der vermessenen Scheibe
und der Messstelle, was auf Inhomogenität des Materials sowohl in der Länge als auch in
der Breite schließen ließ. Die Schwankungen betrugen beim Monolith, der mit 60 Vol.-%
hergestellt wurde, 13 Einheiten. Bei den anderen drei Blöcken schwankten die Härten
um 5-9 Einheiten. Die Härte der Monolithe nahm mit steigendem Porogenanteil, mit
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 ca. 22 mm 

6-8 mm 

Abbildung 4.21. Hergestellte Monolithscheiben für die Härtemessung nach Shore A.

dem sie hergestellt wurden, erwartungsgemäß ab. Der 60 Vol.-%- und 70 Vol.-%-Monolith
wiesen beide im Mittel eine Härte von 51 auf. Die Härte 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 Porositätsuntersuchungen hervor, dass
ein steigender Porogenanteil zwar zu höheren Porositäten und größeren Durch�usspo-
ren führte, die für eine gute Permeabilität der Monolithe sorgen, gleichzeitig aber auch
die Reduzierung der Rigidität durch eine geringere Vernetzung zur Folge hatte.

4.3.3 Präparation von Kapillarsäulen und Disks

Für die Herstellung monolithischer Kapillarsäulen wurde von den Mischungen mit 70-
80 Vol.-% Porogen der Ansatz mit GE 500 in 75 Vol.-% 1,4-Dioxan/MTBE (2:3) gewählt.
Diese Monolithe kombinierten eine hohe Porosität von 66 %, 12 µm großen Poren, eine
spezi�sche Ober�äche von ca. 7 m2 g-1 und eine mittlere Shore-A-Härte von 39. Mate-
rialien, hergestellt mit geringerem bzw. höherem Porogenanteil, wären weniger porös
bzw. weicher gewesen. Die Monolithkapillarsäulen wurden in Edelstahlkapillaren mit
einem Innendurchmesser von 500 µm und einer Länge von ca. 8 cm in situ hergestellt.
Nach Mischung der Reaktionslösung in einem Gewindegläschen (V = 2 mL) wurde die
Kapillare durch das Septum der Kappe gestochen, die sich durch einen Überdruck ohne
äußere Druckeinwirkung füllte. Sie wurde daraufhin an beiden Enden mit Anschluss-
stücken und einer Kappe verschraubt und senkrecht, damit das Polymer sedimentieren
konnte, bei Raumtemperatur, wie in Abbildung 4.22 gezeigt, gelagert. Nach Ö�nung der
Säulen war in der Regel an beiden Enden kein phasenseparierter Monolith vorhanden,
sodass die Kapillaren so lange gekürzt wurden, bis der Monolith zu erkennen war. Da-
mit die Säulen nach Kürzung noch an die HPLC-Anlage angeschlossen werden konnten,
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Abbildung 4.22. Lagerung von Kapillarsäulen während der Präparation. Beide Enden
wurden mit Anschlüssen und Kappen verschraubt.

mussten sie für die Präparation erfahrungsgemäß auf ca. 8 cm zugeschnitten werden.
Weil die Säulen stets, eventuell aufgrund einer Schrumpfung, gekürzt werden mussten
und die Monolithe nicht auf die Bildung von Blasen oder Spalten in der Edelstahlsäule
untersucht werden konnten, wurden als zweites Format Monolithdisks hergestellt. Das
Diskformat ermöglicht zudem höhere Flussraten bei gleichbleibendem oder sogar nied-
rigerem Gegendruck als bei Verwendung von Säulen, wodurch wiederum die E�zienz
gesteigert wird [358]. Anfänglich wurde die Idee verfolgt, dickere Monolithsäulen herzu-
stellen und diese in entsprechender Dicke zuzuschneiden. Dazu wurden Tests mit PVC-
Schläuchen durchgeführt, die in einen Monolithblock einpolymerisiert werden sollten
und aus denen sich der Monolith leicht herausdrücken ließe. Der Schlauch wurde zum
einen sofort nach dem Mischen und zum anderen zum Zeitpunkt des Eintretens der Pha-
senseparation zur Polymerisationslösung gegeben. In beiden Fällen störte der Schlauch
die Polymerisation, sodass eine vollständige Phasenseparation ausblieb. Auch bei Einsatz
von Silikonschläuchen blieb die Phasenseparation aus. Ursache könnten die in Kunst-
sto�schläuchen vorhandenen Weichmacher gewesen sein, die durch die Lösungsmittel
1,4-Dioxan und MTBE herausgelöst wurden. Ein Versuch, in dem dieselbe Polymeri-
sationslösung einmal ohne Schlauch und zweimal mit PVC-Schläuchen polymerisiert
wurde, bestätigte, wie in Abbildung 4.23 zu sehen, eindeutig, dass bei der Lösung oh-
ne Schlauch wie erwartet die Phasenseparation eintrat (A) und sie bei Anwesenheit des
Schlauchs ausblieb (B+C).
Der Ansatz, die Monolithdisks aus einer Säule zuzuschneiden, wurde deshalb verworfen.
Sie wurden daraufhin in ihrem Endformat in situ polymerisiert. Als Kartusche diente ein
Inline-Solvent-Filter, der normalerweise, hinter einer HPLC-Säule angeschlossen, als Fil-
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A B C 

Abbildung 4.23. Drei Ansätze mit identischer Polymerisationslösung bestehend aus
GE 500 als Monomer mit 1,25 Vol.-% Bortri�uoridetherat (1:10) in 75 Vol.-% Porogen (1,4-
Dioxan/Methyl-tert-butylether (MTBE) (2:3)), (A) phasenseparierter Ansatz ohne PVC-
Schlauch, (B+C) Ansätze mit PVC-Schläuchen, bei denen eine Phasenseparation aus-
blieb.

ter dient. Die enthaltene Fritte wurde entfernt und die Monolithdisks in der freien Mulde
(7× 2 mm), wie sie in Abbildung 4.24 zu sehen ist, polymerisiert. Der Filter bot die Vor-
teile, dass er fest verschraubbar war und mit Standard HPLC-Anschlüssen direkt an die
Anlage angeschlossen werden konnte. Außerdem war er schon dahingehend optimiert,
dass der Fluss sich auf die gesamte Ober�äche der Monolithdisk verteilte.

Für die Befüllung wurde die Reaktionsmischung, die in einem Gewindegläschen ange-
setzt wurde, mit einer Spritze aufgezogen. Die Spritze konnte mit dem Inline-Solvent-
Filter mit Hilfe eines Anschlussstücks und durch Verwendung einer 1,6 mm (1/16′′) dicken
Kanüle verschraubt werden. Die Lösung wurde oben eingespritzt, bis sie unten heraus-
tropfte. Daraufhin wurde der Filter mit einem Blindstopfen verschlossen und der Aufbau,
wie er in Abbildung 4.24 (A) abgebildet ist, belassen. Das Eintreten der Phasenseparati-
on konnte anhand der in der Spritze zurückgelassenen Lösung beobachtet werden. Etwa
die Hälfte aller präparierten Monolithdisks wiesen mittig an der Stelle der Durchgangs-
bohrung, wie in Abbildung 4.25 (A) zu erkennen, ein Loch auf. Durch das Einschrauben
des Blindstopfens konnte Flüssigkeitsvolumen an der Stelle verdrängt worden sein. Dies
wurde vermieden, indem an das untere Ende des Filters nicht direkt der Blindstopfen
eingeschraubt, sondern zunächst eine Kapillare, die schließlich, wie in Abbildung 4.24
(B) gezeigt, mit einer Kappe verschlossen wurde. Derart hergestellte Monolithdisks wie-
sen keine mittigen Lochfehlstellen mehr auf und sind ebenfalls in Abbildung 4.25 (A)
gezeigt. Die Stelle war aber noch als abgegrenzt zu erkennen und stellte auch in HPLC-
Experimenten durch den dort auftre�enden Fluss noch eine mögliche „Sollbruchstelle“
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Abbildung 4.24. Apparativer Aufbau für 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 4.25 (B) zu erkennen ist,
quollen aber nach Benetzung wieder und füllten das Volumen aus.

4.3.4 A�nitätsexperimente

Die Funktionalisierung von Monolithsäulen und -disks, deren Herstellung in Abschnitt
4.3.3 auf Seite 112 beschrieben wurde, erfolgte mit einem rekombinanten Protein A
(Genbank-Nummer YP_498670), um in einem A�nitätsexperiment IgG aus Kaninchen-
serum, zu dem es eine hohe A�nität aufweist [329], zu isolieren. Protein A wird in ur-
sprünglicher Form aus dem Bakterium Staphylococcus aureus gewonnen [10] und bindet
IgG nicht über die Fab- (Antigen-binding Fragment) sondern über die Fc-Region (crystal-
lizable Fragment) und schützt sich somit vor einer Immunabwehr [359]. Das System Pro-
tein A/IgG ist ein in der A�nitätschromatographie im großen Maßstab eingesetztes Bin-
dungspaar [358] und eignete sich deshalb zum Vergleich der in dieser Arbeit hergestellten
Monolithe mit kommerziell erhältlichen Materialien. Protein A eignete sich auch wegen
seiner Temperatur- und pH-Wert-Stabilität als ein relativ robustes Protein.
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A B 

Abbildung 4.25. Monolithdisks (7× 2 mm, 77 µL), die mit GE 500 als Monomer
und 1,25 Vol.-% Bortri�uoridetherat (1:10) als Katalysator in 75 Vol.-% 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 für die kovalente Anbin-
dung des Monoliths silanisiert werden. Andernfalls wurden die Monolithkapillaren beim
Anlegen eines Flusses aus der Kapillare gedrückt. In Abschnitt 2.4.2 auf Seite 38 sind gän-
gige Funktionalisierungstechniken für Aminoliganden an epoxidbasierte Träger zusam-
mengestellt. Die Monolithkapillaren (60× 0,5 mm, OD 1/16′′, 12 µL) wurden anfänglich
mit der unkompliziertesten Technik, der Epoxid-Methode, funktionalisiert, weil sie ein-
fach durchzuführen war und der Monolith nicht weiter behandelt werden musste. Als
Aminofunktionen dienten die Lysin-Seitenketten des Proteins. Die Säule wurde mit Car-
bonatpu�er (pH 9,6), in dem auch rekombinantes Protein A für den Immobilisierungs-
schritt gelöst wurde, konditioniert. Die Proteinkonzentration wurde mit 10 mg mL-1 hö-
her, als in der Literatur [338] üblicherweise mit 0,3-8 mg mL-1 angegeben, gewählt. Durch
die daraus resultierende höhere Proteindichte auf der Säule sollte die relativ langsame
Reaktionskinetik [136,360] der Epoxid-Methode e�ektiviert werden. Die Funktionalisierung
erfolgte statisch. Die Säule wurde mit der Proteinlösung befüllt und anschließend ver-
schlossen. Sie konnte aus technischen Gründen nicht, wie in der Literatur [338] oft be-
schrieben, zirkuliert werden. Das Ziel der ersten Experimente war es, zu untersuchen,
ob sich die Monolithkapillaren funktionalisieren ließen und in welcher Größenordnung
ihre Kapazität lag. Deshalb wurde die Funktionalisierung [358] bereits nach 18 h bei 30 °C
anstelle mehrerer Tage Immobilisierungszeit beendet und mit Tris [117,338] geblockt. Nach
Literaturangabe [338] erfolgt die Kopplung vor allem innerhalb der ersten 24 h, wobei eine
höhere Temperatur die Kinetik begünstigt. 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-
säule (60× 0,5 mm, OD 1/16′′, 12 µL), hergestellt mit GE 500 als Monomer und 1,25 Vol.-%
Bortri�uoridetherat (1:10) als Katalysator in 75 Vol.-% Porogen (1,4-Dioxan/Methyl-tert-
butylether(MTBE) (2:3)), Flussrate 0,4 mL min-1, manuelle Injektion von 100 µL Serum
(1:10), λ = 280 nm, Waschpu�er PBS (A, pH 7,6), Elutionslösung Glycin-HCl (B, pH 2,2),
7 min A, 3 min B, 5 min A ( ). Optische Dichte der eluierten Fraktionen ( • ).

PBS, pH 7,6) auf die Säule erfolgte manuell mit einer Spritze. Sie wurde daraufhin mit
Anschlussstücken an die HPLC-Anlage angeschlossen. An einen Waschschritt mit PBS
(pH 7,6), in dem alle nicht gebundenen Substanzen von der Säule gewaschen wurden,
schloss sich der Elutionsschritt mit einer Glycin-HCl-Lösung (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-1 betrug der Gegendruck ca.
60 bar (6 MPa). Ein ausgewähltes Chromatogramm ist in Abbildung 4.26 dargestellt, in
dem ein Signal (tR = 7,96 min) während der Elutionsbedingungen (Glycin-HCl-Lösung,
pH 2,2) und ein weiteres (tR = 11,04 min) kurz nach dem Pu�erwechsel detektiert wur-
den.

Für 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 Molekülmasse von ca. 144 kDa detektiert. Für den Nachweis von IgG
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in den Fraktionen reichte aber die Sensitivität 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 Kavitäten gebunden. Anschließend wurden frei gebliebene Stellen mit Casein ge-
blockt, damit das zugegebene Anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase-Konjugat selektiv nur an
das immobilisierte IgG und nicht zusätzlich an die Kavität gebunden wurde. Überschüs-
siges Konjugat wurde durch einen Waschschritt entfernt. Die Zugabe der TMB-Lösung
induzierte durch Reaktion mit der Peroxidase ein Farbsignal, das photometrisch ausge-
lesen wurde. Hätte es sich bei der eluierten Substanz nicht um IgG gehandelt, hätte kein
Konjugat binden können und eine Farbreaktion wäre ausgeblieben. In den Eluatfraktio-
nen beider Signale konnte IgG nachgewiesen werden, wie die Messdaten in Überlage-
rung mit dem Chromatogramm in Abbildung 4.26 zeigen. Ob neben IgG weitere unspe-
zi�sch gebundene Substanzen wie z. B. Albumine im Eluat vorlagen, konnte mit dem
ELISA aber nicht überprüft werden. Die Elution des gebundenen IgGs erfolgte trotz des
niedrigen pH-Werts von 2,2 demnach nicht vollständig in einem Schritt. Möglich ist, dass
durch Änderung der Salzkonzentration beim Pu�erwechsel eventuell auch unspezi�sch
gebunden gebliebenes IgG nochmals eluierte. Der gleiche E�ekt ist in einem Chroma-
togramm von eluiertem IgG mit einer CIM® Protein A Disk von BIA Separations d.o.o.
(Ajdovščina, Slovenien) zu sehen [361]. In diesem Experiment wurden unterschiedliche
IgG-Konzentrationen (2,62-0,13 mg mL-1) injiziert. Das zweite Signal nach dem Pu�er-
wechsel von Essigsäure, (0,5 M, pH 2,5) auf Tris-HCl (20 mM, pH 7,4) zeigte bei allen
Messungen die gleiche Form und Intensität. Das Chromatogramm wird in der Quelle
aber nicht weiter kommentiert.
Zur Bestimmung der Kapazität 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-1 bzw. 1 mg g-1, bezogen auf das Säulenvolumen und war vergleichs-
weise gering. Mit dem GMA/EDMA-Monolith beispielsweise, den Luo et al. hergestellt
hatten und dessen hohe spezi�sche Ober�äche schon zum Vergleich herangezogen wur-
de (vgl. Abschnitt A auf Seite 107), konnten 20 mg IgG g-1 und mit Protein A-Sepharose®

(P3391, Sigma) können ca. 20 mg mL-1 isoliert werden. Als Ursachen für die geringe Ka-
pazität wurde zum einen eine zu geringe spezi�sche Ober�äche (7 m2 g-1) aufgrund zu
großer Poren (12 µm) und zum anderen eventuell zu wenig vorhandene funktionalisier-
bare Epoxidgruppen angenommen. Andere Funktionalisierungstechniken und eine Zir-
kulation der Proteinlösung, durch die das Protein neben Di�usion unterstützend durch
Konvektion zur Ober�äche des Monoliths gelangt wäre, wären vielleicht e�zienter ge-
wesen, hätten aber vermutlich nicht zu einer um Größenordnungen höheren Kapazität
geführt. Jiang et al. [338] bestimmten in Experimenten, dass sich die Kapazität durch Zir-
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4.3. Monolithsynthese mit GE 100 und GE 500

kulation der Immobilisierungslösung bzw. durch andere Kopplungstechniken wie die
Schiffsche-Base- oder CDI-Methode etwa verdoppelte.
Im Folgenden wurden analog a�nitätschromatographische Experimente mit Kaninchen-
serum (1:5 in PBS, pH 7,6) und Monolithen im Diskformat (7× 2 mm, 77 µL) durchge-
führt, die mit 70 und 75 Vol.-% Porogen hergestellt wurden. Das Diskformat wurde ge-
wählt, 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 Kapazitätsunterschieds verglichen werden. Außerdem 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 überprüft
werden, ob ein höherer pH-Wert die Kopplung begünstigt. Für die Kopplung ist es wich-
tig, dass die zu koppelnde Aminofunktion nicht in ihrer protonierten und dadurch inak-
tiven Form für einen nukleophilen Angri� der Epoxidgruppe vorliegt. Mit pH 11 wurde
deshalb ein pH-Wert gewählt, der oberhalb des pKS-Werts (ε-(NH3

+)) 10,28 [362] von Lysin
liegt. Außerdem betrug die Immobilisierungszeit diesmal anders als bei der Funktiona-
lisierung der Monolithkapillarsäule nicht nur 18 Stunden, sondern 8 Tage. Eine längere
Reaktionszeit kann aber auch die Denaturierung des Proteins bzw. störende Wechsel-
wirkungen zwischen den Proteinen zur Folge haben [338]. Die Immobilisierung mittels
Schiffscher-Base-Methode orientierte sich an der Literaturangabe [117].
Der Gegendruck beider Materialien betrug bei einer im Vergleich zu den Experimen-
ten mit den Monolithkapillarsäulen 5-fach so hohen Flussrate von 2 mL min-1 ca. 51 bar
(5,1 MPa) und entsprach damit dem Systemdruck. Die Monolithe wiesen damit einen zu
vernachlässigenden hydraulischen Widerstand auf. Trotz einer hohen Porosität 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 bloßem Auge nicht zu erkennende Spalten zwischen Mo-
nolith und Filterwand, die durch die Präparationstechnik bzw. Schrumpfung entstanden
sein könnten (vgl. Abschnitt 4.3.3 auf Seite 112), vorlagen, durch die der Eluent unge-
hindert �oss.
Die Chromatogramme der Experimente sind in Abbildung 4.27 gezeigt. Zur Bestimmung
der Kapazitäten, die in Tabelle 4.4 zusammengestellt sind, wurde erneut eine Kalibrier-
gerade mit aus Kaninchenserum aufgereinigtem IgG aufgenommen (vgl. Abbildung 3.2
(B) auf Seite 79). Die Kapazitäten der beiden Monolithmaterialien unterschieden sich bei
keiner Funktionalisierungsart merklich untereinander. Und auch die Kapazitäten beider
Materialien, die mit der Epoxid-Methode bei pH 8 bzw. der Schiffschen-Base-Methode
hergestellt wurden, waren vergleichbar. Die Monolithdisks, die mit der Epoxid-Methode
bei pH 8 hergestellt wurden, wiesen jedoch eine ca. 3-fach höhere Kapazität 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× 2 mm, 77 µL), die mit GE 500 als Monomer und 1,25 Vol.-% Bortri�uoridetherat
(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. Schiffscher-Base-Methode funktionalisiert wurden, Flussrate 2 mL min-1,
manuelle Injektion von 1000 µL Serum (1:5), λ = 280 nm, Waschpu�er PBS (A, pH 7,6),
Elutionslösung Glycin-HCl (B, pH 2,2), 5 min A, 3 min B, 5 min A bzw. für (B, ) 7 min
A, 5 min B, 5 min A.
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Tabelle 4.4. Kapazitäten von Monolithdisks (7× 2 mm, 77 µL), die mit GE 500 als Mo-
nomer und 1,25 Vol.-% Bortri�uoridetherat (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.-% 0,17 mg mL-1 0,05 mg mL-1 0,19 mg mL-1

75 Vol.-% 0,17 mg mL-1 0,06 mg mL-1 0,21 mg mL-1

nolithdisks die bei pH 11 funktionalisiert wurden, auf. Erwartet wurde der gegenteilige
E�ekt. Vermutlich werden die Epoxidgruppen jedoch bevorzugt eher durch Hydroxid-
ionen als durch die Aminofunktionen des Proteins nukleophil angegri�en und/oder das
Protein wurde denaturiert. Ein höherer pH-Wert, um die Deprotonierung der zu kop-
pelnden Aminofunktion sicherzustellen, kann aufgrunddessen nicht verwendet werden.
Alle ermittelten Kapazitäten waren aber, auch trotz doppelt konzentriertem eingesetz-
tem Kaninchenserum, um ein Vielfaches geringer als die der Kapillarsäule (0,44 mg mL-1).
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 Pu�erwechsel zu erkennen, das, wie in den bereits erwähnten Chroma-
togrammen von BIA Separations d.o.o. (Ajdovščina, Slovenien), bei allen Messungen die
gleiche Form und Intensität aufwies. Die geringen Kapazitäten machten letztlich eine
Optimierung des Materials in weiteren Arbeiten notwendig.

4.4 Monolithsynthese mit Monomergemischen

Ein hoher Epoxidgehalt ist für ein rigides Material mit einer zugleich hohen Kapazität
vonnöten, da die Epoxidgruppen sowohl für die Autopolymerisation und Quervernet-
zung als auch für die anschließende Funktionalisierung gebraucht werden. Als Ursache
der geringen Kapazität der Monolithkapillarsäulen bzw. -disks, hergestellt mit GE 500
als Monomer (vgl. Abschnitt 4.3.4 auf Seite 115), wurde deshalb neben einer zu geringen
spezi�schen Ober�äche von 7 m2 g-1 ein zu geringer Epoxidgehalt des Monomers ver-
mutet. Aufgrund dessen wurde der Epoxidgehalt von GE 500 durch Titration überprüft
und zusätzlich nach weiteren polyfunktionellen Epoxidmonomeren mit einem höheren
Epoxidgehalt recherchiert. Die getro�ene Auswahl ist in Tabelle 4.5 zusammengestellt.
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Tabelle 4.5. Epoxidäquivalentgewichte (EEW in [g äq.-1]) 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

118549-88-5 Nagasea 169 (111)

Denacol EX-521

118549-88-5 Nagasea 180 (111)

Polyglycerol-3-polyglycidylether, ERISYS™ GE-38

118549-88-5 Emeraldb 160-180 (111)

Denacol EX-313

25038-04-4 Nagasea 141 (87)

Pentaerythritolpolyglycidylether, ERISYS™ GE-40

30973-88-7 Emeraldb 156-170 (90)
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Struktur CAS Anbieter EEW

Pentaerythritolglycidylether

3126-63-4 Frontier Scienti�cc 102 (90)

Tetraglycidyl-meta-xyloldiamin, ERISYS™ GA-240

63738-22-7 Emeraldb 95-110 (90)

Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat

2451-62-9 Polysciencesd 105 (99)
a Nagase (Europa) GmbH (Düsseldorf)
b Emerald Performance Materials, LLC (Moorestown, USA)
c Frontier Scienti�c, Inc. (Logan, USA)
d Polysciences Europe GmbH (Eppelheim)

GE 500 entsprechend wurden mit Denacol EX-512 und Denacol EX-521 von Nagase (Eu-
ropa) GmbH (Düsseldorf) bzw. mit ERISYS™ GE-38 von Emerald Performance Materials,
LLC (Moorestown, USA) drei weitere Angebote gefunden, die mit 160-180 g äq.-1 zu dem
von Raschig GmbH (Ludwigshafen) angebotenen GE 500 mit 189 g äq.-1 kein entschei-
dend niedrigeres Epoxidäquivalentgewicht besaßen. 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 für n wurde, wie eingangs erwähnt, fünf ange-
nommen. Denacol EX-313, ein weiterer Ether von Nagase, entsprach dem auch in dieser
Arbeit für Monolithsynthesen eingesetzten GE 100 von Raschig (vgl. Abschnitt 4.3.1 auf
Seite 101) und wies mit 141 g äq.-1 ein vergleichendes Äquivalentgewicht zu 145 g äq.-1

von GE 100 auf.
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KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

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 g äq.-1 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 Epoxidäquivalentgewicht mit 156-170 g äq.-1 schwankte und der selbst mit 156 g äq.-1

nur zwei (58 %) der möglichen vier Epoxidgruppen aufwies. Der gleiche Ether von Fron-
tier Scienti�c, Inc. (Logan, USA) wies laut Angabe von 102 g äq.-1 ein dem theoretischen
Äquivalentgewicht von 99 g äq.-1 nahezu entsprechenden Epoxidgehalt auf. Das auf An-
frage zur Verfügung gestellte NMR-Spektrum, nach dem die Reinheit mit 95 % bestimmt
und von der auf das Epoxidäquivalentgewicht geschlossen wurde, zeigte aber neben den
zu erwartenden noch weitere Signale und war dem Spektrum des in dieser Arbeit syn-
thetisierten Pentaerythritoltetraglycidylethers (1) ähnlich (vgl. Abschnitt 4.1.1 auf Sei-
te 81). Daneben wies auch Tetraglycidyl-meta-xyloldiamin (ERISYS™ GA-240) mit 95-
110 g äq.-1 im Vergleich zum theoretischen Äquivalentgewicht von 90 g äq.-1 einen viel-
versprechenden Epoxidgehalt auf. Das Polymer wäre jedoch durch das aromatische Sys-
tem hydrophob und würde dadurch hydrophobe unspezi�sche Bindungen begünstigen.
Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC) von Polysciences Europe GmbH (Eppelheim)
ist der Vollständigkeit wegen aufgeführt und liegt nach dem Epoxidäquivalentgewicht
in 98 %iger Reinheit vor, die laut Anbieter mittels GC bestimmt wurde.

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass kein alternatives tri- oder tetrafunktionelles
Epoxidmonomer gefunden werden konnte, das über einen ausreichend hohen Epoxid-
gehalt verfügte und sich zugleich in seiner Polarität 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 erhältlich ist, einzusetzen. Porogenmischung und -anteil soll-
ten unverändert bleiben. Durch den gleichbleibenden Porogenanteil von 75 Vol.-% sollte
eine weiterhin hohe Porosität für eine gute Permeabilität beibehalten werden.
Die Strukturen der eingesetzten Diepoxide sind in Abbildung 4.28 gezeigt. Die Reinheit
der verwendeten Chargen betrug für 1,3-Butadiendiepoxid (BDE) 99,1 %, (≥ 97 %) und
für 1,4-Butandioldiglycidylether (BDG) 96,1 % (≥ 95 %). Für Ethylenglycoldiglycidylether
(EDG) lag keine Reinheitsangabe vor. Die Epoxidgehalte wurden, wie im Folgenden be-
schrieben, mittels Titration überprüft 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 Ansätze wurden im Hinblick auf ihre Härte und porösen 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 [225–227] wird der Epoxidgehalt durch Titration von z. B. Tetraethylammoni-
umbromid mit Perchlorsäure und über den dabei in situ erzeugten Bromwassersto� be-
stimmt. Aufgrund des Einsatzes von Perchlorsäure sind bestimmte Sicherheitsmaßnah-
men einzuhalten, die nicht gewährleistet werden konnten.
Deshalb wurde der Epoxidgehalt, wie in Abbildung 4.29 (A) dargestellt, durch Hydro-
chlorierung mit Salzsäure und Rücktitration des Überschusses mit Natronlauge bestimmt.

Abbildung 4.29. Reaktionen zur Bestimmung des Epoxidgehalts durch Titration der rot
markierten Spezies. (A) Hydrochlorierung mit Salzsäure, (B) Ringö�nung mit Natrium-
sul�t.

Sie kann im Wässrigen sowie in Alkoholen, Pyridin, Diethylether, Pyridin-Chloroform,
Ethylglycol oder 1,4-Dioxan durchgeführt werden. Siggia und Hanna [228] empfehlen
für Epoxidharze die Bestimmung durch Hydrochlorierung in 1,4-Dioxan durchzufüh-
ren, weil sich die Harze vollständig lösen, sie einfach durchzuführen ist und nur α, β-
ungesättigte Carbonylverbindungen einen störenden Ein�uss ausüben, die allerdings
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Tabelle 4.6. Durch Titration bestimmte Epoxidäquivalentgewichte (EEW in [g äq.-1])
bzw. Epoxidwerte (EN in [äq.-1/100 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 Natriumsul�t Anbieterangabe Theoretisch
EN EEW EN EEW ENa EEW EN EEW
GE 500c

0,31 323 0,35 287 0,53 189 0,90b 111b

BDGc

0,36 282 0,96 104 k. A. 0,92 109

EDGc

0,43 232 0,74 135 k. A. 1,15 87

BDEc

1,25 80 2,27 44 k. A. 2,32 43
a Die Werte wurden aus den vom Anbieter angegebenen Epoxidäquivalentgewichten nach Gleichung
2.3 auf Seite 23 berechnet.

b Wert gilt für n = 5.
c 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 vernachlässigen.
Die Titration wurde nach einer Vorschrift von Bechtle [349] durchgeführt, 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/Salzsäure-Lösung lösten, 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
möglichen Epoxidgruppen.
Die Titration wurde daraufhin, wie in Abbildung 4.29 (B) gezeigt, durch Ringö�nung mit
Natriumsul�t und Titration der dabei entstehenden Natronlaugeäquivalente wiederholt.
Für GE 500 wurde kein höherer Epoxidgehalt bestimmt, demzufolge waren möglicher-
weise tatsächlich weniger Epoxidgruppen in GE 500 gebunden als angenommen. Eine
Unterbestimmung kann aber auch durch zusätzliche Base konsumierende Gruppen ver-
ursacht worden sein. Wie in Abschnitt 2.2.3 auf Seite 19 ausgeführt, werden polyfunk-
tionelle Glycidylether durch Bildung eines Halohydrins und anschließender Dehydro-
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halogenierung im Basischen synthetisiert. Es ist denkbar, dass diese bei der Herstellung
von GE 500 nicht vollständig verlaufen war und verbliebene Halohydrine die gebildeten
Basenäquivalente verbrauchten. Der zusätzliche Verbrauch von Base hätte auch bei der
Hydrochlorierung und Rücktitration mit Natronlauge zur Unterbestimmung geführt.
Die Titration von BDE ergab hingegen einen Epoxidgehalt von nahezu 100 %. Für BDG
ergab sich eine leichte Überbestimmung und für EDG wurde ein Epoxidgehalt von 64 %
bestimmt. Dies wurde auch durch die aufgenommenen NMR-Spektren (vgl. Abbildungen
A.9-A.13 auf Seite 159) bestätigt. Das Spektrum von BDE zeigte neben den zu erwarten-
den Signalen nur ein zusätzliches Signal von Wasser, das wahrscheinlich aus DMSO, mit
dem die Proben für die Messung gemischt wurden, stammte. Gleiches galt für das Spek-
trum von BDG. In beiden Spektren stimmte die Integration der Signale mit der Anzahl
der in der Struktur gebundenen Protonen überein. Das Spektrum von EDG zeigte hin-
gegen noch vorliegende Verunreinigungen. Das bedeutete, dass BDE pro Gramm über
einen 2,4-fach so hohen Epoxidgehalt wie BDG bzw. einen 3-fach so hohen wie EDG
verfügte. 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 höher.

4.4.2 Variation des Diepoxidanteils und Härtebestimmung

Die Reaktionsbedingungen sollten, wie eingangs bereits erwähnt, konstant gehalten und
nur die Monomermischung mit einem Gesamtanteil von 25 Vol.-% optimiert werden. Da-
für wurde der Anteil der drei Diepoxide von 5 bis 100 % in fünf Prozent-Schritten erhöht.
Im Vergleich zum Ansatz mit ausschließlich 25 Vol.-% GE 500 wurde der Epoxidgehalt,
auf Grundlage der Titrationsergebnisse (vgl. Abschnitt 4.4.1 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 4.30 gezeigt.
Es ist zu erkennen, dass eine Phasenseparation bei Zugabe von BDG bis zu einem An-
teil von 50 % auftrat und die Monolithblöcke mit höheren 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-
sätze aber �üssig. Die Zugabe der doppelten Katalysatormenge zum Ansatz mit 100 %
BDE führte 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 Monolithblöcken, 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.-%
Bortri�uoridetherat (1:10) als Katalysator in 75 Vol.-% Porogen (1,4-Dioxan/Methyl-tert-
butylether (MTBE) (2:3)) hergestellt wurden. Außerdem Aufnahmen der nach der Trock-
nung transparent gewordenen Monolithe und eingezeichneter Grenze in den Versuchs-
reihen, ab der der E�ekt eintrat. Der Anteil des Diepoxids wurde anteilig an 25 Vol.-%
Gesamtmonomeranteil in fünf Prozent-Schritten von 5 bis 100 % erhöht.
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die Monomermischung und schließlich das gebildete Polymer wahrscheinlich für die
Porogenmischung unter anderem zu hydrophil, sodass die Phasenseparation, wie be-
obachtet, immer später eintrat, was eine Reduzierung der Porengröße zur Folge hatte.
Die Blöcke erschienen dadurch transparent. Das Ausbleiben der Bildung eines festen
Monolithblocks bei einigen Ansätzen muss kein Indiz für das Ausbleiben der Polymeri-
sation gewesen sein. Die gebildeten Polymerketten waren vermutlich zu hydrophil, um
zu präzipitieren. Die doppelte Katalysatormenge führte zu einer stärkeren Vernetzung,
durch die die Bildung des transparenten Feststo�s mit folglich sehr kleinen Poren indu-
ziert wurde (vgl. Abschnitt 2.1.3 auf Seite 9).
Nach Trocknung der Monolithe waren die zuvor noch phasenseparierten Blöcke von
BDG (40-50 %), EDG (50-75 %) und BDE (65-75 %) stark geschrumpft und transparent.
Die Schrumpfung von Polymeren, besonders durch erhöhte Temperatur, ist bekannt und
wird durch die Knäuelung der Makromoleküle erklärt [363]. Damit lässt sich auch die Be-
obachtung plausibel erklären, dass die Schrumpfung umso stärker eintrat je länger die
Alkylkette zwischen den beiden Epoxidgruppen war. Die längeren Ketten konnten sich
leichter und stärker knäueln. Ab einem bestimmten Anteil an Comonomer führte dies
zum Zusammenfallen des gesamten Monolithblocks. Dadurch reduzierte sich die Poren-
größe, das Material wurde dichter und erschien transparent.
Die Härte nach Shore A wurde nur von den folgenden phasensepariert gebliebenen
Ansätzen bestimmt:

• BDG: 10 %, 20 %, 25 %, 30 %,

• EDG: 10 %, 20 %, 30 %, 40 %,

• BDE: 10 %, 20 %, 30 %, 35 %, 40 %, 50 %, 60 %.

Sie sind im Säulendiagramm in Abbildung 4.31 dargestellt. Die Werte schwankten dabei
nicht so stark in Abhängigkeit 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 Härten waren zudem nahezu unabhängig von dem Anteil an beige-
mengtem Comonomer. Die Monolithe, die mit EDG und BDG hergestellt wurden, waren
mit gemittelten Härten von 20 und 26 nahezu gleich hart und weicher als der GE-500-
Monolith, der eine Härte von 39 aufwies. Die Blöcke, die mit BDE polymerisiert wurden,
waren mit einer gemittelten Härte von 59 hingegen im Durchschnitt um das 1,5-fache
härter. Das ist plausibel durch den höheren Epoxidgehalt der Ansätze mit BDE zu er-
klären. Dadurch war eine stärkere Vernetzung möglich, die zu einer höheren Rigidität
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Abbildung 4.31. Härten nach Shore A ausgewählter Monolithblöcke, 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.-% Bortri�uoridetherat (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 Härte von 39 auf.

der Monolithe führte. Außerdem kann die nicht vorhandene Verbrückung der Epoxid-
gruppen in BDE einen Ein�uss auf ein starreres Netzwerk gehabt haben. BDG und EDG
weisen hingegen längere Alkylketten zwischen den beiden Epoxidgruppen auf, durch
die die Netzwerke umgekehrt folglich �exibler wurden. Sie wurden damit sogar trotz
höherem Epoxidgehalt �exibler als der GE-500-Monolith. Die BDE-Monolithe waren im
Vergleich sogar härter, als der härteste GE-500-Monolith, der mit 60 Vol.-% Porogenanteil
hergestellt wurde und eine Härte von 51 aufwies.

4.4.3 Morphologie und Porosimetrie

Die Morphologie aller Proben wurde mittels ESEM untersucht. Ausgewählte Aufnah-
men sind in Abbildung 4.32 gezeigt. Die Monolithe mit BDG als Comonomer zeigten
bis zu einem Anteil von 20 % eine globuläre makroporöse 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-
lären Clustern zusammensetzte, die ein makroporöses Porennetzwerk bildeten, wie es
auf den anderen beiden Aufnahmen zu erkennen war. Mit EDG als Komponente zeigte
sich die gewohnt globuläre Struktur, die sich ab einem Anteil von 40 % verfeinerte und
ab 45 % wieder dicht und nicht mehr globulär war. Bei den Monolithen mit BDE, trat die
Strukturänderung mit 35 %igem Anteil ein. Die Struktur wurde mit steigendem BDE-
Anteil von 40 über 50 zu 60 % immer dichter und auf der Aufnahme des Monoliths mit
60 %igem Anteil BDE sind mit der Au�ösung des ESEM keine Poren mehr zu erkennen.
Die Porosimetriemessungen erfolgten mittels Quecksilber-Intrusionsporosimetrie. Die
Daten sind in Tabelle 4.7 zusammengestellt und die Porengrößenverteilungen graphisch
in den Abbildungen 4.33 bis 4.35 dargestellt (vgl. Quecksilber-Intrusionskurven in Ab-
bildung A.8 (B-D) auf Seite 158). Die Porositäten aller Monolithe lagen bei 75 Vol.-% ein-
gesetztem Porogenanteil wie erwartet im Bereich von 63-70 % und unterschieden sich
nicht von der Porosität des GE-500-Monoliths (66 %). Eine au�ällige Reduzierung der
Porosität von 70 auf 59 % ergab sich bei Zunahme des BDE-Anteils von 50 auf 60 %.
Die Porengröße sank, wie schon auf den ESEM-Aufnahmen zu erkennen war, generell
mit steigendem Diepoxidanteil in der Monomermischung. Dieser Trend kann, wie be-
reits erläutert, durch die später eingetretene Phasenseparation aufgrund der mit steigen-
dem Comonomeranteil hydrophiler werdenden Polymere erklärt werden. Im Fall von
BDG und EDG waren die Porengrößen der Monolithe mit Anteilen bis 20 % im Vergleich
zum GE-500-Monolith (12 µm) größer. Erst ab 20 % sanken sie stetig und bei 30 % BDG
lagen sogar drei Porengrößen nebeneinander vor. Die Porengröße 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 spezi�sche Ober�äche wurde
dadurch auch nicht signi�kant gesteigert. Durch 5-35 %ige Beimischungen von BDE �el
die Porengröße ebenfalls größer als beim GE-500-Monolith aus und veränderte sich mit
steigendem Anteil bis 35 % kaum. Bei 35 und 40 %igem Anteil lagen bimodale Verteilun-
gen mit ca. 12 und 5 bzw. 7 µm großen Poren vor. Mit der Steigerung des Anteils auf
50 % sank die Porengröße jedoch beachtlich auf 800 nm und halbierte sich bei 60 %igem
Anteil nochmals auf 400 nm. Parallel stieg die spezi�sche Ober�äche von ca. 8 m2 g-1 bei
40 %igem Anteil auf ca. 15 bzw. 22 m2 g-1 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 Porengröße letztlich um den Faktor 30
und die spezi�sche Ober�äche verdreifachte sich auf 22 µm2 g-1 bei gleichbleibend ho-
her Porosität von ca. 60 %. Die Nanometer großen Poren schienen zudem nicht in einem
geschlossenen Porensystem vorzuliegen. Wäre dies der Fall gewesen, wären sie bei den
Porosimetriemessungen nicht erfasst und die Porosität wäre geringer bestimmt wor-
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Abbildung 4.32. ESEM-Aufnahmen ausgewählter Monolithblöcke, 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.-% Bortri�uoridetherat (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. Poröse 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.

Porosität [%]

Diepoxidanteil [Vol.-%] BDG EDG BDE

5 63± 3 65± 4 66± 4
10 66± 3 65± 3 65± 4
20 66± 3 64± 3 67± 4
25 64± 3 - -
30 63± 3 63± 3 68± 3
35 - - 68± 3
40 - 64± 3 70± 3
50 - - 70± 4
60 - - 59± 4

Porengröße [µm]

Diepoxidanteil [Vol.-%] BDG EDG BDE

5 20,8± 0,4 20,9± 0,4 14,7± 0,3
10 18,3± 0,4 11,7± 0,2 16,3± 0,3
20 9,8± 0,2 9,8± 0,2 14,6± 0,3
25 8,4± 0,2 - -
30 6,1± 0,1 8,4± 0,2 16,3± 0,3

2,5± 0,1 5,2± 0,1
1,0± 0,1

35 - - 11,7± 0,2
4,5± 0,1

40 - 5,5± 0,1 11,7± 0,2
6,7± 0,1

50 - - 0,8± 0,1
60 - - 0,4± 0,1

spezi�sche Ober�äche [m2 g-1]

Diepoxidanteil [Vol.-%] BDG EDG BDE

5 4,5± 0,1 3,3± 0,1 3,9± 0,1
10 3,8± 0,1 4,9± 0,1 3,7± 0,1
20 7,6± 0,2 6,1± 0,2 4,0± 0,1
25 5,6± 0,2 - -
30 9,1± 0,3 7,0± 0,2 4,7± 0,1
35 - - 4,7± 0,1
40 - 6,0± 0,2 8,2± 0,2
50 - - 15,2± 0,4
60 - - 22,3± 0,6
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Abbildung 4.33. Porengrößenverteilungen (0,005-200ṀPa) 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.-% Bortri�uoridetherat (1:10) als Katalysator.

den. Eine Ursache kann die konstant gehaltene hohe Porosität sein. Durch den hohen
„Lochanteil“ im Verhältnis zum niedrigeren „Feststo�anteil“ können 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 4.19 auf Seite 109), weil durch die Reduzierung des Porogenvolumenan-
teils entsprechend die Porosität, also der „Lochanteil“ im Verhältnis zum „Feststo�an-
teil“, abnahm.
In Kombination mit den Ergebnissen der Härtemessung (vgl. Abschnitt B bzw. 4.4.2 auf
Seite 111 bzw. 127) lässt sich außerdem feststellen, dass die Rigidität hauptsächlich von
der Porosität und nicht vom Porendurchmesser abhängig war. Diese unterschied sich
nicht bedeutsam innerhalb einer Versuchsreihe, in der nach den Porosimetriemessungen
die Porosität ähnlich hoch war, sich die Porengröße jedoch änderte.
Zusammenfassend führte die Beimischung der drei Diepoxide als Comonomere ab einem
jeweils bestimmten Anteil zu einer Verkleinerung der Poren bei gleichbleibend hoher Po-
rosität 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 Porengröße lag hierbei im
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Abbildung 4.34. Porengrößenverteilungen (0,005-200ṀPa) 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.-% Bortri�uoridetherat (1:10) als Katalysator.
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Abbildung 4.35. Porengrößenverteilungen (0,005-200ṀPa) 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.-% Bortri�uoridetherat (1:10) als Katalysator.
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Abbildung 4.36.Monolithdisk (7× 2 mm, 77 µL) in Inline-Solvent-Filter, die mitGE 500
und 60 % 1,3-Butadiendiepoxid (BDE) in 75 Vol.-% Porogen (1,4-Dioxan/Methyl-tert-
butylether (MTBE) (3:2)) und 1,25 Vol.-% Bortri�uoridetherat (1:10) als Katalysator her-
gestellt wurde, ca. 19 Wochen nach ihrer Präparation.

dreistelligen Nanometerbereich und der 60 %ige Anteil führte zu einer Verdreifachung
der bisherigen spezi�schen Ober�äche bei gleichzeitiger 1,6-fachen Steigerung der Rigi-
dität (vgl. Abschnitt 4.4.2 auf Seite 127). Im Folgenden wurden Monolithdisks mit diesem
Material hergestellt, um zu untersuchen, ob durch die erhöhte spezi�sche Ober�äche
auch eine signi�kante Kapazitätssteigerung erzielt werden konnte.

4.4.4 A�nitätsexperiment

Monolithdisks (7× 2 mm, 77 µL) wurden analog zu der in Abschnitt 4.3.3 auf Seite 112
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 für die Funk-
tionalisierung nicht herausgedrückt werden konnten. Durch die höhere Rigidität des
GE 500/BDE-Monoliths (nach Shore A: 61) und/oder durch die Adhäsion an die Filter-
wand schrumpften sie eventuell auch nicht so stark im Vergleich zu den ausschließlich
mit GE 500 präparierten Disks. In Abbildung 4.36 ist exemplarisch ein Foto einer Mono-
lithdisk nach 132 Tagen (ca. 19 Wochen) gezeigt (vgl. Abbildung 4.25 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 Kapazität
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 (ε-(NH3

+)) 10,28 [362] von Lysin). Der höhere pH-Wert
führte bei der Epoxid-Methode zu schlechteren Kapazitäten im Vergleich zur Immobili-
sierung bei niedrigeren pH-Werten. Die Schiffsche-Base-Reaktion wird bei schwäche-
ren Nukleophilen durch Brønsted-Säuren beschleunigt. Mit Aminen als Nukleophile
kann sie aber zumindest im schwach Basischen durchgeführt werden [166].
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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-1. Trotz
kleinerer Poren (400 nm) bei etwa gleich hoher Porosität (59 %) wiesen die Disks mit
56 bar (5,6 MPa) als Gegendruck wiederum nur den Systemdruck auf. Dies sprach sehr
dafür, dass der Eluent durch vorhandene Spalten ungehindert �oss. Für die Elution wur-
de zunächst wieder eine Glycin-HCl-Lösung mit pH 2,2 eingesetzt. Im Chromatogramm
in Abbildung 4.37 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, woraufhin die Signale aber nicht schmaler wur-
den. Eventuell liegt die verzögerte Elution an einem durch die kleineren Poren (400 nm)
entstandenen gewundenen Porensystem, das das eluierte IgG erschwerter passierte als
die 12 µm großen Durch�ussporen der GE-500-Disks.
Die Kapazität (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-1. Auch bei pH 2,0 nahm sie
von 0,90 mg mL-1 auf 0,8 mg mL-1 nur geringfügig ab. Die gemessene Kapazität über sechs
Messungen hinweg stabil. Bei pH 1,8 halbierte sie sich nach drei Messungen allerdings
auf 0,4 mg mL-1 und bei der vierten Messung nochmals auf 0,2 mg mL-1. Bei einem pH-
Wert unter 2,0 schien entweder die kovalente Bindung zwischen rekombinantem Protein
A und Monolith zerstört 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 höhere Kapazität auf,
obwohl die Injektion des Serums wieder manuell erfolgte. Die Ein�üsse der Porenstruk-
tur und der abgeänderten Funktionalisierungsbedingungen ließen sich nicht genau be-
stimmen. Ein wichtiger Grund für die Kapazitätssteigerung wird aber die im Vergleich
3-fach höhere Ober�äche gewesen sein.
Die E�zienz einer entwickelten monolithischen Phase mittels A�nitätsexperiment über
die isolierbare Menge an Analyt zu testen, ist wegen der Funktionalisierung mittels Pro-
tein A relativ kostenintensiv und beansprucht insgesamt viel Zeit. Außerdem wäre eine
wichtige Charakterisierung des Materials die Menge an immobilisiertem Ligand, die im
Folgenden als Proteinbindungskapazität bezeichnet wird, zu bestimmen und dadurch
auch die Reproduzierbarkeit der Herstellung zu überprüfen. Dazu eignet sich als Mo-
dellprotein Rinderserumalbumin (engl. Bovine Serum Albumin, BSA), da es zum einen
kostengünstig zu erwerben und zum anderen gut charakterisiert ist. Die Proteinbin-
dungskapazität könnte schließlich mit der im A�nitätsexperiment bestimmten Kapa-
zität 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× 2 mm, 77 µL), 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.-% Bortri�uoridetherat (1:10) als Katalysator hergestellt und mittels
Schiffscher-Base-Methode funktionalisiert wurde, Flussrate 2 mL min-1, manuelle In-
jektion von 1000 µL Serum (1:2), λ = 280 nm, Waschpu�er PBS (A, pH 7,6), Elutionslösung
Glycine-HCl (B, pH 2,2/2,0/1,8), 10 min A, 5 min B, 5 min 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 Proteinbindungskapazität

Für die Bestimmung der Proteinbindungskapazität mittels der Di�erenzmethode, bei der
die Konzentrationsabnahme des Proteins in der Immobilisierungslösung verfolgt wird,
war bei gegebener Kapazität von 0,90 mg mL-1 die Abnahme der eingesetzten Protein-
konzentration (5 mg mL-1) zu gering. Deshalb sollte sie, wie in der Literatur für Epoxid-
funktionalisierte Monolithe beschrieben [338,364,365], mit einem BCA-Test ermittelt werden.
Als Modellprotein wurde BSA gewählt. Der Vorteil eines Bradford-Tests gegenüber 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 Lösung entsteht. Hierdurch muss die Quanti�zierung der Färbung
nicht mit dem Feststo� durchgeführt werden, sondern kann photometrisch in Lösung
erfolgen. Bei dem Test mit dem unfunktionalisierten Monolith stellte sich aber heraus,
dass schon dieser eine starke Violettfärbung hervorrief. Daraufhin wurde der Test mit
Fractogel® EMD Epoxy (M), einem kommerziell erhältlichen epoxidbasierten Methac-
rylatharz und den Epoxidmonomeren TEPIC, GE 500, BDG, EDG sowie BDE durchge-
führt. Dabei interagierten alle Substanzen. Die Lösungen waren, wie auf dem Foto in
Abbildung 4.38 zu sehen, bis auf die mit BDE, intensiv violett gefärbt. Die Porogene 1,4-
Dioxan und MTBE sowie der Katalysator Bortri�uoridetherat führten dagegen zu keiner
Färbung. Einen störenden Ein�uss 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, wäre aber nach Wiechelmann et al. [366] unge-
nau. Denn ihren Studien zufolge setzt sich die Farbintensität nicht additiv aus den sie
induzierenden Einzelredoxreaktionen zusammen. Interferenzen können 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 [367]. Die Idee ist in Abbildung 4.39 veranschaulicht. BSA wird
mit 5,5’-Dithio-bis(2-nitrobenzoesäure) (DTNB), das unter dem Namen Ellman-Reagenz
und für den Nachweis von Thiolen bekannt ist, in einer Thiol-Disul�d-Austauschreaktion
funktionalisiert. Das in der Reaktion freigesetzte 2-Nitro-5-thiobenzoat (TNB2–) muss ab-
getrennt werden. Das Rinderserumalbumin-Nitrothiobenzoesäure-Konjugat (BSA-TNB)
wird schließlich auf dem Trägermaterial kovalent immobilisiert und TNB2– durch Zuga-
be von Dithiothreitol (DTT) reduktiv abgespalten. TNB (pKS = 4,41) liegt im Neutralen
deprotoniert (TNB2–) vor und kann bei seiner maximalen Absorption bei 412 nm photo-

Fractogel® Monolith GE 500 GE 500 in Porogen 

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

1,4-Dioxan/MTBE (2:3) 
+ BF3‧Diethylether 

EDG BDG BDE TEPIC 

Monolith gewaschen mit DMSO 

Abbildung 4.38. Bicinchoninsäure-Tests (BCA-Tests) mit den angegebenen Lösungen
und Substanzen.
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Abbildung 4.39. Synthese des Rinderserumalbumin-Nitrothiobenzoesäure-Konjugats
(BSA-TNB) in einer Thiol-Disul�d-Austauschreaktion zwischen Rinderserumalbumin
(engl. Bovine Serum Albumin, BSA) und 5,5’-Dithio-bis(2-nitrobenzoesäure) (DTNB) un-
ter Abspaltung von 2-Nitro-5-thiobenzoat (TNB2–) sowie die reduktive Abspaltung des
zu quanti�zierenden 2-Nitro-5-thiobenzoats mit Dithiothreitol (DTT).

metrisch quanti�ziert werden. Für die Funktionalisierung wurde angenommen, dass ein
Cysteinrest (Cys-34) der insgesamt 35 im BSA gebundenen Cysteine nicht in einer Di-
sul�dbrücke gebunden ist [368] und für die Kopplung des Farbsto�s zur Verfügung steht.
Zur Überprüfung der Kopplungsdichte wurde die Absorption der Konjugatlösung nach
reduktiver Farbsto�abspaltung mit der einer Cystein-TNB-Lösung gleicher Sto�men-
genkonzentration verglichen. Die Absorption der Konjugatlösung war um das 1,5-fache
höher. Das bedeutete, dass durchschnittlich mehr als ein Farbsto�molekül an einem BSA-
Molekül gebunden war. Erklärbar ist dies durch Bindung von TNB-Molekülen in Bin-
dungstaschen des BSA, die im Organismus dem Transport von Fettsäuren dienen [369].
Daneben war es auch möglich, dass kein TNB-Molekül 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-Moleküls mit TNB
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nicht gewährleistet war, handelte es sich um eine Relativmethode, deren Quanti�zierung
über eine Kalibrierung mit der jeweiligen Konjugatlösung erfolgen musste.
Die Funktionalisierung der Monolithe wurde bisher mittels der Epoxid- oder Schiff-
schen-Base-Methode durchgeführt. Das Konjugat sollte zur Vergleichbarkeit unter glei-
chen Bedingungen immobilisiert werden, sodass seine Stabilität unter diesen gewähr-
leistet sein musste. Es wurde die Beständigkeit 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 durchgeführt wurde. Beide
waren bis pH 9 stabil. Bei pH 10 wurde die Disul�dbrücke 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, verel�achte sich aber nach 2 h auf
0,11. Eine Funktionalisierung im Basischen ab pH 10 wäre somit nicht möglich.
In Gegenwart von Natriumcyanoborhydrid war eine stetige Erhöhung der Absorption
nach sofortiger Messung von 0,01 bei pH 3 auf 0,02 bei pH 7 zu verzeichnen. Über 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 2 h betrug sie schon 0,34 bei
pH 8 und 0,44 bei pH 10. Die Disul�dbrücke wurde demnach von Natriumcyanoborhy-
drid reduziert. Von der Stabilität 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 maßgebliche Limitierung zeigte sich
bei Zugabe des Konjugats zu Fractogel®, das als Testmaterial eingesetzt wurde. Nach Zu-
gabe von DTT zur reduktiven Abspaltung verfärbte sich die Lösung erwartungsgemäß
gelb, entfärbte sich aber hierauf zusehends. Es kann vermutet werden, dass das freige-
setzte TNB2– über seine Thiolatfunktion die nicht reagierten Epoxidgruppen nukleophil
angreift. Eine Quanti�zierung war infolgedessen nicht möglich und die Methode zu-
mindest mit TNB als Farbsto� für epoxidbasierte Trägermaterialien ungeeignet. Folglich
konnte die Proteinbindungskapazität im Rahmen dieser Arbeit nicht bestimmt, sondern
nur die isolierbare Analytmenge im A�nitätsexperiment ermittelt werden.
DTNB könnte aber zur Überprüfung der E�zienz von Blockingreagenzien für epoxid-
basierte Materialien eingesetzt werden. Das geblockte Material würde mit einer Lösung
von TNB2- (DTNB + DTT) versetzt. Dieses würde mit ungeblockten Epoxidgruppen rea-
gieren und die Abnahme der Absorption entspräche der ungeblockten Epoxidmenge.
Dies wäre eine durchaus bedeutsame und gleichzeitig einfach durchzuführende Anwen-
dung, weil das Blocking von Trägermaterialien in der A�nitätschromatographie zur Ver-
meidung unspezi�scher Bindungen eine wichtige Rolle spielt.
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4.5 Überblick über hergestelltemonolithische Phasen

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals mit den polyfunktionellen Glycidylethern
α-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 Präparationen mit TEPIC gestalteten sich aufgrund einer notwendig hohen Reak-
tionstemperatur von 90 °C als di�zil. Dennoch gelang die blasenfreie Präparation von
Monolithkapillarsäulen in FEP-Schläuchen mit Durchmessern von 0,8 mm in einem an-
gefertigten Aluminiumheizblock. Die Säulen wiesen bei einer Porosität von 55 % 4 µm
große Poren auf und besaßen eine spezi�sche Ober�äche von 2 m2 g-1, die in der Grö-
ßenordnung von Hosoya et al. [192] hergestellten TEPIC-Monolithen (3 m2 g-1) lagen. Die
Präparationstechnik ließ sich allerdings nicht auf die Säulenherstellung in Edelstahlka-
pillaren oder PEEK-Kapillaren übertragen. Problematisch war hierbei der Verschluss der
Kapillaren. Da sich FEP als Säulenmantel für A�nitätsexperimente nicht eignete, wur-
den die Phasen nicht im A�nitätsexperiment verwendet.

Stattdessen wurden monolithische Phasen mit GE 500 als Monomer sowohl im Kapillar-
(60× 0,5 mm, OD 1/16′′, 12 µL) als auch im Diskformat (7× 2 mm, 77 µL) bei Raumtem-
peratur hergestellt, mit rekombinantem Protein A funktionalisiert und im A�nitätsex-
periment eingesetzt. Die Disks wurden in einem dafür umfunktionierten Inline-Solvent-
Filter in situ hergestellt, mit dem sie an die HPLC-Anlage angeschlossen werden konnten.
Die Präparation gelang nach Optimierung fehlstellen- und blasenfrei, ohne nötige vor-
angehende Entgasung der Polymerisationslösung. Die Monolithe wiesen eine hohe Po-
rosität von 66 % und 12 µm große Poren auf. Ihre spezi�sche Ober�äche betrug 7 m2 g-1.
Nach Funktionalisierung der Monolithkapillarsäule mittels der Epoxid-Methode wurde
nachweislich IgG aus der sehr komplexen Probe Kaninchenserum isoliert. Als Kapazi-
tät wurden 0,44 mg mL-1 bestimmt. Bei Funktionalisierung der Monolithe im Diskformat
mittels der Epoxid-Methode bei pH 11 reduzierte sich die Kapazität um den Faktor sieben
und bei Funktionalisierung bei pH 8 bzw. mittels Schiffscher-Base-Methode halbierte
sie sich. Dies kann eventuell auf eine unzureichende manuell durchgeführte Beladung
mit dem Serum zurückgeführt werden. Bei pH 11 können die Epoxidgruppen durch Re-
aktion mit Hydroxidionen für die Kopplung inaktiviert und/oder das Protein kann durch
den hohen pH-Wert denaturiert worden sein. Die erzielte Kapazität war im Vergleich
zu der von z. B. sepharosebasierten Materialien (20 mg mL-1 P3391, Sigma) und der von
GMA/EDMA-basierten CIM® r-Protein A Disks (≥ 10 mg ml-1) von BIA Separations d.o.o.
(Ajdovščina, Slovenien) [370] gering.
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Durch Beimischung von 60 % BDE als Comonomer zu GE 500 konnte das Material hin-
sichtlich der Porengröße und spezi�schen Ober�äche optimiert werden. Bei höheren
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 Porengröße wurde um den Faktor 30 auf 400 nm reduziert und die spezi�sche
Ober�äche um das 3-fache auf 22 m2 g-1 bei nahezu gleichbleibend hoher Porosität von
59 % gesteigert. Die Poren waren somit kleiner als die der kommerziell zu erwerbenden
CIM® Protein A Disks von BIA Separations, die mittlere Porengrößen [370] im Bereich von
1,2-1,5 µm aufweisen. Ein Vergleich der spezi�schen Ober�äche ist aufgrund fehlender
Angabe [370] nicht möglich. Die Kapazität konnte mit dem GE 500/BDE-Monomergemisch
auf ca. 1 mg mL-1 verdoppelt werden. Sie war über sechs Messungen bei eingeschlosse-
ner pH-Wert-Reduzierung für 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 Kapazität durch Optimierung der Beladung und Funktionali-
sierungsbedingungen gesteigert werden könnte. Den Ein�uss der Funktionalisierungs-
bedingungen für CIM® Disks zeigen die Arbeiten der Gruppen von Tennikova [358] aus
dem Jahr 2000. In denen funktionalisierten sie eine CIM® Disk mittels Epoxid-Methode
mit rekombinantem Protein A und erzielten eine Kapazität von 1,95 mg IgG mL-1, die in
der Größenordnung der mit den in dieser Arbeit hergestellten Disks erzielten Kapazi-
tät liegt. Außerdem wurde die Kapazität nicht durch Verwendung von aufgereinigtem
IgG [370] 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 Epoxidfunktionalität dabei durch GMA
in den Monolith eingebracht wird, wurden die Epoxidgruppen bei den GE 500/BDE-
Monolithen sowohl für die Polymerisation als auch für die Funktionalisierung genutzt.
Unter diesen Gesichtspunkten ist die erzielte Kapazität für die anfängliche Entwicklung
sehr zufriedenstellend.
Um IgG in analytischen Mengen aus einer auch komplexen Probenmatrix wie z.Ḃ. Blutse-
rum anzureichern, können die in dieser Arbeit entwickelten Monolithe durchaus einge-
setzt werden. Die Kapazität des so weit entwickelten Monoliths könnte durch eine nach-
trägliche polyfunktionelle Beschichtung, mit der zusätzliche funktionalisierbare Grup-
pen eingebracht würden, erhöht werden. Somit könnten Monolithdisks mit erhöhter
Kapazität 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-
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duzieren ließen als Kapillarsäulen. Weitere Arbeiten sollten sich aber zunächst mit der
Abdichtung der Disk im Filter beschäftigen, sodass eine Spaltenbildung ausgeschlos-
sen ist und der maximal anlegbare Druck bestimmt werden kann. Aufgrund der hohen
Rigidität (nach Shore A: 61) sollten sie aber unter hohen Flussraten, selbst wenn der Ge-
gendruck durch eine bessere Abdichtung steigen sollte, eine gute Stabilität aufweisen.
Der maximale Druck für die CIM® Disks beträgt zum Vergleich 50 bar (5 MPa) [370]. Im
Weiteren kann nach Optimierung der Funktionalisierungsbedingungen die E�ektivität
des Blockings bezüglich der Vermeidung unspezi�scher Bindungen mittels DTNB (vgl.
Abschnitt 4.4.5 auf Seite 138) überprüft werden. Dieser wichtige Punkt ist für epoxidba-
sierte monolithische Phasen noch kaum untersucht.
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Zusammenfassung und Ausblick

Im Gegensatz zu den in der Literatur überwiegend 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. Für 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 für die Monolithsynthe-
sen ausreichender Menge hergestellt werden. Die Monolithpräparationen wurden des-
halb mit den drei kommerziellen Polyglycidylethern Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat
(TEPIC), Glyceroltriglycidylether (GE 100) und Polyglycerolpolyglycidylether (GE 500)
durchgeführt.

Monolithsynthesen mit TEPIC wurden aufgrund des besseren Löslichkeitsverhalten mit
dem Isomer α-TEPIC durchgeführt. Die Abtrennung von β-TEPIC gelang durch selekti-
ves Lösen des Isomerengemisches in Chloroform bei Raumtemperatur. Es konnten nach
Optimierung der Präparationstechnik, hinsichtlich Befüllung, Temperierung und Ver-
schluss der Kapillaren, schließlich Monolithkapillarsäulen in FEP-Schläuchen (ID 0,8 mm)
fehlstellenfrei hergestellt werden. Sie wiesen eine Porosität von 55 %, 4 µm große Poren
und eine spezi�sche Ober�äche von 2 m2 g-1 auf. Die Technik ließ sich aber nicht auf
Kapillaren aus Edelstahl oder Polyetheretherketon (PEEK) übertragen. Aufgrund der be-
grenzten Löslichkeit von α-TEPIC und der deshalb auch notwendig hohen Reaktions-
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temperatur war die Variation der Porogenzusammensetzung und -menge zur Reduzie-
rung der Porengröße bzw. zur Erhöhung der spezi�schen Ober�äche beschränkt. Die
Arbeiten wurden aus diesem Grund nicht weitergeführt.
Mit den Monomeren GE 100 und GE 500 konnten Monolithsynthesen hingegen bei Raum-
temperatur durchgeführt werden. Die Synthesebedingungen und somit die Materialei-
genschaften wurden beginnend mit einem Porogenscreening optimiert. Für beide Mo-
nomere ergab sich empirisch jeweils eine geeignete Mischung. Für GE 500, mit dem die
Synthesen anschließend aufgrund der höheren Funktionalität weiterverfolgt wurden,
setzte sich die Porogenmischung aus 1,4-Dioxan und Methyl-tert-butylether (MTBE) im
Verhältnis 2:3 zusammen. Eine Phasenseparation wurde mit einem Mindestporogenan-
teil von 50 Vol.-% induziert. Die Bestimmung der porösen 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-
sität von 51 % auf 69 % gesteigert. Die Porengröße verzehnfachte sich von 1,9 auf 21,0 µm,
wobei sich die spezi�sche Ober�äche von 9 auf 5 m2 g-1 aber etwa halbierte.
Mit dem Monolith, der mit 75 Vol.-% Porogen hergestellt wurde (66 %, 12 µm, 7 m2 g-1),
wurde eine Monolithkapillarsäule (60× 0,5 mm, OD 1/16′′, 12 µL) in einer Edelstahlkapil-
lare in situ hergestellt, die nach Funktionalisierung eine Kapazität von 0,44 mg IgG mL-1

aus Kaninchenserum aufwies.
Die Präparation im Diskformat (7× 2 mm, 77 µL) 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 Kapazitäten der beiden Materialien unterschieden sich bei glei-
cher Funktionalisierungsmethode nicht. Bei pH 11 können die Epoxidgruppen durch
Reaktion mit Hydroxidionen inaktiviert und/oder das Protein kann denaturiert wor-
den sein. Einen Kapazitätsunterschied zwischen Disks, die mittels Schiffscher-Base-
Methode oder der Epoxid-Methode bei pH 8 funktionalisiert wurden, ergab sich nicht.
Allerdings halbierte sich die Kapazität im Vergleich zur Monolithkapillarsäule, was even-
tuell auf eine zu geringe Beladung der Disk zurückzuführen war.
Die Kapazität konnte durch Beimischung von 60 % 1,3-Butadiendiepoxid (BDE) zu ei-
nem konstant gehaltenen 25 Vol.-%igen Gesamtmonomeranteil auf ca. 1 mg IgG mL-1

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 Porengröße bei einer
gleichbleibend hohen Porosität von 59 % auf 400 nm, wodurch sich die spezi�sche Ober-
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�äche auf 22 m2 g-1 verdreifachte. Außerdem zeigte der optimierte Monolith eine hohe
Rigidität nach Shore A von 61 im Vergleich zu der des GE-500-Monoliths von 39.
Die Kapazität war zwar im Vergleich zu der von GMA/EDMA-basierten CIM® r-Protein
A Disks (≥ 10 mg ml-1) von BIA Separations d.o.o. (Ajdovščina, Slovenien) relativ gering.
Die erzielten Kapazitäten sind jedoch für analytische Anwendungen schon gut geeignet.
Die durchgeführten Arbeiten zeigten, dass epoxidbasierte Monolithe durch die Autopo-
lymerisation polyfunktioneller Glycidylether hergestellt wurden und als Träger in der
A�nitätschromatographie einsetzbar sind.
Ein Vorteil gegenüber GMA/EDMA-Monolithen ist die Möglichkeit, die Polymerisation
bei Raumtemperatur durchführen zu können. Dadurch ist in Zukunft ein erleichtertes
Scale-up des Monolithformats möglich, sodass die Phasen zur Anreicherung aus großen
Volumina mit hohem Durchsatz zur Anwendung kommen könnten. Bei einem Scale-up
sind vor allem durch Temperaturgradienten entstehende Inhomogenitäten der Poren-
struktur problematisch, die aber durch die Polymerisation bei Raumtemperatur voraus-
sichtlich minimiert wären. Aufgrund ihrer Epoxidfunktionalität sind für die entwickelte
Phase Derivatisierungsmöglichkeiten und vielfältige Anwendungen denkbar.
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Anhang

A.1 Massenspektren

m/z
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
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100

%

0

100
21092010_PETGE_FR4_1 240 (4.564) Cm (240:269) TOF MS ES+ 

6.38e4383.4934

327.4324

415.5678
384.5167

401.5413 416.5747
497.5591

21092010_PETGE_FR3_1 266 (5.035) Cm (266:305) TOF MS ES+ 
1.13e5383.4854

327.4324 363.4454
355.4554

415.5678
413.5493 457.6160416.5747

21092010_PETGE_FR2_1 445 (8.430) Cm (423:448) TOF MS ES+ 
1.31e5327.4028

141.1230
127.1877

225.3967158.1698 183.2488
241.3940

305.4314

359.4741
328.4371

401.5413360.4959

21092010_PETGE_FR1_1 353 (6.694) Cm (341:364) TOF MS ES+ 
1.20e5271.3318

141.1230 158.1698

181.2220 198.3660

345.4353

303.4098
289.3911 327.4398

346.4673 377.5168
347.4781

Fraktion 1

Fraktion 4

Fraktion 3

Fraktion 2

Abbildung A.1. Massenspektren (ESI+) der Fraktionen ((a) tR = 2,54 min, (b)
tR = 2,85 min, (c) tR = 3,26 min, (d) tR = 3,64 min) von Ansatz 1 der Synthese von 1
(M = 360,4 g mol-1) (vgl. Chromatogramm in Abbildung 4.2 auf Seite 84).
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m/z
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

%

0

100

%

0

100

%

0

100
2010 10 18 PETGE 2 PEAK 1 324 (5.665) Cm (251:339) TOF MS ES+ 

2.19e4327.3979

157.2190127.1880 198.3477 322.3972

359.4640352.4261

328.4189 401.5137
361.4421

375.4409
457.5774441.4479

413.5146 473.5072

2010-10-18-PETGE-2-PEAK 2 377 (6.599) Cm (302:384) TOF MS ES+ 
6.31e4383.4476

200.2339

457.5687415.5277
384.4805

401.4973 416.5444
445.5092

458.5918
497.5164

2010-10-15-PETGE-2-PEAK 3 629 (11.076) Cm (551:639) TOF MS ES+ 
1.52e5383.3197

200.1703109.1245
157.1729 183.1315

361.3722
287.2984200.6736

235.0281 333.0557

384.3603
497.3524

415.4111385.3864 459.3972 481.3816

Fraktion 1 

Fraktion 2 

Fraktion 3 

Abbildung A.2. Massenspektren (ESI+) der Fraktionen ((a) tR = 3,12 min, (b)
tR = 3,77 min, (c) tR = 4,42 min) von Ansatz 2 der Synthese von 1 (M = 360,4 g mol-1) (vgl.
Chromatogramm in Abbildung 4.2 auf Seite 84).
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A.1. Massenspektren

m/z
240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

%

0

010 10 25 PETGE VIAL1 1 3 261 (4.579) Cm (225:271) TOF MS ES  
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m/z
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415.4278

384.4164 416.4694
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Injektion 13-15 

Injektion 16-18 

Abbildung A.3. Massenspektren (ESI+) der dritten Fraktion (c, tR = 4,42 min) von An-
satz 2 der Synthese von 1 (M = 360,4 g mol-1) (vgl. Chromatogramm in Abbildung 4.2 auf
Seite 84).
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A.1. Massenspektren

m/z
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

%

0

_ ( )_ ( )
5.11e3171.1956

143.1766 273.3506245.3109172.2236 199.2407
301.3803

Abbildung A.4. Massenspektrum (ESI+) vom unaufgereinigten Ansatz 1 der Synthese
von 5 (M = 260,3 g mol-1).
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Abbildung A.5. Massenspektren (ESI+) von Ansatz 2 der Synthese von 5
(M = 260,28 g mol-1) vor (links) und nach (rechts) Destillation im Vakuum.
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A.2 Chromatogramme
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Abbildung A.6. Chromatogramme von kommerziell erworbenem Tris(2,3-
epoxypropyl)isocyanurat (TEPIC) und α-Tris(2,3-epoxypropyl)isocyanurat (α-TEPIC),
Chromatographische Bedingungen: Säule Inertsil ODS-3 (5 µm, 4,6× 250 mm), Flussrate
0,2 mL min-1, Injektionsvolumen 25 µL, λ = 205 nm, Gradienten (a) 10 min Eluent B,
5 min Eluent A, 12 min Eluent B, (b) 3 min 10 % Methanol, 10-90 % Methanol in 17 min,
7 min 90 % Methanol, 13 min 10 % Methanol. Es sind die Signale markiert, deren
Elutionsvolumina fraktioniert und massenspektrometrisch analysiert wurden.
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A.3 Pulverdi�raktogramme
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Abbildung A.7. Di�raktogramme 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

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.-% Bortri�uoridetherat (1:10) als Katalysator in 1,4-
Dioxan/Methyl-tert-butylether (MTBE) (3:2) als Porogen mit variierendem Volumenan-
teil, (0,005-200ṀPa) 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.-% Bortri�uorid-
etherat (1:10) als Katalysator, (0,0007-200 MPa).
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A.5. Kernspinresonanzspektren (NMR)

A.5 Kernspinresonanzspektren (NMR)
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Abbildung A.9. 1H-NMR-Spektrum (DMSO-d6, 400 MHz) von 1,3-Butadiendiepoxid
(BDE, C4H6O2).
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Abbildung A.10. 1H-NMR-Spektrum (DMSO-d6, 400 MHz) von Ethylenglycoldiglyci-
dylether (EDG, C8H14O4).
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Abbildung A.11. H,H-COSY-Spektrum (DMSO-d6, 400 MHz) von Ethylenglycoldiglyci-
dylether (EDG).
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A.5. Kernspinresonanzspektren (NMR)
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AbbildungA.12. 1H-NMR-Spektrum (DMSO-d6, 400 MHz) von 1,4-Butandioldiglycidyl-
ether (BDG, C10H18O4).
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Abbildung A.13. H,H-COSY-Spektrum (DMSO-d6, 400 MHz) von 1,4-Butandioldiglyci-
dylether (BDG).
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Abbildung A.14. 1H-Spektrum (CDCl3, 500 MHz) der dritten Fraktion (c, tR = 4,42 min)
von Ansatz 2 (vgl. Chromatogramm in Abbildung 4.2 auf Seite 84) der Synthese von 1
(C17H28O8).
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Abbildung A.15. 1H-Spektrum (CDCl3, 500 MHz) von Ansatz 2 der Synthese von 5
(C12H20O6) (A) vor und (B) nach destillativer Aufreinigung im Vakuum.
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Abbildung A.16. 1H-Spektrum (CDCl3, 500 MHz) von Ansatz 3 der Synthese 5
(C12H20O6) nach säulenchromatographischer Aufreinigung.
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Abbildung A.17. 1H-Spektrum (CDCl3, 500 MHz) von (A) Glycerol, (B) Ansatz 3 der
Synthese von 5 nach säulenchromatographischer Aufreinigung und (C) Epichlorhydrin.
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Abbildung A.18. C,H-COSY-Spektrum (CDCl3, 500 MHz und 126 MHz) von Ansatz 3
der Synthese von 5 nach säulenchromatographischer Aufreinigung.
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Abbildung A.19. 1H-Spektrum (CDCl3, 500 MHz) von GE 100 (C12H20O6).
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