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1 Einfihrung und Problemstellung

Die Kapillar-Elektrochromatographie (CEC) ist eine miniaturisierte elek-
troseparative Methode, die in den letzten Jahren stark an Beachtung ge-
wonnen hat [1]. Als Trennprinzip wird in der CEC die Verteilung der Ana-
lyte zwischen einer mobilen und einer stationaren Phase genutzt. Der An-
trieb der mobilen Phase erfolgt durch einen elektrischen Feldgradienten.
Aufgrund der Besonderheiten des sich einstellenden elektroosmotischen
Flusses (EOF) laf3t sich in der CEC gegenuber der Mikro-Hochleistungs-
Flussigkeitschromatographie (u-HPLC) [2] eine Steigerung der Effizienz
erzielen. Gleichzeitig lassen sich Packungsmaterialien kleineren Partikel-
durchmessers verwenden. So gelangt man zu kirzeren Trennsaulen und
kirzeren Analysezeiten, ohne Einbul3en bei der Effizienz des chromato-
graphischen Systems in Kauf nehmen zu mussen. Diese Vorteile gegen-
Uber der pu-HPLC erklaren maf3geblich das gegenwartig starke Interesse
an der CEC.

Gegeniber der Kapillar-Elektrophorese (CE) [3] kdnnen mit der CEC
auch unpolare Analyte getrennt werden. Diese Mdglichkeit bietet von den
elektroseparativen Methoden sonst nur noch die Mizellare Elektrokineti-
sche Chromatographie (MEKC) [4]. Mit der CEC werden im Falle gelade-
ner Analyte beide Trennmechanismen, unterschiedliche elektrophoreti-

sche Beweglichkeit und Verteilung, genutzt.

Obwohl bereits eine Vielzahl von Applikationen beschrieben wurde [1], ist
die CEC derzeit noch im Stadium der Methodenentwicklung. Dabei ist die
reproduzierbare Herstellung robuster und effizienter Kapillarsdulen ein
Arbeitsschwerpunkt [5 - 7]. Ferner sind instrumentelle und chromatogra-
phische Parameter den speziellen Erfordernissen der CEC anzupassen,
um eine optimale Trennleistung und den Einsatz in der Routineanalytik zu

ermdglichen.



Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Mdglichkeiten zur photometri-
schen Detektion in der CEC mit gepackten Kapillarsaulen auszuloten.
Dabei sollten zwei mogliche Detektionsmodi, Detektion im ungepackten
Teil der Kapillarsaule (On-column-Detektion, OCD) und im gepackten Teil

(In-column-Detektion, ICD) miteinander verglichen werden.

In der CEC tragt die Probeninjektion stark zur Signalverbreiterung bei [8].
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Zusammenhang zwischen
Bandenverbreiterung und Probenpfropflange zu untersuchen. Ferner
sollte geprift werden, ob sich optimale Injektionsbedingungen in der CEC

aus leicht zuganglichen chromatographischen Gro3en bestimmen lassen.

Besonders wichtig fur die Verfahrensentwicklung in der CEC ist eine ge-
naue Kenntnis des Einflusses der Zusammensetzung der mobilen Phase
und der Oberflacheneigenschaften der stationaren Phase auf die elek-
troosmotische Beweglichkeit und die Trenneigenschaften des chromato-
graphischen Systems. In diesem Zusammenhang wurden bereits ver-
schiedene Untersuchungen durchgefiihrt [9 -11]. Ein weiteres Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, ausgesuchte organische Losungsmittel auf ih-
re Eignung als Bestandteil mobiler Phasen in der CEC zu Uberprifen.
Ebenso sollte der EinfluR der lonenstarke und des Wassergehalts der
mobilen Phase auf die elektroosmotische Beweglichkeit und die Trennei-
genschaften des chromatographischen Systems untersucht werden. Es
wurde auch Uberprift, ob sich die Selektivitdt des chromatographischen

Systems durch ternére mobile Phasen gezielt verbessert Iaft.

In der HPLC werden seit langem FlieBmittelgradienten eingesetzt. Diese
Technik sollte in der CEC erprobt werden. Aufgabenstellung der vorlie-
genden Arbeit war es daher, apparative Entwicklungen fur den Aufbau ei-
nes Gradienten-CEC-Systems zu leisten und dessen Leistungsfahigkeit

exemplarisch zu Uberprifen.



2 Grundlagen

2.1 Grundbegriffe der Chromatographie

Im folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten chromatographi-

schen GrofRen beschrieben.

In der Theorie der Béden wird die chromatographische Saule als ein Sy-
stem hintereinander geschalteter Trennstufen beschrieben. Die Anzahl
dieser Trennstufen (Zahl der theoretischen Bdden) N ist ein Mal3 fir die
Effizienz des chromatographischen Systems. Dabei ist das System um so
effizienter, je grofRer N ist. Unter dem chromatographischen System wer-
den hier die verwendete mobile und stationare Phase verstanden. N be-

rechnet sich nach GI. 1.

t2 t2
N=-"=55450-"— (1)
(6) W]J2

t, = Bruttoretentionszeit
o” = Peakvarianz (in Zeiteinheiten)

wy» = Halbwertsbreite des Peaks (in Zeiteinheiten)

Aus der Lange L der Saule und der Trennstufenzahl N berechnet sich die

Trennstufenhdhe (Hohe eines theoretischen Bodens) H nach Gl. 2:

H= 2)

2|

L = Lange der Saule

N = Trennstufenzabhl



Um die Trennleistung von Saulen mit Packungsmaterial mit verschiede-
nem mittleren Partikeldurchmesser d, zu vergleichen, ist es sinnvoll, die

reduzierte Bodenhthe h anzugeben. Diese wird nach Gl. 3 berechnet.

H
h=—~ 3)
dp

Der Retentionsfaktor k ist ein Mal} fur die Tendenz einer Substanz, sich
bevozugt in der mobilen oder der stationdren Phase aufzuhalten. k kann
nach Gl. 4 berechnet werden.

k = or o (4)
to = Totzeit

Damit zwei Substanzen mit einem gegebenen chromatographischen Sy-
stem getrennt werden kénnen, mussen sich ihre Retentionfaktoren hin-
reichend voneinander unterscheiden. Als Mald fur die Selektivitat des
Trennsystems fur zwei Substanzen wird der Selektivitatsfaktor a angege-
ben (Gl. 5).

K,
a=— (k2 > kq) (5)
1
k; = Retentionsfaktor von Substanz 1

k, = Retentionsfaktor von Substanz 2

Die Auflosung R zweier benachbarter Peaks kann nach Gl. 6 berechnet

werden und ist ein Malf3 fir die Trennung zweier Substanzen.



tr,2 _tr,l _ tr,2 _tr,l
W1 +tWo Wiy21tWy22

(6)

(tr,z > tr,l)

t, 1, tr o = Bruttoretentionszeit von Substanz 1 bzw. 2
Wi, W, = Basisbreite von Peak 1 bzw. 2

Wi1/2.1, W22 = Halbwertsbreite des Peaks 1 bzw. 2

Die Gesamtvarianz eines Peaks 0%ces, die ein MaR fiir die Verbreiterung
des Peaks ist, setzt sich nach Gl. 7 aus den Anteilen der Varianzen durch
Streudiffusion (Diffusion der Analyte durch verschieden lange Kandle in
der stationaren Phase, "Eddy-Diffusion”) ozEddy, Longitudinaldiffusion der
Analyte 0°pi, Widerstand im Masseniibergang in der stationaren Phase
o’ und der mobilen Phase &2, und Peakverbreiterungen auf3erhalb der

Trennsaule 0%, ZUSAMmen.

2 - 2 2 2 2 2
O-Ges—O-Eddy'Fo-Dh‘f"'o-s"'o-m'i' O Extra (7)

Eddy-Diffusion, Logitudinaldiffusion und die Widerstande im Massenuber-
gang haben in Abhéngigkeit von der linearen FlieRgeschwindigkeit v der
mobilen Phase einen unterschiedlichen Beitrag zu H. Dieser Zusammen-

hang wird durch die VAN-DEEMTER-Gleichung (Gl. 8) beschrieben [12].



H=A+BNV+C,v+CgVv (8)

A = Term der Streudiffusion
B = Term der Molekulardiffusion
Cmn = Term des Widerstands im Massentibergang in der mobilen Phase

Cs = Term des Widerstands im Massenubergang in der stationaren Phase

Die Gleichungen 1 und 6 gelten streng genommen nur fir GAUss-formige
Peaks. Die in dieser Arbeit angegebenen Werte fir N und R wurden unter
der Annahme GAuss-formiger Signale nach diesen Gleichungen berech-

net.

2.2 Berechnung d er Retentionsfaktoren und der linearen elektro-
osmotischen Fliegeschwindigkeit in teilgepackten Kapillarsdu-

len

In teilgepackten Kapillarsaulen steht der mobilen Phase im gepackten Tell
ein um einen Faktor ¢y kleineres Volumen als im ungepackten Teil zur
Verfiigung. ¢y ist der Volumenanteil der mobilen Phase im gepackten
chromatographischen Bett und betragt in gepackten Kapillarsaulen bei
Verwendung poroser Silikagele als Packungsmaterial ca. 0,7. Da der Vo-
lumenflu3 durch die Kapillarsdule konstant ist, betragt die Geschwindig-
keit v der mobilen Phase im ungepackten Teil der Kapillarsdule ¢y-Veo. Veo
ist die Geschwindigkeit der mobilen Phase im gepackten Teil, und laft
sich bei Verwendung teilgepackter Kapillarsaulen nach Gl. 9 aus t, be-

rechnen.

_LptL /by

(, (9)

Veo

Lp = Lange des gepackten Teils der Kapillarsaule, L, = Lange des unge-

packten Teils der Kapillarsaule bis zum Detektor

6



Bei der Berechnung des Retentionsfaktors k eines Analyten ist zu bertck-
sichtigen, dal3 der Analyt sich innerhalb des gepackten Teils mit einer
Geschwindigkeit v = (1/(1+k))-ve, bewegt. Im ungepackten Teil wird er
nicht langer retardiert. Hier ist seine Wanderungsgeschwindigkeit gleich

dm Veo. Diese Uberlegungen fiihren zu Gl. 10.

1, L
k=Yeo Tr - Tu 4 (10)
e Ly b,

2.3 Grenzen der Mikro-Hochleistung sfliissigkeitschromatographie

Uber Jahre hinweg hat die Verkleinerung der Trennsaulen und des Parti-
kel-Durchmessers der Packungsmaterialien in der HPLC zu einer Steige-
rung der Trennstufenzahl und der Geschwindigkeit chromatographischer
Trennungen gefihrt. Einer weiteren Verkleinerung der HPLC sind aller-
dings Grenzen gesetzt. Der Druck, der nétig ist, um die mobile Phase mit
angemessener linearer Geschwindigkeit durch die Packung zu bewegen,
wachst mit dem Quadrat des reziproken Werts des Partikeldurchmessers
der Packungsteilchen. Bei d, < 3 pm ist der Rickdruck der Packung so
grof3, dafl3 er sich mit Ublichen HPLC-Pumpen nicht mehr Gberwinden [&f3t
[13]. In der CEC wird dagegen der EOF zum Antrieb der mobilen Phase
durch offene beschichtete oder gepackte Quarzglaskapillaren genutzt.
Damit 1413t sich im Falle gepackter Kapillarsdulen theoretisch der Partikel-
durchmesser auf d, = 0,5 pm senken, ohne Einbuf3en bei der linearen
FlielRgeschwindigkeit der mobilen Phase in Kauf nehmen zu missen [9].
Dies ermoglicht den Aufbau hocheffizienter Trennsysteme, wie sie sich

mit der HPLC nicht realisieren lassen.



2.4 Elektroosmotischer Flul3

An jeder Phasengrenzflache fest-fllissig bildet sich eine elektrische Dop-
pelschicht aus [14]. Im Falle silikatischer Materialien entsteht diese durch
Dissoziation der endstandigen Silanolgruppen, wobei ein negativer La-
dungsiberschuld an der Oberflache des Materials verbleibt. Diese negati-
ve Ladung wird durch Kationen in der Losung kompensiert. Bei diesen lo-
nen handelt es sich um die aus der Dissoziation der Silanolgruppen
stammenden H*-lonen und anderen in der Losung befindlichen Kationen.
Die Doppelschicht besteht aus einer starren Schicht fest sorbierter lonen
an der Oberflache der festen Phase (STERN- oder HELMHOLTZ-Schicht),
darauf folgt eine diffuse Schicht beweglicher lonen (Gouy-CHAPMAN-
Schicht). Aufgrund der Ladungstrennung an der Phasengrenzflache ent-
steht ein elektrisches Potential, das in der starren Schicht mit dem Ab-
stand zur festen Phase linear und in der diffusen Schicht exponentiell ab-
nimmt. Das Potential an der Grenzflache zwischen der starren und der
diffusen Schicht heif3t elektrokinetisches Potential (. Bei gepackten
Quarzglaskapillaren findet der beschriebene Vorgang sowohl an der Ka-
pillarwand als auch an der Oberflache der silikatischen Packungsteilchen

statt.

Wird an die Kapillare ein elektrisches Feld angelegt, bewegen sich die
Kationen des diffusen Teils der elektrischen Doppelschicht in Richtung
zur Kathode [15]. Durch Reibungskréafte zwischen den Kationen und der
umgebenden Lésung wird diese in gleicher Weise beschleunigt; es bildet
sich ein dem angelegten Feld proportionaler elektroosmotischer Fluf3
(EOF) aus. Da der EOF an der Oberflache der Kanale zwischen den
Packungsteilchen, bzw. den Packungsteilchen und der Kapillarwand ge-
neriert wird, hat er im Gegensatz zum parabolischen Fluf3profil des druck-
getriebenen Flusses ein kolbenférmiges Profil, d.h. die Fliegeschwindig-
keit innerhalb eines Kanals ist unabhangig vom Abstand des betrachteten

Flussigkeitspakets zur Kanalwand (Plug-flow). Gleichzeitig ist die mittlere



FlieRgeschwindigkeit im Gegensatz zum druckgetriebenem FIu3 unab-

hangig vom Kanaldurchmesser (Abb. 1).

Die genannten Eigenschaften des EOF verringern aus mehreren Griinden
die Trennstufenh6éhe H. In der Flussigkeitschromatographie beschreibt die
VAN-DEEMTER-Gleichung (Gl. 8) den Einflul3 verschiedener Parameter in
Abhangigkeit von der linearen Flie3geschwindigkeit der mobilen Phase v

auf H und auf die Verbreiterung des chromatographischen Signals.

=

v
> Vpd Veo

—> —>

+——— Packungsteilchen —

'\ /v o

a Kapillare

Abb. 1: Druckgetriebenes (a) und elektroosmotisches Fluf3profil (b)
(Vpa: lineare Fliel3geschwindigkeit des druckgetriebenen Flusses,

Veo: lineare Fliel3geschwindigkeit des elektroosmotischen Flusses)

Die GroRRe des A-Terms der VAN-DEEMTER-Gleichung wird unter anderem
von Unterschieden in den FlieRgeschwindigkeiten der mobilen Phase
durch verschiedene Kanéle zwischen den Packungsteilchen bestimmt.
Dieser Beitrag zum A-Term wird bei anné&hernd gleicher Fliel3geschwin-
digkeit in allen Kanalen, wie im Falle des EOF, kleiner. Die Geschwindig-
keitsverteilung der Flussigkeitspakete innerhalb eines Kanals beeinfluf3t
die GroRRe des C,-Terms der VAN-DEEMTER-Gleichung. Bei Verwendung
elektroosmotisch getriebener mobiler Phasen sind infolge des Plug-flow
die FlieRgeschwindigkeiten der Flissigkeitspakete weniger breit verteilt
9



als im Falle druckgetriebener mobiler Phasen. Dies bedeutet eine Ver-

kleinerung des C,-Terms [11].

Durch den in der Kapillare generierten EOF wird auch die Verwendung
von Packungsmaterialien mit d, < 1,5 um moglich, wodurch der Beitrag
der Streudiffusion (A-Term der VAN-DEEMTER-Gleichung) weiter verklei-
nert wird. Gegenuiber Saulen mit Packungsmaterial mit grof3erem d, be-
deutet dies, dal3 die Lange der Trennstrecke verkirzt werden kann, ohne
die Trennstufenzahl zu vermindern. Dadurch wird der Zeitaufwand pro

Analyse verkleinert.

Dal? die CEC der p-HPLC in Hinblick auf die Trennleistung tatsachlich
Uberlegen ist, konnten KNOX und GRANT eindrucksvoll demonstrieren [9].
Sie betrieben dieselbe Kapillarsaule im HPLC- und im CEC-Modus. Wéh-
rend im ersten Fall eine reduzierte Bodenhthe von h = 2 erreicht wurde,

konnte diese im zweiten Fall mit h = 1,3 deutlich verringert werden.

2.5 Komponenten und Fun ktion eines Gerats fur die Kapillar-

Elektrochromatographie

Den prinzipiellen Aufbau eines CEC-Chromatographen gibt Abb. 2 wie-
der. Als Trennsaulen finden meist gepackte Quarzglaskapillaren mit ei-
nem inneren Durchmesser (1.D.) von 50 bis 320 um Verwendung. Es kon-
nen generell alle fur die HPLC Ublichen Packungsmaterialien als stationa-
re Phase benutzt werden. Dabei hat ihre Auswahl nach zwei Gesichts-
punkten zu erfolgen. Erstens muf} ihre Oberflache ein hinreichend groRRes
elektrokinetisches Potential ermdglichen, um an ihr einen stabilen und
hinreichend schnellen EOF erzeugen zu kdénnen. Zweitens muf3 sie zur
Trennung der betreffenden Analyte geeignet sein. Diese Eigenschaften
erfillen die in der CEC meist eingesetzten Reversed-phase (RP) - Mate-
rialien [16].
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Kapillarsaule
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Fliel3richtung der mobilen Phase
Detektor
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Hochspannungs- =
generator

Abb. 2: Aufbau eines CEC-Chromatographen

In der CEC wird auch mit offenen beschichteten Kapillarsaulen (1.D. 10 -
50 um) gearbeitet [17, 18]. Ungeloste Probleme bei der Injektion und De-
tektion der sehr kleinen Probenvolumina, die in Kapillarsaulen mit Innen-
durchmessern weniger um auftreten, erschweren jedoch ihre Anwendung.
Auch neigen diese Kapillarsaulen zur Volumenuberladung infolge der ge-
ringen Oberflache der stationdaren Phase. Deshalb werden heute vor-

zugsweise gepackte Kapillarsaulen in der CEC eingesetzt [1].

Als mobile Phasen haben sich Gemische aus Acetonitril (AcCN) und einer
walrigen Pufferlosung bewahrt. Der Volumenanteil des AcCN betragt da-
bei meist 60 - 90%. In wenigen Fallen wurde AcCN durch andere LO-
sungsmittel ersetzt [11] oder es wurden wasserfreie mobile Phasen ein-
gesetzt [19]. Diese mobilen Phasen zeigten sich gegentber AcCN-
haltigen in Bezug auf Stabilitat und Geschwindigkeit des EOF und der

Effizienz des chromatographischen Systems deutlich unterlegen.
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Die Probenaufgabe erfolgt in der CEC meist elektrokinetisch durch Anle-
gen einer Spannung an die Kapillarsaule fir wenige Sekunden. Seltener
erfolgt die Probenaufgabe hydrostatisch durch Anlegen einer Druckdiffe-
renz an die Kapillarsaule fir wenige Sekunden. Die Detektion erfolgt
meist photometrisch oder fluorimetrisch. Als Detektionszelle wird ein kur-
zer Teil der Kapillarsaule selbst genutzt. Grundsatzlich kann in der
Packung (In-column-Detektion, ICD) oder auf3erhalb der Packung (On-
column-Detektion, OCD) detektiert werden [20]. Aufgrund des geringen
Volumenflusses durch die Kapillarsaulen, sind Kopplungen der CEC mit
der Massenspektrometrie besonders einfach durchzufihren (CEC-MS).
Als lonisierungstechniken finden Electrospray-ionization (ESI) [21] und
Continous-flow-fast-atomic-bombardement-ionization (CF-FAB) [22] Ver-

wendung.

Abschliel3end sei erwahnt, dal3 sich aufgrund der groRRen apparativen
Ahnlichkeit zwischen der CEC und der CE viele kommerzielle CE-Gerate

mit gepackten Kapillarsdulen ausrtisten lassen.

2.6 Gegenwartiger Entwicklungsstand der Kapillar-Elektrochroma-

tographie

Seit ihrer erstmaligen Beschreibung 1974 durch PRETORIUS et al. [23] hat
sich die CEC stark weiterentwickelt. So sind mittlerweile eine Vielzahl von
Applikationen beschrieben worden. Besonders erfolgreich wurde sie zur
Trennung von polyaromatischen Kohlenwasserstoffen (PAH) eingesetzt.
So konnten ADAM und UNGER [24] die Trennung der 16 PAH, deren Ana-
lyse mittels Gradienten-HPLC durch die Enviromental Protection Agency
der USA beschrieben wird (EPA-PAH), im isokratischen Modus trennen.
Dies ist mit der HPLC nur bei Anwendung eines FlielBmittelgradienten
maoglich. YAN et al. [25] konnten 15 der 16 EPA-PAH isokratisch trennen.
Dabei erreichten sie Trennstufenzahlen von N = 100.000-140.000 pro
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Meter Trennstrecke, was nach ihren Angaben etwa dem 1,5 fachen der

mit der u-HPLC erreichbaren Trennstufenzahl entspricht.

Beide Arbeitsgruppen nutzten eine stationare Phase ohne Selektivitat flr
unterschiedliche Molekilgeometrien. In der HPLC werden zur Trennung
von PAH meist stationare Phasen mit Selektivitat fir verschiedene Mole-

kilgeometrien (shape selectivity) verwendet.

Auch zur Trennung pharmazeutischer Verbindungen wurde die CEC be-
nutzt. EUERBY et al. [26] trennten verschiedene Diuretika und Steroide. Im
Falle der Steroide Ubertrugen sie eine etablierte HPLC-Methode auf die
CEC und konnten dabei zwei Stereoisomere des Tipredans vollstandig
trennen, die bei Einsatz der HPLC nicht zu trennen waren. SMITH und
EVANS [27] erreichten bei der Trennung des Steroids Fluticason-Propionat
von strukturverwandten Verbindungen reduzierte Bodenhéhen mit Werten

kleiner eins.

Die Trennung chiraler Verbindungen ist mit der CEC ebenfalls mdglich.
LELIEVRE et al. [28] nutzten dazu Cyclodextrine sowohl als Additiv zur mo-
bilen Phase als auch in an die stationare Phase gebundener Form. In
beiden Fallen gelang die Trennung der Signale beider Enantiomere des

Chlorthalidons bis zur Basislinie.

Der Einsatz von FlieBmittelgradienten verspricht auch in der CEC eine
Steigerung der Trennleistung. YAN et al. [29] nutzten den elektroosmoti-
schen Effekt zur Férderung zweier mobiler Phasen unterschiedlicher Zu-
sammensetzung zur Formung eines bindren FlielBmittelgradienten. Damit
gelang ihnen die Trennung aller 16 EPA-PAH. Auch die Nutzung her-
kommlicher HPLC-Pumpen zur Gradientenerzeugung in der CEC wurde
beschrieben [21].
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Fur die Einfuhrung der CEC in die Routineanalytik ist die Robustheit der
Kapillarsaulen von grofRer Bedeutung. DULAY et al. [5] konnten zeigen,
daf sich die gepackten Kapillarsaulen tber Wochen ohne Verlust an Effi-
zienz bei hoher Wiederholprazision in Bezug auf die Retention der Ana-
lyte und die erzielbare Auflésung fur aneinandergrenzende Peaks betrei-

ben lassen.

Allerdings ist die Herstellung der Kapillarsaulen noch problembeladen:
Zum einen lassen sich Partikel mit d, < 1,5 pm mit der tblichen Druckfil-
trationsmethode nur schwierig packen [30], zum anderen wird mit diesen
Trennséaulen noch nicht die theoretisch mogliche Trennstufenzahl erreicht
[31]. Als Ursache flr die vergleichweise geringe Trennstufenzahl bei Ver-
wendung von Packungsmaterialien mit einem d, < 1,5 um werden die die
Packung haltenden Abschlu3fritten angesehen [8]. Diese Fritten werden
auf vielfaltige Weise hergestellt. Am starksten etabliert hat sich die Me-
thode nach BOUGHTFLOWER et al. [6], bei der die Fritten direkt aus dem
Packungsmaterial bei hohem Druck thermisch erzeugt werden. In letzter
Zeit finden monolithische Trennsaulen verstarkt Beachtung [7, 32]. Dabei
wird die stationare Phase durch Polymerisation eines geeigneten Materi-
als direkt in der Kapillarsaule erzeugt. Das Problem der Frittenanfertigung

entfallt somit.

Sollten die Probleme bei der Herstellung der Kapillarsaulen beseitigt wer-
den, durfte dem Einzug der CEC in das Routinelabor nichts mehr im We-
ge stehen. So bereiten einige Hersteller ihre Produktpalette bereits darauf

vor, und es gibt auch erste Anbieter von gepackten Kapillarsaulen.
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3 Verwendetes chromatographisches System

3.1 Verwendete Kapillarsdulen

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlief3lich gepackte Kapillaren-
saulen verwendet. Diese wurden selbst hergestellt. Die Abb. 3aund 3 b
zeigen schematisch den Aufbau einer vollstdndig gepackten Kapillarsaule

fur ICD und einer teilgepackten Kapillarsaule fir OCD.

Endfritte

\
@ [

A
f / Detektionsfenster

Endfritte Packung

\ x Endfritte
P
o [

Lange bis zum Detektor

< >
Gesamtlange

A

ungepackter
Tell

Abb 3: Schematische Darstellung einer vollstdndig gepackten Kapillar-

saule fur ICD (a) und einer teilgepackten Kapillarsédule fur OCD (b)

Die Dimensionen der Kapillarsdulen werden im Text wie folgt angegeben:
Gesamtlange (Lange bis zum Detektor) x I.D.

Aufgrund der Bauart des verwendeten UV/Vis-Detektors befand sich im

Falle vollstandig gepackter Kapillarsaulen (ICD) das Detektionsfenster ca.
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5 cm vor der detektorseitigen Abschluffritte. Im Falle teilgepackter Kapil-
larsdulen befand sich das Detektionsfenster stets ca. 5 cm nach der de-

tektorseitigen Fritte.

3.2 Herstellung d er Kapillarsaulen
3.2.1 Verwendetes Kapillarmaterial

Als Kapillarmaterial wurden Kapillaren aus Quarzglas eingesetzt, die auf-
grund ihrer Eigenschaften gut fur die CEC geeignet sind: Sie leiten nicht
den elektrischen Strom, sind UV-durchlassig und inert gegeniber den in
der CEC verwendeten mobilen Phasen. Die Kapillaren hatten einen 1.D.
von 100 - 180 pum und einen Aufendurchmesser (O.D.) von ca. 330 pm.
Zum Packen wurden Stiicke von ca. 30 - 50 cm Lange mit einem Kapillar-

schneider zurechtgeschnitten.

3.2.2 Konstruktion der Abschluf3fritten

Um die Packung in der Kapillarsaule zu fixieren, mufd diese an beiden
Enden mit Fritten abgeschlossen werden. Die Fritten missen mechanisch
stabil sein, da die Kapillarsaulen nur unter Druck konditioniert werden
konnen. Gleichzeitig missen sie zur Aufrechterhaltung des EOF permea-
bel sein und ein vergleichbares elektrokinetisches Potential wie die Pa-
ckung ermdoglichen. Fur die CEC sind Fritten beschrieben worden, die auf
die Kapillarsaule aufgesteckt werden [33]. Mit dieser Technik werden al-
lerdings Totvolumina erzeugt, die zu einer Erhéhung der externen Ban-
denverbreiterung flihren. Besser geeignet sind Fritten, die direkt in der
Kapillare erzeugt werden. Solche Fritten stellten KENNEDY und
JORGENSON [34] aus nativem Silikagel her, das sie mit einer Mischung
aus Wasserglas und Wasser befeuchteten. Das Ende der Kapillare wurde

in diese Mischung getaucht und der so in die Kapillare gedrtickte Silika-
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gel-Pfropf anschlie3end thermisch gesintert. Dieses Verfahren wurde

auch in der vorliegenden Arbeit eingesetzt.

Zunachst wurde vor dem Packen an einem Ende der Kapillare eine Fritte
hergestellt. Dazu wurde natives Silikagel mit d, = 3 um verwendet. Zum
Sintern der Fritte diente eine Glihwendel mit einer Leistung P = 2,5 W.
Die Heizdauer betrug 30 s. Die Fritte wurde nach dem Sintern unter dem
Mikroskop auf ihre Homogenitat gepriift. Zur Uberpriifung ihrer Permeabi-
litat wurde Wasser aus einer Spritze manuell durch die Saule geprel3t.
LieR sich das Wasser ohne grof3en Widerstand durch die Kapillare
dricken, wurde sie zum Packen verwendet. Ansonsten wurde eine neue

Fritte hergestellt.

Nach dem Packen wurde am anderen Ende der Kapillare ebenfalls eine
Fritte erzeugt. Dazu kamen zwei Methoden zur Anwendung. Meist wurde
die Packung auf ca. 1 mm mittels Ultraschall entfernt und die Fritte nach
der oben beschriebenen Methode hergestellt. Teilweise wurde diese Fritte
nach der Methode von BOUGHTFLOWER et. al. hergestellt [6]. Dazu ver-
blieb die Kapillare nach dem Packvorgang an der Packapparatur und es
wurde bei p = 600 bar Wasser durch die Kapillare gepumpt. Die Kapillare
wurde an der gewinschten Stelle mit einer Gluhwendel (P = 2,5 W,
Heizdauer 30 s) erhitzt, wodurch aus dem Packungsmaterial eine Fritte

gesintert wurde. Dabei wurde das Packungsmaterial nicht pyrolysiert.

3.2.3 Durchfiihrung des Packvorgangs

Als Packungsmaterialien kamen ausschlief3lich mit Octadecylsilan (ODS)
modifizierte Silikagele zum Einsatz. Meist wurde Silikagel mit einem d,
von 3 um eingesetzt (Nucleosil 100-3 ODS, Macherey-Nagel). Daneben
wurde Silikagel mit einem d, von 1,5 um benutzt (YMC ODS 1,5 um, YMC
Europe).
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Die Kapillaren wurden mit der Druckfiltrationsmethode gepackt. Bei dieser
Methode wird das Packungsmaterial in einer geeigneten Aufschlammflis-
sigkeit suspendiert und unter hohem Druck in die Kapillare gepref3t [34].
Weitere Methoden zum Herstellen gepackter Kapillarsaulen sind das Zie-
hen gepackter Glasréhrchen [9] und die elektrophoretische Wanderung
des Packungsmaterials in die Kapillare [35]. Beide Methoden treten aber
an Bedeutung weit hinter die Druckfiltrationsmethode zurtick. Als Suspen-
sionsflussigkeit wurde AcCN gewahlt. AcCN benetzt die Oberflache des
RP- Packungsmaterials gut, was eine Voraussetzung fur die Bildung einer
stabilen Suspension ist. Die geringe Viskositat dieses Losungsmittels er-
maoglicht wahrend des Packens einen hohen Volumenflufl3 durch die Ka-

pillare und damit kurze Packzeiten.

Zum Packen wurden zunachst 100 mg Packungsmaterial in 1 mL AcCN
suspendiert und 15 min im Ultraschallbad homogenisiert. Diese Suspen-
sion wurde in eine HPLC-Saule (L =4 cm, I.D. = 4 mm) gegeben, die als
Packautoklav diente. Eine Seite der HPLC-Saule wurde mit dem offenen
Ende der Kapillare verschraubt. Das andere Ende der HPLC-Saule wurde
mit einer pneumatischen Pumpe (Haskel DSTV-122) verbunden. Dann
wurde die Suspension bei p = 600 bar in die Kapillare gepumpt, wobei
das Packungsmaterial durch die zuvor hergestellte Fritte in der Kapillare
zurtckgehalten wurde. Die Fritte wurde wahrend des Packens durch eine
Hilfsfritte stabilisiert. Die Hilfsfritte bestand aus einem Glaswollepfropf in
einem Stick Teflonschlauch (I.D. = 300 um), das auf die Kapillare aufge-
steckt wurde. Ein Stlck einer ungepackten Kapillare, das in das andere
Ende des Teflonschlauchs gesteckt wurde, verhinderte ein Herausdrik-
ken des Glaswollepfropfs durch die Suspensionsflissigkeit. Als Pum-
pflussigkeit wurde Wasser verwendet. Wahrend des Packvorgangs wurde
die Suspension im Packautoklav mit einem Magnetrihrer gerihrt. Als
Ruhrstabchen diente ein mit Teflonschlauch Uberzogenes Stick Draht.
Die Kapillare wurde wahrend des Packvorgangs mit Ultraschall behandelt.

Der Aufbau des Packungsbettes in der Kapillare war im Falle des 3 um
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Packungsmaterials meist nach wenigen Minuten abgeschlossen. Dabei
wurden Packungen der Lange L = 30 - 50 cm hergestellt. Bei Verwendung
des 1,5 um Packungsmaterials dauerte der Aufbau eines ca. 20 cm lan-
gen Packungsbetts bis zu 20 min. Die langere Packzeit im Falle des 1,5
um Packungsmaterials erklart sich aus dem gréf3eren Ruckdruck der sich
aufbauenden Packung und der daraus resultierenden geringen Fliel3ge-
schwindigkeit der Suspension. Die Kapillare verblieb nach dem Packvor-
gang noch 1h im Ultraschallbad, um die Packung zu sedimentieren. Die

Packapparatur ist schematisch in Abb. 4 dargestellt.

Manometer
¢ Edelstahlkapillare
<«— HPLC-Saule
pneumatisch
Pumpe Quarzglas-
/ kapillare

- Reservoir flir [| «— Hilfsfritte

PumpflUssigkeit

Abb. 4: Schematische Darstellung der Packapparatur
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3.2.4. Erzeugung des Detektionsfensters

Die Kapillaren sind zur Erhéhung der Bruchfestigkeit mit einer Schicht aus
Polyimid ("Coating”) Uberzogen, welches im Bereich des ultravioletten und
sichtbaren Lichts eine hohe Absorption aufweist. Deshalb muf3 zur pho-
tometrischen oder fluorimetrischen Detektion ein Detektionsfenster auf
der Kapillarsaulen durch Entfernen des Coatings erzeugt werden. Im ge-
packten Bereich der Kapillarsaulen kann das Coating durch Pyrolyse mit
heiRer, konzentrierter Schwefelsaure entfernt werden. Bei Verwendung
einer Gluhwendel zur Pyrolyse wird wegen der starkeren Erwarmung
auch das Packungsmaterial thermolysiert. Dieses Verfahren ist daher nur
bei Erzeugung eines Detektionsfensters im ungepackten Teil der Kapillar-

saulen anzuwenden.

Um Einflusse durch die externe Bandenverbreiterung auf die Trennstu-
fenhéhe moglichst klein zu halten, wurden die Kapillarsaulen fast aus-
schlieRlich im ICD-Modus betrieben [8]. Das Detektionsfenster wurde in
diesem Fall nach dem Packen durch Pyrolyse des Coatings mit konzen-
trierter Schwefelsaure hergestellt. Sollten die Kapillarsaulen im OCD-
Modus betrieben werden, wurde ein ungepacktes Stick einer Kapillare
mit gleichem I.D. mit einem 2-Komponenten-Kleber auf Kunstharzbasis
angeklebt. Die Klebestelle wurde durch Uberkleben eines kurzen Stiicks
einer Kapillare mit einem I.D. von 400 um stabilisiert. Das Detektionsfen-
ster wurde anschliel3end mit einer Gluhwendel auf dem ungepackten Teil

der Kapillare erzeugt.
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3.3 Aufbau und Fun ktion des verwendeten Gerats fur isokratische

Kapill ar-Elektrochromatographie

Entscheidend fir den Einsatz der CEC im Routinebetrieb ist ihnre Automa-
tisierbarkeit. Grundsatzlich kdnnen kommerzielle Gerate fur die CE auch
fur die CEC verwendet werden. Allerdings ermdglichen diese Gerate nicht
die Konditionierung der gepackten Kapillarsdulen unter Druck. Dazu muf3
die Kapillarsaule ausgebaut und mit einer geeigneten Pumpe verbunden
werden, was mit einem nicht unerheblichen Zeit- und Arbeitsaufwand ver-
bunden ist. Deshalb ist es in der CEC zweckmaliig, eine Pumpe direkt in
den Chromatographen zu integrieren. Ferner sollte die Probenaufgabe
durch einen Autosampler erfolgen kénnen. Ein Gerat, das diese Anforde-
rungen erfullt, ist in [36] beschrieben worden. Es wurde in leicht gednder-

ter Form auch in der vorliegenden Arbeit verwendet.

Das CEC-Gerét ist schematisch in Abb. 5 dargestellt. Auf dem aufgabe-
seitigen Ende der Kapillarsaule entspricht das Gerat im Aufbau einem ub-
lichen CE-Gerat. Die Probenaufgabe erfolgt elektrokinetisch. Nach Aus-
tausch des PuffergefalRes mit dem Probengefal wird an die Kapillarsaule
fur 1 bis 10 s ein elektrisches Potential von 0 bis + 35 kV angelegt. Span-
nung und Zeitdauer kdnnen an einem Steuergerdt vorgewahlt werden.

Dieser Aufbau gestattet den Einsatz der in der CE Ublichen Autosampler.

Am detektorseitigen Ende ist die Kapillarsaule in ein T-Stiick aus Edel-
stahl eingeschraubt. Diese Verschraubung wird durch eine Quetschdich-
tung abgedichtet. An die verbleibenden Eingange des T-Stiicks sind tber
PEEK-Kapillaren eine HPLC-Pumpe und eine Spritze angeschlossen.
Beide Zuflisse kdonnen uber Ventile geschlossen werden. Zum Konditio-
nieren der Kapillarsdule werden beide Ventile getffnet und die mobile
Phase mit der Spritze in das System eingebracht. Nach dem Schliel3en
von Ventil 1 wird die mobile Phase mit der Pumpe bei p = 50 - 100 bar

durch die Kapillarsaule gedriickt. Das Konditionieren der Kapillarsaule
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dauert 30 - 60 min. AnschlieRend werden beide beide Ventile gedffnet

und das Gerat ist betriebsbereit.

Zum Schutz vor der wahrend des Betriebs an dem Probenaufgabegefal3,
der Trennkapillare und dem T-Stick anliegenden Hochspannung sind
diese Teile in einen Schutzkasten aus Plexiglas eingebaut. Eine Mdglich-
keit zur Thermostatisierung der Kapillarsdule besteht bei dem vorgestell-
ten Gerat nicht. Als Detektor wurde ein fur die CE konstruierter UV/Vis-

Detektor verwendet.

Kapillarsaule

Flierichtung d. mob. Phase

Platinelektrode )
Manometer
Hochspannungs- Detektor
generator \/
0-35 kV B Ventil 1 A N\ T-Stiick
7T
- Ventil 2
Spritze ' $
) Pumpe
Puffergefal Kupferlitze

Abb. 5: Schematischer Aufbau des verwendeten Gerats flr isokratische
CEC
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3.4 Angaben zur Zusammensetzung d er mobilen Phase

Als mobile Phasen wurden fast ausschlie3lich Gemische aus AcCN und
einer wal¥rigen Pufferlosung verwendet. Der Volumenanteil des AcCN an
der mobilen Phase betrug 50 - 80 % v/v. Die waldrige Pufferlosung enthielt
NaH,PO, und Na,HPO, in einem stdchiometrischen Verhéaltnis von 1:1.
Die Phosphatkonzentration (c(NaH,PO,) + c(Na,HPO,)) betrug meist 1
mmol/L Der pH-Wert einer solchen Losung betragt 7,2. Diese Mischung
wird im folgenden als Phosphatpuffer bezeichnet. Auf eine abweichende
Zusammensetzung der mobilen Phase wird im Text an entsprechender

Stelle hingewiesen.

AcCN wurde vor Gebrauch destilliert. Wasser wurde doppelt destilliert.
Nach dem Mischen des AcCN mit der Pufferlosung wurde die mobile
Phase durch Behandeln mit Ultraschall entgast. Fur die Gradienten-CEC
wurde die mobile Phase durch Behandeln mit Ultraschall im Wasser-

strahlpumpen-Vakuum entgast.

3.5 MelRwertaufnahme und Auswertung

Zur MelRwertaufnahme wurden ein A/D-Wandler (SS 240, Scientific Soft-
ware) und ein PC benutzt. Die Chromatogramme wurden mit dem Pro-
gramm EZChrom (Scientific Software) aufgenommen und ausgewertet.
Der A/D-Wandler kann Signale mit einer Intensitat von 0 — 1 V bzw. 0 —
10 V bei einer Frequenz von 10 — 60 Hz digitalisieren. Ferner ist der A/D-
Wandler mit digitalen Anschliissen versehen, die das Ansteuern externer
Gerate durch die Software sowie den Start der MeRRwertaufnahme durch
eine geeignete Triggerschaltung, z.B. beim Anschalten der Trennspan-

nung, ermdglichen.
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4 Photometrische Detektion in der Kapillar-Elektrochromatographie

4.1 Einfuhrung

Die haufigsten Detektionsmethoden in der CEC sind die Photometrie und
die Fluorimetrie. Als Detektionszelle dient in beiden Fallen ein Teil der
Kapillarsaule selbst. Dies ist notwendig, da bei einer Kopplung der Kapil-
larsdule mit einer separaten Detektionszelle eine Erhdéhung der instru-
mentellen Bandenverbreiterung nicht vermeidbar ist. Aufgrund des kleinen
Detektionsvolumens bei einer Detektion in der Kapillarsaule werden in der
CEC die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen gegenuber der HPLC er-
hoht. Deshalb ist es sinnvoll, Kapillarsdulen mit einem mdglichst grofRen
[.D. einzusetzen. In der CEC ist der Einsatz von Kapillarsdulen mit einem

[.D. von bis zu 320 um mdoglich [37].

Fur photometrische und fluorimetrische Detektion sind in der CEC grund-
satzlich zwei Detektionsmodi, In-column-Detektion (ICD) und On-column-
Detektion (OCD), denkbar (Abb. 3, S. 15). Bei ICD wird im gepackten Teil
der Kapillarsaule, bei OCD im ungepackten Teil der Kapillarsaule hinter
der chromatographischen Trennstrecke detektiert. Da bei ICD keine Ab-
schluf3fritte innerhalb der Kapillare erzeugt werden muf3, bzw. an eine
vollstdndig gepackte Kapillarsdule kein ungepacktes Kapillarstiick gekop-
pelt werden mul3, ist dieser Detektionsmodus apparativ leichter zugang-
lich. Ferner ist bei ICD der Beitrag der Detektion zur instrumentellen Ban-
denverbreiterung kleiner als bei OCD, da die Analytzone nur eine Fritte

passieren muf3 [8].

Bei ICD darf das Packungsmaterial nicht absorbieren. Diese Forderung
erflllt RP-Silikagel fir einen Wellenlangenbereich von 210-800 nm. Aller-
dings kommt es zu Intensitatsverlusten infolge Streuung des eingestrahl-
ten Lichts an den Packungsteilchen. Deshalb sind einer Erhdhung des
Kapillar-1.D. bei ICD Grenzen gesetzt. Die Lichtstreuung ist um so starker

je verschiedener die Brechungsindices np der mobilen und der stationaren
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Phase sind. Deshalb ist bei ICD nicht der Einsatz jeder beliebigen mobi-

len Phase mdglich. Die Anwendung von ICD ist daher eingeschréankt.

Bei ICD wird bei verschiedenen Methoden, die Kapillarsdulen zur Stoff-
trennung einsetzen, gegenuber OCD eine Signalverstarkung fir retar-
dierte Analyte sowohl bei fluorimetrischer [20, 38] als auch photometri-
scher Detektion [39] beobachtet. Die vorliegende Arbeit vergleicht fur die
photometrische Detektion in der CEC ICD und OCD im Hinblick auf die
Signalverstarkung. Die Abhangigkeit der Linearitdt der Kalibrierfunktion
vom Detektionsmodus wird ebenso untersucht, wie dessen Einflul auf die

Nachweisgrenze (LOD) und die erreichbare Wiederholprazision.

4.2 Signalverstarkung b ei In-column-Detektion

Im gepackten Teil der Kapillarsaule wird die mobile Phase durch die sta-
tiondre Phase verdrangt. Daher nimmt eine Analytzone im gepackten Teil
ein grolReres Volumen als im ungepackten Teil ein. Beim Verlassen der
Packung wird die Analytzone um einen bestimmten Faktor fokussiert, da
der Volumenfluf3 durch den gepackten und den ungepackten Teil konstant
ist. Dieser Faktor ist gleich dem Volumenanteil ¢, der mobilen Phase in
der Packung am Gesamtvolumen. Der Wert von ¢y, betragt nach [40] ca.
0,7. Im folgenden wird stets mit ¢, = 0,7 gerechnet. Durch die Fokussie-
rung der Analytzone wird die Masse des Analyten pro Volumensegment
der Kapillarsdule im ungepackten Teil gegentber der Masse pro Volu-

mensegment im gepackten Teil um 1/¢y, erhéht.

Ein Analyt mit k > 0 wird auf der stationaren Phase angereichert. Verlafit
die Analytzone den gepackten Teil der Kapillarsadule, wird der Anreiche-
rungsprozeld umgekehrt. Durch die Umkehrung des Anreicherungspro-
zesses nimmt die Masse des Analyten pro Volumensegment der Kapillar-
saule im ungepackten Teil gegeniber der Masse pro Volumensegment im

gepackten Teil um einen Faktor (1+k) ab.
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Diese beiden Effekte fiilhren in Anlehnung an Uberlegungen von GUTHRIE
und JORGENSON [38] zu Gl. 11:

SiSo = ¢m-(1+k) (11)

S/So: Signalverstarkung bei ICD gegentiber OCD

Nach GIl. 11 wird das detektierte Signal bei ICD gegenuber dem Signal
bei OCD unter ansonsten gleichen Bedingungen um einen Faktor (1+k)¢y
verstarkt. Das Signal kann dabei sowohl die Peakflache als auch die Pe-
akhohe sein. Bei ICD ist aufgrund der Anreicherung des Analyten in der
stationaren Phase die Lange der Analytzone gegentuber OCD um einen
Faktor (1+k) verklrzt. GUTHRIE und JORGENSON [38] haben gezeigt, dal3
die raumliche Auflésung flir einen In-column-Detektor bei Verwendung
von offenen Filmkapillaren um einen Faktor (1+k) besser sein muf} als fur
den entsprechenden On-column-Detektor, um einen konstanten Beitrag
der Detektion zur Bandenverbreiterung aul3erhalb der Saule zu gewahr-
leisten. Beim Einsatz gepackter Kapillarsaulen muf3 der Verdrangungsef-
fekt durch die stationare Phase beriicksichtigt werden. Folglich muf3 bei
gepackten Kapillarsaulen die raumliche Auflésung des Detektors bei ICD

gegentber OCD um einen Faktor (1+k)/¢\ verbessert werden [20].

4.3 Experimentelle Uberpriifung d er vorhergesagten Signalverstar-

kung

Fur fluorimetrische Detektion konnte die Gultigkeit von GIl. 11 gezeigt
werden [20]. CHEN und HORVATH fanden fir die p-HPLC bei Einsatz der
Photometrie einen anderen Zusammenhang fur die Signalverstarkung bei
ICD gegeniiber OCD [39]. Fiir die Uberpriifung der Gultigkeit von GI. 11
bei photometrischer Detektion wurde in der vorliegenden Arbeit dieselbe

Kapillarsaule fir ICD und OCD verwendet. Dazu wurde zunéchst eine
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Kapillarsaule fiur OCD, wie in Abschnitt 3.2.4, S. 20 beschrieben, herge-
stellt. Nach den Messungen im OCD-Modus wurde der ungepackte Teil
der Kapillarsdule abgeschnitten und dieselben Messungen im ICD-Modus
wiederholt. Um fur ICD und OCD dieselbe Fliel3geschwindigkeit der mo-
bilen Phase zu erhalten, wurde die Trennspannung U der kleineren Ka-
pillarlange bei ICD angepaldt. Auch die Probeaufgabeparameter (Aufga-
bespan- nung und -zeit) wurden bei ICD gegentber OCD so variiert, dal3
stets dasselbe Probenvolumen aufgegeben wurde. Es wurden Kalibrier-
funktionen fur mehrere Benzoesaureester aufgenommen. Dazu wurden
im Konzentrationsbereich von 0,01 - 1 g/L bei 9 verschiedenen Konzen-
trationen Messungen durchgefthrt. Als interner Standard wurde Benzoe-
sauremethylester, c = 1 g/L verwendet. Der Standard diente zur Normali-
sierung der Peakflachen. Dabei wurde bericksichtigt, da’ das Signal des
Standards bei ICD selbst verstarkt wird (k = 0,52, S,/So = 1,06 nach Gl.
11). Die Verwendung eines internen Standards war notwendig, da das
Detektionsfenster der Kapillarsaule nicht reproduzierbar im Strahlengang

des Detektors zu plazieren war.

Zur Auswertung wurden die nach Gl. 11 aus den gemessenen Werten fur
k berechneten Signalverstarkungen S/Spo mit den experimentell erhalte-
nen Werten verglichen. Dazu wurden die Verhaltnisse der auf den inter-
nen Standard normierten Peakflachen A, /A, o fur jede Konzentration ge-
bildet (A, = normierte Peakflache bei ICD, A,o = normierte Peakflache
bei OCD), und die Quotienten der Steigungen der Kalibriergeraden fir
ICD und OCD my/m¢g (m, = Steigung bei ICD, mg = Steigung bei OCD) be-

rechnet. Beide Grol3en entsprechen S)/So.

Abb. 6 zeigt je ein Chromatogramm fur ICD und OCD. Die Konzentration
der Analyte betragt in beiden Fallen ¢ = 0,8 g/L. Die Chromatogramme
zeigen, dald bei ICD die relative Intensitat nachfolgend eluierter Peaks
gegentber OCD in Bezug auf den internen Standard Benzoesauremethyl-
ester erhoht ist. Dabei wachst die Signalverstarkung bei ICD gegentber
OCD mit steigendem Wert fir k.
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Abb 6: Vergleich zweier Chromatogramme fir (a) ICD und (b) OCD. (a) Kapil-
larséule, L = 325(270) mm x 180 um I.D., Trennspannung 12,2 kV, elektrokin.
Probenaufgabe, 8,1 kV fir 5 s, (b) Kapillare, L = 400(350) mm x 180 um I.D.,
Trennspannung 15 kV, elektrokin. Probenaufgabe, 10 kV fir 5 s, stationare
Phase Nucleosil 100-3 ODS, d, = 3 um, mobile Phase AcCN/Phosphatpuffer
8:2, vlv, Analyte, 1 = Thioharnstoff, 2 = Benzoesauremethylester (c = 1g/L), 3 =
Benzoesaureethylester, 4 = Benzoesaurephenylester, 5 = Benzoesaurebenzy-
lester, 6 = Benzoesaure-p-tolylester, 7 = Benzoesaurebutylester, 8 = Benzoe-

saure-i-pentylester (c(3-8) = 0,8 g/L), A = 230 nm.
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In Tab. 1 sind die nach GI. 11 vorhergesagten Signalverstarkungen und
die aus den normierten Peakflachen fur ¢ = 0,8 g/L berechneten Signal-
verstarkungen aufgelistet. Die Tabelle enthalt auch die aus dem Verhalt-
nis der Steigungen der Kalibriergeraden berechneten Signalverstarkun-

gen.

Tab. 1 kann entnommen werden, dal} die vorhergesagten Signalverstar-
kungen mit den experimentell bestimmten Signalverstarkungen sehr gut
Ubereinstimmen. GI. 11 ist demnach auch fir die photometrische Detekti-
on in der CEC gultig. Tab. 1 enthélt die aus den normierten Peakflachen
berechneten Signalverstarkungen nur fir ¢ = 0,8 g/L. Fur die Ubrigen
Konzentrationen stimmen die aus den normierten Peakflachen bestimm-
ten Signalverstarkungen mit denen, die nach Gl. 11 berechnet wurden,

ebenfalls gut Uberein. Diese Daten werden hier nicht aufgelistet.

Tab 1: Vergleich zwischen vorhergesagten und experimentell bestimmten

Signalverstarkungen

Analyt k S\/So An/Ano m,/mg

Benzoesaureethylester 0,72 1,20 1,20 1,19
Benzoesaurephenylester 0,93 1,35 1,36 1,35
Benzoesaurebenzylester 1,06 1,44 1,45 1,42
Benzoesaure-p-tolylester 1,24 1,57 1,57 1,56
Benzoesaurebutylester 1,32 1,62 1,61 1,62
Benzoesaure-i-pentylester 1,70 1,89 1,90 1,91

S/So = vorhergesagte Signalverstarkung nach Gl. 11, A, /A,o = Signal-
verstarkung, berechnet aus den normierten Peakflachen fir ¢ = 0,8 g/L,
m,/mo = Signalverstarkung, berechnet aus den Steigungen der Kalibrier-

funktionen bei ICD und OCD, experimentelle Bedingungen siehe Abb. 6
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4.4 Abhéangigkeit der Linearitat der Kalibrierfunktion vom Detekti-

onsmodus

Fur OCD konnen in der CEC mit gepackten Kapillarsaulen, ahnlich wie in
der MEKC und der CE, bei denen auch in der Kapillare detektiert wird,
Uber grofe Konzentrationsbereiche lineare Kalibrierfunktionen erwartet
werden. Es kann davon ausgegangen werden, dal3 bei ICD der Verlauf
der Kalibrierfunktion durch den Detektionsmodus beeinfluf3t wird. Zu die-
ser Beeinflussung kann es durch den verstarkten Einfall von Streulicht auf
den Photomultiplier des Detektors bei ICD kommen. Das eingestrahlte
Licht wird in beiden Detektionsmodi an den gekrimmten Innen- und Au-
Renflachen der Kapillare gestreut. Haben mobile und stationdre Phase
sehr verschieden starke Brechungsindices np, kommt es bei ICD auch zur
Streuung des eingestrahlten Lichts an den Packungsteilchen. Da np der
mobilen Phase mit deren Zusammensetzung verandert wird, kann der Li-
nearitatsbereich der Kalibrierfunktion bei ICD von der Zusammensetzung

der mobilen Phase beeinfluf3t werden.

Inwieweit der AcCN-Gehalt mobiler Phasen aus diesem Losungsmittel
und einer wal¥rigen Pufferlésung den Verlauf der Kalibrierfunktion bei ICD
beeinfluRt, wurde mit folgendem Experiment Uberprift. Fur drei mobile
Phasen mit einem Volumenanteil ¢ von 60 - 80 % AcCN wurden fir drei
Benzoesaureester Kalibrierfunktionen im Konzentrationsbereich von 0,01
bis 1 g/L aufgenommen. Dazu wurden Chromatogramme der Ester bei 8
verschiedenen Konzentrationen entwickelt. Bei ICD mit ¢(AcCN) = 80%
wurden 7 verschiedene Konzentrationen vermessen. Fir OCD wurde nur
eine Messung fir ¢(AcCN) = 80% aufgenommen, da hier von keiner Be-
einflussung des Linearitatsbereichs der Kalibrierfunktion von der Zusam-
mensetzung der mobilen Phase ausgegangen werden kann. Als interner
Standard wurde Benzoesauremethylester, ¢ = 1 g/L, verwendet. Die Mes-

sungen wurden gemal3 Abschnitt 4.3 ausgeflhrt.
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In Abb. 7 sind die bei OCD und ICD erhaltenen Kalibrierfunktionen von
Benzoesaurebutylester flr die verwendeten mobilen Phasen dargestellt.
Alle Kalibrierfunktionen sind linear. Aufgrund der Signalverstarkung ist die
Steigung der Kalibrierfunktion ftir ¢(AcCN) = 80% bei ICD groRRer als bei
OCD. Dies bedeutet eine Steigerung der Empfindlichkeit. Da k der be-
trachteten Analyte bei Verringerung von ¢(AcCN) steigt, steigt auch die
Signalintensitat bei ICD. Infolgedessen wird die Steigung der Kalibrier-
funktion durch Erh6hung des Wassergehalts der mobilen Phase vergro-

Bert und damit die Empfindlichkeit verbessert.

200
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Abb. 7: Kalibrierfunktionen fir Benzoeséaurebutylester bei OCD und ICD.
OCD: m = AcCN/Phosphatpuffer 8:2, v/v, ICD: ® = AcCN/Phosphatpuffer
8:2, ® = 7:3, X = 6:4, viv; MeRRbedingungen: OCD: Kapillare, 490(339)
mm x 180 um I.D., Trennspannung 25 kV, elektrokin. Probenaufgabe, 11
kV fur 5 s; ICD: Kapillare, 390(330) mm x 180 um I.D., Trennspannung 20
kV, elektrokin. Probenaufgabe, 10 kV fir 5 s; stationare Phase Nucleosil
100-3 ODS, d, =3 pm, A =230 nm
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Tab. 2 vergleicht die nach GIl. 11 berechneten Signalverstarkungen bei

wechselnder Zusammensetzung der mobilen Phase mit den experimentell

bestimmten Werten. Die experimentell bestimmten Werte fir die Signal-

verstarkungen wurden aus den Steigungen der Kalibrierfunktionen be-

rechnet. Die nach GIl. 11 berechneten Signalverstarkungen stimmen mit

den experimentell bestimmten Werten gut Uberein.

Tab. 2: Vergleich der berechneten Signalverstarkung S,/So mit der expe-

rimentell bestimmten Signalverstarkung m/mg bei wechselnder Zusam-

mensetzung der mobilen Phase

®(AcCN) Analyt k Si/So my/mo
80 Benzoesaureethylester 0,76 1,23 1,22
80 Benzoesaurepropylester 1,03 1,43 1,40
80 Benzoesaurebutylester 1,41 1,69 1,64
70 Benzoesaureethylester 1,26 1,58 1,56
70 Benzoesaurepropylester 1,80 1,96 1,90
70 Benzoesaurebutylester 2,56 2,49 2,36
60 Benzoesaureethylester 2,10 2,17 2,13
60 Benzoesaurepropylester 3,16 2,91 2,81
60 Benzoesaurebutylester 4,77 4,04 3,81

Melbedingungen: mobile Phase AcCN/Phosphatpuffer [¢(AcCN):(100-

¢(AcCN))], v/v, sonstige Bedingungen siehe Abb. 7

S/So = Signalverstarkung, berechnet nach Gl 11, m/mg = Signalverstar-

kung, berechnet aus den Steigungen der Kalibrierfunktion fur ICD und

OoCD
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Um ihre Linearitat zu verifizieren, wurde fur jede Kalibrierfunktion ein An-
passungstest nach MANDEL vorgenommen (F-Test, Signifikanzniveau
99 %). Mit dem Test wurde geprift, ob sich die erhaltenen Mel3werte A,
und Ao als Funktion der Konzentration durch ein Polynom 2. Ordnung
(gekrimmte Kalibrierfunktion) signifikant besser als durch eine Gerade

beschreiben lassen.

In Tab. 3 werden die berechneten F—Werte, Fy., mit den tabellierten F-
Werten, Fp, flr die Kalibrierfunktion von Benzoesaurebutylester vergli-
chen. Die Tabelle zeigt, dal’3 der Anpassungstest nach MANDEL unabhéan-
gig vom Detektionsmodus und der Zusammensetzung der mobilen Phase
keine signifikante Abweichung der Kalibrierfunktion von der Linearitat er-
gibt. Fur die Kalibrierfunktionen der Ubrigen Benzoesaureester wurde ein
vergleichbares Ergebnis erhalten. Diese Ergebnisse werden hier nicht ge-

zeigt.

Tab. 3: F-Test fur die Kalibrierfunktion fir Benzoesaurebutylester bei
OCD und ICD mit wechselnder Zusammensetzung der mobilen Phase

(Signifikanzniveau 99 %)

OCD, (AcCN) /% n  r? Foer Fa
80 8 09986 0,133 16,26
ICD, (AcCN)/% n 2 Foer Fa
80 7 09975 7,85 21,20
70 8 09985 10,62 16,26
60 8 09989 1537 16,26

Fup = tabellierter F-Wert, Fner = berechneter F-Wert, r* = Quadrat des Re-

gressionskoeffizienten, n = Anzahl der Mel3punkte

Melbedingungen siehe Tab. 2
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Unter den gewéhlten Bedingungen wird die Linearitat der Kalibrierfunktion
nicht von der Wahl des Detektionsmodus beeinfluft. Unter den hier ge-
wahlten Bedingungen kann also in beiden Detektionsmodi mit linearen

Kalibrierfunktionen gearbeitet werden.

4.5 EinfluR des Detektionsmodus auf die Nachweisgrenze

Als Nachweisgrenze (LOD) wird in der Analytischen Chemie meist das
3 o - Kriterium angewandt. Dieses Kriterium bezeichnet die Konzentration
eines Analyten als Nachweisgrenze eines Verfahrens, die ein Signal er-
zeugt, das dreimal hoher als das Rauschen des Hintergrunds ist. In der
Flussigkeitschromatographie ist der Hintergrund die Basislinie des Chro-
matogramms. In den folgenden Betrachtungen wurde die Nachweisgren-
ze gemal dem 3 o - Kriterium aus der Steigung der Kalibriergeraden und

dem graphisch ermittelten Rauschen berechnet.

Das Rauschen wurde fir beide Detektionsmodi bestimmt, indem ein Tell
der Grundlinie vergroRert ausgedruckt wurde, und zueinander parallele
Geraden an die maximalen Amplituden der Grundlinie angelegt wurden.
Der Abstand zwischen den Geraden wurde als Schatzwert fir das Rau-
schen in den Berechnungen von LOD verwendet. Dieser Wert ist grof3er

als o fur ein normalverteiltes Hintergrundsignal.

Bei ICD wird ein Teil des eingestrahlten Lichts nicht nur an der Kapillarin-
nen- und KapillarauRenwand, sondern auch am Packungsmaterial ge-
streut. Es wird angenommen, dafd dieses Streulicht das Rauschen der
Basislinie erhéht. Da das Rauschen bei ICD grofer ist als bei OCD, muf3
in der CEC die Nachweisgrenze abhéngig vom Detektionsmodus sein.
Abb. 8 veranschaulicht dies am Chromatogramm von Benzoesaurepro-
pylester (c = 0,05 g/L) bei ICD und OCD unter ansonsten gleichen Bedin-
gungen. Am schlechteren Signal/Rauschverhéltnis S/R erkennt man, daf3

bei ICD das Rauschen der Basislinie gegentiber OCD starker ist.
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Abb 8: Aufgezeichnete Signale fiir Benzoesaurepropylester (beide c =
0,05 g/L) bei (a) ICD und (b) OCD unter ansonsten gleichen Bedingun-
gen. Mel3bedingungen siehe Abb. 6
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Im vorliegenden Fall ist das Rauschen bei ICD um einen Faktor 2 hoher
als bei OCD. Eine Verstarkung des Rauschens bei ICD um einen Faktor 2
wurde auch bei fluorimetrischer Detektion in der CEC [20] und photome-
trischer Detektion in der u-HPLC [39] beschrieben.

Ist die Nachweisgrenze fir OCD, LOD(OCD), bekannt, kann die Nach-
weisgrenze fur ICD, LOD(ICD), nach GI. 12 berechnet werden.

LOD(OCD) [F(R)

LOD(ICD) = 0D
M

(12)

Darin ist F(R) der Rauschfaktor, um den das Rauschen bei ICD gegen-
Uber OCD erhoht ist. Im vorliegenden Fall ist F(R) = 2.

In Tab. 4 sind fur 3 Benzoesaureester die experimentell bestimmten
Werte fur LOD(OCD) und LOD(ICD) aufgefuihrt. Die Nachweisgrenzen
wurden aus den Kalibrierfunktionen der Analyte (¢ = 0,01 - 1 g/L) aus Ab-
schnitt 4.4 fur ¢(AcCN) = 80 % unter Zugrundelegung des 3 o - Kriteriums

bestimmt.

Fur alle Analyte ist LOD(OCD) kleiner als LOD(ICD). Aufgrund des starke-
ren Rauschens bei ICD ist dieses Ergebnis zu erwarten. Allerdings steigt
fur OCD LOD mit steigendem Wert fur k des Analyten starker an als fur
ICD. Verlafdt ein Analyt mit k > 0 die chromatographische Trennstrecke,
wird der Anreicherungsprozel3 des Analyten in der stationaren Phase um-
gekehrt. Die Probenzone wird verbreitert und die Masse des Analyten pro
Volumensegment der Kapillarsdule nimmt ab (General elution problem
[39]). Dadurch wird das Signal des Analyten verbreitert und die Intensitat
des Signals nimmt ab. Der Effekt wachst mit dem Retentionsfaktor des
Analyten. Bei ICD wird vor der Elution von dem chromatographischen Bett
gemessen, d.h. die fir OCD beschriebene Signalabnahme mit steigen-

dem Retentionsfaktor ist bei ICD nicht zu beobachten.
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Tab. 4 enthélt auch die nach Gl. 12 aus LOD(OCD) berechneten Werte
fur LOD(ICD). Als Rauschfaktor wurde der oben experimentell bestimmte
Wert F(R) = 2 eingesetzt. Die berechneten Werte fir LOD(ICD) stimmen

mit den experimentell bestimmten Werten gut Gberein.

Nach GIl. 12 wird erwartet, dal3 fur Analyte mit k > 1,86 LOD(ICD) fur
F(R) = 2 kleiner als LOD(OCD) wird. Obwohl in das Experiment kein
Analyt mit k > 1,86 einbezogen wurde, 14t die Ubereinstimmung der ex-
perimentell bestimmten Werte fir LOD(ICD) mit den nach GIl. 12 berech-
neten Werten in Tab. 4 den Schluf3 zu, daf3 fir Analyte mit Werten fur k >
2 LOD(ICD) gegeniiber LOD(OCD) verbessert wird. Der Einsatz von ICD
kann also bei einem gegebenen Verfahren in der CEC gegentber OCD

zu einer Verbesserung der Nachweisgrenze fuhren.

Tab. 4: Nachweisgrenzen (LOD) flr Benzoesaureester in Abhangigkeit

vom Detektionsmodus

Analyt k LOD(OCD)/ LOD(ICD)/ LOD(ICD)/
(mg/L) (mglL) ? (mg/L)"®

Benzoesaure- 0,76 1,1 1,8 1,8
ethylester

Benzoesaure- 1,03 1,4 1,9 2,0
propylester

Benzoesaure- 1,41 1,8 2,1 2,1
butylester

4 experimentell bestimmt, ® berechnet nach GI. 12 (F(R) = 2).

Mobile Phase AcCN/Phosphatpuffer 8:2 v/v, sonstige Bedingungen siehe
Tab. 2
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4.6 Wiederholpréazision

In den Tab. 5 und 6 werden die relativen Standardabweichungen (RSD)
als Mal3 fur die Wiederholprazision der Retentionszeiten t, und der nor-
mierten Peakflachen A, verglichen. Die Messungen wurden, wie in Ab-
schnitt 4.3 beschrieben, mit derselben Kapillare und auch unter anson-
sten gleichen Bedingungen ausgeftihrt. Als Analyte wurden Benzoesau-
reester (c = 0,25 g/L) verwendet. Als interner Standard diente Benzoesau-
remethylester, ¢ = 1g/L. Es wurden pro Detektionsmodus 10 aufeinan-

derfolgende Messungen ausgeftihrt.

Fur alle Analyte ist die Wiederholpréazision von A, fir OCD besser als fir
ICD, obwohl RSD(t,) fur die mit ICD ausgefuhrten Messungen kleiner war
als RSD(t,) fur die mit OCD aufgenommenen Chromatogramme. Eine
Normalisierung von A, auf t, &ndert nichts an diesem Ergebnis. Die
schlechtere Wiederholprazision fur die Peakflachen bei ICD in der Be-
stimmung von A, mul3 andere Ursachen als Schwankungen bei den Re-

tentionszeiten der Analyte haben.

Eine mdgliche Ursache fir die groRere Ungenauigkeit der Bestimmung
von A, bei ICD ist das starkere Rauschen der Basislinie in diesem Detek-
tionsmodus. Nach Gl. 12 sollte fiir Benzoesaure-i-pentylester (k = 1,7) mit
F(R) = 2 LOD(OCD) vergleichbar mit LOD(ICD) sein und damit die Wie-
derholprazision vom Detektionsmodus unabhangig sein. Tatsachlich ist
die relative Standardabweichung von A, fir diesen Analyten bei ICD am
hdchsten. Das Rauschen der Basislinie als einzige Ursache der gréReren
Ungenauigkeit der quantitativen Bestimmung bei ICD ist damit unwahr-

scheinlich.
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Tab. 5: Wiederholprazision der Bestimmung von Benzoesaureestern bei OCD

Analyt k RSD(t) /%  RSD(An) /%
Benzoesaureethylester 0,72 1,42 0,75
Benzoesaurephenylester 0,93 1,42 1,25
Benzoesaurebenzylester 1,06 1,42 1,28
Benzoesaure-p-tolylester 1,24 2,37 0,98
Benzoesaurebutylester 1,32 1,43 0,98
Benzoesaure-i-pentylester 1,70 1,46 0,93

Interner Standard Benzoesauremethylester, ¢ = 1g/L, n = 10, Mel3bedingungen:
Kapillarsaule, L = 455(403) mm x 180 um I.D., stationare Phase Nucleosil
100-3 ODS, dp = 3 um, mobile Phase, AcCN/Phosphatpuffer 8:2, v/v, Trenn-
spannung 20 kV, elektrokin. Probenaufgabe, 12 kV fir 5s, Analytkonzentration
c=0,25g/L, A =230 nm

Tab. 6: Wiederholprazision der Bestimmung von Benzoesaureestern bei ICD

Analyt k RSD(t) /%  RSD(An) /%
Benzoesaureethylester 0,72 0,80 0,82
Benzoesaurephenylester 0,93 0,85 2,50
Benzoesaurebenzylester 1,06 0,85 1,79
Benzoesaure-p-tolylester 1,24 0,91 2,32
Benzoesaurebutylester 1,32 0,90 2,34
Benzoesaure-i-pentylester 1,70 0,95 2,83

Interner Standard Benzoesauremethylester, ¢ = 1g/L, n = 10, Mel3bedingungen:
Kapillarsaule, L = 377(320) mm x 180 um I.D., stationare Phase Nucleosil
100-3 ODS, d, = 3 um, mobile Phase, AcCN/Phosphatpuffer 8:2, v/v Trenn-
spannung, 16,6 kV, elektrokin. Probenaufgabe, 10 kV fur 5s, Analytkonzentrati-
onc=0,25¢g/L, A =230 nm
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REBSCHER und PYELL [20] fanden bei ICD in der Fluorimetrie neben dem
Basislinienrauschen eine weitere Form des Rauschens, das sie Signal-
rauschen nannten. Dieses Rauschen tritt nur bei ICD beim Durchtritt einer
Analytzone durch den Detektor auf. Es ist proportional zur Intensitat des
detektierten Signals. Damit beeinfluBt das Signalrauschen nicht die
Nachweisgrenze, wohl aber die Wiederholpréazision eines Verfahrens. Im
vorliegenden Fall ist RSD(A,) fur spater eluierte Analyte bei ICD héher als
bei OCD. Deren Signale werden am meisten durch die beobachtete Si-
gnalverstarkung erhoht. Dies legt den Schlul3 nahe, dal3 auch bei der
Photometrie das Signalrauschen neben dem Basislinienrauschen verant-
wortlich fiir die Verschlechterung der Wiederholprazision bei ICD ist. Als
Ursache flr das Signalrauschen kommt die Wanderung von Packungs-
teilchen durch das angelegte elektrische Feld in Betracht. Dies wird durch
die niedrige Frequenz des Signalrauschens belegt. In monolithischen Ka-

pillarsaulen durfte es nicht beobachtbar sein.
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5 Optimierung der Probenaufgabe

5.1 Elektrokinetische Probenaufgabe

In der CEC erfolgt die Probenaufgabe meist elektrokinetisch. Dazu wird
das Puffergefald am aufgabeseitigem Ende der Kapillarsaule durch ein
Gefal3, das die Analytlosung enthalt, ausgetauscht. AnschlieRend wird fur
eine bestimmte Zeitdauer eine Spannung angelegt. Der sich einstellende
EOF beftrdert die Probe auf den Saulenkopf. Die Lange L, der aufgege-
benen Probenzone ist proportional zur angelegten Aufgabespannung U,
der Aufgabezeit t, und der elektroosmotischen Beweglichkeit pe, des Pha-
sensystems aus mobiler und stationdrer Phase. Fir nicht retardierte Ana-

lyte 1&Rt sich L, nach GI. 13 berechnen.

Ly = tiMeo'UpLe™ (13)

Ls = Gesamtlange der Kapillare

Wird ein Analyt bereits wahrend der Probenaufgabe retardiert, ist dies in
Gl. 13 zu bertcksichtigen. Man erhalt Gl. 14. Darin ist k p der Retenti-
onsfaktor des Analyten, der bei Verwendung des Lésungsmittels der Pro-
be als mobile Phase erhalten wird.

L = t-Heo-Ur-Le™ (1+kpp)™ (14)

Zu einer erheblichen Retardierung des Analyten wahrend der Probenauf-
gabe kommt es, wenn das zum Losen der Probe verwendete Lésungs-
mittel eine geringere Elutionsstarke als die mobile Phase hat. Die Retar-
dierung wahrend der Probenaufgabe hat eine Anreicherung des Analyten
in der stationdren Phase und eine Fokussierung des Probenpfropfs zur
Folge. Meist wird das Losungsmittel so gewahlt werden, dal3 sich die Pro-
benbestandteile darin gut l6sen. Ein solches Losungsmittel besitzt dann

auch eine hohe Elutionsstarke fur die betrachteten Analyte, so dal3 die
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Retardierung der Probenbestandteile wahrend der Probenaufgabe meist

vernachlassigt werden kann.

5.2 Berechnung d er maximalen Probenpfropflange

Um einen mdglichen Beitrag der Probenaufgabe zur instrumentellen Ban-
denverbreiterung zu vermeiden, ist es notwendig die maximale Lange des
Probenpfropfs L, max zu kennen, die injziert werden kann, ohne die Effizi-
enz des Systems zu beeintrachtigen. Dies ist in der CEC besonders wich-
tig, weil die CEC eine hocheffiziente miniaturisierte Trennmethode ist, de-
ren Leistungsfahigkeit nur bei geringflgiger instrumenteller Bandenver-

breiterung genutzt werden kann [8].

Ein chromatographisches Signal wird durch verschiedene Prozesse in-
nerhalb und aul3erhalb der Trennsaule verbreitert (siehe Abschnitt 2.1, S.
5). Im Idealfall wird ein GAUss-férmiges Signal erhalten. Die Varianz der
Gesamtverteilung der Analytmolekile ist ein Mal3 flr die Peakverbreite-
rung. STERNBERG [41] berechnete 1966 die Beitrage zur Bandenverbreite-
rung aul3erhalb der Trennséaule. Er zeigte, dal3 die Varianz der Gesamt-
verteilung gleich der Summe der Varianzen der Partialverteilungen ist. Die
Partialverteilungen sind die Verteilungen aufgrund der einzelnen peakver-
breiternden Prozesse. Diese sind der chromatographische Prozel} selbst,
die Probenaufgabe und Beitrage der Detektion und der Datenaufzeich-
nung. Auch ein ortlicher radialer Temperaturgradient wirkt peakverbrei-

ternd.

Uberlegungen zum Beitrag der Probenaufgabe zur Bandenverbreiterung
in der HPLC behandeln das maximale Injektionsvolumen in Abh&ngigkeit
vom Peakvolumen. Diese GrofRen sind in der HPLC experimentell leicht
zuganglich. Fur die CEC sind sie allerdings wegen der dort auftretenden
extrem kleinen Volumina sehr unhandlich. Ahnliches gilt fur das in der
HPLC ubliche MaR fur die Geschwindigkeit der mobilen Phase, die Flul3-

rate (in mL/min). Daher ist es fur die CEC sinnvoll, die in Bezug auf das
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maximale Injektionsvolumen fir die HPLC gemachten Uberlegungen auf
die Probenpfropflange zu tbertragen, da diese experimentell leicht zu er-
mitteln ist. Aus denselben Grinden wird in der CEC die FluRrate durch

die lineare FlieRgeschwindigkeit (in mm/s) der mobilen Phase ersetzt.

Der Beitrag der Probenaufgabe zur Bandenverbreiterung wird durch die
Varianz der Eingabefunktion beschrieben. Die Eingabefunktion ist die
Verteilung der Konzentration des Analyten als Funktion des Ortes in der
Probenaufgabezone. Fur die HPLC wird die Eingabefunktion als recht-
eckig angenommen, obwohl ein experimenteller Beweis fehlt [42]. Unter
der Voraussetzung eines idealen Plug-flow sollte die Eingabefunktion in
der CEC rechteckig sein. Fir monolithische Kapillarsaulen ist ein idealer,
kolbenférmiger Flul3 der mobilen Phase experimentell nachgewiesen [32].
Im folgenden wird daher von einer rechteckigen Eingabefunktion ausge-
gangen.

Von den oben genannten peakverbreiternden Prozessen spielen in der
CEC nur der eigentliche chromatographische Prozel3 und die Probenauf-
gabe eine Rolle. Die Varianz o.? durch den chromatographischen ProzeR
ist durch GI. 14 gegeben. Gl. 14 leitet sich aus der Theorie der Béden ab
[43]. Die Varianz o,? durch die Probenaufgabe ist durch Gl. 15 gegeben
[41].

, L%
O~ = — 14
CEN (14)
2
2 |
o = — 15
=1 (15)

Lp = Lange der Kapillarsaule bis zum Detektor, N = Trennstufenzahl
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Die Gesamtvarianz 0g’ des betrachteten Peaks ergibt sich aus der Sum-

me der Teilvarianzen (GI. 16).

0c° =0/ + 0. (16)

In der Chromatographie wird eine Zunahme der Peakvarianz durch Ban-
denverbreiterung aufRerhalb der Trennstrecke um 10 % allgemein toleriert

[42]. Aus diesem Entscheidungskriterium folgt Gl. 17.

0g”> =1,1.0.° (17)

Die maximal zu injizierende Probenpfropflange L,max iSt nach diesen

Uberlegungen durch Gl. 18 gegeben.

L =110fR 18
I,max l \/N ( )

5.3 Experimentelle Uberprifung

Um die Giltigkeit von GIl. 18 experimentell zu Uberprifen, wurden mehre-
re Benzoesadureester unter identischen Bedingungen getrennt. Lediglich
die Probeaufgabeparameter U, und t, wurden variiert, so dafd unterschied-
lich lange Probenpfropfen injiziert wurden. Abb. 9 zeigt je ein Chromato-
gramm bei Injektion einer Probenzone mit L, = 0,07 mm und L, = 5,3 mm.
Zum Losen der Probe wurde AcCN verwendet. Dieses hat eine grofere
Elutionsstarke als die verwendete mobile Phase (AcCN/Phosphatpuffer
8:2, v/v), so dal’ die Anreicherung der Analyte durch die stationare Phase
wéhrend der Probenaufgabe vernachlassigt werden kann. Die Langen der
Probenaufgabezonen wurden deshalb aus U, und t, nach GIl. 13 berech-

net. e, Wurde aus ty nach den Gl. 24 und 25, S. 55, bestimmit.
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Abb. 9: Chromatogramme von Benzoesaureestern bei (a) L, = 0,07 mm und (b)
L, = 5,3 mm. Kapillarsaule, L = 310(258)mm x 180 um I.D., stationdre Phase
YMC ODS dp = 1,5 pm, mobile Phase AcCN/Phosphatpuffer 8:2, v/v, Trenn-
spannung 15 kV, elektrokin. Probenaufgabe, (a) 1 kV fir 1 s, (b) 15 kV fur 5 s,
photometrische In-column-Detektion, A = 230 nm, Analyte, 1 = Thioharnstoff,
2 = Benzoesauremethylester, 3 = Benzoesaureethylester, 4 = Benzoesaure-
phenylester, 5 = Benzoesaurebenzylester, 6 = Benzoesaure-p-tolylester,
7 = Benzoesaurebutylester, 8 = Benzoesaure-i-pentylester
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Fur L, = 0,07 mm wird fur alle Signale eine gute Auflésung erhalten und
die Peaks weichen kaum von der GAUss-Form ab. Die Trennstufenzahlen
betragen 40000 - 50000. Fur L, = 5,3 mm dagegen sind die Peaks stark
verbreitert. Thre Form weicht aufgrund extremer Volumenuberladung der
Kapillarsaule stark von der GAuss-Form ab. Die Auflésung wurde erheb-
lich vermindert. Die Trennstufenzahlen sind um einen Faktor 8 - 16 ge-

sunken.

Diese beiden Beispiele belegen den starken Einflu3 der Probenaufgabe
auf die Effizienz in der CEC. Interessanterweise wird der Peak des ty-
Markers Thioharnstoff scheinbar nicht von der Lange der aufgegebenen
Analytzone beeinflufdt. Im Gegensatz zu den ubrigen Analyten ist Thio-
harnstoff relativ polar. Die Endfritten der Kapillarsaule sind aus nativem
Silikagel hergestellt. Das Losungsmittel der Probe AcCN ist relativ unpo-
lar. Daher wird Thioharnstoff an dem polaren Material der Fritte retardiert
und sein Probenpfropf fokussiert (siehe Abschnitt 5.5, S. 50).

In Abb. 10 ist die Halbwertsbreite w;,, der Peaks der Benzoesaureester in
mm gegen die Lange des aufgegebenen Probenpfropfs in mm aufgetra-
gen. Fur kleine L, ist wy, unabhangig von der Lange des injizierten Pro-
benpfropfs. Die Varianz der Peaks wird durch den chromatographischen
Prozel3 bestimmt. Ab einem bestimmten Schwellenwert fr L, ist wy, pro-
portional zur Lange des Probenpfropfs. In diesem Bereich dominiert die
Probenaufgabe die Varianz der Peaks. Zur Herleitung von GIl. 18 wurde
eine Zunahme der Peakvarianz um 10 % als zulassig angenommen. Das
entspricht einer Zunahme von wy,, um 5%. Fur die in Abb. 10 dargestell-
ten Mel3werte ist bei Zugrundelegung dieses Kriteriums L;yax = 0,9 mm.
Nach Gl. 18 ist L max = 1,4 mm. Dabei wurde fur N eine mittlere Trenn-
stufenzahl von 45000 fir die verwendeten Analyte eingesetzt. Dies ent-
spricht der im Mittel mit der verwendeten Kapillarsdule maximal erreichba-
ren Trennstufenzahl. Lp ist gleich 258 mm. Die Abweichung des experi-
mentell bestimmten Werts fir L, m.x vom berechneten kann auf Inhomo-

genitaten im FluR der mobilen Phase im Bereich der aufgabeseitigen Ab-
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schluf3fritte der Kapillarsdule zurtickzufiihren sein, so daf die Eingabe-
funktion nicht ideal rechteckig ist. Dies fiihrt zu einer fehlerhaften Bestim-
mung von o> aus den Probeaufgabeparametern und t,. Es ist daher not-

wendig, in Gl. 18 einen Korrekturfaktor F, einzufihren. Man erhéalt Gl. 19.

L
I—I,max :lvlgF [[{)/N (19)
|

Im vorliegenden Fall ist F, = 1,5. Weil F, von lokalen Inhomogenitaten in
der Fritte abhangt, muf3 sein Wert flr ein gegebenes System experimen-

tell ermittelt werden.

TERABE et al. [44] berechneten fur die MEKC unter Verwendung von Gl.
18 L,max flr eine Kapillare mit L, = 500 mm und einer Bodenhtéhe H = 2
um. Der erhaltene Wert ist in guter Ubereinstimmung mit dem experi-
mentell bestimmten. Dieses Beispiel zeigt, dal3 Gl. 18 bei Abwesenheit
von Fritten in der Kapillarsaule, wie bei der MEKC, gdiltig ist. Bei Verwen-
dung von monolithischen Trennsaulen sollte Gl. 18 auch in der CEC gultig

sein.

Unter den gewahlten Bedingungen darf der injizierte Probenpfropf maxi-
mal ca. 1 mm lang sein. Das entspricht einer Aufgabespannung von 1 kV
fur 5 s. In der CEC betragt die Aufgabespannung oft 5 - 10 kV fiur eine
Aufgabedauer von ca. 5 - 10 s [27, 26, 45, 46]. Nach den obigen Ausfih-
rungen ist unter diesen Bedingungen von einem signifikanten Beitrag der
Probenaufgabe zur Bandenverbreiterung auszugehen, so daf3 in der CEC
gegenwartig meist nicht bei der maximal méglichen Effizienz der Methode

gearbeitet wird.
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Abb. 10: Halbwertsbreite wy, als Funktion der Probenpfropflange L, fir
verschiedene Benzoesaureester. B = Benzoesauremethylester, ® = Ben-
zoesaureethylester, A = Benzoesaurebenzylester, w = Benzoesaure-p-
tolylester, € = Benzoesaure-i-pentylester, + = Benzoesaurephenylester,

X = Benzoesaurebutylester, MeRbedingungen siehe Abb. 9
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5.4 Berechnung optimaler Probeaufgabeparameter

Unter Verwendung von Gl. 13 und GI. 19 lassen sich die maximal zulassi-
gen Probenaufgabeparameter bestimmen. Ist t; vorgegeben, laRt sich
nach Gl. 20 die maximal zulassige Aufgabespannung U, n.x berechnen.
Bei vorgegebenem Wert fur U, ist nach GI. 21 die maximal zulassige Auf-

gabezeit t| max zU bestimmen.

I—D D]'G
Ujmax = 110 (20)
e I:I EtI queo B‘/N
I—D EI]'G
tymax = 110 (21)
T R U O BN

Die Gl. 20 und 21 sind nur dann gultig, wenn die Anreicherung der Ana-
lyten in der Probenaufgabezone vernachlassigt werden kann. Ist die Eluti-
onsstarke des zum Losen der Probe verwendeten Lésungsmittels gerin-
ger als die der zur Trennung verwendeten mobilen Phase, ist die Anrei-
cherung nicht mehr langer zu vernachlassigen. Aus Gl. 20 wird Gl. 22 und
aus Gl. 21 wird Gl. 23.

Lp L Uk py +1)

U =110 (22)
e F O O, BN
Lo L k +1

timax = 1162 c st o
I:I EUI meo B\/N

kip, ist der Retentionsfaktor des zuerst eluierten Analyten bei Verwen-
dung des Losungsmittels der Probe als mobile Phase. Da der Proben-
pfropf dieses Analyten am wenigsten durch die Anreicherung in der sta-

tiondren Phase fokussiert wird, ist die Beeinflussung von L, nax aufgrund
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der Anreicherung der Analyten durch dessen k-Wert bestimmt. Fur offene
Filmkapillaren und monolithische Kapillarsdulen kann F, = 1 gesetzt wer-
den. Bei Verwendung gepackter Kapillarsdulen mit Abschluf3fritten ist F,

experimentell zu bestimmen.

5.5 Anreicherung des Analyten bei der Probenaufgabe

Wie bereits mehrfach erwahnt, kommt es zur Anreicherung der Analyten
in der stationaren Phase, wenn diese bereits wahrend der Probenaufgabe
retardiert werden. Dadurch wird der Probenpfropf fokussiert. Dieser Effekt
kann gezielt genutzt werden, um trotz der Aufgabe grofRer Probenmen-
gen, d. h. eines langen Probenpfropfs, die Effizienz des chromatographi-
schen Systems zu erhalten. Gleichzeitig 1aRt sich so die Empfindlichkeit

eines Verfahrens steigern.

In einem Experiment wurden mehrere Benzoesaureester elektrochroma-
tographisch getrennt. Bis auf die Zusammensetzung der Probenlésung
wurden alle tbrigen Parameter der Trennung konstant gehalten. Die Pro-
benlésung bestand aus einer AcCN/Wasser-Mischung. Die Probenaufga-
beparameter wurden so gewahlt, dal ohne Fokussierung des Proben-
pfropfs von einem starken Beitrag der Probenaufgabe zur Bandenver-
breiterung ausgegangen werden kann (L, = 6,1 mm). Der Volumenanteil ¢
des AcCN in der Probenlésung wurde variiert. Bei sinkendem Wert fur
¢(AcCN) sollten die unpolaren Ester zunehmend an dem unpolaren

Packungsmaterial retardiert und ihre Probenpfropfen fokussiert werden.
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Abb. 11 zeigt je ein Chromatogramm fir ¢(AcCN) = 0,5 und ¢(AcCN) = 1.
Fur $(AcCN) = 1 sind die Peaks infolge Volumenuberladung der Kapillar-
saule stark verbreitert und weichen stark von der GAuss-Form ab. Fur
¢(AcCN) = 0,5 sind die Peaks GAuss-férmig. Die Auflésung fur die Si-
gnale hat sich sehr verbessert. So sind die Peaks von Benzoesaurepro-
pylester und Benzoesaurebutylester bis zur Basislinie getrennt. Bei
¢(AcCN) = 1 Uberlappen ihre Peaks. Unter Beriicksichtigung der unter-
schiedlichen Konzentration der Analyte in der Probenlésung (c = 0,2 g/L
bei $(AcCN) = 0,5; ¢ = 0,25 g/L bei $(AcCN) = 1) wurde bei ¢(AcCN) =
0,5 gegentber ¢(AcCN) = 1 die Empfindlichkeit des Verfahrens um einen
Faktor 6 verbessert. Zur Bestimmung dieses Faktors wurden die Peakho-

hen verglichen.

Die Chromatogramme zeigen, dafld der Einflu3 des AcCN-Gehalts der
Probenlésung auf die Verbreiterung des Peaks des polaren ty-Markers
Thioharnstoff genau umgekehrt ist, wie auf die Verbreiterung der Peaks
der unpolaren Ester. Bei $(AcCN) = 0,5 ist Thioharnstoff besser in der
mobilen Phase I6slich und wird daher weniger stark retardiert (wy, = 11,6
mm). Bei ¢(AcCN) = 1 wird Thioharnstoff retardiert und sein Probenpfropf
damit fokussiert (wy», = 5,5 mm). Das Verhalten von Thioharnstoff zeigt,
dal dieser Analyt an dem polaren Frittenmaterial retardiert wird und nicht

an dem unpolaren Packungsmaterial.

In Abb. 12 ist wy,, der Benzoeséureester gegen den Volumenanteil ¢ von
Acetonitril in der Probenlésung aufgetragen. Bis ¢(AcCN) = 0,7 ist wy,
unabh&ngig vom Volumenanteil AcCN in der Probenldsung. Fir ¢(AcCN)
> 0,7 ist wy, proportional zum Volumenanteil AcCN. Dabei steigt bei
¢(AcCN) = 1 der Wert flr wy, gegentiber dem bei ¢(AcCN) = 0,7 auf das
2 bis 2,5-fache an.
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Abb. 11: Chromatogramme mehrerer Benzoesaureester bei (a) ¢(AcCN) = 1
und (b) $(AcCN) = 0,5. Kapillarsaule, L = 395(345) mm x 180 um 1.D., stationa-
re Phase Nucleosil 100-3 ODS, d, = 3 pm, mobile Phase AcCN/Phosphatpuffer
8:2, vlv, Trennspannung 25 kV, elektrokin. Probenaufgabe, 23 kV fur 7s, pho-
tometrische In-column Detektion, A = 230 nm, Analyte, 1 = Thioharnstoff, 2 =
Benzoesauremethylester, 3 = Benzoesaureethylester, 4 = Benzoesaurepropy-
lester, 5 = Benzoesaurebenzylester, 6 = Benzoesaurebutylester, 7 = Benzoe-

saure-i-pentylester
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Abb. 12: Halbwertsbreite wy,, als Funktion von ¢(AcCN) in der Probenlo-
sung. B = Benzoesauremethylester, ® = Benzoeséaureethylester, A= Ben-
zoesaurepropylester, % = Benzoeséaurebenzylester, X = Benzoesaurebu-

tylester, + = Benzoesaure-i-pentylester, Mel3bedingungen siehe Abb. 11

Das Experiment zeigt, dal3 durch Verringerung des AcCN-Gehalts der
Probenlésung sich ein Beitrag der Probenaufgabe zur Bandenverbreite-
rung trotz grofRer Probenpfropflange vermeiden lait. Mit ¢(AcCN) < 0,7
larkt sich wy,, nicht weiter reduzieren, da die Bandenverbreiterung nun-
mehr ausschlie3lich durch den chromatographischen Prozeld bestimmt
wird. Die vorgestellte Technik ermdglicht es, die Empfindlichkeit eines
Verfahrens durch die Aufgabe grof3er Probenvolumina zu steigern, ohne

die Effizienz des chromatographischen Systems zu verringern.

53



6 Einflul der Zusammensetzung der mobilen Phase auf elektro-

chromatographische Trennung en

6.1 Einfuhrung

In der CEC wird die mobile Phase durch den EOF angetrieben. Da der
EOF an der Grenzflache zwischen der mobilen und der stationaren Phase
generiert wird, ist seine Starke durch die Eigenschaften beider Phasen
bestimmt. Bei der Optimierung der Zusammensetzung der mobilen Phase
muld neben der gezielten Beeinflussung der Retention der Analyte und
der Selektivitdt des Trennsystems auch die Erzielung eines hinreichend
schnellen EOF berucksichtigt werden. Dies ist besonders wichtig, da die
FlieRgeschwindigkeit der mobilen Phase einen entscheidenden Einfluf3
auf die Effizienz des Systems hat. Da eine fundierte theoretische Basis fur
die Beschreibung des EOF in porésen Medien, wie sie die gepackten Ka-
pillaren darstellen, noch aussteht [47], ist die Untersuchung des Einflus-
ses der Beschaffenheit der mobilen und der stationdren Phase auf den
EOF fiur die Entwicklung der CEC von besonderer Wichtigkeit. Im folgen-
den wird der Einfluld der Zusammensetzung der mobilen Phase auf den
EOF untersucht. Auch der Einflul3 auf die Retention der Analyte, die Se-

lektivitdt des Trennsystems und seine Effizienz wird untersucht.

6.2 Variation der lonenstarke der mobilen Phase
6.2.1 EinfluR der lonenstarke auf den elektroosmotischen Fluf

In der CEC werden meist RP-Materialien als stationare Phase und Gemi-
sche aus AcCN und einer waldrigen Pufferlosung als mobile Phase ver-
wendet. Als Puffer werden z.B. Dihydrogenphosphat/Hydrogenphosphat-
Puffer [48], Boratpuffer [36] oder Tris-HCI-Puffer [12] verwendet (Tris:
Tris(hydroxylmethyl)aminomethan). Neben dem Wassergehalt der mobi-
len Phase und dem verwendeten organischen Modifier bestimmen die

Konzentrationen der Puffersalze die Geschwindigkeit des EOF.
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Als Malf3 fir die Geschwindigkeit des EOF wird in der CEC die lineare
elektroosmotische FlieRgeschwindigkeit v, angegeben. v., berechnet
sich nach Gl. 24.

Veo = Heo [E (24)
Heo = elektroosmotische Beweglichkeit  E = elektrische Feldstarke

Veo laMt sich nach Gl. 25 aus der Totzeit to des Systems und der Lange

der Kapillare bis zum Detektor Lp bestimmen.
Veo = LD/to (25)

Heo berechnet sich flr offene Kapillaren nach Gl. 26 [49].

o[d
Meo :T (26)

o = Oberflachenladungsdichte 0 = Dicke der elektr. Doppelschicht

n = Viskositat der mobilen Phase

0 ist nach GI. 27 umgekehrt proportional zur lonenstarke | [50].

€ € -k-T
5= % 27)
2Np € |

1
mit IZEZZiZ +Cj
|

€, = relative Dielektrizitatskonstante der mobilen Phase

€0 = elektrische Feldkonstante z = Ladungszahl des lons
k = Boltzmannkonstante ¢ = Konzentration
T = Temperatur Na = Avogadrokonstante

e = Elementarladung
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Die Kanale zwischen den Packungsteilchen einer gepackten Kapillarsaule
konnen als Kapillaren beschrieben werden. Folglich |&Rt sich die gepackte
Kapillarsaule als Bindel von Kapillaren approximieren. Unter dieser An-
nahme sollten die Gl. 26 und 27 auch fur gepackte Kapillarsaulen gelten.
WAN [51] untersuchte peo in Abhangigkeit von der Konzentration von Na-
triumphosphat (c = 10 - 10° mmol/L) im Falle ungepackter und teilge-
packter Kapillarsdulen. Als Packungsmaterial wurde ODS-Silikagel ver-
wendet. Fir offene Kapillarsdulen nahm pe, mit steigender lonenstarke
wie erwartet ab. Fur teilgepackte Kapillarsdulen wurde fir pe, €in Maxi-
mum im mittleren Bereich der gewahlten Konzentrationsspanne ermittelt.
KNOX und GRANT [9] bestimmten W, in teilgepackten Kapillarsaulen in
Abhangigkeit der Konzentration von NaH,PO, in der mobilen Phase. Als
mobile Phase verwendeten sie AcCN/Wasser 7:3, v/v. Sie ermittelten ein
Maximum flr U, in einem Konzentrationsbereich des Puffersalzes von
0,3 bis 3 mmol/L. Auch DITTMANN und ROzING [10] untersuchten peo in
teilgepackten Kapillarsaulen. Sie fanden fur ¢ = 2 — 20 mmol/L des Puffers
eine Abnahme von e, mit steigender Pufferkonzentration. Sie verwen-

deten einen Tris-HCI Puffer.

Die Abhangigkeit von L, von | kann wie folgt erklart werden: Bei niedrigen
lonenstarken tritt eine Uberlappung der elektrischen Doppelschichten in
den Kanalen der Packung auf. Die Uberlappung der Doppelschichten
nimmt mit steigenden Wert fir | ab, wodurch e, bis zu dem beobachteten
Maximum steigt. Wird | weiter erhdéht, macht sich die Abnahme des elek-
trokinetischen Potentials mit zunehmender lonenstarke bemerkbar. Man
beobachtet dann bei gepackten Kapillarsaulen eine Abnahme von L, mit

zunehmender lonenstéarke wie im Falle offener Kapillarsaulen.

Bei Verwendung teilgepackter Kapillarséaulen ist der gemessene Wert von
Heo bei gegebener mobiler Phase nicht allein durch die Eigenschaften der
Packung bestimmt. Vielmehr setzt sich der gemessene Wert aus Anteilen
voNn We, im gepackten und pe, im ungepackten Teil der Kapillarsédule zu-

sammen [52]. Um diese Stdérung zu umgehen, wurden in der vorliegenden
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Arbeit zur Bestimmung von pe, nur vollstandig gepackte Kapillarsaulen
verwendet. Dazu wurde mit Thioharnstoff als inertem Tracer die Totzeit
des Systems bestimmt und nach den GI. 24 und 25, S. 55, pe, berechnet.
Als mobile Phase wurde AcCN/Phosphatpuffer 8:2, v/iv verwendet. Die
Phosphatkonzentration betrug 0,01 bis 7 mmol/L. Als stationare Phase
diente Nucleosil 100-3 ODS, d, = 3 um. Das Experiment wurde mit zwei
verschiedenen Kapillarsaulen wiederholt. Es wurden fir jede Phosphat-
konzentration mehrere Messungen durchgefthrt und der Mittelwert gebil-

det. Abb. 13 zeigt das Ergebnis fir beide Kapillarséaulen.

Fur beide Kapillarsaulen durchlauft pe, ein Maximum im Bereich von 0,4
bis 4 mmol/L. Dieses Ergebnis legt den Schluf® nahe, dalR unter den ge-
wahlten Bedingungen fiir ¢ < 0,4 mmol/L eine Uberlappung der elektri-
schen Doppelschichten auftritt. Ferner beobachtet man bei beiden Kapil-
larséulen in diesem Konzentrationsbereich eine Abnahme der Reprodu-
zierbarkeit von peo. Flr ¢ > 4 mmol/L nimmt pe, mit steigender Phosphat-
konzentration ab. In diesem Konzentrationsbereich verringert die Abnah-
me des elektrokinetischen Potentials He,. Auffallig ist, dal? die Werte fur
Heo IM Falle von Kapillare 2 gegeniber denen fir Kapillare 1 alle zu hohe-
ren Werten verschoben sind. Dies kann auf eine unterschiedliche Per-
meabilitat der Abschluffritten und eine unterschiedliche Packungsdichte

zurtckzufuhren sein [52].

Das vorgestellte Ergebnis lalt den Schluf? zu, daf} in der CEC die Kon-
zentration des Puffersalzes optimiert werden muf3. Im Bereich zu hoher
und zu niedriger Pufferkonzentrationen steigt infolge des kleinen Werts fir
Heo UNd des daraus resultierenden kleinen Werts fir v, die Analysendau-
er. Ferner ist im Bereich kleiner Pufferkonzentrationen infolge der Ab-
nahme der Reproduzierbarkeiten von e, und Ve, auch mit einer Abnahme
der Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten der Analyte zu rechnen. Dies
senkt die Genauigkeit quantitativer Bestimmungen. In der CEC sollte da-
her bei einer Puffersalzkonzentration von 0,4 bis 4 mmol/L gearbeitet

werden, bei der pg, maximal ist.
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Abb. 13: Elektroosmotische Beweglichkeit pe, in Abhangigkeit des Log-
arithmus der Phosphatkonzentration der mobilen Phase. B = Kapillar-
saule 1, L = 442(390) mm x 100 um I.D., Mittelwerte aus 3 Messungen, 4
= Kapillarsaule 2, L = 422(376) mm x 100 um I.D., Mittelwerte aus 5 Mes-
sungen, Fehlerbalken = Standardabweichung, mobile Phase AcCN/Phos-
phatpuffer (c = 0,01 - 7 mmol/L) 8:2 vl/v, stationdre Phase Nucleosil 100-3
ODS, d, = 3 um, Trennspannung = 25 KV, elektrokinetische Probenauf-
gabe, 5 s bei 5 kV, photometrische In-column-Detektion, A = 230 nm, Tot-

zeitmarker Thioharnstoff
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6.2.2 Einflul3 der lonenstarke auf die Retention der Analyte und die Trenn-

stufenhdhe

Neben dem Einflul der lonenstarke auf pe, wurde auch deren Einflu® auf
die Retentionsfaktoren k und die Trennstufenhéhe N verschiedener Ana-
lyte untersucht. Die Versuche wurden ebenfalls mit einer vollstandig ge-
packten Kapillarsaule durchgefiihrt. Als mobile Phase wurde AcCN/Phos-
phatpuffer 8:2, v/iv verwendet. Der Konzentrationsbereich des Phosphat-
puffers betrug 0,01 - 7 mmol/L. Die Probenaufgabespannung betrug bei
jeder Messung 5 kV fir eine Aufgabezeit von 5 s, so dal3 in Abhangigkeit
von e, Und damit der Phosphatkonzentration Probenpfropfen von 1,1 -
1,4 mm Lange inijziert wurden. Unter diesen Bedingungen leistet die Pro-
benaufgabe noch keinen signifikanten Beitrag zur Bandenverbreiterung.
Abb. 14 zeigt ein Chromatogramm der verwendeten Testmischung aus

verschiedenen Benzoesaureestern und PAH.

In Abb. 15 sind die Retentionsfaktoren k der Substanzen der Test-
mischung gegen den Logarithmus der Phosphatkonzentration aufgetra-
gen. FUr die aufgefihrten Substanzen ist k unter den gewdahlten Be-
dingungen unabhéngig von der Phosphatkonzentration. Die Puffersalz-
konzentration hat keinen EinfluR auf die Verteilungskoeffizienten der

Analyte zwischen der mobilen und der stationdren Phase.

Abb. 16 zeigt exemplarisch die Abhangigkeit der Trennstufenzahl N fir
Benzoesaureethylester und Acenaphthen vom Logarithmus der Phos-
phatkonzentration. N wurde nach Gl. 1, S. 3, aus t, und wy,, der Peaks be-
rechnet. Unter den gewahlten Bedingungen zeigt N keine signifikante Ab-
hangigkeit von der lonenstarke. Auffallig sind die grofen Werte der
Stand-ardabweichung von N. Diese Werte belegen die systembedingte
Ungenauigkeit bei der Bestimmung von N. Die Ursache fur die hohe Un-
genauigkeit bei der Bestimmung von N ist unklar. Die Halbwertsbreiten
der Peaks in dem in Abb. 14 dargestellten Chromatogramm betragen 3 s
(Thioharnstoff) bis 14 s (Pyren). In Bezug auf die Grol3e der Halbwerts-

breiten sollte die gewahlte Aufnahmefrequenz fir die Datenpunkte durch
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die Software (10 Hz) fur eine genaue Wiedergabe der Halbwertsbreiten
ausreichend sein. Fur die Gbrigen Analyte wurde ein vergleichbares Er-

gebnis erhalten. Die Daten werden hier nicht gezeigt.

0,0 4,0 8,0 12,0 16,0 20,0

t/min

Abb. 14: Chromatogramm eines Gemisches aus Benzoesaureestern und
PAH. Kapillarsdule, L = 422(376) mm x 100 um I.D., stationdre Phase
Nucleosil 100-3, d, = 3 pm, mobile Phase AcCN/Phosphatpuffer (c = 0,4
mmol/L) 8:2, vlv, elektrokinetische Probenaufgabe , 5 s bei 5 kV, Trenn-
spannung 25 kV, photometrische In-column-Detektion, A = 230 nm, Ana-
lyte: 1 = Thioharnstoff, 2 = Benzoesauremethylester, 3 = Benzoesau-

reethylester, 4 = Acenaphthylen, 5 = Acenaphthen, 6 = Pyren
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Abb. 15: Auftragung der Retentionsfaktoren k verschiedener Analyte ge-
gen den Logarithmus der Phosphatkonzentration. Analyte: ® = Benzoe-
sauremethylester, ® = Benzoesaureethylester, A = Acenaphthylen, ¥ =

Acenaphthen, 4 = Pyren, MelRbedingungen siehe Abb. 14
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Abb. 16: Trennstufenzahl N als Funktion des Logarithmus der Phosphat-
konzentration. € = Acenaphthen, B = Benzoesaureethylester, Mittelwert
aus 5 Messungen, Fehlerbalken = Standardabweichung, Mel3bedingun-
gen siehe Abb. 14

Die vorgestellten Untersuchungen zur Variation der lonenstarke kénnen
wie folgt zusammengefal3t werden: Zur Erzielung eines hinreichend
schnellen und stabilen EOF mufl3 die lonenstérke auf einen optimalen, ex-
perimentell zu ermittelnden Wert eingestellt werden. Unter den vorge-
stellten experimentellen Bedingungen hat | keinen Einflul3 auf die Reten-

tion der Analyte und die Effizienz des chromatographischen Systems.
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6.3 Variation des Modifiergehalts der mobilen Phase
6.3.1 Einflul3 des Modifiergehalts auf den elektroosmotischen FluR3

Zur gezielten Variation der Retention der Analyte und der Selektivitat des
chromatographischen Systems wird in der RP-Chromatographie der Mo-
difiergehalt der mobilen Phase dem Trennproblem angepalit. Eine Varia-
tion des Modifiergehalts bewirkt eine Veranderung der Viskositat und der
Dielektrizitdtskonstanten der mobilen Phase. Dadurch bewirkt in der CEC
die Variation des Modifiergehalts eine Veranderung der FlieRgeschwin-
digkeit der mobilen Phase. g, 183t sich fur offene und gepackte Kapilla-

ren mit der HELMHOLTZ-SMOLUCHOWSKI-Gleichung (GI. 28) beschreiben.

_& E:0 [2[
Heo = (28)
n
€, = relative Dielektrizitatskonstante der mobilen Phase
€o = elektrische Feldkonstante ( = elektrokinetisches Potential

n = Viskositat der mobilen Phase

Nach GIl. 28 bestimmen der Koeffizient €/n und ¢ den Wert von Leo.
SCHWER und KENNDLER [53] bestimmten L, in offenen Quarzglaskapilla-
ren in Abhangigkeit vom Volumenanteil verschiedener organischer Modi-
fier in walrigen mobilen Phasen bei konstanter lonenstérke. Sie ermittel-
ten eine kontinuierliche Abnahme von e, mit steigendem Modifiergehalt.
Ihre Beobachtung erklarten sie mit einer Veranderung des Koeffizienten

€/n und einer Abnahme von { bei steigendem Modifiergehalt.

Vergleichbare Untersuchungen unter Verwendung von mit ODS-Silikagel
gepackten Kapillarsaulen fuhrten zu anderen Ergebnissen. So ermittelten
CHOUDHARY und HORVATH [52] ein Ansteigen von Ve, mit steigendem
AcCN-Gehalt in walRrigen mobilen Phasen. Dieses Ergebnis wird durch

Messungen anderer Arbeitsgruppen bei Verwendung von AcCN als Modi-
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fier bestatigt [10, 24]. Fur Methanol (MeOH) als Modifier erhielten
DITTMANN und ROzING [10] ein abweichendes Resultat. Sie beobachteten
in diesem Fall ein Minimum fur pe, bei einem Modifiergehalt von 60%. Alle
vorgestellten Untersuchungen wurden bei konstanter lonenstarke durch-

gefluhrt.

Fir die Variation von pe, mit der Veranderung des Modifiergehalts wird im
Falle gepackter Kapillarsaulen oft nur die Verdnderung des Koeffizienten
e/n in Gl. 28 genannt [19]. Die vorgestellten Ergebnisse lassen allerdings
den Schluf zu, dafd bei Verwendung bestimmter Modifier auch die Veran-
derung von ( eine Rolle spielt. So konnten DITTMANN und ROZzING [10] ihre
Ergebnisse fur MeOH als Modifier mit der Veranderung von ¢&,/n korrelie-
ren, wahrend sich das Ergebnis fir AcCN nur mit einer zusatzlichen Ver-
anderung von ¢ und damit der Oberflachenladungsdichte o der stationa-
ren Phase erklaren lie3. Die Autoren berechneten fir AcCN und MeOH
den Verlauf von o bei Variation des Modifiergehalts. Fir AcCN ermittelten
sie im Gegensatz zu MeOH ein Maximum fir o bei einem Modifiergehalt
von 40 - 60 %. Der beschriebene Verlauf von o bei Erhéhung des AcCN-

Gehalts der mobilen Phase bewirkt ein Ansteigen von He,.

In den oben genannten Arbeiten wurden teilgepackte Kapillarsaulen ver-
wendet. Der gemessene Wert von e, Setzt sich damit aus den Anteilen
voNn Weo iIM gepackten Teil und pe, im ungepackten Teil der Kapillarsaule
zusammen. Um diese Storung zu umgehen, wurde in der vorliegenden
Arbeit g, in vollstdndig gepackten Kapillarsdulen bestimmt. Als Pa-
ckungsmaterial diente Nucleosil 100-3 ODS, d, = 3 um. Als Modifier wur-
den Aceton und AcCN verwendet. Dabei wurde fiir Aceton eine Kapillar-
saule anderer Dimensionen als fir AcCN benutzt. Der Volumenanteil des
Modifiers in der mobilen Phase ¢(Mod) betrug 50 - 80 %, v/v. Als wal¥rige
Pufferlosung fand Phosphatpuffer Verwendung. Die Phosphatkonzentrati-
on in der Mischphase wurde konstant gehalten und betrug im Falle des
AcCN 0,8 mmol/L und im Falle des Acetons 0,4 mmol/L. Als Totzeitmar-

ker wurde Thioharnstoff verwendet. Fur jeden Modifiergehalt wurde t,
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dreimal bestimmt und der Mittelwert berechnet. Daraus wurde nach den
Gl. 24 und 25, S. 55, peo bestimmit.

In Abb. 17 sind die Werte flr pe, in Abhangigkeit von ¢(Mod) fir AcCN
und Aceton aufgetragen. Fur AcCN steigt Ue, kontinuierlich mit steigen-
dem Modifiergehalt an. Diese Beobachtung stimmt mit der anderer Ar-
beitsgruppen [10, 24, 52] uberein. Fur Aceton als Modifier steigt peo

ebenfalls kontinuierlich mit steigendem Modifiergehalt der mobilen Phase.

Das vorgestellte Ergebnis laf3t sich nicht ausschlief3lich durch eine Veran-
derung des Koeffizienten €,/n erklaren. g/n durchlauft fir beide Losungs-
mittel ein Minimum bei steigendem Modifiergehalt [53]. Der Verlauf von
Heo a@ls Funktion des Modifiergehalts sollte diesen Zusammenhang quali-
tativ wiedergeben. Die beobachtete Abweichung davon legt eine Verande-
rung von ¢ und damit der Oberflachenladungsdichte o des Packungsma-

terials nahe.

Um die Veranderung von { zu untersuchen, wurde o in Abhangigkeit des

Modifiergehalts bestimmt. o laf3t sich nach GI. 29 berechnen.

0=¢ &K (29)

Darin ist k der DEBYE-HUCKEL-Parameter (Gl. 30).

2 OF?
K= (30)
€ L&, (RO
F = Faraday-Konstante T = Temperatur
R = Gaskonstante | = lonenstarke
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Abb. 17: pe, als Funktion des Modifiergehalts ¢(Mod) in der mobilen Pha-
se. B = Aceton/Phosphatpuffer (¢ = 0,4 mmol/L), Kapillarsaule, L =
382(327) mm x 150 um 1.D., Trennspannung 24 kV, elektrokinetische
Probenaufgabe, 3 s bei 2 kV, € = AcCN/Phosphatpuffer (¢ = 0,8 mmol/L),
Kapillarsaule, L = 442(390) mm x 100 um 1.D., Trennspannung 25 kV,
elektrokinetische Probenaufgabe, 8 s bei 2 kV, jeweils Mittelwert aus 3
Messungen, Fehlerbalken = Standardabweichung Totzeitmarker Thio-

harnstoff, photometrische In-column-Detektion, A = 230 nm
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( wurde aus Mg, nach Gl. 28, S. 63, berechnet. Die Werte flr € und n
wurden [53] entnommen. Die lonenstérke | betrug bei Verwendung von
AcCN als Modifier 4,2 mmol/L und bei Verwendung von Aceton 2,1
mmol/L. | wurde aus der Konzentration des Phosphatpuffers in der
Mischphase nach Gl. 27, S. 55, berechnet. Diese betrug bei Verwendung
von AcCN als Modifier 0,8 mmol/L und bei Verwendung von Aceton 0,4
mmol/L. o wurde fir T = 293 K bestimmt. Abb. 18 gibt die berechneten

Werte fiur o fur Aceton und AcCN wieder.

Fur beide Losungsmittel durchlauft o ein Maximum bei steigendem Modi-
fiergehalt. Dabei erreicht 0 das Maximum bei Verwendung von Aceton bei
¢(Mod) = 55-65 %, bei Verwendung von AcCN bei ¢(Mod) = 60-70 %. Der
gefundene Zusammenhang zwischen o und dem Modifiergehalt entspricht
im Falle des AcCN den Ergebnissen anderer Autoren bei Verwendung
teilgepackter Kapillarsdulen [10]. Der Einflu3 des ungepackten Teils der
Kapillarsaule ist fur die vorliegenden Untersuchungen also vernachlassig-
bar klein. Unter den gewahlten Bedingungen bewirkt die Erhéhung des
Modifiergehalts nicht nur ein Veranderung des Koeffizienten €,/n. Auch die
Oberflachenladungsdichte o der stationaren Phase wird fir AcCCN und
Aceton in vergleichbarer Weise bei Erh6hung des Modifiergehalts veran-
dert. Beide Faktoren zusammen sind fir das beobachtete Ansteigen von
Heo Mit steigendem Modifiergehalt verantwortlich. Die Grinde fur die be-
obachtete Veranderung von o sind noch weitgehend unbekannt. Als még-
liche Ursachen kommen unterschiedliche Sorption des Modifiers an der
stationaren Phase oder Konformationsanderungen der ODS-Ketten des

Packungsmaterials bei wechselndem Modifiergehalt in Betracht [54].

67



*
0,30 4 R
ol L
uC m* " ¢
0,28 -
. n R
0264 m n
[ |
0,24 - u
[ |
0,22 1 — . . : : : :

50 55 60 65 70 75 80

d(Mod) /%

Abb. 18: Oberflachenladungsdichte o in Abhéngigkeit des Modifiergehalts
¢(Mod) der mobilen Phase. B = Aceton/Phosphatpuffer (c = 0,4 mmol/L),
€ = AcCN/Phosphatpuffer (c = 0,8 mmol/L), experimentelle Bedingungen
siehe Abb. 17
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6.3.2 Einflul3 des Modifiergehalts auf die Retention der Analyte und die

Trennstufenhohe

In der RP-HPLC fihrt die Erh6hung des Anteils des organischen Modi-
fiers in der wal¥rigen mobilen Phase im allgemeinen zu einer Verringe-
rung der Retention der Analyte [55]. Dabei sinkt In(k) meist linear mit Er-
hohung des Modifiergehalts. Da der RP-CEC grundsatzlich derselbe
Trennmechanismus zugrunde liegt, wie der RP-HPLC [56], sollte dieser
Zusammenhang auch fir diese Methode gelten. Um dies zu Uberprifen,
wurde ein Gemisch aus Benzoesaureestern bei verschiedenem Modifier-
gehalt getrennt und In(k) bestimmt. Auch der EinfluR des Modifiergehalts
auf die Trennstufenhéhe N wurde untersucht. Es wurde eine vollstandig
gepackte Kapillarsaule verwendet. Als mobile Phase wurde
AcCN/Phosphatpuffer verwendet. Der Anteil $(Mod) des Modifiers AcCN
betrug 50-80% v/v. Abb. 19 zeigt je ein Chromatogramm der verwendeten
Testmischung fur ¢(Mod) = 80% und ¢(Mod) = 60%. Mit sinkendem Wert

fur ¢(Mod) nimmt die Retentionszeit der Analyte zu.

In Abb. 20 ist In(k) fur alle Analyte gegen ¢(Mod) aufgetragen. Wie er-
wartet, sinken die Retentionsfaktoren k bei Erhohung des Modifiergehalts
kontinuierlich. Fur die in Abb. 20 aufgefiihrten MeR3punkte wurde eine li-
neare Regression durchgefiihrt. Die Werte fiir r* der Ausgleichsgeraden
betragen fir Benzoesauremethylester 0,9999, flir Benzoesaureethylester,
Benzoesaurepropylester und Benzoesaurebenzylester 0,9992, und fir
Benzoesaurebutylester 0,9985. Der Zusammenhang zwischen In(k) und
¢(Mod) kann fir alle Analyte als linear bezeichnet werden. Abb. 21 zeigt
die Abhangigkeit der Trennstufenhbhe N von ¢(Mod) fir Benzoesau-
reethylester und Benzoesaurebutylester. Der Wert von N ist der Mittelwert
aus 3 Messungen. Fir ¢(Mod) = 80-60% zeigt N praktisch keine Abhan-
gigkeit vom Modifiergehalt. Bei ¢(Mod) = 50 % nimmt N fir beide Analyte
um ca. 10000 ab. Eine vergleichbare Abnahme von N tritt auch bei den

Ubrigen Analyten auf. Diese Daten werden hier nicht gezeigt.
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Abb. 19: Chromatogramme der Testmischung aus Benzoesaureestern.
Kapillarsaule, 442(390)mm x 100 um 1.D., stationare Phase Nucleosil
100-3 ODS, d, = 3 pm, mobile Phase AcCN/Phosphatpuffer,(a) ¢(Mod) =
80% vlv, (b) ¢(Mod) = 60% v/v, elektrokinetische Probenaufgabe, 2 s bei

8 kV, Trennspannung 25 kV, photometrische In-column-Detektion, A

230 nm, Analyte: 1 = Thioharnstoff, 2 = Benzoesauremethylester, 3 =
Benzoesaureethylester, 4 = Benzoesaurepropylester, 5 = Benzoeséaure-

benzyl- ester, 6 = Benzoesaurebutylester
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Abb. 20: Auftragung von In(k) gegen ¢$(Mod). B = Benzoesauremethyl-
ester, ® = Benzoesaureethylester, € = Benzoesaurepropylester, x =
Benzoesaurebenzylester,+ = Benzoesaurebutylester, sonstige Bedingun-
gen siehe Abb. 19

Wie die Standardabweichungen von N beider Analyte zeigen, &t sich
der beobachtete Effekt nicht durch eine Streuung der MeRRwerte erklaren.
Als Grund fur die Abnahme von N kdnnen folgende Ursachen in Betracht
kommen. Die Viskositat der benutzten Mischphase steigt bei Verringerung
von ¢(Mod) an [53]. Dadurch kann der C,-Term der VAN-DEEMTER-
Gleichung, infolge der Behinderung der Diffusion der Analytmolekile zur
stationaren Phase, erhoht werden [55]. Bei sinkendem Modifiergehalt wird
die unpolare stationare Phase durch die mobile Phase zunehmend
schlechter benetzt. Dadurch kann der Stoffaustausch zwischen mobiler
und stationarer Phase behindert werden. Es ist denkbar, dal? dieser Effekt

ebenfalls zu einer Abnahme von N fuhrt.
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Abb. 21: Auftragung von N gegen ¢(Mod). B = Benzoesaureethylester,

€ = Benzoesaurebutylester, sonstige Bedingungen siehe Abb. 19

Die vorgestellten Untersuchungen zeigen, dal in der RP-CEC die Variati-
on des Modifiergehalts auf die Retention ungeladener Analyte den glei-
chen Einflul3 wie in der RP-HPLC hat. Es kénnen daher die gleichen Op-
timierungsprinzipien angewendet werden, die fir die RP-HPLC entwickelt
wurden. Unter den vorgestellten Bedingungen nimmt jedoch bei Unter-
schreitung eines bestimmten Grenzwerts fur ¢(Mod) die Effizienz des Sy-

stems signifikant ab.
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6.4 Auswahl des organischen Modifiers der mobilen Phase
6.4.1 Einfuhrung

Mit der Variation des organischen Modifiers in der mobilen Phase laf3t
sich in der RP-LC die Selektivitdt verandern. In der CEC ist der Einfluld
des Modifiers auf die Eigenschaften des Trennsystems kaum untersucht.
Neben einer Veranderung der Selektivitat kann in der CEC mit der Varia-
tion des Modifiers auch eine Veranderung der elektroosmotischen Be-
weglichkeit pe, erwartet werden, da sich die Dielektrizitatskonstante und
die Viskositdt der mobilen Phase verdndern. Damit beeinflu3t die Wabhl

des Modifiers auch die Analysendauer.

DITTMANN und ROZING trennten ein Testgemisch aus Parabenen und PAH
unter Verwendung von AcCN, MeOH und Tetrahydrofuran (THF) als Mo-
difier [10]. Sie beobachteten eine Veranderung der Retentionsfaktoren der
Analyte und der Selektivitat. AuRerdem wurde Ve, bei Ersatz von AcCN
durch MeOH bzw. THF stark verringert. FUr die Verringerung von Vg,
machten sie die Abnahme des Werts von &,/n der mobilen Phase und eine

Variation des elektrokinetischen Potentials verantwortlich.

Fur walrige Losungen von Dimethylformamid (DMF), Dimethylsulfoxid
(DMSOQO) und Aceton nimmt g,/n) groRe Werte an [53, 57]. Dies ist notwen-
dig zur Erzielung eines groRen Werts fir pe,. Deshalb wurden diese L6-
sungsmittel als potentielle organische Modifier fur die RP-CEC ausge-
wahlt und mit AcCN in Bezug auf ihre Eignung fur diese Verwendung ver-
glichen. Aufgrund groRer Unterschiede in den Brechungsindices zwischen
der stationaren und der mobilen Phase bei Einsatz dieser Lésungsmittel,
erscheint das chromatographische Bett jedoch lichtundurchlassig (siehe
Abschnitt 4.4, S. 30). Die Experimente mufdten daher im OCD-Modus
ausgefihrt werden. Zur Berechnung von k und ve, wurden die GIl. 9 und
10, S. 6 f., verwendet. $(Mod) betrug 80%, v/v. Fir AcCN und Aceton

wurden auch Messungen bei ¢(Mod) = 60%, v/v durchgefiihrt.
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Abb. 22: Trennung von Benzoesaureestern, Amino- und Nitrotoluolen bei Ver-
wendung verschiedener Modifier. Kapillarsaule, L = 422(365) mm x 150 um
I.D., stationare Phase Nucleosil 100-3 ODS, d, = 3 um, mobile Phase Modi-
fier/Phosphatpuffer 8:2 v/v, Modifier, (a) AcCN, elektrokin. Probenaufgabe bei
1,9 kV fur 3 s, (b) Aceton, elektrokin. Probenaufgabe bei 2,8 kV fir 3 s; beide,
Trennspannung 25 kV, photometrische On-column Detektion, A = 250 nm
(AcCN: 230 nm), Analyte: 1 = Thioharnstoff (t,-Marker), 2 = p-Nitroanilin,
3 = 2-Amino-4-nitrotoluol, 4 = 2,6-Dinitrotoluol, 5 = p-Nitrotoluol, 6 = Benzoe-
sauremethylester, 7 = Benzoesaureethylester, 8 = Benzoesaurebenzylester,

9 = Benzoesaurebutylester
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Abb. 22 (fortgesetzt): Modifier, (c) DMF elektrokin. Probenaufgabe bei 3,7

kV fur 5 s, (d) DMSO, elektrokin. Probenaufgabe bei 7,2 kV fir 5 s
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Als Analyte wurden Benzoeséaureester, Amino- und Nitrotoluole einge-
setzt. Die Probenaufgabebedingungen (U, t) wurden so gewahlt, dafd un-
abhangig von der verwendeten mobilen Phase Probenpfropfen gleicher
Lange inijziert wurden. Es wurde fur alle Modifier dieselbe Kapillarsaule
verwendet. Die Abb. 22 (a) bis (d) zeigen die Chromatogramme der ge-
nannten Analyte bei Verwendung der verschiedenen organischen Modifier
fur ¢(Mod) = 80%.

6.4.2 Einflul3 des organischen Modifiers auf den elektroosmotischen Fluf3

In Tab. 7 werden die nach GI. 24 und 25, S. 55, aus t; berechneten Werte
fur Yo bei Verwendung der verschiedenen Modifier verglichen. Die Koeffi-

zienten &,/n sind ebenfalls aufgefihrt.

Tab. 7 zeigt, dal’ Y., bei Verwendung von AcCN als Modifier unabhangig
von seinem Volumenanteil in der mobilen Phase besonders hoch ist. Le-
diglich mit Aceton als Bestandteil der mobilen Phase ist Ug, vergleichbar
grof3. Mit DMF und DMSO ist e, SO gering, dafd ihre Verwendung als Be-
standteil mobiler Phase in der CEC infolge der zu geringen Fliel3ge-
schwindigkeit der mobilen Phase als inakzeptabel erscheint. Die vorge-
stellten Ergebnisse verweisen auf die besonders gute Eignung des AcCN
als Bestandteil mobiler Phasen in der CEC. Von den hier mit AcCN als
Modifier verglichenen Lésungsmitteln eignet sich sonst nur noch Aceton
als Bestandteil mobiler Phasen in der CEC, da die Analysendauer bei Er-

satz von AcCN durch Aceton als Modifier nur geringfligig verlangert wird.
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Tab. 7: Vergleich von pe, und €,/n bei Verwendung verschiedener Modifier

Modifier e / £(25°C)  n(25°C)/ e/n/
d(Mod) mm?skv? 10%kg m*st 10" mskg™
AcCN 19,84 44,53 ° 5,03° 8,90
80%

AcCN 13,83 55,23 ° 10,502 5,30
60%

Aceton 13,01 32,802 11,10° 3,00
80%

Aceton 10,37 43,30 ¢ 19,10 2,30
60%

DMF 5,41 52,10 ° 18,00 ° 2,90
80%

DMSO 2,23 64,70 @ 34,50° 1,90
80%

2 Werte aus [53], ° Wert aus [57], © eigene Messung (MeRbedingungen
siehe Anhang), mobile Phase, Modifier/Phosphatpuffer, ¢(Mod):(100-
$®(Mod)), sonstige Bedingungen siehe Abb. 22

In Abb. 23 sind die fiir die verwendeten mobilen Phasen ermittelten elek-
troosmotischen Beweglichkeiten pe, gegen die entsprechenden Quotien-
ten g/n aufgetragen. &/n und e, Sind nicht eindeutig miteinander korre-
lierbar. Dies sollte der Fall sein, wenn bei Variation des Modifiers oder
seines Anteils in der mobilen Phase ¢ konstant bleibt. Besonders fur
Aceton-haltige mobile Phasen fallt auf, dafl3 im Vergleich zu den Ubrigen
mobilen Phasen L, grof3er ist, als es nach dem Wert fur €/n bei Verwen-
dung von Aceton als Modifier erwartet werden kann. Dies belegt, dal3 bei

Variation des Modifiers auch ¢ verandert wird [53].
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Abb. 23: Auftragung der fur die verwendeten mobilen Phasen ermittelten
elektroosmotischen Beweglichkeiten e, gegen die entsprechenden Quo-
tienten &/n. Mobile Phase, Modifier/Phosphatpuffer, $(Mod):(100-¢(Mod)),
sonstige Bedingungen siehe Abb. 22
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6.4.3 Einflul3 des organischen Modifiers auf die Trenneigenschaften

Die Variation des Modifiers der mobilen Phase fiihrt zu einer Veranderung
der Retentionsfaktoren k der untersuchten Analyte und der Selektivitats-
koeffizienten a. Tab. 8 gibt die Werte fir k bei Verwendung der verschie-
denen Modifier wieder. Mit Aceton als Modifier ist k bei gleichem Gehalt
des Modifiers in der mobilen Phase generell kleiner wie bei Verwendung
von AcCN. Mit DMF ist k, verglichen mit AcCN, fur die polaren Nitrotoluole
kleiner, fur die unpolaren Benzoesaureester grof3er. Fiur DMSO als Modi-

fier beobachtet man gegeniiber AcCN eine starke Erh6hung von k.

Tab. 9 gibt die Selektivitdtsfaktoren a aufeinander folgend eluierter Ana-
lyte bei Verwendung der verschiedenen Modifier an. Generell verandert
sich die Selektivitat des Systems bei Variation des Modifiers und seines
Gehalts in der mobilen Phase. Fir Aceton kommt es gegentiber AcCN bei
gleichem Gehalt des Modifiers in der mobilen Phase zu einer starken Er-
hohung der Selektivitat flr die polaren Nitrotoluole und das Peakpaar 2,6-
Dinitrotoluol/Benzoesauremethylester. Auch fir DMSO und DMF zeigt
sich fur die meisten Peakpaare eine Erhéhung der Selektivitdt gegentber
AcCN als Modifier. Fur das Peakpaar p-Nitrotoluol/Benzoesauremethyl-
ester nimmt a bei Aceton und DMF Werte < 1 aufgrund Retentionsumkehr
der betroffenen Peaks an. Fir AcCN und Aceton als Modifier tritt Retenti-
onsumkehr bei den Peakpaaren Benzoesauremethylester/2,6-Dinitrotoluol

und Benzoesaureethylester/p-Nitrotoluol bei Verringerung von ¢(Mod) auf.

Die Abb. 22 zeigt, dal3 bei Verwendung jedes Modifiers symmetrische,
GAuss-formige Peaks erhalten wurden. Um den Einflul3 des Modifiers auf
die Effizienz des Systems zu bestimmen, wurden die Trennstufenzahlen
N der Analyte bei Verwendung der mobilen Phasen mit ¢(Mod) = 80 %,
v/v berechnet. Die Probeaufgabebedingungen wurden den unterschiedli-
chen Werten flr v, bei Verwendung der unterschiedlichen mobilen Phase
angepaldt. Dazu wurden Probeaufgabezeit und -spannung so gewahlt,

dal3 Probenpfropfen gleicher Lange (L, = 0,3 mm) injiziert wurden.
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Tab. 8: Retentionsfaktoren k fur die untersuchten Analyte bei Variation

des Modifiers

O(ACCN)/% d(Aceton)/% $(DMSO)/% &(DMF)/%

Analyt 80 60 80 60 80 80
p-Nitroanilin 0,23 0,53 0,06 0.07 0,57 0,12
2-Amino-4-nitrotoluol 0,37 0,96 0,16 0.39 1,41 0,27
2,6-Dinitrotoluol 0,47 152 0,27 081 227 0,42
Bzs.methylester 0,54 098 0,37 041 -°@ 0,63
p-Nitrotoluol 0,65 1,94 0,36 1.13 255 0,49
Bzs.ethylester 0,75 158 0,48 086 -°? 0,92
Bzs.benzylester 1,11 3,60 0,63 238 -? 1,13
Bzs.butylester 1,39 423 083 285 -2 2,07

a

nicht bestimmt, Bzs. = Benzoesaure, mobile Phase, Modifier/Phos-
phatpuffer, ¢(Mod):(100-¢(Mod)), sonstige Bedingungen siehe Abb. 22

Bei der gewéhlten Probenpfropflange kann ein signifikanter Beitrag der
Probenaufgabe zur Bandenverbreiterung ausgeschlossen werden. In Abb.
24 sind die berechneten Trennstufenzahlen N gegen k aufgetragen. Abb.
24 zeigt, dal3 die Trennstufenzahlen fir die untersuchten Analyte bei
Verwendung der verschiedenen Modifier stark voneinander abweichen.
FUr die unpolaren Benzoeséaureester ist N bei Verwendung von DMSO
und Aceton als Modifier gegeniiber N bei Verwendung von DMF und
AcCN signifikant erhoht. Die niedrigsten Trennstufenzahlen werden fir
die Benzoesaureester bei Verwendung von AcCN als Modifier erhalten.
Die hier vorgestellten Untersuchungen wurden mit derselben Kapillarsaule
durchgefiihrt. Unterschiedliche Trenneigenschaften des chromatographi-

schen Systems aufgrund der Kapillarsdule als Ursache fur die Unter-
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schiede in den erreichten Trennstufenhéhen kénnen daher ausgeschlos-

sen werden.

Tab. 9: Selektivitatsfaktoren a fur die untersuchten Analyte bei Variation

des Modifiers

O(ACCN)/% d(Aceton)/%  G(DMSO)/% &(DMF)/%

Peakpaar 80 60 80 60 80 80

2,3 1,59 1,80 254 544 2,46 2,19
3,4 1,26 159 1,73 208 161 1,55
45(46°% 117 064 1,34 050 1,12 1,50
5,6 1,20 198 099 2,77 -° 0,77
6,7 1,14 082 133 0,76 -° 1,89
7,8 1,49 228 131 276 -° 1,23
8,9 1,25 1,17 130 120 -° 1,82

2 nicht bestimmt, ® fir DMSO, 2 = p-Nitroanilin, 3 = 2-Amino-4-nitrotoluol,

4 = 2,6-Dinitrotoluol, 5 = Benzoesauremethylester, 6 = p-Nitrotoluol, 7 =
Benzoesaureethylester, 8 = Benzoesaurebenzylester, 9 = Benzoesaure-
butylester, mobile Phase, Modifier/Phosphatpuffer, ¢(Mod):(100-¢(Mod)),
sonstige Bedingungen siehe Abb. 22

Die hochsten Trennstufenzahlen wurden u.a. mit DMSO als Modifier er-
halten. Die Experimente mit DMSO wurden am Ende der betrachteten
Versuchsreihe durchgefuihrt. Ware ein Alterungseffekt der Kapillarsaule
wirksam, sollten die Trennstufenzahlen bei den Experimenten mit DMSO
als Modifier abnehmen. Die Abhangigkeit von N mul3 also auf die Zu-

sammensetzung der mobilen Phase zurtickzuflihren sein.
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Die vorgestellten Untersuchungen zeigen, dal3 sich in der CEC die Re-
tention der Analyte und die Selektivitdt des chromatographischen Sy-
stems durch die Wahl des organischen Modifiers der mobilen Phase be-
einflussen lassen. Dabei wird aber meist v, so stark verringert , dafd es
zu einer inakzeptablen Verlangerung der Analysendauer kommt. Auf-
grund des groRen Werts flr pg, ist ACCN als Modifier in der CEC beson-

ders geeignet.
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Abb. 24: Auftragung der Trennstufenzahlen N der benutzten Analyte ge-
gen k bei Verwendung verschiedener Modifier. + = AcCN, ® = Aceton,
X = DMF, ¢ = DMSO, mobile Phase, Modifier/Phosphatpuffer, 8:2 vlv,
sonstige Bedingungen siehe Abb. 22
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6.5 Ternare mobile Phasen

In Abschnitt 6.4 wurde gezeigt, daf3 sich die Selektivitat in der CEC durch
die Variation des organischen Modifiers der mobilen Phase beeinflussen
lankt. Dabei wird allerdings meist vg, stark verringert. Deshalb wurde un-
tersucht, inwieweit sich die Selektivitat bei Verwendung mobiler Phasen
aus AcCN und Phosphatpuffer durch Zugabe eines weiteren organischen
Modifiers beeinflussen l&3t, ohne eine wesentliche Verringerung von ve, in
Kauf nehmen zu muissen. Als tertidre Komponenten wurden DMSO, DMF
und THF ausgewahlt. Der Volumenanteil der tertiaren Komponente in der
mobilen Phase betrug 20 %, der Volumenanteil des Phosphatpuffers
ebenfalls 20 %. Fur alle Messungen wurde dieselbe Kapillarsdule ver-
wendet. Als Testmischung wurde ein Gemisch aus Benzoesaureestern,
PAH, und Nitro- und Aminoderivaten des Toluols eingesetzt. Die Proben-
aufgabebedingungen wurden bei allen mobilen Phasen konstant gehal-

ten.

Die Abb. 25 (a) bis (d) zeigen die Chromatogramme, die bei Verwendung
einer bindren mobilen Phase aus AcCN/Phosphatpuffer 8:2, v/v und unter
Zugabe von DMSO, DMF und THF als tertidrer Komponente erhalten
wurden. In Tab. 10 sind die Werte fur k und die daraus berechneten
Werte fir a fur aufeinanderfolgend eluierte Analyte aufgeftihrt. Der Zusatz
von DMF und DMSO als tertiare Komponenten zur bindren mobilen Pha-
se fuhrt zu einer teilweise drastischen Veranderung der Selektivitat. Es
kommt gegentber der binaren mobilen Phase zu folgenden Verbesserun-
gen: Die Peakpaare 2-Amino-4-nitrotoluol/2,4,6-Trinitrotoluol und Acen-
aphthen/Benzoeséaure-i-pentylester werden bis zur Basislinie getrennt. Fur
die Peakpaare p-Nitrotoluol/Phenol und 2,4-Dinitrotoluol/2,6-Dinitrotoluol
steigt a soweit, so dal3 Doppelpeaks mit zwei Maxima erkennbar werden.
Ferner kommt es bei Verwendung von DMSO flir Benzoesaurepropylester
und Naphthalin zu einer Umkehr der Retentionsreihenfolge. Bei Verwen-

dung von DMF werden beide Substanzen koeluiert.
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Abb. 25: Trennung der Testmischung mit (a) AcCN/Phosphatpuffer 8:2 v/v und
(b) AcCN/DMSO/Phosphatpuffer 6:2:2 v/v als mobiler Phase. Kapillarsaule,
357(302) mm x 150 pm 1.D., stat. Phase Nucleosil 100-3 ODS, d, = 3 um,
Trennspannung 20 kV, Probenaufgabe 2 kV fir 4 s, photometr. In-column Det.,

A = 250 nm, Analyte: 1 = Thioharnstoff, 2 = p-Nitroanilin, 3 = Phenol, 4

2-Amino-4-nitrotoluol, 5 = 2,4,6-Trinitrotoluol, 6 = 2,6-Dinitrotoluol, 7

2,4-Dinitrotoluol, 8 = Benzoesaurepropylester, 9 = Naphthalin, 10 = Ace-

naphthen, 11 = Benzoesaure-i-pentylester
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Abb. 25 (fortgesetzt): Trennung der Testmischung mit (c) AcCN/DMF/
Phosphatpuffer 6:2:2 v/v und (d) AcCN/THF/Phosphatpuffer 6:2:2 v/v als

mobiler Phase
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Bei Einsatz von THF als tertiare Komponente wurde die Selektivitat des
chromatographischen Systems mit Ausnahme fir das Peakpaar p-Nitro-

toluol/Phenol nicht wesentlich verbessert.

Tab. 10: Vergleich der Retentionsfaktoren k und der Selektivitat a aufein-

ander folgend eluierter Analyte bei Verwendung binérer und ternarer mo-

biler Phasen

(@ (b) (c) (d)

k a k a k a k a
p-Nitroanilin 0,21 1,00 0,21 1,05 0,18 1,12 0,19 1,11
Phenol 0,21 1,67 0,22 1,73 0,20 1,60 0,21 1,43
2-Amino-4- 0,35 1,03 0,38 1,24 0,32 1,16 0,30 1,20
nitrotoluol
2,4,6-Trinitro- 0,38 1,21 0,47 1,17 0,37 1,16 0,36 1,08
toluol
2,6-Dinitroto- 0,46 1,00 0,55 1,04 0,43 1,04 0,39 1,00
luol
2,4-Dinitroto- 0,46 2,26 0,57 2,44 0,45 2,27 0,39 1,92
luol
Benzoesaure- 1,04 1,09 1,39 0,91 1,02 1,00 0,75 1,15
propylester
Naphthalin 1,13 1,60 1,27 1,57 1,02 1,54 0,86 1,43
Acenaphthen 1,81 1,00 1,99 1,27 1,57 1,17 1,23 1,03
Benzoesaure- 1,81 - 2,56 - 1,84 - 1,27 -
i-pentylester

(a) AcCN/Phosphatpuffer 8:2, viv, (b) AcCN/Phosphatpuffer/DMSO 6:2:2,
vlv, (c) AcCN/Phosphatpuffer/DMF 6:2:2, viv, (d) AcCN/Phosphatpuffer/
THF 6:2:2, v/v, Experimentelle Bedingungen siehe Abb. 25
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Tab. 11 vergleicht die aus ty berechneten Werte fiir ve, und pe, der be-
nutzten terndren mobilen Phasen mit denen der bindren mobilen Phase
aus AcCN und Phosphatpuffer. Die Werte flr ve, und peo, der ternédren
mobilen Phasen sind bis auf die Werte fiir die THF-haltige terndre mobile
Phase gegeniber denen der bindren mobilen Phase nur unwesentlich

verringert.

Tab. 11: Vergleich von ve, und pe, bei Verwendung bindrer und tertiarer

mobiler Phasen

mobile Phase Veo IMM st Heo / mm? st kv
AcCN/Phosphatpuffer 8:2, viv 0,69 12,27
AcCN/DMSO/Phosphatpuffer 6:2:2, v/iv 0,53 9,46
AcCN/DMF/Phosphatpuffer 6:2:2, viv 0,53 9,46
AcCN/THF/Phosphatpuffer 6:2:2, viv 0,46 6,87

Experimentelle Bedingungen siehe Abb. 25

FiUr die verwendeten ternaren mobilen Phasen wurden die Trennstufen-
hohen N der Analyte aus t, und wy,, der Peaks berechnet. Gegentber den
Werten von N fur die mobile Phase aus AcCN und Phosphatpuffer (8:2
v/v) wird N bei den terndren mobilen Phasen nicht verringert. N liegt in
allen Fallen zwischen 25000 und 30000.

Der Einsatz ternarer mobiler Phasen in der CEC gestattet eine gezielte
Beeinflussung der Selektivitat. Damit lassen sich Trennungen komplexer
Analytgemische gezielt verbessern. Gleichzeitig wird die Analysendauer
gegenuber den Ublichen mobilen Phasen aus AcCN und einer walrigen

Pufferlosung oft nur unwesentlich erhéht.
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7 Einsatz von FlieBmittelgradienten in der Kapillar-Elektrochroma-

tographie

7.1 Vorteile der Gradientenelution

In der HPLC werden FlieBmittelgradienten zur Optimierung von Trennun-
gen komplexer Analytgemische eingesetzt. Bei dieser Methode wird die
Elutionsstarke der mobilen Phase wahrend der Analyse vergrofRert. Da-
durch wird die Retention spéat eluierter Analyte verringert. Es werden kir-
zere Analysezeiten bei ausreichender Trennung der Komponenten des
Stoffgemischs erzielt [55]. Auch in der CEC verspricht der Einsatz dieser

Technik eine erhebliche Steigerung ihrer Leistungsfahigkeit.

Die einfachste Mdglichkeit zur Realisierung von Fliel3mittelgradienten in
der CEC stellen Stufengradienten dar. Zur Bereitstellung eines Stufen-
gradienten wird die Entwicklung des Chromatogramms mit einem Fliel3-
mittel A begonnen. Nach einer bestimmten Zeit wird die Entwicklung des
Chromatogramms durch Abschalten der Trennspannung angehalten und
FlieBmittel A gegen ein FlieBmittel B anderer Zusammensetzung ge-
tauscht. Dann wird die Entwicklung des Chromatogramms mit Flie[3mittel
B als mobiler Phase beendet. EUERBY et al. [45] trennten durch Anwen-
dung eines Stufengradienten polare und unpolare Diuretika. Als stationare
Phase diente ODS-Silikagel. Als mobile Phasen wurden waldrige Pufferlo-

sungen mit verschiedenem AcCN-Gehalt verwendet.

Mit der oben vorgestellten Technik lassen sich lineare, konkave oder kon-
vexe FlieBmittelgradienten nicht realisieren. Dazu ist es notwendig, die
FlieBmittelzusammensetzung wahrend der Analyse kontinuierlich andern
zu kdnnen. YAN et al. [29] erreichten dies durch Férderung zweier mobiler
Phasen unterschiedlicher Zusammensetzung durch den elektroosmoti-
schen Effekt. Dazu koppelten sie zwei ungepackte Quarzglaskapillaren an
ein T-Stuck. Die FlieBmittelzusammensetzung wurde gesteuert, indem an
jede zufuihrende Kapillare eine unabhéngig voneinander wahlbare Span-
nung angelegt wurde. Die Kapillarsdule war mit dem T-Stick gekoppelt.

Sie muldte zur Probenaufgabe vom T-Stlick abmontiert werden. Nach
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Eintauchen der Kapillarsaule in die Probenlésung erfolgte die Probenauf-
gabe elektrokinetisch. Dieser komplizierte Vorgang macht eine Automati-
sierung des Systems schwierig. Ein weiterer Nachteil ist, dal3 verschiede-
ne mobile Phasen eine unterschiedliche elektroosmotische Mobilitdt ha-
ben. Die Steuerung der FlieBmittelzusammensetzung durch den EOF ist
daher sehr stark an spezielle experimentelle Bedingungen gebunden und

kann nur mit erheblichem Aufwand reproduzierbar gestaltet werden.

Die genannten Probleme lassen sich durch Verwendung einer HPLC-
Pumpe zur Gradientenférderung und eines HPLC-Injektors zur Proben-
aufgabe vermeiden. Durch die im Vergleich zu den Fluf3raten in der CEC
zu hohen FluRraten der meisten HPLC-Pumpen ist ein Teilen des Fliel3-
mittelstroms (Flow-splitting) unvermeidlich. Zum Schutz der HPLC-Pumpe
vor der an der Kapillarsaule anliegenden Hochspannung missen samtli-
che Verbindungen zwischen Pumpe und Kapillarsadule aus nichtleitenden
Materialien hergestellt werden. Zur Vermeidung elektrischer Uberschlage
muissen diese Verbindungen eine hinreichende Lange haben, wodurch
Totvolumina unvermeidlich werden. Die Verwendung von HPLC-Bauteilen
erdffnet der CEC aber auch neue Mdglichkeiten. Die Probenaufgabe wird
vereinfacht, da der Austausch des GefalRes mit der mobilen Phase durch
das Probengefal’ zur Probenaufgabe entféllt. Dies erleichtert die Automa-
tion der CEC und etablierte HPLC-Verfahren, wie, z. B. Heart-cutting [55]
und mehrdimensionale Chromatographie, werden fur die CEC zugéanglich.
Auch ist das durch die Probenschleife der Injektoren vorgegebene Pro-
benvolumen meist kleiner als das Volumen der kleinsten Probengefalde,
wie sie bei der sonst in der CEC Ublichen elektrokinetischen Probenauf-

gabe verwendet werden. So reichen kleinere Probenvolumina aus.

BEHNKE und BAYER [58] koppelten eine HPLC-Pumpe mit einer modula-
ren CE-Apparatur tber ein selbst hergestelltes Interface. Sie betrieben die
Anlage im p-HPLC-Modus und im CEC-Modus. Sowohl bei isokratischer
Elution, als auch bei Anwendung eines Flielmittelgradienten stellten sie
bei der Trennung von Oligonucleotiden eine Steigerung der Trennleistung

im CEC-Modus gegentber der u-HPLC fest. Der Antrieb der mobilen
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Phase erfolgte dabei mehr druckgetrieben als elektroosmotisch. Damit

gehen die Vorteile des Plug-flow weitgehend verloren.

TAYLOR und TEALE [21] konnten bei der Kopplung der CEC mit einer
HPLC-Pumpe den druckgetriebenen Flu3 weitgehend unterdricken. Der
Flow-split erfolgte durch ein T-Stlick, in das die Kapillarsaule direkt einge-
schraubt war. Die Probe wurde durch einen Autosampler in das System
eingebracht. Durch die am T-Stlick anliegende konstante Spannung wur-
den Probe und mobile Phase durch den EOF in die Kapillarsaule befor-
dert. Infolge der hohen Spannung (25 kV) kann man von einem Beitrag
der Probenaufgabe zur instrumentellen Bandenverbreiterung bei diesem
Verfahren ausgehen. Ein weiterer Nachteil war die grof3e Gradientenver-
zbgerung infolge zu hoher Totvolumina. Die Detektion erfolgte photome-
trisch und massenspektrometrisch. Mit diesem System wurden mehrere
Corticosteroide in Pferdeurin quantifiziert. Das Ergebnis wurde mit dem
Ergebnis eines validierten HPLC-MS Verfahrens verglichen. Das CEC-MS
Verfahren erwies sich als geeignet flur die beschriebene Problemstellung
[59].

Auch im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Gradientenapparatur entwickelt
werden. Zur FlieBmittelférderung wurde eine HPLC-Pumpe, zum Einbrin-
gen der Probe in das System ein HPLC-Injektor benutzt. Die Effizienz der
CEC sollte erhalten bleiben. Dazu sollte der druckgetriebene Anteil des
Flusses der mobilen Phase weitgehend unterdriickt und die Probe elek-
trokinetisch in die Kapillarsdule befordert werden. Um auch den geringen
Losungsmittelverbrauch der CEC zu erhalten, sollte die Gradientenftrde-
rung bei maoglichst kleiner FluRrate erfolgen. Die Anlage sollte dazu ein

maoglichst geringes Totvolumen aufweisen.
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7.2 Aufbau der Gradientenapparatur

Kernstick der Gradientenapparatur ist eine Niederdruckgradienten-
Pumpe LC-10 AD (Shimadzu). Die Pumpe ermoglicht FluRraten von
0,001-10 mL/min. Im Gradientenbetrieb sind FluRraten von 0,1-10 mL/min
nutzbar. Eigene Versuche ergaben, dal3 die Pumpe Gradienten aber nur
bei Flufraten > 0,2 mL/min wie programmiert liefert. Deshalb wurden
samtliche Versuche mit der Gradientenapparatur bei einer Fluf3rate von
0,2 mL/min durchgefihrt. Die Pumpe verfugt Uber eine statische Misch-
kammer mit einem Volumen von wahlweise 0,5, 1,7 und 2,6 mL. Um das
Totvolumen moglichst gering zu halten, wurde die 0,5 mL-Mischkammer

verwendet.

Als Injektor wurde ein Ventil Cheminert C1W (Valco) benutzt. Das Ventil
ist ein 6-Wege-Ventil mit 2 Schaltpositionen (Probe laden - Probe injizie-
ren) und externer Probenschleife. Es wurden Probenschleifen mit 1 und 2
puL Volumen benutzt. Die Probenschleifen wurden aus PEEK-Kapillaren,
[.D. = 130 um, selbst hergestellt. Die Bohrungen des Ventils haben einen

Durchmesser von 0,25 mm. Der Antrieb des Injektors erfolgt manuell.

Zum Flow-split wurde ein Edelstahl-T-Stuck (Valco) verwendet. Das T-
Stuck hat eine Bohrung von 0,75 mm. Es dient gleichzeitig als hochspan-
nungsseitige Elektrode. Abb. 26 zeigt schematisch den Aufbau der Appa-
ratur. Der Injektor und das T-Stuck sind zum Schutz vor der am T-Stiick
anliegenden Hochspannung in einen Sicherungskasten aus Plexiglas ein-
gebaut. Der Injektor ist wie in der HPLC {Ublich geschaltet. Die mobile
Phase wird von der Pumpe Uber eine PEEK-Kapillare, L = 40 cm, I.D. =
130 um, zum Injektor befordert. Die Lange der Kapillare ist notwendig, um
die Pumpe vor der am T-Stuick anliegenden Hochspannung zu schitzen.
Die Pumpe wurde zusétzlich geerdet. Um das Totvolumen klein zu halten,
wurde der I.D. der Kapillare moglichst klein gewahlt. Zur Verbindung des
Injektors mit dem T-Stiick wurde eine PEEK-Kapillare, L = 30 cm, I.D. =
750 pm gewahlt. Die Lange der Kapillare dient dem Schutz des Injektors

vor der Hochspannung. Der Injektor ist zusétzlich geerdet.
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Abb. 26: Schematische Darstellung der Gradientenapparatur

Der grol3e 1.D. der Kapillare ist notwendig, um die Kapillarsaule, wie in
Abb. 26 dargestellt, vor dem Split-Punkt in den Strom der mobilen Phase
eintauchen zu lassen. So ist sichergestellt, dal3 Probe und mobile Phase
den Kopf der Kapillarsdule passieren. Ein Teil der Probe und der mobilen
Phase werden durch den EOF in die Kapillarsaule beférdert. Der Gbrige
Teil der Probe und der mobilen Phase werden durch eine Quarzglaska-
pillare, L = 150 cm, I.D. = 75 um abgefuhrt. Der Strom durch diese Kapil-
lare und durch die Kapillarsdule werden hinter dem Detektor durch ein
zweites Edelstahl-T-Stiick wieder vereint. Dieses T-Stlck ist geerdet. Am
dritten Ausgang dieses T-Stucks ist eine Quarzglaskapillare, L = 50 cm,
[.D. = 75 um angeschlossen. Durch diese Kapillare wird am detektorseiti-
gen Ende der Kapillarsaule ein Ruckdruck erzeugt, um den Anteil des
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druckgetriebenen Flusses durch die Kapillarsaule méglichst klein zu hal-
ten. Als Kapillarsaule wurden solche mit einem [.D. = 100 pm und L = 35-
40 cm verwendet. Die Kapillarséule ist nicht thermostatisiert. Fur samtli-
che Verschraubungen der Quarzglaskapillaren und der Kapillarséule wer-
den PEEK-Fingertight-Fittings mit PEEK-FUhrungsréhrchen fir Quarz-
glaskapillaren (Upchurch Scientific) verwendet. Als Detektor wurde ein ftr
die CE konstruierter UV/Vis-Detektor (Spectra 100, Thermoseparation

Products) verwendet.

7.3 Funktionsuberprufung d er Gradientenapparatur
7.3.1 Durchfihrung der Probenaufgabe

Um die in der CEC geforderten kleinen Probenpfropflangen zu erhalten,
sollte die Probenaufgabe auch bei der Gradientenapparatur elektrokine-
tisch erfolgen. Zum Laden der Probe wird die Hochspannung abgeschal-
tet. Nach dem Laden der Probe wird der Injektor auf die Injektionsposition
gestellt und die Hochspannung angeschaltet. Die Probe wird durch die
Pumpe mit dem Strom der mobilen Phase zur Kapillarséule transportiert
und umflie3t den Saulenkopf. Durch die am T-Stick anliegende Hoch-
spannung wird ein Aliquot der vorbeistromenden Probe injiziert. Zunachst
wurde bei konstanter FluBrate (0,2 mL/min, p = 40 bar) und konstanter
Spannung (25 kV) gearbeitet. Die Ladnge des in die Kapillarsaule injizier-
ten Probenpfropfs ist bei diesem Vorgehen u. a. durch die Zeit bestimmt,
die der durch die Pumpe herantransportierte Probenpfropf bendtigt, um
den Saulenkopf zu passieren. Mit Variation der Flul3rate zu Beginn der

Analyse sollte sich so die Probenpfropflange steuern lassen.
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Abb. 27: Isokratische Trennung von Benzoeséaureestern mit der Gradien-
tenapparatur. Kapillarsaule, L = 330(283)mm x 100 um 1.D., stat. Phase
Nucleosil 100-3 ODS, d, = 3 pm, mob. Phase AcCN/Phosphatpuffer (c =
5 mmol/L, pH = 7,2), 8:2 v/v, Probenaufgabe und Trennung bei F = 0,2
mL/min, p = 40 bar, U = 25 kV, photometr. In-column-Det., A = 230 nm,
Analyte, 1 = Thioharnstoff, 2 = Benzoesauremethylester, 3 = Benzoesau-
reethylester, 4 = Benzoesaurepropylester, 5 = Benzoesaurebenzylester,

6 = Benzoesaurebutylester, 7 = Benzoesaure-i-pentylester

Zum Testen dieses Verfahrens wurde ein Gemisch verschiedener Ben-
zoesaureester wie beschrieben injiziert und isokratisch getrennt. Abb. 27
zeigt das erhaltene Chromatogramm. Die Peaks sind infolge zu grol3er
Lange L, des injizierten Probenpfropfs stark verbreitert. Die Halbwerts-
breiten wy, betragen 0,3-0,6 min. Bei vergleichbaren Trennungen dersel-
ben Analyte mit der in dieser Arbeit vorgestellten Apparatur fur isokrati-
sche CEC und herkémmlicher elektrokinetischer Probenaufgabe unter

ahnlichen Bedingungen (mobile/stationére Phase, veo) sind die Werte fur
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Wy, um einen Faktor 4 - 5 kleiner. Die mit dem vorgestellten Verfahren in-

jizierten Probenpfropfen sind also viel zu lang.

Um L, zu senken, wurde die Flu3rate F auf 0,3 mL/min erhoht. Dadurch
sollte der Probenpfropf schneller den Saulenkopf passieren und so die
Injektionszeit gesenkt werden. Ferner wurde U zu Beginn der Trennung
auf 1kV gestellt, um nur einen langsamen EOF zu erhalten. Dadurch
sollte L, weiter reduziert werden. Bei F = 0,3 mL/min benétigt der Proben-
pfropf vom Injektor zum aufgabeseitigem T-Stick 0,45 min (Berechnung
siehe 7.3.2, S. 98). Um sicherzustellen, daf} der Probenpfropf den Sau-
lenkopf unter den gewahlten Probenaufgabebedingungen (F, U) passiert,
wurden diese fur 1 min gehalten. Danach wurde F auf 0,2 mL/min gesenkt
und U auf 25 kV erhoht. Das so geanderte Probenaufgabeverfahren wur-
de wie oben beschrieben getestet. L, konnte stark reduziert werden. Mit
wy, = 0,15-0,3 min sind die erhaltenen Peaks aber immer noch etwa dop-
pelt so breit wie bei Verwendung der Apparatur fur isokratische CEC. In
einem weiteren Experiment wurde U wahrend der Probenaufgabe ganz
abgeschaltet. Die Ubrigen Parameter wurden nicht gedndert. Die erhalte-
nen Peaks sind nicht signifikant schmaler, als im vorhergehenden Expe-
riment. Dies zeigt, dal’3 die Probe nicht nur durch die angelegte Span-
nung, sondern auch durch den durch die Pumpe erzeugten Druck injiziert

wird.

In einem folgenden Experiment wurde die FluRRrate wahrend der Proben-
aufgabe auf F = 0,1 mL/min gesenkt. Die Pumpe erzeugt dann einen
Druck von 20 bar. Die Hochspannung blieb abgeschaltet. Da der Proben-
pfropf bei der kleineren FluRRrate langer benétigt, um vom Injektor zum T-
Stuck zu gelangen, wurden die Probeaufgabebedingungen (F, U) fur 2
min beibehalten. Dann wurde F auf 0,2 mL/min und U auf 25 kV gestellt.
Das Verfahren wurde wieder mit der Trennung von Benzoesaureestern
getestet. Abb. 28 zeigt das erhaltene Chromatogramm. Die Peaks sind
hochsymmetrisch und GAuss-férmig. wy,, betragt 0,1-0,17 min. Eine wei-
tere Verringerung von F wahrend der Probenaufgabe unter ansonsten

gleichen Bedingungen fihrte zu einer Zunahme von wy,.
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Abb. 28: Isokratische Trennung von Benzoeséaureestern mit der Gradien-
tenapparatur. Kapillarsaule, L = 360(310)mm x 100 um 1.D., stat. Phase
Nucleosil 100-3 ODS, d, = 3 pm, mob. Phase AcCN/Phosphatpuffer (c =
5 mmol/L, pH = 7,2), 8:2 vlv, Probenaufgabe bei F = 0,1 mL/min, p = 20
bar und U = 0 kV fur 2 min, Trennung bei F = 0,2 mL/min, p = 40 bar, U =
25 kV, photometr. In-column-Det., A = 230 nm, Analyte, 1 = Thioharnstoff,
2 = Benzoesauremethylester, 3 = Benzoesaureethylester, 4 = Benzoe-
saurepropylester, 5 = Benzoesaurebenzylester, 6 = Benzoesaurebutyl-

ester, 7 = Benzoesaure-i-pentylester

Als Ursache dafir kommt eine Verbreiterung des Probenpfropfs durch
Diffusionsvorgange in der Kapillare zwischen Injektor und T-Stlck in Be-
tracht, die bei kleinen FluRBraten verstarkt an Bedeutung gewinnen. Die
beschriebenen Versuche wurden unter Verwendung einer 2 pL Proben-
schleife durchgefihrt. Der Wechsel auf eine 1 pL Probenschleife brachte

keine Verbesserung.
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Die beschriebenen Versuche zeigen, dal3 mit der vorgestellten Apparatur
eine elektrokinetische Probenaufgabe mdglich ist. Allerdings fuhrt auch
der durch die Pumpe applizierte Druck zu einer Probeninjektion. Der Fluf3
der mobilen Phase durch die Kapillarsdule muf3 also einen nicht zu ver-
nachlassigbaren druckgetriebenen Anteil haben. Eine Verfeinerung der
Anlage ist daher notwendig, um die Probenaufgabe ausschlief3lich elek-
trokinetisch durchfiihren zu kénnen. So mul3 das Totvolumen zwischen
Injektor und aufgabeseitigem T-Stick verkleinert und der Anteil des

druckgetriebenen Flusses durch die Kapillarsaule verringert werden.

Bei nachfolgenden Versuchen wurde die Probenaufgabe stets wie folgt
durchgefiihrt. Die Hochspannung wurde abgeschaltet und F auf 0,1
mL/min eingestellt und die Probe mittels des Injektors in das System ein-
gebracht. Die eigentliche Injektion der Probe in die Kapillarsdule erfolgte,
wie beschrieben, druckgetrieben. Nach 2 min wurde U auf die ge-
winschte Trennspannung und F auf 0,2 mL/min eingestellt. Mit dem Ein-
schalten der Hochspannung wurden Uber eine Triggerschaltung Gra-

dientenprogramm und Mel3wertaufnahme gestartet.

7.3.2 Bestimmung des druckgetriebenen Anteils des Flusses der mobilen

Phase

Wie in 7.3.1 gezeigt, ist bei der vorgestellten Apparatur der druckgetrie-
bene Anteil am Fluf3 der mobilen Phase nicht vernachlassigbar klein. Zum
Erhalt der Effizienz der CEC sollte dieser Anteil mdglichst klein gehalten
werden, um eine Uberlagerung des kolbenférmigen Plug-flow mit dem pa-
rabolischen Profil des druckgetriebenen Flusses méglichst zu vermeiden.
Der Anteil des druckgetriebenen Flusses am Gesamtflul3 durch die Kapil-
larsaule wurde wie folgt bestimmt. Fur verschiedene Trennspannungen
(U =2 - 20 kV) wurde to bestimmt und daraus die Gesamt-Fliel3geschwin-
digkeit vg berechnet. Als ty-Marker wurde Thioharnstoff verwendet. Die

Probenaufgabe wurde wie in 7.3.1 beschrieben durchgeftihrt.
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Abb. 29: Auftragung von vg gegen U. Kapillarsaule, L = 360(310) mm x
100 pm I.D., stat. Phase Nucleosil 100-3 ODS, d, = 3 um, mob. Phase
AcCN/Phosphatpuffer (¢ = 2,5 mmol/L, pH = 7,2) 8:2 viv, F = 0,2 mL/min,

p = 40 bar, photometr. In-column-Det., A = 254 nm, ty-Marker Thioharn-
stoff

Es wird ein linearer Zusammenhang zwischen U und vg erwartet. Der
Achsabschnitt (U = 0 kV) entspricht dem druckgetriebenen Anteil vyq an
Vg. Bei der Berechnung von vg wurde beriicksichtigt, daf3 die Probenzone
eine bestimmte Zeit benotigt, um vom Injektor zum Saulenkopf zu gelan-
gen. Diese Zeitverzdgerung wurde wie folgt berechnet. Die Kapillare zwi-
schen Injektor und aufgabeseitigem T-Stiick hat ein Volumen von 0,133
cm® (L = 30 cm, I.D. = 7,5-10% cm). Wahrend der Probenaufgabe betragt
die FluRrate der mobilen Phase 0,1 mL/min oder 0,1 cm®min. Folglich
werden 0,133 cm®0,1 cm® min™ = 1,33 min benétigt, um die mobile Pha-
se in der Kapillare vollstandig zu ersetzen. Diese Zeit entspricht der Dau-

er, die der Probenpfropf benétigt, um vom Injektor zum Saulenkopf zu
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gelangen. Zur Berechnung von vg wurde dieser Wert auf 1,3 min gerun-
det und von ty abgezogen. Abb. 29 zeigt die Auftragung von vg gegen U.
Der Zusammenhang kann als linear angesehen werden (r* = 0,9995). Der
Achsabschnitt betragt 0,26 mm/s. Dies entspricht dem Wert von V.
Durch Messung von t, bei U = 0 kV wurde flr v,y der gleiche Wert erhal-

ten.

Vg hat bei 20 kV einen Wert von 1,01 mm/s. Der Anteil von vg, betragt
daran vg — Vpg = Vg — 0,26 mm/s = 0,75 mm/s. Damit ist vpy bei 20 kV um
einen Faktor 2,9 kleiner als ve,. Der Anteil des druckgetriebenen Flusses
ist gegeniber dem EOF also auf keinen Fall zu vernachlassigen. Der
Anteil von vpq laf3t sich jedoch durch Veranderung des Split-Verhaltnisses
und durch Erhéhung des Ruckdrucks am detektorseitigen Ende der Ka-

pillarséaule verringern.

7.3.3 Bestimmung der erreichbaren Effizienz

In Tab. 12 sind die Trennstufenzahlen N aufgefuhrt, die bei der Trennung
mehrerer Benzoesaureester mit der Gradienten-Apparatur bei isokrati-
scher Elution erreicht wurden. Die Probenaufgabe wurde wie in Abschnitt
7.3.1 beschrieben durchgefiihrt. Die Tabelle enthalt auch die Werte fiir N,
die bei Trennung derselben Analyte mit der in dieser Arbeit ebenfalls vor-
gestellten Apparatur fur isokratische CEC erreicht wurden. Die Proben-
aufgabebedingungen waren bei dieser Trennung so gewahlt, dafl3 von
keinem Beitrag der Probenaufgabe zur Bandenverbreiterung ausgegan-
gen werden kann. Es wurden verschiedene Kapillarsaulen verwendet. Die
in beiden Versuchen erreichten Trennstufenzahlen sind aber reprasenta-
tiv fir die mit dem jeweiligen chromatographischen System aus Kapillar-
saule und Apparatur erreichbaren Trennstufenzahlen. Der unterschiedli-
che 1.D. der Kapillarsaulen hat keinen signifikanten Einflu3 auf N [56]. Die
FlieRgeschwindigkeit der mobilen Phase betrug in beiden Experimenten
0,93 mm/s. In beiden Experimenten wurden dieselbe stationdre Phase

verwendet.
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Tab. 12: Vergleich der erreichbaren Effizienz bei Verwendung (a) der Ap-
paratur fur isokratische CEC und (b) bei Verwendung der Gradienten-

apparatur im isokratischen Modus

Apparatur (@) (b)
Analyt N/m N/m

Benzoesauremethylester 116000 58000
Benzoesaureethylester 104000 52000
Benzoesaurepropylester 104000 71000
Benzoesaurebenzylester 116000 65000
Benzoesaurebutylester 101000 77000
Benzoesaure-i-pentylester 89000 77000

Melbedingungen: (a): Kapillarsaule, L = 442(390)mm x 180 um I.D.,
Trennspannung U = 20 kV, Probenaufgabe elektrokinetisch, 5 kV fur 5 s
(L; = 1,1 mm), Mob. Phase AcCN/Phosphatpuffer (¢ = 1 mmol/L, pH =
7,2), 8:2 viv, (b): Kapillarsaule, 360(310) mm x 100 um I.D., Trennspan-
nung U = 25 kV, Probenaufgabe wie in 7.3.1 beschrieben, Mob. Phase
AcCN/Phosphatpuffer (c =5 mmol/L, pH = 7,2), 8:2 v/v, beide: stationare
Phase Nucleosil 100-3 ODS, d, = 3 um, photometr. In-column-Detektion,
A =230 nm.

Die Zusammensetzung der mobilen Phase war bis auf die Phosphatkon-
zentration in beiden Versuchen gleich. Die verschiedene Phosphatkon-

zentration hat keinen signifikanten Einflul3 auf N (siehe 6.2.2, S. 59).

Im Mittel sind die erzielten N bei Verwendung der Gradientenapparatur
um einen Faktor 1,6 kleiner als bei Verwendung der Apparatur fur isokra-
tische CEC. Diese signifikante Verringerung von N kann auf den nicht zu
vernachlassigenden Beitrag des druckgetriebenen Flusses zum Ge-

samtflu® der mobilen Phase bei der Gradientenapparatur zurtickgefihrt
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werden. Dadurch werden die Effizienz-steigernden Eigenschaften des
Plug-flow teilweise wieder kompensiert. Zum anderen ist es denkbar, dal3
die Probenaufgabe bei der Gradientenapparatur einen signifikanten Bei-
trag zur Bandenverbreiterung leistet. Der Flul3 der mobilen Phase in der
Kapillare zwischen Injektor und aufgabeseitigem T-Stlick ist druckgetrie-
ben. Daraus resultiert eine laminare Strémung, durch die der Proben-
pfropf verbreitert wird. Durch die Verbreiterung des Probenpfropfs sinkt
die Trennstufenzahl. Diese Vermutung konnte im Rahmen dieser Arbeit
nicht mehr durch ein Experiment verifiziert werden. Die Hypothese wird
aber dadurch gestutzt, dafd bei der Gradientenapparatur fur Analyte mit
kleinem k die niedrigsten Trennstufenhéhen erhalten wurden. Dies weist

auf eine Bandenverbreiterung auf3erhalb der Kapillarsaule hin.

7.3.4 Uberprifung der Genauigkeit des gelieferten Gradienten

Wichtig fur die Genauigkeit quantitativer Analysen ist die Wiederholprazi-
sion fur die Retentionszeit t, und die Peakflache A. Beim Einsatz von
FlieBmittelgradienten hangen diese Gro3en u. a. von der Genauigkeit des
gelieferten Gradienten ab. Die Genauigkeit des Gradienten ist bestimmt
durch die Ubereinstimmung zwischen programmierter und gelieferter
FlieBmittelzusammensetzung, der Geschwindigkeit, mit der eine pro-
grammierte Anderung der FlieRmittelzusammensetzung durch das Sy-
stem umgesetzt wird (Gradientenverzdgerung), sowie der Wiederholbar-

keit des Gradienten flr mehrere Analysen.

Zur Uberpriifung der Genauigkeit des gelieferten Gradienten wurde die
Apparatur so umgebaut, dal3 die Detektion in der Quarzglaskapillare zwi-
schen den beiden T-Stiicken erfolgen konnte. Das Detektionsfenster be-
fand sich 5 cm oberhalb des Splitpunkts des Stroms der mobilen Phase.
Ansonsten wurde der Aufbau der Apparatur nicht verandert. Der Umbau
war notwendig, um die Gradientenverzogerung bestimmen zu konnen.
Die Gradientenverzbgerung ist die Zeit, die zwischen dem programmier-

ten Zeitpunkt der Lieferung einer bestimmten Fliemittelzusammenset-
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zung und ihrer Bereitstellung am Saulenkopf verstreicht. Durch die Lage
des Detektionsfensters 5 cm oberhalb des Splitpunkts und damit des
Saulenkopfs kommt es zu einer geringen Zeitverzogerung zwischen der
Bereitstellung einer bestimmten FlieBmittelzusammensetzung am S&u-
lenkopf und ihrer Bereitstellung im Bereich des Detektionsfensters. Die
Zeitverzogerung laRt sich wie folgt abschatzen. Die Quarzglaskapillare
hat einen I.D. von 75 um. Das Volumen der Quarzglaskapillare vom Split-
punkt bis zum Detektionsfenster betragt demnach 2,210 mL. Bei der
gewadhlten FluRrate von 0,2 mL/min wird dieses Volumen in 1,110 min
vollstandig ersetzt. Diese Zeit entspricht der genannten Zeitverzégerung.
Bei dieser Berechnung wurde vereinfachend angenommen, daf der Fluf3
durch die gepackte Kapillarsaule gegenuber dem Flul3 durch die Quarz-
glaskapillare vernachlassigbar ist. Die Flufrate in gepackten Kapillarsau-
len, wie den in dieser Arbeit verwendeten, betragt ca. 1 pL/min [40]. Die

Vereinfachung ist also zulassig.

In einem Experiment wurde ein Gradientenprogramm dreimal hinterein-
ander ausgefuhrt. Das Gradientenprogramm ist in Tab. 13 wiedergege-
ben. Die zur Gradientenformung verwendeten mobilen Phasen A und B
sind identisch: AcCN/Phosphatpuffer 8:2 v/v. B ist mit Thioharnstoff als

inertem Tracer versetzt.

Tab. 13: Gradientenprogramm zur Uberprifung der Genauigkeit des

durch die Gradientenapparatur gelieferten FlieBmittelgradienten

t/min B/%

0-5 0
5-10 0-50
10 - 20 50
20 - 25 50-0

B = FlieBmittel B
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Die gemessene Extinktion ist ein Mal3 fir den Volumenanteil von B in der
aktuellen Zusammensetzung der mobilen Phase. Die Detektion erfolgte
bei A = 254 nm. In Abb. 30 werden der programmierte Gradient und die

gelieferten Gradienten miteinander verglichen.

Der programmierte zeitliche Verlauf des Gradienten wird durch den des
gelieferten Gradienten sehr gut wiedergegeben. Bei mehrmaliger Ausflih-
rung des Gradientenprogramms wird eine sehr hohe Reproduzierbarkeit
der aufeinanderfolgend gelieferten Gradienten erreicht. Dabei stimmen
die gelieferten Gradienten nicht nur in der Form miteinander Uberein; es
wird auch stets zu demselben Zeitpunkt dieselbe Flielmittelzusammen-
setzung geliefert. Der Anteil von B in der mobilen Phase soll nach dem
Gradientenprogramm nach 5 min zu steigen beginnen. Dieser Anstieg
wird 9 min nach dem Start des Programms detektiert. Die Gradientenver-
zbgerung betragt somit 4 min. Bei der Bestimmung dieses Werts wurde
die Zeitverzogerung aufgrund der Lage des Detektionsfensters (s. 0.) ver-
nachlassigt. Das Volumen der Mischkammer der Pumpe betragt 0,5 mL.
Bei der gewahlten FluRBrate von 0,2 mL/min betragt die Zeit, in der die
mobile Phase in der Mischkammer vollstdndig ersetzt wird, 2,5 min. In
7.3.2 wurde die Zeit, die die mobile Phase bendétigt, um vom Injektor zum
aufgabeseitigen T-Stiick zu gelangen, zu 1,3 min bestimmt. Aufgrund der
Totvolumina durch die Mischkammer und die Kapillare zwischen Injektor
und T-Stuck ergibt sich rechnerisch somit eine Gradientenverzdgerung
von 2,5 min + 1,3 min = 3,8 min. Dieser Wert entspricht dem experimen-
tell bestimmten und laRt darauf schlieRen, dal} die Gradientenverzog e-
rung malfdgeblich durch die Totvolumina der Mischkammer und der Kapil-
lare zwischen Injektor und T-Stick bestimmt wird. Die Gradientenverz6-
gerung ist bei dem vorgestellten System noch akzeptabel, und kleiner als

bei vergleichbaren Apparaturen [21, 59].
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Abb. 30: Vergleich eines programmierten FlielBmittelgradienten mit dem
durch die Gradientenapparatur gelieferten Flie@mittelgradienten. 3 auf-
einanderfolgende Wiederholungen, Kapillarsaule, L = 360(310) mm x 100
pum 1.D., stationare Phase Nucleosil 100-3 ODS, d, = 3 um, mobile Pha-
sen, A: AcCN/Phosphatpuffer (c =5 mmol/L, pH = 7,2), 8:2 v/v, B: wie A,
mit Zusatz von Thioharnstoff als inertem Tracer, F = 0,2 mL/min, Trenn-
spannung 25 kV, Detektion siehe Text

104



7.3.5 Wiederholpréazision

Wie in 7.3.4 gezeigt, ist die Ubereinstimmung der gelieferten Gradienten
mit dem programmierten Gradienten bei der vorgestellten Apparatur zu-
friedenstellend . Die Wiederholbarkeit der Peakflachen A und Retentions-
zeiten t, sollte daher auch zufriedenstellend sein. Um dies zu verifizieren,
wurden mehrere Benzoesaureester unter Anwendung eines Fliel3mittel-
gradienten getrennt. Es wurden 10 aufeinanderfolgende Trennungen
durchgefihrt. Die Probenaufgabe wurde wie in 7.3.1 beschrieben ausge-
fuhrt. Abb. 31 zeigt die Ubereinandergelegten Chromatogramme von 3

Analysen. Dargestellt sind der 1., der 5., und der 10. Lauf.

In Tab. 14 sind die berechneten Werte der relativen Standardabweichun-
gen RSD fur t, und A aufgefuhrt. Die Tabelle enthalt auch die Werte fr
RSD der auf die Peakflache von Benzoeséure-i-pentylester normalisierten
Peakflachen A,. Die Werte fur RSD(t;) kdbnnen mit ca. 2 % als ausrei-
chend betrachtet werden. YAN et al. [29] erreichten mit der von ihnen ent-
wickelten Gradientenapparatur fir RSD(t,) nur Werte von 3 - 8% (n = 5).
Sie fuihrten diese vergleichweise hohe Ungenauigkeit auf mangelnde Au-
tomatisierung der Apparatur und fehlende Thermostatisierung der Kapil-
larsaule zuriick. Letzteres trifft auch auf die hier vorgestellte Apparatur zu.
Bei dieser wurde aber, im Gegensatz zu der Apparatur, die in [29] vorge-
stellt wird, ein Injektor zur Probenaufgabe benutzt. Trotz des manuellen
Betriebs des Injektors |3t sich damit die Probenaufgabe mit héherer Re-
produzierbarkeit gestalten, als ohne Injektor. Bei weitergehender Automa-
tion laRkt sich die Reproduzierbarkeit von t, weiter steigern. So erreichten
TAYLOR und TEALE [21] bei Verwendung eines Autosamplers in der Gra-
dienten-CEC Werte fur RSD(t;) von 0,5 - 1% (n = 20).
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Abb. 31: Vergleich von 3 Trennungen von Benzoesdureestern bei An-
wendung eines FlieBmittelgradienten (1., 5. u. 10. Lauf). Kapillarséaule, L =
360(310) mm x 100 pm 1.D., stationare Phase Nucleosil 100-3 ODS, d, =
3 pum, mobile Phasen, A: AcCN/Phosphatpuffer (c = 5 mmol/L, pH = 7,2)
8:2 vlv, B: Phosphatpuffer (c = 5 mmol/L, pH = 7,2), Gradientenpro-
gramm: 7 % B fir 5min, 7 -0 % B in 5 min, 0 % B fir 10 min, Trennspan-
nung 25 kV, photometr. In-column-Det., A = 230 nm, Analyte (in Elutions-
folge): Thioharnstoff, Benzoesauremethylester, Benzoesaureethylester,
Benzoesaurepropylester, Benzoesaurebenzylester, Benzoesaurebutyl-

ester, Benzoesaure-i-pentylester
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Tab. 14: Relative Standardabweichungen RSD der Benzoesaureester fir
t, Aund A,

Analyt RSD(t) /% RSD(A) /% RSD(A,) /%
Benzoesauremethylester 2,19 3,56 3,20
Benzoesaureethylester 2,34 4,00 2,49
Benzoesaurepropylester 2,22 411 2,75
Benzoesaurebenzylester 2,18 4,32 1,69
Benzoesaurebutylester 1,94 4,42 1,29
Benzoesaure-i-pentylester 1,75 4.95 -

n =10, A, = A, normalisiert auf A von Benzoesaure-i-pentylester, MelRbe-

dingungen siehe Abb. 31

Die Werte fur RSD(A) liegen mit 4 - 5% vergleichsweise hoch. Sie sind
deutlich héher als die Werte, die mit vergleichbaren Apparaturen erreicht
werden [21]. Werden die Peakflachen auf einen internen Standard nor-
malisiert, wird die Wiederholbarkeit der Peakflachen deutlich verbessert.
Die Werte fur RSD(A,) betragen 1 - 3 %. Dieses Ergebnis legt den Schluf3
nahe, dafl} die mangelnde Wiederholbarkeit fur A auf eine unzureichend
wiederholbare Probenaufgabe zurtickzufihren ist. Fur die unzureichend
wiederholbare Probenaufgabe kénnen eine Verbreiterung der Probenzo-
ne in der Kapillare zwischen Injektor und aufgabeseitigem T-Stlck und
eine dadurch bedingte, nicht reproduzierbare Verdinnung der Probe ver-
antwortlich sein. Insgesamt ist jedoch die mit der vorgestellten Apparatur
erreichbare Wiederholbarkeit zufriedenstellend. Durch weitergehende
Automation, Thermostatisierung der Kapillarsdule, und Verringerung von

Totvolumina durfte sie weiter zu verbessern sein.
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7.4 Trennung en unter Anwendung von FlieBmittelgradienten
7.4.1 Trennung von Benzoesaureestern

Vor einer weitergehenden Optimierung der Gradientenapparatur sollte der
Einflud von FlieBmittelgradienten auf elektrochromatographische Tren-
nungen untersucht werden. Bei allen im folgenden beschriebenen Tren-
nungen wurden die Probenaufgabe und der Start der Analyse wie in 7.3.1

beschrieben durchgeftihrt.

In Abb. 32 werden isokratische Trennungen mehrerer Benzoesaureester
bei verschiedenem Wassergehalt ¢$(H,O) der mobilen Phase mit einer
Trennung derselben Analyte unter Verwendung eines FlieBmittelgradien-
ten verglichen. Als FlieBmittel wurden AcCN/Phosphatpuffer (c = 5
mmol/L, pH = 7,2) 8:2 v/v (FlieBmittel A) und Phosphatpuffer (c = 5
mmol/L, pH = 7,2) (FlieBmittel B) verwendet. Es wurden isokratische
Trennungen unter Verwendung von FlieBmittel A (¢(H,O) = 20 %) und
unter Verwendung eines FlieBmittels aus 90 % A und 10 % B (¢(H,0) =
28%) durchgefiihrt. Letzteres wurde nicht vorgemischt, sondern durch Mi-
schen entsprechender Mengen A und B durch die Gradientenpumpe wéh-
rend der Analyse bereitgestellt. Bei der Trennung unter Verwendung ei-
nes Gradienten wurde folgendes Gradientenprogramm benutzt: 7 % B flr
5min, 7-0% B in 5 min, 0 % B fir 10 min.

Bei isokratischer Trennung der Benzoesaureester mit ¢(H,O) = 20% ist
die Analysendauer kurz, es werden aber nicht alle Komponenten bis zur
Basislinie getrennt. Bei isokratischer Trennung mit ¢(H,O) = 28 % wird
infolge des grof3eren Wassergehalts der mobilen Phase die Analysen-
dauer verdoppelt und die Retentionszeiten der unpolaren Analyte werden
verlangert. Es werden zwar alle Komponenten bis zur Basislinie getrennt,
aber es mul3 eine Verlangerung Analysendauer in Kauf genommen wer-
den. Bei der Anwendung des Fliemittelgradienten werden die Analyte
infolge des grolReren Wassergehalts der mobilen Phase zu Beginn der

Analyse stark retardiert.

108



(a)
E () 2 3 4 5 g4 7
1
53456 7 (b)
1
4 56 7
ZE\H/;
(c)
1
A
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25 0
t/m in

Abb. 32: Trennung von Benzoeséaureestern unter isokratischen Bedin-
gungen (a, c) und unter Anwendung eines FlieBmittelgradienten (b). Ka-
pillarsaule, L = 360(310)mm x 100 um I.D., stationare Phase Nucleosil
100-3 ODS, d, = 3 um, mobile Phasen, A: AcCN/Phosphatpuffer (c = 5
mmol/L, pH = 7,2) 8:2 v/v, B: Phosphatpuffer (c = 5 mmol/L, pH = 7,2),
FlieRBmittelzusammensetzung, (a): 90 % A, 10 % B (¢(H,O) = 28 %), (b): 7
% B fur 5min, 7 -0 % B in 5 min, 0 % B fir 10 min, (c): 100 % A, 0% B
(¢(H20) = 20 %), Trennspannung 25 kV, Fluf3rate 0,2 mL/min, photome-
trische In-column-Det., A = 230 nm, Analyte, 1 = Thioharnstoff, 2 = Ben-
zoesauremethylester, 3 = Benzoesaureethylester, 4 = Benzoesaurepro-
pylester, 5 = Benzoesaurebenzylester, 6 = Benzoesaurebutylester, 7 =

Benzoesaure-i-pentylester
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Durch die anschliel3ende Verringerung des Wassergehalts nimmt die
Retention der spater eluierten Analyte im weiteren Verlauf der Analyse ab.
Dadurch wird eine ausreichende Trennung aller Komponenten erreicht,
und die Analysendauer gegeniber der isokratischen Trennung mit ¢(H,0)
= 20 % nur um einen Faktor 1,5 erh6ht. Die Veranderung der FlieBmittel-
zusammensetzung durch das verwendete Gradientenprogramm hat auf
die Retention der unpolaren Benzoesaureester denselben Einflu3, wie
man ihn in der RP-HPLC erwartet [55]. Durch den geringfligig hoheren
Wassergehalt der mobilen Phase zu Beginn der Analyse wird ty, bei der
Gradientenelution im Vergleich mit der isokratischer Elution mit ¢(H,O) =

20 % nur geringfligig erhoht.

In Tab. 15 ist die Auflésung R flr aufeinanderfolgend eluierte Peakpaare
fur die in Abb. 32 dargestellten Chromatogramme wiedergegeben. Bei
d(H,O) = 20 % ist R fur das Peakpaar Benzoesaurepropylester/Benzoe-
saurebenzylester nicht ausreichend, um die Peakflachen quantitativ aus-
werten zu kdnnen. R mul3 dazu mindestens 1,25 betragen [60]. Fur das
genannte Peakpaar betragt R jedoch 1,02. Bei ¢$(H,O) = 28 % ist R fur
alle Peakpaare ausreichend, um die Peakflachen quantitativ auswerten zu
kénnen. Allerdings ist R oft groRRer als notwendig, d. h. durch die hohe
Auflésung wird die Analysenzeit verlangert, ohne einen weiteren Gewinn
an Information aus dem Chromatogramm zu erhalten. Bei der Verwen-
dung des FlieBmittelgradienten ist R fur alle Peakpaare grofRer als 1,25.
Durch die Verwendung des Gradienten laf3t sich bei kiirzerer Analysenzeit
die gleiche Information aus dem Chromatogramm gewinnen, wie es unter

isokratischen Bedingungen nur bei langererer Analysendauer mdglich ist.
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Tab. 15: Auflosung R fur verschiedene Benzoesaureester bei isokrati-

scher Trennung und bei Anwendung eines Flie3mittelgradienten

Peakpaar  Isokratisch Isokratisch Gradient
$(H20) =20 % ®(H,0) = 28 %

2,3 2,74 5,18 3,88

3,4 3,41 6,53 5,11

4,5 1,02 3,99 2,64

5,6 3,26 3,94 3,57

6,7 4,24 4,24 6,08

2 = Benzoesauremethylester, 3 = Benzoesaureethylester, 4 = Benzoesau-
repropylester, 5 = Benzoesaurebenzylester, 6 = Benzoesaurebutylester,
7 = Benzoesaure-i-pentylester, experimentelle Bedingungen siehe Abb.
32

Bei Gradientenelution wird in der RP-LC eine Fokussierung der spater
eluierten Peaks bei Erh6hung des Gehalts des organischen Modifiers der
mobilen Phase im Verlauf der Analyse erzielt (Peak-sharpening). Erreicht
ein FlieBmittel mit h6herem Gehalt an organischem Modifier als das bis-
herige eine Analytzone, kommt es zu einer lokalen Verringerung von k
des Analyten. Dadurch bewegt sich der in FlieRRrichtung betrachtet hintere
Teil der Analytzone schneller als der vordere, wodurch die Probenzone
fokussiert wird. Der Effekt ist umso ausgepragter, je héher der Modifier-
gehalt in der neuen mobilen Phase gegenliber dem in der alten ist. Abb.
33 verdeutlicht dies an der Trennung mehrerer Benzoesaureester bei
Gradientenelution. In dem dargestellten Chromatogramm ist wy,, des Pe-
aks der zuletzt eluierten Substanz (wy, = 0,12 min) um 25% kleiner als
Wy, des Peaks der zuerst eluierten Substanz (wy, = 0,16 min). Durch das
Peak-sharpening wird die Peakkapazitat des chromatographischen Sys-

tems erheblich erhoht.
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Abb. 33: Fokussierung der Peaks von Benzoesaureestern bei Gradien-
tenelution. Kapillarsaule, L = 360(310)mm x 100 um I.D., stationare Pha-
se Nucleosil 100-3 ODS, d, = 3 upm, mobile Phasen, A:
AcCN/Phosphatpuffer (c = 5 mmol/L, pH = 7,2) 8:2 v/v, B: Phosphatpuffer
(c =5 mmol/L, pH = 7,2), Gradient: 15 % B fir 5 min, 15-0 % B in 5 min,
0 % B fur 10 min, Trennspannung 25 kV, Fluf3rate 0,2 mL/min, photome-
trische In-column-Det., A = 230 nm, Analyte, 1 = Thioharnstoff, 2 = Ben-
zoesauremethylester, 3 = Benzoesaureethylester, 4 = Benzoesaurepro-
pylester, 5 = Benzoesaurebenzylester, 6 = Benzoesaurebutylester, 7 =

Benzoesaure-i-pentylester
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7.4.2 Trennung von polyzyklischen Kohlenwasserstoffen mit binaren

Flie3mittelgradienten

Die Trennung von polyzyklischen Kohlenwasserstoffen (PAH) stellt, infol-
ge der umwelt- und gesundheitsschadlichen Eigenschaften dieser Ver-
bindungen, ein wichtiges analytisches Problem dar. Zur Trennung von 16
als besonders gefahrlich eingestuften PAH (EPA-PAH) wurde von der En-
viromental Protection Agency (EPA) der USA ein Verfahren unter Ver-
wendung der Gradienten-HPLC entwickelt (EPA Method 8310). Als sta-
tiondre Phasen werden dabei solche verwendet, die eine ,Shape-
selectivity“ besitzen. An diesen Phasen werden Molekiile vergleichbarer
Hydrophobie  aufgrund ihrer unterschiedlichen Lange-zu-Breite-
Verhaltnisse unterschiedlich stark retardiert [61, 62]. Aufgrund der héhe-
ren Effizienz der CEC im Vergleich mit der HPLC, ist es denkbar, dal3 die
Unterschiede der Hydrophobizitat der PAH ausreichen, um sie mit dieser
Methode an einer stationaren Phase ohne Shape-selectivity zu trennen.
Zur Verkirzung der Analysendauer ist es dabei sinnvoll, die Elutionskraft
der mobilen Phase im Verlauf der Analyse durch Verringerung ihres Was-
sergehalts zu steigern. Der Einsatz der Gradienten-CEC scheint fur die-
ses Trennproblem daher sehr geeignet zu sein. Deshalb wurde versucht,
die EPA-PAH unter Verwendung eines FlieBmittelgradienten mit einer

gewohnlichen ODS-Phase zu trennen.

In Abb. 34 wird die Trennung der 16 EPA-PAH bei isokratischer Elution
gezeigt. Als stationdre Phase wurde Nucleosil 100-3 ODS, d, = 3 um,
verwendet. Die mobile Phase bestand aus AcCN/Phosphatpuffer (c =
1,25 mmol/L, pH = 7,2) 8:2 v/v. Da der verwendete Detektor nur die De-
tektion bei einer Wellenlange gestattet, ist die Empfindlichkeit des Verfah-
rens fur die einzelnen Analyte sehr unterschiedlich. Mit t, = 24,58 min des

zuletzt eluierten Peaks ist die Analysendauer noch vertretbar.
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Abb. 34: Isokratische Trennung der 16 EPA-PAH. Kapillarsaule, L =
330(286) x 100 um I.D., stationare Phase Nucleosil 100-3 ODS, d, = 3
pum, mobile Phase AcCN/Phosphatpuffer (¢ = 1,25 mmol/L, pH = 7,2) 8:2
vlv, FluBrate 0,2 mL/min, Trennspannung 30 kV, photometr. In-column-
Det., A = 280 nm, Analyte, 1 = Thioharnstoff, 2 = Naphthalin, 3 = Ace-
naphthylen, 4 = Fluoren, 5 = Acenaphthen, 6 = Phenanthren, 7 = Anthra-
cen, 8 = Fluoranthen, 9 = Pyren, 10 = Chrysen, 11 = Benzo(a)anthracen,
12 = Benzo(b)fluoranthen, 13 = Benzo(k)fluoranthen, 14 = Benzo(a)pyren,
15 = Dibenz(a,h)anthracen, 16 = Indeno(1,2,3-c,d)pyren, 17 = Ben-
zo(g,h,i)perylen

114



Allerdings erlaubt die isokratische Elution nicht die Identifikation und
Quantifizierung aller 16 EPA-PAH. Es sind, ohne den Peak von Thioharn-
stoff mitgezahlt, nur 15 Peaks erkennbar. Chrysen und Ben-
zo(a)anthracen werden koeluiert. In Tab. 16 sind die Werte fir die Halb-
wertsbreite wy, und die Auflosung R aufeinanderfolgend eluierter Peaks
fur die in Abb. 34 gezeigte isokratische Trennung aufgefuhrt. Die Tabelle
enthélt auch die entsprechenden Werte fir die in Abb. 35 gezeigte Tren-
nung der EPA-PAH bei Gradientenelution. Nach Tab. 16 ist fir 4 Kompo-
nenten R kleiner als 1,25 und damit nicht ausreichend, um die Peakfla-
chen quantitativ auswerten zu koénnen. Neben dem Peakpaar Chry-
sen/Benzo(a)anthracen ist dies beim Peakpaar Benzo(b)fluoran-

then/Benzo(k)fluoranthen der Fall.

Bei Einsatz eines bindren Flielmittelgradienten konnten alle 16 EPA-PAH
an der gleichen stationéaren Phase, wie sie bei der isokratischen Trennung
benutzt wurde, getrennt werden. Es konnten jedoch nur 12 Komponenten
soweit getrennt werden, dald eine quantitative Auswertung der Peakfla-
chen mdoglich war. Durch den hoheren Wassergehalt der mobilen Phase
zu Beginn der Analyse ist ty bei der Gradientenelution um 1 min hoéher als
bei der isokratischen Elution. Das Chromatogramm wird in Abb. 35 ge-
zeigt. Aus Tab. 16 ist ersichtlich, daf3 sich R fur die meisten Peakpaare
bei Gradientenelution gegentber der isokratischen Trennung erhéht hat,
aulRer fur das Peakpaar Fluoren/Acenaphthen. Gegeniber der isokrati-
schen Trennung verdoppelt sich die Analysendauer bei der Trennung
mittels Gradientenelution. Dennoch steigen die Werte fur wy, bei letzterer
fur die spat eluierten Analyte nicht Uber die Werte fir w,,, der Peaks der-
selben Analyte bei isokratischer Elution. Als Ursache ist das Peak-
sharpening zu nennen, durch welches die Peakkapazitat des chromato-
graphischen Systems erhoht wird.
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Tab. 16: Werte fur Halbwertsbreite w,,, und Auflosung R fur aufeinander-
folgend eluierte Peakpaare der EPA-PAH bei isokratischer Trennung (a)

und Gradientenelution (b)

(a) Isokratisch (b) Gradient
Analyt Wy /mink R Wi /min R
Naphthalin 0,09 2,79 0,15 5,75
Acenaphthylen 0,10 3,93 0,17 8,33
Fluoren 0,11 1,23 0,19 0,62
Acenaphthen 0,11 2,31 0,19 4,88
Anthracen 0,11 1,74 0,19 3,14
Phenanthren 0,12 5,10 0,19 8,50
Fluoranthen 0,13 3,76 0,21 472
Pyren 0,14 5,83 0,21 10,80
Chrysen 0,19 0,00 0,25 0,74
Benzo(a)anthracen 0,19 10,27 0,26 14,32
Benzo(b)fluoranthen 0,21 1,04 0,26 1,76
Benzo(k)fluoranthen 0,22 4,12 0,25 4,29
Benzo(a)pyren 0,23 4.60 0,27 8,17
Dibenz(a,h)anthracen 0,26 7,10 0,27 8,02
Indeno(1,2,3-c,d)perylen 0,36 1,97 0,31 1,88
Benzo(g,h,i)perylen 0,33 - 0,31 -

(a) Experimentelle Bedingungen siehe Abb. 34

(b) Experimentelle Bedingungen siehe Abb. 35
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Abb. 35: Trennung der 16 EPA-PAH bei Verwendung eines binaren
FlieBmittelgradienten. Mobile Phasen, A: AcCN/Phosphatpuffer (c = 1,25
mmol/L, pH = 7,2) 8:2 vlv, B: Phosphatpuffer (c = 1,25 mmol/L, pH = 7,2),
Gradientenprogramm: 15-0 % B in 40 min, 0 % B fur 15 min, sonstige Be-

dingungen siehe Abb. 34

Das in Abb. 35 gezeigte Chromatogramm stellt das beste Ergebnis dar,
welches mit einem binéaren FlieBmittelgradienten erzielt werden konnte.
Auf diesem Weg konnte keine vollstandige Trennung aller Komponenten
der Testmischung erreicht werden. Eine weitere Erhéhung des Wasser-
gehalts zu Beginn der Analyse fuhrt zu einer Koelution von Fluoren und
Acenaphthen. AufRerdem wird dabei die Analysendauer erheblich verlan-

gert.
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Die Anwendung eines binaren Gradienten erlaubt mit dem vorgestellten
System (Gradientenapparatur, mobile/stationare Phase) zumindest den
Nachweis aller 16 EPA-PAH. Als Ursache fur die nicht vollstandige Tren-
nung dieser PAH ist die fehlende Shape-selectivity der verwendeten sta-
tionaren Phase anzusehen. Den starken Einflu3 der stationaren Phase
auf die Trennung von PAH konnten YAN et al. [29] zeigen. Sie verwende-
ten als stationéare Phase eine Mischung aus ODS-Silicagel, d, = 3 pm, mit
nativem Silicagel, d, = 1 pum, im Verhaltnis 9:1. Unter Anwendung eines
binaren Gradienten, dhnlich dem hier vorgestellten, gelang ihnen mit die-
ser stationédren Phase die Trennung der EPA-PAH mit der CEC in 100

min.

7.4.3 Trennung von polyzyklischen Kohlenwasserstoffen bei Gradienten-

elution mit Dimethylsulfoxid-haltiger mobiler Phase

In Abschnitt 6.5, S. 83 wurde gezeigt, dal3 sich mit DMF und DMSO als
weiterem organischem Modifier die Selektivitat des Trennsystems stei-
gern lait. Deshalb wurde versucht, die EPA-PAH durch Flielmittelgra-
dienten zu trennen, in deren zeitlichem Verlauf der Gehalt der mobilen
Phase an DMSO und Phosphatpuffer verandert wurde. Als Flielmittel A
und B wurden in diesen Versuchen verwendet: A: AcCN/Phosphatpuffer
8:2 viv, B: AcCN/Phosphatpuffer/DMSO 4:4:2 v/v. Dabei wurde im Verlauf
der Analyse der Anteil von B in der mobilen Phase und damit ihr Gehalt
an DMSO und Phosphatpuffer gesenkt. Bei einer Erhdhung des Anteils
von B im Laufe der Analyse ist mit einer Stérung des Flusses der mobilen
Phase zu rechnen, da e, der nachfolgend gelieferten mobilen Phase

kleiner ist, als der vorangegangen gelieferten.

Abb. 36 zeigt eine Trennung, die bei Gradientenelution mit DMSO-haltiger
mobiler Phase erhalten wurde. Das starke Ansteigen der Grundlinie mit
der Veradnderung der Zusammensetzung der mobilen Phase ist auf stei-

gende Unterschiede in den Brechungsindices der mobilen und der statio-
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naren Phase begrindet, was zu einem verstarkten Intensitatsverlust des

zur Detektion eingestrahlten Lichts flhrt.

16 + 17
En . 5+6
1 2 3
___,-M A~
10,00 20,00 30,00 40,00 50,00

t/min

Abb. 36: Trennung der EPA-PAH bei Gradientenelution mit DMSO-
haltiger mobiler Phase. Kapillarsédule, L = 355(310) mm x 100 um I.D.,
stationare Phase Nucleosil 100-3 ODS, d, = 3 pm, mobile Phasen, A:
AcCN/Phosphatpuffer (c = 1,25 mmol/L, pH = 7,2) 8:2 viv, B: AcCN/
Phosphatpuffer (c = 1,25 mmol/L, pH = 7,2)/DMSO 4:4:2 v/v, Gradienten-
programm, 100 % B fur 15 min, 100-0 % B in 20 min, 0 % B fir 25 min,
Trennspannung 25 kV, FluBrate 0,2 mL/min, photometr. In-column-Det.,
A = 280 nm, Analyte siehe Abb. 34
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Infolge des hohen Gehalts der mobilen Phase an DMSO und Phosphat-
puffer zu Beginn der Analyse ist ty sehr grof3 (t; = 9,41 min). Das Chro-
matogramm zeigt den Peak von Thioharnstoff und 14 weitere Peaks. Die
PAH werden also nicht vollstandig voneinander getrennt. Acenaphthen
und Phenanthren werden koeluiert, ebenso Indeno(1,2,3-c,d)pyren und
Benzo(g,h,i)perylen. Dies bedeutet gegentber der isokratischen Elution
(Abb. 34) einen Informationsverlust des Chromatogramms bei gleichzeiti-

ger Verdopplung der Analysendauer.

Ferner sind die Peaks verbreitert. In Tab. 17 sind die Werte fur die Halb-
wertsbreite wy, und die Auflésung R fur aufeinanderfolgend eluierte Pe-
akpaare fur die in Abb. 36 gezeigte Trennung aufgefuhrt. FUr alle Peaks
ist wy, etwa doppelt so grof3 als fir die Peaks der in Abb. 35 gezeigten
Trennung. Durch den hohen DMSO-Gehalt der mobilen Phase zu Beginn
des chromatographischen Laufs, ist der Druck in dem System infolge der
groRReren Viskositat der mobilen Phase grofl3er als bei Verwendung von
mobilen Phasen, die nur AcCN und Phosphatpuffer enthalten. Durch den
hoheren Druck wird ein langerer Probenpfropf injiziert. Die grof3ere Halb-
wertsbreite der Peaks bei der Gradientenelution mit DMSO-haltiger mo-
biler Phase ist also auf eine Zunahme der Bandenverbreiterung durch die

Probenaufgabe zurtickzufihren.

Abb. 36 zeigt das beste Ergebnis, welches bei Gradientenelution mit
DMSO-haltiger mobiler Phase erhalten wurde. Es wurden auch Gradien-
ten mit einem geringeren Anfangsgehalt an DMSO in der mobilen Phase
und Gradienten mit einer friheren Verringerung des DMSO-Gehalts im
Verlauf der Analyse als bei der in Abb. 36 gezeigten Trennung eingesetzt.

In allen Féllen wurden Chrysen und Benzo(a)anthracen koeluiert.
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Tab. 17: Halbwertsbreite wy, und Auflosung R aufeinander folgend elu-
ierter Peaks der EPA-PAH bei Gradientenelution mit DMSO-haltiger mo-

biler Phase
Analyt W12 /min R
Naphthalin 0,24 1,82
Acenaphthylen 0,26 5,98
Fluoren 0,32 1,07
Acenaphthen 0,34 0,00
Anthracen 0,34 2,36
Phenanthren 0,25 4,24
Fluoranthen 0,39 2,04
Pyren 0,41 5,28
Chrysen 0,50 0,84
Benzo(a)anthracen 0,51 8,56
Benzo(b)fluoranthen 0,52 1,20
Benzo(k)fluoranthen 0,52 1,07
Benzo(a)pyren 1,36 2,52
Dibenz(a,h)anthracen 1,18 3,40
Indeno(1,2,3-c,d)perylen 0,73 0,00
Benzo(g,h,i)perylen 0,73 -

Mel3bedingungen siehe Abb. 36
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8 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit tragt zur instrumentellen Entwicklung der CEC mit
gepackten Kapillarsaulen bei. Photometrische Detektion in der Packung
(In-column-Detektion, ICD) und aufRerhalb der Packung (On-column-
Detektion, OCD) wurden miteinander verglichen. Fir retardierte Analyte
wird bei ICD gegenuber OCD eine Signalverstarkung beobachtet. Fir
beide Detektionsmodi werden lineare Kalibrierfunktionen erhalten. Bei
ICD tritt neben dem Basislinien-Rauschen ein Signal-Rauschen auf, wel-
ches die Wiederholprazision gegentber OCD nachteilig beeinfludt. Die

Nachweisgrenze ist vom Detektionsmodus abhangig.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit ist die Optimierung der elektroki-
netischen Probenaufgabe in der CEC. Es wurde gezeigt, dal} die Lange
des injizierten Probenpfropfs bis zu einem Schwellenwert keinen Einfluf3
auf die Bandenverbreiterung hat. Gleichungen wurden experimentell veri-
fiziert, mit denen optimale Probenaufgabeparameter aus leicht zugangli-
chen chromatographischen Grof3en bestimmt werden kdnnen. Durch die
Wahl eines Losungsmittels mit geringerer Elutionsstarke als die mobile
Phase zum Ldsen der Probe, 143t sich die Probe auf dem S&ulenkopf fo-
kussieren. Dadurch kénnen grof3e Probenvolumina aufgegeben werden,

und die Empfindlichkeit des Verfahrens kann gesteigert werden.

Um Leitlinien fur die Optimierung der Zusammensetzung der mobilen
Phase in der CEC zu entwickeln, wurde der EinfluR der Zusammenset-
zung der mobilen Phase auf die elektroosmotische Beweglichkeit, die
Retention der Analyte und die Effizienz des chromatographischen
Systems untersucht. Die Geschwindigkeit des EOF wird durch die lonen-
starke, den Gehalt des organischen Modifiers und die Wahl des organi-
schen Modifiers der mobilen Phase beeinfluf3t. Zur Erzielung eines hinrei-
chend schnellen, stabilen EOF ist AcCCN als Modifier besonders geeignet.
Durch den Wechsel des Modifiers |4t sich die Selektivitdt des Trenn-
systems stark beeinflussen. Die Wahl des Modifiers beeinflul3t auch die

Effizienz. Die Veranderung des Gehalts des Modifiers in der mobilen
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Phase hat auf die Retention ungeladener Analyte in der RP-CEC densel-
ben Einflu® wie in der RP-HPLC. Durch ternare mobile Phasen laf3t sich

die Selektivitat des Trennsystems gezielt verbessern.

Es wurde ein apparatives System vorgestellt, mit dem sich Flie3mittel-
gradienten in der CEC anwenden lassen. Kernstiick der Apparatur ist ei-
ne Niederdruck-Gradienten-HPLC-Pumpe. Die Probenaufgabe erfolgt
Uber einen HPLC-Injektor. Infolge der kleinen FluRRraten durch gepackte
Kapillarsaulen ist ein Flow-split nétig. Die vorgestellte Apparatur setzt die
programmierten Gradienten mit hoher Genauigkeit um. Dadurch wird eine
hohe Wiederholprazision der Retentionszeiten erreicht. Ein Gradient der
Zusammensetzung der mobilen Phase wirkt sich in der RP-CEC auf die
Trennung ungeladener Analyte genauso aus, wie es fir die RP-HPLC

erwartet wird.
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10 Anhang

10. 1 Verwendete Chemikalien
Stationare Phasen:

YMC, d, = 1,5 pm, mittlere PorengroRe 10 nm, Porenvolumen 0,5 mL/g,
spezifische Oberflache 200 m%g, YMC Europe GmbH, Schermbeck.

Nucleosil 100-3 ODS, d, = 3 um, mittlere Porengréf3e 10 nm, spezifische
Oberflache 300 m2/g, nachsilanisiert mit Hexamethyldisilazan, Kohlen-

stoffanteil 14 %, w/w, Macherey-Nagel, Diren.

Nucleosil 100-3, d, = 3 um, mittlere PorengréfRe 10 nm, spezifische Ober-

flache 300 m?/g, nicht modifiziert, Macherey-Nagel, Diiren.

Das unmodifizierte Nucleosil wurde zur Herstellung der Abschluffritten

verwendet.

Analyte

Benzoesauremethylester, Benzoesaureethylester, Thioharnstoff, Naph-

thalin, Phenol: Fachbereich Chemie der Philipps-Universitat Marburg.

Benzoesaurepropylester, Benzoesaure-p-tolylester, Benzoesaurephenyl-
ester, Benzoesaurebenzylester, Benzoesaurebutylester, Benzoesaure-i-

pentylester: Merck, Darmstadt.

2-Amino-4-nitrotoluol, 2,4-Dinitrotoluol, 2,6-Dinitrotoluol, p-Nitrotoluol:
Aldrich, Steinheim.

Pyren, Acenaphthylen, Acenaphthen: ChemService, West Chester, GB.
p-Nitroanilin: Riedel, Seelze.
2,4,6-Trinitrotoluol: PromoChem, Wesel.

EPA-PAH (Naphthalin, Acenaphthylen, Fluoren, Acenaphthen, Phenan-

thren, Anthracen, Flouranthen, Pyren, Chrysen, Benzo(a)anthracen, Ben-

135



zo(b)fluoranthen, Benzo(k)fluoranthen, Benzo(a)pyren, Dibenz(a,h)an-
thracen, Indeno(1,2,3-c,d)pyren, Benzo(g,h,i)perylen): PromoChem, We-

sel.

Die Analyte hatten die Reinheitsgrade ,rein“, bzw. ,analysenrein“. Sie

wurden ohne weitere Aufarbeitung direkt eingesetzt.

Mobile Phasen

Acetonitril, Dimethylsulfoxid, Dimethylformamid, Tetrahydrofuran, Aceton:

Fachbereich Chemie der Philipps-Universitat Marburg.

Alle genannten Losungsmittel hatten den Reinheitsgrad ,rein®. Acetonitril

wurde vor der Benutzung destilliert.
Wasser, bidestilliert: FB Chemie der Philipps-Universitat Marburg.

Di-Natriumhydrogenphosphat, Natrium-di-hydrogenphosphat, analysen-
rein: FB Chemie der Philipps-Universitat Marburg.

Sonstige Chemikalien

Natriumsilikatldsung, rein, zur Herstellung der Abschluffritten: FB Chemie

der Philipps-Universitat Marburg.

10.2 Verwendete Geréate

Apparatur fur isokratische CEC
Hochspannungsquelle: FUG HCN 35-35000, FUG, Rosenheim.

Die Hochspannungsquelle wurde mit einer analogen Steuereinheit ausge-

rustet, die das Anlegen einer einzustellenden Spannung fiir ein einzu-
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stellendes Zeitintervall zur elektrokinetischen Probenaufgabe ermdglicht.
Dabei wird die Spannung gedampft auf den eingestellten Wert gebracht

und wieder entsprechend zuriickgeregelt.
HPLC-Pumpe: Shimadzu LC-6A, Shimadzu, Kyoto, Japan.

Detektor: Spectra 100 variable UV/Vis CE Detector, Thermo Separation
Products, San Jose, USA.

Gradienten-CEC-Apparatur

Hochspannungsquelle und Detektor: Siehe Angaben zur Apparatur fir
isokratische CEC.

Niederdruck-Gradienten-HPLC-Pumpe: Shimadzu LC-10 AD, in Verbin-
dung mit magnetischem Schaltventil FCV-10 AL, beide Shimadzu, Kyoto,

Japan.

Probeninjektor: Cheminert C1W, 6-Wege Ventl mit externer Proben-
schleife und manueller Bedienung, Valco Instruments Co. Inc., Houston,
USA.

Auswertung/Datenaufnahme

Die Datenaufnahme erfolgte tber einen A/D-Wandler (SS 240, Scientific
Software Inc., San Ramon, USA) mit einem Personal-Computer. Als Da-
tenaufnahme- und Auswertungsprogramm wurde das Programm EZ-

Chrom, Scientific Software Inc., San Ramon, USA verwendet.

Packapparatur

Pumpe: Haskel DSTV 122, Armaturenbau Wesel, Wesel.

Packautoklav: HPLC-Saule, L =4 cm, I.D. = 4 mm, Knauer, Berlin.
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Kapillarmaterial
Polymicro Technologies Inc., Phoenix, USA.
Ceramoptec GmbH, Bonn.

Von beiden Herstellern wurden Kapillaren mit verschiedenem I1.D. be-

nutzt. Die O.D. der Kapillaren beider Hersteller betragen 340 — 370 pm.

Fittings fur Kapillarsaulen

PEEK-Fingertight Schrauben und Ringkeile in Verbindung mit PEEK-
Fuhrungsrohrchen fir Kapillaren, I.D. = 400 um: Upchurch Scientific, Oak
Harbour, USA.

pH-Wert-Bestimmungen

Prazisions-pH-Meter E 510, Metrohm, Herisau, Schweiz.

Bestimmung der Viskositat
Ubbelohde-Viskosimeter 53001/0a, Kapillar-1.D. 0,53 mm, Schott, Mainz.

Zur Bestimmung der Viskositat einer Flissigkeit mit dem Ubbelohde-
Viskosimeter wird die Zeit gemessen, die ein gegebenes Volumen der
Flussigkeit bendtigt, um durch die Kapillare des Viskosimeters zu stro-
men. Dabei liegt an der Kapillare ein konstanter Druckgradient an. Bei
dem verwendeten Viskosimeter wurde die Durchlaufzeit automatisch
durch zwei Lichtschranken bestimmt. Das Viskosimeter wurde im Was-
serbad auf 25° C temperiert. Zur Bestimmung der Viskositat der Misth-
phase aus DMF/Phosphatpuffer wurde zunachst die Durchlaufzeit tp o des
reinen DMF bestimmt. Es wurden zwei Messungen durchgeftihrt und der
Mittelwert gebildet. Fur tp o wurden 147,6 s ermittelt. Fur die Durchlaufzeit
der Mischphase tp v wurden 334,06 s ermittelt (n = 2). Daraus |af3t sich

nach Gl. 31 die Viskositat n der Mischphase berechnen.
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n= E‘M +1Em0 (31)
tD,O

Darin ist n, die Viskositat des reinen DMF. no betragt bei 25° C 7,9410™
kg m*'s*[63]. Damit erhalt man fir n 18,010 kg m™s™.
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