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Kurzzusammenfassung 

 

Entwicklung stationärer Phasen für die Kationenaustauschchromatographie: 

Funktionalisierung, Charakterisierung, Anwendung 

 

Stichworte: Stationäre Phase, Kationenaustauscher, Retentionsmechanismus, Massen-

spektrometrie, Partikelanalyse 

 

Eine Reihe strukturell ähnlicher Kationenaustauscher mit einem variablen Verhältnis von stark 

zu schwach sauren Austauschergruppen wird durch die Anwendung von modularen 

Kleinmolekülreaktionen auf Polystyrol/Divinylbenzol-Copolymerpartikeln erhalten. Es 

werden drei Reihen an Materialien mit unterschiedlicher Konzentration an Carbonsäuregruppen 

hergestellt, die zusätzlich jeweils mehrere unterschiedliche Sulfonierungsgrade aufweisen.  

Mit Hilfe chromatographischer Tests und materialchemischer Charakterisierung wird ein 

gemischter Retentionsmechanismus bestehend aus Kationenaustausch und Verteilung gezeigt. 

Anhand der hergestellten Materialbibliothek wird der jeweilige Einfluss der beiden 

Austauschergruppen auf die Wechselwirkung mit einer großen Bandbreite von Modellanalyten 

untersucht. Eine neue Methode der induktiv gekoppelten Plasma-Massenspektrometrie im 

Einzelpartikel-Modus wird entwickelt, um die polymerbasierten Mikropartikel auf 

Einzelpartikelebene anhand ihrer funktionellen Gruppen auf Homogenität und 

Funktionalisierungsgrad zu untersuchen.  

Die vorgestellte Säulenchemie wird für die Trennung der 20 kanonischen Aminosäuren 

optimiert und die Stabilität der stationären Phase in unterschiedlichen mobilen Phasen 

untersucht. Die robuste Trennsäule ermöglicht eine direkte Kopplung mit 

Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie und die Quantifizierung von Aminosäuren in 

komplexen Realproben. 
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Abstract 

 

Development of cation-exchange stationary phases: functionalization, characterization, 

application 

 

Keywords: stationary phase, cation-exchanger, retention mechanism, mass spectrometry, 

particle analysis 

 

A series of structurally similar cation-exchangers comprising an adjustable ratio of strongly and 

weakly acidic cation-exchange sites is developed by applying modular small-molecule 

reactions to a polymeric substrate. Based on polystyrene-divinylbenzene particles, a material 

set with three different degrees of carboxylation and multiple degrees of sulfonation is prepared. 

Mixed-mode retention properties of the column are demonstrated using chromatographic tests 

and material characterization. The influence of the different functional groups on ion-exchange 

and partitioning is demonstrated using the available column library. A single-particle 

inductively coupled plasma mass spectrometry method is developed to characterize the 

homogeneity and the degree of functionalization. 

The column chemistry is optimized for the separation of 20 canonical amino acids and tested 

for stability in different mobile phases. The robust column enables the direct coupling with 

electrospray ionization mass spectrometry and the quantitation of amino acids in complex 

sample matrices.



   Abkürzungsverzeichnis 

v 

Abkürzungsverzeichnis 

A Analytion 

a Abstand zwischen Mittelsenkrechter und Peakfront 

AB Alkylbenzol 

Ala Alanin 

AQC 6-Aminochinolyl-N-hydroxysuccinimidylcarbamat 

Arg Arginin 

As Asymmetriefaktor 

AS Aminosäure 

Asn Asparagin 

Asp Asparaginsäure 

α Selektivitätsfaktor 

b Abstand zwischen Mittelsenkrechter und Peakende 

CEX Kationenaustauschchromatographie (engl. cation-exchange 

chromatography) 

cps counts per second 

cts engl. counts 

Cys Cystein 

D Verteilungskoeffizient 

E Eluention 

EPA US-Umweltschutzbehörde (engl. United States Environmental Protection 

Agency) 

ESI Elektrosprayionisation 

et al. und andere (lat. et alia) 

Fa. Firma 

FI Fließinjektion (engl. flow injection) 

Gln Glutamin 

Glu Glutaminsäure 

Gly Glycin 

H Bodenhöhe 

HILIC Hydrophile Interaktionschromatographie (engl. hydrophilic interaction 

chromatography) 

His Histidin 

HPLC Hochdruckflüssigkeitschromatographie (engl. high pressure liquid 

chromatography) 

IC Ionenchromatographie 
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ICP induktiv gekoppeltes Plasma 

Ile Isoleucin 

IR Infrarot 
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L Säulenlänge 

Leu Leucin 

log P logarithmierter Oktanol-Wasser Verteilungskoeffizient 

Lys Lysin 

M Molare Masse 

m/z Masse-zu-Ladungs-Verhältnis 

mAU engl. Milli Absorbance Unit 

MCX gemischt-funktionale Kationenaustauscher (engl. mixed-acidic cation-

exchanger) 

Met Methionin 

MS Massenspektrometrie 

MSD Massenselektiver Detektor  

N Theoretische Bodenzahl 

n Anzahl der Kohlenstoffatome in der Kette 

p.a. pro analysi 

PEEK Polyetheretherketon 

Phe Phenylalanin 

pI isoelektrischer Punkt 

ppb engl. parts per billion 

ppm engl. parts per million 

Pro Prolin 

PS/DVB Polystyrol/Divinylbenzol-Copolymer 

Q Kapazität 

R Auflösung 

REM Rasterelektronenmikroskopie 

RPLC Umkehrphasenchromatographie (engl. reversed-phase liquid 

chromatography) 

RT Raumtemperatur 

SCX stark saurer Kationenaustauscher (engl. strongly acidic cation-exchanger) 

Ser Serin 

sp Einzelpartikel (engl. single-particle) 
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T Temperatur 

t0 Totzeit 

t0,sys Systemtotzeit 

TAA Trialkylamin 

Thr Threonin 

TIC engl. total ion current chromatogram 

tR Retentionszeit 

Trp Tryptophan 

Tyr Tyrosin 

Val Valin 
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WCX schwach saurer Kationenaustauscher (engl. weakly acidic cation-

exchanger) 
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1 Einleitung und Motivation 

Die Ionenaustauschchromatographie (IC) mit Leitfähigkeitsdetektion ist die dominierende 

Technik für die Analyse anorganischer Ionen in wässriger Lösung. Ein Schwerpunkt aktueller 

Forschung liegt dabei auf der Erweiterung des Anwendungsgebiets auf komplexe organische 

Ionen.[1–3] Kationenaustauscher werden im Bereich der Kleinmolekülanalyse vor allem als 

stationäre Phasen für die Trennung von Metallkationen, Aminen und Ammoniumionen 

eingesetzt.[4,5] Generell sind alle Moleküle mit partiell oder permanent positiv geladenen 

funktionellen Gruppen dem Trennprinzip des Kationenaustauschs zugänglich. Zur Trennung 

organischer Kationen mit einer Vielzahl unterschiedlicher funktioneller Gruppen werden 

allerdings stationäre Phasen mit einer passenden Selektivität sowie Wissen über die 

vorherrschenden Retentionsmechanismen benötigt. Um den Anwendungsbereich von 

Kationenaustauschern für Analysen im Spurenbereich und zur Strukturaufklärung zu erweitern, 

müssen zudem Kopplungstechniken mit empfindlichen massenselektiven Detektoren etabliert 

werden. 

Die Trennung multifunktionaler organischer Moleküle, wie beispielsweise Pestizide oder 

Metaboliten, sowie deren empfindliche Detektion mittels Massenspektrometrie (MS) ist im 

Bereich der Umwelt- und Bioanalytik von großem Interesse.[6–9] Die zumeist hochpolaren 

Analyten stellen allerdings eine Herausforderung für gängige Trenntechniken dar. Die 

etablierte und robuste Umkehrphasenchromatographie (RPLC) ist aufgrund der 

Hydrophobizität der verwendeten stationären Phase nicht geeignet. Ohne Derivatisierung der 

Analyten, beispielsweise mit Ionenpaarreagenzien, finden kaum Wechselwirkungen der 

polaren Verbindungen mit dem Säulenmaterial statt und die Analyten eluieren im oder nahe 

dem Totvolumen.[10] Die hydrophile Interaktionschromatographie (HILIC) weist eine geeignete 

Polarität der stationären Phase auf. Die eingeschränkte Löslichkeit der Analyten in den 

unpolaren Eluenten sowie die komplexe Methodenentwicklung, geringe Matrixtoleranz und 

lange Equilibrierungszeiten stellen allerdings große Hürden dar.[11–13] Ein alternativer Ansatz 

sind mixed-mode Säulen, die zumeist durch die Modifikation von Silica mit unterschiedlich 

funktionalen Silanen hergestellt werden. Hierbei sind diskrete Wechselwirkungsstellen mit 

stark unterschiedlichen Eigenschaften in einem Material vereint. In diesem Aufbau leisten 

mehrere Wechselwirkungsmechanismen signifikante Beiträge zur Gesamtretention. Durch die 

Vielzahl an Kombinationsmöglichkeiten können so unterschiedliche Selektivitäten erhalten 

werden. Herausforderungen liegen dabei in der häufig geringen Reproduzierbarkeit der 

Messungen und der begrenzten Auswahl kompatibler Eluenten.[12–18]  
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Polymerbasierte Ionenaustauscher sind eine vielversprechende Alternative zur Schließung der 

„Selektivitätslücke“ zwischen RPLC und HILIC, da sich diese stationären Phasen durch die 

Kombination aus hydrophobem Substrat, modifizierbarer Oberfläche und zusätzlich geladenen 

und damit hydratisierten Austauschergruppen auszeichnen. Zugleich weisen organische 

Polymerpartikel als Startmaterial für eine stationäre Phase eine besonders hohe chemische 

Stabilität auf. Einige wenige Arbeiten zeigen bereits das Potential von IC-MS 

Anwendungen.[6,19] Die Vorteile der IC als orthogonaler Trennmechanismus zur RPLC und 

HILIC wurden beispielhaft von WALSBY-TICKLE et al. gezeigt. Mittels einer 

Anionenaustauschchromatographie-Massenspektrometriemethode konnten in einem non-

target Ansatz neue Stoffwechselwege für Isocitratdehydrogenase-1 in Krebszellen identifiziert 

werden. Im direkten Vergleich zu einer HILIC-Methode wurden stabilere Retentionszeiten 

erhalten, die in non-target Ansätzen bei komplexen Realproben eine wichtige Größe zur 

Verifizierung der Massenspektren sind.[20] In einem alternativen Ansatz wurde ein 

Ionenaustauscher seriell mit einer Umkehrphase gekoppelt, um den untersuchbaren 

Polaritätsbereich von Metaboliten in klinischen Proben zu erweitern.[21] NAKATANI et al. 

nutzten einen neu entwickelten Anionenaustauscher, um mittels eines Lösungsmittelgradienten 

anionische und neutral-polare Verbindungen in einer Multimethode für 400 polare Metaboliten 

gleichzeitig zu identifizieren.[22] Eine breite Anwendung der IC als alternativer 

Trennmechanismus ist allerdings noch nicht zu beobachten, wobei insbesondere im Bereich der 

Kationenaustauscher kaum Vorarbeiten existieren. 

 Konzepte der Aminosäureanalytik 

Die kanonischen α-Aminosäuren sind aufgrund der großen Bandbreite an Eigenschaften ein 

gutes Beispiel für die Herausforderungen in der Analyse hochpolarer, multifunktioneller 

Moleküle mittels chromatographischer Techniken. Anhand von Polarität und Ladung werden 

die 20 kanonischen Aminosäuren als sauer, polar/neutral, unpolar/hydrophob und basisch 

eingeteilt (Abb. 1). Wesentliche Kriterien für diese Einteilung sind der Oktanol-Wasser-

Verteilungskoeffizient (zumeist als log P bezeichnet)[23] bezogen auf die zwitterionische Form 

sowie der isoelektrische Punkt (pI).[24]  
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Abbildung 1: Struktur und Eigenschaften der 20 kanonischen α-L-Aminosäuren.[23,24] 

Die Analyse von Standardaminosäuren wird häufig mittels Kationenaustauschchromatographie 

nach einem von MOORE, SPACKMAN und STEIN entwickelten Prinzip durchgeführt. Dabei 

werden die Aminosäuren in einer sauren Umgebung auf einem hochkapazitiven 

Kationenaustauscher immobilisiert und durch schrittweise Erhöhung des pH-Wertes der 

mobilen Phase anhand ihres isoelektrischen Punktes getrennt. Die Detektion erfolgt 

photometrisch nach Derivatisierung mit Ninhydrin.[25–28] Durch die aufwändige Entwicklung 

komplexer Gradientenprogramme ist eine Adaption auf Aminosäurederivate, die in der 

biochemischen Forschung eine Rolle spielen, nur bedingt möglich.[10,29] Außerdem verhindert 

die nicht flüchtige mobile Phase die Kopplung mit Elektrosprayionisations-

Massenspektrometrie (ESI-MS).[30]  
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Eine weitere Möglichkeit ist die Trennung mittels RPLC nach Derivatisierung oder dem Zusatz 

von Ionenpaarreagenzien. Dabei werden die polaren Analyten in unpolare Verbindungen 

überführt, die eine geeignete und einstellbare Selektivität der RPLC-Trennung ermöglichen.[31] 

Ein häufig verwendetes Derivatisierungsverfahren für die Trennung von Aminosäuren ist die 

Vorsäulenderivatisierung mit AQC (6-Aminochinolyl-N-hydroxysuccinimidylcarbamat).[32] 

Neben dem zusätzlichen experimentellen Aufwand ist die Derivatisierung allerdings eine 

bedeutende Fehlerquelle, da alle Analyten reproduzierbar und möglichst quantitativ in ihre 

Derivate überführt werden müssen. Die zumeist hohe Konzentration der 

Derivatisierungsreagenzien sorgt zusätzlich für Matrixeffekte und kann die Ionisierung im 

Elektrospray beeinflussen, weshalb eine umfangreiche Validierung quantitativer Daten nötig 

ist.[33,34] 

Die HILIC-MS mit amid-funktionalisierten oder zwitterionischen stationären Phasen ist eine 

leistungsstarke Methode zur Analyse underivatisierter Aminosäuren.[35–37] Vorteile dieser 

Methode sind die geeignete Selektivität für saure und polare Aminosäuren, die gute Peakform 

sowie die Kompatibilität mit der MS-Detektion.[38–40] Neben den bereits diskutierten 

Herausforderungen in Bezug auf die Equilibrierung und Matrixkompatibilität ist die Trennung 

der Isomere Leucin und Isoleucin kritisch.[13,41,42] Dennoch konnte eine Vielzahl 

leistungsfähiger Methoden zur Aminosäureanalyse beispielsweise für Metaboliten in klinischen 

Proben entwickelt werden.[12,42] Ein weiterer Schwerpunkt der Methodenentwicklungen liegt 

im Bereich der Lebensmittelanalytik, die aufgrund der zumeist komplexen Probenmatrices 

einen herausfordernden Anwendungsbereich darstellt.[11,33,43–49] 

 Polymerbasierte stationäre Phasen 

Die stationäre Phase ist, wie am Beispiel der Aminosäuretrennung gezeigt, die zentrale 

Komponente des Chromatographiesystems und bestimmt die Trennbarkeit der Analyten sowie 

die Geschwindigkeit und Robustheit der Analyse. Eine zentrale Anforderung an die Trennsäule 

ist dabei die hohe Stabilität in Wasser, unterschiedlichen organischen Lösungsmitteln und 

hochkonzentrierten Salzlösungen über einen weiten pH-Bereich.[50] Polymerbasierte 

Materialien erfüllen diese Anforderung durch ihre chemische Inertheit. Partikel auf Basis von 

Polystyrol/Divinylbenzol (PS/DVB) stellen dabei ein häufig verwendetes Trägermaterial 

dar.[51] Neben der Kompatibilität mit unterschiedlichen mobilen Phasen sorgt eine stabile 

Säulenchemie für geringes Säulenbluten, das für Kopplungen mit Lichtstreudetektoren oder 

empfindlicher MS-Detektion von Bedeutung ist und eine stabilere Basislinie liefert.[52] Neben 
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der Stabilität zeichnen sich polymerbasierte stationäre Phasen durch variable Polaritäten aus, 

bei denen das zumeist hydrophobe Grundpolymer hydrophobe Wechselwirkungen und die 

Anreicherung von unpolaren Lösungsmitteln an der Oberfläche ermöglicht. LOSHIN et al. 

zeigten, wie PS/DVB-Partikel direkt für RPLC-Anwendungen verwendet werden können.[51] 

Oberflächenmodifikationen mit polaren Gruppen, Beschichtungen oder 

Ionenaustauschergruppen ermöglichen analog zu den bereits beschriebenen silicabasierten 

mixed-mode Säulen zusätzliche Interaktionsmechanismen mit multifunktionalen Analyten. Die 

Kombination aus hydrophobem Substrat und der Vielzahl verfügbarer 

Funktionalisierungskonzepte ermöglicht so auch die Verwendung polymerbasierter 

Trennsäulen für HILIC oder mixed-mode Anwendungen. FRITZ et al. verwendeten stark 

sulfoniertes PS/DVB zur Trennung von Zuckern in acetonitrilreichen Eluenten und zur 

Trennung hydrophober aromatischer Verbindungen in wasserreichen Eluenten.[53,54] Eine 

Methode zur Hydrophilisierung von PS/DVB wurde von TRIPP et al. entwickelt und zur 

Optimierung der Selektivität von Bromat und Chlorid angewendet.[55] Eine PS/DVB-basierte 

polyethylenimin-funktionalisierte stationäre Phase von SHEN et al. zeigte signifikante 

Retention für Anionen und ungeladene polare Analyten.[56] Der Betrieb eines 

Anionenaustauschers im Ionenaustausch-, RPLC- und HILIC-Modus wurde erstmals von 

POPOV et al. gezeigt. Durch die Kombination dieser Modi wurde ein breites Spektrum von 

Verbindungen unter Verwendung unterschiedlicher mobiler Phasen analysiert.[57] YANG et al. 

stellten polymerbasierte HILIC-Säulen her, die mit hochverzweigtem Polyglycerin oder 

Acrylamid modifiziert wurden.[58,59] Die Funktionalisierung mit zwitterionischen funktionellen 

Gruppen erwies sich als weiterer wirksamer Ansatz zur Herstellung polymerbasierter HILIC-

Säulen.[60–62] Eine systematische Untersuchung von strukturellen Einflussgrößen auf solche 

gemischten Retentionsmechanismen steht allerdings noch aus. Für polymerbasierte 

Kationenaustauscher wurde außerdem das Vorhandensein und die gezielte Nutzung der 

erwarteten multimodalen Eigenschaften noch nicht gezeigt. 

 Multifunktionale Kationenaustauscher 

Kationenaustauscher werden anhand ihrer funktionellen Gruppen in stark (engl. strongly acidic 

cation-exchanger, SCX) und schwach saure (engl. weakly acidic cation-exchanger, WCX) 

Kationenaustauscher eingeteilt. Hierbei ist der Einfluss der Austauschergruppen auf die 

Trennung von Alkali- und Erdalkalimetallkationen gut untersucht. Sulfonierte Materialien 

zeigen eine hohe Auflösung ähnlich geladener Verbindungen, während carboxylierte stationäre 
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Phasen die Analyse von Kationen mit großen Ladungsunterschieden innerhalb eines 

chromatographischen Laufs ermöglichen.[63,64]  

Die Kombination beider Austauscherarten ist ein wenig untersuchter Ansatz, von dem 

allerdings neue Trenneigenschaften erwartet werden. In einigen wissenschaftlichen Arbeiten 

wird die Mischung unterschiedlicher Austauschergruppen als Nebenprodukt neu entwickelter 

Funktionalisierungsstrategien beschrieben.[65–67] Im Bereich kommerziell verfügbarer 

stationärer Phasen wurden von der DIONEX CORPORATION zwei Materialien entwickelt, die 

Carbon- und Phosphonsäuregruppen enthalten (IonPac CS12A) oder zusätzlich dazu 

Sulfonsäuregruppen aufweisen (IonPac CS20).[68,69] Der breite pKS-Bereich dieser Austauscher 

wurde für die Trennung von Aminen mit unterschiedlichen organischen Substituenten und 

Ladungen sowie von anorganischen Kationen genutzt.[70] Eine Variation des Anteils der 

funktionellen Gruppen wurde in der entsprechenden Patentliteratur untersucht und als 

Schlüsselfaktor für die Beeinflussung der Retention zwischen verschiedenen Gruppen von 

Analyten ermittelt. Details zu Materialeigenschaften und Herstellungsprozessen sind bei diesen 

Industrieforschungsarbeiten allerdings nur eingeschränkt verfügbar.[71,72]  

Die Unterschiede im Ionenaustauschverhalten der Austauschergruppen werden durch 

unterschiedliche chemische Eigenschaften wie Dissoziationsgrad, Ladungsdichte, 

Polarisierbarkeit und Hydratisierung beeinflusst.[1,73–75] Eine Herausforderung bei der 

Charakterisierung solcher Wechselwirkungen ist die gegenseitige Beeinflussung verschiedener 

Strukturmerkmale sowie deren Abhängigkeit von den Materialeigenschaften. Daher wurden in 

mehreren Studien Methoden für die Analyse solcher Wechselwirkungen entwickelt, mit denen 

jedoch keine systematische Identifizierung und Interpretation von Struktur-Eigenschafts-

Beziehungen möglich war. Ein häufiger Grund dafür ist die Verwendung komplexer 

Funktionalisierungsmethoden, mit denen keine systematische Variation der 

Materialeigenschaften möglich ist.[76–79] 

 Aufgabenstellung 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss unterschiedlicher 

Kationenaustauschergruppen auf die Trennung multifunktionaler Analyten untersucht. Dazu 

wird ein modulares System zur Herstellung von Kationenaustauschern entwickelt, mit dem 

Carbon- und Sulfonsäuregruppen in variabler Menge kovalent an das Polymer-Grundmaterial 

gebunden werden können. Zum Verständnis des Aufbauprinzips werden verschiedene 

Charakterisierungsmethoden für Kationenaustauscher entwickelt und angewendet. Die 
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hergestellte Serie von stationären Phasen wird auf ihre Wechselwirkung mit Modellsubstanzen 

hin untersucht. Die Beiträge unterschiedlicher Retentionsmechanismen werden identifiziert und 

deren relative Stärke zueinander bewertet. Zur Einordnung der erhaltenen Ergebnisse werden 

diese Tests auch mit kommerziell erhältlichen Trennsäulen durchgeführt, um den Bereich der 

in dieser Studie untersuchten Materialeigenschaften zu erweitern und Möglichkeiten zur 

Verwendung bestehender Säulenchemien für multimodale Anwendungen zu testen. Neben 

chromatographischen Tests werden materialchemische Untersuchungen genutzt, um die 

räumliche Verteilung der Austauschergruppen im Partikel zu beschreiben. Zusätzlich wird eine 

elementanalytische Methode auf Einzelpartikelebene entwickelt, um direkte Informationen zur 

Funktionalisierung einzelner Partikel und der Homogenität unterschiedlicher Materialien zu 

erhalten.  

Durch die Charakterisierung mit unabhängigen Methoden und die Verknüpfung mit bekannten 

Details zur Materialfunktionalisierung soll das Potential von Kationenaustauschern als 

stationäre Phasen für komplexe Anwendungen bewertet und ein besseres Verständnis der 

relevanten Einflussgrößen erarbeitet werden. Abschließend wird die Kombination aus 

modularem Säulendesign und der Kenntnis von Struktur-Eigenschafts-Beziehungen für die 

Lösung aktueller Trennprobleme angewandt. Die Vorteile des systematischen Säulendesigns 

und die Möglichkeit zur Kopplung mit Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie werden 

dazu an der Beispielapplikation der Aminosäureanalyse getestet, für die eine optimierte Säule 

hergestellt wird. 
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2 Theoretische Grundlagen 

 Chromatographie 

Der Begriff Chromatographie bezeichnet ein physikalisch-chemisches Trennverfahren, mit 

dem Substanzgemische durch wiederholte Verteilung zwischen einer stationären und einer 

mobilen Phase getrennt werden. Eine Trennung erfolgt für Substanzen mit unterschiedlicher 

Verteilung zwischen mobiler und stationärer Phase, indem die mobile Phase gegen die 

stationäre Phase verschoben wird.[80] 

Eine weitere Einteilung chromatographischer Techniken erfolgt anhand des Aggregatzustandes 

der mobilen und stationären Phase, wobei die Gas- und Flüssigchromatographie die 

verbreitetsten Techniken darstellen. Außerdem können die vorhandenen Methoden nach dem 

dominierenden Interaktionsmechanismus unterteilt werden. Beispiele dafür sind Trennungen 

basierend auf Adsorption, Verteilung, Größenausschluss, Ionenaustausch oder 

Ionenausschluss.[81] 

Die Verteilung von Analyten zwischen mobiler und stationärer Phase wird für jede 

Komponente durch den Verteilungskoeffizienten DA beschrieben (Gleichung 1). Dieser 

beschreibt zu einem Zeitpunkt das Konzentrationsverhältnis eines betrachteten Analyten 

zwischen stationärer cS und mobiler Phase cM. Für die Trennung zweier Komponenten ist damit 

unter anderem ein hinreichend unterschiedlicher Verteilungskoeffizient notwendig.[82] 

 𝐷A =
𝑐S

𝑐M
 (1) 

Für analytische Anwendungen ist die Säulenchromatographie die dominante Ausführungsform. 

Dabei wird die zu untersuchende Probe auf die Säule aufgetragen und die mobile Phase 

kontinuierlich nachgeliefert. Zugleich wird am Ende der Trennsäule das Detektorsignal 

aufgenommen und die Analyten werden nach dem Verlassen der Trennstrecke als 

Elutionschromatogramm detektiert. 

2.1.1 Chromatographische Kenngrößen 

Ein Chromatogramm stellt eine Auftragung des Detektorsignals gegen die Zeit dar. 

Abbildung 2 zeigt ein exemplarisches Chromatogramm und zentrale Kenngrößen, die zur 

numerischen Beschreibung genutzt werden können.[81] 
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Abbildung 2: Beispielchromatogramm mit relevanten Kenngrößen. 

Als Nettoretentionszeit t´R wird die Verweilzeit eines Analyten in der stationären Phase 

beschreiben. Dazu wird die Zeit zwischen der Injektion der Probe und der Detektion 

(Bruttoretentionszeit tR) um die Totzeit t0 bereinigt (Gleichung 2). Die Totzeit ist als 

Verweilzeit einer Komponente im Messsystem ohne Wechselwirkung mit der stationären Phase 

definiert. Zum Vergleich verschiedener Trennsäulen wird nur die Zeit einer solchen 

Komponente im Säulenkörper t0,Säule verwendet, weshalb eine Korrektur um die Durchflusszeit 

durch Systemkomponenten t0,System durchgeführt werden muss.[80,81]  

 𝑡R
′ = 𝑡R − 𝑡0 (2) 

Die dimensionslose Größe des Retentionsfaktors k ermöglicht einen Methodenvergleich 

unabhängig von experimentellen Bedingungen wie dem verwendeten chromatographischen 

System und der Säulendimension (Gleichung 3). Der Retentionsfaktor beschreibt die 

Verweildauer in der stationären Phase relativ zur Verweildauer in der mobilen Phase und wird 

als das Produkt von Phasenverhältnis Φ und Verteilungskoeffizient D definiert.[81] 

 𝑘 =
𝑡R

′

𝑡0
= 𝐷 ∙ Φ = 𝐷 ∙

𝑉S

𝑉M
  (3) 

Der Selektivitätsfaktor α ist ein Maß für die relative Lage zweier Peakschwerpunkte 

zueinander. Dieser relative Trennfaktor wird über das Verhältnis der Retentionsfaktoren zweier 

Analyten beschrieben und repräsentiert Unterschiede im Verteilungskoeffizienten der 

Komponenten (Gleichung 4).[81] 
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 𝛼 =
𝑘2

𝑘1
       mit 𝑘2 > 𝑘1 (4) 

Die Auflösung R beschreibt die Güte der Trennung zweier benachbarter Peaks (Gleichung 5). 

Dazu werden im Gegensatz zum Selektivitätsfaktor die Basisbreiten w der Peaks 

berücksichtigt.[81] 

 𝑅 =
Δ𝑡R

0,5 ∙ (𝑤1 + 𝑤2)
 (5) 

In der Chromatographie auftretende Peaks haben aufgrund der lateralen Equilibrierung 

innerhalb der Trennsäule idealerweise den Verlauf einer GAUß-Funktion, die eine Beschreibung 

mittels Vielfachen der Standardabweichung ermöglicht. Da allerdings häufig keine ideale 

Normalverteilung um den Peakschwerpunkt erhalten wird, kann die Symmetrie von Signalen 

mit Hilfe des Asymmetriefaktors As beschrieben werden. Dabei wird das Verhältnis der rechts- 

zu linksseitigen Peakbreite bei zehnprozentiger Höhe ermittelt (Gleichung 6). Bei As >1 wird 

von Tailing, bei As < 1 von Fronting gesprochen.[81] 

 𝐴𝑠 =
𝑏

𝑎
 (6) 

Die Effizienz ist ein wesentlicher Parameter zur Beurteilung von chromatographischen 

Prozessen, wobei eine geringe Peakverbreiterung Grundlage für die Trennung möglichst vieler 

Spezies in kurzer Zeit ist. MARTIN und SYNGE übertrugen dabei 1941 das Konzept der 

Glockenböden von fraktionierten Destillationskolonnen auf die Chromatographie.[83] Die 

Trennsäule wird dabei als Reihung theoretischer Böden aufgefasst, an denen eine spontane 

Gleichgewichtseinstellung des Analyten zwischen mobiler und stationärer Phase stattfindet. 

Dabei entspricht die theoretische Bodenhöhe H dem Quotienten aus Säulenlänge L und der 

Anzahl theoretischer Böden N (Gleichung 7). 

 𝐻 =
𝐿

𝑁
 (7) 

Die theoretische Bodenzahl normiert auf eine Säulenlänge von einem Meter wird in der 

Chromatographie als Maß für die Effizienz einer Trennung verwendet. Sie kann nach 

Gleichung 8 direkt aus chromatographischen Daten ermittelt werden. 

 𝑁 = 16 ∙ (
𝑡R

𝑤
)

2

 (8) 
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2.1.2 Retentionsmodelle 

Eine wesentliche Eigenschaft chromatographischer Methoden ist ihr mittelnder Charakter. 

Zentrale Informationsgrößen wie die Retention spiegeln dabei die Summe aller 

Wechselwirkungen zwischen Analyten und stationärer Phase im jeweiligen Eluenten wider. 

Zum Verständnis chromatographischer Prozesse und zur Entwicklung neuer Methoden sind 

daher Modelle zur Beschreibung und Vorhersage der Retention in Abhängigkeit der 

Messparameter notwendig. 

Kationenaustausch 

In der Ionenaustauschchromatographie erfolgt die Trennung der Analyten aufgrund von 

stöchiometrisch ablaufenden chemischen Reaktionen zwischen Ionen in Lösung und den an 

einer Oberfläche fixierten ionischen funktionellen Gruppen (Abb. 3). Dabei dominieren 

elektrostatische COULOMB-Wechselwirkungen wegen ihrer Stärke und Reichweite. 

Entscheidend für die Retention ist dabei die effektive Ladung von Analyt und 

Austauschergruppe, die durch die Hydrathülle der Ionen in wässriger Umgebung beeinflusst 

wird.[84,85] 

Zur Trennung von Kationen weist die stationäre Phase eine negative Ladung auf, wozu zumeist 

Carbonsäuren und Sulfonsäuren als funktionelle Gruppen der stationären Phase verwendet 

werden. Die Austauschreaktion ist eine Konkurrenzreaktion zwischen Analytionen A+ und 

Eluentionen E+ zur aus Elektroneutralitätsgründen stets besetzten stationären Phase.[85,86] 

 

Abbildung 3: Darstellung des Kationenaustauschprozesses in der Ionenchromatographie, 

A+ Analytkation, E+ Eluentkation. 
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Zur Erklärung der Trennung verschiedener Analyten kann basierend auf der 

Gleichgewichtskonstante 𝐾A,E der in Gleichung 9 gezeigten Reaktionsgleichung für den 

Austausch zwischen mobiler und stationärer Phase das Retentionsmodell hergeleitet werden.[87] 

 y ∙ AM
x+ + x ∙ ES

y+ ⇌  y ∙ AS
x+ +  x ∙ EM

y+ (9) 

AM/S : Analytkation in mobiler/stationärer Phase 

EM/S : Eluentkation in mobiler/stationärer Phase 

x,y : Ladung 

Neben der Ladung von Analytion und Eluention hängt der Retentionsfaktor von der 

Austauscherkapazität Q der stationären Phase, dem Phasen-Volumenverhältnis 𝛷 und in 

vereinfachter Betrachtung der Konzentration der Eluentionen [𝐸M
y+] ab (Gleichung 10). 

 log 𝑘A =
1

y
log 𝐾A,E  +

x

y
log

𝑄

𝑦
+ log 𝛷 −

x

y
log [𝐸M

y+] mit 𝛷 =
𝑉S

𝑉M
 (10) 

Werden die trennsäulenspezifischen Parameter Q, KA,E und 𝛷 in Gleichung 10 konstant 

gehalten, so ergibt sich vereinfacht Gleichung 11. Diese kann zur Optimierung der Trennung 

auf einer bestimmten Säule verwendet werden.[85] Durch Auftragung von log 𝑘A gegen 

log [𝐸M
    y+

] unter Verwendung monokationischer Eluenten (z.B. Salpetersäure, HNO3) kann die 

effektive Ladung der Analytionen aus der Steigung der Geraden bestimmt werden. Die 

Abweichung des erhaltenen Wertes von der erwarteten Steigung kann Rückschlüsse auf 

sekundäre Wechselwirkungen ermöglichen.[64,87,88] 

 log 𝑘A = 𝐶 −
x

+1
log [𝐸M

    y+
] (11) 

Umkehrphasenchromatographie 

Die Umkehrphasenchromatographie (engl. reversed-phase liquid chromatography, RPLC) ist 

die verbreitetste Variante der Flüssigchromatographie. Die Wechselwirkung der unpolaren 

Analyten mit der stationären Phase beruht dabei einerseits auf der Adsorption an der unpolaren 

stationären Phase. Andererseits findet eine Verteilung der Analyten zwischen der mobilen 

Phase und der an der Oberfläche der stationären Phase angereicherten unpolaren Komponente 

des Eluenten statt.[89,90] 

Als stationäre Phase werden zumeist Silicapartikel verwendet, die mit Alkylketten (häufig     

n-Octadecyl (C18) oder n-Octyl (C8)) funktionalisiert sind. Dabei ist eine Vielzahl von 

Materialien erhältlich, die sich in Partikelgröße, Porenstruktur, Stabilität und 
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Oberflächenbeladung unterscheiden.[91] Es existieren auch hydrophobe Polymerpartikel 

beispielsweise PS/DVB, die direkt als Packungsmaterial für die RPLC verwendet werden. 

Hierbei dominiert die Adsorption der Analyten durch die ausgeprägten π-π-Wechselwirkungen 

mit dem aromatischen System.[92] 

Als mobile Phase werden zumeist Gemische von Wasser und einer organischen Komponente 

verwendet, wobei durch einen hohen Wasseranteil ein Polaritätsunterschied zwischen mobiler 

und stationärer Phase besteht, der für die Trennung der Analyten mittels Verteilung genutzt 

wird.[89] 

Zur Beschreibung der Abhängigkeit der Retention vom organischen Anteil im Eluenten wurden 

verschiedene empirische Zusammenhänge ermittelt. Besonders verbreitetet ist das linear 

exponentielle Modell nach SCHOENMAKERS für den Bereich geringer Organikanteile, in dem 

ein linearer Zusammenhang von logarithmiertem Retentionsfaktor und organischem 

Modifier 𝜑 im Eluenten besteht (Gleichung 12). Die Retention einer Verbindung bei einer 

bestimmten Eluentzusammensetzung wird dabei aus dem Retentionsfaktor der Komponente bei 

100 % Wasseranteil log 𝑘𝑤 im Eluenten ermittelt. Dieser Wert wird um die Steigung S als Maß 

für die Empfindlichkeit der Retention gegenüber der Eluentzusammensetzung korrigiert. Mit 

Hilfe dieses Modells können auch Unterschiede zwischen verschiedenen stationären Phasen 

identifiziert werden.[93] 

 log 𝑘 = log 𝑘W − 𝑆 ∙ 𝜑 (12) 

Hydrophile Interaktionschromatographie 

Die hydrophile Interaktionschromatographie (HILIC) wurde von ALPERT als Technik zur 

Analyse von polaren Verbindungen etabliert, wobei es sich bei der HILIC mechanistisch um 

eine Form der Verteilungschromatographie handelt.[94,95] Die Verteilung der Analyten findet 

zwischen einer wasserreichen Schicht auf der Oberfläche der stationären Phase und der mobilen 

Phase statt.[96] Die erhaltene Selektivität im HILIC-Modus weist eine hohe Orthogonalität zu 

Umkehrphasenmethoden auf, da die polare Eluentkomponente an der Oberfläche der 

stationären Phase angereichert wird. Daher eignet sich die HILIC besonders gut zur Trennung 

von hochpolaren Verbindungen, die mittels RPLC kaum retardiert werden.[97,98] 

Die mobile Phase weist einen hohen Anteil (zumeist größer als 60 %) eines aprotischen 

Lösungsmittels auf, was die Ausbildung der wasserreichen Schicht auf der stationären Phase 

begünstigt. Um den Ladungszustand der Analytmoleküle und teilweise auch der stationären 

Phase konstant zu halten, wird der mobilen Phase ein Puffer zugesetzt. Bei Verwendung von 
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flüchtigen Puffern eignen sich solche mobilen Phasen sehr gut zur direkten Kopplung der 

HILIC mit MS-Detektion.[95,98] Die verwendeten stationären Phasen zeichnen sich durch polare 

funktionelle Gruppen aus, die die Anlagerung der Wasserschicht auf der Oberfläche 

ermöglichen. Häufig verwendete Funktionalisierungen sind Modifizierungen der Partikel mit 

Diolen, Amiden, aber auch zwitterionischen Bausteinen. Neben der Verwendung von Silica als 

Trägermaterial wurden auch polymerbasierte Trennsäulen entwickelt.[99–101] 

Neben der beschriebenen Verteilung tragen weitere Mechanismen zur Retention im HILIC-

Modus bei, deren Identifizierung ein Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten ist. Die 

Auftragung des Retentionsfaktors gegen den organischen Anteil im Eluenten führt bei 

Betrachtung eines großen Konzentrationsbereichs (typischerweise 10 bis 90 % organischer 

Anteil) häufig zu einem U-förmigen Verlauf. Hierbei zeigt sich, dass bei typischen HILIC-

Materialien je nach Polarität des Eluenten hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Analyt 

und stationärer Phase oder die Verteilung in der immobilisierten Wasserschicht dominiert.[97] 

Außerdem konnten in weiteren Arbeiten Beiträge durch elektrostatische Wechselwirkungen, 

Oberflächenadsorption, Wasserstoffbrücken und Dipolwechselwirkungen gezeigt werden, 

wodurch die exakte quantitative Beschreibung des Wechselwirkungsmechanismus für eine 

spezifische Kombination aus Trennsäule und Analyt eine Herausforderung darstellt.[95,97,102] 

Allerdings weist die HILIC im Vergleich zur RPLC eine geringere Robustheit auf, da die quasi-

stationäre Wasserschicht auf der polaren Materialoberfläche aufgrund der starken 

Wasserstoffbrückenbindungen im Vergleich zu einer adsorbierten organischen Schicht dünn 

und starr ist.[103] Dadurch kommt es zu einem starken Einfluss der Probenmatrix, die sich auf 

die stationäre Wasserschicht auswirkt und für eine geringere Reproduzierbarkeit der 

Retentionszeiten sorgt.[95] Eine weitere Auswirkung ist die im Vergleich zur 

Umkehrphasenchromatographie lange Equilibrierungszeit.[15] Durch den zumeist stark 

unpolaren Eluenten ist zusätzlich die Löslichkeit der Analyten in der mobilen Phase ein 

kritischer Aspekt.[12] 

Aufgrund des multimodalen Retentionsmechanismus sowie der Vielzahl und Komplexität 

verfügbarer Säulenchemien hat sich die Charakterisierung und Klassifizierung von HILIC-

Säulen und Wechselwirkungen durch Modellanalyten unter definierten Bedingungen als 

Methode der Wahl etabliert.[104] 
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2.1.3 Charakterisierung von stationären Phasen 

Selektivitätsparameter 

Eine Möglichkeit zur Klassifizierung von stationären Phasen und der Identifikation 

vorherrschender Wechselwirkungsmechanismen ist die Messung von Referenzverbindungen 

unter standardisierten Bedingungen.[105–109] Der verbreitetste Testsatz zur Beschreibung der 

Polarität von Säulenmaterialien wurde von TANAKA und Mitarbeitern entwickelt, wobei für 

RPLC-[110] und HILIC[104]-Bedingungen je ein eigener Test entwickelt wurde. Mit wenigen 

Injektionen von Testsubstanzen kann auf diese Weise eine Vielzahl an Parametern beschrieben 

werden. Obwohl beide Tests ursprünglich für klassische RPLC- und HILIC-Phasen entwickelt 

wurden, konnte eine Eignung für multimodale Trennungen gezeigt werden.[111,112] 

Trennsäulen für die RPLC werden mit verschiedenen Alkylbenzolen untersucht, wobei aus der 

absoluten Retention die Menge an Wechselwirkungsstellen und aus dem 

Selektivitätskoeffizienten von Ethylbenzol zu Butylbenzol die Hydrophobizität bestimmt wird. 

Zusätzlich wird die sterische Selektivität durch Vergleich des polyzyklischen aromatischen 

Kohlenwasserstoffs Triphenylen und des nicht polyzyklischen o-Terphenyl bestimmt. Als 

weitere Interaktionsmechanismen werden Wasserstoffbrückenbindungen durch Vergleich von 

Koffein und Phenol sowie der Kationenaustausch durch Vergleich von Benzylamin und Phenol 

untersucht.[110]  

Im Fall von HILIC-Trennsäulen ist die Klassifizierung von Trennsäulen aufgrund der zuvor 

beschriebenen Vielfalt an Säulenmaterialien und beteiligten Mechanismen von besonderer 

Bedeutung. Daher wurde von KAWACHI et al. ein Testprotokoll entwickelt, das die Retention 

verschiedener Nukleoside, Saccharide, Xanthine sowie der ionischen Verbindungen p-Toluol-

sulfonsäure und Trimethylphenylammoniumchlorid verwendet. Damit wird unter anderem die 

Hydrophilie, die Selektivität gegenüber einzelnen hydrophilen und hydrophoben funktionellen 

Gruppen, der Einfluss der Position und Konfiguration hydrophiler Gruppen sowie 

Ionenaustausch und lokaler pH-Wert der stationären Phase untersucht. Durch diese Parameter 

können verfügbare Säulen geclustert werden und es kann eine systematische Auswahl 

erfolgen.[104] Tabelle 1 zeigt einen Überblick etablierter Selektivitätsparameter für den RPLC- 

und HILIC-Modus. 
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Tabelle 1: Chromatographische Tests zur Bestimmung von Selektivitätsparametern. 

Chromatographische Bedingungen: 20 mM Phosphatpuffer/Methanol (RPLC), 

20 mM Ammoniumacetatpuffer/Acetonitril (HILIC). 

Parameter Bestimmung Mobile Phase 
Eigenschaft der 

stationären Phase 

RPLC-Tests 

α(CH2)Tanaka 
𝑘(Ethylbenzol)

𝑘(Butylbenzol)
 80 % Methanol Hydrophobizität 

α(T/O) 
𝑘(Triphenylen)

𝑘(𝑜– Terphenyl)
 80 % Methanol sterische Selektivität 

α(C/P) 
𝑘(Koffein)

𝑘(Phenol)
 30 % Methanol Wasserstoffbrückenbindung 

α(A/P) 
𝑘(Benzylamin)

𝑘(Phenol)
 

30 % Methanol, 

pH 2,7 und 7,6 
Kationenaustausch 

HILIC-Tests 

α(CH2)Tanaka 
𝑘(5– Methyluridin)

𝑘(Uridin)
 90 % Acetonitril 

Selektivität gegenüber einer 

Methylengruppe 

α(OH) 
𝑘(2– Desoxyuridin)

𝑘(Uridin)
 90 % Acetonitril 

Selektivität gegenüber einer 

Hydroxylgruppe 

α(V/A) 
𝑘(Vidarabin)

𝑘(Adenosin)
 90 % Acetonitril 

Selektivität gegenüber 

Konfigurationsisomeren 

α(2dG/ 3dG) 
𝑘(2– Desoxyguanosin)

𝑘(3– Desoxyguanosin)
 90 % Acetonitril 

Selektivität gegenüber 

Regioisomeren 

α(AX) 
𝑘 (

Natrium– 𝑝–
toluolsulfonat

)

𝑘(Uridin)
 

90 % Acetonitril Anionenaustausch 

α(CX) 
𝑘 (

Trimethylphenyl–
ammoniumchlorid

)

𝑘(Uridin)
 

90 % Acetonitril Kationenaustausch 

α(Tb/Tp) 
𝑘(Theobromin)

𝑘(Theophyllin)
 90 % Acetonitril pH-Wert der Oberfläche 

Ein weiterer Ansatz zur Beschreibung der Hydrophobizität von stationären Phasen nutzt eine 

homologe Reihe von Modellanalyten mit zunehmender Alkylkettenlänge. Für die Anzahl der 

Kohlenstoffatome in der Alkylkette 𝑛C wird ein näherungsweise linearer Zusammenhang mit 

dem logarithmierten Retentionsfaktor erhalten. Dabei nimmt die Retention hydrophober 

Verbindungen wie beispielsweise der Alkylbenzole mit steigender Kettenlänge zu 

(Gleichung 13). Die Steigung 𝛼(CH2) der Auftragung von log 𝑘 gegen 𝑛C beschreibt die 

Empfindlichkeit der stationären Phase gegenüber einer zusätzlichen Methylengruppe im 

Modellanalyten und wird daher auch als Methylenselektivität bezeichnet.[78,89,113] 



Theoretische Grundlagen 

17 

 log 𝑘 = log 𝑘C0
+ 𝛼(CH2) ∙ 𝑛C (13) 

Solche homologen Reihen können je nach Beschaffenheit der stationären Phase neben 

Alkylbenzolen mit weiteren Verbindungen aufgenommen werden. Wird anstelle eines 

Phenylrests eine ionische Kopfgruppe (z.B. Sulfon- oder Carbonsäure) verwendet, wird 

Gleichung 13 ab n ≥ 3 angewendet, um den Einfluss der Alkylkette auf die Ladung zu 

minimieren. Die Verwendung der ionischen Modellsubstanzen mit variabler Länge der 

Kohlenstoffkette ermöglicht zusätzlich die Bestimmung der Methylenselektivitäten für 

Analyten, die einen multimodalen Retentionsmechanismus aufweisen.[77,78] Eine Möglichkeit, 

zwischen den Beiträgen von elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen zu 

unterscheiden, wurde von NESTERENKO eingeführt. Hierbei wird der Anteil rein 

elektrostatischer Wechselwirkungen durch die Retention eines anorganischen Ions 𝑘Ion 

beschrieben und durch die Methylenselektivität geteilt. Der erhaltene mixed-mode Faktor 

(Gleichung 14) beschreibt im Falle von Ionenaustauschern damit den Anteil von sekundären 

Wechselwirkungen.[78] 

 𝐹 =
Ionenaustausch

Methylenselektivität
=

𝑘Ion

𝛼(CH2)
 (14) 

Überschussadsorptionsisothermen 

Zur Untersuchung der Polarität einer stationären Phase kann die Zusammensetzung des 

adsorbierten Flüssigkeitsfilms auf der Materialoberfläche aus einem binären 

Lösungsmittelgemisch bestimmt oder simuliert werden.[114–116] Die Polarität des 

Säulenmaterials entscheidet darüber, ob im Vergleich zum Lösungsmittelgemisch ohne 

Einfluss der Oberfläche ein Überschuss von Wasser oder einem organischen Lösungsmittel 

vorliegt. Als Maß für die Anreicherung wurden Überschussadsorptionsisothermen (engl. excess 

adsorption isotherms) eingeführt und für eine Vielzahl von Materialien und 

Lösungsmittelgemischen bestimmt.[79,117–119] Die ermittelte Zusammensetzung der adsorbierten 

Schicht ermöglicht eine Erklärung von Verteilungsmechanismen. Eine unpolare Umkehrphase 

weist in einer typischen mobilen Phase beispielsweise einen Überschuss von unpolarem 

organischem Lösungsmittel auf, weshalb unpolare Analyten durch Verteilung in diesem 

Flüssigkeitsfilm retardiert werden.[120] 

Eine häufig verwendete experimentelle Methode zur Bestimmung der 

Überschussadsorptionsisotherme ist die Methode der geringfügigen Störung (engl. minor 

disturbance method). Hierbei wird die Trennsäule mit einem binären Lösungsmittelgemisch 
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equilibriert und das Gleichgewicht durch Injektion einer der beiden Komponenten in Reinform 

gestört. Die Lage des Störsignals im erhaltenen Chromatogramm hängt dabei von der 

Zusammensetzung der mobilen Phase, den verwendeten Lösungsmitteln und den Eigenschaften 

der stationären Phase ab. Durch systematische Variation des binären Lösungsmittelgemisches 

von 0 bis 100 % der organischen Komponente kann die Veränderung des Flüssigkeitsfilms auf 

der stationären Phase beschrieben werden. Die mathematische Auswertung der 

Überschussadsorption 𝛤(𝑐), normiert auf die Oberfläche des Packungsmaterials S, erfolgt über 

die Retentionsvolumina 𝑉R(𝑐) der Störpeaks und das thermodynamische Totvolumen 𝑉M 

(Gleichung 15).[79,121,122] 

 𝛤(𝑐) =
∫ (𝑉R(𝑐) − 𝑉M)𝑑𝑐

𝑐

0

𝑆
 (15) 

 

Da die Messung der Materialoberfläche S in der Praxis stark von der angewendeten Methode 

abhängt und zwischen verschiedenen Aufbauten abweichende absolute Ergebnisse erhalten 

werden können, hat sich die Normierung auf das Innenvolumen der Trennsäule zur 

Beschreibung von Chromatographiematerialien etabliert. Zur Bestimmung des 

thermodynamischen Totvolumens werden die Störsignale über den gesamten verwendeten 

Messbereich integriert und auf die maximale Konzentration 𝑐max der zu untersuchenden 

Komponente normiert (Gleichung 16).[79] 

 𝑉M =
1

𝑐max
∫ 𝑉R(𝑐)𝑑𝑐

𝑐max

0

 (16) 

 

 Induktiv gekoppelte Plasma-Massenspektrometrie (ICP-MS) 

2.2.1 Grundlagen der ICP-MS 

Die induktiv gekoppelte Plasma-Massenspektrometrie (ICP-MS) ist eine schnelle und 

empfindliche Methode in der Elementanalytik. Besonderheiten sind dabei die 

Multielementfähigkeit, niedrige Nachweisgrenzen für fast alle Elemente des Periodensystems 

und ein großer dynamischer Bereich von bis zu 10 Zehnerpotenzen. Außerdem zeigt das 

ICP-MS eine nahezu speziesunabhängige Empfindlichkeit für die untersuchbaren 

Isotope.[123,124] 
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Die wesentlichen Schritte der Methode sind die Überführung der Probe in ein feines Aerosol, 

dessen Atomisierung und Ionisierung in einem Argonplasma, sowie die Detektion der 

Elementkationen mittels Massenspektrometrie.[125] 

Zur Erzeugung des Probenaerosols wird häufig ein pneumatischer Zerstäuber verwendet, in 

dem die Probelösung mit Hilfe des Zerstäubergases (zumeist Argon) in feine Tröpfchen 

überführt wird. Eine typische Ausführungsform ist der konzentrische Zerstäuber (Abb. 4A), der 

eine gleichmäßige Tröpfchengrößenverteilung bietet. Allerdings kann dieser Aufbau bei hohen 

Salzfrachten und Partikeln in der Probe leicht verstopfen, weshalb alternative Geometrien wie 

der Parallelpfadzerstäuber (Abb. 4B) mit zusätzlich vergrößerter Bohrung entwickelt 

wurden.[126,127] 

 

Abbildung 4: Aufbau verschiedener Typen von pneumatischen Zerstäubern: (A) konzentrischer 

Zerstäuber, (B) Parallelpfad-Zerstäuber.[126,127] 

Zur Entfernung großer Tröpfchen sowie zum Ausgleich geringfügiger Schwankungen der 

Peristaltikpumpe und des Zerstäubers wird eine Sprühkammer verwendet. Bei der Auswahl 

einer geeigneten Sprühkammer besteht die Abwägung zwischen hoher Signalstabilität durch 

eine möglichst homogene Tröpfchengrößenverteilung und dem Anteil der Probe, der ins Plasma 

gelangt. Ein typischer Anteil der Probe, der als Aerosol ins Plasma gelangt, beträgt dabei für 

eine SCOTT Sprühkammer etwa 2-10 %.[127,128] 

Das Probenaerosol wird anschließend in der etwa 7500 K heißen Plasmafackel desolvatisiert, 

atomisiert und ionisiert. Die Ionisierung erfolgt durch Stöße der Analytatome mit 

Argonkationen im Plasma. Neben den geringen Kosten zeichnet sich Argon als Plasmagas 

durch seine Wirkung als Ionisationspuffer aus, da die 1. Ionisierungsenergie von Argon 

(15,8 eV) zwischen der ersten und zweiten Ionisierungsenergie der meisten Elemente liegt. 

Damit werden für die meisten Elemente des Periodensystems hauptsächlich einfach geladene 

Kationen erhalten. Die Empfindlichkeit des ICP-MS gegenüber verschiedenen Elementen wird 

dabei hauptsächlich durch den Ionisierungsgrad im Plasma bestimmt, der für viele Elemente 

über 90 % liegt. Einige Elemente wie beispielsweise Arsen und Schwefel weisen allerdings 

auch deutlich geringere Ionisierungsgrade auf.[129–131] 
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Die Ionisierung erfolgt in der Plasmafackel (Abb. 5). Nach einer initialen Zündung mittels eines 

Teslafunkens werden die erzeugten Argonkationen und Elektronen über ein eingekoppeltes, 

elektromagnetisches Wechselfeld beschleunigt. Durch Stoßprozesse entstehen weitere 

Ladungsträger, wodurch das Plasma in einem quasi-stationären Zustand mit konstanter 

Temperatur vorliegt. Die Plasmafackel besitzt drei Quarzröhren, in denen jeweils 

unterschiedliche Argonströme vorliegen. Die Ionisierung des Probenaerosols erfolgt in der 

inneren Röhre, wobei ein Gasstrom von typischerweise 0,5 bis 1,5 L min−1 verwendet wird. 

Das Hilfsgas strömt mit einem Fluss von 0 bis 2 L min−1 durch die mittlere Röhre und sorgt für 

die Formung des Plasmas. Die äußere Röhre führt das Plasmagas mit einem Fluss von 

7 bis 18 L min−1. Dieses dient der Aufrechterhaltung des Plasmas und der Kühlung der äußeren 

Quarzwände.[126] 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Fackel des ICP-MS.[126,132] 

Die Elementkationen in der entstandenen Ionenwolke werden über eine Kombination von 

gekühlten Metalllochblenden vom Atmosphärendruck des Plasmas ins Hochvakuum überführt 

(Abb. 6). Durch die Ionenoptik wird der Ionenstrahl umgeleitet, wodurch Photonen, 

Neutralteilchen und Anionen entfernt werden. Der folgende Oktopol kann mit einen Reaktiv- 

oder Inertgas gefüllt und damit als Reaktions- oder Kollisionszelle betrieben werden, um 

polyatomare Interferenzen zu entfernen.[123,132] 

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung von Interface und Hochvakuumbereich des ICP-MS.[126,132] 
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Der am häufigsten verwendete Massenfilter im ICP-MS ist ein Quadrupol. Der Quadrupol 

besteht aus vier konzentrisch, paarweise gegenüberliegend angeordneten Metallstäben. Durch 

die Überlagerung von Gleich- und Wechselstromfeld werden die Ionen auf konzentrische 

Kreisbahnen gezwungen. Für jedes Verhältnis von Gleich- zu Wechselspannung wird nur für 

einen kleinen Masse-zu-Ladungsbereich der Analyten eine stabile Flugbahn erhalten. Dieser 

kann durch Stabilitätsdiagramme nach MATHIEU beschrieben werden. Alle anderen Teilchen 

treffen auf die Metallstäbe, werden neutralisiert und im Hochvakuum entfernt.[133,134]  

Der resultierende Ionenstrahl wird im Detektor in ein elektronisches Signal umgewandelt. 

Hierbei treffen die Ionen auf eine primäre Dynode, in der Elektronen herausgeschlagen werden. 

Diese Elektronen werden in einem Elektronenmultiplier in einer Kaskade von mehreren 

weiteren Dynoden mit steigendem Potential vervielfacht und zu einem messbaren Impuls 

verstärkt. Trifft eine hohe Anzahl von Ionen auf den Detektor, wird anstelle einzelner Impulse 

der Strom als resultierende Messgröße verwendet.[132,135] 

Durch die weitgehend stabile Zusammensetzung der Ionenwolke ist es möglich, sequenziell 

verschiedene m/z-Verhältnisse zu analysieren. Typischerweise wird dabei für jedes untersuchte 

Isotop eine Integrationszeit des Detektorsignals von 50-100 ms verwendet, was selbst bei einer 

hohen Anzahl zu untersuchender Elemente zu einer ausreichend hohen Messpunktdichte führt. 

Diese kann beispielsweise für die Kopplung von chromatographischen Methoden mit ICP-MS 

als Detektor verwendet werden.[136] 

2.2.2 Einzelpartikelanalyse mittels ICP-MS 

Der im vorherigen Abschnitt beschriebene Aufbau des ICP-MS kann auch verwendet werden, 

um im Gegensatz zu den dort erhaltenen Durchschnittselementgehalten einer Probe im 

Ultraspurenbereich, Elementinformationen über einzelne Partikel zu erhalten. Hierzu wird das 

Messinstrument im zeitaufgelösten Modus betrieben und stark verdünnte Suspensionen mit 

Partikelkonzentrationen von typischerweise weniger als 109 Partikeln pro Liter 

analysiert.[136,137] 

Durch die hohe Verdünnung der partikulären Probe entsteht im Einzelpartikel-Modus 

(engl. single-particle mode) kein konstantes Messsignal. Die meiste Zeit wird dabei nur das 

Untergrundsignal des Lösungsmittels aufgenommen, dessen Gehalt des zu untersuchenden 

Elements den Hintergrund bestimmt. Wird ein einzelnes Partikel im Plasma ionisiert, wandert 

die entstandene Ionenwolke zum Massenspektrometer und wird als kurzer Signalpuls detektiert. 

Die Dauer eines solchen Events beträgt dabei zumeist einige hundert µs. Die Intensität des 
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Signals ist direkt proportional zur Menge an ionisierten Atomen in einem Partikel, wohingegen 

die Häufigkeit der detektierten Events von der Partikelkonzentration in der Suspension abhängt. 

Eine Besonderheit der Methode ist, dass die Verdünnung der Probe keinen Einfluss auf die 

Signalintensität hat. Diese hängt nur vom Elementgehalt des einzelnen Partikels ab.[136–138] 

Zur Messung einzelner Partikel muss eine hohe Detektorfrequenz verwendet werden, indem 

nur ein Isotop untersucht wird und die Integrationszeit des Detektorsignals so gering wie 

möglich eingestellt wird. Typische Integrationszeiten liegen bei < 10 ms, womit die 

Ionenwolke eines Partikels innerhalb einer Integrationszeit das Massenspektrometer passiert. 

Dabei ist die Partikelkonzentration so gering zu wählen, dass Doppelevents nur einen geringen 

Anteil aller detektierten Signale ausmachen und mittels POISSON-Filter entfernt werden 

können.[139] Zu geringe Konzentrationen hingegen sorgen für eine hohe Messzeit, um eine 

statistisch relevante Anzahl an Partikeln zu detektieren. Ein weiterer Effekt von 

Integrationszeiten im Millisekundenbereich ist die Möglichkeit geteilter Signale in zwei 

aufeinanderfolgenden Datenpunkten, die ebenfalls nicht den Elementgehalt eines einzelnen 

Partikels repräsentieren (Abb. 7). Die Bestimmung des Elementgehalts in einem Partikel erfolgt 

durch Kalibration mit wässrigen Elementstandards unter identischen 

Messbedingungen.[136,138,140] 

 

Abbildung 7: Zeitaufgelöste Signale einer Partikelsuspension und mögliche Messfehler in 

Abhängigkeit von der verwendeten Integrationszeit des Detektors.[136,137] 
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Eine Möglichkeit zur Vermeidung dieser Messfehler ist die Anwendung geringerer 

Integrationszeiten von einigen µs, wie sie neuere Detektoren erreichen. Dadurch wird ein 

Partikel durch mehrere Messpunkte beschrieben und kann als Peak gefittet werden. Durch die 

Verteilung der generierten Ionen auf mehrere Integrationseinheiten sinkt allerdings die 

Intensität des Detektorsignals, was die Empfindlichkeit der Technik verringert.[136] 

In den vergangenen Jahren hat sich die Einzelpartikel ICP-MS zu einer bedeutenden Technik 

in der Analyse von Nanopartikeln, Polymerpartikeln und Zellen entwickelt.[136,137,141,142] 
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3 Kumulativer Teil 

Die im Rahmen der Dissertation entstandenen und vorab publizierten Forschungsergebnisse 

seien an dieser Stelle zusammenfassend dargestellt. Der Eigenanteil und die Beiträge der 

einzelnen Koautoren werden im Anschluss an die jeweiligen Kapitel in Anlehnung an die 

Contributor Roles Taxonomy (CRediT) dargestellt. 

(I) M. Schmitt, M. Egorycheva, A. Seubert, Mixed-acidic cation-exchange material for the 

separation of underivatized amino acids, Journal of Chromatography A, 2022, 1664, 

462790. 

(II) M. Schmitt, M. Egorycheva, D. Frerichs, S. Fiedler, P. L. Graumann, A. Seubert, 

Factors affecting mixed-mode retention properties of cation-exchange stationary phases, 

Journal of Chromatography A, 2023, 1695, 463934. 

(III) M. Schmitt, Z. Zhou, E. Meiers, L. Schipplick, D. Beauchemin A. Seubert, 

Characterization of metal-labeled ion-exchange microparticles using single-particle 

inductively coupled plasma mass spectrometry, eingereicht bei Journal of Analytical 

Atomic Spectrometry (28.11.2023). 

(IV) M. Schmitt, F. Fillsack, A. Seubert, A simple ion chromatography-mass spectrometry 

method for amino acid analysis in beer, Journal of Separation Science, 2023, 46, 

2300106. 

Der erste Teil der Arbeit beschreibt die Herstellung gemischt-funktionaler Kationenaustauscher 

auf Basis von Polystyrol-Divinylbenzol-Copolymerpartikeln. Dabei wird der Einfluss 

unterschiedlicher funktioneller Gruppen im Material auf das Ergebnis chromatographischer 

Trennungen untersucht und eine Materialbibliothek hergestellt, die sich im Anzahlverhältnis 

der funktionellen Gruppen zueinander, bei ansonsten gleichbleibenden Eigenschaften, 

unterscheidet. Die folgenden beiden Kapitel widmen sich der Entwicklung neuer 

Charakterisierungsmethoden und ihrer Anwendung auf die erhaltenen Materialien. Die 

Eigenschaften der stationären Phasen werden dabei zunächst mittels materialchemischer 

Methoden und chromatographischer Tests zur Identifikation von Retentionsmechanismen 

bestimmt. Das darauffolgende Kapitel beschreibt die Entwicklung einer Methode zur 

Charakterisierung der Ionenaustauscher auf Einzelpartikelebene mittels induktiv gekoppelter 

Plasma-Massenspektrometrie. Abschließend wird das Wissen über die hergestellten 

Trennsäulen verwendet, um mittels einer angepassten stationären Phase underivatisierte 

Aminosäuen in einer komplexen Probenmatrix zu quantifizieren. 
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 Gemischt-funktionalisiertes Kationenaustauschmaterial zur Trennung 

von underivatisierten Aminosäuren 

 

M. Schmitt, M. Egorycheva, A. Seubert 

Mixed-acidic cation-exchange material for the separation of underivatized amino acids 

Journal of Chromatography A, 2022, 1664, 462790 

 

Die Austauschergruppe ist ein wesentliches Strukturmerkmal zur Steuerung 

chromatographischer Eigenschaften von Kationenaustauschern.[1,4,5,143–145] Der Einfluss 

verschiedener Austauschergruppen unterschiedlicher Acidität auf die Trennung anorganischer 

Kationen in rein wässrigen Eluenten ist dabei sehr gut beschrieben.[63,64,146] Gemischt-

funktionalisierte Materialien bieten die Möglichkeit, die Ergebnisse einer Trennung durch 

systematische Variation der Säulenzusammensetzung zu beeinflussen. Vereinzelt finden solche 

Materialien mit unterschiedlich aziden Austauschergruppen bereits Anwendung[65–70,72], eine 

systematische Betrachtung des Wechselspiels unterschiedlicher Austauschergruppen in einem 

Material und deren Verständnis existiert allerdings nicht. Neben der Untersuchung der 

Trennung von anorganischen Kationen, wurden Aminosäuren als organische Modellanalyten 

verwendet. Neben ihrer pH-Wert abhängigen Ladung zeichnen sich diese Analyten durch eine 

große Bandbreite an Polaritäten aus. Die Trennung solcher Analyten mit stark 

unterschiedlichen Eigenschaften ist eine typische Herausforderung in der Chromatographie, 

weshalb diese Modellanalyten zur Untersuchung der Säulenchemie besonders geeignet 

sind.[10,12] 

Ausgehend von einer Charge an makroporösen PS/DVB-Partikeln, die sich als 

Packungsmaterial in der HPLC bewährt haben[92,147], wurden schwach saure 

Austauschergruppen (engl. weakly acidic cation-exchanger, WCX) durch die Reaktion 

terminaler Doppelbindungen mit in-situ gebildeter Peroxyameisensäure erzeugt. Die Menge der 

Carboxylgruppen konnte anschließend durch Reduktion zu Hydroxylgruppen mittels 

Lithiumaluminiumhydrid wieder verringert werden. Auf dem Material mit einem maximalen 

Anteil an Carbonsäureaustauschern wurden anschließend stark saure Austauschergruppen 

(engl. strongly acidic cation-exchanger, SCX) durch Sulfonierung am Aromaten eingeführt. 

Der Funktionalisierungsgrad wurde über die Verdünnung der Schwefelsäure in Essigsäure 

eingestellt und mittels Verbrennung und anschließender Quantifizierung von Sulfat bestimmt. 
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Die für den Kationenaustausch insgesamt zur Verfügung stehende Protonenkapazität wurde bei 

neutralem pH-Wert durch Verdrängungsexperimente von H+ gegen K+ bestimmt. Tabelle 2 

zeigt die Reihe hergestellter Kationenaustauscher sowie die verwendeten kommerziell 

erhältlichen Referenzmaterialien und deren Charakteristika. Die kommerziellen 

Vergleichssäulen zeichnen sich durch jeweils nur eine Art von Austauschergruppe sowie einer 

stark unterschiedlichen Hydrophilie des Grundpartikels aus, wodurch die Unterschiede zu den 

neu entwickelten Materialien herausgearbeitet werden sollen. 

Tabelle 2: Zusammensetzung und Eigenschaften der verwendeten Kationenaustauscher. 

Name Typ Substrat 
Kapazität / 

µmol/mL 

(w/w) % 

Schwefel 

c (H2SO4) /   

mL/mL HAc 

hergestellte Säulen 

W1 WCX PS/DVB 33 ± 1 0,00 - 

W2 WCX PS/DVB 50 ± 1 0,00 - 

M1 MCX W2 51 ± 3 0,09 ± 0,001 0,1/10 

M2 MCX W2 52 ± 3 0,12 ± 0,01 1,0/10 

M3 MCX W2 59 ± 1 0,23 ± 0,01 2,0/10 

M4 MCX W2 68 ± 3 0,27 ± 0,02 1,0/5 

S1 SCX PS/DVB 22 ± 2 0,09 ± 0,01 1,0/10 

kommerziell erhältliche Säulen 

PRP X-200 SCX PS/DVB 27 ± 2 0,31 ± 0,03 - 

C6 WCX Silica 99 ± 2 - - 

Da der pKs-Wert ein wesentliches Unterscheidungsmerkmal von Carbon- und Sulfonsäure 

Austauschergruppen ist, wurde die Stärke der Wechselwirkung unterschiedlicher 

Säulenmaterialien mit dem einfach geladenen, anorganischen Kaliumkation in Abhängigkeit 

vom pH-Wert der Umgebung untersucht. Die K+-Retention als Maß für die Stärke der 

Wechselwirkung zeigte dabei je nach Austauschergruppe im Material einen charakteristischen 

Verlauf (Abb. 8). Stark saure Sulfonsäuregruppen liegen im gesamten untersuchten pH-Bereich 

deprotoniert vor, weshalb eine konstante Retention beobachtet wurde. Carbonsäuren hingegen 

liegen bei einem pH-Wert der mobilen Phase unterhalb ihres pKS -Wertes überwiegend 

protoniert vor, wobei die Ladung der stationären Phase mit steigendem pH-Wert zunimmt. Die 

elektrostatischen Wechselwirkungen mit dem Modellanalyten weisen daher einen sigmoidalen 

Kurvenverlauf auf. Für die untersuchte Reihe gemischt-funktionaler Materialien addieren sich 

beide Effekte. Hierbei bleibt der sigmoidale Anstieg der Retention mit dem pH-Wert bestehen, 

wohingegen ein zunehmender Sulfonierungsgrad an einem konstanten zusätzlichen Beitrag zur 
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Retention und einer entsprechenden Verschiebung der Kurve auf der y-Achse erkennbar ist. 

Das gezeigte Experiment bestätigt damit die Herstellung gemischt-funktionalisierter 

Kationenaustauscher und ebenfalls die Erwartung flexibel einstellbarer chromatographischer 

Eigenschaften durch Materialzusammensetzung und pH-Wert. Der Vergleich mit typischen 

rein stark oder schwach sauren Kationenaustauschern bestätigt zusätzlich die neuen 

Eigenschaften und die Modulierbarkeit der Säulenchemie. 

 

Abbildung 8: Retention von K+ als Funktion des pH-Werts des Eluenten auf verschiedenen 

Kationenaustauscher-Säulen. 

Im nächsten Schritt wurde die Retention von Aminosäuren in Abhängigkeit von der Säulen- 

und Eluentzusammensetzung untersucht. Die kanonischen Aminosäuren sollen dabei genutzt 

werden, um zu zeigen, dass gemischt-funktionalisierte Kationenaustauscher Vorteile für 

praktisch relevante Anwendungen haben.  

Für die untersuchte Reihe von gemischt-funktionalen Säulen wurde kein signifikanter Einfluss 

des Anteils stark saurer Austauschergruppen auf die Selektivität von sauren, neutral/polaren 

und neutral/hydrophoben Analyten gefunden, deren isoelektrischer Punkt pI sich nur in 

geringem Maße unterscheidet. Die Retention aller Analyten dieser Gruppen nahm mit dem 

Sulfonierungsgrad um einen bestimmten Anteil zu. Im Gegensatz dazu ermöglicht die Menge 

stark saurer Austauschergruppen die Steuerung der Selektivität der basischen Aminosäuren zu 

allen anderen Gruppen (Abb. 9), die auch für Änderung der Retentionsreihenfolge genutzt 

werden kann. Hierzu wurden Glycin (neutral/polar), Histidin (basisch) und Phenylalanin 

(neutral/hydrophob) als Vertreter der jeweiligen Gruppen von Aminosäuren betrachtet. Es 
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konnte gezeigt werden, dass die Elektroselektivität auch für die Trennung von Aminosäuren 

genutzt werden kann. Die Trennsäule kann somit entsprechend der Ladung der zu 

analysierenden Verbindungen optimiert werden. 

 

Abbildung 9: Einfluss der Säulenzusammensetzung auf die Trennung von exemplarischen 

Aminosäuren unterschiedlicher Gruppen mit Hilfe stationärer Phasen mit variiertem Sulfonsäureanteil. 

Die Eluentzusammensetzung bietet darüber hinaus eine Möglichkeit zur weiteren Optimierung 

der Trennung entsprechend des zugrundeliegenden Trennproblems (Abb. 10). Als 

Elutionssystem wurde eine Mischung von Wasser, Acetonitril und Ameisensäure verwendet, 

die sich durch eine vollständige Flüchtigkeit auszeichnet und sich daher für die direkte 

Kopplung der Kationenaustauschchromatographie mit Elektrosprayionisations-

Massenspektrometrie (ESI-MS) eignet. Entsprechend des Retentionsmodells für die 

Ionenaustauschchromatographie wurden hochgeladene Analyten durch die Veränderung der 

Säurekonzentration stark beeinflusst. Für schwächer geladene Analyten hingegen wurde eine 

Unstetigkeit des Kurvenverlaufs für geringe Säurekonzentrationen beobachtet, die mit dem 

multivarianten Zusammenspiel von Analyt, Eluent und Austauschergruppen mit vergleichbaren 

pKs-Werten beschrieben werden kann. 

Analog dazu wurde der Anteil des organischen Modifiers im Eluenten variiert und es wurden 

Wechselwirkungen mit dem hydrophoben Grundpolymer der stationären Phase als weiterer 

Beitrag zur Retention identifiziert. Dem Modell entsprechend verringert sich die Retention mit 
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steigendem Acetonitrilanteil im Eluenten. Die Inversion des Kurvenverlaufs kann durch den 

Einfluss hoher Acetonitrilanteile auf die Hydrathülle und Dissoziation der Austauschergruppen 

sowie die zunehmende Ausbildung einer wasserreichen Schicht an der Oberfläche der 

stationären Phase erklärt werden. Mit steigendem Sulfonierungsgrad lag dieser Inversionspunkt 

bei geringeren Acetonitrilanteilen. Die zusätzlichen Beiträge nicht-ionischer, sekundärer 

Wechselwirkungen für gemischt-funktionale Kationenaustauscher sind eine interessante 

Möglichkeit zur Anpassung der Trenneigenschaften. 

 

Abbildung 10: Einfluss der Eluentzusammensetzung auf die Retention unterschiedlicher Gruppen von 

Aminosäuren. 

Ausgehend von diesen Zusammenhängen wurden Trennsäule und Eluentzusammensetzung für 

die Trennung von 20 kanonischen Aminosäuren unter isokratischen Bedingungen optimiert. 

Innerhalb von 30 Minuten wurde eine vollständige Trennung der neutral-hydrophoben und 

basischen Aminosäuren erzielt, wobei hier die Anpassung der Selektivität durch die 

Säulenchemie eine besondere Rolle spielte (Abb. 11). Die neutral-polaren und sauren 

Aminosäuren wurden teilweise getrennt, eluieren außerhalb des Totvolumens und können 

durch die zusätzliche Dimension des Massenspektrometers anhand der Masse des protonierten 

Molekülions unterschieden werden. Im Vergleich zu kommerziell erhältlichen schwach oder 

stark sauren Austauschern wurden neue chromatographische Eigenschaften beobachtet. 

Dadurch wurde einerseits die partielle Trennung der Isomere Leucin und Isoleucin ermöglicht. 
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Andererseits konnten saure und basische Aminosäuren, die unter den Bedingungen des 

Kationenaustauschs stark unterschiedliche Ladungen aufweisen in einem isokratischen Lauf 

getrennt werden.  

Die Eignung der Säulenchemie zur quantitativen Analyse wurde durch die Bestimmung von 

Nachweisgrenzen (4-64 nM) der Kalibriergeradenmethode und der modifizierten 

Leerwertmethode nach EPA gezeigt.[148,149] Die Richtigkeit wurde durch Vergleich mit einem 

zertifizierten Referenzstandard gezeigt, wobei erwartungsgemäß die höchsten 

Übereinstimmungen für vollständig getrennte Analyten erhalten wurden. 

 

Abbildung 11: Trennung der 20 kanonischen Aminosäuren mittels optimierter gemischt-funktionaler 

Trennsäule und ESI-MS Detektion. Eluent: 85/15 % v/v (Wasser/Acetonitril) + 0,05 % Ameisensäure. 

In der beschriebenen Studie wurde gezeigt, dass die Mischung von stark und schwach sauren 

Austauschergruppen zu neuen Trenneigenschaften der resultierenden 

Kationenaustauschersäulen führt. Dabei kann das Verhältnis der beiden funktionellen Gruppen 

durch die modularen Reaktionsschritte unabhängig voneinander eingestellt werden. 

Sulfonsäuregruppen im Austauschermaterial beeinflussen dabei insbesondere hochgeladene 

Analyten, wohingegen Carbonsäuregruppen für die Retention schwach geladener Analyten 

verantwortlich sind. Gemischt-funktionale Materialien erlauben daher die Analyse einer 
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größeren Bandbreite an Analyten in einer Messung. Die erhaltene Säulenchemie wurde für die 

direkte quantitative Analyse von Aminosäuren mittels IC-ESI-MS angewendet. 

Erklärung des Eigenanteils 

Die Konzeption und Methodik des Manuskripts stammen von mir. Alle neu entwickelten 

Kationenaustauscher wurden von mir hergestellt und charakterisiert. M. Egorycheva führte 

Teile der Experimente zur Optimierung der Eluentzusammensetzung durch. A. Seubert 

unterstützte bei experimentellen Arbeiten zur Bestimmung quantitativer Leistungsparameter. 

Die quantitative Analyse wurde von mir ausgewertet und interpretiert. Weiterhin wurde der 

erste Entwurf des Manuskripts von mir erstellt und von A. Seubert editiert sowie eingereicht.
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 Einflussfaktoren auf das mixed-mode Retentionsverhalten von 

Kationenaustauschern als stationäre Phasen 

 

M. Schmitt, M. Egorycheva, D. Frerichs, S. Fiedler, P. L. Graumann, A. Seubert 

Factors affecting mixed-mode retention properties of cation-exchange stationary phases 

Journal of Chromatography A, 2023, 1695, 463934. 

 

Die in der vorausgegangenen Veröffentlichung entwickelten Materialien wurden in dieser 

Arbeit hinsichtlich der vorliegenden Retentionsmechanismen genauer untersucht. Da gezeigt 

wurde, dass die Trennung organischer Kationen neben dem Ionenaustausch auch durch 

sekundäre Wechselwirkungen maßgeblich beeinflusst wird, ist die genauere Identifizierung der 

verschiedenen Beiträge zur Gesamtretention von Interesse. Außerdem sind strukturelle 

Einflussgrößen des Säulenmaterials auf diese mixed-mode Mechanismen kaum erforscht. Dies 

gilt insbesondere für Ionenaustauscher, obwohl die Möglichkeiten zur Modifikation der 

Materialeigenschaften sehr vielfältig sind und Methoden zur Charakterisierung von 

Retentionsmechanismen entwickelt wurden.[4,77–79,150] 

Zunächst wurde die Anwendbarkeit der entwickelten Säulenchemie in den drei wesentlichen 

chromatographischen Modi RPLC, HILIC und IC unter standardisierten Bedingungen 

untersucht. Die hergestellten Kationenaustauscher zeigten Retention in allen 

Modellexperimenten, wobei die IC- und RPLC-Anteile im Vergleich zur HILIC stärker 

ausgeprägt sind (Abb. 12). Dies wurde anhand numerischer Selektivitätsparameter[78,104,110] 

bestätigt, die aus der Retention standardisierter gut charakterisierter Modellsubstanzen ermittelt 

wurden und für die umfangreiche Vergleichsdaten vorliegen (Tabelle 3). Neben den von 

TANAKA und Mitarbeitern vorgeschlagenen Testsubstanzen wurden zusätzlich homologe 

Reihen von Alkylbenzolen (AB) und Trialkyaminen (TAA) mit variierter Kettenlänge 

verwendet. 

Die Möglichkeit zur Verwendung kommerziell verfügbarer Ionenaustauscher als mixed-mode 

Materialien wurde an exemplarischen Materialien verdeutlicht. Hierbei konnte gezeigt werden, 

dass sich die große Bandbreite an verfügbaren Materialien auch in der Vielseitigkeit der 

chromatographischen Eigenschaften widerspiegelt. Je nach Polymersubstrat und 
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Funktionalisierung hat neben dem Ionenaustausch entweder der HILIC- oder der RPLC-Modus 

einen wesentlichen Einfluss auf die Retention. 

 

Abbildung 12: Chromatogramme eines gemischt-funktionalen Kationenaustauschers unter (A) HILIC-, 

(B) RPLC- und (C) IC-Bedingungen mit entsprechenden Testsubstanzen.  

Tabelle 3: Selektivitätsparameter für unterschiedliche Kationenaustauscher in RPLC (A) und HILIC-

Modus (B). Trennsäulen: Metrosep C6, gemischt-funktionale Trennsäule M1, PRP X-200. Mobile 

Phase: 30/70 % (v/v) 100 mM Ameisensäure/Acetonitril (A), 10/90 % (v/v) 20 mM Ammoniumacetat 

(pH = 4,8)/Acetonitril (B). 

A) Methylenselektivität (nc ≥ 3) und Beitrag des Kationenaustauschs 

Säule α(CH2)Tanaka α(CH2)AB α(CH2)TAA k(Rb+) 

C6 - - -0,20 21,77 

M1 1,22 0,09 0,13 0,92 

PRP 1,45 0,17 - 51,54 

B) Hydrophile TANAKA Test Parameter 

Säule k(U) α(CH2) α(OH) α(V/A) 
α(2dG/ 

3dG) 
α(AX) α(CX) α(Tb/Tp) 

C6 3,27 1,56 2,40 1,19 1,16 -0,02 14,77 1,34 

M1 0,73 1,05 1,45 1,11 1,07 -0,39 85,38 0,84 

PRP 0,09 - - - - - - - 

 

Nachdem die generelle Eignung von Kationenaustauschern zur Verwendung als mixed-mode 

Phasen gezeigt wurde, sollten Strukturmerkmale identifiziert werden, die diese Eigenschaften 

bestimmen. Zur Überprüfung der Hypothese, dass ionische und damit hydratisierte funktionelle 

Gruppen für die Ausbildung einer wasserreichen Schicht im Material sorgen und folglich für 

die Retention unter HILIC-Bedingungen verantwortlich sind, wurde die räumliche Verteilung 

der Austauschergruppen mittels einer neu entwickelten konfokalen Fluoreszenzmikroskopie-
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Methode untersucht. Dabei wurden die Kationenaustauscher mit Rhodamin 123 als 

kationischem Fluoreszenzfarbstoff markiert. Für Carboxylierung und Sulfonierung wurde eine 

homogene Verteilung der Austauschergruppen im gesamten Polymerpartikel beobachtet, 

während unfunktionalisiertes PS/DVB nach Anwendung des identischen 

Markierungsprotokolls nicht fluoreszierte. Die Fluoreszenzintensität nahm mit dem 

Funktionalisierungsgrad zu (Abb. 13).  

 

Abbildung 13: Konfokale Fluoreszenzmikroskopie von Rhodamin 123-markierten 

Kationenaustauschern: (A) STED-Aufnahme von gemischt-funktionalisierten Partikeln (Skala: 10 µm), 

(B) analoges Durchlichtbild; Überlagerung von Durchlicht und STED-Aufnahme für 

Kationenaustauscher (C) und unfunktionalisiertes Partikel (Skala: 10 µm) (D); Fluoreszenzintensität im 

Partikelquerschnitt in Abhängigkeit von der Materialfunktionalisierung (Skala: 10 µm) (E). 

Die gleichmäßige Verteilung der funktionellen Gruppen im Material kann auf die Verwendung 

von Kleinmolekülreaktionen im Gegensatz zu Oberflächenpolymerisierungen zurückgeführt 

werden.  



Kumulativer Teil 

35 

Zur Bestätigung dieses qualitativen Befunds und zur Abschätzung der Auswirkung der 

hydratisierten funktionellen Gruppen auf Materialpolarität wurden 

Überschussadsorptionsisothermen der Materialien bestimmt. Diese beschreiben die 

Zusammensetzung der Grenzschicht zwischen Partikel und Eluent relativ zum Eluenten. Dazu 

wurde die Methode der geringfügigen Störung des Gleichgewichts (engl. minor disturbance 

method) angewendet. Durch den Vergleich von zwei kommerziell erhältlichen Trennsäulen mit 

einem exemplarischen gemischt-funktionalen Kationenaustauscher (Abb. 14A) wurden die 

zuvor ermittelten Selektivitätsparameter bestätigt. Das gemischt-funktionale Material zeigte 

dabei die Besonderheit, dass die Grenzschicht je nach Zusammensetzung der mobilen Phase 

einen Überschuss an Wasser oder Acetonitril aufwies. Während bei hohen Wasseranteilen in 

der mobilen Phase Acetonitril an der Oberfläche angereichert wurde, lag eine 

Überschussadsorption von Wasser bei geringen Wasseranteilen in der mobilen Phase vor. Dies 

erklärt die Möglichkeit, diese Trennsäulen sowohl im RPLC- als auch HILIC-Modus zu 

betreiben. Die ausgewählten kommerziellen stationären Phasen hingegen zeigten entsprechend 

ihrer Polarität jeweils eine Überschussadsorption von Wasser oder Acetonitril für alle 

Eluentzusammensetzungen. Durch den Vergleich der Materialbibliothek mit systematisch 

variierter Funktionalisierung wurde die Carboxylierung als dominierender Parameter für die 

hydrophilen Eigenschaften identifiziert (Abb. 14B). Im Gegensatz dazu beeinflussten 

geringfügige Unterschiede im Sulfonierungsgrad (0,09 bis 0,27 % w/w Schwefel), wie sie zur 

Steuerung der Retention von Kationen verwendet werden, die Materialeigenschaften nicht 

wesentlich. Nur hohe Sulfonierungsgrade (ab 1,6 % w/w Schwefel) sorgten für signifikante 

Unterschiede in der Materialpolarität, wodurch die molare Anzahl an hydrophilen funktionellen 

Gruppen im Gegensatz zu deren Ladungszustand als wesentlicher Grund für die Fähigkeit zur 

Ausbildung einer Wasserschicht identifiziert werden konnte. Bei diesen hohen 

Sulfonierungsgraden binden Kationen allerdings so stark, dass ein Einsatz in der 

Kationenaustauschchromatographie nicht mehr möglich wäre. 
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Abbildung 14: Überschussadsorptionsisotherme von Wasser: (A) auf kommerziell erhältlichen 

Kationenaustauschersäulen mit stark unterschiedlichen Eigenschaften und exemplarischem gemischt-

funktionalisierten Material, (B) der homologen Reihe an polymerbasierten Kationenaustauschern mit 

unterschiedlicher Funktionalisierung. 

Abschließend wurde untersucht, wie mittels dieser Eigenschaften die Trennung von 

multifunktionalen Analyten beeinflusst werden kann. Dazu wurden Selektivitätsparameter für 

die gesamte Reihe an Trennsäulen ermittelt und Methylenselektivitäten bestimmt (Abb. 15). 

Mit Hilfe der ungeladenen, hydrophoben Alkylbenzole wurde gezeigt, dass Unterschiede in der 

Sulfonierung (M1-5) keinen wesentlichen Einfluss auf die Retention haben. Im Gegensatz dazu 

sank nach Carboxylierung die Methylenselektivität als Maß für die Polarität des Materials. 

Weisen die Modellanalyten, hier Trialkylammoniumionen, zusätzlich eine Ladung auf, wurde 

der starke Einfluss der Sulfonsäuregruppen auf deren Retention deutlich. Aufgrund der Stärke 

elektrostatischer Wechselwirkungen wurde die Gesamtretention vom Sulfonierungsgrad 

bestimmt, wohingegen die Selektivität, ausgedrückt durch die Steigung der Auftragung, 

innerhalb der homologen Reihe an Analyten unverändert blieb. Auf diese Weise werden die 

Beiträge der Materialpolarität und des Ionenaustauschs als dominierende Einflussfaktoren für 

die Retention auf gemischt-funktionalen Kationenaustauschern durch Carboxylierung und 
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Sulfonierung unabhängig voneinander beeinflusst. Dadurch ist es möglich, optimierte 

Trennsäulen mit an die Analyten angepassten Eigenschaften zu erhalten. 

 

Abbildung 15: Effekt der Polymerfunktionalisierung auf die Retention homologer Reihen von 

Alkylbenzolen (A) und Trialkylaminen (B) unterschiedlicher Kettenlänge. 

In der vorgestellten Studie wurden die chromatographischen Eigenschaften gemischt-

funktionaler Trennsäulen anhand der vorherrschenden Retentionsmechanismen beschrieben. 

Dazu wurden materialchemische und physikalisch-chemische Methoden für die Untersuchung 

von Kationenaustauschern adaptiert und mit einer chromatographischen Charakterisierung der 

entsprechenden Trennsäulen kombiniert. Auf diese Weise wurden die mixed-mode 

Eigenschaften von Kationenaustauschern identifiziert und der unterschiedliche Einfluss von 

Carboxylierung und Sulfonierung auf Verteilung und Ionenaustausch gezeigt. 

Erklärung des Eigenanteils 

Die Konzeption und Methodik des Manuskripts stammen von mir. M. Egorycheva führte die 

Bestimmung der Selektivitätsparameter für einige der Trennsäulen durch. Die Bestimmung von 

Überschussadsorptionsisothermen wurde teilweise von D. Frerichs übernommen. Messungen 

mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie wurden von S. Fielder durchgeführt und 

ausgewertet. Die Methode zur Probenvorbereitung wurde von mir entwickelt, die 

Messmethodik stammt von S. Fiedler und P. L. Graumann. Der erste Entwurf des Manuskripts 

wurde von mir verfasst. S. Fiedler und P. L. Graumann editierten den Abschnitt zur 

Mikroskopie. A. Seubert editierte das Manuskript und übernahm die Einreichung.
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 Charakterisierung metall-markierter Ionenaustauscher mittels 

induktiv gekoppelter Plasma-Massenspektrometrie im 

Einzelpartikelmodus 

 

M. Schmitt, Z. Zhou, E. Meiers, L. Schipplick, D. Beauchemin A. Seubert 

Characterization of metal-labeled ion-exchange microparticles using single-particle 

inductively coupled plasma mass spectrometry 

eingereicht bei Journal of Analytical Atomic Spectrometry am 28.11.2023 

 

In dieser Veröffentlichung wurden die entwickelten Ionenaustauscher auf Einzelpartikelebene 

charakterisiert. Im Gegensatz zu den im vorherigen Kapitel vorgestellten chromatographischen 

Charakterisierungsmethoden wurden Informationen über einzelne Partikel, deren 

Funktionalisierung und Homogenität erhalten. Zur Verbesserung der Empfindlichkeit und 

Robustheit im Vergleich zu bestehenden Methoden[125,140,159,151–158] werden in dieser Studie 

Techniken zum Probeneintrag aus dem Bereich der Nanopartikelanalyse adaptiert[160,161] und 

ein Verfahren zur elektrostatischen Markierung der Polymerpartikel mit Metallkationen 

vorgestellt und validiert. Ziel ist es, bereits anhand von kleinen Probemengen zentrale 

Eigenschaften eines Kationenaustauschers zu bestimmen und damit die Entwicklung neuer 

Funktionalisierungsmethoden zu vereinfachen. Außerdem sollen die erhaltenen Bodenzahlen 

der entwickelten Materialien mit ihrer Interpartikelhomogenität verglichen werden.  

Zunächst wurden mögliche Strategien zur Detektion von funktionalisierten Polymerpartikeln 

mittels induktiv gekoppelter Plasma-Massenspektrometrie im Einzelpartikelmodus 

(sp-ICP-MS) verglichen (Abb. 16). Die direkte Messung des 13C-Isotopes des Kohlenstoffs 

ermöglicht die Identifikation der Polymerpartikel. Allerdings wird keine Information über die 

Funktionalisierung erhalten. Zusätzlich ist die Verringerung des Untergrundsignals 

insbesondere in Realproben eine Herausforderung und der Einsatz von Detergenzien zur 

Stabilisierung der Partikelsuspensionen ist nicht möglich. Die Detektion des Molekülions 

32S16O+ ermöglicht eine untergrundarme Bestimmung des Schwefel Heteroatoms, wobei die 

Empfindlichkeit jedoch gering ist. Höhere Signal-Rausch-Verhältnisse werden für die 

elektrostatische Markierung des Materials mit Alkali- und Erdalkalimetallkationen erhalten, 

wobei der Metallüberschuss durch wiederholtes Extrahieren erfolgreich entfernt wurde. Beim 
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Vergleich von einfach und zweifach geladenen Metallkationen haben Dikationen den Vorteil 

einer stärkeren Bindung und damit sowohl höhere Signal-Rausch-Verhältnisse als auch einer 

hohen Toleranz gegenüber Kationen in der Probenmatrix. Im Vergleich zu bekannten 

Markierungstechniken,[151,154,159] bei denen zumeist Metallnanopartikel zur Markierung 

verwendet werden, wird die chemische Information des Polymerpartikels erhalten und trotzdem 

eine zur Detektion ausreichende Menge an Metallatomen fixiert.  

 

Abbildung 16: Vergleich unterschiedlicher Detektionsstrategien für sulfonierte Kationenaustauscher 

auf Polymerbasis: indirekte Detektion nach Beladung mit Metallkationen (oben) und direkte Detektion 

(unten) von Schwefel Heteroatomen oder dem Kohlenstoffgrundgerüst. 

Zur automatisierten Charakterisierung der entwickelten Kationenaustauscher wurde die Probe 

anstelle einer kontinuierlichen Zuführung mittels Schlauchpumpe als definierte Menge über ein 

Schaltventil mit Probenschleife aufgegeben. Dieses Verfahren wird auch als Fließinjektion (FI) 

bezeichnet. Mittels FI werden Kalibration und Probenmessung vereinfacht und Fehlerquellen 

reduziert. Anstelle einer durchschnittlichen Intensität kann das zeitaufgelöste Signal von Probe 

und Standard (Abb. 17A) integriert und die Menge des Metallmarkers bestimmt werden. Die 

Aussagekraft des indirekten Partikelnachweises über elektrostatisch gebundene Kationen 

wurde über eine Reihe von sulfonierten Polymerpartikeln mit steigendem 

Funktionalisierungsgrad untersucht. Die Methode führte zu semi-quantitativen Ergebnissen für 

Schwefelanteile zwischen 0,21 und 7,21 % (w/w), die eine Übereinstimmung mit zuvor 

ermittelten Durchschnittswerten für Schwefel zeigten (Abb. 17B). Auch carboxylierte 



Kumulativer Teil 

40 

Materialien wurden mit der entwickelten Methode charakterisiert. Da aufgrund des 

Gleichgewichts von Protonen und Bariumkationen mit der Austauschergruppe ein erhöhter 

Untergrund vorliegt, wurde eine Untergrundkorrektur durch Peakanpassung durchgeführt. Die 

relative Standardabweichung für zehn Wiederholungsmessungen beträgt bei diesem Vorgehen 

7 %. 

Die Probenzuführung mittels Probenschleife reduziert zusätzlich den Probenverbrauch und 

erhöht die Robustheit, indem die Menge an Kohlenstoff aus Partikel und 

Stabilisierungsdetergenz, die ins Plasma eingetragen wird und dort für Ablagerungen sorgt, 

minimiert wird. 

 

Abbildung 17: Semi-quantitative Analyse einer Reihe sulfonierter Polymerpartikel mittels 

FI-sp-ICP-MS: (A) 10 ppm Ba-markierte Partikelsuspension, 1 ppb gelöster Bariumstandard (blau) und 

1 mM Triton X-100 (Blindprobe, schwarz), (B) Korrelation zwischen Durchschnitts- und 

Einzelpartikelanalyse. 

Neben dem Funktionalisierungsgrad der Partikel, der mit der Kapazität der erhaltenen 

Trennsäulen korreliert, ist die Homogenität der Partikel von Interesse. Die 

Interpartikelhomogenität von Größe und Funktionalisierung sind wesentliche Kriterien für die 

Effizienz einer Trennsäule. Dazu wurden Intensitätsverteilungen verschiedener Partikel 

bestimmt und mit Mikroskopiedaten verglichen. Die Reihe an selbsthergestellten Materialien 
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zeigte eine Verteilung um einen Schwerpunkt (Abb. 18A). Die normierte Breite der Anpassung 

an eine logarithmierte Normalverteilung korrelierte invers mit dem Funktionalisierungsgrad, da 

kurze Reaktionszeiten zu einer inhomogenen Funktionalisierung führten. Die mittlere Intensität 

aller detektierter Partikel und der Schwerpunkt der Datenanpassung wiesen eine hohe 

Übereinstimmung auf. 

Im Gegensatz dazu wurde ein kommerziell erhältlicher Kationenaustauscher mit einer 

nominalen Partikelgröße von 10 µm untersucht. Diese Probe wies eine heterogene Verteilung 

der Bariumlabel um drei Schwerpunkte auf, deren Intensitäten aufgrund nicht ganzzahliger 

Vielfacher nicht Mehrfachevents zuzuordnen sind (Abb. 18B). Dieses Ergebnis steht in 

Übereinstimmung mit Rasterelektronenmikroskopieaufnahmen, die drei verschiedene 

Partikelgrößen innerhalb der Probe zeigen. 

 

Abbildung 18: Histogramme der Bariumintensität verschiedener sulfonierter Kationenaustauscher: (A) 

exemplarisches selbst hergestelltes Material mit 7,21 % (w/w) Schwefel, (B) Probe mit heterogener 

Verteilung der funktionellen Gruppen, bestehend aus drei unterschiedlichen Partikeltypen. 

Eine Herausforderung bei der Charakterisierung intakter Partikel mittels ICP-MS ist deren 

Eintrag als Aerosol ins Plasma. Da solche Systeme, bestehend aus einem pneumatischen 

Zerstäuber und einer Sprühkammer, dafür optimiert wurden, große Tröpfchen herauszufiltern, 

wird nur ein kleiner Anteil der zerstäubten Probe ionisiert. Daher korreliert die 

Transporteffizienz als Quotient zwischen der Anzahl injizierter und detektierter Partikel mit der 

Partikelgröße.[136,140] Für die verwendeten Partikel mit einem mittleren Durchmesser von 

4,5 µm wurde eine Transporteffizienz von 0,22 ± 0,06 % erhalten, indem die 

Partikelkonzentration der Suspension in einer Zählkammer nach NEUMANN bestimmt wurde. 

Dieser Wert sinkt für Partikel mit einem mittleren Durchmesser von 10 µm auf 0,06 ± 0,02 % 

ab. Bei diesen geringen Probeneintragsraten ist von einer Diskriminierung unterschiedlich 

großer und verschieden funktionalisierter Partikel auszugehen, wodurch ermittelte 
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Histogramme für heterogene Proben eine Unsicherheit bezüglich der Verteilung der 

ursprünglichen Suspension aufweisen. 

Zur Lösung dieses Problems wurde der Prototyp eines neuen Probeneintragssystems, das in der 

Arbeitgruppe um BEAUCHEMIN entwickelt wurde, auf die zu untersuchenden Partikel 

angewendet.[161] Dabei wird eine modifizierte Zyklonsprühkammer verwendet, bei der ein 

Heizelement in den Durchgang der Sprühkammer integriert ist und auch die Verbindungsstücke 

zum Plasma mit Infrarot-Elementen auf bis zu 350 °C beheizt werden können.[161] Mithilfe 

eines statistischen Versuchsplans wurden Experimente zur Optimierung der Transporteffizienz 

konzipiert, wobei die Temperatur des Probeneintragssystems und die Flussrate der 

Probensuspension als Variablen verwendet wurden. Während die Flussrate keinen wesentlichen 

Einfluss auf die Transporteffizienz zeigte, konnte mit einer erhöhten Temperatur ein Eintrag 

von 60 ± 7 % der zerstäubten Partikel erhalten werden (Abb. 19). Dabei wurde der größte 

Einfluss bis zu einer Temperatur von 135 °C ermittelt. Für 10 µm Partikel wurde in ersten 

Testmessungen eine Transporteffizienz von 40 % bestimmt, wodurch im Vergleich zum 

Standardprobeneintrag deutlich wird, dass die Größendiskriminierung durch erhöhte 

Temperaturen verringert werden konnte. 

 

Abbildung 19: Konturdiagramm der normierten Anzahl detektierter Ba2+-markierter Partikel gegen die 

Probenaufnahmerate und die Temperatur des Probeneintragssystems. 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass aus der Analyse von Nanomaterialien bekannte Techniken 

zum Partikeleintrag ins Plasma auch für die Analyse von polymerbasierten Mikropartikeln 
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anwendbar sind. In Kombination mit der stöchiometrischen und stabilen Markierung mittels 

Erdalkalimetallkationen konnten semi-quantitative Informationen über die Funktionalisierung 

und Homogenität der Partikel erhalten werden. Die Ionenaustauscher können mit der 

entwickelten Methode schnell und direkt charakterisiert werden, ohne dass größere 

Materialmengen zum Herstellen einer Trennsäule oder Informationen über die chemischen 

Eigenschaften benötigt werden. 

Erklärung des Eigenanteils 

Die Konzeption des Manuskripts stammt von mir. Die Methodik zur Markierung und Messung 

von Polymerpartikeln wurde von mir entwickelt. Z. Zhou führte die Messungen mit beheiztem 

Probeneintragssystem durch und entwickelte die Methodik sowie statistische Versuchsplaung 

dazu. E. Meiers unterstützte bei der Messung von gemischt-funktionalisierten Materialien, 

Anionenaustauschern und bei der Bestimmung von Transporteffizienzen. Alle weiteren 

Messungen wurden von mir durchgeführt und ausgewertet. Die verwendeten Modellmaterialien 

wurden von L. Schipplick nach von mir bereitgestellten Vorschriften hergestellt und 

charakterisiert. Der erste Entwurf des Manuskripts wurde von mir verfasst. Z. Zhou unterstützte 

bei der Überarbeitung des Manuskripts. D. Beauchemin und A. Seubert editierten das 

Manuskript. A. Seubert reichte das Manuskript ein. 
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 Eine einfache Methode zur Analyse von Aminosäuren in Bier mittels 

Ionenchromatographie-Massenspektrometrie 

 

M. Schmitt, F. Fillsack, A. Seubert 

A simple ion chromatography-mass spectrometry method for amino acid analysis in beer 

Journal of Separation Science, 2023, 46, 2300106. 

 

In der abschließenden Anwendungsstudie wird die entwickelte und charakterisierte 

Säulenchemie zur Quantifizierung von Aminosäuren in Realproben angewendet. Die schnelle, 

robuste und empfindliche Analyse von Realproben mittels LC-MS ist dabei eine 

Herausforderung. Bestehende Methoden zur Aminosäureanalyse benötigen häufig aufwendige 

Derivatisierungen der Analyten oder verwenden wenig robuste Trenntechniken oder 

Trennsäulen, die nur mit wenigen Eluenten kompatibel sind.[12,31,32,35–37,162,163] Dies gilt auch 

für den Ionenaustausch, wobei hier bei der Kopplung von Ionenchromatographie und 

Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie nicht flüchtige Bestandteile der mobilen Phase 

durch komplexe und fehleranfällige Suppressortechnik entfernt werden müssen.[6,19,164] Für die 

Analyse von amphoteren Verbindungen wie Aminosäuren besteht zusätzlich das Problem, dass 

diese teilweise mit den Eluentionen aus dem System entfernt werden.[20,30,165–169] 

In dieser Veröffentlichung wurde daher die Robustheit der entwickelten gemischt-funktionalen 

Säulenchemie gegenüber komplexen Probenmatrices untersucht. Als Folge des multimodalen 

Retentionsmechanismus war es möglich, die Trennung ohne Anwendung eines Gradienten 

durchzuführen, da die unterschiedlichen Gruppen von Analyten wie in Kapitel 3.1 beschrieben 

durch das Verhältnis der Austauschergruppen und die Eluentzusammensetzung gesteuert 

werden konnten. Der isokratische Betriebsmodus ist dabei für eine robuste Detektion mittels 

Massenspektrometrie von besonderem Interesse, da die Ionisierung bei konstanten 

Bedingungen stattfindet und keine Equilibrierungsschritte zwischen verschiedenen Läufen 

notwendig sind. Die niedrig-kapazitive Trennsäule konnte zusätzlich mit einem Eluenten 

bestehend aus Wasser und Acetonitril (85/15 % v/v) mit 0,05 % Ameisensäure als 

Protonenquelle für den Kationenaustauschmechanismus betrieben werden. Diese vollständig 

flüchtige mobile Phase ermöglicht die direkte Kopplung mit Elektrosprayionisations-

Massenspektrometrie. 
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Optimierte Methoden für eine angepasste gemischt-funktionale Trennsäule sowie zwei 

kommerziell erhältliche Kationenaustauscher zeigten die Vorteile der entwickelten stationären 

Phase. Im Vergleich zu einem schwach sauren Kationenaustauscher auf Silicabasis 

(Metrosep C6, METROHM, Herisau, Schweiz) konnten die Isomere Leucin und Isoleucin 

teilweise aufgelöst werden. Im Gegensatz zu einem stark sauren Kationenaustauscher auf 

PS/DVB-Basis konnten auch basische Aminosäuren unter isokratischen Bedingungen 

analysiert werden und die Retentionszeiten für hydrophobe Analyten wurden von 80 auf 

30 Minuten verringert. 

Eine wesentliche Herausforderung bei der Analyse von Aminosäuren ist die Trennung der 

Konstitutionsisomere Leucin und Isoleucin, die aufgrund gleicher m/z-Verhältnisse nicht 

mittels single-Quadrupol Massenspektrometrie aufgelöst werden können. Die vollständige 

Kompatibilität der entwickelten Säulenchemie mit organischen Lösungsmitteln und das 

Verständnis der vorliegenden Retentionsmechanismen ermöglicht hier eine Optimierung der 

Auflösung. Durch Verringerung des organischen Anteils in der mobilen Phase wirkt sich der 

Polaritätsunterschied zwischen den Isomeren stärker auf die Trennung aus, wodurch bei einem 

rein wässrigen Eluenten eine Basislinientrennung der Isomere erhalten wird. Aufgrund der stark 

steigenden Retention für hydrophobe Analyten ist eine isokratische Trennung aller 

20 Aminosäuren mit diesem Eluenten nicht möglich. Bei äquimolaren Proben wurde aufgrund 

der hohen Symmetrie der Signale eine vertikale Peaktrennung als einfache und richtige 

Methode identifiziert. Für exemplarische Bierproben wurde eine Anpassung der überlagerten 

Signale durch zwei GAUß-förmige Peaks als geeignete Auswertemethode gefunden (Abb. 20). 

Mit der optimierten Eluentzusammensetzung und der entsprechenden Auflösung der Isomere 

von 0,85 konnte so der bis zu vierfache Überschuss eines Isomers bestimmt werden. 
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Abbildung 20: Methode zur Auswertung teilweise aufgelöster Isomere durch Anpassung an GAUß-

Peaks. 

Es wurde eine externe Kalibration im Spuren- (µM) und Standardarbeitsbereich (mM) 

durchgeführt, wobei Bestimmtheitsmaße von ≥ 0,9996 und eine relative Standardabweichung 

der ermittelten Peakflächen von weniger als 8 % (n = 10) erhalten wurden. Der Effekt der 

Ionen-Suppression wurde untersucht, indem gestaffelte Standards, in denen alle Analyten 

vollständig voneinander getrennt werden konnten, mit einer Mischung aller Zielanalyten 

verglichen wurden. Dabei wurde für 15 der 20 untersuchten Aminosäuren eine Wiederfindung 

von 100 ± 15 % erhalten. Ein starker Einfluss koeluierender Analyten auf die Ionisierung in der 

Elektrosprayquelle wurde hingegen für die Komponenten mit geringen Retentionszeiten 

erhalten. Im Vergleich zur photometrischen Detektion konnte gezeigt werden, dass die 

massenspektrometrische Detektion Vorteile in Bezug auf das Signal-Rausch-Verhältnis und die 

Richtigkeit der Ergebnisse hat. Außerdem wiesen nur fünf der untersuchten Aminosäuren eine 

ausreichende Absorption bei 195 nm auf. 

Mit Hilfe dieser Methode wurde das Aminosäureprofil verschiedener Biersorten quantitativ 

bestimmt. Die erhaltenen Peakformen im Gesamt- und Einzelionenchromatogramm sowie die 

Stabilität der Retentionszeiten im Vergleich zu einem Aminosäurestandardgemisch zeigt die 

hohe Matrixkompatibilität der entwickelten Methode (Abb. 21). Prolin lag mit einer mittleren 

Konzentration von 3,25 mM in der höchsten Menge vor, gefolgt von Alanin (0,79 mM). In 
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einem beispielhaften Biermischgetränk mit einem Bieranteil von 50 % wurde ein geringerer 

Gesamtgehalt an Aminosäuren identifiziert, wobei die Konzentrationsunterschiede zwischen 

den verschiedenen Aminosäuren geringer waren. Die erhaltenen Ergebnisse zeigten eine hohe 

Übereinstimmung mit Vergleichsmethoden.[33,43,45,46,170] Im Rahmen von regelmäßigen 

Anwendungen der Methode für Quantifizierungen in Realproben wurde die Stabilität der 

Retentionszeiten über einen Zeitraum von mehr als zwei Jahren nachgewiesen. 

 

Abbildung 21: Analyse verschiedener Bierproben mittels IC-ESI-MS. 

Die Fähigkeit der Methode, Matrixbestandteile von den Zielanalyten zu trennen, wurde mittels 

photometrischer Detektion untersucht, um einen Einblick über die Gesamtheit der simultan 

eluierenden Substanzen zu erhalten. Beim Vergleich einer Standardlösung mit einer Realprobe 

konnte eine Vielzahl zusätzlicher Signale identifiziert werden (Abb. 22). Koelutionen mit den 

zu quantifizierenden Analyten wurden allerdings nur für schwach retardierte Aminosäuren 

beobachtet, da die meisten Matrixbestandteile entweder im Totvolumen oder innerhalb der 

ersten fünf Minuten des Laufs eluierten. 



Kumulativer Teil 

48 

 

Abbildung 22: Trennung von Analyten und Matrix am Beispiel einer Bierprobe und Nachweis mittels 

photometrischer Detektion. 

Die entwickelte Methode ist dazu geeignet, 20 kanonische Aminosäuren im typischen 

Konzentrationsprofil einer Bierprobe und in Gegenwart einer komplexen Probenmatrix zu 

quantifizieren. Durch die orthogonale Selektivität zu bestehenden Methoden und die geringen 

instrumentellen Anforderungen ergibt sich eine Eignung für Routineanalysen und die 

Validierung bestehender Verfahren. 

Erklärung des Eigenanteils 

Konzeption und Methodik des Manuskripts stammen von mir. Qualitative Messungen wurden 

von mir durchgeführt. A. Seubert unterstützte bei der Aufnahme der quantitativen Messdaten. 

Die quantitative Studie wurde von mir ausgewertet und interpretiert. Zusammen mit F. Fillsack 

wurde die Analyse überlagernder Signale durchgeführt und visualisiert. Der erste Entwurf des 

Manuskripts wurde von mir verfasst. A. Seubert editierte das Manuskript und übernahm die 

Einreichung.
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4 Zusammenfassung und Ausblick 

Im Rahmen des vorliegenden Promotionsprojektes wurden polymerbasierte 

Kationenaustauscher entwickelt, die als stationäre Phase zur Trennung organischer Kationen 

verwendet und direkt mit Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie gekoppelt werden 

können. Die Ergebnisse gliedern sich in ein modulares Funktionalisierungskonzept zur 

Herstellung stationärer Phasen, materialchemische und chromatographische Methoden zur 

Charakterisierung ihrer Eigenschaften sowie die Herstellung angepasster Trennsäulen und 

deren Anwendung auf aktuelle Trennprobleme. 

Dazu wurde eine Reihe von Kationenaustauschern auf Basis makroporöser 

Polystyrol/Divinylbenzol-Copolymerpartikel (PS/DVB) synthetisiert, die sich in der Anzahl 

von schwach sauren Carbonsäuregruppen und stark sauren Sulfonsäuregruppen unterscheiden. 

Mithilfe modular kombinierter Kleinmolekülreaktionen wurde der Funktionalisierungsgrad für 

beide Typen von Austauschergruppen unabhängig voneinander eingestellt. Diese gemischt-

funktionalen Materialien vereinen Charakteristika beider Austauschergruppen, die beide 

signifikant zu den elektrostatischen Wechselwirkungen des Materials mit ionischen Analyten 

beitragen. Dies wurde durch die Abhängigkeit der Retention von Kaliumkationen vom pH-Wert 

der mobilen Phase bestätigt. 

Am Beispiel der kanonischen Aminosäuren wurde gezeigt, dass die unterschiedlichen 

Austauschergruppen auf verschiedene Eigenschaften der Analyten ansprechen. Durch eine 

geringfügige Veränderung des Sulfonierungsgrades konnte sowohl die Gesamtretention 

gesteuert als auch die Selektivität zwischen neutralen und hochgeladenen basischen 

Aminosäuren eingestellt werden. Aufgrund von Wechselwirkungen mit dem hydrophoben 

Trägermaterial konnte außerdem die Retention der hydrophoben Aminosäuren durch 

Anpassung der organischen Komponente in der mobilen Phase selektiv gesteuert werden. Die 

Kombination aus dieser neuen Säulenchemie mit optimiertem Verhältnis von stark zu schwach 

sauren Austauschergruppen und einer angepassten mobilen Phase ermöglichte die Trennung 

von 20 underivatisierten, kanonischen Aminosäuren unter isokratischen Bedingungen in 

30 Minuten. 

Um den Einfluss des Trägermaterials auf den Retentionsmechanismus detaillierter zu 

charakterisieren, wurde die Retention von Modellsubstanzen unter standardisierten 

Bedingungen unter Verwendung binärer mobiler Phasen von Wasser und Acetonitril 

charakterisiert. Diese chromatographischen Tests zeigten für einen exemplarischen gemischt-
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funktionalen Kationenaustauscher neben dem erwarteten Kationenaustausch (CEX) auch 

typische Merkmale von Verteilungschromatographie. Je nach Polarität der mobilen Phase 

konnten ungeladene Alkylbenzole entsprechend dem Mechanismus der 

Umkehrphasenchromatographie (RPLC) oder Nukleosidderivate entsprechend der hydrophilen 

Interaktionschromatographie (HILIC) getrennt werden. Anhand der ermittelten 

Selektivitätsparameter wurden erstmals multimodale Eigenschaften (RPLC/CEX/HILIC) 

polymerbasierter Kationenaustauscher beschrieben.  

Zur Erklärung dieses Verhaltens wurde die räumliche Verteilung der unterschiedlichen 

funktionellen Gruppen innerhalb des Materials mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie 

bestimmt, indem die ionischen Austauschergruppen mit dem kationischen Fluoreszenzfarbstoff 

Rhodamin 123 selektiv markiert wurden. Die beobachtete homogene Verteilung beider polarer 

Gruppen in den Partikeln sorgt für die Hydrophilisierung des Materials und ermöglicht die 

Anreicherung von Wasser auf der Oberfläche. 

Die Bestimmung von Überschussadsorptionsisothermen ermöglichte die systematische 

Untersuchung der Lösungsmittelanreicherung sowie ihre Abhängigkeit vom 

Funktionalisierungsgrad des Materials. Mittels der minor disturbance Methode wurde für die 

gemischt-funktionalisierte stationäre Phase abhängig von der Zusammensetzung der mobilen 

Phase eine Anreicherung von Wasser oder Acetonitril auf der Materialoberfläche 

nachgewiesen. Dieses Verhalten ist typisch für multimodale Materialien und bestätigt das 

beobachtete Retentionsverhalten der Modellanalyten fundamental. Innerhalb der untersuchten 

Reihe gemischt-funktionalisierter Kationenaustauscher wurden mit steigendem 

Sulfonierungsgrad (bis 0,27 % w/w Schwefel) keine signifikanten Änderungen der 

Adsorptionsisothermen beobachtet, die ein Indikator für die Polarität des Materials sind. 

Stattdessen wurde durch den Vergleich mit unfunktionalisiertem und nur sulfoniertem PS/DVB 

die Carboxylierung als entscheidender Schritt zur Erhöhung der Hydrophilie identifiziert. 

Grund dafür ist die stark unterschiedliche Anzahl beider funktioneller Gruppen im gemischt-

funktionalisierten Material. Kleine Mengen an Sulfonsäuregruppen haben daher kaum Einfluss 

auf die Materialpolarität, wohingegen elektrostatische Wechselwirkungen aufgrund der 

vollständigen Dissoziation stark beeinflusst werden. Das modulare Funktionalisierungskonzept 

ermöglicht somit die Herstellung multimodaler Säulen mit einstellbaren Eigenschaften, da die 

Gewichtung von Verteilungs- und Ionenaustauschmechanismus unabhängig voneinander 

steuerbar ist. Dies wurde durch die Erweiterung der durchgeführten Selektivitätstests auf die 

gesamte Materialbibliothek bestätigt.  
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Neben dem Einfluss auf den Retentionsmechanismus wurde untersucht, wie die 

Funktionalisierung die Homogenität des Packungsmaterials beeinflusst. Dies ist ein 

wesentliches Kriterium für die Effizienz und Signalsymmetrie einer Trennsäule. Dazu wurden 

die Austauschergruppen mit Bariumkationen markiert und stark verdünnte 

Partikelsuspensionen mittels induktiv gekoppelter Plasma-Massenspektrometrie (ICP-MS) im 

Einzelpartikelmodus (sp) untersucht. Anhand der Masse von Bariummarkern in einzelnen 

Partikeln wurde die Interpartikelhomogenität bestimmt. Die Korrelation einer 

Durchschnittsanalyse von Schwefel mit den Einzelpartikeldaten der Bariummarker bestätigte 

die Aussagekraft dieser indirekten Methode zur Kontrolle der Materialfunktionalisierung. Die 

entwickelten Kationenaustauscher zeichneten sich durch eine homogene Intensitätsverteilung 

aus, die durch Mikroskopiedaten der Partikel bestätigt wurde. Außerdem konnte die 

Heterogenität einer Referenzprobe in Bezug auf Partikelgrößenverteilung und 

Funktionalisierung mit der sp-ICP-MS Methode nachgewiesen werden. Die ermittelte 

Heterogenität der Materialien korrelierte zusätzlich mit der Effizienz von Beispieltrennungen, 

die anhand der Bodenzahlen bestimmt wurde. Methodisch wurde für diese Untersuchung ein 

automatisiertes Fließinjektionsverfahren eingeführt und ein neuartiges beheiztes 

Probeneintragssystem erstmals an Mikropartikeln getestet, womit einerseits die Robustheit 

erhöht und andererseits die Effizienz des Probeneintrags von weniger als 1 % auf 60 % 

gesteigert werden konnte.  

Das vorgestellte Funktionalisierungskonzept und das erlangte Verständnis der Struktur-

Eigenschafts-Beziehungen wurden abschließend zur quantitativen Bestimmung der 

20 kanonischen Aminosäuren in Bierproben angewendet. Die für das Trennproblem optimierte 

stationäre Phase wurde mit einer mobilen Phase betrieben, die eine direkte Kopplung mit 

Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) ermöglicht. Alle Analyten konnten im 

Spuren- (µM) und Standardarbeitsbereich (mM) kalibriert und quantifiziert werden. Die 

optimierte Selektivität ermöglichte eine derivatisierungsfreie Analyse, die eine hohe Toleranz 

gegenüber komplexen Probenmatrices zeigte. Die teilweise Auflösung des kritischen 

Isomerenpaares Leucin und Isoleucin ermöglichte deren Bestimmung durch vertikale 

Peaktrennung oder Anpassung an GAUß-Funktionen ohne die Verwendung von MS/MS-

Detektoren. 

Durch das Design eines simplen und modularen Materialsystems wurde somit das Verständnis 

fundamentaler Prozesse an Kationenaustauschern verbessert, da eine große Bandbreite 

unterschiedlicher Experimente miteinander in Bezug gesetzt werden konnte. Durch die 

systematische Variation von einzelnen Säulenparametern, Analyt- und Eluenteigenschaften 
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wurden Zusammenhänge zwischen dem Aufbau und den Trenneigenschaften der 

Kationenaustauscher hergeleitet. Dieses Wissen wurde genutzt, um das Potential 

polymerbasierter Kationenaustauscher für die Analyse organischer Kationen mit multimodalem 

Retentionsmechanismus unter Verwendung von MS-Detektion am Beispiel von Aminosäuren 

zu zeigen. Die vorgestellten Materialien zeichnen sich durch die besondere Stabilität und die 

Steuerbarkeit der Selektivität aus. 

Ausblick 

Der Anwendungsbereich der entwickelten Säulenchemie wurde in studentischen 

Forschungsprojekten in die Bereiche Lebensmittel-, Umwelt- und Elementspeziesanalyse 

erweitert. Hierbei konnten kationische Pestizide, Triazine und Nitrosamine in hochionischen 

Matrices analysiert werden. Außerdem wurde eine Methode zur Analyse von Arsen- und 

Selenspezies entwickelt. Die für die jeweiligen Analyten optimierten Trennsäulen wurden dabei 

mit MS/MS- und ICP-MS-Detektion gekoppelt. Die Anwendung und Validierung dieser 

Methoden auf ein Set relevanter Realproben stellt einen Anknüpfungspunkt an die Ergebnisse 

dieser Arbeit dar.  

Auf methodischer Seite ist die weitere Optimierung der Einzelpartikelanalyse mittels ICP-MS 

für unterschiedliche funktionelle Gruppen wie beispielsweise Anionenaustauscher sowie des 

beheizten Probeneintragssystems von Interesse. Außerdem könnte die sp-ICP-MS Methode 

angewendet werden, um bromhaltige Initiatoren und Reste von Kupferkatalysatoren in mittels 

radikalischer Atomtransferpolymerisation hergestellten Materialien zu bestimmen.  

Um die Wechselwirkungen der pH-Wert-abhängigen funktionellen Gruppen untereinander 

genauer zu beschreiben, ist zusätzlich eine pH-Wert abhängige Durchführung der 

chromatographischen Charakterisierungsmethoden, Kapazitätsbestimmungen und 

Überschussadsorptionsisothermen denkbar. 

Während die relative Einfachheit des Materialsystems in der vorliegenden Arbeit die 

Etablierung neuer Methodiken und Konzepte ermöglichte, ist die schrittweise Erweiterung der 

Säulenchemie um weitere modulare Komponenten von Interesse. Basierend auf der 

durchgeführten Variation der Austauschergruppen können in Folgearbeiten zusätzlich 

Phosphonsäuren und Dicarbonsäuren mit einem Abstand von zwei Kohlenstoffatomen genutzt 

werden, um den Einfluss des pKs-Wertes der Austauschergruppe genauer zu untersuchen. Mit 

den vorgeschlagenen funktionellen Gruppen würde die große Lücke in der Azidität der in dieser 

Arbeit verwendeten Austauschergruppen geschlossen und im Idealfall eine nach Art, Anzahl 
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und pKs-Wert der funktionellen Gruppen quasi-kontinuierlich modifizierbare 

Materialplattform entwickelt werden. Dazu sind allerdings neue Funktionalisierungsmethoden 

zur Einführung dieser Gruppen notwendig, die mit den bisher verwendeten Reaktionen 

kompatibel sind und eine Variation des Funktionalisierungsgrades erlauben. Aussichtsreiche 

Reaktionen dafür bietet beispielsweise die Click-Chemie. An dieser Stelle ist auch ein 

zusätzlicher Einbau von zwitterionischen Gruppen oder Anionenaustauschern denkbar, um die 

multimodalen Eigenschaften weiter zu untersuchen. 

Eine weitere Dimension, in der die vorgestellte Materialchemie erweitert werden kann, ist die 

Polarität des Substrats durch die Anwendung einer in der Arbeitsgruppe SEUBERT bereits 

etablierten Technik zur Hydrophilisierung von PS/DVB. Durch die kombinierte Variation von 

Substrat und Austauschergruppen kann ein breiterer Bereich möglicher Material- und 

Trenneigenschaften abgedeckt werden, während die hohe Stabilität des Polymersubstrats 

erhalten bleibt. Die Variierbarkeit könnte zusätzlich durch die Steuerung von Materialkapazität, 

lokaler Ladungsdichte und dem Ort der Funktionalisierung durch die Anwendung von 

Kettenpolymerisierungen erhöht werden. 
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Fig. S1: Log k’ versus log c plots obtained with formic acid-based eluent for 20 standard amino 
acids with all columns under investigation. Eluent: 70/30% v/v (water/acetonitrile), 1-86 mM 
formic acid, pH 2.23-3.24; detection: ESI-MS; column temperature: 45 °C. 
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Fig. S2: Influence of acetonitrile as an organic modifier on the separation of 20 standard amino 
acids with all columns under investigation. Eluent: 0-40% v/v acetonitrile in water, 0.2% formic 
acid, pH 2.43-2.64; detection: ESI-MS; column temperature: 45 °C. 

  

  

  
 

Table S1: Retention and selectivity factors obtained on different MCX resins with increasing 
strong acidic character. Eluent: 85/15% v/v (water/acetonitrile), 0.2% formic acid. *histidine 
retention data on M4 resin was obtained on a column with smaller dimension. 

Column k’ (Gly) k’ (Phe) k’ (His) α (Phe/Gly) α (Phe/His) 

W2 0.30 2.39 0.84 7.97 2.85 

M1 0.37 3.58 1.67 9.67 2.14 

M2 0.89 8.56 4.27 9.61 2.00 

M3 1.41 18.5 15.6 13.1 1.19 

M4 4.64 42.0 176.8* 9.05 0.24 
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Table S2: Slope of log k’ - log P plots. 

Column 100 0 60 40 

C6 0.31 ±0.04 0.11 ±0.02 

M1 0.77 ±0.10 0.33 ±0.03 

PRP X-200 0.79 ±0.10 0.20 ±0.03 

 

Table S3: Quantitation data for 5 standard amino acids on M1 column with photometric 
detection. Chromatographic conditions: injection volume: 2 µL; eluent: 
85/15% v/v (water/acetonitrile), 0.05% formic acid; detection: UV/Vis 195 nm; column 
temperature: 45 °C; column dimension: 250 x 2 mm. 

Amino acid 
Test range 

/ µM 
tR / %RSD 

(n=5) 
Precision Conc. 
/ %RSD (n=11) 

Accuracy Conc. 
(Cal/Certipur)/ % 

Linearity 

DL-Met 0.061-1.27 0.29 2.92 105 0.9988 

L-Tyr 0.065-1.32 0.43 2.97 108 0.9984 

L-His 0.063-1.27 0.70 6.07 101 0.9996 

DL-Phe 0.067-1.33 0.28 3.80 107 0.9997 

L-Arg 0.065-1.33 1.05 4.18 105 0.9999 
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Table S1: Thermodynamic void volume as obtained from EAI experiments and theoretical 

numbers using a geometrical factor of 0.36. 

Column V0 (geom.) / mL V0 (EAI) / mL Geom. factor (calc.) 

Metrosep C6 0.302 0.356 0.245 

P1 0.201 0.211 0.328 

W2 0.201 0.240 0.236 

W1 0.201 0.242 0.230 

M4 0.201 0.241 0.233 

M5 0.201 0.245 0.220 

M2 0.201 0.232 0.262 

M1 0.201 0.242 0.230 

S1 0.201 0.213 0.322 

PRP X-200 0.333 0.358 0.311 
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Table S3: Qualitative figures of merit for exemplary MCX (M1) and Metrosep C6 column. *IC 

data obtained using MS-detection causing additional extra-column void. 

 N / m As 

Column C6 M1 PRP C6 M1 PRP 

HILIC (Tanaka test solutes) 

Adenosine 6700 18100 - 1.19 1.56 - 

Guanosine 12600 21400 - 0.85 1.52 - 

5mU 9300 16600 - 1.33 1.37 - 

Uridine 10100 17000 - 1.35 1.32 - 

Adenine 10900 15800 - 1.30 2.63 - 

Cytosine 11500 25600 - 1.05 1.82 - 

Guanine 13700 19100 - 0.78 1.45 - 

Thymine 7300 18800 - 1.67 1.35 - 

Uracil 8500 19100 - 1.59 1.32 - 

2dA 9300 18000 - 1.39 1.54 - 

2dC 11400 22400 - 1.11 1.47 - 

2dG 11300 20800 - 0.99 1.54 - 

Thymidine 7200 15300 - 1.59 1.35 - 

2dU 8200 15800 - 1.52 1.35 - 

Theobromine 8500 16600 - 1.52 1.37 - 

Theophene 8000 17000 - 1.64 1.41 - 

Vid 10600 18700 - 1.25 1.49 - 

3dG 12700 20900 - 0.99 1.45 - 

Cytidine 17170 19740 - 0.99 1.49 - 

RPLC (Alkylbenzenes) 

C0 - 14900 10000 - 1.11 1.37 

C1 - 12300 9200 - 1.01 1.32 

C2 - 14500 9600 - 1.49 1.28 

C3 - 13900 9700 - 1.10 1.23 

C4 - 17100 9900 - 1.10 1.22 

C5 - 17700 10000 - 1.15 1.27 

C6 - 18500 10400 - 1.18 1.23 
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Table S3: continued. 

IC (Trialkylamines) 

Rb 7500 5600 7100 2.33 1.64 1.12 

C1 10500 8600 14600 1.39 1.15 1.25 

C2 8200 5100 13500 1.79 1.56 0.93 

C3 10500 8200 13600 1.64 1.49 1.00 

C4 7000 7000 12600 1.89 1.49 0.95 

C5 6100 9100 11700 1.96 1.41 1.09 

C6 5900 12100 11100 1.89 1.33 0.96 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table S4: Effect of polymer functionalization towards hydrophilic Tanaka test parameters: 

eluent: 10/90 % v/v (20 mM AA buffer/acetonitrile); detection: ESI-MS. 

Column k(U) α(CH2) α(OH) α(V/A) α(AX) α(CX) α(Tb/Tp) α(2dG/3dG) 

S1 0.059 - - - - - - - 

W1 0.503 0.986 1.244 1.00 -0.538 57.2 0.84 1.00 

W2 0.737 1.046 1.461 1.11 -0.380 84.3 0.83 1.07 

M1 0.725 1.050 1.449 1.11 -0.393 85.4 0.84 1.07 

M2 0.683 1.042 1.440 1.09 -0.424 104 0.83 1.07 

M4 0.770 1.041 1.293 1.09 -0.327 99.7 0.87 1.07 

M5 1.881 1.122 1.575 1.09 -0.148 95.9 0.83 1.13 
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Fig. S1: Structure and pKa of test solutes under hydrophilic conditions. 

 

[1] R.M.C. Dawson, D. C. Elliott, W. H. Elliott, Data for Biochemical Research, Oxford, 

Clarendon Press, 1959. 

[2] Scifinder database (accessed March 2023) 
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Fig. S2: Influence of ionic strength towards the retention of nucleobases. Column: M1, Eluent: 
10/90 % v/v (buffer/acetonitrile), buffer pH: 4.85 (10 mM) to 3.75 (100 mM), eluent pH: 8.23 
(10 mM) to 7.26 (100 mM); analyte concentration: 10 ppm each 
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Fig. S3: U-shape plots on Metrosep C6 column for asparagine, adenine, cytosine, guanine, 
thymine and uracil as logarithmic retention factor (log k); eluent: 10-95 % v/v aqueous buffer 
(20 mM AA) in acetonitrile; detection: ESI-MS.
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Fig. S5: Excess adsorption isotherms of acetonitrile for all columns under investigation. 
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Fig. S6: Separation of seven alkylbenzenes on a homologous series of cation-exchange 

columns: eluent: 30/70 % v/v (100 mM FA/acetonitrile); detection: UV, analyte concentration: 

100 ppm. 
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Fig. S7: Separation of seven alkylbenzenes on W2 column at different pH: eluent: 30/70 % v/v 

(buffer/acetonitrile), buffer: 100 mM FA (pH = 2.25), 100 mM AF (pH = 4.96), 100 mM AC 

(pH = 9.18), analyte concentration: 100 ppm. 
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Fig. S8: Influence of sulfonation towards y-intercept of methylene selectivity for trialkyl amines. 
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Fig. S9: Separation of six trialkylamines on a series of different cation-exchange columns: 

eluent: 30/70 % v/v (100 mM FA buffer/acetonitrile); detection: ESI-MS, analyte concentration: 

10 ppm. 
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Fig. S10: Chromatograms of PS/DVB-based columns under HILIC conditions: eluent: 
10/90 % v/v (20 mM AA buffer/acetonitrile), analytes (10 ppm each) (1) toluol, (2) thymine, (3) 
thymidine, (4) uracil, (5) 2dU, (6) 5-MU, (7) 2dA, (8) uridine, (9) adenosine, (10) adenine, (11) 
2dC, (12) cytosine, (13) 2dG, (14) cytidine, (15) guanine, (16) guanosine. 
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Abstract 

A novel methodology was developed for the characterization of polymer microparticles by 

single-particle inductively coupled plasma mass spectrometry (sp-ICP-MS) using cation 

exchangers as model materials. Microparticles with a diameter of 4.5 and 10 µm were detected 

using both covalently attached sulfur and electrostatically labeled metal cations. Barium 

cations were found to be the optimal metal tag due to the high affinity to the cation-exchanger 

and improved sensitivity compared to the direct detection of sulfur. Particle functionalization 

was semi-quantitatively monitored for a series of structurally similar sulfonated materials with 

a critical bulk mass-fraction of 0.21% sulfur (4.5 µm particles) or a respective barium mass of 

0.59 pg per particle. Average barium mass per event correlated well with the mass-fraction of 

sulfur obtained from combustion ion chromatography experiments. Sample heterogeneity was 

monitored for particle batches produced by different synthetic procedures and was compared 

to microscopy data. Flow injection reduced sample consumption, increased robustness, and 

facilitated data evaluation. The transport efficiency was optimized using infrared (IR) heating 

of the sample introduction system (20-250 °C). Compared to a Scott double-pass spray 

chamber, the number of particles detected increased 10-fold when the modified cyclonic spray 

chamber with an IR heater in a modified baffle was operated above 135 °C. The method 

extends the possibilities of sp-ICP-MS for the detection of functionalized particles and the 

identification of their chemical properties. 

Introduction 

Inductively coupled plasma (ICP) mass spectrometry (MS) operated in single-particle mode 

(i.e., sp-ICP-MS) is an increasingly popular technique for the analysis of metal nanoparticles 

in a variety of samples from materials science to biomedical applications.1 A more recent and 

rapidly growing field of application is the analysis of nm- to µm-sized carbon-based particles2, 

for which sp-ICP-MS proved to be complementary to Fourier-transform infrared spectroscopy, 

Raman microscopy and pyrolysis gas chromatography-mass spectrometry.3,4 Possible 

applications of such sp-ICP-MS methodology are multifold as polymer particles are not only 
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critical to the environment and human health but important technical products, e.g. in 

separation science or drug transport, that need to be characterized.5,6 

Several articles describe the detection of µm-sized particles by monitoring carbon isotopes 

even in complex samples, despite the variety of potential non-particulate carbon sources.7-10 

Figures of merit and matrix compatibility were successfully improved by using ICP tandem 

mass spectrometry (ICP-MS/MS).11 However, the low sensitivity and the elevated background 

are still critical aspects using this approach.2,3 Recently, ICP time-of-flight MS was used for the 

quasi-simultaneous detection of 12C+ and doped rare earth elements in microplastic beads.12 

Alternatively, the heteroatom content of various types of polymer particles can be employed 

for their detection using sp-ICP-MS, which provides chemical information for identification of 

the particles. Such a heteroatom-based approach was used by Gelman et al. for the monitoring 

of polytetrafluoroethylene (PTFE) particles by detecting the 138Ba19F+ polyatomic interference 

after addition of barium nitrate to the carrier.13 

A complementary approach to the direct determination of carbon or covalently attached 

heteroatoms is the labeling of particles with abundant isotopes, which allows for an increased 

sensitivity. Thus, Jiménez-Lamana et al. compared different labeling approaches. Tagging 

carboxylated nanoplastics with positively charged gold nanoparticles was found to be the most 

effective technique, while direct Ag+ metal labeling was insufficient for a sensitive detection.14,15 

Additionally, an optimized tagging with nanoparticles was developed by Lai et al. to label 

common plastic types and detect them in the presence of matrix nanoparticles.16 

Most of the above-mentioned studies used a Scott double-pass spray chamber or single-cell 

setup with continuous nebulization for sample analysis and calibration. Poor transport 

efficiencies below 1% for µm-sized particles and cells were reported for standard sample 

introduction systems consisting of a pneumatic nebulizer fitted to a Scott double-pass spray 

chamber. This figure of merit was improved by using a linear pass spray chamber designed for 

the analysis of cells, although 100% transport efficiency was not achieved.10,17-19 Challenges 

for the analysis of microparticles using these setups are low transport efficiencies, high sample 

consumption and low sample throughput as well as memory effects and a lack of 

robustness.2,20 

Injecting a known amount of sample into a carrier using flow injection (FI) 21 or monosegmented 

flow analysis (MSFA) 22 eliminates errors associated with measurements of sample uptake rate 

and transport efficiency, while providing comparable results as sp-ICP-MS for determination of 

nanoparticle mass. Additionally, either FI or MSFA reduces memory effects and the 

contamination of the ICP (e.g. with carbon originating from detergents used to stabilize the 

particle suspension).22,23 However, neither approach has been tested with microparticles. 
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Infrared (IR) heating of the sample introduction system (where a cyclonic spray chamber has 

an IR heater inserted in a modified baffle and the connection to the torch is also IR-heated) 

provides total consumption for nanoparticles.24 It has yet to be used for the measurement of 

microparticles. Heating the aerosol reduces the droplet size and noise originating from the 

desolvation and vaporization of the droplets in the ICP.25,26 

Irrespectively of the sample introduction system, available methods require knowledge of the 

chemical composition and density of the particle prior to the determination of the size of 

microparticles.10 However, a stoichiometric labeling as expected for metal cations that 

correlates with the number of charged functional groups within the particle would be an 

interesting approach to characterize the chemical identity of engineered particles. To the best 

of our knowledge, an approach based on characterizing chemical properties such as the 

number and interparticle homogeneity of ionizable functional groups has not been previously 

investigated. Various particles including ion-exchangers and nanolipids would be suitable for 

such an approach and have not been characterized on a single-particle level yet. Additionally, 

microplastics tend to undergo oxidation and carboxylation over time in the environment and 

are thus another promising object of study.9,15,27 

This study aims to expand the set of available methodologies for the analysis of functionalized 

microparticles using sp-ICP-MS to enable more advanced applications. An electrostatic metal 

ion labeling procedure was developed to increase sensitivity and allow for semi-quantitative 

characterization of the microparticles. Additionally, FI-sp-ICP-MS and IR-heating of the sample 

introduction system were applied to carbon-based microparticles for the first time. 

Experimental 

Chemicals and materials 

Ultrapure water from a MilliQ-system (Merck-Millipore Billerica, MA, USA) and an Atrium Pro 

system (Sartorius Stedim Biotech, Göttingen, Germany) was used for all experiments. Barium 

nitrate (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), rubidium carbonate (Sigma-Aldrich, Steinheim, 

Germany), sodium perrhenate (Chempur, Karlsruhe, Germany), Triton X-100 (Serva, 

Heidelberg, Germany), and ethanol (Honeywell, Mücke, Germany) were used as received. 

Sub-boiled nitric acid (69%) was purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Calibration 

was performed using a Certipur® multielement-standard VI (Merck, Darmstadt, Germany) for 

rubidium and barium. Alternatively, single element 1000 mg L−1 stock solutions were purchased 

from SCP Science (Baie d'Urfé, QC Canada). 
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Preparation and characterization of model particles 

Polystyrene/divinylbenzene (PS/DVB) particles were prepared and characterized as described 

previously.28 Table S1 shows the composition of the series of self-prepared functionalized 

materials obtained from the same batch of polymer substrate. Sulfur was determined using a 

Schoeniger combustion with subsequent sulfate quantitation using anion-exchange 

chromatography (Offline Combustion IC). The obtained data were confirmed on a relative scale 

using rubidium retention in cation-exchange chromatography and energy-dispersive X-ray 

spectroscopy (EDX). Carboxylic acid groups were quantified as proton capacities obtained 

from displacement experiments and were normalized to the respective polymer mass. 

Sample preparation 

A suspension of 5 mg dried polymer, 0.5 mL ethanol, 0.5 mL water and 0.1 mL labeling solution 

was homogenized and incubated overnight at 21 °C. Saturated Ba(NO3)2 and 1 M Rb2CO3 

were used for metal ion labeling. The particles were precipitated and washed seven times with 

20/80% (v/v) (ethanol/water) to remove unspecifically binding metal ions. The final extraction 

was performed with water. The labeled particles were dried overnight at 60 °C and were 

weighed to determine the mass concentration of the respective slurry. A stock suspension of 

5000 ppm was prepared in 1 mM Triton X-100 as a non-ionic detergent. 

Prior to analysis, the stock suspension was homogenized using ultrasonication and diluted 

with 1 mM Triton X-100 to obtain the final slurries. Particle suspensions were sonicated and 

shaken at least every 30 min before analysis. Stock suspensions were stored at room 

temperature and were stable for over six months. A slurry concentration of 10 ppm labeled 

particles was selected as a compromise between maximizing the number of detected particles 

and minimizing multi-particle events (Fig. S2). Calibration was performed by FI of 20 µL of 0.1 

to 50 µg L−1 standard solution diluted with 1 mM Triton X-100 as described before.22 Transient 

signals were integrated over a constant time window. To avoid the formation of aggregates in 

the instrument tubing and an enrichment of the detergent in the sample introduction system, 

0.7% nitric acid was added to the sample queue every ten injections. 

Instrumentation 

An 7500ce ICP-MS instrument (Agilent, Tokyo, Japan) comprising a Scott double-pass spray 

chamber operated at 2 °C and a Mira Mist polyetheretherketone (PEEK) nebulizer (Burgener 

Research Inc., Mississauga, ON, Canada) was the mainly used instrument in this study. The 

instrument was equipped with the standard quartz torch with an injector diameter of 2.5 mm. 

Table 1 shows the operating parameters. It was connected to an ASX 520 autosampler 

(CETAC Technologies, Omaha, NE, USA) and an Integrated Sample Introduction System 
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(Agilent, Tokyo, Japan) consisting of an injection valve with a 20-µL sample loop and an 

additional peristaltic pump and using the operating parameters in Table S2. 

Experiments using the IR-heated sample introduction system with a 50 mL modified baffled 

cyclonic spray chamber described elsewhere 24 were carried out on a Varian 820MS ICP-MS 

instrument (Mulgrave, Australia) using a PFA260 nebulizer (Burgener Research Inc.) and the 

operating conditions summarized in Table 1. A quartz torch with an injector diameter of 2.3 mm 

was used. For reference, a Scott double-pass spray chamber (SCP Science) was used. A 

correction for the average quadrupole settling time of 41 ms was done as described 

previously.29 

Table 1: ICP-MS operating parameters. 

Parameter Value 

 7500ce (Agilent) 820MS (Varian) 

RF power (kW) 1.55 1.3 

Sampling position (mm) 8.2 5.5 

Plasma gas flow rate (L min−1) 15.0 18.0 

Auxiliar gas flow rate (L min−1) 0.20 1.80 

Nebulizer gas flow rate (L min−1) 0.95 0.90 

Sample uptake rate (µL min−1) 382 25-75 

Isotopes measured (m/z) 138 (138Ba+), 85 (85Rb+), 34 (34S+), 

48 (32S16O+), 185 (185Re+) 

137 (137Ba+) 

Acquisition time (s) 30 (cont. asp.), 50 (FI) 35 

Dwell time (ms) 10 10 

 

Sample uptake rate and transport efficiency 

The sample uptake rate was determined daily and obtained from a five-minute aspiration of 

water in triplicates. Particle number concentrations (PNC) were determined using a counting 

chamber Neumann (Marienfeld, Lauda, Germany) with two replicate fillings per sample 

combined with optical microscopy. 20 images at 10x magnification were taken per replicate 

using a Axiotech 100HD microscope (Zeiss, Jena, Germany) equipped with a Canon EOS 

1200D (Canon, Tokio, Japan) camera. Images were processed using the ImageJ2 software 

with Fiji package to determine PNCs. Transport efficiency (TE) was determined using a 

modified particle frequency method.30 The number of detected events from 20 µL FI of the 

slurry was compared to the counted PNC. 

As no certified PNCs were available for the materials under investigation, TEs of non-

particulate solutions were determined gravimetrically by weighing the infeed and drainage 
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before and after 10 min of aspiration. To compare dissolved samples and slurries, the metal 

tags were extracted into solution by suspending the labeled particles in 69 % nitric acid 

(0.5 mL), subsequent filtration with PTFE syringe filters (0.45 µm) and rinsing three times with 

4 M nitric acid (0.1 mL). The obtained signals from FI of 20 µL of each of the filtrate and the 

respective slurry were integrated. The resulting area ratio was multiplied by the solution TE to 

obtain the total TE for the slurry. Exemplary data for a variety of particle batches exhibiting a 

broad range of particle size and functionalization are provided in Table S3. 

Data processing 

The data collected in time-resolved mode were exported and processed using Excel 

(Microsoft, Redmond, WA, USA). A threshold of three times the standard deviation of the 

average signal was used to discriminate between particle events and the background. The 

procedure was iterated to account for all particle events independently of the number of 

detected events.  

When a significant background signal was observed in FI mode, the peak resulting from 

dissolved elements was fitted and subtracted using Origin Pro 8 (OriginLab Corporation, 

Northampton, MA, USA). Particle intensity distributions were estimated through the application 

of Equation S1 (log-normal fit). 

A dwell time of 10 ms was used in this study to maximize signal intensity per particle.10 As the 

dwell time is significantly longer compared to an average event duration of 600 µs, event 

intensities were multiplied by the dwell time to obtain the respective integral. The sum integral 

of all events was used to determine the heteroatom mass using the calibration function, and 

dividing by the number of detected events yielded the average heteroatom mass of an event.  

A multivariate optimization of temperature (20 to 250 °C) and sample uptake rate (25 to 

75 µL min−1) to maximize TE was conducted for the IR-heated setup using Minitab® 18 

(Minitab Inc., State College, PA, USA) with a face-centered composite experimental design.  

Results and discussion 

Heteroatom-based detection of polymer microparticles 

Sulfonated PS/DVB particles (7.21 % (w/w) S) were detected using either electrostatic labeling 

with metal tags or the intrinsic S and C atoms (Fig. 1). Barium and rubidium were identified as 

promising metal tags because they are fully ionized in the ICP and are free of critical 

interferences. Additionally, both metal ions have a stable charge in the aqueous labeling 

solution. Ba2+ tags offer a high signal-to-noise ratio due to their strong electrostatic interaction 

with the cation-exchanger. In contrast, Rb+ shows significant background due to the equilibrium 

population of the cation-exchange sites with H+ and Rb+. The stability of the metal tags was 
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studied by adding nitric acid to the slurry. Ba2+ electrostatic tag was highly stable in presence 

of an excess of nitric acid (Fig. S3) and tagged particles were detectable in the full 

concentration range (0 to 120 mM nitric acid). In contrast, Rb+ was already removed at low 

concentrations of nitric acid (1 mM). This difference in binding stability could be a reason for 

the insufficient labeling reported in previous studies using monocationic Ag+.14 The specific 

labeling of charged functional groups was verified by submitting unfunctionalized particles to 

sp-ICP-MS and EDX analysis after the labeling and washing procedure. No signal was 

observed in both control experiments. In combination with prior experience for sulfonated 

particles in cation-exchange chromatography, Ba2+ can thus be considered one of the most 

robust cationic tags in an aqueous environment, which is additionally reflected by the high ratio 

of charge to hydrated radius.31,32 

 

Figure 1: Comparison of different detection strategies for sulfonated PS/DVB microparticles: indirect 
detection through electrostatically attached metal tags (top) and direct detection of carbon and sulfur 
atoms (bottom). 

The direct detection of the particles by their sulfur heteroatom using the 32S16O+ polyatomic 

interference in no-gas mode provided a higher sensitivity in comparison to 34S+. The detection 

by the backbone atom carbon was only possible for hydrophilic particles that did not require 

Triton X-100 as non-ionic detergent to stabilize the slurry.  

To demonstrate the more general scope of the electrostatic labeling using small metal probes, 

the experiment was extended to a broader sample set (Fig. S4). Sulfonated particles with a 

mean diameter of 10 µm and carboxylated silica as well as PS/DVB were successfully detected 

by using barium tags. As an example for positively charged particles, polymer-based anion-
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exchangers were selected. Perrhenate anions were found to be a well-suited probe for the 

labeling of cationic particles offering both a low background and a high binding affinity. 

Monitoring of particle functionalization using electrostatic labeling 

A series of self-prepared particles based on PS/DVB with varying degrees of sulfonation and 

otherwise constant properties were analyzed to evaluate the relationship between material 

properties and the metal tag in detail. A fully automated FI setup was applied to reduce sample 

consumption, memory effects and the carbon intake of the ICP resulting from the particles and 

the stabilizing agent. An average of 20 particles was detected per injection with a 20 µL 

injection loop (Fig. 2A), which equals a TE below 1 %. Figure 2A also shows the transient 

signal of an exemplary calibration standard solution compared to a 1 mM Triton X-100 blank. 

  

Figure 2: Semi-quantitative analysis of a series of sulfonated polymer microparticles using FI-sp-ICP-
MS: A 10 ppm Ba2+-tagged slurry, 1 ppb dissolved Ba2+ standard (blue) and 1 mM Triton X-100 (black), 
B correlation of bulk functionalization with average single-particle event mass of Ba2+ tags. 

Using the proposed FI-sp-ICP-MS method, the mean Ba mass per event was determined for 

a broad set of structurally similar materials. Ba labeling enabled the detection of a critical 

heteroatom mass-fraction of 0.21 % (w/w) sulfur. The determined Ba masses correlated well 

with offline Combustion Ion Chromatography experiments (Fig. 2B), allowing for a semi-

quantitative analysis of the tested material set. Table 2 shows figures of merit for the proposed 

FI-sp-ICP-MS method. Compared to Ba2+ tagged samples, Rb+ tagged particles as well as the 

direct detection of S were less favorable in terms of sensitivity, background, and precision of 

signal (Fig. S5). 
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Table 2: Figures of merit of the FI-sp-ICP-MS method for the analysis of functionalized microparticles. 

Parameter 138Ba+ 

Solution sensitivity (cts ng−1) 46900, R2 = 0.99977 

Slurry sensitivity (cts event−1 per % (w/w) S) 27200, R2 = 0.99957 

Critical sulfur bulk concentration (% (w/w)) 0.21 

% RSD (signal) < 7 % (n = 10) 

Transport efficiency (n = 12) 0.22 ± 0.06 % 

Number of events (20 µL injection) 20 ± 5 

 

A background correction was used for resins containing carboxylic acids for which barium tags 

were in equilibrium with dissolved barium cations due to the weakly acidic character of the 

functional group. The data processing procedure that utilizes the peak shape of the 

background signal is displayed in Fig. S6 for an exemplary data set. Procedure precision 

(% RSD) was determined as 7 % (n = 10) for carboxylated particles with 0.146 ± 

0.004 % (w/w) S as a worst-case assumption. For the series of only sulfonated particles 

% RSD was between 0.6 and 7 % (n = 3) depending on the degree of sulfonation. 

Therefore, Ba2+-tag labeling combined with FI-sp-ICP-MS enables rapid screenings of charged 

particles on a single-particle level to determine the absolute number of charged functional 

groups for monitoring particle functionalization or preparation processes. Besides advantages 

in terms of robustness and instrument maintenance, error-prone measurements of sample 

uptake rate and transport efficiencies are not needed for data processing.21 However, the 

straightforward correlation between the bulk parameters and single-particle results depends 

on the use of a constant particle substrate with fixed properties (e.g. size and porosity). 

Additionally, multiple injections or larger injection volumes with increased acquisition times are 

required to generate event intensity distributions. To further improve sensitivity, an increased 

band pass could be applied to account for all Ba isotopes.33 

Evaluation of sample homogeneity 

Samples produced following different protocols were analyzed to demonstrate the method’s 

ability to provide information about particle homogeneity for this class of microscale particles. 

Particle batches from the series of laboratory-synthesized materials analyzed in the previous 

section showed a high level of homogeneity in sp-ICP-MS (Fig. 3A). The sample homogeneity 

was confirmed with scanning electron microscopy (SEM), which indicated a homogeneous 

size distribution of 4.45 ± 0.20 µm. The even distribution of sulfonic acid functional groups 
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within the material was demonstrated using confocal laser scanning microscopy (CLSM) after 

labeling with Rhodamine 123 cationic fluorescent dye  (Fig. S7A).31 All data sets independent 

of the level of functionalization showed an event intensity distribution that can be described by 

a single peak for which peak center and mean intensity were in good agreement (Fig. S8A). 

Additionally, relative heterogeneity was compared using the reduced peak width obtained from 

a log-normal fit. Relative peak width inversely correlated with the degree of sulfonation due to 

the short reaction times used for weakly functionalized particles resulting in extra 

heterogeneity. 

 

Figure 3: Histograms of different batches of sulfonated PS/DVB particles: A laboratory-made particles 
with 7.21% (w/w) S, B heterogeneous particle batch comprising three different types of particles; dashed 
line: mean signal intensity. 

In contrast, a commercially available sulfonated cation-exchange material (SCX) with a 

nominal particle size of 10 µm showed a heterogeneous intensity distribution of the barium tag 

(Fig. 3B). Particle imaging by SEM confirmed the heterogeneity of particle diameter 

(10.0 ± 1.4 µm) measured by sp-ICP-MS. Additionally, CLSM showed that functionalization 

only takes place at the outer sphere of the particle, further confirming the heterogeneity (Fig. 

S7B). For further analysis of this heterogeneous sample, three distinct populations were 

identified and further evaluated using a log-normal fit (Fig. S8B). The uneven intensity ratios 

of those different distributions showed that the observed effect was not due to multi-particle 
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events within one dwell time. Moreover, the strong impact of the particle diameter on the 

number of tagged functional groups reflected by the particle volume could be analyzed 

independently of the functionalization heterogeneity.  

IR-heating of the sample introduction system 

A setup optimized for efficient particle introduction into the plasma was used to study the effect 

of IR-heating towards the transport of microparticles. A two-parameter optimization of sample 

uptake rate and temperature was conducted to maximize TE for 4.5 µm sulfonated PS/DVB 

particles. The resulting contour plot demonstrates the influence of the parameters under 

investigation (Fig. 4). A 5-fold increase in TE resulted upon heating the baffled cyclonic spray 

chamber to 135 °C compared to 20 °C, but more elevated temperatures (250 °C) did not result 

in a significantly higher number of detected particles (Fig. S9). In contrast, the sample uptake 

rate had a limited effect between 25 and 75 µL min−1. Compared to 510 ± 60 particles detected 

using a Scott double-pass spray chamber operated at 20 °C and 0.333 mL min−1, the number 

of detected particles increased 10-fold with the IR-heated system for the same suspension. 

Based on the calculated PNC, this corresponds to a TE of 60 ± 7%, which is an improvement 

compared to previous reports on polymer particles or cells of a similar size.10,34,35 However, 

further improvements are needed for total consumption, as was achieved for nanoparticles 

with the same system.24 

 

Figure 4: Contour plot of normalized particle number for Ba2+-labelled resin (1 ppm) versus sample 
uptake rate and IR-heating temperature. 

As a proof of concept, a suspension containing 10 µm sulfonated particles was analyzed using 

the standard setup and the proposed system. With the cooled Scott double-pass spray 

chamber (2 °C), TE decreased 5-fold compared to that measured with 4.5 µm particles (Table 

S3). However, using the IR-heated system at 100 °C and 50 µL min−1 sample uptake rate, a 

significantly smaller decrease to 40 % TE resulted. This experiment shows the potential of the 

methodology for the analysis of larger microparticles. However, a broader set of larger 

microparticles should be studied to understand their effect on fundamental plasma processes. 
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Another potential strategy would be to operate a linear pass spray chamber at elevated 

temperatures and apply it to single-cell ICP-MS, which faces similar challenges in introducing 

intact cells into the plasma.36,37 

Conclusions 

In this study, methodology for the characterization of functionalized polymer particles using sp-

ICP-MS was developed based on the stoichiometric labeling of charged functional groups with 

barium cations. Sensitivity and matrix compatibility were found to be optimal for barium tags 

compared to the mono-cationic rubidium or the direct detection of sulfur heteroatoms. The 

robustness, the degree of automation and the ease of measurement were improved by 

employing FI for the analysis of polymer microparticles. Using this FI-sp-ICP-MS method, a 

linear correlation of barium mass and the mass-fraction of bulk sulfur between 0.21 and 

7.21% (w/w) resulted. This demonstrated that stoichiometric labeling and FI-sp-ICP-MS can 

be used to determine the absolute number of charged functional groups within a single 

microparticle. Furthermore, particle-to-particle heterogeneity in the intensity distributions could 

be related to differences in particle diameter and functionalization. IR-heating of the sample 

introduction system proved to be an effective tool for the analysis of microparticles as TE of 

60 ± 7 % for 4.5 µm diameter particles was 10 times that measured with a standard unheated 

Scott double-pass spray chamber. The proposed methodology should be applicable to the 

characterization of other charged particles or to single-cell analysis. 
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Table S1: Series of self-prepared carboxylated and/or sulfonated PS/DVB resins: particle 

diameter 4.45 µm, fully porous PS/DVB, 0.3 mmol/g COO− for carboxylated resins. 

Name Substrate Charged functional 
group 

% (w/w) sulfur 

PS/DVB PS/DVB - - 

S1 PS/DVB SO3
− 0.205 ± 0.009 

S2 PS/DVB SO3
− 0.237 ± 0.003 

S3 PS/DVB SO3
− 0.461 ± 0.004 

S4 PS/DVB SO3
− 5.077 ± 0.003 

S5 PS/DVB SO3
− 7.2 ± 0.3 

O1 PS/DVB COO− - 

M1 O1 COO−SO3
− 0.146 ± 0.004 
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Table S2: Sample introduction parameters used for flow injection analysis. 

Step Speed / rps Time / s 

Carrier Speed 0.1 - 

Sample Load 0.5 30 

Probe Rinse 0.5 10 

Rinse 0.5 60 

Loop Wash - 10 

Acquisition - 50 

 

 

Table S3: Exemplary transport efficiency data using a standard sample introduction system 

(Scott double-pass spray chamber, 2 °C, sample uptake rate: 0.382 mL/min). 

Material size 

/ µm 

Functional 

groups 

PNC 

(N/L) 

TE (PNC) / 

% 

TE (extract) / 

% 

S5 (20 ppm) 4.5 SO3
− 7.7 * 108  0.33 0.27 

SCX resin (100 ppm) 10 SO3
− 2.9 * 108 0.059 - 

M1 (10 ppm) 4.5 SO3
−/COO−/OH 4.0 * 108 0.24 - 

M1 (5-30 ppm) 4.5 SO3
−/COO−/OH Fig. S2 0.22 - 

PS/DVB (10 ppm) 4.5 - 2.9 * 108 - - 

 

 

 

Equation S1: Log-normal function applied for peak fitting of particle intensity distributions. 

 𝑦 = 𝑦0 + (
𝐴

√2𝜋 ∙ 𝑤 ∙ 𝑥
) ∙ 𝑒

−
(ln(

𝑥
𝑥𝑐

))
2

2𝑤2  (Eq. S1) 

y0: baseline, A: Amplitude, w: peak width, xc: peak center 
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Figure S1: Flow injection analysis setup for the analysis of polymer slurries using sp-ICP-MS. 

 

 

Figure S2: Selection of slurry concentration: A validation of particle counting method using a 

correlation of particle mass and number concentration (R2 = 0.98) at a constant transport 

efficiency of 0.62 ± 0.14 % (number of images: n = 20), B effect of slurry concentration on 

event intensity (injections: n = 3). 
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Figure S3: Detection of labeled sulfonated PS/DVB (A Ba2+ tagged, B Rb+ tagged) under 

acidic conditions: 10 ppm polymer slurry in 1 mM Triton X-100 with different concentrations of 

nitric acid. 

 

 

 

Figure S4: Detection of further polymer microparticles by heteroatoms: Ba2+ labeled A 5 µm 

Metrosep C6 resin (carboxylated silica), B 4.5 µm carboxylated PS/DVB, C 10 µm SCX resin 

(sulfonated PS/DVB), D ReO4
− labeled anion-exchanger (4 µm PS/DVB + quaternary 

ammonium groups). 
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Figure S5: Transient signal of polymer suspension in flow injection mode using Ba2+ and Rb+ 

as metal tags and a direct detection of sulfur (10 ppm slurry in 1 mM Triton X-100, 7.21 % 

(w/w) S, 20 µL sample loop). 
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Figure S6: Exemplary background correction for a sample containing weakly acidic functional 

groups: A original data set, B background subtracted data after applying an asymmetric double 

sigmoidal fit (R2 = 0.98). 

 

 

 

Figure S7: Imaging of polymer samples: size distribution histograms (left), scanning electron 

microscopy (SEM) - center, confocal laser scanning microscopy (CLSM) of Rhodamine 123 

labeled samples (right). A polymer substrate for self-prepared particles, B test sample of 

sulfonated PS/DVB with a nominal diameter of 10 µm.  
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Figure S8: Histograms obtained from sp-ICP-MS: A PS/DVB particles (4.5 µm) with different 

levels of sulfonation, B heterogeneous particle batch (10 µm) comprising three distinct 

populations (1-3); dashed line: mean signal intensity; w: normalized width of the log-normal fit. 
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Figure S9: Exemplary datasets at 50 µL min−1 sample uptake rate using the IR-heating setup: 

a) 20 °C, 1210 ± 110 particles, b) 135 °C, 5550 ± 260 particles, c) 250 °C, 5490 ± 220 particles. 
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Table S1: Chromatographic data for 16 standard amino acids on PRP X-200 column 

(2.1 x 150 mm). Retention time tR, retention factor k, resolution RS, efficiency N and asymmetry 

factors As obtained in isocratic elution mode. Chromatographic conditions: injection volume: 

5 µL; sample size: 0.3 mM per amino acid; eluent: 90/10 % v/v (water/acetonitrile), 0.2 % 

formic acid; flow rate: 0.25 mL/min; detection: ESI-MS (SIM-POS [M+H]+); column 

temperature: 45 °C. 

m/z Analyt tR / min k RS (N+1) N / m−1 As 

134 DL-Asp 3.26 1.43 1.4 8000 1.4 

133 L-Asn 3.58 1.69 0.71 9000 1.1 

106 DL-Ser 3.74 1.83 0.88 10000 1.1 

120 DL-Thr 3.96 2.01 0.01 8000 1.2 

147 L-Gln 3.96 2.01 0.34 6000 1.1 

148 L-Glu 4.06 2.09 1.55 8000 1.0 

116 L-Pro 4.56 2.50 0.61 6000 1.2 

76 L-Gly 4.75 2.66 2.13 11000 0.9 

90 DL-Ala 5.41 3.20 6.91 9000 1.1 

118 DL-Val 8.58 5.81 3.81 8000 1.0 

150 DL-Met 10.1 7.79 3.31 9000 0.8 

182 L-Tyr 13.56 9.90 2.46 9000 1.0 

132 L-Ile 16.05 11.94 1.07 7000 0.8 

132 L-Leu 17.27 12.95 7.26 9000 1.1 

166 DL-Phe 27.57 21.42 16.91 10000 0.8 

205 DL-Trp 87.31 70.55  10000 0.9 
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Table S2: Chromatographic data for 20 standard amino acids on Metrosep C6 column 

(2.0 x 150 mm). Retention time tR, retention factor k, resolution RS, efficiency N and asymmetry 

factors As obtained in isocratic elution mode. Chromatographic conditions: injection volume: 

5 µL; sample size: 0.3 mM per amino acid; eluent: 70/30 % v/v (water/acetonitrile), 0.2 % 

formic acid; flow rate: 0.20 mL/min; detection: ESI-MS (SIM-POS [M+H]+); column 

temperature: 45 °C. 

m/z Analyt tR / min k RS (N+1) N / m−1 As 

134 Asp 3.01 0.33 2.35 11000 1.8 

148 Glu 3.44 0.55 0.38 12000 1.6 

106 Ser 3.51 0.58 0.91 14000 1.6 

120 Thr 3.68 0.67 1.07 14000 1.7 

133 Asn 3.89 0.77 1.25 15000 1.5 

147 Gln 4.16 0.91 0.34 11000 1.3 

76 Gly 4.23 0.94 1.09 19000 1.4 

90 Ala 4.44 1.05 0.62 21000 1.6 

116 Pro 4.57 1.11 0.47 11000 1.8 

241 Cys 4.7 1.18 0.36 13000 1.5 

182 Tyr 4.78 1.22 1.04 20000 1.5 

150 Met 5.01 1.34 0.37 17000 1.8 

118 Val 5.1 1.38 2.09 13000 1.5 

132 Ile 5.77 1.72 0 9000 1.5 

132 Leu 5.77 1.72 1.46 9000 1.5 

166 Phe 6.24 1.96 6.93 19000 1.5 

205 Trp 8.38 3.04 15.44 22000 1.3 

156 His 15.69 6.73 3.89 25000 1.4 

147 Lys 18.19 7.99 5.46 27000 1.5 

175 Arg 22.71 10.28  20000 1.6 
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Table S3: Chromatographic data for 20 standard amino acids on MCX column. Retention time 

tR, retention factor k, resolution RS, efficiency N and asymmetry factors As obtained in isocratic 

elution mode. Chromatographic conditions: injection volume: 5 µL; sample size: 0.3 mM per 

amino acid; eluent: 85/15 % v/v (water/acetonitrile), 0.05 % formic acid; flow rate: 0-12 min 

0.2 mL/min, 12.5-32.5 min 0.25 mL/min, 33-34 min 0.2 mL/min; detection: ESI-MS (SIM-

POS [M + H]+); column temperature: 45 °C [34]. 

 

m/z Analyt tR / min k Rs (N+1) N / m−1 As 

134 DL-Asp 4.34 0.40 1.65 11000 1.4 

133 L-Asn 4.66 0.52 0.16 12000 1.2 

241 L-Cys 4.69 0.53 0.05 12000 1.2 

106 DL-Ser 4.70 0.53 0.91 12000 1.2 

147 L-Gln 4.89 0.60 0.20 11000 1.2 

120 DL-Thr 4.93 0.61 0.51 13000 1.2 

116 L-Pro 5.03 0.65 0.27 13000 1.2 

148 L-Glu 5.09 0.67 0.88 12000 1.1 

76 L-Gly 5.28 0.74 2.14 14000 1.2 

90 DL-Ala 5.74 0.90 7.16 15000 1.2 

118 DL-Val 7.50 1.52 2.22 17000 1.1 

150 DL-Met 8.11 1.74 3.38 18000 1.0 

182 L-Tyr 9.12 2.10 5.26 19000 1.0 

132 L-Ile 10.81 2.70 0.85 17000 1.1 

132 L-Leu 11.14 2.82 4.76 17000 1.0 

156 L-His 12.92 3.45 3.66 30000 1.0 

166 DL-Phe 14.29 3.91 4.22 32000 1.0 

147 L-Lys 15.84 4.48 4.09 37000 1.1 

175 L-Arg 17.59 5.10 17.00 32000 1.0 

205 DL-Trp 28.71 9.05  25000 1.0 
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Table S4: Exemplary fit parameters obtained for an equimolar standard and a wheat beer 

sample. 

 Equimolar Standard Mixed-beer sample 

 Value Error Value Error 

Fit parameters 

y0 10106 106.66 7583.3 22.727 

xc1 10.699 4.68E-4 10.595 0.001 

w1 0.3107 6.338E-4 0.3182 0.0014 

A1 669133 2121.60 62467.6 406.450 

xc2 11.105 4.93E-4 11.021 3.94E-4 

w2 0.3605 7.142E-4 0.3650 5.965E-4 

A2 857841 2157.31 208918 413.650 

Statistics 

DF 1716  1716   

COD (R^2) 0.99973  0.99964  

ReducedChiSq 1.88666E7  855848.3666  

 

 

 

 

 

 

Table S5: Eluent-dependent resolution of Ile/Leu with varying organic modifier. ** without 

Trp, Phe; *without Trp. 

Eluent (H2O/ACN + %FA) RS (Ile/Leu) Runtime / min No. of AA N (Ile, Leu) 

100/0 + 0.2 2.92 36 18** 12000 

95/5 + 0.2 1.75 30 19* 16000 

90/10 + 0.2 1.30 20 19* 13000 

85/15 + 0.05 0.85 34 20 17000 
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Table S7: Recovery rates in comparison to a certified reference standard with both UV and MS 

detection [34]. 

Analyte 
Recovery UV 

(Cal/Certipur)/ % 

Recovery MS 

(Cal/Certipur)/ % 

DL-Asp - 103 

L-Cys - 111 

DL-Ser - 101 

DL-Thr - 82.9 

L-Pro - 101 

L-Glu - 80.8 

L-Gly - 90.1 

DL-Ala - 105 

DL-Val - 127 

DL-Met 105 107 

L-Tyr 108 103 

L-Ile - 98.7 

L-Leu - 103 

L-His 101 104 

DL-Phe 107 107 

L-Lys - 107 

L-Arg - 106 

 

 

Equation S1: Gaussian function applied for peak fitting using the Levenberg-Marquardt 

algorithm. 

 

 
𝑦 = 𝑦0 +

𝐴

𝑤√
𝜋
2

∙ 𝑒
−2

(𝑥−𝑥c)2

𝑤2  
 

y0: baseline, A: peak area, w: peak width, xc: retention time 
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Figure S1: Optimized gradient program using MCX column (250 x 2 mm). Eluents: A 100/0% 

v/v (H2O/MeCN) + 0.05% FA, B 80/20% v/v (H2O/MeCN) + 0.2% FA, Gradient: 0–10 min 

0% B, 13–25 min 40% B, 28-50 min 80% B, 53-90 min 0% B; column temperature: 45 °C, RS 

(Ile/Leu) = 2.06. 
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Figure S2: Chromatogram of 16 standard amino acids using PRP X-200 column 

(2.1 x 150 mm) under isocratic conditions. Chromatographic conditions: injection volume: 

5 μL; sample size: 0.3 mM per amino acid; eluent: 90/10 % v/v (water/acetonitrile), 0.2 % 

formic acid; flow rate: 0.25 mL/min; detection: ESI-MS (SIM-POS [M + H]+); column 

temperature: 45 °C. 
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Figure S3: Chromatogram of 20 standard amino acids using Metrosep C6 column (2.0 x 150 

mm) under isocratic conditions. Chromatographic conditions: injection volume: 5 μL; sample 

size: 0.3 mM per amino acid; eluent: 70/30 % v/v (water/acetonitrile), 0.2 % formic acid; flow 

rate: 0.2 mL/min; detection: ESI-MS (SIM-POS [M + H]+); column temperature: 45 °C. 
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Figure S4: Separation of 20 standards amino acids from staggered calibration standards and a 

mixed standard containing all 20 compounds under investigation. IC-MS (SIM-POS 

([M + H]+)); eluent: 85/15 % v/v (water/acetonitrile), 0.05 % formic acid. 
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Figure S5: Analysis of different beer samples using IC-MS (SIM-POS ([M + H]+)), 

chromatograms in full scale; eluent: 85/15 % v/v (water/acetonitrile), 0.05 % formic acid. 
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Figure S6: Extracted ion chromatograms of an exemplary wheat beer-based mixed-beer 

beverage using IC-MS (SIM-POS ([M + H]+); eluent: 85/15 % v/v (water/acetonitrile), 0.05 % 

formic acid. 
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