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Spos6b otrzymywania porowatych, monodyspersyjnych mikrosfer
kopolimerowych do zastosowania jako wypelnienia chromatograficzne.

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania porowatych,
monodyspersyjnych mikrosfer kopolimerowych z monomeru funkcyjnego
4-winylopirydyny i jednego z komonomeréw sieciujacych z grupy
alifatycznych lub aromatycznych estrow metakrylowych, na bazie
prekursora - ziarna polimeru liniowego — polistyrenu, syntezowanych
w szczegdlnych warunkach i w okre§lonych ilosciach, majacych
zastosowanie jako wypelnienia chromatograficzne.

Znane z literatury metody syntezy mikrosfer polimerowych
monodyspersyjnych opieraja si¢ w wigkszosci na jedno- lub kilkuetapowych
metodach polimeryzacji, ktére prowadzone sa w obecnosci prekursora -
ziarna polimerowego, najczesciej polistyrenowego, o $rednicy okolo 1 pm,
otrzymywanego najczgéciej w reakcjach polimeryzacji dyspersyjnej czy
emulsyjne;j.

Znany z opisu patentowego o n-rze zgt. PCT US 92/01878 sposOb
otrzymywania porowatych mikrosfer polimerowych o waskim rozrzucie
érednic, polega na  polimeryzacji ~ wielokrotnego speczniania.
W przedstawionym procesie, ziarno polimeru podstawowego jest szablonem
ksztattu i wielkosci dla powstajacych mikrosfer oraz czynnikiem
porotwérczym. Dwukrotna absorpcja rozpuszczalnika w pierwszym etapie
i monomeréw wiasciwych w etapie drugim, komplikuje i znacznie wydtuza
czas syntezy takich mikrosfer porowatych.

Z kolei, metoda znana z opisu patentowego NO 170730, opiera si¢

na polimeryzacji jednokrotnego speczniania ziarna podstawowego, a2 do
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otrzymania mikrosfer w zakresie rozmiar6w 1-30 pum. W tym przypadku
ziarno podstawowe jest polimerem lekko usieciowanym co sprawia, Ze
polimer ten jest nierozpuszczalny w rozpuszczalnikach organicznych, przez
co nie jest usuwany ze struktury mikrosfer otrzymywanych na ich bazie.
Otrzymywane ta metoda mikrosfery maja wprawdzie waskie rozrzuty
$rednic, jednak dla uzyskania dostatecznie rozwinigte] struktury porowatej,
konieczne jest dodatkowe zastosowanie rozpuszczalnikéw porotworczych.

Znana z opisu patentowego o n-rze zgl. PCT/NO00/00297 metoda
syntezy monodyspersyjnych mikrosfer polimerowych, oparta réwniez na
polimeryzacji jednokrotnego speczniania ziarna podstawowego, jakim moze
by¢ nieusieciowany polistyren lub poli(metakrylan metylu), prowadzi do
uzyskania mikrosfer polimerowych o srednicach 5-100 pm i niezbyt
wysokiej warto$¢ powierzchni wlasciwej Spe oscylujgcej w granicach ok.
100 m%/ g. Dla uzyskania mikrosfer o rozwinigtej strukturze porowatej trzeba
wigc zastosowaé rozpuszczalniki porotworcze.

Monodyspersyjne, porowate mikrosfery polimerowe, otrzymywane
w/w znanymi sposobami nie znajduja zastosowania jako wypelnienia do
kolumn chromatograficznych w wysokosprawnej chromatografii cieczowej.

Znany z opisu patentowego US 5990182 sposéb otrzymywania
polimerowych wypelnien do chromatografii cieczowej polega na
polimeryzacji wielokrotnego sp¢czniania. Mikrosfery syntezowane sa
z diakrylanu glikolu etylenowego, ktéry w swojej strukturze nie zawiera
polarnych grup funkcyjnych.

Dotychczas szeroko stosowane wypelnienia kolumnowe oparte na
kopolimerach styrenu z diwinylobenzenem sa niepolarne, co ogranicza ich
stosowanie do rozdzialu polarnych mieszanin i stosowania wodnych faz
ruchomych.

Znany jest réwniez z opisu patentowego PL 216321 spos6b
otrzymywania porowatych mikrosfer polimerowych wykorzystywanych
jako wypelnienia kolumn chromatograficznych. Otrzymywane tym
sposobem mikrosfery o szerokim rozkladzie $rednic znajduja zastosowane
jako wypelnienia do kolumn chromatograficznych, ale dopicro po
przeprowadzeniu modyfikacji chemicznej w kierunku nadania im polarnego
charakteru oraz sedymentacyjnego rozdzielenia struktur o okreslone;j
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wielkosci.

Celem wynalazku bylo opracowanie prostego sposobu, opartego na
polimeryzacji jednokrotnego speczniania, otrzymywania porowatych,
mikrosfer  kopolimerowych, o wysokim stopniu  usieciowania
i monodyspersyjnej Srednicy ziarna mieszczacej si¢ w zakresie od kilku do
kilkunastu pm oraz duzej powierzchni wlasciwej, nadajacych si¢ do
zastosowania jako skuteczne wypelnienia kolumn chromatograficznych, bez
zadnej modyfikacji.

Sposob otrzymywania porowatych monodyspersyjnych mikrosfer
kopolimerowych z monomeru funkcyjnego w postaci 4-winylopirydyny
o wzorze 1 i komonomeru sieciujacego z grupy alifatycznych lub
aromatycznych estréw metakrylowych, na bazie prekursora - ziarna
polimeru liniowego — polistyrenu, wedtug wynalazku charakteryzuje si¢
tym, ze W poczatkowej fazie do wodnego roztworu znanego surfaktanta, np.
dodecylosiarczanu sodu, wprowadza si¢ mieszaning sktadajaca z moﬁomeru
funkcyjnego 4-winylopirydyny oraz jednego z monomerow sieciujzipych -
dimetakrylanu glikolu etylenowego o wzorze 2 lub trimetakrylanu
trimetylolopropanu o wzorze 3, lub 1,4-dimetakryloiloksybenzenu o wzorze
4, lub 1,3,5-trimetakryloiloksybenzenu o wzorze 5, uzytych w stosunku
molowym do monomeru funkcyjnego w granicach od 1:1 do 1:2
i rozpuszczonych w rozpuszczalniku organicznym, korzystnie toluenie lub
chlorobenzenie, w $cisle okreSlonej ilosci z zakresu 1,2-2,2 ml
rozpuszczalnika na 1g mieszaniny monomerdw, a takze znanego ingcjatora
polimeryzacji rodnikowej, np. a,a’-azoizobutyronitrylu, w iloéci 3%
wagowych w stosunku do ilosci mieszaniny monomerow.

W drugim etapie, mieszaning poddaje si¢ homogenizacji, po czym
wprowadza si¢ ziamo polistyrenu o $rednicach 2-3um i $rednim ciezarze
czasteczkowym Mw w granicach 7300-8000 Da, w ilosci 0,15¢ na 1g
mieszaniny monomeréw. Proces absorpcji monomeréw na ziarnie
prekursora prowadzi si¢ W temperaturze pokojowej przez 24 godziny, ciagle
mieszajac, korzystnie przy obrotach 350 rpm, po czym mie¢szaning
przeptukuje si¢ gazowym azotem i dalej prowadzi polimeryzacj¢ na
mieszadle magnetycznym w temperaturze 70°C w ciagu 24 godzin.
Uzyskany produkt, znanymi sposobami, odsacza sig, oczyszcza
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i przeprowadza ekstrakcje polistyrenu tetrahydrofuranem.

Otrzymane mikrosfery kopolimerowe zawieraja w swojej strukturze
ugrupowania o réznej polarnosci takie jak, grupy karbonylowe, pierscienie
aromatyczne, krotkie tancuchy alifatyczne oraz atomy azotu z wolnymi
parami elektronowymi obecne w pierscieniu 4-winylopirydyny. Obecno$é
wymienionych fragmentéw strukturalnych w kopolimerach, nadaje im
znacznie bardziej polarny charakter niz kopolimerom styrenu
z diwinylobenzenem, co przy stosunkowo malych $rednicach
monodyspersyjnych  struktur i1  duzej powierzchni  wlasciwej,
potwierdzonych w analizie fizykochemicznej, wplywa na polepszenie
wilasciwosci rozdzielczych wypehionych nimi kolumn
chromatograficznych.

Wynalazek przedstawiono w ponizszych przykladach.

Przykiad 1. Otrzymywanie mikrosfer kopolimerowych 4VP-1.4DMB

Do kolby stozkowej wprowadzono 250 ml 0,25% roztworu wodnego
dodecylosiarczanu sodu SDS, do ktérego dodano roztwor skladajacy sig
z 1,2g 4-winy10pirydyny (4VP), 2,8g 1,4-dimetakryloiloksybecnzenu
(1,4ADMB), 8,8 ml chlorobenzenu oraz 0,12 g o,a’-azoizobutyronitrylu
(AIBN), po czym calos¢ zemulgowano w homogenizatorze. Do emulsji
dodano 0,6 g prekursora - ziarna polistyrenowego, umieszczono na
mieszadle magnetycznym o stalej szybkosci obrotow 350 rpm i przez 24
godziny w temperaturze pokojowej nastgpowalo spgcznienie prekursora.
Nastepnie reagenty przeplukano gazowym azotem przez 15 minut,
podniesiono temperature do 70°C i powadzono reakcj¢ polimeryzacji przez
24 godziny, stosujac stale obroty mieszania na poziomie 300 rpm. Po
zakoficzeniu polimeryzacji otrzymane mikrosfery kopolimerowe - fig.1,
odsaczono, przemyto goraca woda z metanolem i po umieszczeniu w

aparacie Soxhleta prowadzono ekstrakcje tetrahydrofuranem.

Przyklad 2. Otrzymywanie mikrosfer kopolimerowych 4VP-TRIM
Do kolby z surfaktantem jak w przykladzie 1 wprowadzono roztwér
sktadajacy sie z 0,95 g 4-winylopirydyny (4VP), 3,05 g trimetakrylanu

trimetylolopropanu (TRIM), 5 ml toluenu i 0,12 g inicjatora polimeryzacji
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rodnikowej (AIBN). Calo$¢ zemulgowano w homogenizatorze, dodano
0,6 g ziama polistyrenowego i pozostawiono do specznienia prekursora
a nastepnie poddano reakcji polimeryzacji, w warunkach opisanych
w przykladzie 1.

Otrzymane mikrosfery kopolimerowe 4VP-TRIM - fig. 2, odsaczono,
przemyto i wyekstrahowano jak w przykladzie 1.

Przyklad 3. Otrzymywanie mikrosfer kopolimerowych 4VP-EGDMA

Do kolby z surfaktantem jak w przykladzie 1 wprowadzono roztwor
sktadajacy sie z 0,84 g 4-winylopirydyny (4VP), 3,16 g dimetakrylanu
glikolu etylenowego (EGDMA), 5 ml toluenu i 0,12 g inicjatora
polimeryzacji rodnikowej (AIBN).

Calo$¢ zemulgowano w homogenizatorze, dodano 0,6g ziarna
polistyrenowego i pozostawiono do spgcznienia prekursora, a nastgpnie
poddano reakcji polimeryzacji, w warunkach opisanych w przykiadzie 1.
Otrzymane mikrosfery kopolimerowe 4VP-EGDMA - fig. 3, odsaczono,
przemyto i wyekstrahowano jak w przykladzie 1.

Przyklad 4. Przygotowanie mikrosfer kopolimerowych 4VP-1,3.5TMB

Do kolby z surfaktantem jak w przykladzie 1 wprowadzono roztwor
skladajacy si¢ z 0,97g 4-winylopirydyny (4VP), 3,03g 1,3,5-
trimetakryloiloksybenzenu (1,3,5TMB), 7 ml chlorobenzenu i 0,12g
inicjatora polimeryzacji rodnikowej (AIBN). Calos¢ zemulgowano
w homogenizatorze, dodano 0,6 g ziarna polistyrenowego i pozostawiono
do specznienia prekursora, a nastgpnie poddano reakcji polimeryzacii,
w warunkach opisanych w przyktadzie 1.

Otrzymane mikrosfery kopolimerowe 4VP-1,3,5TMB — fig. 4, odsaczono,
przemyto i wyekstrahowano jak w przykladzie 1.

Przyktad 5. Wyznaczanie wiasciwosci fizyko-chemicznych mikrosfer

otrzymanvch w przykladach 1- 4.
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Poszczegblne mikrosfery kopolimerowe poddano badaniom na

zawartos¢ azotu, oznaczano parametry struktury porowatej: powierzchnig
wlasciwa, objeto$é poréw, a takze $rednie wartosci $rednic czastek.

Zawartos¢ azotu w probkach polimerowych wyznaczono przy uzyciu
analizatora CHN 2400 firmy Perkin-Elmer. Struktur¢ porowatg -
powierzchni¢ wlasciwg (Sger) i objeto$é pordw (Vposw) okreslano metodg
niskotemperaturowej adsorpcji-desorpcji azotu uzywajac aparatu ASAP
2405 firmy Micrometrics Inc. Srednice mikrosfer (dn) i rozrzut $rednic,
wyrazony wspoélczynnikiem zmiennosci (CV) wyznaczono przy uzyciu
mikroskopu SEM Quanta 3D FEG firmy FEI. Do obliczefi kazdorazowo
wybierano 100 czastek. Liczbowo $rednig Srednice (dn) oraz CV obliczono

7& WZOTOW:
d.
dn=&-’- cv =52 100%

Z n; dn

Wyniki charakteryzujace otrzymane mikrosfery polimerowe przedstawiono

W ponizszej tabeli.

Tabela

. Zawarto$¢ Dn CvV SBET A% poréw

kopolimer ) 3
Yoazotu | [um] [%0] [m7/g] [cm™/g]

4VP-EGDMA 2,75 6,5 13 95 0,13
4VP-TRIM 2,95 8,5 8 203 0,19

4VP-1,4ADMB 3,49 5,8 7 75 0,24

4VP-1,3,5TMB 3,09 6,5 15 125 0,15

Przyklad 6. Przygotowanie kolumn chromatograficznych i wykonanie
analizy chromatograficzne;j.

Otrzymane wedlug wynalazku poszczegblne mikrosfery kopolimerowe

uzyto do wypelnien kolumn wysokosprawnej chromatografii cieczowe;.

W tym celu kolumny chromatograficzne o dlugosci 10 cm i $rednicy

wewngetrznej 4,6 mm zapakowano kazdym z kopolimeréw przy pomocy

zestawu do pakowania kolumn Pack In a Box firmy Restech, uzywajac
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metanolu jako fazy ruchome;j i nie przekraczajac ci$nienia 200 atmosfer. Po
zapakowaniu, kolumny poddano stabilizacji w fazie ruchomej acetonitryl —
bufor fosforanowy pH 7 (50/50 v/v) i przeprowadzono analizy z ich
uzyciem.
Ponizej, na przykladzie kolumny zawierajacej wypelnienie 4VP-TRIM,
otrzymane w przykladzie 3, o $rednicy ziarna 7,5 pm i powierzchni
wlasciwej 203 m?/g, przedstawiono rozdzial mieszaniny N-alkiloanilin:
anilina (1), N-metyloanilina (2), N-etyloanilina (3), N-propyloanilina (4), N-
butyloanilina (5), N-pentyloanilina (6).
Analize chromatograficzna przeprowadzono w odwréconym ukladzie faz
uzywajac wysokosprawnego chromatografu cieczowego, przy przeplywie
fazy ruchomej 1ml/min - chromatogram nr 1, zamieszczony na rysunku jako
fig.5.
Dla poréwnania przeprowadzono analiz¢ chromatograficzng identycznej
mieszaniny, w takich samych warunkach, przy zastosowaniu kolumny
z metakrylowym wypelnieniem mikrosferycznym na bazie 2-hydroksy-3-
metakryloyloksypropoksybenzenu i trimetakrylan trimetylolopropanu —
chromatogram nr 2, zamieszczony na rysunku jako fig.6

Z analizy w/w chromatograméw wynika, ze wypelnienie w postaci
mikrosfer polimerowych wedlug wynalazku, wykazuje si¢ lepsza
sprawnoscig i rozdzielczoscia, co w znacznym stopniu poprawia rozdzial

chromatograficzny mieszaniny.
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