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POVZETEK

Odpadki v vseh vrstah industrije predstavljajo velik stroSek. Ni¢ drugace ni v kemijski
industriji, kjer se je v zadnjih letih na podrocju zmanjSevanja odpadkov napravil velik
napredek. Klju¢no vlogo pri zmanjSevanju odpadnih produktov pa igra optimizacija
tehnoloskih procesov. V svoji diplomski nalogi sem poizkuSal optimizirati postopek
modifikacije CIM® monolitnih kolon z dietilaminom (DEA). Eksperimente sem izvajal na
0,34 ml diskih in 8 ml cevnih modulih. Pri diskih sem isto modifikacijsko raztopino
uporabil na ve¢ zaporednih modifikacijah diskov. Pri prvi paralelki diskov sem po vsaki
modifikaciji izmeril koncentracijo DEA v modifikacijski raztopini in na podlagi rezultata
dodal svez DEA do zacetne koncentracije, pri drugi paralelki pa svezega DEA med
posameznimi modifikacijami nisem dodajal. Pri 8 ml cevnih modulih sem prav tako
uporabil eno modifikacijsko raztopino v ve€ zaporednih modifikacijah, pri ¢emer sem
spremljal koncentracijo DEA v raztopini in ga pred naslednjo funkcionalizacijo dodajal
do zacCetne koncentracije. UspeSnost modifikacij sem spremljal z merjenjem ionske
kapacitete. Optimizacija procesa je bila uspesna, prihranki DEA pri 8 ml cevnih modulih
znasajo 43%, prihranki etanola pa kar 63%. Posledi¢no se je zmanjSala tudi koli¢ina
odpadnih aminov, in sicer za 51%.
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SUMMARY

Wastes represent a significant cost in all types of industries. It is the same with the
chemical industry, where a great progress in the area of waste reduction has been
made in recent years. Optimization of technological processes plays a key role in
reducing waste products. In my thesis | tried to optimize the process of modification of
CIM® monolithic columns with diethylamine (DEA). Experiments have been conducted
on 0,34 ml disks and 8 ml tubes. For disks the same modification solution has been
used for several consecutive disk modifications. In the first part of disk experiment, a
DEA concentration was measured in a maodification solution after every immobilization
experiment. Then the known amount of DEA was added to get the initial concentration
of DEA in modification solution, which was used for functionalisation of the consecutive
disk. In the second part, no fresh DEA was added to modification solution between
modifications. The experiments with 8 ml monolithic tubes were conducted in the same
way as in the first part of disk experiment. The success of modifications has been rated
by measuring an ion exchange capacity of DEA columns. The optimization of the
process was substantial, savings of DEA in modifications of 8 ml tubes were 43%, and
ethanol savings were as much as 63%. As a result the amount of waste amines has
also been reduced, namely 51%.

KEY WORDS
Optimization of technological processes, Diethylamine, CIM monoliths,
Chromatography
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1 uvoD

Odpadek je po eni izmed definicij Slovarja slovenskega knjiznega jezika to, kar se pri
predelavi, obdelavi esa odstrani, izlo¢i kot neuporabno za prvotni namen. In prav
odpadki so v vseh vrstah industrije zelo velik problem. Ni¢ drugace ni s kemijsko in
farmacevtsko industrijo, kjer kot stranski produkt proizvodnje nastane ogromno
odpadkov, ki so oznaceni kot okolju oziroma ¢loveku nevarni, saj so toksicni in
potencialno kancerogeni. Zmanj$anje tovrstnih odpadkov je klju¢no, &e zelimo ohranjati
okolje in varovati zdravje ljudi.

Tako kot pri vseh odpadkih je tudi tu potrebno upostevati ekolosko nacelo 3R. To
nacelo uposteva hierarhijo ravnanja z odpadki. NajpomembnejSi del je zmanjSevanje
kolicine odpadkov (reduce). Potem je potrebno vse nastale odpadke, ¢e se le da,
ponovno uporabiti v proizvodnih procesih (reuse) in nazadnje vse, kar ne more biti
ponovno uporabljeno kot surovina, recikliramo (recycle). To pomeni, da s tehnoloSkimi
procesi odpadke predelamo v surovine, ki se lahko ponovno uporabijo. Odlaganje je
zadnji izhod, ko odpadkov res ne moremo vec predelati v uporabne surovine. Tovrstna
nacela so dandanes Ze zelo uveljavljena in prav zaradi tega je pomembno, da se
industrijski procesi razvijajo predvsem v smeri zmanjSevanja porabe surovin in
ponovne uporabe odpadnih produktov proizvodnje.

Eden izmed predstavnikov kemijske industrije pri nas je tudi podjetje BIA Separations
d.o.o. V podjetju se ukvarjajo z izdelovanjem razli¢nih monolitnih kromatografskih kolon
pod blagovno oznako CIM® (Convective Interaction Media). Uporabljajo se za &i&enje
in loGevanje bioloSkih makromolekul. Tako pri procesih izdelave kolon kot tudi pri
razvoju novih procesov in vrst kolon nastaja veliko odpadkov, ki bi jih lahko z
ustreznimi prilagoditvami zmanjsali. Med odpadki je veliko odpadnega etanola in drugih
organskih topil ter aminov. V svoji diplomski nalogi se bom osredotodil na industrijski
proces modifikacije CIM monolitnih kolon z dietilaminom (DEA). Glavni cilj je bil
zmanjSati porabo DEA, s tem pa se posledi¢no zmanj3a tudi koli¢ina odpadnega DEA.



2 TEORETICNE OSNOVE

2.1  Monoliti

Ime monolit izhaja iz grSkega jezika (monolithos pomeni en kamen) in predstavlja
nekaj, kar je narejeno iz enega samega kosa. Izraz se uporablja pretezno v arhitekturi
in umetnosti, vendar pa ima Se en pomen, ki z umetnostjo nima prav nobene zveze.
Gre za termin, ki se uporablja v znanosti, oznacuje pa monolitni kromatografski nosilec,
ki ga krajSe imenujemo monolit. Monolite se uporablja pri visokotlacni tekocCinski
kromatografiji (high pressure liquid chromatography = HPLC). CIM monolitni
kromatografski nosilci so porozni organski polimeri v obliki diska ali valja. Ce monolit
vstavimo v ustrezno kromatografsko ohisje, dobimo kromatografsko kolono, ki jo lahko
neposredno vpnemo na HPLC sistem in jo uporabimo v postopkih tekocinske
kromatografije.

CIM monolitne kromatografske kolone se uporablja za izolacijo, CiS¢enje in
koncentracijo bioloSkih molekul. V primerjavi z delénimi (klasi¢nimi) stacionarnimi
fazami, razvitimi za loCevanje biomolekul, pride do izraza konkurenénost monolitov
predvsem pri CiS€enju velikih proteinov (npr. imunoglobulinov), plazmidne
deoksiribonukleinske kisline (DNK), virusov ter virusom podobnih delcev (Frankovic,
2009). Glede na velikost stacionarne faze izdeluje podjetje celo paleto produktov, in
sicer od zelo majhnih, t.i. analitskih kolon, ki se uporabljajo za medprocesno analizo
industrijske proizvodnje biomolekul, pa vse do 8 | monolitov, ki se uporabljajo za
CiSCenje in separacije biomolekul na pilotnem in industrijskem nivoju. V primerjavi z
ostalimi kromatografskimi nosilci (predvsem del¢nimi nosilci), ki se uporabljajo v
procesih ¢iS&enja biomolekul, imajo monoliti dolo¢ene prednosti:
- Poli(GMA-co-EDMA) monoliti so zelo stabilni, tako mehansko kot kemijsko.
Uporabni so v zelo Sirokem obmodju pH (1-13) (Vidi¢, 2009).
- Monoliti so odporni na vecje pretoke mobilne faze; loéevanje biomolekul je
hitrejSe (Miheli¢ in sod., 2005).
-V monolitih ni zaprtih por, kjer bi mobilna faza mirovala; vedji izkoristek nosilca
(Podgornik in Strancar, 2005).
- Monoliti imajo zaradi preto¢nosti por vec€jo vezno kapaciteto za velike molekule
(Barut in sod., 2008).
- Monoliti imajo zaradi velikega Stevila majhnih por zelo veliko specificno
povrSino (Barut in sod., 2008).
- Uporaba je zelo enostavna, zaradi posebno zasnovanih ohisji se jih preprosto
poveze na HPLC sisteme (Barut in sod., 2003).

2.1.1 Sinteza monolitov

Ce Zelimo monolite kakorkoli uporabiti v postopkih kromatografije, jih je potrebno
najprej izdelati. Sinteza CIM monolitov poteka s termi¢no radikalsko polimerizacijo
(slika 1). Uporabimo dva osnovna reagenta (kemijsko spadata med alkene), in sicer
glicidil metakrilat (GMA) in etilenglikol dimetakrilat (EDMA). GMA je monomer,
funkcionaliziran z reaktivno epoksi skupino, EDMA pa sluzi kot premrezevalec, ki daje
vecjo trdnost nastalemu polimeru. V monomerni me$anici je prisoten tudi dibenzoil
peroksid (BPO), ki je iniciator, in alkoholi (cikloheksanol in dodekanol), ki sluzijo kot
porogeni. Ti sluZijo kot inertna topila monomerov in so neobhodni pri oblikovanju por.
Epoksidno skupino lahko po koné€ani polimerizaciji z relativho preprostimi reakcijami



pretvorimo v razlicne funkcionalne skupine, primerne za razliéne kromatografske
aplikacije.

| (|)| CHj3

cH \A

W/\O)\l( 8 + HZCY\O/\/O ” CH,
o CH, CH, o

GMA EDMA

glicidil metakrilat etilenglikol dimetakrilat

Slika 1: Shema reakcije polimerizacije (Simoni¢, 2011)

Ko se polimerizacija za¢ne, se v raztopini tvorijo polimerizacijska jedra. Ko postanejo
dovolj velika, se zacnejo obarjati, in sicer v obliki kroglic. Te so v porogenih netopne.
Ko reakcija dokonéno pote€e, oziroma jo ustavimo, porogeni $e vedno ostanejo ujeti v
strukturo in jih je potrebno spirati iz kolone s topilom, kot je etanol. Ko monolit osusimo,
izoblikovane pore ostanejo, polimerni skelet se ne porusi.

Pogoji, pri katerih se reakcija izvaja, so zelo pomembni. Vedji kot je masni delez
porogenov v monomerni mesanici, veéja je poroznost monolitov. Ce pa povisamo
temperaturo in koncentracijo iniciatorja, to vpliva na povecanje hitrosti reakcije
polimerizacije. Slaba stran tega je, da se povprecni premer por manjSa (Benes in sod.,
2005).

CIM tehnologija obsega dve osnovni obliki monolitov, in sicer cevne module ter diske
(sliki 2, 3). Uporablja se monolite zelo razli¢nih volumnov, in sicer 0,1 ml, 0,34 ml, 1 ml,
8 ml, 80 ml, 800 ml, 8 I, razvija pa se tudi monolite Se vecjih volumnov.



2.1.2 Modifikacija osnovnega monolitnega skeleta

S kemijskimi reakcijami lahko aktivhe epoksi skupine v polimernem skeletu pretvorimo
v druge funkcionalne skupine, ki jih v kromatografiji imenujemo ligandi. To lahko
storimo prav zaradi lastnosti, ki jih imajo epoksi skupine, in sicer zaradi njihove visoke
reaktivnosti lahko vstopajo v veliko Stevilo kemijskih reakcij s spojinami, ki vsebujejo
nukleofilne funkcionalne skupine, kot so hidroksi, tiolne ali aminske. Pomembna
reakcija funkcionalizacije osnovnega polimera je reakcija z DEA, pri ¢emer dobimo
kromatografsko fazo, ki jo imenujemo Sibki anionski izmenjevalec. Reakcija
funkcionalizacije je prikazana na sliki 4.
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poli(GMA-co-EDMA)

Slika 4: Funkcionalizacija monomera z DEA (prirejeno po Simonic¢, 2011)



2.1.3 Karakterizacija modificiranega monolita

Ucinkovitost modifikacij na monolitih lahko dolo¢imo z elementno analizo, titracijami
nabitih funkcionalnih skupin, jedrsko magnetno resonanco, infrarde€o spektrometrijo,
gravimetrijo in ostalimi metodami (Simoni¢, 2011). V kolikor pa Zelimo katero izmed
zgoraj nastetih metod izvesti (izjema je gravimetrija), moramo za meritev odvzeti del
vzorca iz monolita oz. uniciti cel monolit. S tem postane le-ta neuporaben za nadaljnjo
uporabo. Namesto omenjenih metod pa lahko za Kkarakterizacijo dolo¢enih
funkcionalnih skupin na monolitih uporabimo posredne metode merjenja uspesSnosti
reakcij. Dve zelo pogosto uporablieni metodi sta merjenje ionske kapacitete in
dinami¢ne proteinske kapacitete (Simonic, 2011).

2.1.3.1 lonska kapaciteta

lonska kapaciteta nam posredno pove Stevilo ionsko-izmenjevalnih skupin na
kromatografskem nosilcu. Poznamo dve vrsti ionske kapacitete, in sicer relativno ter
efektivno kapaciteto. Relativno ionsko kapaciteto se dolo¢i z nedestruktivno metodo, ki
so jo na monolitih razvili Lendero in sodelavci (2008). Ta temelji na pH prehodu (glej
sliko 5), do katerega pride pri uporabi pufrov z istim pH in razli¢no ionsko jakostjo (ta je
odvisna od koncentracije soli v pufrih). Rezultati, ki jih dobimo, so odvisni od pH in
koncentracije pufrov, pretoka mobilne faze ¢ez HPLC sistem, volumna kolone ter
temperature pufrov. Za merjenje ionske kapacitete DEA diskov se uporablja 20 mM
fosfatni pufer, pH = 7,1, (pufer A) in 0,5 M fosfatni pufer, pH = 7,1 (pufer B) (Lendero in
sod., 2008). Mozno je izvesti korelacijo med Stevilom vezanih aminskih skupin na
monolit ter ionsko kapaciteto. Tako lahko z merjenjem ionske kapacitete pod
identi¢nimi kromatografskimi pogoji kot pri umeritveni krivulji posredno izraGunamo
masno konverzijo funkcionalizacije.
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Slika 5: Primer grafa ionske kapacitete

2.1.3.2  Proteinska kapaciteta

Dinami¢no proteinsko kapaciteto, prav tako kot ionsko kapaciteto, merimo na HPLC
sistemih, in sicer z merjenjem prebojnih krivulj. Pri merjenju proteinske kapacitete
dobimo preboj in ta nam pove, koliko proteina se vezZe na kolono, preden se ta zasiti z
njim. Tako lahko izraunamo teoreti¢no proteinsko kapaciteto monolita. Proteinska
kapaciteta je odvisna od lastnosti monolithega nosilca (velikost, volumen, struktura in
porazdelitev por,...), lastnosti proteina ter od eksperimentalnih pogojev (pretok, pH
pufrov, koncentracija pufrov, temperatura,...) (Frankovi¢, 2009).

2.2  Amini

Amini so organske duSikove spojine, pri katerih so atomi vodika deloma ali povsem
nadomes$c€eni z organskimi radikali. So derivati amoniaka. Glede na Stevilo organskih
radikalov razlikujemo primarne, sekundarne in terciarne amine.

Amine se uporablja v izdelavi topil, barvil, farmacevtskih sredstev in povrsinsko aktivnih
snhovi. Prav tako jih najdemo tudi v naravhem okolju. Med najpogostejSimi amini so
histamin (prisoten v ribah, siru, alkoholnih pija¢ah), dopamin (prisoten v bananah in
drugem sadju ter v zelenjavi) ter triptamin (prisoten v mesu in mesnih izdelkih ter
kuhani zelenjavi). Ob preveliki zauZiti koli€ini le-teh se lahko pojavijo stranski u€inki, kot
so: astmaticni napad, glavobol, poviSan krvni tlak, Zelodéne tezave,... (Olivieri in sod.,
2011). Sekundarni amini so znani kot izhodne spojine za nastanek N-nitrozaminov, ki
so kancerogeni (Sander, 1971). Sekundarni amini se lahko nahajajo v hrani in pitni



vodi. Neurath in sod. (1976) so preucevali, katere amine lahko najdemo v hrani, in prisli
do zanimivih zaklju€kov. V vzorcih hrane, ki so jo preucevali, so odkrili kar 40 primarnih
in sekundarnih aminov. Med slednjimi sta bila najpogostejSa dimetilamin in DEA.

2.2.1 Dietilamin

DEA (slika 6) je sekundarni amin z molekulsko formulo CH;CH,NHCH,CHs. Spada v
skupino dialkilaminov. Pri standardnih pogojih (pri temperaturi 25°C in tlaku 101,3 kPa)
je brezbarvna vnetljiva teko€ina z vonjem po amoniaku.

/\N/\
I
H

Slika 6: Skeletna formula DEA

DEA je nevaren v primeru, ¢e ga vdihujemo, oziroma Ce pride v stik s koZo. Zaradi
svoje bazi¢ne narave lahko povzro€a draZenje in celo opekline. V primeru, da ga
vdihujemo dlje ¢asa, pa lahko povzro€i nastanek plju¢nega edema (nabiranje tekocine
v pljuc¢ih) in s tem otezenega dihanja (Diethylamine fact sheet, 2005). Z DEA vedno
delamo v dobro prezraCenih prostorih, oziroma digestoriju. Pri tem uporabljamo
zasditno obleko, rokavice, o¢ala ter masko.

DEA se uporablja kot surovina za proizvodnjo dietilaminoetanola (DEAE), N,N-dietil-3-
metilbenzamida (DEET) in za proizvodnjo drugih kemikalij in aktivnih u€inkovin. DEAE
se uporablja kot inhibitor korozije na sistemih za CciS€enje vod, DEET pa je
najpogostejSa sestavina sredstev za odganjanje mréesa. V podjetju BIA Separations se
DEA uporablja za modifikacijo monolitnih kolon. In prav optimizacija tega postopka je
bila cilji moje diplomske naloge. V procesih modifikacije se porabi ogromno DEA, ki se
ga po uporabi zavrze, Ceprav je raztopina Se delno oz. v celoti uporabna.

2.3  Optimizacija tehnoloSkega postopka

Prva to¢ka programskih ciliev s podro¢ja odpadnih kemikalij je uvajanje tehnologij za
proizvodnjo in uporabo kemikalij, ki zmanjSujejo nastajanje odpadkov kemikalij pri viru
in njihovo morebitno nevarnost (ReNPKYV, 2006). Direktiva je usmerjena predvsem v
zmanjSevanje nastajanja odpadkov, njihovo ¢im vecjo izrabo in v razvoj tehnologij, ki to
omogocajo. Optimizacija tehnoloSkih postopkov je proces, pri katerem poizkusamo z
razlicnimi metodami izbolj8ati dosedanje procese, pri tem pa zmanjSamo vlozek
energije in pove€amo izkoristek. Pomembno pa je tudi, da z optimizacijo postopkov
prihranimo denar.
Kemijska industrija se je prav zaradi zelje po prihrankih in ¢im vecji u€inkovitosti v
zadnjih 30 letih mo¢no razvila. Vecino razvoja te industrije je predstavijala prav
optimizacija tehnoloskih postopkov. Ena izmed dobrih strani optimizacije je zmanjSanje
stroSkov vzdrzevanja ter poveCanje produktivnosti zaposlenih (Edgar in sod., 2001).
Optimizacije se vedno lotimo postopoma, za kar so Edgar in sod. (2001) navedli Sest
glavnih korakov:

1. Analiziramo in definiramo spremenljivke v procesu.

2. Doloc¢imo kriterije ter glavne cilje optimizacije.
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S pomocjo matematiénih enaéb razvijemo proces, ki povezuje spremenljivke

vnosa in iznosa. Z upostevanjem osnovnih fizikalnih nacel (ravnovesje mas,

ravnovesje energij) razvijemo koncept optimiranega procesa.

4. Ce problem zavzema preveliko podrogje, ga bodisi razdelimo na manjse, laZje
obvladljive dele, bodisi poenostavimo koncept.

5. Odvisno od zastavljenega cilja in problema uporabimo primerno optimizacijsko
tehniko.

6. PreuCimo ucinkovitost nove oz. izboljSane tehnike ter jo primerjamo s

priCakovaniji.

Tako kot povsod v kemijski industriji je optimizacija tehnoloSkih postopkov pomembna
tudi v podjetju BIA Separations d.o.0. V podjetju se je na podro€ju modifikacije
monolitov ze izvajalo optimizacijo, in sicer je Slo za optimizacijo uporabe trimetilamina
(TMA) pri funkcionalizaciji CIM monolitnih kromatografskih nosilcev (Lokar, 2011). Pri
tem so dolocali najbolj optimalne in robustne pogoje za funkcionalizacijo, spreminjali so
koncentracijo reagentov, temperaturo ter ¢as funkcionalizacije. Z optimizacijo so uspeli
prihraniti od 21% (pri CIM QA-8ml kolonah) do 50% (pri CIM QA-1ml kolonah) reagenta
(Lokar, 2011).

Modifikacije oz. funkcionalizacije na CIM kolonah se v podjetju izvaja tudi z DEA.
Maloprodajna cena za liter DEA s CistoCo 299% proizvajalca Sigma-Aldrich pri
slovenskem uvozniku Mikro-Polo na dan 29.8.2012 znaSa 19,08€ (odgovor na
povprasevanje). Eden izmed glavnih parametrov pri nacrtovanju optimizacije je tudi
koli¢ina porabljenih reagentov. Za modifikacijo ene 8 ml kolone se porabi 8,7A* ml
DEA. V podjetju se izdeluje tudi vecje kolone, tako da je poraba DEA na mesecni ravni
kar precej$nja in se z razvojem novih kolon Se povecuje. Prav poraba oz. potencialna
poraba surovine je bila povod za optimizacijo postopka modifikacije monolitnin CIM
nosilcev.

Opombe:
A*: Zaradi zaupnosti podatkov je bil uporabljen iracionalni veckratnik A

2.4 Uporabljene metode
2.4.1 Plinska kromatografija (GC)

Plinska kromatografija (gas chromatography - GC) je kromatografska tehnika, ki se
uporablja za lo€evanje teko€ih hlapnih vzorcev. Mobilna faza je inertni plin (helij, dusik,
argon, vodik,...), stacionarna faza pa mikroskopska plast tekoCine ali polimerov na
inertnem nosilcu, imenovanem kolona. Naprava vzorcu pocasi dviguje temperaturo in
malo pod to¢ko vreliS¢a se hlapne spojine zacnejo premikati skupaj z mobilno fazo
skozi kolono. Vzpostavi se temperaturni gradient, tako da na detektorju najprej
zaznamo najbolj hlapne spojine in na koncu najmanj hlapne (Gas Chromatography,
2012). Na sliki 7 je prikazana shema plinskega kromatografa, na sliki 8 pa je plinski
kromatograf, ki sem ga uporabljal pri svojem delu.
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Slika 7: Shema plinskega kromatografa (prirejeno po Luterotti, 2002)

Slika 8: GC sistem, ki sem ga uporabljal pri eksperimentalnem delu

Kadar za analizo vzorcev uporabljamo plinsko kromatografijo, je vedno najprej
potrebno narediti umeritveno krivuljo, saj le tako lahko kasneje dolo¢imo koli¢ino iskane
snovi v nasem vzorcu. Prav tako je potrebno paziti, da so nastavitve metode, ki jo
uporabljamo, pravilne. Lahko se nam zgodi, da je ve€¢ komponent vzorca priblizno
enako hlapnih in bi ob prehitrem dvigu temperature detektor vse spojine zaznal kot eno
samo. Tako bi dobili izkrivljeno sliko. V vzorce, ki jih analiziramo, navadno dodamo tudi
standard. Vrelis€e standarda se ne sme prekrivati z vreliSCi potencialnih vzorcev,
pomaga pa nam pri kvantifikaciji vzoréne kemikalije.



24.1.1 Kolona

Kolona je kapilara s premerom 1-2 mm in dolzino tudi 30 in ve¢ metrov. Je glavni
sestavni del plinskega kromatografa, saj na njej prihaja do loevanja komponent
vzorca. Kolone morajo biti izdelane iz temperaturno odpornih materialov, saj
temperature v peéi dosegajo tudi do 300°C. Izbira kolone je odvisna od vrste vzorca, Ki
ga analiziramo, prav tako je vzorcu potrebno prilagoditi dolZzino in premer kolone ter
izbiro stacionarne faze. Tudi tu, tako kot povsod v kemiji, velja nacelo, da podobno
reagira s podobnim, zato se za polarne vzorce uporablja polarna stacionarna faza, za
nepolarne vzorce pa nepolarna (Novak, 1988).

24.1.2 Detektor

Poznamo vec vrst detektorjev. Najpogosteje se uporabljajo t.i. FID (flame ionization
detector) in TCD (thermal conductivity detector) detektorji. Oba lahko zaznata veliko
Stevilo spojin, prav tako sta sposobna zaznati Siroke razpone koncentracij. TCD
detektorji so univerzalni in se jih lahko uporablja za analizo zelo razli¢nih vzorcev, FID
detektorji pa se predvsem uporabljajo za analizo organskih spojin, saj so nanje veliko
bolj ob¢&utljivi kot TCD detektoriji.

Kot Ze ime pove, FID detektor deluje na principu zaznavanja ionov. Plamen gori pri
tako visoki temperaturi, da zgori ve€ina organskih spojin, zaradi ¢esar nastajajo ioni in
elektroni. Dve elektrodi nato zaznata ione, ki pri tem nastanejo, in na podlagi le-teh
detektor doloci sestavo vzorca.

TCD detektor zaznava spremembe termi¢ne prevodnosti v toku skozi kolono in jih
primerja z referenénim tokom nosilnega plina. Glede na to, da ima vecina spojin
termi¢no prevodnost, lahko na TCD detektorju zaznamo zelo veliko Stevilo raznolikih
spojin (Gas Chromatography, 2012).

Detektor nazadnje s pomocjo primerne programske opreme na racunalniku prikaze
kromatogram nasega vzorca.
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24.1.3 Inlet oz. injektor

Naloga injektorja je, da injicira vzorce na kolono. Volumen injiciranja vzorca dolo¢imo v
metodi in lahko variira od 1 pl pa vse do 250 ul, odvisno od uporabljenega injektorja.
Glavni del injektorja je brizga (siringa), ki zajame vzorec iz viale in ga injicira na sistem.
Pred vsakim injiciranjem sistem brizgo dobro spere z 2-propanolom, kar preprecuje

0.904

Signal EtOH

GRADIENT = 20°C/min

dietilamina

Signal kontrolne
spojine

220°C

kontaminiranje drugih vzorcev (Gas Chromatography, 2012).

2.4.2 Visokotlacna tekocinska kromatografija (HPLC)

HPLC je kromatografska tehnika, ki se uporablja za loCevanje organskih molekul,
ionov, biomolekul, polimerov itn. Uporablja se za lo€evanje teko€ih vzorcev. Glavni

sestavni deli HPLC sistema so (slika 10):

- Crpalke,

- injektor,

- detektor,

- kolona,

- vmesnik (interface).
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Slika 9: Primer GC kromatograma
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Slika 10: Glavni sestavni deli HPLC sistema
2421  Crpalka

Crpalka je osnova vsakega HPLC sistema. Naloga é&rpalke je, da pod visokim tlakom
skozi sistem poganja mobilno fazo. Potrebno je, da je pretok na &rpalkah enakomeren,
saj le tako dobimo natanéne in realne meritve. Crpanje mobilne faze na kolono je lahko
izokratsko ali gradientno. Pri izokratskem &rpanju ¢rpalka na kolono mobilno fazo &rpa
s konstantnim razmerjem topil. Pri gradientnem ¢rpanju pa €rpalka na kolono mobilno
fazo ¢rpa s poljubnim spreminjanjem razmerij med topili (Zorz, 1991).

2.4.2.2 Injektor

Injektor se uporablja za vbrizgavanje vzorcev na kolono. Omogoc€ati mora dobro
ponovljivost injiciranja in pa injiciranje razlicnih volumnov. Danes se uporabljajo
injektorji z dozirno zanko. Volumni zank so lahko zelo razli¢ni, od 1 pl pa do nekaj
mililitrov. Injiciranje vzorcev je lahko ro€no z brizgo oz. dozirno iglo in pa avtomatsko, z
avtomatskim injektorjem (Zorz, 1991).

24.2.3 Detektor

Z detektorjem zaznavamo komponente vzorca, ki pridejo iz kolone. Pri svojih
eksperimentih sem uporabljal UV-VIS detektor. Ta meri spremembo absorbance, ki jo
povzro€i prehod snovi skozi merilno pretono celico detektorja. Detektor mora biti
obcutljiv, da lahko zaznamo vse spremembe, ki se dogajajo na vzorcu. Na podlagi

12



velikosti signala z detektorja lahko dolo€amo tudi koncentracije posameznih
komponent. Retencijski ali zadrzevalni ¢as je €as, ki nam pove, koliko Casa se je
dolo¢ena komponenta vzorca zadrzevala na koloni, hkrati pa nam dolodi tudi polozaj
vrha na grafu. Dalj ¢asa kot se komponenta zadrZuje na koloni, kasneje se bo na grafu
pojavil vrh, znadilen za to komponento (Zorz, 1991).

2.4.2.4  Vmesnik (Interface) in programska oprema

Naloga vmesnika je, da pretvori in prenasa signale iz HPLC detektorja na racunalnik. S
pomocjo primerne programske opreme (ChromGate, EuroChrom,...) nam izriSe celoten
potek signala. Na dobljenih grafih lahko potem vidimo, kje so vrhovi, znacilni za
dolo¢ene komponente vzorcev. Prav tako vmesnik omogoc¢a krmiljenje HPLC sistema
preko racunalnika. Vse pretoke, asovne intervale, gradiente in druge parametre lahko
nastavimo na racunalniku, ta pa potem sam prilagaja vse spremenljivke. S prej
omenjeno programsko opremo lahko dobljene podatke tudi analiziramo.

2425 Kolona

Na koloni poteka separacija komponent. Kolone morajo biti zaradi pritiskov, ki jih
ustvarjajo HPLC ¢rpalke, mehansko odporne. Kolone, ki se uporabljajo, imajo razli¢ne
notranje premere in so razli¢nih velikosti, odvisno od namena kolone. Analitske kolone
so manjsih dimenzij, medtem ko so industrijske kolone lahko zelo velike (Zorz, 1991).
Vecinoma so kolone narejene iz nerjavecega jekla.

13



3 NAMEN IN CILJI NALOGE

Predvidevanja so, da je koncentracija DEA v odpadni raztopini $e sorazmerno visoka.
Namen mojega diplomskega dela je bil spremeniti postopek modifikacije in poizku3ati
doseCi Cim vedji izkoristek raztopine. |z diplomske naloge, ki je bila v podjetju
opraviljena leta 2011 (Lokar, 2011) je razvidno, da se pri modifikaciji s TMA najbolje
obnese zmanjSevanje koncentracije reagenta in podaljSevanje ¢asa reakcije. Ker tako
TMA kot DEA spadata med amine, je bila prva ideja ponoviti tak postopek, s tem, da se
nekateri koraki prilagodijo lastnostim DEA. V nadaljevanju bi poizkusil tudi z
alternativnimi modifikacijskimi pogoji. V vsakem primeru bi meril in spremljal
koncentracijo DEA v reagentu pred in po reakciji. Reagentno raztopino po prvi
modifikaciji bi uporabil ponovno, odvisno od koncentracije DEA pa je, ali bi jo pred
naslednjo modifikacijo obogatil s svezim DEA. Ce bi bila koncentracija v odpadni
raztopini Se zadostna, to ne bi bilo potrebno.

Kako uspesne bi bile modifikacije po novi metodi, bi spremljal z merjenjem ionskih in
proteinskih kapacitet na HPLC sistemu, koncentracije DEA v odpadni raztopini pa bi
spremljal s plinsko kromatografijo. Tako bi dobili podatke o tem, koliko DEA se je po
stari metodi zavrglo, oz. kako uporabna je Se raztopina.

Cilj naloge je torej ¢im bolj zmanjSati porabo DEA, hkrati pa zmanjSati Se koli¢ino
odpadne raztopine.
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4 EKSPERIMENTALNI DEL

4.1  Uporabljene kemikalije

Pri izvajanju eksperimentov sem uporabljal naslednje snovi:

- Deionizirana voda (ENOOP, Vipava),

- 96% denaturiran etanol (EtOH) (P1*),

- 99% denaturiran etanol (EtOH) (P2*),

- 299% dietilamin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen),

- 237% klorovodikova kislina (Sigma-Aldrich, Taufkirchen),

- 297%natrijev hidroskid (Sigma by Sigma-Aldrich, Taufkirchen),

- 297% bis(2-dimetilaminoetil)metilamin (Sigma by Sigma-Aldrich, Taufkirchen),

- 299% trimetilamin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen),

- ~99% tetrametiletilenamin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen),

- 299% 3-dietilaminpropilamin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen),

- 298% NaH,PO4*2H,0 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen),

- 298% Na,HPO4*2H,0 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen),

- 298% goveji serumski albumin (BSA) (Fluka by Sigma-Aldrich, Taufkirchen),

- 299% NacCl (Sigma-Aldrich, Taufkirchen),

- 299% 2-amino-2-(hidroskimetil)-1,3-propandiol (TRIS) (Sigma by Sigma-
Aldrich, Taufkirchen).

Opombe:
P1* in P2*: Zaradi neposredne primerjave med dvema proizvajalcema iste kemikalije sta bili uporabljeni oznaki P1
in P2.

4.2  Priprava glavnih raztopin
4.2.1 Priprava pufrov za merjenje ionskih kapacitet

Pri svojem delu sem uporabljal dva, in sicer pufer A in pufer B. Pufer A je bil 20 mM
fosfat pH = 7,1, pufer B pa 0,5 M fosfat pH = 7,1.

Pufer A: pufer sem pripravljal na maso. Na analitski tehtnici (Metler Toledo XS 205
DUIM) sem zatehtal 1,153 g NaH,PO,*2H,0 in 2,243 g Na,HPO4*2H,0. Nato sem na
laboratorijski tehtnici (Tehtnica Zelezniki HJ 6200 CE) dopolnil z deionizirano vodo do
celokupne mase 1000 g. Ob konstantnem mesSanju in merjenju pH vrednosti (Metler
Toledo: Seven Multi S47-KS) sem s kapalko dodajal koncentrirano HCI do pH vrednosti
7,1. Pred uporabo sem mobilno fazo prefiltriral skozi 0,2 um filter (TRP "RAPID" 500).

Pufer B: pufer sem pripravljal na maso. Na laboratorijski tehtnici (Tehtnica Zelezniki HJ
6200 CE) sem zatehtal 20 g NaH,PO,*2H,0 in 66,2 g Na,HPO4*2H,0. Nato sem na
laboratorijski tehtnici (Tehtnica Zelezniki HJ 6200 CE) dopolnil z deionizirano vodo do
celokupne mase 1000 g. Ob konstantnem mesanju in merjenju pH vrednosti (Metler
Toledo: Seven Multi S47-KS) sem s kapalko dodajal koncentrirano HCI do pH vrednosti
7,1. Pred uporabo sem mobilno fazo prefiltriral skozi 0,2 ym filter (TRP "RAPID" 500).
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4.2.2 Priprava pufrov za merjenje proteinskih kapacitet

Uporabljal sem dva pufra. Pufer A je bil 20 mM TRIS pH = 7,4, pufer B pa 20 mM TRIS
+1 M NaCl pH = 7,4.

Pufer A: pufer sem pripravljal na maso. Na analitski tehtnici (Metler Toledo XS 205
DUIM) sem zatehtal 2,423 g TRIS. Nato sem na laboratorijski tehtnici (Tehtnica
Zelezniki HJ 6200 CE) dopolnil z deionizirano vodo do celokupne mase 1000 g. Ob
konstantnem mes$anju in merjenju pH vrednosti (Metler Toledo: Seven Multi S47-KS)
sem s kapalko dodajal 1 M NaOH do pH vrednosti 7,4. Pred uporabo sem mobilno fazo
prefiltriral skozi 0,2 pym filter (TRP "RAPID" 500).

Pufer B: pufer sem pripravljal volumsko. Na analitski tehtnici (Metler Toledo XS 205
DUIM) sem zatehtal 2,423 g TRIS. Nato sem na laboratorijski tehtnici (Tehtnica
Zelezniki HJ 6200 CE) zatehtal 58,4 g NaCl. Dolil sem priblizno 800 ml deionizirane
vode. Ob konstantnem mes$aniju in merjenju pH vrednosti (Metler Toledo: Seven Multi
S47-KS) sem s kapalko dodajal 1 M NaOH do pH vrednosti 7,4. Potem sem pufer prelil
v valj, do oznake 1000 ml dodal deionizirano vodo in $e enkrat pomeril pH. Ce ni bil
ustrezen, sem dodal Se toliko 1 M NaOH, da sem dosegel zeleni pH. Pred uporabo
sem mobilno fazo prefiltriral skozi 0,2 um filter (TRP "RAPID" 500).

4.2.3 Priprava raztopine BSA

BSA sem pripravil volumsko. Koncentracija je bila 2 mg ml*. Na analitski tehtnici
(Metler Toledo XS 205 DUIM) sem zatehtal 2,00 g BSA. Potem sem BSA raztopil v 1 |
20 mM TRIS pufra pH = 7,4 (pufer A). Raztopino BSA sem pred uporabo prefiltriral
skozi 0,2 ym filter (TRP "RAPID" 500).

4.2.4 Priprava raztopin DEA v etanolu

Za modifikacije sem uporabljal tri raztopine DEA, in sicer 13,4B*%, 22,4B*% in
26,8B*%. V valj sem natoCil ustrezen volumen DEA (17,3A*, 28,9A* ali 34,6A* ml) in
dopolnil do 100 ml z 99% etanolom (EtOH).

Opombe:
A*: Zaradi zaupnosti podatkov je bil uporabljen iracionalni vec¢kratnik A
B*: Zaradi zaupnosti podatkov je bil uporabljen iracionalni vec¢kratnik B

4.2.5 Priprava kontrolne raztopine za meritve na GC

V 25 ml buc¢ko sem pipetiral 20 ul bis(2-dimetilaminoetil)metilamina, trimetilamina,
tetrametiletilenamina oz. 3-dietilaminpropilamina in do 25 ml dopolnil z 99% EtOH.

4.2.6 Priprava vzorcev za umeritveno krivuljo na GC

V 25 ml bucko sem pipetiral 40 yl DEA in do 25 ml dopolnil z 99% EtOH. To raztopino
sem uporabil kot izhodiS€no raztopino (stock solution). Pri pripravi vseh vzorcev sem
vedno uporabljal 99% EtOH. Meritev vsakega vzorca sem ponovil trikrat.
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Tabela 1: Koncentracije vzorcev za pripravo umeritvene krivulje na GC

Koncentracija DEA V(izhodiSéne r.) V(kontrolner.) V (EtOH) [ml]

[Ppm] [ml] [mi]

0 0 1 9
8,4D* 0,25 1 8,75
16,9D* 0,5 1 8,5
25,6D* 0,75 1 8,25
34,1D* 1 1 8
42,8D* 1,25 1 7,75
68,1D* 2 1 7

Opombe:

D*: Zaradi zaupnosti podatkov je bil uporabljen iracionalni vec¢kratnik D

4.2.7 Priprava vzorcev iz modifikacijskih raztopin za meritve na GC

Vsak vzorec sem pripravil tako, da sem v 25 ml bu¢ko dodal 40 pl vzorca iz
modifikacijske raztopine, ter do 25 ml dopolnil z 99% EtOH. Potem sem v 10 ml bucko
dodal 1 ml kontrolne raztopine, 2 ml vzorca iz 25 ml bucke ter dopolnil do 10 ml z 99%
EtOH. Dobro sem premesal ter iz 10 ml bu¢ke odvzel 1,5 ml za meritev na GC.

4.3 GC metoda

GC sistem, na katerem sem izvajal meritve, je bil Agilent 6890 Series s FID
detektorjem, proizvajalca Hewlett-Packard. Metodo sem predhodno nastavil in shranil
na racunalniku, potem jo je bilo za vsak vzorec potrebno le zagnati. Pri metodi sem
uporabljal 5 pl siringo, volumen injiciranja je bil 1 pl, nacCin injiciranja enkraten
(splitless). Temperatura inleta je bila nastavljena na 180°C, temperatura detektorja pa
na 280°C. Uporabljena kolona je bila J&W 125-3232 DB-FFAP. Temperaturni program:
kolona je bila 3 minute pri 60°C, sledi temperaturni gradient 20°C min™ do 220°C. Do
konca metode je bila temperatura kolone 220°C. Po vsaki meritvi se je morala kolona
ohladiti na 60°C.

4.4  Modifikacija monolitnih diskov in cevnih modulov z raztopino DEA
4.4.1 Modifikacija 0,34 ml diskov 1

Skozi modifikacijsko ohiSje z vstavljenim diskom sem z brizgo preCrpal modifikacijsko
raztopino. Vsak disk sem najprej pre€rpal s 6-7 ml EtOH (P1). Nato sem jih precrpal z
3,5A-4A ml modifikacijske raztopine DEA (13,4B% o0z. 22,4B%). OhiSja sem dobro
zatesnil in jih postavil v kopel na 40°C. Casi modifikacije so bili razli¢ni (1h, 3h, 7h, 22h,
48h, 72h). Po modifikaciji sem skozi diske precrpal Se 100 ml EtOH (P1) in jih shranil v
deionizirani H,O.
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4.4.2 Modifikacija 0,34 ml diskov 2

Diske sem precrpaval ro€no. Skozi vsak disk sem najprej pre¢rpal 6-7 ml EtOH (P1).
Nato sem jih precrpal s 3,5A ml 22,4B% modifikacijske raztopine DEA. Raztopino sem
lovil v centrifugirko in jo shranil. OhiSja sem dobro zatesnil in jih postavil za 21h v
vodno kopel (Kambi¢ WB-84E) na 40°C. Po modifikaciji sem diske spral z vsaj 3 ml
EtOH (P1). Nato sem jih postavil za 5h v 10 ml EtOH, pri éemer sem ga vmes dvakrat
zamenjal. V EtOH so se difuzijsko spirali. Nazadnje so bili Se difuzijsko sprani z
deionizirano H,0 in nato v deionizirani H,O tudi shranjeni.

Raztopino, ki sem jo shranil v centrifugirko, sem analiziral na GC. Glede na rezultate
GC analize sem pri eni paralelki eksperimentov dodal toliko svezega DEA in etanola,
da je bila koncentracija DEA in volumen raztopine enak zacetni (22,4B%, 3,5A ml). Pri
drugi paralelki DEA in EtOH nisem dodajal.

Modifikacijo diskov sem ponovil Se trikrat, kot je razvidno s slike 11. Pri tem sem za
vsako modifikacijo uporabil 2 nova, $e nemaodificirana diska.

O )

Diske pretrpam s 3,5A ml 22, 4B%
raztopine DEA

Diske pretrpam s 3,5A ml 22, 4B%
raztopine DEA

@ @ <:| Pret':rpan_o raztopino zl_a_erem in dodam toliko
7777777 Precrpano raztopino zberem in jo DEA, da je koncentracija ponovno 22 4B%.
5 ponovno uporabim na naslednjin
dveh diskih. @
_______ Precrpano raztopino zberem in jo @ Precrpano raztopino zberem in dodam t%Iiko
H ponovno uporabim na naslednjih <l,:| DEA, da je koncentracija ponovno 22 4B%.
dveh diskih. G
@ . ) . @ <j Pre€rpano raztopino zberem in dodam toliko
....... Pre€rpano raztopino zberem in jo DEA, da je koncentracija ponovno 22 4B%.
ponovno uporabim na naslednjin
dveh diskih.

Slika 11: Shematski prikaz modifikacije diskov v dveh paralelkah

4.4.3 Modifikacija 8 ml cevnih modulov

Skozi cevni modul sem najprej pre€rpal 25 ml EtOH (P1). Nato sem skozenj precrpal
14,4A ml 26,8B% raztopine DEA. Pri tem se je raztopina razredCila s 25 ml etanola, ki
je bil predhodno Ze v sistemu. Dobil sem 28,9A ml 13,4B% raztopine DEA v etanolu.
Modifikacija je potekala 48 ur. Cevni modul sem vsak dan modifikacije na peristalti¢ni
&rpalki (ACCU CP-120 Tandem) pri pretoku priblizno 8 ml min™ dvakrat preérpal z
modifikacijsko raztopino iz valja. Tako stekleni valj z modifikacijsko raztopino kot ohisje
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s cevnim modulom sta bila ves Cas modifikacije v kopeli (Kambi¢ WB-84E) pri
temperaturi 40°C. Po koncu modifikacije sem skozi ohisje precrpal 25 ml EtOH (P2), ki
je izpodrinil modifikacijsko tekoc€ino v ohisju. To raztopino sem lovil v valj, v katerem je
bil preostanek modifikacijske raztopine. Valj sem tesno zaprl s parafimom. Cevni
modul sem vzel iz kopeli in ga najprej pre¢rpal s 45 ml EtOH, pustil stati 15 minut in
nato precrpal Se s 100 ml EtOH (P1). Vsako fazo precrpavanja sem posebej ulovil v
reagencno steklenico, cevni modul pa sem shranil v hladilniku v 96% EtOH.

Modifikacijsko raztopino v valju sem analiziral na GC in glede na rezultate dodal toliko
DEA, da je bila koncentracija 14,3B%. Nato sem postopek ponovil na naslednjem
svezem epoksi cevnem modulu. Na ta na€in sem modificiral 3 cevne module. Shema
sistema za prec€rpavanje 8 ml cevnih modulov je prikazana na sliki 12.

——
£ | ™
Smer pretoka ﬁ Modifikacijsko ohisje
Z & ml cevnim
maodulom
PERISTALTICNA
CRPALKA

= Modifikacijska raztopina

dietilamina v valiu

Vodna kopel (40°C)

Slika 12: Shema sistema za precrpavanje 8 ml cevnih modulov

4.5  Merjenje ionskih kapacitet DEA diskov in cevnih modulov
4.5.1 Kondicioniranje diskov

Vsak disk je bilo potrebno pred meritvijo kondicionirati. Diske sem pri pretoku 2 ml min™
najprej 10 minut spiral s pufrom B. Potem sem jih 10 minut spiral s pufrom A in pri tem
spremljal odziv na detektorju. Ce se po 10 minutah odziv $e ni ustalil, sem spiral z
pufrom B toliko ¢asa, da se je odziv ustalil.

4.5.2 Kondicioniranje 8 ml cevnih modulov

Vsak cevni modul je bilo potrebno pred meritvijo kondicionirati. Delal sem pri pretoku
20 ml min™. Cevni modul sem najprej 10 minut spiral s pufrom B. Potem sem ga 30
minut pre€rpaval s pufrom B. Sledilo je 10 minut spiranja s pufrom A in nato e 30
minut pre¢rpavanja s pufrom A.
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4.5.3 Metoda za merjenje ionskih kapacitet ter izra¢un ionskih kapacitet

Meritev ionskih kapacitet pri diskih sem izvajal pri valovni dolzini A=200 nm. Metoda za
merjenje ionske kapacitete je bila sledeca:

- 0,5 minute pufer A; pretok 2 ml min™*
- 1,5 minute pufer B; pretok 2 ml min™*
- 20 minut pufer A; pretok 2 ml min™

Meritev ionskih kapacitet pri 8 ml cevnih modulih sem izvajal pri valovni dolzini A=200
nm. Metoda za merjenje ionske kapacitete je bila sledeca:

- 0,5 minute pufer A; pretok 20 ml min™
- 1,5 minute pufer B; pretok 20 ml min™
- 20 minut pufer A; pretok 20 ml min™*

lonsko kapaciteto sem izraunal po enacbi (1):

ca*® * (tso=tm) (1)

qr = 0

q: = ionska kapaciteta [mmol 1]

tso = odCitamo v to¢ki na kromatogramu AA/2 (glej sliko 5) [min]
tn = odCitamo s kromatograma [min]

® = pretok [ml min™]

ca = koncentracija pufra A (20mM) [mM]

V\ = volumen kolone [ml]

4.6  Merjenje proteinskih kapacitet 8 ml cevnih modulov
4.6.1 Kondicioniranje 8 ml cevnih modulov

Vsak cevni modul je bilo potrebno pred meritvijo kondicionirati. Delal sem pri pretoku
20 ml min™. Cevni modul sem najprej 10 minut spiral s pufrom B. Potem sem ga 30
minut pre€rpaval s pufrom B. Sledilo je 10 minut spiranja s pufrom A in nato e 30
minut pre€rpavanja s pufrom A.

4.6.2 Metoda za merjenje proteinskih kapacitet ter izracun ionskih kapacitet

Meritev proteinskih kapacitet pri 8 ml cevnih modulih sem izvajal pri valovni dolZini A=
280 nm. Po kondicioniranju sem cevni modul spral z 20 ml pufra A. Potem sem kolono
odklopil s HPLC sistema in cevke sistema napolnil z raztopino BSA. Kolono sem nato
zopet povezal v sistem. Raztopino BSA sem c¢rpal ¢ez kolono toliko ¢asa, da je
prebojna krivulja dosegla maksimum in se tam ustalila. Potem sem zacCel €ez kolono
preCrpavati pufer A, dokler se signal na detektorju ni ustalil. Sledilo je preCrpavanje
kolone s pufrom B. Tako se je iz kolone spral vezani BSA. Nazadnje sem kolono dobro
spral s pufrom A.
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Pufer B

|
Raztopina BSA |

Slika 13: Shema poteka merjenja proteinske kapacitete in prikaz odziva na detektorju

Proteinsko kapaciteto sem izracunal po enacbi (2):

tso*x P—Vip)*C,
_ (tso - )*Cpsa )

q

q = proteinska kapaciteta [mg ml™]

tso = C&as, ki je potreben, da signal na detektorju doseze polovicho vrednost
maksimalnega odziva (od¢itamo ga iz kromatograma (A/2)) (glej sliko 13) [min]

Vi = mrtvi volumen sistema [ml]

® = pretok [ml min™]

Cesa = koncentracija BSA raztopine [mg ml™]

V\ = volumen kolone [ml]

4.7  Tehtanje diskov

sy

petrijevke. Sledilo je suSenje v suSilniku (Kambi¢ VS-25C), in sicer 2 uri pri 50°C. Po
dveh urah sem diske za 30 minut prestavil v eksikator, da so se ohladili. Tehtal sem jih
na analitski tehtnici (Metler Toledo XS 205 DUIM) na desetinko mg natanéno. Ce je bilo
le mogocCe, sem posebej tehtal diske in obrocke.

4.8  Merjenje mrtvih volumnov ohisij

Kovinska modifikacijska ohiSja za diske: Vsako ohiSje sem najprej dobro spihal z
zrakom, da je bilo suho. Potem sem ga na tehtnici (Tehtnica Zelezniki HJ 6200 CE)
stehtal skupaj s pripadajocimi fritami, ¢epi in tesnili. Nato sem vstavil Ze predhodno
stehtan disk z obro¢kom (Metler Toledo XS 205 DUIM). OhiSje sem pod tlakom
napolnil z deionizirano vodo in ga dobro zatesnil. Pred tem sem ohiSje pod tlakom
precCrpaval z deionizirano vodo, da sem izpodrinil zrak. Nato sem celotno ohiSje Se
enkrat stehtal in od dobljene mase odStel maso diska, skupaj z obrockom in maso
praznega ohisja. Tako sem dobil maso vode v ohisju, kar je enako »mrtvemu« o0z.
»praznemu« volumnu ohigja.
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Modifikacijska ohiSja za 8 ml cevne module: Vsako ohiSje sem najprej dobro spihal z
zrakom, da je bilo suho. Potem sem ga na tehtnici (Tehtnica Zelezniki HJ 6200 CE)
stehtal, skupaj s pripadajoco frito, Cepi in tesnili. OhiSje sem na spodniji strani zatesnil
in do vrha napolnil z vodo. Pri tem sem ga nekajkrat pretresel, da sem izpodrinil zrak, ki
bi lahko ostal v ohisju Nato sem vstavil ze predhodno stehtan cevni modul (Metler
Toledo XS 205 DUIM). Ohisje sem dobro zaprl in ga Se enkrat stehtal. Od dobljene
mase sem odStel maso cevnega modula in maso praznega ohisja. Tako sem dobil
maso vode v ohiSju, kar je enako »mrtvemu« 0z. »praznemu« volumnu ohisja.
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 Stanje pred optimizacijo

Nemodificiran monolit je bil shranjen v modifikacijskem ohiSju. Skozenj se je precrpalo
priblizno 3,8C* cevnih volumnov (CV = cevni volumen = volumen monolita) 22,4B%
raztopine DEA, potem se je ohiSje zaCepilo. Za modifikacijo diska je bilo na voljo toliko
raztopine, kot je bil mrtvi volumen ohiSja skupaj z monolitom. Postopek je potekal v
vodni kopeli pri temperaturi 40°C. Del DEA iz raztopine se je med modifikacijo vezal na
monolit. Osiromaseno raztopino se je po precrpavanju prelilo v ustrezne embalaze in
odloZilo kot odpadek. Domnevali smo, da je koncentracija DEA v odpadni raztopini Se
precej velika. Koncentracije DEA v odpadni raztopini se ni nikoli pomerilo, saj v podjetju
Se ni bilo razvitih ustreznih metod.

Opombe:
C*: Zaradi zaupnosti podatkov je bil uporabljen iracionalni veckratnik C

5.2  Umeritvena krivulja za GC

Ce smo Zeleli kakorkoli spremljati koncentracije DEA v modifikacijskih raztopinah, je
bilo najprej potrebno izdelati umeritveno krivuljo. Pripravljene vzorce sem analiziral na
GC. lIzraCunal sem povprecje treh meritev in dolo€il velikost odziva na detektorju, ki
pripada dolo&eni koncentraciji DEA. Tako sem potem lahko dolo¢al koncentracije DEA
Vv raztopinah, ki sem jih analiziral.

Pri pripravi umeritvene krivulje sem kot topilo za DEA najprej uporabljal deionizirano
vodo, saj naj bi bile tudi modifikacije narejene v vodni raztopini DEA. Izkazalo se je, da
voda ni najbolj primerna, saj sem pri analizi dobili veliko razliénih vrhov, tudi vrh DEA
ni bil simetriCen, ponovljivost je bila nizka. Nekateri vrhovi so bili tudi dvojni. Pred
eksperimentom smo pri¢akovali tri vrhove, in sicer naj bi prvi vrh predstavljal etanol,
drugi vrh DEA in tretji vrh kontrolno spojino (glej sliko 8). Mozni vzrok za ta problem je
bila velika ekspanzivnost vode. Problem nastane, ko pride do uparevanja vzorca, saj
ima liner (sestavni del GC, kjer pride do uparevanja) svoj lastni volumen. Ce pa se
vzorec ob uparjanju razsiri preko tega volumna, meritve niso ponovljive. Po posvetu z
mentorjem sem se odlocil, da bilo dobro namesto deionizirane vode, ki ima zelo visok
ekspanzijski volumen, kot topilo uporabiti etanol. Ta je zaradi nizje ekspanzivnosti bolj
primerno topilo za GC analize. Preizkusil sem dve vrsti denaturiranega etanola, in sicer
obi¢ajni 96% (P1) in pa CistejSi 96% (P2). Po predvidevanijih se je bolje obnesel etanol
proizvajalca P2, saj je bil pri analizi etanola viden samo pri¢akovani vrh, bazna linija pa
je bila ravna. Glede na rezultate sem se odloc€il, da bom tudi pri modifikacijah kot topilo
uporabljal etanol proizvajalca P2.

Naslednji korak pri izdelavi umeritvene krivulje je bil iskanje kontrolne spojine, ki sluzi
za to, da lahko preverimo, ¢e so bili vzorci pripravljeni pravilno in ¢e so bile analize na
plinskem kromatografu izvedene ponovljivo. Odziv kontrolne spojine pri analizi bi moral
biti pri uporabi iste metode vedno enak. Odstopanja bi bila minimalna, predvsem zaradi
moznih napak pri pripravi raztopine oz. minimalno spreminjajocih se pogojev na GC
sistemu. Pogoj za kontrolno raztopino je bil, da le-ta ne bi vplivala na kromatografsko
spiranje DEA, poleg tega pa bi bil vrh simetriCen in na bazni liniji lo€en tako od etanola
kot tudi DEA. Najbolje bi bilo, ¢e bi imela kontrolna spojina podobne lastnosti kot DEA,
zato smo jo iskali med amini. Preizkusil sem trimetilamin, tetrametiletilenamin, 3-
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dietilaminpropilamin in bis(2-dimetilaminoetil)metilamin. Vsem iskanim kriterjem je
ustrezal le zadnji. Zadrzevalni ¢as je bil daljSi od zadrzevalnega €asa etanola in DEA,
zato ni bilo nobenega prekrivanja, vsi trije vrhovi so bili med seboj popolnoma loceni
(slika 9). Priprava vzorcev je opisana v poglavju 4.2.4.

Teoreti¢na koncentracija bis(2-dimetilaminoetil)metilamina v viali je bila 80 ppm (1 ppm
=1 mg ml™"), pri tem sem dobil povpreéni odziv na GC 512 enot z napako * 5%.

V naslednjih opisih uporabljiam dve vrsti podajanja koncentracij DEA, med katerima
velja sledeCa korelacija. Najprej sem pripravil 22,4B% modifikacijsko raztopino, ki je
sestavljena iz DEA in etanola. Potem sem vzel 1 ml raztopine, ji dodal 1 ml kontrolne
raztopine in dopolnil do oznake s 96% etanolom v 10 ml bucki. Nato sem preracunal,
kolikSna je koncentracija DEA (v ppm) v tako pripravljenem vzorcu, in dobil rezultat
34,1D ppm. Vzorec sem na koncu Se pomeril na GC. Koncentracija v ppm pomeni
koncentracijo DEA v vzorcu za GC, medtem ko koncentracija v odstotkih pomeni
koncentracijo DEA v modifikacijski raztopini, iz katere je bil vzorec pripravljen.

Tabela 2: Analiza rezultatov vzorcev za umeritveno krivuljo

Koncentracija | Koncentracija | Integral % DEA ppm Integral
DEA [%] DEA [ppm] DEA DEA DEA
0 0 0 22,4B 34,1D 849
0 0 0 22,4B 34,1D 850
0 0 0 22,4B 34,1D 831
0 0 0 22,4B 34,1D 827
5,6B 8,4D 182 28,0B 42,8D 1070
5,6B 8,4D 180 28,0B 42,8D 1056
5,6B 8,4D 182 28,0B 42,8D 1093
5,6B 8,4D 183 28,0B 42,8D 1085
11,2B 16,9D 383 44,7B 68,1D 1702
11,2B 16,9D 380 44,7B 68,1D 1770
11,2B 16,9D 380 44,7B 68,1D 1740
11,2B 16,9D 387 44,7B 68,1D 1758
16,8B 25,6D 640
16,8B 25,6D 640
16,8B 25,6D 642
16,8B 25,6D 637
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Po analizi rezultatov sem dobil dve umeritveni krivulji z enacbama, ki prikazujeta
razmerje med integriranim vrhom na GC in koncentracijo DEA v ppm (slika 14) in
odstotkih (slika 15). Kot je razvidno iz tabele 2, viSja kot je koncentracija DEA, vecja so
odstopanja pri integralu DEA. Vendar ¢e spremljamo relativnho napako, je priblizno
enaka pri vseh koncentracijah.
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1800 v=7,807x- 30,954
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1600 /')
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800 /
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Integralodz

Slika 14: Umeritvena krivulja: odvisnost povrsine kromatografskega vrha DEA od
koncentracije DEA v viali [ppm]

y=17,684x- 32,507

R?=0,9981 '
1600 ”/

0 3.98 17.98 26.8B 35.8B 44.7B 33.7B
% DEA

Slika 15: Umeritvena krivulja: odvisnost povrsine kromatografskega vrha DEA od
koncentracije DEA v modifikacijski raztopini [%6]
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5.3 Kinetika reakcij modifikacije

S kinetiko reakcije sem dolocal optimalen €as za trajanje modifikacije 0,34 ml diskov z
DEA. Kinetiko sem meril pri dveh pogojih, in sicer pri modifikacijah s 13,4B% in
22,4B% raztopino DEA. Diski so bili modificirani po postopku, opisanem v poglavju
4.4.1. Na diskih sem po modifikacijah izmeril ionsko kapaciteto. lonska kapaciteta je
posledica prisotnosti pozitivno nabitega liganda na monolitu, v tem primeru DEA.
Posledicno nam velikost ionske kapacitete posredno prikaze, koliko DEA se je vezalo
na monolitni nosilec. Z drugimi besedami, poznamo korelacijo med masno konverzijo
monolita in ionsko kapaciteto. Visja kot je masna konverzija, viSja je ionska kapaciteta.
Pri 50% masni konverziji (to pomeni, da je reagiralo 50% vseh prisotnih epoksi skupin)
je npr. vrednost ionske kapacitete med 160 in 220 mmol I*. lonska kapaciteta je tudi
tehnolodko merilo za ustreznost monolitov; kriterij za 0,34 ml diske je =200 mmol I'*, za
cevne module pa znasa 200 — 300 mmol I'*. Ker je korelacija med masno konverzijo in
ionsko kapaciteto znana Ze od prej, podajam v svojem diplomskem delu kot merilo
ucinkovitosti modifikacije le vrednosti ionske kapacitete.

Rezultati so prikazani v tabeli 3.

Tabela 3: Rezultati meritev kinetike reakcij modifikacij diskov pri 40°C

Cas modifikacije Odstotek DEA Povpreéna ionska kapaciteta
1h 13,4B% neizmerljivo nizka
1h 22,4B% neizmerljivo nizka
3h 13,4B% 44 mmol I'*
3h 22,4B% 55 mmol I*
7h 13,4B% 68 mmol I*
7h 22,4B% 93 mmol I

22h 13,4B% 118 mmol I

22h 22,4B% 247 mmol I

48h 13,4B% 194 mmol I

48h 22,4B% 331 mmol I
400

22 4B% QEA
350 ——
3 300

E.250 _—

m

© / 13,4B% DEA
T 200
o 150
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© 100 /
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Slika 16: Kinetika reakcij modifikacij diskov pri 40°C
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Kot je razvidno iz tabele 3, na diskih, ki so se modificirali eno uro, ni bilo mozno izmeriti
ionske kapacitete. Iz slike 16 je razvidno, da koncentracija DEA v modifikacijski
raztopini vpliva na ionsko kapaciteto monolitov. Vi§ja koncentracija DEA se odraza na
hitrejSi reakciji. Glavni del modifikacije poteCe v 48 urah. Glede na to, da tudi
modifikacija s 13,4B% raztopino DEA daje zadovoljive rezultate (izmerjene ionske
kapacitete so v zeljenih mejah), sem za nadaljnje delo na cevnih modulih izbral
postopek modifikacije s 13,4B% raztopino DEA, in sicer 48 ur. Ceprav so ionske
kapacitete dosezene z modifikacijo v 22,4B% raztopini DEA viSje, je pomembno tudi
varCevanje z DEA, kar je tudi eden izmed ciliev moje naloge. Tako ze v zacetku
prihranimo 8,9B% DEA, rezultati pa so vseeno zadovoljivi.

5.4  Modifikacije diskov s ponovno uporabo odpadne modifikacijske
raztopine

S tem eksperimentom sem Zelel preizkusiti, e je mozno odpadno raztopino DEA iz
ene modifikacije kakorkoli uporabiti v naslednji modifikaciji. To sem preveril na dva
nacina, in sicer sem pri eni paralelki odpadno raztopino iz prve modifikacije
neposredno uporabil na naslednjem disku (slika 17: rde¢a krivulja), pri drugi paralelki
pa sem prej pomeril koncentracijo DEA v raztopini in dodal toliko svezega DEA, da je
koncentracija ponovno znas$ala toliko kot na zacetku prve modifikacije (slika 17: modra
krivulja). Tako je bila koncentracija DEA v modifikacijski raztopini po vsaki modifikaciji
nizja, pri drugi paralelki pa je bila koncentracija DEA vedno enaka.

Kot izhodi$¢no raztopino za modifikacije diskov sem uporabil 22,4B% raztopino DEA v
CistejSem etanolu. Glede na rezultate kinetike reakcij je bila vi§ja koncentracija
primernej$a, saj sem tako lahko opravil ve¢ zaporednih modifikacij z isto raztopino. Ce
bi pri modifikacijah uporabil Se vi§jo koncentracijo DEA, bi lahko modificiral ve¢ diskov,
pri tem pa ne bi bilo izrazitega padca ionske kapacitete. Ker pa sem pri merjenju
kinetike reakcij modifikacij uporabljal le 13,4B% in 22,4B% raztopino DEA, nisem imel
podatkov o kinetiki za vi§je koncentracije, in zato modifikacije nisem izvajal z vi§jo
koncentracijo DEA v modifikacijski raztopini.
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Slika 17: Modifikacija diskov z DEA: Spreminjanje ionske kapacitete v odvisnosti od
zaporedne modifikacije
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lonska kapaciteta pri Cetrti modifikaciji je brez dodajanja DEA Ze zelo nizka, kar je
posledica dveh razlogov. Prvi je ta, da se ob vsaki modifikaciji del DEA veze na monolit
in tako je koncentracija DEA v modifikacijski raztopini po vsaki modifikaciji nizja. Drugi
razlog pa je redCenje, saj pri vsakem pre€rpavanju in spiranju diska, v katerem je
modifikacijska raztopina, pride do meSanja le-te z etanolom, s katerim je bil monolit
predhodno spran. Ze razlika v ionski kapaciteti med prvo in drugo modifikacijo je velika,
zato sem tovrstni postopek modificiranja opustil.

Bolj uporaben je drugi postopek, kjer sem po modifikaciji Stevilka 1 izmeril
koncentracijo DEA v raztopini, in nato dodal toliko Cistega DEA, da sem dobil
zahtevano zacetno koncentracijo. Koli¢ina potrebnega DEA je bila izraCunana po
enacbah (3) in (4):

_ XMr*VMR— XDEA*VMR
Vk = XpEa—Xk (3)
Voea = Vk = Vur (4)

Vi = Konéni volumen modifikacijske raztopine [ml]

Xwur = Delez DEA v modifikacijski raztopini po pre¢rpavaniju diskov [%]

Vur = Volumen modifikacijske raztopine po pre€rpavanju [ml]

Xpea = Delez DEA v raztopini, ki se jo doda (100%) [%]

Xk = Delez DEA, ki ga zelimo v kon&ni modifikacijski raztopini [%]

Vpea = Volumen Cistega DEA, ki ga moramo dodati v modifikacijsko raztopino [ml]

Nato sem modifikacijo ponovil na novih diskih. Postopek se je izkazal kot zelo
ucinkovit, saj je bila ionska kapaciteta bolj ali manj konstantna (slika 17). Odstopa le
modifikacija tri, vendar je bilo pri tej modifikaciji z meritvijo na GC sistemu dokazano,
da je bila narejena napaka pri pripravi modifikacijske raztopine. Koncentracija DEA je
bila priblizno 26,8B%. Ce upos$tevam to, je poslediéno tudi ionska kapaciteta visja. Z
eksperimentom sem dokazal, da morebitne necistoCe, ki se nabirajo v modifikacijski
raztopini med zaporednimi modifikacijami, ne vplivajo na kinetiko in ne na mehanizem
modifikacije epoksi monolitov.

Kot sem zapisal Ze v poglavju o modifikaciji diskov (4.3.1 in 4.3.2), sem diske
modificiral v zaprtih ohi$jih. To pomeni, da je bilo za modifikacijo na voljo le toliko
modifikacijske raztopine, kot je mrtvi volumen modifikacijskih ohisij, in sicer 0,29A ml,
kar zna8a 0,57C CV. Naredil sem tudi teoreti¢ni izracun, koliko DEA bi se porabilo za
samo reakcijo z epoksi skupinami ob modifikaciji v zaprtem modifikacijskem ohisju, ¢e
bi reagirao 50% vseh epoksi skupin na monolitu.

Podatki:

V(modifikacijske raztopine v ohisju) = 0,29A ml
Vol%(DEA v modifikacijski raztopini) = 0,224B
M(DEA) = 73 g mol™

o(DEA) =707 g "

"In(epoksi skupin v disku) = 0,66 mmol (oznaka X)
Konverzija epoksi skupin = 0,5 (oznaka Z)

Najprej sem izraCunal, koliko molov DEA je v 0,5 ml 22,4B% modifikacijske raztopine:

__ p DEA g/l «V DEA 1 *vol%(DEAv mod.r.)

n DEA M(DEA)]g/mol]

= 2,421 mmol (5)
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Nato sem izracunal, koliko DEA je v presezku pri eni modifikaciji:
n DEAvpresezku =n DEA mmol — X mmol *Z = 2,091 mmol (6)

IzraCunal sem Se, koliko odstotkov DEA se porabi pri eni modifikaciji:

n DEAv preseiku [mmol] _

n DEA =1- . DEA [mmol] = 0,14 (7)

Pri modifikaciji enega diska se torej porabi 14% prisotnega DEA. To pomeni, da je
prebitna koncentracija DEA v modifikacijskem ohisju po modifikaciji najmanj 40%. Tako
ostane Se veliko nezreagiranega DEA, ki se ga da uporabiti.

5.5 Modifikacije 8 ml cevnih modulov s pre¢rpavanjem

Mrtvi volumen modifikacijskih ohisji za 8 ml cevne module znasa priblizno 10,7A ml, kar
je priblizno 0,76C CV. To je v primerjavi z mrtvim volumnom modifikacijskih ohisij za
0,34 ml diske v cevnih volumnih nekoliko ve€. To je sicer boljSe, saj je zaradi tega na
voljo ve¢ DEA v pribitku. Vendar problem pri modifikaciji cevnih modulov nastane
zaradi oblike monolita. Pri diskih se, ko zapremo ohisja, modifikacijska raztopina
razporedi Cez celoten monolit. Pri cevnih modulih, ki imajo obliko plas€a valja, pa je
vedji del modifikacijske raztopine v sredini. Tako se zgodi, da je notranja stran cevnega
modula bolj modificirana kot zunanja stran. Zato je lahko monolit povsem neuporaben.
Resitev je, da se ohije postavi v zaprti cikel in se tekom modifikacije cevni modul
vecCkrat pre€rpa z modifikacijsko raztopino. Tako se zagotovi, da je modifikacijska
raztopina med modifikacijo razporejena preko celotnega monolita.

Pri modifikacijah s preérpavanjem je bilo potrebno paziti predvsem na to, da je sistem
popolnoma zaprt in zatesnjen na vseh mestih, kjer je bila moznost pus€anja. Tako
DEA, kot tudi etanol sta hlapna ze pri sobnih pogojih, ¢e pa je raztopina segreta na
40°C, pa je njun parni tlak Se visji in posledi¢no prihaja do izgub Ze zaradi hlapenja.

Pred modifkacijami sem naredil Se teoreti¢en izracun, koliko DEA bi se porabilo za
reakcijo, ¢e bi reagiralo 50% uporabnih epoksi skupin na monolitu, kar teoreti¢no
ustreza ionski kapaciteti priblizno 160 mmol I,

Podatki:

V(modifikacijske raztopine v sistemu) = 28,9A ml

Vol%(DEA v modifikacijski raztopini) = 0,13B

M(DEA) = 73 g mol*

p(DEA)=707gI*

['n(epoksi skupin v cevnem modulu) = 12,6 mmol (oznaka X)
Konverzija epoksi skupin = 0,5 (oznaka Z)

Najprej sem izraCunal, koliko molov DEA je v 28,9A ml 13,4B% modifikacijske
raztopine:
__p DEA g/l «V DEA 1 *vol%(DEAvmod.r.)

n DEA M (DEAg/mol] = 177 mmol (8)

Nato sem izraCunal, koliko DEA je v presezku pri eni modifikaciji, e reagira 50%
uporabnih epoksi skupin na monolitu:

n DEAvpresezku =n DEA mmol — X mmol *Z = 170,7 mmol 9)
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IzraCunal sem 3Se, koliko odstotkov DEA se porabi pri eni modifikaciji:

n DEAv presezku [mmol]
n DEA [mmol]

n DEA =1-— = 0,036 (20)
Iz izraCunov je razvidno, da se pri eni modifikaciji porabi priblizno 4% razpoloZljivega
DEA.

Modifikacije so potekale po podobnem principu kot modifikacije diskov z dodajanjem
DEA, le da sem modifikacijsko raztopino med modifikacijo veckrat prec¢rpal skozi
ohisje. Preden sem modifikacijo sploh zacel, je bilo potrebno ohi$je s cevnim modulom
in samo modifikacijsko raztopino ogreti na 40°C. Koli¢ino DEA, ki ga je bilo potrebno
dodati v raztopino, sem izracunal po enacbah (3) in (4).

Celoten poizkus sem zacel s 14,4A ml 26,8B% raztopine. To sem precrpal v
modifikacijsko ohiSje s cevnim modulom, predhodno pre¢rpano z EtOH. Mrtvi volumen
sistema (cevke in modifikacijsko ohisje) je znasal 14,4A ml. Pred modifikacijo je bilo
tako v sistemu 14,4A ml Cistega etanola, po precrpanju 14,4A ml 26,8B% DEA pa sem
dobil 28,9A ml 13,4B% raztopine DEA, ki je potem krozila po zaprtem tokokrogu.

Pri vsaki naslednji modifikaciji pa sem celoten sistem dopolnil s 13,4B% modifikacijsko
raztopino. Tako sem izpodrinil etanol, ki je ostal v sistemu po spiranju in preprecil, da bi
se modifikacijska raztopina dodatno redcila. Izpodrinjen etanol sem zbiral v valj, tako
sem lahko izmeril tudi koncentracijo DEA v izpodrinjenem etanolu. To je bilo
preverjanje, da nisem skozi sistem precrpal preve¢ modifikacijske raztopine, sicer bi
etanol $el med odpadni etanol. Ce pa bi vseboval $e DEA, bi ga moral odloZiti med
odpadne amine, katerih prevzem, predelava in recikliranje je precej drazje.

Tabela 4: lonske in proteinske kapacitete z DEA modificiranih 8ml cevnih modulov

Eksperiment | Povpreéna ionska kapaciteta Povprec¢na proteinska
cevnega modula kapaciteta cevhega modula
1 155 mmol I'* 26,15 mg ml*
2 135 mmol I 23,75 mg ml*
3 161 mmol I 12,5 mg ml™*
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Slika 18: Primerjava ionskih in proteinskih kapacitet na cevnih modulih
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lonska kapaciteta in proteinska kapaciteta sta dobro povezani, a ne povsem
neposredno (slika 18). Ce pade ionska kapaciteta, pade tudi proteinska kapaciteta.
Vzrokov za nizko proteinsko kapaciteto pri tretiem cevnem modulu je ve€. Zaradi
vecCkrat uporablijene modifikacijske raztopine ni bilo mogocCe ve¢ doseci ponovljive
funkcionalizacije z DEA, saj so se posledi€no spremenile lastnosti modificirane
kromatografske kolone. Vsekakor bi bilo to treba ponovno preveriti, preden bi lahko
dokonéno potrdili hipotezo. Kljub temu, da je pri tretiem poizkusu zaradi neznanega
vzroka proteinska kapaciteta nizka, lahko v celoti vidimo, da je princip nove
modifikacije deloval, saj je vsaj ionska kapaciteta v mejah pri¢akovanj. V tabeli 5 so
predstavijene tudi spremembe v koncentraciji DEA v modifikacijski raztopini med
eksperimenti.

Tabela 5: Koncentracije DEA v razlicnih stopnjah modifikacij

Eksperiment Vzorec Koncentracija modifikacijske
raztopine DEA

1 Zacetna raztopina (pred 26,8B%
preCrpavanjem)
Raztopina po 40 minutah 13,0B%
maodifikacije
Raztopina po kon&ani modifikaciji, 11,2B%
vzeta iz cikla
Koncentracija DEA v 100 ml Ni bilo mozno zaznati

etanola, pri drugem spiranju
cevnega modula po modifikaciji

2 ZacCetna raztopina (pred 14,8B%
pre€rpavanjem)
Raztopina po kon&ani modifikaciji, 12,5B%
vzeta iz cikla
Koncentracija DEA v 100ml Ni bilo mozno zaznati

etanola, pri drugem spiranju
cevnega modula po modifikaciji

3 Zacetna raztopina (pred 16,1B%
pre€rpavanjem)
Raztopina po kon&ani modifikaciji, 12,5B%
vzeta iz cikla
Koncentracija DEA v 100ml Ni bilo mogoc&e zaznati

etanola, pri drugem spiranju
cevnega modula po modifikaciji

Po starem postopku se je cevne module po modifikaciji pre¢rpalo s 150 ml etanola, da
se je iz njih spralo DEA, ki se ni modificiral. Ta etanol je Sel med odpadne amine. V
mojem primeru sem cevne module najprej pre€rpal s 35 ml etanola, jih 30 minut pustil v
etanolu in jih nato precrpal Se z 10 ml etanola, ter Se dodatno s 100 ml etanola. Pri tem
sem v prvih 45 ml pri¢akoval tudi DEA, medtem ko je bila prisotnost DEA manj verjetna
v 100 ml etanola, s katerim sem monolit spiral nazadnje. lzkazalo se je, da DEA v
zadnjih 100 ml etanola ni bilo dovolj, da bi ga GC zaznal.

V odpadnem etanolu, s katerim sem spiral cevni modul po modifikaciji, instrumentalno
ni bilo mogocCe zaznati DEA, zato sem zakljuCil, da je etanol primeren za odlaganje kot
odpadni proizvod. S prirejenim postopkom se je koli¢ina odpadnih aminov moc&no
zmanijsala.
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Vzrok za razliko v odstotkin DEA v modifikacijski raztopini je najverjetneje napaka pri
pripravljanju vzorca, nekaj pa doda Se merilna negotovost GC sistema. Iz podatkov o
eksperimentu 1 je razvidno, da se je raztopina po 40 minutah ze dobro premesSala in
razredcila, tako da s tem, ko smo na zacetku dodali 14,4A ml 26,8B% raztopine DEA,
ni bilo narejene nobene napake. Razvidno je tudi, da po modifikaciji koncentracija DEA
v raztopini pade za priblizno 2,2B%.

V tabeli 6 so navedeni porabljeni volumni DEA ter etanola pri eksperimentu s cevnimi
moduli.

Tabela 6: Volumni porabljenega DEA in etanola po modifikacijah

Modifikacija 1 2 3

Volumen dodanega DEA 8,7A ml 1,2A ml 5,0A ml

Volumen dodanega EtOH 5,8A ml +14,4A 2,3A ml 0ml
ml (Ze v sistemu)

Volumen modifikacijske 28,9A ml 28,9A ml 31,0A ml

raztopine pred zacetkom

precrpavanja

Volumen modifikacijske 25,4A ml 26,6A ml 30,0A ml

raztopine po koncu

preérpavanja

Razlika med za¢etnim in 3,5A ml 2,3A ml 1,0A ml

konénim volumnom

modifikacijske raztopine

Poraba DEA je najvecja pri prvi modifikaciji. Predvsem pri prvih dveh eksperimentih je
opaziti primanjkljaj modifikacijske raztopine (3,1B-5,4B%). Delni vzrok za tako razliko je
hlapenje DEA in etanola, saj kljub dobro zatesnjenemu sistemu raztopina Se vedno
hlapi, predvsem pri spojih. Do napake je lahko priSlo tudi pri pre€rpavanju z etanolom,
(izpodrivanje modifikacijske raztopine iz sistema), saj je lahko nekaj modifikacijske
raztopine ostalo tudi v sistemu, modifikacijska raztopina se lahko ob spiranju z
etanolom tudi razred¢i. Za primanjkljaj DEA pa je eden izmed pomembnih razlogov tudi
sama poraba DEA v modifikaciji, saj se pri modifikaciji porabi 4% celokupne DEA, kar
pri 8 ml koloni zna$a priblizno 0,29A ml porablijenega DEA.

5.6 Prihranki

Prihranke so izradunani za poizkus z 8 ml cevnimi moduli, saj sem samo tam natan¢no
spremljal porabljene koli¢ine surovin. Skupna poraba DEA v poizkusu znasa 14,9A ml.
Ce bi za vsako modifikacijo pripravil novo modifikacijsko raztopino, bi pri tem porabil
26,1A ml DEA. |1z tega lahko izraCunam prihranek, ki znasa 11,2A ml na 3 modifikacije,
kar v odstotkih predstavlja 43%. Ce prihranek preradunam v veljavno valuto, to znasa
priblizno 0,55€ na modifikacijo ene 8 ml kolone. Ce to apliciram na vegje kolone, kjer je
tudi poraba DEA bistveno vecja, lahko pridemo do bistvenih prihrankov. Tudi prihranek
etanola je bil velik, saj sem ga za pripravo raztopin namesto 60,6A ml porabil 22,5A ml,
kar v odstotkih zna8a 63% prihranka.

Velja omeniti tudi prihranek pri odpadnih kemikalijah, saj je pri samih postopkih
modifikacije nastalo le toliko odpadnih aminov, kot se jih je zavrglo po zadnji
modifikaciji. DrugaCe se je celotna raztopina uporabila pri naslednji modifikaciji. Nekaj
odpadnih aminov je nastalo Se pri spiranju cevnega modula po modifikaciji, in sicer pri
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vsakem cevnem modulu 45 ml. Kot je razvidno iz tabele 5, po dodatnem spiranju s 100
ml etanola, v frakciji spiranja ni bilo ve¢ prisotnih aminov. Ce zaokroZimo, je pri vsaki
modifikaciji nhastalo v povprecju 46,8 ml manj odpadnih aminov kot pri starem postopku.
V odstotkih to znasa 51%. Cena za odvoz odpadnih aminov je 0,85 € I (brez DDV).
Ce to apliciramo na vegje kolone, se seveda prihranek linearno poveéa.

Vsota prihrankov DEA, EtOH in odpadnih aminov za proizvodnjo ene 8 ml kolone
0,72€. To pomeni 0,09€ ml* monolita. V tabeli 7 je prikazana teoretiéna linearna
ekstrapolacija prihrankov pri modifikacij kolon. Prihranek pri 8 | koloni znasa 720 €. Pri
izraCunu prihrankov sicer nisem uposteval dela, vendar je dejstvo, da koli¢ina dela ne
korelira z narad€ajoCim volumnom monolita, zato pri velikih monolitih zanemarljivo
vpliva na sam stroSek proizvodnje.

Tabela 7: Linearna ekstrapolacija prihrankov pri modifikacij kolon

Volumen O0Iml | 0,3dml| 1ml 8 ml 80 ml | 800 ml | 8000 ml

kolone

Prihranek DEA 0,06A 0,18A | 0,54A | 4,3A 43A 430A 4,3A1
ml ml ml ml ml ml

Prihranek EtOH | 1,4 ml 47ml | 14ml | 120 ml | 1,11 111 1101

Prihranek 0,6 ml 2 ml 59ml | 46,8 468 4,71 47 |

odpadnih mi mi

aminov

Skupen 0,009€ | 0,03€ |0,09€| 0,72€ | 7,2€ 72 € 720 €

prihranek
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6 ZAKLJUCKI

Modifikacije 0,34 ml diskov bi se lahko izvajalo po postopku, kjer bi modifikacijsko
raztopino uporabili veCkrat, pri tem pa bi pred vsako modifikacijo raztopino dopolnili z
Cistim DEA do zelene koncentracije. Natan¢nih podatkov o prihrankih sicer ni, vendar
je dejstvo, da prihranki pri reagentih so. Vecdja tezava novega postopka modifikacije je
koli¢ina dela, ki jo je treba opraviti. Potrebno je pripraviti raztopine za GC, sprotno je
treba izvajati meritve koncentracij, pojavlja pa se tudi problem nabiranja necistoC v
modifikacijski raztopini med modifikacijami. Pri vsaki naslednji modifikaciji je moznost
za onesnazenje modifikacijske raztopine veé&ja. Ce pod celoten eksperiment na 0,34 ml
diskih potegnem &rto, tovrsten nadin modifikacije za posamezne diske ni primeren. Ce
pa bi naenkrat modificirali ve¢ diskov, bi bila uporaba novega postopka upravi¢ena.

Izkazalo se je, da pri modifikaciji 8 ml kolon z novim modifikacijskim postopkom
nastanejo vecji prihranki. Pri tem priprava GC raztopin in merjenje koncentracij
reagentov ne predstavljata tezav, zato je dodatno delo upravi¢eno. Problem bi bile le
necistoCe, ki bi se v raztopini nabirale med modifikacijami. Rezultati so pokazali, da so
prihranki pri DEA do 43%, s tem da prihranimo tudi na etanolu in pa posledi¢no tudi pri
odvozu odpadnih kemikalij. Poraba etanola je nizja tudi do 63%. Prihranki pri 8 ml
kolonah morda niso veliki, vendar Ce bi postopke modifikacije uvedli tudi na vecjih
kolonah, 43% prihranek DEA pomeni bistveno niZji proizvodni stroSek kolone.

Pri svoji diplomi sem uspe3no optimiziral postopek modifikacije 8 ml kolon, optimiziran

postopek modifikacije 0,34 ml diskov pa bi priSel v postev ob enkratnem vecjem Stevilu
madificiranih diskov.
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