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. {57) Ein granulares vernetztes Copolymeres, das als Flillmaterial fiir die
Schnellfliissigkeitschromatographie und vor allem als Fiilimaterial fiir die
Gelpermeationschromatographie geeignet ist, wird erlautert. In einer bevorzugten’
erfindungsgemafien Ausfihrungsform ist das Fillmaterial ein Copolymeres, das im wesentlichen
aus () Einheiten von mindestens einem Vinylalkohol, (1) Einheiten von mindestens einem
Vinylester einer Carbonsaure und (Ill) Einhéiten von mindestens einem Vernetzungsmonomeren,
das einen Isocyanuratring hat, besteht, wobei das Verhaltnis der Einheiten (1) zu den Einheiten (I}
in dem Copolymereninnerhalb des der folgenden Gleichung entsprechenden Bereiches liegt:

etwa 0,4‘=< a 3 etwa'0,8
atb

worin a und b Molverhaltnisse der Einheiten (1) bzw. (Il) in den Gesamtéinheiten (1, (1) und (I
des Copolymeren sind, und es wird ein Verfahren fiir dessen Herstellung durch Suspensions- -
Po!ymerISIerung beschrieben.
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“Fiillmaterial fir Schnellflﬁééigkeitschromatographie
und Verfahren fir dessen Herstellung ”

AnWendunqsqebiet der Erfinduna:

Die Erfindung betrifft ein neuartiges graﬁulares verﬂetztes
Copolymeres, ein Fillmaterial fir die Schnellflissigkeits~
chromatographie'(abgekﬁrzt "HLC®), bestehend aus diesem ver-
netzten Copolymeres, und ein Verfahren fiir dessen Herstellung,
Genauer gesagt betrifft die Erfindung ein Fillmaterial fir di
Flissigkeitschromatographie (abgekiirzt "LC"), das sich fir ei.
ne schnelle und hochgradige Trennung oder Analyse von in eine
wabrigen Losung gelosten Substanzen nach dem praktisch bei de
Gelpermeationschromatographie (abgekiirzt "GPC") herrschenden
_Tfennungsmechanismus eignet und ein Copolymeres aufweist, das
im wesentlichen aus (I) Einheiten mindestens eines Vinylalko-
hols, (II) Einheiten mindestens eines Vinylesters einer Carbo:
sdure und (III) Einheiten mindestens eines Vernetzungsmonomert
mit einem Isocyanuratrlng besteht, und ein Verfahren fiir desse
Herstellung.

- Charakteristik der bekannten technischen Losungen:

Die LC ist eine Methode zur Trennung oder Analyse, bei der die
Unterschiede in der Eluiebungsgegchwindigkeit genutzt werden,

die durch eine gewisse Wechselwirkung zwischen der festen Pha-
se, d. h, einem Fillmaterial, und den zu trennenden, in der be
weglichen flissigen Phase geldsten Komponenten hervorgerufen

werden, Vor allem wird eine Methode, bei der ein Fiillmaterial
~mit einer geringen TeilchengréBe und hoher ‘mechanischer Festig
~ keit angewandt und ein hoher Grad der Trennung oder Analyse da
durch erzielt wird, dab ein Losungsmittel mit hoher Geschwin-
digkeit innerhalb einer kurzen Zeit hindurchlauft, allgemein



als HLC bezeichnet und auf den verschiedensten Gebieten ein=-
gesetzﬁ.

Die GPC ist eine Art der LC, bei der das Prinzip angewandt
wird, daB eine Komponente, die eine geringere MolekiilgriBe

hat als die PorengréBe in dem Fﬁllmatérial (das als "Gel” be-
zeichnet wird) betragt, infolge ihrer MolekiilgréBe in das Gel
eindringt, wihrend eine Komponente mit einer groBeren Nole~
kﬁlgbﬁ&e auBerhalb des Gels durchliuft, wodurch die Komponen= '
ten nacheinander mit einem L&sungsmittel in der ReihenFolge
‘der Komponente mit der groBeren Molekilgrébe eluiert werden
kdénnen, -

‘Die GPC kann nach dem fiir die Thennung'oder die Analyse ver=-
wendeten Losungsmittel in ein System mit organischem Medium
und ein System mit wdBrigem Medium eingeteilt werden. von die-
sen beiden Systemen kann das GPC-System mit wéBrigem Medium
fiir die Trennung oder Analyse von wasserléslichen syntheti-
schen PolYmerqn, Sacchariden, Aminosauren und Proteinen ein-
gesetzt werden, Es verdient vor allem Beachtung auf biochemi-
schen und medizinischen Gebieten als einfache analytische Me-

. thode, die vorteilhaft fiir die Analyse von beispielsweise Se=-
rum angewéndt werden kann, ohne daB die Probe vorbehandelt
oder das Losungsmittel wdhrend der Analyse gewechselt werden
muB, wie es bei der herkdmmlichen LC durch Anwendung von Ad-
sorption und Verteilung der Fall ist, und sie liefert auch ei-
ne grobere Menge von Informationen, Insbesondere wird von den
Komponenten im Blut und Urin behauptet, dab sie in enger Be-
ziehung zu Erkrankungen der Niere oder Leber oder Symptomen
wie Karzinom stehen, So ist es dringend erforderlich, Gele fir
die HCL zu entwickeln, vor allem Gele fir ein Schnell~GPC=
System mit wéBrigem Medium, das sich fur die Trennung oder die |
Analyse dieser Komponenten eignet, Ee gibt ein Gel und wird
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hiufig als das Gel fiir ein GPC-System mit wiBrigem Medium ein
gesetzt,'das,durch die Vernetzung von Dextran mit Epichlor-
hydrin (Warenzeichen "Sephadex", ein Produkt von Pharmacia
Fine Chemicals AB, Schweden) hergestellt wird, Dieses Gel
ist aber ein sogehanntes weiches Gel, dessen:fﬁr‘die Trennung
verwendeten Poren aus vernetzten Netzwerken bestehen, wobei
aber die mechanische Festigkeit des Gels gering ist, Daher
konnte dieses Gel nicht als Gel fir die Schnell-GPC einge-
setzt werden, | |

Es ist auch bekannt, daB ein Gel in Form eines wibrigen Me=-
‘diums durch die Verseifung der Copolymerteilchen von Vinyl-
acetat und 1,4-Butandioldivinylather gewonnen'werden kann,
wie es in der US-PS 3,586,626 dargelegt wird, Wie aber von
"W, Heitz, dem Erfinder dieses US-Patentes zugegeben wird, ist
die Copolymerisierbarkeit der fiir dieses Gel verwendeten Mo~
nomere gering (siehe W, Heitz, J, Chromatogr., 53, 37 1970),

" und daher hat das gebildete Gel keine ausreichende Festig-
keit und kann praktisch nicht fir die HLC verwendet werden,

‘AuBerdem wurde berichtet, daB ein Gel in Form eines wabBrigen
Mediums mit einer hdheren mechanischen Festigkeit durch Ver-
" gseifung der Copolymerteilchen von beispielsweise Didthylen~
glycoldimethacrylat oder Diglycidylmethacrylat<mit Vinyl-
acetat und anschlieBende Vernetzung des verseiften Copoly-
meren hergestellt werden kann, wie in der US-PS 4,104,208
dargelegtrwird. Eine derartige Herstellungsmethode ist je=
"doch kompliziert, und es ist schwiebig, das Gel in gleich=-
bleibender Qualitidt mit guter Reproduzierbarkeit zu gewin-
nen,

" Es ist auBerdenm bekannt, daB ein hartes Polyvinylalkoholgel



ce. 231105 7

geWonnen werden kann, wenn ein Copolymer von Vinylacetat und
ein Vernetzungsmittel mit einer Triazinringstruktur bis zu
einen Grade verseift werden, daB die Esterabsorption des In-
frarotabsorptionsepektrums bel 1730 ent vo}lsténdig ver-
schwindet, wie in der GB~PS 2034328 A beschrieben wird, Nach
den der Erfindung zugrunde liegenden Forschungsarbeiten hat
das durch'diese Methode gewonnene Gel jedoch eine geringe
mechanische Festigkeit, und daher ist das Gel nicht fir die .
schnell-GPC geeignet, bei der das Gel mit einer geringeren |
Teilchengrdbe, z. B. einem Gewichtsmittel-Teilchendurchmesser
von unter etwa 20 Gm, unter hohem Druck eingesetzt wird, ob~
wohl das Gel bei der greBtechnischen Trennung verwendung fin-
den kann, bei der das Gel mit einer hoheren TeilchengrdBe
verwendet werden kann und keine besonders hohe mechanische
‘Feétigkeit gefordert wird wie bel der Entsalzung einer wab~
rigen Polymerldsung. SR ’

Damit das Gel fir ein Schnell-GPC-System mit wabrigem Medium
geeignet ist, mup es Poren haben, die entsprechend den Mole=
kiilgroBen der zu trennenden Komponenten genau gesteuert wer-
den, und es muB eine geringe Teilchengrdbe mit ausreichender
mechanischer Festigkeit haben, und auberdem mub es hydrophil
“bei geringer Adsorbierbarkeit der in einer wéBrigen Losung
zu trenneﬁden Komponenten sein,

ziel der Erfindung:

"Angesichts des oben beschriebenen Standes der Technik wurden
umfangreiche Untersuchungen fiir die Entwicklung von Gelen fir
ein GPC~System mit waBrigem Medium durchgefiihrt, die den oben
‘genannten Anforderungen genﬂgén; Dabei wurden ein Gel aus vor-
wiegend Hydrokylgruppen, Estergruppen und Einheiten eines Ver- |
netzungsmonomeren in dem Polymerskelett mit Poren, die fur die
Trennung oder die Analyse von éntsprechenden Substanzen in ei-
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‘ner waBrigen Ldsung geeignet sind, und einer mechanischen Fe-
stigkeit, die hohe Geschwindigkeiten oder hohe Driicke aushdlt
und ein Verfahren fiir die Herstellung desselben entdeckt,

Dablequnq des Wesens dep Erfindung{

ErfindungsgendB wird in einer Ausfihrungsform ein vollkommen
‘pordses Fiillmaterial fir die Schnellfliissigkeitschromatogra-
phie zur Verfiigung gestellt, das ein granulares vernetztes
Copolymeres aufweist; das im wesentlichen aus. (I) Einheiten
von mindestens einem Vinylalkohol, (II) Einheiten von minde-
stens einem Vinylester einer Carbonsadure und (III) Einheiten
von mindestens einem Vernetzungsmonomeren mit einem Isocyanu-
ratring besteht, wobei das Verh&ltnis zwischen den Einheiten
(1) und den Einheiten (II) in dem Copolymeren in dem der fol=-
Agénden Gleichung entsprechenden Bereich liegt:

etwa 0,4 = 3—%'5 S etwa 0,8

‘worin »

aund b Molverhiltnisse der Einheiten (1) bzw,
(II) in den gesamten Einheiten (1), (II) und
(111) des Copolymeren sind,

In einer anderen Ausfihrungsform wird durch die Erfindung ein
vollkommen pordses Fiillmaterial fiir die Schnellfliissigkeits-
chromatographie zur Verfiigung gestellt, das ein granulares
‘vernetztes Copolymeres aufweist, das im wesentlichen aus (D)
Einheiten von mindestens einem VinylaIkohol, (II) Einheiten
von mindestens einem Vinylester einer Carbonsdure und (III)
Einheiten von mindestens einem Vernetzungsmonomeren mit ei-
‘nem Isocyanuratbing besteht, wobei daé Verhdltnis der Einhei~
ten (I), (II1) und (III) in dem Copolymeren in dem der folgen=
den Gleichung entsprechenden Bereich liegt:
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o ) ae P L
etwa 0,20 Sl a S etwa 0,40

worin ‘

a und b die gleiche oben definierte Bedeutung haben, und
¢ das Molverhdltnis der Einheiten (III) in den gesamten
Einheiten (I), (II) und (III) des Copolymeren ist,

In einer anderen Ausfiihrungsform wird erfindungsgemdb ein Ver-
fahren zur Herstellung der oben beschriebenen Fiillmaterialien
zur Verfigung gestellt,

In den Zeichhungen bedeuten:

Fig. 1 eine Eichkurve fir ein erfindungsgemdBes GPC-Gel mit
der Definition vcn’Mlim;

Fig. 2 ein InfrarotabsorptionsSpektrum des Gels von Beispiel
1; | '

Fig. 3 bis 5 Chromategramme, die unter Einsatz der Gele der
" Beispiele 1, 2 und 5 erzielt wurden,

‘Das Gel far den Einsatz in einem Schnell-GPC-System mit waB-
rigem Medium mub eine mechanische Festigkeit aufweisen, die
hohe Geschwindigkeiten oder hohe Driicke sowie Hydrophilie
aushélt, Die Hydrophilie des erfihdungsgemé&en Gels beruht
auf den in dem Polymerskelett vorhandenen Hydroxylgruppen,
Derartige Hydroxylgruppen kdnnen durch den Esteraustausch
cder die Verseifung der Estergruppen in einem Copolymeren
von mindestens einem_Vinylestér‘einer Carbonsdure und minde~
stens einem Vernetzuﬁgsmohomeren, das einen Isocyanuratring
aufweist, gebildet werden, Die erfindungsgeméBen Untersuchun-
gen haben jedoch ergeben, daB die mechanische.Festigkeit-ei-
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nes Gels verringert wird, wenn alle Estergruppen ester-aus-
getauscht oder verseift wepden.‘Wénn zuviele unveranderte
Estergruppen vorhanden sind, wird die Hydrophilie des Gels
“verringert und die in einer wéBrigen Lésung geldsten ‘Kompo-
nenten werden zu leicht adsorb1ert. Es wurde jetzt als zweck-
méBig ermittelt, die Esteraustauschreaktion oder die. Vcrsel-
fung bis zu einem soichen Grade auszufihren, daB etwa 40 bis
etwa 80 Prozent der Estergruppen in Hydroxylgruppen umgewan-
delt werden, Das Esteraustauschverhéltnis oder das Versei-
fungsverhiltnis Y (0.£ Y S 1) wzrd durch folgende Gleichtung
(1) wiedergegeben:

worin
a'und b Molverhdltnisse von (I) der Einheiten von min-
destens einem Vinylalkohol und (II) der Einheiten von
mindestens einem Vinylester einer Carbonsdure in dem
Copolymeren sind,

das heiBt, Y bezeichnet das Verhéltnls der Einheiten (I) zu

«den Einheiten (II) in dem Copolymeren,

2 und b kinnen aus der Dichte der Hydroxylgruppen (die als
 'qu' bezeichnet wird) in dem Gel und der Menge von (III)

der Einheiten von mindestens einem Vernetzungsmonomeren mit
einem Isocyanuratring berechnet werden, doH gibt das Aquiva-
lent der Einheiten (I) je Einheitsmasse des Gels an und kann
durch- Unsetzen des Gels mit Essigsdureanhydrid in einem Pyri-
~dinldsungsmittel bestimmt werden, indem die Menge des bei der
Reaktion mit.den Hydroxylgruppén verbrauchten Essigsdurean~
hydrids oder die Masseverdnderung des Gels gemessen wird und
die Konzentration der Hydroxylgruppen aus diesen gemessenen
~.Wert berechnet wird, Wenn beispielsweise 1 Millimol Essigsiu-
reanhydrid bei der Reaktion mit .1 g eines trockenen Gels ver=
braucht wird, betragt die qOH dieses Gels 1 mAq./g. Die Arten
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.der Einheiten des Verneﬁzungsnonomeren mit einem Isocyanurat-
ring koénnen durch deren Infrarot-Absorpt1onsspektrum identi-
fiziert werden, und ihre Menge kann aus dem Stickstoffgehalt
bestimmt werden, der durch die Elementaranalyse des Gels er- .
mittelt wird, Mit anderen Worten, a kann aus qgg, und b aus
dem Wert ermittelt werden, den man durch Subtirahieren der Ge=
samtmenge der Einheiten (I) und (III) von der Gesamtmenge der
Einheiten (I), (II) bzw., (III) in dem Gel erhdlt. Die chemi-
sche Struktur der Vinylcarboxylatgruppen kann durch Identifi-
zierung der durch die vollstandige Esteraustauschreaktion
oder Verseifung des Gels gebildeten Carbonsiure bestdtigt
werden, Wenn die Bedingungen fiir die Herstellung des Gels
bekannt sind, ist es auch mdglich, Y aus der Zusammensetzung
der Ausgangsstoffe und qg, aus dem gebildeten Gel zu berech- -
nen, Man bevorzugt, dab das Esteraustauschverhdltnis oder das
Verseifungsverhdltnis im Bereich yoh etwa 0,45 bis etwa 0,75
‘1iegen sollte, Wenn auch g, in Abhangigkeit von dem als Aus~
gengsmaterial verwendeten Vinylester der Carbonsdure, dem
Grad der Vernetzung und dem Esteraustauschverhiltnis oder dem
Verseifungsverhiltnis variiert, liegt sie erfindungsgemdB im
‘allgemeinen zwischen 3 und 11 mﬁq/g,’Dadurch hat das erfin-
dungsgemibe Gel, das gleichzeitig die jeweiligen Einheiten
des Vinylalkohols, des Vinylesters der Carbonséure und des
v.VerneLzuno smonomeren mit einem Isocyanuratring aufwelst, aus~
- gezeichnete charakteristische Merkmale als Gel fir die
Schnell-GPC, Das kdnnte auf die Tatsache zuriickzufiihren sein,
daB die Einheiten von Restestergruppen in dem Gel zur Auf-
rechterhaltung der mechanischen Festigkeit des Gels beitra-
gen, und auch darauf, dafl diese Einheiten eine hohere Hydro~
philie aufweisen als die Elnhelten des Vernetzungsmonomeren,
wodurch die Adsorbierbarkeit des Gels vermindert werden kann
wie in dem Fall, in dem die gleiche mechanische Festigkeit
‘nur darch das Vernetzungsmonomere aufrechterhalten wird,
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-Von dénfdurch Esteraustéusch oder die Verseifung eines Copo~
lyméren des Vinylesters einer Carborisgure und des Vernet-
~zungsmonomeren, das einen Isdpyandratring hat, hergestellten
Gelen weist das durch Verwendung eirer gréfBeren Menge des
Vernetzungsmonoméren hergestellte Gel eine héhere mechani-
sche Festigkeit auf, Da das Vernetzungsmonomere jedoch kei=
. ne Hydroxylgruppe enthdlt, und daher keine Hydroxylgruppe
durch Hydrolyse gebildet werden kann, weist das Gel eines
Copolymeren, das eine grdBere Menge von Einheiten des Ver=-
netzungsmonomeren in dem Polymerskelett enthilt, eine gerin-
ge Hydrophilie auf, Damit das Gel fir die Schnell-GPC zu ge-
brauchen ist, muB das Gel die Iéocyanurateinheiten in einer
im optimalen Bereich liegenden Menge enthalten, Es ist giin-
stig, wenn der Vernetzungsgrad (der als "X" bezeichnet wird),
im Bereich von etwa 0,2 £ X £ etwa 0,4 liegt, X wird durch
folgende Formel dargestellt (2): -

- 3cC .
X = a+ b + 3C (2)

worin _ ,

- a und b der obigen Definition entsprechen und ¢ das
Molverhiltnis der oben beschriebenen Einheiten (III)
in den Einheiten (1), (II) und (III) des Copolymeren
ist,

In der obigen Formel kénnen a und b mit Hilfe der oben be-
schriebenen Methode und ¢ aus den Werten der Elementaranaly-
~ se des Gels oder des veresterten Gels bestimmt werden, Wenn
die Bedingungen fiir die Herstellung des Gels bekannt sind,
kann X leicht durch die Berechnung der fiir (a+b) bzw. ¢ in
der obigen Formel substituierten Molekiille des Vinylesters

. der Carbonsdure und des fur dieJPolymerisation verwendeten
Vernetzungsmonomeren bestimmt werden. ‘
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Liegt X in dem oben spezifiziértenisereich, wird das Gel mit .
einer geringen TeilchengriBe eine ausreichende Festigkeit ha~
ben und den Einsatz unter Bedingungen hohen Druckes und hoher
_Geschwindigkeit aushalten, Ein derartiges Gel ist auch aus-
reichend hydrophil und wird die Komponenten in einer wibrigen
Losung, vor allem EiweiBstoffe und Aminosduren nur schwer ad=
sorbieren, was ein groﬁér Vorteil fir die Verwendung bei der
Schnell-GPC ist. AuBerdem ist es ganz besonders vorteilhaft,
wenn das erfindungsgemdbe Gel auch gleichzeitig den oben spe-
zifizierten Bereichen von X und Y entspricht,

Bei dem herkdmmlichen weichen Gel muBl zur Erh6hung einer ex-
klusiven relativen Molekilmasee (die-als "My, Dbezeichnet
wird), d. g. einer minimalen relativen Molekiilmasse einer
Substanz, die nicht in d1e Poren des Gels elndrlngen kann,
der Grad der Vernetzung zur Ausdehnung des’ Netzwerkes etwas
verringert werden, was unweigerlich zur Wledergew1nnung von
Wasser fiihrt (die als ‘VR” bezeichnet wird), wodurch sich
eine nachteilig verrlngerte nechanlsche Fest1gke1t erglbt
Vor allem bei gerlnger TeilchengroBe des Gels konnen ungiine
stige Auswirkungen wie Druckverlust ln‘exner Flillkorperko~
lonne infolge verringerteb mechanischer Festigkeit auftreten,’
Daher werden im allgemeinen Gele mit einem Teilchendurchmes-
ser von mindestens 50 /um verwendet, '

Im Gegensatz dazu hat das ebfindungsgeméﬁe Gel eine W, von
etwa 0,5 bis etwa 2,0 g Wasser/g Trockengel, unabhéngig von
My ime und daher kann sogar das Gel mit hoher M;. far die

Schnell-GPC eingesetzt werden. Das gllt vor allem fir Gele

in Form eines waBrigen Mediums fir die Schnell-GPC, bei-der
Gele mit einem Teilchendurchmesser von héchstens 20 ,um und
die eine ausreichende mechanische Festigkeit haben missen,
verwendet werden kdnnen, WR wird als die Menge (g) Wasser de-
finiert, die ein Gramm getrocknetes Gel enthalten kann, wenn
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das Gel mit Wasser aquilibriert wurde, und sie ist ein MaB
far die Menge Poren in dem Gel, die die GPC-Funktion ausiiben,
Bei ephohter W, ist die Masse von Anteilen fiir das Polymer~

- skelett je Einheitsvolumen des Gels in Wasser, d, h, die Mas-
se des Gels als sblcheh, entsprechend verringert. Daher ist,
wenn Wy zu hoch ist, die mechanische Festigkeit des Gels in
Wasser reduziert, und es ist unmdglich, die DurchfluBge-
schwindigkeit zu erhohen, was zu einem Druckverlust in der -
Kolonne fihrt. Andererseits wird, wenn Wp zu gering ist, die
Menge der Poren in dem Gel, die GPC-Funktion haben, verrine
gert, so dab die Trennféﬁigkeit des Gels reduziert wird, Bei
einem Gel in Form eines wiBrigen Mediums fir Schnell-GPC ist
~es daher kritisch, eine WR innerhalb eines angemessenen Be~
reiches zu erzielen,

Es ist giinstig, wenn das Gel fir Schnell-GPC mit einer erfin-
dungsgemdBen Struktur eine Wp von etwa 0,5 bis etwa 2,0 g
‘Wasser/g Trockengel, speziell von etwa 0,8 bis etwa 2,0 g
Wasser/g Trockengel fiir praktische Zwecke hat., Das erfin-
dungsgemiBe Gel kann eine Wp innerhalb eines derartigen Be-
reiches haben, We wird wie folgt bestimmt: .

" Ein in Wasser in vollkommen &quilibriertem Zustand eingetauch.
tes Gel wird zentrifugiert, um an der Oberfléche des Gels an-
haftendes Wasser zu entfernen, und seine Masse (w ) wird be-
stimmt, Das Gel wird getrocknet, und seine Trockenmasse (Wz)
wird bestimmt, Wp wird mit Hilfe der folgenden Formel berech-
‘net:

W, =W
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'Die_Mlim des erfindungsgemibBen Gels kann innerhalb eines brei-
ten Bereichs variieren, Wie oben beschrieben wurde, bezeichnet
1 die relative Mindestmolekﬁlmasse einer Substanz, die
nlcht in die Poren des Gels ‘eindringen kann, Substanzen mit
einer unter ‘diecsem kritischen Wert liegenden relativen Mole-
kiilmasse konnen durch GPC getrennt werden, aber Substanzen
mit einer Ober diesem kritischen Wert liegenden relativen Mo~
lekiilmasse kdnnen nicht in die Poren des Gels e1ndr1ngen,
sondern laufen dzrekt durch zwischen den Gelen befxndllche
Zwischenrdume, Daher zeigen die.letzteren Substanzen im we-
sentlichen das gleiche Eluierungsvolumen unabhdngig von der_
relativen Molekiilmasse, und daher koénnen derartige Substanzen
nicht mit Hilfe der GPC getrennt werden, |

.Mllm kann aus der GPC=Eichkurve ermlttelt werden. Die GPC-
Eichkurve kann durch Auftragen des Logarithmus der relativen
Molekiilmassen einzelner Prcben, deren relative Molekiilmassen
bekannt sind, auf der Ordinate und des Eluierungsvolumens je-
- .der Probe auf der Abszisse in bezug auf eine mit Gel gefiillte
Kolonne gewonnen werden, wie in Fig, 1 gezeigt wird. Sie gibt
die Beziehung zwischen dem Eluierungsvolumen und der relati-
ven Molekiilmasse eines zu trennenden Materials in dem Chroma-
- togramm wieder, Die geneigte Linie und die zur Ordinate pa-
‘rallele Linie in diesenm Diagramm sind im wesentlichen Gerade,
und der Abschnitt, in dem sich die beiden Geraden treffen,
ist eine Kurve, My, wird erfindungsgemiB als der Wert auf
der Ordinate an einem Punkt, an dem die Verlingerung der ge-
.neigten Geraden die Verléngerung der parallel zur y-Ordinate
" verlaufenden Linie schneldet, ausgedriickt, Miim ist eine fir
das Gel typische Elgenschaft und stellt die exklusive relati-
ve Molekiilmasse dar, bei der das Gel infolge der Unterschiede
.in der GroBe der Molekiile eine Trennwirkung ausiiben kann, Sub-
stanzen mit eiher~gréﬂerén relativeﬁ Molekiilmasse als der ex-
klusiven relativen Molekiilmasse werden im wesentlichen zusam=-
men -ohne Trennung eluiert,
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Erfindungsgeméﬁ wird M;. so bestimmt, daB als Standardsub-
stanz mit einer bekannten relativen Molekiilmasse Polyathylen-
glycole oder Dextrane sowie destilliertes Wasser als Losungs~
mittel verwendet werden, Da im Handel erhdltliche wasserlss-
liche Standard-Polymere eine unter etwa 2 OOQ 000 liegende -
relative Molekiilmasse haben, ist es gelegentlich nicht mog=-
lich, eine vollstandige Eichkurve fiir.ein Gel mit iber

2 000 000 liegender My im aufzustellen, Daher kann die Mlim
eines derartigen Gels nicht genau bestimmt werden, sondern
wird vom Schnittpunkt, an dem die Verlingerung der in bezug
auf unter 2 000 000 liegende relative Molekiilmassen bestimm-
ten Eichkurve die Verldngerung der parallel zur y=Ordinate
‘verlaufenden Linie schneidet, die in bezug auf ein Gel mit
‘einer niedrigeren M unter den gleichen Bedingungen be-
stimmt wurde, ‘ ' '

lim

Damit das Gel eine fir die Schnell-GPC geeignete mechanische
Festigkeit erhdlt und in Kombination keine Adsorbierbarkeit
aufweist, liegt der Vernetzungsgrad X vorzugsweise im Be-
reich von etwa 0,24 bis etwa 0,32, wenn Mlim im Bereich von
etwa 103 bis etwa_105 liegt, und der Vernetzungsgrad X liegt
vorzugsweise im Bereich von etwa 0,27 bis etwa 0,35, wenn
Mlim im Bereich von etwa 10° bis etwa 10° liegt,

AuBerdem besitzt das erfindungsgemiBe Gel, bei dem es sich
um ein vollkommen pordses hartes Gel handelt, im trockenen
Zustand ‘eine groBe spezifische wirksame Oberfléché. Unter
‘der vollkommen pordsen Struktur ist hier eine Struktur zu
verstehen, die gleichmaBig bis in die inneren Bereiche der
Teilchen verteilte feine Poren aufweist, Allgemein kann man
- feststellen, daB“organiscbe_syhtﬁetischeJPolymere~mit,einer‘
" vernetzten Struktur in einem Losungsmittel mit Affinitat far
Polymere aufquellen und beim Trocknen schrumpfen werden, Im
Falle eines weichen Gels, bei dem die zum Zeitpunkt der
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Quellung mit einem Ldsungsmittel géfﬁllten Poren nur durch
das vernetzte Netzwerk aufrechterhalten werden, wenn das Gel
getrocknet wird, kann ein derartiges Netzwerk den gequdlle-
_nen Zustand beibehalten und wird daher schrumpfen, und die
Poren werden griéBtenteils verschwinden, In einem solchen
Falle wird die spezifische wirksame Oberfldche im wesentli-
chen den Wert an der AuBenfléche der Teilchen annehmen und '
im allgemeinen einen sehr niedrigen Wert von unter 1 m /g
zeigen, Andererseits kénnen die Poren im Falle eines harten
Gels mit einer festen pordsen Struktur, wenn das Gel ge~
trocknet wuprde, im wesentlichen den Zustand beibehalten, den
sie zum Zeitpunkt der Quellung hatten, wenn auch geringfiigi-
ge Schrumpfung zu verzeichnen ist, Mit anderen Worten, die -
Poren weisen eine permanente Beschaffenheit auf. Daher weist
das harte Gel eine bei weitenm groBere spezifische w1rksame
Oberfléche auf als das we1che Gel,

Das erfindungsgemébe Gel hat im allgemeinen exne gspezifische
wirksame Oberfliche von etwa 5 bis etwa 1000 m /g. Hat das

Gel eine unter der unteren Grenze des Bereichs 11egende spe=
zifische wirksame Oberfléche, dann bedeutet das, daB das Gel
eine Art homogener Struktur hat (weiches Gel) und kaum feine
Poren enthalt und daher nicht fir die Schnell-GPC geelgnet 1st.

'0ie,SpeziFische wirksame_Oberfléche kann mit Hilfe verschiede-
ner herkémmlicher Methoden gemessen werden, aber fiir die Er=-
findhng wird sie mit Hilfe der am héufigsten'angewandten BET=~
Methode unter Einsatz von Stickstoffgas gemessen, Die fir die '
Messung der spezifischen wirksamen Oberfliche verwendeten Pro-
ben miissen auBerdem geniigend trocken sein, Da das erfindungs-
gemdBe Gel wegen der hohen Hydrophilie schlecht zu trocknen
ist, wird bevorzugt, das. nasse Gei.zunéchst mit Aceton zu
dquilibrieren und dann unter reduziertem Druck bei einer unter
60 9C liegenden Temperatur zu trocknen,
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Das erfindungsgemile Gel hat im allgemeinen einen Gewichts~
mittel-Teilchendurchmesser (der als -bw. bezeichnet wird)

von etwa 4 bis etwa 200 ,um, Besonders ausgezeichnete cha~
_raktéristische Merkmale zeigt das Gel flir die HLC, wenn Dw
niedrig ist, zum Beispiel im Bereich von etwa 5 bis etwa

20 ,um liegt, Wenn eine speziell hohe Trennfdhigkeit ver~
langt wird, dann ist es glinstig, wenn das Gel einenvDW ven
etwa 5 bis etwa 12'/um hat, Dw wird mit Hilfe eines Coulter
Counters (einem Erzeugnis von Coulter Electronics, Inc., USA)
gemessen und nach folgender Formel berechnet:

5 - 2 (ni. di%
¥ S (ni. di%)

worin
di der Tellchendurchmescer 1st, und

ni die Haufigkeit des Vorkommens von Tellchendurchmesser
di.

Im Fachgebiet der F1u331gke1tschronatograph1e ist allgemein
~bekannt, daB die Trennfihigkeit durch die Wahl einer kleine=-
ren TeilchengriéBe eines Fiillmaterials verbessert werden kann,
Alleﬁdings wird, wenn ein Losungsmittel durch eine Kolonne ge-
leitet wird, die mit dem Gel mit der kleineren TeilchengréBe
gefdllt ist, der Druckverlust im Vergleich zu einem Fall, bei
dem ein Gel mit einer hoheren TeilchengriéBe verwendet wird,
ganz erhebllnh vergroBert Daher wird das Gel, wenn es eine
geringe mechanische Festigkeit besitzt, verformt oder zerbro-
éhen, wodurch ein absorm hoher Druckverlust entsteht, durch
den die HLC unter Einsatz eines Gels mit einer geringen Teil-
chengroBe unméglich wird, Da die mechanische Festigkeit des
erfindungsgeméBen Gels mit Erfolg durch die Steuerung ver-
schiedener Eigenschaften, zum Beispiel des Esteraustauschver=-
hdltnisses oder des Verselfungsverhaltnlsses und des Vernet-
zungsgrades, verbessert werden kann, kann das Gel trotz der
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‘kleinen TeilchengrébBe hohe Géschwindigkeiten und hohe Driicke
aushalten,

Das erfindungsgemdBe Gel mit den oben beschriebenen Eigenschaf-
ten kann dadurch erzeugt werden, daB eine Suspensions-Polymeri-
sation eines Monomergemischs von mindestens einem Vinylester
_einer Carbonsiure und mindestens einem Vernetzungsmonomeren

mit einem Isocyanuratring in GegenWart eines Verdinnungsmit-
tels, das das Monomebgemisch l6sen kann, aber in Wasser kaum
16slich ist, durchgefiihrt wird, und Esteraustausch oder Versei-
“Pung der resultierenden Copolymerteilchen bis zu einem Grade
vorgenommen wird, daB das Esteraustausch-Verhéltnis oder das
verseifungsverhdltnis zwischen etwa 0,4 und etwa 0,8 liegt.

" Bei dem fiir die Erfindung verwendbaren vinylester einer Car-
bonsiure handelt es sich um eine Verbindung mit mindestens ei-
ner polymerisierbaren VinylcarbOXylatgruppe, die unter Vinyl=-
‘estern einer Carbonsédure mit 2 bis 5 Kohlenstoffatomen ausge-
wahlt werden kann, Beispiele fir derartige Vinylester der Car-
bonsiure umfassen Vinylacetat, Vinylpropionat, Vinylbutyrat,
Vinyivalerat und Vinylpivalat, die einzeln oder als Kombina~
tion von zwei oder mehr Arten eingesetzt werden kinnen, Von
'diesen Vinylestern der Carbonsiure werden vor allem Vinylace-
tat und Vinylpropionat wegen der leichten Polymerisation, des
leichten Esteraustauschs; der leichten Verseifung sowie der
sfﬁndigen Verfigbarkeit bevarzugt.. |

BDas fiur die ErFindung'verwendbaée’Vernetzungsmonomere mit ei-
nem Isocyanuratring wird durch folgende Formel dargestellt:
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worin Co i ,
Ryv Ry und Ry gleich oder unterschiedlich sein konnen

ll
und aus der -CH,,-CH=CH ~CH=-CZCH und ~CH ~C CH2 umfas-

2 2! 2
senden Gruppe ausgewahlt werden. ‘ CH3

~ Von diesen Vernetzungsmonomeren besitzt Triallylisocyanurat
(Rl-Rz-Ra- =CH »~CH=CH,) eine gute Copolymerisierbarkeit mit
Vinylacetat und gute Besténdigkeit bei der Esteraustauschre-
aktion oder der Verselfung und wird daher als Vernetzungsmo-
nomeres bevorzugt,

Das Molverhédltnis von dem Vinylester der Carbonsiure und dem
einsetzbaren Vernetzungsmonomeren betrdgt im allgemeinen 1 zu
etwa 0,08 bis etwa 0,22, Entsprechend der Verwendung des ge-
wonnehen'Gels betrdgt das Molverhdltnis des Vinylesters der

. Carbonsdure zu dem verwendeten Vernetzungsmonomeren vorzugs-
weise 1 zu etwa 0,11 bis etwa'o,lﬁ, oder vorzugsweise 1 zu et-
wa 0,12 bis etwa 0,18,

Andere Monomere, wie zum Beispiel 2-Athylhexylwethacrylat und
~Acrylamid, die mit dem Vinylester der Carbonsdure und dem Ver-
netzungsmonomeren kopolymerisierbar sind, konnen auBerdem in
einer Menge von beispielsweise bis zu 3 Masse¥ im Verhdltnis
 zur Masse des Vinylesters der Carbonsiure verwendet werden, wo.
durch die Eigenschaften und die Trennleistung des Gels nicht
wesentlich nachteilig beeinfluBt werden,
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Damit sich permanente Poren in den Copolymerteilchen bilden
und gleichzeitig die Menge der Poren, die Porengfébe und die
GroBenverteilung der Poren gesteuért werden kdonnen, wird

. Suspensions-Polymerisations-System mindestens ein verdiin~
nungsmittel zugesetzt, das das Monomergemisch lgsen kann,
aber in Wasser kaum l8slich ist, |

Beispiele fiir solche erfindungsgemdB verwendbaren Verdin-
nungsmittel umfassen aromatische Kohlenwasserstoffe wie

Toluol und Xylol; allphatzsche Kohlenwasserstoffe wie Heptan,
Octan, Decan und Decalin; Esterverbindungen wie n-Butylace-
tat, Isobutylacetat und n-Hexylacetat; Methyléthylketon; und
n-Heptanol, die einzeln oder als eine Kombination von zwei
oder mehr Arten verwendet werden konnen, Eine geeignete Menge
des erfindungsgemal verwendbaren Verdiinnungsmittels betragt
etwa 20 bis etwa 200 Masseteile je 100 Masseteile des Monomer-
gemischs, Wenn die Menge des Verdiinnungsmittels unter der un-
teren Grenze dieses Bereichs liegt, wird die Menge der Poren |
in dem Gel zu stark verringert und die Trennleistung des Gels
reduziert, Liegt sie iiber der oberen Grenze des oben spezifi=-
zierten Bereichs, wird die mechanische Festigkeit des Gels
vermindert und das Gel wird fir den Einsatz mit kleinen Teil-’
chendurchmessern bei hohen Driicken oder hohen Geschwindigkei~
ten ungeelgnet Eine bevorzugte Menge des Verdiinnungsmittels
liegt im Bereich von etwa 20 bis etwa 100 Masseteile je 100
Masseteile Monomergemisch,

Auberdem kann zur Steuerung der PorengrdBe und der Verteilung
der Porengraﬁe‘des Gels ein lineares Polymer, das in dem Mo~
nomergemisch léslich ist, in Verbindung mit dem oben beschrie-
benen Verdunnungsmlttel verwendet werden,

Bei dem erfihdungsgéméﬁ verwendbarén lineareh.Polymer handelt
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es sich um ein lineares Polymer, das in dem Monomergemisch

in einer Konzentration von mindestens ein Masse% loslich sein
kann, und Beispiele fiir solche linearen Polymere sind Polyvi=
nylacetat und Polystyrol Die Menge des verwendeten linearen

~ Polymeren betragt im allgemeinen bis etwa 10 Masseteile, vor-
'zugswelse etwa 0,3 bis etwa 10 Masseteile je 100 Masseteile
dés Monomergemischs, Durch die Verwendung des linearen Poly-
meren in Verbindung mit dem Verdiinnungsmittel kann leicht ein.
Gel erzeugt wevrden, das einen'gréﬂeren Porendurchmesser hat,

d, h, eine hohe Mlim’

'Als Initiator fir die erfindungsgemaBe Suspensions-Polymeri-
sation kann jeder normalerweise verwendete Radikalpolymerisa-
tionsinitiator verwendet werden, Beispiele fiur Rad1kalpolyme~

' risationsinitiatoren umfassen Initiatoren vom Azotyp wie

2,2"'~Azobisisobutyronitril und 2,2'-Azobis-(2,4~dimethyl-

valeronitril und Initiatoren vom Peroxidtyp wie Benzoyiper-
oxid, Lauroylperoxid, Di~-t-butylperoxid und Cumenhydroperoxid,

Die Menge des Radikalpolymerisationsinitiators liegt im allge-
mcihen zwischen etwa 0,1 und etwa 5 Masseteilen je 100 Masse~
teile des Monomergemischs,

Bei der‘DdrchFGhrung der Suspensions~Polymerisation ist es
vorteilhaft, wenn in der wiBrigen Phase ein Suspensions-Sta-
bilisierungsmittel zugesetzt wird, das unter allgemein bekann=-
ten organischen Polymerstabilisatoren wie Polyvinylalkohol und
Methylcellulose ausgewsdhlt wird, Die Menge des verwendeten
'Suspensionsstabilisierungsmittels'betrégt im allgemeinen etwa
0,1 bis etwa 3 Masse¥ in bezug auf die Masse des als Suspen-
31ons-Polymer1satlons-Medlum eingesetzten Wassers. Wenn notig
oder erwinscht, kann ein pH Puffermittel wie Natriumphosphat
in Kombination verwvendet werden, Es ist ginstig, wenn der pH-
Wert der Suspensionslésung annghernd neutral gehalten wird,
~Die TeilchengroBe des durch die Polymerisation gewonnenen
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gbanularen Copolymeren kann durch Verdndern der Art und der
Menge des Suspensxonsstablllslerungumzttels oder der Riihrge-
schwxndigkelt variiert werden,

-

Das Volumen oder das Masseverhdltnis zwischen der organischen
Phase und der wibBrigen Phase ist bei der Suspensions~Polymeri-
sation nicht sehr kritisch, und es kann d&s sein, das normaler-
weise fiir die Durchfihrung der Suspens1ons~Polymerisatlon ge-
wihlt wird,

'D1e anaevandte Polymerisationstemperatur betrigt im allgemei-
nen etwa 50 °C bis etwa 90 °C, vorzugsweise etwa 60 °c bis
etwa 80 °cC.

Die angewandte Polymerisationszeit'1iegt im allgemeinen zwi-
schen etwa .10 und etwa 50 Stunden, -

Nach der Polymerisation werden die resultierenden Copolymer-
teilchen durch Filtration getrennt, griindlich mit Wasser, hei-
Bem Wasser,” Aceton usw, gewaschen, um lineares Polymer, Suspen-
" sionsstabilisierungsmittel, zurickbleibende Monomere, Verdiin-
nungsmittel usw,, die an den Teilchen anhaften, zu entfernen
und anschlieBend getrocknet.

‘Die auf diese Weise gewonnenen Copolymerteilchén werden der
Esteraustauschreaktion oder der Verseifung unterzogen, Die
Esteraustauschreaktion kann in einem Alkohol wie Methanol,
Athanol usw, als.Ldsungsmittel vorgenommen werden, und die
Verseifung kann in Wasser oder einem Gemisch von Wasser und
einem Alkohol wie Methanol, Athanol usw, als Losungsmittel
vorgenommen werden, wobei jeweils eine Sdure wie Schwefel-
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siure usw, oder ein Alkali wie Natrlumhydroxld ‘Kaliumhydroxi
usw, verwendet wird,

Die fir die Esteraustauschreaktion oder die Verseifung ange~
wandte Temperatur liegt allgemein zwischen etwa 0 °C und et-
wa 60 °C und vorzugsweise etwa zwischen 0 °C und etwa 40 C _
und die Zeit fir die Esteraustauschreaktion oder die Versei-
fung betrdgt etwa 5 bis etwa 50 Stunden.

Zur Erzeugung eines Gels, dessen TeilchengroBe gering ist
und das hohe Driicke oder hohe Geschwindigkeiten aushalten
kann, ist es erfindungsgemdB erforderlich, daB das Esteraus-
tauschverhiltnis oder das Verselfungsverhaltnls im Bereich
von etwa 0,4 bis etwa O, 8 liegt, Wenn alle Estergruppen in
dem Gel ester-ausgetauscht oder verseift werden, d, h., wenn
das Esteraustauschverhiltnis oder das Verseifungsverhéltnis
1,0 betrdgt, kann ein Gberaus hydrophiles Gel gewonnen wer-
den, dessen mechanische Festigkeit nicht auf jeden Fall aus=
reichend ist, Ein bevorzugtes Esteraustauschverhaltnls oder
das Verseifungsverhdltnis ist etwa 0,45 bis etwa 0,75, Die Be.
dingungen fiir die Esteradstauschreaktion oder die Verseifung
kénnen entsprechend gewdhlt werden, indem die Art des Reak-
tionslésungsmittels, die Reaktionstemperatur, die Reaktions-
dauer usw, variiert werden.

Nach der Esteraustauschreaktion oder der Verseifung werden
die entstandenen Teilchen durch Filtration getrennt und
grindlich mit Wasser oder heiBem Wasser gewaschen. Wenn ge-
fordert, werden die Teilchen klassiert, damit sie sich als-
Fillmaterial fir die HCL eignen, 1ndem sie beispielsweise
in Wassep dispergiert werden, um e1ne einfache Klassierung
unter Ausnutzung der Unterschiede in der Sedimentatlonsge-
schyindigkeit durchzufihren,
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‘Das erFihdungsgeméBelceI énthélt_iﬁ Polymerskelett hauptséch-.
lich: Hydroxylgruppen, Estergruppen und Einheiten des Vernet=-
zungsmonomeren mit dem Isocyanuratrzng und weist eine ausrei-
‘chende Hydrophllle bei einem derartigen Hydroxylgehalt inner-.
halb des oben genannten Berelches aut, und daher zeigt das Gel
keine Adsorbierbarkeit fir viele in Wasser geloste Stoffe, Bei
- der Trennung oder der Aﬁal%se von wasserldslichen syntheti-
schen Polymeren, Sacchariden oder Proteinen ergibt das Gel
'Eichkurven, in denen die Beziehung zwischen dem Eluierungsvo-
lumen und dem Logarithmus .der relativen Molekiilmasse eines zu
trennenden Materials durch im wesentlichen Gerade oder sanfte
Kurven dargestellt werden kann, Das erfindungsgemédbe Gel ist
somit als das GPC~Gel in der Form eines wébBrigen Mediums ein-

- setzbar. Bel der Analyse von Proben, die aus verschiedenen Ar-
ten von Komponenten bestehen wie Serum oder Urin ist bei der
Verwenduﬁg»des erfindungsgeméBen Gels zu beobachten, dab eini-
ge Komponenten'schwach auf dem Gel adsorbiert wurden, was auf
e¢in hiheres Eluierungsvolumen als das sufgrund ihrer relativen
Molekilmasse angenommene hindeutet. Infolgedessen ist eine An=-
zahl von Peaks zu beobachten. AuBerdem zeigt das Gel kaum eine
Adsorbierbarkeit von Proteinen wie Albumin und eluiert die Pro-
teine in einen ihrer relativen Molekiilmasse entsprechenden Vo-
lumen, Daher ist es bei der Analyse von Serum oder Urin unter
Anwendung des erfindungsgemidben Gels nicht erforderlich, Pro-
" teine zu entfernen, und das Verfahren kann sehr einfach ausge-
fahrt werden und ergibt dabei eine betrachtliche Menge an In-
formationen, Da das erfindungsgemife Gel HydroxylgrUppen;
Estergruppen und Einheiten des Vernetzungsmonomeren mit einem
Isocyanuratring in entsprechenden Verhaltnlssen enthédlt, kann
man -annehmen, daB das Gel eine gewisse Adsorbierbarkeit neben
.der.Trennw1rLung erhdlt, die auf den Unterschieden in der Gro-
Be der Molekiile beruht, wie durch die Erfindung‘beabsichtigt

- wurde, wodurch sich die gute Trennung wie oben beschrigben er~
gibt,

Das erfindungsgeméBe Gel hat neben ciner solchen chemischen

. -
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" Struktur auch eine sehr hohe mechanische Festigkeit bei einer
‘in denm oben erlduterten Bereich gésteuerten W,. Daher kann

~ das _erfindungsgemiBe Gel trotz seiner geringen TeilchengroBe
“hohe Driicke und hohe Geschwindigkeiten aushalten, Von einem
Gel in Form eines waBrigen Mediums fiir die Schnell-GPC w rd
mindestens verlangt dab es (1) Poren in dem Gel enthéalt, (2)
eine geringe Adsorblerbarkelt besitzt und (3) eine so hohe
mechanische Festigkeit aufweist, daB es hohe Driicke oder hohe
‘Geschwindigkeiten selbst bei geringen TeilchengrdBen aushalter
kann, Das erfindungsgeméBe Gel kann diesen Anforderungen ent-
sprechen, und diese charakteristischen Merkmale konnen dadurck
erzielt werden, daB den oben spezifizierten Bereichen von X,
des Esteraustauschverhaltnisses oder Verseifungsverhiltnisses
bzw, Wp entsprochen wird; |

. Zum Beispiel kénnen solche ausgezeichneten charakteriétischen
Trennmerkmale und eine solche mechanische Festigkeit wie oben
beschrieben nicht von einem Gel verlangt werden, das eine Stru

~tur eines Cdpolymeren von Vinylélkohol und Triallylisocyahqrat

‘besitzt, bei der X niedrig ist und das Infrarotabsorptionsspek
trum bei 1730 en™t vollkommen verschwunden ist, wie in der
GB~PS 2034328 A dargelegt wird, Daher ist ein solches Gel nich
als Fiillmaterial fiir die HCL geeignet, '

Die PorengriBe des erfindungsgem3Ben Gels kann innerhalb eines
sehr breiten Bereichs festgelegt werden, Daher eignet sich das
erf1ndungsgemaBe Gel nicht nur fiir die Trennung oder die Ana-
“lyse von wasserldslichen synthetischen Polymeren, Sacchariden
oder Proteinen, sondern auch fiir die Analyse von Komponenten
mit einer relativen Molekiilmasse von mehreren Hunderttausend
bis mehreren Millionen, wie sie inm Blut und Urin vorhanden
'sind und von dehen'behauptet wird, dab sie in enger Beziehung
zu Erkrankungen der Niere oder Leber oder zu Symptomen wie
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Kﬁebs stehen, Da das erfindungsgemdfe Gel aber auBerdem noch
mit ausgezeichneten charakteristischen Merkmalen wie ein Gel
fﬁr~die.Schnell-GPCvnach obiger Beschreibung versehen ist,
kénnen diese Analysen innerhalb eines kurzen Zeitraumes aus=
gefihrt und auch viele Informationen gewonnen werden,

Das erfindungsgemdBe Gel kann im allgemeinen in einem in eine
Kolonne eingefiillten Zustand verwendet werden, Die verwendete
Kolonne ist gewdhnlich ein aus rostfreiem Stahl bestehender
Zylinder, aber es kann jede andere Kolonne je nach dem vorge-
_sehehen.Zweck gewdhlt werden, ‘

 Ausfiihrungsbeispiele:

Die Effindung soll anschlieBend ausfiithrlicher unter Bezugnahme
auf verschiedene Beispiele erliutert werden, die aber alle nur
‘zur Erlduterung dienen und die Erfindung in keiner Weise ein-
schrénken sollen.

Beispiel 1

- Ein einheitliches Gemisch von 100 g Vinylacetat, 32,3 g (X =
0,25) Triallylisocyanurat, 100 g n-Butylacetat und 3,3 g 2,2'=-
Aiobisisobutyronitril sowie 800 ml einer wiBrigen Losung, die
1 Massey eines Polyvinylalkohols mit einem Polymerisationsgrad
von etwa 2400 und einem Verseifungsverhdltnis von 88 Mo 1%,
0,05 Masse%’Natriumdihydrogenphosbhatdihydrat und 1,5 Massel
Dinatriumhydrogenphosphatdodecahydrat enthielt, wurden in ei-
nen 2-l-Kolben gefiillt, Nach griindlichem Vermischen wurde die
Suspensions-Polymerisation 18 Stunden lang unter Rihren und
Erhitzen auf 65 °C und anschlieBend 5- Stunden lang bei 75 °C
durchgefiihrt, Die resultierenden Polymerteilchen wurden durch
Filtration getrennt, mit Wasser ahd anschlieBend mit Aceton
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gewaschen, getrbcknet und danach 20 Stunden lang einer Ester-
austauschreaktion in einer aus 47 g Natriumhydroxid und 2 1
Methanol bestehenden Losung bei 15 0C'unterzogen. Die entstan-
denen ‘Polymerteilchen wurden durch Filtration gewonnen, mit
Wasser gewaschen und in Wasser dispergiert, um eine einfache
Klassierung unter Ausnutzung des Unterschiedes in der Sedi-
mentationsgeschwindigkeit auszufihren,

Der Gewichtsmittel-Teilchendurchmesser (D ) des auf diese Wei-
se gewonnenen vernetzten Polyv1nylalkoholgels wurde mit Hilfe
eines Coulter Counters ZB (einem Produkt von Coulter Electroni
Co,, USA) gemessen und ergab 10,0 it Die Dichte von'Hydﬁbxyl
gruppen (qg,) wurde mit Hilfe der oben beschriebenen Methode
bestimmt und ergab 7,3 mAq/g, was auf ein Esteraustauschver-

- hgltnis von 0,64 hindeutet, Wie in Fig, 2 gezeigt wurde nach
der Esteraustauschreaktion durch das InFrarotadsorptlonsspek-
trum gleichfalls bestdtigt, daB Estergruppen im Polymerskelett
zuriickgeblieben waren, Infrarotspektrum wurde gemessen, indem
das Gel zu KBr-Tabletten geformt wurde und ein JASCO Infrarot-
SpektrophotometerATyp A320 (ein Produkt von Japan Spectro-
scopic Co,, Ltd,, Japan) dazu verwendet wurde, Das Gel hatte
eine Wasserzuriickgewinnung von 1,58 g Wasser/g trockenes Gel
und eine spezifische wirksame Oberfldche von 95 m /g.

Dieses Gel wurde in eine Kolonne aus rostfreiem Stahl mit ei-
nem Durchmésser von 7,5 mm und einer Ldnge von 50 cm gefillt,
und es wurden wabrige Losungen von Dextranen und Polyathylen-
‘glycolen mit verschiedenen relativen Molekiilmassen wurden ge~
messen, wobei als Detektor ein D1fFerent1alrefraktometer
("shodex RI Modell SE-11", ein Produkt von Showa Denko

| Kabushiki Kaisha) eingesetzt wurde. Die Substanzen jeder
Gruppe wurden infolgedessen in der Reihenfolge einer héheren
relativen Molekiilmasse eluiert, uhd es wurde nachgewiesen,
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dad die Trennung durch die GPC erfolgt'war, Bei der Analyse
wiurden als Pumpe»und Probeninjektor die von Hitachi, Modell
635A (ein Produkt von Hitachi Ltd., Japan) und als Detektor
der Shodex RI, Modell SE-11 benutzt. Die exklusive relative

4

" Molekiilmasse (M;. ) von Dextran betrug etwa 3 x 10 . Wenn

die Analyse vonllnglobulin, Rinderserum~-Albumin, Ovalbumin
und Myoglobin duprchgefihrt und als.Lasungsmittel eine walbri-
ge Ldésung von 0,3 M Natriumchlorid und 0,1 M Natriumphosphat
und ein Ultraviclett-Absorptionsdetektor ("Multi~Wavelength
UV Monitor”, ein Produkt von Hltachl Ltd., Japan) verwendet
wurden, wurden die Proteine in der Reihenfolge des Proteins
mit einer hdheren relativen Molekiilmasse eluiert und eine
Rﬁckgéwinnungsrate von im wesentlichen 100 % erzielt, Alle
Proben wurden bei einer DurchfluBgeschwindigkeit von 1 ml/
Minuten gemessen.

AuBerdem wurde eine Probenldsung von ge?riergetrocknetem
Humanserua (Warenzeichen "ORTHO Normal Control Serum”, ein
Produkt von Ortho Diagnostics Inc;) uriter Einsatz der Fiill~
karperkolonne.analysiert und ergab ein Diagramm wie in Fig.
3, bei dem der Peak A generell.Albumin, der Peak B Creatinin
und der Peak C Harnsdure anzeigt. Einige Komponenten wurden
wegen ihrer geringen Adsorbierbarkeit an dem Gel in einer
groberen Menge, als das Leervolumen der Kolonne betragt,
eluiert, aber eine Reihe der Komponenten konnte-nachgewiesen
‘und nach der Eluierung von BV-Globulln und Albumln getrennt
werden, '

Beisgiel'z-

Es wurde ein Gel in der gleichen Weise wie in Beispiel 1 her-
gestellt, nur wurde ein flissiges Gemisch von 100 g Vinyl-
acetat, 32,2 g (X = 0,25)_Triallylisocyanurat, 40 g Toluol und
3,349 2;2'-Azobisiécbutyropitril anstelle des fliissigen Ge=
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‘mischs. von Beispiel 1 verwendet und die Esteraustauschreak-
tion 20 Stunden lang bei 40‘°C durchgefiihrt,

Das resultierende Gel hatte einen G, von 9,56 um, eine o4
von 9,0 mAq/g (ein Esteraustauschverhaltnls von 0,74), eine
Wp von 1,0 g Wasser/g Trockengel und e1ne spe21flsche wirk-
same Oberfldche von 38 m /g.

Dieses Gel wurde in die gleiche 'Kolonne wie in Beispiel 1
eingefillt, und die Analyse von Polydthylenglycolen, die ver-
schiedene relative Molekiilmassen hatten, wurde unter Einsatz
der Fillkérperkolonne durchgefﬁhbt Dabei wurde bestétigt,
daB die Elu1erungsrelhenfolge mit dem Polydthylenglycol mit
einer hdheren relativen Molekiilmasse verlief und Mijp 19 x
~103 betrug, Alle Proben wurden bei einer Durchlaufgeschwin=~
digkeit von 1 ml/Minute gemessen und jede Analyse innerhalb
von 20 Minuten fertiggestellt, Auberdem wurde eine Probenlo-
sung von geriergetrocknetem Humanserum unter Einsatz der .
Fallkorperkolonne zur Erzielung eines wie in Fig. 4 gezeig-
ten Diagramms analysiert, bei dem der Peak D generell Al-
bumin, der Peak E Creatinin und der Peak F Harnséure anzeigt,
Obwohl die Anzahl der Peaks wegen der geringeren Empfindlich~
" keit der Messung anscheinend geringer ist als in Fig, 3, ist
der grundlegende Verlauf der Eluierungskurve fast der gleiche
wie in Fig, 3. Dadurch wurde bestitigt, daB eine Anzahl von
Komponenten nachgewiesen und durch das Gel dieses Belsplels
getrennt werden konnte, ‘

Beispiel 3
- Es wurde ein Gel in der gleicheﬁ Weise wie in Beispiel 1 her-
-gestellt, nur wurde ein flissiges Gemisch von 100 g Vinyl-

acetat, 37,5 g (X = 0,28) Trlallyllsocyanurat 100 g n-Butyle
acetat und 4,1 g Polyvinylacetat mit einem Polymerisierungs~
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grad von etwa 500 und 3,4 g 2,2'-Azobisisobutyronitril anstel- -
le des fliissigen Gemischs von Beispiel 1 eingesetzt und die
Esteraustauschreaktion 15 Stunden lang bei 15 QC durchgefihrt,

Das resultierende Gel hatte einen Dw von 9,1 ,um, eine dou
von 5,1 mAg/g (ein Eeteraustauschverhaltnls von 0,50), eine-
WR von 1,46 g Wasser/g Trockenael und eine spez1flsche w1rk~
same Oberflache von 86 m /g.

Dieses Gel wurde in die gleiche Kolonne wie in Beispiel 1
gefiillt, und die Analyse von Polyathylenglycolen und Dextra-
nen mit unterschiedlichen relativen Molekiilmassen und Prote-
ineﬁ wie x=~Globulin wurde unter Einsatz der Fillkdrperkolon-
ne vorgenommen. Dabei wurde bestatigt, dab die Substanzen je=~
der Gruppe in der ReihenFolge der éubstan; mit einer hoheren
relativen Molekiilmasse eluiert wurden und die Proteine mit
einer Rickgewinnungsrate von im wesentlichen 100 % eluiert
wurden, die M, betrug fir Dextran & X 104. Alle Proben wur-
den bei einer Durchlaufgeschw1ndlgke1t von -1 ml/Minute gemes~
sen und jede Analyse wurde innerhalb von 20 -Minuten durchge-~
fahrt,

Beispiel 4

Es wurde ein Gel in der gleichen Weise wie in Beispiel 1

hergestellt, nur wurde ein fliissiges Gemisch von 116 g Vinyl~ .

propionét, 39,4 g (X = 0,29) Triallylisocyanurat, 62 g n~

Butylacetat und 3,9 g 2,2' -Azobxslsobutyronltrll anstelle

des glissigen Gemischs von Belsp1e1 1 verwendet und die
Esteraustauschreakt1on 20 Stunden lang bei 40 °¢c durchgefiihrt,

Das.resultierende‘eelbhatte'einen Dw vcn'lo,s /um, eine doH
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von 7,7 mAq/g‘(éin Esteraustauschverhéltnis von 0,72), eine
Wp von 1,30 g Wasser/g Trockengel und eine sp621flsche wirke
same Oberflache von 52 m /gg

Dieses Gel wurde in die gleiche Fillkdrperkolonne wie in Bei~
spiel 1 gefiillt; und die Analyse von Polyéthylenglycolen und
Dextranen mit unterschiedlichen relativen Molekiilmassen und
Proteinen wie Y=Globulin wurde unter Einsatz der Fiillkdrper-~
kolonne vorgenommen, Dabei wurde bestdtigt, daB die Substan-
zen jeder Gruppe in der Reihenfolge der Substanz mit einer
hﬁhebenyrelativen Molekiilmasse eluiert wurden, und daB die
Proteine mit einer Riickgewinnungsrate von im wesentlichen 100
% eluiert wurden, Die Mj;q fur Dextran betrug 2 x 104. Alle
Proben wurden bei einer Durchlaufgeschwindigkeit von 2 ml/ ,
Minuten gemessen, und jede Analyse war 1nnerha1b von 10 Minu~
ten fertiggestellt,

Beispiel 5

Es wurde ein Gel in der gleichen Weise wie inh Beispiel 1 her-
gestellt, nur wurde ein flissiges Gemisch von 100 g Vinyl-
acetat, 41 g (X = 0,3) Triallylisocyanurat, 141 g Methyliso=
butylketon und 2,8 g 2,2'~Azobisisobutyronitril anstelle des
flissigen Gemischs von Beispiel 1 verwendet und die Esteraus-
tauschreaktion 20 Stunden lang bei 40 °c durchgefihrt,

Das resultierende Gel hatte einen Dw von 12,1 um, eine 90H
von 7,8 mAq/g (ein Esteraustauschverhiltnis von O, 62), eine
WR von 1,78 g Wasser/g Trockengel und -eine spezifische wirk-
same Oberfliche von 87 mz/g. '

Dieses Gel wurde in die gleiche Kolonne wie in Beispiel 1 ge-
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fillt, und die Analyse von Standardproben von Polyithylen-
glycolen und Dextranen mit verschiedenen relativen Molekiil-
massen wurde unter Einsatz der Fiillkérperkolonne durchgefiihrt,
_Dabei wurden Substanzen jeder Gruppe in der Reihenfolge der
Substanz mit einer hdheren relativen Molekiilmasse eluiert, und
die Mii, YOR Dextran'betrngs X 104. Auch die Analyse von Stan-
dardproben von Rinderserumalbumin, Ovalbumin und Myoglobin wur-
de unter Einsatz der Fillkdrperkolonne durchgefiihrt, um festzu-
stellen, daB diese Proteine in der Reihénfolge des Proteins mit
.einer hoheren relativen Molekiilmasse und bei einer Riickgewin=-
nungsrate von im wesentlichen 100 % eluiert wurden, Das ent-
standene Diagramm ist in Fig, 5 wiedergegeben, bei dem die Kur-
ve G eine Eluierungskurve von Albumin, die Kurve H eine Elu=
ierungskurve von Ovalbumin und die Kurve I eine Eluierungskurve
Qoonyoglobin ist, Wie aus diesen Ergebnissen deutlich hervor-
geht, hat sich das Gel dieses Beispiels als sehr wirksam fir
die Trennung von Proteinen erwiesen, Alle Proben wurden bei ei-
- ner Durchlaufgeschwindigkeit von 1 ml/Minute.gemessen, und jede
Analyse war innerhdlb von 20 Minuten ‘abgeschlossen, |

~ Beispiel 6
Es wurde ein Gel in der gleichen Weise wie in Beispiel 1 her-
gestellt, nur wurde einkflﬁssiges Gemisch von 100 g Vinyl-~
acetat, 48 g (X = 0,33) Triallylisocyanurat, 104 g n-Heptanol

und 3,7 g 2,2'-Azobisisobutyronitril anstelle des flissigen
Gemischs von Beispiel 1 verwendet,

Das resultierende Gel hatte einen Dw von 9,7 /um, eine AoH
von 4,4 mAq/g (ein Esteraustauschverhéltnis von 0,47), eine
Wp von 1,5 g Wasser/g Trockengel und eine spezifische wirk-
same Oberflache von 60 m?/g.'

Dieses Gel wurdé’in die gleiche Kolonne wie in Beispiel 1 ge-
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" fiallt, und die Analyse Voh<Polyéthy1englycolen und Dextranen
‘mit unterschiedlichen relativen Molekiilmassen wurde unter
Einsatz der Fiillkgrperkolonne durchgefiihrt, Dabei wurden sie
in der Reihenfolge einer hoheren relativen Molekiilmasse elu- .
iert, Die Miin fiir Dextran betrug 5 X 105, Alle Proben wurden
bei einer Durchlaufgeschwindigkeit von 1ml/Minuten gemessen,
und jede Analyée war innerhalb von 20 Minuten abgeschlossen,

Beispiel 7

Ein Gel wurde in der gleicheh Weise wie in Beispiel 1 herge-~
stellt, nur wurde ein fliissiges Gemisch von 100 g Vinyl-
acetat, 52 g (X = 0,35) Triallylisocyanurat, 122 g n-Butyl=
acetat, 6 Q Polyvinylacetat mit einem Polymerisierungsgrad
von etwa 500 und 3,8 g 2,2'~Azobisisobutyronitril anstelle
des fliissigen Gemischs von Beispiel 1 verwendet und die Ester.
" austauschreaktion 20 ‘Stunden lang bei 40 ¢ durchgefiihrt,

Das resultierende Gel hatte einen Dw von 11,4 /um, eine 9H
von 7,6 mAq/g (ein Esteraustauschverhdltnis von 0,75), eine
WP von 1,65 g Wasser/g Trockengel und eine spezifische wirk-
same Oberflache von 95 m /g.

Dieses.Gel wurde in die gleiche Kolonne wie in Beispiel 1 ge-
fiallt, und die Analyse von Polyéthylenglybolen und Dextranen
mit unterschiedlichen relativen Molekiilmassen und von Prote-
_inen wie R1nderserumalbum1n, Ovalbumin und Myoglobin als Stan
dardproben wurde unter Einsatz der Fillkdrperkolonne durchge-
fiihrt, Dabei wurde bestitigt, daB die Substanzen jeder Gruppe
in der Reihenfolge der Substanz mit einer hdheren relativen

~ .Molekiilmasse eluiert wuirden und die Rickgewinnungsrateé der Pr
teine im wesentllchen 100 7% betrug, Die M11m von Dextran wurd
~als 2 x 10% berechnet, Alle Proben wurden bei einer Durchlauf.
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geschwindigkeit von 1 ml/Minute gemessen, und jede Analyse
war innerhalb von 20 Minuten abgeschlossen,

Beispiel 8

Es wurde ein Gel in der gleichen Weise wie in Beispiel 1
hergestellt, nur wurde ein flissiges Gemisch von 100 g
Vinylacetat, 64 g (X = 0,4) Triallylisocyanuhat, 164 g n~
Butylacetat, 8,2 g Polyvinylacetat mit einem Polymerisie-~
rungsgrad von etwa 500 und 4,1 g 2,2'-Azobisisobutyronitril
anstelle des fliissigen Gemischs von Beispiel 1 verwendet und
die Esteraﬂstauschreaktion 20 Stunden lang beil 40 o durchge~
fahet,

Das resultierende Gel hatte einen Uw von 11,8 /um, einé 9oH
von 5,2 wAq/g (ein Esteraustauschverhéltnis von 0,6) eine
Wp von 1,85 g Wasser/g Trockengel und eine spezifische wirk-
same Oberfléche von 120 m /g.

..

Dieses Gel wurde in die gleiche Kolonne wie in Beispiel 1 ge-
fGllt, und die Analyse'von Polyathylenglycolen und Dextranen
“mit unterschiedlichen relativen Molekiilmassen und von Prote=-
inen wie Albumin, Ovalbumin und Myoglobin wurde unter Einsatz
vder Fullkorperkolonne durchgefithrt. Dabei wurde bestatlgt

daB die Substanzen jeder Gruppe in der Reihenfolge der Sub~
stanz mit einer héheren relativen Molekiilmasse eluiert wur-
‘den und dab die Rﬁckgewinnungsraté der Proteine im wesentli-
chen 100 % betrug. Die Mim fﬁr Dextran wurde als 1 x 107 er=-
rechnet, Alle Proben wurden bei einer Durchlaufgeschwindigkeit
von 1 ml/Mlnuten gemessen, und 3ede Analyse war -innerhalb von
20 Mlnuten abgeschlossen,
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Es wurde ein Gel in der gleichen Weise wie in Beispiel 1
hebgestellt, nur wuﬁde,ein flﬁssigéé Gemisch von 100 g
Vinylacetat, 37,5 g (X = 0,28) Triallylisocyanurat, 69 g
h-Butylacetat, 69 g Decalin (ein Gemisch von cis~ und trans-
Isoméren), 4 g Polyvinylacetat mit einem Polymerisierungsgrad
von etwa 500 und 3,4 g 2,2'~Azobisisobutyronitril anstelle _
des flissigen Gemischs von Beispiel 1 verwendet und die Ester-
austauschreaktion 20 Stunden lang bei 40 %¢ durchgefihrt,

Das resultierende Gel hatte einen Dw von 14,5 g, eine doH
von 8,5 mAq/g (ein Esteraustauschverhdltnis von 0,74), eine

Wp von 1,98 g Wasser/g Trockengel und eine spezifische wirk-<
" same Oberflache von 80 mz/g.

Dieses Gel wurde in die gleiche Kolonne wie in Beispiel 1 ge-
fillt, und die Analyse von Polydthylenglycolen und Dextranen
mit unterschiedlichen Molekiilmassen und von Proteinen wie

y -Globulin, Ovalbumin und Myoglobin als Standardproben fir
Protein wurde unter Einsatz der Fiillkorperkolonne durchgefiihrt
Dabei wurde bestatigt, daB die Substanzen jeder Gruppe in der
.Reihenfolge der Substanz mit einer hdheren relativen Molekiil-
masse eluiert wurden und dab die'Rﬁbkgewinnungsrate der Pro-
teine im wesentlichen 100 % betrug, Die Myim fir Dextrane be-
trug 1 x 106. Alle Proben wurden bei einer Durchlaufgeschwin-
digkeit von 1 ml/Minute gemessen, und jede Analyse wurde in-
‘nerhalb von 20 Minuten abgeschlossen,

Verqleichsbeispiel 1

Es wurde ein Gel in der gleichen Weise wie in Beispiel 1 her-
gestellt, nur wurde die Verseifung .20 Stunden lang bei 60 %
~in einer aus 60 g Natriumhydroxid, 100 g Wasser und 500 ml
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fethanol bestehenden Losung durchgefuhrt anstelle der Ester- -
austauschreaktlon von Beispiel 1,

Das resultierende Gel hatte einen Dw von 9{7‘/um, eine dQoH

von 13,5 mAq/g (ein Esteraustauschverhdltnis von 0,98), eine
W, von 1,95 g Wasser/g Trockengel. Nach dem Infrarot-Absorp-
tionsspektrum des Gels verschwand die Absorption infolge der

Estergruppe bei 1730 cm™t vollkommen,

Dieses Gel wurde in die gleiche Kolonne wie in Beispiel 1 ge-
fillt, und die Analyse wurde unter den gleichen chromatogra-
phischen Bedingungen wie in Beispiel 1 durchgefihrt, aller-
dings war der Druckverlust in der Kolonne’infolge der unzurei-~
- chenden mechanlschen Festigkeit des Gels so erhoht, daB kelne
Messung méglich war,

Vergleichsbeispiel 2

Es wurde ein Gel in der gleichen Weise wie in Beispiel 1 her-
gestellt, nur wurde die Esteraustauschreaktion 5 Stunden lang
bei 0 % durchgefuhrt. '

Das resultierende Gel hatte eineb Dw von 9,0 /um, eine doH
von 3,2 mAy/g (ein Esteraustauschverhdltnis von 0,33) und eine
W, von 1,24 g Wasser/g Trockengel, ' ‘

Das Gel hatte eine hohe mechanische Festigkeit, und es konnte
ein Losungsmittel durch die mit diesem Gel gefiillte gleiche
Kolonne wie in' Beispiel 1 mit einer Dgrchlaufgesﬁhwindigkeit
von 1 1/Minute oder mehr geleitet werden, aber die Analyse
von )Y'-Globulin verlief infolge.dés anormal groBen eluierten
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Volumens erfolglos, und auch das Riickgewinnungsverhdltnis
war gering,

. .“ P )

Vergleichsbeispiel 3

Ein einheitliches fliissiges Gemisch von 20 g Vinylacetat,
4,5.9 (X = 0,017) Triallylisocyanubat) 60 g Toluol und 0,9 g .
Benzoylperoxid und 210 g einer wabrigen Losung, die 2 eines
Polyvinylalkohols mit einem Polymerisierungsgrad von 5§00 und
einem Verseifungsverhdltnis von 89 % enthielt, wurden in ei-
nen 1-1-Kolben gefillt, und die Suspensions-Polymérisierung
wurde 16 Stunden lang bei 60 °c durchgéfﬁhrt. Die resultie-
“renden Polymerteilchen wurden durch Filtration getrennt, mit
Wasser und Aceton gewaschen, getrocknet und anschlieBend 30
Stunden lang in einem fliissigen Gemisch von 50 g Natrium-
“‘hy&roxid, 100 g Methanol und 100 g Wasser bei 60 ¢ verseift,

Das resultierende Gel hatte einen Dw von 14,8 /um, eine Aoy
von 18,2 mAq/g (ein Verseifungsverhdltnis von 0,90), eine

We von 3,31 g Wasser/g Trockengel und eine spezifische wirk-
same Oberflache von 0,1 m2/g, was darauf hindeutet, dal in
.dem Gel im trockenen Zustand kaum eine Pore vorhanden sein:
~diirfte, |

Dieses Gel wurde in die gleiche Kolonne wie in Beispiel 1 ge~
fiillt, und die Analyse wurde unter den gleichen chromatogra-
phischen Bedingungen wie in Beispiel 1 durchgefiihrt, aber in-
folge der unzureichenden mechanischen Festigkeit des Gels war
der Druckverlust in der Kolonne so erhdht, dab keine Messung

mdglich war,
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Vergleichsbeispicl 4

Es wurde ein Gel in der gleichen Weise wie in Beispiel 1
hergestellt, nur wurde ein ?lﬁssiges Gemisch von 50 g
Vinylacetat, 73 g (X =.0,6) Triallylisocyanurat, 123 g _
n-Butylacetat und 3 g 2,2' «Azob131sobutyron1tr11 anstelle
des fliissigen Gemischs von Be1sp1e1 1 verwendet und die
Esteraustauschreaktion 20 Stunden lang bei 40 °c durchge-
fihrt,

Das resultierende Gel hatte einen Dw von 9,2 ,um, eine Gom
'von 3,3 mAg/g (ein Esteraustauschverhéltnis von 0,61) und
eine Wy von 1,4 ¢ Wasser/g Trockengel.

" Dieses Gel wurde in die gleiche Kolonne wie in Beispiel 1 ge-.
fillt, und die Analyse voh.Rinderserumalbumin, Ovalbumin und
Myoglobin als Standardproben wurde durchgefihrt, aber alle
‘wurden auf dem Gel adsorbiert, so daB fast keinerlei Elu=-
ierung erfolgte und keinerlei Peak identifiziert werden konnte,

Vergleichsbeispiel 5

" Es wurde ein Gel in der gleichen Weise wie in Beispiel 1
hergestellt, nur wurde ein fliissiges Gemisch von 100 g
Vinylacetat, 11 g (X = 0,1) Triallylisocyanurat, 44 g Toluol
und 2,8 g 2, 2‘-Azob13130butyron1tr11 anstelle des fliissigen
Gemlschs von Belsplel 1 verwendet

Das resultierende Gel hatte einen Dw von 10,1 ,um, eine doH
von 12,5 mAq/g (ein Esteraustauschverhaltnls vori 0,78) und eine
W, von 1,97 g Wasser/g Trockengel, '
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'Dieses' Gel wurde in die'gleiche Kolonne wie in Beispiel 1 ge-
fillt, und die Anal?se wurde unter den gleichen chromatogra-

.phischen Bedingungen wie in Beispiel 1 durchgefihrt, aber
‘durch die unzureichende mechaﬁische Festigkeit des Gels war
der Druckverlust in der Kolonne so erhdht, daB keine.Messuhg
vorgenommen werden konnte,

é

Wenn auch die Erfindung unter Bezugnahme auf spezifische Aus-
fithrungsformen ausfithrlich beséhrieben worden ist, so diirfte
es dem Fachmann klar sein, daB verschiedene Ver#dnderungen und
Modifikationen moglich sind, ohne daB .von ihrem Inhalt und
Geltungsbereich abgewichen wird, |
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' Erfinduﬁqsanspruch:

Vollkonmen pordses Fullmaterial fur die Schnellflissigkeits-
chromatographie, gekennzeichnet dadurch, dab es ein.gfanu;
lares vernetztes Copolymefes aufweist, das im wesentlichen
aus (1) Einheiten von nindestens einem Vinylalkohol, (II)
Einheiten von mindestens einem Vinylestef einer Carbonséure.
und (II1) Einheiten von mindestens einem Vernetzungsmono-
meren mit einem Isocyanuratring besteht, wobei das Verhalt~
nis der Einheiten (1) zu den Einheiten (II) in dem Copoly=-
meren. innerhalb des der folgenden Glelchung entoprechenden
Bereichs liegt:

etwa 0,4 £ 8 __ £ etwa 0,8

a+ b’

a und b Molverhaltnlsse der Clnhelten (I)
bzw. (II) in den Gesamteinheiten (I), (II)
und (III) des Copolymeren sind.

Fﬁllmaterial‘naéh Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB das
Verhiltnis der Einheiten (I) zu den Einheiten (II) in dem
Copolymeren innerhalb des der folgenden Gleichung ent=

,sprechenden Bereiches liegt:

' etwa 0,45 < E“%'E £ etwa 0,75

Fullmaterial . nach Punkt 1, gékennzeibhnet dadurch, daB das

Verhaltnis der Einheiten (I), (II) und (III).in dem Copoly-
meren innerhalb des der folgenden Gleichung entsprechenden

Bereiches liegt: o

. 3C ;
‘ £ £
. etﬁa 0,20 = *é-—;“ro.*_ 3c & etwa 0,40

worin

a und b die gleluhe Bedeutung wie oben haben,
und ¢ das Molverh&ltnis der Einheiten (III)

" in den gesamten Einheiten (I), (II) und. (III)
des Copolyneren 1st._
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4, Fullmaterial nach Punkt 1 oder 3, gekennzeichnet dadurch,
" daB die Einheiten des Vinylesters einer Carbonséure die=-
jenigen des Vlnylesters einer Carbonsaure mit 2 bis 5

Kohlenstoffatomen sind.,

5. Fullmaterial nach Punkt 4, gekennzeichnet dadurch, daB
der Vinylester der Carbonsédure aus der Vinylacetat, Vie °
nylpropionat, Vinylbutyrat, Vinylvalerat und Vlnylplvalat
unfassenden Gruppe ausgewé&hlt ist.

. . ; i ' :
6. Fullmaterial nach Punkt 5, gekennzeichnet dadurch, daB es
sich bei dem Vinylester der Carbonsdure um Vinylacetat
handelt. |

7. Flullmaterial nach Punkt 5, gekennzeichnet dadurch, daB es
sich bei dem Vinylester der Carbonséure um Vlnylproplonat
handelt.

8. Fﬁllmaterial nach Punkt 1 oder 3, gekennzeichnet dadurch,

daB es sich bei den Einheiten des Vernetzungsmonomeren mit

- einem Isocyanuratring um die des Vernetzungsmonomeren mit
der folgenden Formel handelt:

0

'II
//’ \\\ /// 2



worin .
'Ri, R2 und 93 gleich oder unterschiedlich sein koénnen und aus

~der =CH,=CH=CH

2

o+ =CH=C3CH und ~CH,=C=CH,, unfassenden Gruppe

| | Hy
ausgewahlt sind.

p

9, Fullmaterial nach Punkt 8, gekennzeichnéf dadurch, daB es
sich bei dem Vernetzungsmonomeren um Triallylisocyanurat
handelt. ' |

10. Fiullmaterial nach Punkt 3.“gekénnzeichnet dadurch, daB das
Verhadltnis der Einheiten (1), (Ii) und (III)'innerhélb des
 folgender Gleichung entsprechenden Bereiches liegt:

etwa 0,24 < T?T’EE. < etwa 0,32
worin ‘

a, b und ¢ die oben erlauterte Bedeutung haben,
~und die exklusive relative Molekiilmasse von.Polyéthylen—
_giycol oder Dextran im Bereich von etwa 10° bis etwa 10°
liegt. ' |

1i.‘FUllmatefial nach Punkt 3, gékennzeichnet dadurch, daB das
Verhaltnis der Einheiten (I), (II) und (IIIL) in dem der fol=-
.genden Gleichung entsprechenden Bereich liegt: '

etwa.0,27é§ é‘?‘f?%Fiﬁ :é ;etwa 0,35

worin | ‘: : : |

a, bund ¢ die gleiche oben erlauterte Bedeutung

haben, o _ .

" und die exklusive relative Mqlékulmasse von Polyéthylen-
glycol und Dextran im Bereich vgn'efwa'ios bis etwa 10°
liegt. ' ‘



12,

13.

14,

i5.

16.
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Fillmaterial nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB.es
eine Wasserrickgewinnung von éetwa 0,5 bis etwa 2,0 g Wag=
ser/g Trockengel hat, )

Fiillnaterial nach Punkt 12, gekennzeichnet dadurch, daB

die WasserruckgeW1nnung im Bereich von etwa 0 8 bis etwa
2,0 g Wasser/g Trockengel liegt. ’

Fillmaterial nach Punkt 1, gekennzelchnet dadurch daB das
Copolymere einen Gewichtsmittel=Teilchendurchmesser von
etwa 5 bis 20 um hat.

Fillmaterial nach Punkt 14, gekennzeichnet dadurch, daB
das Copolymere einen Gewichtsmittel-Teilchendurchnesser
von etwa 5 bis 12 um hat.

Verfahren zur Herstellung eines Flullmaterials fiir die
Schnellflissigkeitschromatographie, gekennzeichnet da=

durch, daB ein Monomergemisch von mindestens einemAVinyl-
‘'ester einer Carbonsdure mit 2 bis 5 Kohlenstoffatomen und

mindestens einem Vernetzungsmonomeren der Formel:

0
I

/\/R?-

N N § - .
TN
|
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worin |

Ry R, 'und Ry glelCh oder unterschledllch sein kénnen und aus

dér,ACHz-CH~CH2 -CH~C CH und -CH -?uCH unfassenden Gruppe
CH3

ausgewdhlt sind,

der uuspen31ons-Polymer131erung unterzogen und das resultle-
rende granulare Copolynere der Esteraustauschreaktion oder
der Verseifung bis zu einen solchen Grade unterzogen wird,
daB das Esteraustauschverhaltnls oder das Verselfungsver-
haltnis etwa 0,4 bis ctwa 0,8 betragt¢

17. Verfahren nach Punkt 16, gekennzeichnet dadurch, daB das
,' Esteraustauschverhdltnis oder das Verseifungsverhéltnis
1 etwa 0,45 bis etwa 0,75 betrégt.

18. Verfahren nach Punkt 16, gekennzeichnet dadurch, daB das
Molverhédltnis des'Vinylesters der Carbonséure und des’
: .Vernetzungsmonomeren 1 zu etwa 0,08 blS etwa 0,22 be~
tragt.

19. Verfahren nach Punkt 18, gékennZeichnet dadurch, daB das
" Molverhaltnis des Vinylesteré der Carbonsadure und des
Vernetzungsmonomeren 1 zu etwa 0,11 bis etwa 0,16 be=
trégt. '

20. Verfahren nach Punkt 18, gekénnzeichnét dadurch, dak das
Molverhaltnis des Vinylesters der Carbonsaure und des
Vernetzungsmonomeren 1 zu etwa O,;Z'bis etwa'0.18vbe—
trégt. | A
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' Zi; Verfahren nach Punkt 16, gekennzeichnet dadurch, daB der
© Vinylester der Carbonsdure aus der Vinylacetat. Vinyl-

propionat, Vinylbutyrat, Vlnylvalerat und V1nylp1valat
unfassenden Gruppe ausgewahlt ist.

22. Verfahren nach Punkt 21, gekennzeichnet dadurch, daB es
sich bei dem Vinylester der Carbonséaure um Vlnylacetat
handelt,

-23. Verfahren nach Punkt 21, gekennzeichnet dadurch, daB es
sich bei dem Vinylester der Carbonsdure um Vinylpropionat
handelt, '

24, Verfahren nach Punkt 16, gekennzeichnet dadurch, daB es
sich bei dem Vernetzungsmonomeren um Trzallyllsocyanurat
handelt. '
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