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Characterisation and use of porous and nonporous silica based
particles in Capillary Electro Chromatography

Norwin Rolf Leonhard von Doéhren

Capillary Electro Chromatography is a hybrid method of high performance liquid chromatography (HPLC) and
Capillary Electrophoreses (CE). Fused silica capillaries are packed with stationary phases which are used in
HPLC. The charge on the surface of the particles and the capillaries influence the electro osmotic flow (EOF).
The Zeta Potential of porous and nonporous silica based materials were measured and compared with literature
data. In this work porous and non porous reversed phase silica particles were used as packing for the capillaries.
The influence of the surface charge is proportional to the Zeta potential. Ion exchange materials have a huge
surface charge density, but capillaries packed with ion exchange materials are not reproducible in the
chromatographic behaviour, as shown in some publications. Another method for putting more charge on the
surface of the stationary phase is the use of additives to the normal buffer. Thus they showed no influence on the
EOF, they are really useful for the selectivity of the stationary phases. The influence on the selectivity of these
additives on the separation of different types of analytes is demonstrated. A Gradient system was set up from
commercial available components and the influence of the Electric field and the flow are measured and
compared. This system is useable for CE, p-HPLC, CEC and the electric supported p-HPLC.
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Einleitung & Zielsetzung

1. Einleitung & Zielsetzung

In den 60 er Jahren hat die Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) ihren Einzug in die
Routine- und Forschungslabors begonnen und sich dort manifestiert. Diese
Analysenmethode  zeichnet  sich  durch  Stabilitdt, gute  Reproduzierbarkeit,
Automatisierbarkeit und hohen Probendurchsatz aus. Der Losemittelfluf3 wird mit einer
pulsationsfreien Doppelkolbenpumpe erzeugt. Die Trennung erfolgt an vornehmlich
n-octadecyl- und n-octyl modifizierten Kieselgelen. Mit den standig wachsenden
Anforderungen an feinere Nachweisgrenzen und den damit verbundenen Auflagen der
Regulierungsbehérden mufd sich dieses System standig weiterentwickeln und verfeinern. So
entstand aus der Kombination mit der Kapillarelektrophorese (CE) eine neue

Analysenmethode, die Kapillar - Elektrochromatographie (CEC).

In der Kapillarelektrophorese verwendet man Quarzglaskapillaren, die mit einem Puffer
gefullt sind. In diesem Puffer bewegen sich die lonen mit konstanter Geschwindigkeit in
einem elektrischen Feld. Die Wanderungsgeschwindigkeit der lonen ist direkt proportional
zur angelegten Feldstarke. Die Trennung erfolgt aufgrund unterschiedlicher Wanderungs-
geschwindigkeiten der Analyten im Puffer, deswegen lassen sich in der Electrophorese nur
Analyten trennen, die eine unterschiedliche Mobilitat im elektrischen Feld aufweisen.

Die Kapillar - Elektrochromatographie (CEC) vereint die Vorteile von HPLC und CE, indem
sie als Trennsaule eine mit Kieselgelen gepackte ,fused silica“ - Kapillare verwendet und auf
den hydrodynamischen Flul3 verzichtet. Durch die freien Silanolgruppen an der
Kapillaroberflache und die auf der Oberflache der Packungsmaterialien wird durch Anlegen
eines elektrischen Feldes eine elektrophoretische Bewegung des Puffers generiert. Durch
das stempelformige FluRBprofil der Elektromigration &Rt sich eine bessere Trenneffizienz
erzielen als mit dem parabolischen Profil des hydrodynamischen Flusses.

Als Packmaterial fur die Kapillaren verwendet man in der CEC Kieselgelpartikel mit einem
mittleren Teilchendurchmesser von 1,5 bis 3,0 um. Die Partikel sind in der Regel mit C8-
Alkyl, C18-Aklyl- oder mit Phenylgruppen silanisiert. - Solche Kapillaren sind kommerziell
erhaltlich. - Neben diesen unpolaren Gruppen besitzen die Packungsmaterialien freie
Silanolgruppen, die man bendtigt, um den elektroosmotischen Flu3 (EOF) zu generieren. Die
Geschwindigkeit des EOF ist proportional zum Zeta — Potential. Dieses ist von der
Ladungsdichte an der Oberflache der Packungsmaterialien und der Kapillarwand abhangig.
Deswegen hat man durch Einfihren von lonenaustauschergruppen den EOF beschleunigt.
Es wurde experimentell gezeigt, dal3 Packungsmaterialien mit gemischtfunktionellen
Gruppen (C18 und lonenaustauscher) einen hohen EOF erzeugen, jedoch nicht
reproduzierbar arbeiten.
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Es ist sehr aufwendig, ein stabiles und reproduzierbares Packungsbett in der Kapillare zu
generieren. Die Packungsmaterialien unterscheiden sich beim Sintern so stark voneinander,

daf die Bedingungen fur jedes Material neu ausgetiftelt werden missen.

Ziel dieser Arbeit ist es, verschiedene Packungsmaterialien zu charakterisieren und ihren
Einsatz in der CEC zu testen. Die Materialien unterscheiden sich in der Gréf3e, der Porositat
und der Dichte der freien Silanolgruppen. Mit rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
soll die Form, die GrolRe und die GrolRenverteilung festgestellt werden. Die Porositat soll
mittels Stickstoffsorption ermittelt werden und als wichtige Charakterisierungsmethode fur die
CEC bietet sich die Messung von Zeta - Potentialen an. Die so charakterisierten Materialien
werden mit Uberkritischem Kohlendioxid in eine ,fused silica” - Kapillare gepackt und durch
einen Sinterprozel3 mit einem Lichtbogenspleisgerat fixiert. Diese Kapillaren werden in einer
handelstiblichen CEC - Apparatur getestet und in Bezug auf Bodenhdhe und EOF -
Geschwindigkeit miteinander verglichen.
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2. Zusammenfassung

Der Elektroosmotische FluR (EOF) ist der Motor der Kapillarelektrochromatographie. Er ist
abhangig von der Oberflachenladung, von dem Teilchendurchmesser der verwendeten
Packungsmaterialien, von der Pufferkonzentration, von dem pH - Wert und von dem Anteil
des organischen Ldsemittels im FlieBmittel. In dieser Arbeit wurde der Einfluf3 dieser
Parameter untersucht. Das Zetapotential als MaR3 fir die Ladungsdichte an der Oberflache
eignet sich zur Charakterisierung der Packungsmaterialien und der damit gepackten
Kapillaren. Es wurden in dieser Arbeit ¢-Potentiale mehrerer chemisch modifizierter
Kieselgele mit nativen Kieselgelen verglichen. Die pH-Abhé&ngigkeit der -Potentiale spiegelt
sich im EOF wider.

Chemisch  modifizierte  Kieselgele  mit  gemischtfunktionellen  Gruppen  oder
lonenaustauschergruppen zeigen ein grol3es Zeta — Potential ohne pH-Abhangigkeit. Wie
experimentell gezeigt wurde, sind Kapillaren, die mit diesen Materialien gepackt wurden,
nicht reproduzierbar in Bezug auf den EOF und die Effizienz der Trennung. Deswegen
wurden in dieser Arbeit Additive zu dem FlieBmittelgemisch gegeben, die die Ladung des
Puffers erhéhen und damit den EOF beschleunigen sollen. Durch dynamisches Benetzen
der Oberflache, durch Micellenbildung und durch Addukte mit den Analyten kdnnen diese
Additive die Selektivitat der Trenung beeinflussen, wie am Beispiel mehrerer Testgemische

gezeigt wurde, die Geschwindigkeit des EOF bleibt davon unberuhrt.

Kapillaren, die mit porésen und unporésen Kieselgelen gepackt wurden, verhalten sich in
der CEC gleich: bei niedrigen pH-Werten und niedrigen Pufferkonzentrationen werden die
kleinsten Bodenhthen und die gréfiten EOF — Geschwindigkeiten gemessen. Das Minimum
der H vs u Kurven liegt fur CEC — Kapillaren mit porésen 3 um - Materialien (Hypersil ODS)
bei dem Zwei- bis Dreifachen (H = 2 - 3 dp), mit unporésen 3 um - Materialien (MICRA NPS
ODS) bei dem Doppelten (H = 2 dp) und mit unporésen 1,5 um - Materialien (MICRA NPS
ODS) bei dem Eineinhalbfachen (H = 1,5 um) des mittleren Teilchendurchmessers, d.h es
ergibt sich fur kleinere Teilchendurchmesser eine héhere Effizienz. Kapillaren mit unporésen
Teilchen haben ein geringeres Totvolumen als mit porésen Teilchen geflllte, deshalb scheint
der EOF besonders schnell zu sein. Trennungen auf Kapillaren, die mit unpordsen Teilchen
gefullt sind, erweisen sich als besonders schnell, da der geringe Kohlenstoffgehalt eine
schnelle Einstellung des Verteilungsgleichgewichts bewirkt. FlieBmittel mit einem hohen
Anteil an polaren organischen Losemitteln (Acetonitril bzw. Methanol) machen diesen Vorteil

zunichte, die Analyten werden nicht getrennt.

Aus mehreren kommerziell erwerbbaren Komponenten wurde ein Instrument aufgebaut, das

sich als Kapillar Elektrophorese, als Kapillar Elektrochromatographie, als p-HPLC und als

3
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spannungsunterstitzte p-HPLC verwenden lafdt. Dieses Gerat eignet sich besonders zur
Kombination der CEC mit der u-HPLC, die man vielleicht spannungsunterstitzte u-HPLC
nennen darf. Mit diesem Gerét konnte der Einflu3 des elektrischen Feldes auf den EOF
gemessen werden, da mit wesentlich kiirzeren gepackten Kapillaren gearbeitet werden kann.
Der EOF, wie er aus der CEC bekannt ist, kann in der spannungsunterstitzten u-HPLC
neben dem hydrodynamischen FluR nachgewiesen werden. Beide Effekte arbeiten neben
einander, damit lassen sich hydrodynamisch betriebene Anlagen mit elektrokinetisch
betriebenen koppeln. Das scheint auf den ersten Blick ein Schritt zurlick zu sein, bietet
jedoch ungeahnte Moglichkeiten fur die Zukunft, da die geringen Flisse, die man zum
Betreiben dieser Anlagen braucht, mit modernen Spritzenpumpen leicht handhabbar sind.
Die Vorteile dieses Systems zeigen sich in dem geringen FlieBmittelverbrauch, dem geringen
Probenmengenbedarf, der hohen Selektivitat und dem universellen Einsatz.
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3. Sand der Forschung

3.1 Elektroosmose

Viele elektrokinetische Experimente beruhen darauf, daR ein Potentialgradient an eine
Lésung gelegt wird, die geladene Teilchen enthalt!. Man unterscheidet in Abh&ngigkeit von
der Grol3e:

* lonische Leitfahigkeit: Kleine lonen.
» Elektrophorese: Groliere Molekile wie z.B Proteine oder kolloidale
Teilchen.

Das einzelne lon unterliegt einer Beschleunigung Fg im elektrischen Feld.

F, =zOelE

Formel 3.1-1

Die effektive Ladung des lons z ergibt sich aus der lonenladung und der Ladung der
umgebenden entgegengesetzt geladenen Pufferionen. Damit sich die lonen mit konstanter
Geschwindigkeit bewegen kénnen, muf3 der Beschleunigung eine gleich groRe Kraft

entgegengesetzt sein, die Reibung Fr. Diese hangt von der dynamischen Viskositét n ab:

F, =60Umnly Uallu

Formel 3.1-2

Der STOKE'sche Radius a ist in den meisten Fallen nicht genau bestimmbar, deshalb setzt
man fir spharische Teilchen den Wert 6 ein. Fir lonen, deren Radius dem der
Puffermolekille entspricht, ist der Wert kleiner. Durch Gleichsetzen von Formel 3.1-1 und

Formel 3.1-2 kommt man auf die elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit von:

- _2z0elE
6 0ny Oa

Formel 3.1-3

Im Falle von geladenen Teilchen ist die absolute Ladung nicht bekannt. Macht man die

Néherung, dal® sich die diffuse Doppelschicht, die im Abstand 0= },/( entsteht, wie ein

Plattenkondensator verhalt, dann kann man die Ladungsdichte formulieren:
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eLE L
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Formel 3.1-4

Die Kraft pro Flacheneinheit, die auf die Oberflache eines Kondensators wirkt sei O*F. In

n Lu

der Gleichgewichtssituation wirkt die Reibung 5 dagegen. So ergibt sich:

_Eld*oc Elo eUELW
n kln 40l

u

Formel 3.1-5

Der VolumenfluR V durch eine Kapillare mit dem Radius r sei nach ScHMoLUcHowsKi®?:
V =7mrfu

r2 e EWC
At

V =

Formel 3.1-6

3.2 Die elektrische Doppelschicht

Nach dem Modell von GOUY und CHAPMAN bildet sich tUber einer geladenen Flache eine

Doppelschicht aus. Den Abstand der Doppelschicht &, 0 = },/( , bezeichnet man als DEBYE-

Lange. Fir einen 0,01 M einbindigen Elektrolyten bei 25 °C ergibt sich eine DEBYE-L&nge
von 0 =% =30A
— —K[X
W=y [e
Formel 3.2-1

Es fallt das Potential mit steigender Pufferkonzentration und mit steigendem Abstand.

Zusammenfassend laft sich sagen, dal’ an der Oberflache das feste Potential

40k Or
zlle

W

o

Formel 3.2-2
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gilt und das Potential in der diffusen Schicht mit zunehmenden Abstand und zunehmender
Konzentration abfallt. K ist die Boltzmannkonstante, T die Temperatur in Kelvin, z*e die

Ladung als Vielfaches der Elementarladung. Das Oberflachenpotential betragt fur

monovalente lonen bei Raumtemperatur Y,=100 mV.

Behandelt man eine elektrische Doppelschicht nach dem Modell von Gouy-CHAPMAN, SO
stol3t man bei kleinen k x - Werten und groRem W, an die Grenzen dieses Modells. Das

Modell wird im Anhang hergeleitet.

3.2.1 Das STERN’sche Modell der elektrischen Doppelschicht

STERN™ unterteilt den Bereich in der Nahe der Oberflache in zwei Teile:

1. Eine Schicht von lonen, die direkt auf der Oberflache adsorbiert sind und dort eine

Jfeste Doppelschicht* ausbilden (STERN-Schicht).

2. Die diffuse Gouy-Schicht.

= =i O @ e O

dprgrand von der Eapilarwand

Abbildung 3.2.1-1: Ladungsverteilung an der Kapillaroberfléache;
Verlauf des Potentials innerhalb der Kapillare
a Polyimid - Ummantelung der Kapillare
b Quarzglaskapillare
C starre Grenzschicht mit adsorbierten lonen (8RN - Schicht)
d diffuse Grenzschicht (&uy - CHAPMAN - Schicht)
e Elektrolyt

Wichtig bei der Betrachtung nach STERN ist die Abschatzung, wie weit ein lon die kompakte
Schicht durchdringt und wie weit es damit das Potential ¥ absenkt. Mit W5 beschreibt man
das Potential zwischen der adsorbierten (STERN Schicht) und der diffusen Schicht. STERN
weist sowohl der Oberflache als auch der adsorbierten Schicht besetzbare Stellen zu. Mit S,

bezeichnet man die Anzahl der besetzbaren Stellen an der Oberflache. Damit ergibt sich aus

— - . O— .. .
g, = zle DSO die Relation der besetzten zu den unbesetzten Stellen UO_S;,S . Fur eine

verdiinnte Losung ergibt sich dann mit Ns als Molenbruch der Lésung:
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Formel 3.2-3: Verhéltnis der besetzten zu den unbesetzten Stellen

Fur @ lakt sich jedes mdgliche Adsorptions-Potential einsetzen, z.B das des angelegten

Feldes. Die Ladungsdichte fur die STERN Schicht ist damit

W5 +D

Os _ Ngle
- W5 +O
O, 1+NgOe =

Formel 3.2-4

. o ) v~ Fo%s
Fur eine Schichtdicke von & und der Naherung gx Ey gilt dann:

&
JS = (L|J0 - LIJJ)
40 o
Formel 3.2-5: Ladungsdichteder Stern Schicht

g
Die Kapazitat fir die STERN Schicht ist 4;p . Mit ¢ ist die lokale Dielektrizitdtskonstante

gemeint, die von der des gesamten Ldsemittels abweichen kann.

Die komplette

Oberflachenladungsdichte ist gegeben als Summe der Ladungsdichten von der STERN

Schicht und der diffusen Schicht:
0 =04 +0,
1 1 1 1 40
— = + = +
C C, C, C, e[k

Formel 3.2-6

In konzentrierten Losungen wird Cq4 sehr grof3, und damit ist die Kapazitat nur von der STERN

Schicht bestimmt: C = Cs. Im Fall von Oxiden und biologischen Materialien sind Protonen

potentialbeeinflussende lonen und dirfen deswegen nicht vernachlassigt werden. Fur

kolloidale Teilchen hat LoEB®® eine Naherungsformel erstellt mit dem STOKE'sche Radius a

und dem Abstand r zum Zentrum dieser Hulle.
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Formel 3.2-7

Fur weiterreichende Modelle kann auf folgende Literaturstellen hingewiesen werden ["/891011]

3.3 Fltissigchromatographische und
elektrokinetische Trennsysteme

3.3.1 Kapillar Elektrophorese

In der Kapillar Elektrophorese verwendet man Quarzglaskapillaren, die mit einem Puffer
gefullt sind. In diesem Puffer bewegen sich die lonen mit konstanter Geschwindigkeit in
einem elektrischen Feld. Die Wanderungsgeschwindigkeit der lonen u ist direkt proportional
zur angelegten Feldstarke E. Den Proportionalitatsfaktor bezeichnet man als Mobilitat der
lonen p. Die Wanderungsgeschwindigkeit laf3t sich ebenfalls als Quotient der Kapillarlange
und der Retentionszeit t,, beschreiben. Die effektive Kapillarlange L ist die Strecke, die die
lonen in der Kapillare bis zum Detektor zuriicklegen. Die Gesamtlange ist der Bereich, Gber
den die Spannung abfallt.

L
u:uDE:—t‘i

m
Formel 3.3-1

Die Trennung erfolgt aufgrund unterschiedlicher Wanderungsgeschwindigkeiten der Analyten
im Puffer, deswegen lassen sich in der Elektrophorese nur Analyten trennen, die eine
unterschiedliche Mobilitat aufweisen.

Lo _ Lt Uloes
t UE tJ

M=
Formel 3.3-2

Es gibt unterschiedliche Varianten der Kapillar Elektrophorese, die Kapillar
Zonenelektrophorese (CZE), die Kapillar Gelelektrophorese (CGE), die Isotachophoreses
(CITP) und die Micellare Eelektrokinetische Chromatographie (MEKC).
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In der CZE benutzt man ,fused silica” - Kapillaren, die mit einem wasserigen Puffer gefullt
sind. Uber die gesamte Kapillare bleiben Pufferkonzentration, pH-Wert und Feldstarke
konstant. Die Aufgabe des wassrigen Puffers ist es, den elektroosmotischen FluR (EOF) zu
ermdglichen. Der pH — Wert bestimmt die Protonierung des Analyten. Durch geschickte Wahl
des pH-Wertes lalt sich eine unterschiedliche Mobilitdt der Analyten erzeugen, die eine
Trennung bewirkt. Die Proben werden als konkrete Zone am Anfang der Kapillare
aufgegeben und erreichen in diskreten Zonen den Detektor. Zuerst erscheinen die kleinen
Kationen, gefolgt von den groR3en Kationen, den neutralen Analyten, den grof3en Anionen
und schlief3lich den kleinen Anionen. Anionen, deren Migrationsgeschwindigkeit grof3er ist
als der EOF, wandern wieder zurtick ins Anodengefal und sind unter diesen Bedingungen

nicht trennbar und damit nicht nachweisbar.

Trennungen lassen sich durch Variation des Puffers, Umpolung des Feldes und
Beschichtung der Kapillaroberflachen beeinflussen. Die Selektivitat der Trennung laf3t sich
durch die Zugabe von Additiven zum Puffer, z.B. Harnstoff, Cyclodextrin, Detergenzien und

organische Losemittel modifizieren.

3.3.2 Kapillar - Flissigchromatographie

Die Kapillarflissigchromatographie ist eine Variante der
Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC). Anstelle einer 4 bzw. 4,6 mm iD Stahlsaule
verwendet man mit Kieselgelteilchen gepackte Kapillaren. Die mobile Phase wird mit einer
kommerziellen Doppelkolbenpumpe Uber die Kapillare zum Detektor bewegt. Das Gesetz
von Hagen Poiseuille? beschreibt das Verhalten von Fliissigkeiten, die durch ein Rohr
strémen. In unserem Fall handelt es sich um eine Kapillare mit einem Innendurchmesser von
300 pm.

V _ nOR" OAp
t  8pOL

Formel 3.3-3: Gesetz von Hagen Poiseuille

Volumen der Flussigkeit, das in der Zeit t die Kapillare durchstromt
Radius der Kapillare mit glatter Wandung

Druckdifferenz zwischen den beiden Kapillarenden

Dauer des Flusses

Lange der Kapillare

dynamische Viskositét

> T b o<
©

In der Kapillar - Flissigchromatographie bewegt sich nur sehr wenig mobile Phase durch die
mit Kieselgelteilchen gepackte Kapillare. Betrachtet man das durchgangige Porensystem als
ein Bundel Kapillaren mit kleinem Innendurchmesser, so kann der VolumenfluR pro

Zeiteinheit nicht mehr besonders hoch sein, weil der Kapillarradius in der vierten Potenz in

10
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die Formel eingeht. Mit h6herem Druck laf3t sich der Volumenflu3 erhéhen; man erreicht den

maximal zulassigen Druck sehr schnell.
Man hat nicht sehr viele Méglichkeiten, einen so geringen Fluf3 einzuregulieren:

1. An Pumpen, die sehr kleine Flisse pulsationsfrei bewdltigen kénnen, kann man die

Kapillaren direkt verbinden. Oft benutzt man hierflr Spritzenpumpen.

2. Benutzt man eine géngige HPLC-Pumpe, so mul? der Grofteil des Flusses abgeleitet
werden. Der Fluf3teiler soll den gleichen Gegendruck aufbauen wie die gepackte
Kapillare, um einen FluR3 tber die gepackte Kapillare zu ermdglichen.

Ein weiterer Aspekt, der bei der Kapillar — Flissigchromatographie nicht vernachlassigt
werden soll, ist die Mdglichkeit, einen Gradienten einzusetzen. Bei einem Gradienten
kombiniert man unterschiedliche mobile Phasen miteinander, die unterschiedliche
Losemittelstarken haben. Damit kdnnen Proben, die mehrere Substanzgruppen enthalten,
getrennt werden. Die Volumenflisse bei der Kapillar — Flissigchromatographie sind so
gering, dal3 das System totvolumenfrei sein muf3, damit der Gradient Giberhaupt zum Tragen
kommt. Der groRe Nachteil eines Gradienten ist, daf? die Kapillare anschlielend wieder
konditioniert werden muf3, was Zeit dauert. Damit ist ein Teil des Zeitgewinns schon wieder
hinfallig. Trotzdem werden mit einem Gradienten einige Applikationen erst mdglich oder so

stark beschleunigt, daf3 sie interessant sind.

11
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3.3.3 Kapillar - Elektrochromatographie (CEC)

2

© o <

4

e
[ ——

1

Abbildung 3.3.3-1: Schema einer CEC - Apparatur
Puffervorratsgefal3;

gepackte Kapillare

Netzteil,

inerte Elektroden
Detektorfenster und UV Detektor

abhwnNPE

Fur die Kapillar - Elektrochromatographie benutzt man ,fused silica“ — Kapillaren (2), die mit
HPLC - Packungsmaterialien gefillt sind. Die Lange des Packungsbettes betragt ca. 25 cm.
Die Kapillare ist etwas langer als das Packungsbett, weil die Detektion durch ein
Detektionsfenster der Kapillare (on column) erfolgt. StandardméaRig benutzt man einen UV —
Detektor (5). Die Kapillarenden werden jeweils in ein Puffervorratsgefal (1) eingetaucht. In
diesen befindet sich zusatzlich eine inerte Elektrode (4), die mit einer Hochspannungsquelle
(3) verbunden ist. Legt man ein elektrisches Feld an die PuffergefalRe, so wird der Kreislauf
durch die gepackte Kapillare geschlossen. Bei den kommerziellen Gerédten kann man noch
einen Druck auf beide Puffergeféaf3e austiben, um ein Ausgasen wahrend des Betriebes zu
unterdriicken. Die kleinen Gasblasen verringern das elektrische Feld und damit auch den
Elektroosmotischen FluR. Mit steigender Spannung und mit steigender Stromstérke nimmt
die Gefahr des Ausgasens zu.

12
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«—Kapillaroberflache

\ elektrische
L~ Doppelschicht

Packungsmaterial

Abbildung 3.3.3-2: EOF gepackter K apillaren™**¥

In ungepackten Kapillaren, wie sie in der CE verwendet werden, wird der EOF in Gegenwart
eines elektrischen Feldes durch die freien Silanolgruppen an der Kapillaroberflache
generiert. In der Kapillar - Elektrochromatographie (CEC) verwendet man mit
Kieselgelpartikeln gepackte Kapillaren. Sowohl die Kapillarwand als auch die
Packungsmaterialien tragen zum EOF bei, weil beide freie Silanolgruppen besitzen. An den
negativ geladenen Oberflachen bildet sich eine elektrische Doppelschicht aus. Durch

Anlegen eines elektrischen Feldes generiert man den EOF.

Betrachtet man eine gepackte Kapillare, wie sie in Abbildung 3.3.3-2 dargestellt ist, so fallt
auf, daR der GrofRteil der Oberflache von den Packungsmaterialien gestellt wird. Diese
Beobachtung lalst den SchluR zu, da der EOF in der Kapillar — Flissigchromatographie

primar durch die Packungsmaterialien generiert wird.

13
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3.3.4 Vergleich der Trennleistung von gepackten Kapillaren in der

Flissigchromatographie und der Elektrochromatographie

In der HPLC und der CEC strebt man an, die Analyten in diskrete Zonen zu trennen. Es gibt

eine Reihe Faktoren, die die Banden verbreitern und so die Trennleistung beeinflussen.

Die Faktoren, die Einflu auf die theoretische Bodenhéhe nehmen, sind die axiale Dispersion
in dem Zwischenkornbereich (Hgisp), die Filmdiffusion (He, 4 ), die Diffusion im Inneren eines
Partikels (H; 4 ), die Massentransferkinetik in den Zwischenkorn - Kanalen (H; q# ) und die
Kinetik der Einstellung des Adsorptionsgleichgewichtes (Hy,). Dieses Modell wurde von

15,16

Knox3>3¢3738 entwickelt, von Horvath!***® fiir die HPLC optimiert und von Dittmann und

Rozing™"*!fur die CEC weiterentwickelt.

H = Haisp + He qitt + Hi, girr + Hy, irt + Hiin
Formel 3.3-4: Additive Beitrage, die zur Bandenverbreiterung beitragen

In gepackten Saulen a3t sich die Dispersion im Zwischenkornbereich in die axiale Diffusion

und in die Eddy Diffusion aufspalten.

Haisp = Ha gt + Heaay, ditf
Formel 3.3-5: Dispersion in axialer Richtung bei gepackten Kapillaren

Von allen genannten Termen sind nur die Eddy Diffusion und die Massentransferkinetik
durch die Zwischenkornkandle abhangig vom Typ des FluRprofils. Dies liegt daran, dal3 man
die Zwischenrdaume der gepackten Kapillare als kleine Kapillare betrachten kann, wenn
diese:

1. untereinander verbunden sind.
2. durchlassig sind.

3. eine (gleichférmige  Verteilung und deswegen einen einheitlichen

Innendurchmesser haben.

3.34.1 EinfluB des FluR3profils auf die Bandenverbreiterung

(1819202122231 st \yesentlich kleiner als der Radius der

Der Kanalradius R
Packungsmaterialien r,; man schatzt ihn ab mit: R = (0,25 bis 0,4) * r,. Bei diesen kleinen
Kanélen ist es offensichtlich, dald das parabolische Flu3profil die Banden verschmelzen laft.
Das elektrokinetisch betriebene System zeigt ein weitgehend stempelférmiges FluRprofil und

gewinnt dadurch eine bessere Trennleistung.

14
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Teilchen —>("j

—
Kanal —_— I >
FluRRrichtung
o

Abbildung 3.3.4-1: FluRprofil in einer gepackten Kapillare bei hydrodynamisch erzeugtem Fluf3

Den Einflu® des Fluf3profils bei der Eddy Diffusion, die den Weg um die Packungsmaterialien
beschreibt, 1aRt sich mit der Abbildung 3.3.4-2 beschreiben. Bei dem hydrodynamischen
Flul3 treten wegen der verschieden diinnen Kanale Unterschiede in der FlieRgeschwindigkeit
auf. Bei dem elektrokinetisch betriebenen System machen sich die Unterschiede im

Kanaldurchmesser nicht so gravierend bemerkbar.

Teilchen —»()

Kanal —_— | ——m—
FluRRrichtung

1

Abbildung 3.3.4-2: FluRprofil in einer gepackten Kapillare bei elektrokinetisch erzeugtem Fluf3

Betrachtet man die beiden H vs u Kurven, die nach dem Modell von Dittmann und Rozing[”]

berechnet sind, so mul3 man nur die Faktoren vergleichen, die vom FluBprofil beeinfluf3t

werden. Das sind die axiale Diffusion durch die Kapillaren und die Eddy Diffusion.

Der Diffusionsterm durch die Zwischenkorn - Kanéle unterscheidet sich fast nicht zwischen
dem hydrodynamischen und dem elektrokinetischen System. Er bewirkt damit keinen

Unterschied in der Trennleistung.

12.00 -
— 9.00 +
£
2
a 6.00 -
’—
w
I 3.00 - flow profile independent terms
transchannel diffusion
0.00 t f i
0 1 2 3

linear veiocity [mm/s])

Abbildung 3.3.4-3: H vsu Kurve von 5 um Teilchen in der HPLE™
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Der Term der Eddy Diffusion unterscheidet sich allerdings gravierend. Er ist bei der HPLC
etwa zweimal so grol3 wie bei der CEC. Hieraus resultiert eine wesentlich niedrigere
Bodenhdhe bei der CEC. Damit ist die Eddy Diffusion verantwortlich fiir die Unterschiede der

Trennleistung von CEC und Kapillar HPLC.

12.00
.00 +
— 9.00 sum HETP
E
2
a 6.00 ¢+
[
w
x profile independent terms
3.00 - eddy diffusion
4 transchannel diffusion
0.00 —— VA t
0 1 2 3

linear velocity [mm/s]

Abbildung 3.3.4-4: H vs u Kurve von 5 um Teilchen in der CEE?

Auf der Basis des gleichen Modells 143t sich die Effizienz beider Systeme in Abhangigkeit
von der Saulenlange und dem mittleren Teilchendurchmesser berechnen:

dp Kapillar - HPLC CEC

[um] [Lange/[cm] | N/ Saule Lange /[cm]| N/ Saule

5 50 45.000 50 90.000

3 30 50.000 H~2-5dp| 50 150.000 H-~dgp
15 |15 33.000 50 210.000

Tabelle 3.3.4-1: Theoretisch erreichbare Bodenzahlen pro Saulenléange
in der Kapillar HPLC und in der CEC

Im direkten Vergleich zwischen HPLC und CEC sieht man, dal3 die Bodenzahlen in der CEC
bei dp = 5 pm doppelt so grol3 sind. Verkleinert man den Durchmesser der
Packungsmaterialien fur die CEC, so laf3t sich damit die Effizienz noch einmal verdoppeln.
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Charakterisierung gepackter Kapillaren mittels Elektrochromatographie

4, Charakterisierung der Packung & der
Packungsmaterialien

Hersteller | Probe funktionelle Gruppe dp |spezifische | spezifisches | mittlerer

nach Herstellerangabe Oberflache | Porenvolumen | Porendurchmesser
[um] | BET[m?g] |[ml/g] [A]

Hypersil C 18 Alkyl 3,0 109 0,47 127

Xtec S3 | C18 C 18 Alkyl 3,0 150 0,35 68

Xtec S3 | SAX NR" 3,0 162 0,46 93

Xtec S3 | SAX-C6 | NE + C6 Alkyl 3,0 160 0,38 76

Xtec S3 SCX Propylsulfonsaure 3,0 191 0,49 94

Xtec S3 SCX-C18| Propylsulfonsaure 3,0 117 0,28 73
+ C6 Alkyl

Xtec S3 SCX-C6 | Propylsulfonsaure 3,0 172 0,43 89
+ C6 Alkyl

MICRA 2939 C18 3,0

MICRA 0257b polymeres C18 3,Q

MICRA 2917 C18 - nachsilanisiert 3,0

MICRA 2734 C18 1,5

MICRA 2930 C18 1,5

MICRA 0195/95c | C18 1,5

MICRA 2933 C18 - nachsilanisiert 15

Tabelle 3.3.4-1: Ubersicht der in der Arbeit verwendeten Packungsmaterialien

Die in der Tabelle aufgelisteten Materialien unterscheiden sich in ihrer Grél3e, ihrer Porositat

und ihren funktionellen Gruppen.

Die Packungsmaterialien von MICRA sind unpords und unterscheiden sich untereinander in

ihrer Oberflachenbelegungsdichte und in ihrem Partikeldurchmesser.

Das Hypersil Material wird als Vergleichsmaterial verwendet, weil es ein gangiges CEC —

Material ist, das sich durch gute chromatographische und elektrophoretische Eigenschaften

auszeichnet.
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Charakterisierung gepackter Kapillaren mittels Elektrochromatographie

4.1 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Hypersil ODS 3 um Charge 120 4355
Abbildung 3.3.4-1: REM - Aufnahmen von pordsen 3 pm Packungsmaterialien

Die Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des Hypersilmaterials, zeigt, dafl3 die
GroRenverteilung der Partikel nicht besonders scharf ist. Die Teilchen sind rund, und es

existieren fast keine Bruchstlicke.

Beim Xtec-Material ist die GroRenverteilung noch ungunstiger. Der Anteil der nicht
kugelformigen Teilchen ist auffallig.

MICRA NPS ODS 3,0 um Charge 0257b MICRA NPS ODS 1,5 um Charge 2734
Abbildung 3.3.4-2: REM - Aufnahmen von unporésen Packungsmaterialien
Bei den MICRA-Materialien fallt auf, daR die GréRenverteilung sehr scharf ist. Es befinden

sich keine Bruchstiicke in dem Bildausschnitt, und die Teilchen sind annahernd spharisch.

Bei den anderen MICRA Chargen sehen die Bilder @ahnlich aus.
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Charakterisierung gepackter Kapillaren mittels Elektrochromatographie

4.2 Zeta - Potentialmessungen

Es wird vorausgesetzt, dal3 die STERN Schicht immobil ist. Etwas weiter weg von der
Oberflache gibt es im diffusen Bereich eine Schicht, die von den Scherkraften bewegt

werden kann. Das Potential an der Oberflache dieser Schicht nennt man ¢-Potential.

Dieses Potential ist proportional zur Aziditat der Silanolgruppen an der Oberflache. Die
Aziditat ist von der Gegenwart von Gegenionen abhangig und nattrlich auch von Metallen,
die in das Silica-Geriist eingebaut sind. Oberflachenverunreinigungen der Kieselgele
spiegeln sich im Zetapotential wieder.

4.2.1 ESA-Messungen

Wird ein alternierendes Druckfeld oder eine Tonwelle an eine Flissigkeit angelegt, so wird
Material, das in der Lésung suspendiert ist, verdrangt. Der Grad der Verdrangung ist eine
Funktion von der Mobilitat der Flissigkeit an der Teilchenoberflache. Falls geladene Teilchen
sich gegentber anders geladenen Teilchen bewegen, entsteht ein elektrisches Feld. Dieser
Effekt wurde von DeEBYE®* 1933 vorhergesagt und wird Ultraschall Vibrations Potential (UVP)

genannt.

Legt man ein alternierendes elektrisches Feld an eine Lésung an, so werden sich geladene
Teilchen elektrophoretisch bewegen und damit eine Druckwelle erzeugen. Diesen Effekt
nennt man ,Electrokinetic Sonic Amplitude” (ESA). ESA und UVP sind proportional zum Zeta

- Potential 2526271

Das zu untersuchende Kieselgel (Hypersil ODS 3 um Charge 4355) wird 2 Vol%-ig in einem
Losemittelgemisch aus Ethanol / HPLC-Wasser = 40 / 60 (w/w) suspendiert. Die Suspension
wird 0,5 h dispergiert und zur Einstellung des lonengleichgewichts Uber Nacht
stehengelassen.
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Charakterisierung gepackter Kapillaren mittels Elektrochromatographie

Hypersil ODS 3 um

0,04

0,02

0,00

-0,02

ESA - Signal [mPa*m/V]

-0,04

-0,06 T

pH - Wert

Abbildung 4.2.1-1: ESA - Messung in Abhangigkeit vom pH - Wert

Betrachtet man die Auftragung der ESA-Messung gegen den pH-Wert, so kann man den
isoelektischen Punkt erkennen. Den isoelektrischen Punkt bestimmt man beim
Nulldurchgang des ESA — Signals mit pH 2,28. Da das Zeta - Potential aus den ESA-Werten
bestimmt werden kann, verhalt es sich analog und fallt von den niedrigen zu den hdheren

pH-Werten rapide ab.
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Charakterisierung gepackter Kapillaren mittels Elektrochromatographie

4.2.2 Messung der elektrophoretischen Mobilitat

Die Laser — Doppler — Anemometrie arbeitet wie eine Kapillarelektrophorese. Die geladenen
Teilchen bewegen sich durch Elektroosmose in der Kapillare. Mit einem gekreuzten Laser
wird ,,on column® die Lichtstreuung gemessen, die sich durch die bewegten Teilchen &ndert.
Das elektrische Feld wird niederfrequent umgepolt, damit eine gleichméRige Verteilung der
Partikel gewahrleistet bleibt. Die elektrophoretische Mobilitdt wird nach dem Modell von
Schmoluchowski in das Zeta - Potential umgerechnet.

Die einzelnen Proben werden in einer 1 mM Kaliumchloridlésung dispergiert. - Bei stark
hydrophoben Proben werden diese zuerst mit iso-Propanol benetzt und dann dispergiert. -
Alle Proben werden bei ca. 50 W in einem Ultraschallbad dispergiert. Von der Suspension

werden einige Tropfen in eine Messldsung Uberfihrt. Die pH - Titrationen erfolgt mit einem

Autotitrationssystem.
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Abbildung 4.2.2-1: Elektrophoretische Mobilitat verschiedener chemisch modifizierter Kieselgele in
Abhéangigkeit vom pH

Tragt man die elektrophoretische Mobilitat gegen den pH auf, so ist offensichtlich, dalR die

der Anionenaustauscher pH unabhéngig ist. Das hangt damit zusammen, daf3 die

Anionenaustauscher guaternare Ammoniumverbindungen sind, die positiv geladen sind.

Die unporésen MICRA - Teilchen zeigen Uber einen langen pH — Bereich keinerlei Mobilitat.
Bei pH 4,5 durchlauft die Kurve den Nullpunkt, fallt bis pH 6,5 recht linear ab. Im Ganzen

bildet dieses Material eine konvexe Kurve.
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Hypersil ODS 3um durchlauft eine konkave Kurve, die bei pH 5,5 einen starken Einbruch
zeigt, der auf eine reversible Anderung der Oberflache in diesem pH Bereich hinweisen
konnte.

Die sauren Kationenaustauscher zeigen eine Mobilitdt mit negativem Vorzeichen. Die
MixMode Phase mit der C18-Alkylkette zeigen keine deutliche Tendez. Die Werte streuen
sehr stark und weisen darauf hin, daR mal die Effekte der RP — Phase mal die des
Kationenaustauschers tberwiegen. Schon bei der C6-Alkylkette sind die MeRwerte sehr
harmonisch und nicht mehr vom pH — Wert abhangig.

pH-mobility-functions of HPLC-Silica gels
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Abbildung 4.2.2-2: Elektrophoretische Mobilitat nativer Kieselgele in Abhangigkeit vom pHWert®!

Im Gegensatz zu den eigenen Mel3werten handelt es sich hier um native Kieselgele, die
etwas andere Oberflachen Eigenschaften haben.

Betrachtet man Hypersil in der Abbildung, so stellt man fest, dal} es eine konkave Kurve

durchlauft. Auch die anderen hier aufgetragenen Kieselgele zeigen dieses Verhalten.

Purospher durchlauft bei dieser Auftragung noch einen Wendepunkt. Die Anwesenheit dieser
Schleife a3t die Interpretation zu, dal3 instabile Siloxane zu Silanolen umgelagert werden,

die dann die elektrophoretische Mobilitat verandern.
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Abbildung 4.2.2-3: Zeta - Potentialmessungen von hydrophoben Kieselgelen
in Abhéngigkeit vom pH-Wert

Abbildung 4.2.2-3 zeigt, dal3 das Zeta - Potential von hydrophoben Kieselgelen bei niedrigen
pH-Werten im Bereich von 0 mV liegt. Bei dem Hypersil - Material fallt das Zeta - Potential
mit dem pH-Wert stetig und erreicht, nach einer Stufe zwischen pH 5 und 7, sein Minimum
bei pH 8 - 9. Fir das MICRA - Material kann man bis pH 4 keinen EinfluR des pH - Wertes
auf das Zeta - Potential erkennen. Mit steigendem pH- Wert erreicht das Zeta - Potential bei
pH 6 sein Minimum. Das MICRA - Material ist unpords, deswegen gibt es absolut gesehen
weniger freie Silanolgruppen, die Einflu® auf das Zeta - Potential nehmen kdnnen, und es
gibt eine geringere Beladung der Oberflache mit C18-Ketten.
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Abbildung 4.2.2-4: Zeta - Potentialmessungen eines X-TEC 3 um Kieselgels
mit gemischtfunktionellen Gruppen:
S3-SCX Propylsulfonsaure
S3-C6/SCX C6 Gruppen und Propylsulfonsaure
S3-C18/SCX C18 Gruppen und Propylsulfonsaure
S3-SAX guaternare Ammoniumverbindung;
S3-C6 / SAX: C6-Gruppen und quaternare Ammoniumverbindung

Die Teilchen, die mit Propylsulfonséure silanisiert wurden und die gemischtfunktionellen
Partikel mit Propylsulfonsédren und C6-Alkyl-Kette zeigen fast keine Schwankungen in
Abhangigkeit vom pH-Wert. Die gemischt- funktionellen Teilchen mit der Propylsulfonsaure
und der C18-Kette schwanken sehr stark mit dem Zeta - Potential. Grund ist die schlechte

Benetzbarkeit der C18-Ketten durch wassrige Systeme, die die Messwerte verfélscht.

Silanisiert man das Kieselgel mit einer Sulfonsauregruppe, so erhéht sich die negative
Ladungsdichte an der Oberflache. Diese Tatsache spiegelt sich direkt in der Messung wider,
indem die Messwerte in den negativen Bereich verschoben werden. Das 3 um Material, das
nur mit der Propylsulfonsaure silanisiert ist, zeigt ein Zeta - Potential, das Uber den gesamten
pH-Bereich sehr stabil ist, weil das Zeta - Potential primar durch die Propylsulfonsaure
bestimmt wird und nicht durch die Ladungsdichte, die durch Silanolgruppen hervorgerufen

wird.

Die Partikel, die mit einer quaternaren Ammoniumverbindung silanisiert sind haben eine
positive Ladung auf ihrer Oberflache. Damit hat das Zeta - Potential der
Ammoiniumverbindungen positive Werte. Alle MeRBwerte der Partikel, die mit
Ammoniumgruppen silanisiert sind, erscheinen sehr konstant tGber den gesamten pH-
Bereich.
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4.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zwei unterschiedliche Methoden der Zetapotentialbestimmung wurden verwendet. Die ESA
Messung und die Laser — Doppler — Annemometrie. Beide fihren zu dem selben Ergebnis,
wie man am Beispiel von Hypersil ODS 3 pum sehen kann. Der Isoelektrische Punkt von
Hypersil ODS 3 um konnte mit pH 2,28 bestimmt werden. Dieser Wert liegt sehr nahe bei
einem Literaturwert, bei dem der Isoelektrische Punkt eines nativen Hypersilmateriales
bestimmt wurde. pH 2,10. Da das native Material mehr freie Silanolgruppen besitzt, sollte der
Isoelektrische Punkt des nativen Materials saurer sein, wie es gemessen wurde. Die ESA
Messung bendtigt mehr Material, deswegen wurden die meisten Messungen nach der Laser

Doppler Annemometrie durchgefihrt.

Vergleicht man die elektrophoretische Mobilitat mit den Zetapotentialen in Abhéangigkeit vom

pH Wert, so spiegelt sich jede Tendenz der Mobilitat im Zetapotential wieder.

Die reinen lonenaustauscherphasen verhalten sich beziglich ihres Zetapotential und ihrer
elektrophoretischen Mobilitat unabhangig vom pH — Wert. Das hangt damit zusammen, dal3
die funktionellen Gruppen quaternare Ammoniumverbindungen und Propylsulfonsauren sind.

Diese haben einen konstanten Isoelektrischen Punkt und tiberdecken die anderen Effekte.

Die gemischtfunktionellen Kieselgele, die eine C6 — Alkylkette tragen, verhalten sich
genauso wie die reinen lonenaustauscher. Der gemischtfunktionelle Kationenaustauscher

mit der C18-Alkylkette schwankt zwischen Kationenaustauscher und reinem RP — Material.

Hypersil ODS 3um zeigt eine ahnliche elektrophoretische Mobilitat wie ein natives Hypersil
Material. Das Zetapotential &3t sich aus der elektrophoretischen Mobilitat berechnen und ist
deswegen auch pH abhangig. Mit der Anderung des Zetapotentials gehen Veranderungen
an der Oberflache des Materials einher, sei es daf3 Siloxane zu Silanolgruppen aufspalten
oder sei es das sich ein Monomeres der Kieselsdure umlagert. Hier spielen raumliche

Faktoren eine Rolle, z.B. Porenvolumen und Oberflachenkrimmung.

Das unporése MICRA — Material zeigt zwischen pH 1 und pH 4,5 keinerlei elektrophoretische
Mobilitdt und der Wert des Zetapotentials ist Null. Erst dann fallt es innerhalb von 2 pH
Einheiten um 40 mV. Die mangelnde Mobilitat kann mit der geringen Oberflache des
Materials zusammenhangen, damit verbunden ist eine geringe Silanolgruppenzahl, die sich

im Zetapotential widerspiegelt.
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4.3 Flllen von Kapillaren mit partikuldrem Kieselgel

In der CEC verwendet man standardméRig Packungsmaterialien mit einem mittleren
Teilchendurchmesser von ca. 3 um. Teilchen dieser GrofRe agglomerieren infolge der
elektrostatischen Aufladung. Deswegen muissen sie mit einem Ldsemittel benetzt werden.
Damit die Kapillare gleichmaRig gepackt ist, muR man die unterschiedliche
Sinkgeschwindigkeit vs der Packungsmaterialien eliminieren. Bei dem STOKES'SCHEN
GEseTZ® beriicksichtigt man die Dichte des Packmaterials p,, den mittleren Durchmesser
der Teilchen d,, die Dichte der Flussigkeit p; und die Viskositat n der Flissigkeit. Mit g der
Erdbeschleunigung gilt:

gd;
18n

Vs = (lop - IO| )
Formel 4.3-1

Damit existieren vier verschiedene Suspensionsmethoden zum Packen von Kapillaren:

1. die einfache Suspension in organischen Lodsemitteln: Hier mul3 die
Packgeschwindigkeit wesentlich gré3er sein als die Sinkgeschwindigkeit, um weder

Dichte noch Viskositat berlicksichtigen zu missen.

2. die elektrostatische Dispersion®: Man verwendet beispielsweise 0,001 N
Ammoniaklésung und desaktivierte Kieselgele, die anschlielend wieder aktiviert
werden mussen.

3. die viskose Dispersiont!:

Die Viskositdt mufl sehr gro sein, damit die
Sinkgeschwindigkeit entsprechend klein ist, deshalb dauert das Packen der Saulen

sehr lange.

4. die Schwebesuspension: Ist die Dichte der Lésung etwa genauso groR wie die des
Packmateriales, so ist die Sinkgeschwindigkeit gleich Null. Meist braucht man
halogenierte Lésemittel, um die entsprechende Dichte einzustellen.

Die in dieser Arbeit verwendeten Kapillaren wurden nach der Methode 1 gepackt, weil die
Packgeschwindigkeit wesentlich groRRer ist als die Sinkgeschwindigkeit. Dies liegt an der

geringen Viskositat des Uberkritisches Kohlendioxid.
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Abbildung 4.2.3-1: Packschema und Packapparatur
1 HPLC Schaltventil mit Injektionsport fir die Flissigsuspension
Restriktionskapillare zum Entspannen
HPLC Schaltventil
Milliboreséule (25 cm x 1 mm) als Packreservoir
zu packende fused silica Kapillare
Restriktionsadapter
Kompressor

~NOoO O~ WN

Ca. 15 pg eines Kieselgels werden mit 0,1 ml n - Hexan suspendiert, mit einer Plastikspritze
in ein HPLC-Dreiwege-Schaltventil injiziert und manuell durch eine leere ,fused silica“-
Kapillare geprel3t, die mit einem Restriktionsfilteradapter verschlossen wird. Sobald der erste
Tropfen erscheint. Nun wird mit der Spritze der letzte Rest Suspension aus dem HPLC-
Schaltventil herausgedriickt, dieses in die ndchste Position gestellt, womit das Uberkritische
Kohlendioxid die Suspension durch die Kapillare transportiert und diese dabei mit
Packmaterial fullt. Um Hohlraum- bzw. Dombildungen in der Packung zu vermeiden, wird die
Kapillare wahrend des gesamten Packvorganges in einem temperierten Ultraschallbad
aufbewahrt. Nach ca. 15 bis 30 Minuten ist der Packvorgang abgeschlossen, und der Druck
wird Uber eine Restriktionskapillare abgebaut. AnschlieBend wird die trockene Kapillare mit
einer druckgetriebenen HPLC - Pumpe verbunden und mit einem Gemisch von
Wasser / Acetonitril = 80 / 20 (V/V) benetzt. Einem Liter FlieBmittel werden noch 25 mg an
Natriumhydroxid zugesetzt um den Sinterproze3 zu fordern. Bei einem Druck von ca.
250 bar wird auf der Hochdruckseite mit einem LichtbogenschweiRgerat (Splicer) ein

Sinterprozeld gestartet.
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1. Einfaches Suspensionspackverfahren

|% 2 pm Filter - CO2

2. Umkonditionieren mit HPLC - Pumpe

4. Entleeren des Kapillarendes
—
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6. Brennen des Detektorfensters 4
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Abbildung 4.2.3-2: Schema zum Packen von Kapillaren

Das Ergebnis dieses Sinterprozesses ist die sogenannte Fritte, ein Bereich, in dem die
Packungsmaterialien zusammengeklebt sind. Hiervon verspricht man sich einen definierten
Abschlu3 des Packungsbettes. - Den Druck von 250 bar laf3t man anschlieRend tber eine
Restriktionskapillare entspannen, dreht die Kapillare um, entfernt den Restriktionsadapter,
schlie3t sie mit dieser Seite an die HPLC-Pumpe, spilt den lockeren Part des
Packungsbettes heraus und brennt eine neue Fritte. Der Abstand der Fritten und damit auch
der gepackte Teil der Kapillare betrdgt systembedingt 25 cm bzw. 8 cm. Neben der
Auslaf3fritte befindet sich ein Detektionsfenster. Das erlaubt die Detektion direkt hinter dem
Packungsbett durch die Kapillare. Die Kapillare wird in dem kommerziellen Gerat von Agilent
Technologie HP CE® mit dem Puffer 20 mM Tris-HCI / Acetonitril = 40 / 60 (V/V)
konditioniert. Hierzu wird fir 10 Minuten ein externer Duck von 10 bar auf der EinlaRseite
zusammen mit einer Spannung von 15 kV angelegt. Danach wird der Druck fur 10 Minuten
auf die Auslal3seite gelegt und das elektrische Feld angelegt. AnschlieRend wird ein Druck
von 10 bar auf beide Puffervorratsgefal3e gelegt, um ein Ausgasen innerhalb der Kapillare zu
verhindern. Dazu wird eine Spannung von 30 kV fir ca. 30 Minuten angelegt. Sobald
Spannung, Strom und Basislinie parallel zueinander verlaufen und die Basislinie nicht mehr

schwankt, ist die Kapillare einsatzbereit.
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H:EEEI. THOA LO0en
Abbildung 4.2.3-3: REM Aufnahme einer Fritte; MICRA NPS ODS 3,0 um Charge 2917

Die REM - Aufnahme zeigt den Ubergang vom Packungsbett zum ungepackten Teil der
Kapillare. Es ist gut zu beobachten, daf} die Kieselgelpartikel miteinander und mit der
Kapillarwand verklebt sind. Durch das Sintern wird dieser Klebeprozel3 eingeleitet. Die grof3e
Kunst des Kapillarpackens besteht darin, eine homogene Packung zu erzeugen, die mit zwei
Fritten in der Kapillare fixiert ist. Die Fritten missen sowohl gegentber hydrodynamischem
Druck, als auch gegentber elektrostatischen Anziehungen stabil sein. Neben der Stabilitat

missen die Fritten fur das Puffergemisch und die Analyten durchlassig sein.

5. Charakterisierung gepackter Kapillaren mittels
Elektrochromatographie

Ziel dieses Kapitels ist es Kapillaren mit den in Tabelle 3.3.4-1 aufgefiihrten Materialien zu
packen. Zur Charakterisierung der gepackten Kapillaren wird Thioharnstoff, ein unretardierter
Analyt, injiziert. Die Kapillaren mit unterschiedlichen Packungsmaterialien sollen in bezug auf
EOF — Geschwindigkeit und Bodenhdhe miteinander verglichen werden. Es werden mehrere
Kapillaren mit dem gleichen Material gepackt und die einzelnen Messungen werden

mehrfach wiederholt.

5.1 Mit porésen RP - Kieselgelen gepackte Kapillaren

Die klassischen Materialien fir die Kapillar — Elektrochromatographie sind pordse Kieselgele
mit einem mittleren Teilchendurchmesser von 3 um. Normalerweise besitzen sie eine C8 -
bzw C18 - Madifizierung. Das Packen von dem Hypersilmaterial dient als interner Test fir die
Packmethode und den Umgang mit Kapillaren. Unterschiedliche Puffersysteme und

Losemittelzusammensetzungen sollen miteinander verglichen werden.
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5.1.1 Hypersil ODS 3um: Tris-HCI — Puffer

Hypersil ODS 3 um: Puffer / ACN =40/ 60
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—M— 20 mM Tris pH 7/ ACN =40/ 60 (viv) —4— 20 mM Tris pH 9/ ACN = 40 / 60 (v/v)

Abbildung 5.1.1-1: Abhangigkeit der EOF - Geschwindigkeit von der Feldstarke
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um 1.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt; Analyt

Thioharnstoff

Beim Auftragen der EOF-Geschwindigkeit gegen die Feldstarke [4Rt sich der lineare
Zusammenhang verdeutlichen. Vergleicht man die Werte bei pH 7 mit den anderen pH -
Werten bei gleicher Pufferkonzentration, so la3t sich zeigen, daf3 mit steigendem pH - Wert
auch die Steigung der Kurve zunimmt. Das bedeutet, dal3 die EOF - Geschwindigkeit mit
steigendem pH - Wert zunimmt. Die Steigung der Geraden nimmt mit steigender

Konzentration des Puffers ab. Der experimentelle Befund spiegelt die Vorhersage nach

Schmoluchowski wider.
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Hypersil ODS 3 um: Puffer / ACN =20/ 80
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Abbildung 5.1.1-2: Abhé&ngigkeit der EOF - Geschwindigkeit von der Feldstérke
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um 1.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt; Analyt

Thioharnstoff

Mit zunehmendem pH - Wert liegen immer mehr Silanolgruppen in der deprotonierten Form
vor. Durch die hohere Ladungsdichte an den Oberflachen nimmt die elektrische
Doppelschicht zu, und damit wird die Wanderungsgeschwindigkeit des elektroosmotischen
Flusses gefordert. Das laft sich direkt aus dem Diagramm ablesen, bei dem die Steigung
der Geraden mit wachsendem pH-Wert zunimmt. Der Vergleich der Werte bei pH 5 zeigt,
dalR die EOF - Wanderungsgeschwindigkeit mit steigender Pufferkonzentration abnimmt,

auch das spiegelt sich in der Gradensteigung wider.
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Hypersil ODS 3 pm: Tris-Puffer / ACN =40/ 60
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Abbildung 5.1.1-3: H vs u Kurve von Hypersil ODS 3 um

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um 1.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt; Analyt
Thioharnstoff

Im neutralen bis alkalischen Bereich durchlauft die Kurve ein Minimum in der
Grolienordnung des vier bis funffachen des mittleren Teilchendurchmessers (H = 4 - 5 dp).
Mit steigender EOF - Geschwindigkeit nimmt die Bodenhdhe wieder zu. Durch die freie
Ladung treten CouLomB’'sche  Wechselwirkungen  verstarkt  auf, die zu
Bandenverbreiterungen fihren. Bei pH 5, im leicht sauren Bereich, néhert sich die Kurve mit
wachsender  Wanderungsgeschwindigkeit ~dem  Eineinhalbfachen des  mittleren

Teilchendurchmessers des Packmaterials an (H = 1,5 dp).
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Hypersil ODS 3 um: Tris - Puffer / ACN =20/ 80
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Abbildung 5.1.1-4: H vs u Kurve von Hypersil ODS 3 um
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I[.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt;
Analyt: Thioharnstoff

Bei einem hoheren Anteil des organischen Ldsemittels nimmt die EOF-
Wanderungsgeschwindigkeit zu, weil die hydrophoben Wechselwirkungen des Analyten mit
den C18 - Ketten herabgesetzt werden. Analog zu dem vorangegangenen Diagramm nimmt
die Bodenhdhe mit steigendem pH - Wert zu. Bei pH 5, im leicht sauen Bereich istH=2 - 3
dp, im neutralen betragt H = 3 - 4 dp und im leicht alkalischen Bereich, pH 9, durchlauft es
ein Minimum bei H = 5 - 6 dp und steigt bei hdheren Wanderungsgeschwindigkeiten wieder

an.
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5.1.2 Hypersil ODS 3um: Phosphat — Puffer

Hypersil ODS 3 um: Phosphat - Puffer / ACN
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Abbildung 5.1.2-1: Abhangigkeit der EOF - Geschwindigkeit von der Feldstarke
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum [.D., 360 pum A.D., 25 cm gepackt;
Analyt: Thioharnstoff

Die Steigung der Auftragung der Wanderungsgeschwindigkeit gegen die elektrische
Feldstarke zeigt die Konzentrationsabhangigkeit, auch wenn ein anderer Puffer verwendet
wird. Die pH- Abh&angigkeit verhalt sich vergleichbar wie bei dem Tris — HCI — Puffer.
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Hypersil ODS 3 um: Phosphat-Puffer / ACN
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0,1 mM Phosphat pH 2,6 / ACN =20/ 80 (v/v) 0,1 mM Phosphat pH 2,6 / ACN = 40/ 60 (v/v)
V¥ 10 mM Phosphat pH 2,6 / ACN = 20/ 80 (v/v)
V¥ 5 mMPhosphat pH7 /ACN=20/80 (v/v)

Abbildung 5.1.2-2: H vsu Kurvevon Hypersil ODS 3 um

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum [.D., 360 pum A.D., 25 cm gepackt;
Analyt: Thioharnstoff

Die H vs u Kurve durchlauft ein Minimum bei dem Dreifachen des mittleren
Teilchendurchmessers (H = 3 dp). Das Minimum wird bei pH = 2,6 und einer
Phosphatkonzentration von 0,1 mM erreicht. Die Kurven haben ihren Schwerpunkt bei einer

Bodenhdhe von dem Filnffachen des mittleren Teilchendurchmessers (H = 5 dp).
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5.1.3 XTec S3 C18

XTec ODS 3 um
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WV 20 mM Phosphat mM pH 2,6 / ACN = 40 / 60 (v/v) —M— 15 mM Tris pH 7 / ACN = 40 / 40 (v/v)
V¥ 15 mM Phosphat mM pH 2,6 / ACN =30 / 70 (V/v) —l— 10 mM Tris pH 7 / ACN = 40/ 60 (V/v)
A 20 mM Phosphat mm pH5 /ACN =40/ 60 (v/v) —Ml— 5 mM Tris pH 7/ ACN =20/ 80 (v/V)

Abbildung 5.1.3-1: Abhangigkeit der EOF - Geschwindigkeit von der Feldstarke
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum [.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt;

Analyt: Thioharnstoff

An diesem Diagramm spiegelt sich der Einflu3 des organischen Losemittelgehalts auf eine
unretardierte Substanz wider. Die Steigung nimmt mit wachsendem Anteil organischen
Losemittels zu. Bei einem organischen Losemittelanteil von 40% Acetonitril und einer
Pufferkonzentration von 15 mM Tris-HCI verlaf3t die Kurve den linearen Bereich. Das kann
damit zusammenhé&ngen, daf} bei hohen Feldstarken zu grof3e Stréme flieRen und dadurch

die Spannung nicht komplett aufgebaut wird.
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XTec ODS 3 um
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WV 20 mM Phosphat mM pH 2,6 / ACN = 40/ 60 (v/v) B 15mM Tris pH 7/ ACN = 40/ 40 (v/v)
V¥ 15 mM Phosphat mM pH 2,6 / ACN = 30 / 70 (v/v) M 10 mM Tris pH 7/ ACN = 40 / 60 (v/v)
—A— 20 mM Phosphat mm pH5 / ACN =40/ 60 (v/v) WM 5mMTrispH 7/ACN =20/ 80 (v/v)

Abbildung 5.1.3-2: H vsu Kurvevon Xtec S3C18

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum [.D., 360 pum A.D., 25 cm gepackt;
Analyt: Thioharnstoff

Bei diesem Material durchlauft die H vs u Kurve ein Minimum bei dem Zwei- bis Dreifachen
(H = 2 - 3 dp), danach steigt die Kurve auf das Vier- bis Funffache des mittleren
Teilchendurchmessers an (H = 4 - 5 dp). Dieses Material zeigt ungiinstige Eigenschaften fir

die Kapillar - Elektrochromatographie, weil das Minimum bei geringen Wanderungs-
Geschwindigkeiten auftritt und keine grof3en Endgeschwindigkeiten erreicht werden.
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5.2 Mit unporése RP — Kieselgele gepackte Kapillaren

Es liegen unpordse Kieselgele vor, die sich in der GroRe des mittleren
Teilchendurchmessers und in der Oberflachenfunktionalisierung unterscheiden. Der
Ubersichtlichkeit wegen sind diese Daten in einer Tabelle dargestellt. Die Materialien sind
nach Herstellerangaben in absteigender Reihenfolge der Dichte der

Oberflachensilanolgruppen sortiert:

Material | dp/pum | Silanisierung Charakterisierung

2939 3,0 C18 Ligandendichte identisch mit 2930

0257b 3,0 C18 3.0 um Material vergleichbar mit 0195/95¢

2917 3,0 C18 - nachsilanisiert | Ligandendichte und Nachsilanisierung vergleichbar mit 2933
2734 15 C18 Ligandendichte kleiner als 2930

2930 15 C18 Ligandendichte identisch mit 0195/95¢

0195/95¢c |1,5 C18 Standard MICRA Material

2933 15 C18 - nachsilanisiert | Ligandendichte identisch mit 2930

Tabelle5.1.3-1: Charakterisierung der unporosen Kieselgele nach Herstellerangaben
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5.2.1 Micra NPS ODS # 2939 (3,0 um)

MICRA NPS # 2939 (3 um)
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20 mM Tris pH 8 / ACN = 80 / 20 (v/v)
—@—3 mM Tris pH 8/ ACN = 60 / 40 (v/v) 15 mM Tris pH 8 / ACN =60/ 40 (v/v)
—A—2 mM Tris pH 8/ ACN = 40 / 60 (v/v) 10 mM Tris pH 8 / ACN =60/ 40 (v/v)
V¥ 1,5mM Tris pH 8/ACN =30/ 70 (v/v)
5 mM Tris pH 8/ ACN =80/ 20 (v/v)

Abbildung 5.2.1-1: Abhangigkeit der EOF - Geschwindigkeit von der Feldstarke
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum [D., 360 um A.D., 25 cm gepackt;

Analyt: Thioharnstoff

Bei der Auftragung von EOF-Geschwindigkeit gegen die Feldstarke ist der lineare
Zusammenhang offensichtlich. Die unporésen Teilchen haben eine groRe EOF -
Geschwindigkeit bei hohen Feldstarken. Mit hoherem Anteil an organischem Lésemittel

steigt die Geschwindigkeit des elektroosmotischen Flusses an.

Die Steigung der Geraden nimmt mit steigender Konzentration des Puffers ab, wie man bei
einem Puffergemisch von Acetonitril / Tris - HCI — Puffer 40 / 60 (v/v) sehen kann. Die

Beobachtung unterstutzt die Vorhersage von Schmoluchowski.
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MICRA NPS # 2939 (3 um)
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20 mM Tris pH 8 / ACN =80/ 20 (v/v)
® 3 mMTris pH 8/ACN =60/ 40 (v/v) 15 mM Tris pH 8 / ACN = 60 / 40 (v/v)
A 2 mM Tris pH 8/ ACN =40/ 60 (V/v) 10 mM Tris pH 8 / ACN = 60 / 40 (v/v)
V¥ 1,5mM Tris pH 8/ ACN =30/ 70 (v/v)
5 mM Tris pH 8/ ACN =80/ 20 (v/v)

Abbildung 5.2.1-2: H vsu Kurvevon MicraNPS ODS # 2939

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I|.D., 360 pum A.D., 25 cm gepackt;
Analyt: Thioharnstoff

Bei diesem Material betragt die Bodenhthe das Drei- bis Vierfache des mittleren
Teilchendurchmessers (H = 3 - 4 dp). Das laf3t sich damit erklaren, dal3 der Kohlenstoffgehalt
sehr gering ist. Die hohe Geschwindigkeit des elektroosmotischen Flusses lafdt sich auf die

hohe Dichte der freien Silanolgruppen an der Oberflache des Kieselgels zurtickflihren.
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5.2.2 Micra NPS ODS # 0257b (3,0 um)

MICRA NPS # 0257b 3 um
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10 mM Tris 10 pH 8/ ACN =40/ 60 (v/v)

W 15mMTris 1,5pH8/ACN=30/70 (v/v)
—M— 1 mMTris 1 pH8/ACN=20/80 (v/v)
—Hl— 5 mMTris 5 pH8/ACN=20/80 (v/v)

Abbildung 5.2.2-1: Abhangigkeit der EOF - Geschwindigkeit von der Feldstarke
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum [D., 360 um A.D., 25 cm gepackt;
Analyt: Thioharnstoff

Die Auftragung der EOF - Geschwindigkeit gegen die Feldstarke spiegelt die Erwartungen

wider. Mit zunehmendem Anteil an organischen Losemittel steigt die Geschwindigkeit an.

Der Zusammenhang zwischen Feldstarke und Wanderungsgeschwindigkeit ist linear, wie es
sein soll. Wie sich bei einem Losemittelanteil von 80% Acetonitril ablesen |aR3t, ist die

Steigung bei niedrigen Pufferkonzentrationen gréf3er als bei hdheren Konzentrationen.
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MICRA NPS # 0257b 3 um
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B 15mMTris 1,5pH8/ACN=230/70 (viv)
—Hl— 1 mMTris 1 pH8/ACN=20/80 (viv)
—Ml—- 5 mMTris 5 pH8/ACN=20/80 (V/V)

Abbildung 5.2.2-2: H vsu Kurvevon MICRA NPSODS # 0257b

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum 1.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt;
Analyt: Thioharnstoff

Betrachtet man diese H vs u Kurve, so fallt auf, dal sie sich bei hohen
FluRgeschwindigkeiten des elektroosmotischen Flusses an das Eineinhalbfache bis
Zweifache des mittleren Teilchendurchmessers (H = 1,5 - 2 dp) anschmiegt. Bei der
Auftragung gegen die Feldstarke, sieht man die lineare Abhangigkeit zur
Wanderungsgeschwindigkeit. Diese ist bei niedrigen Konzentrationen und einem hohen
Anteil an Acetonitril mit u = 2,8 mm/sec sehr grof3.
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5.2.3 MICRA NPS ODS # 2734 (1,5 um)

MICRA NPS # 2734 (1,5 um)
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—l— 20 mM Tris pH 8 / ACN = 80/ 20 (v/v)

@® 15 mM Tris pH 8/ACN =60/ 40 (v/v)
—A— 10 mM Tris pH 8 / ACN = 40 / 60 (v/v)
—&— 5 mM Tris pH 8/ ACN =20/ 80 (v/v)

Abbildung 5.2.3-1: Abhé&ngigkeit der EOF - Geschwindigkeit von der Feldstérke
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum [.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt;
Analyt: Thioharnstoff

Betrachtet man die Auftragung der EOF Geschwindigkeit gegen die elektrische Feldstarke,
so ist offensichtlich, da? der Zusammenhang auch fir 1,5 pm Packungsmaterialien linear ist.
Die Wanderungsgeschwindigkeit nimmt mit steigendem Anteil an organischem Ldsemittel zu.
Damit verhalten sich die 1,5 um Packungsmaterialien ebenfalls nach der Vorhersage von

Schmoluchowski.
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MICRA NPS # 2734 (1,5 um)
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B 20 mM Tris pH 8 / ACN = 80 / 20 (v/v) 4 mM Tris pH 8 / ACN = 80/ 20 (vi/v)

@ 15mM Tris pH 8/ ACN = 60 / 40 (v/v) 3 mM Tris pH 8/ ACN = 60 / 40 (v/v)

A 10 mM Tris pH 8 / ACN = 40/ 60 (v/v)

@ 5mMTris pH8/ACN =20/ 80 (v/v) 1 mM Tris pH 8 / ACN = 20 / 80 (v/v)

Abbildung 5.2.3-2: H vsu Kurvevon MicraNPSODS # 2734

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum 1.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt;
Analyt: Thioharnstoff

Bei der H vs u Kurve fallt auf, daR sich bei hohen EOF Geschwindigkeiten die Bodenhdhe an
das Eineinhalbfache des mittleren Teilchendurchmessers (H = 1,5 dp) anschmiegt. Das ist

besonders auffallig, weil bei den groReren Packungsmaterialien das Doppelte bis Vierfache
erreicht wird.

Bei niedrigen Flu3geschwindigkeiten streuen die Werte sehr stark. Bei der Auftragung gegen
die Feldstarke sieht man, daf3 der lineare Zusammenhang zur EOF Geschwindigkeit auch fur

unporése Teilchen mit einem Durchmesser von 1,5 um gilt.
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5.2.4 H vs u Kurven von unpordsen Kieselgelen mit Aceton und

Pyren nach Kraak und Poppe

Kraak und Poppel®! haben 1997 die beiden folgenden H vs u Kurven veréffentlicht. Die
Kapillaren sind mit unporésen 1,5 um Partikeln der Firma Chromsphere gepackt und sind mit

C18-Alkylketten silanisiert.
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Abbildung 5.2.4-1: H vs u Kurven unpordser Silkapartikel!*

Wasser / ACN 60 % (m ), 70 % (A ) and 80 % ( ¢ ) (V/V) + 5 mM SDS + 1.6 mM
Natriumtetraborat; 20 kV ; Inj. 10 kV 1 sec; 100 pm id x 32 cm, 1,5 uym ODS-
Chromsphere

Offensichtlich ist, daf’ die Bodenhthe mit steigender EOF - Geschwindigkeit sinkt und sich
etwa dem doppelten Teilchendurchmesser (H = 2 dp) annahert. Mit Aceton als Analyten sind
die Kurven bei den niedrigeren EOF - Wanderungsgeschwindigkeiten etwas weiter
auseinandergezogen und mit Pyren als Analyten fallen die Kurven zusammen. Ansonsten
entsprechen diese Kurven den Beobachtungen, die bei den 1,5 um NPS ODS Materialien

von MICRA gemessen wurden.
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5.2.5 Zusammenfassung der H vs U Kurven poréser und unpordser

Kieselgele

Alle Messungen wurden mit Thioharnstoff durchgeftihrt. Als nichtretardierte Substanz bietet
sich dieser Analyt zur Bestimmung der EOF-Geschwindigkeit und der Bodenhthe an. Diese
beiden Parameter sind eignen sich zur Charakterisierung gepackter Kapillaren mittels CEC.
Es wurden mehrere Kapillaren mit den gleichen Packungsmaterialien gepackt und die
Messungen der einzelnen Kapillaren wurden mindestens dreimal wiederholt. Die Einflisse
von der Packungsdichte und der Einflul3 der Fritten auf die Effizienz der Kapillare wurde in
diesem Kapitel nicht diskutiert, weil alle Kapillaren nach dem gleichen Prinzip hergestellt

wurden.

Phosphat und Tris / HCI - Puffer zeigen die gleiche Tendenz mit Hypersil ODS 3 um. Bei
niedrigen pH-Werten mit niedrigen Pufferkonzentrationen werden die niedrigsten
Bodenhdhen und héchsten Geschwindigkeiten des elektroosmotischen Flusses gemessen.
Das Minimum der Bodenhdhe nimmt mit steigendem pH-Wert zu. Fur den Tris-HCI Puffer
ergibt sich fur den leicht sauren Bereich eine Bodenhthe am Minimum von dem Zwei- bis
Dreifachen (H = 2 - 3 dp), im neutralen vom Drei- bis Vierfachen (H = 3 - 4 dp) und im leicht
alkalischen Bereich von dem Finf- bis Sechsfachen des mittleren Teilchendurchmessers (H
= 5 - 6 dp). Mit dem Phosphatpuffer ergeben sich fiir den stark sauren Bereich, pH = 2,6,
Bodenhdhen am Minimum der H vs u Kurve von dem Dreifachen des mittleren
Teilchendurchmessers (H = 3 dp) und im neutralen von dem Funffachen
Teilchendurchmesser (H = 5 dp). Bei hoheren FlieRgeschwindigkeiten steigen die Kurven

wieder an!

Das Xtec-Material besitzt ein zu geringes Zeta - Potential, um einen adaquaten EOF zu
generieren, damit ist es leider fur die Kapillar - Elektrochromatographie nicht besonders
geeignet. Erst durch die gemischtfunktionellen Gruppen lat sich ein sehr groRer EOF
generieren, der jedoch nicht reproduzierbar ist®".

Die unpordsen Packungsmaterialien haben von Natur aus eine sehr viel geringere
Oberflache als porése Teilchen und kénnen deswegen sehr leicht Uberladen werden. Bei
MICRA NPS ODS 2939 (3,0 um) ist die Dichte der C18 Alkylketten gering. Das rechtfertigt
Bodenhdhen von dem Drei- bis Vierfachen des mittleren Teilchendurchmessers (H=3 - 4
dp), wenn die EOF - Wanderungsgeschwindigkeit sehr groR ist. Das ist bei diesem Material
gegeben und korreliert mit der hohen Silanolgruppendichte, die ein entsprechendes Zeta -

Potential erzeugen kann.
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Bei MICRA NPS ODS 0257b (3,0 um) erreicht die Kurve ein Minimum bei dem Zweifachen
des mittleren Teilchendurchmessers (H = 2 dp). Auch die Wanderungsgeschwindigkeit des

elektroosmotischen Flusses ist mit 2,8 mm / sec Uberdurchschnittlich grof3.

Bei den unpordsen 1,5 um Packungsmaterialien, MICRA NPS ODS 2734 (1,5 um), treten H
vs u Kurven auf, deren Minimum bei dem Eineinhalbfachen des mittleren
Teilchendurchmessers (H = 1,5 dp) liegt. Es zeigt sich wieder, dal3 das Minimum der Kurven
bei hohen Wanderungsgeschwindigkeiten und hohem Anteil an organischem L&semittel
auftritt. Diese Ergebnisse decken sich mit den Verdffentlichungen von Kraak und Poppe.

Bei der Auftragung der Wanderungsgeschwindigkeit gegen die elektrische Feldstarke laft
sich zeigen, dal3 sowohl die Konzentrationsabhangigkeit des Puffers als auch der Einflul3
durch den Anteil des organischen Losemittels fur porése und unporése Teilchen gilt. Es ist
zu bertcksichtigen, da3 die hohen Wanderungsgeschwindigkeiten nur bei sehr kleinen
Pufferkonzentrationen auftreten, weil das Potential mit steigender Pufferkonzentration abféallt.
Bei den unporésen Packungsmaterialien findet man eine hohere
Wanderungsgeschwindigkeit des EOF, weil durch die geringere Porositat dinnere ,aktive
Kapillaren* gebildet werden, und deswegen das Oberflachenpotential nicht so weit in der
diffusen Schicht abféllt.

Mit zunehmenden pH - Wert liegen immer mehr Silanolgruppen in der deprotonierten Form
vor. Durch die hohere Ladungsdichte an den Oberflachen nimmt die elektrische
Doppelschicht zu und damit wird die Wanderungsgeschwindigkeit des elektroosmotischen
Flusses gefordert. Das lalt sich deutlich aus den Diagrammen ablesen, bei denen die
Steigung der Geraden mit wachsendem pH-Wert zunimmt.

Damit entsprechen die porésen und die unporésen Teilchen gleichermal3en den

Vorhersagen von Knox-2>%3"38 ynd Schmoluchowski.
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5.3 Einflul3 von lonenpaarreagentien auf elektroosmotischen
Flu3 und theoretische Bodenhéhe

Durch den Zusatz von lonenpaarreagentien zu den normalen FlieBmitteln der Kapillar —
Elektrochromatographie sollen die Eigenschaften der stationdren und der mobilen Phase
beeinfluldt werden. Mit diesen Additiven werden zusatzliche lonen in die Lésung gegeben,
die die Leitfahigkeit erhéhen und zusatzliche Ladung in die Nahe der Teilchenoberflache
bringen und damit das Zetapotential beeinflussen kdnnen. Die lonenpaarbildung mit den
Analyten kommt in diesem Kapitel noch nicht zur Geltung, weil alle Messungen mit
Thioharnstoff durchgefihrt werden.

Es wurden fluorierte Karbonsauren verwendet, die starker sauer sind als die reinen

Karbonsauren und deswegen in der deprotonierten Form vorliegen.

Micellenbildner wurden eingesetzt (SDS), die in niedrigen Konzentrationen mit den C18-
Alkylketten der Standartpackmaterialien Wechselwirken konnen und mit diesen dynamische
Mixmode Phase bilden.

Schlie8lich wurde ein basisches Additiv, Triethylamin, verwendet, das an die freien
Silanolgruppen adsorbiert wird und die Ladung umpolt und damit den EOF verlangsamen

kann.

Von allen diesen Additiven kann man erwarten, dafd sie den elektroosmotischen FluRR direkt
oder indirekt beeinflussen. Eventuell haben sie auch Auswirkungen auf die Retention und

damit auf die Trennung.

Beschreibung Bezeichnung

Hexafluorbuttersdure| HFBA

Pentafluorpropansaure PFPA

Trifluoressigsaure TFA

Natriumdodecylsulfatf SDS
Triethylamin TEA

Tabelle5.2.5-1: Aufstellung der verwendeten Additive
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5.3.1 Fluorierte Karbonsauren als Additive

Hypersil ODS 3um: Fluoroadditive
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V¥ 0,1 mM Phosphat 2,6 / ACN =40/ 60 (v/v) + 6,7 mM HFBA 4 0,1 mM Phosphat pH 2,6 / ACN = 20/ 80 (v/v) + 5,2 mM TFA
0,1 mM Phosphat 2,6 / ACN = 20/ 80 (v/v) + 6,4 mM HFBA 5 mM Phosphat pH5 / ACN =20/ 80 (v/v) + 5,2 mM TFA
@® 0,1 mM Phosphat 2,6 / ACN =20/80 (v/v) + 45 mM PFPA 4  5mM Tris pH7  /ACN=20/80 (v/v) + 52 mM TFA

Abbildung 5.3.1-1: Abhangigkeit der EOF - Geschwindigkeit von der Feldstarke mit
Fluorokarbonséauren als Additive
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum [D., 360 pum A.D., 25 cm gepackt;
Analyt: Thioharnstoff

Die EOF - Wanderungsgeschwindigkeit in Gegenwart von fluorierten Karbonsauren liegt mit
1,4 mm/sec in der gleichen Grél3enordnung wie die der Phosphatpuffer ohne Additive. Wenn
man Heptafluorobutansédure (HFBA) betrachtet, so stellt man fest, daR die Einflisse des
organischen Losemittelanteils auf den EOF noch auftreten, aber sehr klein geworden sind.
Mit steigender Kettenldnge des organischen Restes in den Fluorkarbonsauren nimmt die

EOF - Wanderungsgeschwindigkeit zu.
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Hypersil ODS 3um: Fluoroadditive
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Abbildung 5.3.1-2: H vs u Kurve von Hypersil ODS mit Fluorkarbonséauren als Additive
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum [.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt;
Analyt: Thioharnstoff

Durch Zusatz von Fluorkarbonsduren zu dem Puffer andert sich die H vs u- Kurve insofern,
als hohe EOF - Werte, die mit hohem angelegtem elektrischen Feld korrelieren, nicht zur
Erh6hung der Bodenzahlen fuhren. Es lassen sich keine weiteren markanten Unterschiede in
der Bodenhdhe von Thioharnstoff zwischen Trifluoressigsaure (TFA),
Pentafluorpropionsédure (PFPA) und Heptafluorbutansdure (HFBA) beobachten. Das
Minimum der Bodenhohe liegt bei dem Zwei- bis Dreifachen des mittleren
Teilchendurchmessers (H = 2 - 3 dp) und steigt bei wachsender EOF -

Wanderungsgeschwindigkeit nicht mehr an.
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5.3.2 SDS als Additiv

Hypersil ODS 3 pm mit SDS als Additiv
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—W— 0,1 mM Phosphat pH 2,6 / ACN =20/ 80 (v/v) + 5,6 mM SDS
B 0,1 mM Phosphat pH7 /ACN =20/80 (v/v) + 5,6 mM SDS

Abbildung 5.3.2-1: Abhéangigkeit der EOF - Geschwindigkeit von der Feldstarke mit SDS als Additiv
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum [.D., 360 pum A.D., 25 cm gepackt;
Analyt: Thioharnstoff

Bei der Auftragung von der EOF - Wanderungsgeschwindigkeit gegen die Feldstarke sieht
man den linearen Zusammenhang sehr deutlich. Vergleicht man die Puffergemische
Acetonitril / Phosphatpuffer = 60 / 40 mit 80 / 20 (v/v) bei pH = 2,6 so zeigt sich, dal3 mit
steigendem Anteil an organischem Ldsemittel die Wanderungsgeschwindigkeit zunimmt.

Damit entsprechen die MelRwerte den Vorhersagen der Theorie.
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Hypersil ODS 3 pum mit SDS als Additiv
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0,1 mM Phosphat pH 2,6 / ACN = 20/ 80 (v/v) + 5,6 mM SDS
B 0,1 mM Phosphat pH7 /ACN =20/80 (v/v) + 5,6 mM SDS

Abbildung 5.3.2-2: H vsu Kurvevon Hypersil ODS mit SDS als Additiv

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum [.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt;
Analyt: Thioharnstoff

Bei der hier gezeigten H vs u Auftragung durchlauft die Kurve ein Minimum bei einer
Bodenhdhe, die dem Dreifachen des mittleren Teilchendurchmessers (H = 3 dp) entspricht.
Bei pH = 7 durchlauft die Kurve ein Minimum und steigt leider wieder an, bei pH = 2,6 wird
das Minimum bei hoheren FluRgeschwindigkeiten erreicht.
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5.3.3 Triethylamin als Additiv

Hypersil ODS 3 um mit Triethylamin als Additiv
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Abbildung 5.3.3-1: Abhé&ngigkeit der EOF - Geschwindigkeit von der Feldstérke
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum [.D., 360 pum A.D., 25 cm gepackt;
Analyt: Thioharnstoff

Tragt man die EOF - Wanderungsgeschwindigkeit gegen die Feldstarke auf, so sieht man,
daR sich eine Gerade ergibt, und dal3 ein steigender Anteil an organischem Ldsemittel im
FlieBmittel zu einer Zunahme der Steigung fuhrt. Die EOF - Geschwindigkeit liegt in
derselben GroRenordnung wie die, die im reinen Acetonitril / Phosphatpuffer beobachtet

wird.

53



Charakterisierung gepackter Kapillaren mittels Elektrochromatographie

Hypersil ODS 3 pum mit Triethylamin als Additiv

25

N
o

[EnY
(63}

| e
0.\ | o —+—®
a /

[N
o

Bodenhdhe [um]

ol

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75

EOF Geschwindigkeit [mm*sec™ ]

@ 0,1 mM Phosphat pH 2,6 / ACN = 40/ 60 (v/v) + 6,7 mM TEA
—@— 0,1 mM Phosphat pH 2,6 / ACN =20/ 80 (v/v) + 3,4 mM TEA

Abbildung 5.3.3-2: H vsu Kurvevon Hypersil ODS mit Triethylamin als Additiv
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum [.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt;

Analyt: Thioharnstoff
Bei der Auftragung der Bodenhthe gegen die EOF Wanderungsgeschwindigkeit durchlauft
die Kurve ein Minimum bei dem Dreifachen des mittleren Teilchendurchmessers (H = 3 dp).

Die Kurve steigt bei wachsender Geschwindigkeit auf das Vierfache (H =4 dp) an.
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5.3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die H vs u Kurven in Gegenwart von Additiven zu dem Flie@mittel unterscheiden sich nicht
merklich von der eines reinen Acetonitril / Phosphatpuffer Gemisches.

Innerhalb der halogenierten Karbonsauren treten bei der Auftragung der theoretischen
Bodenhdhe in Abhangigkeit von der Wanderungsgeschwindigkeit keine wesentlichen
Unterschiede auf. Bei allen wird das Minimum der Kurve bei niedrigen EOF
Geschwindigkeiten erreicht und nahert sich mit steigenden Geschwindigkeiten dem Zwei- bis

Dreifachen des mittleren Teilchendurchmessers (H = 2 - 3 dp).

Bei Natriumdodecylsulfat (SDS) als Additiv streuen die Bodenhthen bei niedrigen EOF
Geschwindigkeiten und néhern sich bei hdheren EOF Geschwindigkeiten dem Dreifachen
des mittleren Teilchendurchmessers (H = 3 dp). Hier variieren die Bodenh6hen nicht mit
dem pH-Wert.

Triethylamin verhalt sich als Additiv analog zum reinen Phosphatpuffer, die H vs u Kurve
durchlauft bei geringen EOF Geschwindigkeiten ein Minimum bei dem Dreifachen des
Teilchendurchmessers und die Bodenhdhe steigt mit hdheren Geschwindigkeiten wieder an.
Der elektroosmotische Flusses ist in der GrofRenordnung wie der mit reinem Phosphatpuffer.
Der EinfluR des Anteils des organischen Losemittels ist bei Zusatz von halogenierten
Karbonsauren vernachlassigbar gering. Bei Triethylamin ist er nicht besonders ausgepragt
und bei Natriumdodecylsulfat ist er quantitativ.

Der Einflul von Additiven auf den elektroosmotischen Flul3 ist offensichtlich sehr gering.
Damit Wechselwirken die Additive nicht mit der Oberflache der Tragermaterialien und
beeinflussen das Zetapotential nicht oder nur geringflgig. Die Wechselwirkungen finden
voraussichtlich mit den C18 — Alkylketten statt und haben damit keinen Einflu auf den EOF,
allerdings kénnen sie dort die Selektivitat der Trennung beeinflussen, was naher untersucht

werden mufi.
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6. Trennung von Testgemischen

In dieser Arbeit

werden unpolare,

polare,

basische,

saure und zwitterionische

Testsubstanzen vorgestellt, die mit der Kapillar - Elektrochromatographie getrennt werden

sollen. Alle Testgemische sind in 10 mL HPLC-Wasser / Acetonitril = 50 / 50 (v/v) geldst.

Testmischung basisch | sauer | polar | unpolar
Alkylbenzole +
Anilinderivate +
Aminosauren + +
Benzoesaurederivate +
EPA Mix 610 +
Engelhardt Mix +
Multikomponenten + +
Softdrinkadditive + + +
Parabene + +
Polare Mischung +
Steroide +
Xanthine 1 + +
Xanthine 2 + +
Tabelle5.3.4-1: Einteilung der Testmischungen

Es sollen die Einflisse von der FlieBmittelzusammensetzung, der Pufferkonzentration und

von Additiven auf die Trennung untersucht werden.

bericksichtigen,

Bei
dal sich die Trennungen aus den Einflissen des EOF, der

den Beispielen ist zu

elektrophoretischen Mobilitdt und der Retention ergibt. Die elektrophoretische Mobilitdt kann

in Abhéngig von der Ladung in Richtung des EOF oder entgegengesetzt gerichtet sein.
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6.1 Alkylbenzole

Substanz # Einwaage / mg
Thioharnstoff | 1 3
HZNLNHZ
Toluol 2 @ 62,1
Ethylbenzol |3 @_\ 62,8
Propylbenzol |4 @1 56,4
Butylbenzol |5 @_\_/ 51,1
Pentylbenzol | 6 m 71,4
Tabelle5.3.4-1: Aufstellung der Analyten, die in der Testmischung Alkylbenzole verwendet werden.
Die Analyten sind in 10 mL Acetonitril gel6st
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Abbildung 5.3.4-1: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil

ODS 3 um, mobile Phase: 50 mM TrisHCI pH 8 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v);
Spannung: 10 kV; Detektion: UV, 214 nm; Elutionsfolge: Thioharnstoff, Toluol,
Ethylbenzol, Propylbenzol, Butylbenzol, Pentylbenzol
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to troluol k 1:Ethyl benzol k 1:Propyl benzol k tButyl benzol k tPentyl benzol k
kv min min min min min min
10 (*) | 10,82| 11,66 | 0,08 12,54 0,16 14,00| 0,34 16,06 | 0,49 18,86 | 0,75
15 7,11| 7,68 0,08 8,26 | 0,16 9,21| 0,30 10,50 0,48 12,08 0,70
15(*) 7,21 7,77| 0,08 8,34| 0,16 9,33| 0,29 10,71 0,49 12,57 | 0,75
20 541| 5,83|0,08 6,27 0,16 7,00| 0,29 8,03| 0,49 9,43| 0,75
Tabelle 5.3.4-2: Einfluf der Spannung auf die Retentionskoeffizienten

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um, mobile Phase: 50 mM TrisHCI pH 7 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v);
Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: Thioharnstoff, Toluol, Ethylbenzol,
Propylbenzol, Butylbenzol, Pentylbenzol; Bei den mit (*) markierten Zeilen wurden
die Zahlenwerte aus der 20 kV Messung extrapoliert.

Bei den nichtretardierten Substanzen konnte gezeigt werden, dal die Wanderungs-
geschwindigkeit proportional zu dem angelegten Feld ist. Die Retentionskoeffizienten fir
unpolare Substanzen, die bei einer Spannung von 15 und 20 kV gemessen wurden, sind
identisch. Damit konnte gezeigt werden, dal® die Wanderungsgeschwindigkeit von unpolaren
retardierten Substanzen proportional zum angelegten Feld ist. So lassen sich auch
Trennungen unpolarer Substanzen vergleichen, die bei unterschiedlichen Feldstarken
gemessen wurden. Die Elutionsfolge entspricht den empirischen Erwartungen. Je kleiner die
Seitenkette ist, desto geringer sind die Wechselwirkungen mit der stationdren Phase und um

so kleiner sind die Retentionszeiten.

Puffer to troluol k 1:Ethyl benzol k 1:Propyl benzol k tg utylbenzol k tPentyl benzol k
mM min min min min min min

25 12,60 | 19,42 | 0,54 | 27,77 1,20 | 30,91 1,45 | 34,07 1,70 (41,94 2,33

5 10,82 | 11,66 | 0,08 | 12,54 0,16 | 14 0,34 | 16,06 0,49 | 18,86 0,75

10 10,56 | 11,39 | 0,08 | 12,24 0,16 | 13,61 0,29 | 15,34 0,45 17,70 0,68

Tabelle5.3.4-3: Einfluld der Pufferkonzentration auf die Retentionskoeffizienten
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 pm, mobile Phase: TrisHCI pH 7 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v); Detektion: UV,
254 nm; Elutionsfolge: Thioharnstoff, Toluol, Ethylbenzol, Propylbenzol, Butylbenzol,
Pentylbenzol

Mit steigender Konzentration nimmt die EOF-Wanderungsgeschwindigkeit zu. Das spiegelt
sich darin wider, daf3 sowohl die Totzeit, als auch die Retentionszeiten der Analyten und der
Retentionskoeffizient kleiner werden. Der Zusammenhang zwischen steigender

Konzentration und sinkendem Retentionskoeffizienten ist nicht linear.
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pH U to troluol k 1:Ethyl benzol k tPropyl benzol k tButyl benzol k tPentyl benzol k

kV | min min min min min min
7 |5 (26,98 29,43 |0,09 |32,03 0,19 | 36,17 0,34 | 41,69 0,54 | 49,28 0,83
5 |5 [2568 32,76 |0,28|36,9 0,44 | 42,24 0,65 |51 0,99 | 63 1,46
5 130(428 |549 |0,286,15 0,44 | 7,04 0,65 | 8,50 0,99 | 10,50 1,46
Tabelle5.3.4-4: Einfluld der Pufferkonzentration und des pH-Wertes auf die Retentionskoeffizienten

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um, mobile Phase: 5 mM TrisHCI / Acetonitril = 20 / 80 (v/v); Detektion: UV,
254 nm; Elutionsfolge: Thioharnstoff, Toluol, Ethylbenzol, Propylbenzol, Butylbenzal,

Pentylbenzol

Beim Vergleich der pH-Werte 5 und 7 stellt man fest, dal® bei pH 7 die Retentionsfaktoren
kleiner sind und damit die retardierten Substanzen weniger stark mit der stationaren Phase

Wechselwirken.
ACN | Puffer | U to troluol k 1:Ethylbenzol k tPropylbenzol k tButylbenzol k tPentylbenzol k

% mM kV | min min min min min min

70 15 |30(241| 3,30 | 0,37 3,59 0,49 4,06 0,69 4,69 0,95 5,59 1,32
80 10 [30(2,20| 2,58 (0,17 2,70 0,23 2,91 0,32 3,18 0,45 3,55 0,62
Tabelle 5.3.4-5: Einfluld des Anteils an organischem Losemittel auf die Retentionskoeffizienten

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 pm A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 pm, mobile Phase: Phosphatpuffer pH 8 / Acetonitril (v/v); Spannung: 20 kV;
Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: Thioharnstoff, Toluol, Ethylbenzol,
Propylbenzol, Butylbenzol, Pentylbenzol.

Wie erwartet, nehmen die Retentionszeiten mit steigendem Anteil an organischem Losemittel

ab. Dies spiegelt sich auch in den Retentionskoeffizienten wider, die bei einem
Acetonitrilgehalt von 80% wesentlich kleiner sind.

Additiv | Additiv to troluol k tEthylbenzol k tPropylbenzol k tButylbenzol k tPentylbenzol k

mM min min min min min min

SDS 2,8 2,92| 4,36 10,49 548 0,88 6,43 1,20 7,76 1,66 9,69 2,32
TEA 33 306|423 (038 559 (083 7,00 1,29 8,99 194 1191 |2,89
HFBA 33 |378| 474 |{0,26f 6,00 (059 7,09 0,88| 857 1,27 10,72 |184
Tabelle5.3.4-6: Einflufd der Additive auf die Retentionskoeffizienten;

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 pm A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um, mobile Phase: 0,1 mM Phosphatpuffer pH 2,6 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v);
Spannung: 30 kV; Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: Thioharnstoff, Toluol,
Ethylbenzol, Propylbenzol, Butylbenzol, Pentylbenzol.

Vergleicht man Natriumdodecylsulfat (SDS) mit Triethylamin (TEA) so stellt man fest, dal3 die
Retentionszeiten bei TEA grol3er sind als bei SDS. TEA fungiert bei einem pH - Wert von 2,6
als Base, es bildet das positiv geladene Ammoniumion. Damit entsteht neben dem EOF zur
Anode noch ein kathodischer EOF, der dem ,normalen® EOF entgegengesetzt verlauft.
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Durch die Vektoraddition wird der Gesamt - EOF kleiner. Das laRt sich an den
Retentionszeiten ablesen.
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Abbildung 5.3.4-2: Trennung von Alkylbenzolen 13
Kapillare: 32 cm Gesamtlange, 100 um 1.D., 24 cm gepackt mit 1.5 um NPS ODS-
Chromsphere, mobile Phase: Wasser / Acetonitril = 40 / 60(v/v) + 5 mM SDS + 1.6
mM Natriumtetraborat; Spannung: 20 kV; Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: 1 =
Aceton, 2 = Benzol 3 = Toluol, 4 = Ethylbenzol, 5 = Propylbenzol, 6 = Butylbenzol, 7 =
Impurity, 8 = Pentylbenzol, 9 = Hexylbenzol

Bemerkenswert an dieser Trennung der Alkylbenzole von Kraak und Poppe mit unpordsen 3
pm Teilchen ist die Tatsache, dalR die Trennung innerhalb von 3 Minuten erfolgt ist. Diese
Trennung ist ein gutes Beispiel flr die Schnelligkeit und die Effizienz, mit der unportse
Packungsmaterialien in der Kapillar - Elektrochromatographie eingesetzt werden kénnen. Auf

dem Hypersil Material dauert die Trennung etwa 10 Minuten, das ist dreimal so lange.
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6.2 Anilinderivate

Substanz Einwaage/ mg

Uracil H o) 98,3
N
o)
N
H
NH

o-Anisidin ©i 2 51,1

O/
Anilin ©/NH2 49,2
2-Ethylanilin @ 48,8
NH,

2-Propylanilin @/v\ 49,3

Tabelle 5.3.4-1: Ubersicht der Verwendeten Anilinderivate
Die Analyten sind in 10 mL Acetonitril / HPLC-Wasser = 50 / 50 (v/v) geldst

PaCkung ACN pH U to tanisiain k Tanilin k tEthyIaniIin k tPropyIaniIin k
% kv min min min min min
Hypersil ODS 60 7 |10| 767 | 900 [0,17| 921 |0,20| 987 |0,29| 1040 | 0,36
Hypersil ODS* 60 7 |10| 803 | 951 9,74 10,46 11,04
Hypersil ODS 60 7 |15/ 535 | 634 |018| 649 |021| 697 |030| 7,36 |0,38
Hypersil ODS 80 5 30| 337 | 403 |020| 416 |0,23| 457 |036| 503 |049
Xtec S3 C18 60 7 |10| 14,67 | 23,05 | 057 | 2481 |0,69| 30,13 | 1,05| 3587 |144
Tabelle 5.3.4-2: EinfluB des Anteils an organischem Ldsemittel auf die Retentionskoeffizienten
Tris-HCI Puffer 10 mM ; Kapillare 25 cm gepackt

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 pm, mobile Phase: 10 mM TrisHCI / Acetonitril (v/v); Detektion: UV, 254 nm;
Elutionsfolge: Uracil,  o-Anisidin,  Anilin, 2-Ethylanilin,  2-Propylanilin
Die Werte der mit (*) bezeichneten Zeile wurden aus der 15 kV Messung extrapoliert.

In dieser Testmischung kommt Uracil als neutrale Substanz vor und sonst nur Derivate des
Anilins. Alle Aminogruppen liegen bei einem pH-Wert kleiner als 9 in der protonierten Form
vor. Die neutralen Analyten eluieren nach dem Totvolumen und die negativ geladenen
Analyten zum Schlu3 Bei dieser Testmischung handelt es sich um geladene retardierte
Analyten, deswegen wird kein Analyt vor dem Totvolumne eluiert. o-Anisidin besitzt eine
polare Metoxygruppe, die bei diesen pH Werten ungeladen ist, deswegen wird es direkt nach
Uracil eluiert. Alle anderen Amine werden starker retardiert. Die Retentionszeiten nehmen
mit steigender Lange der Alkylkette zu.
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Abbildung 5.3.4-1: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil

ODS 3 pm, mobile Phase: 5 mM Phosphatpuffer pH 7 / Acetonitril = 20 / 80(v/v);
Spannung 30 kV; Elutionsfolge: Uracil, o-Anisidin, Anilin, 2-Ethylanilin, 2-
Propylanilin.

Bei einem pH-Wert von 2,6 sind alle Aminogruppen protoniert. Bemerkenswert ist, daf} die

Totzeiten fur 60 und 80% Anteil an Acetonitril (ACN) nicht so stark voneinander abweichen.

Die Retentionszeiten fur die anderen Analyten unterscheiden sich hingegen stark. Dadurch

werden die Retentionskoeffizienten, wie erwartet, wesentlich kleiner.

ACN

Puffer |pH |to tanisan | K taniin | K tethytanilin k trropytarilin k

%

min min min min min

60

0,1 26 |354| 549 |055|600|069| 783 |121| 1039 |19

80

05 26317 39 (023|400 026 429 |(036| 461 |046

80

5 7 128| 335 [017]345(020| 376 |031| 411 |044

Tabelle 5.3.4-3:

EinfluB des Anteils an organischem Ldsemittel auf die Retentionskoeffizienten
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 pm A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um, mobile Phase: Phosphatpuffer / Acetonitril (v/v); Spannung 30 kV;
Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: Uracil, o-Anisidin, Anilin, 2-Ethylanilin, 2-
Propylanilin.
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ACN | Additiv CAdditiv t0 tAnisjdin Kk tAnilin k tEthyIaniIin k tPropylanilin Kk

% mM min_| min min min min

60 -- (01) |[354| 549 |055|6,00|069| 783 (121 104 |19
60 SDS 560 |382| 534 |040|576|051| 719 |088| 895 |1,34
80 -- (05 |317| 390 |0,23|4,00(026| 429 |036| 461 |046

80 SDS 280 |335| 368 |010|4,07|022| 443 |032| 481 |044
80 TEA 337 |254| 317 |025|329|030| 370 |046| 417 |064

Tabelle5.3.4-4: EinfluB von SDS und TEA auf die Retentionskoeffizienten der Anilinderivate
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 pum, mobile Phase: 0,1 mM Phosphatpuffer pH 2,6 / Acetonitril (v/v);
Spannung 30 kV; Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: Uracil, o-Anisidin, Anilin, 2-
Ethylanilin, 2-Propylanilin.

Bei dem Vergleich der beiden Messungen mit 60% Acetonitril (ACN), fallt auf, daf3 die Totzeit
ohne Additiv kleiner ist. Daflir werden die Analyten mit dem Additiv Natriumdodecylsulfat
(SDS) weniger stark retardiert. Da SDS bei dieser Messung eine Konzentration oberhalb von
5 mM hat, darf man damit rechnen, dal3 die Micellenbildung eingesetzt hat, und die Analyten
deswegen etwas schneller transportiert werden. Betrachtet man die Retentionskoeffizienten,
so sieht man, dalR die mit SDS-Zusatz immer kleiner sind als die ohne. Auch bei den
Messungen mit einem Anteil von 80% Acetonitril fallt auf, dald mit SDS als Additiv die

Retentionskoeffizienten kleiner sind als ohne Additiv.

Mit Triethylamin (TEA) als Additiv sind die Retentionszeiten wesentlich kleiner als mit SDS.
Mit Zusatz von TEA wird zwar ebenfalls die Konzentration im Puffer erhéht, allerdings ist
dieses Additiv positiv geladen. Damit entsteht ein zuséatzlicher anodischer EOF, der die
Wanderungsgeschwindigkeit der Analyten beschleunigt. Diese Tendenz ist zu erwarten, weil
durch Zusatz von SDS eine héhere lonenkonzentration in der Lésung vorhanden ist, dadurch

kénnen zusatzlich noch Einflisse der lonenchromatographie auftreten.
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Abbildung 5.3.4-2: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um, mobile Phase: 3,37 mM Triethylamin / Phosphat pH 2,6 / Acetonitril = 10 /
10 / 80 (v/v); Spannung: 20 kV; Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: Uracil, o-
Anisidin, Anilin, 2-Ethylanilin, 2-Propylanilin
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6.3 Aminosauren

Substanz g-COOH | a-NH;" | Seitenkette | Einwaage/ mg
Uracil y 0 103,2
o
%H p
DL-Alanin e 2.3 9,9 105
A,
NH,
L-Arginin A . 1.8 9,0 12,5 106,6
L-+-Glutaminsaure HOW 2,2 9,7 4,3 131,6
L-Tyrosin M 2,2 9,1 10,9 57.1
Tabelle 5.3.4-1: Ubersicht der verwendeten Aminosauren

in 10 mL HPLC-Wasser / Acetonitril = 50 / 50 (v/v) geldst
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Abbildung 5.3.4-1: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um 1.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um, mobile Phase: 5 mM Phosphatpuffer pH 7 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v);
Spannung: 30 kV; Detektion: UV, 214 nm, 254 nm; Elutionsfolge: Uracil, DL-Alanin,
L-Arginin, L-+-Glutaminsaure, L-Tyrosin
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tO tDL—AIanin k tL—Arginin k tL—+—Glut'amin5'a'1ure k tL—Tyrosin k

min min min min min

2877 338 |017| 3473 |021 3,794 032| 4,133 | 044

Tabelle5.3.4-2:

Anhand der

Trennbedingungen fur ein Aminoséuregemisch

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 pm A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um, mobile Phase: 1 mM Phosphatpuffer pH 7 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v);
Spannung: 30 kV; Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: Elutionsfolge: Uracil, DL-
Alanin, L-Arginin, L-+-Glutaminséure, L-Tyrosin

UV-Spektren laRt sich die Elutionsfolge Uracil, DL-Alanin, L-Arginin, L-+-

Glutaminsaure, L-Tyrosin verifizieren. Diese Elutionsfolge spiegelt die Erwartung wider, die

sich aus den

Unterschieden in den pK-Werten ergibt. Bei Glutaminsaure liegt die zweite

Carboxylgruppe dissoziiert vor, damit ist das Molekiil negativ geladen und wird nach Arginin

eluiert. Alanin ist nach auf3en neutral und wird wegen seiner kurzen Seitenkette wenig

retadiert und folgt deswegen direkt auf Uracil. Tyrosin und Arginin sind beide neutral geladen

und Wechselwirken einerseits mit dem Phenyl- andererseits mit dem Guanidylrest.

6.4 Benzoesaurederivate

Substanz pK Einwaagel mg
Salicylséure 12,99 51,9
y Qj%
Benzoesaure °H 14,20 62,8
(O~
Phenol @OH 10,0 59,9
Benzol @ 38,1
Benzaldehyd < > 103,0
\O
Tabelle 5.3.4-1: Ubersicht Uiber die verwendeten Benzoesaurederivate
1:Benzaldehyd 1:Benzol tPhenol tBenzoeséiure tSaIicyIséure
min min min min min
10,06 | 18,82 | 23,43 | 29,668 58,885
Tabelle5.3.4-2: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mitrxc

S3 C18, mobile Phase: 10 mM Tris — HCI - Puffer pH 7 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v);
Spannung: 10 kV; Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: Benzaldehyd, Benzol,
Phenol, Benzoesaure, Salicylsdure
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Abbildung 5.3.4-1: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I1.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit

HYPERSIL ODS 3 M, mobile Phase: 1 mM Phosphat - Puffer pH 7 / Acetonitril = 20 /
80 (v/v); Spannung: 30 kV; Detektion: UV, 214 nm, 254 nm; Elutionsfolge:
Benzaldehyd, Benzol, Phenol, Benzoesaure, Salicylsdure

ACN Puffer PH |U | taenzaicenyd toenzol | Trrenol | Tgenzoesaure | Lsalicyisaure
% mM kV min min min min min
60 10 26 | 30 3,13 347 | 444 5,37 6,73
80 05 26 | 30 2,50 2,84 2,92 3,17 3,28
50 25 8 |30 3,22 3,99 4,48 4,74 522
70 15 8 |30 2,30 2,51 2,77 2,93 323
80 10 8 |30 2,35 2,53 2,77 3,04
80 10 8 |15 4,77 524 5,46 5,87
80 5 7 |30 2,93 3,34 3,65 4,28

Tabelle 5.3.4-3: EinfluR des Anteils an organischem Losemittel auf die Retentionskoeffizienten

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pm I.D., 360 pum A.D., 25 cm gepackt mit
HyPERSIL ODS 3 M, mobile Phase: Phosphat-Puffer / Acetonitril (ACN) (v/v);
Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: Benzaldehyd, Benzol, Phenol, Benzoesaure,
Salicylsaure

Bei einem pH-Wert von 2,6 liegt kein Analyt dissoziiert vor. Deswegen wird die Elutionsfolge

nur von den Wechselwirkungen mit der stationaren Phase beeinflu3t. Bei 80% Acetonitril

fallen Benzoesaure und Salicylsdure zusammen. Bei pH 7 und 8 sind Salicyl- und

Benzoeséaure deprotoniert und werden deswegen im elektrischen Feld verzégert.
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Abbildung 5.3.4-2: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit
HyPERSIL ODS 3, mobile Phase: 0,5 mM Phosphat-Puffer pH 5 / Acetonitril = 20 /
80 (v/v) + 5,2 mM Trifluoressigsaure; Spannung 30 kV; Detektion: UV, 214 nm, 254
nm; Elutionsfolge: Benzaldehyd, Benzol, Phenol, Benzoeséaure, Salicylsdure

Verwendet man Hexafluorobutansaure (HFBA) als Additiv, so erniedrigt sich die Anzahl der
getrennten Analyten um einen. Das kann damit zusammenhéangen, dafl3 die kritische
Micellenkonzentration Uberschritten wird und damit nur noch Substanzgruppen getrennt

werden: Karbonsauren, Phenole, unpolare Aromaten und Aldehyde.

Mit Natriumdodecylsulfat (SDS) lassen sich die Analyten innerhalb von 7,5 Minuten trennen.
Mit Triethylamin (TEA) als Additiv werden die Retentionszeiten der Analyten erhght und die
Analyten weiter auseinander geschoben. Das liegt daran, daR TEA bei diesem pH-Wert
protoniert vorliegt und mit den geladenen Analyten lonenpaare bilden kann. Das erhéht die
Wechselwirkungen und damit auch die Retentionszeiten. Es ist in diesem Fall nicht notig,
TEA zu verwenden, weil damit die Analysezeit fast dreimal so hoch ist, wie bei SDS.

ACN |Additiv | Cadditiv | teenaceya | toenzol | tenenol | Tenzoesaure | tsalicyisaure

% mM min min min min min

60 - (10 3,13 347 | 444 5,37 6,70
60 HFBA 6,68 3,11 355 | 364 3,98 -

80 - (0,5) 2,50 291 | 323 6,46 8,12
80 SDS 2,802 2,91 312 | 3,36 3,68 4,52
80 TEA 3,37 2,11 6,68 | 9,16 11,10 12,12

Tabelle 5.3.4-4: EinfluBd von Additiven auf die Retentionszeiten der Benzoesaurederivate

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pm I.D., 360 pum A.D., 25 cm gepackt mit
HyYPERSIL ODS 3 M, mobile Phase: 0,1 mM Phosphat-Puffer pH 2,6 / Acetonitril
(ACN) (v/v) + Additiv; Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: Benzaldehyd, Benzol,
Phenol, Benzoesaure, Salicylsdure
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Abbildung 5.3.4-1: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil

ODS 3 um, mobile Phase: 50 mM Phosphatpuffer pH 8 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v);
Spannung: 30 kV; Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: Naphthalin, Acenaphthylen,
Acenaphthen, Fluoren, Phenanthren,  Anthrazen, Fluoranthen, Pyren,
Benzo(a)anthrazen, Chrysen, Benzo (b)fluoranthen, Benzo(k)fluoranthen,
Benzo(a)pyren, Dibenzo(a,h)anthracen, Benzo (ghi)perylen, Indeno(1,2,3-cd)pyren

Betrachtet man diese Trennung, so stellt man fest, daf? diese Testmischung nicht fur die

Kapillar Elektrochromatographie zusammengestellt ist. Es handelt sich um eine Mischung fur

die Gaschromatographie. Durch die hohe Auflésung laRt sich demonstrieren, dal3 alle

Substanzen getrennt werden koénnen, auch wenn Indeno(1,2,3-cd)pyren beinahe im

Rauschen untergeht. Die Elutionsfolge entspricht, wie bei den Alkylbenzolen, der

Faustformel: je hydrophober und gréf3er die Analyten sind, desto spater wird die Substanz

eluiert.
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Abbildung 5.3.4-2: Trennung eines Gemisches von vier PAHs mit 1,5 pm MICRA NPS OBb%
Kapillare: 100 um 1.D., 28 cm gepackt mit MICRA NPS ODS 1,5 um, mobile Phase: 4
mM Natriumtetraborat / Acetonitril = 30 / 70 (v/v); Spannung: 20 kV; Fluorescence;
Elutionsfolge:1 = Fluoranthen, 2 = Benzo[a]anthracen, 3 = Benzo[k]fluoranthen und 4
= Benzo[ghi]perylen

Betrachtet man dieses Elektroferrogramm, so ist offensichtlich, daR Chao Yan®®! eine sehr
schnelle Trennung mit den unpordsen Teilchen veréffentlicht hat. Die komplette Trennung ist
in ca. 3,6 Minuten abgeschlossen. Fir einen genaueren Vergleich zu dem porésen Material

empfiehlt sich, die Tabelle zu betrachten:

PaCkUﬂgsmaterl al Querverwei S tFI uoranthen 1:Benzo(a)anthrazen tBenzo(k)quoranthen 1:Benzo(ghi);:»erylen
Hypersil ODS 3um | Aphildung 5.34-1 | 9,97 12,63 19,98 29,05
MICRANPS ODS 15um | Apbildung5.3.42 | 2,8 2,95 32 3.6

Tabelle5.3.4-1: Retentionszeiten ausgewahlter Analyte aus Abbildung 5.3.4-1 und Abbildung 5.3.4-2

Die Trennung auf den mit unporésen MICRA Teilchen gepackten Kapillaren lauft 3,6 bis 8
mal so schnell ab wie auf den mit porésen Hypersil Materialien gepackten. Dies entspricht
der Erwartung, weil die porésen Teilchen eine wesentlich groRere Oberflache besitzen, auf
der dann C18-Alkylketten gebunden sind. Damit sind die hydrophoben Wechselwirkungen
wesentlich starker ausgepréagt als bei den unporésen Teilchen. Die hdhermolekularen
Aromaten neigen starker zur hydrophoben Wechselwirkung, deswegen ist hier der

Unterschied zwischen den Retentionszeiten auch so ausgepragt.
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Abbildung 5.3.4-3: Trennung  eines Gemisches von PAHs mit 15 pm NPS®
Kapillare: 100 um I.D., 32 cm gepackt mit Chromsphere ODS 1,5 um, mobile Phase:
Wasser / Acetonitril = 40 / 60 (v/v) + 5 mMSDS + 1,6 mM Natriumtetraborat;
Spannung: 20 kV; Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge:1 = Aceton, 2 = Benzol, 3 =

Naphthalin, 4 = Acenaphthylen, 5 = Acenaphthen, 6 = Fluoren, 7 = Phenanthren, 8 =
Anthracen, 9 = Fluoranthen, 10 = Pyren, 11 = Crysen

Die Trennung der niedermolekularen Aromaten mit Natriumdodecylsulfat als Additiv ist
Kraak®! sehr gut gelungen. Die Peaks sind scharf, symmetrisch und basislinienmaRig
getrennt. Das Signal-Rausch-Verhaltnis ist genial.

Querverweis tnaphthatin | tAcenaphthylen | TAcenaphthen | tRiuoren | Iphenanthren | lanthrazen | TRivoranthen | thyren

min min min min min min min min

Abbildung 5.3.4-1 4,39 6,87 7,50 8,60 9,10 9,46 9,97 11,40
Abbildung 5.3.4-3 29 31 33 34 3,6 38 4,2 45

Tabelle5.3.4-2: Retentionszeiten ausgewahlter Analyte aus Abbildung 5.3.4-1 und Abbildung 5.3.4-3

Bei den ,kleinen Aromaten“ schneiden die unporésen Packungsmaterialien bei den
Retentionszeiten nicht so gut ab. Die Zeiten der unporésen Teilchen sind nur 1,5 bis 2,5 mal

so grof3. Allerdings ist das Rauschen der Basislinie bei den unpordsen Teilchen besser, und
damit wird die Trennung deutlicher.
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6.6 Engelhardt — Gemisch

Substanz Einwaage/ mg

Uracil H §° 98,3
o:<u )
NH2

Anilin ©/
Phenol @OH 59,9

p-Ethylanilin

49,2

N-N-Dimethylanilin @N/
\

Toluol @ 62,1
Ethylbenzol @_\ 62,8

Tabelle5.3.4-1: Ubersicht tiber die Substanzen, die im Engelhardt — Gemisch enthalten sind

1 DADIC, Sig=254,30 Ref=off (D:WD170697\27341101.D)
{1 HPCEL C, Current (D:\VD170697\27341101.D)
HPCE1 V, Voltage (D:\VD170697\27341101.D)

mAU _|
120 {
100 f
80 {
60 {

40+

20+

L A s s A e e Y e s s e e T B s A A
0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 14 1.6 1.8 min

Abbildung 5.3.4-1: Engelhardt-Gemisch
Kapillare: 100 um 1.D., 32 cm gepackt mit MICRA NPS ODS 1.5 um # 2734, mobile
Phase: 1 mM Tris HCI pH 8 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v); Spannung: 30 kV; Detektion:
UV, 254 nm; Elutionsfolge: Uracil, Anilin, Phenol, p-Ethylanilin, N-N-Dimethylanilin,
Toluol, Ethylbenzol

An diesem Beispiel kann man die Probleme der Kapillar - Elektrochromatographie mit
unporésen Teilchen sehr gut beschreiben. Die Analyse ist in einer sehr kurzen Zeit
abgeschlossen und zeigt sehr scharfe Peaks, leider nur vier der sieben Analyte. Bei einem
Gehalt von 80% Acetonitril erzeugt die Kapillare, die mit dieser Charge des MICRA Materials
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gepackt ist, einen sehr guten elektroosmotischen Flu3 und damit sehr kurze Analysezeiten.
Mit diesem hohen Anteil an organischem L&semittel kann das Gemisch nicht getrennt
werden. Mit geringerem Acetonitrilgehalt von 40%, bei dem die Trennung erfolgt, ist der EOF
zu langsam. Bei diesem Beispiel handelt es sich um ein Gemisch, das sich mit der CEC nicht

sinnvoll trennen |aft.

6.7 Multikomponentenstandard /Sprengstoffmischung

Substanz Einwaage / mg
4NT on <:> 11,88
1,4-DNB OZNONOZ 12,31
1,3-DNB OQNQ 11,86
NO,
2,6-DNT :<<”°2 10,66
2,4-DNT on <:2 15,75
NO,
2A-6NT i 10,65
2A-4-NT OQNQ 14,61
NH,
2,4,6-TNT NO: 14,23
OZNQ—
NO,
1,3,5-TNB NO, 13,01
OZNQ
NO,
2A-4,6-DNT NO: 9,93
OZNQ—
NH,
4A-2,6-DNT MO 15,25
HZNQ—
NO,

Tabelle5.3.4-1: Substanzen, die in der Sprengstoffmischung des Hessischen Landesamtes fir
Umweltschutz und Geologie enthalten sind.
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Abbildung 5.3.4-1: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit
Hypersil ODS 3 um, mobile Phase: 50 mM Phosphatpuffer pH 8 / Acetonitril = 40 / 60
(v/v); Spannung: 30 kV; Detektion: UV, 214nm, 254 nm; Elutionsfolge:4-Nitrotoluol,
1,4-Dinitrobenzol, 2,4-Dinitrotoluol, 4-Amino-2,6-Dinitrotoluol, 1,3,5-Trinitrobenzol,
1,3-Dinitrobenzol, 2-Amino-6-Nitrotoluol, 2,6-Dinitrotoluol, 2-Amino-4-Nitrotoluol,
2,4,6-Trinitrotoluol, 2-Amino-4,6-Dinitrotoluol

Die Komponenten sind in 100 ml Methanol geldst. Das erklart den starken Lésemittelpeak
bei 2 min. Die Substanzen kénnen mit dem Puffergemisch Phosphatpuffer / Acetonitril
=40/ 60 zum Teil bis zur Basislinie getrennt werden. Die Halfte der Komponenten taucht in
der Flanke einer anderen Substanz auf. Diese Trennung ist ein Hinweis darauf, da3 mit der
Kapillar - Elektrochromatographie sehr viele Substanzen getrennt werden kénnen. Um die
CEC starker zu etablieren, bendtigt man weitere Detektoren, die solche Trennungen besser

unterstitzen.
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6.8 Softdrinkadditive

Substanz pK
Thioharnstoff f
H,N" TNH,
Koffein N be/ 55-6,5
N
(o] V\‘l /
Saccharin 2 2,0

Benzoesaure @_«O 4,20
OH

Vitamin C o 4,17
HO ; o
Ho\— 11,57
HO OH

Tabelle5.3.4-1: Substanzen, die als Softdrinkadditive Verwendung findenDie Mischung der
Softdrinkadditive ist in 10 mL Wasser / Acetonitril = 50 / 50 (v/v) geldst. Saccharin,
Benzoesaure und Vitamin C werden in zwei Peaks eluiert. Hier bietet sich ebenfalls ein

Detektor an, der die Fraktionen weiter auflosen kann.
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Abbildung 5.3.4-1: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit
Hypersil ODS 3 um, mobile Phase: 50 mM Phosphatpuffer pH 7 / Acetonitril = 40 / 60
(v/v); Spannung: 30 kV; Detektion: UV, 214nm, 254 nm; Elutionsfolge: Thioharnstoff,
Vitamin C, Saccharin, Koffein, Benzoesaure
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Puffer ImM| Probe | t, Koffein k [VitaminC| k |Saccharin| k |Benzoesaure K

Phosphat 20 64ph7089 2,98 5,¥2 0,92 4,43 |0,49 5,44 | 0,82 6,67 1,25

Phosphat 2 64pH70b4 2,9 6,51 1,24 4,77 (0,65 5/92 | 1,04 7,87 1,54

Tabelle5.3.4-2: Trennbedingungen fur Softdrinkadditive
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit
Hypersil ODS 3 um, mobile Phase: Phosphatpuffer pH 7 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v);
Spannung: 30 kV; Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: Thioharnstoff, Vitamin C,
Saccharin, Koffein, Benzoesaure

6.9 Parabene

Parabene sind Hydroxybenzoeséureester und dienen oft als Konservierungsstoffe.

DAD1 A, Sig=250,80 Ref=off (E:\NVD0597\NVD00085.D)

2195

60

50 1

1.908

2128

40 4

1.990
276

30

T T T T T
05 1 15 2 25 min

Abbildung 5.3.4-1: Trennung von Parabenen an unpordsen 3,0 um Teilchen
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS ODS 3.0um # 2939; mobile Phase: Tris - HCI pH 8 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v);
Spannung: 30 kV; Detektion: UV, 250 nm; Elutionsfolge: Uracil, Phenol,
Methylparaben, Ethylparaben, Propylparaben, Butylparaben, Heptylparaben

Diese Trennung ist charakteristisch fur unporése Teilchen, weil die Retentionszeiten sehr
gering sind und die Analyten sehr schnell hintereinander erscheinen. Diese Trennung ist in
weniger als 2,5 Minuten erfolgt. Das Signal — Rausch - Verhaltnis ist nahezu ideal. Durch
den Zusatz von Additiven a3t sich diese Trennung etwas verlangsamen und die Analyten
noch etwas weiter auseinanderziehen.
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6.10 polare Mischung (Thioharnstoff, Phenol & Koffein)

Substanz
T hioharnstoff s
J

H,N" TNH

2

Phenol

@OH
Koffein 0 /
O)\N /

Tabelle5.3.4-1: polare Testmischung

6.10.1 Kapillaren gepackt mit MICRA NPS 3um ODS 2939

Bei der Charge 2939 handelt es sich um ein unporéses Kieselgel, das mit monomeren C-18-
Silanen umgesetzt wurde. Die Ligandendichte soll bei nach Herstellerangaben etwa genauso
grof3 sein, wie bei allen anderen Chargen. MICRA NPS C18 2939 soll eine hohe
Silanolgruppendichte haben. Deswegen erwartet man hier einen relativ grof3en EOF.

ACN to | NTPrhioharnstoff | trhenol | NT Pphenol | Kpnenal | tkoffein | NTPkoffein | Kkoffein

% min / Séule min / Saule min / Séule

20 4,20 67.000 4,36 37.000 0,03 4,61 5.000 0,10
30 |1,85 20.000 1,89 22.000 0,02 1,96 34.000 0,06
40 |1,70 13.000 1,73 22.000 0,02 1,73 0,02

60 |1,11 13.000 - - - - - -

Tabelle 6.10.1-1:  Einflul3 des Anteils an organischem Losemittels auf die Trennung polarer Substanzen
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS ODS 2939 # 15; mobile Phase: 1 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril (ACN)
(v/v); Spannung: 30 kV; Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: Thioharnstoff, Phenol,
Koffein

Betrachtet man diese Tabelle, so stellt man fest, daf? der Einfluld des Anteils an organischem
Losemittel fur unporése Packungsmaterialien sich &hnlich verhalt wie fir pordse
Packungsmaterialien. Die Retentionszeiten fur die Analyten werden, wie erwartet, mit
zunehmenden Anteil an Acetonitril kleiner. Auffallig ist, dal3 sich die Testmischung nur bei
einem geringen Anteil an organischen Losemittels trennen I&R3t. Dies hangt mit der geringen
Oberflachendichte an n-Octadecyl zusammen. Damit verlagert sich das Gleichgewicht auf
die Seite der mobilen Phase. Zusatzlich lassen sich die unporésen Teilchen sehr schnell
Uberladen.
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CrrisHeL - puffer |to | NTPrhicharnstoff | trhenol | NTPphenol | Kpnenol | tkoffein | NTPioffein | Kkoffein
mM min / Saule min / Saule min / Saule
2 1,33 48.000 1,39 41.000 0,04
3 1,37 45.000 1,44 40.000 0,05
4 1,43 38.000 1,51 38.000 0,05
5 1,43 41.000 1,50 38.000 0,05
Tabelle6.10.1-2:  Einflu® der Pufferkonzentration auf die Retentionszeiten

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS ODS 2939 # 13; mobile Phase: HCI Puffer pH 8 / Acetonitril (ACN) = 20 / 80
(vIv); Spannung: 30 kV; Detektion: uv, 254 nm;
Elutionsfolge: Thioharnstoff, Phenol, Koffein

Der Einfluld der Pufferkonzentration spiegelt sich in den Retentionszeiten wider. Mit

zunehmender Konzentration nehmen die Retentionszeiten zu. Das entspricht den

Beobachtungen mit nicht retardierten Substanzen.

Bei 80% Acetonitril kann das Gemisch nicht mehr komplett getrennt werden, was in den
vorangegangenen Tabellen deutlich zu sehen ist.

6.10.2 Kapillaren gepackt mit MICRA NPS 3um ODS # 0257b

Bei der Charge 0257b handelt es sich um ein unportses Kieselgel mit einer C18-
Die

Standardmaterials, nach seinen Angaben soll die Silanolgruppendichte geringer sein, als die

Silanisierung. Ligandendichte entspricht nach Herstellerangaben der des

der Charge 2939, damit erwartet man etwas groRere Retentionszeiten fur die Analyten.

ACN|U |# |Lange| & | NTPrhiohamstoft | trhenol | NTPpnenol | Kkoffein | trhenol | NTPxotfein | Kioffein

% kv cm min / Séule min / Saule min / Saule

70 |20| 9 26 |4.54 8,000 4.84 | 57,000 0.07 | 4.85 22,000 0.07

70 |30 26 |3.04 7,000 3.23 17,000 0.06 3.30 164,000 0.09

80 (30|11, 255 |3.68 35,000 3.71 25,000 0.01 3.82 21,000 0.04
Tabelle6.10.2-1:  Kapillare # : 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., gepackt mit MICRA NPS

ODS 0257b; mobile Phase: 1 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril (ACN) = 30/ 70
(v/v); Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: Thioharnstoff, Phenol, Koffein

Man sieht, dal3 bei dieser Charge selbst mit 70 und auch 80% Acetonitril die Testmischung
getrennt werden kann, weil der Kohlenstoffgehalt groZer ist. Die Retentionszeiten sind etwas

hoéher als bei 2939 und damit liegt die Messung im Trend.
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6.10.3 Kapillaren gepackt mit MICRA NPS 3,0 um ODS 2917

Bei der Charge 2917 handelt es sich um ein unportses Kieselgel, das mit C-18 Silanen

umgesetzt wurde. MICRA NPS C18 2939 soll nach Angaben des Herstellers eine sehr

geringe Silanoldichte haben, weil es Nachsilanisiert wurde. Wegen dieser Nachbehandlung

erwartet man hier einen sehr geringen EOF.

to | NTPrhicharnstoff | trhenol | NTPpnenol | Kphenol | tioffein | NTPioffein | Kkoffein

min / Séule min / Séule min / Séule

2,76 41,000 2,80 11,000 0,01 2,88 17.000 0,04
Tabelle6.10.3-1:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pm 1.D., 360 um A.D., 25,8 cm gepackt mit

MICRA NPS ODS 2917 # 4 3 um; mobile Phase: 1 mM Tris HCI Puffer pH 8 /
Acetonitril (ACN) = 20 / 80 (v/v); Spannung: 30 kV; Detektion: UV, 254 nm;
Elutionsfolge: Thioharnstoff, Phenol, Koffein

Wie erwartet, ist der EOF bei dieser Charge sehr langsam. Damit kann gezeigt werden, daf3

der EOF mit der Silanolgruppendichte zusammenhangt. Durch den geringen EOF kdnnen

alle drei Substanzen voneinander getrennt werden, weil mehr Zeit zur Verfiigung steht, das

Gleichgewicht zwischen stationarer Phase und mobiler Phase einzustellen.

6.10.4 Kapillaren gepackt mit Hypersil ODS 3 pm

U |to NTPrhiohanstoff | trhenol | NTPphenol | Kpnenol | tkoffein | NTPkoffein | Kkoffein

kV | min / Saule min / Saule min / Saule

10| 11,31 21.000 11,73 20.000 0,04 13,04 64.000 0,15

20| 5,33 22.000 5,54 20.000 0,04 6,16 24.000 0,15

25| 5,06 15.000 5,25 68.000 0,04 584 80.000 0,15

30| 4,98 18.000 5,13 13.000 0,03 5,69 17.000 0,14
Tabelle6.10.4-1: Hypersii ODS; 80/20 = ACN/25 mM Tris pH 8 (v/v); 21 cm x 100 um

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 pm A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 pm; mobile Phase: 1 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril (ACN) 20 / 80
(v/v); Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: Thioharnstoff, Phenol, Koffein

Auf den porosen Hypersil Materialien laRt sich die polare Mischung unproblematisch

Trennen. Die Retentionskoeffizienten bleiben bei unterschiedlichen Feldstarken konstant. Sie

sind, wie erwartet, wesentlich groRer als bei den unporésen Packungsmaterialien gleicher

Grofle!
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6.10.5 Kapillaren gepackt mit MICRA NPS 1,5 um ODS 2734

ACN | Cris|U |to | NTPrhioharnstoft | trhenol | NTPehenal | Kphenal | tkoffein | NTPiottein | Kkoffein
% mM | kV min / Séule min / Séule min / Séule
20 20 | 25 | 911 48,000 9,95 55,000 0,09 11,66 80,000 0,28
20 20 | 30 | 6,80 42,000 7,47 7,000 0,10 8,30 87,000 0,22
40 3 |20 619 43,000 6,30 19,000 0,02 6,70 40,000 0,08
40 3 | 25| 512 62,000 5,21 16,000 0,02 5,52 24,000 0,08
40 3 |30 379 63,000 3,86 16,000 0,02 4,08 33,000 0,08
40 15 | 5 |27,30 78,000 29,12 | 167,000 0,07
40 15 | 15 | 8,71 16,000 9,24 31,000 0,06 - - -
40 15 | 25 | 4,84 14,000 5,12 28,000 0,06 - - -
60 10 | 20 | 4,02 44,000 4,07 79,000 0,01 - - -
60 10 | 20 | 4,04 41,000 4,09 69,000 0,01 - - -
Tabelle6.10.5-1:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pm 1.D., 360 um A.D., 21,5 cm gepackt mit
MICRA NPS ODS 2734 # 10, 1,5pum; mobile Phase: Tris HCI Puffer pH 8 /
Acetonitril (ACN) (v/v); Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: Thioharnstoff, Phenol,
Koffein
Die Retentionskoeffizienten bleiben bei der jeweiligen Pufferkonzentration und

entsprechendem Anteil an organischem Losemittel bei variablem elektrischen Feld konstant.
Die Retentionszeiten nehmen bei héheren Pufferkonzentrationen zu. Bei hdherem Anteil an
organischem Loésemittel werden die Retentionszeiten kleiner. Diese Beobachtungen spiegelt

die Erfahrung von unretardierten Substanzen wider.

U |to | NTPrhiohamstoff | trhenol | NTPphenol | Kphenol | tioffein | NTPioffein | Kkoffein

kV | min / Séule min / Séule min / Séule

kV | RT NTP RT NTP k RT NTP k

/min / Saule /min / Saule /min / Saule

20 | 2.97 90,000 3.03 60,000/ 0.02 3.11 89,000 0.05

30 (1.92 101,000 1.96 66,000, 0.02 2.02 102,000 | 0.05

30 |1.94 99,000 1.98 66,000| 0.02 2.04 102,000 | 0.05

30 | 2.00 95,000 2.04 63,000| 0.02 2.09 96,000 0.05

30 | 2.04 95,000 2.08 63,000| 0.02 2.14 95,000 0.05
Tabelle6.10.5-2:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 26 cm gepackt mit MICRA

NPS ODS 2734 # 13 1,5 um; mobile Phase: 1 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril
(ACN) (v/v); Spannung: 30 kV; Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: Thioharnstoff,
Phenol, Koffein
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Diese Tabelle soll demonstrieren, daf3 eine einzelne Kapillare in sich sehr reproduzierbar

arbeitet. Die Retentionskoeffizienten stimmen miteinander tberein und die Retentionszeiten
liegen sehr nahe beieinander.

6.10.6 Kapillaren gepackt mit MICRA NPS 1,5 um ODS 2930

Spannung | to NT Prhioharnstoft
kv min / Saule
10 5,06 66.000
15 3,55 32.000
20 3,12 34.000
30 1,95 35.000

Tabelle6.10.6-1:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 23 cm gepackt mit MICRA
NPS ODS 2930 # 25, 1,5 um; mobile Phase: 1 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril
(ACN) = 20 / 80 (v/v); Spannung: 30 kV; Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge:
Thioharnstoff, Phenol, Koffein

Aus dieser Tabelle laist sich herauslesen, dal3 bei 80% Acetonitril die Testmischung nicht
mehr getrennt wird, daf} allerdings die EOF-Geschwindigkeit recht hoch ist. Der
Totzeitmarker erscheint in weniger als zwei Minuten bei 30 kV.

6.10.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Vergleicht man bei der polaren Mischung die Ergebnisse der Kapillaren gepackt mit Teilchen
gleicher Gr6RRe, so verhalten sie sich adaquat zur Theorie. Die Trennung mit unporésen
Teilchen ist ,schneller* als die an pordsen. Das liegt daran, daf3 die porésen Teilchen eine
wesentlich groRere Oberflache besitzen, die auch bei der Silanisierung zur Verfligung steht.
Damit besitzen die pordsen Teilchen einen wesentlich grél3eren Kohlenstoffgehalt und damit
Wechselwirken die Analyten starker mit der stationaren Phase und die Retentionszeit nimmt

ZU.

Bei den unpordsen Teilchen &Rt sich die Beladung der Oberflache mit C18-Alkylketten bzw.
die Silanolgruppendichte sehr schén an den Retentionszeiten und den
Retentionskoeffizienten ablesen. Die Retentionszeiten der 1,5 pum Teilchen sind nicht
schneller als die der 3,0 um Teilchen, und sie besitzen zusatzlich noch eine kleinere
Bodenhohe, die bei den hohen Fliissen erreicht wird.
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6.11 Steroide nach Kraak

A L 2

a [ ] i (. ] 3 « I | 3 3.5 min

Abbildung 6.10.7-1: Trennung von Steroiden mit 1,5 pm NPS*!: Kapillare: 100 pm 1.D., 32 cm gepackt
mit Chromsphere ODS 1,5 pm, mobile Phase: Wasser / Acetonitril = 40 / 60 (v/v) + 5
mM SDS + 1,6 mM Natriumtetraborat; Spannung: 20 kV; Detektion: UV, 254 nm;
Elutionsfolge: 1 = Hydrocortison, 2 = Testosteron, 3 = 17-u-Methyltestosteron 4 =
Progesteron

Mit der Trennung der Steroide in weniger als drei Minuten haben Kraak und Poppel®
gezeigt, welches Potential in den unportésen Teilchen steckt. Durch die Additive haben sie
die Trennung optimiert.
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6.12 Xanthine 1

Substanz pK Einwaage /
mg
Thioharnstoff 8 10
|
HZN/LNHZ
Saccharin 20 12,0 19,7
[e]
Guanin . 133 21,7
L) 192
MO 1123
Purin NZ SN 10
\
A’
Harnsaure th 19,6
N N
|
O)\N H>:O
Adenin e 55-7,5 21,9
N/
Gy

Tabelle6.10.7-1:  Bestandteile der Testmischung Xanthine 1

Die Xanthine sind in 10 mL Acetonitril gelost. Wie erwartet, zeigen die Peaks ,Tailing“, weil
Basen dazu neigen, mit den freien Silanolgruppen in Wechselwirkung zu treten.

50+

1 —— 214 nm
407 ——— 254 nm
30 — 1/ HA [

- ——U/kv
20
0, v A

o)
<
E 4 W M
0 -
-10
-20 -
-30 T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
Zeit / min
Abbildung 6.10.7-1: Trennung von Xanthinen mit der Kapillar — Elektrochromatographie

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um; mobile Phase: 50 mM Phosphat-Puffer pH 7 / Acetonitril 40 / 60 (v/v);
Spannung: 30 kV; Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: Thioharnstoff, Saccharin,
Guanin, Purin, Harnséure, Adenin.

83



Trennung von Testgemischen

6.13 Xanthine 2

Substanz pK Einwaage / mg
Thioharnstoff 3 10
HZNJJ\NHZ
Koffein N il ! 55-65(228

N
02\!\‘1 7
Saccharin S@O 2,0 245
"NH
o]
Theophyllin | § » 877 21,2
) 135
o0 11,5
Theobromin | |~ ¢ |=10 22,3
Y
o
Harnsaure i ‘ 17,6
N
|
A e
Tabelle6.10.7-1:  Testmischung Xanthine 2

Die Analyten sind in 10 ml Acetonitril geldst. Die Substanzen werden annahernd getrennt,

obwohl es sich um Isomere handelt, die sich nur in der Position der Methylgruppen

unterscheiden. Die Trennung erfolgt in weniger als 7 min. Auch hier wiirde ein Detektor, der

die Trennung starker aufldst weiterhelfen.

m AU

Abbildung 6.10.7-1: Trennung
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von

Xanthinen mit

der Kapillar

—  Elektrochromatographie

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 pm A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 pum; mobile Phase: 50 mM Phosphat-Puffer pH 7 / Acetonitril 40 / 60 (v/v);
Spannung: 30 kV; Detektion: UV, 254 nm; Elutionsfolge: Thioharnstoff, Saccharin,

Koffein, Theophyllin, Theobromin, Harnsaure
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6.14 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Kapillar - Elektrochromatographie eignet sich sowohl zum Trennen von unpolaren als

auch von polaren und ionischen Verbindungen.

Die unpolaren Analyten sind unproblematisch, sie lassen sich scharf voneinander trennen.
Am Beispiel von den Alkylbenzolen und der EPA - Mischung konnte gezeigt werden, dal} die

unpolaren Analyten nach ihrer Molmasse eluiert werden.

Als Beispiel fur eine polare Mischung wurden Thioharnstoff, Phenol und Koffein gewabhilt.
Thioharnstoff dient als unretardierte Substanz und markiert das Totvolumen, Phenol ist leicht
polar und leicht sauer und Koffein ist stark polar. Dieses Testgemisch wurde in Kapillaren
injiziert, die mit porésen und unporésen Kieselgelen gepackt sind. Die Einflisse des Anteils
an organischem Losemittel in dem FlieBmittelgemisch verhalten sich bei beiden
Packungsmaterialien ahnlich, je groRer der Anteil ist desto schneller und desto unselektiver
werden die Analyten eluiert. Bei den Kapillaren mit den unpordsen Packungsmaterialien muf3
der Anteil an organischem FlieBmittel wesentlich kleiner sein, um die Analyten trennen zu
kénnen. Die Trennung auf den Kapillaren mit den unpordsen Kieselgelen erfolgt ca. doppelt
so schnell, wie auf denen mit porésen Packungsmaterialien unter gleichen Bedingungen.
Das liegt an dem geringen Kohlenstoffgehalt und dem damit Verbundenen Gleichgewicht,
das sich schneller einstellt. Vergleicht man die Trennung mit Kapillaren, die mit 1,5 pm
unporésem Kieselgel gepackt ist, so stellt man fest, da’ diese Trennung dreimal so schnell
erfolgt wie die auf einer Kapillare mit einem pordsen 3 um Kieselgel. Hier geht neben dem

geringen Kohlenstoffgehalt noch der kleinere Teilchendurchmesser ein.

Die basischen Analyte werden mit dem EOF in Richtung Detektor beschleunigt, damit
reduziert sich ihre Analysezeit. Die unretardierten basischen Analyte kdnnen eher detektiert
werden als der Totzeitmarker. Am Beispiel eines Testgemisches fir Sprengstoffe und ihre
Zersetzungsprodukte konnte gezeigt werden, dal3 die Effizienz dieser Analysemethode sehr
hoch ist. Die Analyte sind Derivate und Zersetzungsprodukte von TNT. Als funktionelle
Zentren treten Nitro- und Aminogruppen auf. Diese Gemisch wurde bei pH 8 getrennt, weil
die funktionellen Gruppen dort keine zusatzlichen Ladungen tragen. Am Beispiel der
Anilinderivate kann gezeigt werden, dal} dieses Testgemisch von der Kapillar
Elektrochromatographie mit einem Standard-Puffer-Gemisch getrennt werden kann. Durch
den Zusatz von einem Micellenbildner (SDS) wird die Trennung im Vergleich zum reinen
FlieBmittelgemisch verlangsamt, es ergibt sich keine wesentliche Verbesserung der
Trennung. Mit Triethylamin (TEA) als Additiv zum Puffer kann die Analysenzeit verkirzt und
verbessert werden. TEA ist bei einem pH-Wert von 2,6 protoniert und fuhrt damit zu einer
Erhdhung des EOF. Die Wechselwirkungen der basischen Analyten mit der stationéren
Phase ist vermindert, weil die Analyten bei diesem pH ebenfalls protoniert sind und von dem
Triethylamoniumionen aus der stationaren Phase verdrangt werden. Mit der Testmischung
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der Xanthine sto3t man an die Grenzen der Kapillar — Elektrochromatographie. Einerseits
zeigt das Puringertst Wechselwirkungen mit den C18-Silanen andererseits befinden sich N-
Atome im Ring, die eine hohe Affinitat zu den freien Silanolgruppen des Kieselgels haben.

Damit beobachtet man starkes Tailing bei der Trennung dieser Analyten.

Als Beispiel flir eine Mischung von sauren Analyten, wurden Benzoesaurederivate getrennt.
Diese Analyten lassen sich bei einem Lésemittelgemisch von Phosphat Puffer / Acetonitril
bei 60- und 80-Volumenprozent Acetonitril trennen. Gibt man zu dem FlieBmittel SDS als
Additiv, so kann die Analysenzeit um ein Drittel werden, ohne die Selektivitdt zu
beeinflussen. Durch die Micellenbildung wird die Wechselwirkung mit der stationaren Phase
herabgesetzt und damit die Analysenzeit verkirzt. Gibt man Triethylamin als Additiv zum
Flielmittel dazu, so bildet sich ein lonenpaar aus den Anlyten und dem Additiv. Die Analyten
kénnen sauber getrennt werden, allerdings steigt die Analysenzeit auf das Eineinhalbfache
des FlieBmittelgemisches ohne Additiv.

Auch Zwitterionen lassen sich mit der CEC trennen, wie am Beispiel der Aminosauren
gezeigt werden kann. Bei pH 7 sind alle Sauregruppen deprotoniert, und die Seitengruppen
sind zum Teil noch geladen, damit lassen sich die Aminoséduren nach der Ladung und der
Grolie trennen.
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7. Druckunterstltzte CEC / spannungsunterstitzte u-HPLC.

7.1 Aufbau des Systems

Das zur Verfugung stehende Gerat &Rt sich in mehreren Modi betreiben, es ist ein
kommerzielles Kapillar Elektrophorese Gerat (HP CE®®), das durch den Gasdruck, den man
an die Puffervorratsgefal3e anlegen kann, fir die reine CEC hervorragend geeignet ist. In
Verbindung mit einer HPLC — Anlage (HP 1100) kann es als Detektor fur die u-HPLC dienen.
Durch die Kombination der HPLC und der CEC, kann das Gerat als druckunterstutzte CEC
bzw. als spannungsunterstiitzte u-HPLC verwendet werden.

Die HPLC - Anlage benutzt man, um den hydrodynamischen Flu3 zu erzeugen und die
Analyten zu injizieren. Der Fluf Gber die gepackte Kapillare wird durch einen HPLC - T -
Adapter reduziert. An das Titan T-Stick sind die ,fused silica® - Kapillaren mit
totvolumenfreien Verbindungsstiicken befestigt. Die 17,5 cm lange Kapillare (75 um iD), die
von Autosampler kommt, trifft auf die Offnung der gepackten Kapillare. Beide Kapillarenden
missen daflr ganz gerade geschnitten sein, damit keine Verwirbelungen auftreten.
Senkrecht dazu zweigt eine 3 m lange Kapillare (75 um) ab, tUber die der Grof3teil des
Flusses abgeleitet wird und die den nétigen Gegendruck aufbaut. Am anderen Ende der
gepackten Kapillare befindet sich eine Z - Zelle, deren zweiter Ausgang durch eine 75 pm

Kapillare mit einem Puffergefal® verbunden ist.

Wird die Anlage als p-HPLC betrieben, dann dient die gesamte Kapillar Elektrophorese nur
als Detektor. Bei der spannungsunterstitzten p-HPLC legt man zusatzlich zu dem
hydrodynamischen FluR3 ein elektrisches Feld an. Die Hochspannung legt man bei der reinen
CEC an die Puffergefal3e an, da die Elektronik des Autosamplers beschéadigt wird, wenn man
ihn als Elektrode benutzt, erdet man das T-Stlck und legt eine Hochspannung an die
Elektrode an, die in das Ausgangspuffergefal? eintaucht.
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Der effektive FIuR durch die Kapillare 1af3t sich mit einer Stoppuhr messen, wenn man hinter
der Z-Zelle eine Luftblase beobachtet, die eine Strecke definierter Lange zuriicklegt. Der
Fluz wird fur die ungepackten Kapillare bestimmt, die hinter der Detektionszelle ist. Das
Volumen bestimmt man aus der Kreisflache ( 75 um ID) und der Lange der gemessenen
Strecke. Der gleiche Flul? mul3 auch die gepackte Kapillare passiert haben, nur das man dort

das Totvolumen nicht kennt. Damit ergeben sich folgende Werte:

Packungsbett [cm] | Zeit [min] | Strecke [cm] | eff. FluR [pl/min]

25 1,49 10 266
20 1,19 10 372
15 1,40 12,5 394

Tabelle6.10.7-1:  effektiver Flul3 durch die gepackte Kapillare
Kapillare: 100 um 1.D., 360 um A.D., vollstandig gepackt mit Hypersil ODS 3 um;
mobile Phase: 20 mM Phosphat-Puffer pH 6,8 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v).

Erwartungsgemal nimmt der effektive FIu3 durch die Kapillare mit abnehmender Lange des
Packungsbettes zu, was hier auch der Fall ist. Mit 200 bis 400 pL / min ist der effektive Fluf3

sehr gering.

= 60/40 = ACN /Phosphat 20 mM pH 6,82
A 80/20=ACN/Phosphat 10 mM pH 6,82
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Abbildung 6.10.7-1: K apillar gegendruck gegen den Fluf der yu-HPLC
Kapillare: 100 pum I.D., 360 um A.D., vollstdndig gepackt mit Hypersil ODS 3 um;
mobile Phase: Phosphat-Puffer pH 6,8 / Acetonitril (v/v).

Nach dem Gesetz von HAGEN PoISEUILLE ™ erwartet man einen linearen Zusammenhang
zwischen dem Flu? und dem S&aulengegendruck. Das la3t sich sehr schon anhand der
Graphik bestatigen. Acetonitril besitzt eine grof3ere Viskositat als Phosphatpuffer, deswegen
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ist die Steigung der Geraden bei Verwendung von 60-Vol% Acetonitril gréf3er, als die des

Eluenten mit 80-Vol% Anteil. Dies ist als erstes Indiz fur ein funktionsfahiges System zu

werten.
60/ 40 = ACN / Phosphat 20 mM pH = 6,82 (v/v)
12 4 . ®  25cm (LC-pur)
1 ® 20 cm (LC-pur)
10 A 15cm (LC-pur)
v 10 cm (LC-pur)
= ¢ 5cm (LC-pur)
E°] -
-E’ 6 .
2} J
8 A
'g 44 . L]
8:) A o " n
27 A e °
: - A
o 3 3 ¥ ¥
T T T T T T T T T T 1
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

FluR der HPLC - Pumpe / [ml / min]

Abbildung 6.10.7-2: Auftragung  der  Retentionszeit gegen den FluB in der u-HPLC
Kapillare: 100 pum I.D., 360 um A.D., vollstandig gepackt mit Hypersil ODS 3 um;
mobile Phase: 20 mM Phosphat-Puffer pH 6,8 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v).

80/ 20 = ACN / Phosphat 10 mM pH = 6,82 (v/v)

121 25 cm (LC-pur)

20 cm (LC-pur)
10 4 15 cm (LC-pur)
10 cm (LC-pur)
5 cm (LC-pur)

Retetionszeit / [min]

0.1 ' o!z ' 0!3 ' 0!4 ' 0!5 ' 0.6
FluR’ der HPLC - Pumpe / [ml / min]
Abbildung 6.10.7-3: Auftragung der Retentionszeit gegen den Fluf3 in der u-HPLC; Kapillare: 100 um

I.D., 360 um A.D., vollstéandig gepackt mit Hypersil ODS 3 um; mobile Phase: 10 mM
Phosphat-Puffer pH 6,8 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v).
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60/ 40 = ACN / Phosphat 20 mM pH = 6,82 (v/v)

124 ® 25cm (LC +10kV)
e 20cm(LC +10KkV)
104 e 15cm(LC +10kV)
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Abbildung 6.10.7-4: Auftragung der Retentionszeit gegen den FIuR in der spannungsunterstitzten p-
HPLC; Kapillare: 100 um I.D., 360 pm A.D., vollstandig gepackt mit Hypersil ODS
3 um; mobile Phase: 20 mM Phosphat-Puffer pH 6,8 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v).

80/ 20 = ACN / Phosphat 10 mM pH = 6,82 (v/v)

124 ® 25cm (LC +10kV)
® 20cm (LC +10kV)
104 A 15cm (LC + 10KV)
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Abbildung 6.10.7-5: Auftragung der Retentionszeit gegen den FIuR in der spannungsunterstitzten p-
HPLC; Kapillare: 100 um I.D., 360 pm A.D., vollstandig gepackt mit Hypersil ODS
3 um; mobile Phase: 10 mM Phosphat-Puffer pH 6,8 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v).
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Wie erwartet fallen die Kurven exponentiell mit zunehmender FluRgeschwindigkeit und
abnehmender Kapillarlange ab. Das gilt flr alle gemessenen Kurven., ob es sich um reine -
HPLC handelt oder um die elektrisch unterstitzte pu-HPLC. Wegen der héheren Viskositéat
von Acetonitril im Vergleich zum Phosphat — Puffer sind die Retentionszeiten fir 80-Vol%
Acetonitril - Gehalt etwas grof3er. Bei den Kurven kann man feststellen, daf3 durch Anlegen
eines elektrischen Feldes die Retentionszeiten wesentlich kleiner werden. Diese
Beobachtung ist erwinscht, weil damit gezeigt werden kann, dal EOF und
hydrodynamischer Flu3 einander unterstitzen kénnen.

,5- 60/40=ACN/Phosphat 20 mM pH = 6,82 (v/v)

0,5 ml / min °
| |
2.0 = 25kV *
A 20KV v
= v 15kV
'€ 154 ¢ 10kV °
‘:’ m 5kV
.5 ® O0kV (RT/min)
N 104 v
1.0
2 ']
je) *
E v
5 05_
@ ]
X
0.0
T T T T T T T T T
5 10 15 20 25

Lange des Packungsbettes / [cm]

Abbildung 6.10.7-6: Auftragung der Retentionszeit gegen die gepackten Lange der Kapillare in der
p-HPLC und der elektrisch unterstitzten p-HPLC
Kapillare: 100 pum I.D., 360 um A.D., vollstdndig gepackt mit Hypersil ODS 3 um;
mobile Phase: 20 mM Phosphat-Puffer pH 6,8 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v).
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,5- 80/20=ACN/Phosphat 10 mM pH = 6,82 (v/v)

0,5 ml/ min
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Abbildung 6.10.7-7: Auftragung der Retentionszeit gegen die gepackten Lange der Kapillare in der p-
HPLC und der elektrisch unterstiitzten u-HPLC
Kapillare: 100 um 1.D., 360 um A.D., vollstandig gepackt mit Hypersil ODS 3 um;
mobile Phase: 10 mM Phosphat-Puffer pH 6,8 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v).

Betrachtet man die Auftragung der Kapillarlange gegen die Retentionszeit, so ist der lineare
Zusammenhang deutlich zu sehen. Es ist offensichtlich, dal3 ohne elektrisches Feld die
Retentionszeiten am groften sind und damit der elektroendosmotische FluR (EOF) additiv

zur hydrodynamischen Mobilitat wirkt.
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Abbildung 6.10.7-8: Trennung von Alkylbenzolen mit der pu-HPLC
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um [.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um; mobile Phase: 20 mM Phosphat-Puffer pH 6,8 / Acetonitril = 40 / 60 (v/V);
FluR 0,5 ml / min; Split: Titan T-Stick, Kapillare 300 cm Gesamtlange, 360 pm AD 75
pum ID, leer; Elutionsfolge: Thioharnstoff, Toluol, Ethylbenzol, Propylbenzol,
Butylbenzol, Pentylbenzol

Innerhalb von 18 Minuten lassen sich alle Alkylbenzole in der Kapillarflissigchromatographie
sauber voneinander trennen. Die Peaks sind sehr symmetrisch und das Signal-Rausch-
Verhaltnis ist sehr gut. Legt man zusatzlich zu dem hydrodynamischen Fluf von 0,5 ml / min

eine Spannung von 20 kV an, so reduziert sich die Gesamtanalysenzeit um 5 Minuten.

U to [troluol kToI uol 1:Ethyl benzol kEthyl benzol tProppylbenzol kProppylbenzol tButyl benzol kButyl benzol tPentyl benzol kPentyl benzol

kV| min| min min min min min
0{2,68| 6,40 | 1,39 7,67 1,87 9,83 2,67 12,90 3,82 17,56 5,56
202,11 4,67 | 1,22 5,56 1,64 7,07 2,36 9,22 3,38 12,45 491

Tabelle6.10.7-2:  Trennbedingungen von Alkylbenzolen mit der spannungsunterstutzten p-HPLC
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 pm A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um; mobile Phase: 4 mM Phosphat-Puffer pH 6,8 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v);
FluB 0,5 ml / min, Druck 200 bar; Split: Titan T-Stuck, Kapillare 300 cm
Gesamtlange, 360 um AD 75 um ID, leer; Elutionsfolge: Thioharnstoff, Toluol,
Ethylbenzol, Propylbenzol, Butylbenzol, Pentylbenzol

Bei der Totzeit unterscheiden sich beide Systeme nur um eine halbe Minute. Bei den
retardierten Substanzen ergibt sich eine Differenz von 5 min. Das |at sich gut an den
Retentionskoeffizienten ablesen, die bei der p-HPLC immer groRer sind als flr
spannungsunterstitzte p-HPLC. Damit lassen sich die retardierten Substanzen im
Hybridsystem positiv beeinflussen und der hydrodynamische Fluf3 1ai3t sich mit dem EOF
kombinieren.
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7.2 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die spannungsunterstiitzte y-HPLC eignet sich hervorragend, um die Funktionsweise der

Kapillar - Elektrochromatographie zu verstehen:

» Die py-HPLC arbeitet bei langsamen FluRgeschwindigkeiten im unglnstigen Bereich
der H vs u Kurve. Dort Uberwiegt der Einflu3 der Eddy Diffusion und des kinetischen

Massenaustausches.

» Es besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der Totzeit und der La&nge der
gepackten Kapillare, was man nach HAGEN POISEUILLE erwartet.

» Der elektroendosmotische und der hydrodynamische FluB lassen sich
unproblematisch miteinander addieren, womit die Trennungen beschleunigt werden

kdénnen.

Zusammenfassend laRt sich spannungsunterstitzte u-HPLC als eine Anlage beschreiben,
die nicht unter optimalen Bedingungen arbeitet, weil zu viele Kompromisse gemacht werden,
um alle Komponenten miteinander verbinden zu kénnen. Die Verbindung von Autosampler
bis zum T - Stiick ist mit 17,5 cm schon zu lang. Naher bekommt man die Gerate allerdings
nicht aneinander gestellt. Bei einem neuen Aufbau ware es sinnvoll, eine Spritzenpumpe zu
verwenden, die den entsprechend kleinen Flul3 ohne Split erzeugen kann. In Kombination
mit einem totvolumenarmen Injektionsventil, an das die gepackte Kapillare direkt
angeschlossen werden kann, 1ai3t sich die Effizienz der Anlage steigern. Hinzu kommt die
Tatsache, dal® der Verbrauch des Puffergemisches, durch den Split, in der GréRenordnung
einer normalen HPLC - Anlage ist und damit den groRBen Vorteil einer Kapillar -
Elektrochromatographie ad absurdum fihrt. Die Kapillar - Elektrochromatographie hat in der
spannungsunterstitzte p-HPLC den Nachteil, daR auf die Kapillarenden kein externer
Stickstoffdruck ausgetbt werden kann, der das Ausgasen innerhalb der Kapillare verhindern
konnte. Damit lassen sich nicht so gute Ergebnisse erreichen, wie im reinen CEC Modus,
weil die Gasblasen den EOF verringern.

Bei einem optimaleren System lassen sich unproblematisch die Vorteile beider Methoden
vereinen, die hohe Auflésung der Kapillar Elektrochromatographie kombiniert mit dem weiten
Bereich der FlieBmittelzusammensetzung der HPLC. Das Nonplusultra dieser Kombination
ist die Gradienten CEC, auf die in dieser Arbeit nicht naher eingegangen wurde, das dieses

spannungsunterstitzte p-HPLC System zuviel Totvolumen aufweist.
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8. Anhang & Tabellen

8.1 Weiterflihrende Modelle zur Theorie

8.1.1 Das Modell von GOUY — CHAPMAN

Eine ebene Flache tragt eine negative Ladung und besitzt eine gleichmafige Ladungsverteilung.
Diese Flache ist in Kontakt mit einer Flussigkeit und bildet an der Oberflache das Potential W,
aus. Die Anzahl der Teilchen an der Oberflache ist n, . — Die Energie im elektrischen Feld

betragt zOeOW , damit ergibt sich: **4!

n =

n" =n, e~

_ =

n =n, Le"
Formel 8.1-1

Diese BoLTzmANNverteilung bertcksichtigt folgende Punkte noch nicht:

1. Positiv geladene Teilchen werden von der Oberflache angezogen, negativ geladene

abgestolRen.

2. Das System ist elektrisch neutral, deswegen gilt allgemein, aber nicht an der Oberflache:
n“=n

3. Nahe der Oberflache wird ein Uberschu an positiven gegeniiber negativen Teilchen

sein, dadurch entsteht eine ,vernetzte Ladung”. Die komplette Netzladung der Lésung

wird durch die Netzladung der Oberflache neutralisiert.
4. Das lokale Potential wird durch die lokale Ladungsdichte erzeugt.

Die Netzladungsdichte p an jedem Punkt ist gegeben durch:

p= zDeD(n+ —n‘): —20n, DzDeDsinh@

Formel 8.1-2

Das Integral von Null bis Unendlich liefert die komplette UberschuRladung in der Lésung pro
Flacheneinheit. Dieser Wert hat den gleichen Betrag, aber die entgegengesetzte Ladung wie die

Oberflachenladungsdichte o
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J:—I,O dx

Formel 8.1-3

Man stelle sich zwei geladene Schichten vor, die eine auf der Oberflache, die andere sich in
einer diffusen Schicht in der Losung ausbildend. Die PoissoN'sche Gleichung beschreibt den
Zusammenhang zwischen der Divergenz des Gradienten des elektrischen Feldes an einem

bestimmten Punkt und der Ladungsdichte:

_40n0p
&

02y =

Formel 8.1-4

2 - 2 2 2 o
Der LAPLACE Operator [1° st definiert als (GAXz'F%yz"'aAZz) und € ist die

Dielektrizitatskonstante  des Mediums. Nach der DEBYE — HUCKEL — Theorie kann man die

Formel 8.1-2 in Formel 8.1-4 einsetzen:

2w = 8Un Un, Uz le Osinh zUeOW
£

Formel 8.1-5

Ist z*e*W im Vergleich zu k*T klein, dann 1aR3t sich der sinh() als Reihe entwickin. Verwendet

man nur den ersten Term verwendet, ergibt sich:

8 rOn, 0z° Oe® W _
Lk OT

2y = K2 OWY

Formel 8.1-6

Sind lonen verschiedener Ladung beteiligt, so gilt:

400
2 _ _2
o eokoT Z "tz
Formel 8.1-7
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Die Ldsung von Formel 8.1-6 fur das i-te lon beschreibt, wie das Potential mit der Entfernung

abnimmt:
z e _
W, (r) =——e™""
elr
Formel 8.1-8

Nach dem Modell von GOUY und CHAPMAN bildet sich Uber einer geladenen Flache eine

Doppelschicht aus. Den Abstand der Doppelschicht 2, 0 = },/( bezeichnet man als DEBYE-

Lange. Fur einen 0,01 M einbindigen Elektrolyten bei 25 °C ergibt sich eine DEBYE-L&nge von

0 =¥ =30A

Man braucht [L1°W nicht in alle Raumrichtungen zu entwickeln, weil sich das Potential, wie bei

einem Plattenkondensator, nur im Abstand zur Oberflache andert.

W=y Je ™

Formel 8.1-9

Fir den Fall, daf ¥ T << 1 ist, ergibt sich ein Oberflachenpotential von W, << 25 mV. Das

gilt z.B fur einfach geladene lonen bei Raumtemperatur.

) . .
Fir 2 %7 >>1 und x >> 1/K reduziert sich Formel 8.1-9 zu:

w = A0KOT
zle
Formel 8.1-10

Es fallt das Potential mit steigender Pufferkonzentration und mit steigendem Abstand.

Zusammenfassend laft sich sagen, dalR an der Oberflache das feste Potential LPO - 4'3(']%[9

gilt und das Potential nach Formel 8.1-8 in der diffusen Schicht abfallt.

Das Oberflachenpotential betragt fiir monovalente lonen bei Raumtemperatur ¥,=100 mV.

97



Anhang & Tabellen

Aus Formel 8.1-7 ergibt sich:

20n. OeOe®* _ . . zeW
o [lsinh—2
Tk OOT 2kT

Formel 8.1-11

. . ey . . .
Bei kleinen Werten von %T vereinfacht sich die Formel zu:

o= K nw
A0
Formel 8.1-12
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8.2 Charakterisierungsmethoden & verwendete Materialien

8.2.1 Zetapotentialmessungen

Die ESA Messungen wurden mit dem Gerat MBS-8000 von Matec gemessen, Dr. S. Marmé

Sachtleben Chemie, Duisburg !

Die Messungen nach der Laser-Doppler-Anemometrie wurden an einem Malvern Zetasizer 3000

HS von Dr. Nitsche durchgefiuihrt, Malvern Instruments, Kirschau.

8.2.2 Rasterelektronenmikroskopie

Die im Laufe dieser Arbeit gemessenen Rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden
am Institut fir Pathologie der Universitatsklinik Mainz an einem REM DSM 962 (Zeiss, Jena)
durchgefiuhrt. Die Proben wurden auf einen Stahltrager aufgebracht und anschlieRend mit Gold
besputtert (Baltec SCD 050, Sputter Coater) Die Messungen wurden von B. Bidlingmaier, Dr. F.
Bormeier, Dr. G. Buchel, Dr. U. Deforth, und Dr. K. Schumacher durchgefihrt, denen dafir

herzlich gedankt sei.

8.2.3 Kapillarelektrophorese und spannungsunterstttzte p-HPLC
HP CE®, HP 1100 Gradienten HPLC — System (Entgasungsstation, Gradientenpumpe,
Autosampler), HP Chemstation, Agilent Technologie, Waldbronn

Die Kapillarelektrophorese hat die Druckunterstitzung eingebaut, damit sie in der Kapillar

Elektrochromatographie benutzt werden kann.

8.2.4 Packapparatur

Kompressor der Fa. Nova Swiss, Neuisenburg (Modell LL 3988A) mit Manometer.
Wasserbad von 50 | (Eigenbau Werkstatt Anorganische Chemie & Analytische Chemie)
Thermostaten der Fa. Julabo, Seelbach, (Modell C-5b)

Druckbetriebene Doppelkolbenpumpe KA0290; Knauer, Berlin

Splicer; Siemens S 48, Frankfurt
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8.2.5 Verwendete stationare Phasen und Chemikalien

Hypersil ODS 3 um, MZ Analysentechnik, Mainz

MICRA ODS 1,5 um & 3um — Materialien wurden freundlicherweise von Dr. T.J. Barder
(Eichrom Technologies Inc, Darien, IL, USA) als Forschungsmuster zur Verfiigung gestellt.

X-TEC S3 Materialien wurden freundlicherweise von Prof. P. Myers (Tec Consulting Ltd,

Bromborough, Wirral UK) als Forschungsmuster zur Verfligung gestellt.

fused silica Kapillaren: CS Chromatographieservice, Langerwehe

Acetonitril: Gradient Grade von E. Merck KgaA, Darmstadt

HPLC Wasser: Milli-Q-Anlage, Milli — Pore, Eschborn

Analyten: Sigma — Aldrich — Fluka, Deisendorf

Tris — Puffer (Tris-(2-Amino-2(hydroxymethyl)-1,3-propandiol)), E. Merck KgaA, Darmstadt
Phosphatpuffer (Kaliumhydrogenphosphat / Kaliumdihydrogenphosphat / Phosphorséure)

Der Multikomponentenstandard (Sprengstoffmischung) wurde freundlicherweise von dem

Hessischen Landesamt fir Umweltschtz und Geologie zur Verfligung gestellt.

8.2.6 Verwendete Puffersysteme

Zur Herstellung des Tris HCI Puffers wird die gewunschte Menge Tris-(2-Amino-
2(hydroxymethyl)-1,3-propandiol) eingewogen, in HPLC — Wasser geldst und mit 0,1 M HCI auf

den entsprechenden pH eingestellt.

Zur Herstellung des Phosphatpuffers wird das zu dem pH — Wert passende Puffergleichgewicht

ausgerechnet und eingewogen. Die Feineinstellung erfolgt mit 0,1 M NaOH bzw 0,1 M HCI.
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8.3 Tabellen zur Charakterisierung der
Packung & der Packmaterialien

8.3.1 Elektrophoret. Mobilitat nach der Laser Doppler Anemometrie

Zeta | Mobilitat pH | Leitfahigkeit| Zeta Wan{l
[mV] | [umcm/V sec] [S] [mV]

-54,2 | -4,26 9,73|0,18 -69,9
-58,5 | -4,59 8,9 0,16 -64,6
-60,1|-4,71 79 (017 -62,0
-47,8|-3,75 7,57|0,16 -67,7

-57 | -4,47 7,37/ 0,18 -58,9
-49,3 | -3,88 7,03|/ 0,17 -68,3
-45,3 | -3,56 6,73/0,18 -65,0
-41,91-3,29 6,04 0,18 -63,3
-62,4|-4,89 5,30/ 0,19 -25,7
-37,8|-2,97 4,8410,19 -35,5
-30,7|-2,41 4,39/0,19 -36,5
-27,41-2,15 3,98/ 0,21 -35,6

-21 |-1,65 3,61|0,24 -29,9
-17,71-1,39 3,24 0,32 -21,6

-8 -0,63 2,87/0,48 -27,7
Tabelle 8.3.1-1: Hypersil 120 ODS 3 um

Charge 4355; 3,0 um Kieselgel
mit C18 Gruppen

Zeta | Mobilitat pH | Leitféhigkeit| Zeta Wangl
[mV] [um cm/V sec] [S] [mV]

-38,5 |-3,02 6,18| 0,17 -51,2
-279 |-2,19 5,85| 0,17 -43,7
-22,3 |-1752 557(0,17 -40
-12,27 | -0,96 525|0,17 -39,8
-7,37 |-0,58 4,931 0,17 -32,4
-0,55 |-0,04 4,58|0,17 -30,4
-0,61 |-0,05 4,25|0,18 -24.4

1,76 |0,14 3,96|0,2 -21

1,59 |0,13 3,69(0,23 -14,69
2,19 0,17 3,410,28 -9,46

1,87 |0,15 3,12| 0,39 -3,67

397 |031 2,84|0,61 -0,29

2,8 0,22 2,56 1,08 4,13

2,83 ]0,22 2,25| 2,06 5,9

1,99 |0,16 1,99| 3,96 6,74
Tabelle 8.3.1-2: MICRA RP18 1,5 um; Batch

0196/95a; 1,5 um Kieselgel mit
C18 Gruppen (unpords)

Zeta | Mobilitat pH | Leitfahigkeit| Zeta Wangl
[mV] | [um cm/V sec] [S] [mV]

-34,3 -2,69 7,99 0,17 -44.7
-33,9 -2,66 7,26 0,17 -43,9
-3L,4 -2,47 6,98 0,17 -43,7
-33,8 -2,66 6,72 0,17 -41,7
-31,4 -2,47 6,3 0,17 -40,4
-31,7 -2,49 5,91 0,17 -37
-34 -2,67 5,48 0,17 -31,6
-30,1 -2,37 5,07 0,18 -33,1
-27,7 -2,17 4,48 0,18 -27,2
-30,8 -2,41 4,01 0,19 -18,1
-31,1 -2,45 3,62 0,23 -10,1
-31,1 -2,44 3,19 0,35 -7,27
-29,2 -2,3 2,78 0,66 -3,53
-31,7 -2,49 2,37 1,53 -0,56
-30,5 -2,4 1,91 4,1 -3,67

Tabelle 8.3.1-3: S3-SCX 3 um Kieselgel mit
Propylsulfonsaure

Zeta | Mobilitat pH | Leitfahigkeit| Zeta Wand

[mV] | [um cm/V sec] [S] [mV]

-38 -2,98 (7,91 0,15 -72,3
-38,2 -3,00| 7,3 0,16 -68,9
-38,8 -3,05| 7,08 0,16 -64,8
-37,5 -2,94 | 6,68 0,16 -60

-34 -2,67 6,36 0,16 -60,4
-34,3 -2,69| 5,9 0,16 -56,5

-35 -2,75|5,49 0,16 -50,6

-34 -2,67 (5,01 0,16 -46,8
-31,6 -2,48 | 4,52 0,17 -36,2
-29,8 -2,34 4,04 0,18 -31,8

-26 -2,04|3,61 0,22 -27,4
-31,4 -247| 3,2 0,33 -13,91
-29,1 -2,29| 2,77 0,64 -10,31
-27,3 -2,15(2,35 1,53 -4,24
-25,1 -1,97|1,86 4,07 -2,16

Tabelle 8.3.1-4: S3-C6/SCX; mit C6 Gruppen

und Propylsulfonsaure
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Zeta | Mobilitat pH | Leitfahigkeit| Zeta Wangl Zeta | Mobilitat pH | Leitfahigkeit| Zeta Wan
[mV] | [um cm/V sec] [S] [mV] [mV] | [um cm/V sec] [S] [mV]

26,0 2,04|7,94 0,19 -38,4 32,2| 2,52 7,781 0,17 -60,9

24,5 1,92|7,36 0,18 -31,2 275|2,16 7,341 0,17 -55,9

25,1 197|711 0,18 -31,3 25,9(2,03 7,0410,17 -53,5

247 1,94 6,68 0,18 -28,8 319|125 6,68| 0,17 -52,1

228 1,791 6,39 0,18 -24,3 27,7217 6,37 0,17 -45,8

234 1,84 | 6,00 0,18 -20,4 27 (2,12 596 0,18 -38,9

22,8 1,79| 5,51 0,18 -16,9 26,8|2,1 5,48|0,17 -29,6

21,9 1,72| 51 0,19 -12,22 24,9|1,96 4,99|0,18 -25

229 1,8]4,52 0,19 -18,3 239|1,88 4,46|0,18 -11,13
23,8 1,87 4,01 0,20 -1,71 26,1|2,05 3,9810,2 -35

18,8 1,48 | 3,62 0,26 2,54 23,9187 3,57(0,25 -1,54

19,1 15]3,18 0,37 11,57 239|187 3,17 0,37 3,18

22,8 1,79 2,77 0,7 10,83 245(1,92 2,75(0,73 0,51

23,3 1,83|2,37 1,61 11,25 23,1181 233|171 13,26

25,0 1,96 1,89 431 12,79 25 1,96 1,79 4,65 14,16

Tabelle 8.3.1-5: S3-C18 / SCX; mit C18 Tabelle 8.3.1-7: S3-C6 / SAX; mit C6-Gruppen
Gruppen und und quarternarem
Propylsulfonséure Ammonium

Zeta | Mobilitat pH | Leitfahigkeit| Zeta Wangl
[mV] | [um cm/V sec] [S] [mV]
26 |2,04 7,940,19 -38,4
245(1,92 7,36 0,18 -31,2
25,1197 7,11|0,18 -31,3
2471194 6,68| 0,18 -28,8
22,8(1,79 6,39|0,18 -24,3
234|184 6 0,18 -20,4
22,8(1,79 551(0,18 -16,9
219(1,72 51 (0,19 -12,22
22918 4,5210,19 -18,3
23,8|1,87 4,01]0,2 -1,71
18,8|1,48 3,62 0,26 2,54
19,1115 3,18 0,37 11,57
22,8(1,79 2,77(0,7 10,83
23,3(1,83 2,37(1,61 11,25
25 |1,96 1,89|4,31 12,79
Tabelle 8.3.1-6: S3-SAX; mit quarterndrem
Ammonium
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8.4 Tabellen zur Charakterisierung gepackter
Kapillaren mittels CEC

8.4.1 Porotse Kieselgele

8.4.1.2 Hypersil ODS 3 um

UlE It |U NTP554nm | NTP2s4nm | Hos4nm
kV | V/m HA | min mm / se¢ pro Séule prom um
5 |15151,52|2,94|32,18| 0,13 15935 63740 15,69
5 115151,52|2,64|30,17| 0,14 15430 61720 16,2
10(30303,03|5,21|13,91| 0,3 25111 100444 9,96
10(30303,03|5,15| 13,76| 0,3 23232 92928 10,76
15(45454,55| 7,921 9,34 | 0,45 24649 98596 10,14
15(45454,55|8,1 | 9,56 |0,44 24926 99704 10,03
20| 60606,06 | 9,58 6,85 | 0,61 21786 87144 11,48
20| 60606,06 | 8,58 | 6,59 | 0,63 22194 88776 11,26
25|75757,58| 8,46 | 4,64 | 0,9 15917 63668 15,71
25| 75757,58 | 8 457 0,91 17300 69200 14,45
30| 90909,09|6,82| 3,04 | 1,37 9900 39600 25,25

Tabelle 8.4.1-1: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 pm A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 pm, mobile Phase: 2 mM TrisHCI pH 7 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff

U |E I tR u S214 nm NTP214nm NTP214 nm H214 nm S254 nm NTP254 nm NTP254 nm H254 nm
kV |V/im | pA min | mm / seq pro Saule prom pm pro Saule prom pn
5 | 15151 2,95| 20,52 0,2 0,89 | 17348 69392 14,41 0,89 17346 69384 14,40
10 | 30303 5,57| 9,98 0,42 0,92 | 24538 98152 10,19 0,92 17857 71428 14

10 | 30303 5,9 10,17 0,41 0,94 | 23350 93400 10,71 0,92 13204 52816 18,98
15 | 45454 9,62| 6,6 0,63 0,84 | 22574 90296 11,07 0,83 20857 83428 11,9p
15 | 45454 -- 6,7 0,62 0,88 | 23652 94608 10,57 0,87 22184 88736 11,2y
20 | 60606/ 12,2| 5,66 0,74 2 19660 78640 12,72 1,69 18987 75948 13,1
20 | 60606 -- 4,97| 0,84 0,75 | 15191 60764 16,46 0,73 15190 60760 16,4p
30 | 90909 16,38 6,26 0,67 1,02 | 27330 109320 9,15 0,89 28381 113524 8,81

Tabelle 8.4.1-2: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um, mobile Phase: 10 mM TrisHCI pH 7 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff

U |E I tR u S214 nm NTP214nm NTP214 nm H214 nm S254 nm NTP254 nm NTP254 nm H254 nm
kV | V/im |pgA | min | mm/seq pro Saule prom pm pro Saule prom pm
5 | 15151 0,58 16,02 0,26 0,74 | 17197 68788 14,54 0,73 15881 63524 15,7
10 | 30303 1,26 7,85 0,53 0,55 | 21568 86272 11,59 0,54 21007 84028 11,9
15| 45454 1,77 5 0,83 0,62 | 20362 81448 12,28 0,59 16197 64788 15,4B
20 | 60606 2,31 3,58 1,16 0,65 | 17250 69000 14,49 0,61 13207 52828 18,9B
25 | 75757 2,97 2,8 1,49 0,64 | 16041 64164 15,59 0,63 12585 50340 19,8b

Tabelle 8.4.1-3: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um 1.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um, mobile Phase: 10 mM TrisHCI pH 9 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff
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Tabelle 8.4.1-4:

Tabelle 8.4.1-5:

Tabelle 8.4.1-6:

Tabelle 8.4.1-7:

Tabelle 8.4.1-8:

UlE | tr |U NTP254nm | NTP2541m | H254 nm

kV |V/m pA min mm /se¢ pro Saule prom um

5 [15151,52|531 |29,35|0,14 |16518 66072 15,14

10| 30303,03| 14,33 | 13,14| 0,32 | 27963 111852 8,94

15|45454,55| 11,52 | 14,93| 0,28 | 22049 88196 11,34
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um 1.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 pm, mobile Phase: 20 mM Phosphat pH 2,6 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff

UlE I tR u NTP254nm I\lTF)254 nm H254 nm

kV |V /m pA min mm / se¢ pro Séaule prom pm

5 |15151,52|5,14 |22,23|0,19 | 21226 84904 11,78

10| 30303,03| 10,74 | 6 0,69 |3371 13484 74,16

15]45454,55]118,92(8,9 |0,47 |51316 205264 4,87

15 | 45454,55 9,71 |0,43 126789 507156 1,97
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 pm A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 pm, mobile Phase: 2 mM Tris HCI Puffer pH 5 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff

UE | tr |U NTP254nm | NTP2541m | H254 nm

kV |V/m LA min mm /se¢ pro Saule prom um

10| 30303,03|12,12| 11,28| 0,37 | 36802 147208 6,79

15]45454,55118,95(6,8 |0,61 |43649 174596 5,73

20| 60606,06 | 26,59 4,92 | 0,85 | 44277 177108 5,65

25| 757575813556 | 3,74 |1,11 |48355 193420 517

30| 90909,09|46,36| 2,93 | 1,42 |47446 189784 5,27
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 pum, mobile Phase: 20 mM Tris HCI Puffer pH 7 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff

UE I tR u I\lTF)254 nm NTP254nm H254 nm

kV | V/m HA | min mm / se¢ pro Séule prom um

5 |15151,52|0,76| 15,64 | 0,27 | 21827 87308 11,45

10| 30303,03|1,53| 7,82 |0,53 | 20857 83428 11,99

15|45454,55| 2,28| 5,07 | 0,82 17267 69068 14,48

20| 60606,06 | 2,88 | 3,64 | 1,15 15337 61348 16,3

25|75757,58|351|28 |149 14348 57392 17,42

30]90909,09 4,12 | 2,22 |1,87 13516 54064 18,5
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 pm A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um, mobile Phase: 20 mM Tris HCI Puffer pH 9 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff

UE | tr |U NTP254nm | NTP2541m | H254 nm

kV |V /m LA min mm /se¢ pro Saule prom um

10| 30303,03| 6,08 |16,01|0,26 | 20080 80320 12,45

15|45454,55|7,97 (9,49 |044 |32378 129512 7,72

20| 60606,06 | 10,35| 6,62 | 0,63 | 36443 145772 6,86

25|75757,58|11,86|4,94 | 0,84 |37503 150012 6,67

30(90909,09| 10,56 | 3,62 | 1,15 | 34638 138552 7,22
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil

ODS 3 um, mobile Phase: 5 mM Tris HCI Puffer pH 5 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff
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U |E | tr u NTP214nm | NTP14nm | H214 nm | NTP2s4 nm | NTPos4 nm | Hasanm
kV  |V/m pA min mm / se¢ pro Séule prom pm pro Saule prom pm
5 15151 |04 |15.17 |0.27 | 14995 59980 16.67 | 14095 56380 17.74
10 |30303 |0.9 ([9.02 |0.46 |20096 80384 12.44 | 19823 79292 12.61
15 |45454 |1.35 (471 |0.89 |19185 76740 13.03 | 16037 64148 15.59
20 |60606 |1.8 |335 |124 |18318 73272 13.65 |17314 69256 14.44
25 | 75757 1232 |252 |166 |16710 66840 14.96 | 16709 66836 14.96
30 [90909 |2.88 |197 |211 |14369 57476 174 13770 55080 18.16
Tabelle 8.4.1-9: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 pm A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 pum, mobile Phase: 10 mM Tris HCI Puffer pH 9 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff
UlE I tR u NTP254 nm NTP254nm H254 nm
kV | V/m PA | min mm /se¢ pro Saule pro m um
5 |15151,52|0,39| 15,32| 0,27 14946 59784 16,73
10|30303,03|/0,91|7,48 |056 |22126 88504 11,3
15|45454,55| 1,37 4,79 | 0,87 18694 74776 13,37
20| 60606,06|1,86| 3,41 |1,22 17440 69760 14,33
25|75757,58|2,3512,59 |1,61 15857 63428 15,77
30]90909,09|2,81|2,03 | 2,05 |14309 57236 17,47
Tabelle8.4.1-10:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um 1.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um, mobile Phase: 5 mM Tris HCI Puffer pH 9 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff
UlE Il |t |U NTP2141m | NTP214nm | H214nm | NTP254nm | NTPos4nm | Hosanm
kV |V/m pA | min mm /se¢ pro Saule prom um pro Saule pro m um
5 [1515152| 0,4 |15,17|0,27 | 14995 59980 16,67 | 14095 56380 17,74
10| 30303,03| 0,9 |9,02 |0,46 |20096 80384 12,44 | 19823 79292 12,61
15|45454,5511,35/4,71 |0,89 |19185 76740 13,03 | 16037 64148 15,59
20| 60606,06| 1,8 |3,35 |1,24 |18318 73272 13,65 |17314 69256 14,44
25|75757,58|2,32|2,52 |1,66 |16710 66840 14,96 | 16709 66836 14,96
30/90909,09(2,88| 197 | 211 |14369 57476 17,4 13770 55080 18,16
Tabelle8.4.1-11:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um, mobile Phase: 10 mM Tris HCI Puffer pH 9 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff
UlE I |tg U NTP254nm | NTPs4nm | Hos4nm
kV|V/m LA | min | mm/seg pro Saule pro m pm
15|45454,55|2,53|5,53|0,75 |21314 85256 11,73
20| 60606,06 | 3,42 | 4 1,04 | 20966 83864 11,92
25|75757,58|4,44|13,11|1,34 |18831 75324 13,28
30/90909,09|5,432,5 | 167 |19917 79668 12,55
Tabelle8.4.1-12:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil

ODS 3 um, mobile Phase: 10 mM Phosphat Puffer pH 2,6 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff
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UlE | tr |U NTP254nm | NTP2541m | H254 nm
kV |V/m pA min mm /se¢ pro Saule prom um
5 |15151,52|11,94 |21,52|0,19 |8555 34220 29,22
10| 30303,03| 4,47 |10,93| 0,38 13987 55948 17,87
15|45454,55| 6,56 |7,17 |0,58 16067 64268 15,56
20| 60606,06 | 8,41 |5,33 | 0,78 15715 62860 15,91
25| 75757,58| 10,63 | 4,51 | 0,92 19559 78236 12,78
30|90909,09|11,96| 3,77 |1,11 19095 76380 13,09
30(90909,09|11,45/2,93 |1,42 |21100 84400 11,85
Tabelle8.4.1-13:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um 1.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um, mobile Phase: 5 mM Phosphat Puffer pH 7 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff
8413 XtecS3C18
UlE | Jtr|U NTP254nm | NTP2s4nm | H254 nm
kV | V/m HA | min mm / se¢ pro Séule prom um
5 |15151,52|2,79|17,65| 0,24 10262 41048 24,36
10| 30303,03|5,72|8,74 0,48 12931 51724 19,33
20| 60606,06 | 19,3| 7,64 | 055 | 34038 136152 7,34
Tabelle8.4.1-14:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Xtec S3
C18, mobile Phase: 10 mM Tris HCI Puffer pH 7 / Acetonitril = 60 / 40 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff
UlE I tR u NTP254nm I\rrl:’254nm H254nm
kV |V/m LA min mm /se¢ pro Saule prom um
5 |15151,52|5,68 |26,62|0,16 17034 68136 14,68
10| 30303,03| 11,96 | 13,72| 0,3 37172 148688 6,73
15|45454,55|18,52| 8,98 | 0,46 | 37472 149888 6,67
20| 60606,06 | 26,01 | 6,72 | 0,62 | 36017 144068 6,94
25| 75757,58| 33,87 5,43 | 0,77 | 26604 106416 9,40
30| 90909,09| 37,15 4,90 | 0,85 15843 63372 15,78
Tabelle8.4.1-15:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Xtec S3
C18, mobile Phase: 10 mM Tris HCI Puffer pH 7 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff
UlE | tr |U NTP254nm | NTP2541m | H254 nm
kV |V/m pA min mm /se¢ pro Saule prom um
5 |15151,52|4,53 |41,35|0,1 11295 45180 22,13
15|45454,55| 15,35| 12,63| 0,33 | 21016 84064 11,9
20| 60606,06 | 22,06 | 8,14 | 0,51 |28548 114192 8,76
25|75757,58|30,35|/6,02 | 0,69 |30119 120476 8,3
30|90909,09|38,2 [4,98 |0,84 |22839 91356 10,95
Tabelle8.4.1-16:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Xtec S3

C18, mobile Phase: 20 mM Phosphat Puffer pH 5 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v);

Analyt: Thioharnstoff
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UlE | tr |U NTP254nm | NTP2541m | H254 nm
kV |V/m pA min mm /se¢ pro Saule prom um
5 |15151,52|2,95 |46,27|0,09 |34364 29,1
10|30303,03|6,5 |18,94|0,22 |77252 12,94
15|45454,55|9,44 |16,26|0,26 | 71744 13,94
20| 60606,06| 12,82 | 12,15| 0,34 | 94688 10,56
25|75757,58| 16,58 9,52 | 0,44 | 74488 13,42
30|90909,09| 20,26 7,81 | 0,53 | 69768 14,33
Tabelle8.4.1-17:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um 1.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Xtec S3
C18, mobile Phase: 15 mM Phosphat Puffer pH 5 / Acetonitril = 30 / 70 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff
UE I tR u I\rrl:’254nm NTP254nm H254nm
kV | V/m PA | min mm /se¢ pro Saule pro m um
5 ]15151,52|2,42|20,43|0,2 14447 57788 17,3
10| 30303,03|5,15|9,33 0,45 | 18450 73800 13,55
Tabelle8.4.1-18:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Xtec S3

C18, mobile Phase: 25 mM Tris HCI Puffer pH 7 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff

8.4.2 Unporose RP - Kieselgele

U E I tR u I\lTF)254 nm NTP254 nm H254 nm

kv V/m pA min mm / sec pro Saule prom pm

10 30303,03 321 8,23 0,51 27558 110232 9,07

20 60606,06 6,38 4,02 1,04 42608 170432 5,87

30 90909,09 9,63 2,6 1,6 30637 122548 8,16

20 60606,06 8,88 478 0,87 19348 77392 12,92

25 75757,58 11,01 3,69 1,13 16540 66160 15,11

30 90909,09 13,22 3,02 1,38 19542 78168 12,79

Tabelle 8.4.2-1: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18, mobile Phase: 10 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff

U E | tr u NTP254nm | NTP254nm | H254 nm

kv V/m pA min mm / sec pro Saule prom pm

5 15151,52 1,02 15,12 0,28 4902 19608 51

15 45454,55 2,89 4,85 0,86 5667 22668 44,12

20 60606,06 3,7 3,46 1,2 7893 31572 31,67

30 90909,09 5,64 2,27 1,83 5086 20344 49,15

30 90909,09 4,65 3,2 1,3 5241 20964 47,7

Tabelle 8.4.2-2: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA

NPS C18, mobile Phase: 5 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff
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8424 MICRA 3,0 um
U E tr u NTP254nm | NTP2s54nm | H254 nm
kv V/m min mm / sec pro Saule prom um
25 75757,58 6,57 0,63 12000 48000 20,83
30 90909,09 51 0,82 14000 56000 17,86
Tabelle 8.4.2-3: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum [.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2939, mobile Phase: 20 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 80 / 20
(v/v); Analyt: Thioharnstoff
U E tr u NTP254nm | NTP254nm | H254 nm
kv V/m min mm / sec pro Saule pro m um
5 15151,52 10,16 0,41 11000 44000 22,73
10 30303,03 5,28 0,79 15000 60000 16,67
15 4545455 35 1,19 14000 56000 17,86
20 60606,06 2,58 1,61 90000 360000 2,78
30 90909,09 1,7 2,45 13000 52000 19,23
Tabelle 8.4.2-4: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2939, mobile Phase: 3 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 60 / 40 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff
U E tR u I\lTF)254 nm NTP254 nm H254 nm
kv V/m min mm / sec pro Saule prom um
25 75757,58 6,01 0,69 7000 28000 35,71
30 90909,09 4,65 0,9 6000 24000 41,67
Tabelle 8.4.2-5: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2939, mobile Phase: 15 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 60 / 40
(v/v); Analyt: Thioharnstoff
U E tr u NTP254nm | NTP254nm | H254 nm
kv V/m min mm / sec pro Saule pro m um
5 15151,52 6,95 0,6 19000 76000 13,16
10 30303,03 3,45 1,21 21000 84000 11,9
30 90909,09 1,11 3,75 13000 52000 19,23
Tabelle 8.4.2-6: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2939, mobile Phase: 2 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff
U E tR u I\lTF)254 nm NTP254 nm H254 nm
kv V/m min mm / sec pro Saule pro m um
20 60606,06 4,78 0,87 19000 76000 13,16
25 75757,58 3,69 1,13 17000 68000 14,71
30 90909,09 3,02 1,38 20000 80000 12,5
Tabelle 8.4.2-7: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA

NPS C18 2939, mobile Phase: 10 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 40 / 60

(v/v); Analyt: Thioharnstoff
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U E tr u NTP254nm | NTP254nm | H254 nm
kv V/m min mm / sec pro Saule pro m um
20 60606,06 2,77 15 37000 148000 6,76
30 90909,09 1,85 2,25 20000 80000 12,5
Tabelle 8.4.2-8: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2939, mobile Phase: 1,5 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 30 / 70
(v/v); Analyt: Thioharnstoff
U|E tR u NTP254 NTP254 nm H254
nm nm
kV |V /m min mm/sec | pro Séule | prom pm
20| 60606,06 | 2,11 1,97 58000 | 232000 4,31
30| 90909,09 | 2,32 1,8 63000 | 252000 3,97
Tabelle 8.4.2-9: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2939, mobile Phase: 1 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff
U E tR u NTP254 NTP254nm H254
nm nm
kv V/m min mm/sec | pro Saule | prom um
25 75757,58 | 3,66 1,14 21000 | 84000 11,9
30 90909,09 | 2,39 1,74 23000 | 92000 10,87
Tabelle8.4.2-10:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2939, mobile Phase: 5 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff
tr u Crutfer | NTP254nm NTP254 nm H254 nm
min mm / sec mM pro Saule prom um
2,32 |18 1 63000 252000 3,97
1,33 [3,13 2 48000 192000 521
1,37 |3,04 3 45000 180000 5,56
1,43 |[2,91 4 38000 152000 6,58
1,43 [2,91 5 41000 164000 6,1
Tabelle8.4.2-11:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2939, mobile Phase: Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v);
Spannung 30 kV; Analyt: Thioharnstoff
tr u Crutter |ACN | NTP2s4 | NTP2s4nm | Hosg
nm nm
min mm/sec | mM % pro Saule | prom pm
4.2 0,99 4 20 67000 | 268000 3,73
1,85 2,25 35 30 20000 | 80000 12,5
1,7 2,45 3 40 13000 | 52000 19,23
1,11 3,75 2 60 13000 | 52000 19,23
2,32 1,8 1 80 63000 | 252000 3,97
Tabelle8.4.2-12:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA

NPS C18 2939, mobile Phase: Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril
Spannung 30 kV; Analyt: Thioharnstoff

(VIv);
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Cpuiter |ACN

mM %
80

I\lTF)254 nm

pro Séule
58000

NTP254 nm

pro m

232000

H254 nm
um

4,31

tr u

min mm / sec
2,11 1,97 1
2,77 15 35 30 37000 1438000 6,76
2,58 1,61 3 40 90000 360000 2,78

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum [.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2939, mobile Phase: Tris HCI Puffer pH 8 [/ Acetonitril  (v/v);
Spannung 20 kV; Analyt: Thioharnstoff

Tabelle 8.4.2-13:

Crutter |ACN

mM %
20 20

NTF)254 nm

pro Saule
12000
7000

NTP254 nm

pro m
43000
28000

H2s54 nm
pm

20,83

35,71

tr u

min mm / sec
6,57 0,63
6,01 0,69 15 40
3,69 1,13 10 60 17000 68000 14,71
3,66 1,14 5 80 21000 84000 11,9

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2939, mobile Phase: Tris HCI Puffer pH 8 [/ Acetonitril (v/v);
Spannung 25 kV; Analyt: Thioharnstoff

Tabelle 8.4.2-14:

Cruiter |ACN

mM %
20 20

NTP254 nm
pro S&aule
20

40

NT I:’254 nm

pro m
14000
6000

tr
min

17,86

41,67

H254 nm
um

56000
24000

tr u

min mm / sec
51 0,82
4,65 0,9 15 15
3,02 1,38 10 10 60 20000 80000 |125
2,39 1,74 5 5 80 23000 92000 |10,87

Tabelle8.4.2-15:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2939, mobile Phase: Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v);
Spannung 30 kV; Analyt: Thioharnstoff

U

E

tr

u

NTP254 nm

NTF)254 nm

H254 nm

kV

V/m

HA

min

mm / sec

pro Saule

pro m

pm

10

30303,03

6,99

13,02

0,32

19401

77604

12,89

20

60606,06

14,78

6,62

0,63

9989

39956

25,03

30

90909,09

24,87

4,47

0,93

1960

7840

127,55

Tabelle 8.4.2-16:

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA

NPS C18 0257b, mobile Phase: 10 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 40 / 60
(v/v); Analyt: Thioharnstoff

U

E

tr

u

NTP254 nm

I\lTF)254 nm

H254 nm

kV

V/m

min

mm / Sec

pro Séule

pro m

pum

20

60606,06

4,56

091

41000

164000

6,1

30

90909,09

2,96

1,41

45000

180000

5,56

Tabelle8.4.2-17:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 0257b, mobile Phase: 1,5 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 30 / 70

(v/v); Analyt: Thioharnstoff
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U E tR u NTP254 nm I\lTF)254 nm H254 nm
kV V/m min mm / sec | pro Saule prom um
5 15151,52| 9,06 0,46 30000 120000 8,33
15 4545455 | 3 1,39 51000 204000 4,9
25 75757,58 | 1,8 2,31 55000 220000 4,55
30 90909,09 | 1,52 2,74 58000 232000 4,31
Tabelle8.4.2-18:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 0257b, mobile Phase: 1 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 20 / 80
(v/v); Analyt: Thioharnstoff
U E | tr u NTP254nm | NTP254 nm | H2s4nm
kV V/im pA min mm / sec| pro Saule prom um
10 30303,03 | 3,72 10,3 04 15728 62912 15,9
20 60606,06 | 7,75 5,29 0,79 29481 117924 8,48
30 90909,09 | 12,36 | 3,66 1,14 30940 123760 8,08
Tabelle8.4.2-19:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 0257b, mobile Phase: 5 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 20 / 80
(v/v); Analyt: Thioharnstoff
UlE I tR u NTP254 nm I\lTF)254 nm H254 nm
kV [V/m LA min mm /se¢ pro Saule prom um
20/ 60606.06 |5.52|3.66|1.14 |21218 84872 11.78
30[90909.09 |8.34|2.39|1.74 |22492 89968 11.12
Tabelle8.4.2-20:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2917, mobile Phase: 5 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff
8.4.25 unporose Kieselgele MICRA ODS 1,5 um
U E tR u NTP254 nm I\lTF)254 nm H254 nm
kV V/m min mm / sec | pro Saule prom um
25 75757,58 | 5,12 0,81 62000 243000 4,03
30 90909,09 | 4,14 1,01 15000 60000 16,67
Tabelle8.4.2-21:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2734, mobile Phase: 4 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 80 / 20 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff
U E | tr u NTP254nm | NTP254 nm | Hos4nm
kV V/m pA min mm / sec| pro Saule prom um
15 4545455|11,29 |10,01 |0,42 25794 103176 9,69
20 60606,06 | 15,22 | 7,22 0,58 28404 113616 8,8
25 75757,58|1954 |55 0,76 21252 85008 11,76
30 90909,09 | 24,13 | 4,38 0,95 29186 116744 8,57
Tabelle8.4.2-22:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA

NPS C18 2734, mobile Phase: 20 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 80 / 20
(v/v); Analyt: Thioharnstoff
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Tabelle 8.4.2-23:

Tabelle 8.4.2-24:

U

E

tr

u

NTP254 nm

NTF)254 nm

H254 nm

kV

V/m

min

mm / sec

pro Séule

pro m

pum

25

75757,58

9,11

0,46

48000

192000

521

30

90909,09

6,8

0,61

42000

168000

5,95

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2734, mobile Phase: 20 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 80 / 20

(v/v); Analyt: Thioharnstoff

U

E

tr

u

NTP254 nm

I\lTF)254 nm

H254 nm

kV

V/m

min

mm / Sec

pro Séule

pro m

pum

5

15151,52

27,3

0,15

78000

312000

321

20

60606,06

6,19

0,67

43000

172000

581

30

90909,09

3,79

11

63000

252000

3,97

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2734, mobile Phase: 3 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 60 / 40 (v/v);

Analyt: Thioharnstoff

U

E

| tr

u

NTP254 nm

NTF)254 nm

H254 nm

kV

V/m

LA

min

mm / sec

pro Sai

ule

pro m

um

10

30303,03

2,93

7,95

0,52

11991

47964

20,85

15

45454,55

10,12

9,24

0,45

30692

122768

8,15

20

60606,06

13,64

6,7

0,62

40574

162296

6,16

30

90909,09

17,5

513

0,81

27396

109584

9,13

30

90909,09

21,8

4,09

1,02

29237

116948

8,55

Tabelle 8.4.2-25:

Tabelle 8.4.2-26:

Tabelle 8.4.2-27:

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2734, mobile Phase: 15 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 60 / 40

(v/v); Analyt: Thioharnstoff

U

E

tr

u

NTF:‘254 nm

NTF)254 nm

H254 nm

kV

V/m

min

mm / sec

pro Saule

pro m

pum

14

42424,24

9,26

0,45

336000

1,344E6

0,74

15

45454,55

8,71

0,48

16000

64000

15,63

20

60606,06

6,35

0,66

206000

824000

1,21

20

60606,06

6,19

0,67

43000

172000

581

25

75757,58

4,93

0,85

185000

740000

1,35

30

90909,09

3,79

11

63000

252000

3,97

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2734, mobile Phase: 15 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 40 / 60

(v/v); Analyt: Thioharnstoff

U

E

tr

u

NTP254 nm

NTP254 nm

H254 nm

kV

V/m

min

mm / sec

pro Séaule

pro m

um

10

30303,03

8,23

051

27000

108000

9,26

20

60606,06

4,02

1,04

44000

176000

5,68

30

90909,09

2,6

16

40000

160000

6,25

5

15151,52

20,76

0,2

42500

170000

5,88

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2734, mobile Phase: 10 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 40 / 60

(v/v); Analyt: Thioharnstoff
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U E tR u NTP254 nm I\lTF)254 nm H254 nm
kV V/m min mm / sec | pro Saule prom um
10 30303,03/11,31 | 0,37 21000 84000 11,9
20 60606,06 | 5,36 0,78 21000 84000 11,9
20 60606,06 | 2,47 1,69 108000 432000 2,31
25 75757,58 | 5,06 0,82 15000 60000 16,67
30 90909,09 | 4,98 0,84 18000 72000 13,89
30 90909,09 | 1,92 2,17 101000 404000 2,48
Tabelle8.4.2-28:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2734, mobile Phase: 1 mM Tris HCI Puffer pH 8 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v);
Analyt: Thioharnstoff
tr u Chrutfer |ACN | NTP254nm | NTP2s4im | H254 nm
min mm/ sec | mM % pro Saule pro m um
2,47 1,69 1 80 108000 432000 2,31
2,64 1,58 1 80 44000 176000 5,68
2,1 1,98 5 80 124000 496000 2,02
4,02 1,04 10 60 44000 176000 5,68
4,79 0,87 10 60 11000 44000 22,73
6,19 0,67 15 40 43000 172000 5,81
6,35 0,66 15 40 206000 824000 1,21
Tabelle8.4.2-29:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA
NPS C18 2734, mobile Phase: Tris HCI Puffer pH 8 [/ Acetonitril (v/v);
Spannung 20 kV; Analyt: Thioharnstoff
tr u Chrutfer |ACN | NTP254nm | NTP2s4 ym | H2s4 nm
min mm/sec | mM % pro Saule prom um
1,92 2,17 1 80 101000 404000 2,48
1,16 3,59 1 80 48000 192000 5,21
4,14 1,01 4 20 15000 60000 16,67
2,39 1,74 5 80 109000 436000 2,29
2,6 1,6 10 60 40000 160000 6,25
3,79 1,1 15 40 63000 252000 3,97
6,8 0,61 20 20 42000 168000 5,95
Tabelle8.4.2-30:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit MICRA

NPS C18 2734, mobile Phase: Tris HCI

Spannung 30 kV; Analyt: Thioharnstoff

Puffer

pH 8 [/ Acetonitril (v/v);

113



Anhang & Tabellen

8.4.3 Einflul3 von lonenpaarreagentien auf elektroendosmotischen

FlulR und theoretische Bodenhohe

UE I tR u I\lTF)254 nm NTP254 nm H254 nm
kV | V/m PA | min mm /se¢ pro Saule pro m um
5 |15151,52|0,85| 19,23 0,22 16967 67868 14,73
10|30303,03| 1,7 |952 0,44 |28578 114312 8,75
10| 30303,03|1,64|9,83 | 0,42 32479 129916 7,7
15|45454,55|2,85|6,34 |0,66 |32024 128096 7,81
20| 60606,06 | 4,04|4,7 |089 |33923 135692 7,37
25|75757,58|534|3,7 |1,13 |33543 134172 7,45
30]90909,09|6,82|3,02 | 1,38 |32877 131508 7,6
Tabelle 8.4.3-1: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 pm, mobile Phase: 0,1 mM Phosphat Puffer pH 2,6 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v)
+ 6,7 mM HFBA; Analyt: Thioharnstoff
UE I tR u I\lTF)254 nm NTP254 nm H254 nm
kV | V/m HA | min mm / se¢ pro Séule prom um
5 [15151,52|0,89|19,88| 0,21 16284 65136 15,35
10| 30303,03| 1,61 | 10,59 | 0,39 1970 7880 126,9
15|45454,55|2,92|6,51 0,64 |29544 118176 8,46
20| 60606,06 | 4,1 4,83 |0,86 |30563 122252 8,18
25|75757,58|556(38 |11 29089 116356 8,59
30/90909,09|7,19(3,1 |1,34 |29539 118156 8,46
Tabelle 8.4.3-2: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 pm A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um, mobile Phase: 0,1 mM Phosphat Puffer pH 2,6 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v)
+ 6,7 mM HFBA,; Analyt: Thioharnstoff
U E | Jtr_|U NTP254nm | NTP2541m | H254 nm
kV|V/m PA | min mm /se¢ pro Saule pro m um
5 |15151,52|1,34|43,93| 0,09 14683 58732 17,03
10|30303,03| 3,2 |14,43|0,29 | 25933 103732 9,64
15|45454,55|5,32|19,7 |0,43 | 27215 108860 9,19
20| 60606,06 | 7,37 | 7,25 | 0,57 36664 146656 6,82
25|75757,58|9,8 |576 | 0,72 |46465 185860 5,38
Tabelle 8.4.3-3: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 pm, mobile Phase: 5 mM Phosphat Puffer pH 5 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v) +
5,2 mM TFA; Analyt: Thioharnstoff
UE I tR u I\lTF)254 nm NTP254 nm H254 nm
kV | V/m HA | min mm / se¢ pro Séule prom um
5 |15151,52| 3,17 | 24,65| 0,17 14512 58048 17,23
10| 30303,03| 6,74 | 12,64 | 0,33 | 23472 93888 10,65
Tabelle 8.4.3-4: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 pm A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil

ODS 3 um, mobile Phase: 5 mM Tris HCI Puffer pH 7 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v) +

5,2 mM TFA; Analyt: Thioharnstoff
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U E I tR u NTP214 nm NTP214 nm H214 nm I\lTF)254 nm NTP254 nm H254 nm
kV V/m HA min mm / sec| pro Saule prom pum pro Saule prom um
5 15151,52 2,67 | 30,4 | 0,14 11429 45716 21,87 12531 50124 19,99
10 | 30303,03 547 | 1541 0,27 14707 58828 17 15048 60192 16,61
15 | 4545459 8,83 | 10,02 0,42 29395 117580 8,5 32058 128232 7.8
20 [ 60606,06 12,48] 7,79| 0,54 29525 118100 8,47 39975 159900 6,25
25 | 75757,59 16,74| 593| 07 31073 124292 8,05 33863 135452 7,38
30 | 90909,09 21,38/ 4,74| 0,88 26637 106548 9,39 31007 124028 8,06
Tabelle 8.4.3-5: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 pm A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um, mobile Phase: 0,1 mM Phosphat Puffer pH 2,6 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v)
+ 5,2 mM TFA; Analyt: Thioharnstoff
UE I tR u NTP254 nm NTP254 nm H254 nm
kV | V/m PA | min mm /se¢ pro Saule pro m um
5 |15151,52|0,99 | 26,68 | 0,16 10263 41052 24,36
10| 30303,03|1,87|13,2 | 0,32 16865 67460 14,82
15]45454,5513,09| 856 |0,49 | 24019 96076 10,41
20| 60606,06 | 4,41|6,38 | 0,65 |27319 109276 9,15
25|75757,58|5,93|516 |0,81 |23532 94128 10,62
30]90909,09|7,81|4,22 | 0,99 |27430 109720 9,11
Tabelle 8.4.3-6: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 pm, mobile Phase: 0,1 mM Phosphat Puffer pH 2,6 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v)
+ 4,5 mM TFA; Analyt: Thioharnstoff
UlE | tr |U NTP254nm | NTP254 nm | H254nm
kV |V/m pA min mm / se¢ pro Saule prom um
10| 30303,03| 5,19 |12,72|0,33 15244 60976 16,4
10| 30303,03| 4,07 |16,34|0,25 10157 40628 24,61
15|45454,55|5,32 |12,97|0,32 | 9536 38144 26,22
20| 60606,06 | 6,71 |11,02| 0,38 11754 47016 21,27
25|7575758|8,33 |9,11 |046 |9721 38884 25,72
30| 90909,09|10,04| 7,63 | 0,55 |20378 81512 12,27
Tabelle 8.4.3-7: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 pm A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um, mobile Phase: 0,1 mM Phosphat Puffer pH 2,6 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v)
+ 5,6 mM SDS; Analyt: Thioharnstoff
UlE I [t |U Crutfer | Cruffer | PH | ACN | NTP254nm | NTPos4 nm | Has4 mim
kV|V/m LA | min | mm/se¢ mM mM % pro Saule prom pm
5 1515157 3,02 28,95 0,14 50 10 7] 60 12279 49116 20,36
5 [1515157 2,39 39,64 0,11 50 10 71 60 9733 38932 25,69
10 | 30303,03 5,71 18,42 0,22 50 10 71 - 26466 105864 9,45
Tabelle 8.4.3-8: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil

ODS 3 um, mobile Phase: 10 mM Tris HCI Puffer pH 7 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v) +
5,6 mM SDS; Analyt: Thioharnstoff

115



Anhang & Tabellen

UlE | tr |U Crutfer | Cruffer | PH | ACN | NTP254 nm | NTPos4 nm | Hos4 mim
kV |V /m pA min mm/se¢ mM mM % pro Saule pro m pm
5 |15151.52 |6 2655|016 |50 10 5 |60 10613 42452 23.56
15|45454.55|18.41|8.57 |049 |50 10 5 |60 15584 62336 16.04
20| 60606.06 | 24.54|16.33 |0.66 |50 10 5 |60 12180 48720 20.53
30]90909.09|29.21|5.03 |0.83 |50 10 5 |60 25760 103040 9.7
Tabelle 8.4.3-9: Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um 1.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 um, mobile Phase: 10 mM Tris HCI Puffer pH 5 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v) +
5,6 mM SDS; Analyt: Thioharnstoff
UE I tR u NTP254 nm NTP254 nm H254 nm
kV | V/m PA | min mm /se¢ pro Saule pro m um
10| 30303,03|2,22|11,42| 0,36 12294 49176 20,34
15|45454,55|3,98| 7,17 | 0,58 15620 62480 16,01
20| 60606,06 |59 [4,75 |0,88 |29650 118600 8,43
25|75757,58| 7,381 3,71 |112 |27742 110968 9,01
30]90909,09 8,74 3,03 | 1,37 |30549 122196 8,18
Tabelle8.4.3-10:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 pm, mobile Phase: 0,1 mM Phosphat Puffer pH 2,6 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v)
+ 2,8 mM SDS; Analyt: Thioharnstoff
U E | Jtr_|U NTP254nm | NTP2541m | H254 nm
kV|V/m PA | min mm /se¢ pro Saule pro m um
5 |15151,52|0,96| 18,66| 0,22 | 20520 82080 12,18
10/30303,0311,99|194 (044 |21769 87076 11,48
15|4545455|3,19|6,59 | 0,63 |25351 101404 9,86
20| 60606,06 | 4,54 |4,41 | 0,94 15220 60880 16,43
25| 75757,58|5,75|4,05 | 1,03 19000 76000 13,16
Tabelle8.4.3-11:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um 1.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil
ODS 3 pm, mobile Phase: 0,1 mM Phosphat Puffer pH 2,6 / Acetonitril = 40 / 60 (v/v)
+ 6,7 mM TEA,; Analyt: Thioharnstoff
UE I tR u NTP254 nm NTP254 nm H254 nm
kV | V/m pA | min mm / se¢ pro Séule prom um
5 |15151,52|0,95| 15,96 | 0,26 18881 75524 13,24
10| 30303,03|1,81| 7,73 |0,54 | 29093 116372 8,59
15]454545512,9 |515 |0,81 |24484 97936 10,21
20| 60606,06 | 4,06|3,77 |1,11 |21829 87316 11,45
25|75757,58|5,3212,92 |1,42 | 21003 84012 11,9
30]90909,09|6,62|251 | 1,66 |20128 80512 12,42
Tabelle8.4.3-12:  Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um I.D., 360 um A.D., 25 cm gepackt mit Hypersil

ODS 3 um, mobile Phase: 0,1 mM Phosphat Puffer pH 2,6 / Acetonitril = 20 / 80 (v/v)

+ 3,4 mM TEA; Analyt: Thioharnstoff

116




Anhang & Tabellen

8.5 Tabellen zur spannungsunterstiitzten u-HPLC

Packungsbett | taskv | taokv | tiskv | tiokv | tskv | toky
Lange / cm min min min min min min
25 -- -- 1,87 2,01 218 |2,31
20 -- -- 1,04 11,33 |1,29 |1,53
15 -- 091 |0,71 [0,79 |0,87 |0,92
10 -- 031 |033 (04 046 |0,449
5 -- -- 0,13 |0,16 |0,18 | 0,19
Tabelle 8.4.3-1: Retentionszeiten von Thioharnstoff bei unterschiedlichen Feldstarken in der pu-HPLC
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., komplett gepackt mit
Hypersil ODS 3 um, mobile Phase: 20 mM Phosphat Puffer pH 7 / Acetonitril = 40 /
60 (v/v); FluR 0,5 ml / min Analyt: Thioharnstoff
Packungsbett | taskv | taokv | tiskv | tiokv | tskv [ Toky
Lange / cm min min min min min min
25 -- -- -- 204 |22 |2,36
20 1,21 |12 1,1 1,26 |141 |1,62
15 0,78 (0,74 (0,77 0,82 |0,88 |0,95
10 -- 0,37 |036 (041 042 |05
5 016 |07 |(0,18 |0,19 |0,19 |0,2
Tabelle 8.4.3-2: Retentionszeiten von Thioharnstoff bei unterschiedlichen Feldstarken in der p-HPLC
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um 1.D., 360 pum A.D., komplett gepackt mit
Hypersil ODS 3 um, mobile Phase: 10 mM Phosphat Puffer pH 7 / Acetonitril = 20 /
80 (v/v); Fluf3 0,5 ml / min Analyt: Thioharnstoff
Packungsbett 25 cm 20 cm 15 cm 10 cm 5 cm
FluR AP tLC pur tLC+10kV tLC pur tLC+1OkV tLC pur tLC+1OkV tLC pur tLC+10kV tLC pur tLC+1OkV
mL / min bar | min min min min min min min min min min
0,5 224|12,31 | 2,01 153 1,33 092 |0,79 0,49 |0,39 0,19 |0,16
04 17712,89 |2,48 1,84 |16 1,14 10,98 0,59 |0,46 0,23 0,19
0,3 135|/3,86 |3,22 249 |2,02 151 |1,26 0,78 |0,57 03 |0,25
0,2 88 |578 |4,53 3,77 12,88 2,26 | 1,77 1,17 0,82 0,47 (0,36
0,1 48 | 11,57 | 7,61 7,56 4,9 452 |3,04 2,28 |143 0,99 |0,68
Tabelle 8.4.3-3: Retentionszeiten von Thioharnstoff bei unterschiedlichen Flissen in der p-HPLC
Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 um 1.D., 360 um A.D., komplett gepackt mit
Hypersil ODS 3 um, mobile Phase: 20 mM Phosphat Puffer pH 7 / Acetonitril = 40 /
60 (v/v); Analyt: Thioharnstoff
Packungsbett 25 cm 20 cm 15 cm 10 cm 5 cm
Flul3 AP | tcpu [ticrionv | ticpu | ticrionv | ticpu | ticriokv | ticpur | tic+toky | ticouw [ tic+ioky
mL / min bar | min min min min min min min min min min
0,5 150| 2,36 |2,04 1,68 |1,26 095 /0,82 042 |05 0,19 |0,2
04 120|294 | 2,49 1,92 |151 1,18 |1 051 |061 0,23 |0,25
0,3 90 |393 |318 257 1191 158 |1,27 0,62 |0,82 03 0,33
0,2 58 |5,88 |4,33 3,87 |2,66 2,37 |1,74 084 |12 043 |05
0,1 30 |11,78 | 6,62 7,79 4,42 474 | 2,77 1,44 2,39 0,8 1,03
Tabelle 8.4.3-4: Retentionszeiten von Thioharnstoff bei unterschiedlichen Flissen in der p-HPLC

Kapillare: 34 cm Gesamtlange, 100 pum I.D., 360 um A.D., komplett gepackt mit
Hypersil ODS 3 um, mobile Phase: 10 mM Phosphat Puffer pH 7 / Acetonitril = 20 /
80 (v/v); Analyt: Thioharnstoff
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