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1 Einleitung 
 

Die Flüssigchromatographie (HPLC) gilt heute als die am häufigsten durchgeführte 

chromatographische Trennmethode. Insbesondere hat sich die Reversed Phase HPLC 

aufgrund der einfachen Trennung wasserlöslicher Gemische durchgesetzt. Mit dieser 

Methode können Analyten in gelöster Form getrennt werden und müssen nicht wie bei 

gaschromatographischen Messungen verdampfbar sein. 

Die HPLC zeichnet sich insbesondere durch ihre große Robustheit aus. Sie liefert sehr 

reproduzierbare Ergebnisse und kann für den größten Teil der zu trennenden Stoffgemische 

angewendet werden, so zum Beispiel bei der Analytik von pharmazeutischen 

Wirksubstanzen, diese sind häufig wasserlöslich und nicht flüchtig. 

HPLC-Anlagen sind sehr weit verbreitet und in jedem Analytik-Labor zu finden, der Markt für 

diese Geräte und ihr Zubehör ist mittlerweile sehr groß. Die zugehörigen Produkte wie 

HPLC-Säulen, Pumpen und Detektoren, werden ständig in ihrer Leistungsfähigkeit 

weiterentwickelt. 

Die „High Performance Liquid Chromatography“ (HPLC), wie wir sie heute kennen, wurde in 

den 60er Jahren entwickelt. Dabei kommen mit Kieselgel, modifiziertem Kieselgel oder 

porösen organischen Polymeren gepackte Säulen zum Einsatz. In den Anfangszeiten hatte 

das in den Säulen enthaltene Packungsmaterial einen Durchmesser von etwa 10-20 µm. Im 

Laufe der Zeit stellte sich heraus, dass HPLC-Säulen umso effizienter trennen, je kleiner die 

Kieselgelpartikel der Packung sind und je enger deren Größenverteilung ist. Kleinere 

Kieselgelpartikel ermöglichen außerdem ein schnelleres Arbeiten. Daher werden heute 

hauptsächlich Kieselgelpartikel mit einem Durchmesser von 3-5 µm eingesetzt. Neuerdings 

verwendet man darüber hinaus auch monolithische HPLC-Säulen, die zum Beispiel durch 

Polykondensation von Tetramethoxysilan hergestellt werden [Tanaka, 2000]. Sie zeichnen 

sich durch eine besonders hohe Permeabilität aus. 

In der klassischen analytischen HPLC wird mit gepackten Säulen gearbeitet, die einen 

Innendurchmesser von 4.0-4.6 mm aufweisen. Der Trend geht aber auch hier in Richtung 

Miniaturisierung des Säulendurchmessers. Inzwischen kann man bei vielen Herstellern 

Mikro-HPLC-Säulen mit einem Innendurchmesser von 1.0 mm erwerben. Es sind sogar 

HPLC-Kapillaren mit einem Innendurchmesser von 100 µm auf dem Markt, diese sind 

allerdings noch recht selten.  

Klassisches Kieselgelmaterial für die RP-HPLC wurde mit Alkylresten modifiziert. Derzeit 

bieten die Hersteller von HPLC Säulen vermehrt RP-Säulen mit polaren Oberflächengruppen 

an, die eine größere Selektivität besitzen. 
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Trotz ihrer vielseitigen Einsetzbarkeit bereitet der HPLC die Auftrennung ionischer 

Substanzgemische große Schwierigkeiten, da Ionen von der stationären Phase nicht 

retardiert werden. 

Seit einigen Jahren steht zur Ergänzung der HPLC die Kapillarelektrophorese (CE) zur 

Verfügung, mit ihr können geladene Teilchen getrennt werden. Erste Arbeiten auf dem 

Gebiet der CE wurden von Mikkers und Everearts 1979 veröffentlicht [Mikkers, 1979]. Den 

Durchbruch brachte aber erst die Arbeit von Jorgenson und Lukas im Jahre 1981 

[Jorgenson, 1981]. 

In der CE wird mit offenen, das heißt mit ungepackten Kapillaren gearbeitet. Sie besitzen in 

der Regel einen Innendurchmesser von 50-150 µm. Dieser geringe Innendurchmesser der 

verwendeten Kapillaren ist notwendig, damit die durch die angelegte Spannung verursachte 

Joulesche Wärme bestmöglich abgeleitet werden kann. 

Die CE zählt zu den mikroanalytischen Trennmethoden. Im Gegensatz zur klassischen 

HPLC, in der Flüsse von 1 ml/min üblich sind, fließen durch CE-Kapillaren 

Flüssigkeitsmengen in der Größenordnung von wenigen Nanolitern pro Minute. Der 

Transport der Teilchen durch die mit Puffer gefüllte Kapillare wird durch das Anlegen einer 

Hochspannung (meist bis etwa 30 kV) gewährleistet. Neutralteilchen werden dabei lediglich 

aufgrund von Oberflächenladungs-Phänomenen durch die Kapillare befördert. Man spricht 

vom Elektroosmotischen Fluss (EOF). Die Trennung erfolgt aufgrund unterschiedlicher 

Wanderungsgeschwindigkeiten der Ionen im elektrischen Feld. Die Kapillarelektrophorese 

gehört mittlerweile wie auch die HPLC zur Routine-Analytik und spielt insbesondere in 

biochemischen Anwendungen, wie zum Beispiel der Protein- und DNA-Analytik eine große 

Rolle. Die erreichbaren Trenneffizienzen sind in der CE um ein Vielfaches höher als in der 

HPLC. Dies liegt unter anderem daran, dass der Elektroosmotische Fluss ein 

stempelförmiges Strömungsprofil besitzt, während in der HPLC ein parabolisches 

Strömungsprofil vorherrscht. 

Die CE kann jedoch nur geladene Teilchen trennen. Die Trennung neutraler Teilchen ist 

mittels Elektrochromatographie (CEC) möglich. Diese Methode kombiniert den 

Elektroosmotischen Fluss mit der Anwesenheit einer stationären Phase und bietet dadurch 

Zugang zu einem weiteren Feld der analytischen Anwendungen. 

In der CEC kann mit gepackten oder monolithischen Kapillarsäulen gearbeitet werden, deren 

Innendurchmesser auch hier höchstens 150 µm betragen darf, damit die entstehende 

Joulesche Wärme keine Probleme verursacht. Erste elektrochromatographische Trennungen 

wurden in den frühen 90er Jahren durchgeführt. Leider ist die Herstellung von gepackten 

Kapillarsäulen ist sehr aufwendig und teuer, zudem ist eine Fixierung des Packungsbetts in 

der Kapillare durch Fritten recht schwierig [Behnke, 1998]. Daher eignen sich für die CEC 

insbesondere monolithische Kapillarsäulen, da hier auf Fritten verzichtet werden kann. 
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µ-HPLC, CE und CEC zeichnen sich durch extrem kleine Probenvolumina aus. In der 

klassischen HPLC werden Probenschleifen mit einem Volumen von etwa 20 µl eingesetzt, 

für die µ-HPLC sind dagegen oft nur Probenvolumina im Nanoliterbereich erforderlich. Dies 

ist vor allem bei vielen Fragestellungen aus der Biologie und der Medizin von Vorteil, denn 

dort stehen in der Regel nur sehr begrenzte Probenmengen zur Verfügung. Solche 

Trennprobleme können nur mit Hilfe der Mikroanalytik gelöst werden. Sowohl in der HPLC 

als auch in der CE und CEC werden am häufigsten UV/VIS-Spektrometer als Detektoren 

eingesetzt. Sie sind universell einsetzbar, robust und preiswert. Die Absorption des Lichtes 

gehorcht dem Gesetz von Lambert-Beer und ist somit proportional zur Schichtdicke der 

durchstrahlten Küvette. Für klassische HPLC-Säulen und Mikro-HPLC-Säulen bis 1 mm 

Innendurchmesser können Detektorzellen mit unterschiedlichem Volumen und einer 

Schichtdicke von etwa 1 cm erworben werden. Werden allerdings Kapillaren mit kleinerem 

Durchmesser eingesetzt, wäre eine solche Durchfluss-Zelle unverhältnismäßig groß und 

würde als Mischkammer wirken, was die Effizienz der Trennung stark absenken würde, die 

Detektion findet deshalb auf der Kapillare statt. Man spricht in diesem Fall von „on-capillary“ 

Detektion. Da der Innendurchmesser der Kapillare und somit die durchstrahlte Schichtdicke 

mit 50-150 µm sehr klein ist, ist die Absorption und damit die Nachweisstärke recht gering. 

Außerdem kommt es durch die relativ dicke Glaswand der Kapillare zu Streulichteffekten 

[Bruin, 1991]. Ein großes Problem stellt die on-capillary Detektion in der CEC dar. Hier muss 

der Lichtstrahl durch das Packungsbett dringen oder es muss eine leere Detektionskapillare 

an die Trennkapillare gekoppelt werden, was zu einem weiteren Verlust an Trenneffizienz 

führt. 

Ähnliche Schwierigkeiten ergeben sich, wenn Kapillarelektrophorese mit UV-undurchlässigen 

Kapillaren betrieben werden soll. Spezielle Trennprobleme erfordern den Einsatz von 

Kunststoff-Kapillaren wie zum Beispiel PEEK (Polyetheretherketon), auch in diesem Fall ist 

die Ankopplung einer Detektionskapillare an die Trennkapillare notwendig. 

Um diese Probleme bei den gängigen Detektionstechniken zu lösen, wurden bereits einige 

Arbeiten veröffentlicht. Einige Ansätze beruhen auf der Veränderung der 

Detektionsgeometrie und behalten die UV-Detektion bei. Ziel ist es hier, die vom UV-Licht 

durchleuchtete Schichtdicke zu vergrößern oder durch die Kapillarwände hervorgerufene 

Streulichteffekte auszuschalten, dies geht allerdings oft mit einem Verlust an Trenneffizienz 

einher. 

Häufig wird auch auf Laserfluoreszenzdetektion zurückgegriffen. Diese ist im Gegensatz zur 

UV/VIS-Detektion zwar nachweisstärker, allerdings ist sie nicht universell einsetzbar, das 

heißt, dass nichtfluoreszierende Verbindungen zunächst derivatisiert werden müssen. Die 

Laserfluoreszenzdetektion ist darüber hinaus vergleichsweise teuer und aufwendiger in der 

Handhabung. 
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Als Alternative könnte ein Massenspektrometer zur Detektion an die Kapillare gekoppelt 

werden. Massenspektrometer sind allerdings in Anschaffung und Betrieb sehr teuer und für 

Routine-Analytik nicht notwendig.  

Leiter gibt es momentan noch keine zufrieden stellende Lösung des Detektionsproblems. Um 

die Vorteile der mikroanalytischen Trennmethoden µ-HPLC, CE und CEC nutzen zu können, 

muss in erster Linie ein universelles, nachweisstarkes und kostengünstiges Detektionsprinzip 

entwickelt werden. 
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2 Bisherige Entwicklungen 
 

2.1 Mikroanalytische Trennmethoden 

 

Die mikroanalytischen Trennmethoden Mikro-HPLC (µ-HPLC), Elektrochromatographie 

(CEC) und Kapillarelektrophorese (CE) haben gegenüber der klassischen HPLC einige 

Vorteile.  

Eine Triebkraft für die Entwicklung von Mikro-Trennsystemen war ein begrenztes 

Probenvolumen. Speziell für biologische Fragestellungen, in denen nur sehr wenig zu 

untersuchendes Material zur Verfügung steht, kann dies von fundamentaler Bedeutung sein. 

Während in der klassischen HPLC Probenschleifen mit einem Volumen von 20 µl eingesetzt 

werden, gibt es für Mikro-bore Säulen spezielle Injektionsventile, mit denen es möglich ist 

einige Nanoliter zu dosieren. In der CE und der CEC wird häufig elektrokinetisch, das heißt 

durch kurzes Anlegen einer Spannung, injiziert. Auch hier gelangen nur wenige Nanoliter auf 

die Trennkapillare. 

Besonders eindrucksvoll ist der geringe Verbrauch an Eluent bzw. Trennpufferlösung bei 

gleicher Lineargeschwindigkeit. Der Betrieb einer Mikroanlage führt zu großen Einsparungen 

an Lösungsmitteln, was wirtschaftliche Vorteile sowohl im Erwerb als auch bei der 

Entsorgung mit sich bringt. Durch den quadratischen Zusammenhang von 

Innendurchmesser zu Querschnittsfläche wird bei  der Verkleinerung des Säulen-

Innendurchmessers auf ein Zehntel nur noch ein Hundertstel der Eluentenmenge verbraucht. 

Wenn zum Beispiel eine klassische HPLC-Säule (4.6 mm ID) durch eine Mikro-bore HPLC-

Säule (1.0 mm ID) ersetzt wird, können etwa 95% an Eluent eingespart werden. Durch den 

geringen Lösungsmittelverbrauch kann bei besonderen Trennproblemen auch mit sehr 

teuren oder sehr toxischen Eluenten gearbeitet werden. 

Kapillarsäulen können mit einem Massenspektrometer (MS) gekoppelt werden. Das 

Massenspektrometer arbeitet umso effektiver, je geringer die von der Säule kommenden 

Flüsse sind. In der HPLC kann ein Massenspektrometer erst ab einem Säulendurchmesser 

von 1 mm und darunter als Detektor verwendet werden. In der Elektrochromatographie und 

Kapillarelektrophorese werden Kapillaren mit Innendurchmessern von 50-100 µm eingesetzt. 

Wenn als Puffersubstanzen verdampfbare Ionen wie beispielsweise das Ammoniumkation 

oder das Acetatanion eingesetzt werden, lassen sich diese Methoden ebenfalls mit der MS 

koppeln. 

Als Detektor werden in der µ-HPLC, der CEC und der CE häufig UV/VIS-Spektrometer 

verwendet. Diese sind preiswert und universell einsetzbar. Auf Detektor-Zellen, wie sie aus 

der klassischen HPLC bekannt sind, muss wegen der geringen Flüsse verzichtet werden. 
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Die Detektor-Zelle würde als Mischkammer wirken und zu einer extremen 

Bandenverbreiterung führen. Um dies zu verhindern, wird „on-capillary“ detektiert. Dazu 

muss der Polyimidmantel der Kapillare an einer Stelle entweder durch abbrennen, ätzen 

oder kratzen beseitigt werden. Da die Kapillaren einen sehr geringen Innendurchmesser 

besitzen und die Absorption nach dem Lambert-Beerschen Gesetz proportional der 

Schichtdicke ist, ist die Methode nicht besonders nachweisstark. Hinzu kommen 

Streulichteffekte, die durch die Kapillarwände verursacht werden [Bruin, 1991]. In der CEC 

und der µ-HPLC muss das eingestrahlte Licht zusätzlich das Packungsmaterial 

durchdringen. Eine Modifikation des silikatischen Gerüstes bzw. der Kieselgelpackung mit 

UV-absorbierenden Gruppen erschwert die on-capillary Detektion. Ähnliche Probleme gibt es 

bei der CE, wenn UV-undurchlässige Kapillaren, zum Beispiel aus PEEK 

(Polyetheretherketon), verwendet werden. In diesen Fällen müssen an die Trennkapillare 

Detektionskapillaren aus UV-durchlässigem fused-silica Material gekoppelt werden. Diese 

wirken als zusätzliches Totvolumen und führen zu verminderter Trenneffizienz. Wird mit 

Elektroosmotischem Fluss gearbeitet, so kommt es aufgrund unterschiedlicher 

Oberflächenbeschaffenheit von Trennkapillare und Detektionskapillare zu unterschiedlichen 

Flüssen und so häufig zu Gasblasenbildung, die zum Stromabbruch führt. 

In den letzten Jahren wurden einige Arbeiten mit dem Ziel publiziert, die on-capillary 

Detektion zu verbessern. Allerdings hat sich noch keine der neuen Methoden durchgesetzt. 

 

2.2 Detektionsmöglichkeiten in mikroanalytischen Trennsystemen 

 
Die UV-Absorption gehorcht dem Lambert-Beerschen Gesetz. 

 dc
I
IE ⋅⋅=−= ε
0

10log  (2.1) 

Darin bedeutet: I = Intensität des Lichtes nach Passieren der Analysenlösung; I0 = Intensität 
des Lichtes nach Passieren der Leerwert-Probe; ε: Extinktionskoeffizient des Analyten; c: 
Konzentration des Analyten; d: Schichtdicke der Küvette. 
 

Da für einen bestimmten Konzentrationsbereich die Extinktion proportional der Konzentration 

ist, kann die Photometrie zur Quantifizierung herangezogen werden. Die Empfindlichkeit 

einer photometrischen Bestimmung hängt in erster Linie vom Extinktionskoeffizienten des 

Analyten und von der durchstrahlten Schichtdicke der Küvette ab. Außerdem spielen 

gerätetechnische Kriterien, wie die Qualität der optischen Bank des Spektrometers oder die 

Intensität der Lampe eine große Rolle. Es ist nicht zweckmäßig den Detektionsprozess für 

sich alleine zu sehen, vielmehr muss die HPLC-Anlage als Gesamtheit betrachtet werden. 

Es macht daher nur Sinn Signal/Rausch-Verhältnisse für konkrete Säulen/Detektor-
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Kombinationen anzugeben. Eine Große Rolle spielen auch das Injektionsvolumen und die 

Zusammensetzung des verwendeten Eluenten, da dieser eine Grundabsorption liefern kann. 

Wie schon eingangs erwähnt, stellt die Detektion bei mikroanalytischen Trennsystemen ein 

großes Problem dar. Es wird daher üblicherweise direkt auf der Kapillare detektiert. Durch 

den geringen Kapillarinnendurchmesser und damit die geringe Schichtdicke der 

durchstrahlten Anordnung mangelt es an Nachweisstärke. Ziel zahlreicher Arbeiten war es 

deshalb, die Nachweisstärke zu verbessern. Die Ansätze sowie die Detektionsprinzipien sind 

sehr vielfältig. 

 

2.2.1 Vergrößerung der Schichtdicke 
 

Ein sehr einfaches Prinzip die Nachweisstärke zu erhöhen ist gemäß dem Lambert-

Beerschen Gesetz die Verlängerung der durchstrahlten Schichtdicke. Es gibt mehrere 

Möglichkeiten, dies apparativ zu realisieren. 

Durch das zweimalige Biegen einer fused-silica Kapillare in einem Winkel von jeweils 90° 

erhält man eine z-förmige Detektionszelle [Chervet, 1991]. Sie wird so in den Lichtweg eines 

UV-Detektors eingebaut, dass der Fluss parallel zum Lichtstrahl fließt, Abbildung 2.1 zeigt 

den schematischen Aufbau der Z-Zelle. Der Lichtweg durch die Kapillare kann so auf ein 

Vielfaches des Kapillarinnendurchmessers vergrößert werden. Um den Effizienzverlust zu 

minimieren wählten Chervet et al. eine Schichtdicke von 3 mm. Rein rechnerisch ergäbe sich 

nach dem Lambert-Beer Gesetz bei einem Kapillarinnendurchmesser von 50 µm und einer 

Z-Zelle von 3 mm eine Erhöhung der Nachweisstärke um den Faktor 60 gegenüber der on-

capillary Detektion. Es wurde jedoch nur eine Verbesserung des Signal/Rausch-

Verhältnisses um den Faktor 6 erhalten. Die theoretische Verbesserung des Signal/Rausch-

Verhältnisses kann nicht erreicht werden, da ein großer Teil des Lichtes beim Durchstrahlen 

der gebogenen Kapillare als Streulicht verloren geht. 

 
Abbildung 2.1: Z-förmige Zelle nach Chervet et al.; grau: Lichtstrahl 
 

Je länger die Schichtdicke der Z-Zelle wird, desto größer wird der Effizienzverlust, da sich je 

nach Größe des Peak-Volumens mehrere Peaks gleichzeitig im durchstrahlten Bereich 
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aufhalten können. Die Herstellung der Z-Zelle ist sehr aufwendig. Das Biegen der Kapillare 

muss reproduzierbar durchgeführt werden. Die Z-Zelle muss bei jedem Kapillarwechsel 

erneut hergestellt, oder über totvolumenträchtige Verbindungen angekoppelt werden. Die 

Entfernung des Polyimid-Mantels der Kapillare über einem recht großen Bereich, führt zu 

einer schwierigen Handhabung der Kapillare, da diese hier leicht brechen kann. In einen 

herkömmlichen UV-Detektor für die Kapillarelektrophorese, die mit Kassetten zur Halterung 

der Kapillare ausgerüstet sind, kann die Z-Zelle nicht eingebaut werden. 

 

Eine andere Möglichkeit der Verlängerung des Lichtweges ist die Bubble-Zelle [Gordon, 

1991]. Hier wird der Kapillarinnendurchmesser an einer Stelle gezielt erweitert. Dazu wird die 

mit Flusssäure befüllte Kapillare in Eiswasser gekühlt und an der Stelle der zukünftigen 

Detektionszelle 10 Minuten lang mit Wasserdampf erhitzt. 

 
Abbildung 2.2: Bubble-Zelle nach Gordon; grau: Lichtstrahl 
 

Abbildung 2.2 zeigt eine Zeichnung der Bubble-Zelle. Eine Kapillare mit einem 

Innendurchmesser von 50 µm kann mit dieser Methode auf 150 µm aufgeweitet werden. Der 

Zugewinn an Nachweisstärke entspricht dem Lambert-Beer Gesetz, da sich die 

Streulichteffekte vor und nach der Aufweitung nicht verändern. Die Detektion sollte 

unmittelbar nach Beginn der Aufweitung erfolgen, da hier die Effizienzminderung der 

Trennung durch den Mischkammereffekt am geringsten ist. 

 

2.2.2 Ausschalten von Streulichteffekten 
 

Der Außendurchmesser einer in der CE und CEC verwendeten fused-silica Kapillare ist im 

Verhältnis zu ihrem Innendurchmesser sehr groß. Die Glaswände der Kapillaren sind daher 

sehr dick. Durch ihre runde Form geht bei der on-capillary Detektion ein Teil des 

eingestrahlten Lichtes als Streulicht verloren [Bruin, 1991]. Abbildung 2.3 zeigt den Lichtweg 

durch eine fused-silica Kapillare. Mit Hilfe einer Computersimulation des Lichtweges konnte 

gezeigt werden, dass die Nachweisstärke eines Systems nicht nur alleine vom 

Innendurchmesser der Kapillare abhängig ist [Vindevogel, 1988]. Faktoren wie der 
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Außendurchmesser der Kapillare, die Strahlweite und die Stellung der Photozelle haben 

ebenfalls einen Einfluss. Durch das Anbringen von fokussierenden Linsensystemen kann der 

Streulichtanteil etwas verringert werden. 

 
Abbildung 2.3: Streulichteffekte bei on-capillary Detektion 
 

Laserlicht kann durch seine kohärente Strahlung besser justiert werden als das Licht einer 

gewöhnlichen Lampe. In einer Arbeit aus dem Jahre 1999 wurde ein Argon-Laser (515 nm) 

als Lichtquelle eingesetzt. Das Laserlicht wurde zunächst in zwei Strahlen aufgeteilt, die 

anschließend durch ein Linsensystem genau auf den Innenraum einer Detektionskapillare 

fokussiert wurden [Beer, 1999]. Abbildung 2.4 zeigt eine Skizze der Messanordnung. 

 

Abbildung 2.4: Anordnung zur Messung der Laser-Absorption nach Beer et al. S1: 
Laserstrahl 1, S2: Laserstrahl 2, L: Linsensystem, K: Detektionskapillare der µ-HPLC-
Apparatur. 
 

Durch die Messung der Laser-Absorption konnte eine Verbesserung der Nachweisstärke um 

den Faktor 50 gegenüber herkömmlichen on-capillary UV/VIS-Detektoren erreicht werden. 

Problematisch ist jedoch, dass nur Substanzen detektiert werden können, die Licht im 

sichtbaren Bereich absorbieren. Außerdem führte der große Abstand zwischen µ-HPLC-

System und Detektionsanordnung, der durch eine Detektionskapillare überbrückt wurde, zu 

sichtbarer Bandenverbreiterung. 

Findet die Detektion nicht on-capillary statt sondern unmittelbar nach dem Kapillarende, so 

können durch die Kapillarwände verursachte Streulichteffekte ganz vermieden werden. Um 
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die UV-Absorption hinter dem Kapillarende messen zu können, bedarf es einer sehr flexiblen 

Anordnung. Hierfür eigenen sich Lichtleitfasern besonders gut. 

In der µ-HPLC wurde durch eine spezielle Detektionsanordnung zur Messung der UV-

Absorption mit Lichtleitfasern eine um den Faktor 10 höhere Nachweisstärke erreicht [Wang, 

2000]. 

 

 
 

Abbildung 2.5: Detektionszelle nach Wang et al. a: Kapillare (gepackt), b: Lichtleitfasern, c: 
ableitende Kapillare (ungepackt), d: Detektionsraum 
 

 

Die Lichtleitfasern befinden sich bei dieser Methode direkt am Ende der Kapillarsäule. 

Abbildung 2.5 zeigt den kreuzförmigen Aufbau. Der Eluent strömt aus der Kapillarsäule in 

den Detektionsraum, in dem sich zwei Lichtleitfasern gegenüberstehen. Anschließend wird 

der Eluent durch eine ungepackte Kapillare zum Abfall geleitet. Die beteiligten Kapillaren und 

Lichtleitfasern werden durch ein Kreuzstück fixiert. Der Detektionsraum hat ein Volumen von 

etwa 3 nl. Problematisch sind die Ecken und Kanten der quaderförmigen Kammer. Durch die 

größere Zeitspanne, die zum Ausspülen der Ecken benötigt wird, kommt es zur 

Bandenverbreiterung. 

Anstatt eines UV/VIS-Spektrometers kann in einem solchen kreuzförmigen Aufbau auch ein 

Laserfluoreszenzdetektor zum Einsatz kommen [Hart, 2002]. Der Aufbau einer solchen 

Detektionsanordnung ist in Abbildung 2.6 zu sehen. Bei Fluoreszenzdetektoren müssen 

Lichtquelle und Lichtkollektor in einem Winkel von 90° aufeinander stehen. 
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Abbildung 2.6: Detektionskreuz für Laserfluoreszenzdetektion. a: Lichtquelle, b: 
Lichtkollektor, c: Flüssigkeits-Zuleitung, d: Abfall 

 

Besonders in der Kapillar Array Elektrophorese, die hauptsächlich in Verbindung mit 

Laserfluoreszenzdetektion zur Analyse von DNA-Fragmenten eingesetzt wird, ist die on-

capillary Detektion nur sehr schwer durchführbar. Das Licht des Anregungslasers würde 

schon an der ersten Kapillare so stark gestreut werden, dass nur noch ein Bruchteil davon 

an den übrigen Kapillaren ankommen würde. Abbildung 2.7 zeigt das Prinzip eines Kapillar 

Array Elektrophorese Aufbaus mit Schutzfluss [Takahashi, 1994]. 

 
Abbildung 2.7: Kapillar Array Elektrophorese mit Laser induzierter Fluoreszenzdetektion (LIF) 
nach der Kapillare und Schutzfluss. PV: Puffer-Vorratsgefäß, GK: mit Gel befüllte 
Trennkapillaren, OK: offene Kapillaren, OZ: optische Zelle, L: Anregungslaser, SF: 
Schutzfluss. 
 

Der Schutzfluss umspült die aus den mit Gel befüllten Kapillaren austretende Flüssigkeit und 

hält diese auf der Bahn. Die Detektion des Fluoreszenz-Lichtes findet senkrecht zur 

Einstrahlungsrichtung des Lasers statt. Der Abtransport der Flüssigkeit und des 
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Schutzflusses erfolgt durch die offenen Kapillaren, die den Trennkapillaren gegenüber 

stehen. 

 

Die Schutzfluss-unterstützte Laser induzierte Fluoreszenzdetektion wurde in der 

Vergangenheit auch schon bei der Elektrophorese mit einzelnen Kapillaren angewendet. 

Zusätzlich hatte der Schutzfluss die Funktion der Derivatisierung der Analyten [Coble, 1998]. 

Es fand eine elektrophoretische Trennung von Aminosäuren statt. Die Aminosäuren wurden 

unmittelbar nach dem Austreten aus der Trennkapillare durch eine Reagenzlösung, die 

ebenfalls die Aufgabe des Schutzflusses hatte derivatisiert und so für die LIF-Detektion 

sichtbar gemacht. 

 

2.2.3 Methoden mit mathematischen Signal-Umformungen 
 

Eine Andere Möglichkeit, die Nachweisstärke in den mikroanalytischen Trennmethoden zu 

verbessern ohne auf die einfache on-capillary Methode verzichten zu müssen, kann durch 

die Verwendung eines Photodioden-Array-Detektors realisiert werden. Die Photodioden 

stehen in einer Reihe parallel zur Trennkapillare. Sie nehmen unabhängig voneinander 

jeweils ein Elektropherogramm auf [Culbertson, 1998]. Da sich die aufgenommenen 

Elektropherogramme durch die verschiedenen effektiven Kapillarlängen unterscheiden, 

bedarf es zur Mittelwertbildung einer mathematischen Umformung in der die jeweilige 

Kapillarlänge, Peakbreite und Migrationszeit berücksichtigt werden. Eine schematische 

Zeichnung der Detektionsanordnung ist in Abbildung 2.8 zu sehen. 

 

 
Abbildung 2.8: CE mit UV-Detektion nach Culbertson et al. mit Photodioden-Array-Detektor. 
LQ: Lichtquelle, BF: Bandpass-Filter, PR: Puffer-Reservoir, TK: Trennkapillare, B: Blende, L: 
Linse, PDA: Photodioden-Array, LA: Lichtabschirmung. 
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Mit einer Anordnung von 1500 Photodioden erreichten Culbertson et al. eine Verbesserung 

der Nachweisstärke um den Faktor 3.8. 

 

Eine weitere Methode, die Nachweisstärke durch mathematische Umwandlung des Mess-

Signals zu steigern, zeigten Kaneta et al. im Jahre 1999 [Kaneta, 1999]. Durch mehrmalige 

Injektion der Probe und anschließende Hadamard-Transformation konnte eine Verbesserung 

des Signal/Rausch-Verhältnisses um den Faktor 8 erhalten werden. 

 

2.2.4 Besondere Probleme bei nicht UV-durchlässigen Kapillaren 
 

Für die Durchführung von CEC oder µ-HPLC werden Kapillaren benötigt, die eine Packung 

aus Kieselgelpartikeln oder ein monolithisches Gerüst beinhalten. Wird direkt auf der 

Kapillare detektiert, so muss das Licht das gesamte Packungsbett bzw. den Monolithen 

durchdringen. Enthält die stationäre Phase keine UV-aktiven Verbindungen, so führt eine on-

capillary Detektion zu einem etwa zweifach höheren Rauschen verglichen mit der Detektion 

auf der leeren Kapillare [Banholczer, 1997].  

Der Trend in der HPLC geht jedoch weg von der gewöhnlichen RP18-Phase in Richtung 

neuer stationärer Phasen mit hoher Selektivität. Um eine gewünschte Selektivität der Säule 

zu erreichen, können auch UV-aktive Stoffe zur Modifikation des Säulenmaterials verwendet 

werden. Eine on-capillary UV-Detektion wird dadurch schwierig.  

Um die on-capillary Detektion durch das Packungsbett der Mikrosäule zu umgehen, können 

Detektionskapillaren an die Trennkapillare gekoppelt werden [Steiner, 2000]. Häufig kann 

durch die Geometrie der Kapillar-Kassette des Detektors eine Detektion unmittelbar nach 

dem Packungsbett nicht stattfinden. Die Detektionskapillare muss also aus technischen 

Gründen eine bestimmte Länge aufweisen. Detektionskapillaren stellen jedoch ein 

zusätzliches Totvolumen dar und führen so zur Bandenverbreiterung.  

Bei der Kopplung einer Detektionskapillare in der CEC kommt es aufgrund unterschiedlicher 

Elektroosmotischer Flüsse in der gepackten und der leeren Kapillare häufig zu 

Stromabfällen. 

Auch in der Kapillarelektrophorese können für spezielle Trennprobleme UV-undurchlässige 

Kapillaren eingesetzt werden [Schneider, 1998]. Es handelt sich hierbei zum Beispiel um 

Polymerkapillaren aus PEEK (Polyetheretherketon) oder PTFE (Teflon). Sie finden vor allem 

in der Proteinanalytik Anwendung, weil die Verwendung von fused-silca Kapillaren zu 

Wandadsorptions-Effekten führen würde. Wie bei gepackten Säulen in der CEC und µ-HPLC 

muss bei der CE mit UV-undurchlässigen Kapillaren eine Detektionskapillare an die 

Trennkapillare gekoppelt werden. 
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2.2.5 Praktische Durchführbarkeit  
 

Wie oben ausgeführt gibt es vielfältige Lösungsansätze zur Verbesserung der 

Nachweisstärke der UV/VIS-Detektion in der Kapillarelektrophorese und der 

Elektrochromatographie, sowie in der Mikro-HPLC. Allerdings ist der apparative Aufwand um 

diese Detektionsvorrichtungen zu realisieren erheblich. Häufig bedarf es 

Spezialanfertigungen von UV-Detektoren oder anderen Messgeräten. 

Für den Anwender wäre es von größtem Vorteil, wenn für jeden Säulentyp, unabhängig von 

der Betriebsweise, ein einheitliches Detektionssystem mit hohem Signal-/Rauschverhältnis 

eingesetzt werden könnte. 

 

2.3 Charakterisierung einer Detektionsanordnung 

 

Zur Charakterisierung einer Detektionsanordnung dienen Linearität, Empfindlichkeit, 

Nachweisgrenze, Bestimmungsgrenze und Reproduzierbarkeit. 

Zur Kalibrierung für quantitative Bestimmungen werden die erhaltenen Signale in Form der 

Peakflächen über der jeweiligen Konzentration aufgetragen. Abbildung 2.9 zeigt den Verlauf 

einer typischen Kalibriergerade. 

Der linear ansteigende Bereich der Kurve ist für quantitative Bestimmungen nutzbar. Die 

Linearität im gezeigten Beispiel würde sich etwa in einem Konzentrationsbereich von 0.2 bis 

4.0 mol/l befinden. 
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Abbildung 2.9: typischer Verlauf einer Kalibriergerade 
 



2 Bisherige Entwicklungen 

 20

Die Empfindlichkeit eines Detektors wird als Steigung der Kalibriergeraden definiert. Als 

Nachweisgrenze bezeichnet man die geringste Konzentration, die vom Leerwert 

unterschieden werden kann. Dies kann zum Beispiel als ein Signal/Rausch-Verhältnis im 

Chromatogramm von etwa 2-3 definiert werden. Die Bestimmungsgrenze gibt an, ab welcher 

Konzentration eine quantitative Bestimmung möglich ist. Als Richtlinie gilt ein Signal/Rausch-

Verhältnis von 5-10. 

Das Signal/Rausch-Verhältnis gibt an, um wie viel das Signal höher als das Rauschen ist. 

 

 
nh
H2

n
s ⋅

=  (2.2) 

Berechung des Signal/Rausch-Verhältnisses s/n; H: Höhe des Signals; hn: Höhe des 

Rauschens 

 

Abbildung 2.10 zeigt ein Chromatogramm in dem die Abstände H und hn eingetragen sind. 
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Abbildung 2.10: Bestimmung des Signal/Rausch-Verhältnisses in einem Chromatogramm 
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3 Aufgabenstellung 
 

Ausgehend von der Problematik der on-capillary Detektion in den mikroanalytischen 

Trennverfahren µ-HPLC, CE und CEC sollte eine UV-Detektionsanordnung entwickelt und 

untersucht werden, in der mit Hilfe von Monolichtleitfasern direkt am Ausgang der Kapillare 

detektiert wird. Um eine Bandenverbreiterung der Zonen nach Verlassen der Kapillare zu 

vermindern, sollte ein Schutzfluss das Ende der Kapillare sowie die Lichtleitfasern 

kontinuierlich umspülen. 

Es sollte untersucht werden, ob die Schutzfluss-Anordnung in der µ-HPLC, der CE und der 

CEC gleichermaßen einsetzbar ist, und welche Flüssigkeiten als Schutzfluss jeweils optimal 

sind. Außerdem sollte ermittelt werden, wie hoch der Schutzfluss bei den einzelnen 

Methoden eingestellt werden muss, damit eine bestmögliche Trenneffizienz erzielt werden 

kann.  

Die Schutzfluss-Anordnung sollte hinsichtlich ihrer Nachweisgrenzen für bestimmte Analyten 

getestet werden. Die Ergebnisse sollten anschließend mit den Nachweisgrenzen verglichen 

werden, die mit mehreren anderen UV-Detektoren bzw. Mess-Anordnungen erhalten 

wurden. 

Ziel war es, eine Verbesserung der Nachweisgrenze für mikroanalytische Trennverfahren 

ohne nachteilige Auswirkungen auf die Effizienz zu erzielen. Dabei wurde auf die universelle, 

robuste und preiswerte UV-Detektion zurückgegriffen. 
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4 Die Apparatur 

4.1 Die Schutzfluss-Detektionszelle 

Um die Vor- und Nachteile einer Schutzfluss-unterstützten UV-Detektion in der CE 
untersuchen zu können, musste zunächst eine geeignete Versuchs-Apparatur aufgebaut 
werden. 
Kernstück der Apparatur bildet die Schutzfluss-Detektionszelle. Sie ist in Abbildung 4.1 

dargestellt. Mit ihr ist es möglich, den aus der Kapillarsäule (1) austretenden Eluenten direkt 

im Anschluss an das Kapillarende auf seine UV-Absorption zu überprüfen. 

 

 
Abbildung 4.1: Schematische Darstellung eines Querschnitts durch die Schutzfluss 
Detektionszelle. 1: Trennkapillare, 2: Schutzfluss-Zuführung, 3: Lichtleitfasern, 4: Elektrode, 
5: Abfluss. 
 

Die Schutzfluss-Detektionszelle wurde in der Feinmechanischen Werkstatt der Universität 

Ulm aus einem PEEK (Polyetheretherketon) Quader gefertigt. 

Damit der Eluentstrom aufrecht erhalten wird, wird die Kapillare nach dem Eintritt in die 

Detektionszelle mit einer Flüssigkeit umspült. Die Flüssigkeit gelangt über die Schutzfluss-

Zuleitung (2) in die Detektionszelle. Zunächst wurde als Schutzfluss-Flüssigkeit der in der 

Trennung verwendete Puffer benutzt, später wurden auch andere Flüssigkeiten eingesetzt 

(siehe Kapitel 6.3 Zusammensetzung der Schutzfluss-Flüssigkeit). 
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Abbildung 4.2: Foto der Schutzfluss-Zelle, 1: Trennkapillare, 2: Schutzfluss-Zuleitung, 3: 
Lichtleitfasern, 4: Elektrode. 
 

Durch den Schutzfluss soll der Eluentfluss stabilisiert und so durch den Spalt zwischen den 

beiden Lichtleitfasern (3) transportiert werden. Damit Kapillarelektrophorese betrieben 

werden kann, muss eine Elektrode (4) vorhanden sein. Sie besteht aus Platindraht und 

befindet sich gegenüber des Ausganges der Trennkapillare. Durch eine Ableitung (5) wird 

das Flüssigkeitsgemisch in eine Vorlage abtransportiert. Als Ableitung wurde ein 15 cm 

langer Tefzel-Schlauch mit einem Innendurchmesser von 700 µm verwendet, um den 

Flusswiderstand beim Abfließen der Flüssigkeit möglichst gering zu halten. 

 

Es wurden zunächst Kapillaren mit einem Außendurchmesser von 365 µm und einem 

Innendurchmesser von 50 µm eingesetzt. Der Außendurchmesser der Lichtleitfasern betrug 

371 µm. Lichtleitfasern und Kapillaren waren von der Firma Polymicro Technologies 

(Phoenix, USA) bezogen worden. 

 

Das Justieren der Lichtleitfasern bereitete anfangs große Schwierigkeiten, da sich deren 

Enden genau in der Mitte der Längsbohrung gegenüberstehen sollten. Es war nicht möglich 

die Fasern mittels einer Lampe und einer Lupe zu justieren, da die Bohrung von 700 µm 

hierfür zu eng ist. Um die Lichtleitfasern trotzdem justieren zu können, wurde ein 4 cm 

langes Stück PEEK-Kapillare mit einem Außendurchmesser von 360 µm und einem 

Innendurchmesser von 50 µm der Firma Upchurch Scientific (Oak Harbor, USA) mit Hilfe 
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einer Zange auf etwa zwei Drittel des ursprünglichen Außendurchmessers (240 µm) 

gequetscht. Die gequetschte Kapillare wurde als Lehre verwendet, indem man sie in die 

Längsbohrung der Schutzfluss-Zelle steckte und die Lichtleitfasern soweit wie möglich an 

diese heranschob. Fixiert wurden die Lichtleitfasern, wie auch die Kapillare, indem man sie 

durch ein Tefzel-Schlauchstück mit einem Inndurchmesser von 500 µm und einem 

Außendurchmesser von 1/16“ führte und dieses dann mit den, in der HPLC üblichen 

Verschraubungen mit Klemmring ins Gewinde einschraubte. Der Abstand zwischen den 

beiden Lichtleitfasern betrug demnach etwa 240 µm. 

Die Lichtleitfasern waren mit dem Capillary-Column-Cutter von Hewlett Packard (Middelburg, 

NL) zugeschnitten und ohne Polieren eingesetzt worden. Vorarbeiten von V. Kahle zeigten, 

dass ein Polieren der Kapillarenden keine verbesserte Nachweisstärke liefert. 

 

4.2 Realisierung des Schutzflusses 

 

Der Schutzfluss sollte konstant und regelbar durch die Detektionszelle strömen. Außerdem 

sollte es schnell und einfach möglich sein, die Schutzfluss-Flüssigkeit durch eine andere 

auszutauschen. Zunächst wurde als Schutzfluss-Flüssigkeit der für die Trennung eingesetzte 

Puffer verwendet. 

Der Schutzfluss wurde durch Heliumdruck auf ein Vorratsgefäß erzeugt. Stickstoff kann 

aufgrund seiner relativ hohen Wasserlöslichkeit nicht verwendet werden. Es würden sich 

Gasblasen am Ende der Schutzfluss-Zuführung bilden und die UV-Detektion stark 

beeinträchtigen. 

In Abbildung 4.2 ist die gesamte Apparatur schematisch dargestellt. Die weiß gezeichneten 

Leitungen stellen Heliumleitungen dar. Über den Druckregler (2) kann ein bestimmter Druck 

auf das Schutzfluss-Vorratsgefäß (4) gegeben werden, der auf dem Manometer (3) 

abgelesen werden kann. In die Flüssigkeit im Schutzfluss-Vorratsgefäß taucht ein 90 cm 

langer PEEK-Schlauch mit einem Innendurchmesser von 200 µm. Um zu vermeiden, dass 

Schmutzpartikel in den PEEK-Schlauch gelangen, wurde am Flüssigkeits-Eingang eine Fritte 

angebracht. Die Schutzflüsse, die mit dieser Anordnung generiert wurden, waren für das CE-

System zu hoch. Deshalb wurde als Flusswiderstand an den 90 cm langen PEEK-Schlauch 

ein weiterer PEEK-Schlauch gekoppelt. Dieser hatte einen Innendurchmesser von 63 µm 

und eine Länge von 155 cm. 
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Kapillarelektrophorese-Apparatur mit 
Schutzfluss-unterstützer UV-Detektion. 1: Helium-Gasflasche, 2: Druckregler, 3: Manometer, 
4 Schutzfluss-Vorratsgefäß mit Flüssigkeit, 5: Auf-/Zu-Gasventil zum Spülen der 
Trennkapillare, 6: Schutzfluss-Zuleitung, 7: Inlet mit Vial, 8: Hochspannungszuleitung, 9: 
Hochspannungsgenerator, 10: Trennkapillare, 11: Lichtleitfasern, 12: UV-Detektor, 13: 
Schutzfluss-Detektionszelle, 14: Elektrode mit Erde, 15: Ableitung der Flüssigkeit. Leitungen: 
Helium: weiß, Lichtleitfasern: rot, Kapillaren und Schläuche: schwarz. 
 

Abbildung 4.3 zeigt ein Bild des Kapillarelektrophorese-Aufbaus mit senkrechter 

Injektionsvorrichtung und Schutzfluss-Zelle. 

 

 
Abbildung 4.3: Foto der CE-Apparatur mit senkrechter Injektionsvorrichtung, Ziffern wie in 
Abbildung 4.2. 
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Die Schutzflüsse lagen nun in einem für die CE günstigen Bereich. Um den Schutzfluss zu 

messen, wurde die Ableitung (5) durch ein Stück Silikongummi-Schlauch mit einer Glas 

Mikropipette gekoppelt. Das Volumen der Mikropipette wurde so gewählt, dass die zur 

Füllung benötigte Zeit im Bereich von 1-2 Minuten lag und somit mit einer Stoppuhr bestimmt 

werden konnte. Der Druck wurde in 0.1 kp/cm²-Schritten von 0 auf 1 kp/cm² erhöht und die 

resultierenden Flüsse nach Formel 4.1 bestimmt. Abbildung 4.4 zeigt das erhaltene 

Diagramm. 

 
t
VF =   (4.1) 

Berechung des Flusses F aus dem fließenden Volumen V und der dafür benötigter Zeit t. 
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Abbildung 4.4: Abhängigkeit des Schutzflusses vom angelegten Druck. Schutzfluss: 
Boratpuffer pH 9.4, 20 mM, Schutzfluss-Zuleitung: PEEK-Schlauch 200 µm 
Innendurchmesser, 90 cm Länge und PEEK-Schlauch 63 µm Innendurchmesser, 155 cm 
Länge. 
 

Wie nach dem Gesetz von Hagen-Poiseuille (Formel 4.2) erwartet, ergibt sich ein linearer 

Zusammenhang zwischen Fluss und angelegtem Druck. 

 

 
l8

pRF
4

η
∆π

=  (4.2) 

Gesetz von Hagen-Poiseuille. F: Fluss, ∆p: angelegter Druck, R: Radius des Rohres, η: 
Viskosität der Flüssigkeit, l: Länge des Rohres. 
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p [kp/cm²] F [µl/min] u [mm/s] 

0.0 0.0 0.00 

0.1 1.9 0.08 

0.2 3.4 0.15 

0.3 4.9 0.21 

0.4 6.4 0.28 

0.5 7.9 0.34 

0.6 9.4 0.41 

0.7 10.9 0.47 

0.8 12.4 0.53 

0.9 13.9 0.60 

1.0 15.3 0.66 

Tabelle 4.1: Schutzflüsse bei bestimmtem angelegtem Druck, sowie die 
Lineargeschwindigkeit des Schutzflusses bezogen auf eine Bohrung von 700 µm 
Durchmesser. 
 

4.3 Geräte und Bedingungen 

 

4.3.1 Detektor 
 

Als Detektor wurde ein UV-Spektrometer Modell UV-975 der Firma Jasco (Groß-Umstadt, D) 

verwendet. Lichtquelle im Detektor ist eine Deuterium-Lampe. 

Das eingesetzte Gerät war von uns umgebaut worden, da es ursprünglich mit einer Kassette 

ausgestattet war. Für die in der CE gewöhnlich durchgeführte on-capillary Detektion wird in 

den Polyimid-Mantel der Trennkapillare ein Fenster eingebrannt. Die Kapillare wird so durch 

die Kassette geführt, dass das Fenster vom UV-Licht durchstrahlt wird. Für die Schutzfluss-

unterstützte UV-Detektion wurde die Kassette ausgebaut und durch ein Bauteil für den 

Anschluss von Lichtleitfasern ersetzt. In diesem Bauteil wird das aus der Lampe des 

Detektors austretende Licht über eine Kugellinse fokussiert und auf eine Lichtleitfaser 

geleitet. Das wieder eintretende Licht wird ebenfalls über eine Lichtleitfaser aufgenommen 

und durch eine weitere Kugellinse auf den Eingang des Spektrometers fokussiert. 
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4.3.2 Spannungsgenerator 
 

Die für die CE notwendige Hochspannung wurde mit einem Hochspannungs-Generator der 

Firma Spellman (New York, USA) erzeugt. Das Gerät wurde von der Elektronik-Werkstatt der 

Universität Ulm mit einem Rampen-Generator ausgestattet. Dieser ermöglicht es, die 

Spannung beim Einschalten nicht sofort, sondern über eine Rampe hochzufahren. Die 

Rampendauer kann auf 3 s, 5 s, 15 s oder 30 s eingestellt werden. 

Die Rampe wird sowohl bei der Injektion als auch beim Start der Messung gefahren. 

 

4.3.3 Waagen 
 

Für die Einwaagen größerer Mengen wurde eine Grobwaage der Firma Mettler (Giessen, D), 

Modell PC440, verwendet. Als Analysenwaage diente ebenfalls ein Gerät der Firma Mettler 

(Giessen, D), Modell AE200. 

 

4.3.4 pH-Meter 
 

Zur Einstellung der Pufferlösungen wurde ein tragbares pH-Meter Modell 913 pH der Firma 

Knick (Berlin, D) verwendet, welches vor der Messung einer Zweipunkt-Kalibrierung 

unterzogen wurde. Als Kalibrier-Lösungen standen fertige Puffer-Lösungen pH 2.00, pH 

4.01, pH 7.00 und pH 9.21 der Firma Mettler Toledo (Urdorf, CH) zur Verfügung. 

 

4.3.5 Allgemeine Bedingungen für die CE 
 

Um die erhaltenen Messdaten miteinander vergleichen zu können, wurden soweit nicht 

anders angegeben, feste Bedingungen für die Kapillarelektrophorese gewählt: 

Kapillare: fused-silica, Innendurchmesser: 50 µm, Außendurchmesser: 365 µm, 

Länge: 55 cm 

Spannung:  14 kV, daraus ergibt sich eine Feldstärke von 0.25 kV/cm 

Injektion:  Rampendauer: 3s, Endspannung: 14 kV 

Detektion:  230 nm 

Datenaufzeichnung: PC mit Chromatographie-Software Chromeleon Version 4.20, Softron 

(Germering, D) 
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4.4 Verwendete Chemikalien 

 

4.4.1 Pufferlösungen 
 

Für die Messungen im basischen pH-Bereich wurde ein 20 mM Boratpuffer mit einem pH-

Wert von 9.4 eingesetzt. Dieser wurde durch Lösen von Borsäure in Wasser und 

anschließender pH-Wert Einstellung mit 1 M Natronlauge hergestellt. 

Um CE-Messungen im sauren pH-Bereich durchzuführen, wurde ein 20 mM Formiatpuffer 

mit einem pH-Wert von 2.5 verwendet. Der Formiatpuffer wurde durch Lösen von 

Ameisensäure in Wasser und anschließender pH-Wert Einstellung mit 1 M Natronlauge 

gewonnen. 

 

4.4.2 Standard-Lösungen 
 

Zur Ermittlung des Signal/Rausch-Verhältnisses musste eine Verdünnungs-Reihe erstellt 

werden. Als Analyt wurde 2,5-Dinitrophenol (Promochem, Wesel, D) gewählt. Für eine 10 

mM und 5 mM 2,5-Dinitrophenol-Lösung wurden entsprechende Mengen des Analyten 

eingewogen und in einem definierten Volumen 20 mM Boratpufferlösung pH 9.4 gelöst. Aus 

diesen Lösungen wurde eine Verdünnungsreihe erstellt. Die erhaltenen Konzentrationen sind 

in Tabelle 4.2 dargestellt. 

 

1.3 6.5 13.0 65.0 130.0 µmol/L 

 

0.65 1.30 2.00 5.02 10.30 mmol/L 

Tabelle 4.2: Konzentrationen der Standardlösungen des 2,5-Dinitrophenols in 20 mM 
Boratpuffer pH 9.4 
 

4.4.3 Standard-Gemische 
 

Gemisch SF1 besteht aus 3 Nitrophenolen gelöst in 20 mM Boratpuffer pH 9.4. In Tabelle 

4.3 sind die in SF1 enthaltenen Nitrophenole, sowie ihre Konzentrationen und ihre relativen 

Migrationszeiten dargestellt. 

Analyt Konzentration [mmol/l] Migrationszeit Abkürzung 

2,4-Dinitro-6-methylphenol 0.55 am kleinsten DNMP 

2,3,6-Trinitrophenol 0.58 mittel TNP 

2,5-Dinitrophenol 1.17 am größten DNP 

Tabelle 4.3:Zusammensetzung des Gemischs SF1, aus verschiedenen Nitrophenolen 



4 Die Apparatur 

 30

 

Gemisch PA4 besteht aus den ersten vier Gliedern der homologen Reihe der 

Phenylalkanole, gelöst in Wasser/Acetonitril 90:10 v/v: Benzylalkohol, Phenylethanol, 

Phenylpropanol und Phenylbutanol. 

 

Gemisch PH6 besteht aus den homologen Phenonen C3-C6, gelöst in Wasser/Acetonitril 

90:10 v/v: Propiophenon, Butyrophenon, Valerophenon und Hexanophenon. 
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5 Schutzfluss-System im Vergleich mit herkömmlichen 

Detektionsmethoden 
 

5.1 Vergleich von kommerziell erhältlichen UV-Detektoren 

 

5.1.1 Verwendete Detektoren 
 

Um eine Aussage bezüglich der Leistungsfähigkeit der Schutzfluss-unterstützten UV-

Detektion machen zu können wurden CE-Messungen mit unterschiedlichen UV-Detektoren 

unter gleichen Bedingungen durchgeführt. Folgende Detektoren wurden eingesetzt: 

 

OCEA: Ocean Optics S2000 (Ocean Optics, Duiven, NL), Lichtleitfaser-Spektrometer, 

dieses Spektrometer ist nicht als Detektor für die Chromatographie oder 

Kapillarelektrophorese ausgelegt. Die zeitliche Auflösung des Signals ist sehr 

gering (maximal 3.5 Hz). Der Detektor wurde jeweils mit Mono- und 

Polylichtleitfasern an den Zellen OPT und WEL (siehe unten) betrieben. 

KNAULL: Knauer K2600 (Knauer, Berlin, D), Lichtleitfaser-HPLC-Detektor, Aufnahme von 

Elektropherogrammen jeweils mit Mono- und Polylichtleitfasern an den Zellen 

OPT und WEL. 

TIDAS: TIDAS J & M (J&M, Aalen, D), Photodioden-Array-UV-Detektor für HPLC und 

CE, Lichtleitfaser-Optik. Betrieb mit Mono- und Polylichtleitfasern an den Zellen 

OPT und WEL. 

KNAUKA: Knauer WellChrom (Knauer, Berlin, D), Filterphotometer K-2000 mit spezieller 

Kapillar-Kassette für die CE, ohne Lichtleitfasern, on-capillary Detektion. 

CAPEL: Capel 105 von Lumex (Lumex, St Petersburg, RUS), Compakt-CE-Gerät mit 

internem UV-Detektor, on-capillary Detektion. 

JASKA: Jasco CE-975 (Jasco, Groß-Umstadt, D), UV-Detektor für CE, gleiche Bauart wie 

JASLL jedoch mit einer Kassette ausgestattet, in die eine Trennkapillare 

eingeführt werden kann, on-capillary Detektion. 

JASLL: Jasco UV-975, UV-Detektor für HPLC und CE – kommerzielles Gerät mit 

Monolichtleitfasern ausgestattet, Betrieb on-capillary (Abkürzung: CAP) ohne 

Optik (Lichtleitfasern wurden durch ein T-Stück auf der Kapillare angebracht) und 

on-stream (Abkürzung: STR) mit der zu untersuchenden Schutzfluss-Messzelle 
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5.1.2 Verwendete Detektorzellen 
 

Für den Ocean Optics S2000, den Knauer K2600 und den Tidas J&M standen zwei 

unterschiedliche Detektorzellen für on-capillary Detektion zur Verfügung: 

 

OPT: Kommerziell erhältliche Detektorzelle mit Linsenoptik. On-capillary-Methode. Ein 

Fenster wird in den Polyimidfilm der Kapillare eingebrannt. Einbau der Kapillare in die 

Zelle, so dass das Fenster auf der Höhe der Lichtleitfasern liegt, die sich 

gegenüberstehen. 

 

WEL: von Welsch für den Anschluss von Lichtleitfasern entwickelte Detektorzelle mit 

gleichem Aufbauprinzip wie Zelle OPT, jedoch ohne Optik. 

 

 
Abbildung 5.1: On-capillary Detektionszelle für Poly- und Mono-Lichtleitfasern. A: 
Kunststoffhalterung, B: Kapillare, C: Bohrung mit Gewinde um Lichtleitfaser festzuschrauben, 
D: Verschraubung. 1 = Frontansicht, 2 = Seitenansicht 
 

Abbildung 5.1 zeigt Zelle WEL in Front- und Seitenansicht. Zelle WEL entspricht im Aufbau 

Zelle OPT. Zelle OPT enthält eine zusätzliche Optik zur Fokussierung des Lichtstrahles. 

Beide Zellen wurden einmal mit Monolichtleitfasern und mit Polylichtleitfasern gekoppelt. Die 

Lichtleitfasern werden über das Gewinde C an der Zelle angeschraubt. In den Polyimidfilm 

der Trennkapillare muss ein Fenster eingebrannt werden. Dieses muss im eingebauten 

Zustand ohne Lichtleitfasern durch die Bohrung C zu sehen sein. Das Ende der Kapillare 

ragt in ein Trennpuffergefäß mit Elektrode. Man unterscheidet die Gesamtlänge der Kapillare 

von der effektiven Länge der Kapillare. Unter der effektiven Länge versteht man die Strecke 

von Puffer-Inlet zum Detektionsfenster. 

 

Die Detektoren Knauer WellChrom (KNAUKA), Capel 105 (CAPEL) und Jasco UV-975 mit 

Kassette (JASKA) verfügen über eine Kassette, durch die die Trennkapillare geführt wird. 

Die Detektion verläuft on-capillary, wie bei den Zellen WEL und OPT. 
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Der von uns modifizierte Detektor Jasco UV-975 mit eingebauten Monolichtleitfasern wurde 

zum einen mit der on-stream Schutzfluss-Zelle und zum anderen mit einem on-capillary 

Kreuzstück verwendet. Im Gegensatz zu den Lichtleitfasern, mit denen die Detektoren 

Ocean Optics S2000, Knauer K2600 und TIDAS J&M gekoppelt worden waren, sind die 

Lichtleitfasern des Jasco UV-975 fest mit dem in das Gerät eingeschraubten Bauteil 

verbunden. 

 
Abbildung 5.2: Kreuzstück für die on-capillary Detektion mit dem Jasco UV-975 mit 
eingebauten Monolichtleitfasern. 1: Trennkapillare mit Detektionsfenster, 2: Lichtleitfasern, 3: 
Detektionsfenster. 
 

Abbildung 5.2 zeigt eine schematische Darstellung des Kreuzstückes, welches in Verbindung 

mit dem modifizieren Jasco UV-975 (JASLL) verwendet wurde. In Abbildung 5.3 ist ein Foto 

des Kreuzstückes zu sehen. 

 

 
Abbildung 5.3: Foto des verwendeten Kreuzstückes zur on-capillary Detektion mit dem Jasco 
UV-975 mit eingebauten Lichtleitfasern. 
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5.1.3 Verwendete Lichtleitfasern 
 

Lichtleitfasern sind Fasern aus hochtransparentem fused-silica (reinstes Quarzglas), die mit 

einem Glas niedrigerer Brechung ummantelt sind. An der Grenze der beiden Gläser kommt 

es zur Totalreflexion von eingespeistem Licht, das dadurch weitergeleitet wird. Man 

unterscheidet Monolichtleitfasern, die nur aus einer einzelnen Faser bestehen und 

Polylichtleitfasern, in denen mehrere Lichtleitfasern zu einem Bündel vereinigt sind. Die 

Lichtübertragung durch Polylichtleitfasern ist effektiver als in Monolichtleitfasern. 

 

5.1.4 Allgemeine Messbedingungen 
 

Um die Detektoren vergleichen zu können wurde Kapillarelektrophorese betrieben und die 

jeweiligen Signal/Rausch-Verhältnisse miteinander verglichen. 

• Kapillare: 60 cm fused-silica, effektive Länge 50 cm, bzw. für on-stream Methode 

effektive Länge gleich gesamte Länge, ID 50 µm 

• Puffer: Boratpuffer, pH 9.4, 20 mM 

• Spannung: 14 kV 

• Detektionswellenlänge: 250 nm/254 nm (für Knauer K-2000) 

• Analyt: 2,5-Dinitrophenol in unterschiedlichen Konzentrationen 

• Injektion: elektrokinetisch mit Rampe, in 3 s linear auf 14 kV 

Die Bedingungen bei den Messungen mit Lumex Capel 105 waren durch die vorgegebene 

Software nicht exakt dieselben wie bei den anderen Geräten. Capel 105 ist ein 

Komplettgerät mit interner Spannungsversorgung. Die Injektionsrampen sind hier etwas 

anders eingestellt. Alle weiteren Detektoren wurden an die auch sonst verwendete Apparatur 

gekoppelt. 

 

5.1.5 Bestimmung des Signal/Rausch-Verhältnisses 
 

Um das Signal/Rausch-Verhältnis messen zu können, benötigt man Analytlösungen, deren 

Gehalt an der Bestimmungsgrenze liegen. Der Substanzpeak im Chromatogramm ist sehr 

klein. Seine Höhe liegt in der Größenordnung des Rauschens. Die Vorbereitungen, die zur 

Aufnahme eines Chromatogramms zur Messung des Signal/Rausch-Verhältnisses getroffen 

werden müssen, unterscheiden sich bei jedem Detektor und bei jeder Auswerte-Software. Es 

wird nun am Beispiel des Jasco-UV 975 und der Chromatographie Software Chromeleon die 

Vorgehensweise beschrieben. 
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Abbildung 5.4: Bestimmung des Signal/Rausch-Verhältnisses. Capel 105; Kapillare: 61 cm 
(51 cm eff) x 50 µm; Puffer: Borat, pH 9.4, 20 mM; Feld: 230 V/cm; Injektion: Rampe, in 3 s 
von 0 kV auf 10 kV, Probe: 2,5-Dinitrophenol 13 µmol/l; Detektion: UV, 250 nm. 
 

Um das Rauschen realitätsgetreu wiedergeben zu können muss eine hohe Messfrequenz 

eingestellt werden. Die Messfrequenz, auch Datensammelrate genannt, wird über die 

Auswertesoftware und den Detektor eingestellt. Mit der Auswertesoftware kann ein 

Messprogramm generiert werden, das eine konstant hohe Datensammelrate hat. 

Chromeleon wurde auf 10 Messpunkte pro Sekunde gesetzt. Die „Response“ des Jasco-UV 

975 kann drei verschiedene Werte annehmen: „slow“, „normal“ und „fast“. Es wurde von der 

Einstellung „normal“ auf die Einstellung „fast“ umgestellt. In Abbildung 5.4 ist exemplarisch 

ein solches Chromatogramm dargestellt. 

 

Die Höhe des Signals und die Höhe des Rauschens wurden ausgemessen und gemäß 

Formel 5.1 das Signal/Rausch-Verhältnis bestimmt. 

 
nh
H2

n
s =  (5.1) 

Formel zur Berechnung des Signal/Rausch-Verhältnisses s/n; H: Höhe des Peaks vom 
mittleren Rauschen der Basislinie bis zur Peakspitze; Hn: Höhe des Rauschens. 
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5.1.6 Signal/Rausch-Verhältnisse der einzelnen Detektorkombinationen 
 

 Monolichtleitfasern     

 6.5µM 13µM 65µM 130µM 650µM 1.3mM 

OCEA-OPT - - - - - - 

OCEA-WEL - - - - 7.5 14 

KNAULL-OPT - - - - - - 

KNAULL-WEL - - 3.2 6.3 17.2 43 

TIDAS-OPT - - - - - - 

TIDAS-WEL - - - - - - 

KNAUKA - 1.7* 7.0* 13.8* - - 

CAPEL 2.0* 5.3* 13.0* - - - 

JASKA 2.0* 6.1* 29.4* 61.0* - - 

JASLL-CAP 1.7 3.8 19.1 - - - 

JASLL-STR 3.2 7.7 41.3 - - - 
Tabelle 5.1: Vergleich der Signal/Rausch-Verhältnisse aufgenommen mit verschiedenen 
Detektoren bei unterschiedlichen Konzentrationen von 2,5-Dinitrophenol, Verwendung von 
Monolichtleitfasern. *:ohne Lichtleitfasern. 
 

 Polylichtleitfasern 

 65µM 130µM 650µM 1.3mM 2mM 

OCEA-OPT - - 5.7 8.5 - 

OCEA-WEL - - 9.3 18 - 

KNAULL-OPT - 4.4 16.7 26.5 - 

KNAULL-WEL 3.1 5.4 27.3 76 - 

TIDAS-OPT - - - 4 7.7 

TIDAS-WEL - - - 4 9.1 

KNAUKA - - - - - 

CAPEL - - - - - 

JASKA - - - - - 

JASLL-CAP - - - - - 

JASLL-STR - - - - - 
Tabelle 5.2: Vergleich der Signal-Rausch-Verhältnisse aufgenommen mit verschiedenen 
Detektoren bei unterschiedlichen Konzentrationen von 2,5-Dinitrophenol, Verwendung von 
Polylichtleitfasern. 
 

Tabelle 5.1 und Tabelle 5.2 zeigen eine Zusammenfassung der erhaltenen Signal/Rausch-

Verhältnisse. Der Ocean Optics S2000 ist für die Kapillarelektrophorese wenig geeignet. Die 

Empfindlichkeit ist zu gering. Außerdem war es sehr umständlich die Mess-Software auf 



5 Schutzfluss-System im Vergleich mit herkömmlichen Detektionsmethoden 

 37

zeitliche Aufnahme umzustellen. Die Auswertung musste durchweg über das 

Softwareprogramm Origin erfolgen, da ein Plot der zeitlichen Aufnahme in der Ocean Optics-

Software nicht möglich ist. 

Da das Vergleichen der Signal/Rausch-Verhältnisse bei unterschiedlichen Konzentrationen 

recht umständlich ist, wurde der Quotient Q aus Signal/Rausch-Verhältnis zur 

entsprechenden Konzentration gebildet (Formel 5.2).  

 

 
c

nsQ /
=  (5.2) 

Quotient Q aus Signal/Rausch-Verhältnis s/n zur jeweiligen Konzentration c 

 

Für eine Detektorkombination (Detektor, Detektionszelle, Lichtleitfasern) ergeben sich nun 

für die verschiedenen Konzentrationen mehr oder weniger konstante Werte. Die Mittelwerte 

von Q für die jeweiligen Detektorkombinationen wurden in den Abbildungen 5.4 bis 5.6 als 

Balkendiagramme dargestellt. 

In Abbildung 5.5 werden die Quotienten Q aller Detektorkombinationen mit 

Monolichtleitfasern verglichen.  
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Abbildung 5.5: Der Quotient Q aus Signal/Rausch-Verhältnis zu Konzentration für die 
Detektorkombinationen mit Monolichtleitfasern 
 

Die on-stream Detektion mit Jasco-UV-975 (JASLL-STR) war von den durchgeführten 

Detektionsmöglichkeiten die leistungsfähigste. Nur das Lumex Capel 105 (CAPEL) und der 
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Jasco-CE-975 mit Kassette (JASKA) lieferten vergleichsweise gute Signal/Rausch-

Verhältnisse für Konzentrationen um 6 µmol/l. 

Auch die on-capillary-Methode mit dem, mit Lichtleitfasern ausgestatteten, Jasco-UV-975 

(JASLL-CAP) zeigte noch akzeptable Signal/Rausch-Verhältnisse, allerdings nur bis zu einer 

Konzentration von 13 µmol/L. Möglicherweise geht ein Teil des durchgestrahlten Lichtes an 

der Kapillarwand als Streulicht verloren und steht so nicht mehr der Detektion zur Verfügung. 

Der Ocean Optics S2000 (OCEA), der Knauer K2600 (KNAULL) und der TIDAS J&M 

(TIDAS) zeigten in Verbindung mit Monolichtleitfasern eine viel geringere Nachweisstärke als 

die anderen getesteten Geräte. Auffällig ist, dass die Zelle WEL in Kombination mit 

Monolichtleitfasern bessere Signal/Rausch-Verhältnisse liefert als die Zelle OPT. 

 

Abbildung 5.6 zeigt Q für die Detektorkombinationen mit Polylichtleitfasern. Von den drei mit 

Polylichtleitfasern kombinierten Detektoren zeigte der Knauer K2600 (KNAULL) die höchste 

Nachweisstärke. Die Signal/Rausch-Verhältnisse gemessen mit dem Ocean Optics S2000 

(OCEA) waren höher als die Signal/Rausch-Verhältnisse gemessen mit Detektor dem TIDAS 

J&M (TIDAS). In Verbindung mit den Polylichtleitfasern zeigten alle Detektoren in 

Kombination mit Zelle WEL (Zelle ohne Linsensystem) höhere Nachweisstärken als in 

Kombination mit Zelle OPT (Zelle mit Linsensystem). 
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Abbildung 5.6: Der Quotient Q aus Signal/Rausch-Verhältnis zu Konzentration für die 
Detektorkombinationen mit Polylichleitfasern 
 



5 Schutzfluss-System im Vergleich mit herkömmlichen Detektionsmethoden 

 39

0,000

0,005

0,010

0,015

0,020

0,025

0,030

0,035

0,040

Q
 [L

/m
ol

]

OCEA-O
PT

OCEA-W
EL

KNAULL
-O

PT

KNAULL
-W

EL

TID
AS-O

PT

TID
AS-W

EL

mono
poly

 
Abbildung 5.7: Der Quotient Q aus Signal/Rausch-Verhältnis zu Konzentration für Poly- und 
Monolichtleitfasern im Vergleich für die Detektoren Ocean Optics S2000, Knauer K2600 und 
TIDAS J&M 
 

In Abbildung 5.7 sind die Quotienten Q für die Detektoren Ocean Optics S2000 (OCEA), 

Knauer K2600 (KNAULL) und TIDAS J&M (TIDAS) gemessen mit Mono- und 

Polylichtleitfasern einander gegenübergestellt. 

 

Die Polylichtleitfasern führten im Vergleich zu den Monolichtleitfasern bei allen Detektor-

Zellen-Kombinationen bis auf die Kombination KNAULL-WEL zu höheren Nachweisstärken. 

Bei Verwendung der Monolichtleitfasern mit der Zelle OPT waren bei den eingesetzten 

Analyt-Lösungen keine Signale im Elektropherogramm sichtbar. Bei Verwendung der Zelle 

WEL waren die Nachweisstärken in geringerem Ausmaß von der Wahl der Lichtleitfasern 

abhängig. 

Für den Detektor TIDAS J&M (TIDAS) eigneten sich die Monolichtleitfasern nicht. Es wurden 

in dem vermessenen Konzentrationsbereich keine Signale erhalten. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die kommerziell erhältlichen Detektoren mit 

Lichtleitfaser-Optik - Ocean Optics S2000, Knauer K2600 und TIDAS J&M – nicht für die on-

capillary Detektion, bei der eine sehr geringe Schichtdicke von 50 µm vorliegt, geeignet sind. 

Mit Ausnahme des Ocean Optics S2000, wurden sie für den Einsatz in der HPLC, in der die 

Detektionszellen meist eine Schichtdicke von 1 cm aufweisen, hergestellt. 

Bei den Kombinationen mit Polylichtleitfasern wurden bessere Nachweisstärken als mit den 

Monolichtleitfasern erhalten. Bei Verwendung der Zelle mit Linsensystem (OPT) wurden vor 

allem in Kombination mit Monolichtleitfasern sehr geringe Signal/Rausch-Verhältnisse 
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bestimmt. Auch unter Einsatz der Polylichtleitfasern erwies sich die Zelle ohne Linsensystem 

(WEL) als günstiger bezüglich der Nachweisstärke. 

 

5.1.7 Bewertung des Schutzfluss-Systems im Vergleich 
 

Die on-stream UV-Detektion stellt eine Alternative zur bisher gebräuchlichen on-capillary 

Detektion dar. Der Quotient Q, gebildet aus Signal/Rausch-Vehältnis zu Konzentration, ist für 

die on-stream UV-Detektion in der Schutzfluss-Zelle (JASLL-STR) mit einem Wert von 0.57 

l/mol größer als bei allen anderen untersuchten Methoden. Der Jasco UV-975 mit Kassette 

(JASKA) erreichte einen Q-Wert von 0.41 l/mol. Das Komplett-Gerät Capel 105 (CAPEL) 

lieferte mit 0.29 l/mol den drittgrößten Q-Wert. Darauf folgte der Jasco UV-975 mit 

Lichtleitfasern im on-capillary Modus (JASLL-CAP). 

Bei Verwendung der Schutzfluss-Detektion ist es nicht nötig, ein Fenster in die den Polyimid-

Mantel der Kapillare zu brennen oder zu ätzen. Die Bruchgefahr der Kapillare verringert sich 

daher enorm. Die gesamte Länge der Kapillare steht als Trennstrecke zur Verfügung, es 

muss nicht unter effektiver und gesamter Länge unterschieden werden. Bei gleicher 

angelegter Spannung und gleicher Kapillarlänge erhält man nur durch den Zugewinn an 

Trennstrecke mit der Schutzfluss-Methode eine höhere Effizienz. Außerdem können mit der 

Schutzfluss-Methode auch Kapillaren eingesetzt werden, die nicht UV-durchlässig sind. 

 

5.2 On-capillary vs. on-stream Detektion für Jasco UV-975 

 

Die verschiedenen, mit dem Jasco UV-975 mit Lichtleitfasern (JASLL) durchführbaren 

Detektionsmethoden, werden im Folgenden nochmals verglichen.  

Es wurden fused-silica Kapillaren mit unterschiedlichem Innendurchmesser eingesetzt und 

das Signal/Rausch-Verhältnis mit der on-capillary Methode (JASLL-CAP) und der on-stream 

Methode (JASLL-STR) bei ansonsten gleichen Bedingungen bestimmt. 

Tabelle 5.3 zeigt die erhaltenen Ergebnisse. Die erhaltenen Signal/Rausch-Verhältnisse 

wurden durch die jeweiligen Konzentrationen dividiert um den Quotienten Q zu erhalten 

(Formel 5.2). Die durchschnittlichen Quotienten Q für die verschiedenen 

Kapillarinnendurchmesser sind in Abbildung 5.8 dargestellt. 
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Kapillarinnendurchmesser 50 µm 

c [µmol/l] 
Signal/Rausch-Verhältnis 
on-stream 

Signal/Rausch-Verhältnis 
on-capillary 

5 2.8 0.0 
10 5.1 3.8 
50 31.0 19.1 

Kapillarinnendurchmesser 20 µm 

c [µmol/l] 
Signal/Rausch-Verhältnis  
on-stream 

Signal/Rausch-Verhältnis 
on-capillary 

130 3.4 3.3 
325 6.4 5.6 
650 16.2 12.3 

Kapillarinnendurchmesser 10 µm 

c [mmol/l] 
Signal/Rausch-Verhältnis 
on-stream 

Signal/Rausch-Verhältnis 
on-capillary 

3.5 5.7 2.7 
6.5 7.0 4.9 

10.3 10.7 13.2 
Tabelle 5.3: Signal/Rausch-Verhältnisse von 2,5-Dinitrophenol gemessen mit Jasco UV-975 
mit Lichtleitfasern (JASLL) in unterschiedlichen Kapillaren. Messungen on-capillary (JASLL-
CAP) und on-stream (JASLL-STR) im Vergleich. 
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Abbildung 5.8: Quotient Q aus Signal/Rausch-Verhältnis zu Konzentration für on-stream und 
on-capillary Detektion, durchgeführt mit dem Jasco UV-975 und 2,5-Dinitrophenol als Analyt. 
Q für Kapillaren des Innendurchmessers von 20 µm wurde mit Faktor 10 multipliziert, Q für 
Kapillaren des Innendurchmessers 10 µm wurde mit Faktor 100 multipliziert, um die 
Ergebnisse übersichtlicher darstellen zu können. 
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Um das Schaubild übersichtlicher zu gestalten, wurden die Q-Werte für einen 

Kapillarinnendurchmesser von 20 µm mit Faktor 10 und die Q-Werte für einen 

Kapillarinnendurchmesser von 10 µm mit Faktor 100 multipliziert. 

Es ist deutlich zu erkennen, dass die on-stream Methode höhere Q-Werte liefert als die on-

capillary Methode. Besonders ausgeprägt ist dies bei einem Kapillarinnendurchmesser von 

50 µm. 
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6 Optimierung des Schutzfluss-Systems für die CE 
 

Wie bereits in Kapitel 5 gezeigt wurde, stellt die Schutzfluss-unterstützte UV-Detektion eine 

Alternative zu der, in der Kapillarelektrophorese üblicherweise verwendeten, on-capillary 

Methode dar. Es muss allerdings noch geklärt werden, wie groß der Schutzfluss für eine 

optimale Trennung eingestellt werden sollte. Außerdem ist von Interesse welche 

Flüssigkeiten als Schutzfluss verwendet werden können. 

6.1 Bestimmung des optimalen Schutzflusses 

 

Im Folgenden soll geklärt werden, wie Elektropherogramme durch die Wahl unterschiedlicher 

Schutzflüsse beeinflusst werden können.  

 

6.1.1 Abhängigkeit der Peakform vom Schutzfluss in der CE 
 

Als Kapillarelektrophorese-System wurde eine 55 cm lange fused-silica Kapillare mit einem 

Innendurchmesser von 50 µm gewählt. Als Trennpuffer wurde 20 mM Boratpuffer pH 9.4 

verwendet. Es wurde eine 4.9 mM Resorcinlösung bei verschiedenen Schutzflüssen 

elektrokinetisch injiziert. 

Zur Injektion wurde eine Rampe von 0 auf 14 kV in 3 s gefahren. Mit einer Spannung von 14 

kV lag während der Messung ein elektrisches Feld von 255 V/cm an. Abbildung 6.1 zeigt die 

entsprechenden Elektropherogramme.  

Der kleine Peak, der direkt auf den Resorcin-Peak folgt wird durch eine Verunreinigung 

hervorgerufen. Er dient als Maß dafür, wie gut die Auflösung zwischen den beiden Peaks ist. 
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Abbildung 6.1: Elektropherogramme von Resorcin mit Verunreinigung bei verschiedenen 
Schutzflüssen. Kapillare: 55 cm x 50 µm; Puffer: Borat, pH 9.4, 20 mM; Feld: 255 V/cm; 
Probe: 4.9 mM Resorcin in Trennpuffer; Detektion: UV, 220 nm; Schutzfluss, Trennpuffer 
variiert, von unten nach oben: 14µl/min, 2.8µl/min, 0µl/min. 
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Abbildung 6.2: Peakfläche von Resorcin aufgetragen über dem jeweils eingestellten 
Schutzfluss. Bedingungen wie in Abbildung 6.1. 
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Man kann erkennen, dass die Peakfläche mit steigendem Schutzfluss abnimmt. Das 

Elektropherogramm, welches ohne Schutzfluss aufgenommen wurde, zeigt nur einen sehr 

breiten Peak mit starkem Tailing. Dies kommt durch die zu große Detektionskammer 

zustande, die durch den geringen Elektroosmotischen Fluss nur sehr langsam ausgespült 

wird. Die Detektionszelle wirkt wie eine Mischkammer und führt so zu einer enormen 

Bandenverbreiterung. 

Wird der Schutzfluss sehr groß gewählt, so erhält man zwar schmale Peaks, aber durch die 

zusätzliche Verdünnung nur sehr kleine Peakflächen. Optimal ist der Schutzfluss, der bei 

maximaler Peakhöhe eine noch tolerierbare Bandenverbreiterung liefert. 

Um die Abhängigkeit der Peak-Kenngrößen vom eingestellten Schutzfluss zu erhalten, 

wurde das Testgemisch SF1 (siehe Kapitel 4.4.3 Standardgemische) bei verschiedenen 

Schutzflüssen vermessen. Als Trennpuffer wurde Boratpuffer pH 9.4, 20 mM verwendet. Um 

den Flusswiderstand der Kapillare zu erhöhen wurde eine mit 76.2 cm außergewöhnlich 

lange Kapillare mit einem Innendurchmesser von 50 µm verwendet. 

Abbildung 6.3 zeigt die Auftragung der Bodenhöhe über dem angelegten Schutzfluss. Es 

sind die Bodenhöhen für Thioharnstoff und die drei in SF1 enthaltenen Nitrophenole (DNMP, 

TNP und DNP) dargestellt. Es lässt sich jedoch kein eindeutiger Trend ablesen. Ein 

Optimum könnte bei etwa 9 µl/min vermutet werden. 
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Abbildung 6.3: Bodenhöhe über jeweils eingestelltem Schutzfluss. Kapillare: 76.2 cm x 50 
µm; Puffer: Borat, pH 9.4, 20 mM; Feld: 394 V/cm; Probe: SF1 Thioharnstoff (THS), 2,4-
Dinitro-6-methylphenol (DNMP), 2,3,6-Trinitrophenol (TNP), 2,5-Dinitrophenol (DNP); 
Detektion: UV, 230 nm; Schutzfluss: Trennpuffer, variiert im Bereich von 6.5 bis 12.3 µl/min. 
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Auch die Migrationszeiten werden durch den Schutzfluss beeinflusst. In Abbildung 6.4 wurde 

die Migrationszeit über dem Schutzfluss aufgetragen. In diesem Diagramm sind pro 

eingestellten Schutzfluss drei Messpunkte sichtbar. Sie stehen für die verschiedenen 

Nitrophenole. Die Migrationszeiten von Thioharnstoff wurden aus Gründen der 

Übersichtlichkeit nicht aufgetragen. Man kann sehen, dass mit steigendem Schutzfluss die 

Migrationszeit abnimmt. 
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Abbildung 6.4: Migrationszeit über jeweils eingestelltem Schutzfluss. Kapillare: 76.2 cm x 50 
µm; Puffer: Borat, pH 9.4, 20 mM; Feld: 394 V/cm; Probe: SF1 2,4-Dinitro-6-methylphenol 
(DNMP), 2,3,6-Trinitrophenol (TNP), 2,5-Dinitrophenol (DNP); Detektion: UV, 230 nm; 
Schutzfluss: Trennpuffer, variiert im Bereich von 6.5 bis 12.3 µl/min. 
 
Es müssen also durch den zusätzlichen Fluss Kräfte in Richtung des Elektroosmotischen 

Flusses wirken. Möglicherweise tritt ein ähnlicher Effekt wie bei einer Wasserstrahlpumpe 

(Abbildung 6.5) auf. 
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Abbildung 6.5: Wasserstrahlpumpe im Vergleich zur Schutzfluss-Zelle 
 

Ab einer bestimmten Schutzflussgeschwindigkeit wirkt dem „Wasserstrahlpumpen-Effekt“ ein 

Rückdruck entgegen. Dies tritt umso eher auf, je geringer der Flusswiderstand der Kapillare 

und je größer der eingestellte Schutzfluss ist. Die Migrationszeiten werden dabei größer oder 

der Peak kommt nie am Ende der Kapillare an, da der Fluss, verursacht durch den 

Rückdruck des angelegten Schutzflusses, größer ist als der EOF. 

 

 

6.1.2 Abhängigkeit der Auflösung vom Schutzfluss in der CE 
 

Es wurde untersucht, ob die Änderung des Schutzflusses einen Einfluss auf die Auflösung im 

Elektropherogramm hat. Zu diesem Zweck wurde das Testgemisch SF1 bestehend aus drei 

Nitrophenolen (siehe Kapitel 4.4.3) mit sehr ähnlichen Migrationszeiten und Thioharnstoff als 

Totzeitmarker eingesetzt. Die Bestandteile des Gemisches sowie ihre Konzentration sind in 

Tabelle 4.3 dargestellt. 

Das Gemisch wurde bei verschiedenen Schutzflüssen im Bereich von 4.8 bis 14.0 µl/min 

vermessen.  

In Abbildung 6.6 sind die Elektropherogramme für einen Schutzfluss von 4.8, 9.5 und 14.0 

µl/min exemplarisch dargestellt. Auch hier sind die größeren Peakflächen bei geringem 

Schutzfluss auffällig. Ebenfalls gut zu erkennen sind die kleineren Migrationszeiten bei 

hohem Schutzfluss. 

Die Auflösung wurde als Talauflösung bestimmt. Sie ist in Abbildung 6.7 über dem 

Schutzfluss aufgetragen. Die Auflösung verändert sich nur in einem sehr kleinen Bereich. Sie 

ist bei höheren Schutzflüssen geringfügig besser als bei geringen. Der Schutzfluss hat in 

diesem Beispiel keinen signifikanten Einfluss auf die Auflösung zweier Peaks.  
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Abbildung 6.6: Elektropherogramme zur Auflösung des Nitrophenolgemisches bei 
verschiedenen Schutzflüssen. Kapillare: 55 cm x 50 µm; Puffer: Borat, pH 9.4, 20 mM; Feld: 
255 V/cm; Probe: SF1 In Elutionsreihenfolge: 2,4-Dinitro-6-methylphenol, 2,3,6-
Trinitrophenol, 2,5-Dinitrophenol; Detektion: UV, 230 nm, Schutzfluss: Trennpuffer, 4.8, 9.5 
und 14.0 µl/min. 
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Abbildung 6.7: Talauflösung bei verschiedenen Schutzflüssen. Bedingungen wie in 
Abbildung 6.6. 
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Die Talauflösung wird geringfügig besser, je höher der angelegte Schutzfluss ist. Der 

optimale Schutzfluss ist nicht einfach zu bestimmen. Zum einen werden bei geringen 

Schutzflüssen größere Peakflächen erhalten, die Bodenzahl und auch die Auflösung sind 

aber geringer. Bei zu hohen Schutzflüssen werden die Peaks um ein Vielfaches kleiner, die 

Methode wäre dann weniger empfindlich. Es war ein Kompromiss zwischen Peakfläche und 

Bodenzahl einzugehen. Für alle weiteren Messungen an offenen Kapillaren mit einer Länge 

von etwa 50 cm bis 75 cm wurde aus dem untersuchten Bereich ein mittlerer Schutzfluss 

(9.5 µl/min) ausgewählt. 

 

6.2 Messungen an oberflächendesaktivierten Kapillaren 

 

Wird die Oberfläche einer Kapillare desaktiviert, so wird der Elektroosmotische Fluss in 

dieser Kapillare stark verringert. Die für den Elektroosmotischen Fluss verantwortlichen 

Silanolgruppen auf der Oberfläche des fused-silica Materials werden durch die 

Desaktivierung größtenteils chemisch modifiziert und stehen so nicht mehr zur Verfügung. 

Bisher wurde Elektrophorese in unbehandelten Kapillaren betrieben. Die Mobilität des 

Elektroosmotischen Flusses betrug bei pH 9.4 zwischen 5.5x10-4 und 6.0x10-4 cm²/Vs. Die 

Lineargeschwindigkeit von ungeladenen Teilchen betrug bei den angelegten E-Feldern etwa 

2 mm/s. Die Schutzfluss-unterstützte UV-Detektion war in Kombination von unmodifizierten 

Kapillaren sehr gut einsetzbar. Untersucht werden sollte nun, ob am Ende einer Kapillare, 

die einen sehr viel geringeren Elektroosmotischen Fluss aufweist, ebenfalls Schutzfluss 

unterstützt UV-detektiert werden kann. Dazu musste eine Kapillare oberflächendesaktiviert 

werden. Weitere Möglichkeiten den Elektroosmotischen Fluss zu unterdrücken sind die 

Absenkung des pH-Wertes oder die Erhöhung der Ionenstärke im Trennpuffer. Auf Letzteres 

wurde aufgrund der ansteigenden Ströme und dem vermehrten Freiwerden Joulescher 

Wärme verzichtet. 

 

6.2.1 Desaktivierung von Kapillaren 
 

Zur Desaktivierung von fused-silica Kapillaren gibt es vielfältige Möglichkeiten. Es wurde die 

Desaktivierung mittels Carbowax ausgewählt. 

Um die Oberfläche einer 50 cm langen fused-silica Kapillare mit einem Innendurchmesser 

von 50 µm zu desaktivieren, wurde diese mit einer 5%-igen Lösung von Carbowax in 

Dichlormethan befüllt. Die Kapillare wurde durch einen Stickstoffstrom wieder entleert und 

bei 100°C 20 Stunden lang im Trockenschrank getrocknet. Anschließend wurde der 

Carbowax-Film bei 280°C, die im GC-Ofen über eine Temperatur-Rampe (2,5°C/min) 

erreicht wurden, 7 Stunden lang eingebrannt.  
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6.2.2 Bestimmungen in saurem Milieu 
 

Um den Elektroosmotischen Fluss in der oberflächendesaktivierten Kapillare zusätzlich zu 

unterdrücken, wurde als Trennpuffer ein 20 mM Formiatpuffer pH 2.5 gewählt. Bei einer 

Spannung von 22 kV wurde eine Lineargeschwindigkeit des Elektroosmotischen Flusses von 

0.08 mm/s gemessen. Dies entspricht einer Mobilität von 0.16x10-4 cm²/Vs. Die 

Desaktivierung der Kapillaroberfläche war erfolgreich. 
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Abbildung 6.8: Elektropherogramm mit oberflächendesaktivierter Kapillare. Kapillare: 45 cm x 
50 µm, modifiziert mit Carbowax; Puffer: Formiat, pH 2.5, 20 mM, Feld: 489 V/cm; Probe: in 
Elutionsreihenfolge: 2-Methyl-3-nitroanilin 2-Methyl-5-Nitroanilin; Detektion: UV, 230 nm; 
Schutzfluss: Natriumsulfatlösung, 20 mM, 3.4 µl/min. 
 

Abbildung 6.8 zeigt das Elektropherogramm  einer Kationentrennung. Injiziert wurde ein 

Gemisch aus 2-Methyl-3-nitroanilin und 2-Methyl-5-nitroanilin. Der Schutzfluss wurde auf 0.2 

kp/cm², das entspricht 3.4 µl/min, eingestellt. Die Bodenhöhen der Peaks betragen etwa 7 

µm. Das Gemisch konnte auf der 45 cm langen Trennkapillare aufgetrennt werden. 

Das Beispiel zeigt, dass die Schutzfluss-Detektionszelle auch eingesetzt werden kann, wenn 

der EOF annähernd gleich Null ist. 

Auch ein Gemisch aus Proteinfragmenten konnte mit der oberflächendesaktivierten Kapillare 

aufgetrennt werden. Abbildung 6.7 zeigt das Elektropherogramm von Pepton (aus Casein, 

tryptisch verdaut) gelöst in Wasser. Ebenfalls gemessen in 20 mM Formiatpuffer pH 2.5, 

aufgenommen bei 215 nm. Die Bodenhöhen der Peaks liegen bei etwa 12 µm. 
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Abbildung 6.9: Elektropherogramm von Peptonlösung auf oberflächendesaktivierter 
Kapillare; Kapillare: 43.5 cm x 50 µm, modifiziert mit Carbowax; Puffer: Formiat, pH 2.5, 20 
mM, Feld: 345 V/cm; Probe: Pepton aus Casein, tryptisch verdaut in Wasser; Detektion: UV, 
215 nm; Schutzfluss: Natriumsulfatlösung, 20 mM, 3.4 µl/min. 
 

6.2.3 Anionenbestimmung auf oberflächendesaktivierter Kapillare 
 

Damit die Analyten aus dem Gemisch SF1 (Nitrophenole) anionisch vorliegen, muss in 

basischem Milieu gearbeitet werden. Als Trennpuffer diente 20 mM Boratpuffer pH 9.4. Bei 

diesem pH-Wert zeigte sich auf der mit Carbowax behandelten Kapillare ein 

Elektroosmotischer Fluss mit einer Lineargeschwindigkeit von 0.94 mm/s, bei einer 

Kapillarlänge von 45 cm und einer Spannung von 22 kV ergibt sich eine Mobilität von  

1.9x10-4 cm²/Vs. Die Eigenmobilität der Nitrophenole liegt bei etwa 3x10-4 cm²/Vs und ist 

damit höher als die Mobilität des Elektroosmotischen Flusses in diesem System. Die 

Nitrophenole wandern deshalb nicht mit dem Elektroosmotischen Fluss, sondern 

entgegengesetzt. 

Will man in dieser Kapillare die Nitrophenole trotzdem bestimmen, so muss der 

Spannungsgenerator umgepolt werden. Am Kapillar-Inlet liegt somit eine negative Spannung 

an. Der Elektroosmotische Fluss fließt in Richtung Kapillar-Inlet und die Anionen in Richtung 

des Detektors.  
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Bisher befand sich am Inlet der positive Pol. Bei der Anionenbestimmung in Kapillaren mit 

größerer Mobilität des Elektroosmotischen Flusses als der Eigenmobilität der Anionen muss 

nicht umgepolt werden.  

Von Interesse war nun, ob es generell möglich ist, mit dem Schutzfluss-System zu 

detektieren, wenn der Elektroosmotische Fluss nicht in Wanderungsrichtung der Ionen 

gerichtet ist, sondern vom Kapillarausgang zum Kapillareingang fließt. Als Schutzfluss wurde 

in diesem Fall der Trennpuffer eingesetzt. 

Es wurde das Gemisch SF1 aus drei verschiedenen Nitrophenolen injiziert. Abbildung 6.10 

zeigt das entsprechende Elektropherogramm. 
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Abbildung 6.10: Elektropherogramm einer Anionentrennung auf oberflächendesaktivierter 
Kapillare, (negativer Pol an Inlet); Kapillare: 45 cm x 50 µm, modifiziert mit Carbowax; Puffer: 
Borat, pH 9.4, 20 mM; Feld: 489 V/cm; Probe: SF1, in Elutionsreihenfolge: 2,5-Dinitrophenol, 
2,3,6-Trinitrophenol, 2,4-Dinitro-6-methylphenol; Detektion: UV, 230nm; Schutzfluss: 
Trennpuffer, 3.4 µl/min. 
 

Die Nitrophenole sind trotz starkem Rauschen erkennbar. Die Bodenhöhen sind für die CE 

vergleichsweise schlecht, sie betragen zwischen 30 und 60 µm. Um Anionen nachzuweisen 

ist eine Kapillare mit EOF sehr viel vorteilhafter als eine oberflächendesaktivierte Kapillare. 

Aber prinzipiell ist es möglich, mit der Schutzfluss-Anordnung auch Ionen zu detektieren, die 

gegen die Flussrichtung des EOFs wandern. 
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6.3 Zusammensetzung der Schutzfluss-Flüssigkeit 

 

6.3.1 Untersuchung verschiedener Flüssigkeiten 
 

Zunächst wurde als Trennpuffer und als Schutzfluss dieselbe Lösung verwendet. Wird 

jedoch ein Pufferwechsel durchgeführt, so muss die gesamte Schutzfluss-Zuleitung mit dem 

neuen Puffer gespült werden. Praktischer wäre es, wenn für den Schutzfluss eine universelle 

Lösung eingesetzt werden könnte, die sowohl für basische als auch für saure Trennpuffer 

Verwendung fände. 

Die Lösung sollte pH-neutral sein, damit keine Neutralisierung und damit eventuell 

Erwärmung in der Messzelle stattfindet. Sie darf Licht im UV-Bereich nicht absorbieren, 

Nitrat-Lösungen, die oft in der Elektrochemie eingesetzt werden, kommen deshalb nicht in 

Frage. Folgende Lösungen wurden als Schutzfluss-Fluid eingesetzt: 

 

• Trennpuffer (Boratpuffer, pH 9.4, 20 mM) 

• Wasser 

• Kochsalzlösung 20 mM 

• Kochsalzlösung 100 mM 

• Kochsalzlösung 500 mM 

• Natriumsulfatlösung 20 mM 

• Wasser mit Glycerinzusatz 20% v/v 

 

6.3.2 Abhängigkeit des Stromes von der Zusammensetzung des Schutzflusses 
 

Auffallend war, dass bei Wasser und bei der 500 mM Natriumchloridlösung der Strom stark 

rauschte. Abbildung 6.11 zeigt den Stromfluss in Abhängigkeit der Zeit für verschiedene 

Schutzflüsse. 
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Abbildung 6.11: Stromverlauf während der kapillarelektrophoretischen Messungen mit 
unterschiedlichen Schutzfluss-Lösungen. Kapillare: 53 cm x 50µm; Puffer: Borat, pH 9.4, 20 
mM; Feld: 410 V/cm; Kanal: Strom; Schutzfluss: verschiedene Flüssigkeiten, 6.5µl/min. 
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Abbildung 6.12: Elektrische Leitfähigkeit der verwendeten Flüssigkeiten. Trennpuffer: Borat, 
pH 9.4, 20 mM. 
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Möglicherweise kommt es zu solchen Stromschwankungen, wenn sich die Leitfähigkeit des 

Trennpuffers stark von der Leitfähigkeit der Schutzfluss-Lösung unterscheidet. Um die 

Leitfähigkeit der verschiedenen Flüssigkeiten abschätzen zu können, wurden diese mit 

Gasdruck in eine 45.5 cm lange fused-silica Kapillare mit einem Innendurchmesser von 50 

µm gefüllt. Die Enden der Kapillare tauchten in Gefäße mit der zu untersuchenden 

Flüssigkeit. Mittels Platin-Elektroden wurde eine Spannung von 5 kV angelegt und die 

daraus resultierende Stromstärke gemessen. Aus der Stromstärke wurde nach Formel 6.1 

die elektrische Leitfähigkeit berechnet. Die Ergebnisse der Messungen sind in Abbildung 

6.12 dargestellt. 

 
AU
lI

⋅
⋅

=κ  (6.1) 

Formel zur Berechnung der elektrischen Leitfähigkeit κ. I: Stromstärke; l: Länge der 
Kapillare; U: Spannung; A: Querschnittsfläche der Kapillare. 
 

Man kann erkennen, dass die Leitfähigkeiten von Trennpuffer, 20 mM Natriumsulfatlösung, 

20 mM und 100 mM Natriumchloridlösung in derselben Größenordnung liegen. Die 500 mM 

Natriumchloridlösung weist eine etwa zehnfach höhere Leitfähigkeit auf. Das Wasser eine 

etwa 100-fach geringere. 

Ein anderes mögliches Kriterium zur Auswahl der geeigneten Flüssigkeit wäre die 

Ionenstärke, die sich nach Formel 6.2 berechnen lässt. 

 

 ∑
=

=
n

1i
iizc

2
1I ²  (6.2) 

Gleichung zur Berechnung der Ionenstärke I. n: Anzahl der Ionensorten, ci: Konzentration 
der Ionensorte i, zi: Ladungszahl der Ionensorte i. 
 

In Tabelle 6.1 sind die Ionenstärken für die eingesetzten Lösungen angegeben. Auch hier ist 
der Wert für die 500 mM Natriumsulfatlösung um ein Vielfaches größer als die Ionenstärken 
der anderen Elektrolytlösungen. 
 

Lösung Konzentration [mmol/l] Ionenstärke [mmol/l] 

Wasser 0 0 

Boratpuffer pH 9.4 20 20 

Natriumchlorid 20 20 

Natriumchlorid 100 100 

Natriumchlorid 500 500 

Natriumsulfat 20 60 

Tabelle 6.1: Ionenstärken der als Schutzfluss verwendeten Flüssigkeiten.  
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6.3.3 Abhängigkeit des UV-Signals von der Zusammensetzung des Schutzflusses 
 

Das UV-Signal wird ebenfalls durch die Schutzfluss-Zusammensetzung beeinflusst. 

Abbildung 6.13 zeigt Elektropherogramme mit unterschiedlichen Schutzfluss-Flüssigkeiten. 

Auffällig ist, dass die Peaks beim Einsatz von Wasser um ein Vielfaches größer sind als 

beim Einsatz von Trennpuffer, bzw. Kochsalzlösung. Das Rauschen ist in allen Fällen 

vergleichbar. Die Bodenhöhen für die Messungen mit Trennpuffer und Natriumchloridlösung 

als Schutzfluss-Flüssigkeit entsprechen sich mit etwa 5 µm, während die Bodenhöhen bei 

der Messung unter Verwendung von Wasser als Schutzfluss-Flüssigkeit mit durchschnittlich 

27 µm stark erhöht sind. 
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Abbildung 6.13: Elektropherogramme, aufgenommen mit unterschiedlichen Schutzfluss-
Lösungen. Kapillare: 45 cm x 50 µm; Puffer: Borat pH 9.4, 20 mM; Feld: 489 V/cm, Probe: 
SF1, in Elutionsreihenfolge: Thioharnstoff, 2,4-Dinitro-6-Methylphenol, 2,3,6-Trinitrophenol, 
2,5-Dinitrophenol; Detektion: UV, 230nm, Schutzfluss: verschiedene Lösungen, 6.5µl/min. 
 

 

Abbildung 6.14 zeigt die Abhängigkeit der Bodenhöhe gemessen am Peak des 2,4-Dinitro-6-

methylpenols vom Schutzfluss unter Berücksichtigung der verschiedenen Schutzfluss-

Flüssigkeiten. Die Elektropherogramme, aufgenommen mit den Elektrolytlösungen als 
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Schutzfluss, unterscheiden sich nur in geringem Ausmaß voneinander. Wird Wasser als 

Schutzfluss eingesetzt, erhält man sehr große und breite Peaks.  

Bei Einsatz von Elektrolytlösungen, wie Boratpuffer, Natriumsulfat- oder 

Natriumchloridlösung ändert sich die Bödenhöhe mit zunehmendem Schutzfluss nicht 

merklich. Wird Wasser als Schutzfluss verwendet, so sind vor allem bei kleinen 

Schutzflüssen nur geringe Bodenzahlen zu erwarten. 
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Abbildung 6.14: Abhängigkeit der Bodenhöhe vom Schutzfluss für verschiedene Schutzfluss-
Flüssigkeiten. o: Wasser, ∆: Boratpuffer pH 9.4, 20 mM,  ◊: 20 mM Natriumchlorid-Lösung, : 
20 mM Natriumsulfatlösung; Probe: SF1; Bedingungen siehe 6.13. 
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Abbildung 6.15: Abhängigkeit der Peakfläche vom Schutzfluss für verschiedene Schutzfluss-
Flüssigkeiten. o: Wasser, ∆: Boratpuffer pH 9.4, 20 mM,  ◊: 20 mM Natriumchlorid-Lösung: : 
20 mM Natriumsulfatlösung; Probe: SF1; Bedingungen siehe 6.13. 
 
In Abbildung 6.15 ist die Peakfläche über dem Schutzfluss für unterschiedliche Schutzfluss-

Flüssigkeiten aufgetragen. Mit Trennpuffer (20 mM Boratpuffer pH 9.4), 20 mM 

Natriumchloridlösung und 20 mM Natriumsulfatlösung unterscheiden sich die erhaltenen 

Peakflächen nicht signifikant voneinander, wobei sich bei der Verwendung von Trennpuffer 

eine höhere Abhängigkeit vom Schutzfluss ergibt als bei Verwendung von der 20 mM 

Kochsalzlösung. Wird Wasser als Schutzfluss-Flüssigkeit eingesetzt, so ist die erhaltene 

Peakfläche zum Teil mehr als doppelt so groß wie bei den übrigen Flüssigkeiten. 

 

Als Ursache der Effizienzminderung wurden Diffusionseffekte vermutet, die von der 

Viskosität und Ionenstärke der Schutzfluss-Flüssigkeit abhängig sind. 

Um die Diffusion in der Messkammer zu minimieren wurde eine Mischung aus Wasser und 

Glycerin 12% v/v als Schutzfluss eingesetzt. Abbildung 6.16 zeigt das entsprechende 

Elektropherogramm verglichen mit einem Elektropherogramm in dem 20 mM 

Natriumsulfatlösung als Schutzfluss eingesetzt wurde. 
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Abbildung 6.16: Elektropherogramme, aufgenommen mit unterschiedlichen Schutzfluss-
Lösungen; oben: Wasser mit 12% Glycerinzusatz (v/v); unten: 20 mM Natriumsulfatlösung; 
Kapillare: 45 cm x 50 µm; Puffer: Borat, pH 9.4, 20 mM; Feld: 489 V/cm; Probe: SF1 (in 
Elutionsreihenfolge: Thioharnstoff, 2,4-Dinitro-6-methylphenol, 2,3,6-Trinitrophenol, 2,5-
Dinitrophenol); Detektion: UV, 230 nm; Schutzfluss: 6.5 µl/min. 
 

Die Bodenzahlen, gemessen mit der Wasser-Glycerin-Mischung als Schutzfluss-Flüssigkeit, 

waren zwar höher als die Bodenzahlen, gemessen mit der Natriumsulfatlösung, was durch 

die höhere Viskosität des Glycerin-Wasser-Gemisches erklärbar ist. Die Grundlinie zeigte 

jedoch sehr häufig Spikes und Sprünge. Dies wird möglicherweise durch die 

unterschiedlichen Brechungsindizes verursacht. Die Brechungsindizes der eingesetzten 

Lösungen wurden mit einem Refraktometer ermittelt. Abbildung 6.17 gibt eine Übersicht. Die 

gering konzentrierten Elektrolytlösungen unterscheiden sich in ihrem Brechungsindex nur 

sehr wenig von reinem Wasser. Sobald aber Glycerin beigemischt wird, kommt es zu einer 

starken Erhöhung des Brechungsindex. Auch eine 500 mM Natriumchloridlösung zeigt einen 

verglichen mit Wasser erhöhten Brechungsindex. Allerdings traten mit 500 mM 

Natriumchloridlösung als Schutzfluss-Flüssigkeit keine Schwankungen, Spikes oder Sprünge 

im UV-Signal auf. 
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Abbildung 6.17: Vergleich der Brechungsindices der verschiedenen Schutzfluss-
Flüssigkeiten. 
 

Um die Brechungsindices von Trennpuffer und Schutzfluss-Flüssigkeit einander 

anzugleichen wurden dem Trennpuffer (Boratpuffer pH9.4, 20 mM) 10% Glycerin (v/v) 

zugesetzt und dieselben Messungen wiederholt. Durch die höhere Viskosität sollte die 

Diffusion der zu analysierenden Ionen herabgesetzt und damit die Effizienz gesteigert 

werden.  

Entgegen der Erwartungen wurde die Bodenhöhe jedoch von 4 µm auf 25 µm erhöht. 

Möglicherweise wird dies durch vermehrte Wärmebildung beim Transport der viskoseren 

Flüssigkeit durch die Trennkapillare verursacht. Abbildung 6.18 zeigt ein Elektropherogramm 

des Gemisches SF1 (in Elutionsreihenfolge: Thioharnstoff, 2,4-Dinitro-6-methylphenol, 2,3,6-

Trinitrophenol, 2,5-Dinitrophenol). 2,3,6-Trinitrophenol und 2,5-Dinitrophenol konnten durch 

fehlende Effizienz nicht aufgetrennt werden. 
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Abbildung 6.18: Elektropherogramm aufgenommen, mit 10% Glycerin im Trennpuffer. 
Kapillare: 45 cm x 50 µm, Puffer: Borat, pH 9.4, 20 mM: Glycerin 90:10 (v/v); Feld: 489 V/cm; 
Probe: SF1 (in Elutionsreihenfolge: Thioharnstoff, 2,4-Dinitro-6-methylphenol, 2,3,6-
Trinitrophenol, 2,5-Dinitrophenol); Schutzfluss: Wasser/Glycerin 88:12 v/v; 5 µl/min. 
 

6.3.4 Eine allgemein einsetzbare Schutzfluss-Flüssigkeit 
 

Als Schutzfluss-Flüssigkeit eignen sich vor allem UV-durchlässige Elektrolytlösungen mit 

ähnlicher Leitfähigkeit wie die des Trennpuffers und mit neutralem pH-Wert. Außerdem sollte 

der Brechungsindex der Flüssigkeit nicht stark vom Brechungsindex des Trennpuffers 

abweichen. Aus den untersuchten Lösungen kämen die 20 mM Natriumchloridlösung und die 

20 mM Natriumsulfatlösung in Frage. 

Zunächst wurde 20 mM Natriumchloridlösung eingesetzt. In Verbindung mit einem sauren 

Trennpuffer (Formiatpuffer pH 2.5, 20 mM) kam es damit aber häufig zu Stromabfällen, 

welche die Messungen unmöglich werden ließen. Das gleiche Phänomen wurde bereits beim 

Einsatz von TRIS-Puffer als Trennpuffer beobachtet. Möglicherweise sind Chlorid-Ionen im 

System für konstanten Stromfluss störend. 

Es wurde des weiteren mit Natriumsulfatlösung als Schutzfluss-Flüssigkeit gearbeitet. Hier 

traten keinerlei Probleme im Stromfluss auf. Die 20 mM Natriumsulfatlösung war sowohl in 

basischem als auch in saurem Milieu als Schutzfluss-Flüssigkeit einsetzbar. Die 

Ionenstärken des Trennpuffers und der 20 mM Natriumsulfatlösung liegen mit 20 mmol/l und 

60mmol/l noch in der selben Größenordnung. Die gemessenen elektrischen Leitfähigkeiten 
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sind mit 0.28 (Ωm)-1 für den Trennpuffer und 0.51 (Ωm)-1 für die 20 mM Natriumsulfatlösung 

ähnlich. 

 

Um eine eventuelle Wellenlängenabhängigkeit festzustellen, wurden Elektropherogramme 

des Testgemisches SF1 bei sechs verschiedenen Wellenlängen aufgenommen und jeweils 

das Rauschen der Grundlinien miteinander verglichen. Abbildung 6.19 zeigt die 

entsprechenden Elektropherogramme. Eine Abhängigkeit des Rauschens von der 

Wellenlänge des eingestrahlten Lichtes konnte nicht festgestellt werden. Die Kombination 20 

mM Boratpuffer pH 9.4, mit 20 mM Natriumsulfatlösung als Schutzfluss-Flüssigkeit kann über 

den gesamten überprüften Wellenlängenbereich von 205 nm - 280 nm verwendet werden. 
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Abbildung 6.19: Elektropherogramme aufgenommen bei unterschiedlichen Wellenlängen. 
Kapillare: 40.8 cm x 50 µm; Puffer: Borat, pH 9.4, 20 mM; Feld: 294 V/cm; Probe: SF1 (in 
Elutionsreihenfolge: 2,4-Dinitro-6-methylphenol, 2,3,6-Trinitrophenol, 2,5-Dinitrophenol); 
Detektion: UV, unterschiedliche Wellenlängen, Schutzfluss: 20 mM Natriumsulfatlösung, 
7µl/min. 
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6.4 Änderung der Kapillargeometrie 

 

6.4.1 Einfluss eines konisch angespitzten Kapillarendes 
 

Die höchste Effizienz der Schutzfluss-Anordnung sollte bei vollkommen laminarer Strömung 

erreicht werden. Da das vom Schutzfluss umspülte Kapillarende zylinderförmig vor die 

Lichtleitfasern ragt, kommt es an den Kanten der Kapillare zwangsläufig zu Turbulenzen. Um 

diesen Effekt abzumildern, wurde eine fused-silica Kapillare am Ende konisch angespitzt. 

Hierzu wurde die Kapillare in einen 0.35 mm Minenhalter (Bleistift) eingebaut und auf einem 

nassen P600 Schleifpapier in einem Winkel von etwa 30° per Hand konisch abgeschliffen.  

Bild 6.20 zeigt schematische Querschnitte der Schutzflussvorrichtung einmal mit konischem 

Kapillarende und einmal mit planarem Kapillarende. Man kann sich leicht vorstellen, dass der 

Fluss durch die Zelle in Bild 6.20A turbulenter erfolgt als der Fluss durch die Zelle Bild 6.20B. 

 
Abbildung 6.20: Schematischer Querschnitt durch die Schutzfluss-Zelle. A: mit planarem 
Kapillarende, B: mit konischem Kapillarende 
 

Eine 61.4 cm lange fused-silca Kapillare mit 50 µm Innendurchmesser und mit konischem 

Ende wurde anhand von Messungen des Gemisches SF1 im System Borat-Puffer pH 9.4, 20 

mM getestet. Um vergleichbare Elektropherogramme mit und ohne konischem Ende zu 

erhalten, wurde die Kapillare für die Messungen mit planarem Kapillarende umgedreht. Die 

Messungen wurden bei drei verschiedenen Schutzflüssen durchgeführt: 4.8, 7.9 und 9.5 

µl/min. Die Schutzflusserhöhung auf 9.5 µl/min brachte im Gegensatz zu den Messungen bei 

7.9 µl/min keine Veränderung. Abbildung 6.21 zeigt die Elektropherogramme bei einem 

Schutzfluss von 4.8 µl/min. Grau dargestellt sind jeweils die Messungen bei denen sich der 

Konus am Kapillarausgang befand. In Abbildung 6.22 sind die entsprechenden 

Elektropherogramme für einen Schutzfluss von 7.9 µl/min dargestellt.  
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Abbildung 6.21: Einfluss eines konisch angespitzten Kapillarendes bei geringem Schutzfluss. 
Rot: konisches Ende; Schwarz: planares Ende; Kapillare: 45.1 cm x 50 µm; Puffer: Borat, pH 
9.4, 20 mM; Feld: 443 V/cm; Probe: SF1 (in Elutionsreihenfolge: Thioharnstoff, 2,4-Dinitro-6-
methylphenol, 2,3,6-Trinitrophenol, 2,5-Dinitrophenol); Detektion: UV, 240 nm; Schutzfluss: 
20 mM Natriumsulfatlösung, 4.8 µl/min. 
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Abbildung 6.22: Einfluss eines konisch angespitzten Kapillarendes bei höherem Schutzfluss. 
Bedingungen wie bei Abbildung 6.21; Rot: konisches Ende; Schwarz: planares Ende 
Schutzfluss: 20 mM Natriumsulfatlösung, 7.9 µl/min. 
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Die Verschiebung der Migrationszeiten braucht nicht weiter beachtet zu werden. Sie liegt 

noch im Bereich der Fehlergrenze, die recht hoch war, weil auf ein Spülen der Kapillare 

zwischen den Runs aus technischen Gründen verzichtet wurde. Es ist auffällig, dass die 

Fläche der Peaks, aufgenommen mit konischem Kapillarende, größer ist als die Fläche der 

Peaks, gemessen mit planarem Kapillarende. 

In Abbildung 6.23 sind die Peakflächen jeweils gemessen mit planarem und konischem 

Kapillarende aufgetragen. Für die beiden Schutzflüsse 4.8 µl/min und 7.9 µl/min ergaben 

sich ähnliche Bilder. In beiden Fällen werden mit konischem Kapillarende größere 

Peakflächen erhalten als mit planarem Kapillarende. 
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Abbildung 6.23: Peakflächen für die Bestandteile von SF1, bei planarem (dunkelgrau) und 
konischem (grau) Kapillarende. Bedingungen wie in Abbildung 6.21. 
 

Die Bodenhöhen der Peaks in den Chromatogrammen sind in Tabelle 6.2 dargestellt. 

 Planarer Kapillarausgang Konus am Ausgang 

 THS DNMP TNP DNP THS DNMP TNP DNP 

4.8µl/min 8.2 4.2 4.8 4.7 8.8 4.4 4.2 5.1 

7.9µl/min 11.9 5.0 4.7 4.4 5.7 3.7 3.7 3.6 

Tabelle 6.2: Bodenhöhen der Peaks des Gemisches SF1, bei unterschiedlichen 
Schutzflüssen, mit und ohne konischen Kapillarausgang. Bedingungen wie in den 
Abbildungen 6.21 und 6.22. 
 

Bei einem Schutzfluss von 4.8 µl/min sind die Bodenhöhen der Peaks gemessen mit 

planarem und konischem Ausgang vergleichbar. Wird ein Schutzfluss von 7.9 µl/min 

angelegt, sind die Bodenhöhen der Peaks, gemessen mit konischem Kapillarausgang etwas 

kleiner als die erhaltenen Bodenhöhen bei planarem Kapillarausgang. Der größere Einfluss 

des konischen Kapillarendes bei höheren Schutzflüssen könnte darauf hinweisen, dass die 
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Strömung um den planaren Kapillarausgang bei einem Schutzfluss von 4.8 µl/min wesentlich 

laminarer verläuft als bei einem Schutzfluss von 7.9 µl/min. Ist der Kapillarausgang konisch 

angespitzt, so strömt die Flüssigkeit auch mit einem Fluss von 7.9 µl/min laminar durch die 

Versuchsanordnung. 

 

Beide Effekte – die Zunahme der Peakfläche und die Abnahme der Bodenhöhe - sind für 

analytische Bestimmungen günstig. Ein konisches Kapillarende hat somit Vorteile für die 

Analyse. 

 

6.4.2 Einsatz einer Kapillare mit geringerem Außendurchmesser 
 

Wie schon in Kapitel 6.4.1 gezeigt, lassen sich Bodenzahl und Peakfläche durch konisches 

Anspitzen der Trennkapillare vergrößern. Das Anspitzen soll eine laminare Strömung des 

Schutzflusses ermöglichen. 

Eine andere Möglichkeit Turbulenzen zu vermeiden, sollte in der Verwendung einer fused-

silica Kapillare mit geringerem Außendurchmesser bestehen. Die bisher eingesetzten 

Kapillaren besitzen einen Außendurchmesser von 365 µm. Bei Verwendung einer fused-

silica Kapillare mit einem Außendurchmesser von 150 µm sollten die entstehenden 

Turbulenzen geringer sein. Abbildung 6.24 zeigt einen schematischen Querschnitt durch die 

Messzellen im Vergleich. 

 

 
Abbildung 6.24: Schematischer Querschnitt durch die Schutzfluss-Zelle, A: Kapillare mit 
einem Außendurchmesser von 365 µm, B: Kapillare mit einem Außendurchmesser von 150 
µm 
 

Messungen an einer 44 cm langen Kapillare mit einem Innendurchmesser von 50 µm und 

einem Außendurchmesser von 150 µm ergaben jedoch eine sehr geringe Effizienz und ein 

hohes Rauschen. Das entsprechende Elektropherogramm ist in Abbildung 6.25 zu sehen. 

Auch hier wurde das Testgemisch SF1 injiziert. Als Puffersystem wurde Boratpuffer pH 9.4, 

20 mM verwendet. Für den Schutzfluss wurde ein Druck von 0.2 kp/cm² angelegt, was 3.4 

µl/min entspricht. 
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Die Bodenhöhen lagen durchschnittlich bei circa 20 µm. Als Ursache könnte ein 

mechanisches „Schwingen“ der Kapillare in Frage kommen und somit zu erhöhtem 

Rauschen und verminderter Effizienz führen. 
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Abbildung 6.25: Trennung des Gemisches SF1 auf Kapillare mit 150 µm Außendurchmesser. 
Kapillare: 53 cm x 50µm ID, 150 µm OD; Puffer: Borat pH 9.4, 20 mM; Feld: 430 V/cm; 
Probe: SF1 (in Elutionsreihenfolge: Thioharnstoff, 2,4-Dinitro-6-methylphenol, 2,3,6-
Trinitrophenol, 2,5-Dinitrophenol); Detektion: UV, 240 nm; Schutzfluss: 20 mM 
Natriumsulfatlösung; 3.4 µl/min. 
 

Außerdem war die Fixierung der Kapillare technisch recht schwierig zu bewerkstelligen, da 

sämtliche Verschraubungen auf Kapillaren mit einem Außendurchmesser von 360 µm 

ausgelegt sind. Es könnte also auch möglich sein, dass die geringe Effizienz auf nicht exakte 

Fixierung der Trennkapillare vor den Lichtleitfasern zurückzuführen ist. 
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7 Anwendung der Schutzfluss-UV-Detektion in der CE 
 

7.1 Charakterisierung der Messbedingungen im basischen Milieu 

 

Für Anionen-Bestimmungen ist es sinnvoll bei basischem pH-Wert zu arbeiten, da hier der 

Elektroosmotische Fluss der fused-silica Kapillaren am größten ist. Außerdem liegen viele 

Substanzen erst in basischem Milieu als Anionen vor, während sie im neutralen pH-Bereich 

undissoziiert und damit ungeladen sind. 

Als Puffersystem im Basischen wurde 20 mM Boratpuffer pH 9.4 verwendet. Eine 61.4 cm 

lange fused-silica Kapillare mit einem Innendurchmesser von 50 µm und einem 

Außendurchmesser von 365 µm wurde eingesetzt. Als Schutzfluss-Flüssigkeit wurde 20 mM 

Natriumsulfatlösung verwendet. Der Schutzfluss wurde auf 6.5 µl/min eingestellt.  

Der EOF hatte bei diesen Bedingungen eine Lineargeschwindigkeit von 1.7 mm/s, was bei 

einer angelegten Spannung von 20 kV einer Mobilität von 5.2x10-4 cm²/Vs entspricht. 
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Abbildung 7.1: Elektropherogramm von SF1. Kapillare: 61.4 cm x 50 µm; Puffer: Borat pH 
9.4, 20 mM; Feld: 326 V/cm; Probe: SF1 (in Elutionsreihenfolge: Thioharnstoff, 2,4-Dinitro-6-
methylphenol, 2,3,6-Trinitrophenol, 2,5-Dinitrophenol); Detektion: UV, 240 nm; Schutzfluss: 
20mM Natriumsulfatlösung, 6.5 µl/min. 
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Abbildung 7.1 zeigt das Elektropherogramm des Testgemisches SF1. Die Bodenhöhen für 

die Nitrophenole liegen zwischen 3.9 µm und 4.6 µm.  

 

7.1.1 Applikationen in basischem Milieu 
 

Als Applikationsbeispiele wurden Naturstoffgemische injiziert und bei verschiedenen 

Wellenlängen vermessen. Bei pH 9.4 liegen viele Naturstoffe anionisch vor. So sind viele 

sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe im Basischen deprotoniert. In letzter Zeit wurde viel auf dem 

Gebiet dieser Stoffe gearbeitet, weil ihnen eine antikanzerogene Wirkung nachgesagt wird. 

Durch die ungeheure Vielfalt der in Pflanzen vorkommenden bioaktiven Substanzen wird 

eine Analyse recht schwierig. Allein an Flavanoiden kommen etwa 5000 verschiedene 

Formen in der Natur vor. Sie sind meist gelblich gefärbt und verleihen den Pflanzen ihre 

Farbigkeit. Die meisten Flavanoide sind Polyphenole, das heißt, sie liegen bei basischem 

pH-Wert als Anionen vor. Abbildung 7.2 gibt einen Überblick über die Einteilung der 

Flavanoide. 
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Abbildung 7.2: Grundgerüste und Einteilung der Flavanoide 
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In Abbildung 7.3 sind neben Flavanoiden auch einige andere in der Natur vorkommende 

Pflanzenphenole dargestellt. 
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Abbildung 7.3: in der Natur vorkommende, im Basischen anionisch vorliegende Substanzen 
 

Mit einem UV-Detektor kann man zwar keine Informationen über den Aufbau der jeweiligen 

Stoffe erlangen, man kann aber sehr wohl allgemein ihr Vorhandensein erkennen. Hat man 

Referenzverbindungen zur Verfügung, so kann man sogar Zuordnungen treffen. 

 

Die Abbildungen 7.4 und 7.5 zeigen die Elektropherogramme für Früchtetee und Grüntee, 

jeweils bei unterschiedlichen Wellenlängen. Die Tees wurden ohne vorher anzureichern 

einfach elektrokinetisch injiziert. Als Puffer wurde 20 mM Boratpuffer pH 9.4 verwendet. Die 

Kapillare hatte einen Innendurchmesser von 50 µm und eine Länge von 61.4 cm. Es wurde 

ein elektrisches Feld von 326 V/cm angelegt. Injiziert wurde elektrokinetisch, mittels einer 

Rampe von 0 kV auf 20 kV innerhalb von 5 s. Der Schutzfluss bestand aus 20 mM 

Natriumsulfatlösung und war 6.5 µl/min groß. 
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Abbildung 7.4: Elektropherogramme von Früchtetee, aufgenommen bei verschiedenen 
Detektionswellenlängen. Kapillare: 61.4 cm x 50 µm, Puffer: Borat pH 9.4, 20mM; Feld: 326 
V/cm; Probe: Früchtetee; Detektion: UV, 205 nm und 215 nm; Schutzfluss: 20 mM 
Natriumsulfatlösung; 6.5 µl/min. 
 

Man kann erkennen, dass im Grüntee verglichen mit Früchtetee mehr anionische Teilchen 

enthalten sind. Möglicherweise gilt Grüntee aufgrund seines hohen Gehaltes an biogenen 

Phenolen als besonders „gesund“.  

Andere sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe sind beispielsweise Saponine, Carotinoide, Terpene 

und Lektine. Mit der CZE (Kapillarzonenelektrophorese) können jedoch nur geladene, 

wasserlösliche Spezies getrennt werden. 
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Abbildung 7.5: Elektropherogramme von Grüntee, aufgenommen bei verschiedenen 
Detektionswellenlängen. Bedingungen wie in Abbildung 7.4. Detektion: UV, 215 nm und 230 
nm. 
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Abbildung 7.6: Elektropherogramme von Kaffee aufgenommen bei unterschiedlichen 
Detektionswellenlängen. Bedingungen wie in Abbildung 7.4. 
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Ein großer Vorteil der CZE ist die einfache Probenbearbeitung. Eine Anreicherung war in den 

abgebildeten Elektropherogrammen nicht notwendig. Ein Verstopfen der Kapillare ist im 

Gegensatz zu gepackten Säulen bzw. Kapillaren sehr selten. Als Strukturinformation erhält 

man die UV-Absorption der Substanz sowie die Tatsache, dass die aufgetrennten Spezies 

ionisch vorliegen. Neutrale Substanzen erscheinen mit der Totzeit. 

Abbildung 7.6 zeigt die Elektropherogramme von Kaffee, aufgenommen bei verschiedenen 

Wellenlängen und den selben Bedingungen wie bei den Elektropherogrammen des Tees. 

 

7.2 Charakterisierung der Messbedingungen in saurem Milieu 

 

Will man mit der Kapillarelektrophorese kationische Teilchen bestimmen, so muss man in 

saurem Milieu arbeiten, da nur sehr wenige Substanzen, wie zum Beispiel die quartären 

Amine, bei basischem pH-Wert eine positive Ladung aufweisen. 

Als Puffersystem im Sauren wurde Formiatpuffer pH 2.5, 20 mM verwendet. Die Elektroden 

sind so gepolt, dass am Kapillar-Inlet der positive Pol anliegt. Durch den niedrigen pH-Wert 

ist der Elektroosmotische Fluss geringer als im basischen Milieu. Die Mobilität von Anionen 

ist meist höher als der Elektroosmotische Fluss. Sie wandern in Richtung Inlet – kommen 

also nie am Detektor an. Kationen wandern zum Outlet und kommen dort vor den 

Neutralteilchen, die mit dem Elektroosmotischen Fluss wandern, an. 

Abbildung 7.7 zeigt ein Elektropherogramm eines Gemisches aus Thioharnstoff, 2-Methyl-3-

nitroanilin und 2-Methyl-5-nitroanilin. Es wurde eine 61.4 cm lange unbehandelte fused-silica 

Kapillare mit einem Innendurchmesser von 50 µm verwendet. Eine Spannung von 20 kV 

wurde angelegt. Der EOF hatte eine Lineargeschwindigkeit von 0.73 mm/s, was einer 

Mobilität von 2.2x10-4 cm²/Vs entspricht. Der Schutzfluss bestand aus 20 mM 

Natriumsulfatlösung und wurde auf 6.5 µl/min eingestellt. Die Detektionswellenlänge betrug 

220 nm. Die Bodenhöhen lagen für 2-Methyl-3-nitroanilin bei 11 µm, für 2-Methyl-5-nitroanilin 

bei 8 µm und für Thioharnstoff bei 9 µm. Die Effizienz ist ausreichend um die beiden 

Nitroaniline auftrennen zu können. 
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Abbildung 7.7: Elektropherogramm eines Nitroanilin-Thioharnstoff-Gemisches. Kapillare: 
61.4 cm x 50 µm; Puffer: Formiatpuffer pH 2.5, 20 mM; Feld: 326 V/cm; Probe: in 
Elutionsreihenfolge: 2-Methyl-3-nitroanilin, 2-Methyl-5-nitroanilin, Thioharnstoff; Detektion: 
UV, 220 nm; Schutzfluss: 20 mM Natriumsulfatlösung, 6.5µl/min. 
 

 

7.2.1 Applikationen in saurem Milieu 
 

Die biogenen Proben aus 7.1 wurden erneut vermessen. Wie das Elektropherogramm aus 

Abbildung 7.8 zeigt, enthalten diese jedoch nicht sehr viele kationische Bestandteile. Der 

große Peak bei 7.7 min wird durch den EOF verursacht. Es wurden daher andere Quellen für 

natürlich vorkommende Kationen gesucht. 
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Abbildung 7.8: Elektropherogramm von Grüntee in saurem Milieu. Kapillare: 61.4 cm x 50 
µm; Puffer: Formiat pH 2.5, 20 mM; Feld: 326 V/cm; Probe: Grüntee; Detektion: UV, 220 nm; 
Schutzfluss: 20mM Natriumsulfatlösung; 6.5µl/min. 
 

 

Eine bei pH 2.5 kationisch vorliegende Naturstoffklasse ist die Klasse der biogenen Amine. 

Sie werden physiologisch durch Decarboxylierung von Aminosäuren hergestellt. Man findet 

sie in fermentierten Lebensmitteln, wie zum Beispiel Käse, Sauerkraut und Rotwein. Sie 

sollen unter anderem an der Entstehung von Migräne beteiligt sein. Abbildung 7.9 zeigt 

Strukturen einiger in Lebensmitteln häufig vorkommender biogenen Aminen. 

OH

NH2

Tyramin

NH2

NH2

Cadaverin

N
H

N

NH2

Histamin

NH2

Phenylethylamin
 

Abbildung 7.9: Häufig in der Natur vorkommende biogene Amine 
 

Die aromatischen Amine Tyramin, Histamin und Phenylethylamin können per UV-Detektor 

bei einer Wellenlänge von etwa 220 nm gut detektiert werden. Einige biogene Amine, wie 
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zum Beispiel das Cadaverin absorbieren nicht im UV-Bereich. Sie sind deshalb auch nicht in 

den von uns aufgenommenen Elektropherogrammen sichtbar. 

Abbildung 7.10 zeigt Elektropherogramme von Sauerkrautsaft, aufgenommen bei 210 nm 

und 220 nm. Der Sauerkrautsaft wurde ohne anzureichern nach filtern injiziert. 
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Abbildung 7.10: Elektropherogramme von Sauerkrautsaft bei verschiedenen 
Detektionswellenlängen. Kapillare: 61.4 cm x 50 µm; Puffer: Formiat pH 2.5, 20 mM; Feld:  
326 V/cm; Probe: Sauerkrautsaft gefiltert; Detektion: UV, 210 nm und 220 nm; Schutzfluss: 
20 mM Natriumsulfatlösung, 6.5 µl/min. 
 
Da Fisch einen recht hohen Amingehalt hat, wurde eine kleine Probe eines Bismarck-

Heringes mit Seesand und Trennpufferlösung zermörsert. Die festen Bestandteile wurden 

abfiltriert und die Lösung direkt injiziert. Abbildung 7.11 zeigt das daraus resultierende 

Elektropherogramm. 
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Abbildung 7.11: Elektropherogramm eines Hering-Extraktes. Bedingungen wie in Abbildung 
7.10. 
 
Die Beispiele zeigen, dass die Schutzfluss-Detektionszelle sowohl in basischem als auch 

saurem Milieu eingesetzt werden kann. Als Schutzfluss-Flüssigkeit wurde in beiden Fällen 20 

mM Natriumsulfatlösung verwendet. Ein Austausch und ein Spülen der 

Schutzflussvorrichtung ist somit beim Umstieg von einem pH-Wert auf einen anderen nicht 

notwendig. 

Biogene Proben, wie die verwendeten Lebensmittelproben, können ohne Aufarbeitung 

injiziert werden. Die Nachweisstärke der Schutzfluss-unterstützten UV-Detektion ist 

ausreichend um ionische Bestandteile nachweisen zu können. 
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8 Einsatz der Schutzfluss-Detektor-Zelle in der Kapillar-

Elektrochromatographie 
 

8.1 Die Kapillar-Elektrochromatographie (CEC) 
 

Wie der Name schon sagt, ist die Elektrochromatographie eine Kombination aus 

Flüssigkeitschromatographie und Elektrophorese. Während in der Kapillarelektrophorese in 

offenen Kapillaren gearbeitet wird, wird in der Kapillar-Elektrochromatographie (CEC) mit 

gepackten Kapillaren gearbeitet. Neuerdings setzen sich in der CEC, wie in der Mikro-HPLC 

vermehrt monolithische Kapillarsäulen durch. Sie bestehen nicht aus einzelnen in eine 

Kapillare gepackten Partikeln, sondern aus einem schwammförmigen Gebilde. Monolithische 

Kapillarsäulen haben einige Vorteile gegenüber den gepackten Kapillarsäulen. So benötigt 

man aufgrund der chemischen Bindung des monolithischen Materials an der 

Kapillaroberfläche keine Fritten. Ist die Kapillarsäule durch Mikropartikel verstopft, so genügt 

es, sie ein kleines Stück mit dem Kapillarschneider zu kürzen. Auf den sehr schwierigen 

Packprozess der Kapillaren kann verzichtet werden. In der Mikro-HPLC zeichnen sich 

monolithische Kapillaren durch einen geringeren Flusswiderstand aus, es können höhere 

Flüsse bei den sonst üblichen Drücken erreicht werden. 

Die Bewegung der Flüssigkeit durch die Kapillarsäule wird in der CEC durch das Anlegen 

einer elektrischen Spannung realisiert. Neutrale Teilchen wandern mit dem 

Elektroosmotischen Fluss in Richtung Kapillar-Outlet. Im Gegensatz zu dem durch Pumpen 

erzeugten hydrodynamischen Fluss in der HPLC, der ein parabolisches Strömungsprofil 

liefert, hat der Elektroosmotische Fluss ein stempelförmiges Strömungsprofil. Die durch das 

Strömungsprofil verursachte Bandenverbreiterung ist deshalb in der CEC sehr viel geringer 

als in der HPLC. 

In der CEC können auch neutrale Substanzen aufgetrennt werden. Das Trennprinzip basiert 

wie in der HPLC auf Wechselwirkungen zwischen Analyt und stationärer Phase. 

 

8.2 Bisherige Probleme in der CEC 
 

Da eine UV-Durchlässigkeit des Packungsbettes in den meisten Fällen nur begrenzt oder gar 

nicht gewährleistet ist, war bisher in der Elektrochromatographie die Ankopplung einer leeren 

Detektionskapillare an die gepackte Trennkapillare ein großes Problem. Bei Rapp und Bayer 

[Rapp, 2000] wurde die Ankopplung der Detektionskapillare mit einem Schrumpfschlauch 

bewerkstelligt. Am Übergang Trennkapillare zu Detektionskapillare kommt es jedoch zu einer 

Veränderung der Oberflächenbeschaffenheit. So ist in den meisten Fällen der 
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Elektroosmotische Fluss in leeren Kapillaren größer als in gepackten Kapillaren. Durch die 

Steigerung der Lineargeschwindigkeit kann es daher zur Bildung von Luftblasen kommen. 

Luftblasen in der Kapillare führen aber zu einem sofortigen Stromabbruch. Die Durchführung 

der Messungen wird dadurch erheblich erschwert oder sogar unmöglich. 

Wird mit der Schutzfluss-Zelle on-stream detektiert, so ist eine Detektionskapillare nicht 

notwendig. In der Schutzfluss-Zelle endet die gepackte Kapillare direkt vor den 

Lichtleitfasern – die UV-Absorption der austretenden Flüssigkeit wird also direkt im 

Anschluss gemessen. Es macht keinen Unterschied, ob eine UV-durchlässige oder eine UV-

undurchlässige Trennkapillare verwendet wird. Der schematische Aufbau der beiden 

Detektionsmöglichkeiten ist in Abbildung 8.1 dargestellt. 

 

 
Abbildung 8.1: Schematischer Vergleich von Schutzfluss-Zelle mit monolithischer Kapillare 
[1] und monolithischer Kapillare mit angekoppelter Detektionskapillare [2]. A: Schutzfluss-
Zuführung, B: monolithische Kapillare, C: Lichtleitfasern, D: leere Detektionskapillare, E: 
Schrumpfschlauchverbindung. 
 

Bei Verwendung einer Detektionskapillare muss eine höhere Spannung angelegt werden, 

um die gleiche Feldstärke bei gleich langer Trennstrecke zu erreichen da die Gesamtlänge 

der Kapillare um die Länge der Detektionskapillare größer ist. 

Bei der Verbindung der beiden Kapillaren mittels eines Schrumpfschlauches kann es 

außerdem zur Bildung eines Totvolumens kommen, welches als Mischkammer fungiert und 

sich effizienzmindernd auswirkt. 

In der Arbeitsgruppe Welsch werden monolithische Kapillarsäulen auf TMOS-Basis 

(Tetramethoxysilan) hergestellt. Die Herstellung ist ein mehrstufiger Prozess. Der zunächst 

erhaltene Rohmonolith entspricht einer HPLC-Kapillarsäule für Normalphasen-

Chromatographie, d.h. er besitzt keine organischen Gruppen. Für den Einsatz in der 

Reversed Phase Chromatographie müssen die Rohmonolithen mit einem organischen 

Silylierungsreagenz behandelt werden (sieh Kapitel 8.4.2). Um vor der Silylierung 

Schnelltests an Rohmonolithen durchzuführen ist die on-stream Methode das Mittel der 

Wahl, da die Kapillarsäule ohne weitere Bearbeitung einfach eingesetzt werden kann. 
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8.3 Eingesetzte monolithische Kapillaren 
 

Anstatt der in der CEC bisher üblichen gepackten Kapillaren, wurden monolithische 

Kapillarsäulen verwendet. Die Vorteile der monolithischen Kapillarsäulen wurden bereits in 

Kapitel 8.1 erwähnt. Es standen verschiedene monolithische Kapillaren zur Verfügung. 

Tabelle 8.1 gibt einen Überblick. 

 

Bezeichnung ID [µm] Länge [cm] Typ Bezugsquelle 

Ta-TMOS1 50 13.5 / 12.5 TMOS Tanaka, Japan 

Ta-TMOS2 50 12.5 TMOS Tanaka, Japan 

Ta-HYB1 50 12.3 / 10.0 Hybrid Tanaka, Japan 

Ta-HYB2 50 30.0 Hybrid Tanaka, Japan 

Dem-TMOS 100 16.5 TMOS AKWelsch 

Tabelle 8.1: Eingesetzte monolithische Kapillarsäulen 
 

Die monolithischen Kapillarsäulen Ta-TMOS und Ta-HYB wurden von der Arbeitsgruppe 

Tanaka aus Japan zur Verfügung gestellt. Ta-TMOS und Dem-TMOS sind reine TMOS-

Monolithen, das heißt sie beinhalten keine organischen Reste, während Ta-HYB ein so 

genannter Hybrid-Monolith ist, der neben des Silikatgerüstes auch über Methylgruppierungen 

verfügt. 

Der Elektroosmotische Fluss, der in Monolithen bei Anlegen einer Spannung zustande 

kommt, wurde zunächst im Rohzustand bestimmt, anschließend wurden die Kapillaren 

silyliert und in der Elektrochromatographie eingesetzt. 

 

8.4 Vorbereitung der Monolithen 
 

8.4.1 Spülen des Rohmonoliths 
 

Die monolithischen Kapillarsäulen wurden vor ihrem Einsatz zunächst 30 Minuten lang mit 

Wasser und anschließend 60 Minuten lang mit dem jeweiligen Trennpuffer gespült. 

Anschließend wurde die Kapillare in die Apparatur eingebaut. Auf ein Spülen zwischen den 

einzelnen Runs wurde aus praktischen Gründen verzichtet, da hierzu die Kapillare 

ausgebaut werden musste und beim Wiedereinbau die Stellung des Kapillarausganges 

relativ zu den Lichtleitfasern nicht reproduzierbar war. Mit Schwankungen des EOFs musste 

deshalb gerechnet werden. 
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8.4.2 Silylierung der Monolithen 
 

Um die Monolithen für Reversed Phase CEC-Trennungen anwenden zu können, mussten 

diese zunächst modifiziert werden. Das bedeutet, es wurden organische Reste an die 

Oberfläche des monolithischen Materials angebunden. Im Gegensatz zur CE kommt es in 

der CEC zur Ausbildung von Wechselwirkungen senkrecht zur Wanderungsrichtung des 

Elektroosmotischen Flusses. Die Analyten werden aufgrund ihrer Hydrophobizität getrennt. 

Als organischer Rest wurde ein aliphatischer C18-Rest gewählt, der durch die Reaktion der 

Oberfläche mit dem entsprechenden Silan gekoppelt wurde. 

Vor der Silylierung musste der Monolith zunächst getrocknet werden um eine Hydrolyse des 

Reagenzes zu verhindern. Dazu wurde er mit Argon gespült und in einem GC-Ofen über ein 

Temperaturprogramm mit 2.5°C/min auf 180°C erhitzt. Die Temperatur wurde für zwei 

Stunden gehalten. 

Die Kapillare wurde mit einer 5%igen v/v Lösung von Methoxydimethyloctadecylsilan in 

absolutem Toluol gefüllt und zur Reaktion bei Raumtemperatur oder bei 60°C belassen. Zum 

Erwärmen wurde ein Pelltier-Ofen verwendet, der allerdings nur auf maximal 60°C beheizbar 

war. Die Enden der Kapillare waren offen und wurden während der Reaktion in die Silan-

Lösung getaucht. 

 

Bezeichnung Reaktionstemperatur Reaktionszeit [h] Kapillarlänge [cm] 

Ta-TMOS1-C18 Raumtemperatur 24 13.5 

Ta-TMOS2-C18 Raumtemperatur 24 12.5 

Ta-TMOS1-C18-C18 Raumtemperatur/60°C 36 /6 12.5 

Ta-TMOS2-C18-C18 Raumtemperatur/60°C 24 /2 12.5 

Ta-HYB2-C18 60°C 20 30.0 

Dem-TMOS-C18 60°C 20 16.5 / 12.5 

Tabelle 8.2: Silylierungsbedingungen der verschiedenen monolithischen Kapillarsäulen, C18: 
mit C18-Alkylrest modifiziert 
 

Die Reaktionszeiten wurden variiert. Tabelle 8.2 zeigt die Silylierungsbedingungen sowie die 

Kapillarlängen der einzelnen Kapillaren. Die monolithische Kapillare Ta-TMOS wurde 

aufgrund des hohen Flusswiderstandes in zwei Teile getrennt: Ta-TMOS1 und Ta-TMOS2. 

Die Bezeichnung C18 in der Tabelle bedeutet, dass der Monolith mit einer C18-

Kohlenstoffkette modifiziert wurde. Monolith Ta-TMOS1 und Ta-TMOS2 wurden zunächst bei 

Raumtemperatur modifiziert (Ta-TMOS1-C18) und anschließend, um die Retention zu 

erhöhen, nochmals bei 60°C (Ta-TMOS1-C18-C18). 
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Da die Monolithen des Types Ta-HYB Hybrid-Monolithen sind, wurde ein Stück davon (Ta-

HYB1) zunächst ohne Modifizierung vermessen. Ein anderes Stück (Ta-HYB2) wurde, wie 

die TMOS-Monolithen mit C18-Resten modifiziert. 

Abbildung 8.2 zeigt die Reaktionsgleichung der Modifizierungsreaktion. 
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Abbildung 8.2: Reaktionsgleichung der Silylierung der Kapillar-Oberfläche mit 
Methoxydimethyloctadecylsilan 
 

8.5 Realisierung der Messanordnung für die CEC 
 

Im Gegensatz zur Kapillarelektrophorese, in der man etwa 40-70 cm lange, offene Kapillaren 

mit einem Innendurchmesser von 50 µm verwendet, werden in der Kapillar-

Elektrochromatographie (CEC) entweder gepackte oder monolithische Kapillaren mit einem 

Innendurchmesser von 50-100 µm, eingesetzt. Die CEC-Kapillaren sind meist zwischen 10 

und 30 cm lang. Im Unterschied zu den offenen Kapillaren können diese nicht stark gebogen 

werden, da sonst das Packungsbett Schäden nimmt. Es musste daher eine Anordnung 

konstruiert werden, in der die Injektion – die bisher senkrecht erfolgte – nun waagerecht 

möglich ist. Hierzu wurde ein Eppendorfgefäß so präpariert, dass es sich als 

Puffervorratsgefäß eignet. Durch eine Mikropipette, die waagerecht im Gefäß steckt und 

somit in die Pufferlösung taucht, wird der Anfang der Messkapillare eingeführt. Aufgrund der 

Kapillarkräfte kommt es nicht zum Auslaufen des Gefäßes. Selbst Trennpuffer mit einem 

Acetonitril-Gehalt von 20% können eingesetzt werden. Problematisch werden Trennpuffer 

mit höherem Acetonitril-Gehalt. Ihre Viskosität ist zu gering, um ein Auslaufen zu verhindern. 

Für diesen Zweck wäre eine dünnere Mikropipette notwendig. 

Durch ein Loch im oberen Teil des Eppendorfgefäßes kann die Platin-Elektrode befestigt 

werden. Zur Injektion wird die Messkapillare kurz in ein etwa 15 mm langes Glasrohr, 

welches mit Probelösung gefüllt ist, gesteckt in das von der anderen Seite her eine 

Platinelektrode ragt. Durch Anlegen eines Spannungspulses kann so elektrokinetisch injiziert 

werden. Nach der Injektion wird der Messkapillar-Anfang, in dem sich nun der Probenpfropf 

befindet wieder in das Puffervorratsgefäß gesetzt. Die Messung kann gestartet werden. Ein 
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Biegen der Kapillare ist nicht notwendig. Eine Skizze der Injektionsvorrichtung ist in 

Abbildung 8.3 dargestellt. 

 
Abbildung 8.3: Injektionsgefäß für die CEC, zur waagerechten elektrokinetischen Injektion. A: 
Eppendorf-Gefäß 1.5 ml, B: Glasrohr (Mikropipette, 5 µl), C: Trennkapillare, D: 
Platinelektrode, E: Trennpuffer, F: Glasrohr (Mikropipette 50 µl, zersägt), G: 
Hochspannungs-Zuleitungen, H: Stopfen als Halterung. 
 

Abbildung 8.4 zeigt ein Foto der waagerechten Injektionsvorrichtung für die CEC. 

 
Abbildung 8.4: Foto der Vorrichtung zur waagerechten elektrokinetischen Injektion in der CE. 
Beschriftung wie in Abbildung 8.3. 
 

Da bei der CEC der Rückdruck des Schutzflusses nur eine sehr geringe Rolle spielt – der 

Widerstand des Packungsbettes ist sehr groß verglichen mit offenen Kapillaren – konnten 
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größere Schutzflüsse angelegt werden. Es zeigte sich, dass die Effizienzen dann am 

höchsten sind, wenn die Lineargeschwindigkeit des Schutzflusses gleich der 

Fließgeschwindigkeit des Elektroosmotischen Flusses ist (siehe auch Kapitel 8.7). In Offenen 

Kapillaren kann dies wegen des geringeren Flusswiderstandes nicht verwirklicht werden. Der 

Schutzfluss muss in der CE kleiner gewählt werden. 

 

8.6 Flusswiderstand der Monolithen 
 

Im Gegensatz zu publizierten Daten [Tanaka, 2000] hatten die getesteten Monolithen einen 

recht hohen Flusswiderstand. Um das Spülen mit Pufferlösung zu erleichtern, das per 

Gasdruck erfolgte, wurden die 30 cm langen Monolith-Stücke der Tanaka-Gruppe in zwei 

Hälften geteilt. Nur die Kapillare Ta-HYB2 konnte in ihrer vollen Länge genutzt werden. 

 

8.7 Schutzflussabhängigkeit in der CEC 
 

Für den optimalen Schutzfluss in der CE musste ein Kompromiss zwischen Auflösung und 

Peakfläche eingegangen werden. Wurden kleine Schutzflüsse eingestellt, so waren zwar die 

Peakflächen groß, die Peaks zeigten jedoch ein starkes Tailing, was zu schlechterer 

Auflösung führte. Bei zu großen Schutzflüssen, erhielt man bei guter Auflösung sehr kleine 

Peakflächen. Der Schutzfluss beeinflusst in der CE auch die Migrationszeiten der Analyten. 

Wenn der Schutzfluss sehr hoch eingestellt wird, entsteht ein Rückdruck auf die 

Trennkapillare und die Analyten kommen im Extremfall nicht mehr am Detektor an. 

In gepackten oder monolithischen Kapillarsäulen ist der Flusswiderstand um ein Vielfaches 

höher als in offenen Kapillaren. In der CEC sollte es daher bei großen Schutzflüssen nicht zu 

einem hydrodynamischen Fluss entgegen des Elektroosmotischen Flusses kommen. Es 

sollte sich eine andere Abhängigkeit der Peak-Eigenschaften vom Schutzfluss als bei 

offenen Kapillaren ergeben. 

Auf einer 10 cm langen, unmodifizierten, monolithischen Kapillarsäule vom Typ Ta-HYB aus 

der Arbeitsgruppe Tanaka (Japan) mit einem Innendurchmesser von 50 µm wurde bei 

unterschiedlichen Schutzflüssen das Chromatogramm eines Gemisches aus Thioharnstoff, 

Resorcin und Phenol aufgenommen. Als Puffer diente Boratpuffer, pH 9.4, 20 mM. Das 

Testgemisch SF1 konnte nicht eingesetzt werden, da der Elektroosmotische Fluss auf der 

monolithischen Kapillarsäule nicht ausreichend war um die Nitrophenole in akzeptabler Zeit 

zum Detektionsfenster zu führen. Phenol und Resorcin haben eine geringere Eigenmobilität 

als die Nitrophenole und können somit auch bei geringen elektroosmotischen Flüssen als 

Analyten eingesetzt werden. 
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Abbildung 8.5: CEC-Chromatogramme aufgenommen bei verschiedenen Schutzflüssen. 
Kapillare: Ta-HYB 12.5 cm x 50 µm; Puffer: Borat, pH 9.4, 20 mM; Feld: 400 V/cm; Probe: in 
Elutionsreihenfolge Thioharnstoff, Resorcin, Phenol; Detektion: UV, 230 nm; Schutzfluss: 
Trennpuffer, 1.9 µl/min, 4.8 µl/min und 12.2 µl/min. 
 

Abbildung 8.5 zeigt die erhaltenen Elektropherogramme. Auch hier kann bestätigt werden, 

dass die Auflösung der Peaks umso besser ist, je höher der Schutzfluss eingestellt wurde. 

 

Die Peakfläche nimmt, wie schon bei den offenen Kapillaren gezeigt, mit steigendem 

Schutzfluss ab. Abbildung 6.6 zeigt eine Auftragung der Peakfläche für Resorcin und Phenol 

über dem angelegten Schutzfluss. 
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Abbildung 8.6: Peakfläche aufgetragen über angelegtem Schutzfluss. Bedingungen wie in 
Abbildung 8.5. 
 

Die Bodenhöhen in Abhängigkeit des Schutzflusses sind in Abbildung 8.7 dargestellt. Hier 

sind die Bodenhöhen aller drei Substanzen (Thioharnstoff, Resorcin und Phenol) 

aufgetragen. Man kann eine starke Zunahme der Effizienz zwischen einem Schutzfluss von 

2 µl/min und 3 µl/min erkennen. Bei höheren Schutzflüssen scheint die Bodenhöhe konstant 

zu bleiben. 
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Abbildung 8.7: Bodenhöhen über angelegtem Schutzfluss. Bedingungen wie in Abbildung 
8.5. 
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Im Unterschied zu den Messungen mit offener Kapillare ist die Migrationszeit nicht vom 

Schutzfluss abhängig. Abbildung 8.8 zeigt die Auftragung der Migrationszeit über dem 

Schutzfluss für die drei Substanzen des Testgemisches. Da die monolithische Kapillare 

einen weitaus größeren Flusswiderstand hat als die offene Kapillare erfolgt hier kein 

„Wasserstrahlpumpeneffekt“, der EOF bleibt im Bereich der vorgenommenen Schutzfluss-

Einstellungen konstant. 
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Abbildung 8.8: Migrationszeiten in Abhängigkeit von angelegtem Schutzfluss. Bedingungen 
wie in Abbildung 8.4. 
 

8.7.1 Schutzflusseinstellung in Abhängigkeit des EOF 
 

Bei Messungen in Kapillaren mit geringem EOF (CEC-Kapillaren, offene Kapillaren in 

saurem Milieu) zeigte sich, dass ein Schutzfluss im Bereich von 10 µl/min, der für die CE im 

Basischen optimal war, nicht der günstigste ist. Die Empfindlichkeit war kleiner als erwartet. 

Bei kleineren Schutzflusseinstellungen nahm die Empfindlichkeit zu, ohne dass es zu 

Effizienzverlusten kam. 

Es wurden Chromatogramme des Gemisches PA4 (homologe Phenylalkanole C1-C4) auf 

Kapillare Dem-TMOS-C18 bei verschiedenen Spannungen und unter Variation des 

Schutzflusses aufgenommen. Abbildung 8.9 zeigt die Bodenhöhen von Phenylpropanol 

aufgetragen über dem eingestellten Schutzfluss für 3 kV (240 V/cm), 5 kV (400 V/cm) und 8 

kV (640 V/cm).  

Für 240 V/cm und 400 V/cm liegt das Schutzfluss-Optimum bei recht geringen 

Schutzflüssen, mit etwa 3.4 µl/min. Das Optimum für ein Feld von 640 V/cm liegt mit etwa 11 

µl/min wesentlich höher. 
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Die Bodenhöhen der Peaks sind bei einem Feld von 240 V/cm geringer als bei einem Feld 

von 640 V/cm. Dies liegt daran, dass bei höherem E-Feld mehr Joulesche Wärme gebildet 

wird, die sich durch Erhöhung der Diffusion effizienzmindernd auswirkt. 
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Abbildung 8.9: Bodenhöhen von Phenylpropanol aufgetragen über eingestelltem Schutzfluss. 
Kapillare: Dem-TMOS-C18, 12.5 cm x 100 µm; Puffer: Borat pH 8.9, 20 mM: ACN 90:10 
(v/v); Feld: ∆: 240 V/cm, o: 400 V/cm und : 640 V/cm; Probe: PA4, nur Phenylpropanol 
dargestellt; Detektion: UV, 210 nm; Schutzfluss: Eluent, 3.4 - 15.5 µl/min. 
 

Wird angenommen, dass der Schutzfluss ungefähr dieselbe Lineargeschwindigkeit haben 

soll wie der EOF, dann lässt sich der einzustellende Schutzfluss auch theoretisch berechnen. 

 

 
A
Fu =  (8.1) 

Abhängigkeit der Lineargeschwindigkeit vom Fluss; u: Lineargeschwindigkeit, F: Fluss, A: 
durchströmte Fläche, hier 0.283 mm² 
 

 
Abbildung 8.10: Querschnitt durch die Schutzfluss-Zelle, d1 = Innendurchmesser des 
Außenrohres, d2 = Außendurchmesser der Trennkapillare; d1 = 700 µm, d2 = 360 µm 
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Abbildung 8.10 zeigt die Anordnung der Messkapillare in der Messzelle, direkt vor den 

Lichtleitfasern. Für die durchströmte Fläche A wird nun die Fläche des Kreisringes, der sich 

aus der Differenz d1 und d2 ergibt, eingesetzt. 

Es werden nun die oben empirisch ermittelten optimalen Werte eingesetzt, zum Beispiel ein 

optimaler Schutzfluss von 3.4 µl/min bei einem E-Feld von 240 V/cm. Aus der Rechnung wird 

erhalten, dass 3.4 µl/min einer Lineargeschwindigkeit des Schutzflusses von 0.20 mm/s 

entsprechen. Berechnet man den Elektroosmotischen Fluss in der Kapillare Dem-TMOS-C18 

aus der Mobilzeit (9.9 min), gemessen mit Thioharnstoff bei einem Feld von 240 V/cm, so 

ergibt sich bei einer Kapillarlänge von 12.5 cm eine Lineargeschwindigkeit von 0.21 mm/s.  

 

Man kann also sagen, dass in der Kapillar-Elektrochromatographie die Bodenhöhen dann 

minimal sind, wenn die Lineargeschwindigkeit des Schutzflusses in etwa der 

Lineargeschwindigkeit des EOFs entspricht. Für offene Kapillaren ist dies nicht gültig, da hier  

die Lineargeschwindigkeit des Elektroosmotischen Flusses mit etwa 1.5 mm/s bedeutend 

größer ist. Um diese Lineargeschwindigkeit zu erreichen, wäre demnach um eine offene 

Kapillare ein Schutzfluss von 35 µl/min anzulegen. Allerdings war schon bei 13 µl/min 

aufgrund des Rückdruckes des Schutzflusses auf die Trennkapillare kein Signal mehr 

erkennbar. Es kommt bei der Wahl des geeigneten Schutzflusses auch auf die Länge, den 

Durchmesser und vor allem auf die Art (open-tube, gepackt, monolithisch) der Trennkapillare 

an. 
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9 Ergebnisse aus der CEC 
 

9.1 Strom-Spannungs-Kurven 
 

9.1.1 Strom in Abhängigkeit vom Monolith-Typen und vom pH-Wert 
 

Die elektrische Stromstärke, die beim Anlegen einer Spannung an die Kapillare auftritt, spielt 

in der CEC eine große Rolle. Je geringer der Strom während einer Messung ist, desto 

weniger Joulesche Wärme entsteht und desto geringer wird die Bandenverbreiterung durch 

Diffusion der Analytmoleküle. Es wurden Strom-Spannungs-Kurven der unterschiedlichen 

monolithischen Kapillaren aufgenommen. Abbildung 9.1 zeigt die Auftragung von 

Stromstärke über dem angelegten E-Feld für Kapillare Ta-HYB2 und Dem-TMOS im 

Vergleich. Auffällig ist, dass der Stromfluss in Kapillare Dem-TMOS mehr als doppelt so 

hoch ist wie in Kapillare Ta-HYB2. Ein Grund dafür ist der doppelt so große 

Kapillarinnendurchmesser der Kapillare DEM-TMOS. 

In Abbildung 9.1 sind außerdem die Strom-Spannungs-Verläufe von Monolith Ta-HYB2 bei 

zwei verschiedenen pH-Werten dargestellt. Wie erwartet ist der Stromfluss bei niedrigerem 

pH-Wert (pH 8.9) etwas kleiner, da die Silanolgruppen in geringerem Maße deprotoniert 

vorliegen als bei pH 9.4. 
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Abbildung 9.1: Stromstärke aufgetragen über E-Feld. Kapillare: Ta-HYB2, 30.0 cm x 50 µm 
(schwarz ∆) (schwarz ◊); Dem-TMOS, 12.5 cm x 100 µm (rot ); Puffer: Borat, pH 8.9, 20 
mM ( ) (∆), Borat pH 9.4, 20 mM (◊). 
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9.1.2 Strom in Abhängigkeit von Pufferkonzentration 
 

Abbildung 9.2 zeigt die Strom-Spannungs-Kurven für Kapillare Dem-TMOS, aufgenommen 

mit verschiedenen Pufferkonzentrationen. Wie erwartet, steigt die Strom-Spannungs-Kurve 

umso steiler an, je größer die Pufferkonzentration ist. 
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Abbildung 9.2: Strom-Spannungs-Kurven für unterschiedliche Pufferkonzentrationen. 
Kapillare: Dem-TMOS-C18 12.5 cm x 50 µm; Puffer: Borat, pH 8.9 unterschiedliche 
Konzentrationen: ◊ 15mM,  25mM, ∆ 30mM, o 35mM : ACN 90:10 (v/v). 
 

9.1.3 Kühlungsmethoden 
 

Noch wichtiger als in der CE, ist in der CEC die Ableitung der bei der Messung entstehenden 

Jouleschen Wärme, da das Silikatgerüst in den CEC-Kapillaren ein schlechterer Wärmeleiter 

als die mit Puffer gefüllte CE-Kapillare ist.  

Bei verschiedenen Spannungen wurde als Probe eine Thioharnstoff-Lösung injiziert. Anhand 

der erhaltenen Peaks konnten die Bodenhöhen bestimmt werden. 

Als Kühlsystem stand nur ein Ventilator zur Verfügung, der jedoch wie in den Abbildungen 

9.3 und 9.4 gezeigt, zu einer deutlichen Verringerung des Stromflusses und einer 

Verbesserung der Effizienz führte. 
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Abbildung 9.3: Strom über E-Feld in Abhängigkeit von der Kühlung durch einen Ventilator. ∆: 
ohne Kühlung (rot), o: mit Kühlung (schwarz). Kapillare: Dem-TMOS-C18, 12.5 cm x 100 µm, 
Puffer: Borat pH 8.9, 20 mM : ACN 90:10 (v/v).  
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Abbildung 9.4: Bodenhöhe über E-Feld in Abhängigkeit von Kühlung mit Ventilator ; ∆: ohne 
Kühlung, o: mit Kühlung. Kapillare: Dem-TMOS, 12.5 cm x 100 µm, Puffer: Borat pH 8.9, 20 
mM : ACN 90:10; Probe: Thioharnstoff; Detektion: UV, 230 nm; Schutzfluss: Eluent, 3.4 
µl/min. 
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Die Steigung der Strom-Spannungs-Kurve für das gekühlte System ist geringer als die 

Steigung der Kurve für das ungekühlte System. Wird nicht gekühlt, so ist das maximal 

anlegbare Feld 400 V/cm. Durch die Ventilator-Kühlung sind Feldstärken bis zu 850 V/cm 

möglich. In Abbildung 9.4 ist ersichtlich, dass das Van-Deemter Optimum für das gekühlte 

System im Gegensatz zum ungekühlten System breiter und in Richtung höherer Feldstärken 

verschoben ist. 

 

9.2 Der EOF auf monolithischen Kapillarsäulen 
 

9.2.1 EOF vor und nach Modifizierung 
 

Da bei der Modifizierung der Kapillarsäulen mit dem Methoxysilan Silanolgruppen der 

Oberfläche des Monolithen, die für die Aufrechterhaltung des EOFs notwendig sind, 

verbraucht werden, wurden zunächst recht schonende Silylierungsbedingungen gewählt. Bei 

dem Vergleich des EOFs von modifizierten und nichtmodifizierten Kapillarsäulen stellte sich 

jedoch heraus, dass selbst bei einer Silylierungstemperatur von 60°C noch genügend 

deprotonierbare Silanolgruppen für den EOF zur Verfügung stehen. 

Abbildung 9.5 zeigt den EOF in Abhängigkeit des angelegten E-Feldes. Entgegen der 

Vermutungen war der EOF in der modifizierten Kapillare sogar etwas größer als der EOF in 

der unmodifizierten Kapillare. Möglicherweise handelt es sich hierbei aber um einen 

Temperatureffekt bei der Aufnahme des Elektropherogramms, da die CEC-Apparatur nicht 

thermostatisierbar ist. Die Mobilität des Elektroosmotischen Flusses in monolithischen 

Kapillarsäulen bei pH 8.9 liegt im Allgemeinen bei etwa 1-2x10-4 cm²/Vs. Im Vergleich zu 

open-tube fused-silica Kapillaren ist das sehr gering. Hier liegt die Mobilität des EOFs bei 

ähnlichen Bedingungen, je nach Vorbehandlung zwischen 4x10-4 und 7x10-4 cm²/Vs. Durch 

den geringen EOF in monolithischen Kapillarsäulen ist es in den meisten Fällen nicht 

möglich Anionen aufzutrennen, da diese eine höhere Mobilität als der EOF besitzen und 

deshalb nicht in Richtung des Detektors wandern. 
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Abbildung 9.5: EOF über E-Feld, ∆: mit C18 modifiziert, o: nicht modifiziert. Kapillare: Dem-
TMOS / Dem-TMOS-C18, 16.5 cm x 100 µm; Puffer: Borat pH 8.9, 20 mM : ACN 90:10 (v/v); 
Feld: 120-610 V/cm; Probe: Thioharnstoff; Detektion: UV, 230 nm; Schutzfluss: Eluent, 3.4 
µl/min. 
 

Will man das Packungsbett von Rohmonolithen überprüfen, so können entweder 

Neutralsubstanzen - eine Auftrennung wäre in diesem Fall nicht möglich - oder Kationen als 

Analytmoleküle eingesetzt werden. 

 

9.2.2 Konzentrations- und Temperaturabhängigkeit des EOF 
 

Der EOF wurde unter Verwendung unterschiedlicher Pufferkonzentrationen in Abhängigkeit 

von der Feldstärke gemessen. Da das Elektrochromatographie-Gerät nicht 

thermostatisierbar ist und die Raumtemperatur bei der Durchführung der Messungen 

variierte, wurde gleichzeitig eine Abhängigkeit des EOFs von der Raumtemperatur 

festgestellt. Abbildung 9.6 zeigt die Lineargeschwindigkeit des EOFs über dem angelegten 

E-Feld für Pufferkonzentrationen von 15 mM und 20 mM. Jeweils bei zwei unterschiedlichen 

Temperaturen. Wie erwartet steigt er Elektroosmotische Fluss mit zunehmender Temperatur 

an. Dies trifft sowohl für die 15 mM als auch für die 20 mM Pufferlösung zu. Je höher die 

Umgebungs-Temperatur, desto größer ist der EOF und desto steiler die Geschwindigkeits-

Spannungs-Kurve. Eine gute Thermostatisierung der Trennkapillare ist deshalb für die 

Reproduzierbarkeit in der CEC überaus wichtig. 
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Der Elektroosmotische Fluss sollte mit zunehmender Pufferkonzentration kleiner werden. Bei 

der höheren Temperatur (28/29°C) war der EOF gemessen mit 15 mM Puffer größer als mit 

20 mM Puffer. Allerdings kehrte sich diese Reihenfolge wider Erwarten bei den Messungen 

mit geringerer Temperatur (20/21°C) um. 
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Abbildung 9.6: Lineargeschwindigkeit des Elektroosmotischen Flusses in Abhängigkeit des 
E-Feldes bei unterschiedlichen Temperaturen (schwarz: 28/29°C, rot: 21/22°C). Kapillare: 
Dem-TMOS-C18, 12.5 cm x 100 µm; Puffer: Borat pH 8.9, 20 mM (o) bzw. 15 mM ( ) : ACN 
90:10 (v/v); Feld: 0.25-0.9 kV/cm; Probe: Thioharnstoff; Detektion: UV, 230 nm; Schutzfluss: 
Eluent, 3.4 µl/min. 
 

Die Abhängigkeit des Elektroosmotischen Flusses von der Pufferkonzentration wurde 

zusätzlich noch bei höheren Pufferkonzentrationen und konstanter Temperatur (27-29°C) 

bestimmt. Das Ergebnis ist in Abbildung 9.7 dargestellt. 

Eine Abhängigkeit des EOFs von der Pufferkonzentration konnte im untersuchten Bereich 

nicht festgestellt werden.  
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Abbildung 9.7 Lineargeschwindigkeit des Elektroosmotischen Flusses in Abhängigkeit des E-
Feldes bei unterschiedlichen Pufferkonzentrationen (∆: 10 mM, : 15 mM, ∇: 20 mM, o: 30 
mM, ◊: 35 mM), Temperatur: 27-29°C, Bedingungen wie in Abbildung 6.9. 
 

 

9.2.3 Probleme bei Verwendung gering konzentrierter Puffer 
 

Bei allen monolithischen Kapillaren war es zunächst nicht möglich Pufferlösungen mit einer 

Konzentration unter 20 mM zu verwenden. Das Problem bestand darin, dass bei Einstellung 

einer bestimmten Spannung, der Strom – der eigentlich konstant bleiben sollte – erst schnell, 

dann ganz langsam absank. Abbildung 9.8 zeigt den typischen Strom-Zeit-Verlauf einer 

Messung mit Boratpuffer pH 8.9, 15 mM : ACN 90:10. 

Messungen waren bei solch geringen Pufferkonzentrationen zunächst nicht durchführbar. Es 

wurden daher Pufferlösungen mit höheren Konzentrationen verwendet. Zum Einsatz kamen 

Boratpuffer-Lösungen pH 8.9 mit Konzentrationen von 20 mM, 25 mM, 30 mM und 35 mM. 

Nach den Messungen mit den höher konzentrierten Puffern wurden nochmals 

Pufferlösungen mit einer Konzentration von 15 mM und 12 mM eingesetzt. 
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Abbildung 9.8: Typischer Strom-Zeit-Verlauf während einer Messung in monolithischen 
Kapillarsäulen bei Verwendung von Boratpuffer mit Konzentrationen unter 20 mM als 
Trennpuffer. 
 

Der Strom blieb nun im Verlauf der Messung konstant. Möglicherweise wurde die Oberfläche 

des Monolithen durch den Kontakt mit den höher konzentrierten Pufferlösungen verändert. 

Man könnte sich vorstellen, dass das Monolith-Gerüst mit Ionen gesättigt sein muss, damit 

ein konstanter Strom fließen kann. 

 

9.3 Bodenhöhen in der CEC 
 

Als Analytmoleküle für modifizierte monolithische Kapillarsäulen wurden Phenone und 

Phenylalkohole eingesetzt. 

 

9.3.1 Phenone 
 

Die Phenone zeigten in den aufgenommenen Chromatogrammen ein starkes Tailing, das 

umso geringer war, je höher der Acetonitril-Gehalt des Puffers gewählt wurde.  

Abbildung 9.9 zeigt die Chromatogramme von Butyrophenon, aufgenommen mit 

verschiedenen Acetonitril-Gehalten im Trennpuffer auf der Kapillare Ta-HYB1, die 

unmodifiziert eingesetzt worden war. Eine geringe Retention des Butyrophenons aufgrund 

der im monolithischen Gerüst enthaltenen Methylgruppen ist erkennbar. In Abbildung 9.10 

sind die Bodenhöhen von Butyrophenon in Abhängigkeit vom Acetonitril-Gehalt dargestellt. 

Mit steigender Elutionskraft des Eluenten nimmt die Effizienz der Trennung zu. 
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Abbildung 9.9: Chromatogramme von Butyrophenon bei verschiedenen ACN-Gehalten des 
Trennpuffers. Kapillare: Ta-HYB1, 12.3 cm x 50 µm, Puffer: Borat, pH 8.9, 20 mM : ACN in 
verschiedenen Verhältnissen 100:0, 95:5, 90:10, 80:20 (v/v); Feld: 325 V/cm; Probe: 
Butyrophenon in Eluent; Detektion: UV, 230 nm; Schutzfluss: Boratpuffer pH 8.9, 20 mM : 
ACN 90:10.  
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Abbildung 9.10: Bodenhöhen in Abhängigkeit von ACN-Gehalt. Bedingungen wie in 
Abbildung 9.9. 
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Man kann erkennen, dass die Retentionszeit mit zunehmendem Acetonitril-Gehalt abnimmt, 

da die Elutionskraft des Eluenten zunimmt. Die erhaltenen Peaks werden mit steigendem 

Acetonitril-Gehalt im Trennpuffer höher und schmaler.  

Abbildung 9.11 zeigt die Chromatogramme der homologen Reihe der Phenone C3-C6, 

gemessen in Boratpuffer pH 8.9, 20 mM, 10% ACN auf der Kapillare Ta-TMOS2-C18-C18. 

Die Retentionszeit steigt mit zunehmender C-Atomzahl, d.h. mit zunehmender Lipophilie. 

Ebenfalls mit steigender Lipophilie steigt das Tailing der Peaks, da die Affinität zur lipophilen 

Oberfläche zunimmt.  
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Abbildung 9.11: Chromatogramme homologer Phenone C3-C6. Kapillare: Ta-TMOS2-C18-
C18 12.5 cm x 50 µm; Puffer: Borat pH 8.9, 20 mM : ACN 90:10 (v/v); Feld: 400 V/cm; 
Proben: Thioharnstoff, Phenone C3-C6, jeweils einzeln gelöst in Eluent (in 
Elutionsreihenfolge: Thioharnstoff, Propiophenon, Butyrophenon, Valerophenon, 
Hexanophenon); Detektion: UV, 230 nm; Schutzfluss: Eluent, 3.4 µl/min. 
 
Für die Bestimmung von Hexanophenon ist ein Acetonitril-Gehalt von 10%, schon aus 

Gründen der Löslichkeit, nicht ausreichend. Die Bodenhöhen liegen für Propiophenon und 

Butyrophenon bei etwa 20-25 µm. Für Valerophenon beträgt die Bodenhöhe etwa 50 µm. 

 

9.3.2 Phenylalkohole 
 

Die Phenylalkohole besitzen eine geringere Lipophilie als die Phenone. Damit ist ihre 

Wasserlöslichkeit höher als die Wasserlöslichkeit der Phenone. Die Phenylalkanole sollten 

eine geringere Retention als die Phenone aufweisen. Für die elektrochromatographischen 
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Trennungen der Phenylalkanole wurde als Trennpuffer ebenfalls Boratpuffer, pH 8.9, 20 mM 

mit 10% Acetonitril-Gehalt verwendet. Abbildung 9.12 zeigt die Chromatogramme der 

Phenylalkohole C1-C6 auf Kapillare Ta-TMOS2-C18. 
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Abbildung 9.12: Chromatogramme homologer Phenylalkanole C1-C6. Kapillare: Ta-TMOS2-
C18, 12.5 cm x 50 µm; Puffer: Borat, pH 8.9, 20 mM : ACN 90:10; Feld: 400 V/cm; Proben: 
Phenylalkanole C1-C6 jeweils einzeln gelöst in Eluent (C1: Benzylalkohol, C2: 
Phenylethanol, C3: Phenylpropanol, C4: Phenylbutanol, C5: Phenylpentanol, C6: 
Phenylhexanol); Detektion: UV, 210 nm, Schutzfluss: Eluent, 3.4 µl/min. 
 

Es sind kaum Unterschiede in den Retentionszeiten zu erkennen. Die k-Werte der Kapillaren 

Ta-TMOS1-C18 und Ta-TMOS2-C18 sind zu klein, um die Phenylalkanole auftrennen zu 

können. Durch die Silylierung bei Raumtemperatur waren nur sehr wenige organische C18-

Gruppen auf der monolithischen Oberfläche gebunden. 

Um die Retention zu vergrößern, wurden die Kapillaren Ta-TMOS1-C18 und Ta-TMOS2-C18 

erneut bei 60°C silyliert. In Abbildung 9.13 sind die Chromatogramme für die einzeln 

injizierten Phenylalkanole C1-C4 auf der Kapillare Ta-TMOS1-C18-C18 dargestellt. Eine 

deutliche Zunahme der Retention ist erkennbar. 
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Abbildung 9.13: Chromatogramme homologer Phenylalkanole C1-C4 und Thioharnstoff. 
Kapillare: Ta-TMOS1-C18-C18, 12.5 cm x 50 µm; Puffer: Borat, pH 8.9, 20 mM : ACN 90:10; 
Feld: 400 V/cm; Proben: Thioharnstoff, Phenylalkanole C1-C4 jeweils einzeln gelöst in 
Eluent (in Elutionsreihenfolge: Benzylalkohol, Phenylethanol, Phenylpropanol, 
Phenylbutanol); Detektion: UV, 210 nm, Schutzfluss: Eluent, 3.4 µl/min. 
 

Auffällig war, dass nach der zweiten Silylierung die Effizienz der Trennungen auf beiden 

Kapillaren abnahm. Die Bodenhöhen der Phenylalkanole auf der Kapillare Ta-TMOS1-C18 

lagen zwischen 7 µm und 12 µm, während die Bodenhöhen nach erneuter Silylierung (Ta-

TMOS1-C18-C18) bei etwa 15 µm lagen. Für die Kapillare Ta-TMOS2-C18-C18 war die 

Zunahme der Bodenhöhen noch ausgeprägter: nach der ersten Silylierung 16-22 µm und 

nach der 2. Silylierung 20-37 µm. Tabelle 9.1 zeigt die Bodenhöhen für jedes Alkanol. 

Man kann erkennen, dass Kapillare Ta-TMOS1 eine bessere Effizienz als die Kapillare Ta-

TMOS2 hat und dass die Effizienz jeweils nach der zweiten Silylierungsreaktion abnahm. 

Für die Kapillare Ta-TMOS2 wurde die Bodenhöhe in Abhängigkeit von der 

Fließgeschwindigkeit bestimmt. In Abbildung 9.14 ist der Zusammenhang dargestellt. 

Theoretisch sollte sich eine Van-Deemter-Kurve ergeben. Das Optimum liegt für beide 

Substanzen bei etwa 0.5 mm/s. 
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 Ta-TMOS1-

C18 

Ta-TMOS1-

C18-C18 

Ta-TMOS2-

C18 

Ta-TMOS2-

C18-C18 

 H[µm] H[µm] H[µm] H[µm] 

Benzylalkohol 7 15 19 36

Phenylethanol 8 15 18 20

Phenylpropanol 9 17 17 22

Phenylbutanol 10 15 18 22

Phenylpentanol 11 120 21 23

Phenylhexanol 12 - 22 38

Tabelle 9.1: Bodenhöhen der Phenylalkanole C1-C6 auf verschieden silylierten Kapillaren. 
Bedingungen siehe Abbildung 9.13. 
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Abbildung 9.14: Bodenhöhe aufgetragen über Lineargeschwindigkeit für Benzylalkohol ( ) 
und Phenylpropanol (∆). Kapillare: Ta-TMOS1-C18-C18 13.5 cm x 50 µm; Puffer: Borat pH 
8.9, 20 mM : ACN 90:10 (v/v); Feld: 297-593 V/cm; Probe: PA4 (Phenylalkanole C1-C4); 
Detektion: UV, 210 nm; Schutzfluss: Eluent, 3.4 µl/min. 
 

Auf Kapillare Ta-HYB2-C18 wurden für die Phenylalkanole C1-C4 Bodenhöhen zwischen 14 

µm und 60 µm erreicht. Die Peaks waren etwas breiter als auf Kapillare Ta-TMOS1-C18-

C18. 

Kapillare Ta-HYB2-C18 ergab die geringsten Bodenhöhen, sie lagen zwischen 8 µm und 30 

µm. In Abbildung 9.15 sind die Bodenhöhen für Benzylalkohol über der 
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Lineargeschwindigkeit für die Kapillaren Ta-HYB2-C18 und Dem-TMOS-C18 aufgetragen. 

Monolith Ta-HYB2-C18 wurde bei zwei unterschiedlichen pH-Werten vermessen. Bei pH 8.9 

ergaben sich Bodenhöhen zwischen 14 µm und 17 µm für pH 9.4 nahm die Effizienz etwas 

ab, was durch vermehrte Wärmebildung bei erhöhtem Strom zurückzuführen sein könnte.  

Das Van-Deemter-Optimum sollte wie schon in Abbildung 9.14 gezeigt, bei 0.5 mm/s oder 

unterhalb von 0.5 mm/s liegen. Die Messwerte liegen hier jedoch alle auf dem aufsteigenden 

Ast der Van-Deemter-Kurve. 

Eine Abhängigkeit der Bodenhöhe von der Pufferkonzentration konnte nicht gefunden 

werden. 
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Abbildung 9.15: Bodenhöhen über Lineargeschwindigkeit im Vergleich. Kapillaren: Ta-HYB2-
C18 (schwarz), 30 cm x 50 µm; Dem-TMOS-C18 (rot), 12.5 cm x 100 µm; Puffer: Borat pH 
9.4 (∆) bzw. pH 8.9 (o) ( ), 20 mM : ACN 90:10; Feld: 400-700 V/cm; Probe: Benzylalkohol; 
Detektion: UV, 210 nm; Schutzfluss: Eluent, 3.4 µl/min. 
 

Interessant war jedoch, dass die Bodenhöhe der Kapillare Dem-TMOS-C18 mit 

zunehmender Benutzung abnahm. Die Phenylalkanole C1-C4 wurden dreimal in Boratpuffer 

pH 8.9, 20 mM, 10% Acetonitril vermessen. Die durchschnittliche Bodenhöhe der 

Phenylalkanole C1-C4 lag zunächst bei 56 µm nahm dann ab auf 26 µm und erreichte 

schließlich 18 µm.  

Die Bestimmungen wurden nicht unmittelbar im Anschluss aneinander durchgeführt. 

Zwischen den drei Messblöcken erfolgten Messungen mit Boratpufferlösungen höherer 

Konzentration. Möglicherweise veränderte der Kontakt zu höher konzentrierten 
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Pufferlösungen die Oberfläche des Monolithen. In Kapitel 9.2.3 wurde bereits die 

Stabilisierung des Stromes nach Kontakt mit konzentrierteren Pufferlösungen beschrieben, 

möglicherweise handelt es sich hier um einen ähnlichen Effekt. 

Die Bodenhöhen jeweils vom Phenylpropanol-Peak weiterer Messungen sind in Abbildung 

9.16 unabhängig von der Pufferkonzentration, sondern in Abhängigkeit der zeitlichen 

Messreihenfolge dargestellt. Die Konzentrationen des Messpuffers sind im Diagramm 

angegeben. 

Die Pufferkonzentration scheint in diesem Bereich (10-35 mM) keinen Einfluss auf die 

Bodenzahl zu haben. 
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Abbildung 9.16: Bodenhöhen von Phenylpropanol in Abhängigkeit der zeitlichen Abfolge der 
Messungen. Kapillare: Dem-TMOS-C18, 12.5 cm x 50 µm; Puffer: Borat, pH 8.9, 10-35 mM : 
ACN 90:10 (v/v); Feld: 420 V/cm; Probe: PA4, dargestellt: Phenylpropanol; Detektion: UV, 
210 nm. Schutzfluss: Eluent, 3.4 µl/min. 



9 Ergebnisse aus der CEC 

 105

 

9.4 K-Werte 
 

9.4.1 Phenone 
 

Die Kapillare Ta-HYB1 wurde zunächst ohne Modifizierung zur Trennung eines Phenon-

Gemisches, bestehend aus den homologen Phenonen C3-C6, eingesetzt. Da Kapillare Ta-

HYB1 ein Hybrid-Monolith ist, wurden die Phenone, durch die Methylgruppen auf der 

Monolithoberfläche, ohne Modifizierung retardiert. Die k-Werte waren wie erwartet vom 

Acetonitril-Gehalt des Trennpuffers abhängig. Für Butyrophenon nahm der k-Wert von 0.34 

auf 0.11 ab, wenn der Acetonitril-Gehalt des Trennpuffers von 0% auf 20% angehoben 

wurde. Dieser Zusammenhang ist in Abbildung 9.17 dargestellt. 
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Abbildung 9.17: k-Werte für Butyrophenon über ACN-Gehalt des Trennpuffers. Kapillare: Ta-
HYB 12.3 cm x 50 µm; Puffer: Borat pH 8.9, 20 mM : ACN 100:0, 95:5, 90:10, 80:20 (v/v); 
Feld: 325 V/cm; Probe: PH6 (Phenone C3-C6), dargestellt Butyrophenon; Detektion: UV, 230 
nm; Schutzfluss: Boratpuffer pH 8.9, 20 mM : ACN 90:10 (v/v). 
 

Die k-Werte der Phenone C3-C6 lagen mit 20% Acetonitril-Gehalt des Trennpuffers 

zwischen 0.6 und 1. Abbildung 9.18 zeigt die Auftragung von ln k über der Anzahl der 

Kohlenstoffatome. Der typisch lineare Verlauf für homologe Reihen ist erkennbar. 
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Abbildung 9.18: ln k über Anzahl der C-Atome für die homologe Reihe der Phenone C3-C6. 
Kapillare: Ta-HYB1 12.3 cm x 50 µm; Puffer: Borat pH 8.9, 20 mM : ACN, 80:20 (v/v); Feld: 
325 V/cm; Probe: PH6 (Phenone C3-C6); Detektion: UV, 230 nm; Schutzfluss: Boratpuffer 
pH 8.9, 20 mM : ACN 90:10 (v/v). 
 

Die k-Werte der Phenone auf der Kapillare Ta-TMOS2-C18-C18 lagen mit einem Acetonitril-

Gehalt von 10% im Trennpuffer nur zwischen 0.13 und 0.72 und waren damit deutlich kleiner 

als die k-Werte auf der unmodifizierten Kapillare Ta-HYB1. Die Oberfläche des Monolithen 

Ta-TMOS2-C18-C18 enthielt demnach nur sehr wenige C18-Reste. Die Silylierungsreaktion 

war im Falle der Kapillare Ta-TMOS2-C18-C18 nicht sehr effizient. Möglicherweise war die 

Kapillare während der Silylierungsreaktionen nicht komplett mit Silylierungsreagenz befüllt. 

 

9.4.2 Phenylalkanole 
 

Von Kapillare Ta-TMOS standen zwei Exemplare zur Verfügung Ta-TMOS1 und Ta-TMOS2, 

beide wurden zunächst schonend bei Raumtemperatur 24 Stunden lang silyliert, um nicht 

alle Silanolgruppen zu verbrauchen, da diese für die Aufrechterhaltung des EOFs benötigt 

werden. 

Für die Trennung der Phenylalkanole wurde Boratpuffer, pH 8.9, 20 mM 10% Acetonitril 

verwendet. Die k-Werte der Phenylalkanole C1-C6 auf Ta-TMOS1-C18 lagen zwischen 0.34 

und 0.62. Für Ta-TMOS2-C18 jedoch nur zwischen 0.01 und 0.13. Die Silylierungsreaktion 

auf Kapillare Ta-TMOS2 war, wie schon in Kapitel 8.4.2 Silylierung der Monolithen erwähnt, 
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nicht sehr effizient. Möglicherweise war Kapillare Ta-TMOS2 bei der Reaktion nicht 

vollständig mit Silylierungsreagenz befüllt. 

Um die k-Werte zu vergrößern wurden beide Kapillaren erneut silyliert. Für die Kapillare Ta-

TMOS1-C18-C18 ergaben sich nach nochmals 12 Stunden Raumtemperatur und 6 Stunden 

bei 60°C k-Werte zwischen 0.8 und 4.5 für die Phenylalkanole C1-C5. Phenylhexanol war im 

Chromatogramm nicht mehr zu erkennen. In Ta-TMOS2-C18-C18 wurden nach 2 Stunden 

Silylierung bei 60°C k-Werte zwischen 0.1 und 1.2 erhalten. In Tabelle 9.2 sind die 

Ergebnisse dargestellt. 

 

 

Ta-TMOS1-C18 Ta-TMOS1-C18-

C18 

Ta-TMOS2-C18 Ta-TMOS2-C18-

C18 

Bedingungen 24h/RT 36h/RT+6h/60°C 24h/RT 24h/RT+2h/60°C

Benzylalkohol 0.34 0.81 0.01 0.08 

Phenylethanol 0.34 0.96 0.01 0.10 

Phenylpropanol 0.34 1.40 0.01 0.13 

Phenylbutanol 0.36 2.37 0.01 0.23 

Phenylpentanol 0.43 4.51 0.05 0.47 

Phenylhexanol 0.62  0.13 1.16 

Tabelle 9.2: k-Werte bei unterschiedlichen Silylierungsbedingungen von Kapillaren des 
Types Ta-TMOS. Phenylalkanole C1-C6; Kapillaren: Ta-TMOS1-C18, 13.5 cm x 50 µm, Ta-
TMOS2-C18, 12.5 cm x 50 µm; Puffer: Borat, pH 8.9, 20 mM : ACN 90:10 (v/v); Feld: Ta-
TMOS1: 370 V/cm, Ta-TMOS2: 400 V/cm; Probe: PA6: Phenylalkanole C1-C6; Detektion: 
UV, 210 nm, Schutzfluss: Eluent, 3.4 µl/min. 
 

Die Silylierungszeit und vor allem die Silylierungstemperatur haben einen sehr großen 

Einfluss auf die Modifizierungs-Reaktion. Damit die k-Werte im optimalen Bereich von etwa 2 

bis 5 liegen, sollte der Monolith einige Stunden bei mindestens 60°C silyliert werden. Höhere 

Temperaturen konnten hier aus technischen Gründen nicht gewählt werden. 

Abbildung 9.19 zeigt die Chromatogramme der Phenylalkanole C1-C6 einzeln aufgenommen 

auf Kapillare Ta-TMOS2-C18. Man erkennt, dass sich die Retentionszeiten nur sehr 

geringfügig voneinander unterscheiden. Eine Auftrennung eines Gemisches der Substanzen 

wäre auf der Kapillare Ta-TMOS2-C18 nicht möglich. Die Retentionskraft der Kapillare ist zu 

gering. Die Modifikation der Monolithenoberfläche durch C18-Reste war nicht ausreichend. 
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Abbildung 9.19: Chromatogramme homologer Phenylalkanole C1-C6. Kapillare: Ta-TMOS2-
C18, 12.5 cm x 50 µm; Puffer: Borat, pH 8.9, 20 mM : ACN 90:10; Feld: 400 V/cm; Proben: 
Phenylalkanole C1-C6 jeweils einzeln gelöst in Eluent (C1: Benzylalkohol, C2: 
Phenylethanol, C3: Phenylpropanol, C4: Phenylbutanol, C5: Phenylpentanol, C6: 
Phenylhexanol); Detektion: UV, 210 nm, Schutzfluss: Eluent, 3.4 µl/min. 

 

Aus Tabelle 9.2 kann abgelesen werden, dass die Modifizierung der Kapillare Ta-TMOS2, 

selbst beim zweiten Silylierungsprozess weniger effizient war als die Modifizierung der 

Kapillare Ta-TMOS1. Die k-Werte der Phenylalkanole C1-C6, gemessen auf Ta-TMOS1-

C18-C18 liegen zwischen 0.8 und 4.5. Eine Auftrennung eines Gemisches der 

Phenylalkanole C1-C5 auf der 12.5 cm langen Kapillarsäule ist möglich. Abbildung 9.20 zeigt 

das entsprechende Chromatogramm. Als Trennpuffer wurde Borapuffer, pH 8.9, 20 mM mit 

10% ACN verwendet. Es wurde ein Feld von 400 V/cm angelegt. Der Schutzfluss betrug 3.4 

µl/min und hatte dieselbe Zusammensetzung wie der Eluent.  
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Abbildung 9.20: Chromatogramm eines Gemisches der Phenylalkanole. Kapillare: Ta-
TMOS1-C18-C18, 12.5 cm x 50 µm; Puffer: Borat, pH 8.9, 20 mM : ACN 90:10 (v/v); Feld: 
400 V/cm; Probe: PA6 (Phenylalkanole C1-C5, in Elutionsreihenfolge: Benzylalkohol, 
Phenylethanol, Phenylpropanol, Phenylbutanol, Phenylpentanol); Detektion: UV, 210 nm; 
Schutzfluss: Eluent, 3.4 µl/min. 
 

Abbildung 9.21 zeigt die Auftragung von ln k über der C-Atomanzahl für die Phenylalkanole 

auf den verschieden silylierten Kapillaren. Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurden 2 

Diagramme mit dem gleichen Maßstab angelegt. 
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Abbildung 9.21: Auftragung von ln k über der C-Zahl von Phenylalkanolen für verschieden 
silylierte Kapillaren. Ta-TMOS1 – o: Ta-TMOS1-C18-C18, : Ta-TMOS1-C18. Bedingungen 
wie in Abbildung 9.20. 
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Abbildung 9.22: Auftragung von ln k über der C-Zahl von Phenylalkanolen für verschieden 
silylierte Kapillaren. ∆: Ta-HYB2-C18, o: Ta-TMOS2-C18-C18, : Ta-TMOS2-C18. 
Bedingungen wie in Abbildung 9.20. 
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Die höchste Retention zeigte die Kapillare Ta-TMOS1-C18-C18. Auch Kapillare Ta-HYB2-

C18 ergab vergleichsweise hohe k-Werte. Kapillare Ta-HYB2-C18 als Hybrid-Monolith, 

enthält neben den C18-Resten noch zusätzliche Methylgruppen im Monolith-Gerüst.  

Für die Kapillaren Ta-TMOS1 und Ta-TMOS2 ist der Effekt der zweiten Silylierungsreaktion 

deutlich sichtbar. Die k-Werte nach der zweiten Silylierung liegen höher und die Steigung der 

Trendgeraden nimmt zu. 

Die Kapillare Dem-TMOS-C18 zeigte trotz ähnlicher Silylierungsbedingungen für die 

Phenylalkanole eine geringere Retention als die Kapillaren Ta-TMOS1-C18-C18 und Ta-

HYB2-C18. Die k-Werte, gemessen auf Kapillare Ta-TMOS2-C18-C18 waren am kleinsten. 

In Abbildung 9.23 ist ln k über der C-Atomanzahl für Kapillare Dem-TMOS-C18 im Vergleich 

zu den anderen Monolithen dargestellt. 

Durch die hohe Effizienz der Kapillare Dem-TMOS-C18 war es trotz geringerer k-Werte sehr 

gut möglich, die Phenylalkanole C1-C6 aufzutrennen. Das Chromatogramm ist in Abbildung 

9.24 dargestellt. 
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Abbildung 9.23: Auftragung von ln k über der C-Atomanzahl von verschieden silylierten 
Kapillaren. Kapillaren: : Ta-TMOS1-C18-C18, ∆: Ta-HYB2-C18, o: Dem-TMOS-C18, ◊: Ta-
TMOS2-C18-C18. Probe: Phenylalkanole C1-C4. Bedingungen wie in Abbildung 9.20. 
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Abbildung 9.24: Chromatogramm der Phenylalkanole C1-C6 auf Dem-TMOS-C18. Kapillare: 
Dem-TMOS-C18, 16.5 cm x 100 µm; Puffer: Borat pH 8.9, 12 mM : ACN 90:10 (v/v); Feld: 
545 V/cm; Probe: PA6 (Phenylalkanole C1-C6, in Elutionsreihenfolge: Benzylalkohol, 
Phenylethanol, Phenylpropanol, Phenylbutanol, Phenylpentanol, Phenylhexanol); Detektion: 
UV, 210 nm; Schutzfluss: Eluent, 3.4 µl/min. 
 

Ein Zusammenhang zwischen k-Werten und Pufferkonzentration konnte nicht gefunden 

werden. Allerdings nahmen die k-Werte der Phenylalkanole mit zunehmender Anzahl an 

durchgeführten Messungen auf Kapillare Dem-TMOS-C18 ab. In Kapitel 9.3 Bodenhöhen in 

der CEC wurde dargestellt, dass die Effizienz der Kapillare mit zunehmender Benutzung 

anstieg. Möglicherweise korrelieren diese beiden Effekte miteinander. 

Abbildung 9.25 zeigt den Retentionsfaktor k aufgetragen über dem zeitlichen Verlauf der 

durchgeführten Messungen. 
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Abbildung 9.25: k-Werte für Phenylbutanol aufgetragen über dem zeitlichen Verlauf der 
durchgeführten Messung Kapillare: Dem-TMOS-C18, 12.5 cm x 50 µm; Puffer: Boratpuffer 
pH 8.9, 10 mM - 35 mM : ACN 90:10 (v/v); Feld: 420 V/cm; Probe: PA4 (Phenylalkanole C1-
C4); Detektion: UV, 210 nm; Schutzfluss: Eluent, 3.4 µl/min. 
 

Die Abnahme des Retentionsfaktors mit zunehmender Benutzung der Kapillare Dem-TMOS-

C18 deutet auf eine Veränderung der monolithischen Oberfläche hin.  

Insgesamt wurden im Verlauf der Benutzung der Kapillare Dem-TMOS-C18 folgende 

Veränderungen festgestellt: 

• Zunahme der Stabilität des Stromes bei Verwendung schwach konzentrierter 

Pufferlösungen (10-15 mM). 

• Steigerung der Effizienz bei der Trennung der Phenylalkanole (H verminderte sich 

von etwa 50 µm auf etwa 10 µm) 

• Abnahme der Retention, k-Werte sanken für Phenylbutanol von 3.5 auf 1.6 
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10 Anwendung des Schutzfluss-Systems in der Mikro-HPLC 
 

Wie in der Kapillarelektrophorese und in der Kapillar-Elektrochromatographie wird auch in 

der Mikro-HPLC die UV-Absorption als universelle Detektionsmethode eingesetzt. Der große 

Vorteil der HPLC gegenüber den elektroosmotisch betriebenen Analyseverfahren liegt in 

ihrer Robustheit. Der Elektroosmotische Fluss ist stark abhängig vom pH-Wert und von der 

Art des Kapillarenmaterials. Selbst bei Einsatz eines Materials gibt es große Unterschiede, 

z.B. bei fused-silica Kapillaren verschiedener Hersteller. Auch die Temperatur und die 

Vorbehandlung der Kapillare, zum Beispiel durch Spülprozesse beeinflussen den EOF. In 

der HPLC wird die mobile Phase mit Hilfe einer Pumpe an der stationären Phase vorbei 

geführt. HPLC-Pumpen arbeiten Fluss-konstant, das heißt, sie liefern immer das gleiche 

Volumen Eluent in einer bestimmten Zeiteinheit. Die Elutionszeiten sind vor allem bei 

thermostatisierten Messungen sehr gut reproduzierbar. 

Für die Mikro-HPLC werden besondere Pumpentypen benötigt, die Mikro-Flüsse fördern 

können. Aber selbst diese Pumpen liefern für unsere Kapillarsäulen, mit einem 

Innendurchmesser von 50-100 µm, zu große Flüsse. Sie wurden für kommerziell erhältliche 

HPLC-Säulen mit einem Innendurchmesser von 320 µm hergestellt. Um Kapillar-Säulen mit 

geringerem Durchmesser zu verwenden, muss daher ein Split-Ventil eingesetzt werden. Das 

Split-Ventil befindet sich zwischen Injektionsventil und Kapillarsäule so dass auch das 

injizierte Probenvolumen gesplittet wird (siehe Abbildung 10.1). Würde man den Fluss 

bereits direkt nach der Pumpe splitten, so würde man ein Nano- bis Pikoliter Injektionsventil 

benötigen. Das Split-Ventil besteht aus einem T-Stück, an das ein vom Injektionsventil 

kommender PEEK-Schlauch, die Kapillarsäule und eine Split-Kapillare gekoppelt sind. Die 

Split-Kapillare ist eine 15-20 cm lange fused-silica Kapillare mit einem Innendurchmesser 

von 25 µm. Durch das Variieren ihrer Länge und durch die Fluss-Einstellung an der Pumpe 

kann ein geeigneter Fluss generiert werden. 

Da sich der Fluss proportional zum Quadrat des Säuleninnendurchmessers verhält, werden 

in der Mikro-HPLC, verglichen mit der klassischen HPLC, nur sehr geringe Mengen an 

Eluent benötigt. Tabelle 10.1 gibt einen Überblick. Dargestellt sind Flüsse, die bei den 

unterschiedlichen Säuleninnendurchmessern jeweils eine Lineargeschwindigkeit von 1 mm/s 

ergeben. 

Säuleninnendurchmesser 4.6 mm 3.0 mm 320 µm 100 µm 50 µm 

Fluss 1000 µl/min 430 µl/min 5 µl/min 0.5 µl/min 0.1 µl/min 

Tabelle 10.1: Flüsse in Abhängigkeit des Säuleninnendurchmessers für eine 
Lineargeschwindigkeit von 1 mm/s. 
 

Wie auch schon bei den anderen mikroanalytischen Verfahren, Kapillarelektrophorese und 

Elektrochromatographie, stellt die Detektion ein Problem dar. Es muss ebenfalls on-capillary 
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detektiert werden. Die geringe Schichtdicke des durchleuchteten Bereichs sowie 

Streulichteffekte an den Kapillarwänden führen zu einer geringeren Nachweisgrenze als in 

der klassischen HPLC. Dort können Messzellen mit einer Schichtdicke von etwa 1 cm 

eingesetzt werden, ohne dass dies zu einer Effizienzminderung führt. 

Die on-capillary Detektion kann bei UV-durchlässigen Packungsbetten auf der Trennkapillare 

erfolgen. Ist das Packungsbett nicht UV-durchlässig, muss eine Detektionskapillare and die 

Trennkapillare gekoppelt werden (siehe Kapitel 8 Einsatz der Schutzfluss-unterstützen UV-

Detektion in der CEC). 

 

10.1 Aufbau der Mikro-HPLC-Apparatur 

 
Um die Anwendbarkeit der Schutzfluss-unterstützen UV-Detektion auf die Mikro-HPLC zu 

überprüfen, wurde die bisher verwendete CE/CEC-Apparatur in eine Mikro-HPLC Anlage 

umgebaut. Hierzu wurde an ein HPLC-Injektionsventil mit einem Schleifenvolumen von 0.5 µl 

eine Spritzenpumpe Modell 140B der Firma Applied Biosystems (Foster City, Californien, 

USA) zum Generieren von Mikroflüssen angeschlossen. Der Ausgang des Ventils wird mit 

einem T-Stück gekoppelt, das die Funktion als Splitter erfüllt. Die Flussrate der 

Spritzenpumpe ist für die Anwendung ohne Splitventil zu groß. Als Splitkapillare dient eine 

15 cm lange fused-silica Kapillare mit 25 µm Innendurchmesser. Mit dem dritten Ausgang 

des T-Stückes ist die Trennkapillare verbunden, die wie in der CE/CEC-Apparatur in die 

Schutzflussvorrichtung führt. 

Abbildung 10.1 zeigt den schematischen Aufbau der Mikro-HPLC-Apparatur. 

 
Abbildung 10.1: Aufbau der Mikro-HPLC-Apparatur, 1: Pumpe, 2: Injektionsventil, 3: 
Injektionsspritze, 4: Abfall, 5: Rotor im Ventil, 6: T-Stück (Splitter), 7: Split-Kapillare, 8: 
Trennkapillare, 9: Lichtleitfasern, 10: Schutzfluss-Zuführung, 11: Abfall. 
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Abbildung 10.2 zeigt ein Foto der µ-HPLC-Apparatur. 

 

 
Abbildung 10.2: Foto der µ-HPLC-Apparatur. Beschriftung wie in Abbildung 10.1. 
 

10.2 Allgemeine Trennbedingungen in der Mikro-HPLC 

 
Als Trennsäule wurde eine von Demmler (Arbeitsgruppe Welsch) hergestellte monolithische 

Kapillare mit einem Innendurchmesser von 100 µm und 13.5 cm Länge verwendet. Der 

verwendete Monolith war durch ein C18-Silan zur RP-18-Phase modifiziert worden und wird 

im Folgenden als Dem-HPLC-C18 bezeichnet. 

Als Analyten dienten die ersten vier Homologe der Phenylalkanole. Die 

Detektionswellenlänge wurde auf 220 nm eingestellt. Eluiert wurde mit einem Gemisch aus 

Acetonitril/Wasser im Verhältnis 20:80 (v/v). 

 

10.2.1 Zusammensetzung der Schutzfluss-Flüssigkeit 

 
Zunächst wurde 20 mM Natriumsulfatlösung als Schutzfluss-Flüssigkeit eingesetzt. Sie hatte 

sich bei der CE und CEC als universell geeignet heraus kristallisiert. In der Mikro-HPLC kam 

es aufgrund der unterschiedlichen Brechungsindices der Salzlösung und des Eluenten zu 

starken Schwankungen des UV-Signals und zu einem erhöhten Rauschen. Wurde als 

Schutzfluss-Flüssigkeit ein Lösungsmittelgemisch mit gleicher Zusammensetzung wie der 

Eluent eingesetzt, so verringerte sich das Rauschen. 

Bei Verwendung von organischen Lösungsmittelzusätzen im Eluenten sollte die Schutzfluss-

Flüssigkeit die selbe Zusammensetzung wie der Eluent haben. 

In Abbildung 10.3 wird das Rauschen zweier Chromatogramme, aufgenommen mit 

unterschiedlicher Schutzfluss-Flüssigkeit gegenübergestellt. 



10 Anwendung des Schutzfluss-Systems in der Mikro-HPLC 

 117

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0
-0,8

-0,6

-0,4

-0,2

0,0

0,2

0,4

 

 

si
gn

al
 [m

A
U

]

time [min]

 
Abbildung 10.3: Rauschen in Chromatogrammen, oben: Schutzfluss-Flüssigkeit = Eluent; 
unten: Schutzfluss-Flüssigkeit = Natriumsulfatlösung 20 mM. Kapillare: Dem-HPLC-C18, 
13.5 cm x 100 µm; Eluent: Wasser: ACN 80:20 (v/v); Fluss: 0.35 µl/min, 
Lineargeschwindigkeit: 0.75 mm/s; Probe: Thioharnstoff, Detektion: UV, 220 nm; 
Schutzfluss: 6.5 µl/min, Eluent bzw. Natriumsulfatlösung 20 mM. 
 

10.3 Bestimmung des van-Deemter Optimums 

 

10.3.1 Einstellung der Eluentgeschwindigkeit 

 
Verglichen mit den elektroosmotischen Verfahren besteht in der HPLC die Möglichkeit den 

Fluss in der Trennsäule über einen weiten Bereich einzustellen. Durch die Split-Vorrichtung 

kann die Fließgeschwindigkeit und damit der Fluss nur über die Mobilzeit bestimmt werden. 

Abbildung 10.4 zeigt den Druck aufgetragen über der Fließgeschwindigkeit. Gleichzeitig 

wurde der jeweilige Fluss angegeben. 
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Abbildung 10.4: Aufgebauter Druck aufgetragen über der Lineargeschwindigkeit beim 
jeweiligen Fluss. Splitkapillare: fused-silica Kapillare 15 cm x 25 µm. Pumpeneinstellung: 15, 
30, 40, 50 µl/min. 
 
Im unteren Fließgeschwindigkeits-Bereich steigt der Druck eher exponential an, während der 

Anstieg bei höheren Fließgeschwindigkeiten linear verläuft. 

Das Splitverhältnis ist ein Maß dafür, welcher Anteil des aus der Pumpe austretenden 

Eluenten tatsächlich auf die Kapillarsäule gelangt. Der übrige Eluent verlässt das System 

über die Splitkapillare (siehe Abbildung 10.1 Aufbau der Mikro-HPLC Apparatur). Die 

Splitverhältnisse wurden gemäß Formel 10.1 berechnet. 

 

 
)(

)(
tellungPumpeneinsF
lareTrennkapilFS =  (10.1) 

Berechnung des Splitverhältnisses S. F(Pumpeneinstellung): von der Pumpe erzeugter 
Fluss, F(Trennkapillare): Fluss durch die Trennkapillare 
 

Das Splitverhältnis betrug zwischen 1:82 und 1:71, es ist in Tabelle 10.2 für die jeweiligen 

Pumpeneinstellungen dargestellt. 
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Pumpeneinstellung Fluss Splitverhältnis S Fließgeschwindigkeit

[µl/min] [µl/min] Trennkapillare : Pumpeneinstellung [mm/s] 

15 0.19 1:79 0.4 

30 0.42 1:71 0.9 

40 0.52 1:77 1.1 

50 0.61 1:82 1.3 

Tabelle 10.2: Splitverhältnis errechnet aus Pumpeneinstellung und gemessenem Fluss in der 
Trennkapillare. 
 

10.3.2 Abhängigkeit der Peakform von der Eluentgeschwindigkeit 
 

Bei vier unterschiedlichen Fließgeschwindigkeiten wurden Chromatogramme eines 

Phenylalkanol-Gemisches, welches die Homologen C1-C4 enthielt (PA4), aufgenommen. 

Die Chromatogramme sind in Abbildung 10.5 dargestellt. Der Schutzfluss betrug jeweils 1.9 

µl/min.  
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Abbildung 10.5: Chromatogramme bei unterschiedlichen Fließgeschwindigkeiten. Kapillare: 
Dem-HPLC-C18, 13.5 cm x 100 µm; Eluent: Wasser: ACN 80:20 (v/v); Fluss: 0.19 µl/min – 
0.61 µl/min, Lineargeschwindigkeit: 0.4 mm/s – 1.3 mm/s; Probe: PA4: in 
Elutionsreihenfolge: Benzylalkohol, Phenylethanol, Phenylpropanol, Phenylbutanol, 
Detektion: UV, 220 nm; Schutzfluss: 1.9 µl/min, Eluent. 
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Bei einer Fließgeschwindigkeit von 0.4 mm/s (0.19 µl/min) wurden sehr breite Peaks 

erhalten. Die ersten beiden Peaks (Benzylalkohol und Phenylethanol) wurden nicht 

aufgetrennt. Die Bodenhöhen sind sehr gering. Bei höheren Fließgeschwindigkeiten wurden 

die Peaks von Benzylalkohol und Phenylethanol angetrennt und ließen sich eindeutig als 

zwei Substanzen identifizieren. 

Für eine Fließgeschwindigkeit von 0.9 mm/s wurden die größten Peakflächen erhalten. Bei 

Erhöhung der Fließgeschwindigkeit verkleinern sich die Peakflächen, da die Analytzonen 

stärker verdünnt werden. Für eine Fließgeschwindigkeit von 0.4 mm/s wurden jedoch die 

kleinsten Peakflächen erhalten. Möglicherweise kommt es bei so geringen Eluent-

Fließgeschwindigkeiten zu einer stärkeren Verwirbelung durch den Schutzfluss. 
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Abbildung 10.6: Peakfläche aufgetragen über Fließgeschwindigkeit auf der Säule. 
Phenylpropanol (schwarz), Phenylbutanol (rot). Bedingungen siehe Abbildung 10.5. 
 

Multipliziert man die Peakflächen mit den jeweiligen Fließgeschwindigkeiten, so werden 

zeitunabhängige Größen erhalten. Die korrigierten Peakflächen sollten bei jeder 

Fließgeschwindigkeit gleich sein. Diese Methode wird auch bei der Quantifizierung in 

elektroosmotisch betriebenen Systemen angewandt. Meist wird hier durch die Mobilzeit 

dividiert. Abbildung 10.7 zeigt die korrigierten Peakflächen aufgetragen über der 

Fließgeschwindigkeit. 
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Abbildung 10.7: Korrigierte Peakflächen aufgetragen über Fließgeschwindigkeit. 
Phenylpropanol (schwarz), Phenylbutanol (rot). Bedingungen siehe Abbildung 10.5. 
 

Aus Abbildung 10.7 geht hervor, dass die Peakflächen gemessen bei einer 

Fließgeschwindigkeit von 0.4 mm/s viel kleiner sind als erwartet. Möglicherweise wird der 

Eluentstrom bei einer so geringen Fließgeschwindigkeit vom Schutzfluss unverhältnismäßig 

stark verwirbelt. 

 

10.3.3 Abhängigkeit der Bodenhöhe von der Fließgeschwindigkeit 
 

Die Bodenhöhen wurden für die Peaks von Phenylpropanol und Phenylbutanol berechnet 

und über der jeweiligen Fließgeschwindigkeit aufgetragen. In Abbildung 10.8 sind die 

erhaltenen Van-Deemter-Plots abgebildet. 
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Abbildung 10.8: Van-Deemter-Plot, Mikro-HPLC. Kapillare: Dem-HPLC-C18, 13.5 cm x 100 
µm; Eluent: Wasser: ACN 80:20 (v/v); Fluss: 0.19-0.61 µl/min, Lineargeschwindigkeit: 0.4-1.3 
mm/s; Probe: PA4 (Phenylalkanole C1-C4) dargestellt sind Phenylpropanol (schwarz) und 
Phenylbutanol (rot), Detektion: UV, 220 nm; Schutzfluss: 1.9 µl/min, Eluent. 
 

Das Van-Deemter Optimum liegt bei etwa 0.9 mm/s, das entspricht einem Fluss von 0.42 

µl/min. Der aufsteigende Ast der Kurve verläuft sehr flach. Dies bedeutet, dass die 

monolithische Kapillare „Dem-HPLC-C18“ mit höheren Fließgeschwindigkeiten, ohne einen 

großen Verlust an Trennleistung, betrieben werden kann. Allerdings wurde bei einem Fluss 

von 0.61 µl/min bzw. einer Fließgeschwindigkeit von 1.3 mm/s ein Druck von 106 bar 

erreicht. Die Kapillare Dem-HPLC-C18 kann aufgrund ihrer geringen Permeabilität in der 

verwendeten Apparatur nicht bei noch höheren Flüssen verwendet werden. 

 

10.4 Bestimmung des optimalen Schutzflusses in der Mikro-HPLC 

 

10.4.1 Abhängigkeit der Peakform vom Schutzfluss 
 

Wie schon für die CE und die CEC sollte für die HPLC der optimale Schutzfluss bestimmt 

werden. Bei vier unterschiedlichen Eluent-Fließgeschwindigkeiten wurde die Abhängigkeit 

der Peakform vom Schutzfluss ermittelt. Abbildung 10.9 zeigt die Chromatogramme jeweils 

zusammengefasst nach der Eluent-Fließgeschwindigkeit. 
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Bei einer Pumpeneinstellung von 15 µl/min wurde eine Fließgeschwindigkeit von 0.4 mm/s 

bei einem Druck von 38 bar erhalten. Dies entspricht einem tatsächlichen Fluss von 0.19 

µl/min durch die Trennkapillare. Die Phenylalkanole werden nicht vollständig voneinander 

getrennt, die Signale sind sehr breit und flach. Die Geschwindigkeit des Schutzflusses hat 

einen sehr großen Einfluss auf das Chromatogramm. Bei geringen Schutzflüssen verhält 

sich die Schutzflussvorrichtung wie eine Mischkammer, die sich allmählich mit den UV-

absorbierenden Analyten füllt und nur sehr langsam wieder vom nachfließenden Eluenten 

ausgespült wird. Bei höheren Schutzflüssen wird der aus der Säule austretende Eluent so 

stark verdünnt, dass kaum noch Signale sichtbar sind.  
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Abbildung 10.9: Chromatogramme des Gemisches PA4 bei verschiedenen 

Fließgeschwindigkeiten u und verschiednen Schutzflüssen. Der Schutzfluss steigt jeweils in 

Pfeilrichtung von 0 µl/min über 1.9 µl/min, 6.5 µl/min und 10.7 µl/min auf 14.0 µl/min an. 

Kapillare: Dem-HPLC-C18, 13.5 cm x 100 µm; Eluent: Wasser: ACN 80:20 (v/v); Fluss: 0.19-

0.61 µl/min, Lineargeschwindigkeit: 0.4-1.3 mm/s; Probe: PA4 (in Elutionsreihenfolge: 

Benzylalkohol, Phenylethanol, Phenylpropanol, Phenylbutanol) Detektion: UV, 220 nm; 

Schutzfluss: Eluent ,1.9 –14.0 µl/min. 

 
Bei höheren Eluent-Geschwindigkeiten werden höhere Auflösungen erhalten. Selbst bei sehr 

geringen Schutzfluss-Geschwindigkeiten sind alle 4 Komponenten sichtbar. Je höher die 
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Schutzfluss-Geschwindigkeit, desto stärker wird der Eluent verdünnt und desto kleiner 

werden somit die Peakflächen. Der Einfluss der Schutzfluss-Geschwindigkeit wird umso 

kleiner, je größer die Eluent-Geschwindigkeit ist. 

 

In Abbildung 10.10 sind die Chromatogramme für eine Fließgeschwindigkeit von 1.1 mm/s 

bzw. einen Fluss von 0.52 µl/min auf der Säule noch einmal dargestellt. Um die Auflösung 

besser darstellen zu können wurden die Chromatogramme einander in ihrer Größe 

angepasst. Die verwendeten Faktoren zur Vergrößerung der Chromatogramme bei hohen 

Schutzflüssen sind in Tabelle 10.3 dargestellt. 

Schutzfluss [µl/min] 
Faktor zur Angleichung der 

Peakhöhen 

0.0 0.0 

1.9 1.5 

6.5 4.5 

10.7 6.0 

14.0 9.0 

Tabelle 10.3: Faktoren zur Angleichung der Peakhöhen für die in Abbildung 10.9 
dargestellten Chromatogramme 
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Abbildung 10.10: Chromatogramme des Gemisches PA4 bei einer Fließgeschwindigkeit von 
1.1 mm/s bzw. einem Fluss in der Säule von 0.52 µl/min. Einstellung verschiedener 
Schutzflüsse. Die Peakhöhen wurden einander in ihrer Größe angeglichen, die Faktoren sind 
in Tabelle 10.3 zu sehen. Bedingungen wie in Abbildung 10.9. 
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Bei den in der Größe angepassten Chromatogrammen ist erkennbar, dass die Auflösung mit 

steigendem Schutzfluss zunimmt. Allerdings kann auch beobachtet werden, dass bei 

höheren Schutzflüssen das Signal/Rausch-Verhältnis schlechter wird. 

 

10.4.2 Abhängigkeit der Peakfläche vom Schutzfluss 
 

Wie schon bei den elektroosmotisch betriebenen Analysenmethoden CE und CEC wurde der 

Einfluss des Schutzflusses auf die Peakfläche untersucht. Dazu wurde das Gemisch PA4, 

das aus den Phenylalkanolen Benzylalkohol, Phenylethanol, Phenylpropanol und 

Phenylbutanol besteht, bei unterschiedlichen Schutzflüssen injiziert. Abbildung 10.11 zeigt 

die Peakflächen von Phenylbutanol aufgetragen über dem angelegten Schutzfluss für eine 

Säulen-Fließgeschwindigkeit von 0.52 µl/min, das entspricht einer Pumpeneinstellung von 40 

µl/min und einer Lineargeschwindigkeit von 1.1 mm/s. 
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Abbildung 10.11: Peakfläche von Phenylbutanol aufgetragen über Schutzfluss. Kapillare: 
Dem-HPLC-C18, 13.5 cm x 100 µm; Eluent: Wasser: ACN 80:20 (v/v); Fluss: 0.52 µl/min, 
Lineargeschwindigkeit: 1.1 mm/s; Probe: PA4 (Phenylalkanole C1-C4), Detektion: UV, 220 
nm; Schutzfluss: 1.9-14.0 µl/min, Eluent. 
 
Die Peakfläche nimmt mit zunehmendem Schutzfluss stark ab. Dies wird durch die 

Verdünnung des aus der Trennkapillare austretenden Eluenten hervorgerufen, die umso 

höher ist, je größer der Schutzfluss eingestellt wird. 
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10.4.3 Abhängigkeit der Bodenhöhe vom Schutzfluss 
 

Die Bodenhöhen der Peaks verhalten sich gemäß der Van-Deemter-Gleichung, wobei der 

Messwert für eine Eluentengeschwindigkeit von 0.4 mm/s bei einem Schutzfluss von 1.9 

µl/min durch den Mischkammereffekt stark vergrößert ist. In Abbildung 10.12 wurde die 

Bodenhöhe des Phenylpropanols und des Phenylbutanols über der jeweiligen Eluent-

Fließgeschwindigkeit aufgetragen. Es sind Van-Deemter-Plots für Schutzflüsse von 1.9 

µl/min und 10.9 µl/min eingezeichnet. 
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Abbildung 10.12: Van-Deemter-Plots für Phenylpropanol (schwarz) Phenylbutanol (rot). ◊: 
Schutzfluss 1.9 µl/min, o: Schutzfluss 10.9 µl/min. Bedingungen wie Abbildung 10.9. 
 

Das Van-Deemter-Optimum liegt unter Verwendung höherer Schutzflüsse bei etwa 1 mm/s. 

Auffällig ist, dass nur bei sehr kleinen Schutzflüssen der linke Ast der Kurve stark abfällt. Bei 

hohen und mittleren Schutzflüssen ist die Steigung des linken Astes vergleichsweise gering. 

In Abbildung 10.13 ist die Van-Deemter-Kurve für einen Schutzfluss von 10.9 µl/min noch 

einmal in anderem y-Achsen-Maßstab dargestellt.  
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Abbildung 10.13: Van-Deemter-Plots für Phenylpropanol (schwarz) Phenylbutanol (rot). ∆: 
Schutzfluss 10.9 µl/min. Bedingungen wie Abbildung 10.9. 
 
Abbildung 10.14 zeigt die Auftragung der Bodenhöhe über dem Schutzfluss für 

Phenylpropanol und Phenylbutanol bei einer Lineargeschwindigkeit des Eluenten von 1.1 

mm/s bzw. einem Fluss von 0.52 µl/min. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Bodenhöhe 

mit steigendem Schutzfluss, vor allem im Schutzflussbereich von 0-3 µl/min, abnimmt.  
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Abbildung 10.14: Bodenhöhe in Abhängigkeit vom Schutzfluss für Phenylpropanol (schwarz) 
und Phenylbutanol (rot). Bedingungen siehe Abbildung 10.9. 
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11 Applikation der Mikro-HPLC 
 

11.1 Nitroaromaten 

 

Unter Nitroaromaten versteht man organische Verbindungen, die eine oder mehrere 

Nitrogruppen –NO2 an einem aromatischen Ring tragen. Da sie vor allem im zweiten 

Weltkrieg als Sprengstoffe dienten und als Zwischenprodukte bei der Herstellung von 

Farbstoffen, Herbiziden und Pharmazeutika von Bedeutung sind, kontaminieren sie Böden 

und Wasser in der Nähe von Produktionsanlagen. Insbesondere an Standorten früherer 

Rüstungsproduktion können hohe Konzentrationen an Nitroaromaten auftreten. Da 

Nitroaromaten zum Teil sehr stark toxisch sind, ist es wichtig diese bestimmen zu können 

und gegebenenfalls Sanierungs-Maßnahmen zu ergreifen. 

Abbildung 11.1 zeigt die Strukturen einiger Nitroaromaten. 
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Abbildung 11.1: Strukturen einiger Nitroaromaten. Von links nach rechts: 4-Amino-2-
nitrotoluol (2A-2NT), 2,4-Dinitrobenzol (2,4-DNB), 2,6-Dinitrotoluol (2,6-DNT), 2,4,6-
Trinitrotoluol (2,4,6-TNT). 
 

Ein Gemisch aus acht Nitroaromaten und 2,4-Diaminotoluol gelöst in einem Acetonitril-

Wasser-Gemsich 30/70 (v/v) wurde auf die monolithische Kapillare Dem-HPLC-C18 

aufgegeben. Der Fluss in der Trennsäule betrug 0.52 µl/min. Der Schutzfluss wurde auf 3.4 

µl/min eingestellt und hatte die selbe Zusammensetzung wie der Eluent. Als 

Detektionswellenlänge wurden 254 nm gewählt. 

In Tabelle 11.1 sind die Bestandteile des Nitroaromaten-Gemisches und ihre Abkürzungen 

aufgeführt. 
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Name Abkürzung 

2,4-Diaminotoluol 2,4-DAT 

4-Amino-2-Nitrotoluol 4-A-2-NT 

1,2-Dinitrobenzol 1,2-DNB 

1,3-Dinitrobenzol 1,3-DNB 

1,4-Dinitrobenzol 1,4-DNB 

2,6-Dinitrotoluol 2,6-DNT 

2,3-Dinitrotoluol 2,3-DNT 

2,4-Dinitrotoluol 2,4-DNT 

2,4,6-Trinitrotoluol 2,4,6-TNT 

Tabelle 11.1: Nitroaromaten im Gemisch und ihre Abkürzungen 
 

 

Abbildung 11.2 zeigt das erhaltene Chromatogramm. 
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Abbildung 11.2: Chromatogramm eines Gemisches aus Nitroaromaten. Kapillare: Dem-
HPLC-C18, 13.5 cm x 100 µm; Eluent: Wasser: ACN 70:30 (v/v); Fluss: 0.52 µl/min, 
Lineargeschwindigkeit: 1.1 mm/s; Probe: Nitroaromaten, Detektion: UV, 254 nm; Schutzfluss: 
3.4 µl/min, Eluent. 
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Die Dinitrotoluole werden auf der Kapillarsäule Dem-HPLC-C18 getrennt. Eine Auftrennung 

der Dinitrobenzole ist dagegen nicht möglich. Substanzen, die in ihrer Struktur 

Aminogruppen tragen, eluieren aufgrund ihrer geringeren Lipophilie schneller als Aromaten, 

die nur Nitrogruppierungen besitzen. Das symmetrisch gebaute Molekül 2,4,6-Trinitrotoluol 

verweilt am längsten in der Kapillarsäule. 
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12 Schutzfluss-unterstützte UV-Detektion bei elektroosmotisch und 

druckbewegter mobiler Phase 
 

Das untersuchte mikroanalytische Trennsystem ist für beide Betriebssysteme geeignet. Es 

kann sowohl mit elektroosmotischer als auch mit druckbewegter mobiler Phase erfolgreich 

eingesetzt werden. Es kann mit wenigen Handgriffen vom druckbetriebenen Modus in den 

spannungsbetriebenen Modus umgestellt werden. Hierzu muss lediglich die Spritzenpumpe 

und das Injektionsventil durch eine Spannungsquelle und ein Puffervorratsgefäß ersetzt 

werden. Die UV-Detektion unmittelbar hinter dem Kapillarausgang ermöglicht den Einsatz 

von UV-durchlässigen und UV-undurchlässigen Kapillaren. Die waagrechten Injektions- und 

Detektionsanordnungen gestatten die Verwendung sehr kurzer Kapillaren (Minimale Länge 8 

cm). Die Notwendigkeit, die zum Teil bruchempfindlichen monolithischen Kapillarsäulen zu 

biegen entfällt ebenfalls. 

Das Schutzfluss-unterstützte Detektionssystem zeigte je nach Betriebsmodus 

unterschiedliche Eigenschaften: 

Die Zusammensetzung der Schutzfluss-Flüssigkeit hat im elektroosmotischen Betrieb einen 

nur sehr geringen Einfluss auf das UV-Signal. Mit der universell einsetzbaren pH-neutralen 

Schutzfluss-Flüssigkeit, 20 mM Natriumsulfatlösung, auch mit organischem Modifier, konnten 

basische als auch saure Trennpuffer kombiniert werden. Selbst eine Beimischung von 

Glycerin zur Schutzfluss-Flüssigkeit führte trotz starker Änderung des Brechungsindex zu nur 

geringfügig höherem Rauschen des UV-Signals. Allerdings konnte ein stärkeres Rauschen 

des resultierenden elektrischen Stromes bei Verwendung von Schutzfluss-Flüssigkeiten mit 

vom Trennpuffer stark unterschiedlicher Leitfähigkeit, festgestellt werden. 

Wurde in der druckbetriebenen HPLC eine Schutzfluss-Flüssigkeit eingesetzt, die in der 

Zusammensetzung nicht dem Eluenten entsprach, so rauschte das UV-Signal sehr stark. 

Wurde als Eluent beispielsweise ein Gemisch aus Wasser und Acetonitril im Verhältnis 80:20 

verwendet und als Schutzfluss-Flüssikgeit 20 mM Natriumsulfatlösung, war das Rauschen 

etwa um den Faktor 20 höher als wenn der Schutzfluss die gleiche Zusammensetzung wie 

der Eluent hatte. 

Möglicherweise wird im elektroosmotischen Modus der aus der Kapillare austretende 

Flüssigkeits-Strom von dem anliegenden elektrischen Feld auf seiner Bahn gehalten. In der 

Kapillar-Array-Elektrophorese wurde dieses Phänomen bereits ausgenutzt [Bottani, 1999]. 

Bottani et al. zeigten in ihrer Arbeit den Verlauf der elektrischen Feldlinien und verzichtete 

bei seiner Anordnung zur Kapillar-Array-Elektrophorese ganz auf einen Schutzfluss. 

Allerdings war dafür zusätzlich noch eine dritte Elektrode unmittelbar am Ende der Kapillare 

notwendig. Der Detektionsraum war mit einer Polymerlösung befüllt. 
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Liegt kein elektrisches Feld an, so verhindern möglicherweise Scherkräfte transversal zur 

Strömungsrichtung eine laminare Strömung der Flüssigkeit. 

Für druck- und elektroosmotisch- betriebene Methoden gilt, dass sich mit steigendem 

Schutzfluss die Peakfläche verkleinert. Dies kann mit einer zunehmenden Verdünnung der 

Probe erklärt werden. Wird der Schutzfluss sehr gering eingestellt, so sind die Signale zwar 

sehr groß aber sie zeigen ein Tailing und häufig eine Peakverzerrung. Die Schutzfluss-Zelle, 

welche ein viel größeres Volumen als das Peak-Volumen besitzt, wirkt hier als Mischkammer 

und wird durch den geringen Schutzfluss nur sehr langsam wieder ausgespült. 

 

 



13 Massenabhängigkeit durch Tandem-UV-Detektion 

 133

13 Massenabhängigkeit durch Tandem-UV-Detektion 
 

Die beschriebene Schutzfluss-unterstützte Lichtleitfaser-Anordnung zur UV-Detektion in 

mikroanalytischen Trennsystemen stellt eine einfach zu realisierende Alternative zur on-

capillary Detektion dar. Die Verwendung von Lichtleitfasern erhöht die Flexibilität bei 

gleichem bis besserem Signal/Rausch-Verhältnis. 

Bisher wurde die Flüssigkeit nach dem Passieren der Lichtleitfasern in ein Abfallgefäß 

geleitet. Möglicherweise könnte man aber durch erneutes Messen der UV-Absorption in 

einem bestimmten Abstand zum ersten Lichtleitfaser-Paar weitere Informationen über die 

Analyten erhalten.  

 

13.1 Brechungsindex-Massensensor  

 

In einer Arbeit aus dem Jahre 2002 konnten durch zweimaliges Messen der 

Brechungsindices Rückschlüsse über die Molekülmasse des Analyten gezogen werden 

[Costin, 2002]. Abbildung 13.1 zeigt den Versuchsaufbau. 

 
Abbildung 13.1: Massensensor nach Costin durch zweimalige Messung des 
Brechungsindex. P: Porbeneinlass, MP: Mobile Phase, DZ1: Detektionszone 1, DZ2: 
Detektionszone 2, DS: Driftstrecke, A: Abfall. 
 

Die Anordnung befindet sich auf einem Mikrochip. Ein Teil der Flüssigkeit, die die Probe 

enthält wird vom Hauptkanal abgezweigt und in einen Nebenkanal geleitet. Nach einer 

Strecke von 10 mm wird durch einen weiteren Kanal frische mobile Phase (MP) zugeleitet. 

Der Nebenkanal verbreitert sich an dieser Stelle. Die beiden Flüssigkeiten, mobile Phase mit 

Analyt und reine mobile Phase, fließen nun nebeneinander her. In der Detektionszone 1 wird 

der Brechungsindex kurz nach Zufließen der frischen mobilen Phase gemessen. Nach einer 
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Driftstrecke von 30 mm erfolgt eine zweite Bestimmung des Brechungsindex. Man erhält so 

zwei Elektropherogramme, die sich für jede Komponente hinsichtlich der Peakfläche 

unterscheiden: Je geringer die Molekülmasse des Analyten ist, desto größer ist dessen 

Diffusionskoeffizient. Leichte Moleküle diffundieren also schneller in die frisch zugeströmte 

mobile Phase und die Peakflächenverringerung ist größer als bei Molekülen mit höherer 

Molekularmasse. Costin et al. konnten einen Zusammenhang der Molekülmasse der 

Anayltmoleküle und der Peakflächenverhältnisse nachweisen. Es wurden Polyethylenglykole 

(PEG) mit einer Molekularmasse zwischen 106 und 22800 g/mol als Analyten verwendet. 

 

13.2 Tandem-UV-Detektion 

 

Nach dem Prinzip des Massensensors von Costin et al. könnte ein Detektor arbeiten, bei 

dem zwei Einheiten zur Messung der UV-Absorption hintereinander geschaltet sind. 

 

13.2.1 Detektionszelle für Tandem-UV-Detektion 
 

In Analogie zu Costins Mikrochip-Aufbau wurde ein Bauteil konstruiert, das eine Tandem-

UV-Absorptionsmessung ermöglicht. Grundlage war die bereits eingesetzte Schutzfluss-

Detektionszelle, die wie in Abbildung 13.2 dargestellt um eine zweite Faseranordnung 

erweitert wurde.  

 
Abbildung 13.2: Schutzfluss-Zelle zur Tandem-UV-Detektion mit Driftstrecke. 1: 
Trennkapillare, 2:Schutzfluss-Inlet, 3: erstes Paar Lichtleitfasern, 4: zweites Paar 
Lichtleitfasern, 5: Elektrode, 6: Abfall, 7: Driftstrecke 
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Der Abstand zwischen den Beiden Lichtleitfaser-Paaren beträgt 30 mm. Dies ist die 

Driftstrecke auf der der Schutzfluss bestehend aus frischer mobiler Phase neben dem 

Eluenten strömt. Je nach Masse des Analytmoleküls findet eine Diffusion in und Verdünnung 

durch die Schutzfluss-Flüssigkeit statt. Bei sehr schweren Analytmolekülen sollte die 

Verdünnung durch Diffusion und damit die Peakflächenverkleinerung geringer sein als bei 

leichteren Analytmolekülen. Voraussetzung dafür ist eine laminare Strömung durch die 

Detektionsvorrichtung. Turbulenzen führen zu einer molmassenunabhängigen Verdünnung 

des probenführenden Flüssigkeitszylinders. 

Abbildung 13.3 zeigt ein Foto der Tandem-UV-Schutzflusszelle. 

 

 
Abbildung 13.3: Foto der Tandem-UV-Schutzflusszelle. Beschriftung wie in Abbildung 13.2. 
 

13.2.2 Detektoren für Tandem-UV-Detektion 
 

Um mit der in Abbildung 13.2 gezeigten Detektionszelle eine nacheinander folgende UV-

Detektion durchführen zu können, müssen zwei möglichst identische UV-Detektoren zur 

Verfügung stehen. Bisher wurde ein UV-Detektor der Serie Jasco UV-975 (Jasco, Groß-

Umstadt) verwendet, der von uns mit Monolichtleitfasern ausgestattet worden war. Die 

Vorrichtung zum Einsetzen der Lichtleitfasern in den Lichtweg des Detektors war von der 

wissenschaftlichen Feinwerkstatt der Universität Ulm gefertigt worden. Ein zweites, 
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baugleiches Gerät der Firma Jasco (Jasco UV-975) wurde ebenfalls mit Monolichtleitfasern 

bestückt. 

Zunächst wurden beide Detektoren miteinander verglichen. Dazu wurden sie einzeln, 

unabhängig voneinander mit dem System gekoppelt. Die Lichtleitfasern wurden jeweils mit 

einem zur on-capillary Detektion entwickelten Kreuzstück auf einer offenen Kapillare 

befestigt. Über eine für die µ-HPLC entwickelte Split-Injektionsanordnung wurden Lösungen 

UV-absorbierender Substanzen auf die Kapillare gegeben und die erhaltenen Signale 

aufgezeichnet. Nach den Messungen mit Detektor 1 wurden die Lichtleitfasern von Detektor 

2 durch das Kreuzstück auf der Kapillare fixiert und die Experimente wiederholt. Um die 

Reproduzierbarkeit der Anbringung der Lichtleitfasern auf der Kapillare zu überprüfen, wurde 

im Anschluss an Detektor 2 nochmals Detektor 1 an das Kreuzstück gekoppelt. 

Die fused-silica Kapillare hatte eine Länge von 71.5 cm und einen Innendurchmesser von 75 

µm. Das Detektionsfenster befand sich 8 cm vor dem Kapillarausgang, also 63.5 cm nach 

dem Kapillareingang. Die Kapillare wurde am Eingang mit einem Mikro-Injektionssystem 

gekoppelt, welches ein Schleifenvolumen von 0.5 µl hatte. Der Eluent wurde per Gasdruck, 

(etwa 3.5 bar) durch die Kapillare befördert. Als Proben dienten Lösungen unterschiedlicher 

Konzentrationen von 2,5-Dinitrophenol in 20 mM Boratpuffer pH 9.4. Es wurde mehrfach 

injiziert um mehrere Signale zu erhalten. 

Obwohl die beiden Detektoren baugleich waren, zeigte der bisher verwendete Detektor 

(Detektor 1) eine viel geringere Nachweisstärke als der neu umgebaute Detektor (Detektor 

2). In Abbildung 13.4 sind die jeweils erhaltenen Signale für 2,5-Dinitophenollösungen mit 

einer Konzentration von 6500 nmol/l und 50 nmol/l dargestellt. Es wurde in unregelmäßigen 

Abständen dosiert. Die erhaltenen Peaks sind durch Pfeile gekennzeichnet. 

Es ist deutlich zu erkennen, dass das Signal von Detektor 1 viel stärker rauscht als das 

Signal von Detektor 2. Für eine Lösung von 2,5-Dinitrophenol mit einer Konzentration von 

6.5 µM sind zwar in beiden Fällen Signale zu erkennen, das Signal/Rausch-Verhältnis ist 

jedoch für Detektor 1 wesentlich ungünstiger als für Detektor 2. Bei Injektion einer 50 nM 2,5-

Dinitrophenollösung sind mit Detektor 1 keine Signale zu erkennen, während das 

Signal/Rausch-Verhältnis bei den Aufnahmen mit Detektor 2 ähnlich dem Signal/Rausch-

Verhältnis von Detektor 1 mit der 130-fach höheren Konzentration ist. 
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Abbildung 13.4: Vergleich der Nachweisstärke von den baugleichen Detektoren, in 
unregelmäßigen Abständen injiziert, Peaks durch Pfeile gekennzeichnet. Jasco UV-975, 
ausgerüstet mit Lichtleitfasern. Kapillare: fused-silica ges. 71.5 cm, eff. 63.5 cm x 75 µm; 
Eluent: Wasser; Druck: 3.5 bar Gasdruck, Probe: 2,5-Dinitrophenol 50 nM und 6500 nM, 
Injektion durch Mikro-Ventil mit einem Schleifenvolumen von 0.5 µl; mehrfache Injektion; 
Detektion bei 254 nm mittels on-capillary Kreuzstück. 
 

Die Lichtleitfasern von Detektor 1 hatten jeweils eine Länge von etwa 15 cm. Sie befanden 

sich seit etwa 5 Jahren am Gerät. Die Lichtleitfasern von Detektor 2 waren erst kürzlich 

eingebaut worden. Sie hatten jeweils eine Länge von 40 cm. 

Um sicher zu gehen, dass der Grund für die schlechtere Nachweisstärke von Detektor 1 

nicht die Lichtleitfaser-Optik ist, wurden die Lichtleitfasern von Detektor 1 um je einen halben 

Zentimeter mit dem Kapillarschneider für fused-silica Kapillaren (Capillary Cutter von Hewlett 

Packard) gekürzt. Das Ergebnis blieb jedoch gleich. 

Die gesamte Lichtleitfaser-Optik inklusive Kugellinsen, welche sich in einem Einschub in den 

Detektoren befindet, wurde unter den beiden Detektoren ausgetauscht. Detektor 1 hatte nun 

die neuen, 40 cm langen Lichtleitfasern und Detektor 2 die älteren, 15 cm langen Fasern. 

Das Signal/Rausch-Verhältnis der Detektoren änderte sich jedoch nicht. 

Für Detektor 1 wurde eine neue Lampe gekauft, eingebaut und justiert. Abbildung 13.5 zeigt 

die für 1300 nM 2,5-Dinitrophenollösung erhaltenen Signale von Detektor 1 mit neuer und mit 

alter Lampe im Vergleich. 
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Abbildung 13.5: Vergleich des Signal/Rausch-Verhältnisses von Detektor 1 mit neuer und 
alter Lampe. Probe 2,5-Dinitrophenol 1300 nM, mehrfach in unregelmäßigen Abständen 
injiziert. Bedingungen wie in Abbildung 13.4. 
 

Das Rauschen hatte sich durch die neue Lampe etwa um den Faktor 2 verringert. Die 

Nachweisgrenze war von 1300 nmol/l auf 650 nmol/l 2,5-Dinitrophenol gesunken. 

Abbildung 13.6 zeigt die Aufnahmen von 650 nM 2,5-Dinitrophenollösung mit Detektor 1 mit 

neuer Lampe im Vergleich zu Detektor 2. Das Rauschen der mit Detektor 1 aufgenommenen 

Grundlinie ist etwa um Faktor 3 größer als das Rauschen der Grundlinie, aufgenommen mit 

Detektor 2. Das Signal/Rausch-Verhältnis beträgt für Detektor 1 bei dieser Konzentration 5 

und für Detektor 2 11. 
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Abbildung 13.6: Vergleich des Signal/Rausch-Verhältnisses von Detektor 1 mit neuer Lampe 
und Detektor 2. Probe 2,5-Dinitrophenol 650 nM, mehrfach in unregelmäßigen Abständen 
injiziert. Bedingungen wie in Abbildung 13.3. 
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Abbildung 13.7: Vergleich der absoluten Signalhöhe von Detektor 1 mit neuer Lampe und 
Detektor 2. Probe 2,5-Dinitrophenol 6.5 µM, mehrfach in unregelmäßigen Abständen injiziert. 
Bedingungen wie in Abbildung 13.4. 
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13.3 Tandem-UV-Detektion im Schutzfluss 

 

Nach den Voruntersuchungen der beiden UV-Detektoren war bekannt, dass das Signal, das 

Detektor 1 lieferte, stärker rauschte als das Signal von Detektor 2. Da die Nachweisgrenze 

der beiden Detektoren in der gleichen Größenordnung lag, konnten erste Versuche mit den 

hintereinander geschalteten UV-Detektoren gestartet werden.  

Detektor 1 mit der geringeren Nachweisstärke wurde als erster Detektor eingesetzt, da die 

Probenzonen mit zunehmendem Abstand vom Injektionsventil immer breiter und flacher 

werden. Die Lichtleitfasern von Detektor 2 wurden in 30 mm Abstand der Lichtleitfasern von 

Detektor 1 fixiert (siehe Abbildung 13.2). 

Die Flächenabnahme wurde nun für einzelne Analyten unterschiedlicher Molekularmasse, 

die in Tabelle 13.1 zusammengestellt sind, ohne Trennung der Komponenten bestimmt. 

Es wurde eine Spritzenpumpe Modell 140B der Firma Applied Biosystems (Foster City, 

Californien) eingesetzt. Da die gelieferten Flüsse für das System noch zu groß waren, wurde 

ein Split zwischen dem Injektionsventil und der Kapillarsäule eingebaut. Das Splitventil 

bestand aus einem T-Stück, an welches neben den Anschlüssen zum Injektionsventil und 

zur Kapillarsäule, eine 10 cm lange fused-silica Kapillare mit 25 µm Innendurchmesser als 

Splitkapillare gekoppelt war. 

Als Injektionsventil stand das bereits in den Voruntersuchungen verwendete Mikro-

Injektionsventil mit einem internen Schleifenvolumen von 0.5 µl zur Verfügung. 

Als Eluent wurde Wasser eingesetzt. Als Detektionswellenlänge wurden 230 nm gewählt. 

Der Schutzfluss, sowie die Pumpeneinstellung und damit der Fluss durch die Kapillarsäule 

wurden variiert. 

Zur Sicherung eines entsprechenden Vordruckes wurde zwischen Split und Tandem-

Detektionsanordnung eine unmodifizierte, monolithische Kapillarsäule (220 x 0.1 mm) 

eingebaut, die keine Trennfunktion hatte. 

 

Analyten Molekülmasse [g/mol] 

Thioharnstoff 76 

Nitrat 62 

Iodid 127 

2,5-Dinitrophenol 184 

Eriochromblau SE 519 

Calix[6]aren-Sulfonsäure 1117 

Tabelle 13.1: Verwendete Analyten und ihre Molekülmasse bei der Tandem-UV-Detektion im 
Schutzfluss 
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Die Abbildungen 13.8 und 13.9 zeigen die Chromatogramme beider Kanäle jeweils für 

Eriochromblau und für Thioharnstoff bei zwei unterschiedlichen Fließgeschwindigkeiten 1.3 

mm/s und 0.6 mm/s. 
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Abbildung 13.8: Chromatogramme von Thioharnstoff, Detektor 1 und Detektor 2 sind 30 mm 
voneinander entfernt. Kapillare: unmodifizierter Monolith 22 cm x 100 µm; Eluent: Wasser; 
Fließgeschwindigkeit: 0.6 mm/s (rot) und 1.3 mm/s (schwarz); Probe: Thioharnstoff; 
Detektion: Tandem-UV-Detektion in 30 mm Abstand, 230 nm; Schutzfluss: Wasser, 14 
µl/min. 
 

Eine Veränderung des Signals während der 30 mm langen Driftstrecke zwischen den beiden 

Lichtleitfaserpaaren ist deutlich zu erkennen. Der Peak wird deutlich flacher und breiter. Dies 

kann sowohl beim Eriochromblau als auch beim Thioharnstoff beobachtet werden.  

Wie zu erwarten ist, werden durch die längere Aufenthaltsdauer in der Kapaillarsäule bei 

einer Fließgeschwindigkeit von 0.6 mm/s flachere und breitere Peaks erhalten als bei einer 

Fließgeschwindigkeit von 1.3 mm/s.  

 



13 Massenabhängigkeit durch Tandem-UV-Detektion 

 142

0 2 4 6 8
-2

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

Detektor 2

Detektor 2

Detektor 1

Detektor 1

 

 

si
gn

al
 [m

A
U

]

time [min]

 
Abbildung 13.9: Chromatogramme von Eriochromblau, Detektor 1 und Detektor 2 sind 30 
mm voneinander entfernt. Bedingungen siehe Abbildung 13.8. 
 

13.3.1 Molekularmassen-Abhängigkeit 
 

Werden die Verhältnisse der Peakflächen von Detektor 2 zu Detektor 1 berechnet und über 

der Molekülmasse der Analyten aufgetragen, so ergibt sich das in Abbildung 13.10 

dargestellte Diagramm. 

Entgegen der Erwartungen nehmen die Peakflächenverhältnisse mit steigender 

Molekülmasse der Analyten ab. Dies würde bedeuten, dass schwerere Analyten leichter 

zwischen den Flüssigkeitsschichten diffundieren würden und damit eine größere Verdünnung 

erfolgen würde. 

Versucht man eine Tendenz innerhalb anderer Peakdaten, wie zum Beispiel Peakbreite, 

Bodenzahl oder Peakhöhe zu finden, so stellt man sehr schnell fest, dass die Schwankungen 

innerhalb einer Messreihe eines Analyten größer sind als die Unterschiede zwischen den 

verschiedenen Analyten. 
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Abbildung 13.10: Peakflächenverhältnisse aufgetragen über molarer Masse der Analyten für 
die Fließgeschwindigkeiten 0.6 mm/s und 1.3 mm/s. Bedingungen wie in Abbildung 13.8. 
 

Es wurde eine neue Messreihe gestartet. Als Analyten wurden außer Thioharnstoff und 

Eriochromblau zusätzlich Nitrat, Iodid und Calix[6]aren-Sulfonsäure eingesetzt. Die 

Trennkapillare musste aufgrund einer Verstopfung etwas gekürzt werden, sie war nun 19 cm 

lang. Die Messungen wurden bei zwei verschiedenen Säulen-Fließgeschwindigkeiten und 

den Schutzflüssen 4.8 µl/min und 13.1 µl/min durchgeführt. Wie bei der Auswertung des 

vorangegangenen Experiments wurden die Peakflächenquotienten über der Molekularmasse 

des Analyten aufgetragen. Das Ergebnis ist in Abbildung 13.11 zu sehen.  

Die Peakflächenverhältnisse streuen über einen weiten Bereich. Es ist keine Abhängigkeit 

von der Molekularmasse des Analyten erkennbar. Vor allem die Peakflächenverhältnisse von 

Thioharnstoff sind verglichen mit den Peakflächenverhältnissen der anderen Analyten sehr 

hoch. Auch in Abbildung 13.10 konnte dies schon beobachtet werden. 

Möglicherweise ist die Molekularmassendifferenz der verwendeten Analyten zu gering. 

Ideale Analyten sind Polymere mit unterschiedlichem Polymerisierungsgrad. Costin et al. 

[Costin, 2002] verwendeten als Analyten für ihren Brechungsindex-Massendetektor 

Polyethylenglykole mit einer Molekularmasse von 160 bis 22800 g/mol. Es wurde erst ab 

einer Molekularmasse von 960 g/mol einen Zusammenhang zwischen dem 

Peakflächenverhältnis der Masse des Polymerisierungsgrades gefunden. 
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Abbildung 13.11: Peakflächenverhältnisse der Chromatogramme von Detektor 2 : Detektor 1 
für vier verschiedene Analyten aufgetragen über ihrer Molekularmasse. Kapillare: 
unmodifizierter Monolith 19 cm x 100 µm; Eluent: Wasser; Fließgeschwindigkeit: ∇: 0.4 mm/s 
o: 0.8 mm/s; Proben: Nitrat, Thioharnstoff, Iodid, Eriochromblau; Detektion: zweimalige UV-
Detektion in 30 mm Abstand, 230 nm; Schutzfluss: Wasser, ∇: 4.8 µl/min, o: 12.2 µl/min  
 

13.3.2 Schutzfluss-Abhängigkeit 
 

Da, wie in den vorangegangen Kapiteln gezeigt, die Peakflächen stark vom Schutzfluss 

abhängig sind, könnte es auch eine Abhängigkeit der Peakflächenverhältnisse vom 

Schutzfluss geben. Bei einer Säulen-Fließgeschwindigkeit von 0.6 mm/s wurden unter den 

gleichen Bedingungen wie bei den vorherigen Messungen mit Thioharnstoff und 

Eriochromblau Chromatogramme von Thioharnstoff aufgenommen. Der Schutzfluss wurde 

zwischen 4.8 µl/min und 14.0 µl/min variiert. Die erhaltenen Chromatogramme sind in 

Abbildung 13.12 zu sehen. 

Wie erwartet werden die Peaks im Chromatogramm von Detektor 1 mit steigendem 

Schutzfluss kleiner. Die Peaks im Chromatogramm von Detektor 2 sind kaum zu erkennen, 

da sie sehr flach und breit sind. In Abbildung 13.13 sind sie noch einmal dargestellt. Auch die 

Peaks aus den Chromatogrammen von Detektor 2 werden mit steigendem Schutzfluss 

kleiner. 
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Abbildung 13.12: Chromatogramme von Thioharnstoff bei verschiedenen Schutzflüssen; 
Detektor 1: rot und Detektor 2: schwarz; Driftstrecke: 30 mm; Kapillare: unmodifizierter 
Monolith 22 cm x 100 µm; Eluent: Wasser; Fließgeschwindigkeit: 0.6 mm/s; Probe: 
Thioharnstoff; Detektion: zweimalige UV-Detektion in 30 mm Abstand, 230 nm; Schutzfluss: 
Wasser, 4.8 µl/min, 9.5 µl/min und 14 µl/min. 
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Abbildung 13.13: Chromatogramme von Thioharnstoff auf Detektor 2 bei verschiedenen 
Schutzflüssen; Bedingungen wie in Abbildung 13.12. 
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Bildet man den Quotienten der Peakflächen aus den Chromatogrammen von Detektor 2 und 

Detektor 1 und trägt man diesen über dem eingestellten Schutzfluss auf, so erhält man das 

in Abbildung 13.14 dargestellte Diagramm. 
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Abbildung 13.14: Peakflächenverhältnisse Detektor 2 : Detektor 1 in Abhängigkeit vom 
angelegten Schutzfluss. Bedingungen wie in Abbildung 13.12. 
 

Mit steigendem Schutzfluss nehmen die Peakflächenverhältnisse berechnet aus den 

Chromatogrammen von Detektor 2 : Detektor 1 ab. Durch den höheren Schutzfluss kommt 

es zur stärkeren Verdünnung der Analysenlösung während des Passierens der Driftstrecke. 

Der Schutzfluss hat somit einen größeren Einfluss auf das Signal von Detektor 2 als auf das 

Signal von Detektor 1. 

Sehr auffällig ist der zeitliche Abstand der beiden Signale von Detektor 1 und Detektor 2. In 

Abbildung 13.15 wurde die Zeitdifferenz über dem Schutzfluss aufgetragen. Je kleiner der 

Schutzfluss, desto länger benötigt die Probenzone zum passieren der Driftstrecke. Die 

Geschwindigkeit in der Trennkapillare beträgt 0.4 mm/s. Der Schutzfluss hat bei einer 

Einstellung von 14 µl/min ebenfalls eine Lineargeschwindigkeit von 0.4 mm/s. Der 

Trennsäuleninhalt sollte weder beschleunigt noch gebremst werden. 
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Abbildung 13.15: Zeitdifferenz der beiden Signale von Detektor 2 und Detektor 1 aufgetragen 
über dem eingestellten Schutzfluss. Bedingungen wie in Abbildung 13.12. 
 

Beträgt der Schutzfluss 9.5 µl/min, so entspricht dies einer Lineargeschwindigkeit von 0.3 

mm/s. Ein Schutzfluss von 4.8 µl/min hat nur noch eine Lineargeschwindigkeit von 0.1 mm/s 

zur Folge. Der Inhalt der Trennsäule wird beim Austreten aus dieser bei niedrigen 

Schutzflüssen stark abgebremst, was die große Zeitverzögerung zwischen den 

Ankunftszeiten der Probenzone am ersten und zweiten Detektor erklärt. 

 

13.3.3 Ergebnis der Untersuchungen der Tandem-UV-Detektion im Schutzfluss 
 

In den durchgeführten Experimenten konnte kein Zusammenhang zwischen den 

Peakflächenverhältnissen und der Molekularmasse gefunden werden. Möglicherweise war 

der Molekularmassenbereich der Analyten zu klein gewählt. Die Unterschiede zwischen den 

Diffusionskoeffizienten der verwendeten Analyten sind zu gering um eine Abhängigkeit 

festzustellen. Die Untersuchungen sollten mit UV-aktiven Polymerlösungen verschiedener 

Polymerisierungsgrade wiederholt werden. 

Es besteht außerdem die Möglichkeit, dass die Strömungen innerhalb der 

Detektionsvorrichtung einen großen turbulenten Anteil besitzen und nicht rein laminar sind. 

Turbulenzen verursachen eine Verdünnung der Probe und damit eine Abnahme der 

Peakfläche beim Durchlaufen der Driftstrecke, die unabhängig vom Diffusionskoeffizienten 

des Analytmoleküls ist. 
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Um die Turbulenzen geringer zu halten wurde eine Kombination aus on-capillary und on-

stream Detektion aufgebaut. 

 

13.4 On-capillary / on-stream Tandem-UV-Detektion  

 

Die in Abbildung 13.2 gezeigte Schutzfluss-Zelle mit aufeinander folgender UV-Detektion 

nach der Kapillare wurde ersetzt durch die Schutzfluss-Zelle mit einfacher UV-Detektion 

(Abbildung 4.1), die schon in der CE, CEC und µ-HPLC zum Einsatz gekommen war. Es 

sollte nun einmal mit Hilfe des on-capillary Kreuzstückes auf der Kapillare und einmal mit 

Hilfe der Schutzfluss-Zelle nach der Kapillare detektiert werden. Als Trennsäule wurde eine 

23.5 cm lange unmodifizierte monolithische Kapillarsäule mit einem Innendurchmesser von 

100 µm eingesetzt. Das monolithische Material wurde am Ausgang der Kapillare etwa 8 cm 

durch ätzen mit Natronlauge entfernt, so dass die Detektion nicht durch den Monolithen 

erfolgen musste. Abbildung 13.16 zeigt den Aufbau der Apparatur. 

 

 
Abbildung 13.16: Apparatur zur on-capillary / on-stream Tandem-UV-Detektion. 1: Pumpe; 2: 
Mikroinjektionsventil; 3: Injektionsspritze; 4: Abfall; 5: Rotor mit 0.5 µl interner Schleife; 6: 
Split; 7: Splitkapillare; 8: Trennkapillare: 15.5 cm unmodifizierter Monolith, 8 cm leer; 9: 
Lichtleitfasern; 10: Schutzflusseinlass; 11: Abfall; 12: Kreuzstück zur on-capillary Detektion 
 

Auf dem freigeätzten Stück der Kapillare wurde ein Detektionsfenster in den Polyimidfilm der 

Kapillare gebrannt und das zur on-capillary Detektion verwendete Kreuzstück angebracht. 

Die Lichtleitfasern von Detektor 1 wurden in einem Abstand von 16.4 cm vom 

Kapillareingang im Kreuzstück fixiert. Das Ende der Kapillare wurde so in der Schutzfluss-

Zelle befestigt, dass es sich knapp vor den Lichtleitfasern von Detektor 2 befand. Der 

Abstand zwischen den beiden Lichtleitfaser-Paaren betrug 7.1 cm 
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Die Pumpe wurde so eingestellt, dass die Lineargeschwindigkeit in der Kapillare etwa 1 

mm/s betrug. Der Schutzfluss wurde im Bereich von 1.9 µl/min und 14.0 µl/min variiert. Als 

Testsubstanzen dienten Thioharnstoff, Nitrat, Dinitrophenol, Eriochromblau und Calix[6]aren-

Sulfonsäure. 

Die Chromatogramme, aufgenommen mit Schutzflüssen von 1.9 µl/min und 14.0 µl/min sind 

in den Abbildungen 13.17 bis 13.21 dargestellt. 
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Abbildung 13.17: Chromatogramme von Nitrat, on-capillary (Detektor 1) und on-stream 
(Detektor 2). Driftstrecke: 71 mm; Kapillare: 23.5 cm x 100 µm, von Eingang bis 15.5 cm 
unmodifizierter Monolith, von 15.5 cm bis Kapillarausgang: leeres Rohr; Eluent: Wasser; 
Fließgeschwindigkeit: 1 mm/s; Probe: Kaliumnitrat; Detektion: Tandem-UV-Detektion in 71 
mm Abstand, 230 nm; Schutzfluss: Wasser, 1.9 µl/min (rot), 14.0 µl/min (schwarz) 
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Abbildung 13.18: Chromatogramme von Thioharnstoff. Bedingungen wie in Abbildung 13.17 
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Abbildung 13.19: Chromatogramme von Dinitrophenol. Bedingungen wie in Abbildung 13.17 
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Abbildung 13.20: Chromatogramme von Eriochromblau. Bedingungen wie in Abbildung 
13.17 
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Abbildung 13.21: Chromatogramme von Calix[6]aren-Sulfonsäure. Bedingungen wie in 
Abbildung 13.17 
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In allen erhaltenen Chromatogrammen sind die Peaks, die mit Detektor 2 in der Schutzfluss-

Zelle erhalten wurden, sehr viel breiter als die Peaks, die bei der on-capillary Detektion 

erhalten wurden. Grund dafür ist die 8 cm lange „Diffusionsstrecke“ in der Kapillare, die auf 

das monolithische Material folgt.  

Bei hohem Schutzfluss (schwarz gezeichnete Chromatogramme) ist die im Chromatogramm 

von Detektor 2 erhaltene Peakfläche um einiges kleiner als die Peakfläche des Peaks im 

Chromatogramm von Detektor 1. Dies lässt sich mit der durch hohe Schutzflüsse 

verursachten Verdünnung der Probe erklären. Werden kleine Schutzflüsse angelegt (1.9 

µl/min), so ist die Peakfläche des Peaks im Chromatogramm von Detektor 2 größer als die 

Peakfläche des Peaks im Chromatogramm von Detektor 1. Dieser Effekt ist in obigen 

Chromatogrammen besonders am Beispiel von Thioharnstoff erkennbar. Der Schutzfluss 

scheint keine Auswirkung auf die Peakfläche bei on-capillary Detektion zu haben. 

 

13.4.1 Einfluss des Schutzflusses auf die Peakform 
 

Durch das Verändern des Schutzflusses kann die Peakgröße und –form bei der sheath-flow 

Detektion stark verändert werden. Im Gegensatz dazu hat eine Änderung des Schutzflusses 

nur sehr wenig Einfluss auf die on-capillary Detektion. 

In Abbildung 13.22 ist die Wanderungszeit des Nitrats durch die Kapillare in Abhängigkeit 

des Schutzflusses aufgetragen. 
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Abbildung 13.22: Abhängigkeit der Wanderungszeit vom Schutzfluss. Bedingungen wie in 
Abbildung 13.17. Analyt: Nitrat. 
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Abbildung 13.23: Abhängigkeit der Basis-Peakbreite vom Schutzfluss. Bedingungen wie in 
Abbildung 13.17. Analyt: Nitrat. 
 

 

Je größer der Schutzfluss eingestellt ist, desto kleiner wird die Fläche des Peaks im 

Chromatogramm von Detektor 2. Mit steigendem Schutzfluss nimmt die Peakbreite ab, wie in 

Abbildung 13.23 gezeigt wird. Peakbreite und Zeit der on-capillary Detektion werden durch 

den sich ändernden Schutzfluss nicht beeinflusst. 

 

In Abbildung 13.24 sind die Peakflächen beider Detektionsanordnungen über dem 

eingestellten Schutzfluss aufgetragen. Man kann erkennen, dass sich die Kurven von 

Detektor 1 und Detektor 2 bei einem Schutzfluss von etwa 8 µl/min schneiden. Trägt man die 

Peakflächen der anderen Analyten: Eriochromblau, Thioharnstoff, Calix[6]aren-Sulfonsäure 

und 2,5-Dinitrophenol ebenfalls über dem Schutzfluss auf, so ergeben sich ähnliche Bilder. 

Der Schnittpunkt der beiden Kurven liegt in einem Schutzfluss-Bereich von 8-10 µl/min. 
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Abbildung 13.24: Abhängigkeit der Peakfläche vom Schutzfluss. Bedingungen wie in 
Abbildung 13.17, Analyt: Nitrat 
 

Man könnte vermuten, dass in diesem Bereich die Lineargeschwindigkeiten von Schutzfluss 

und Säuleninhalt identisch sind. Trägt man die Lineargeschwindigkeiten, die man durch 

Umrechnung der Zeiten für das Passieren der bestimmten Strecken erhält, gegen den 

Schutzfluss auf, so erhält man das in Abbildung 13.25 dargestellte Diagramm. 

Die Berechnung der Fließgeschwindigkeiten wurde mit den Formeln 13.1 bis 13.3 

durchgeführt. 

 
)1(
)1()(

Detektorl
Detektortocu =  (13.1)  

Berechung der Fließgeschwindigeit bei on-capillary Detektion u(oc). t(Detektor1): Zeit des 
Analyten vom Kapillareingang bis zur on-capillary Detektion durch Detektor 1, l(Detektor1): 
Länge vom Kapillareingang bis zum Kreuzstück für on-capillary Detektion (Detektor 1). 
 

 
)2(
)2()(

Detektorl
Detektortgesamtu =  (13.2) 

Berechnung der mittleren Fließgeschwindigkeit über die gesamte Kapillarstrecke u(gesamt). 

t(Detektor2): Zeit des Analyten vom Kapillareingang bis zur on-stream Detektion durch 

Detektor 2, l(Detektor2): Länge der gesamten Kapillare. 
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)1()2(
)1()2()(

DetektorlDetektorl
DetektortDetektortosu

−
−

=  (13.3) 

Berechnung der mittleren Fließgeschwindigkeit zwischen den beiden Detektoren. 
 

 
A
SFFSFu )()( =  (13.4) 

 
Berechnung der mittleren Fließgeschwindigkeit des Schutzflusses. F(SF): Schutzfluss in 
µl/min, A: Querschnittsfläche der Längsbohrung der Schutzfluss-Zelle. 
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Abbildung 13.25: Mittlere Fließgeschwindigkeiten bei on-capillary Detektion, on-stream 
Detektion und Lineargeschwindigkeit des Schutzflusses. Bedingungen wie in Abbildung 
13.17. Analyt: Nitrat. 
 

Aus Abbildung 13.25 geht hervor, dass der Schutzfluss eine viel geringere 

Lineargeschwindigkeit als die mobile Phase in der Kapillarsäule hat. Bemerkenswert sind die 

unterschiedlichen Ergebnisse, die bei der Berechnung der Fließgeschwindigkeiten mit den 

verschiedenen Formeln erhalten werden. Die Lineargeschwindigkeit des Eluenten muss in 

der gesamten Kapillare gleich sein, da flusskonstant gearbeitet wird. Mit den Formeln 13.1 

bis 13.4 werden Durchschnittsgeschwindigkeiten berechnet. Die Geschwindigkeit der 

mobilen Phase wird beim Verlassen der Kapillare durch den Schutzfluss stark verzögert, da 

die Schutzfluss-Flüssigkeit einen Widerstand darstellt. Dies führt zur Verkleinerung der 

Durchschnittsgeschwindigkeit. Wird die gesamte Kapillare betrachtet, so ist der Einfluss der 



13 Massenabhängigkeit durch Tandem-UV-Detektion 

 156

Verzögerung geringer, als wenn nur das letzte Teilstück der Kapillare, wie in Formel 13.3, 

betrachtet wird. 

Je größer der Schutzfluss eingestellt wird, desto weniger stark wird der Kapillareninhalt 

abgebremst, die durchschnittliche Lineargeschwindigkeit steigt daher mit zunehmendem 

Schutzfluss an. 

 

13.4.2 Molekularmassen-Abhängigkeit 
 

Theoretisch sollte sich wegen der geringeren Diffusionskoeffizienten der großen 

Analytmoleküle eine Abnahme der Peakbreitenverhältnisse (Detektor2:Detektor1) mit 

steigender Molekularmasse ergeben. Die Peakbreitenverhältnisse sind jedoch stark vom 

eingestellten Schutzfluss abhängig. In Abbildung 13.26 sind die Peakbreitenverhältnisse der 

verschiedenen Analyten gegen den eingestellten Schutzfluss aufgetragen. 
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Abbildung 13.26: Peakbreitenverhältnisse verschiedener Analyten aufgetragen über dem 
eingestellten Schutzfluss, Bedingungen siehe Abbildung 13.17 
 

Um einen möglichen Zusammenhang zwischen Chromatogrammen und Molekularmassen 

der Analyten zu finden wurden die Peakbreitenverhältnisse, gebildet aus den Quotienten der 

Basis-Peakbreiten der Chromatogramme von Detektor 2 : Detektor 1, in Abbildung 13.27 

über der Molekularmasse der Analyten aufgetragen.  

Es sind die Peakbreitenverhältnisse bei verschiedenen Schutzflusseinstellungen im Bereich 

von 3.4-12.4 µl/min eingezeichnet. 
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Abbildung 13.27: Basis-Peakbreitenverhältnisse aus den Chromatogrammen von Detektor 2: 

Detektor 1 bei unterschiedlichen Schutzflusseinstellungen von 3.4 - 12.4 µl/min. 

Bedingungen wie in Abbildung 13.17. 

 

13.4.3 Ergebnis der on-capillary / on-stream Tandem-UV-Detektion  
 

Eine Abhängigkeit der Peakflächenverhältnisse von der Molekularmasse der Analyten ist 

nicht feststellbar. Bei allen eingestellten Schutzflüssen zeigte Eriochromblau die größte 

Peakverbreiterung. Dies ist möglicherweise auf eine Wechselwirkung von Eriochromblau mit 

der Kapillaroberfläche zurückzuführen. Die Anordnung ist zur Abschätzung der 

Molekularmasse von Analyten nicht geeignet. 

 

13.5 Tandem on-capillary Detektion 

 

Um zu untersuchen wie sich die Peakform beim Durchlaufen einer leeren Kapillare 

verändert, wurden zwei Kreuzstücke zur on-capillary Detektion auf der Kapillare angebracht. 

An den Stellen an denen sich die Kreuzstücke befanden, war zuvor der Polyimidfilm der 

Kapillare abgebrannt worden. Die Lichtleitfasern der beiden Detektoren wurden jeweils an 

den Fenstern in den Kreuzstücken fixiert. Abbildung 13.28 zeigt den Aufbau der Apparatur. 
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Abbildung 13.28: Tandem on-capillary Detektion, Lichtleitfasern wurden mit Kreuzstücken 
auf der Kapillare fixiert. 1: Pumpe; 2: Mikroventil; 3: Injektionsspritze; 4: Abfall; 5: Rotor mit 
0.5 µl Schleife; 6: Splitventil; 7: Splitkapillare; 8: Trennkapillar; 9: Lichtleitfasern; 10: Abfall; 
11: Driftstrecke; 12: Kreuzstücke. 
 

Anstatt einer monolithischen Kapillarsäule wurde nun eine leere Kapillare mit einem 

Innendurchmesser von 75 µm eingesetzt. Die Kapillare hatte eine Gesamtlänge von 65.0 cm. 

Die Driftstrecke konnte durch Verschieben der Kreuzstücke variiert werden. 

Die Peakfläche sollte sich beim Passieren der Driftstrecke nicht verändern, da die gesamte 

Probenzone in der Kapillare verblieb und nicht verdünnt wurde. Allerdings sollte die 

Peakbreite mit steigendem Abstand vom Injektionsventil steigen. 

Das Chromatogramm aufgenommen von Detektor 1 sollte demnach schmalere Peaks 

enthalten als das Chromatogramm, welches von Detektor 2 aufgenommen worden war. Der 

Abstand der beiden Detektoren wurde zwischen 7.1 und 33.0 cm variiert. Der Abstand und 

die jeweiligen Bedingungen sind in Tabelle 13.2 dargestellt: 

Abstand Detektor 1 –

Injektionsventil [cm] 

Abstand Detektor 2 –

Injektionsventil [cm] 

Abstand Detektor 1 - 

Detektor 2 [cm] 

Fließgeschwindigkeit 

[mm/s] 

47.8 54.9 7.1 3.4 

47.8 62.3 14.5 2.5 

9.5 42.6 33.1 2.0 

Tabelle 13.2: Position der Kreuzstücke zur on-capillary Detektion auf der Kapillare und die 
jeweilige Fließgeschwindigkeit in der Kapillare 
 

Die Fließgeschwindigkeit in der Kapillare betrug zwischen 2.0 und 3.4 mm/s. Da der 

Widerstand der offenen Kapillare sehr gering war, war es sehr schwierig eine konstante 

Fließgeschwindigkeit einzustellen. 

Es wurden drei verschiedene Analyten verwendet: Thioharnstoff, Eriochromblau und 

Calix[6]aren-Sulfonsäure (Molekularmasse in Tabelle 13.1). Die Zunahme der Peakbreite 
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wurde prozentual ausgedrückt und über der molaren Masse des Analyten aufgetragen. 

Abbildung 13.29 zeigt das entsprechende Diagramm für drei verschiedene 

Diffusionsstrecken. 
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Abbildung 13.29: Zunahme der Peakbreite in % auf der Driftstrecke aufgetragen über der 
Molaren Masse der Analyten für verschiedene Abstände zwischen den Detektoren. Kapillare: 
fused-silica, 65 cm x 75 µm; Fließgeschwindigkeit 2.0 mm/s - 3.4 mm/s; Analyten: 
Thioharnstoff, Eriochromblau, Calix[6]aren-Sulfonsäure; Driftstrecken: 7.1 cm – 33.1 cm. 
 

Die prozentuale Zunahme der Peakbreite scheint bei hohen Molekularmassen größer zu sein 

als bei kleineren Molekularmassen. Aufgrund der geringeren Diffusionskoeffizienten 

schwererer Moleküle war genau der gegenteilige Effekt erwartet worden. Allerdings liegt die 

beobachtete Zunahme der Peakbreite nur im einstelligen Prozentbereich und ist damit sehr 

klein. 

Möglicherweise ist die Peakverbreiterung für Eriochromblau und Calix[6]aren-Sulfonsäure 

auf eine Affinität dieser Moleküle zur Kapillarwand zurückzuführen. 
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13.6 Tandem-UV-Detektion mit Makromolekülen 

 

Da eine Massenabhängigkeit der Peakflächenverhältnisse für Moleküle im 

Molekülmassenbereich von 50 bis 1000 g/mol nicht festgestellt werden konnte, sollten nun 

Makromoleküle als Analyten eingesetzt werden. Polyethylenoxid stand zwar in 

verschiedenen Polymerisierungsgraden zur Verfügung, es konnte aber als Analyt nicht 

eingesetzt werden, da es keine UV-aktiven Gruppen trägt und so vom Detektor nicht erkannt 

wird. Polystyrol zeigt durch seine aromatischen Reste eine große UV-Absorption. Allerdings 

löst es sich weder in Wasser noch in Acetonitril. Als Lösungsmittel wurde deshalb auf 

Tetrahydrofuran zurückgegriffen. Es standen drei Polystyrol-Standards mit unterschiedlichen 

Polymerisierungsgraden zur Verfügung. Die Molekularmasse der Polystyrole betrug 95800 

g/mol, 401340 g/mol und 1447000 g/mol. Da Tetrahydrofuran ebenfalls UV-Licht absorbiert 

wurden zunächst UV-Spektren vom reinen Lösungsmittel und von einer Polystyrol-Lösung 

aufgenommen. 
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Abbildung 13.30: UV-Spektren von Tetrahydrofuran (rot) und Polystyrol gelöst in 
Tetrahydrofuran (schwarz). Spektrometer: Jasco UV-975 Scan-Mode. 
 

Tetrahydrofuran absorbiert UV-Licht in einem Wellenlängenbereich von etwa 200 bis 250 

nm. Polystyrol gelöst in Tetrahydrofuran hat ein Absorptionsmaximum bei etwa 220 nm. Es 

wurde eine Wellenlänge von 264 nm als Detektionswellenlänge gewählt. 
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Eine HPLC-Apparatur mit Schutzfluss-unterstützter Tandem-UV-Detektion wurde aufgebaut. 

Es wurde die Schutzfluss-Zelle eingebaut, mit der eine zweifache UV-Detektion im 

Schutzfluss realisiert werden kann. Als Trennkapillare diente eine 11 cm lange unmodifizierte 

monolithische Kapillarsäule mit einem Innendurchmesser von 100 µm. Die 

Schutzflussvorrichtung und das Schutzfluss-Vorratsgefäß wurden mit Tetrahydrofuran befüllt. 

Ebenso die Spritzenpumpe.  

Aufgrund der geringeren Viskosität von Tetrahydrofuran gegenüber Wasser wurde der 

Schutzfluss bei einem bestimmten Druck auf das Schutzfluss-Vorratsgefäß erneut 

gemessen. Abbildung 13.31 zeigt die Lineargeschwindigkeit des Schutzflusses bei 

verschiedenen Druckeinstellungen für Wasser und THF im Vergleich. 
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Abbildung 13.31: Schutzflussgeschwindigkeit für verschiedene Druckeinstellungen auf das 
Schutzfluss-Vorratsgefäß. Schutzfluss-Flüssigkeit: o: Wasser; ∆: THF. 

 

Über ein Mikro-Injektionsventil mit 0.5 µl Schleifenvolumen wurden die Proben auf die 

Säulen gebracht. Eine Trennung der Polymere fand bei den eingestellten 

Fließgeschwindigkeiten und der kurzen Kapillarsäule nicht statt.  

Für jede Injektion wurden zwei Chromatogramme aufgezeichnet. Abbildung 13.32 zeigt 

exemplarisch die erhaltenen Chromatogramme von Detektor 1 (grau) und Detektor 2 

(schwarz) für eine Fließgeschwindigkeit von 1.7 mm/s und einen Schutzflussgeschwindigkeit 

von 0.3 mm/s.  
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Abbildung 13.32: Chromatogramme der Polystyrol-Standards auf beiden Kanälen. Detektor 1 
(rot), Detektor 2 (schwarz). Kapillare: unmodifizierte monolithische Kapillarsäule, 11 cm x 
100 µm; Eluent: Tetrahydrofuran; Fließgeschwindigkeit: 1.7 mm/s; Probe: Polystyrol-
Standards verschiedener Polymerisierungsgrade in Tetrahydrofuran; Detektion: UV, 264 nm; 
Schutzfluss: Tetrahydrofuran, 0.3 mm/s. 
 
Die Chromatogramme der Lösung des schwersten Polystyrols (1447000 g/mol) zeigten 

einen Peak mit einer ausgeprägten Schulter. Auch in den Chromatogrammen der leichteren 

Polystyrole konnte eine Schulter am Peak festgestellt werden, die jedoch viel weniger stark 

ausgeprägt ist. 

Die Elutionszeiten waren sehr reproduzierbar und lagen für eine Lineargeschwindigkeit von 

1.7 mm/s bei 1.1 min und für eine Lineargeschwindigkeit von 2.6 mm/s bei 0.7 min. 

 

13.6.1 Molekularmassen-Abhängigkeit 
 

Die Peakflächenverhältnisse, gebildet aus den Peaks von Detektor 2 und den Peaks von 

Detektor 1 wurden jeweils über der Molekularmasse des Analyten aufgetragen. 

Als Fließgeschwindigkeit durch die monolithische Kapillare wurden 2.6 mm/s und 1.7 mm/s 

gewählt. Der Schutzfluss wurde jeweils zwischen 0.3 mm/s (etwa 8.6 µl/min) und 1.4 mm/s 

(etwa 43.1 µl/min) variiert.  

Je größer die Molekularmasse des Analyten, desto geringer ist dessen Diffusionskoeffizient. 

Ein Diffundieren von schweren Molekülen transversal zur Strömungsrichtung in den 
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umhüllenden Schutzfluss sollte weniger wahrscheinlich sein als das Diffundieren von leichten 

Molekülen. 

Das Peakflächenverhältnis gebildet aus Chromatogramm 2 : Chromatogramm 1 sollte umso 

größer sein, je größer die Molekularmasse des Analyten ist.  

Abbildung 13.33 zeigt die Peakflächenverhältnisse aufgetragen über der Molekularmasse 

des Polystyrols für eine Fließgeschwindigkeit auf der Trennkapillare von 2.6 mm/s. Es 

wurden Mehrfachbestimmungen durchgeführt. 
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Abbildung 13.33: Peakflächenverhältnisse aufgetragen über Molekularmasse des Analyten 
bei verschiedenen Schutzflüssen (SF). Schutzfluss variiert von 0.3 mm/s bis 1.4 mm/s. 
Fließgeschwindigkeit: 2.6 mm/s. Bedingungen wie Abbildung 13.32. 
 

Ein Unterschied in der Größe der Peakflächenverhältnisse der beiden Polystyrole mit 

geringem Polymerisierungsgrad (95800 g/mol, 401340 g/mol) ist nicht erkennbar. 

Bei den höheren Schutzflüssen 0.5 mm/s und 1.4 mm/s kann ein Ansteigen der 

Peakflächenverhältnisse mit steigender Molekularmasse beobachtet werden. Bei einem 

Schutzfluss von 0.3 µl/min scheint die Molekularmasse des Analyten keinen Einfluss auf die 

Peakflächenverhältnisse zu haben. Man kann auch erkennen, dass mit steigendem 

Schutzfluss die Peakflächenverhältnisse größer werden.  

Da die Lineargeschwindigkeit des Schutzflusses bei den durchgeführten Messungen stets 

kleiner war als die Lineargeschwindigkeit auf der Trennsäule, wurde der aus der 

Trennkapillare austretende Flüssigkeitsstrom abgebremst. Möglicherweise kam es dabei zu 

Bewegungen transversal zur Flussrichtung, die eine stärkere Verkleinerung der Peakfläche 

bei kleineren Schutzflüssen bewirkten. 
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Abbildung 13.34: Peakflächenverhältnisse aufgetragen über Molekularmasse des Analyten 
bei einer Fließgeschwindigkeit von 1.7 mm/s in der Kapillare bei verschiedenen 
Schutzflüssen (SF). Bedingungen wie in Abbildung 13.32. 

 

In Abbildung 13.34 wurden die Peakflächenverhältnisse über der Molekularmasse der 

Analyten für einen Fließgeschwindigkeit in der Trennsäule von 1.7 mm/s aufgetragen. Auch 

hier kann eine Zunahme des Peakflächenverhältnisses mit steigender Molekularmasse 

beobachtet werden. Allerdings ist der Anstieg der Peakflächneverhältnisse erst bei dem 

Polystyrol mit der größten Molekularmasse zu erkennen. Für die beiden leichteren 

Polystyrole ergeben sich ähnliche Peakflächenverhältnisse. Im Gegensatz zu Abbildung 

13.33 ist die Abhängigkeit der Peakflächenverhältnisse von der Molekularmasse besonders 

bei geringen Schutzflüssen ausgeprägt. Bei hohen Schutzflüssen scheint die 

Molekularmasse nur noch geringen Einfluss auf die Peakflächenverhältnisse zu haben. 

 

13.6.2 Ergebnis der Tandem on-capillary Detektion 
 

Um eine Abhängigkeit der Peakflächenverhältnisse von der Molekularmasse des Analyten  

beobachten zu können, muss bei einer Fließgeschwindigkeit in der Trennkapillare von 1.7 

mm/s ein Schutzfluss von 0.3 mm/s (entspricht etwa 8.6 µl/min) angelegt werden. Bei einer 

Fließgeschwindigkeit von 2.6 mm/s in der Trennkapillare ist ein Schutzfluss von 1.4 mm/s 

(43.1 µl/min) am besten geeignet um einen Zusammenhang zwischen Peakflächenverhältnis 

und Molekularmasse nachzuweisen. Die Lineargeschwindigkeit des Schutzflusses musste 
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demnach etwa um Faktor 3.5 geringer sein als die Lineargeschwindigkeit in der 

Trennkapillare um die größte Abhängigkeit der Peakflächenverhältnisse von der 

Molekularmasse zu erhalten. 

Ein Zusammenhang zwischen Peakflächenverhältnis und Molekularmasse des Analyten 

kann im Falle der Polystyrole durch die Tandem-UV-Detektion in der Schutzfluss-Zelle 

postuliert werden. Allerdings müssen die Analyten eine sehr hohe und voneinander 

unterschiedliche Molekularmasse aufweisen. 

Um zu erkennen, ob der Zusammenhang linear verläuft, müsste man mit Hilfe weiterer 

Polystyrol-Standards unterschiedlicher Polymerisierungsgrade eine Kalibier-Reihe erstellen 

und den linear-dynamischen Bereich der Methode ermitteln. 
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14 Zusammenfassung 
 

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Optimierung einer nachweisstarken und 

universellen Detektionsmethode, die für die mikroanalytischen Trennmethoden 

Kapillarelektrophorese, Elektrochromatographie und Mikro-HPLC eingesetzt werden kann. 

Als Detektionsprinzip wurde aufgrund ihrer Robustheit und ihres großen Einsatzgebietes die 

UV-Absorption ausgewählt. Um nicht an die geometrischen Vorgaben der Hersteller von UV-

Detektoren gebunden zu sein, wurde ein UV-Detektor mit Monolichtleitfasern ausgestattet. 

Es wurde ein Bauteil konstruiert, welches die Fixierung der Trennkapillare und der beiden 

vom Detektor kommenden Monolichtleitfasern so ermöglicht, dass die UV-Absorption direkt 

im Anschluss an die Trennkapillare bestimmt werden kann. Der aus der Trennkapillare 

austretende Fluss wird dabei von einem Hilfsfluss unterstützt. Diese Detektionsanordnung 

hat gegenüber der bisher üblichen on-capillary Detektion mehrere Vorteile: 

• Streulichteffekte, hervorgerufen durch die relativ dicke Kapillarwand werden 

vermindert, da das Licht die Kapillare nicht durchdringen muss.  

• Eine Optik zur Fokussierung des Lichtstrahls ist bei der Verwendung von 

Monolichtleitfasern in sehr geringem Abstand nicht notwendig 

• Es kann die gesamte Länge der Kapillare als Trennstrecke in der Elektrophorese 

genutzt werden. Effektive Länge und Gesamtlänge müssen nicht unterschieden 

werden. Das bedeutet, es gibt keinen zusätzlichen Spannungsabfall über einer 

Detektorleitung. 

• UV-durchlässige und UV-undurchlässige Kapillaren können in gleicher Weise 

verwendet, und so und bezüglich ihrer Effizienz verglichen werden. Die Verwendung 

von Kapillaren aus PEEK oder anderen UV-undurchlässigen Kunststoffen ist ohne 

weiteres möglich. 

• Gepackte oder monolithische Kapillarsäulen können selbst mit UV-aktiver 

Oberflächen-Modifizierung eingesetzt werden. 

• Auf die bisher in der Elektrochromatographie übliche leere Detektionskapillare, die 

ein nicht zu unterschätzendes Totvolumen darstellt, kann verzichtet werden.  

• Durch die kompakte Bauweise der Apparatur und die waagrechte Anordnung von 

Injektions- und Detektionsvorrichtung können auch Kapillarsäulen mit sehr geringer 

Länge verwendet werden (minimale Länge etwa 8 cm). Die Kapillare muss nicht 

gebogen werden und es tritt kein Siphoneffekt auf. 

Um eine Aussage über die Nachweisstärke der Schutzfluss-unterstützten UV-Detektion 

machen zu können, wurden die an mehreren kommerziell erhältlichen UV-Detektoren 

gemessenen Signal/Rausch-Verhältnisse mit denen der Schutzfluss-Zelle verglichen. Es 
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stellte sich heraus, dass die Schutzfluss-unterstützte UV-Detektion die höchste 

Nachweisstärke der getesteten Verfahren besitzt. 

Durch die Untersuchung von Peakeigenschaften, wie Peakasymmetrie, Peakbreite und 

Peakfläche in Abhängigkeit des Schutzflusses konnte für die verschiedenen Betriebs-Modi 

der optimale Schutzfluss ermittelt werden. 

Ein geringer Schutzfluss führte zu Peak-Tailing. Je größer der Schutzfluss eingestellt wurde, 

desto kleiner waren die erhaltenen Peakflächen. Es musste deshalb ein Kompromiss 

zwischen Signalintensität und Effizienz gefunden werden. Bei geringeren 

Lineargeschwindigkeiten in der Trennkapillare, zum Beispiel in der Elektrochromatographie, 

mussten geringere Schutzflüsse eingestellt werden um ein optimales Ergebnis zu erhalten. 

In elektroosmotisch betriebenen Systemen konnte außerdem festgestellt werden, dass die 

Zusammensetzung der Schutzfluss-Flüssigkeit nur sehr geringen Einfluss auf das 

Elektropherogramm hat. Es wurde herausgefunden, dass sich 20 mM Natriumsulfatlösung 

als universell einsetzbare Schutzfluss-Flüssigkeit in der CE und CEC eignet. Für die Mikro-

HPLC konnte keine universell einsetzbare Schutzfluss-Flüssigkeit gefunden werden. 

Unterschiedliche Zusammensetzungen von Eluent und Schutzfluss führten zu erheblichem 

Rauschen des UV-Signals. 

Die Schutzfluss-unterstützte UV-Detektion wurde sowohl in der Kapillarelektrophorese als 

auch in der Kapillar-Elektrochromatographie wie in der Mikro-HPLC eingesetzt. Für alle 

Methoden lieferte sie gute Ergebnisse hinsichtlich Nachweisstärke und Peakform. Die 

konstruierte Apparatur konnte durch wenige Handgriffe in den jeweils anderen Modus 

umgebaut werden.  

Weiterhin wurde versucht, durch nacheinander folgende Messung der UV-Absorption im 

Abstand einer bestimmten Driftstrecke einen Zusammenhang zwischen Molekularmasse des 

Analyten und des erhaltenen Peakflächenverhältnisses zu ziehen. Eine Abhängigkeit der 

Peakflächenverhältnisse aus den beiden aufgenommenen Chromatogrammen von der 

jeweiligen Molekularmasse der Analyten konnte jedoch nicht gefunden werden. 

Möglicherweise war der Molekularmassenbereich der ausgewählten Analyten zu gering. 

Versuche, eine Abhängigkeit zwischen Peakflächenverhältnissen und Molekularmassen von 

Polystyrol-Standards zu finden, waren jedoch ebenfalls nicht erfolgreich. Eventuell war die 

gewählte Driftstrecke von 30 mm zu lang. 

Die Schutzfluss-unterstützte UV-Detektion ließ sich problemlos mit den untersuchten 

mikroanalytischen Trennmethoden koppeln. Ihre Nachweisstärke ist höher als die 

Nachweisstärke der on-capillary Detektion. Durch ihre einfache Handhabung und ihr sehr 

gutes Preis/Leistungs-Verhältnis könnte sie die mikroanalytischen Trennmethoden für den 

Anwender attraktiver machen. 
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16 Anhang 

16.1 Verwendete Chemikalien 

 

Thioharnstoff Merck Darmstadt 

 

Nitrophenole 

2,5-Dinitrophenol Promochem Wesel 

2,4-Dinitro-6-methylphenol Promochem Wesel 

2,3,6-Trinitrophenol Promochem Wesel 

 

Phenol Merck Darmstadt 

Resorcin Merck Darmstadt 

 

Phenylalkanole 

Benzylalkohol Fluka Buchs, CH 

Phenylethanol Fluka Buchs, CH 

Phenylpropanol Fluka Buchs, CH 

Phenylbutanol Sigma Steinheim 

Phenylpentanol Sigma Steinheim 

Phenylhexanol Sigma Steinheim 

 

Phenone 

Propiophenon Sigma Steinheim 

Butyrophenon Sigma  Steinheim 

Valerophenon Sigma  Steinheim 

Hexanophenon Sigma  Steinheim 

 

Nitroaromaten 

2,4-Diaminotoluol Promochem Wesel 

4-Amino-2-Nitrotoluol  Promochem Wesel 

1,2-Dinitrobenzol  Promochem Wesel 

1,3-Dinitrobenzol  Promochem Wesel 

1,4-Dinitrobenzol  Promochem Wesel 

2,6-Dinitrotoluol  Promochem Wesel 

2,3-Dinitrotoluol  Promochem Wesel 
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2,4-Dinitrotoluol  Promochem Wesel 

2,4,6-Trinitrotoluol  Promochem Wesel 

 

Polystyrole Sigma Steinheim 

Natriumchlorid Merck Darmstadt 

Kaliumnitrat Merck Darmstadt 

Natriumsulfat Merck Darmstadt 

Kaliumiodid Fluka Buchs, CH 

Calix[6]aren-Sulfonsäure AG Welsch Ulm 

Eriochromblau SE Merck Darmstadt 

Borsäure Fluka Buchs, CH 

Natriumhydroxid Merck Darmstadt 

Ameisensäure Merck Darmstadt 

Essigsäure Merck Darmstadt 

Glycerin Merck Darmstadt 

Wasser ELGA-Stat UHQP, Wasserreinigung 

Acetonitril, Lichrosolv Merck Darmstadt 

Methanol, Lichrosolv Merck Darmstadt 

Tetrahydrofuran, für HPLC Promochem Wesel 

Methoxydimethyloctadecylsilan Sigma Steinheim 

Toluol Merck Darmstadt 

 

16.2 Verwendete Geräte 

 

UV-Detektoren 

Jasco UV-975 Jasco Groß Umstadt 

Knauer K2600 Knauer Berlin 

Knauer K-2000 Knauer Berlin 

Ocean Optics S2000 Ocean Optics Duiven, NL 

TIDAS J & M  J & M Aalen 

 

Spannungsversorgung 

Spellman CZE 1000R Spellman West Sussex, UK 

 

Pumpe 

Applied Biosystems 140B Applied Biosystems Foster City, Californien, USA 
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Injektionsventil 0.5 µl Ziemer Langerwehe / Düren 

 

CE-Komplett-Gerät 

Capel105  Lumex  St Petersburg, RUS  

 

16.3 Kapillaren 

 

50 µm ID 365 µm OD Polymicro, Phoenix, Arizona, USA 

20 µm ID 350 µm OD Chrompack, Darmstadt 

10 µm ID 350 µm OD Chrompack, Darmstadt 

50 µm ID 150 µm OD Polymicro, Phoenix, Arizona, USA 

 

16.4 Verzeichnis der Abkürzungen 

 

ACN Acetonitril 

CE Kapillarelektrophorese 

CEC Kapillarelektrochromatographie 

CZE Kapillarzonenelektrophorese 

EOF Elektroosmotischer Fluss 

fs fused-silcia, hochreines Quarzglas 

GC Gaschromatographie 

HPLC High Performance Liquid Chromatography 

µ-HPLC Mikro-HPLC 

mM mmol/l 

µM µmol/l 

ID Innendurchmesser 

OD Außendurchmesser 

PEEK Polyetheretherketon 
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