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2 Sissejuhatus

Orgaanilised monoliidid on ,,ihes tiikis* poliimeersed materjalid, mida ldbib tihe pooride
vorgustik. Selliseid materjale on vdimalik kasutada vedelikkromatograafias statsionaarse
faasina, alternatiivina pakitud osakestega tdidiskolonnidele. Tdnu kanalilaadsetele pooridele
on monoliitidel kdrge ldbilaskvus, mistdttu esineb madalam vasturdhk ning on vdimalik
rakendada kdrgemaid voolukiirusi. Poliimeerseid monoliitseid kolonne rakendatakse enamasti
makromolekulide lahutamiseks, kuid valmistamise lihtsuse tottu on huvipakkuv ka nende
rakendamine madalmolekulaarsete {ihendite lahutamiseks. Kéesolevas t60s keskenduti
monoliitsete  polii(stiireen-diviniiiilbenseen)  kolonnide = vdimele lahutada eelkdige

madalmolekulaarseid tithendeid.

Poliimeersete monoliitsete kolonnide juures on probleemiks nende pundumine ja
kokkutdmbumine sdltuvalt iimbritsevast solvendist — orgaanilises solvendis orgaanilised
monoliidid punduvad ning veefaasis tdombuvad kokku. Selle tdttu voib monoliit kolonni
siseseina kiiljest lahti tulla, mille tagajirjel tekib vedelikule monoliidi ja kolonni seina vahel
alternatiivne voolutee ning lahutuse efektiivsus langeb drastiliselt. Selle véltimiseks on oluline
monoliitne statsionaarne faas keemiliselt kolonni siseseina kiilge kinnitada. Enamik
orgaanilisi monoliitseid statsionaarseid faase valmistatakse kapillaarides, mille sisediameeter
on alla 200 um, sest suuremas moddus on korge efektiivsusega monoliitseid kolonne
keeruline valmistada. Uheks olulisemaks pdhjuseks on see, et suurema diameetriga monoliite
on keeruline piisava tugevusega kolonni siseseina kiilge kinnitada, et viltida kokkutdmbumist
poliimerisatsiooni ja kromatograafilise analiilisi kédigus. Samas on kapillaarsed kolonnid
vedelikkromatograafilistes rakendustes kapriissemad ning nende kasutamiseks on vaja

spetsiaalset aparatuuri.

Kéesoleva t60 raames tootati vélja uus kolmeetapiline meetod monoliitse statsionaarse faasi
kinnitamiseks PEEK kolonni siseseina kiilge. Meetod koosneb pinna sddvitamisest,
redutseerimist ja metakriileerimisest, misjirel valmistatakse statsionaarne faas siinteesides
poliistiireen-divintiiilbenseeni monoliidi in situ t66deldud PEEK torus. Kolonnid on
sisediameetriga 1,6 mm ja pikkusega 12,5 cm ning on kasutatavad tavapiraste HPLC
seadmetega. Kolonnide testimiseks lahutati isokraatiliselt alkiiiilbenseenide segu. Vilja
tootatud meetod monoliitsete kolonnide valmistamiseks on reprodutseeritav. Voolukiirusel
0,1 ml/min oli teoreetiliste taldrikute arv meetri kohta keskmiselt 18600 — 22200. Optimaalsel

voolukiirusel oli kolonni teoreetiliste taldrikute arv meetri kohta 26000 — 32000.



3 Kirjanduse iilevaade

3.1 Vedelikkromatograafia

Vedelikkromatograafia on laialdaselt kasutatav meetod keerulistest segudest keemiliste
tthendite  lahutamiseks,  identifitseerimiseks  ja  kvantitatiivseks =~ méddramiseks.
Vedelikkromatograafia meetodeid ja tehnikaid on erinevaid, kuid need kdik kasutavad ainete
eraldamiseks statsionaarset ja mobiilset faasi. Vedelikkromatograafias on mobiilseks faasiks
vedel solvent, millesse sisestatakse ka proov. Segu komponendid kanduvad mobiilse faasi abil
1abi statsionaarse faasi ja ained lahutuvad vastavalt sellele, mil médral nad interakteeruvad

statsionaarse faasiga ja ldbivad seetdttu kolonni erineva kiirusega. [1]

Korgefektiivne vedelikkromatograafia (HPLC) on kdige mitmekiilgsem ja laialdasemalt
kasutuses olev vedelikkromatograafia tiilip. Seda tehnikat kasutatakse erinevate orgaaniliste,
anorgaaniliste ja bioloogiliste materjalide eraldamisel ja midramisel. Vedelikkromatograafia
tilipe  eristatakse  vastavalt  lahutusmehhanismile  vO0i  statsionaarsele  faasile:
jaotuskromatograafia  (vedelik-vedelik),  adsorptsioonkromatograafia  (vedelik-tahke),
ioonvahetuskromatograafia, suuruseralduskromatograafia, afiinsuskromatograafia ja kiraalne
kromatograafia. [1] SOltuvalt mobiilfaasi ja statsionaarse faasi suhtelistest polaarsustest esineb
kahte tlilipi jaotuskromatograafiat: normaalfaas- ja pdordfaas-kromatograafia. Normaalfaas-
kromatograafia korral on statsionaarne faas polaarne ning mobiilne faas mittepolaarne.
Poordfaas-kromatograafia  korral on  statsionaarne faas  mittepolaarne  (nditeks
stisivesinikahelatel pdhinev) ning mobiilne faas kiillaltki polaarne (enamasti vee, metanooli ja
atsetonitriili segud). Hinnanguliselt iile kolme neljandiku kd&ikidest HPLC lahutamistest

tehakse tdnapédeval poordfaasis. [1]
3.2 Vedelikkromatograafias kasutatavad kolonnid

Statsionaarset faasi sisaldav kolonn on HPLC siisteemi kdige tdhtsam osa, sest seal toimub
lahutusprotsess. Selleks, et arendada vélja toimivat ja reprodutseeritavat meetodit ainete
lahutamiseks on vaja ka stabiilset korgefektiivset kolonni. Kommertsiaalsed kolonnid
erinevad mairgatavalt iiksteisest, kui need on valmistatud erinevate ettevottete poolt, samuti
voivad erineda sama pakkuja kolonnid, mis peaksid teooreetiliselt olema identsed. Sellised
erinevused méngivad suurt rolli soovitava HPLC meetodi vélja tootamisel. Kolonnid vdivad
erineda teoreetiliste taldrikute arvu, piikide siimmeetria, retentsiooni, selektiivsuse ja eluaja

poolest. Enamik kasutajaid peavad meetodi arendamisel véga oluliseks kolonn-kolonn



reprodutseeritavust, sest selle puudumisel tuleb iga uue kolonniga meetod uuesti optimeerida.
Reprodutseeritavust tdestatakse teoreetiliste taldrikute arvuga (N), selektiivsusega kindla
proovi ja tingimuste juures, rohu ning retentsiooniga (k) mingite kindlate test-analiiiitide

korral. [2]

Vedelikkromatograafia kolonnid valmistatakse enamasti roostevabast terasest iimbrisega, kuid
kasutatakse ka klaasist vOi poliimeerist kolonnimaterjale (nditeks PEEK). Tavapéraselt
kasutatavad kolonnid on 10 voi 15 cm pikad ja sisediameetriga 4,6 mm ning pakitud 5 um
taidisosakestega. Selliste kolonnide efektiivsus on 40000 kuni 70000 N/m. Ttiipiliselt on
kolonnid pakitud poorsete silikageeli baasil tdidisosakestega ning seejuures on oluline, et kdik

tdidisosakesed oleksid vdimalikult sarnase suuruse ja kujuga. [1]
3.3 Monoliitsed kolonnid

Poorsed monoliidid on iihes tiikis hea ldbilaskvusega materjalid, mida kasutatakse
korgefektiivses  vedelikkromatograatias  statsionaarse faasina alternatiivina pakitud
tdidiskolonnile. Kuna tegu on {iihes tlikis materjaliga, siis puuduvad osakeste vahelised
tithimikud, mis esinevad pakitud tdidiskolonni korral nii-Gelda raisatud ruumalana, kus ei
toimu lahutamist. Téidiskolonnide puhul on vdimalik osakeste vahelist ruumala vdhendada,
kasutades viiksema diameetriga tdidiseosakesi, kuid seeldbi viheneb ka materjali ldbilaskvus
ja seetdttu tuleb ainete lahutamiseks rakendada suuremat rdhku. Uhes tiikis monoliitsete
kolonnidega on saavutatavad vorreldavad lahutamisefektiivsused olulised madalamatel

rohkudel. [3]

Monoliitseid kolonne jagatakse vastavalt koostisele kahte suurde rithma: orgaanilised
poliimeersed monoliidid ja anorgaanilised silikageeli pdhised monoliidid. Silkageelil
pohinevate kolonnidega saab kiirelt ja hea efektiivsusega eraldada viikese molekulmassiga
molekule. Orgaanilised poliimeersed monoliidid sobivad hidsti makromolekulide, nagu
valkude, nukleiinhapete ja siinteetiliste poliimeeride eraldamiseks. [4] Seega tdiendavad
orgaaniliste ja anorgaaniliste monoliitsete kolonnide tehnoloogiad iiksteist. Nende erinevate
lahutusomaduste pdhjuseks on erinevus poorsuses. Orgaanilistes monoliitides on tiilipiline, et
leidub véhe viikeseid poore ja esineb monomodaalne makropooride jaotus. Silikageelil
pohinevatele monoliitidele on tiiilipiline bimodaalne poorisuuruste jaotus (makropoorid ja
mesopoorid). See mitmekiilgsus teeb monoliidid vdga huvipakkuvaks alternatiiviks

tavapdrastele pakitud kolonnidele. [5]



Monoliitseid kolonne on vdimalik valmistada erinevates suurustes (mikromeetri modtudes [6-
7] kuni sentimeetri mootudes [8]) ja erineva kujuga [9] ning lahutusefektiivsus voib sellest
tugevalt soltuda. Enamik orgaaniliste monoliitidega tehtud uurimustest on viidud l4bi
mikrokapillaaridega, ldbimddduga alla 200 pm. Suurema labimddduga monoliite on
keerukam siinteesida ja iiks pohjustest on see, et ei osata monoliiti piisavalt histi kolonni

pinna kiilge siduda. [3]

Vastavalt suurusele ja funktsioonile on monoliitsetes kolonnides kahte tiilipi poore:
labivoolupoorid ja mesopoorid. Labivoolupooride pdhiline iilesanne on tagada mobiilfaasi
labivool monoliidist. Retentsioon toimub  pohiliselt mesopoorides.  Suuremate
labivoolupooride tottu on monoliidid suure ldbilaskvusega ja see vdoimaldab kromatograafilisi
lahutamisi viia ldbi madalamatel rohkudel. Viiksemates mesopoorides toimub lahutamine ja
nende olemasolu suurendab monoliidi pooride kogupindala. Seega on monoliit kui véikeste
mesopooride vorgustik, mis on vastutavad retentsiooni ja lahutamisselektiivsuse eest ning
need on omavahel tihendatud suurte ldbivoolupooridega, mille tdttu on monoliidil kdrgem
labilaskvus. Seega on voOimalik saavutada kiireid lahutamisi suurematel mobiilfaasi
voolukiirustel ja mdodukatel rohkudel, vorreldes sarnase efektiivsusega tdidisosakestega

kolonnidega. [10]
3.4 Monoliitsete kolonnide ajalugu

1950. aastatel pakkus Nobeli preemia laureaat Robert Synge [11] vilja sellise struktuuriga
materjali, mis oli sarnane tdnapéeval monoliidi nime all tuntavale materjalile. Samas ta taipas,
et niisugused pehmed materjalid, mis olid sellel ajal saadavad, kollapseeruksid korge
hiidrostaatilise réhu toimel. Kubin ef al. kinnitasid seda 15 aastat hiljem, kui testisid
monoliiti, mis oli valmistatud 2-hiidrokstietiiiilmetakriilaat hiidrogeelist, mille ldbilaskvus oli
viga halb. [4] Sellist tiilipi materjalide arendamisel oli suur samm edasi avatud pooridega
poliiuretaan (OPP) vahtude valmistamine in situ poliimerisatsioonil. [5] OPP vahtude abil oli
edukalt vdimalik gaasikromatograafiliselt lahutada madala molekulmassiga analiiiite, kuid
nende kasutamine oli halva termilise stabiilsuse tottu piiratud. Kokkuvdtteks, tikski eelnevalt
kirjeldatud tehnoloogiatest ei kestnud kaua ja praktiliselt kasutatavate monoliitsete kolonnide

ajastu algas palju hiljem. [4]

1980. aastate keskel uurisid Belenkii ja tema kaastdotajad metakriilaatseid makropoorseid
poliimeerseid membraane. [5] Nad suutsid edukalt lahutada valke liihikeste monoliitsete

kolonnidega. Poliimeersete membraanide valmistamiseks segati metakriilaat-monomeer,



dimetakriilaat-poiksidestaja, vabaradikaalne initsiaator ja poorimoodustaja solvent. Saadud
poorne poliimeer eemaldati seejdrel vormist ja viilutati véikesteks ketasteks, mis asetati

padrunisse ning kasutati kromatograafiliseks eraldamiseks.

1990. aastate algul publitseerisid Svec ja Frechet oma esimese artikli jaikadest pidevatest
poliimeeri varrastest (rigid, continuous polymer rods). [12] GMA ja EDMA poliimeriseeriti
poorimoodustajast solventide juuresolekul kolonnitimbrises mdodtudega 30 x 8 mm (I.D.),
kasutades termiliselt initsieeritud vaba-radikaalset poliimerisatsiooni. Pollimerisatsiooni ja
sellele jargnenud tootluse tulemusena saadi kolonnid, mida kasutati valkude lahutamiseks.
Kuigi saavutatud lahutused ei olnud muljeltavaldavalt efektiivsed ega kiired, oli {ildine

monoliitsete materjalide rakendatavus selle td6ga demonstreeritud.

Pérast edukat metakriilaatsete monoliitsete kolonnide valmistamist, laiendas Svec’i grupp
oma to0d ka stiireenile, diviniiiilbenseenile ja nende derivaatidele. [13] 1990ndatel
valmistasid Fields [14] ja Tanaka [15] anorgaanilisi, silikageelil baseeruvaid, monoliitseid

materjale.

3.5 Monoliitsete kolonnide eelised ja puudused vorreldes

taidiskolonnidega

Monoliitsetel statsionaarsetel faasidel on mitmeid eelised vorreldes teralise tdidisega.
Monoliitsel kolonnil on korge poorsus ning poorid paiknevad vdrgustikuna iile terve
monoliidi. [16] Tédnu ldbivoolupooridele on monoliitidel tdidiskolonnidest parem lébilaskvus,
mistdttu on monoliitse kolonni puhul vasturdhk madalam. Suurema lébilaskvuse tdttu on
voimalik kasutada suuremaid voolukiirusi ja see liihendab analiiiisiacga, mis on oluline
kriteerium rutiinanaliiiisides. [17] Kolonni pakkimisel teralise tdidisega {iritatakse kasutada
aina vdiksemaid tdidisosakesi, et saavutada kdrgemat efektiivsust. [18] Samas, kui osakesed
on viga viikesed, siis on vasturdhk vdga suur ja mobiilse faasi litkumiseks 1&bi kolonni on
vaja rakendada suurt rdhku. Vdrreldes pakitud kolonniga on monoliitsel kolonnil ka kdrgem
massiiilekande kiirus. [16] See tidhendab, et mobiilse ja statsionaarse faasi vahel toimub
rohkem interaktsioone. Kui voolukiiruse kasvades tdidiskolonni teoreetiliste taldrikute korgus
samuti kasvab, siis monoliidi puhul voolukiiruse suurenedes kasvavad teoreetiliste taldrikute
korgused aeglasemalt ja vdimalik on kasutada suuremaid voolukiirusi ilma, et efektiivsus
oluliselt langeks. [16] Orgaanilisi monoliitseid kolonne on kiillaltki lihtne in situ
poliimerisatsioonil valmistada, seda eriti kapillaarsete kolonnide korral, mida on ebamugav

osakestega tdita. [5] Kuna poliimeeri saab poliimerisatsiooni kdigus keemiliselt seinte kiilge
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kinnitada, siis monoliitne statsionaarne faas ei vaja fritte, mis on kasutusel tdidiskolonnides
takistamaks tdidisosakeste kolonnist vélja lekkimist. [5] Lisaks on monoliitsed kolonnid
vastupidavamad kolonni saastumisele, mistottu ei pea analiilisitav proov olema niivord puhas
kui tdidiskolonni korral. [16] Tiitipilised tiidiskolonnid koosnevad silikageeli osakestest, mis
on tundlikud kdrge pH suhtes ning seetdttu ei saa neid kolonne kasutada, kui pH on {ile 10,
mis on probleemiks ravimite analiilisil. See kehtib ka silikageeli pohiste monoliitide korral.
Samas saab orgaanilisi monoliitseid kolonne (niiteks polii(stiireen-diviniiiilbenseen) pdhiseid)
kasutada pH vahemikus 1 — 14, mistdttu saab neid rakendada ka sellistes analiilisides, kus on

tegu ekstreemsemate pH vaartustega. [19]

Monoliitsetel kolonnidel on ka puudusi. Probleemiks on orgaanilise monoliidi pundumine voi
kokkutdmbumine sdltuvalt imbritsevast solvendist. Korge veesisaldusega mobiilses faasis
kipuvad monoliitsed statsionaarsed faasid kokku tdmbuma, mistottu vdivad need kolonni
seinte kiiljest lahti tulla ning mobiilne faas saab voolata monoliidi ja seina vahelt, mis toob
kaasa efektiivsuse languse. [20] Enamik monoliitseid kolonne valmistatakse
kapillaarmdotmetes [3], sest suuremates modtmetes monoliitsete kolonnide valmistamine on
keerukam tekkiva temperatuurigradiendi [16] ning kolonni seinte kiilge kinnitamise vajaduse
tottu. Monoliitsete kolonnide juures on ka suur Eddy difusiooni panus teoreetilise taldriku
korgusesse. [16] Seega on oluline, et valmistatav monoliit oleks vdimalikult homogeenne.
Madalam efektiivsus voib tuleneda poorsuse ja ldbilaskvuse siistemaatilistest erinevustest
kolonni diameetri 16ikes, mistdttu elueeruv komponent ei 1dbi kolonni mitte sirge vaid kaarja

frondiga.

Praegusel ajal on monoliitsed kolonnid siiski {ildjuhul tdidiskolonnidega vdrreldes
madalamate efektiivsustega. Pohjuseks voib olla see, et tdidiskolonni valmistamise protsess
on paremini kontrollitav vorreldes monoliitse kolonni valmistamisega. Kui tdidiskolonni
korral osakesed valmistatakse, sdelutakse suuruse jargi, funktsionaliseeritakse ja pakitakse eri
etappides siis poliimeerse monoliidi korral toimub see koik iihe reaktsioonina, mis kiill

lihtsustab valmistamisprotseduuri, kuid teisalt raskendab omaduste kontrolli.
3.6 Orgaanilised monoliitsed statsionaarsed faasid

Orgaanilisi monoliite valmistatakse enamasti monofunktsionaalse ja bifunktsionaalse
orgaanilise  lthendi kopoliimerisatsioonil sobiva initsiaatori ja  poorimoodustaja
juuresolekul. [5] Orgaanilisi monoliitseid statsionaarseid faase saab jagada nelja erinevasse

keemilisse perekonda: stiireeni-, (met)akriilaadi-, akriitilamiidi- ja norborneeni-pdhised.
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Viimaste aastakiimnete jooksul on kopoliimeriseeritud mitmesuguseid selliseid monomeere ja

poiksidestajaid kasutades erinevaid poliimerisatsioonitehnikaid ja initsiaatoreid.

Erinevaid orgaanilisi monoliitseid kolonne on vdimalik valmistada, kasutades erinevaid
poliimerisatsioonimeetodeid ja initsiaatoreid. Kdige levinumaks meetodiks on vabaradikaalne
kopoliimerisatsioon. Vabad radikaalid tekivad sobivate iihendite termilisel, fotokeemilisel voi
keemilisel lagunemisel. Teised poliimerisatsiooni tehnikad on ROMP (ring opening
metathesis polymerization), soojusega initsieeritav poliikkondensatsioon, gamma-kiirguse abil

teostatav poliimerisatsioon ja soojusega initsieeritav poliiliitumine. [5]

Kuigi poliimerisatsiooni ldbiviimise viise ja erinevaid monomeeride kombinatsioone on palju,
on saadava poliimeeri struktuur ja morfoloogia iillatavalt sarnased. [5] Soltumata sellest,
millist vabaradikaalset poliimerisatsiooni kasutada, on saadav orgaaniline monoliit sarnane —
omavahel {ihendatud poliimeeriosakeste kobar, mida ldbivad mikromeetri moddus
voolukanalid. Thuiipiliselt kirjeldab orgaanilise monoliidi poorsust monomodaalne
makropooride jaotus. Selline poorisuuruste profiil vdimaldab orgaanilisi monoliitseid
statsionaarseid faase kasutada suure molekulmassiga iihendite kiireks ja korg-efektiivseks

lahutamiseks, mis teeb sellest voimsa toovahendi bio-analiiiitilises keemias.
3.7 Monoliitsete kolonnide valmistamine

3.7.1 Kolonnide eeltootlus

Orgaanilised poliimeeri baasil statsionaarsed faasid kipuvad solvendi mdojul punduma voi
kokku tdombuma. [20] Kokkupuutel orgaanilise solvendiga monoliit pundub ehk imab endasse
lahustit. Seega on nii-6elda parema solvendi korral (solvent, millel on suurem solvateeriv
joud) poliimeeri ja lahusti vahel tugevamad interaktsioonid, mistdttu monoliit on rohkem
solvateeritud ning esineb vihem kontakte poliimeeri erinevate osade vahel. Kui kasutada nii-
Oelda halvemat solventi, mille solvateeriv joud on véiksem (orgaanilise monoliidi korral
nditeks vesi), siis kasvab poliimeeri segmentide vahel interaktsioonide arv ja selle tottu
tombub monoliit kokku. [21] See voib viia tithimike tekkeni statsionaarse faasi ja kolonni
siseseina vahel, mille kaudu saab osa mobiilfaasi voolata ilma statsionaarse faasiga oluliselt
vastasmojus olemata. Samuti v3ib juhtuda, et statsionaarne faas pressitakse kokku ja kolonni
tilaossa tekib tiihimik. Mdlemad olukorrad alandavad dramaatiliselt lahutuse efektiivsust. [5]
Selliste olukordade viltimiseks tuleb kolonni sisepinda selliselt modifitseerida, et
poliimerisatsioonil kinnituks monoliit keemiliselt seina kiilge. See protseduur ei mojuta kiill

poliimeeri pundumus- voi kokkutdombumisomadusi, kuid voimaldab véltida olukorda, kus
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poliimeer surutakse kokku, nii et tekivad tithimikud statsionaarse faasi ja kolonni seina vahel

vOi statsionaarse faasi iilaosas. [5]

Suurema 1dbimodduga kolonne valmistatakse tavaliselt otse roostevabast terasest ja plastikust
torudesse, ilma kovalentse sidumiseta. Roostevaba terase pinna karedus ja plastiku norgad
mittekovalentsed interaktsioonid on enamasti piisavad, et hoida monoliiti paigal. Samas peab
monoliit olema kasutamise jaoks osaliselt orgaanilisest solvendist pundunud ning vett
sisaldavate lahustega toOtamisel vdivad tekkida monoliidi ja seina vahel kanalid, mis
drastiliselt alandavad lahutuse efektiivsust. Lisaks voib kolonn laguneda ja gradientlahutamise
korral lekkida detektorisse. Seetdttu on oluline leida meetodeid poliimeersete monoliitide
kovalentseks kinnitamiseks kolonni siseseina kiilge. Poliimeerse monoliidi kovalentne
sidumine kolonni kiilge parandab kolonni mehaanilist stabiilsust ja vastupidavust erinevatele

solventidele. [3]

3.7.1.1 PEEK kui kolonni materjal

Poliieetereeterketoon ehk PEEK on semikristalliline termoplastik, millel on suurepédrased
termilised ja mehaanilised omadused ning lai keemiline vastupidavus. Tdnapieval kasutatakse
PEEK materjali laialdaselt kromatograafi erinevates detailides, nditeks kolonni materjalina,
voolikutes ja iihendusliilides. Paljude aastate viltel ei olnud {iritatud poliimeerset
statsionaarset faasi kinnitada kovalentselt PEEK kolonni seinte kiilge. Ilmselt oli selle
pOhjuseks arvamus, et PEEK on materjalina sellise kinnitamise jaoks keemiliselt liiga
vastupidav. Ténaseks on leitud meetodeid, kuidas modifitseerida PEEK materjali niimoodi, et
selle kiilge saaks monoliiti kinnitada. [3] Seda on tehtud 14bi PEEK struktuuris olevate
aromaatsete tuumade sulfoneerimise [22] ja nitreerimise [23] ning samuti ka bensofenooni
osas oleva karboniiiilriihma derivatiseerimise [24-26] kaudu. 2011. aastal avaldati patent, kus
oli kirjeldatud meetodit stlireenipohise monoliidi kovalentseks kinnitamiseks PEEK toru
kiilge alustades karboniiiilriihmade redutseerimisest PEEK pinnal. [3] 2012. aastal kinnitasid
Shu et al. keemiliselt lauriiiil metakriilaatse monoliidi 1 mm ldbimddduga PEEK toru

kiilge. [27]

3.7.2 Monoliidi materjalid
Koostise poolest on orgaanilistest monoliitidest levinuimad polii(stiireen-diviniiiilbenseen),
poliimetakriilaat ja poliiakriiiilamiid, neist kaks esimest on ka kommertsiaalselt kittesaadavad

(lisaks anorgaanilistele silikageelsetele monoliitidele). [28]
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Klassikalisi stiireenipdhiseid monoliite valmistatakse termiliselt initsieeritud stiireeni ja DVB
kopoliimerisatsioonil (initsiaatoriks AIBN vd4i bensoiiiilperoksiid). Saadav monoliit on
mehaaniliselt stabiilne ja hiidrofoobne statsionaarne faas poordfaas-kromatograafia jaoks,
mida saab lisaks kasutada ka ioon-paar kromatograafia ja kapillaarelektrokromatograafia
rakendusteks. [5] Kuna polii(stiireen-diviniiiilbenseen) on hiidrofoobsete omadustega saab
selliseid monoliitseid statsionaarseid faase kasutada otse poordfaaskromatograafilisteks

eraldamisteks ilma modifitseerimiseta. [29]

Metakriilaatseid monoliite valmistatakse vabaradikaalsel poliimerisatsioonil erinevatest
metakriilaatsetest monomeeridest ja pdiksidestajatest, mille tulemusena saadakse erinevate
omadustega kolonne mitmesugusteks rakendusteks. Erinevalt stiireeni-pdhistest monoliitidest,
saab metakriilaatseid poliimeere valmistada nii termilisel, kui ka fotokeemilisel ja keemilisel
initsieerimisel. [5] Metakriilaatsed monoliidid on modddukalt polaarsed ning saadava
monoliitse materjali polaarsus soltub sellest, millist monomeeri kasutada. [30] Uks
populaarsemaid metakriilaatseid monomeere on gliitsidiiiilmetakriilaat (GMA), mis sisaldab
endas reaktiivseid epoksiirithmi, tdnu millele on vdimalik viia monoliidi kiilge erinevaid

funktsionaalriihmi ning saada erinevate omadustega statsionaarseid faase. [31]

3.7.3 In situ poliimerisatsiooni tehnikad

Monoliitsete kolonnide juures viitab termin in situ sellele, et poliimerisatsioon toimub HPLC
kolonni seinte vahel voi kapillaaris. Jdiga makropoorse monoliitse kolonni valmistamine
mone orgaanilise poliimeeri baasil on kiillaltki lihtne vorreldes anorgaaniliste monoliitide
valmistamisega. Erinevalt orgaanilistest poliimeersetest monoliitsetest kolonnidest ei ole
voimalik silikageelil pdhinevaid monoliitseid kolonne valmistada in sifu, sest tahenemisel
tombuvad nad kokku. Tiiipiline poliimerisatsioonisegu sisaldab endas monomeeri,
poiksidestajat, vaba-radikaalset initsiaatorit ja vdhemalt {lihte, kuid enamasti kahte inertset
poorimoodustajast solventi. Pérast iihendite lahustamist ultrahelivannis, viiakse degaseeritud
poliimerisatsiooni segu kolonni. Monoliitide valmistamiseks on kasutatud palju erinevaid
kolonni suurusi ja materjale, nagu niiteks roostevaba teras, PEEK, klaas, kusjuures koige

levinumad on sulatatud kvartsist kapillaarid. [5]

Pérast poliimerisatsioonisegu iilekandmist kolonni, suletakse see mdlemast otsast ja viiakse
vajalikele tingimustele — néiteks kuumutatakse valitud temperatuurile voi rakendatakse UV-
kiirgust. Pérast poliimerisatsiooni 10ppu lisatakse kolonnile vajalikud {ihendusliilid ning
kinnitatakse pumba kiilge, mille abil pestakse kolonni sobiva solvendiga, et eemaldada
monoliidi pooridest poorimoodustaja ja mittereageerinud monomeerid. [5]
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Kbdige levinum poliimerisatsiooni tehnika on vaba-radikaalne soojusega initsieeritud
monoviniililse ja diviniiiilse tihendi in sifu kopoliimerisatsioon. [5] Initsiaatorina on sageli
kasutusel AIBN ning poliimerisatsiooni temperatuur jaab vahemikku 55 kuni 80 °C. Vaba-
radikaalset reaktsiooni on vdimalik initsieerida ka vastavate fotoinitsiaatoritega.
UV-initsieerimine saab toimuda ainult juhul, kui kolonni seina materjal laseb UV kiirgust
1dbi, niiteks klaastorudes ning sulatatud kvartsist kapillaarides. Lisaks on vabasid radikaale

vOimalik initsieerida ka keemiliselt.

3.8 Orgaaniliste monoliitide pooride moodustumine ja poorilised

omadused

Kuna termiliselt initsieeritud vaba-radikaalne kopoliimerisatsioon on koige kasutatavam
meetod orgaaniliste monoliitsete statsionaarsete faaside valmistamiseks, siis keskendutakse

jargnevalt just selle meetodi korral toimivale pooride moodustumise mehhanismile.

Jaiga makropoorse statsionaarse faasi valmistamiseks on poliimerisatsioonisegus tiiiipiliselt
monomeer, poiksidestaja, poorimoodustaja ning initsiaator. [5] Poliimerisatsioonisegus olev
initsiaator laguneb kindlatel fiilisikalistel tingimustel (kuumus, UV-kiirgus) ja tekivad vabad
radikaalid, mis kutsuvad lahuses esile monomeeri ja pdiksidestaja molekulide
poliimerisatsiooni. Poliimerisatsiooni kéigus tekkiv tuumik hakkab sadestuma, kui see muutub
reaktsioonikeskkonnas mittelahustuvaks (see soltub tugevasti poorimoodustaja solventidest,
molekulaarmassist ja poliimeeri hargnevusest). Seda poliimerisatsiooni etappi nimetatakse
geelpunktiks ja see mairgib iileminekut vedelast tahkelaadsesse olekusse. Kuna esineb ka
faaside eraldumine, siis toimub poliimerisatsioon edasi nii lahuses kui ka pundunud
tuumikutes. Viimastes on poliimerisatsioon termodiinaamiliselt eelistatum, sest monomeeri ja
poiksidestaja kogus pundunud tuumikus on suurem, kui seda timbritsevas lahuses. Sadestunud
mittelahustuv tuumik kasvab seega iihteaegu nii poliimerisatsiooni tdttu mikroosakestes kui
ka poliimeeriahelate adsorptsiooni tdttu timbritsevast lahusest. Korge podiksidestaja sisaldus

takistab poliimeerigloobulitel kokku minemast ja aitab sdilitada nende kerakuju.

Reaktsiooni edenedes poliimeeri osakesed reageerivad enda vahetus ldheduses olevate teiste
poliimeeri osakestega ja moodustuvad poliimeeriklastrid. Need klastrid on hajutatult vedelas
poorimoodustaja segus kuni nad jitkuva poliimerisatsiooni mojul suurenevad ja saavad
omavahel kokku, mille tulemusena moodustub tellingute laadne struktuur (scaffolding
structure), mis ldbib kogu poorimoodustaja segu. Sarnaselt poliimeeriklastritele on

poliimeersete tellingute kasv sdltuv pdiksidestaja reageerimisest, mis tekitab keemilise
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sidestatuse klastrite vahel. Lopuks on klastrid piisavalt suured, et nad puutuvad teiste
klastritega kokku, mille tulemusena moodustub tellingutelaadne omavahel seotud maatriks.
See maatriks tugevneb edasiste pdiksidestamiste ja lahuses olevate poliimeeriahelate liittumise

tulemusena kuni kdik monomeerid on reageerinud ja 16plik poliimeeri vorgustik tekkinud. [5]

Monoliitse poliimeeri poorsus on seega defineeritav kui ruum poliimeeris, mis on hdivatud
poorimoodustaja ja ebatdieliku reaktsiooni korral reageerimata jddnud monomeeri ning
poiksidestaja poolt. Saadud iiletildist poorsust saab mojutada, nditeks poorimoodustaja

solventide valiku ja koostisega ning samuti ka poiksidestaja kogusega. [5]
3.9 Poorsete omaduste mojutamine

3.9.1 Monomeeri ja poiksidestaja suhte moju

Kui suurendada poiksidestaja kogust monomeeri suhtes, siis poori suurus viheneb, samas, kui
pooride pindala suureneb. Pdiksidestaja kogus mojutab poorseid omadusi vastavalt eespool
vilja pakutud pooride moodustumise mehhanismile. Kui suurendada poiksidestaja osakaalu,
siis on poliimeer rohkem hargnenud ja sadeneb vilja varasemas staadiumis. Rohkem
poiksidestunud gloobulid punduvad vihem ning seega sisaldavad ka vihem monomeere. Kui
poliimeeri gloobulis on vdhem lahustunud monomeere, siis vidheneb ka poliimeeri osakese
10plik suurus. Samas on siis timbritsevas solvendis poliimerisatsiooni aste vordlemisi korge.
Suur kogus hésti solvateeritud monomeeri lahuses pohjustab seda, et poliimeeriahelad
adsorbeeruvad sadestunud poliimeerigloobulitele madalama tdendosusega. Suureneva
poiksidestaja osakaaluga vidheneb seega keskmine gloobuli diameeter poliimeeri skeletis,

mille tulemusena on gloobulite vahelised tiihimikud ja ka pooride suurused viiksemad. [5]

3.9.2 Poorimoodustajast solvendi méju

Orgaanilistes poliimeersetes monoliitides on kirjeldatud pooride moodustumise pdhjusena
vidikeste poliimeeri tuumikute faasieraldust, sest nad ei lahustu {imbritsevas poliimerisatsiooni
segus. Faasieraldus soltub nii poorimoodustaja solvendi vdimest lahustada endas kasvavat
tuumikut kui ka poliimeeri hargnevuse astmest. Konstantse pdiksidestaja koguse juures soltub
faasi eraldumise aeg ainult poorimoodustaja valikust ja koguste suhtest. [5S] Mida vdhem
poorimoodustajast solvent ja kasvav kopoliimeeri siisteem kokku sobivad, seda suurem on
tekkival poliimeeril keskmine poori suurus [32] GMA-ko-EDMA monoliidi korral on
tsiikloheksanool korgema hiidrofiilsuse tdttu parem solvent vdrreldes 1-dodekanooliga.
Sarnane omadus on ka PS-ko-DVB monoliitide korral. PS-ko-DVB suhtes on 1-dodekanool

madalama lahustava voimega solvent kui tolueen, mis lahustab suurepédraselt stlireenseid
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poliimeere. Taaskord, mida kdrgem poliimeeri lahustumisvdime on porogeensel solvendil

(tolueeni lisamine 1-dodekanoolile), seda véiksema poori suurusega monoliit saadakse. [5]

Norgema solvendi lisamine pdhjustab seda, et faasi eraldamine toimub varakult ning
sadestunud poliimeeri tuumikud punduvad monomeeridega, mis solvateerivad poliimeeri
paremini kui poorimoodustaja. Kdrge monomeeri kontsentratsioon gloobulis tihendab, et seal
on poliimerisatsiooni aste kdrgem vdrreldes timbritseva lahusega, mis pdhjustab tuumiku
suuruse kiiret kasvu. Lisaks adsorbeeruvad suure tdendosusega keemiliselt sarnaste gloobulite
kiilge lahuses tekkinud poliimeeri ahelad, mistdttu need suurenevad veelgi. Samas poliimeeri
hdsti lahustava solvendi lisamine pohjustab seda, et faaside eraldumine toimub
poliimerisatsiooni hilisemas staadiumis, kuna parem poorimoodustajast solvent konkureerib
monomeeridega sadestunud gloobulite solvateerimisel. Selle tulemusena tuumikute kasv
aeglustub ning poliimerisatsioon lahuses on eelistatud. Tekkivad poliimeeri ahelad
adsorbeeruvad pregloobulitele madalama tdendosusega. Seega poorne monoliit, mis on
valmistatud poliimeeri hédsti lahustava solvendiga sisaldab iildiselt véiksemaid

mikrogloobuleid, mis moodustavad klastreid kitsamate pooridega. [5]

Kuna poorimoodustaja voi poorimoodustaja segu voimet lahustada kindlat poliimeerisiisteemi
pole vdimalik usaldusvéérselt ilma eksperimendita ennustada, siis poorimoodustaja moju

monoliitse materjali poorsusele on vigagi empiiriline. [5]

3.9.3 Poliimerisatsiooni temperatuuri moju

Mida madalam on poliimerisatsiooni temperatuur, seda suuremad on tekkivad poorid
monoliidis. Temperatuuriga poori omaduste mdjutamine voib olla vdga kasulik, sest see
voimaldab kontrollida monoliidi pooride suurust ilma poliimerisatsioonisegu muutmata.
Samas madalaim temperatuur, mida saab poliimerisatsiooniks rakendada sdltub kasutatava
vaba-radikaalse initsiaatori lagunemiskiirusest. [33] Mida kdrgem on temperatuur, seda
kiiremini initsiaator laguneb ja seda rohkem vabu radikaale on lahuses. Selle tulemusena
poliimeeri ahelate ja sadestuvate gloobulite hulk faasieraldushetkel kasvab. Suur arv
mikrogloobuleid konstantse monomeeri ja pdiksidestaja sisalduse juures pohjustab
viiksemaid tuumikute diameetreid, mistdttu on ka gloobulite ja klastrite vahelised tiihimikud

vaiksemad. [5]

3.9.4 [Initsiaatori moju
Initsiaatori valik ja kogus modjutavad oluliselt valmiva monoliidi poorsust, sest initsiaatorite

lagunemise kiirused on samal temperatuuril erinevad. Niiteks kui asendada AIBN
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bensoiililperoksiidiga, siis poorisuuruse jaotus liigub suuremate pooride suunas, sest
bensotiiilperoksiidi lagunemise kiirus on neli korda aeglasem kui AIBN oma. AIBN puhul,
mis on kdige enam kasutatav initsiaator, on lagunemise poolestusaeg stlireenis umbes 6 tundi
70 °C juures ja 110 °C juures on see umbes 3 minutit. Initsiaatori tiilibi mdju pohineb seega
samal seletusel kui polliimerisatsiooni temperatuuri moju konstantsel initsiaatori
kontsentratsioonil. Mida korgem on lagunemise kiirus, seda rohkem poliimeeriahelaid lahuses
tekib, mille tulemusena tekib palju sadestunud mikrogloobuleid ja tekivad viiksed tiihimikud
nende vahel. Teine parameeter, mis mojutab poorisuuruse jaotust ning kiitub samal
pohimdttel on initsiaatori kogus poliimerisatsiooni segus. Mida kdrgem on initsiaatori
suhteline sisaldus, seda vdiksem on keskmine pooride suurus monoliidis parast tdielikku

poliimerisatsiooni. [5]

3.9.5 Poliimerisatsiooni aja moju

Poliimerisatsiooni aja abil on samuti voimalik mojutada termiliselt initseeritud kopoliimeeride
omadusi. Moju uurimiseks on valmistatud sama koostisega poliimeere erineva
poliimerisatsiooni aja jooksul ning seejarel uuritud saadud poorsusi. [5] Poliimerisatsiooni aeg
mojutab pigem poorijaotuse kuju, kui et liigutab seda mdne teise pooridiameetri suunas. Kui
vihendada poliimerisatsiooni aega, siis tiilipiline monomodaalne makropoori jaotus muutub

samm-sammult laiaks bimodaalseks jaotuseks.
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4 Eksperimentaalne osa

4.1 Aparatuur ja toovahendid

4.1.1 Kasutatud kemikaalid ja vahendid

Naatriumborohiidriid (NaBHa, 99%), naatrium bis(2-metoksiietoksii)alumiinum hiidriidi lahus
(Red-Al, >60% tolueenis), stiireen (>99%), diviniiiilbenseen (DVB), 80%), alumiiniumoksiid
(Al,03), 2,2’-asobisisobutiironitriil (AIBN, 98%), 1-dodekanool (>98%), tolueen (99,8%),
atsetoon (>99%), tetraetiileengliikooldimetiilileeter (tetragliiim, >99%), viadvelhape (95-
97%), metakriiilanhiidriid (94%), trietiililamiin (TEA, >99,5%), 4-(dimetiiiilamino)piiridiin
(DMAP, >99%), 1,2-dikloroetaan (DCE, 99,8%), trifluorodddikhape (TFA),
naatriumhiidroksiid ~ (NaOH), vesinikkloriidhape (HC), metanool,  heksaan,
tiouurea (>99,0%), benseen (99,8%), etiiiilbenseen (>99,0%), propiiiilbenseen (analiiiitiline
standard), butiiiilbenseen (analiiiitiline standard) ja pentiiiilbenseen (analiiiitiline standard) olid
ostetud ettevottest Sigma Aldrich (Saksamaa). Tetrahiidrofuraan (>99.9%, SPS grade) oli
ostetud ettevottest Romil Ltd (UK). Veise seerumi albumiin (BSA) péritoluks oli GE
Healthcare (Suurbritannia), papaiin parines firmalt Boehringer Mannheim GmbH (Saksamaa)
ja tripsiin ettevottest Corning (USA). Atsetonitriill (HPLC puhtusega, >99,9%) osteti
ettevottest Lab-Scan (Poola). Kdikide eksperimenti ldbiviimiseks kasutati Tiiip I
deioniseeirtud vett Milli-Q Advantage A10 siisteemist (Millipore, Bedford, USA). Stiireen ja
diviniiilbenseen puhastati enne kasutamist alumiiniumoksiidi abil inhibiitoritest. PEEK toru
(3,18 mm O.D. x 1,5 mm I.D.) ja PEEK {ihendusliilid osteti ettevottest VICI AG

International (Sveits).

4.1.2 Kasutatud instrumendid
Infrapuna-spektrite registreerimiseks kasutati Nicolet 6700 FT-IR spektromeetrit, mis oli
varustatud teemantkristalliga mikro-ATR seadmega ,,Smart Splitpea® (Thermo Fisher

Scientific Inc., USA), millest on tipsem iilevaade kirjanduses. [34]

Valmistatud polii(stiireen-diviniiiilbenseen) monoliitide morfoloogiat uuriti skaneeriva
elektronmikroskoobiga (SEM) EVO MA15 (ZEISS, Saksamaa). Modtmised viisid 14bi Kalle

Kirsimée ja Peeter Paaver.

Lammastiku adsorptsiooni eksperimendid viidi ldbi ASAP 2020 fiiiisikalise sorptsiooni

analiisaatoriga (Micromeritics, USA). Modtmised viis 1dbi teadur Heisi Kurig.
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Kromatograafilisteks eksperimentideks kasutati Agilent 1200 HPLC siisteemi, mis koosnes
degasaatorist, kvarternaarsest pumbast, autosamplerist, kolonni termostaadist ja dioodrivi
detektorist (Waldbronn, Saksamaa). Kdikideks lahutamisteks kasutati 100-125 mm pikkuseid
kolonne temperatuuril 298,15 K. Siistitav ruumala oli 0,5 pl ja detekteerimise lainepikkus 210
nm. Madalmolekulaarsete analiilitide lahutamine viidi 14bi isokraatiliselt pdordfaas-reziimis
kasutades mobiilse faasina atsetonitriil-vesi 70:30 (v/v) segu joonkiirusel 0,65 mm s™. Proovi
valmistamiseks lahustati analiiidid mobiilses faasis. Benseeni ja alkiiiilbenseenide
kontsentratsioonid olid 150 pg/ml ja tiouureal 10 pg/ml. Valkude lahutamine viidi ldbi
kasutades lineaarset gradienti, kus atsetonitriili sisaldust vees muudeti 28% kuni 48% (v/v) 18
minuti jooksul (mobiilfaasi joonkiirus 2,5 mm s'). Valkude kontsentratsioonid olid 1-3
mg/ml. Valkude lahutamise korral sisaldasid nii atsetonitriil kui ka vesi 0,1% (v/v)

trifluorodadikhapet.
4.2 PEEK pinna modifitseerimine

PEEK toru sisepinna modifitseerimiseks kasutati kolmeetapilist protseduuri (Joonis 1). Esmalt
sO0vitati sisepinda kontsentreeritud vadvelhappega. Teiseks redutseeriti soovitatud kiht, mille
tulemusena muutusid karboniiiilriihmad hiidrokstiiilriihmadeks. Redutseerimine toimus kahes
etapis. Esmalt kasutati NaBH, lahust DMSO-s ning 10plik redutseerimine viidi 1dbi kasutades
Red-Al ehk naatrium bis(2-metoksiietoksii)alumiinium hiidriidilahust tetragliiiimis. Kolmanda
etapina  kinnitati PEEK pinnale viniitilrihmad metakriileerimise teel, kasutades

metakritilanhidriidi.
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Joonis 1 PEEK toru sisepinna modifitseerimise skeem

Soovitatud kiht

4.2.1 PEEK toru sisepinna soovitamine

20 cm pikkune PEEK toru (3,18 mm O.D. x 1,59 mm 1.D.) pesti pohjalikult atsetooniga ning
kuivatati 4 tunni jooksul vaakumis toatemperatuuril. Toru sisepinda t66deldi 2 ml
kontsentreeritud viddvelhappega, surudes seda siistla abil kiiresti labi PEEK toru. Seejérel
loputati toru pdhjalikult deioniseeritud vee ja metanooliga ning kuivatati vaakumi abil 4 tunni

jooksul ning hoiustati argooni keskkonnas.

4.2.2 PEEK toru sisepinna karboniiiilrithmade redutseerimine hiidroksiiiilriithmadeks

Katseklaasi valmistati NaBH4 lahus DMSO-s kontsentratsiooniga 1,2 g/100 ml. Eelnevalt
soovitatud sisepinnaga PEEK toru kasteti iileni redutseerivasse lahusesse ning katseklaasi
kuumutati temperatuuril 120 °C 24 h argooni keskkonnas. Pérast jahutamist toatemperatuurile
pesti toru jarjestikku jargmiste ainetega: DMSO, 15% NaOH vesilahus, vesi, | M HCI
vesilahus, vesi ning atsetoon. Seejérel kuivatati toru vaakumis 4 tunni jooksul temperatuuril
60 °C ja hoiustati see argooni keskkonnas. NaBH, abil redutseeritud PEEK toru redutseeriti
seejérel tdiendavalt 0,34 mol/l Red-Al lahusega tetragliiimis temperatuuril 80 °C 3 tunni
jooksul argooni keskkonnas. Pérast jahutamist toatemperatuurini pesti PEEK toru pohjalikult
jargmiste ainetega: THF, 15% NaOH vesilahus, vesi, 1M HCI vesilahus, vesi, metanool ning
heksaan ja kuivatati vaakumi abil 4 tunni jooksul temperatuuril 60 °C ning hoiustati seejirel

argooni keskkonnas edaspidiseks kasutamiseks.
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4.2.3 PEEK toru sisepinna metakriileerimine

Viaali lisati veevaba DCE (10,0 ml), metakriiiilanhiidriid (1,1 ml) ja DMAP (23,0 mg) ning
segu viidi kuivkappi, kus lisati TEA (1,0 ml) ning seejirel tdmmati lahus siistla abil eelnevalt
redutseeritud PEEK torusse. PEEK toru suleti alumisest otsast kruviga ning jéeti kuivkappi 12
tunniks toatemperatuuril reageerima. Pidrast seda pesti PEEK toru THF-ga ning kuivatati

vaakumiga 4 h jooksul ning hoiustati argooni all edaspidiseks kasutamiseks.
4.3 Polii(stiireen-diviniiiilbenseen) kolonni valmistamine

Polii(stiireen-divintiiilbenseen) kolonni valmistamiseks segati kokku reaktsioonisegu, mis
koosnes 24% stiireenist, 16% diviniiiilbenseenist, 42% dodekanoolist, 18% tolueenist (koik
massiprotsendid) ning 1% AIBN (massiprotsent segus oleva stiireeni ja diviniiiilbenseeni
summast). Segu deaereeriti argooni abil 7 minuti jooksul. Poliimerisatsioonisegu (300-400 pl,
sdltuvalt vooliku pikkusest) tdmmati plastiksiistla abil modifitseeritud PEEK torusse. Uks
kolonni otstest suleti PEEK kruviga ning teine ots ithendati 100 pl Hamilton® GASTIGHT®
siistlaga, mis oli tdidetud umbes 80 ul poliimerisatsiooniseguga. Pollimerisatsioon viidi 14dbi
rohu all (umbes 30 bar), mis saavutati asetades 500 g kaaluviht siistla kolvile. Rohk on oluline
selleks, et saavutada monoliidi vdimalikult tihe pakkimine. Reaktsioonisiisteem asetati
vertikaalselt vesitermostaati, mis oli eelkuumutatud temperatuurile 65 °C. Poliimerisatsioon
viidi 1dbi 3 v&i 24 tunni jooksul, parast mida eemaldati kolonn termostaadist ja lasti jahtuda
toatemperatuurini. Kolonn 10igati 12,5 cm pikkuseks, lisati {ihenduskruvid ning pesti
atsetonitriiliga, kasutades HPLC pumpa voolukiirusel 0,05 ml/min 24 h, et eemaldada

reageerimata jadnud monomeerid ja poorimoodustaja.

3 tunni jooksul valmistatud kolonne kasutati ainete lahutamiseks ja karakteriseerimiseks. 24 h
jooksul valmistatud kolonn selleks ei sobi, sest tekkiv monoliit on radiaalsuunas ebaiihtlane:
monoliidi keskel on kdva tuumik, samas, kui ddrtes on pehmem monoliit. Adhesiooni
testimiseks kasutati 24 h jooksul valmistatud kolonni, sest 3 h jooksul valmistatud kolonn
pole selleks piisavalt jdik. Kui kasutada pehmemat kolonni selleks, et demonstreerida kui
hésti on kolonn seina kiilge kinnitatud, siis pole vdimalik viita, kas rdhu muutus toimus
sellest, et monoliit tuli kolonni seinte kiiljest lahti voi sellest, et monoliit oli liiga pehme ning

pragunes.

Lammastiku adsorptsiooni eksperimendiks valmistati monoliit katseklaasis (4,88 mm O.D. x
3,28 mm 1.D.) 3 h jooksul. Monoliit 1digati tiilkkideks ning Soxhlet-ekstraheeriti 24 h jooksul

metanooliga ning kuivatati 40 °C juures vaakumi all iile66.
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5 Tulemused ja arutelu

5.1 PEEK sisepinna modifitseerimine

5.1.1 PEEK toru sisepinna soovitamine

Soovitamine on vidga oluline etapp selleks, et PEEK toru sisepind saaks téielikult
redutseeritud. PEEK poliimeeri pinna vélimine kiht on raskemini redutseeritav kui sisu,
mistottu on oluline eemaldada vélimine kiht kas mehaaniliselt voi keemiliselt, et saavutada
korge redutseerituse aste. Kiesolevas to0s kasutati selleks keemilist meetodit, sest PEEK toru
sisemust oleks mehaaniliselt keeruline eemaldada. PEEK on kiillaltki inertne poliimeer.
Seetdttu kasutati pinna sodvitamiseks kontsentreeritud vadvelhapet, mis suudab soovitada
PEEK poliimeeri toatemperatuuril. Selleks, et véltida pinna liigset s6dvitamist ja seeldbi
PEEK toru mehaanilise tugevuse védhenemist, valiti liihike s6ovitusaeg (vdhem kui 10
sekundit). S66vituse moju pinnale on naha SEM fotodelt (Joonis 2). Kui enne t6Stlemist on
PEEK pind sile, siis sodvituse tulemusena tekib keeruline kiuline vorgustik. Jargmise etapi
ajal toimub soovitatud kihi redutseerimine ja jirk-jarguline lahustumine DMSO-s, mille
tulemusena tekib kompaktne redutseeritud kiht, mille paksus on umbes 10 mikromeetrit. SEM
pildilt on niha, et redutseeritud kiht on ebatasasem kui td6tlemata PEEK toru. Pinna
ebatasasus on hea selleks, et saavutada parem haardumine poliimeerse monoliidi ja PEEK toru

sisepinna vahel, mis suurendab statsionaarse faasi mehaanilist vastupidavust.

Joonis 2. SEM pildid PEEK toru modifitseerimisest. a — modifitseerimata PEEK,
b — soovitatud PEEK, ¢ — ristloige séovitatud PEEK pinnast, d — redutseeritud PEEK,
e — ristloige redutseeritud PEEK pinnast.
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5.1.2 PEEK sisepinna redutseerimine

Pinna redutseerumise ulatuse hindamiseks kasutati IR-spektroskoopiat. Tépsemalt uuriti
spektrites (vt Lisa) kahte tiilipilist neeldumismaksimumi: 1650 cm” (bensofenoonse
karboniitilrithma ~valentsvonkumine) ja 1490 cm™” (fenilleenriithmadele iseloomulik
valentsvonkumine). Neist esimese intensiivsus peaks redutseerimise tulemusena vdahenema.
Teine maksimum on referentsmaksimum, mille intensiivsus ei muutu redutseerimise jooksul.
Redutseerimise ulatuse hindamiseks uuriti neeldumismaksimumide 1650 cm™ ja 1490 cm™
intensiivsuste suhet. Redutseeritud derivaadi spektris on ndha ka tdiesti uut
neeldumismaksimumi umbes 3400 cm™ juures, mis vastab tekkinud hiidroksiiiilrihmade

valentsvonkumistele. Selle maksimumi teke viitab hiidroksiiiilriihmade tekkele PEEK pinnal,

mis néitab, et karboniililrithmade redutseerimise protsess on olnud edukas.

Lisaks on spektritelt (Lisa: spektrid b, c¢) néha, et ilma eelneva sodvitamiseta redutseerub
PEEK vaid vihesel méiral. Piigi intensiivsus lainearvul 1647 cm™” muutus vihe vdrreldes
tootlemata PEEK pinnaga. Todtlemata PEEK toru jaoks oli intensiivsuste suhe 0,40 ning
parast redutseerimist NaBH4+/DMSO (1,2 g/100 ml) lahusega 24 h jooksul temperatuuril 120
°C oli see suhe 0,30, mis niitab, et redutseeriti 25% karboniiiilrithmadest. Sarnane tulemus oli
ka PEEK toru redutseerimisel Red-Al/tetragliiimi (0,34 mol/l) lahusega 24 h jooksul
temperatuuril 80 °C, kui intensiivsuste suhte vdartuseks saadi 0,27, mis nditab, et umbes 32%
karboniiiilrithmadest redutseeriti dra hiidroksiiiilrithmadeks. Mdlema redutseerimise juures on
spektris (Lisa: b, ¢) niha ka laiasid neeldumismaksimume 3400 cm™ juures, mis viitab sellele,

et redutseerimine on mingil méiral toimunud molematel tingimustel.

Happega soovitatud kiht PEEK pinnal reageerib NaBH4/DMSO lahusega lihtsasti ning
redutseeritud kiht lahustub DMSO-s jarkjargult redutseerimise méira suurenedes. Soovitatud
kihi alt vélja tulev PEEK kiht redutseerub samuti kergesti. IR-spektrist (Lisa: d) on niha, et
neeldumismaksimum 1647 cm™” juures (C=0) kadus tiielikult ning tiiesti uus
neeldumismaksimum tekkis 3400 cm™ juures (OH). See niitab, et pinna redutseerimine oli
enam vihem tiielik. Spektris (Lisa: d) on ndha veel iiht tdiesti uut neeldumismaksimumi
1701 cm™ juures, mis niitab, et NaBH»/DMSO siisteemiga redutseerimisel on tekkinud uus
karboniitilrithm (tdendoliselt estri karboniiiilriihm). Selle tekkepdhjus ei ole selge. Selleks, et
redutseerida  uued tekkinud karboniiiilrihmad kasutati redutseerimiseks tugevamat
redutseerimissiisteemi — Red-Al/tetragliiim lahust, millega tdéodeldi varasemalt NaBHy-ga

redutseeritud PEEK pinda. Spektrist (Lisa: e) on ndha, et pérast seda to6tlust on
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neeldumismaksimum 1701 cm’ juures kadunud, mis tdhendab, et karboniililriihmad on

taielikult redutseerunud.

Selleks, et lihtsustada redutseerimise eeskirja, prooviti ka pérast sodvitamist kohe redutseerida
pinda Red-Al/tetragliilimi lahusega ilma NaBH4/DMSO etapita. See ei toonud siiski head
tulemust, sest redutseerimisreaktsioonil tekkivad produktid ei lahustu tetragliiimis ning
ladestuvad PEEK pinnal ja s6dvitamisel tekkinud poorset kihti PEEK pinnal polnud voimalik
reaktsiooniga eemaldada. Seetdttu on redutseerimiseks kasutusel kaheetapiline

redutseerimisprotsess.

5.1.3 PEEK pinna viniileerimine

Metakriilotitilriithmade ~ kiilgeviimiseks ~ redutseeritud =~ PEEK  pinnale  kasutati
metakriiiilanhiidriidi. IR spektrist (Lisa: f) on ndha, et reaktsiooni tagajirjel tekkis uus
neeldumismaksimum umbes 1715 cm™ juures, mis kuulub metakriiiloiiiilrihmas oleva
karbontiiilriihma valentsvonkumisele, mis néitab, et modifitseerimine oli edukas. Reaktsioonil
metakriitilanhiidriidiga on kataliisaatorina kasutusel DMAP. DMAP on tugev kataliisaator
esterdamiseks happeanhiidriididega ning sellega on vdimalik viniileerimine ldbi viia
toatemperatuuril, mis vdhendab vdimalust, et pinna modifitseerimise kéigus tekivad pinnale

metakriitilanhiidriidi poliimeersed kihid.
5.2 Adhesiooni test

Poliimeermonoliidi PEEK toru siseseina kiilge kinnituse hindamiseks kasutati 24 h jooksul
poliimeriseerunud kolonni. Kinnitumise kvaliteedi hindamiseks uuriti suhet rohu ja
mobiilfaasi voolukiiruse vahel. Kui rohk touseb voolukiiruse toustes lineaarselt, siis voib
véita, et monoliit ei deformeeru rdhu mdjul. RGhu ja voolukiiruse vahel leiti hea lineaarsus
(R*= 0,9979), vt Joonis 3. Kolonn suudab vastu pidada rohule 140 bar (voolukiirusel 0,5
ml/min), mis nditab, et monoliit on piisavalt hdsti kinnitunud kolonni seintele ning

statsionaarne faas pole kokku tdombunud.
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Joonis 3. Rohu ja voolukiiruse suhe
Lisaks maddrati ka monoliidi SP vdirtus (swelling propensity) [35]. SP' faktor miéiratakse

jargmise valemiga:

_ P(solvent) — P(vesi) (1)
- P(vesi)

SP

kus P on mobiilfaasist tuleneva rohu ja mobiilfaasi viskoossuse suhe. SP faktor iseloomustab
materjali pundumist orgaanilistes solventides vorreldes veega. Mida ldhemal on SP véértus
nullile, seda vdhem materjal pundub orgaanilises solvendis ja seega esineb vidhem
kokkutdmbumise probleeme. SP madramiseks valmistati kaks kolonni, millest iiks
modifitseeritud ja teine modifitseerimata PEEK toruga. Orgaaniliseks solvendiks oli
atsetonitriil. Modifitseerimata kolonni korral oli SP véartus 6,1, mis néitab, et vee toimel on
toimunud statsionaarse faasi kokkutdmbumine ja see on kolonni seinte kiiljest lahti tulnud.
Kui monoliit ei ole seotud kolonni seintega, siis korge veesisaldusega solvendis tdmbub
monoliit kolonni seintest eemale ja mobiilne faas saab minna seina ja monoliidi vahelt 14bi,
mis toob kaasa efektiivsuse languse. Modifitseeritud kolonni korral saadi SP véértus 0,4, mis
nditab, et adhesioon statsionaarse faasi ja kolonni seina vahel on tugev ning vee toimel on

vaid viga vihesel mééral toimunud kokkutdmbumine, mis muudab vaid veidi pooride suurusi.
5.3 Temperatuuri moju poliimerisatsioonile

Algselt viidi poliimerisatsioon 1dbi 3 tunni jooksul temperatuuril 60 °C. Sellised tingimused
olid varasemalt vilja pakutud sulatatud kvartsist kapillaarides siinteesiks. [36] Sellistel

tingimustel valmistatud kolonni efektiivsus alkiitilbenseenide lahutamisel ei olnud piisavalt

26



hea, vorreldes sellega, mis oli esitatud kirjanduses. [36] Madalama efektiivsuse pohjuseks
voib olla erinev soojusiilekanne kapillaaris ja PEEK torus. Sulatatud kvartsi ja PEEK toru
soojusjuhtivused on vastavalt 1,3 W/(mxK) ja 0,25 W/(mxK). [37] Lisaks on vorreldavad
materjalid erineva paksusega — kapillaar 0,13 mm ja PEEK 0,79 mm. Ka kolonnide
sisediameetrit erinevad iiksteisest — kapillaaril on see 0,1 mm, kuid PEEK torul 1,59 mm.
Jarelikult on PEEK torus siinteesi 14bi viies soojusiilekande efektiivsus palju madalam kui
kvartskapillaari korral. Seega poliimerisatsiooni algses staadiumis on reaktsioonisegu
temperatuur PEEK torus madalam kui kapillaaris ja seega poliimerisatsioon aeglasem.
Poliimerisatsiooni temperatuuri tdstmine 5 °C vorra (65 °C) tdstis mérgatavalt kolonni
efektiivsust. Poliimerisatsiooni temperatuuril 60°C saadi teoreetiliste taldrikute arv meetri
kohta 9000, kuid temperatuuril 65 °C oli see 32000 taldrikut meetri kohta. Seetdttu kasutati
jérgenvalt kdigis eksperimentides monoliitide valmistamiseks poliimerisatsiooni temperatuuri

65 °C.
5.4 Lammastiku adsorptsioon

Monoliidi poorsust uuriti madaltemperatuurse ldmmastiku adsorptsiooni meetodiga [38]
kasutades kuiva monoliiti. Valmistatud monoliidi mddtmisel saadi BET eripindalaks 11,7
m*/g. T-plot meetodil [39] méiratud mikropooride ruumala oli 0,005 ml/g ja pooride, mille
1abimodt oli alla 370 nm koguruumala oli 0,031 ml/g. Selline koguruumala viitab sellele, et
alla 370 nm 1dbimdoduga pooride (sealhulgas ka mesopooride, mille diameeter on 2 kuni 50
nm) hulk kuivas mittepundunud olekus on viike ja enamik poore on makropoorid (1abimodt
tile 370 nm) ning mikromeetri mdddus gloobulitevahelised poorid. See on ka pdhjus, miks

saadud statsionaarsete faaside eripindala on kiillaltki madal.
5.5 Mikroskoopilised omadused

Valmistatud monoliidi morfoloogiat uuriti skaneeriva elektronmikroskoobiga (SEM). SEM
fotodelt (Joonis 4) on néha, et valmistatud monoliit koosneb mikrogloobulitest, mis on
tiiipiline poliimeersetele monoliitidele. Pildilt on ndha, et gloobulid on alla mikromeetri
suurused. Omavahel {ihendatud gloobulite vahel olevate Ildbivoolu pooride diameeter
varieerub laialdaselt — tosinast mikromeetrist kuni alla mikromeetrise diameetrini. Pooride
struktuuri ebaiihtlus voib olla pdhjuseks ka sellele, miks lahutamisel ei saavutatud veelgi
paremat efektiivsust. Korge poorsus pohjustab ka kdorge ldbilaskvuse, mis on tiilipiline

monoliitidele.
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Joonis 4 SEM pildid valmistatud monoliidist

5.6 Hiidrodiinaamilised karakteristikud ja poorsus

Valmistatud kolonni rdhulangu ja mobiilfaasi voolukiiruse vahelise sdltuvuse (Joonis 5)
lineaarsus hea korrelatsioonikoefitsiendiga (R* = 0,9995) niitab, et uuritud voolukiiruste ja
rohkude vahemikus ei suru mobiilfaas monoliidi poorset struktuuri elueerumise kdigus kokku.
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Joonis 5 Mobiilfaasi voolukiirus vs kolonni rohulang
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Poorse statsionaarse faasi ldbilaskvust (permeability) k, r saab kirjeldada Darcy seaduse abil:

nu,L
p.F :Fiz (2)

kus # on mobiilfaasi viskoossus, ur on mobiilfaasi mahtkiiruse Fy ja kolonni ristldikepindala
suhe, L on kolonni pikkus ja AP on kolonnile rakenduv rohulang. Mobiilfaasi viskoossuse
vadrtus 7 = 0,60 cP atsetonitriil/vesi (70/30, v/v) siisteemi jaoks, voeti kirjandusest. [40]
Testitud kolonni ldbilaskvuseks arvutati 1,7 X 10 m2, mis viitab monoliidi heale

labilaskvusele.

Monoliidi poorsust & hinnati, kasutades jargnevat valemit (3):

5 2te 3)

Kus uy on mobiilfaasi joonkiirus, mis on mdiratud kolonniga mitteseostuva iithendi abil. [9]
Selles t00s kasutati kolonniga mitteseostuva ithendina tiouureat. Valmistatud monoliidi jaoks

oli & védrtus 0,94, mis on sarnane véértusele kirjanduses. [36]

5.7 Alkiiiilbenseenide lahutamine ning kolonnide reprodutseeritavus

Kolonnide reprodutseeritavuse hindamiseks valmistati samade tingimuste juures 5 kolonni
viiel erineval pédeval (4 kuu jooksul). Kolonnide lahutamisvdime hindamiseks lahutati
isokraatiliselt  alkiililbenseene  (benseen, tolueen, etiiiilbenseen, propiiiilbenseen,
butiitilbenseen ja pentiililbenseen). Lahutuse surnud aja identifitseerimiseks lisati segusse
tiouurea, mis ei seostu podrdfaas-kolonniga. [20] Poordfaaskromatograafia jaoks kasutati
mobiilse faasina atsetonitriil-vesi 70:30, (v/v) segu. Joonis 6 demonstreerib tiiiipilist
kromatogrammi. Mahtuvusfaktorid, rohud ja saadud teoreetiliste taldrikute arv iga kolonni
jaoks on toodud Tabelis 1. Suhtelise standardhélbe vaértused rdhu ja mahtuvusfaktorite jaoks
olid head: vastavalt 3,3% ja vahemikus 2,2-2,6%. Alkiiiilbenseenide lahutamisel leitud
teoreetiliste taldrikute arvude suhtelise standardhdlve (11,5-21,4% N/m) oli suurem, kuid
siiski vastuvOetav. Need tulemused kinnitavad, et eeltoodud eeskiri monoliitsete kolonnide

valmistamiseks on reprodutseeritav.
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Tabel 1. Kolonnide valmistamise korratavus.

Raohk Benseen Tolueen Etiiiil- Propiiiil- Butiiiil- Pentiiiil-

(bar) benseen benseen benseen benseen
k N/m k N/m k N/m k N/m k N/m k N/m
Kolonn1 | 31,3 | 1,08 | 17200 | 1.58 | 18000 | 2.14 | 20500 | 3,00 | 20400 | 4,38 | 20700 | 6,36 | 20200
Kolonn 2 | 335 | 1,05 | 24400 | 1,55 | 24400 | 2,10 | 25100 | 2,94 | 25000 | 4,30 | 26000 | 6,25 | 25200
Kolonn 3 32,6 1,10 | 16800 | 1,62 | 15200 | 2,19 | 15200 | 3,07 | 17500 | 4,48 | 21200 | 6,50 | 20100
Kolonn 4 | 30,8 | 1,03 | 21200 | 1,53 | 19500 | 2,07 | 19100 | 2,90 | 19300 | 4,24 | 20900 | 6,17 | 24900
Kolonn 5 | 31,9 | 1,04 | 17300 | 1.53 | 15800 | 2,08 | 15400 | 2,92 | 15300 | 426 | 15800 | 6,19 | 20900
Keskmine | 32,0 | 1,06 | 19400 | 1,56 | 18600 | 2,11 | 19000 | 2,96 | 19500 | 4,33 | 20900 | 6.29 | 22200
RSD% 3,3 2,6 17,0 | 24 198 | 2.3 214 | 2.3 18,6 2,2 17.3 2,2 11,5

Kolonni pikkus: 125 mm. Mobiilne faas: 70% (v/v) atsetonitriil vees. Joonkiirus: 0,65 mm s™.
Siisti ruumala: 0,5 pL. Analiiiitiline lainepikkus: 210 nm.

Kdikide analiiiitide jaoks koostati ka van Deemteri kdverad, kasutades iihte viiest kolonnist.
Tulemusi kajastavad Tabel 2 ja Joonis 7. Kuigi analiiiitide mahtuvusfaktorite vdértused on
vahemikus 1-6, siis van Deemteri kdverad on oma kujult vdga sarnased. Teoreetiliste
taldrikute arv meetri kohta optimaalsel voolukiirusel on vahemikus 26000 kuni 32000. Kdige
suurem teoreetiliste taldrikute arv oli 31400 taldrikut meetri kohta, mis vastab 31,9 um
teoreerilise  taldriku korgusele. Selliseid teoreetiliste taldrikute arvusid madala
molekulmassiga iihendite lahutamisel voib lugeda vdga headeks, vorreldes kirjanduses
leiduvate sarnaste kolonnidega [41], kus teoreetiliste taldrikute arv on iildiselt alla 20 000
taldriku meetri kohta.

Tabel 2. Retentsioonifaktorid (k), eksperimendiandmetest leitud van Deemteri konstandid (4,

B ja C), optimaalne joonkiirus, teoreetiliste taldrikute korgused ja teoreetiliste taldrikute arv
meetri kohta.

Analiiit kK| A | B|C (nlf:l'f/‘s) Hﬂll:)‘“j“ Efil;t/ilil‘l’;“s

Benseen | 1,05 | 137 | 3.26 | 447 | 027 | 378 26400

Tolueen | 156 | 11,6 | 3,02 | 503 | 025 | 362 27600
Etuilbenseen | 2,11 | 11,0 | 2,83 | 46,6 | 025 | 340 29400
Propiitilbenseen | 2,96 | 9.1 | 2,63 | 50,7 | 023 | 322 31000
Butiilbenseen | 433 | 7.8 | 2,77 | 524 | 023 | 318 31400
Pentiiiilbenseen | 6,29 | 12.8 | 1,93 | 47.4 | 020 | 319 31300

Kolonni pikkus: 125 mm. Mobiilne faas 70% (v/v) atsetonitriil vees. Siisti ruumala: 0,5 pL.

Analiiiitiline lainepikkus: 210 nm. Efektiivsus médratud optimaalsel joonkiirusel.
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Van Deemteri konstantide leidmiseks registreeriti alkiiiilbenseenide segu kromatogrammid
erinevatel mobiilfaasi voolukiirustel. Iga aine jaoks leiti igal voolukiirusel teoreetiliste

taldrikute arv ja saadud soltuvusi ldhendati vihimruutude meetodil van Deemteri vOrrandiga.

H=A4+ £l +Cu 4)
u

Toodud kromatogrammil (Joonis 6) on monede piikide puhul ndha mdoningat asiimmeetriat.
Piigi kuju sOltuvust analiiidi kontsentratsioonist uuriti, et teha kindlaks, kas astimmeetria
tuleneb kolonni iilekoormamisest prooviga. Leiti, et kolonni efektiivsus muutus viga véhe,
kui analiilitide kontsentratsioon muutus 10-300 pg/ml, seega ei ole astimmeetria tingitud
kolonni prooviga iilekoormamisest. Koige tdendolisemaks pohjuseks on massiiilekande
moningane takistatus vdikeste molekulide korral geelilaadsetes poliimeerse monoliidi osades,

kui see on solvateeritud ja pundunud mobiilse faasi tottu. [36]

{R (min)

Joonis 6 Alkiiiilbenseenide lahutamine isokraatiliselt. 1 — tiouurea, 2 — benseen, 3 — tolueen,
4 — etiitilbenseen, 5 — propiitilbenseen, 6 — butiiiilbenseen, 7 — pentiiiilbenseen.
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Joonis 7 Alkiiiilbenseenide lahutamisel saadud Van Deemteri koverad.
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5.8 Valkude lahutamine

Lisaks madala molekulmassiga iihenditele katsetati kolonni lahutamisvoimet ka kolme
valguga — veise seerumi albumiin (BSA), triipsiin ja papaiin (Joonis 8). Uuritud valkude
molekulmasside vahemik oli 23,3 kDa kuni 66,5 kDa. Teoreetiliste taldrikute arv meetri kohta
oli triipsiinil 24 000 (vastab teoreetilise taldriku kdrgusele 41,6 um), papaiinil 22 000 (44,9
um) ja BSA korral 40 000 (24,3 um). Mahtuvusfaktorid olid triipsiini, papaiini ja BSA jaoks
vastavalt 12, 16 ja 18. BSA-le vastava piik nr 4 kiiljes on ndha madalamat lisapiiki, mis on
pOhjustatud sellest, et kommertsiaalne BSA sisaldab lisaks monomeerile ka dimeeri, trimeeri
ja teisi agregaate. [42] Saadud tulemustest on ndha, et valmistatud kolonniga on vdimalik
lisaks madalmolekulaarsetele iihenditele lahutada ka makromolekule. Samas on sellisel viisil
valmistatud kolonn siiski mdeldud eeskdtt madalmolekulaarsete iihendite lahutamiseks.
Sarnaseid kolonne oleks voimalik valmistada ka suunitlusega makromolekulide lahutamiseks,
kui muuta reaktsioonitingimusi. Reaktsiooniaja pikendamine vdimaldaks saada tugevamat
monoliiti, mis peab vastu korgematele rohkudele. Lisaks muudab see pooride jaotust
bimodaalsest monomodaalseks, nagu iildiselt makromolekulide lahutamisel kasutatakse.
Samas pikk reaktsiooniaeg ei ole hea madalmolekulaarsete lihendite lahutamiseks, sest selle
tulemusena tekib keskele kova tuumik ning dértest on monoliit pehmem, mistdttu lahutamisel
laheb analiiiit stigavale statsionaarse faasi pooridesse, mis pole efektiivsusele hea. Kuna koik
reaktsioonitingimused mojutavad 10puks saadavat monoliiti, siis tuleks teha mitmeid
eksperimente, et teha kindlaks, millised reaktsioonitingimused ja poliimerisatsioonisegu
sisaldused on parimad selleks, et saavutada soovitud omadustega monoliitseid statsionaarseid

faase.

mAU
140

120

100

40+

204

’ \ / \ ) / "V:‘
"V\ / — D —————
L — —_— — B — ——
i 10 15 2 e (min)

Joonis 8 Valkude gradientelueerimine. 1 — surnud ajal vdlja tulnud lisandid, 2 — triipsiin, 3 —
papaiin, 4 — BSA.
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6 Kokkuvote

Kéesoleva t60 raames tootati vidlja wuus reprodutseeritav meetod polii(stiireen-
diviniililbenseen) pohiste monoliitsete kolonnide valmistamiseks PEEK torus. Valmistatavad
kolonnid on sisediameetriga 1,6 mm ning on kasutatavad tavapdraste HPLC seadmetega.
Oluline etapp poliimeersete monoliitsete kolonnide valmistamisel on monoliidi kovalentne
kinnitamine kolonni seinte kiilge, et viltida monoliidi seinte kiiljest lahti tulemist, mis
pohjustab efektiivsuse olulist langust. Monoliidi kolonni siseseina kiilge kinnitamiseks on
vaja PEEK sisepinda keemiliselt toodelda. Vilja tootatud meetod koosneb kolmest etapist,
milleks on sisepinna sodvitamine, karboniiiilrihmade redutseerimine ning viniililrithmade
kinnitamine kolonni siseseinale, mille kaudu monoliit kinnitub kolonni seinte kiilge.
Karboniitilriihmade redutseerimine viidi 14bi uudselt kahes etapis, et saavutada kdorge
redutseerituse aste. PEEK toru modifitseerimise edukus tdestati 1&bi ATR-IR modtmiste ning
monoliidi  kolonni seinte kiillge sidumine ldbi rohulangu mdotmiste. Kolonni
lahutamisomadusi uuriti 1dbi kromatograafiliste eraldamiste. Valmistatud kolonnide
efektiivsus alkiiiilbenseenide lahutamisel ulatus kuni 32000 taldrikuni meetri kohta ning
valkude lahutamisel oli vahemikus 23000 — 40000. Kolonnide valmistamise

reprodutseeritavust demonstreeriti 1dbi alkiiiilbenseenide isokraatilise lahutamise.

Kéesoleva t60 tulemustest on kirjutatud artikkel, mis on 18.05.2016 I5plikult avaldamiseks

vastu voetud ajakirjas Analytica Chimica Acta (DOI: 10.1016/j.aca.2016.05.026).
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7 Summary

Synthesis and testing of monolithic poly(styrene-divinylbenzene) stationary

phases in PEEK tubing

A novel and reproducible method for preparing poly(styrene-divinylbenzene) monolithic
columns in PEEK tubing has been developed. The method enables preparation of columns
with internal diameter of 1,6 mm, which are compatible with conventional HPLC equipment.
The key step in the preparation of monolithic columns is covalent attachment of the monolith
to column inner surface. This is because the detachment of monolith from column walls
during separation processes causes remarkable decrease in separation efficiency. In order to
covalently attach the monolith to the inner PEEK column surface, the surface needs to be
chemically modified. In this work, a three step procedure has been used. It consists of surface
etching, reduction of carbonyl groups and attaching vinyl groups to the surface, to which the
monolith can be covalently attached. As a novelty, the reduction step is carried out in two
reactions to achieve a high reduction degree. The success of PEEK surface modification and
binding with monoliths was demonstrated by ATR-IR spectra and pressure drop
measurements. The separation properties of the prepared columns were investigated via
chromatographic separations. The efficiency for separation of alkylbenzenes reached 32000
plates per meter and for the separation of proteins it was from 23000 to 40000 plates per
meter. The reproducibility of the column preparation method was demonstrated by isocratic

separation of alkylbenzenes.

Based on the results of this work, a manuscript has been accepted for publication in Analytica

Chimica Acta as of 18.05.2016 (DOI: 10.1016/j.aca.2016.05.026).
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9 Lisa

ATR-FT-IR spektrid PEEK pinnast modifitseerimise erinevatel etappidel

a. Modifitseerimata PEEK toru
b. Redutseeritud ainult NaBH4/DMSO siisteemiga
c. Redutseeritud ainult Red-Al/Tetragliiiim siisteemiga
d. Soovitatud kontsentreeritud vadvelhappega, seejirel redutseeritud NaBH4/DMSO
siisteemiga
e. Soovitatud kontsentreeritud védvelhappega, seejirel redutseeritud NaBH4/DMSO ja
Red-Al/Tetragliiiim siisteemidega
f. Viniiliseeritud metakriitilanhiidriidiga
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Polii(stiireen-diviniiiilbenseen) monoliitsete statsionaarsete faaside siintees PEEK

kolonnis ja nende testimine

Kéesoleva t66 raames tootati vélja kolmeetapiline meetod PEEK toru modifitseerimiseks, mis
voimaldab siduda monoliitse statsionaarse faasi keemiliselt kolonni seinte kiilge. Meetod
koosneb sodvitamisest, redutseerimisest ja viniileerimisest, seejuures on redutseerimise etapp
viidud 1&bi uudselt kahe erineva reaktsioonina, et saavutada korge redutseerituse aste.
Valmistatud kolonnid (sisediameeter 1,6 mm, pikkus 12,5 cm) on kasutatavad tavapéraste
HPLC seadmetega. Modifitseeritud PEEK kolonni siinteesiti in sifu polii(stiireen-
diviniitilbenseen) monoliit. Monoliidi seinte kiilge kinnitamise edukust hinnati erinevate
rohulangu mddtmistega. Statsionaarse faasi lahutamisvoimet hinnati alkiiiilbenseenide ning
valkude kromatograafiliste eraldamistega. Valmistatud kolonnide reprodutseeritavus tdestati
alkiitilbenseenide isokraatilisel eraldamisel. Teoreetiliste taldrikute arv meetri kohta oli
optimaalsel voolukiirusel alkiiiilbenseenide lahutamisel 26000 kuni 32000 erinevate

analiititide jaoks.
Mairksonad: Polii(stiireen-diviniiiilbenseen), PEEK, monoliitne kolonn, RP-HPLC

Synthesis and testing of monolithic poly(styrene-divinylbenzene) stationary phases in

PEEK tubing

A new three-step method for PEEK tubing surface modification is presented, which is
essential for covalently anchoring the monolith to PEEK tubing. The method includes etching,
surface reduction and surface vinylization. As a novelty, the reduction process is carried out
in two steps to achieve a high degree of reduction. The prepared columns (internal diameter
1,6 mm, length 12,5 cm) are usable with conventional HPLC equipment. Poly(styrene-
divinylbenzene) monoliths were synthesized in sifu into the modified PEEK tubing.
Successful binding of the monolith with PEEK tubing was demonstrated by pressure drop
measurements. Separation properties of the obtained stationary phases were evaluated via
chromatographic separation of alkylbenzenes and proteins. The column performance was
evaluated via isocratic separation of a series of alkylbenzenes, which showed the current
method to be reproducible. The numbers of plates per meter at optimal flow rate were found

to be between 26000 and 32000 for different analytes.
Keywords: Poly(styrene-divinylbenzene), PEEK, monolithic column, RP-HPLC
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