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Kromatografiassa kdytettdvd amidiryhmid sisdltdvdlla polymeerilla
pddllystetty huokoinen epdorgaaninen kantaja-aine ja menetelmd sen
valmistamiseksi - Pordst, oorganiskt bdrarmaterial med en organisk
stationdr fas fBr anvdndning vid kromatografi och férfarande for

framstdllning av detta

(57) Tiivistelmd

Keksintd koskee kantaja~ainetta, joka on sellaisenaan
kdyttdkelpoinen kromatografiassa tai ldhtbaineena,
jota, kun siihen lijitetdin yhdisteitd, jotka sisilty-
vdt ioniryhmid, ligandeja tai biomakromolekyyleji,
voidaan k#dyttdd ioninvaihtajana, viliaineena affini-
teettikromatografiassa tai entsymaattisissa reakti-
oissa, ja se k&sittdd huokoisia, eplorgaanisia, sila-

noituja partikkeleita, joiden pinnalle on kovalentti- ?2
sesti sidottu orgaaninen stationdirifaasi, joka on R -$i-(CH,) -R, (1
muodostettu (ko)polymeroiduista vinyylimonomeereista, R3

jotka sisdltdvdt amidiryhmid, mainittujen epiorgaa~
nisten hiukkasten ollessa silanoituja kaavan I mukai-

sella silaaniorgaanisella yhdisteelli

jossa n = 1-5; Rl on halogeeni tai alkoksi (1-10 C);
R2 ja R3 ovat kumpikin halogeeneja, alkoksiryhmid
(1-10 C), alkyylej4 (1-3 C) tai aryyleji (6-10 C),
jolloin halogeeni ja alkoksiryhmd R

:ssd, R,:ssa ja

R3:ssa voivat muodostaa —O-Si-sidok;én silagnin ja

epdorgaanisen aineen vidlille sen pinnan hydroksyyli=-

ryhmien vidlitykselld; ja R4 on amino, substituoitu

amino, kuten esim. w-aminoalkyyli (1-3 C)-amino, mer- ?5 ?5 9 ?

kapto, esteriryhmd tai glysidoksi; ja orgaaninen sta- CH=C~-C-N- (CH2)m - OR
tionddrifaasi on ristikytkykopolymeeri, joka on saa-

tu additiopolymeroinnin avulla ja muodostuu 0,1 -~ 140

/umoolista vinyyl;monomeereja kantaja-aineen epdor-

gaanisen pinnan m” kohti, jolloin mainitut vinyyli-

monomeerit koostuvat kokonaan tai osittain bifunktio~

7

naalisista vinyylimonomeereista, joissa on amidiryh-
mid, ja joilla on kaava Il

{1r1)



jossa R5 ja R6 ovat kumpikin vetyjd tai orgaanisia
ryhmid, joissa on hiiliatomeita 18 saakkaj; R7 on ve-
ty tai orgaaninen ryhmd, jossa on hiiljatomeita 20
saakka; ja m on kokonaislu 1-20.

(57) Sammandrag

Uppfinningen h#nfdr sig till ett blrarmaterial, vilket
som s&dant kan anvidndas 1 kromatografi eller som ut-
gingsmaterial, vilket, efter att till detsamma bundits
f8reningar som innehaller jongrupper, ligander eller
biomakromolekyler, kan anvindas som jonbytare, som ett
medium i affinitetskromatografi eller { enzymatiska
reaktioner och bestir av pordsa, oorganiska silanise-
rade partiklar, till vilka kovalent bundits en orga-
nisk, stationsr fas, vilken uppbyggts av (sam)poly-
meriserade vinylmonomerer som innehiller amidgrupper,
varvid nimnda corganiska partiklar silaniserats med
ett organosilan med formeln I, vari n = 1-53 R1 dr
halogen eller alkoxi (1-10 C) 3 R2 och R3 ar vardera
halogen, alkoxi (1-10 C), alkyl (1-3 C) eller aryl
(6-10 C), varvid halogen- och alkoxigruppen i Rl' Rz
och R3 f8rmdr bilda en -0-Si-bindning mellan silanet
och det oorganiska materialet vid dess pd ytan beldgna
hydroxylgrupper; och R4 4r amino, substituerad amino,
substituerad amino, sisom w-aminoalkyl (1-3 C)-amino,
merkapto, en estergrupp eller glycidyloxi; och den
organiska stationdra fasen 4r en tvirbunden (sam) po-
lymer, vilken erhdllits genom additionspolymerisation
och uppbyggts av 0,1 - 140 /umol av vinylmonomerer per
m2 oorganisk yta av bSrarmaterialet, varvid nimnda
vinylmonomerer helt eller delvis bestdr av bifunk-
tionella vinylmonomerer, vilka innehiller amidgrupper,
och har formeln II,vari R5 och RG vardera dr vite
eller en organisk grupp med upp till 18 kolatomer;

R7 ir vite eller en organisk grupp med upp till

20 kolatomer; och m dr ett heltal frdn 1 till 20.

R2

L]
R,~Si~- -
1~Si=(CHy) R,
R

Ry Rg O M

CH=C=C-~-N-~- (CHZ),

= OR,
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Kromatografiassa kdytettdvd amidiryhmid sisdlt&vdlli poly-
meerilla p&ddllystetty huokoinen epiorgaaninen kantaja-aine

ja menetelmd@ sen valmistamiseksi

Keksintd koskee kantaja-ainetta, joka on kdyttokelpoi-
nen sellaisenaan kromatografiassa tai lidhtSmateriaalina, jo-
hon voidaan sitoa ionisia ryhmid, ligandeja tai biomakromo-
lekyylejd sisdltdvid yhdisteitd, jolloin sitd voidaan kayt-
tdd ioninvaihtajana, védliaineena affiniteettikromatografias-
sa tai entsymaattisissa reaktioissa. Kantaja-aine koostuu
huokoisista, epdorgaanisista, silanoiduista hiukkasista,
joihin on kovalenttisesti sidottu station&didrifaasi, joka
muodostuu amidiryhmid sis&dltdvistd (ko)polymeroiduista vi-
nyylimonomeereista.

Edelld esitetyn kaltaista kantaja-ainetta on kuvattu
mm. US-patenttijulkaisussa 3 983 299. T&116in kiytetty or-
gaaninen stationddrifaasi on ohut hiilihydraattikerros, ku-
ten esim. dekstraania tai sakkarideja, joiden molekyylipai-
no on <6 000. Tdllaisen kantaja-aineen suurena haittana on,
ettd hiilihydraatti on luonnon aine, joka ei ole ainoastaan
oksidatiivisen, vaan my8s biologisen hajoamisen kohde. Toi-
nen haitta on, ettd siihen lopullisesti sidottujen funktio-
naalisten ryhmien lukumd&drd j&3 melko rajoitetuksi.

Keksintd tarjoaa uuden kantaja-ainetyypin, jolla ei
ole yllad mainittuja haittoja.

DE-patenttijulkaisusta 2 750 595 tunnetaan kantaja-
aine, joka on tarkoitettu kdytettdvdksi kromatografiassa
ja erityisesti affiniteettikromatografiassa ja joka perus-
tuu huokoiseen, epdorgaaniseen aineeseen seki orgaaniseen
stationddrifaasiin, joka on synteettistd polymeeria, siini
ei kuitenkaan ole kdytetty silanoitua ainetta ja orgaani-
sen stationddrifaasin ja epdorgaanisen aineen vililli on
heikko sidos. Lisdksi mainitussa saksalaisessa patentti-
julkaisussa ei mainita mitd3Zn silloitetun nolymeerin kdy-
tostd. Johtuen osittain siitd, ettd k&ytetddn ei-silanoi-

tua ainetta ja tiettyjen vinyylimonomeereja, voi joissakin



10

15

20

25

30

35

’ 68636

olosuhteissa sekd hydrolyyttinen stabiliteetti eikd kantaja-
aineen absorptiotoiminta voi olla epdtyydyttava.

Keksintd tarjoaa hydrolyyttisesti hyvin kestdvdn kan-
taja-aineen, joka soveltuu erittdin hyvin kdytettdvdksi
edellid mainittuun tarkoitukseen, jossa kantaja-ainetta on
kidytettdvd monia kertoja perdkkdin.

Keksint® koskee uutta kantaja-ainetta, joka koostuu
huokoisista, epdorgaanisista silanoiduista hiukkasista, joi-
hin on kovalenttisesti sidottu orgaaninen stationddrifaasi,
joka muodostuu (ko)polymeroiduista vinyylimonomeereista ja
sisdltidd amidiryhmid. Kantaja-aineelle on tunnusomaista,
ettd

(A) epdorgaaninen aine on silanoitu orgaanisella si-

laanilla, jonka kaava on

}Fz
R1-§1—(CH2)n—R4 (1)
Ry

jossa n = 1-5, edullisesti 3, R, on halogeeni tail alkoksi

1
(1-10 C), R2 ja R3 tarkoittavat halogeenia, alkoksia (1-10

Cc), alkyylid (1-3 C) tai aryylid (6-10 C), jolloin halogee-
R, ja R

ni- ja alkoksiryhmdt R pysyvdt muodostamaan

’
-0-Si-sidoksen silaani; jazepéor;aanisen aineen vadlille
viimemainitun pintahydroksyyliryhmien vdlitykselld, Ja R4
on amino, substituoitu amino, kuten esim. (W-amino-alkyyli-
(1-3 C)-amino, merkapto, esteriryhmd tai glysidoksi ja on
edullisesti glysidoksi; ja

(B) orgaaninen stationddrifaasi on silloitettu (ko)-
polymeeri, joka on saatu additiopolymeroinnilla ja muodos-
tuu 0,1 - 140 mmoolista, edullisesti 5-25 uamoolista vinyy-
limonomeerejd kantaja-aineen epdorgaanisen pinnan m2 kohti,
jolloin (ko)polymeeri sisdltd4 vdhintddn 0,1 umoolia amidi-
ryhmid kantaja-aineen epdorgaanisen pinnan m2 kohti ja vi-
nyylimonomeerit koostuvat kokonaan tai osittain bifunktio-
naalisista vinyylimonomeereistd, jotka sisd&ltdvdt amidiryh-

mid ja joiden kaava on



10

15

20

30

35

3 68636

B

CH=C-C-N (CH2)m - OR, (IT)
jossa R5 ja R6 tarkoittavat vetyd, alkyyli- tai sykloalkyy-
liryhmdd, jossa on enintdin 6 hiiliatomia tai enintdéan 10 hii-
liatomia sisdltdvd aryyliryhmd, k5 on vety tai enintddn 20
hiiliatomia sisdltidvd orgaaninen ryhmda, ja m on kokonaisluku
1-10, jolloin amidiryhmdt on saatu osittain saattamalla

(a) vilimolekyyli, ligandi, biomakromolekyyli tai yh-
diste, joka sisdltdd ionisen ryhmién, jolloin kussakin ndis-
ti on reaktiokykyinen ryhmd ja yksi tai useampi amidiryhmd,
reagoimaan vinyylimonomeerin tai silloitetun (ko)polymeerin
reaktiokykyisen ryhmdn kanssa, tai

(b) vdlimolekyyli, ligandi, biomakromolekyyli tai yh-
diste, joka sisdltdd ionisen ryhmdn, jolloin kussakin ndis-
ti on yksi tai useampi amino- ja/tai karboksyyliryhmd, rea-
goimaan yhden tai useamman silloitetussa (ko)polymeerissa
olevan karboksyyli- ja/tai aminoryhmdn kanssa.

Keksintd koskee myds menetelmda edellid kuvatun kanta-
ja—-aineen valmistamiseksi. Menetelmdlle on tunnusomaista,
ettd

(A) epdorgaaninen aine silanoidaan sindnsd tunnetulla
tavalla kaavan I mukaiselle orgaanisella silaanilla;

(B) silanoitu epdorgaaninen aine saatetaan kosketuk-
seen liucksen kanssa, Jjossa vinyylimonomeerit on liuotettu
haihtuvaan orgaaniseen liuottimeen tai orgaanisiin liuotti-
miin ja/tai veteen, ja sitten haihtuva liuotin poistetaan
sekoittamalla alennetussa paineessa ja alle 40°C:n 1lampoti-
lassa haihduttimessa niin ettd epdorgaaninen aine peittyy
monomeer iseoksen muodostamalla ohuella kalvolla, minkd jdl-
keen kalvopddllysteen polymerointi ja samanaikaisesti muo-
dostuneen (ko)polymeerin kovalenttinen sitominen silanoi-
tuun aineeseen suoritetaan kuumentamalla hapettomassa at-
mosfddrissd, Ja

(C) tarvittaessa saatu aine liitetddn edelleen sindn-
si tunnetulla tavalla yhdisteisiin, joissa on reaktiokykyi-

sid ryhmid.
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Uusi kantaja-aine sopii eritt4in hyvin kédytettiviksi
teollisessa mittakaavassa. Silli on erittdin edullisia, hyd-
rofiilisia ominaisuuksia, suuri mekaaninen kestdvyys ja se
kestdd suuria virtausnopeuksia. Se ei liukene vesiliuoksiin
eikd siind ilmene epidspesifisii vuorovaikutuksia biomakro-
molekyylien kanssa. Aine voidaan helposti regeneroida ja se
kestdd mikrobien ja entsyymien hajotustoimintaa.

Termid "bifunktionaalinen vinyylimonomeeri" k&ytetdin
tarkoittamaan monomeeria, jolla on vinyyliryhmin ohella ai-
nakin yksi hydrofiilinen, funktionaalinen ryhmd, joka voi
muodostaa kovalenttisia sidoksia, esim. kaavassa II ryhmd
—OR7. "Osittain" on edullisesti >5 mooli-%.

Silanoitu epdorgaaninen aine, jossa on glysidoksiryh-
mid, hydrolysoidaan, jolloin saadaan glyseryyliryhmii ennen
(ko)polymerointia.

GB-patenttijulkaisusta 1 456 865 tunnetaan kvartsi-
pitoinen, hiukkasmainen kantaja-aine kromatografiaa, erityi-
sesti ioninvaihtokromatografiaa varten, jolloin orgaaninen
stationddrifaasi on kantaja-aineen pintaan sidottu kopoly-
meeri. Kvartsipitoinen aine on silanoitu vinyylisilaanilla
Ja silanoitu aine kopolymeroitu vinyylimonomeerin kanssa,
jossa on vksi tai useampia olefiiniryhmdd. Vinyylimonomeeri
voi sisdltdd funktionaalisia ryhmid, kuten halogeenin, hyd-
roksyylin, metoksin, amidin, trikloorisilanyylin, karbok-
syylihappo- ja esteriryhmdn, mutta nimid ryhmit eivit ndytad
olevan valttimidttémiid esimerkkien perusteella, jotka koske-
vat vinyylimonomeereja, kuten propyleenia, isobutyleenia,
styreenid seki butadieenia, lukuunottamatta esimerkkid 4,
jossa vinyylimonomeeri on maleiinianhydridi. Sidottu oksas-
kopolymeeri, joka vinyylimonomeerin valinnasta riippuen ei
ole silloitettu tai on vidhin silloitettu, voidaan edelleen
silloittaa kayttdmills silloitusaineita, kuten divinyyli-
bentseenid tai diklooripropaania. Saatu tuote, jolla on
pddosaltaan hydrofobisia ominaisuuksia, muutetaan sitten

edullisesti happo- tai emds-ioninvaihto-oksaskopolymeeriksi
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sulfonoinnilla, fosfonoinnilla, karboksyloinnilla, hydrok-~
syloinnilla tai amminoinnilla.

Vaihtoehtoisesti sidottu kopolymeeri saatetaan tehdi
toiminnallisesti siten, ettd se saatetaan reagoimaan kela-
tointi aineen kanssa, kelatointi aineen liittdmiseksi si-
dottuun oksaskopolymeeriin, tai nitriiliryhmid voidaan liit-
tdd siten, ettd alkyylinitriili saatetaan reagoimaan sido-
tussa kopolymeerissa olevien halogeeniatomien kanssa.

Td&lld tunnetulla vinyylisilanoidulla kantaja-aineella,
johon kopolymeeri on kovalenttisesti sidottu, ei ole samoja
erityisid hydrofyylisid ominaisuuksia eiki sit3d suurta moni-
puolisuutta kormatografisissa sovellutuksissa kuin keksin-
non mukaisella aineella. Tunnettu aine ei sovellu affini-
teettikromatografiaan ja silld on huonot ominaisuudet kokoon
perustuvassa ekskluusiokromatografiassa.

US-patenttijulkaisusta 3 984 349 tunnetaan kromatogra-
fiassa kdytettdvd huokoinen hienojakoinen tai kolloidinen,
epdorgaaninen kantaja-aine, joka sisdltii pinnallaan hydrok-
syyliryhmid, jotka on muunnettu oksastamalla pintaan orgaa-
ninen ryhmd -0O-Si-sidoksen aikaansaamiseksi, jolloin orgaa-
nisen ryhmin keskimddrdinen molekyylivaino on yli 150 ja
se sisdltdd ainakin yhden hydrofiilisen funktionaalisen ryh-
mdn. Orgaaninen ryhmid on silaani, joka on valmistettu addi-
tioimalla yhdiste, jossa on vinyyli- tai allyylipddte ja
ainakin yksi hydrofiilinen ryhmi seki vyksinkertainen silaa-
ni, tai kopolymeroimalla vinyylimonomeeri, joka sisdltdi
ainakin yhden hydrofiilisen radikaalin, ja tyydyttimdtdn
silaani, esim. orgaaninen silaani, jossa orgaaninen ryhmi
sisdltdd tyydyttymdttdmidn eteeniryhmin. Titen tuotettu si-
laani reagoi epiorgaanisen kantaja-aineen, esim. piihapon,
kanssa. Tdss3 tapauksessa kantaja-aineen pinnalle muodostuu
pitkid (ko)polymeeriketjuja ("hdntid") ilman ristisidoksia
tai jos on kysymyksessi kopolymeeri, joka sisdltdd molekyy-
1id kohti useita silaaniryhmid, kaikki niisti silaaniryh-
mistd eivdt reagoi epdorgaanisen kantaja-aineen pinnan hyd-
roksyyliryhmien kanssa, niin etti tietyssd mddrin tédssi

tunnetussa aineessa on vield kantaja-aineesta itsestdin joh-
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tuvia, hdiritsevii, ei-spesifisid adsorptio-ominaisuuksia
tai sitten silaanien silanoliryhmdstd johtuvia, hdiritse-
vid, ei-spesifisiid adsorptio-ominaisuuksia. Erilaisia kro-
matografisia sovellutuksia (esim. kokoon perustuva ekskluu-
siokromatografia, affiniteettikromatografia) tdmd adsorptio-
ilmi®d hdiritsee hyvin voimakkaasti. Kun esilld olevan kek-
sinndn mukainen epdorgaaninen kantaja-aine pddllystetddn,
saadaan kromatografinen kantaja-aine, jossa on tdysin tai
lihes tdysin deaktivoitu epdorgaaninen pinta ja jolla on
erinomaiset hydrofiiliset ominaisuudet. Erilaiset huokoiset,
epdorgaaniset aineet soveltuvat kdytettdvdksi keksinndn mu-
kaisena alustana. Esimerkkejd niistd ovat alumiini-, titaa-
ni-, nikkeli-, sirkonium~ sekd rautaoksidit, erilaiset si-
likaatit, kuten esim. savi, piimaa, kaoliini, bentoniitti,
magnesiumsilikaatti (talkki), asbesti ja lasi. Etusija an-
netaan huokoiselle piidioksidille. Erityisen hyvid tuloksia
saadaan piidioksidihelmill&. Rhone-Poluenc myy sopivia hel-
mid kauppanimelld Spherosil. Tarkastetun, huokoisen lasin
suhteen timin materiaalin etuna on, ettd se on kdytdnnélli-
sesti katsoen pallomaista. Ennen kaikkea sen hinta on jok-
seenkin alhainen.

Epdorgaanisten aineiden huokosten ldpimitta on yleen-
si 50 - 10 000 A. Valittu ldpimitta riippuu suunnitellusta
kdytdstd. Affiniteettikromatografiassa esim. kdytetddn
yleensi pallosia, joiden ldpimitta on 250 - 3 000 A:n alu-
eella.

Pallosten huokostilavuus on yleensd 0,01 - 3 ml/g:n
alueella, mieluummin tilavuus on noin 1 ml/g. Pallosten
ominaispinta-ala on 90,5 - 1 000 mz/g:n alueella, useimmiten
kidytdssd oleva alue on 5-500 mz/g.

Valmistettaessa kantaja-ainetta affiniteettikromato-
grafiaa varten, pidetddn parempana kdyttaa pallosia, joi-
den ominaispinta-ala on 25-100 mz/g:n alueella, mika vas-
taa pallosia, joiden huokosten ldpimitta on vastaavasti
1 000 - 250 A:n alueella. Riippuen kantaja-aineen ajatel-
lusta kdytdstd, sen valmistuksessa kdytettdvdn epdorgaani-

sen aineen keskimddrdinen lipimitta on yleensd 2 - 300 um.
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Valmistettaessa kantaja-ainetta affiniteettikromato-
grafiaa varten, voidaan k&ytt34 pallosia, joiden keskimad-
rdinen ldpimitta on 50 - 3 000 pm:n alueella, etusija anne-
taan pallosille, joiden keskimidrdinen lipimitta on 100 -
800 um:n alueella. Kun kantaja-ainetta valmistetaan suur-
paineliuoskromatografiaa (HPCL) varten, pidetdin parempana
kdyttdd pallosia, joiden keskimd&rdinen hiukkaskoko on 2 -
50 pm:n alueella.

Epdorgaaninen aine tdytyy silanoida ennen kuin orgaa-
ninen stationdérinen faasi sidotaan siihen kovalenttisesti.
Tdmd@ voi tehdd sindnsd tunnetulla tavalla. Silanoinnin tar-
koituksena on tuoda epdorgaaniseen aineeseen reaktiokykyi-
sid ryhmid kovalenttisen sidoksen muodostamiseksi silloitet-
tuun polymeeriin. Esimerkkej& silanointireaktioista, jotka
soveltuvat kdytettdviksi kyseessd olevien kantaja-aineiden
valmistukseen, kuvataan edellid mainitussa US-patenttijul-
kaisussa 3 983 299 sekd julkaisussa Journal of Chromatograp-
hic Sciencessa, 12, (1974), s. 486-498. Kuten edelli on esi-
tetty, epdorgaaninen aine silanoidaan kaavan I mukaisella
orgaanisella silaanilla. Edullisia kantaja-aineita ovat sel-
laiset, joissa epdorgaaninen aine silanoidaan Y ~aminopro-
pyylisiloksiryhmilld, Y -merkaptopropyylisiloksiryhmills
tai hydrolysoidulla Y -glysidoksipropyylisiloksiryhmilli,
jolloin viimeksi mainittu ryhmid on edullisin.

On havaittu, ettd edelld mainittuihin kayttotarkoi-
tuksiin sopii parhaiten kantaja-aine, jossa silloitettu po-
lymeeri koostuu 5-25 umoolista vinyylimonomereji m2 kohti
silanoidun epdorgaanisen aineen pinta-alaa. Erityisesti
siind tapauksessa, jossa kyseessi olevia kantaja-aineita
kdytetddn affiniteettikromatografiaan, on toivottavaa, ettd
niilld on opitimaaliset hydrofiiliset ominaisuudet. Tamin
vaatimuksen tdyttdd esilld oleva keksintd, jonka mukaisesti
saadaan kantaja-aine, jossa on ainakin 0,1 pmoolia amidiryh-
mid silanoidun epdorgaanisen aineen pinta-alan m2 kohti.
Amidiryhmdt eivdt ole ainoastaan vastustuskykyisid vesi-

liuoksissa tapahtuvaa hydrolyyttistd hajoamista vastaan laa-



10

15

20

25

30

35

68636

jalti vaihtelevissa olosuhteissa, vaan ne kestdvdt myOs
mikrobi- ja/tai entsyymitoimintaa. Varsinaisessa kdytdnn&s-
sd kantaja-aine sisdltdd 5-25 amoolia amidiryhmid silanoi-
dun epdorgaanisen aineen pinta-alan m2 kohti.

Kuten edelld on todettu amidiryhmien liitt&minen or-
gaaniseen stationddrifaasiin saadaan aikaan kdyttdmdll&d ko-
polymeroinnissa kaavan II mukaista bifunktionaalista vinyy-
limonomeeria. Mainittu bifunktionaalinen vinyylimonomeeri
voi olla amidiryhmien ainoa ldhde. Kuitenkin on my&s mah-
dollista saada edullisesti amidiryhmid osittain saattamalla
vdlimolekyyli, ligandi, biomakromolekyyli tai yhdiste, joka
sisdltdd ionisen ryhmdn, jolloin kussakin ndistd on reak-
tiivinen ryhmd ja yksi tai useampi amidiryhmd, reagoimaan
vinyylimonomeerin tai silloitetun polymeerin reaktiokykyi-
sen ryhmdn kanssa. Kantaja-aineen ominaisuuksiin saatetaan
myOs suotuisasti vaikuttaa, jos amidiryhmdt on saatu osit-
tain saattamalla silloitetun polymeerin yksi tai useampi
amino- ja/tai karboksyyliryhmd reagoimaan yhdisteen kanssa,
joka sisdltdd vdlimolekyylin, ligandin tai biomakromolekyy-
lin tai ioniryhmdn ja jossa on yksi tai useampi karboksyyli-
ja/tai aminoryhmd.

On havaittu, ettd pddllystetyt aineet, joihin on li-
sdtty kaavan II mukaisia amidiryhmi& sisdltdvid vinyylimo-
nomeereija, ovat erityisen sopivia kdytettdvaksi nestefaasi-
ekskluusiokromatografiassa, geelisuodatuksessa tai kokoon
perustuvassa ekskluusiokromatografiassa (SEC). Huokoinen,
epdorgaaninen aine kdsittdd edullisesti kavartsipalloja,
joiden l&pimitta on edullisesti 100-200 an:n ja joita Rhone-
Poulenc myy kauppanimelld Spherosil. Pddllystettyjen pallo-
jen suhteen on erittdin edullista, ettd tavallisissa vesi-
liuoksissa ei tapahtu mitddn adsorptiota tai esiinny bio-
spesifistd vuorovaikutusta pallojen pinnan ja biomakromole-
kyylien valilla.

N-(hydroksietyyli)akryyliamidi sekd& N-metyloli(met)-
akryyliamidi, edullisesti viimeksi mainittu, ovat amidiryh-
mid sisdltdvid vinyylimonomeereja, Jjotka erityisesti sovel-

tuvat polymeeripddllysteiden valmistukscen.
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Kaavan II mukaista bifunktionaalista wvinyylimonomee-
ria kdytettdessd silloitus suoritetaan additiopolymeroinnin
aikana. Siind tapauksessa, ettd silanoidun aineen pinnalla
on Y-aminopropyylisiloksiryhmid, kovalenttinen sidos on
yleensd amidisidos, joka on saatu silaanin aminoryhmdn reak-
tion avulla additiopolymeerin karboksyyliryhmdn kanssa. N-
metyloliamidiryhmien sisdltyessd yhteen tai useampaan addi-
tiopolymeerin vinyylimonomeeriin, on epdorgaanista ainetta
edullista kdyttdd Y-glyseryylipropyylisiloksiryhmid. N-
metyloliamidiryhmdt voivat kuumennettaessa tai vaihtoehtoi-
sesti hapon vdhdisen mddrdn ldsndollessa reagoida toistensa
kanssa tai Y-glyseryylipropyylisiloksiyhdisteen glyseryyli-
ryhmédn kanssa, jonka seurauksena additiopolymeeri silloit-
tuu ja sitoutuu kovalenttisesti silanoituun aineeseen.

Paitsi silaanin valinta silanoidun epdorgaanisen ai-
neen saamiseksi ja (ko)polymeroinnissa kdytetyn bifunktio-
naalisen vinyylimonomeerin valinta, myds keksinndn mukaisen
kantaja-aineen valmistusmenetelmd edistdd mahdollisimman
hyvien tuotteiden saamista. Silanoitua, epdorgaanista ai-
netta saadaan tunnetuin menetelmin, kuten aiemmin on todet-
tu. Silloitettu polymeeripddllyste saadaan seuraavan mene-
telmdn avulla. Ensin monomeerit sekd mahdolliset di- ja/tai
oliogomeerit liuotetaan haihtuvaan, orgaaniseen liuottimeen
tai orgaanisiin liuottimiin ja/tai veteen ja lisdtddn sila-
noituun, epdorgaaniseen aineeseen. Haihtuva liuos poiste-
taan tdmdn jdlkeen edullisesti kiertohaihduttimessa sekoit-
taen, alennetussa paineessa sekd alhaisessa ldmpotilassa
(<4OOC). Kun on lis&dtty liuotinta radikaali-initiaattoria
varten, johon liuottimeen monomeerit eivdt liukene tai tus-
kin liukenevat, seosta kuumennetaan hapettomassa atmosfd&d-
rissd, jonka tuloksena monomeerit polymeroituvat ja muodos-
tuu kovalenttinen sidos silanoituun aineeseen. Valinnaises-
ti radikaali-initiaattoria voidaan jo lisdtd monomeerin
liuokseen.

Kaavan II mukaisten bifunktionaalisten vinyylimono-

meerien lisdksi voidaan kopolymeroinnissa kdyttdd myds mui-
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ta vinyylimonomeereja silloitetun polymeerin muodostamisek-~
si. Suunnitellusta kdyttdalueesta riippuen lisdvinyylimono-
meerit voivat olla rakenteensa suhteen hyvin vaihtelevia.
Esimerkkeinid tdllaisista monomeereista mainittakoon
epoksiyhdisteet, joissa on etyleenisesti tyydyttymdtdn ryh-
mid ja joita on kuvattu edelld mainitussa DE-patenttijulkai-
sussa 2 750 595. Myds vinyylimonomeereijd, joilla ei ole mi-
tiin reaktiokykyistd ryhmdd, kuten eteenid, propeenia, vi-
nyylikloridia, vinyylifluoridia ja/tai vinyyliasetaattia,
voidaan kdyttdd, vaikka niiden kayttd e.o. keksinndssd on
rajoitettu. Edellytyksend on kuitenkin, ettd monomeerit voi-
daan helposti polymeroida additiopolymeeriksi, jolla on aja-
teltuun kdyttddn tarvittavat ominaisuudet. Esim. jos ainet-
ta on kdytettdvd ioninvaihtajana, voidaan harkita kopolyme=-
rointia, jossa kiytetddn vinyylimonomeeria, jossa on katio-
ni- tai aninoniryhmd. Esimerkkejd yhdisteista, joissa on
anioniryhmd, ovat vinyylimonomeerit, joissa on karboksyyli-
ryhmid tai sulfonihapporyhmd, kuten eteenisul fonihappo, al-
lyylisulfonihappo, styreenisulfonihappo, 2-sulfoetyylimetak-
rylaatti, 2-akryyliamido-2-metyylipropyylisulfonihappo,
3-metakryloyylioksi-2-hydroksi-propyylisulfonihappo, w-hyd-
roksialkyleenisulfonihapon (met)akryloyyliesteri, jonka al-
kyleeniryhmdssd on 1-20 hiiliatomia, N~akryylitauriini,
vinyylioksibentseenisulfonihappo seka akryyli- tai metakryy-
lihappo. Esimerkkejd vinyylimonomeereista, joissa on katio-

niryhmd, ovat seuraavat kaavan mukaiset alkenyylipyridiinit:

R

Ra b
L

- Ra R (CFZ) tai
[~ (cy) ~C=C ; .

N I

Rc

R R

‘a b
(CH2) C=C'///
q \\\

R

c

I

e

N
N
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jossa g = 0 tai kokonaisluku 1-20 ja Ra, Rb ja Rc voivat
olla samoja tai erilaisia ja merkitsevit vetyatomia tai al-
kyyliryhmdd, jossa on 1-20 hiiliatomia; aminoalkyyliakry-
laatit ja metakrylaatit, kuten t-butyyliaminoetyylimetakry-
laatti, dietyyliaminoetyyliakrylaatti, dimetyyliaminopropyy-
limetakryyliamidi sekd metakryyliamidopropyylitrimetyyliam-
moniumkloridi.

Lahtbaineiksi affiniteettikromatografiaa varten sopi-
vat edullisesti vinyylimonomeerit, joissa on reagoivia ryh-
mid, jotka voidaan liitt&4 yhdisteisiin, joissa toisaalta
on reaktiokykyinen ryhmd ja toisaalta ligandi, joka sovel-
tuu kdytettdvdksi tietylld affiniteettikromatografian alu-
eella. Termia "affinitettikromatografia" miidritellisdn siten,
kuten on tehty kirjassa "Affinity Chromatography" Elsevier,
1978, s. 1 ja 2. Se ei kdsitd vain affiniteettimenetelmii
biospesifisen adsorption mielessd, vaan myds hydrofobista
kromatografiaa, kovalenttista kromatografiaa, affiniteetti-
eluutiota sekd kantaja-aineiden, joihin oligonukleotidit
ovat sidotut, vuorovaikutusten tutkimista. Affiniteettikro-
matografialla ymmidrret&&n myds biomakromolekyylien yksinker-
taista eristédmistd spesifisen sorbentin pinnalle. On myds
tietenkin mahdollista k&yttd3 vinyylimonomeereji, joissa
funktionaalinen ryhmd on sidottu ilman v&litt#jinid toimivaa
kahta reagoivaa ryhmii.

Edelléd mainittujen vinyylimonomeerien lisiksi, joissa
on ainoninen tai kationinen ryhmd, voidaan esimerkkeini
reaktiokykyisid ryhmid sidltdvistd vinyylimonomeereista
mainita halogenoidut monomeerit, kuten halogenoidut alkyy~-
liakrylaatit tai metakrylaatit. Tdllaisia ovat esim. 2-
kloorietyyliakrylaatti ja 2-kloorietyylimetakrylaatti; ha-
logenoitu alkyyliakryylihappo ja niistd johdetut vyhdisteet,
joilla on seuraava kaava:

Ra
Y—?—C-COORf, joissa Rd ja Re voivat olla samoja tai erilai-
ReCHX
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sia ja merkitsevdt vetyatomia, metyyliryhmdd tai etyyliryh-
mdd ja Rf merkitsee vetyatomia, alempaa alkyyliryhmdd tai
aryyliryhmdd, X merkitsee vetyatomia, halogeenia, CN:a,
aryyliryhmdd, OH:a, COOH:a tai O-aryylid ja Y merkitsee
kloori- tai bromiatomia; sekd halogeenimetyloitu styreeni,
kuten esim. p-kloorimetyylistyreeni.

Esimerkkejd ovat edelleen: reaktiokykyiset hetero-
sykliset vinyylimonomeerit, kuten esim. 2-(1-atsiridinyyli)-
etyylimetakrylaatti, allyyliglysidyylieetteri, glysidyyli-
metakrylaatti, tioglysidyyliakrylaatti, N-vinyyli-2-pyrro-
lidoni sekd maliinihapon anhydridi; vinyylimonomeerit, jois-
sa on aldehydi-pddteryhmd, kuten esim. akroleiini sekd kro-
tonaldehydi; vinyylimonomeerit, joissa on aminoryhmd, kuten
esim. allyyliamiini, vinyyliamiini sekd p-aminostyreeni;
happamet monomeerit, kuten esim. maleiinihappo, fumaarihap-
po, itakonihappo sekd@ seuraavan kaavan mukaiset hapot:

i
3)tC=C-COOH, jossa t = 0 tai kokonaisluku 1-20; akryy-
lihappo sekd siitd johdetut yhdisteet, kuten esim.

CH3(CH

C12C=CHCOOH; vinyylialkyleenikarboksyylihappo, jossa on 2 -
20 hiiliatomia alkyleeniryhmdssd; p-vinyylibentsoehappo;
alkyylivinyylieetteri, jossa on 1-18 hiiliatomia alkyyliryh-
midssd; vinyylifenyylieetteri; hydroksialkyleenivinyylieet-
teri, Jjossa on 2-20 hiiliatomia alkyleeniryhmdssd; polyalky-
leenioksidiglykolin vinyylieetteri, jossa on 2-20 alkyleeni-
oksiyksikkod ja 2-5 hiiliatomia alkyleenioksidiyksikkdd koh-
ti; seuraavan kaavan mukaiset yhdisteet:

g 1 1
CH2—C—C—N—CH—(CH2)V—OH, jossa Rg tarkoittaa vetyatomia tai
alkyyliryhmdd, jossa on 1-8 hiiliatomia ja A merkitsee vety-
atomia tai alkyyliryhm&d, jossa on 1-20 hiiliatomia ja v on

kokonaisluku 1-20.
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Eriyisen edullisia ovat yhdisteet, joiden kaava on

R
8
H,C = C < , jossa R, merkitsee vetyatomia tai metyylid;
2 \\\R 8
9 ? %
R9 on —CHZNHZ, —CH2—N—C—CH2X tai CH20R1O; X on halogeeni,

edullisesti Br; ja R10 on alkyyli, jossa on enintd&n 10 hii-
liatomia, edullisesti metyyli, tai glysidioksi.

Kidytettdessd kantaja-ainetta ldhtdaineena, joka teh-
dasn affiniteettikromatografiaan soveltuvaksi sitomalla sii-
hen ligandeja, kiytet#dn kuitenkin edullisesti silloitettua
(ko) polymeeria, jossa on yksi tai useampi vinyylimonomeeri,
jossa on seuraavan kaavan mukainen reaktiokykyinen ryhmd:

T8
HZC = C\\R , jossa R8 = H tai CH3 ja Ry 1 merkitsee reaktio-
11
kykyistd ryhm&d, joka voi olla liittynyt vdliryhmin valityk-
selld tai ilman sitd, ja jossa R11 merkitsee hydroksyyli-

ryhmdd tai yhtd tai useampaa seuraavista ryhmista:

o)
] 0
-0~-N ’ "O"N< ’ "O‘@' NO"
\ C- % z
g 0

0 CH,OH
[ 2
~0-CH,=CH=GH,,  =NH(CH,) ,~CRq, -NH-C — CH,OH,
CH_,OH
2
0
.
-NHCH,CNHCH,CR,,,  =NHCH,CH,NH,,
F
-NH - -Ni, )
<C:>r NH, , NHg:i}ﬁoz , -NE( /N,
NO,,
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jolloin R12 voli tarkoittaa samaa kuin R ja p merkitsee

kokonaislukua 2-10. B
On edullista, ettd sellaisen vinyylimonomeerin mole-
kyylipaino, jossa on reaktiokykyinen ryhmd ja mahdollises-
ti myds vdaliryhmd@, on enintd&n 1 000 ja edullisesti se on
70-400. Affiniteettikromatografiaa varten kdytettdvid li-
gandeja ovat esimerkiksi aminohapot, mononukleotidit, oli-
gonukleotidit ja polynukleotidit, erilaiset orgaaniset
vdriaineet, entsyymi-inhibiittorit, polyaminohapot, lektii-
nit, polysakkaridit, lipidit, antigeenit ja entsyymit.
Keksintdd kuvataan edelleen seuraavissa esimerkeissi.

Esimerkki I

Y-glyseryylipropyylisiloksipiidioksidipallojen val-
mistus. 110 g kvartsipalloja (keskimddrdinen huokosen lédpi-
mitta 600 A; ominaispinta-ala 50 mz/g; ldmpmitta-alue 100-
200 mm) kdsiteltiin kahden tunnin ajan 400 ml:1lla tislat~-
tua vettd ultraidinihauteessa 80°C:ssa. Sen jdlkeen, kun pal-
lot o0li pesty vedelld, kunnes saatiin kirkas liuos, niitid
aktivoitiin kdsittelemdlld suspensiota 40 ml:1lla 4N HNO3:a.
Vedelld suoritetun pesun sekd kuivauksen jdlkeen 460 ml
tolueenia lisdttiin pulloon, joka sisdli 100 g kvartsipal-
loja. Sen jdlkeen pulloon pantiin Y-~glysidoksipropyylitri-
metoksisilaania 40 ml. Sen jdlkeen, kun pullo oli kiinni-
tetty kiertohaihduttajaan, sitd kuumennettiin viiden tun-
nin ajan 6ljyhauteella 90°C: ssa.

Jadhdytyksen jdlkeen suspensio suodatettiin, pes-
tiin 500 ml:11la tolueenia sekd yhdelld litralla setonia.
Kun asetoni oli poistettu vdhennetyssd paineessa, palloja
kuivattiin kahden tunnin ajan 50°C:ssa seki vihennetyssd
paineessa suoritetun kuivauksen jdlkeen hiilisisdltd midri-

tettiin noin 200 mg:sta palloja alkuaineanalyysin avulla.
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Sen todettiin olevan noin 2 %, mikd vastaa noin 280 amoo-
lia YLglysidioksipropyylisiloksiryhmia grammaa kohti helmid.
Tyhjékiertohaihduttimessa, joka sisdlsi 300 ml vettd, jonka
pH oli sdddetty 2:ksi 10 % HCl:11la, 105 g:sta nditd helmid
kaasu poistettiin 1599,864 Pa:n (12 mmHg) paineessa.

Sen jdlkeen ainetta sekoitettiin tunnin ajan yhden
ilmakehdn paineessa 90°c:n 8ljyhauteella. Sen jédlkeen, kun
aine oli jadhdytetty, helmet suodatettiin ja pestiin vedel-
14 neutraaleiksi. Seuraavaksi helmid kuivattiin kolmen tun-
nin ajan 70°C:ssa ja ne jitettiin y&ksi vdhennettyyn pai-
neeseen 120°C:seen. Alkuaineanalyysin perusteella saatiin
Y—glyseryylipropyylisiloksiryhmien midrdksi noin 280 umoo-
lia grammaa kohti helmid.

Esimerkki II

Esimerkin I mukaista menetelmdd kdyttden piidioksi-
palloja (huokoisen ldpimitta 260 &, osaten koko 100-200 pn,
ominaispinta-ala 108 mz/g) kidsiteltiin Y-glysidioksipro-
pyylitrimetoksisilaanilla, joka sisdlsi 500 jumoolia Y-gly-

sidioksipropyylisiloksiryhmid grammaa kohti piihappoa. Hyd-
rolyysin jdlkeen, jossa muodostui Y-glyseryylipropyylisi-
loksipiihappoa, 25 g nditd palloja suspendoitiin 100 ml:aan
dioksaania. Tdhin suspensioon lisdttiin 7,5 ml 60 paino-%:is-
ta N-metyloliakryyliamidin vesiliuosta. Dioksaani haihdu-
tettiin pois tyhjdkiertohaihduttimessa, kunnes pallot vie-
rivdt pullossa. Sen jdlkeen lisittiin liuos, jossa oli

150 mg dientsoyyliperoksidia (20 % vettd) 10C ml:ssa nphek-
saania. Sen jidlkeen, kun suspensio oli pantu typpikehédn al-
le, seosta polymeroitiin 1 1/2 tunnin ajan 70°C:ssa. Sus-
pensio siirrettiin lasisuodattimeen ja pestiin asetonilla
ja metanolilla, jonka jilkeen helmet kuivattiin vihenne-
tyssd paineessa 120°C:ssa. Alkuaineanalyysin perusteella
hiilen mddrsiksi saatiin 8,73 % ja typen midrdksi 1,78 %.
Kantaja-aineen grammaa kohti matriisissa oli 1 270 amoolia

N-metyloliakryyliamidia, joka oli polymeerin muodossa.
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Tdmd vastaa 14,8 /umoolia N-metyloliakryyliamidia mz:é
kohti.
Esimerkki II1I

Kdyttdmdlld esimerkin I mukaista menetelmds, kvartsi-
palloja kuormitettiin 300 /umoolilla Y—glyseryylipropyyli-
siloksiryhmi& grammaa kohti palloja (huokosen ldpimitta
500 &, pallon ldpimitta 100-200 /u, ominaispinta-ala
63 m°/g). 100 g nditd palloja sekoitettiin 7,5 ml:n kanssa
vesiliuosta, joka sisilsi 60 paino-% N-metyloliakryyliami-
dia. 400 ml:aan vedetdnti etyyliasetaattia pantiin perdk-
kdin 2,882 g (40 mmol), akryylihappoa 5,524 g N~hydroksisuk-
kinimidid (48 mmol) sekj 9,078 g (44 mmol) N,N'-disyklo-
heksyylikarbodi—imidié, jonka jdlkeen liuos suodatettiin
vhden yén pituisen sekoituksen jilkeen. Suodos lis&ttiin
piihappopallojen muodostamaan Suspensioon, jonka jilkeen
etyyliasetaatti poistettiin vdhennetyssi paineessa 40°C:ssa
tyhjokiertohaihduttimessa. Pallojen p&dlle lis#ttiin sen
Jdlkeen liuos, jossa oli 400 mg dibentsoyyliperoksidia
400 ml:ssa iso-oktaania. Suspensiota kuumennettiin typpi-
kehdssd 1 1/2 tunnin ajan 7OOC:ssa, mikd sai aikaan kalvon
polymeroitumisen pallojen Pinnalle. Suodatuksen jdlkeen
pallot pestiin asetonilla ja metanolilla seki kuivattiin
sen jdlkeen tyhjdssi lZOOC:ssa. Alkuaineanalyysin perus-
teella saatiin seuraavat tulokset:

C 6,54 %

N 0,99 3
Mikrotitrauksen perusteella (lisddmdll4 etanoliamiinia
sekd titraamalla takaisin HCl:11a) N-hydroksisukkinamidin
aktivoimien karboksyyliryhmien mdiriksi saatiin 241 /umoo-
lia grammaa kohti tai 4,4 /umoolia mzzé kohti. N-metyloli-
akryyliamidin m#idridksi saatiin 460 /umoolia grammaa kohti.

Esimerkki IV

Kdyttdmdlli esimerkissa IIT kuvattua menetelmis,

kvartsipalloja kuormitettiin 257 /umoolilla Y-glyseryyli-
propyylisiloksiryhmiid grammaa kohti palloja (huokosen 1lipi-
mitta 500 A, pallon ldpimitta 100-200 /u, ominaispinta-ala
63 m?/q) .
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100 g niditd palloja sekoitettiin 6,0 ml:n kanssa ve-
siliuosta, joka sisdlsi 60 paino-% N-metyloliakryyliamidia
(40 mmol) .

400 ml:aan vedetdntd dioksaania lisdttiin perédkkdin
7,4 g 6-akryyliamidopentaanikarboksyylihappoa /40 mmol oli
valmistettu artikkelin mukaan, jonka ovat julkaisseet E.
Brown et al. julkaisussa J. of Chromatography 150 (1978)
s. 101-110/, 5,524 g N-hydroksisukkinimidi& (48 mmol) sekd
9,078 g (44 mmol) N,N'-disykloheksyylikarbodi-imidid, jon-
ka jdlkeen liuos suodatettiin yhden y6n sekoittamisen jdl-
keen. Etyyliasetaatti poistettiin tdysin haihduttamalla
samalla sekoittaen vdhennetyssd paineessa 40°C:ssa. Pallo-
jen piddlle lis#ttiin t&mdn jdlkeen liuos, jossa oli 400 mg
dibentsoyyliperoksidia 400 ml:ssa n-heksaania. Suspensiota
kuumennettiin typpikehdssd 1 1/2 tunnin ajan 7OOC:ssa, mi-
kd sai aikaan kalvon polymeroitumisen pallojen pinnalle.
Suodattamisen jidlkeen pallot pestiin asetonilla ja metano-
lilla sekid kuivattiin t&m3n jdlkeen tyhjdssa 120°C:ssa.
Kantaja-aineen alkuaineanalyysi antoi seuraavat tulokset:

C 6,49 %

N 1,05 %

Mikrotitrauksen avulla N-hydroksisukkinimidilld aktivoitu-
jen karboksyyliryhmien mddrdksi saatiin 200 /umoolia gram-
maa kohti tai 3,7 /umoolia mzzé kohti. Muodostuneen N-me-

tyloliakryyliamidin mddrdksi saatiin 360 /umoolia grammaa

kohti.

Esimerkki V

Kdyttdmidlld esimerkissd I kuvattua menetelmdd, alu-
miinipalloja (alumiini Woelm le, suuri resoluutio, suuri
nopeus, alumiinioksidi, jolla on hieno seulamitta, W 200
neutraali, ominaispinta-ala 200 mz/g, osasten koko 18-30 /u)
kuormitettiin 422 /umoolilla Y-glyseryylipropyylisiloksi-
ryhmiid pallojen grammaa kohti.

10 g silanoituja palloja lietettiin 50 ml:aan etyy-
liasetaattia. Tdhidn lietteeseen lisdttiin 3,80 ml vesi-
liuvosta, joka sisdlsi 60 paino-% N-metyloliakryyliamidia.

Etyyliasetaatin haihduttamisen jdlkeen lisdttiin liuos,
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jossa oli 150 mg dibentsoyylipercksidia (20 $% vettd)

60 ml:ssa iso-okteenia. Sen jdlkeen, kun suspensio saatet-
tiin typpikehdn alle, seosta polymeroitiin 1,5 tunnin ajan
7OOC:ssa.

Pesun ja kuivauksen jilkeen tuotteen alkuaineanalyy-
si antoi hiilen mi&riksi 7,89 % ja typen mairiksi 1,58 %.
Alusaineen grammaa kohti siini oli 1 130 /umoolia N-mety-~
loliakryyliamidia polymeerin muodossa. Timi vastaa 6,78
/umoolia N-metyloliakryyliamidia mzzé kohti.

Esimerkki VI

Kayttdmélls esimerkeissi I ja II kuvattua menetel-
mdd, kvartsipalloja (huokoslédpimitta 700 A&, pallon l&pimit~-
ta 100-200 ax ominaispinta-ala 42 mz/g) silanoitiin ja
pddllystettiin Y-glyseryylipropyylisiloksilla seki poly-
meroidulla N-metyloliakryyliamidilla. Alkuaineanalyysi an-
toi tuotteen hiilisisil18ksi 3,15 % seki typen mdidriksi
0,57 %. Amidiryhmien miiri oli 10,3 /umol/m2

Esimerkki VII

Kdyttden esimerkin I mukaista menetelmdd, kvartsi-

palloja kuormitettiin 250 /umoolilla Y-glyseryylipropyyli-
siloksiryhmid pallojen grammaa kohti (huokosldpimitta 700 &,
pallon ldpimitta 100-200 ar ominaispinta-ala 42 mz/g).

5 g nditd palloja sekoitettiin 20 ml:n kanssa diok-
Saania, jonka jidlkeen muodostuvaan suspensioon lisdttiin
0,375 ml (2,5 mol) 60 paino-%:ista N-metyloliakryyliamidin
vesiliuosta, 0,360 g (2,53 mmol) glysidyylimetakrylaattia
sekd 10 mg atsobisisobutyronitriilis (AIBN) . Dioksaani pois-
tettiin vdhennetyssid paineessa 40°C:ssa tyhjdkiertohaihdut-
timessa.

Tdmdn jidlkeen palloja kuumennettiin neljén tunnin
ajan pullossa 6ljyhauteessa 800C:ssa, minkd jdlkeen palloja
kuivattiin tyhjdssid 100°C:ssa. Sen jilkeen, kun pallojen
oli annettu jddhtyd, ne pestiin perusteellisesti asetonil-
la ja kuivattiin j&lleen. Alkuaineanalyysin perusteella
saatiin hiilen mdiriksi 5,91 % ja typen miiriksi 0,51 %.
Mikrotitrauksen perusteella epoksiryhmien md3drdksi saatiin

105 /umoolia grammaa kohti tai /umooleja/mz. N-sisdll1én
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perusteella voitiin laskea, ettd polymeerikalvoonoli liit-
tynyt noin 310 /umoolia N-metyloliakryyliamidia/g.
Esimerkki VIII

Kayttimdlld esimerkissd I kdytettyd menetelmdd, kvart-
sipalloja kuormitettiin 390 /umoolilla Y-glyseryylipropyy-
lisiloksiryhmiid pallojen grammaa kohti (huokosldpimitta
650 A, pallon ldpimitta 100-200 Py ominaispinta-ala
50 mz/g).

10 g nditd palloja lietettiin 300 ml:aan dioksaa-
nia, jonka jidlkeen muodostuvaan suspensioon lisdttiin
0,75 ml (5,00 mmol) 60 paino-%:ista N-metyloliakryyliami-
din vesiliuosta. Sen jdlkeen, kun liuotin oli haihdutettu,
lisdttiin 50 ml n-heksaania, johon oli liuotettu 25 mg di-
bentsyyliperoksidia (20 % vettd). Polymeroinnin jdlkeen
pallot pestiin asetonilla sekd metanolilla seka kuivattiin
sen jidlkeen. Alkuaineanalyysin perusteella hiilen mddrdksi
saatiin 4,45 % ja typen mddrdksi 0,54 %. Tdmdn jdlkeen td-
md kantaja-aine pd&llystettiin toisella polymeerikerroksel-
la.

Lopuksi 0,370 g 6-akryyliamidopentaanikarboksyyli-
happoa, 0,276 g N-hydroksisukkinimidi&d sekd 0,454 g N,N'-
disykloheksyylikarbodi-imidid saatettiin reagoimaan keske-
ndan 20 ml:ssa dioksaania.

Reaktioseoksen suodattamisen jdlkeen liuos sekoitet~
tiin 20 ml:n kanssa dioksaania, 0,150 ml:n kanssa 69 paino-
$:ista N-metyloliakryyliamidin vesiliuosta sekd 10 g:n
kanssa piihappoainetta, jossa oli ensimmdinen kalvon muodos-
tava polymeeri.

Dioksaanin haihduttamisen jdlkeen lisdttiin 60 ml
n-heksaania, joka sisdlsi 30 mg liuotettua dibentsoyyliper-
oksidia. Alkuaineanalyysin perusteella hiilen mddrdksi saa-
tiin 6,48 % ja typpisis&dlldksi 0,96 %. Mikrotitrauksen pe-
rusteella N-hydroksisukkinimidilld aktivoitujen karboksyy-
liryhmien mddrdksi saatiin 100 /umoolia grammaa kohti eli

2,33 jumoolia m2:4 kohti.
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Esimerkki IX

10 g palloja, jotka oli kdsitelty esimerkin IV mene-~
telmdn mukaisesti, kdsiteltiin liuoksella, jossa oli 4,5 g
hepariinia (175 USP-yksikkdd/mg) 60 ml:ssa 0,1 molaarista
boraattipuskuria, pH 7,7.

Sen jdlkeen, kun suspensiosta oli kaasu poistettu,
sen pH pidettiin 8:ssa lis&d&dmilli 1M natriumhydroksidiliuos-
ta ja sitd sekoitettiin 22 tunnin ajan. Seuraavaksi suspen-
sio suodatettiin ja pestiin per#kk&in 400 ml:1la vettd,

600 ml:1la 3M NaCl:a sekd 400 ml:1la vetti. Sen jédlkeen,
kun N-hydroksisukkinimidills aktivoitujen karboksyyliryh-
mien ylimd4rd oli suljettu titraamalla 1M etanoliamiinil-
la, palloja pestiin 400 ml:1lla vettd, 300 ml:1la 3M NaCl:a
sekd 500 ml 0,01M trispuskuria (pH 7,4).

112,5 /umoolista hepariinin aminoryhmii 86,5 /umoo=
lia 16ydettiin fluoresenssispekroskopian avulla reaktion
jdlkeen liuoksesta sekd pesuaineista. T4l11i tavalla heparii-
nilla kuormitettu kantaja-aine pakattiin 50 x 16 mm:n suu-
ruiseen pylvddseen, jolloin pakatun kolonnin tilavuus oli
10 ml. Pylvds k&siteltiin ensin 0,01 M trispuskurilla (pH
7,4) . Seuraavaksi 60 ml h&drin plasmaa laskettiin pylvi&n
ldpi virtausnopeudella 22 ml tunnissa. Plasmassa oli anti-
trombiini-III-aktiivisuutta 0,92 E/ml. 0,0IM trispuskuril-
la suoritetun pesun jdlkeen adsorboitunut aktiivisuus elu-
oitiin 0,01M trispuskurilla sekd 3M NaCl:1la. Kokonaista-
kaisinsaanto oli 75 %. Puhtaus oli 2,2 E mg kohti prote-
iinia, joka merkitsee puhdistuskertoimen arvoa 167.

Esimerkki X

5 g palloja, jotka oli pHdillystetty esimerkin VIII
menetelmdn mukaisesti, kdsiteltiin h&rdn antitrombiini~III:n
jddhdytetylld liuoksella sekd 140 mg:lla hepariinia (jolla
on vdhimmdismddrd aminoryhmi&) 20 ml:ssa 0,1 molaarista
fosfaattiliuosta (pH 7,4). Liuos sisdlsi 11 mg antitrom-
biini-III/ml ja antitrombiiniaktiivisuus oli 5,7 E/mg.

Sen jdlkeen, kun palloista oli poistettu kaasu,
livosta sekoitettiin 24 tunnin ajan kiertotyhjdhaihdutti-

messa. Seuraavaksi palloja pestiin lasisuodattimessa
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200 ml:1la 0,1M fosfaattipuskuria (pH 7). J&dljelle jd&neet
aktivoidut karboksyyliryhmdt suljettiin titraamalla 1M
etanoliamiinilla, jonka jdlkeen palloja pestiin perdkkédin
3M NaCl:a sisiltdvidllsa 0,1M fosfaattipuskurilla (pH 7,4)
sekd 0,15M NaCl:a sis&dltdvdlla 0,1M fosfaattipuskurilla
(pH 7,4) . Adsorboituneen antitrombiini-III:n middrd/qg kan-
taja-ainetta middritettiin Folinin koementelmdn mukaisesti
ja sen todettiin olevan 8 mg/g kantaja-ainetta. Tdmd aine
pakattiin pylvdiseen, jonka jdlkeen mddritettiin hepariinin
adsorptiokapasiteetti. Pd&tteeksi 0,15 M NaCl:a sisdltdval-
14 0,02M fosfaattipuskurilla (pH 7,4) suoritetun tasapai-
nottamisen jdlkeen suuri hepariinin ylim&&rd laskettiin
pylvidin lidpi. Seuraavaksi adsorboitunut hepariini eluoitiin
3M natriumkloridia sis&dltivdllid 0,02M fosfaattipuskurilla
(pH 7,4). Pylvddn todettiin adsorboineen 140 /ug heparii-
nia pakatun kolonnin ml kohti.

Esimerkki XI

Kdyttdmidllid esimerkissd III esitettyd menetelmid,
piihappopalloja kuormitettiin 300 /umoolilla Y-glyseryyli-

propyylisiloksiryhmid grammaa kohti palloja (huokosldpimit-

ta 500 A, pallon l&pimitta 100-200 /u, ominaispinta-ala
63 mz/g).

Pinta pd&dllystettiin esimerkissd III kuvatulla ta-
valla 407 /umoolilla N-metyloliakryyliamidia sekd 104
/umoolilla N-hydroksisukkinimidill&d aktivoituja karboksyy-
liryhmid/g. Tdten aktivoidusta aineesta 10 g erdt reagoi-
vat kunkin kanssa seuraavista primddrisistd amiineista:

1) p-aminobentsamidiini-hydrokloridi

2) etanoliamiini

3) N,N-dietyleenidiamiini

4) tauriini

5) heksyyliamiini

6) etyleenidiamiini sekd seuraavaksi meripihkahapon
anhydridi.

1. 10 g kantaja-ainetta suspendoitiin liuokseen,
jossa oli 2,4 g (11,5 mmol) p-aminobentsamidiinihydroklo-

ridia 40 ml:ssa 0,1M fosfaattipuskuria (pH 8). Sen jdlkeen,



10

15

20

25

30

35

68636

<2

kun suspensiosta kaasu oli poistettu, sen pH s#idettiin
8:aan 2N natriumhydroksidiliuoksella ja sitd sekoitettiin
lé tunnin ajan.

Sen jdlkeen suspensio suodatettiin ja vaihtoehtoi-
sesti sitd pestiin 0,1M asetaattipuskurilla, joka sisdlsi
1IN NaCl:a (pH 4) sekd 0,1M fosfaatilla, joka sisdlsi 1M
NaCl:a (pH 8) ja lopuksi vedelli.

Mikrotitrauksen avulla (lis&im&lli ylimd&rin etano-
liamiinia ja titraamalla takaisin NaCl:11a) todettiin, et-
tei kantaja-aine, jota ei kisitelty pitempddn, sisdltidnyt
endd aktivoituja karboksyyliryhmii. Lopputuotteen typen
madrd oli 0,76 %, josta voitiin laskea, etti 45 /umoolia/g
kantaja-ainetta oli yhdistynyt. T&mi alusaine soveltuu hy-
vin proteaasien, kuten esim. trypsiinin eristimiseen Hixson
et al.:n julkaisussa Arch. Biochem. Biophys. 154 (1973)

501 sekd kirjassa Methods Enzymol. 37 (1974) 440 kuvaaman
menetelmén avulla.

2. 10 g kantaja-ainetta lietettiin 30 ml:aan 0,01M
etanoliamiiniliuosta. Sen jilkeen suspensiosta kaasu pois-
tettiin, sitd sekoitettiin 30 minuutin ajan, se suodatet-
tiin, pestiin vedellid, 1M NaCl:lla ja j&lleen vedelld. Mi-
tatun typen mddrd oli 0,71 %, joka k&ytdnndllisesti katsoen
vastaa aktivoitujen karboksyyliryhmien kvantitatiivista
muuttumista.

3. 10 g kantaja-ainetta lietettiin liuokseen, jossa
oli 0,32 ml (2,2 mmol) N,N-dietyylietyleenidiamiinia
25 ml:ssa dimetyyliformamidia. Sen jdlkeen, kun liuoksesta
oli poistettu kaasu, siti sekoitettiin 16 tunnin ajan. Seu-
raavaksi liete suodatettiin ja t4min jilkeen pestiin
200 ml:1la dimetyyliformamidia, 200 ml:lla vettd, 300 ml:lla
1M NaCl:a sekd 300 ml:lla vett3. Alkuaineanalyysin perus-
teella typen mdirdksi saatiin 0,85 %. Tertidiristen amino-
ryhmien lukum&3ri/g tuotetta misritettiin titraamalla etik-
kahapossa perkloorihapolla ja sen arvoksi saatiin 100 /umoo—
lia/g.

4. 10 g kantaja-ainetta lietettiin liuokseen, jossa
oli 2,5 g (20 mmol) tauriinia 25 ml:ssa vetti seki 3,1 ml
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(21 mmol) trietyyliamiinia. Sen j&lkeen, kun suspensiosta
oli kaasu poistettu, sitd sekoitettiin 24 tunnin ajan. Suo-
~atuksen jidlkeen lietettd pestiin perdkkdin vedelld, 2M
NaCl:1la, 5 % suolahapolla sekd vedelld. Alkuaineanalyysin
perusteella rikin mddr&ksi saatiin 0,30 paino-%, joka vas-
taa 93 /umoolia sulfoetyyliryhmien liittymistd grammaa koh-
ti. Kantaja-aine sopi kdytettdvdksi voimakkaasti happamena
ioninvaihtajana.

5. 10 g kantaja-ainetta lietettiin liuokseen, jossa
oli 0,222 g (2,2 mmol) heksyyliamiinia 25 ml:ssa dimetyy-
liformamidia. Sen jdlkeen, kun liuoksesta kaasu oli pois-
tettu, sitd sekoitettiin 16 tunnin ajan. Suodatuksen jadl-
keen alusaine pestiin perdkkdin 200 ml:1la dimetyyliform-
amidia, 200 ml:1la vettd, 300 ml:1lla 1M NaCl:a sekd
300 ml:1la vettd. Alkuaineanalyysin perusteella typen mad-
rdksi saatiin 0,70 %, joka vastaa kdytdnndllisesti katsoen
kvantitatiivista konversiota. Tdten valmistettu kantaja-
aine sopi kdytettdvdksi hydrofobiseen (affiniteetti) kro-
matografiaan, kuten on esitetty seuraavan kokeen avulla:

0,5 g kantaja-ainetta oli kosketuksissa liuoksen
kanssa, jossa oli 5 mg mikrobialkuperdd olevaa lipaasia
(perdisin Chromobacterium Viscosumilta) 10 ml:ssa 0,05M
Tris, 0,05M maleiinihapon anhydridipuskuria, Jjoka sisdlsi
1M NaCl:a (pH 7,0). Aktiivisuus, joka oli madritetty
A. Louwersin sekd R. Ruyssen julkaisussa Pharmaceutical
Enzymes (1978), Story Scientia, Gent (Belgia), kuvaaman
menetelmdn mukaan, oli 200 yksikkdd (U) mg:aa kohti lipaa-
sia. Kun kaasu oli poistettu, suspensiota inkuboitiin ydn
yli. Inkubaation jdlkeen supernatantista saatiin 105 U:n
(10,5 %) lipaasiaktiivisuus. Adsorptio nousi 90 %:iin.

Sen jdlkeen, kun supernatantti oli erotettu lasisella imu-

suodattimella, pallot olivat kaksi kertaa kosketuksissa

5 ml:n kanssa vettd 45 minuutin ajan. Vesi ndytti sisdltdvdn
23 U lipaasiaktiivisuutta. Kun vesi oli poistettu imemdlld,
palloja inkuboitiin kahden tunnin ajan 10 ml:ssa 50 %:ista
etanolia. Supernatantti ndytti sisdltdvidn 867 U lipaasiak-
tiivisuutta, toisin sanoen eluaatissa oli 87 % alkuperdi-

sestd lipaasiaktiivisuudesta.
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6. 10 g kantaja-ainetta lisdttiin liuokseen, jossa
oli 0,132 g (2,2 mmol) etyleenidiamiinia 25 ml:ssa dimetyy-
liformamidia.

Tdmdn j4dlkeen suoritetun kaasun poistamisen jilkeen
liuosta sekoitettiin yhden y8n ajan. Suspensio suodatet-
tiin ja sitd pestiin perdkkiin 200 ml:lla dimetyyliform-
amidia, 200 ml:1lla vettd, 300 ml:l1la IM NaCl:a sekd
300 ml:1la vettd. Tamin kantaja-aineen analyysin perusteel-
la, jossa aine kuivattiin ja titrattiin perkloorihapolla,
todettiin sen sisiltdvin 100 /umoolia pPrimddrisid aminoryh-
mid grammaa kohti.

5 g tdlld tavalla primddrisin aminoryhmin kuormitet-
tua kantaja-ainetta lietettiin 15 ml:aan 0,1M NaCl:a ja
kaasu poistettiin. T&hin lietteeseen lisdttiin samalla se-
koittaen ja 30 minuutin pituisen ajanjakson aikana pienid
mddrid jauhettua meripihkahapon anhydridid. Kaikkiaan li-
sdttiin 2 g (20 mmol). Mainitun jakson aikana lietteen pH
pidettiin 6:ssa lisH4imill4 20 %:ista natriumhydroksiliuos-
ta. Suodatuksen jidlkeen pallot pestiin per&kkdin vedelld,
0,IM NaCl:1la seki vedells. Tdpl&dlevykokeella mddritettiin,
olivatko kaikki aminohapot konvertoituneet. Tissi kokeessa
yksi pisara ninhydriinii oli kosketuksissa 10 mg:n kanssa
ndytettd 0,1 ml:ssa vetti. Pisaroiden muutuessa sinisiksi,
toistettiin reaktio meripihkahapon anhydridin kanssa, kun-
nes ninhydriinikokeessa Pisarat eivdt endd muuttuneet sini-
siksi. T&ten oli saatu heikosti hapan ioninvaihtaja. Kan-
taja-aineen havaittiin olevan sopivan affiniteettipylviin
prekursorina.

Esimerkki XII

Tdssd esimerkissi esitetddn, ettd keksinnén mukais-

ten kantaja~aineiden hydrolyyttinen kestdvyys on paljon
parempi kuin yksinomaan silanoidun kantaja-aineen tai sila-
noimattoman kantaja-aineen, joka on pddllystetty risti-
kytkypolymeerilld, joka on saatu polyaddition avulla ja
jossa on 0,1 - 140 /umoolia vinyylimonomeereja/m2 epdor-
gaanista ainetta.
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Kaikissa tapauksissa kdytettiin kvartsipalloja (huo-
kosldpimitta 650 A, pallon ldpimitta 100-200 /u, ominais-
pinta-ala 50 mz/g).

Valmistettiin kolme kantaja-ainetyyppii.

Tyyppi valmistettiin esimerkin I menetelmin mu-
kaan k&sittelemdlls kvartsipalloja Y-glysidioksipropyyli-
trimetoksisilaanilla. Alkuaineanalyysin perusteella hiilen
mddrdksi saatiin 1,91 %.%Y~-glysidioksiryhmien hydrolyysin
jdlkeen kantaja-aine syntyi sitomalla Y-glyseryylipropyyli-
siloksipiihapon pintaan kovalenttisesti pddllyste, jonka
muodosti ristikytkykopolymeeri, jossa oli 308 /umoolia
N-metyloliakryyliamidia ja 196 /umoolia N-hydroksisukkin-
imidiaktivoitua 6—akryyliamidipentaanikarboksyylihappoa
grammaa kohti. N-hydroksisukkinimidillid aktivoidut karbok-
syyliryhmdt konvertoitiin titraamalla 1 molaarisella etano-
liamiiniliuoksella. Alkuaineanalyysin perusteella syntyvéan
aineen todettiin sisdlt&vdn 5,86 % hiilta ja 0,94 paino-%
typped.

Tyyppi B valmistettiin pi4llyst&milli silanoimat-
tomat kvartsipallot suoraan ristikytkykopolymeerille, jon-
ka muodosti 360 /umoolia N-metyloliakryyliamidia seki
210 /umoolia N-hydroksisukkinimidilld aktivoitua 6-akryyli-
amidopentaanikarboksyylihappoa/g. N-hydroksisukkinimidilli
aktivoidut karboksyyliryhmdt konvertoitiin titraamalla
etanoliamiiniliuocksella. Alkuaineanalyysin perusteella
saadun aineen hiilen ja typen mddréd oli vastaavasti 4,83
ja 1,05 paino-%. .

Tyyppi C valmistettiin esimerkissid I esitetyn mene-
telmén mukaisesti pddllystdmilli piihappopallot ¥Y-glysidi-
oksipropyylitrimetoksisilaanilla. Alkuaineanalyysin perus-
teella hiilen m&3rdksi saatiin 3,28 paino-%. Tdmid vastaa
455 /umoolia Y—glyseryylipropyylisiloksiryhméé grammaa koh-
ti.

Tdten valmistetuille kantaja-aineille (tyypit A, B
jJa C) suoritettiin seuraavat hydrolyysikokeet:

2 g kantaja-ainetta sekoitettiin yhden viikon tai
yhden p&iv&n ajan 70°C:n ldmpbtilassa kolmessa eri puskuris-
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sa, joiden pH oli vastaavasti 8,8, 9,5 ja 4,0. Tuloksista
on tehty yhteenveto seuraavassa taulukossa.

Taulukko
Kantaja—-aine Tyyppi A Tyyppli B Tyyppi C
C % N % C % N % C %

ennen hydrolyysid 5,68 0,93 4,38 1,05 3,28
jédlkeen hydrolyysin:
0,1IM trispuskurissa pH 8

1 pdiva - - 4,03 0,96 -

1 viikko 5,37 0,91 3,37 0,82 3,05%
0,2M boraattipuskurissa
pH 9,5

1 viikko 5,26 0,89 - - -
1,2M asetaattipuskurissa
pH 4,0

1 pdiva - - 3,89 0,94 -

1 viikko 5,37 0,90 - - 3,16

*Kokeen pddttyessd suspensio oli maidonvalkoinen, miki il-
maiseen l&dsndolevan piihappo-osasia, jotka ovat tyypin C
hydrolyyttisen hajoamisen tuloksia.

Y1ld esitetyn taulukon tulosten perusteella tyypin A
mukainen kantaja-aine (keksinndn mukaan) on hydrolyysin
suhteen hyvin kestdvd. Tyypin B mukainen kantaja-aine oli
paljon kestdvdmpi puskuria kohtaan, jolla oli korkea pH
kuin puskuria kohtaan, jonka pH oli alhainen. C-tyyppinen
kantaja-aine ei sovellu useimpiin kdyttdtarkoituksiin bio-
makromolekyylien vdlisen vuorovaikutuksen vuoksi.

Esimerkki XIII

Esimerkissd I kuvatulla tavalla kvartsipalloja (huo-

kosldpimitta 500 A, ominaispinta-ala 63 mz/g, pallon 1l&dpi-
mitta 100-~-200 /u) kuormitettiin 210 /umoolilla ¥Y~glyseryy-
lipropyylisiloksiryhmi& grammaa kohti palloja.

10 g:aan silanoitua kvartsia lisdttiin vesiliuos,
jossa oli 1,045 g (5,06 mmol) 3-dimetyyliaminopropyylimet-
akryyliamidin hydrokloridia, 0,91 ml (6,0 mmol) N-metyloli-
akryyliamidin vesiliuosta (60 paino-%:ista) sekd 30 ml
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metanolia. Metanolin haihduttamisen j&dlkeen lis#ttiin
45,5 mg AIBN:a (atsobis-isobutyronitriili8) 35 ml:ssa iso-
oktaania ja polymerointi saatiin aikaan.

Polymeroituneen tuotteen alkuaineanalyysi antoi hii-
len md&rdksi 7,64 % ja typen méddrdksi 1,75 %. Mikrotitrauk-
sen avulla mddritettiin ioninvaihtajatuotteen heikosti emik-
sisten dimetyyliaminoryhmien mddrdksi 325 /umoolia grammaa
kohti tai 6,1 /umoolia/mz.

Esimerkki XIV

Kuten esimerkissd I, kvartsipalloja (huokosl&dpimit-

ta 500 A, ominaispinta-ala 63 mz/g, pallon ldpimitta 100-
200 /u) kuormitettiin 172 /umoolilla'Y-glyseryylipropyyli-
siloksiryhmid grammaa kohti palloja.

40 g:aan silanoituja palloja lis#ttiin 7,6 ml met-
akryyliamidopropyylitrimetyyliammoniumkloridin (18,1 mmol)
vesiliuosta (40 paino-%), 3,64 ml N-metyloliakryyliamidin
(24 mmol) vesiliuosta (60 paino-%) sekd 140 ml metanolia.
Metanolin haihduttamisen j&lkeen lisdttiin 150 mg AIBN:a,
joka oli liuotettu 140 ml:aan iso-oktaania. Polymeroinnin
jdlkeen pallot pestiin perdkkdin asetonilla, metanolilla,
vedelld sekd 3M NaCl-liuoksella.

Kuivatun tuotteen alkuaineanalyysi antoi hiilen md&-
rdksi 7,32 % ja typen mddrdksi 1,59 %. Mikrotitrauksen pe-
rusteella ioninvaihtajan voimakkaasti emdksisten trimetyy-
liammoniumryhmien mddrdksi saatiin 255 /umoolia grammaa
kohti tai 4,7 ,umoolia/m’.

Esimerkki XV

a) Esimerkissd I kuvatulla tavalla kvartsipalloja

(huokosldpimitta 700 A, ominaispinta-ala 42 mz/g, pallon
ldpimitta 100-200 /u) kuormitettiin 143 /umoolilla Y~-gly-
seryylipropyylisiloksiryhmid grammaa kohti palloja.

50 g:aan silanoituja palloja lisdttiin seos, jossa
oli 5,18 g (25,0 mmol) 2-akryyliamido-2-metyylipropaani-
sulfonihappoa, 3,5 ml (25,0 mmol) trietyyliamiinia, 4,55 ml
(6,0 mmol) N-metyloliakryyliamidin vesiliuosta (60 paino-$%)
sekd 150 ml metanolia. Metanolin haihduttamisen jdlkeen
lisdttiin 250 mg AIBN:a, 50 mg p-tolueenisulfonihappoa sekd
200 ml iso-oktaania.
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Saatu tuote pestiin polymeroinnin j&lkeen perdkk&din
asetonilla, metanolilla, vedelld sekid 5 % suolahapolla.

Alkuaineanalyysi: hiili 5,99 %, typpi 1,16 %, rik-
ki 1,25 %.

Tuote sisdlsi 438 /umoolia N-metyloliakryyliamidia
sekd 390 /umoolia 2-akryyliamido-2-metyylipropaanisul foni-
happoa grammaa kohti. Mikrotitrauksen perusteella sulfoni-
happoryhmien md&rdksi saatiin 285 /umoolia grammaa kohti.

b) 10 ml tdten tuotettua kantaja-ainetta tavapaino-
tettiin pylvéddssd 0,05M S8rensen-puskurilla pH 5,5:ss4.

30 ml hemoglobiinin liuosta (sisilsi 20 mg hemoglobiinia

ml kohti) suodatettiin pylvdin l&pi. Pylvi#n pesun jdl-
keen, joka suoritettiin tasapainotuspuskurilla, hemoglobii-
ni eluoitiin 0,05M Sorensen-puskurilla (pH 7,5), joka sisdl-
si vastaavasti nO, 0,5M ja 2M NaCl:a. Kaikkiaan voitiin
eluoida 104 mg hemoglobiinia, miki antoi pylvddn kapasitee-
tiksi 10 mg hemoglobiinia ml kohti pylvd&n kantaja-ainetta.

Esimerkki XVI

Esimerkissd I kuvatulla tavalla kvartsipalloja (huo-
kosldpimitta 500 A, ominaispinta-ala 63 mz/g, pallon ldpi-

mitta 100-200 /u) kuormitettiin 210 /umoolilla‘Y—glyseryy-
lipropyylisiloksiryhmid pallojen grammaa kohti.

10 g:aan silanoituja palloja lisdttiin seos, jossa
oli 0,467 g (6,50 mmol) akryylihappoa, 0,66 g (6,50 mmol)
trietyyliamiinia, 0,91 ml (6,0 mmol) N-metyloliakryyliami-
din vesiliuosta (60 paino-%) sekd 30 ml metanolia. Metanolin
haihduttamisen j&lkeen lis&dttiin 60 mg AIBN:a sekd 20 mg
p-tolueenisulfonihappoa 30 ml:ssa iso-oktaania. Polymeroin-
nin jédlkeen tuote pestiin per#kkdin asetonilla, metanolil-
la, 5 % suolahapolla sekd vedelli.

Alkuaineanalyysi: hiili 5,03 %, typpi 0,67 %. Tuo-
te sisdlsi 480 /umoolia N-metyloliakryyliamidia sekid noin
170 /umoolia akryylihapporyhmid grammaa kohti.

Kapasiteetti hemoglobiinille, esimerkin XV b mukaan
mdadritettynd, oli 11,6 mg/ml.
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Esimerkki XVII
Esimerkissd II tuotettuja palloja 10 g kuivatislat-

tiin 650°C:ssa kahden tunnin ajan. Jid&hdytt&misen jédlkeen

saatiin piihappopalloja, joiden hiili- ja typpisisdltd
olivat alle 0,05 %. Pallot kdsiteltiin ja pddllystettiin
uudelleen esimerkeissd I ja II kuvatulla tavalla. Saadun
tuotteen hiilen mddrd oli 8,63 % ja typen md&dra 1,73 %.

Geelipermeaation kalibrointikdyrien, jotka oli saa-
tu eluoimalla polystyreenistandardeja tetrahydrofuraanissa,
vertailu ilmaisi, ettd uudelleen suoritetun pddllystyksen
jdlkeen aineen huokosldpimitan alue oli sama kuin alkupe-
rdiselld pddllystetylld tuotteella.

Esimerkki XVIII

Esimerkissd VI valmistetut pallot tutkittiin geeli-

permeaatio-ominaisuuksien (kokoon perustuva ekskluusio)
suhteen erilaisten proteiinien avulla pH 7,0:ssa sekd
9,0:ssa kdyttden 0,02M fosfaattipuskuria, joka sisdlsi
0,15M NaCl:a.

Pylvds (lidpimitta 1 cm, korkeus 34,1 cm) tdytettiin
palloilla. Ruiskutustilavuus 0,1 ml, jossa oli 1 mg pro-
teiinia millilitrassa. Virtaus oli 2,5 ml minuutissa cm
kohti.

Tulokset:
Proteiini Molekyyli-~ pKI Kd
paino pH=7 pH=9
katalaasi 221 600 5,58 0,18 0,17
Y-globuliini 153 000 7,0 0,15 0,15
seerumin albumiini 68 500 4,90 0,25 0,31
hemoglobiini 64 450 6,8 0,41 0,35
ovalbumiini 45 000 4,6 0,36 0,33
pepsiini 36 000 1,0 0,37 0,49
A-laktoglobuliini 35 400 5,0 0,39 0,48
trypsinogeeni 23 560 9,3 0,47 0,32
myoglobiini 18 500 7,0 0,46 0,44
lysotsyymi 14 000 10,7 0,71 -
sytokromi-C 13 000 10,65 0,49 X

insuliini 5 750 5,50 0,62 0,55
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X eluutio mahdoton

V. -V

Jakaantumiskerroin Kd = — =
t

\

r

VO = tdysin ulkopuolelle jédtetyn komponentin reten-

tiotilavuus

proteiinin retentiotilavuus

Vt = tdysin l&pdisevin komponentin retentiotilavuus
Esimerkki XIX

Esimerkin VI mukaista kantaja-ainetta, joka sisdlsi
p—aminobentsamidiiniryhmié, kdytettiin trypsiinin ja kymo-
trypsiinin eristidmiseen, Pylvds tdytettiin palloilla. Tasa-
painottamispuskurina kdytettiin 0,1M natriumasetaattia (pH
5,5), joka sisidlsi 0,1M NaCl:a seki 0,001M CaClZ:a. Vir-
tausnopeus oli 15,6 ml/h. Pylvds eluoitiin 0,1M glysiini-
HCl-puskurilla (pPH 2,0), joka sisdlsi 0,1IM NaCl:n seki
0,001M CaC12:a.

Aktivoitua haimajauhetta (30 g) uutettiin tavapai-
nottamispuskurilla (100 ml) 5°C:ssa. 60 ml suodatettua uu-
tetta pantiin pylviiseen. Pylvéds pestiin tasapainottamis-
puskurilla ja eluoitiin sitten glysiini-HCl-puskurilla.

Todettiin, ettd niin eluaatissa saatu trypsiini oli
puhdistettu seitsemin kertaa ja kymotrypsiini noin kolme
kertaa (trypsiinin aktiivisuus oli mitattu kdyttdmidlls vi-
riainetta synnyttdvii substraattia $-2160; kymotrypsiinin
aktiivisuus mitattiin potentiometrilld kiyttdmillid ATEE:34
substraattina.

Molemmat entsyymit todettiin noin 30 % puhtaiksi yk-
sinkertaisen kromatografiavaiheen jédlkeen.

Esimerkki XX

Esimerkissd III kuvatulla tavalla kvartsipallot
(huokosldpimitta 3 200 R, pallon l&pimitta 100-200 /4
ominaispinta-ala 12 m2 grammaa kohti) silanoitiin 28,8

/umoolilla‘Y—glyseryylipropyylisiloksiryhmié grammaa kohti
sekd pddllystettiin N-metyloliakryyliamidin (150 /umol)

ja N—hydroksisukkinimidyyliakryylihappoesterin (91 /umol/g)
kopolymeerilli. Palloja kdsiteltiin liuvoksella, jossa oli
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1 790 /umoolia‘Y—glutamyylikysteinyyliglysiinié (glutationi) -

30 ml:ssa bikarbonaattipuskuria 0,1M, pH 8,5, 22 tunnin
ajan.

Palloja pestiin perdkkdin 200 ml:1la 0,1M NaHCO3-pus-
kuria (pH 8,5), 100 ml:1la 0,1M NaHCO3—puskuria (pH 9,5),
joka sisdlsi 1M NaCl:a ja 0,001M EDTA:a, 100 ml 0,1M
NaHCO3—puskuria (pH 4,3), joka sis&dlsi 1M NaCl:a sekéd
0,001M EDTA:a ja lopuksi 100 ml:1la 0,001M EDTA:a.

Sulfhydryyliryhmdt aktivoitiin 2,2'-dipyridyylidi-
sulfidilla, joka oli 0,1M TRIS-HCl-puskurissa, pH 8, ja
sisdlsi 0,3M NaCl:a sekid 0,01M EDTA:a

Saatu aine sisdlsi 10 /umoolia aktivoituja sulfidi-
ryhmid grammaa kohti (md&dritetty spektrofotometrilli
343 nm:ssd f3-merkaptoetanolin kanssa tapahtuneen reaktion
jdlkeen.

Ndin saatu aine soveltui tioliryhmid sisdltdvien
proteiinien, esim. entsyymien, kuten ureaasin, eristdmi-
seen.

Tdmdn aineen avulla myds entsyymit, kuten esim.
ureaasi, voidaan tehdd liikkumattomiksi niiden aktiivisuu-
den hdvidmdttd. Ureaasilla kuormitettua pylvdstd voidaan
hyvin kdyttdd vesiliuosten virtsa-aineen mddrittdmiseen,
esim. virtsasta, suorittamalla urealiuoksen perkolaatio
pylvddn ldvitse sekd mddrittdmdlld eluaatista NH3 NH3—

elektrodin avulla,
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Patenttivaatimukset

1. Kantaja-aine, joka on kiyttSkelpoinen sellaisenaan
kromatografiassa tai l&dhtBaineena, johon voidaan sitoa vyh-
disteitd, jotka sisdltdvidt ionisia ryhmiid, ligandeja tai bio-
makromolekyylejd, jolloin sitd voidaan kdyttdd ioninvaihta-
jana, vdliaineena affiniteettikromatografiassa tai entsymaat-
tisissa reaktioissa, joka kantaja-aine koostuu huokoisista,
epdorgaanisista silanoiduista hiukkasista, joihin on kova-
lenttisesti sidottu orgaaninen stationiddrifaasi, joka muo-
dostuu (ko)polymeroiduista vinyylimonomeereista ja sisdltda
amidiryhmid, t unne t t u siitd, etti

(A) epdorgaaninen aine on silanoitu orgaanisella si-

laanilla, jonka kaava on

Y.
R1-?i-(CH2)n—R4 (1)
R3
jossa n = 1-5, edullisesti 3, R1 on halogeeni tai alkoksi

(1-10 C), R2 ja R3 tarkoittavat halogeenia, alkoksia (1-10
C), alkyylida (1-3 C) tai aryyliad (6-10 C), jolloin halogece-
ni- ja alkoksiryhmit R1, R2 ja R3 pysyvdt muodostamaan
-O-Si-sidoksen silaanin ja epdorgaanisen aineen vilille viine-
mainitun pintahydroksyyliryhmien vdlitykselld, ja R4 on ami-
no, substituoitu amino, kuten esim. (v-amino-alkyyli-(1-3
C) ~amino, merkapto, esteriryhmd tai glysidoksi ja on edulli-
sesti glysidoksi; ja

(B) orgaaninen stationddrifaasi on silloitettu (ko)-
polymeeri, joka on saatu additiopolymeroinnilla ja muodostuu
0,17 - 140 umoolista, edullisesti 5-25 mumoolista vinyylimono-
meerejd kantaja-aineen epiorgaanisen pinnan m2 kohti, jol-
loin (ko)polymeeri sisdltdd vidhintd&n 0,1 mpmoolia amidiryh-
mid kantaja-aineen epdorgaanisen pinnan m2 kohti ja vinyyli-
monomeerit koostuvat kokonaan tai osittain bifunktionaalisis-
ta vinyylimonomeereistd, jotka sisdltivit amidiryhmid ja

joiden kaava on
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'R o
CH=C-C=-=N - (CHZ)m - OR7 (IT)
jossa R5 ja R6 tarkoittavat vetyd, alkyyli- tai sykloalkyyli-

ryhmidd, jossa on enintd#n 6 hiiliatomia tai enintddn 10 hiili-
atomia sisdltdvd aryyliryhmé, R4 on vety tai enintd&dn 20 hii-
liatomia sisdltdvi orgaaninen ryhmd, ja m on kokonaisluku
1-10, jolloin amidiryhmdt on saatu osittain saattamalla

(a) vdlimolekyyli, ligandi, biomakromolekyyli tai yhdis-
te, joka sisdltdd ionisen ryhmdn, jolloin kussakin ndistd on
reaktiokykyinen ryhmd ja yksi tai useampi amidiryhmd, rea-
goimaan vinyylimonomeerin tai silloitetun (ko)polymeerin
reaktiokykyisen ryhmidn kanssa, tai

(b) vidlimolekyyli, ligandi, biomakromolekyyli tai yh-
diste, joka sis&dltdid ionisen ryhmdn, jolloin kussakin ndistd
on yksi tai useampi amino- ja/tai karboksyyliryhmd, reagoi-
maan yhden tai useamman silloitetussa (ko)polymeerissa ole-
van karboksyyli- ja/tai aminoryhmdn kanssa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen kantaja-aine, t u n-
nettu siiti, ettd R5 on vety, R6 on vety tai metyyli,

R, on vety ja m on 1.

! 3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen kantaja-aine,
tunnettu siitd, ettd vinyylimonomeerit kdsittdvat
vidhintddn 5 mooli-% kaavan II mukaisia bifunktionaalisia
vinyylimonomeereija.

4. Jonkin edelli esitetyn patenttivaatimuksen mukai-
nen kantaja-aine, t unne t tu siitd, ettd (ko)polymeeri
sisdltdda 5-25 mmoolia amidiryhmid kantaja-aineen epdorgaani-
sen pinnan m2 kohti.

5. Jonkin edelld esitetyn patenttivaatimuksen mukainen
kantaja-aine, t unne t t u siitd, ettd komonomeeri sil-
loitettua kopolymeeria varten on yksi tai useampi vinyylimo-

nomeeri, jossa on funktionaalinen ryhmd ja jonka kaava on

R
_ .78
c =c( (IIT)

Rg

H,
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jossa R, on H tai CH R, on -CH_NH,,

8 9 272

H O 0O

L , 8 . . .
-CH2~N—C-CH2x, —CHZOR10 tai - —R11 ja on edullisesti —é—R11,
X on halogeeni, edullisesti Br, R10 on enintd&n 10 hiiliato-

3'

mia sisdltdvd alkyyli, edullisesti metyyli, tai glysidoksi,
R11 on funktionaalinen ryhmd, joka voi olla liittynyt tai ei
ole liittynyt karbonyyliryhmddn v&dliryhmin avulla, ja joka
on hydroksyyli tai

o o
4 |
e ~C
_o—N~\\Ct] , —O-N\\CJ::j , —o<<:>} NO,,
i J
ﬁ CH,OH
—O—CH2~C§?9H2 , -NH(CHz)p—CR12 ' —NH—C———CHon ’
X CH,0H
0 0
I [l
-NHCH2CNHCH2CR12, -NHCH2CH2NH2,

_NH@Nﬂz NE o : —NH<\j-/>- NO,,

N

joissa R12 voi tarkoigiaa samaa kuin R11 ja p on kokonais-
luku 1-10, jolloin funtkionaalisen ryhmin ja mahdollisesti
mySs vdliryhmdn sisdltdvdn vinyylikomonomeerin molekyylipai-
no on ennintddn 1 000 ja edullisesti 7C-400.

6. Menetelmd jonkin patenttivaatimuksen 1-5 mukaisen
kantaja-aineen valmistamiseksi, t unne t t u siitd, ettd

(A) epdorgaaninen aine silanoidaan sinidnsd tunnetulla
tavalla kaavan I mukaiselle orgaanisella silaanilla;

(B) silanoitu epdorgaaninen aine saatetaan kosketuk-
seen liuocksen kanssa, jossa vinyylimonomeerit on liuotettu
haihtuvaan orgaaniseen liuottimeen tai orgaanisiin liuotti-

miin ja/tai veteen, ja sitten haihtuva liuotin poistetaan
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sekoittamalla alennetussa paineessa ja alle 40°C:n lampodtilas-
sa haihduttimessa niin ettd epdorgaaninen aine peittyy mono-
meeriseoksen muodostamalla ohuella kalvolla, minkd jdlkeen
kalvopddllysteen polymerointi ja samanaikaisesti muodostu-
neen (ko)polymeerin kovalenttinen sitominen silanoituun ai-
neeseen suoritetaan kuumentamalla hapettomassa atmosfddrissd,
ja

(C) tarvittaessa saatu aine liitetd&dn edelleen sindnsd
tunnetulla tavalla yhdisteisiin, joissa on reaktiokykyisii

ryhmid.
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Patentkrav

1. Bdrarmaterial, som dr anvdndbart som sddant i kro-
matografi eller som utgangsmaterial, till vilket kan bindas
foéreningar, som innehaller joniska grupper, ligander eller
biomakromolekyler, varvid det kan anvidndas som jonbytare,
som medium i affinitetskromatografi eller i enzymatiska reak-
tioner, vilket bdrarmaterial bestdr av pordsa, oorganiska
silanerade partiklar, till vilka kovalent bundits en orga-
nisk stationdrfas, vilken utgdrs av (sam)polymeriserade vi-
nylmonomerer och inneh&ller amidgrupper, Xk & nne tec k -
n a t darav, att

(A) det oorganiska materialet silanerats med ett orga-
niskt silan med formeln

R

|2
R1—§1—(CH2)H—R4 (1)
R3
vari n = 1-5, fOretrddesvis 3, R, dr halogen eller alkoxi

]
(1-10 C), R2 och R3 betecknar halogen, alkoxi (1-10 C), al-

kyl (1-3 C), eller aryl (6-10 C), varvid halogen- och alko-

xigrupperna R R, och R3 formar bilda en -0-Si-bindning mellan

'
silanet och d;t ogrganiska materialet med tillhjdlp av den sist-
ndmndas ythydroxylgrupper, och R4 dr amino, substituerad
amino, sdsom W=-amino-alkyl-(1-3 C)-amino, merkapto, en es-
tergrupp eller glycidoxi och dr fOretrddesvis glycidoxi; och
(B) den organiska stationidra fasen dr en tvirbunden
(sam) polymer, vilken erhdllits genom additionspolymerisation
och utgdrs av 0,1 - 140 amol, féretridesvis 5-25 amol vinyl-
monomerer per m2 oorganisk yta av bdrarmaterialet, varvid
(sam)polymeren innehdller minst 0,1 mamol amidgrupper per m2
oorganisk yta av bdrarmaterialet och vinylmonomererna bestar
helt eller delvis av bifunktionella vinylmonomerer, vilka

innehaller amidgrupper och har formeln
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o
CH=C-C-N - (CH2)m - OR7 (IT)
vari R5 och R6 betecknar vdte, en alkyl- eller cykloalkylgrupp

med hdgst 6 kolatomer eller en arylgrupp med hdgst 10 kolatomer,
R7 dr vdte eller en organisk grupp med hdgst 20 kolatomer, och
m dr ett heltal 1-10 varvid amidgrupperna till en del erhdllits
genom att omsdtta

(a) en mellanmolekyl, en ligand, en biomakromolekyl,
eller en fdrening, som innehdller en jonisk grupp, varvid
var och en av dessa har en reaktiv grupp och en eller flera
amidgrupper med en reaktiv grupp i en vinylmonomer eller
den tvdrbundna (sam)polymeren, eller

(b) en mellanmolekyl, en ligand, en biomakromolekyl
eller en fbrening, som innehdller en jonisk grupp, varvid
var och en av dessa har en eller flera amino- och/eller kar-
boxylgrupper, med en eller flera karboxyl- och/eller amino-
grupper i den tvd@rbundna {sam)polymeren.

2. Bdrarmaterial enligt patentkravet 1, Kk d nn e -
tecknat dirav, att R5 dr vite, R6 dr vidte eller metyl,
R7 dr vdte och m ar 1.

3. Bdrarmaterial enligt patentkravet 1 eller 2,
kd&nnetecknat ddrav, att ndmnda vinylmonomerer
omfattar minst 5 mol-% bifunktionella vinylmonomerer med for-
meln IT.

4. Bdrarmaterial enligt nagot av de fbéregdende patent-
kraven, k @ nne tecknat dirav, att (sam)polymeren
innehdller 5-25 pmol amidgrupper per m2 oorganisk yta av bdrar-
materialet.

5. Bdrarmaterial enligt ndgot av de fdregdende patent-
kraven, k @ nne tecknat dirav, att sammonomeren for
den tvdrbundna sampolymeren dr en eller flera vinylmonomerer,
som har en funktionell grupp och som har formeln

//’ 8
H,C = C (IIT)
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H O
[
vari R8 adr H eller CH3, R9 ar —CH2NH2, -CH2—N—C-CH2X,
; ;
—CHZOR10 eller -C-—R11 och dr fdretriddesvis —C—R11, X &r ha-

logen, foretrddesvis Br, R10 dr alkyl med hdgst 10 kolatomer,
féretrddesvis metyl, eller glycidoxi, R11 dr en funktionell
grupp, som kan vara bunden eller ej d4r bunden till karbonyl-
gruppen med tillhjdlp av en mellangrupp och som &r en hydroxyl

eller
? 0
i Lo
-0-N ] y =0-N .I:fﬂ ' -O~<::>NO
\\\ﬁ % - 2
o 0
0 CH,OH
I e
—0~CH2—C§:CH2, —NH(CHz)p-CR12, -NH-C — CH,OH ,
CH_OH
2
P9
~NHCH,CNHCH,CR, , , ~NHCH,,CH,NH,, ,
-NHA\ , , NH-<;_>» NO
_/—N 2 02 I/ 2

vari R12 kan beteckna samma som R11 och p dr ett heltal 1-10,
varvid molekylvikten av vinylsammonomeren, vilken har en
funktionell grupp och eventuellt Hven en mellangrupp, &r
hégst 1 000 och fdretrddesvis 70-400.

6. FOrfarande for framstillning av ett birarmaterial
enligt ndgot av patentkraven 1-7, k @&nnetecknat
ddrav, att

(A) det oorganiska materialet silaniseras pd i och
f6r sig kdnt sdtt med ett organiskt silan med formeln I;

(B) det silaniserade oorganiska materialet bringas i
kontakt med en 1&sning, ddr vinylmonomererna &r 18sta i ett

flyktigt, organiskt 18sningsmedel eller i organiska ldsnings-
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medel och/eller vatten, och det flyktiga l&sningsmedlet av-
ldgsnas d4refter under omrdring vid reducerat tryck och en tem-
peratur under 407C i ett indunstningskdrl s& att det oorga-
niska materialet t&dcks med en tunn film av monomerblandning,
varefter polymerisation av filmbeldggningen och samtidigt en
kovalent bindning av den bildade (sam)polymeren vid det si-
laniserade materialet utférs genom upphettning i en syrefri
atmosfdr, och

(C) vid behov, f8renas det erhdllna materialet ytterli-
gare pa i for sig k&nt sdtt med féreningar innehdllande

reaktiva grupper.

Viitejulkaisuja-Anfdrda publikationer
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