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Einleitung und Motivation

Polymere Materialien sind z.B. in Form von Cellulose oder Wolle seit Anbeginn der
Menschheit bekannt und werden in vielfaltiger Weise genutzt. Die ersten kiinstlich
hergestellten Polymere waren Polyvinylchlorid (PVC) Anfang des 19. Jahrhunderts
und Bakelit seit 1910.[ Erst mit den Arbeiten und Ideen von Staudinger, der be-
reits zwischen 1907 und 1912 als Professor an der Universitdt Karlsruhe auf dem
Gebiet der Polymere forschte, bildete sich ab 1920 eine Vorstellung von Polymeren
als lange Molekiilketten, die aus vielen regelméfbig wiederkehrenden Monomerein-

5] Mit der Entwicklung von Katalysatoren zur Polyethy-

heiten aufgebaut sind.
lenherstellung (PE) von Ziegler und Nattal®® wurden Polymere ab Mitte des 20.
Jahrhunderts in grofem Mafsstab verfiigbar und vollsynthetische Kunststoffe began-
nen ihren Siegeszug. Eine Welt ohne kiinstliche Polymere ist aus heutiger Sicht nur
schwer vorstellbar, da die Eigenschaften dieser leichten und kostengiinstigen Ma-
terialen so vielfiltig variiert und auf den Einsatzzweck und dessen Anforderungen
angepasst werden konnen. Besonders bedeutend ist ihre Formbarkeit.[!
Massenkunststoffe wie PE, Polypropylen (PP), PVC, oder Polystyrol (PS) sind
Homopolymere, d.h. ihre Bausteine, die Monomere, sind alle identisch. Bei der Her-
stellung kann die Linge der Ketten variiert werden, was die Materialeigenschaften
wesentlich beeinflusst. Zusétzlich existieren neben rein linearen Polymeren auch ver-
zweigte, die viele verschiedene Topologien wie z.B. Stern-Form oder Kamm-Form an-

nehmen kénnen. In modernen Materialen werden zudem unterschiedliche Polymere
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haufig zu einem Blend vermischt. Eine weitere Moglichkeit die Materialeigenschaft
durch Verdnderung der Molekiile zu beeinflussen ist die Herstellung von Copolyme-
ren. Dabei werden zwei oder mehr unterschiedliche Monomere in den Polymerketten
verbaut. Sie sind kovalent miteinander verbunden und es sind viele Anordnungen
z.B. in Blocken, alternierend oder statistisch moglich.

Fasst man all diese Mdglichkeiten zusammen, so ergeben sich drei wesentliche
Eigenschaften, die ein Polymermolekiil charakterisieren: Die Grofe, die chemische
Zusammensetzung und die Topologie. Dies wird in AbbJ[I.1] veranschaulicht. Bei der
Herstellung von Polymeren kann keine der drei Eigenschaften bisher genau definiert

werden und bei synthetischen Polymeren unterliegen daher alle einer Verteilung.

Topologie 3D Verteilung

rry|
e

00%0¢9400%,

1D Projektion:

S>> GroRke, M,

Chemi‘;che 2D Projektion:
Zusammensetzung Chromatogramm eines chemisch

W&\i‘@‘%@h sensitiven Detektors
RI

Abbildung 1.1.: Die drei wichtigsten molekularen Eigenschaften von Polyme-
ren sind ihre Grofe, die chemische Zusammensetzung und ihre Topologie.

Wihrend die Bestimmung der Topologie auf Grund des geringen relativen Ver-
zweigungsgrads meist sehr schwierig ist, existieren fiir die Achsen der Grofe und der
chemischen Zusammensetzung analytische Standardverfahren. Die Zusammenset-
zung wird dabei iiber Spektroskopie (meist Kernresonanzspektroskopie, NMR oder
Infrarotspektroskopie, IR) bestimmt. Die Groke der Molekiile kann als Mittelwert
iiber z.B. Lichtstreuung, Osmometrie oder spektroskopische Endgruppenanalytik
bestimmt werden, wobei unterschiedliche Mittelwerte (vgl. Kap. aus den ver-
schiedenen Methoden erhalten werden, die in Kombination auch Aussagen iiber die
Grofenverteilung erlauben. Die Verteilung des Molekulargewichts wird prinzipiell
mit Gelpermeationschromatographie (GPC) zugénglich. Alternative Verfahren wie

fraktionierte Fiallung sind wesentlich aufwéndiger.



1. Einleitung und Motivation

Um nicht nur die eindimensionalen Projektionen der dreidimensionale Verteilung
(Abb. , sondern die 2D-Projektion, d.h die molekulargewichtsabhingige che-
mische Zusammensetzung zu erhalten ist die Kopplung von Chromatographie und
Spektroskopie notig. Fiir die GPC stehen zwar verschiedene Detektoren zur Ver-
fiigung, jedoch ist keiner der Standard-Detektoren ausreichend chemisch sensitiv
(s. Kap. [2.2.2). Wéhrend ein Standard-Detektor nur den Messwert einer einzelnen
Grofse, z.B. Brechungsindex, ausgibt, liefert die Spektroskopie nicht nur viele Da-
tenpunkte fiir unterschiedliche Frequenzen zeitgleich und entspricht damit vielen
gleichzeitig eingesetzten Detektoren, sondern das Spektrum erlaubt auch Aussagen
iiber die chemische Beschaffenheit. Daher wurden schon einige Kopplungen zwi-
schen Gelpermeationschromatographie und Spektroskopie realisiert (s. Kap. . Um
jedoch als chemisch sensitiver Standard-Detektor in der Routineanalytik eingesetzt
zu werden sind diese oft zu teuer (z.B. Hochfeld-NMR-Spektrometer, s. Kap. , zZu
aufwindig (z.B. zweistufige Verfahren mit Losungsmittelverdampfung, s. Kap.
oder zu stark auf bestimmte Fragestellungen limitiert (z.B. Hochtemperatur-GPC,
s. Kap. [3.3.2).

Daher sollte in dieser Arbeit eine weitere Kopplungsmethode aus GPC und Infra-
rotspektroskopie realisiert werden, die aus kommerziell verfiigharen Gerdten be-
steht, welche beziiglich aller Parameter vollstandig optimiert wurden (Kap. und
Kap. . Der Detektor sollte dariiber hinaus online arbeiten, was den Bau geeigne-
ter Flusszellen erforderlich machte (Kap. [4.2)). Die Methode sollte zu einem spéteren
Zeitpunkt prinzipiell ohne tiefer gehende Kenntnisse iiber Spektroskopie bedienbar
sein. Die eigentliche Herausforderung war es, die Sensitivitdt der Methode so weit
zu optimieren, dass das Losungsmittel mathematisch, mit einer neu entwickelten
Methode unterdriickt werden konnte (Kap. [4.3)).

Um mit einer Verstarkung der Strahlungsintensitit der Lichtquelle in der Spektro-
skopie die Sensitivitdt nochmals zu erhohen, wurden andere, stirkere Lichtquellen
gesucht. Mit den sog. Quantenkaskadenlasern — genauer EC-QCLs (s. Kap. -
wurden Strahlungsquellen gefunden, die potentiell die Anforderungen erfiillen. In
ersten Versuchen diese mit Chromatographie zu Koppeln sollten deren Einsatzmog-
lichkeiten evaluiert werden (Kap. , und .

Fiir einen solchen, chemisch sensitiven Detektor gibt es viele Einsatzmoglichkeiten

in der Polymeranalytik. An einigen Beispielen wird dies im Kapitel [5| beleuchtet.



Theoretische Grundlagen

2.1. Signale und Rauschen

Fast alle Messwerte werden heutzutage bevorzugt digital, d.h. mit Computern er-
fasst. Dazu wird die zu bestimmende Messgrofe, sei es z.B. das Infrarotlicht im
Spektrometer oder auch der Brechungsindex in einem Brechungsindexdetektor der
Gelpermeationschromatographie, im besten Fall in ein elektrisches Signal gewandelt.
Die Methoden dafiir sind sehr unterschiedlich, je nach zu messender Grofe. Am En-
de liegt oft eine elektrische Spannung vor, die iiber einen Analog-Digital-Wandler
(ADC, fiir engl. ,analog digital converter”) digitalisiert wird. Verdnderungen dieser
Spannung werden als Signale detektiert. Dabei muss beriicksichtigt werden, wie ex-
akt eine solche Messung sein kann und wie grof eine Verédnderung mindestens sein
muss, um tatséichlich als Signal zu gelten.['"!

Jede Messung wird von Rauschen begleitet. Rauschen ist per Definition die zu-
fallige Fluktuation im Signal, die unterschiedliche Ursachen haben kann. So kénnen
z.B. Schwankungen im Luftdruck oder der Temperatur einen Einfluss haben. Aber
auch Unstetigkeiten sowie die Grundfrequenz von 50 Hz im européischen, elektri-
schen Netzstrom finden sich oft als ungewollte Artefakte in Messsignalen wieder.
Aufgrund der thermischen Energie bewegen sich Elektronen in elektrischen Leitern
und verursachen so Rauschen. Personen die sich im Labor bewegen und damit Fr-

schiitterungen hervorrufen sind ebenfalls eine Quelle fiir Rauschen. Dies sind nur
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einige der unzihligen Ursachen fiir Rauschen, die niemals alle beseitigt werden kon-
nen. Durch diverse Mafnahmen wie z.B. einen vibrationsarmen Messaufbau kann
Rauschen hiufig substantiell reduziert werden. In der Datenverarbeitung kann man
durch Filterung und/oder Glattung das Signal verbessern. Grundsétzlich ist Rau-
schen ungewollt und statistisch. Es muss von systematischen ungewollten und sto-
renden Signalen sowie Artefakten unterschieden werden. Das Rauschen N wird meist

als die Standardabweichung o mehrerer Messungen definiert:

Neo= |3 (5 -3 (2.1)

wobei n die Anzahl der Messungen, S; die Signale der einzelnen Messungen und S
der Mittelwert der Signalintensititen ist.

Da mehrere Messungen nur zur Bestimmung des Rauschen einen hohen Zeitauf-
wand bedeuten, wird in der Praxis oft ein Kompromiss bei der Bestimmung des
Rauschens eingegangen. In der Spektroskopie wird haufig ein signalfreier Bereich
des Spektrums genutzt und die Fluktuation im Nullsignal als Rauschen berechnet.
Dies hat erhebliche Nachteile, da erstens die Annahme der Bereich sei frei von Si-
gnalen falsch sein kann, wenn z.B. geringe Verunreinigungen Signale verursachen.
Zwischen zufilligem und systematischen Signalen kann in einer einzelnen Messung
nie zweifelsfrei unterschieden werden. Zweitens kann das Rauschen frequenzabhéngig
sein. Dies trifft in der Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (FTIR) auf-
grund der Charakteristik des Einkanalspektrums immer zu.[''l Man bestimmt in der
Frequenzrichtung daher einen Rauschwert, der das tatsichliche Rauschen gar nicht
wiedergibt. Der Wert skaliert meist dennoch linear mit dem tatséchlichen Wert und
so sind Vergleiche und Optimierungen moglich. Im Falle der FTIR ist das Rau-
schen wegen der Datenverarbeitung zusitzlich von der Signalintensitit abhingig.[?l
In der Chromatographie gelten diese drei Punkte zwar grundsétzlich ebenso, al-
lerdings kann ein Bereich — z.B. zu Beginn des Chromatogramms — mit sehr viel
hoherer Wahrscheinlichkeit als signalfrei angenommen werden. Da eine Messung in
der Chromatographie hiufig auch langer dauert (typischerweise zwischen 10 min und
60 min), ist ein solcher Kompromiss eher zu rechtfertigen.

In der Spektroskopie kann als ein Mittelweg zwischen der Messung vieler Spek-
tren und nur einem Spektrum das Rauschen auch noch auf folgende Weise bestimmt
werden. Man nutzt zwei Messungen derselben Probe — meist direkt hintereinander
gemessen — und bildet die Differenz, diese gibt theoretisch nur statistische Fluktua-

tionen wieder, beriicksichtigt aber nicht die Frequenz- bzw. Intensititsabhéngigkeit.
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Rauschwerte korrekt zu bestimmen bedeutet fast immer einen erhdhten Aufwand
und daher werden sie in der Praxis meist ungenau bestimmt. Da das Rauschen
auch von vielen Faktoren abhéngt, die man nicht beeinflussen kann und deren Ein-
fluss man auch nicht kennt — z.B. die Jahreszeit — konnen Rauschwerte immer nur
dann sinnvoll verglichen werden, wenn viele Parameter unveréndert bleiben, die Mes-
sungen also moglichst identisch durchgefiihrt werden. Fiir solch direkte Vergleiche
geniigt auch ein nach der eigentlichen Definition ungenau bestimmter Rauschwert.

Ein Rauschwert alleine ist nicht aussagekréftig. Nur im Verhé&ltnis mit der Si-
gnalintensitét ergibt sich eine sinnvolle Messgrofse, das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis
(S/N). Das S/N gibt quasi die Unsicherheit oder den Messfehler in der Signal-
intensitdt wieder. Daher wird allgemein in der Spektroskopie und ebenso in der
Chromatographie ein Grenzwert von S/N > 3 fiir den Nachweis einer Substanz
festgelegt, der auch engl. als limit of detection* (LOD) bezeichnet wird.!"*! Signale
werden iiblicherweise erst ab einem Grenzwert von S/N > 10 quantifiziert, was einer
Unsicherheit von 10 % entspricht. Dies wird engl. als limit of quantification” (LOQ)
bezeichnet. 14

Das S/N kann verbessert werden, indem mehrere Messungen aufaddiert oder ge-

10]

mittelt werden.'” Der Grund ist, dass beim Aufaddieren das Signal stirker wichst

als das Rauschen. Addiert man n Messungen so gilt fiir das Signal S

s=3s, (22)

Da die Signalintensititen der Einzelmessungen S; in der Theorie alle gleich sind,
gilt:

Das Signal skaliert folglich linear mit der Anzahl der Messungen. Das statistische
Rauschen, welches als Standardabweichung (s. Gl. berechnet wird, skaliert hin-

gegen nur mit der Quadratwurzel der Anzahl der aufaddierten Messungen.!**!
N=+n-N, (2.4)

Fiir das S/N folgt dann:

2

Die Messzeit fiir eine Messung ¢; kann als konstant angenommen werden, daher ist
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die Gesamtmesszeit t proportional zur Anzahl der Spektren.
toxn (2.6)

Aus Gl und Gl. 2.6|folgt, dass bei mehreren Messungen das S/N mit der Wurzel

der Messzeit skaliert oder:
S/N

Vit
/N

Dieser Wert, das G ist konstant fiir eine bestimmte Messapparatur mit definierten

= const. (2.7)

Einstellungen bzw. Parametern. Fiir zeitaufgeloste Messungen — wie bei der Kopp-
lung von Chromatographie und Spektroskopie — sollte dieser Wert als Messgrofse fiir
die Optimierung der Parameterkonfigurationen herangezogen werden. Ist das S/thv
z.B. fiir die Spektroskopie maximal, so kann die chromatographische, d.h. zeitliche
Auflésung zu Gunsten des S/N reduziert werden. Der Nutzer kann so seinen Fo-
kus je nach Fragestellung, mehr auf die Auflésung der Chromatographie (vgl. auch
Kap. oder mehr auf die Sensitivitat der Spektren legen.

Betrachtet man die Sensitivitdt einer Messung als die Auflésung auf der Intensi-
tits- oder Y-Achse, so muss davon getrennt die Auflésung auf der X-Achse, sei es
Frequenz, Zeit oder jede andere Groke, betrachtet werden. Diese nennt man meist
Selektivitét, da hier verschiedene Signale voneinander unterschieden werden. Die Pa-
rameter, die die Selektivitidt beeinflussen sind je nach Messmethode unterschiedlich.
Fiir die FTIR Spektroskopie und die GPC soll daher in den folgenden Kapiteln noch-
mals auf die Selektivitdt bzw. die Einfliisse auf die Signal- oder Bandenverbreiterung
eingegangen werden (s. Kap. und Kap. 2.2.3). Wenn eine hohe Selektivitéit der
Methode gefordert ist, so ist das Ziel meist einen Basislinientrennung der Signa-
le. Dies ist natiirlich nur moglich, wenn die Ursache der Signalverbreiterung in der
Messmethode liegt. Oft genug tiberlappen Signale auf Grund intrinsischer Ursachen
und sind dann nicht aufzulésen. Fiir die Adsorptionsfliissigchromatographie steht
mit der Moglichkeit verschiedene Lésungsmittel in sog. Gradienten zu mischen ein
sehr leistungsfahiges Mittel zur Verfiigung, mit welchem die Selektivitit beeinflusst,
auf die individuelle Fragestellung angepasst und damit meist bis zur Basislinien-
trennung verbessert werden kann. Im Falle der GPC ist aber auch die Form der
Signale entscheidend, daher ist die chromatographische Auflésung von besonderer
Bedeutung. Im Kapitel wird ausfiihrlicher beschrieben, welche Faktoren die
Bandenverbreiterung in der GPC beeinflussen und welche Auswirkungen auf die

Messwerte sich daraus ergeben.

10
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2.2. Grundlagen der Chromatographie

Die Chromatographie ist eine Methode zur Trennung von Stoffen oder Stoffgemi-
schen nach verschiedenen Eigenschaften.'” Allen Arten von Chromatographie ist
dabei gemein, dass das zu trennende Stoffgemisch in der sog. mobilen Phase — meist
einer Fliissigkeit oder einem Gas — geldst oder verteilt ist und an der stationédren
Phase — meist einem Feststoff oder einem Gel — vorbeigefiihrt wird. Dabei wechsel-
wirken die Stoffe unterschiedlich stark mit der stationdren Phase und werden dem
entsprechend unterschiedlich lange zuriickgehalten. Man unterscheidet viele Arten
der Chromatographie z.B. nach Art der mobilen und der stationdren Phase (Gas-
und Fliissigchromatographie) oder nach Art der Wechselwirkung (z.B. Adsorptions-
chromatographie und Grofenausschlusschromatographie). Abb. zeigt die Zusam-

menhénge der fiir diese Arbeit wichtigen Chromatographiearten.

Unterscheidung nach... (Chromatographiej
...Aufbau / Apparatur (Gaschromatographie} ( HPLCJ .ouvm.
...Trennprinzip LAC (Adsorptlon SEC (Grofenausschluss) J

...Trennmaterial 6b GPC (GFC (auch wassrige GPC)J

Abbildung 2.1.: Ubersicht iiber die Zusammenhinge der fiir diese Arbeit
wichtigen Chromatographiearten (vgl. auch die Definitionen in Kap. [2.2.1)).
Wie im deutschen Sprachraum iiblich, werden in dieser Arbeit SEC und
GPC meist synonym gebraucht und sind vor allem von der LAC zu unter-
scheiden.

Besonders die Hochdruckfliissigchromatographie (HPLC fiir engl. ,high pressure
liquid chromatography* oder auch ,high performance liquid chromatography*) wird
haufig verwendet. Der generelle Aufbau einer solchen HPLC-Anlage ist in Abb.
dargestellt und besteht immer aus einem Losungsmittelvorrat, von welchem aus
das als Eluent bezeichnete Losungsmittel mittels einer Pumpe durch die Trenn-
sdule und die anschlieftenden Detektoren gepumpt wird. Alle Bauteile werden mit
diinnen Schlduchen aus chemisch inertem Material (z.B. PTFE oder PEEK) oder
Edelstahlkapillaren verbunden. HPLC-Pumpen miissen nicht nur einen hohen Druck
(ca. 50 bar bis 200 bar) erzeugen kénnen, sondern auch einen sehr gleichméfigen Vo-
lumenstrom bei méglichst geringen Druckschwankungen liefern. Daher werden sog.
Kurzhub-Kolbenpumpen eingesetzt. Nach der Pumpe folgt eine Injektionseinheit
mit einer entsprechenden Probenschleife, die iiber das Volumen die Probenmenge

festlegt, die in das System eingebracht wird. Haufig ist an den Injektor ein Proben-
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Abbildung 2.2.: Aufbau einer Hochdruckfliisssigchromatographieanlage
(HPLC) mit Losungsmittelvorrat, Kurzhub-Kolbenpumpe, Probeninjekti-
onseinheit, Trennsiule sowie ein oder mehreren Detektoren. Die Bauteile
sind mit diinnen Schlduchen oder Kapillaren verbunden.

geber (hier nicht gezeigt) angebracht, der vollautomatisierte Messungen ermoglicht.
Die injizierte Probelosung durchlauft anschliefsend die Trennsiule, welche mit ver-
schiedensten Trennmaterialien und in verschiedenen Dimensionierungen erhéltlich
sind. Haufig wird zur besseren Trennung eine Kombination aus mehreren Saulen
eingesetzt. Zusitzlich ist die Verwendung einer Vorsaule iiblich, deren Hauptzweck
der Schutz der {ibrigen Sdulen vor Verunreinigungen ist. Durch die Wechselwirkung
mit dem Trennmaterial in dieser Sdule (fiir GPC s. auch Kap. eluieren die
verschiedenen Substanzen nun zu unterschiedlichen Zeiten und werden von einem
oder mehreren Detektoren registriert. Fiir die HPLC gibt es sehr viele Detekto-
ren, von denen nur wenige sinnvoll als GPC-Detektoren eingesetzt werden kdnnen
(s. Kap. . Je nach Detektionsprinzip haben die Detektoren besondere Anfor-
derungen und kdénnen ggf. auch nur parallel statt wie in Abb. gezeigt seriell
angeschlossen werden. Sofern die Probe nur zu Analysezwecken aufgetrennt wurde
wird der Eluent nach Durchlauf aller Detektoren meist in einem Abfallgefaf gesam-
melt. Die Probe kann bei Einsatz grofer dimensionierter Sdulen auch fraktioniert
oder bei wertvollen Proben aufgefangen werden.

HPLC wird im Allgemeinen als Adsorptionschromatographie (LAC von engl. ,li-
quid adsorption chromatographie“) betrieben. LAC unterscheidet sich im Trennme-
chanismus grundlegend von der SEC und damit auch von der GPC (s. Kap. und
Abb. . Bei LAC findet zwischen den Probemolekiilen und dem Siulenmaterial
eine anziehende, enthalpische Wechselwirkung statt, welche die Molekiile bremst.
Die Trennung erfolgt daher nach ,chemischer Eigenenschaft“. Fiir eine Vorhersa-
ge der Elutionsreihenfolge kann die Polaritit herangezogen werden, um das Ver-
teilungsgleichgewicht zwischen mobiler und stationdrer Phase abzuschitzen. Wenn
zusitzlich Losungsmittelgemische eingesetzt werden, deren Mischungsverhéltnis sich
im Laufe der Messung dndert — man spricht von Gradientenelution — kann die LAC

sehr schwierige Trennungen ermoglichen, die Vorhersage wird aber ungleich kom-
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plizierter. Die Methodenentwicklung in der LAC beruht zu einem grofsen Teil auf
Versuch und Irrtum.

Im Gegensatz dazu wird die GPC fast ausschlieklich isokratisch betrieben, d.h.
ohne Losungsmittelinderung wiahrend der Messung. Die Molekiile sollten dem Prin-
zip entsprechend nicht enthalpisch mit dem Sdulenmaterial wechselwirken und wer-
den daher auch nicht zuriickgehalten, sondern durchlaufen die Sdule schneller als
das sie umgebende Losungsmittel. Die Auftrennung erfolgt nach dem hydrodyna-
mischen Volumen Vj, und wird im folgenden Kapitel genauer beschrieben. Da das
hydrodynamische Volumen mit der Molekiilgrofe skaliert, ist die GPC eine wichtige
Analysemethode fiir Polymere und Makromolekiile, deren Eigenschaften wesentlich

von der Grofe und der Grofenverteilung abhidngen.

2.2.1. Trennprinzip der Gelpermeationschromatographie

(GPC)

Das Trennmaterial in GPC-Siulen ist ein pordses (Gel-)Material. Die Porengrofe
entspricht in etwa der Molekiilgrofe. Kleinere Molekiile konnen auf ihrem Weg durch
die Saule in diese Poren hinein diffundieren, wihrend grofsere Molekiile nicht oder
nicht vollstandig in die Poren passen. Grofseren Molekiilen steht daher in der Gesam-
ten Sdule weniger Platz zur Verfiigung wie kleineren Molekiilen, sie eluieren daher
frither. Dies wird in Abbildung [2.3] illustriert.

Die GPC wird daher zur Beschreibung des Trennprinzips folgerichtig als Gro-
fsenausschlusschromatographie bezeichnet. Im Englischen ist der entsprechende Be-
griff  size exclusion chromatography (SEC)“ wesentlich weiter verbreitet. Im Deut-
schen wird aus historischen Griinden haufiger von Gelpermeationschromatographie
(GPC) gesprochen. Manchmal ist damit nur GPC in organischen Losemittel gemeint
und wird von Gelfiltrationschromatographie (GFC) in wissrige Eluenten unterschie-
den.[1F]

Die Trennsaule der GPC hat einen Trennbereich mit definiertem Anfang und En-
de. Zuerst eluieren grofe Molekiile, die vollstindig aus allen Poren ausgeschlossen
werden. Uberschreiten die Molekiile diese charakteristische Grofe findet keine Auf-
trennung mehr statt. Das entsprechende Elutionsvolumen wird mit Vj bezeichnet.
Die kleinsten Molekiile dringen vollstdndig in alle Poren ein und eluieren daher als
letztes. Da die Losungsmittelmolekiile mit zu den kleinsten Molekiilen gehéren, wird
das Elutionsvolumen hier analog zur allen anderen Chromatographien als Totvolu-
men V; bezeichnet. Zwischen V; und V; eluieren die Molekiile, die unterschiedlich tief
in die Poren und in unterschiedlich viele Poren eindringen kénnen und daher aufge-

trennt werden. Der hydrodynamische Radius ist proportional zum Logarithmus des
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Abbildung 2.3.: Trennprinzip der GPC schematisch dargestellt am Beispiel
eines Gemischs aus zwei Sorten unterschiedlich grofer Teilchen (schwarze
Kreise), die das por6se Trennmaterial unterschiedlich schnell durchlaufen.

Molekulargewichts, sodass sich fiir idealisierte Poren eine theoretische Kalibrierkur-
ve ergibt, wie sie in Abbildung ergibt.l'l Da die Poren nicht alle gleich grof sind
und ebenfalls einer Verteilung unterliegen, ,schmieren die scharfen Kanten der Ka-
librierkurve aus, sodass sich eine stetig differenzierbare Kurve ergibt. In der Praxis
wird diese durch ein Polynom dritten, fiinften oder siebten Grades dargestellt werden
(abhiingig auch von der Anzahl an Stiitzstellen).I'®! Eine Kalibrierung der GPC Siule
wird meist mit engverteilten und gut charakterisierten Kalibrierstandards des selben
Polymers wie das untersuchte vorgenommen, sofern diese erhiltlich sind. Besonders
wenn neuartige Polymere synthetisiert und charakterisiert werden, sind passende
Kalibrierstandards haufig nicht verfiigbar. Daher findet man in der Literatur auch
Messwerte die nur bezogen auf die Kalibrierung mit einem géngigen Polymer, z.B.
Polystyrol (PS), angegeben werden. Engverteilte Standards werden meist iiber an-
ionische Polymerisation hergestellt, eine Kalibrierung mit breiten Kalibrierproben
ist ebenfalls moglich.['¥! Dariiber hinaus kann mit einem Viskositéitsdetektor univer-
sell kalibriert werden oder mit einem statischen Lichtstreudetektor direkt online die
absolute Masse bestimmt werden (s. Kap. [2.2.2).

In der Chromatographie verteilen sich die Analytmolekiile zwischen stationérer
und mobiler Phase und werden dadurch aufgetrennt. Diese Verteilung unterliegt
einem Gleichgewicht mit der Gleichgewichtskonstante K, welche iiber die absolute

Temperatur 7" und die ideale Gaskonstante R mit der freien Gibbs’schen Enthalpie
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Abbildung 2.4.: Idealisierte und tatsichliche Kalibrierkurve einer GPC-S&ule.
Molekiile, die auf Grund ihres hydrodynamischen Volumens zwischen Vj
und V; eluieren, haben ein Molekulargewicht M, welches im Trennbreich
der Saule liegt.

AG° und damit mit der Standardenthalpie AH° und der Standardentropie AS°
verkniipft:

AG® = AH®°—TAS® (2.8)
AG° = —RThK (2.9)

Bei der LAC und auch der Gaschromatographie spielt idealerweise nur der Enthal-
pieterm eine Rolle. Bei der GPC ist es umgekehrt und nur der Entropieterm ist von

Bedeutung. Damit ldsst sich der Ausdruck fiir K wie folgt vereinfachen.

K ~ exp {Ajg } (2.10)

Die Entropie S ist ein Mak fiir die Unordnung oder genauer gesagt fiir die Anzahl
moglicher Zustiande. Da kleinere Molekiile mehr verschiedene Positionen und Kon-
formationen einnehmen konnen als gréfere Molekiile, nimmt die Entropie fiir sie
einen hoheren Wert an. Daher sind die Verteilungsgleichgewichte unterschiedlich,
was die Auftrennung in der S#ule erklirt.'!! Die Auftrennung in der GPC sollte
dementsprechend temperaturunabhingig zu sein. Der Einfluss der Temperatur ist
tatsdchlich gering, nur indirekt wirkt die Temperatur iiber eine verdnderte Visko-
sitdt und einen geringen Einfluss auf das hydrodynamische Volumen auf die GPC-

Trennung.
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2.2.2. GPC-Detektoren

Jeder Chromatographiedetektor kann im Prinzip als gekoppelte Messmethode be-
trachtet werden. Die Unterscheidung unterliegt historischen und konventionellen
Bedingungen. Messgerite, die haufig zur Detektion in der HPLC eingesetzt wer-
den (und daher kommerziell angepasst fiir diesen Zweck erhiltlich sind), als solche
etabliert sind oder nur die Konzentration messen, werden als Detektoren bezeich-
net. Beispiele dafiir sind Brechungsindex-Messgerite oder auch UV-VIS-Photometer
mit fester (ggf. auch wihlbarer) Wellenlidnge. Gerite die auch ohne eine GPC-Tren-
nung zu Analysezwecken genutzt werden, wie z.B. Spektrometer, werden eher als
Kopplung bezeichnet und im Kapitel [3| besprochen. Dazwischen gibt es auch Mess-
techniken, die sowohl als Detektoren und zum Teil auch als Kopplungen bezeichnet
werden, darunter fallen z.B. Lichtstreumessungen und Viskositdtsmessungen (vgl.
Kap. [2.2.2).

Fiir die HPLC gibt es sehr viele Detektoren, die je nach Trennproblem einge-
setzt, werden. Viele dieser Detektoren sind fiir die GPC nicht sinnvoll, wie z.B.
Fluoreszenzdetektoren, Verdampfungs-Lichtstreu-Detektoren oder Leitfihigkeitsde-
tektoren.[™”! Fiir die GPC sind vor allem vier Detektoren wichtig. Als Konzentrati-
onsdetektoren sind der Differenzielle-Brechungsindex- (DRI) und der UV-VIS-De-
tektor im Einsatz, daneben findet man hdufig statische Lichtstreudetektoren (LSD,
engl. light scattering detector) und Viskosimeter als sog. molmassensensitiven De-
tektoren. Die Konzentrationsdetektoren sind die Basis jeder GPC-Messung, da sie
die Konzentration der geldsten Stoffe als Funktion des Elutionsvolumens messen
und so das Chromatogramm aufzeichnen. Zur Auswertung der Signale der molmas-
sensensitiven Detektoren benotigt man die Information {iber die Konzentration aus
DRI- oder UV-Detektor. Der Zweck der molmassensensitiven Detektoren ist quasi
die Online-Kalibrierung der GPC. Die vergleichsweise grofe Unsicherheit bei der
Bestimmung der Molmasse iiber eine Kalibrierung mit Kalibrierstandards ist ein
Nachteil innerhalb der GPC. Durch Kopplung mit LSD oder Viskosimeter kann die
Grofse der Molekiile online bestimmt und die Unsicherheit damit verkleinert werden.
Allen typischen GPC Detektoren ist jedoch gemein, dass sie keine Informationen
iiber die chemische Zusammensetzung der Probe liefern. Der UV-VIS-Detektor ist
hier theoretisch eine Ausnahme, in der Praxis sind die UV-VIS-Spektren von Poly-
meren aber nicht spezifisch genug fiir eine qualitative Unterscheidung verschiedener
Polymere. Tabelle listet die vier gingigen GPC-Detektoren nochmals auf.
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Detektor Messprinzip Information

DRI An mittlere Elektronendichte
UV-VIS meist 7 — 7 best. funktionelle Gruppen
Lichtstreudetektor | ARy x KcM,, abs. Molekulargewicht
Viskositatsdetektor | AP = ni—fj hydrodynamisches Volumen

Tabelle 2.1.: Ubersicht iiber die GPC-Detektoren.

Konzentrationsdetektoren: Differentieller Brechungsindexdetektor und UV-
VIS-Detektor

In einem Brechungsindexdetektor wird eine Mess- und eine Referenzzelle von ei-
nem Lichtstrahl durchstrahlt, welcher je nach Brechungsindex der Lésungen unter-
schiedlich stark gebrochen wird. Die Ablenkung wird mit Photodioden registriert.
Fiir den genauen geometrischen Aufbau gibt es verschiedene gebrauchliche M6glich-
keiten. Eine zehnfach hohere Sensitivitdt wird erreicht, wenn der Lichtstrahl eines
Lasers mit einem Strahlteiler geteilt, getrennt durch Mess- und Referenzzelle ge-
fiihrt und vor der Photodiode beide Teilstrahlen zur Interferenz gebracht werden.
Der Brechungsindex kann so iiber die Intensitéit sehr genau bestimmt werden.['”] Die
Referenzzelle ist immer mit reinem Losungsmittel gefiillt und kann normalerweise
vor einer GPC-Messung vollautomatisch durch Umschalten diverser Ventile gespiilt
werden. Der Brechungsindexdetektor misst damit immer nur den Brechungsindex-
unterschied zwischen reinem Losungsmittel und der Lésung. Eluiert das Polymer
andert sich der Brechungsindex der Losung und so kann das Polymer vom DRI re-
gistriert werden. Da der Brechungsindexdetektor nur Brechungsindex-Unterschiede
oder -Anderungen misst, wird er korrekt als Differentieller Brechungsindexdetektor
(DRI, von engl. ,differential refractive index“) bezeichnet.

Der Brechungsindex n einer Losung setzt sich aus dem Brechungsindex ng des Lo-
sungsmittels und dem Brechungsindex n; des gelosten Stoffes zusammen, abhéngig
von der Konzentration ¢ in g/L des gelosten Stoffs. Der Brechungsindexunterschied
An ist damit — unter Vernachlassigung des partiellen Molvolumens, also fiir ver-

diinnte Losungen — proportional der Konzentration:

An=n—ng= (n; —ng)-c (2.12)

Bis auf wenige Ausnahmen unterscheidet sich der Brechungsindex des Polymers von
dem des Losungsmittels. Daher ist der DRI sehr universell als GPC-Detektor ein-
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setzbar. Eine solche Ausnahme aus Probe und Polymer — z.B. Polydimethylsiloxan
in Tetrahydrofuran oder Polymilchsdure in Chloroform — nennt man isorefraktiv, sie
kénnen dennoch mit online gekoppelter FTIR-Spektroskopie detektiert werden (s.
Kap.[5.1.3). In der LAC wird der DRI hingegen seltener eingesetzt, da die LAC selten
isokratisch (d.h. mit nur einem Losungsmittel) betrieben wird. Ein Losungsmittel-
gradient kann in der Referenzzelle nicht abgebildet werden. Ein Losungsmittelwech-
sel iibersteigt in der Regel den dynamischen Bereich des Detektors und kann daher
nicht kompensiert werden. Der Brechungsindexdetektor ist allgemein sehr empfind-
lich, meist unter An = 10" RIU (Brechungsindexeinheiten, engl. ,refractive index
unit).2% Damit kénnen Nachweisgrenzen von bis zu 5 x 10~* g/L erreicht werden.[*®!
Der Brechungsindex ist stark von Temperatur und Druck abhingig, daher besitzen
DRI-Detektoren eine temperierte Messzelle und sollen am Ende im chromatographi-
schen System platziert werden, um Druckschwankungen zu vermeiden.

Der UV-VIS-Detektor basiert auf dem Prinzip der UV-VIS-Spektroskopie. Es wird
die Absorption von elektromagnetischer Strahlung im ultravioletten (UV) und sicht-
baren (VIS) Spektralbereich gemessen (z.B. 190nm bis 950 nm). Mit diesen Wel-
lenlingen koénnen nur elektronische Ubergéinge zwischen Molekiilorbitalen mit sehr
dhnlicher Energie angeregt werden. Dies sind oft Valenzorbitale von bestimmten
funktionellen Gruppen. Haufig sind dies konjugierte Doppelbindungen oder Doppel-
bindungen in Nachbarschaft zu Heteroatomen. Ausgedehnte aromatische Systeme
absorbieren ebenfalls im UV-VIS-Bereich. Neben Carbonylgruppen sind hier noch
Brom, lod, Schwefel sowie Nitrogruppen zu nennen.?!! Die verwendete Wellenléinge
kann bei UV-VIS-Detektoren meist gewéhlt werden. Es existieren auch sog. Dioden-
Array-Detektoren, die viele Wellenldngen zeitgleich detektieren und so ein Spek-
trum mit begrenzter Auflésung messen.?? UV-VIS-Detektoren zeichnen sich durch
eine hohe Empfindlichkeit mit Nachweisgrenzen bis zu 5 x 10~" g/L aus und haben
zudem sehr kleine Messzellen (=~ 10 pL).I'l Da viele der hiiufig verwendeten Poly-
mere die oben genannten funktionellen Gruppen nicht haben (z.B. PE, PP, PVC
und POM) und besonders da UV-VIS-Spektren nicht sehr spezifisch sind, ist die
Anwendbarkeit von UV-VIS-Detektoren fiir die GPC eingeschrankt.

Molmassensensitive Detektoren: Lichtstreudetektoren und
Viskositatsdetektor

Streumethoden werden generell zur Strukturaufklarung genutzt. Zur Bestimmung
der Gréfe von Polymeren in Losung eignet sich Licht im sichtbaren Spektralbereich.
Da die Molekiilgrofe eine wichtige Eigenschaft von Polymeren ist, wird Lichtstreu-

ung generell zur Grokenbestimmung in der Polymeranalytik verwendet.l?s! Da die
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GPC eine grofse Unsicherheit bei der Bestimmung absoluter Molmassen hat, wird
eine Kopplung mit Lichtstreuung verwendet, die eine vergleichsweise genaue Mol-
massenbestimmung erlaubt. In einem Lichtstreudetektor bestrahlt ein Laser das
Eluat und ein oder mehrere Photodioden registrieren das Streulicht in einem oder
mehreren Streuwinkeln  zum Primérstrahl. Werden mehrere Streuwinkel gleichzei-
tig untersucht spricht man von MALLS (engl. ,multi angle laser light scattering®).
Zur Auswertung nutzt man Naherungen, die von Zimm entwickelt wurden.[?42%]
Das Verhiltnis aus der Intensitéit des Streulichts /g und des Primérstrahls I, wird
dabei mit den geritespezifischen Werten Streuvolumen V und Abstand zwischen
Messzelle und Photodiode r in eine normierte Streuintensitit, das sog. Rayleight-

Verhiltnis R(6), iiberfiihrt:[*]

RO)=— —————= 2.13

() Iy V(1+cos?0) ( )

Das Rayleight-Verhiltnis dndert sich zwischen reinem Losungsmittel und Polymer-
16sung. Diese Anderung ARy kann iiber folgende Virialgleichung, die hiufig nach
dem zweiten Term abgebrochen wird, mit der Konzentration ¢ und dem Molgewicht

M, verkniipft werden:/26)

K-c 1
ARy M,P(0)

+ 2A5¢ + 3A3¢2 + - - - (2.14)

Dabei sind 4; die Virialkoeffizienten und P(6) der Partikelstreufaktor (s. Gl [2.16]).

Die systemeigene, optische Konstante K kann iiber folgende Gleichungen ausge-

driickt werden:[*S] )
o 4m2nd (?1_2)

2.15
NN (2.15)

Dabei ist ng der Brechungsindex des reinen Losungsmittels und (%) die Anderung
des Brechungsindexes mit der Konzentration des gelosten Polymeres (Brechungsin-
dexinkrement). Die Wellenléinge des Lasers ist Ao und Ny ist die Avogadrozahl.
Der Partikelstreufaktor P(6) (vgl. Gl kann iiber folgende Gleichung an-
gendhert werden, wobei n der Brechungsindex der Losung und (r?) der mittlere

quadratische Gyrationsradius des Polymeres und ¢ der Streuvektor ist:26]

(2.16)

Il = 7 sin (3) (217)
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Fasst man Gleichungen [2.14] [2.16| und [2.17] zusammen, so folgt nach der Naherung

von Zimm!?*?! fiir die Grenzfillle eines unendlich kleinen Winkels (6§ — 0) und einer

unendlich verdiinnten Lésung (¢ — 0):

. K-c 1

})1_13% AR, ~ M. + 2A45¢+ ... (2.18)
. K-c 1 1 (1 (4mn\® | 5 (0 9
M AR, M, I, (5' <A_o) o (§> '<Tg>> (219)

Diese nutzt man in der statischen Lichtstreuung zur Auswertung iiber eine sog.
Zimm-Auftragung. Man misst eine Konzentrationsreihe bei unterschiedlichen Win-
keln und tragt (g—;) gegen (sin*(#/2) + kc) auf, wobei k eine beliebiger Skalierungs-
faktor ist. Extrapoliert man auf ¢ = 0 und 6 = 0 so entspricht der Achsenabschnitt
(1/M,) und aus den Steigungen ergeben sich der Gyrationsradius (r) sowie der

Virialkoeffizient A, wie in Abb. illustriert (vgl. auch GL und GI. 2.19)).1271

...................... i
A e . 3
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e o ) !
fD --------------- “l/ /“
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AU e M 6,
[ / ;
“/ // ] _____________________________ D ____________ =0 »
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M mg u 91 < ez < 93
w

sin’(6/2) + k ¢

Abbildung 2.5.: Schematische Zimm-Auftragung: Fiir verschiedene Konzen-
trationen ¢ und Winkel 6 wird (%) gegen (sin®(0/2) + kc) aufgetragen.
0

Werte fiir 6 = 0 und ¢ = 0 werden extrapoliert und alle Werte durch Gera-
den verbunden. Aus deren Steigungen kann den zweiten Virialkoeffizient A,
und der mittleren Gyrationsradius <r3> bestimmt werden. Aus dem Schnitt-
punkt mit der Achse ergibt sich das Molekulargewicht M,, (vgl. G1.[2.18/und

GL B-19).

Bei der Online-Kopplung als GPC-Lichtstreudetektor wird keine Konzentrations-
reihe gemessen. Die sowieso geringe Konzentration in der GPC wird als nahe genug

an ¢ = 0 angenommen. Es miissen das Brechungsindexinkrement Z—Z sowie der Bre-
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chungsindex n des Losungsmittels bekannt sein. Zusammen mit den Werten fiir die
Konzentration, die normalerweise ein seriell verbundener DRI-Detektor liefert, kann
so direkt das absolute Molekulargewicht der Polymere bestimmt werden. Eine Ka-
librierung der GPC ist nicht erforderlich.

Da Streulicht besonders bei kleinen Molekulargewichten nicht sehr intensiv ist, ist
auch der LSD nicht sehr sensitiv. Geringe Konzentrationen koénnen daher zu stark
verrauschten Messdaten fithren.[28:29]

Beim Viskositatsdetekor wird die Viskositét iiber den Druckabfall beim Durch-
fluss einer diinnen Kapillare gemessen. Verschiedene geometrische Aufbauten sind
mdoglich.?”l Der Druckabfall Ap ist iiber das Hagen- Poiseuille’sche Gesetz (Gl
mit der Viskositét 1 proportional verkniipft, wobei sich die Flussrate (dV/dt) = V
sowie die Liange [ und der Radius r der Kapillare wihrend der Chromatographie
nicht &ndern und als konstant betrachtet werden kénnen. Der Druckabfall ist di-
rekt proportional zur Viskositdt und das Verhéltnis zwischen Losung und reinem

Losungsmittel (Apg und 1,) entspricht der relativen Viskositit n,.:

8l
Ap =n— 2.2
p=n—3V (2.20)
Ap xn (2.21)
Ap 1
=P _ 0y 2.22
N (2:22)

Als Grenzwert fiir unendliche Verdiinnung erhélt man daraus die intrinsische Vis-

kositét [n], die auch Staudinger Index oder Grenzviskositit genannt wird.

[7] = lim (m — 1) (2.23)

c—0 C

Betrachtet man die Polymermolekiile in Losung als starre, harte Kugeln, so kann
man iiber die Beziehung von Finstein einen Zusammenhang zwischen dem Volu-

menanteil der Kugeln ® und der Viskositit herstellen.!?031
n=mn(l+25®)=n —1=250 (2.24)

Um das Volumen bzw. den Radius r einer solchen Kugel mit dem Molekulargewicht
zu verkniipfen, betrachtet man das Polymer als statistisches Knéuel. Der Radius r
ist proportional zur Wurzel der Anzahl an Monomereinheiten N und unter Idealbe-

dingungen auch zur Wurzel des Molekulargewichts. Dies trifft in Wirklichkeit nur in
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einem sog. Theta-Losungsmittel zu.l?
roc NY2 oc M2 (2.25)

Gleichungen und werden in der semiempirischen Mark-Houwink-Sa-
kurada-Beziehung (Gl. [2.26) zusammengefasst.

n] = KM* (2.26)
Das hydrodynamische Volumen V}, lisst sich iiber Gl. beschreiben.
Vi =[nM=KM" (2.27)

Sind die beiden Mark-Houwink-Parameter K und « fiir zwei Polymere A und B be-
kannt, so kann eine GPC-Kalibrierkurve des Polymers A iiber das hydrodynamische
Volumen V}, in eine Kalibrierkurve des Polymers B umgerechnet werden. Auf diese
Weise kann auch eine universelle Kalibrierung der GPC erfolgen. Typische Wer-
te liegen fiir K meist um 107°m?/kg und der dimensionslose Parameter o nimmt
normalerweise Werte zwischen 0,5 und 1 an.?”l Wie man aus GL erkennen
kann, benotigt man zur Auswertung von Viskositdtsdaten aus der GPC ebenfalls

das Chromatogramm eines Konzentrationsdetektors.

2.2.3. Molmassenverteilung und Bandenverbreiterung in der
GPC

In der LAC versucht man meist, die Bedingungen so zu wihlen, dass die Substanzen
basisliniengetrennt eluieren, d.h. alle Peaks sind getrennt auswertbar. Ihr Integral
entspricht der injizierten Masse der entsprechenden Komponente und diese kann
nach einer Kalibrierung bestimmt werden.

In der GPC werden Polymere nach ihrer Molekiilgrofse aufgetrennt. Es liegen sehr
viele unterschiedlich lange Polymerketten vor, die sich in ihrer Grofe nur geringfiigig
unterscheiden. Eine Basislinienseparation der unterschiedlich langen Polymerketten
kann nicht erreicht werden. Nur bei Oligomeren, bei denen der relative Molmassen-
unterschied grofer ist konnen einzelne Peaks beobachtet werden.

In der GPC wird daher die Form des Peaks ausgewertet. Neben einer qualitativen

8]

Auswertung der Peakform werden verschiedene Mittelwerte berechnet.['®! Besonders

wichtig sind das Zahlenmittel M,,, welches sich aus der Anzahl N; und dem Mo-

lekulargewicht M, der einzelnen Polymerketten unterschiedlicher Linge wie folgt
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berechnet: N
M _E 1iVig

Das Gewichtsmittel M, ist direkt iiber Lichtstreuung zuginglich (vgl. Kap. [2.2.2)

und kann wie folgt berechnet werden:

(2.28)

— N, M?
JREpOLILL (2.29)
> NiM;
Dariiber hinaus ist wird gelegentlich noch das sog. Zentrifugenmittel M, = %

angegeben, sowie weitere Mittelwerte die aus anderen Vergleichsmessungen direkt
zuganglich sind. Fiir die GPC ist noch das Gewicht am Peakmaximum M, relevant,
da es fiir Kalibriersubstanzen angegeben wird. Als Malfs fiir die Breite der Vertei-
lung wird normalerweise die Dispersitiat P angegeben, welche als das Verhéltnis aus
Gewichts- und Zahlenmittel definiert ist. IUPAC empfiehlt zwar die Verwendung
des Begriffs Dispersitiit,*? diese wird jedoch viel hiufiger als Polydispersititsindex
(PDI) bezeichnet.

D = PDI = —= (2.30)

Die Dispersitéit hat fiir monodisperse Proben — d.h. alle Molekiile haben exakt das
gleiche Gewicht — einen theoretischen Grenzwert von 1. Sehr engverteilte Polymere,
wie sie iiber anionische Synthese oder lebende radikalische Polymerisationen ge-
wonnen werden, haben typischerweise einen PDI zwischen 1,03 und 1,2. Radika-
lische Polymerisationen ergeben wegen der Abbruchsreaktionen Verteilungen mit
PDI =~ 1,5 bis 2, industrielle Polymere kénnen beabsichtigt Dispersititen bis 20
und mehr erreichen.? Tm deutschsprachigen Raum wird zudem die Grike Unein-
heitlichkeit U verwendet, die eine bessere, intuitive Erfassung der Breite erlaubt, vor

allem bei Anderungen (z.B. Halbieren etc.).
U=PDI-1=PH—1 (2.31)

Neben der intrinsischen Verteilung der Kettenldnge kdnnen noch weitere Effekte die
Signale im gemessene Chromatogramm verbreitern und so das Messergebnis verfil-
schen. Die gemessenen Molmassen unterliegen einer groflen Unsicherheit, das relati-
ve Mall der Uneinheitlichkeit ist verldsslicher. Mit U bestimmt man die Breite der
intrinsischen Verteilung. Diese wird von apparativen Bandenverbreiterunseffekten
besonders beeinflusst.

Injiziert man eine Probe auf eine Chromatographiesiule, so ist die Probe zu Be-

ginn in einem sehr geringen Volumen (bei entsprechend kleinem Injektvolumen)
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' /\ j\ _/\

Abbildung 2.6.: Veranschaulichung der Peakverbreiterung beim Durchlaufen
einer Chromatographiesidule: Die Probe wird in einem sehr geringen Volu-
men mit hoher Konzentration auf die Sdule aufgebracht und verteilt sich
auf dem Weg durch die Séule in einem immer groferen Volumen. Dadurch
wird der Peak breiter und die Konzentration nimmt ab.

verteilt. Beim Durchlaufen der Sdule verteilt sich die Probe in einem immer gro-
feren Volumen (s. Abb. Ein Grund ist der Separationsmechanismus — d.h.
Grofsenausschluss in der GPC — der Séule, aber auch mechanische Dispersionsef-
fekte spielen eine Rolle. Zu den wichtigsten Effekten zdhlt die Diffusion der Pro-
benmolekiile entlang der Flussrichtung. Diese wurde von Striegel mit sog. Stop-
Flow-Experimenten untersucht. Da Polymere grofse Molekiile sind und nur geringe
Diffusion zeigen, fand Striegel einen zu beriicksichtigenden Einfluss nur fiir Poly-
mere mit M, < 30kg/mol.®’l Zweitens spielt die sog. Eddy-Diffusion eine Rolle.
Da es viele unterschiedliche und vor allem unterschiedlich lange Wege durch das ge-
packte Sdulenmaterial gibt, entsteht eine statistische Verbreiterung des eluierenden
Peaks. Dariiber hinaus herrschen in den Zwischenrdumen der Partikel sehr unter-
schiedliche Flussgeschwindigkeiten der mobilen Phase, die ebenfalls zur Verbreite-
rung beitragen. Zuletzt benotigt die Einstellung des Gleichgewichts zwischen mobiler
und stationéirer Phase — besonders bei adsorptivem Trennmechanismus (LAC, nicht
SEC/GPC) — eine gewisse Zeit, sodass auch dadurch flussratenabhéngig unterschied-
liche Verbreiterungen auftreten konnen. Aus diesen Griinden sind auch die Peaks in
der LAC nie perfekt schmal und auch monodisperse Proben in der GPC haben eine
gewisse Peakbreite.

In der Chromatographie wird als Mak fiir die Aufésung oder Selektivitat der Saule
und damit auch fiir die Bandenverbreiterung in Anlehnung an die Rektifikation die
Trennstufen- oder Bodenzahl N definiert.

hptr\?
N =2 2.32
7T( F) (2.32)

Der Berechnung der Bodenzahl liegt die Annahme eines Gaufi-formigen Peaks zu

Grunde, dessen Halbwertsbreite auf die Retentionszeit ¢z normiert wird. Zur Be-
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rechnung nutzt man die Peakhohe h,, die Retentionszeit ¢z und die Peakfliche bzw.
das Peakintegral F'. Verschiedene Sdulenmaterialien lassen sich besser mit der theo-
retischen Bodenhéhe H vergleichen, die sich aus der Bodenzahl und der Linge der
Saule [ berechnen lésst. l

H = ~ (2.33)
Die Trennleistung eines Saulenmaterials hangt auch von der Flussrate der mobilen
Phase ab. Dazu wird meist statt der als Volumenstrom angegebenen Flussrate v
in mL/min der sog. lineare Fluss u in cm/min betrachtet, da dieser die apparente
Pfropfstromung in der Sdule besser beschreibt. Der lineare Fluss ist aulerdem un-
abhéngig von den Sdulendimensionen und berechnet sich aus dem Volumenstrom v

mit der Fliche des Sdulenquerschnitts A wie folgt:

u
= — 2.34

In der LAC wird die Abhéngigkeit der Trennleistung von der Flussrate auf drei
Haupteffekte zuriickgefiihrt: Eddy-Diffusion (A), Langsdiffusion (B) und Kinetik der
Gleichgewichtseinstellung (C). Diese werden in der empirischen van Deemter-Kurve
beriicksichtigt, welche vereinfacht wie folgt lautet (vgl. Abb. :[36]

B
H =A+—+C"u, (2.35)

Uy
Dabei sind H, die reduzierte Bodenhohe und u, die reduzierte Flussgeschwindigkeit,
die von der Partikelgrofe d, des Sdulenmaterials und dem Diffusionskoeffizienten D,,

des Analyten abhéangen.

H, = % (2.36)
Uy = gf: (2.37)

Im Gegensatz dazu trifft fiir die Grokenausschlusschromatographie die van Deem-
ter-Gleichung nicht vollstdndig zu, wobei genauere Untersuchungen oder eine erkli-
rende Theorie bislang in der Literatur nicht beschrieben wurden. In der Gruppe von
Schoenmakers wurde empirisch eine angepasste van Deemter-Kurve fiir den GPC-
Trennmechanismus gefunden, die in Abb. gezeigt ist:13738

H, = Au¥® 4+ C - u, (2.38)

Durch die allgemein sehr kleinen Diffusionskoeffizienten von Polymeren spielt die

Langsdiffusion selbst bei sehr niedrigen Flussraten keine Rolle. Daher entfillt der
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Abbildung 2.7.: Darstellung der van Deemter-Kurve fiir LAC (G1. [2.35) und

die von Schoenmakers angepasste Version fiir SEC oder GPC (GI. [2.38).
Die Beitrége der verschiedenen Terme und zugehorigen Effekte sind eben-

falls eingezeichnet. Bei der LAC existiert ein Minimum, dass die optimaler
Flussrate fiir beste Trennleistung wiedergibt, in der SEC/GPC existiert

hingegen kein Minimum. Langsamere Flussraten fiihren hier zu besseren
Trennleistungen.

B-Term aus Gl. in Gleichung Die Kurve besitzt folglich kein Optimum
mehr und langsamere Flussraten fithren allgemein zu besseren Trennungen. In der
Praxis muss ein Kompromiss alleine zwischen Analysezeit und chromatographischer
Auflosung gewahlt werden.

Neben der Verbreiterung in der Sdule selbst, kann auch in allen anderen Bauteilen
der GPC eine Peakverbreiterung z.B. durch Diffusion oder turbulente und auch la-
minare Stromung auftreten. Um dies zu vermeiden werden in der Chromatographie
die Innenvolumina aller Bauteile moglichst klein gehalten. Es werden sehr diinne
Kapillaren und spezielle Schraubverbindungen genutzt. Bei Detektorzellen lisst sich
das Innenvolumen nicht beliebig verkleinern. Hier kann zusétzlich, je nach geome-
trischem Aufbau, eine Durchmischung auf Grund von turbulenten Stromungen zu
eine Peakverbreiterung fithren.'” Diese apparativen Verbreiterungen kénnen auf

verschiedene Arten gemessen werden. Kehrt man z.B. den Fluss um, wiahrend sich
das Polymer in der Saule befindet, und verbindet den Sdulenanfang mit dem De-
tektor, so sollte sich die durch Groéfenausschluss hervorgerufene Trennung autheben
und nur die zusétzliche Verbreiterung wird messbar. So erhilt man elutionsvolu-
menabhéangige Verbreiterungsprofile mit denen die Chromatogramme mathematisch

korrigiert werden konnen. Dazu muss die sog. Tung’sche Gleichung gelost werden,
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die das gemessene Chromatogramm F'(V,) aus dem tatséchlichen Chromatogramm

W (x) und einer Funktion fiir die Verbreiterung G(V, — z) zusammensetzt:[**!

F(V,) = /_ T W@)GV, — 2)de (2.39)

Die Verbreiterungsfunktion kann durch eine Gaufi-Funktion angenéhert werden, bei
der der Paramter h die Breite festlegt:[4°!

F(V,) = /00 W(x)\/gexp (=h(V. — 2)?) dx (2.40)

Die Entfaltung und damit die mathematische Lésung dieser Gleichung ist jedoch
kompliziert.[*'l Die Verbreiterungsfunktionen konnen in der GPC-Massenspektrome-
triekopplung (s. Kap. auch als sog. ,single oligomer profiles* (SOP) gemessen
werden, die mathematische Behandlung erfolgt analog.[?!

Vergleicht man bei engverteilten Proben die M,,- und M,,-Werte, die man aus al-
ternativen Messmethoden — z.B. Osmometrie und Lichtstreuung — erhélt, mit denen
aus der GPC, so stellt man fast immer Abweichungen fest. Verbindet man die beiden
Punkte im Chromatogramm zu einer Art lokalen, linearen Kalibrierkurve so kann de-
ren Steigung mit der Steigung der konventionellen Kalibrierkurve verglichen werden.
Die dabei auftretenden starken Abweichung deuten auf Bandenverbreiterungseffekte
hin.[*3*] Das heifit, dass gleich groke Polymerketten, abhingig vom Rest der Pro-
be, zu unterschiedlichen Zeiten eluieren konnen. Ein wesentlicher Beitrag zu dieser
Bandenverbreiterung entsteht durch Uberladungseffekte. Von Uberladung spricht
man, wenn eine zu hohe Analytmenge auf die Sdule injiziert wird, sodass der Trenn-
mechanismus gestort wird, wodurch Verdnderungen im Chromatogramm entstehen
(verglichen mit niedrigeren Konzentrationen).*?! Die Ursache ist die begrenzte Ka-
pazitit des Trennmaterials. Vereinfacht ausgedriickt heifit dass, Uberladung tritt
dann auf, wenn mehr Polymerketten getrennt werden sollen, als lokal Poren in den
Partikeln des Sdulenmaterials zur Verfiigung stehen. Sind die Poren ,schon voll“
werden auch kleinere Molekiile aus den Poren ausgeschlossen und die Auftrennung
daher gestort. Vor allem direkt nach der Injektion ist die lokale Konzentration in der
Sdule hoch, sodass mit einem gewissen Teil an Uberladung gerechnet werden muss.
Sehr engverteilte oder monodisperse Proben verteilen sich nur wenig in der Saule,
sodass immer eine lokal hohe Konzentration vorliegt. Solche Proben sollten daher in
kleineren Mengen injiziert werden (vgl. Kap .

Die Einfliisse die zur Bandenverbreiterung beitragen sind vielfiltig und kénnen

nicht immer alle bestimmt und ausgeschlossen werden. Fiir die Kopplung mit der
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Spektroskopie sind besonders die Flusszellengrofe (s. Kap. , also das Totvolumen
und das innere Strémungsprofil relevant, sowie der Einfluss von Uberladungseffekten,

bei Bestimmung der optimalen Probenmenge (s. Kap. [4.4.3]).

2.3. Grundlagen der Infrarotspektroskopie (IR)

Trifft elektromagnetische Strahlung auf Materie, so ist die mdgliche Wechselwirkung
entweder Absorption oder Emission, Fluoreszenz oder Phosphoreszenz, Reflexion
oder Streuung. Tritt keine Wechselwirkung auf so spricht man von Transmission.
Haufig passiert eine Kombination von mehreren dieser Effekte. Im Falle der Infra-
rotspektroskopie wird der transmittierte Anteil des Lichts I im Verhé&ltnis zur ein-
gestrahlten Intensitidt I, abhingig von der Wellenlange A gemessen, dies nennt sich
Transmissionsgrad 7(A). Abbildung zeigt den schematischen Aufbau eines sol-
chen Experiments. Aus dem Transmissionsgrad 7 wird die Extinktion E()\) berech-
net, die nach dem Gesetz von Lambert und Beer iiber den Extinktionskoeffizienten
¢(\) proportional zur Konzentration ¢ und zur Probendicke d ist.[*l

E(\) = —log ([[0(8\))) =—log(t(A\) =¢€(\)-c-d (2.41)

Die Extinktion gibt nicht nur den Effekt der Absorption wieder, sondern auch alle

A
/XI ]
P()) A, I(\,
@ > I() ()

Strahlungs- Prisma Blende Probe Detektor
quelle

Monochromator

Abbildung 2.8.: Schematischer Aufbau eines einfachen spektroskopischen Ex-
periments: Die polychromatische Lichtquelle wird durch ein Prisma (oder
fiir IR meist eine Beugungsgitter) aufgespalten und durch eine Blende wer-
den wenige Wellenenléngen selektiert, welche die Probe durchstrahlen. Die
Prir?éi]rintensitéit Iy wird normalerweise davor im leeren Probenraum gemes-
sen.[*7

anderen Beitrige wie z.B. Reflexionsverluste. In der Praxis ist dies meist vernachléas-
sigbar. Absorption tritt auf, wenn in der Materie eine Zustandsinderung passieren

kann. Die Frequenz v des eingestrahlten Lichts multipliziert mit der Planck’schen
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Konstante h muss der Energiedifferenz der Zustdnde AFE entsprechen.
AE=h-v (2.42)

Im Falle der Infrarotspektroskopie handelt es sich bei den gequantelten Zustan-
den um Schwingungszustinde, wobei im Bereich des Mittleren Infrarots (MIR, ca.
400 em™! — 4000 cm™!) vor allem die Grundténe von Bindungen auftreten. Im Na-
hen Infrarot (NIR) werden vorwiegend Obertone untersucht. Eine genauere quan-
tenmechanische Betrachtung findet sich in Lehrbiichern der Spektroskopie oder der
Physikalischen Chemie.[*3*! Die in der Infrarotspektroskopie iibliche Einheit der
Wellenzahl 7 wird in cm™‘angegeben und ist der Kehrwert der Wellenlinge. Sie

kann auch aus der Frequenz v und der Lichtgeschwindigkeit ¢ berechnet werden.

v
V= — = —

1
S 2.4
S = (2.43)

2.3.1. Besonderheiten der Fourier-Transformations-IR-

Spektrsokopie

Ein spektroskopisches Experiment, welches mit einer Lichtquelle, die monochroma-
tisiert werden kann und damit durchstimmbar ist, durchgefiihrt wird nennt man
dispersiv. Als frequenzselektives Element wird in der IR-Spektroskopie selten ein
Prisma eingesetzt, da die wenigen [R-transparente Materialen meist hygroskopisch
sind und sich daher fiir optische Komponenten schlecht eignen. Ein Beugungsgit-
ter funktioniert ebenfalls. Aus dem selben Grund findet man in IR-Spektrometern
fast niemals Linsen, sondern immer nur Fokusierspiegel. Damit ist die Strahlfiihrung
zwar anders, die Funktion aber identisch. Bei einem dispersiven Spektrometer wird
die eingestrahlte Frequenz kontinuierlich gedndert — z.B. durch Drehen des Gitters
— und so das Spektrum ,abgefahren®.

Demgegeniiber stehen Fourier-Transformations-Infrarotspektrometer, welche in
vielen Lehrbiichern (z.B. [50]) genauer beschrieben werden. In diesen wird das Signal
einer polychromatischen Lichtquelle mit Hilfe eines Strahlteilers und beweglicher
Spiegel mit sich selbst phasenversetzt zur Interferenz gebracht. Das entsprechende
Bauteil wird Interferometer genannt und meist an Hand des Michelson-Interfero-
meters erklirt, welches auf das beriihmte Michelson-Morley-Experiment zuriick-
geht.?192 Heute sind auch andere Bauformen iiblich. Abhéingig von der Spiegel-
position und der Wellenldnge entsteht ein Phasenversatz unter welchem die beiden
geteilten Strahlen interferieren. Am Detektor wird das spiegelpositionsabhingige

Signal als die Summe iiber alle Wellenlingen gemessen, das sog. Interferogramm.
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Dieses ldsst sich theoretisch aus den Kosinusfunktionen des Spektrums rekonstru-
ieren. Daher kann das Spektrum iiber die Fourier Transformation (FT, Gl.
aus dem Interferogramm erhalten werden. Diese Berechnung muss mit einem Com-
puter durchgefiihrt werden, was mit den heutigen Rechenleistungen kein Problem
ist. Historisch betrachtet konnten sich FTIR-Spektrometer jedoch nur durchsetzen,
weil mit dem Algorithmus von Cooley und Tuckey!®! die FT fiir diskrete Messwerte
und unter bestimmten Randbedingungen sehr einfach und schnell, und damit auch
schon von sehr frithen Computern, berechnet werden konnte. Den Grundstein fiir
diese ,Fast Fourier Transform“ (FFT) legte bereits Gauf.>

1 > —iyx T
SU@I0) = 7= [ st (244
T ow)(x) = \/%/_Oog(y)emydy (2.45)

Die F'T-Technik bedeutet fiir die Infrarotspektroskopie mehrere Vorteile. Im konven-
tionellen Spektrometer wirkt sich das Rauschen des Detektors direkt auf jede einzel-
ne Wellenzahl aus. Bei der FTIR-Technik treffen alle Wellenldngen gleichzeitig auf
die Probe und auch den Detektor, sodass sich das Rauschen auf das gesamte Spek-
trum verteilt und damit weniger Einfluss hat. Durch diesen Fellgett- oder Multiplex-
Vorteil erhiilt man ein besseres S/N-Verhiltnis.’>56 Bei dispersiven Geriiten muss
fiir eine hohe Auflésung in der Wellenzahl ein sehr schmaler Spalt am Monochroma-
tor gewihlt werden, womit nur wenig Licht auf die Probe und den Detektor trifft.
Bei der FTIR-Spektroskopie kénnen runde Aperturen mit hohem Strahlungsdurch-
satz verwendet werden. Die dadurch resultierende Verbesserung im S/N-Verhiltnis
nennt man Jacquinot- oder Throughput-Vorteil.®l Durch den Einsatz eines Refe-
renzlasers, auf den alle Wellenzahlwerte bezogen werden, erreicht man eine hohe
Wellenzahlgenauigkeit von bis zu 0,01 cm™!. Damit konnen Spektren besser vergli-
chen, gemittelt und auch voneinander abgezogen werden, was als Connes-Vorteil
bekannt ist. [

Die FT ist fiir Funktionen definiert, welche stetig sind und sich von —oo bis oo
erstrecken. Tatsichliche Messergebnisse weichen davon erheblich ab, weil sie aus dis-
kreten Messwerten bestehen und sich nur iiber eine endliche Zeit (oder im Falle der
FTIR iiber einen endlichen Spiegelweg) ausdehnen. Das Integral der FT wird durch
eine Summe ersetzt und man spricht von diskreter Fourier Transformation (DFT),
welche oft als FFT berechnet wird. Um die dafiir ndtigen Randbedingungen zu er-
fiillen, werden die Messwerte geringfiigig modifiziert. All dies fiihrt zu verschiedenen
Moglichkeiten in die Datenverarbeitung einzugreifen und auch zu diversen Effekten

oder Artefakten, welche in einer Serie von Gronholz und Herres detailliert erklart
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werden.l®611 Davon soll hier nur die Apodisierung besprochen werden. Das Interfe-
rogramm wird normalerweise vor der F'T mit einer sog. Apodisierungs- oder Fens-
terfunktion multipliziert, was im Spektrum einer Faltung entspricht. Je nach Form
der Apodisierungsfunktion sollen damit vor allem die Artefakte kompensiert werden,
die durch die begrenzte Ausdehnung des Interferogramms entstehen. Mit verschiede-
nen Funktionen wird zudem das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis und die Linienbreite
beeinflusst. Man kann dies bewusst nutzen um entweder die Sensitivitdt oder die
Selektivitdt zu erhohen. Vor allem auch in der NMR-Spektroskopie wird mit dem
FID genannten Signal ebenso verfahren.? Wihrend in der FTIR standardisierte
Funktionen benutzt werden, werden die Faltungsfunktionen der NMR mit diversen
Parametern z.T. fiir jede individuelle Probe angepasst. Dabei ist zu beachten, dass
bei der NMR-Spektroskopie von Losungen Lorentz-férmige Peaks vorherrschen, die
an der Basis sehr breit sind und durch Faltung in eine Gauf$-Form iiberfiihrt werden
kénnen. Dabei erhoht sich die Auflésung bzw. die Basislinienseparation der Peaks

erheblich bei nur geringer Verschlechterung des Rauschens.%?

2.3.2. Linienbreiten und spektrale Auflésung

Ausgehend von der Quantelung der Energie und den damit verbundenen diskreten
Energieniveaus, konnte man annehmen, dass die Energiedifferenz zwischen diesen
Zustinden und damit die Frequenz bei der Spektroskopie exakt festgelegt und auch
so exakt messbar ist. Dies ist nicht der Fall. Es gibt verschiedene Griinde, die zu
einer Unschérfe in der Energie und damit zu einer Verbreiterung des Spektroskopi-
schen Peaks fiihren. Man muss dabei zwischen intrinsischen Ursachen, die sich nicht
beseitigen lassen, und apparativer Unschérfe, die ggf. mit einem besseren Spektro-
meter noch aufgelost werden kann unterscheiden. Die intrinsische Unschérfe ist die
tatsichliche Linienform. Die gemessene Linienform kann davon abweichen und ist
in der Regel verbreitert.

Die erste intrinsische Ursache, die allerdings nur zu einer recht geringen Verbreite-
rung fiihrt, wird als natiirliche Linienbreite bezeichnet. Energie F und Zeit ¢t konnen
nach Heisenberg nicht gleichzeitig exakt bestimmt werden und unterliegen folgender

Unschérferelation:%3!

h

3 < AE - At (2.46)
wobei h nach i = h/2n aus der Planck’schen Konstante h hervorgeht. Ubertragen
auf die Spektroskopie bedeutet dies Folgendes. Da die Lebensdauer der Zusténde
der Teilchen niemals unendlich werden kann (irgendwann tritt zumindest fiir den

angeregten Zustand spontane Emission auf), unterliegt die Energie und damit nach
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Gl auch die Frequenz bzw. Wellenzahl einer Unschérfe.

Bei der Messung von Gasen spielt aukerdem die sog. Dopplerverbreiterung eine
Rolle. Da sich die Teilchen bewegen und dabei auch auf die Lichtquelle zu oder von
ihr weg fliegen, erfahren sie das Licht mit einer leicht verschobenen Wellenlénge. Die
Geschwindigkeit der Teilchen ldsst sich mit der Mazwell-Boltzmann-Verteilung be-
schreiben, woraus fiir die Linienform auf Grund von Dopplerverbreiterung ein Gaufs-

formiger Peak folgt, dessen Halbwertsbreite A\ iiber folgende Gleichung gegeben ist:

AN = 5\ [8kpTIn2 (2.47)
C m

Dabei ist A die Wellenlédnge, kg die Boltzmannkonstante, T' die absolute Temperatur
und m die Masse des Teilchens. Die Dopplerverbreiterung dominiert bei niedrigen
Driicken, wenn die untersuchten Teilchen weitgehend frei fliegen konne. Bei héhe-
ren Driicken verdndern Zusammenstofse zwischen den Teilchen das Bild. Bei den
Stoken konnen durch kurzzeitige Wechselwirkungen die Energieniveaus der Quan-
tenzustidnde verschoben werden, vor allem verkiirzen die Stofe aber die Lebensdauer
der angeregten Zustdnde. Zusammenfassend spricht man von Druck- oder Stofver-
breiterung, welche einer Lorentz-Verteilung folgt. Die Breite des Peaks auf Grund
von Stofverbreiterung lasst sich mit folgender Formel abschéitzen:
A2 A2 2kgT

1
A\~ —. .-~ —no
mc t e m

(2.48)

Hier ist ¢ die Lichtgeschwindigkeit und ¢ die mittlere Zeit zwischen zwei StoRen,
die mit der mittleren freien Wegldnge korreliert. Sie ldsst sich daher auch durch
die Teilchendichte n und den Streuquerschnitt ¢ ausdriicken. Doppler- und Druck-
berbreiterung treten auch gleichzeitig auf, das Linienprofil wird dann Voigt-Profil
genannt.

Als weitere Verbreiterungsform kennt man noch die Flugzeitverbreiterung, die nur
auftritt, wenn Probe und Licht sehr kurz aufeinandertreffen, z.B. wenn die Molekiile
schnell in eine Richtung fliegen (Molekularstrahl) und quer dazu mit einem Laser
untersucht werden. Bei sehr hoher Laserintensitdt kann zudem Séttigungsverbreite-
rung auftreten.

Diese intrinsischen Verbreiterungsformen spielen in der Infrarotspektroskopie nur
fiir Gase eine Rolle. Dort werden die feinen Linien der verschiedenen Rotations-
banden untersucht. Fiir feste oder fliissige Proben verschwimmt diese Rotationsfein-
struktur zu breiten Schwingungsbanden, da die benachbarten Molekiile mit ihren

Wechselwirkungen die Rotationen verhindern und beeinflussen.
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Im Infrarotspektrometer selbst begrenzen mechanische Limitierungen die Auflo-
sung. In dispersiven Gerédten kann z.B. das Beugungsgitter im Monochromator nur
mit einer begrenzten Préazision bewegt werden. Eine selektierende Blende kann auch
nicht beliebig klein gestaltet werden, da hier auch immer die Intensitat des Lichts re-
duziert wird, sodass die Gefahr besteht bei zu kleinen Blenden ein zu geringes S/N zu
erhalten. In der FTIR werden grundsétzlich alle Frequenzen aufgezeichnet und erst
durch die Fourier Transformation sichtbar gemacht. Die Spektrale Auflésung wird
dabei durch die Breite des Interferogramms und damit durch die Linge des Spiegel-
wegs bestimmt.® Sehr hochauflssende Spektrometer mit mehreren Metern Spiegel-
weg, z.B. 11,70 m und einer entsprechenden Auflésung von Av = 0,000 52 cm ™, wer-

64,65 Spektrometer

den in der Forschung auch mit Synchrotron-Quellen verbunden.!
mit ca. 3m Spiegelweg und einer Auflésung von AV = 0,0035 cm™! sind kommerziell
erhéltlich.l%! Solch hochauflssende Messungen sind nur fiir Gase sinnvoll und wer-
den vor allem fiir atmosphérischen Untersuchungen genutzt. In der Routineanalytik

bei Feststoffen und Fliissigkeiten spielen sie keine Rolle.

2.3.3. Abgeschwichte Totalreflexion (ATR)

In der Infrarotspektroskopie gibt es sehr viele verschiedene Messmethoden, von de-
nen das Druchstrahlverfahren — auch Transmissionsmessung genannt — die Standard-
methode ist. Da mit den iiberlicherweise verwendeten Globar-Lichtquellen genann-
ten, glithenden SiC-Keramiken nur sehr diinne Schichtdicken durchdrungen werden
kénnen, ist die Probenpréparation z.T. sehr aufwindig (z.B. KBr-Pressling oder
Folie). Daher finden Reflexionsmessungen immer hiufiger Anwendung. Man unter-
scheidet zwischen dufserer Reflexion — d.h. die Probe reflektiert IR-Licht, welches
anschlieffend detektiert wird — und innere Reflexion, auch ATR-Technik genannt.
ATR steht dabei fiir abgeschwéchte Total-Reflexion oder engl. .attenuated total
reflectance”. Das Infrarotlicht wird wie in Abb. schematisch gezeigt in einem
Messkristall reflektiert, welcher mit der Probe in Kontakt steht. In diese dringt ein
Teil des Lichts ein, man spricht von einem evaneszenten, elektromagnetischen Feld.
Dadurch kann eine Wechselwirkung stattfinden, die Spektroksopie ermoglicht.

Nachdem schon Newton entdeckt hatte, dass Licht auch unter Bedingungen der
Totalreflexion zu einem gewissen Grad in das optisch diinnere Medium eindringt,[7]
wurde dieser Effekt erst Mitte des 20. Jahrhunderts fiir spektroskopische Messungen
genutzt.[%] Totalreflexion tritt nach Gl. nur unterhalb eines kritischen Winkels
Oxrit auf, welcher vom Verhéltnis der Brechungsindices Z—f der beiden Medien, die die
Grenzflache bilden, abhangt. ;

Orit = arcsin ] (2.49)
n
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Probe n, l(w _l_ .
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Abbildung 2.9.: Schematische Darstellung des Prinzips der ATR-Messtech-
nik. Der Strahl wird an der Grenzfliche zwischen Messkristall und Probe
totalreflektiert und tritt als evaneszente Welle wenige pm in die Probe ein.
Dort findet eine Wechselwirkung zwischen der Strahlung und der Probe
statt. Die dadurch verursachte Anderung im Primirstrahl wird als ATR-
Spektrum aufgezeichnet.

Daher werden vorzugsweise Materialien mit hohen Brechungsindices als ATR-Kris-
talle verwendet, hiufig Zinkselenid (ZnSe), Silizium (Si), Germanium (Ge) oder auch
Diamant. Die Intensitéit des Lichts fillt in der Probe exponentiell ab. Man kann eine
Eindringtiefe d, definierten, bei der die Intensitit auf % abgefallen ist. Sie ist von den
Brechungsindices n, dem Einfallswinkel # und vor allem der Wellenldnge A\ abhingig

und lisst sich durch folgende Gleichung beschreiben:[6

A
d, = (2.50)

2
27Tn1\/sin2 60— (Z—f)

Fiir praxisnahe Werte ergeben sich Eindringtiefen zwischen ca. 1 ym und 2 pm, z.B.

ist d, ~ 1,7pm zwischen einem Diamant und Luft bei einem Winkel von 45° fiir
Licht der Wellenzahl 1000 cm™!. Vor allem da bei hoheren Wellenzahlen die Ein-
dringtiefe abnimmt und damit die Signale der Probe schwicher und das Rauschen
starker werden, unterscheiden sich ATR-Spektren von Transmissionspektren. Dieser
Effekt wird an Hand zweier Beispielmessungen in Abb. verdeutlicht. Bei klei-
neren Wellenzahlen wird gegeniiber der Transmissionsmessung eine relativ hohere
Extinktion erreicht. Aber auch die einzelnen Banden sind nicht vollstandig identisch
und leicht verschoben. Dies liegt unter anderem daran, dass der Brechungsindex
ebenfalls wellenldngenabhéngig ist (s. z.B. [70]). Im Allgemeinen sind sich die Spek-
tren sehr dhnlich und konnen unter Beriicksichtigung der genannten Unterschiede

verglichen werden.
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Abbildung 2.10.: Das ATR-Spektrum einer PS-Folie wurde in 15-facher In-
tensitdt und versetzt dargestellt, sodass der Peak der Phenylschwingung
bei 700 cm ™' dieselbe Intensitéit wie im Transmissionsspektrum derselben
Probe hat. Im Unterschied zum Transmissionsspektrum sind einige Signale
breiter und leicht verschoben, aufierdem zeigt sich die reduzierte Eindring-
tiefe in die Probe bei htheren Wellenzahlen durch weniger intensive Peaks.

2.4. Quantenkaskadenlaser als Strahlungsquellen

der Spektroskopie

Quantenkaskadenlaser (QCL) sind Halbleiterlaser, die im Infrarotbereich emittieren
und typischerweise eine 10* héhere Strahlungsleistung als thermische Lichtquellen
haben.[" Thre charakteristische Eigenschaft ist die Emission von Licht durch sog. In-
tersubbandiiberginge. Dadurch ist es prinzipiell moglich, die Emissionswellenléinge
bei der Herstellung zu beeinflussen und mit einem externen Resonator auch durch-
stimmbare EC-QCLs (engl.: ,external cavity QCL*) zu produzieren. Der erste QCL
wurde 1994 von Faist realisiert,”? der erste EC-QCL mit einerm Durchstimmbe-
reich von 34 cm™" im Jahr 2001 von Luo.I™ Seither hat sich die Technik sehr schnell
entwickelt. Bei den EC-QCLs ist die spektrale Breite des durchstimmbaren Bereichs
eine wichtige Kenngrofse. Der erste EC-QCL mit einer grofen spektralen Breite
(ca. 150 cm™!) wurde 2004 von Maulini vorgestellt."l Der aktuelle Rekord liegt bei
432 cm~LI™1 EC-QCLs sind bereits seit 2006 kommerziell erhéltlich™® und haben
dort meist Breiten bis zu ca. 200 cm™!. Durch Kombination mehrerer Chips werden
auch Lasermodule mit einer Gesamtbreite von bis zu 800 cm™! angeboten.["]

Hier soll kurz das Grundprinzip von QCLs erkldrt sowie deren Anwendungen
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vorgestellt werden. Dabei wird ein besonderer Fokus auf die Anwendung von EC-
QCLs und fliissige bzw. feste Proben gelegt. Fiir eine detaillierte Beschreibung des

Themas ist das Buch von Faist zu empfehlen.[”l

2.4.1. Grundlagen Quantenkaskadenlaser (QCL)

Die Emission von Licht in Quantenkaskadenlasern basiert auf elektronischen Uber-
giangen zwischen den Energiebdndern des Halbleitermaterials. Die Bandstrukturen
in Halbleitern konnen bei der Herstellung z.B. durch Dotierung und Schichtstruk-
turen auf vielfdltige Art beeinflusst werden. In optisch aktiven Halbleiter, wie z.B.
Solarzellen, finden meist Uberginge zwischen zwei Béindern statt, wobei ein Photon
absorbiert oder emittiert wird. Die Materialien sind auf diese Inter-Band-Ubergéin-
ge ausgelegt. Durch Schichtstrukturen oder auch Dotierung entstehen Strukturen
mit Potentialtopfen, wie sie in Abb. zu sehen sind. Dadurch kann die Grofe
der Bandliicke variiert werden. In diesen Potentialtopfen kénnen die Elektronen ver-
schiedene Zusténde besetzen (vgl. dazu als stark vereinfachtes Beispiel das ,, Teilchen
im Kasten® z.B. in [49]). Zwischen diesen Zustéinden sind ebenfalls Ubergiinge unter
Absorption oder Emission eines Photons moglich. Diese nennt man Intraband- oder
Intersubband-Ubergiinge. Sie wurden bereits Anfang der 1970er Jahre theoretisch

beschrieben und eine Nutzung fiir Laser postuliert.[7-5

Abbildung 2.11.: Schematische Darstellung eines Interbandiibergangs (A)
und eines Intersubbandiibergangs (B) in einem QCL-Material. Gezeigt sind
auch Wellenfunktionen ¥ der Elektronen in den Potentialtdpfen.

Fiir Quantenkaskadenlaser werden Halbleitermaterialien so in Schichten aufge-
baut, dass eine elektronische Struktur mit vielen Potentialtopfen entsteht. Durch
Anlegen einer duferen Spannung erhilt die gesamte Potentialkurve eine Schieflage,
wie in Abb. dargestellt. So kann ein Elektron nach einem Intersubband-Uber-
gang durch die Barriere tunneln und im benachbarten Potentialtopf wieder einen
Intersubband-Ubergang unter Aussendung eines weiteren Photons durchfiihren. Der
energetische Abstand der Zustdnde innerhalb eines Potentialtopfs ist vor allem von

dessen Breite und damit von der Dicke der entsprechenden Halbleiterschicht ab-
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Abbildung 2.12.: Darstellung des Prinzips eines Quantenkaskadenlasers nach
[82]. Die Elektronen héufen sich in den Sammelbereichen, tunneln dann (1)
durch die Potentialbarriere in die aktive Region und vollziehen unter Aus-
sendung eines Photons einen stimulierten Intersubbandiibergang (2). Uber
weitere strahlungslose Uberginge (3) gelangt das Elektron in den nichsten
Sammelbereich. In vielen Schichten kann ein Elektron in Kaskaden viele
Photonen aussenden.

hingig. Damit lasst sich beim Herstellen von solchen Quantenkaskaden-Materialien
die elektronische Struktur gestalten. Damit tatsichlich Laser-Licht austritt, d.h.
stimulierte Emission auftritt, muss in normalen Lasern ,Besetzungsumkehr* der Zu-
stinde erreicht werden. In Quantenkaskadenlasern wird dies durch sog. Injektions-
oder Sammel-Bereiche zwischen denen als aktive Regionen bezeichneten Potential-
topfen verwirklicht. Sowohl die Sammel- als auch die aktiven Regionen bestehen
in Wirklichkeit aus mehreren unterschiedlich dicken Schichten, die z.T. nur wenige
Atomlagen dick sind (z.B. bis ca. 9 A in [81]). Beim Durchqueren des gesamten Ma-
terials kann ein Elektron in einer Kaskade viele Intersubbandiiberginge durchlaufen
und so mehrere Photonen aussenden.[™]

Die Oberflichen des Lasermaterials reflektieren das Licht, sodass der Laser-Chip
selbst als Fabry-Perot-Resonator wirkt. Im Pulsbetrieb erhitzt sich das Laserma-

terial und dehnt sich aus, dadurch wird ein Bereich von ca. 1 cm™!

abgescannt.
In einem typischen QCL-Chip mit einer Gréfe von ca. 1mm bis 3mm konkurrie-
ren verschiedene Frequenzen, was eine genaue Vorhersage der Emissionswellenldnge
schwierig macht.[™ Daher werden frequenzselektierende Gitterstrukturen auf das
Lasermaterial aufgebracht. Solche , distributed feedback QCLs* (DFB) kénnen iiber

1 oder iiber den Betriebsstrom um ca. 1 cm™! durch-

die Temperatur um ca. 10 cm™
gestimmt werden. Der limitierende Faktor ist dabei die Ausdehnung des Materials.

Um das frequenzselektierende Gitter vom Lasermaterial zu entkoppeln, wird letz-
teres mit einer Anti-Reflexions-Oberfliche ausgestattet und das Gitter auferhalb
angebracht. Dies macht einen gewinkelten Aufbau mit zusétzlicher Linse und Spie-

gel notig, jedoch kann dann der Laser iiber einen viel weiteren Bereich durchge-
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stimmt werden. Solche ,external cavity® EC-QCLs sind typischerweise iiber mehr
als 100 cm~! durchstimmbar und erlauben damit den Einsatz als spektroskopische
Lichtquelle auch fiir Fliissigkeiten. DFB-QCLs werden vorwiegend fiir die Analyse
von Gasen, die allgemein sehr schmale Infrarotpeaks zeigen, genutzt.l®3 In EC-QCLs
sind mehrere Moden gleichzeitig aktiv und beim Durchstimmen passieren sog. Mo-
denspriinge. Dies fiihrt zu Intensitétsspriingen im Emissionsprofil, die nicht reprodu-
zierbar sind und ein hohes Rauschen verursachen. Ein Betrieb mit fester Wellenzahl
ist daher rauscharmer. DFB-QCLs werden wie EC-QCLs héufig gepulst betrieben.
Noch stabiler, mit einer wesentlich engeren Linienbreite, arbeiten QCLs im ,conti-
nous wave“ (CW) Modus.[™"l Laser, die dafiir geeignet sind, wurden erstmals 2002
gebaut.[8

2.4.2. Anwendungen von EC-QCLs bei fliissigen Proben

Die schmalen Emissionscharakteristiken und die hohe Stabilitit von DFB-QCLs
sind zur Analytik von Gasen besonders geeignet. Dank der hohen Lichtintensitét
konnen sehr lange Gaszellen durchstrahlt und durch die hohe Selektivitdt auch Spu-
rengase zuverldssig nachgewiesen werden. In der Literatur finden sich viele solcher
Anwendungen und auch der Einsatz von EC-QCLs wurde berichtet, da sich dadurch
verschiedene Gase mit nur einem Sensor nachweisen lassen.[®’]

EC-QCLs wurden erfolgreich zur Untersuchung von menschlichem Blut eingesetzt.
Dabei konnten verschiedene Blutwerte darunter Glucose, Laktat, Cholesterin, Ge-
samtprotein und Albumin schneller als mit konventionellen Labormethoden quantifi-
ziert werden.®%87) Der Einsatz von EC-QCLs zur Detektion von Pestiziden in Trink-
wasser wurde mit einer interessanten Technik realisiert, bei der im evaneszenten Feld
einer Faseroptik aus AgBrCl gemessen wird (vgl. ATR-Technik, Kap. .[71] Beim
Ein- und Auskoppeln des Lichts aus der Faseroptik treten hohe Verluste auf. Daher
ist der Finsatz einer Lichtquelle mit hoher Strahlungsleistung, also eines Quan-
tenkaskadenlasers, besonders interessant. Auch bei der VCD-Spektroskopie (engl.
,vibrational circular dichroism*“) ist der Intensitdtsverlust beim generieren des zir-
kular polarisierten Lichts ein Problem. Auch hier wurde ein EC-QCL erfolgreich als
Lichtquelle genutzt.[®8 Anwendungen von QCLs in der Chromatographie werden im
Kapitel besprochen, einige weitere generelle Beispiele finden sich in [89]. Da die
Technologie der QCls noch recht jung ist, wird sich die Bandbreite der Anwendungen

in Zukunft sicherlich noch erheblich erweitern.
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Chromatographie ist eine Methode um Stoffgemische aufzutrennen. Die getrenn-
ten oder aufgereinigten Stoffe weiter zu analysieren ist generell interessant, da es
genauere Messungen erlaubt als im Gemisch. Daher existieren verschiedene Kopp-
lungsmethoden, von denen sich einige als besonders gut realisierbar erwiesen haben.
Darunter ist die Kombination aus Gaschromatographie (GC) und FTIR Spektro-

0]

skopie besonders wichtig.?” Bei Verwendung eines IR-transparenten Trigergases

wie Stickstoff oder Argon und beheizten Flusszellen konnen Spektren der getrenn-

1 Der Aufbau ist apparativ sehr #hnlich zu

ten Substanzen aufgenommen werden.
den ebenfalls weit verbreiteten Kopplungen zwischen FTIR und Thermoanalysen.
Auch die Kopplung von GC mit Massenspektrometrie (MS) ist weit verbreitet.[%?!
Genauso sind HPLC-MS Kopplungen mit LAC-Séulen hiufig zu finden.?! Massen-
spektrometer sind zwar teuer, erlauben aber sehr genaue Aussagen iiber die Masse
der analysierte Probe und deren Fragmente. Aus dem Fragment-Muster kann auf
die Struktur des Stoffes geschlossen werden. In einer solchen Kopplung kann z.T.
eine Kalibrierung der LAC entfallen, was besonders interessant ist, wenn z.B. bei
Naturstoffen keine Reinsubstanzen verfiighar sind.[?4

In der LAC und der GC werden die Substanzen nach ihren chemischen Eigen-
schaften aufgetrennt. Eine Kopplung mit Spektroskopie bestitigt und verfeiert die-
se ,chemische Information” und ist daher vergleichbar mit der Kopplung von GPC

(Auftrennung nach Grofe) und Lichtstreuung zur verbesserten Grokenbestimmung.
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Besonders interessant sind hingegen Kopplungen, die komplementire Informatio-
nen liefern wie z.B. die Kombination von GPC und Spektroskopie um die chemische
Zusammensetzung in Abhangigkeit vom Molekulargewicht zu bestimmen. Diese kor-
relierte Information ist in getrennten Messungen nicht zugénglich. In diesem Kapitel
sollen bereits existierende Kopplungen vorgestellt werden, die in engem Zusammen-
hang zur GPC-IR-Kopplung stehen. Korrelierte Informationen iiber die gréfenab-
hangige, chemische Zusammensetzung kénnen z.B. auch aus der Kopplung zweier
Chromatographiesysteme wie LAC-GPC erhalten werden. Fiir Polymere ist beson-
ders die LC unter kritischen Bedingungen (LCCC) in Kopplung mit der GPC inter-
essant.[?] Viele Kopplungsmethoden die in der Polymeranalytik eine Rolle spielen
wurden von Pasch in |96] zusammengefasst.

In jeder Kombination aus GPC und Spektroskopie sind die unterschiedlichen An-
forderungen an die Probenkonzentration eine Herausforderung: Die Chromatogra-
phie trennt auf der Sdule nur sehr verdiinnte Losungen (< 1g/L) wohingegen fiir die
Spektroskopie eine mdglichst hohe Konzentration oder gar ein Reinstoff gewiinscht
ist. Zur Losung dieses Problems gibt es drei Ansétze. Die erste Idee ist, das Losungs-
mittel durch Verdampfung zu entfernen. Dies wird in der Kopplung mit FTIR in der
sog. offline-Kopplung (s. Kap. realisiert und passiert in der MS (s. Kap.
quasi automatisch, da auch die Analytmolekiile in die Gasphase gebracht werden
miissen. Die zweite Herangehensweise ist das Nutzen von transparenten Losemitteln.
In der 'H-Kernresonanzspektroskopie (NMR) zeigen z.B. deuterierte Losemitteln
keine Signale (vgl. Kap.|3.2)), zudem kénnen Losemittelsignale iiber Pulsprogramme
unterdriickt werden. Im Infrarotbereich sind Ldsemittel nur in schmalen Bereichen
— sog. spektralen Fenstern — transparent, sodass kein komplettes Spektrum gemes-
sen werden kann. Infrarotdetektion unter Beschrinkung auf ein spektrales Fenster
ist praktisch nur fiir die Bestimmmung von Polyolefinen in der Hochtemperatur-
GPC (HT-GPC) sinnvoll (s. Kap.[3.3.2). Zuletzt besteht die Moglichkeit die Signale
des Losungsmittels mathematisch zu subtrahieren. Fiir die LAC-FTIR-Kopplung
wurden chemometrische Datenauswertugen berichtet (s. Kap. [3.4).°7% Fiir die
Grofkenausschlusschromatographie wurde ein mathematischer Ansatz erstmalig in
dieser Arbeit in der Kopplung mit FTIR-Spektroskopie realisiert und eine spezielle

Datenverarbeitung mit Driftkorrektur zur Losungsmittelunterdriickung entwickelt.

3.1. GPC-Massenspektrometrie

Die Kopplung von LAC und Massenspektrometrie ist weit verbreitet. Es gibt aber

wesentliche Unterschiede zur GPC, die dort einen Einsatz eines MS-Detektors er-
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schweren. Mit Adsorptionschromatographie werden vorwiegend niedermolekulare
Substanzen (< 1000 g/mol) untersucht, welche sich sehr gut mit MS untersuchen
lassen und deren Fragmentation in der MS zusétzlich sehr detaillierte Informationen
liefert. Mit der GPC werden vorwiegend Polymere aufgetrennt, die auf Grund ihrer
Grofe nur schwer in die Gasphase iiberfiihrt, ionisiert und massenspektrometrisch
untersucht werden kénnen. Die Kopplung von GPC und MS kann daher vorwiegend
fiir Oligomere und kleine Polymere ( < 4000 g/mol) genutzt werden.'%l Um die
Polymermolekiile moglichst unfragmentiert in die Gasphase zu iiberfithren eignet
sich besonders die sog. Elektro-Spray-lonisations-Technik (ESI). Mit der MALDI-
Technik (engl. fiir ,matrix assisted laser desorption ionization“), die aber nicht onli-
ne mit GPC gekoppelt werden kann, konnen Polymere bis ca. 100 kg/mol analysiert
werden.['% Eine MS-Detektion bei der GPC dient — dhnlich wie die Lichtstreuung
— einer genaueren Molmassenbestimmung. Massenspektrometer sind sehr selektiv
und kénnen das Masse-zu-Ladungs-Verhéaltnis eines geladenen Teilchens sehr genau
bestimmen. Die Ionisation der Teilchen passiert nur mit einer bestimmten Wahr-
scheinlichkeit, die von vielen Faktoren (u.a. der Molmasse) abhéingen. Daher kénnen
die Peakintensitdten auch von unterschiedlich langen Polymerketten nicht verglichen
werden. Die MS ist also sehr selektiv, die Peaks sind aber nicht einfach quantifizier-
bar. Die DRI-Detektion der GPC ist hingegen sehr sensitiv und wenig selektiv.
Barner-Kowollik und Mitarbeitern ist es gelungen die beiden Vorteile sinnvoll zu
verkniipfen.l*?l Aus der Massenspektrometrie wird dabei fiir jede Polymerkette ei-
ner bestimmten Lénge ein sog. SOP (engl. fiir ,single oligomer profile) gewonnen,
das ist das Chromatogramm fiir dieses Polymer mit genau definierter Masse. Dies
entspricht der systembedingten Peakverbreiterung fiir dieses Oligomer (vgl. Kap.
2.2.3). Das DRI-Signal ist in der Theorie aus all diesen SOPs zusammengesetzt.
Mathematisch wird das DRI-Signal iiber die Tung’sche Gleichung®” aus den SOPs
rekonstruiert (vgl. Kap. [2.2.3)). Die Vorfaktoren der SOPs entsprechen den tatséich-

lichen Konzentrationen der Oligomere.

3.2. GPC-Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die Kernresonanzspektroskopie (NMR) bietet auf Grund ihrer Selektivitit, die de-
taillierte Strukturaufkldrungen erlaubt, unter allen Spektroskopiearten fiir Proben
in Losung wohl die meisten Moglichkeiten und ist damit eine sehr leistungsstarke,
quantitative Analysemethode. Die Geréte fiir Hochfeld-NMR sind in Anschaffung
und Unterhalt um Gréfenordnungen teurer und komplexer als z.B. ein FTIR-Spek-

trometer, Niederfeld-NMR ist vergleichsweise giinstig dafiir wesentlich weniger sensi-
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tiv. Generell ist die NMR-Spektroskopie sehr selektiv und kann sehr viele strukturelle
Unterschiede, Endgruppen und Zusammensetzungen auflosen. Wegen des niedrigen
Energieunterschieds der quantenmechanischen Kernspinzustinde (vgl. [47]) ist die
NMR-Spektroskopie allerdings nicht sehr sensitiv, insbesondere bei geringen Konzen-
trationen und Verweildauern bei Kopplung mit Chromatographie. Dennoch wurde
bereits viel auf dem Gebiet der GPC-NMR-Kopplung gearbeitet. Ein erster Uber-

[101]

sichtsartikel von Albert erschien bereits im Jahre 1995, ein ausfiihrliches Kapitel

in [96] gibt eine aktuelle Ubersicht.

3.2.1. GPC-NMR im Hochfeld

Deuterierte Losemittel sind in der H-NMR-Spektroskopie transparent, allerdings
sehr teuer. Fiir den Einsatz als GPC-Laufmittel wird viel Losemittel bendtigt, so-
dass nur deuteriertes Wasser oder Chloroform fiir Routineanwendungen in Frage
kommen. Die ersten wissenschaftlichen Versuche einer GPC-NMR-Kopplung wurden
mit deuteriertem Chloroform durchgefiihrt um Polymethylmethacrylate (PMMA) zu
analysieren.'? Erst spiter wurden Pulsprogramme eingesetzt um das Losemittel zu
unterdriicken und machten so die GPC-NMR besser anwendbar.['93:1%4 Seiher wur-
den viele Anwendungen berichtet. Als Beispiel sei hier die Untersuchung der che-

105] [y

mischen Zusammensetzung von Styrol-Ethylacrylat-Copolymeren erwihnt.l
Bereich der Oligomere wurden Polymere auch auf LAC Siulen getrennt.'% Als ap-
parativ besonders aufwindige Kopplung sei noch die Kopplung von Hochtemperatur-
GPC zur Polyolefinuntersuchung mit "H-NMR genannt.['%” In einer Kopplung mit
2D-Chromatographie und 'H-NMR Spektroskopie wurden in der ersten chromato-
graphischen Dimension PEG-Proben unter kritischen Bedingungen nach ihrer End-
gruppe aufgetrennt und anschliefend nach ihrer Gréfse. Durch die spektroskopische
Detektion konnten quantitative Aussagen und Zuordnungen iiber die Funktiona-
lisierung der Endgruppen korreliert mit der Molekulargewichtsverteilung gemacht

werden.[108]

3.2.2. GPC-Niederfeld-NMR

Das grofte Problem der Hochfeld-NMR-Spektroskopie, die hohen Kosten, konnte
durch Verwendung von Niederfeld-Geréten gelost werden. Die hohen Magnetfelder,
die fiir hochauflésende Spektroskopie benotigt werden, kénnen nur mit teuren, supra-
leitenden Magneten erzeugt werden. Mit Permanentmagneten, welche eher fiir NMR-
Relaxometrie genutzt werden, kann aber im entsprechend niedrigeren Feld und da-

mit bei schlechterer Auflssung auch NMR-Spektroskopie betrieben werden.'0%110]
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Um verschiedene Polymere, die auf Grund der chemischen Struktur und Dynamik
bereits eine grofse intrinsische Linienbreite zeigen, unterscheiden zu konnen geniigt
eine reduzierte Auflésung. Die Bestimmung von z.B. der Zusammensetzung ist mog-
lich.

Die Kopplung von GPC mit Niederfeld-NMR oder ,medium resolution“(MR)-
NMR, wie sie auch hiufig genannt wird, wurde fiir protoniertes Chloroform und
fiir deuteriertes Wasser erfolgreich angewendet.!"''"113] Organische Losemittel kon-
nen durch ein spezielles Pulsprogramm unterdriickt werden, wenn sich die Relaxa-
tionszeit von der des untersuchten Polymers erheblich unterscheidet.!''¥l Die ma-
thematische Losungsmittelunterdriickung, die vom Autor im Rahmen dieser Arbeit
entwickelt wurde (s. Kap. , konnte die Ergebnisse aus der GPC-MR-NMR-Kopp-
lung zwar verbessern,''?! jedoch reicht die Sensitivitit des MR-NMR-Spektrometers
fiir eine rein mathematische Losemittelunterdriickung nicht aus. Verbesserte Per-
manentmagnete, die ein hoheres Feld erlauben (z.B. 60 MHz statt bisher 20 MHz),
kénnten in Zukunft die Niederfeldspektrometer und damit auch die GPC-Kopplung

verbessern, da die Messzeit mit der vierten Potenz des Magnetfelds skaliert.

3.3. GPC-IR-Kopplungen

3.3.1. Offline-GPC-FTIR-Kopplung mit Verdampfung des

Losungsmittels

Die Grundidee dieser Kopplung ist es den Eluentenstrom aus der GPC mit einer
feinen Diise in einem Ofen zu verspriihen, sodass das Losungsmittel verdampft und
sich das Polymer auf einer sich drehenden Scheibe (meist aus Germanium) nieder-
schliagt. Anschliefsend kann die Ge-Scheibe in einem IR-Spektrometer ortsaufgeldst
vermessen werden, wobei die Spektren Elutionsvolumina zugeordnet werden kénnen.
So ist Substanzidentifikation sowie die Betrachtung sog. Chemigramme moglich.

Diese Technik wurde in den 1980er Jahren erstmalig mit einer Scheibe aus spie-
gelndem Aluminium erfolgreich angewendet.!'"116] Spiiter entwickelte die Firma Lab
Connections (Marlborough, Massachusetts, USA) auf dieser Basis einen kommerziell
erhéltlichen IR-Detektor.[''7118] Abbildung [3.1] zeigt den Aufba.

Da bei dieser Methode nicht nur das Losungsmittel vollstindig entfernt wird,
sondern auch die Messzeit fiir die Spektren von der Chromatographie entkoppelt
ist, konnen hier besonders detailreiche Spektren gemessen werden. Hochsiedende
Losungsmittel sowie der Zusatz von Salzen, der vor allem in der wéssrigen GPC sehr

haufig vorkommt, verursachen Probleme. Das Problem der schwer verdampfbaren
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Abbildung 3.1.: Schematischer Aufbau der offline-GPC-FTIR-Kopplung: Das
Eluat der GPC wird durch die Diise verspriiht, die Probe wird dabei zur
Online-Probensammlung auf der Germaniumscheibe abgeschieden. In einem
zweiten Schritt wird offline die Germaniumscheibe ortsaufgelost mit einem
FTIR-Spektrometer analysiert.

Losungsmittel konnte mit einer speziell fiir die HT-GPC gestalteten Anlage gelost
werden.['9]

Eine Quantifizierung der Chemigramme ist nicht immer mdoglich, da die IR-In-
tensitit sehr stark vom Abscheidungsprozess abhingt. So hat z.B. die Flussrate
einen erheblichen Einfluss und die Reproduzierbarkeit ist oft ungeniigend.!'?’) Einen
Vergleich dieser Methode mit Messungen in Durchflusszellen findet sich in [121].

Die neueste Entwicklung im Bereich der GPC-FTIR-Kopplung mit Lésungsmit-
telverdampfung ist ein Gerat der Firma Spectra Analysis (Marlborough, MA, USA),
welches ein IR-Spektrometer sowie die Verdampfungseinheit in einem Gehause kom-
biniert, sodass die IR-Spektren direkt online gemessen werden, kurz nachdem das
Polymer auf einer ZnSe-Scheibe abgeschieden wurde. Eine genauere Beschreibung
findet sich in [122] sowie auf der Webpage der Firma.l'?*l

3.3.2. Hochtemperatur-GPC-IR-Kopplung

In der Hochtemperatur-GPC (HT-GPC) werden Polyolefine untersucht. Diese 16sen
sich nur bei hohen Temperaturen z.B. in 1,2,4-Trichlorbenzol (TCB) bei 140 °C, was
eine spezialisierte GPC-Anlage erfordert. Dabei ergibt sich ein giinstiger Umstand
fiir die Kopplung mit Infrarotspektroskopie, da das Losungsmittel TCB ein sog.
spektrales Fenster zwischen 2700 cm ™! und 3000 cm ™! besitzt, in welchem charakte-
ristische Banden von Polyolefinen untersucht werden kénnen. Ublich sind Flusszellen
mit einer Dicke von 2mm und damit recht grofem Innenvolumen. Zudem werden
die Sdulen meist um einen Faktor 5 bis 10 iiberladen um ein ausreichendes S/N zu
erhalten. Dann kénnen jedoch auch feine Details wie z.B. Verzweigungen detektiert
werden. Ublich ist dafiir die Quantifizierung des Methylpeaks bei 2958 cm ™' und
des Methylenpeaks bei 2928 c™.1124126] DesLauriers konnte zeigen, dass die so

gewonnenen Ergebnisse iiber die Topologie der Polymere mit makroskopischen Ma-
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terialeigenschaften korrelieren und sich mit HT-GPC-IR-Messungen die Ergebnisse
von sehr langwierigen Test zum langsamen Risswachstum in Polyethylen abschitzen
lassen.['?”) Die Verkniipfung von mikroskopischen und makroskopischen Eigenschaf-
ten, die im Allgemeinen schwierig ist, kann beispielsweise auch iiber eine vollig an-
deren Ansatz mit rheologischen Untersuchungen in Schmelze an moglichst definiert

synthetisierten Polymeren hergestellt werden.['?8!

3.4. Adsorptionschromatographie-IR-Kopplungen

Bei der Kopplung mit Infrarotspektroskopie ergeben sich aus den Unterschieden zwi-
schen LAC und GPC unterschiedliche Anforderungen und daher unterschiedliche
Kopplungsverfahren. Niedermolekulare Komponenten, wie sie in der LAC haupt-
sachlich untersucht werden, sind hiufig auch als Reinstoff fliissig oder sogar niedrig-
siedend. Damit ist eine Abscheidung auf einer Ge-Scheibe wie in der GPC-IR (vgl.
Kap. ausgeschlossen. Weiterhin werden in der LAC fast immer Loésungsmittel-
gradienten genutzt. Dabei nur die wenigen verfiigharen IR-transparenten Losungs-
mittel nutzen zu kénnen, schriankt eine LAC-IR-Kopplungsmethode unter Ausnut-
zung spektraler Fenster wie in Kap. fiir die GPC beschrieben zu sehr ein.

Um das Problem der Losungsmittelgradienten zu losen wurde in der Gruppe
von Lendl eine Methode zur chemometrischen Datenverarbeitung entwickelt. Fiir
die Micro-HPLC wurden IR Spektren mit einer Durchflusszelle im Nanolitermafs-
stab aufgenommen, 1?7131 sowie Daten aus ATR-Zellen mit neun internen Reflexio-
nen.? In einer Kopplung aus LAC und FTIR wurden bereits 1997 verschiedene
Zucker in Limonaden untersucht.['33] Diese Experimente dienten als Vorlage und
Vergleich fiir die Kopplung mit einem EC-QCL, welche im Rahmen dieser Arbeit
realisiert wurde (s. Kap. [5.2).1'3!l

Zu Beachten ist, das bei der Kombination von LAC und FTIR die korrelierte
Information nicht immer einen Zugewinn bedeutet, da im Prinzip sowohl LAC als
auch TR-Spektroskopie eine chemische Information liefern. Daher wird diese Kopp-
lung nur selten eingesetzt. Zudem existiert mit der LAC-MS-Kopplung eine gut

funktionierende und meist aussagekréftigere Alternative.

3.5. Adsorptionschromatographie mit QCL-
Detektion

Quantenkaskadenlaser werden héufig zur Analytik von Gasen im mittleren Infra-

rotbereich eingesetzt, weil diese sehr schmale Absorptionsbanden zeigen und daher
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auch mit einer geringen spektralen Breite des Laser oder sogar auf einer einzelnen
Frequenz spezifisch nachgewiesen werden konnen. Aufgrund ihrer hohen Lichtleis-
tung liegt jedoch auch der Einsatz von QCLs zur Analytik von Losungen nahe. Da
diese Halbleiter-Laser-Technik jedoch noch eine sehr junge Technologie ist, wurden
bisher nur wenige Anwendungen zur Detektion von Chromatographie berichtet.
Die erste erfolgreiche LAC-Detektion wurde 2001 von Strasser et al. mit einem
FP-QCL realisiert.[>® Dabei wurde Fruktose und Glukose in Wein analysiert. Der
QCL emittierte bei einer Wellenzahl von 1067 cm™!. Fiir Glucose wurde ein theo-
retisches Detektionslimit von 18 pg injizierter Masse (bei einem Injektvolumen von
50 L) aus der Standardabweichung der Methode berechnet. Fiir Fruktose betrug
der Wert 19,5png. Damit stand ein HPLC-Detektor zur Verfiigung, der spezifisch
auf Substanzen mit IR-Absorption bei 1067 cm™! reagiert. Pro Komponente, die
spezifisch nachgewiesen werden soll, muss theoretisch ein solcher Detektor mit un-
terschiedlicher Wellenzahl genutzt werden. Daher wurden zwei Laser mit 1080 cm ™
und 1393 cm™! kombiniert, was die Detektionsmoglichkeiten bereits erheblich er-

[136] In Kombination mit der LAC-Trennung konnten so Zitronensiure, Tar-

weiterte.
trarsiure, Apfelsiure, Essigsaure, Glucose, Fruktose, Glycerin und Ethanol in Wein
und Traubensaft mit Detektionslimits zwischen 9,5pg und 64,5 pg (bei einem In-
jektvolumen von 50 puL) analysiert werden. Da die Frequenzen der DFB-QC-Laser
nicht frei gewahlt oder gar eingestellt werden kdnnen ist dieses Konzept limitiert.
Statt vieler einzelner DFB-QCLs mit sehr schmalem Emissionsspektrum scheint
der Einsatz eines durchstimmbaren EC-QCLs wesentlich sinnvoller um fiir verallge-
meinerte Fragestellungen Spektroskopie betreiben zu kénnen. Dies wurde im Rah-

men dieser Arbeit erstmals realisiert (s. Kap. [5.2).1'34

46



Methodenentwicklung

Blickt man auf die existierenden GPC-Kopplungen (s. Kap. und bewertet die-
se nach ihrer Einsetzbarkeit in der GPC-Routineanalytik, so scheidet als erstes die
Hochfeld-NMR-Spektroskopie aus, da ein NMR-Spektrometer die Kosten und die
Komplexizitit einer GPC-Anlage um ein Vielfaches iibersteigt (s. Kap[3.2). Arbeiten
zur Kopplung von GPC und der wesentlich giinstigeren Niederfeld-NMR-Spektro-
skopie wurden in der Arbeitsgruppe parallel zu dieser Arbeit unternommen.''3 Die
bisher verfiigharen Spektrometer waren jedoch fiir einen universellen Einsatz nicht
sensitiv genug. Massenspektrometer sind ebenfalls teuer und konnen zudem nur
kleine Polymere analysieren (s. Kap. . Infrarotspektrometer unterliegen dieser
Beschrinkung nicht, dennoch haben sich die bisherigen Kopplungsmethoden nicht
zu Standardverfahren entwickelt.

Die IR-Kopplung mit Hochtemperatur-GPC fiir Polyolefine (s. Kap. ist auf
ebendiese beschriankt, da die meisten Losungsmittel keine breiten spektralen Fenster
haben in denen Polymere absorbieren. Organischen Substanzen, die hauptséchlich
aus C, H, O und N aufgebaut sind und zu denen sowohl Polymere als auch iibliche
Losungsmittel wie z.B. THF oder Toluol zéhlen, zeigen sehr viele charakteristische
Absorptionen im sog. ,Fingerprintbereich® (1000 cm™' bis ca. 1450 cm™!).1 Es
ist folglich eher mit einer Uberlappung von Peaks zu rechnen als dass Polymere
charakteristisch in spektralen Fenstern des Losungsmittels absorbieren. Breite und

signalfreie Bereiche findet man vorwiegend bei chlorierten Losemitteln, von denen
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nur TCB bei 140 °C routinemifig eingesetzt wird. Die GPC-IR-Kopllungsmethode
wie sie in der HT-GPC realisiert wird, ist auf Trichlorbenzol und Polyolefine spe-
zialisiert und kann nicht auf andere Eluenten und Polymere oder einen Betrieb bei
Raumtemperatur iibertragen werden. Vor allem halogenfreie Losungsmittel wie z.B.
THF oder Wasser zeigen zudem so starke Absorptionen, dass sie in den Flusszellen
der HT-GPC-Kopplung mit ca. 2mm Schichtdicke Totalabsorption zeigen, d.h. sie
sind in weiten Spektralbereichen sogar vollig intransparent. Tatolabsorption tritt je
nach Losungsmittel ab ca. 20 pm Schichtdicke auf.

Die alternative GPC-FTIR-Kopplung mit Verdampfung des Losungsmittels (vgl.
Kap. hingegen ist oft ein zweistufiges Verfahren, also keine Online-Detektion.
Die Verdampfung kann bei hochsiedenden Lésungsmitteln wie z.B. Toluol zu Pro-
blemen fiihren, da sie unvollstindig sein kann oder empfindliche Polymere zersetzt
werden. In Wasser werden zusétzlich fiir die Trennung héufig Salze zugesetzt, die
eine sinnvolle Infrarotmessung des Feststoffs unmoglich machen. Besonders in indus-
triellen Proben schlagen sich fliissige, niedermolekulare Zuschlagstoffe und z.T. auch
Oligomere nicht sauber auf der Trégerscheibe aus Germanium nieder und kénnen
dort Verlaufen oder Verwischen. Treten diese Probleme nicht auf ist eine Substan-
zidentifikation mit dieser Methode sehr gut mdoglich. Eine Quantifizierung hingegen
ist nach der Verdampfung des Lésungsmittels nicht zuverlissig.[12!]

In dieser Arbeit sollte daher eine weitere GPC-IR-Kopplung entwickelt werden, die
online und mit beliebigen Losungsmitteln sowie beliebigen Polymeren funktioniert.
Der technische Aufwand sollte méglichst gering sein, sodass ein GPC-Anwender den
Detektor auch ohne tiefer gehende Kenntnisse tiber IR-Spektroskopie bedienen kann.
Abb. zeigt, wie ein FTIR-Spektrometer neben anderen Detektoren in das GPC-
System eingebunden werden kann, ein Foto findet sich im Anhang (s. S. .

o
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Abbildung 4.1.: Das Schema zeigt den generellen Aufbau einer GPC-Anlage
mit FTIR-Detektor. Das FTIR-Spektrometer kann wie jeder andere Detek-
tor verbunden werden. Der Aufbau weicht damit vom normalen Aufbau
kaum ab (vgl. Abb. 2.2). Ein Foto des tatséichlichen Aufbaus findet sich im

Anhang, s. S.

Um dies zu erreichen sollten in einer speziell konstruierten Flusszelle fiir die GPC-
FTIR-Kopplung (Kap. mit einem optimierten FTIR-Spektrometer (s. Kap.
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Spektren online aufgenommen werden. Aus diesen Spektren sollten die Losungsmit-
telsignale anschlieffend mathematisch unterdriickt werden. Bereits in der Diplomar-
beitl'l wurde gezeigt, dass die dafiir nétige Sensitivitit mit modernen Spektrome-
tern erreicht werden kann. Die mathematische Losungsmittelunterdriickung sollte
ausnutzen, dass GPC ausschlieflich isokratisch, d.h. in gleichbleibendem Eluenten,
betrieben wird und die Lage der Losungsmittelsignale daher als konstant angenom-
men werden kénnen. Zudem haben GPC-Trennungen (im Gegensatz zu LAC-Saulen)
ein bekanntes Fenster in der Zeit oder dem Elutionsvolumen, in welchem die Poly-
merpeaks eluieren. Die Kenntnis dieses Trennbereichs stellte sich als sehr giinstig fiir
die Losungsmittelunterdriickung heraus (s. Kap. [4.3)). Alternativ kann die Peakpo-
sition und damit der Trennbereich auch mit einem Referenzdetektor, z.B. dem DRI,
bestimmt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte auferdem untersucht werden, ob mit stiarkeren
Lichtquellen, den Quantenkaskadenlasern, Spektroskopie mit hoherer Sensitivitét
moglich ist und die Kopplungsmethode damit weiter verbessert werden kann.

Das Messprinzip bei der Kombination aus GPC und FTIR-Spektroskopie wird
engl. als , Time resolved Infrared spectroscopy for Molecular Online GPC Detection®
(TIMO-GPC Detektion) bezeichnet. Ein solcher TIMO-Detektor kann wegen seiner

grofsen Bandbreite und Selektivitéit sehr universell eingesetzt werden und theoretisch

jedes Polymer in jedem Losungsmittel detektieren, identifizieren und quantifiziern (s.
Kap. [f)). Der Wunsch nach Anwendbarkeit auf méglichst viele GPC-Fragestellungen
schlieft in der Methodenentwicklung weitreichende Vorbedingungen an die GPC
oder Verdnderungen an derselben aus. Es sollte daher untersucht werden, welche

GPC-Parameter angepasst werden konnen, ohne dass diese ohne Einschriankungen
verursachen (s. Kap. [4.4).

4.1. Optimierung des FTIR Spektrometers

Fiir die Experimente dieser Arbeit wurden zwei Spektrometer verwendet. Das Ver-
tex 70 FTIR Spektrometer ist ein kommerziell erhiltliches Forschungsspektrometer
der Firma Bruker Optik GmbH (Ettlingen, Deutschland). Die Arbeiten zur reinen
Optimierung des FTIR-Spektrometers wurden zu grofen Teilen in der Diplomarbeit
[47] durchgefiihrt und beschrieben sowie in [137]. Der Vollsténdigkeit halber werden
in diesem Kapitel die wichtigsten Punkte nochmals aufgefiihrt. Des weiteren wurde
ein neuartiges Testgeriit mit einem Quantenkaskadenlaser als Lichtquelle eingesetzt.

Dieses Gerat wurde ebenfalls von der Firma Bruker hergestellt. Eine genauere Be-
schreibung findet sich im Kapitel [1.5
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Bei statischen Messungen und sehr vielen weiteren Anwendungen der Infrarotspek-
troskopie spielt die Sensitivitit des Spektrometers eine eher untergeordnete Rolle,
da sich durch die Verldngerung der Messzeit die Qualitdt des resultierenden Spek-
trums sehr einfach verbessern liasst. Bei Routinemessungen ldsst sich ein Spektrum
normalerweise innerhalb von Sekunden messen, sodass eine Verdoppelung oder so-
gar eine Verzehnfachung der Messzeit in der Praxis gut umsetzbar ist. Wenn jedoch
die Messzeit begrenzt ist — beispielsweise bei zeitaufgelosten Messungen — und sehr
niedrige Konzentrationen (z.B. < 1g/L Polymer) gemessen werden sollen, ist es
unausweichlich das S/T]fv zu beachten.

Uberdies hinaus wird von den meisten Spektroskopikern das Rauschen in der spek-
tralen Dimension betrachtet und nicht nach der eigentlichen Definition die Fluktua-
tionen in der Zeit (vgl. dazu Kapitel . Die im folgenden gezeigten Rauschwerte
wurden ausnahmslos in der Zeit-Dimension bestimmt. Dies entspricht dem chroma-

tographischen Rauschen.

4.1.1. Detektoren

Es gibt zwei Arten von Detektoren, die in der MIR-Spektroskopie eingesetzt wer-
den: pyroelektrische Detektoren und Quantendetektoren. Im Vertex 70 FTIR-Spek-
trometer ist als Standarddetektor ein pyroelektrischer Detektor aus deuteriertem
L-Alanin dotierten Triglycerinsulfat (DTGS) eingebaut. Dieser kann von 250 cm™!
bis 12000 cm ™! eingesetzt werden. Seine Anwendung wird jedoch durch eine geringe
Sensitivitdt und ein langsames Ansprechverhalten eingeschrinkt. Die spezifische De-
tektivitat des Detektors wird vom Hersteller mit D* > 4 x 108cm\/E/W angegeben
und eine maximale Spiegelgeschwindigkeit von 10 kHz (bezogen auf die Frequenz des
He-Ne-Referenzlasers) empfohlen.

Dem gegeniiber besteht ein Quantendetektor z.B. aus einem Quecksilber-Cad-
mium-Tellurid-Halbleitermaterial (MCT, von engl. ,mercury cadmium telluride").
Er hat eine Detektivitit von D* > 2 x 10%m+/Hz/W und einer Nutzbarkeit bis
zu Spiegelgeschwindigkeiten von 160 kHz. Der Spektralbereich ist auf 600 cm™! bis
12000 cm ™! eingeschrinkt. Zudem muss das Detektorelement mit fliissigem Stick-
stoff auf —196 °C gekiihlt werden. Der Verbrauch liegt bei etwa 0,5 L fliissigem Stick-
stoff fiir maximal 8 h Messzeit. In einem direkten Vergleich ergab sich fiir den MCT-

S/N

Detektor eine Verbesserung im =7 um den Faktor 11, entsprechend wurde die Mess-
zeit auf 511 reduziert.*”l Aus diesem Grund wurden alle zeitaufgelosten Messungen

mit dem MCT-Detektor durchgefiihrt.
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4.1.2. Strahlengang

Im Vertex 70 Spektrometer ist ein Analog-Digital-Wandler (ADC) mit 24 bit ver-
baut. Bei vielen anderen Messgerdten werden 16 bit-ADCs eingesetzt, da diese in
der Audiotechnik verwendet und daher in grofsen Stiickzahlen hergestellt werden.
Analog-Digital-Wandler mit 16 bit sind folglich kostengiinstig. Aufgrund der hohen
Dynamik eines Interferogramms ist in der FTIR-Spektroskopie allerdings ein bes-
serer ADC nétig. Die 24 bit des im Vertex 70 verbauten ADC entsprechen 224 ~
1,7 x 107 Intensitétsstufen, die theoretisch unterschieden werden koénnen. Dieser dy-
namische Bereich sollte mdéglichst voll ausgenutzt werden. Dazu muss die maximale
Lichtintensitét, die auftreten kann, nahe am Limit des Detektors bzw. ADCs liegen.
Im FTIR-Spektrometer kann die Intensitdt der Lichtquelle nicht verdndert werden.
Es stehen hier verschieden grofie Lochblenden zur Verfiigung, mit denen ein Teil des
Lichtstrahls geblockt werden kann. Dadurch lésst sich die Intensitét lediglich in Stu-
fen verringern. An weiteren Stellen im Strahlengang, der eine Lange von ca. 1 m hat,
konnen weitere Verluste auftreten. Da Detektorelemente nur ca. 1 mm? bis 5 mm?
grok sind, kénnen schon geringfiigige Abweichungen z.B. durch eine Winkeldnde-
rung eines der zahlreichen Spiegel zu Verlusten fiihren. Die Abmessungen von z.B.
ATR-Kristallen konnen ebenfalls den IR-Strahl beschneiden und so die Intensitét des
Lichtstrahls schwéchen. Derartige Verluste sind im standardméfigen Gebrauch — wie
oben bereits beschrieben — wenig storend. Fiir zeitaufgeloste Messungen ist jedoch
eine sorgfiltige und vollstéindige Uberpriifung und Optimierung des Strahlengangs
S/N

erforderlich. Im Falle des vorhandenen Vertexr 70 Spektrometers konnte das =7 um

Faktor 4 verbessert werden, wodurch die Messzeit auf ;= reduziert wurde. %

4.1.3. Schnelle Spektrenaufnahme

Bei zeitaufgelosten Messungen ist es wiinschenswert die Messzeit fiir ein einzelnes
Spektrum oder einen Scan moglichst kurz zu halten. Einige Einstellungen am Spek-
trometer fiihren zu Totzeiten und sollten daher bei einer Kopplung mit GPC vermie-
den werden. Meistens handelt es sich lediglich um Sekundenbruchteile, die eingespart
werden konnen, jedoch fillt deren Summe bei einer Gesamtmesszeit von bis zu ein
oder zwei Stunden durchaus ins Gewicht.

Die Bewegungen des Spiegels sind zwar periodisch aber nicht kontinuierlich. Daher
wird auch Zeit fiir das Bremsen und die Richtungsinderung der Bewegung bendtigt.
Eine optimale Abstimmung der Spiegelbewegung und der Datenaufnahme sind dann
gewihrleistet, wenn der Spiegel an der Endposition x.,,x beginnt, iiber die Nullpo-

sition x( hinaus und bis —x ., fihrt. Nach erfolgter Richtungsdnderung kénnen auf
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dem Riickweg ebenfalls Datenpunkte gemessen werden. Somit werden in einem Zy-
klus vier Interferogramme bei minimaler Totzeit aufgezeichnet. In der Software von
Bruker, OPUS, wird dieser Messmodus als ,double-sided forward-backwards® be-
zeichnet. Abweichende Finstellungen sind fiir andere Anforderungen sinnvoll, z.B.
wenn eine Zeitauflosung am Limit des Spektrometers bendtigt wird, d.h. wenn mehr
als 20 Spektren (nicht Scans) pro Sekunde aufgenommen werden sollen.

Auch die Kommunikation mit dem Computer kann Totzeiten verursachen. Der
PC erfiillt zwei Aufgaben: Zum einen steuert er das Spektrometer und zum anderen
nimmt die Messdaten auf und verarbeitet sie. Um Datenverluste zu vermeiden wird
eine neue Messung normalerweise erst gestartet, wenn die Daten des vorausgehenden
Spektrums aufgezeichnet und verarbeitet sind. Um das Spektrometer dauerhaft im
Messmodus zu betreiben muss die Ansteuerungssoftware geindert werden. Fiir das
Bruker-Spektrometer steht hierfiir ein zuséitzliches Software-Modul mit dem Namen
,Rapid Scan“ zur Verfiigung, welches zuerst alle Daten misst und erst anschliefsend
verarbeitet. Diese Option erlaubt zusétzlich Spektren in héherer Frequenz zu messen
(bis zu 58 Spektren pro Sekunde). Misst man mehr Spektren und addiert oder mittelt
diese so verbessert sich im Allgemeinen das S/N. Es zeigte sich jedoch, dass durch
das schnellere Messen mit Spiegelgeschwindigkeiten von 160 kHz auch das Rauschen
stark zunimmt und den Gewinn durch mehr Scans iiberkompensiert. Das beste S,/th\f
wurde bei Spiegelgeschwindigkeiten von 20 kHz und 40 kHz erreicht.['*” Die Ursache
dafiir liegt im ADC und in den digitalen Filtern, die bei niedrigeren Messfrequenzen
rauscharmer arbeiten. Das Rauschen kann weiterhin minimiert werden, indem die
Daten, die der ADC verarbeiten muss, reduziert werden. Dies kann durch die Begren-
zung der Breite des Spektrums realisiert werden, was in der Fourier-Technik einer
Reduktion der Datenpunktdichte im Interferogramm entspricht. Hierbei wird die
obere Grenzfrequenz, die Nyquist-Frequenz,!'*¥] herabgesetzt, wobei jedoch Riickfal-
tungen von Signalen auftreten kénnen (fiir eine Erklarung s. [59-61]). Die Daten-
punkte werden in der FTIR stets an Nulldurchgingen des interferierten Signals des
HeNe-Referenzlasers aufgenommen. Daher muss dessen Frequenz oder Wellenzahl
immer ein ganzzahliges Vielfaches der Grenzfrequenz oder Grenzwellenzahl sein.
Als Kompromiss zwischen spektraler Breite und Reduktion der Daten wurde die
Grenze auf ca. 5200 cm ™! gesetzt. Oberhalb dieser Grenze sind auf Grund der ATR-
Technik und der Charakteristik der Globar-Lichtquelle keine oder nur sehr schwache
Signale zu erwarten.

Eine Messzeitverkiirzung lisst sich ebenfalls durch eine Reduzierung der Auflésung
erreichen, da sich in diesem Fall der Spiegelweg verkiirzt. Fiir Fliissigkeiten sind
immer breite Peaks zu erwarten (vgl. Kap. , weshalb die Auflosung fiir die
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Kopplung auf 4 cm™! gesetzt wurde. Wenn spiitere Anwendungen eine geringere
Auflésung erfordern kann diese weiter reduziert werden.

Durch Optimierung der Parameter zur schnellen Spektrenaufnahme konnte eine
Verbesserung im S/N um Faktor 6 erreicht werden. Dies entspricht einer Verkiirzung

der Messzeit auf 5= bei gleichbleibender Sensitivitit.!*7

4.1.4. Apodisierung

In [47] wurde bereits der Einfluss der in der Infrarotspektroskopie iiblichen und

in der Spektrometer-Software bereits implementierten Apodisierungsfunktionen auf

das S/thv untersucht. Fiir die beiden besten Funktionen wurde eine Verbesserung im

S/Tjtv um Faktor 1,84 fiir Blackman-Harris-4-Term (GI. ) und eine Verbesserung

im S/thv um Faktor 1,74 fiir Blackman-Harris-3-Term (GI. } gefunden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere Funktionen, die in auch in der NMR-
Spektroskopie verwendet werden, auf ihre Eignung bei der GPC-FTIR-Kopplung
untersucht. Es wurden zeitaufgelost gemessene Interferogramme vor der F'T mit ver-
schiedenen Apodisierungsfunktionen gefaltet und das resultierende S/Tiv verglichen.
Dabei wurde das Rauschen definitionskonform in Zeitrichtung (d.h. zwischen den
einzelnen Extinktionsspektren) bestimmt. Bei einer systematischen Untersuchung
von Gaufs-Funktionen unterschiedlicher Breite wurde ein Optimum gefunden, dessen
Form mit der einer Funktion nach Blackman und Harris vergleichbar war, jedoch ein

schlechteres S/thv aufwies. Auch mit sog. Traficante-Funktionen3%1%% wurde eben-

falls kein bessers S/thv erzielt. Darin ist Z die Anzahl der Datenpunkte und 7T ein

Parameter fiir die Breite (in der NMR-Spektroskopie entspricht er der T,-Zeit.):

A — (4.1)
[exp ()] + [exp (577)]

Da der Unterschied zwischen der besten Apodisierungsfunktion (Blackman-Har-

fTRAF(Z) =

ris-4-Term) und der schlechtesten (keine bzw. Boxcar) nur einen Faktor 1,84 be-
tragt, ist fiir weitere Funktionen im Vergleich zur Blackman-Harris-Funktion kein
allzugroffer Gewinn mehr zu erwarten. Dies deckt sich auch mit Vergleichen ver-
schiedener Apodisierungsfunktionen in der Literatur, z.B. [141]. Folglich wurde hier
nicht weiter nach besseren Apodisierungsfunktionen gesucht und es werden weiter-
hin die beiden Blackman-Harris-Funktionen genutzt. Sie werden mit der Anzahl Z

der Datenpunkte wie folgt berechnet:[14?!

2 4
Fams(2) = 0,423 23 — 0,497 55 cos % +0,07922 cos % (4.2)
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2 4 6
Foma(2) = 0,358 75 — 0,488 29 cos %Z +0,141 28 cos % +0,011 68 cos %’Z (4.3)

Abbildung zeigt ein Beispielinterferogramm zusammen mit der zugehorigen
Blackman-Harris-4-Term-Funktion um den Vorgang der Apodisierung zu illustrie-
ren. Die Auswirkungen auf das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis werden an dem ebenfalls
gezeigten Ausschnitt eines Polystyrolspektrums deutlich. Ohne Apodisierung — d.h.
mit einer Rechteck-Apodisierungsfunktion — ist das S/N sichtbar schlechter. Die

Blackman-Harris-4-Term-Funktion liefert hingegen ein rauscharmes Spektrum.

1,04

Interferogramm Rechteck
084 L Apodisierungsfunktion 20 = keine Apodisierung
E \ o IR Blackman-Harris-4-Term
0,6
0,4
5 g
B 02+ b
|5 £
E g0 b
_0’2 -
0,4 -
-0,6 T T T T T T T T T 1
0 5000 10000 15000 20000 25000 1650 1600 1550 1500 1450 1400
Datenpunkte Wellenzahlen (cm™)

Abbildung 4.2.: Ein Beispielinterferogramm und eine Blackman-Harris-4-
Term-Funktion, verdeutlichen die Apodisierung (links). Auf der rechten Sei-
te ist an Peaks von Polystyrol (Transmissionsmessung einer Folie) die Aus-
wirkung auf das S/N im Vergleich zu einer Rechtecksfunktion (entspricht
keiner Apodisierung) gezeigt.

4.2. Entwicklung von Flusszellen fiir die GPC-IR-
Kopplung

Eine Flusszelle fiir die Kopplung von Chromatographie und Spektroskopie muss
mehrere Anforderungen erfiillen. Zunéchst sollte sie das S/N des Spektrometers
nicht verringern, d.h. Messungen mit ausreichender Sensitivitit miissen moglich sein.
Der Zellaufbau kann unter bestimmten Bedingungen die Sensitivitdt einschrénken.
Insensitive Messmethoden, wie z.B. diffuse Reflexion, scheiden daher aus und in die-
ser Arbeit wurden nur Zellen mit ATR- oder Transmissionstechnik genutzt. Um fiir
chromatographische Zwecke genutzt werden zu kénnen muss die Zelle fiir Durchfluss-
anwendugen geeignet sein; die meisten kommerziellen IR-Zellen sind explizit nicht
darauf ausgelegt. Weiterhin muss das Zellvolumen mdoglichst klein sein, um nicht un-
notig zur Bandenverbreiterung (s. Kap. beizutragen. Passende Anschliisse, die
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nur wenig Verwirbelungen verursachen sind wiinschenswert. In der Chromatographie
existieren hier verschiedene Standards, von denen sog. 10-32-Verbindungen fiir Hoch-
druckverbindungen am weitesten verbreitet sind. Fiir Niederdruckverbindungen, wie
sie z.B. nach der Sdule benétigt werden konnen alternativ sog. 1/4“-28-Anschliisse
oder M6-Verbindungen genutzt werden. Die selbstgebauten Zellen wurden auf die
von ihnen verursachte Bandenverbreiterung hin untersucht (s. Kap. [£.2.4). Zuletzt
muss die Zelle gegen moglichst viele Losungsmittel stabil sein. Dabei ist die Ver-
wendung von sowohl Wasser als auch organischen Losemitteln eine besondere Her-
ausforderung. Viele IR-transparente Materialien wie z.B. NaCl oder KBr, die als
Fenster genutzt werden kdnnten sind sehr gut wasserloslich. Hier miissen zum Teil
Einschrankungen im durchldssigen Spektralbereich hingenommen werden. Auf der
anderen Seite sind viele Dichtungsmaterialien und Klebstoffe nicht bestindig gegen
z.B. das Standard-GPC-Losungsmittel THEF.

Kommerziell sind Zellen, die alle Anforderungen erfiillen, nicht verfiighar. Dabei
ist zu beachten, dass Infrarotmessungen in Losung eher selten durchgefiihrt wer-
den, da die Losungsmittelsignale die Spektreninterpretation stéren. Im Bereich der
Biomolekiile, z.B. Proteine, gibt es Substanzen, die sich nur in wéissriger Losung
sinnvoll untersuchen lassen. Daher existiert ein Markt fiir entsprechende Zellen, die
aber nur fiir Wasser und nicht fiir organische Losemittel genutzt werden koénnen.
Daher mussten die Zellen fiir die Kopplung neu konstruiert werden. Dabei wurde
immer von einer kommerziellen Zelle ausgegangen, deren Volumen durch Um- und
Nachbau von einzelnen Bauteilen oder einer kompletten, abgeéinderten Nachbildung
auf das notige Mak reduziert wurde. Technische Zeichnungen, nach denen alle Zellen
komplett gefertigt werden kénnen, finden sich im Anhang (s. S. .

4.2.1. ATR mit einer Reflexion

[T wurden zwei ATR-Flusszellen mit einer Reflexion realisiert,

In der Diplomarbeit
von denen die als besser bewertete in Abb. gezeigt ist. Sie hat ein sehr kleines ge-
schitztes Innenvolumen von nur 10 uL, wurde aus Teflon gefertigt und so gestaltet,
dass sie mit einem Schraubring auf eine ATR-Einheit vom Typ MIRacle der Firma
Pike Technologies (Madison, WI, USA) gepresst werden kann. Diese hat einen in
Edelstahl eingelassenen Diamanten als Messkristall. Die Flusszelle ist damit inert
gegeniiber allen Losungsmitteln. Da im Diamanten nur eine Reflexion des Infrarot-
strahls stattfindet, ist die Sensitivitdt mit dieser Zelle nicht ausreichend fiir eine
Kopplung mit der GPC. Sie kann daher nur mit iiberladenen Sdulen verwendet wer-
den. Die technische Zeichnung, nach der die Messzelle gefertig wurde, ist im Anhang

abgedruckt (s. S. [124). Dort findet sich auch ein Foto (s. S.[121).
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Abbildung 4.3.: Zeichnung der in der Diplomarbeit!*”! konstruierten Fluss-
zelle fiir eine Diamant-ATR-Einheit (Pike, MIRacle) mit einer Reflexion: 1.
1/4“-28-Anschluss fiir die Verbindung zur GPC; 2. Messzelle mit ca. 10 uL
Innenvolumen. Im Anhang finden sich ein Foto der Zelle (s. S. und eine
detaillierte technische Zeichnung (s. S. .

4.2.2. ATR mit mehreren Reflexionen

Wihrend der Promotion wurden mehrere Flusszellen auf Basis einer ATR-Einheit
von Specac (Slough, England) Namens Gateway realisiert. Diese Flusszelle nutzt
einen ATR-Kristall aus ZnSe mit den Dimensionen 7,14cm x 1cm x 0,6 cm und
sie hat daher im Auslieferungszustand ein grofses Innenvolumen von 500 pL.. Durch
Neukonstruktion der Deckplatte wurde die Zelle im ersten Schritt mit GPC-taug-
lichen 1/4“-28-Anschliissen ausgestattet, die iiber kurze kommerzielle Edelstahla-
dapter auch mit 10-32-Verbindungen genutzt werden kénnen. Dadurch wurde das
Totvolumen durch zu grofse, unpassende Schlauchverbindungen eliminiert.

In einem zweiten Schritt wurde durch die Verwendung von neuen Dichtungen,
die das eigentliche Zellvolumen bestimmen, selbiges reduziert. Diese Dichtungen
miissen organischen Losemitteln standhalten und in einer moglichst geringen Dicke
verfiigbar sein. Zuséatzlich mussten sie elastisch sein, damit kein Lésemittel austreten
konnte und gleichzeitig die mechanische Belastung auf den bruchempfindlichen ZnSe-
Kristall minimiert wurde. Nur perflourierte Elastomere (DIN-Kurzzeichen: FFKM;
Markennamen: Kalrez, ISOLAST oder Chemraz) kamen nach einer Analyse der ver-
fiigharen Materialien in Betracht. Diese waren nicht in beliebiger Dicke verfiigbar.
Zunichst konnte ein Hersteller fiir eine FFKM-Platte mit einer Dicke von 0,5 mm
gefunden werden. Mit einer aus dieser Platte geschnittenen Dichtung konnte das
Zellvolumen auf ca. 250 ub verringert werden. Die Form der Dichtung wurde so
gestaltet, dass moglichst wenige Ecken oder Kanten den Fluss verwirbeln. Als Spe-
zialanfertigung wurde spéiter eine FFKM-Platte mit nur 0,3 mm in Auftrag gegeben,

mit der sich das Volumen auf ca. 170 pLL reduzierte.
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Alle Bauteile der Zelle wurden fiir die verkleinerten Versionen leicht abgedndert
nachgebaut, sodass drei Zellen aufgebaut und verglichen wurden. In Abbildung
ist der Aufbau als Explosionszeichung dargestellt, die technischen Zeichnungen (s.
S. und Fotos (s. S. finden sich im Anhang. Die Leistungsfahigkeit der Zellen
wurde untersucht und verglichen, die Ergebnisse sind in Kapitel dargestellt.

4.2.3. Transmissionszelle

Das Design einer Transmissionszelle gestaltete sich schwieriger als bei den ATR-
Zellen. In Transmission kann das Licht eines Standard-FTIR-Spektrometers iibliche
Losemittel nur bis zu einer Dicke von ca. 10pum bis ca. 20 pm durchdringen. Bei
dickeren Schichten tritt zumindest in einigen Wellenzahlbereichen Totalabsorption
auf. Diese diinne Schicht muss zwischen zwei Fenstern aus IR-transparentem Ma-
terial realisiert werden. Das sind kristalline Materialien, die relativ briichig sind,
sodass der Druck in der Zelle ein Problem darstellt. Da diese z.T. wasserloslich sind
oder einen eingeschriankten Spektralbereich haben, sollten die Fenster austauschbar
sein, damit sie entsprechend der Anwendung gewéhlt werden konnen. Die innere
Geometrie der Zelle und vor allem die Zufiihrung miissen so gestaltet werden, dass
keine Vermischungen oder Verwirbelungen im Flussprofil entstehen. Kaufliche Zel-
len haben haufig Bohrungen in den Fenstern durch die die Probelésung zugefiihrt
wird. Hier wurde ein Design von Harrick Scientific (Pleasantville, NY, USA) mit
seitlicher Zufiihrung der Losung als Vorlage zur Gestaltung der Transmissionszelle
benutzt.

Die Transmissionszelle ist in Abb. schematisch dargestllt. Sie besteht im Kern
aus zwei Kristallfenstern (& x d = 13mm x 2mm), die von diinnen PTFE- oder
PET-Folien auf Abstand gehalten werden. Fiir die Abstandshalter sind Dicken von
6pm, 121um, 25pm, 56 pm, 100 pm, 150 pm und 250 pm verfiigbar, sowie dickere
Folien, die aber nicht verwendet wurden. Die Kristallfenster werden in einer 13 mm-
Bohrung der Edelstahlbasis zusammengepresst, wobei zwei O-Ringe aus FFKM als
Dichtung genutzt werden. Der Eluentenstrom aus der GPC wird seitlich zugefiihrt
und flieft durch Aussparungen im Abstandshalter in die Zelle. Die Anschliisse sind
GPC-tauglich als 1/4“-28-Verbindungen ausgefiihrt. Damit erreicht die Zelle bei ei-
ner Schichtdicke von 12 pm ein Totvolumen von ca. 10 uL.. Genaue technische Zeich-
nungen (s. S. , nach denen die Stahlteile der Zelle gefertigt wurden, sowie ein
Foto (s. S. finden sich im Anhang.

Die Transmissionszelle hat einige technische Eigenheiten, die zu Problemen fiihr-
ten. Die ATR-Zellen werden als robuster und einfacher in der Anwendung betrachtet.

Der Durchmesser der Kristallfenster fiir die Transmissionszelle hat herstellungs- und
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Abbildung 4.4.: Explosionszeichnung der wihrend der Promotion konstru-
ierten ATR-Zellen. Von oben nach unten sind folgende Bauteile zu sehen:
1. Deckplatte aus Edelstahl mit GPC-tauglichen 1/4“-28-Anschliissen; 2.
FFKM-Dichtung in unterschiedlicher Dicke und mit auf Durchfluss ange-
passter Form; 3. Tragerplatte aus Aluminium; 4. ATR-Kristall aus ZnSe fiir
sechs Reflexionen; 5. Dichtung aus FFKM; 6. Druckplatte, die alle Teile zu-
sammenhdlt, Verbindungsschrauben sind nicht dargestellt. Fiir detaillierte

technische Zeichnungen (S. [131) und Fotos (S. [121)) siche Anhang.
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Abbildung 4.5.: Explosionszeichnung der im Rahmen de Promotion konstru-
ierten Transmissionszelle (vereinfachte Darstellung). Von links nach rechts
sind folgende Bauteile zu sehen: 1. Schraubring, der alle Teile bis zur Basis
zusammendriickt; 2. Fiihrung; 3. FFKM O-Ring; 4. Kristallfenster aus z.B.
ZnSe, KBr oder CaF»; 5. Abstandshalter aus PTFE (d = 6 pm, d = 12pm
oder d = 25um); 6. Kristallfenster; 7. FFKM O-Ring; 8. Basis mit Boh-
rung, in der alle Zeile zusammen gehalten werden, und seitlicher Zufithrung
mit GPC-tauglichen 1/4“-28-Anschliissen; 9. Grundplatte zur Befestigung
im Spektrometer. Fiir detaillierte technische Zeichnungen siche Anhang (S.
125).

9. )

materialbedingt eine grofere Toleranz als die Bohrung im Edelstahl. Das kann bei
Abweichungen nach oben durch Verkanten oder Verklemmen zum Bruch der Fens-
ter fiithren oder bei Abweichungen nach unten zu ungewollten Hohlrdumen. Diese
Hohlrdume koénnen fiir das Losungsmittel einen alternativen Weg durch die Zelle
ermoglichen, der sogar breiter als die vorgesehenen 6 pm oder 12 pm zwischen den
Fenstern sein kann und dann ggf. bevorzugt wird.

Ein zweites Problem besteht in den sehr kleinen Dimensionen. Berechnet man die
theoretische Geschwindigkeit des Losungsmittels zwischen den beiden Kristallfens-
tern, so ist der Fluss fast 20fach schneller als in den diinnen GPC-Kapillaren. Fiir
einen Volumenstrom von 1 mL/min wurde zudem die Scherrate in der Zelle auf 55!
abgeschiitzt und mit Scherraten, die in GPC-Séulen mit Werten von ca. 1000s~! auf-
treten, verglichen.!'3l Degradation des Polymers durch Scherung tritt erst auf, wenn
die GroRe des Polymers etwa der Groke der Partikelzwischenriume entspricht.[*4
Die diinne Schichtdicke in der Transmissionszelle verursachte bei Flussraten von
I mL/min einen so hohen Riickdruck, dass Leckagen auftraten. Die Flusszelle kann
daher nur mit niedrigen Flussraten (< ca. 0,1 mL/min) betrieben werden. Soll die

GPC mit hoheren Flussraten genutzt werden, so muss der Eluentenstrom vor der
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FTIR-Detektion z.B. im Verhéltnis 90:10 geteilt werden. Ein solcher sog. Split wird
in der GPC normalerweise vermieden, da bereits kleine Verdnderungen oder Verun-
reinigungen das Teilungsverhéltnis dndern konnen, wodurch sich die Ankunftszeit
eines Polymerpeaks im Detektor verdndert und damit falsche Molmassen erhalten
werden.

Es existiert nur eine sehr kleine Auswahl an Fenstermaterialien fiir die Infrarot-
spektroskopie. Nach den in der Literatur genannten Eigenschaften wurden fiir die
Transmissionszelle Fenster aus ZnSe, KBr und CakF, als die sinnvollsten ausgew#ahlt.
Jedes hat dennoch eigene Nachteile. CaF, ist wasserunldslich und mechanisch recht
stabil, daher ist es gut als Fenstermaterial geeignet. Der Nachteil ist der nutzbare
Spektralbereich, der erst bei 1100 cm ™! beginnt. KBr ist sehr gut wasserloslich, da-
her kann es nur mit organischen Losemitteln verwendet werden. Im normalen GPC-
Betrieb ist das Losungsmittel mehrere Tage in Verwendung und wird immer im Kreis
durch die Anlage gepumpt. Dabei sammelt sich im THF ein gewisser Anteil an Was-
ser aus der Luftfeuchtigkeit an. Dieser kann die KBr-Fenster angreifen. Fiir einen
dauerhaften Einsatz ist KBr daher ungeeignet. Kaliumbromid ist auch das mecha-
nisch instabilste der drei Materialien. Das letzte Material, ZnSe, hat sich ebenfalls
als untauglich erwiesen. Zwar ist ZnSe mechanisch und chemisch das bestdndigs-
te der drei Materialien, jedoch ist sein hoher Brechungsindex von Nachteil. Durch
den hohen Brechungsindex und den damit verbundenen gréferen Brechungsindex-
unterschied zum Losungsmittel entstehen an den parallelen Fenstern Reflexionen,
die mit dem Hauptlichtstrahl zu Interferenzeffekten fiihren. Dieses Phidnomen ist in
der FTIR-Spektroskopie als , Fringes“ bekannt und wird z.B. zur Bestimmung der
Schichtdicke von Kiivetten genutzt.l®®! Der ungewohnlich nahe Abstand der Fens-
ter (6pm bis 12pm) fithrt zu besonders starken Fringes. Zuerst wurde iiber eine
mathematische Korrektur der Fringes nachgedacht. Da sich mit dem Eluieren eines
Polymerpeaks aber der Brechungsindex der Losung (Prinzip des Brechungsindexde-
tektors) und damit die Fringes verdndern, wurde diese Idee als zu aufwéndig ver-
worfen. Zusammenfassend bleibt nur CakFy als sinnvoll nutzbares Fenstermaterial,
mit eingeschranktem Spektralbereich.

Als letztes Problem kann sich durch Druckschwankungen die Schichtdicke dndern.
Da sich damit vor allem die Intensitit der Losungsmittelsignale dndert, lassen sich
diese nicht mehr vollstdndig mathematisch unterdriicken, es tritt sehr starkes Rau-
schen auf.

Bei der Verwendung der Zelle im FTIR Spektrometer traten die oben beschrie-
benen Probleme so regelméifbig auf, dass kein konstanter Betrieb moglich war. Fiir
die Kopplung mit FTIR wurden daher ausschlieflich die ATR~Zellen genutzt. Fiir
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die Verwendung im QCL-Spektrometer ist die Flusszelle jedoch gut geeignet. Der
Spektralbereich des Lasers (1090 cm™! bis 1390 cm™!) passt sehr gut zur Transpa-
renz von Cal'y. Durch die hohere Lichtintensitéit konnen wesentlich dickere Schichten
durchdrungen werden. Daher wurde die Zelle im QCL-Spektrometer mit Abstands-
haltern von 100 pm oder 150 pm verwendet. Die oben beschriebenen Probleme der

Druckschwankungen und Leckagen konnten so vermieden werden.

4.2.4. Vergleich der selbst gebauten Zellen

Neben den oben bereits beschriebenen Besonderheiten der Zellen miissen zum Ver-
gleich der Zellen drei weitere Eigenschaften untersucht werden, die sich quantifizieren
lassen: Sensitivitdt, Volumen sowie Bandenverbreiterung.

Fiir die gekoppelte Messung selbst ist for allem die Sensitivitat im FTIR-Signals
relevant. Durch unterschiedliche Strahlfiihrungen und ATR-Materialien ergeben sich
unterschiedliche S/N-Werte fiir die verschiedenen Zellen. Da diese von der Wellen-
zahl abhéngig sind, ldsst sich dies nicht auf einen einzelnen Wert zusammenfassen
und muss in einer Art Spektrum betrachtet werden. Dies soll am Beispiel einer Po-
lystyrolmessung fiir den Vergleich zwischen der ATR Zelle mit einer Reflexion und
der kleinesten Zelle mit sechs Reflexionen gezeigt werden.

Die Sensitivitat hangt auch von der Geometrie der Zelle ab. Ist das innere Volumen
grofer, wird auch ein grofseres Volumen des Eluentenstroms gleichzeitig gemessen.
Ein Datenpunkt oder Spektrum ist hierbei immer ein Mittelwert {iber den gesamten
Zelleninhalt. Ist die IR-Zelle im Extremfall viel grofer als der eluierende Peak aus
der Chromatographie, so wird dessen Signal mit viel Losungsmittelsignal gemittelt,
wordurch sich dessen Intensitdt verringert. Der Peak wird dabei auch breiter. Ma-
thematisch betrachtet entspricht dies einer Faltung des Chromatogramms mit einer
Funktion, die die Zellgeometrie (vor allem die Grofe) repréisentiert. Als zweiter Ver-
gleichswert kann daher die in der Zelle beobachtete Bandenverbreiterung bestimmt
werden.[14%]

Zuletzt sollte noch die durch die Zelle verursachte tatsichliche Bandenverbreite-
rung bestimmt werden. In der Zelle findet auch eine Durchmischung statt, wodurch
sich die Peakform ebenfalls verbreitert. Dies ist fiir die nachfolgenden Detektoren
wichtig und wird z.B. an Hand der Peakbreite im DRI-Signal bei nachgeschaltetem

Detektor bestimmt. 245
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Vergleich Sensitivitit

Theoretisch verbessert sich die Sensitivitdt bei mehr ATR-Reflexionen in etwa li-
near mit deren Anzahl. In der Praxis spielen noch weitere Effekte eine Rolle. Fiir
den Vergleich der einfach-ATR-Zelle mit der 6-fach-ATR-Zelle (in diesem Abschnitt
ausschlieklich die 170 pL-Variante) ist dies die spektrale Charakteristik des Kris-
tallmaterials, da sich Diamant und ZnSe unterscheiden. Auferdem ist die dufere
Geometrie sehr unterschiedlich, sodass der TR-Strahl des Spektrometers zum Teil

durch die Grenzen des Kristalls beschnitten wird.

254 —— ATR mit 6 Reflexionen 25,22
—— ATR mit 1 Reflexion 13,04
22,09
20 1 4,83
15,10
4 96
15 -
11,89
(JZ) 4 2,62 4,34 lg’gg
LOQ 2,03 N
10 i
S
2,99 4,99 532
i 2,79 !
5 LO h 1,43
| | 1
0 8
[T | R B L 1 T T
4000 3000 2000 1000

Wellenzahlen (cm ™)

Abbildung 4.6.: Vergleich der S/N-Werte fiir die ATR-Zelle mit einer und die mit sechs
Reflexionen mit 170 uL. Dazu wurde eine Polystyrolprobe in THF unter identischen
Bedingungen getrennt (semipriparative linear S Séule, Flussrate 1 mL/min, injizierte
Masse: 1mg, M, (PS) = 12,5kg/mol). Das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis wurde aus
dem Peakmaximum in chromatographischer Richtung und der Standardabweichung
(ebenfalls in chrom. Richtung) in einem Bereich der Referenzdaten bestimmt. Mit
sechs Reflexionen werden wellenzahlabhéngig 2- bis 4,5-fach bessere Werte erhalten.
Die S/N-Werte fiir die Peakmaxima des Polystyrols sind zum besseren Vergleich fiir
beide Zellen eingetragen.

Um die Sensitivitit vergleichen zu kénnen wurde eine GPC-Trennung von ca. 1 mg
einer PS-Probe (M, = 12,5kg/mol, PDI = 1,02) in THF bei einer Flussrate
von 1 mL/min auf einer semipréiparativen (20 mm x 300 mm) linear S S&ule durch-
gefithrt. Dabei wurden zuerst mit der 1ATR-Zelle FTIR-Spektren aufgezeichnet,
anschliefend wurde das Experiment identisch wiederholt und die FTIR-Spektren
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mit der 6ATR-Zelle gemessen. Aus diesen Messungen wurde fiir jede Frequenz das
S/N berechnet und in Abb. gegen die Wellenzahl aufgetragen. Dazu wurde das
Rauschen zu Beginn des Chromatogramms als Standardabweichung iiber 95 Daten-
punkte nach der Losungsmittelunterdriickung berechnet. Als Signalwerte wurden
der jeweils grofte Wert im Bereich zwischen 47,5mL und 52,5mlL gewéhlt. Da-
mit ergeben sich in Frequenzbereichen ohne Absorptionen des Polymers S/N-Werte
zwischen 0 und ca. 3, also unterhalb der Nachweisgrenze (LOD, s. Kap. . Der Be-
reich mit CO,-Absorptionen (ca. 2275 cm™! bis 2400 cm™') weicht durch besonders
hohe Rauschwerte und moglicher negativer Signalwerte ab und wird nicht ausgewer-
tet (vgl. . Wihrend fiir die 1ATR-Zelle nur ein Peak das Quantifizierungsli-
mit (LOQ) iiberschreitet, sind mit der 6ATR-Zelle fiinf Peaks quantifizierbar. Fiir
nachweisbare Polymersignale wurden die S/N-Werte fiir beide Zellen zum besseren
Vergleich eingetragen. Berechnet man das Verhéltnis zwischen den Ergebnissen, so
erhdlt man Werte zwischen 2 und 4,5. Da die Messzeit bei beiden Messugen identisch

war, entsprechen diese Werte der S/T]tv -Verbesserung.

Vergleich der Bandenverbreiterung

Die im FTIR-Spektrometer beobachtete Bandenverbreiterung wird bestimmt, indem
man eine identische Messung mit den verschiedenen Flusszellen durchfiihrt. Die drei
unterschiedlich grofsen ATR-Zellen mit sechs Reflexionen wurden in einer GPC-
Messung mit 0,55 mg einer PS-Probe (M,, = 193kg/mol, PDI = 1,03) in THF bei
1 mL/min auf einer semipréparativen (20 mm x 300 mm) linear M Séule verglichen.
Abb. zeigt die Chromatogramme bei 700 cm™! fiir die drei ATR-Zellen. Bei
den kleineren Zellen eluiert der Peak wegen des kleineren Volumens frither und die
Peaks werden schmaler. Mittels einer Gauf-Anpassung wurden die Peakhohe und
die Breite bestimmt, die relativ zur 500 pL-Zelle in Tabelle [4.1] aufgetragen sind.

’ Zellenvolumen H 500 pLL \ 250 pL \ 170 uLL ‘

rel. Peakbreite || 100% | 85% 79%
rel. Peakhohe || 100% | 126% | 139%

Tabelle 4.1.: Die relativen Peakbreiten und PeakhShen der ATR-Flusszel-
len wurden durch eine Gauf-Anpassung an die Chromatogramme aus dem
TIMO-Detektor bei 700 cm™! erhalten. Vgl. Abb. GPC-Parameter:
0,55mg PS (M, = 193kg/mol, PDI = 1,03) in THF bei 1 mL/min auf
einer semipréiparativen (20 mm x 300 mm) linear M Séule.

Die tatsdchliche Peakverbreiterung kann ebenfalls gut durch eine Gauf-Anpas-
sung quantifiziert werden. Diese erfolgte in den DRI-Chromatogrammen der selben
Messung, die in Abb. aufgetragen sind. Zusétzlich ist eine Messung ohne Fluss-
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Abbildung 4.7.: Die Grofe des Zellvolumens fiihrt zu einer im Infrarotsi-
gnal observierten Peakverbreiterung, die im tatsichlichen Losungsmittel-
strom so nicht vorhanden sein muss (vgl. Abb. und Text). In den ge-
zeigten Chromatogrammen einer PS-Probe bei 700 cm™! aus dem TIMO-
Detektor ist dies deutlich zu erkennen. GPC-Parameter: 0,55 mg PS (M,, =
193kg/mol, PDI = 1,03) in THF bei 1 mL/min auf einer semipréparativen
(20mm x 300 mm) linear M Saule.

zelle ergénzt worden, die als Referenz bzw. Nullpunkt dient (s. Tab. . Die Zellen
verbreiterten den Peak auf 116 % bis 125 %, wodurch die Signalintensitit zwischen
10 % und 14 % reduziert wurde. Der Effekt wiegt bei diesem engverteilten Polymer
(PDI = 1,03) besonders schwer. Bei Proben mit breiter Molekulargewichtsverteil-
ung ist die relative Verbreiterung naturgeméf geringer. Bei einer Probe mit PDI ~ 2
war der Unterschied der Zellen im Rahmen der Messgenauigkeit der GPC vernach-
lassigbar. Ein zusétzlicher Detektor fiihrt immer zu einer Verbreiterung. Dennoch
ist eine kleinere Flusszelle zu bevorzugen, um die Verbreiterung moglichst gering zu

halten. Eine universelle Nutzung ohne Umbauten am GPC-System ist dann moglich.

’ Zellenvolumen H 500 pLL \ 250 pLL \ 170 pLL \ 0pL ‘

rel. Peakbreite || 125% | 123% | 116% | 100 %
rel. Peakhohe 86 % 87 % 90% | 100%

Tabelle 4.2.: Die relativen Peakbreiten und Peakhohen wurden durch eine
Gauf$-Anpassung an die Chromatogramme aus dem DRI-Detektor erhalten.
Sie sind ein Maf fiir das Ausmafs an Vermischung in den FTIR-Zellen. Vgl.
Abb. GPC-Parameter: 0,55mg PS (M,, = 193kg/mol, PDI = 1,03) in
THF bei 1 mL/min auf einer semipraparativen (20 mm x 300 mm) linear M
Saule.
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Abbildung 4.8.: Die tatséchliche, chromatographische Peakverbreiterung, die
durch die Infrarot-Messzellen verursacht wird, kann an den anschliefsend
gemessenen DRI-Signalen erkannt werden. Kleinere Zellen verursachen ge-
nerell weniger Bandenverbreiterung und sind zu bevorzugen. Vgl. auch
Abb. GPC-Parameter: 0,55 mg PS (M,, = 193kg/mol, PDI = 1,03)
in THF bei 1 mL/min auf einer semipraparativen (20 mm x 300 mm) linear
M Saule.

Zusammenfassung Flusszellenvergleich

In Tabelle sind nochmal die wichtigsten Eigenschaften der fiinf wiahrend der
Promotion gebauten Flusszellen zusammengetragen. Zusammenfassend ist nur die
ATR-Zelle mit sechs Reflexionen und 170 pL. Totvolumen ausreichend sensitiv fiir
die GPC-FTIR-Kopplung und gleichzeitig robust einsetztbar.

Die theoretisch bessere Sensitivitiat bei hoheren Wellenzahlen in Transmissionzel-
len stellt einen erheblichen Vorteil dar. Die Gesamtsensitivitit lasst sich theoretisch
iiber die Schichtdicke beeinflussen. Der hier realisierte Aufbau war fiir das FTIR

zwar nicht nutzbar, konnte aber sinnvoll im QCL-Spektrometer eingesetzt werden.
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1 ATR 6 ATR- 6 ATR- 6 ATR- Trans-
170 uLL 250 pLL 500 pLL mission
Innenvolumen 10 170 250 500 10
in ul ca.
rel. Banden- 1,03 1,16 1,23 1,25 1,12
verbreiterung
(DRI)
Messmethode ATR ATR ATR ATR Trans-
(Diamant) (ZnSe) (ZnSe) (ZnSe) mission
Spektrum ab || 650 cm™! || 700 cm~! | 700 cm~! | 700 cm~! || 1100 cm~!
ca.
bis 3500 cm~! || 4000 cm~! | 4000 cm~! | 4000 cm ™! || 5000 cm !
rel. S/N 1 ca. 2-4,5 | ca.l,7-3,7 | ca.1,b-3,3 nicht be-
stimmbar
sonst. Vorteile robust, robust, robust, robust, bei
wenig wenig wenig wenig hoheren
Schwan- Schwan- Schwan- Schwan- Wellen-
kungen in || kungen in | kungen in | kungen in zahlen
CO4 und CO4 und CO5 und CO5 und theore-
H,O H,O H,O H,O tisch
sensitiver
sonst. nur mit bevorzugt nur mit nur mit nicht
Nachteile iiberlade- mit semiprap. | semiprip. konstant,
ner Séule; | semiprip. | Sdulen bis | Sdulen bis daher
rel. teuer || Sdulen bis ca. ca. nicht an-
(Diamant) ca. 4mL/min | 4mL/min || wendbar
4mL/min

Tabelle 4.3.: Ubersicht iiber die in der Promotion konstruierten Flusszellen
und deren wichtigste, gemessene Eigenschaften.
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4.3. Entwicklung der mathematischen

Losungsmittelunterdriickung

Ziel der Losungsmittelunterdriickung war es, die Extinktionsspektren der mit GPC
gekoppelten FTIR-Messungen méglichst vollstdndig von Losungsmitteleinfliissen zu
befreien. Dabei sollte ein zweidimensionales Spektro-Chromatogramm entstehen,
aus welchem charakteristische Chromatogramme und mit geringerer Prioritdt auch
Spektren fiir die einzelnen Kompononenten extrahiert werden konnen. Das Ziel war
eine chemisch sensitive GPC-Detektion, d.h. eine Unterscheidung und charakteristi-
sche Zuordnung verschiedener Komponenten sollte moglich sein. Die Messung detail-
reicher Infrarotspektren, wie sie aus Bulk-Messungen oder evt. nach GPC-Fraktio-
nierung erhalten werden konnen, ist dafiir nicht notig. Abstriche bei der Qualitdt der
Spektren z.B. durch Losungsmittelartefakte wurden bewusst in Kauf genommen, so
lange eine Identifikation unterschiedlicher Komponenten einer Probe eindeutig mog-
lich war. Es existiert nur eine begrenzte Anzahl an GPC-Lésungsmitteln, sowie auch
moglicher Monomere. Daher ist — bei Bedarf — auch der Aufbau einer spezialisierten
Spektrenbibliothek fiir die Methode denkbar.

Die Losungsmittelunterdriickung arbeitet in drei Schritten, die im Folgenden ge-
nauer beschrieben werden und auch in [145] erkldrt wurden: Losungsmittelsubtrak-
tion, Driftkorrektur und Rauschreduktion. Diese Datenverarbeitungsschritte sind in
einem MATLAB-Programm implementiert worden, dessen Quellcode im Anhang zu
finden ist (s. S. . Analog zur Methode, der TIMO-GPC-Detektion, wird dieses
Programm mit TIMO-Software bezeichnet. Zur Berechnung werden einige Parame-
ter benétigt, die sich fiir einen gegebenen GPC-Aufbau jedoch nicht dndern und
deshalb gespeichert werden konnen (vgl. Abb. [1.9).

Fiir jede Messung miissen der Dateipfad und -name (,Load“ und ,Save) der
aus OPUS (Spektrometersoftware der Firma Bruker) als ASCII-Daten exportierten
Spektren gewahlt werden. Daneben miissen die Grenzen des GPC-Trennbereichs
(,Start (VO)* und ,End (Vt)“) sowie die Flussrate Flow Rate“ und die Messzeit
fiir ein Spektrum ,Measuring Time per Spectrum® fiir eine korrekte Zuordnung der
Spektren angegeben werden. Aus diesen Daten wird auch die Skalierung der chroma-
tographischen Achse berechnet. Fiir die Driftkorrektur kann der Grad des Polynoms
gedndert werden (,,Polynom for Solvent Suppression®), was aber nur in Ausnahme-
fillen empfehlenswert ist (Standardwert ist 2). Fiir die Rauschunterdriickung wird
ein signalfreier Bereich im Spektrum benotigt (,No IR Peaks from“ und ,,...to“), des-
sen Breite und Lage gewihlt werden kann. Fiir die meisten Polymere ist 1800 cm ™!

bis 2000 cm~! passend, bei Eingabe identischer Werte findet keine Rauschreduktion
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Abbildung 4.9.: Der Screenshot der TIMO-Software zeigt, welche Parameter
gedndert werden konnen. Fiir einen gegebenen GPC-Aufbau konnen alle
Parameter gespeichert werden, sodass fiir Routinemessungen nur noch die
Messdatei geladen und der Knopf ,Calculate gedriickt werden.

statt. Die Software warnt z.T. vor nicht sinnvollen Eingaben, wie z.B. einer Chroma-
togramm-Grenze aufserhalb des Datensatzes. Um den Datenimport in verschiedene
weitere Programme zu erleichtern kann die Sortierung der Wellenzahlwerte umge-
kehrt werden (,ascending wavenumbers”, nétig z.B. fiir den Riickimport in OPUS)
und das Speichern der Werte fiir die Elutionsvolumina verhindert werden (,no elu-
tion volume values®). Da sich die Parameter nur &ndern, wenn am Aufbau (z.B.
Séule, Losungsmittel, etc.) etwas gedndert wird und nicht fiir unterschiedliche Pro-
ben, konnen die Parameter iiber ,Save Parameters” gespeichert werden. Damit muss
ein Nutzer fiir eine Routinemessung lediglich auf ,Calculate” klicken, wodurch die
Berechnung und ein Speichern der Datei ausgelost wird.

Die TIMO-Software verarbeitet Dateien, die nach der Messung aus OPUS' ex-
portiert wurden. Gespeichert werden ASCII-Dateien, die mit vielen Programmen
weiterverarbeitet und dargestellt werden konnen. Soll die Methode kommerzialisiert
werden ist eine Implementierung in z.B. die GPC-Software maglich.

Das Prinzip der hier entwickelten und vorgestellten Losungsmittelunterdriickung
ist nicht auf die Anwendung bei FTIR-Spektroskopie beschrankt. Es wurde auch
schon erfolgreich bei MR-NMR angewendet.[''2133] Vor allem fiir die Driftkorrektur
sind auch weitere Anwendungen denkbar (s. Kap. [6).
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4.3.1. Losungsmittelsubtraktion

Die Losungsmittelsubtraktion passiert in der Praxis meist bereits durch die Messung
eines Losungsmittelspektrums als Hintergrundspektrum der Infrarotspektroskopie.
Dies ist in der GPC-Kopplung giinstiger als ein Hintergrundspektrum der leeren
Flusszelle zu messen, da dafiir ein Ausbau aus dem chromatographischen System
notig wire. Mit der Driftkorrektur (s. u.) werden nicht nur Drifts sondern auch alle
konstanten Anteile des Spektrums abgezogen. Daher kann das Hintergrundspektrum
auf beliebige Art gemessen werden. Die Driftkorrektur stellt sicher, dass alle Hinter-
grundspektren zum selben Ergebnis fiihren, und es muss auf kleinere Abweichungen

z.B. in der Losungsmittelqualitit nicht geachtet werden.

4.3.2. Driftkorrektur

Die Driftkorrektur ist der wichtigste Teil der Losungsmittelunterdriickung. Das chro-
matographische Experiment findet auf einer bekannten Zeitskala statt. D.h. alle
Peaks eluieren zwischen dem Ausschlussvolumen Vy und dem Totvolumen V,. Mit
der Driftkorrektur werden Verdnderungen im Signal korrigiert, die auf einer niedrige-
ren Frequenz stattfinden, diese konnen durch niederfrequentes Rauschen oder auch
Drifts verursacht werden. Diese Drifts werden im Trennbereich mit einem Spline in-
terpoliert. Die Rauschreduktion (s. u.) wurde hingegen implementiert um Rauschen
auf hoheren Frequenzen als das Experiment zu unterdriicken.

Um die Drifts zu korrigieren werden die Daten in drei Bereiche aufgeteilt. Vor
dem Trennbereich aufgenommene Spektren sind Referenzdaten. In den Grenzen des
Trennbereichs eluieren Peaks, dies ist das eigentliche Chromatogramm. Nach dem
Trennbreich wird ein zweiter Block an Referenzdaten bendétigt. Abbildung il-
lustiert dies. An die Referenzdaten wird fiir jede Frequenz ein Polynom iiber Re-
gression angepasst und dieses vom kompletten Datensatz subtrahiert. Zum besseren
Versténdnis ist dies in Abb. nochmals gezeigt.

Halt man den Deckel des Proberaums geschlossen und das Spektrometer generell
unter moglichst konstanten Bedingungen, hat sich eine Parabel zur Driftkorrektur als
gut geeignet erwiesen. In manchen Fillen liefert ein Polynom dritten Grades bessere
Ergebnisse. Hohere Polynome erlauben nur dann eine sinnvolle Driftkorrektur, wenn
wesentlich mehr Referenzdaten vorliegen als Messdaten im Trennbereich interpoliert
werden miissen. Sie sind daher im Allgemeinen nicht anzuwenden.

Verlésslichere Ergebnisse werden erzielt, je mehr Referenzdaten vorliegen. Als
Faustregel kann gelten, dass alle drei Datenblocke etwa gleich grof sein sollen. So ist
es auch in Abb. dargestellt. Dies ldsst sich sehr gut mit dem normalen Ablauf

69



4. Methodenentwicklung

Referenz 2 Referenz 2
©
oy
2
(2}
S
X
g
8 \. Referenz 1 Referenz 1
@
S J )
Trenn-
bereich
N |
0 vV, V, Elutionsvolumen
=Injektion 1 =Injektion 2 oder -zeit

Abbildung 4.10.: An einem exemplarischen Chromatogramm wird gezeigt,
wie die Daten in Referenzdaten und Messdaten (=Chromatogramm) einge-
teilt werden. Der Referenzdatenblock kann bei der Injektion von mehreren
Proben doppelt genutzt werden, dadurch ldsst sich substantiell Messzeit
sparen.

einer GPC-Messung vereinbaren. Nach dem Beginn einer Messung — d.h. nach der
Injektion einer Probe — eluiert zuerst reines Losungsmittel bis zum Ausschlussvo-
lumen. Die in dieser Zeit aufgenommen Daten dienen als Referenzdaten. Die Zeit
zwischen Injektion und Vj entspricht etwa der Zeit, die das Chromatogramm beno-
tigt. Die Datenmenge des zweiten Blocks, des Trennbereichs, hat daher etwa den glei-
chen Umfang. Normalerweise ist eine GPC-Messung nach dem Totvolumen beendet.
Fiir die TIMO-Detektion wird aber noch ein zweiter Referenzdatenblock benétigt.
Dies bedeutet eine bis zu 50 % langere Messzeit. Diese kann allerdings eingespart
werden, wenn mehrere Proben nacheinander gemessen werden. Der Referenzdaten-
block zu Beginn einer Messung kann auch als zweiter Referenzdatenblock fiir die
vorausgegangene Messung genutzt werden. In Abbildung ist dieses Vorgehen
zur Einteilung der Daten bei mehreren Messungen gezeigt. In der Praxis sollten alle
Datenblockgrenzen mit etwas ,Sicherheitsabstand” zu eventuell eluierenden Peaks

oder sonstigen Signalen gewihlt werden.

4.3.3. Rauschreduktion

Die Rauschreduktion wurde implementiert um Rauschen zu kompensieren, das in

der spektroskopischen Dimension gleich ist. Dieses kann z.B. durch eine schwan-
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Abbildung 4.11.: Veranschaulichung der Driftkorrektur mit gleichzeitiger Lo-
sungsmittelunterdriickung: An die Referenzdaten (gepunktete Linien) vor
und nach dem Chromatogramm (durchgezogene Spektren) wird fiir jede
Wellenzahl eine Parabel (gestrichelt) angepasst und vom kompletten Daten-
satz subtrahiert. Dadurch werden Losungsmittelsignale sowie Drifts korri-
giert und die Signale des Polymers (hier iiberhcht dargestellt) werden sicht-
bar. Die Grenzen der Referenzdaten kénnen nach dem Trennbereich der
Sdule (vgl. Abb. oder mit Hilfe eines Referenzdetektors (hier DRI)
bestimmt werden.

kende Intensitit der Lichtquelle verursacht werden. Zur Reduktion wird in einem
signalfreien Bereich jedes einzelnen Spektrums ein Mittelwert berechnet und dieser
vom gesamten Spektrum abgezogen. Dadurch verringert sich das Rauschen in der
Zeit-Richtung. Je nach Lage des Peaks im Spektrum wurden damit Verbesserungen
im S/Tjtv bis zu einem Faktor 1,4 erhalten.

L und 2000 em™! kann in den meisten Fillen als

Der Bereich zwischen 1800 cm™
signalfrei angenommen werden. Es sind nur wenige Substanzen bekannt, die in die-
sem Spektralbereich absorbieren. Fiir eine bessere Rauschreduktion wéren ein zwei-
ter peakfreier Bereich wiinschenswert, sodass nicht nur ein Mittelwert sondern eine
Gerade als Basislinie abgezogen werden konnte. Ein zweiter Bereich ist aber nur sel-
ten vorhanden, daher wurde diese Moglichkeit nicht in die Software implementiert.

Normalerweise kann iiber die Mittelung mehrerer Spektren oder Chromatogram-
me das S/N verbessert werden. Da die Peaks in der spektralen Richtung recht breit
sind, stehen fiir einen Peak mehrere Frequenzlinien als Chromatogramme zur Ver-
fligung, die theoretisch gemittelt werden kénnen. In den Experimenten zeigte sich

aber, dass sich das Rauschen dieser Chromatogramme kaum unterschiedet, es ist
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stark korreliert. Daher weist das Chromatogramm am Peakmaximum im Allgemei-
nen ein besseres S/N auf als ein gemitteltes Chromatogramm. Bei Proben, die zwei
oder mehr starke Absorptionen zeigen, kann eine Mittelung der jeweiligen Peakma-
xima eine Verbesserung ergeben. Obwohl es hdufig mit dem S/N iibereinstimmt ge-
niigt eine alleinige Betrachtung der Signalintensitit des Peaks nicht zur Beurteilung,
welches Chromatogramm sinnvollerweise ausgewertet wird. Da das Rauschen wellen-
zahlabhéngig ist miissen korrekterweise S/N-Spektren, wie sie bereits in Kap.
zum Sensitivitatsvergleich der Flusszellen gezeigt wurden, betrachtet werden.

Die Chromatogramme aus der TIMO-Detektion haben eine hdhere Zeitauflo-
sung als es zur Darstellung der Peaks notwendig wére (tspektrum < 0,3 min und
Atpeax, pwanv > 1min). Das Rauschen kann daher in einem weiteren Schritt auch
durch Gléatten — z.B. durch Faltung mit einer Gaufi-Funktion, deren Breite kleiner
als der schmélste Peak ist — noch weiter reduziert werden. Dadurch verbreitern sich
die Peaks und man gewinnt Sensitivitét zu Lasten der Selektivitét (vgl. Kap. und
. Viele der in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse wurden so geglittet. Da dies
keinen tatséchlichen Informationsgewinn liefert (sondern im Wesentlichen eine Frage
der Darstellung ist) wurde dies nicht als Standardfunktion in die TIMO-Software
implementiert, sondern soll vom Nutzer individuell entschieden und durchgefiihrt

werden.

4.3.4. Artefakte, Anleitung zur Interpretation

Die Ergebnisse der hier vorgestellten Messmethode und der Losungsmittelunter-
driickung weisen einige Eigenheiten auf, die auf den ersten Blick falsch interpretiert

werden konnen. Diese sollen hier besprochen werden.

Einfluss von Wasser und Kohlendioxid

Wie oben bereits beschrieben wurde werden durch die Losungsmittelunterdriickung
alle konstanten Anteile sowie Drifts im Chromatogramm vollstindig abgezogen. Die
Methode ist sensitiv auf Verdnderungen im sub-ppm Bereich und macht die An-
nahme, dass diese im Trennbereich der Saule auftreten. Alle Verdnderungen, auch
sehr kleine, die zu anderen Zeitpunkten auftreten, konnen daher zu Problemen fiih-
ren. Dies betrifft vor allem die Anderung der Luftfeuchtigkeit und des Gehalts an
COq im Spektrometer. Der Strahlengang ist ca. 1 m lang, sodass auch die Luft zum
Hintergrundspektrum beitragt. Der Hauptanteil der Luft ist Stickstoff und Sauer-
stoff, welche beide transparent fiir Infrarotlicht sind, jedoch zeigen CO, und Was-

serdampf starke Absorptionen. Schitzt man die durchstrahlte Luft auf ca. 1L ab, so
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enthélt diese ca. 2 x 107> mol CO,. Der Strahl wird auf die Probelésung fokusiert
und durchdringt dort ein geschitzes Volumen von ca. 1L, dieses enthilt bei einer
Konzentration von 1g/L nur ca. 1 x 1078 mol Polystyrolmonomere. Durch z.B. den
Atem des Nutzers verdndert sich der Gehalt von CO, und Wasserdampf in der Luft,
Schwankungen kénnen daher immer auftreten und sind nie vollstindig vermeidbar.

Der Kohlendioxidgehalt und dessen Schwankungen stellen fiir die gekoppelte Mes-
sung kein grofes Problem dar. Der Frequenzbereich in welchem CO, absorbiert ist
auf ca. 2275 cm ™! bis 2400 cm ™! begrenzt. Dieser Bereich kann bei der Interpretation
ausgeklammert und ignoriert werden, da er nur einen kleinen Teil des Gesamtspek-
trums ausmacht und weil in diesem Bereich kaum andere Substanzen absorbieren.
Entsprechende funktionelle Gruppen sind sehr selten. Da die Schwankungen im Ge-
halt an CO, unabhéngig von der Chromatographie passieren, kénnen die Signale
durch die Losungsmittelunterdriickung negativ oder auch verstiarkt werden. Die-
se Schwankungen waren oft stérker als die Polymerpeaks, sodass bei einer ersten
Betrachtung zuerst die ,,COy-Peaks den Blick auf sich zogen. Besonders wenn die
genutzte Software die Extinktionsachse automatisch skaliert, kann es passieren, dass
die Polymersignale nicht mehr zu sehen sind. Die Skalierung der Anzeige muss da-
her immer iiberpriift und auf die Grofe der zu erwartenden Polymerpeaks angepasst
werden.

Wasserdampf zeigt als Gas sehr schmale Linien (< 2 cm™!), die bei geniigend ho-
her spektraler Auflésung als solche erkannt werden konnen. Diese verteilen sich in
weiten Teilen des Spektrums, sodass sie bei einer Messung mit niedriger Auflésung
(z.B. fiir Fliissigkeiten) stéren. Durch verschiedene Mafnahmen konnte der Gehalt
an Wasserdampf im Spektrometer konstant genug gehalten werden, sodass auch nach
der Losungsmittelunterdriickung keine storenden Signale zu sehen waren. Dazu wur-
de erstens das Spektrometer kontinuierlich mit getrockneter Druckluft (ca. 5L/min)
gespiilt und zweitens zusétzliches Trockenmittel (Zeolith, ca. 1kg) im Innern des
Spektrometers installiert. Drittens wurde das Gehduse des Spektrometers wiahrend
der Messung und auch mindestens 30 min davor geschlossen gehalten. Fiir dhnliche
Aufbauten konnte auch eine evakuierbares Spektrometers, dessen (GGehiduse besser
abgedichtet ist, genutzt werden, wobei mit Leckagen der Flusszellen im Vakuum zu
rechnen ist. Eine Spiilung mit Stickstoff statt Luft zur Beseitigung der genannten

Probleme ist ebenfalls denkbar.

Einfluss des Lésungsmittels

Man konnte erwarten, dass nach der Losungsmittelunterdriickung ein reines Poly-

merspektrum ohne irgendwelche Einfliisse des Losungsmittels erhalten wird. Dies ist
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aber nicht der Fall. Das Losungsmittel beeinflusst auf zwei Arten das resultierende
Spektrum, die beriicksichtigt werden miissen.

Die untersuchten Polymermolekiile verdringen Losungsmittelmolekiile. Daher ver-
dndert sich das gemessene Spektrum nicht nur, weil Polymersignale hinzukommen,
sondern auch, weil die Losungsmittelsignale durch weniger vorhandene Molekiile
abnehmen. Dies ist nur auf den ersten Blick ein Nachteil. Die negativen Losungs-
mittelsignale treten normalerweise bei anderen Frequenzen auf, als die des Polymers.
Auch die negative Signale konnen — wenn auch nicht chemisch sensitiv — zur Detek-
tion genutzt werden. Bei UV-Detektoren wird dieses vorgehen ,inverse Detektion
genannt (s. z.B. [15]). Selbst wenn Signale {iberlappen, kann FTIR-Detektion statt-
finden. Sowohl die Intensitit des Polymersignals als auch die negative Intensitat des
Losungsmittelsignals skalieren mit der Konzentration, sodass die resultierende Ge-
samtintensitit ebenfalls proportional zur Konzentration ist. Unabhéngig davon ist
fiir eine Quantifizierung des Chromatogramms eine Kalibrierung der Peakintensitéat
iiber z.B. eine Konzentrationsreihe — wie auch allgemein in der Infrarotspektroskopie
— notig, da sie vom Dipolmoment der Schwingung abhéingt, welches nicht voraus-
gesagt werdend kann. Im Extremfall kann theoretisch ein Polymersignal genau mit
einem Losungsmittelsignal der gleichen Intensitit {iberlappen. Dann konnen sich
Polymersignal und negatives Losungsmittelsignal gegenseitig ausloschen. Trifft dies
auf alle Peaks des Spektrums zu, so folgt daraus, dass Losungsmittel und Polymer
chemisch identisch, also nicht Polymer und Losungsmittel sind. Im Kapitel
wurden bewusst Beispiele gesucht, bei denen Polymer und Losungsmittel mdglichst
dhnliche Infrarotspektren haben (z.B. Polystyrol und Toluol), um die Grenzen der
Methode aufzuzeigen.

Das Losungsmittel beeinflusst das resultierende Spektrum noch auf einem zweiten
Weg. Um ein gelostes Molekiil, egal ob Polymer oder eine niedermolekulare Chemi-
kalie, lagern sich Losungsmittelmolekiile an. Die Wechselwirkung zwischen dieser
Solvathiille und der geldsten Substanz beeinflussen auch die Bindungen in den Mo-
lekiilen. Werden die Bindungen so geschwicht (oder seltener gestéarkt) dndert sich
ihre Kraftkonstante und damit verschiebt sich die Lage des zugehorigen Peaks im
Infrarotspektrum zu niedrigeren Wellenzahlen. Die Peaks von Polymer und auch von
einem Teil des Losungsmittels werden daher leicht verschoben.

Zusammenfassend misst der TIMO-Detektor — dhnlich wie der Brechungsindex-
detektor mit % die Anderung des Brechungsindexes gegeniiber dem Lsungsmittel
misst — die Anderung des Infrarotspektrums gegeniiber dem reinen Losungsmittel.
Dieses ,,Unterschiedsspektrum® ist einem Infrarotspektrum, welches man z.B. bei der

Messung des Feststoffs erhalten wiirde, zwar &hnlich, jedoch nicht identisch. Ein Ver-
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gleich mit Literatur- oder Feststoffspektren ist zwar moglich und wird an Hand eines
Beispiels im Kapitel gezeigt, generell wire jedoch ein Vergleich mit Spektren,
die ebenfalls in Losung aufgenommen wurden wiinschenswert. Da bisher noch keine
Spektrenbibliothek fiir solche Spektren existiert, ist es ratsam bei Copolymeren oder
Blends die Komponenten zum Vergleich auch einzeln mit GPC-FTIR-Messungen zu

untersuchen — sofern diese verfiigbar sind.

Einfliisse auf das Signal-Rausch-Verhaltnis

Es wurde bereits erwidhnt, dass das Rauschlevel in Zeitrichtung von der Frequenz
im Spektrum abhéngig ist. Daraus folgt auch eine Frequenzabhingigkeit fiir das
Signal-zu-Rausch-Verhiltnis. Eine erste Ursache ist die Charakteristik des Hinter-
grundspektrums. In Bereichen, wo weniger Lichtintensitit vom Globar zur Verfi-
gung steht (z.B. am Rand des Spekrums), wird fiir die Messung von Peaks ein
kleinerer Teil des dynamischen Bereichs des Detektors genutzt. Auf den entspre-
chenden Frequenzen ist daher mehr numerisches Rauschen des ADCs zu erwarten.
Als Zweites beeinflusst des Losungsmittel mit seinen Absorptionen das Rauschen.
Betrachtet man das Losungsmittel als Teil des Hintergrunds lasst sich dies analog
begriinden. Ein dritter wichtiger Einfluss auf das Rauschlevel existiert durch das
Wesen der ATR-Technik. Die Eindringtiefe in die Probe ist wellenzahlabhingig. Bei
hoheren Wellenzahlen nimmt daher das Rauschen zu und die Empfindlichkeit ab.
Dies hat zweierlei Folgen bei der Betrachtung der Messdaten aus der TIMO-De-
tektion. Will man einzelne Frequenzlinien als Chromatogramme auswerten so muss
bei deren Auswahl beachtet werden, dass man das beste Signal-zu-Rausch-Verhéltnis
zwar oft, aber nicht immer am Peakmaximum des intensivstes Peaks findet. Eine
Berechnung des S/N-Wertes fiir alle Frequenzen und eine Betrachtung des dar-
aus resultierenden S/N-Spektrums kann bei der Auswahl helfen (vgl. Abb. [4.6).
Betrachtet man jedoch ein Spektrum, welches als Schnitt durch das 2D-Spektro-
Chromatogramm erhalten wurde, so ist folgendes wichtig: Bei Frequenzen, auf de-
nen ein hohes Rauschlevel herrscht, kann im Schnitt (= Spektrum) ein Rausch-Peak
auftauchen, der eine vergleichbare Intensitit hat wie ein tatséchlicher Polymerpeak
auf einer anderen Frequenz. Ohne Kenntnis iiber die zugehorigen Rauschlevel kann
zwischen einem statistischen und einem systematischen Peak nicht unterschieden
werden. Hier hilft es ein S/N-Spektrum zu erstellen und zu beriicksichtigen. Die
Auswertung eines TIMO-Spektrums ohne die Kenntnis der Frequenzabhangigkeit
des Rauschens oder zumindest des Spektrums des Losemittels und der spektralen

Charakteristik des verwendeten Aufbaus kann zu Fehlinterpretationen fiihren.
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Niedermolekulare Verunreinigungen und Systempeaks

Bei GPC-Messungen treten in vielen Detektorsignalen positive oder negative Peaks
am Ende des Chromatograms bzw. Trennbereichs auf. Diese sog. Systempeaks sind
ein bekanntes Phinomen.["%7 Sie werden durch niedermolekulare Verunreinigun-
gen oder bewusste Zusitze (z.B. Stabilisatoren) im Losungsmittel verursacht. Ge-
ringe Konzentrationsunterschiede zwischen Laufmittel und dem Loésungsmittel, in
welchem die Probe geldst wurde, fiihren zu diesen Peaks. Zum Teil entstehen auch
Unterschiede durch den Losungsprozess, weil das Polymer eine besondere Affinitét
zu einer Verunreinigung hat, z.B. wenn ein Losungsmittel mit einem zweiten, fiir
das Polymer besseren Losungsmittel verunreinigt ist.

Diese Systempeaks konnen je nach Brechungsindex der verursachenden Substanz
im DRI-Detektor wesentlich kleiner sein als im FTIR-Signal. Hier wurden z.T. sehr
intensive Systempeaks beobachtet. Da auch diese Substanzen Losungsmittel ver-
dréngen, gehen auch sie mit negativen Losungsmittelpeaks einher (s. 0.). Das nie-
dermolekulare Ende des Chromatogramms kann dadurch sehr komplexe Signalstruk-

turen annehmen.

4.4. Optimierung der GPC

Die grundlegende Idee dieser Arbeit war die Entwicklung eines universell einsetz-
baren, chemisch sensitiven Detektors fiir die GPC. Um die Einsatzgebiete nicht auf
bestimmte chromatographische Fragestellungen einzuschrinken sollten nur wenige
Anderungen an der Chromatographie vorgenommen werden. Vorbedingungen an
die GPC, wie z.B. eine Einschriankung auf bestimmte Ldsemittel, ausgewihlte Po-
lymere oder einen Molekulargewichtsbereich, wurden daher konsequent vermieden.
Dennoch gibt es einige Parameter, die die Trennung nicht oder nur sehr wenig be-
einflussen und universell auf jede GPC-Methode — d.h. jedes untersuchtes Polymer,
jedes Losungsmittel und jede Sdule — anwendbar sind, bzw. fiir eine gute Detektion
mit FTIR spezielle Beachtung erfordern. Diese sollen hier vorgestellt werden und
wurden teilweise auch in [145] verdffentlicht.

In dieser Arbeit wurden bereits verschiedene Polymere in unterschiedlichen Lo-
sungsmitteln auf diversen Saulen, die alle von der Firma PSS Polymer Standards
Service GmbH aus Mainz gefertigt wurden, getrennt und mit FTIR detektiert. Die
Trennsdulen werden durch folgende Parameter charakterisiert: Sdulendimensionen,
Trennmaterial, Partikelgrofe und Porengrofe. Es wurden Sdulen mit den Dimensio-
nen 8 mm x 300 mm (analytisch) und 20 mm x 300 mm (semipréparativ) verwendet

(jeweils @ x Linge). Als Trennmaterial kam meist als SDV bezeichnetes mit Divi-
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nylbenzol quervernetztes Polystyrol zum Einsatz. Dieses kann fiir viele organische
Losemittel verwendet werden. Fiir Wasser wurden sog. SUPREMA-Saulen benutzt,
die Partikel aus einem Polyhydroxymethacrylat-Netzwerk enthalten. Die Partikel-
groken aller Sdulen sind standardméfkig 5 pm oder 10 pm. Die mittlere Porengrofe
wird in A angegeben. In dieser Arbeit wurden aber oft sog. linear-Siulen verwendet,
deren Trennmaterial aus verschiedenen Porengrdéfien so zusammengemischt wurde,
dass sich eine moglichst lineare, d.h. ideale, Kalibrierkurve ergibt (vgl. Kap. [2.2.1)).
Die mit ,linear S bezeichneten Sdulen trennen Polymere bis zu einer maximalen
Groke von ca. 150 kg/mol und ,linear M“ bis ca. 1 x 10° g/mol. Linear L oder XL

Siulen wurden nicht verwendet.

4.4.1. Flussraten

Wie im Kapitel beschrieben existiert fiir die Gelpermeationschromatographie
keine optimale Flussrate. Fiir die LAC verschlechtern sich die Trennungen bei lang-
sameren oder schnelleren Flussraten. Bei der GPC verschlechtert sich die Trennleis-
tung nur bei schnelleren Flussraten, daher ist die Wahl der Flussrate im Wesent-
lichen ein Kompromiss zwischen Messzeit und Trennleistung. Normalerweise wird
eine Flussrate von 1 mL/min fiir analytische Sdulendimensionen (@ = 8 mm) und
eine Flussrate von 6,25 mL/min fiir semipriaparative Saulen (& = 20mm) genutzt.
Beides entspricht einem linearen Fluss u von 2 c¢cm/min.

Fiir die Kopplung mit Infrarotspektroskopie sind langsamere Flussraten aus zwei
Griinden besser. Erstens eluieren die Peaks auf Grund der verbesserten Trenn-
leistung schmaler und damit hoher. Dieser Signalgewinn verbessert das Signal-zu-
Rausch-Verhiltnis. Zweitens fiihrt eine ldngere Messzeit zu mehr Spektren oder
Scans, die aufaddiert werden konnen. Nach GI. und GI. wird auch dadurch
das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis verbessert, wobei die lingere Messzeit die bessere
Trennleistung in der Verbesserung des S/N deutlich iiberwiegt.

Um den Einfluss der verbesserten Trennleistung auf das Signal-zu-Rausch-Ver-
héaltnis zu untersuchen wurde folgendes Experiment durchgefiihrt. Eine PS-Probe
mit einem Molekulargewicht von M,, = 8900 g/mol und einem PDI = 1,03 wurde
auf einer analytischen (8 mm x 300 mm) SDV-Sdule mit einer als ,Jinear S* bezeich-
neten Porengrofenverteilung bei zwei unterschiedlichen Flussraten in THF getrennt.
Neben der Standardflussrate von 1 mL/min, bei der die Gesamtmesszeit ca. 14 min
bis 15 min betrigt, wurde die Flussrate um einen Faktor 6,25 auf 0,16 mL/min ent-
sprechend einem linearen Fluss von 0,32 cm/min reduziert. Dadurch verlédngerte sich
die Gesamtmesszeit auf ca. 90 min, was als noch akzeptable Zeit fiir eine Messung

betrachtet wurde. Die resultierenden Elugramme des DRI-Detektors wurden an-
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schliefsend verglichen, sowie aus der Verteilung die Anzahl theoretischer Boden N
berechnet. Dabei ist zu beachten, dass N normalerweise an Hand einer monodisper-
sen, niedermolekularen Substanz bestimmt wird, wobei viel hohere Werte erhalten
werden. Ein Vergleich mit Literaturangaben o.A. ist daher nicht sinnvoll. Alle Werte

werden daher nur relativ zueinander angegeben.

Analytische Saule (8mmx300mm)

] [—Ps 1 mL/min

020 [ PS 0.16 mL/min
----PMMA 1 mL/min

IR PMMA 0.16 mL/min

0,15 A

DRI Signal

0,10

0,05

. . . .
7.0 75 8,0 8,5 9,0 95
Elutionsvolumen (mL)

Abbildung 4.12.: Vergleich verschiedener Flussraten bei Messungen mit ei-
ner analytischen S&ule. Langsamere Messungen fithren zu schmaleren und
damit hoheren Peaks, d.h. nicht nur zu einer besseren Trennung, son-
dern auch zu einer hoheren Sensitivitdt im Detektor. GPC-Parameter:
M, (PS) = 8900g/mol, PDI(PS)=1,03, M,(PMMA) = 12,5keg/mol,
PDI(PMMA)=1,03, analytische (8 mm x 300 mm) SDV-S&ule linear S.

Das Experiment wurde identisch mit einer PMMA-Probe (M,, = 12 500 g/mol und
PDI = 1,03) wiederholt. Aukerdem wurden beide Proben auf einer semipréparati-
ven Sdule (20 mm x 300 mm), die mit dem gleichen Trennmaterial gefiillt war, bei
Flussraten von 4 mL/min und 1 mL/min, entsprechend 1,3 cm/min und 0,32 cm/min
linearem Fluss, getrennt. Der Fluss wurde nicht tiber 4 mL/min erhéht, da die FTIR-
Flusszelle (s. Kap. dem Gegendruck bei hoheren Fliissen nicht standhélt. Die
Abbildungen und zeigen die erhaltenen Elugramme.

Die Peaks sind bei den jeweils niedrigeren Flussraten deutlich schméler und auch
etwas hoher. Die Ergebnisse fiir die Anzahl theoretischer Béden N und die Signal-
hohe S aus einer Gauff-Anpassung finden sich in Tab.

Im Mittel betrdgt die Signalvergroferung ca. 5%. Das entspricht einer Verbes-
serung im S/thv um ebenfalls 5%, was einer Messzeitersparnis von etwas iiber 9%
gleichkommt. Zusammen mit der deutlich verlingerten Messzeit folgt eine Verbes-

serung im Signal-zu-Rausch-Verh&ltnis um einen Faktor 2,6.
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Semipraparative Saule (20mmx300mm)

——PS 4 mL/min
0204 |~ PS 1 mL/min
- ---PMMA 4 mL/min
~~~~~~~~~~~~~~~~ PMMA 1 mL/min
= 0154
c
2
n
o
O 0,10
0,05

Elutionsvolumen (mL)

Abbildung 4.13.: Vergleich verschiedener Flussraten bei Messungen mit ei-
ner semipréparativen S#ule. Langsamere Messungen fiihren zu schmale-
ren und damit hoheren Peaks, d.h. nicht nur zu einer besseren Trennung,
sondern auch zu einer héheren Sensitivitdt im Detektor. GPC-Parameter:
M, (PS) = 8900g/mol, PDI(PS)=1,03, M, (PMMA) = 12,5kg/mol,
PDI(PMMA)=1,03, semipriparative (20mm X 300 mm) SDV-Séule linear
S. Die Flussrate wurde nicht iiber 4 mL/min erhéht, da die verbundene
FTIR-Messzelle einem hohren Gegendruck nicht standhielt.

Probe Saule Flussrate u in Zunahme | Zunahme
in mL/min | em/min | von N von S
PS 8 mm x 300 mm 1 2
PS 8 mm x 300 mm 0,16 0,32 20 % 9%
PMMA | 8mm x 300 mm 1 2
PMMA | 8mm x 300 mm 0,16 0,32 17% 6 %
PS 20mm x 300 mm 4 1,3
PS 20 mm x 300 mm 1 0,32 9% 5%
PMMA | 20mm x 300 mm 4 1,3
PMMA | 20mm x 300 mm 1 0,32 7% 0%

Tabelle 4.4.: Ubersicht iiber die Messungen bei verschiedenen Flussraten sowie
die dadurch erzielten Verbesserungen der Trennleistung bzw. der Anzahl der
theoretischen Boden N und in der Signalhdhe S, welche der Verbesserung

im Signal-zu-Rausch-Verhiltnis entspricht.

79




4. Methodenentwicklung

4.4.2. Saulendimensionen

Bei der Auswahl der Sdulendimension gibt es zwei verédnderbare Gréfen: den Durch-
messer und die Lénge. Die Linge beeinflusst die Trennleistung: je langer, je besser.
Der Saulendurchmesser muss in erster Naherung nach der zu trennenden Substanz-
menge gewiahlt werden. Es haben sich zwei Standardgrofsen durchgesetzt. Sdulen mit
einem Durchmesser von @ = 8 mm werden ,analytisch“ genannt und sind fiir Sub-
stanzmengen von ca. 0,1 mg geeignet. Die etwas groferen . semipraparativen Sdulen
mit einem Durchmesser von @ = 20 mm trennen, entsprechend der 6,25-fach grofse-
ren Querschnittsfliche, 6,25 Mal mehr Substanz. Als Faustregel geben die meisten
Saulenhersteller ca. 10 mg an. Das genaue Limit ist auch von der Probe — insbeson-
dere deren Molekulargewicht und dem Lsungsmittel — abhéingig (s. Kap. [1.4.3). Die
anderen Betriebsparameter der GPC ergeben sich als Folge aus den Dimensionen.
So werden analytische Sdulen tiblicherweise mit einer Flussrate von 1 mL/min und
semipréparative Sdulen mit 6,25 mL/min betrieben, was in beiden Féllen einem li-
nearen Fluss von u = 2cm/min entspricht. Nicht nur der Gegendruck der Sidulen
ist unter diesen Bedingungen vergleichbar sondern theoretisch auch die Konzentra-
tion am Detektor. Es wird zwar mehr Probe injiziert, wegen der héheren Flussrate
verteilt sich diese aber in einem groferen Lésungsmittelvolumen und passiert auch
schneller den Detektor. Ublicherweise wird auch das Injektionsvolumen angepasst,
sodass auch die Probel6sung fiir beide Saulen die gleiche Konzentration haben kann.
Es gibt folglich zwei sehr dhnliche Systeme zwischen denen man wéahlen kann, im
Normalfall allein auf Grund der Probenmenge.

Fiir die Kopplung mit der Infrarotspektroskopie ist bei der Auswahl zwischen
analytischen und semipriparativen Sdulen daher die Frage nach den Parametern
entscheidend, die nicht angepasst werden konnen. Das ist hauptsdchlich die Fluss-
zelle. Die 6-fach-ATR-Zelle hat ein Innenvolumen von ca. 170 ul. wohingegen die
Transmissionszelle ein Volumen von nur ca. 10 pLL hat. Die Messzellen von géngigen
GPC-Detektoren wie UV der DRI liegen meist zwischen 20 uLL und 60 pL. Eine funk-
tionierende Transmissionszelle kénnte daher besser fiir analytische Saulen geeignet
sein, wihrend die ATR-Zelle besser zu semipriparativen Sdulen passt.

Um letzteres zu demonstrieren wurden folgende Messungen durchgefiihrt. Eine
PS-Probe (M, = 8900g/mol und PDI = 1,03) wurde mit einer Konzentration
von 2g/L in THF gelost. Davon wurden 80pL auf eine analytische Sdule (SDV,
linear S) bei einem Fluss von 0,16 mL/min injiziert. Als Detektoren wurden das
FTIR-Spektrometer sowie der DRI-Detektor nacheinander angeschlossen und zeit-
gleich genutzt. Anschlieffend wurde die Sdule gegen eine semipriparative Saule des

selben Typs getauscht, der Fluss auf 1 mL/min erh6ht und von der selben Probe-
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16sung 500 pLi injiziert. Das Experiment wurde identisch mit einer PMMA-Probe
(M, = 12500 g/mol und PDI = 1,03) wiederholt. Die erhaltenen Chromatogram-
me des DRI-Detektors miissen zum Vergleich, wie in Abb. dargestellt, gegen
die Elutionszeit aufgetragen werden. Eine Auftragung gegen das sonst iibliche Elu-
tionsvolmen unterscheidet sich in diesem Fall. Im DRI-Detektor zeigt sich vor allem
die Verbreiterung, die durch Vermischung der Losung in der FTIR-Flusszelle her-
vorgerufen wird (vgl. Kap. [£.2.4). Eine Verbreiterung bei Einsatz der analytischen
Saule ist zu erkennen. Berechnet man die Anzahl der theoretischen Boden aus ei-
ner Gauf-Anpassung, so erhoht sich bei Verwendung semipriparaiver Sdulen N um
13 % fiir PS und um 15 % fiir PMMA. Die Peakhohen und damit die Signalintensitét
sind um 5% bzw. 6 % besser.

—— PS semiprap.
e PS analytisch
- - --PMMA semiprap.
1 Lo PMMA analytisch
0,15
©
c >
2
n
T 0104
[a) .
0054 N .
| semipraparative Saule: 1 mL/min
analytische Saule: 0.16 mL/min
0,00 T T T T T T T T T T T 1

48 50 52 54 56 58
Elutionszeit (min)

Abbildung 4.14.: Theoretisch haben die Sdulendimensionen keinen Einfluss
auf die Trennleistung und die Elutionszeit, wenn alle Parameter (s. Text)
entsprechend angepasst werden. Bei den semipriparativen Sdulen wirkt sich
jedoch die Peakverbreiterung durch die FTIR-Zelle weniger aus, sodass diese
zu bevorzugen sind. Der lineare Fluss ist bei allen gezeigten Chromatogram-
men 0,32 cm/min. GPC-Parameter: M,,(PS) = 8900 g/mol, PDI(PS)=1,03,
M, (PMMA) = 12,5kg/mol, PDI(PMMA)=1,03, SDV, linear S Siule mit
identischem Trennmaterial und unterschiedlichen Dimensionen, injizierte
Masse 1 mg auf semipraparative Sdule und 0,16 mg auf analytische Sdule).

Betrachtet man die Chromatogramme, die aus dem TIMO-Detektor bei 700 cm™?
fir PS und 1730 cm™! fiir PMMA erhalten werden, so erkennt man primér die
Erhéhung der Signalintensitit. Die Verbreiterung ist wegen der Zeitauflosung von
15s nicht so deutlich. Die Chromatogramme sind in Abb. ebenfalls gegen die

Elutionszeit aufgetragen.
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—— PS semiprép.
0,0015  |..ccoeve PS analytisch
- ---PMMA semiprap.
J PMMA analytisch

0,00104 PS bei 700 cm™ )
| PMMA bei 1730 cm™ /-

A

Extinktion

0,0005 A

0,0000 *Fzzees

.........................
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Abbildung 4.15.: Vergleich von analytischer und semipriparativer S&u-
le an Hand der FTIR-Chromatogramme. Auf Grund des erhdhten Rau-
schens und der geringeren Datenpunktdichte ist die Bandenverbreiterung
nicht so deutlch zu erkennen wie in den DRI-Signalen (vgl. Abb. [i.14).
GPC-Parameter: M, (PS) = 8900g/mol, PDI(PS)=1,03, M, (PMMA) =
12,5kg/mol, PDI(PMMA)=1,03, SDV, linear S Siule mit identischem
Trennmaterial und unterschiedlichen Dimensionen, injizierte Masse 1 mg auf
semipriparative Sdule und 0,16 mg auf analytische S&ule.

, . . S/N
Durch Anpassen der Sdulendimensionen kann das % um ca. 5 % verbessert wer-

den, was einer Messzeitersparnis von etwa 9 % entspricht.

4.4.3. Uberladung

Dir grokte Herausforderung bei der GPC-IR-Kopplung ist der grofe Unterschied von
GPC und Spektroskopie in Bezug auf die Konzentration der Probe. Bei der Spektro-
skopie fiihrt eine hohere Konzentration immer zu einem besseren Signal-zu-Rausch-
Verhaltnis. Deshalb ist es sinnvoll die groftmdégliche Probemenge zu injizieren, die
in der GPC trennbar ist. Eine Erhohung der Konzentration fiihrt jedoch zu einer
schlechteren GPC-Trennung und damit zu einer unerwiinschten Verbreiterung der
GPC-Peaks (vgl. Kap. [2.2.3)). Der Effekt wird stark von der Probe selbst und deren
Molekulargewichtsverteilung beeinflusst. Daher ist dieser schwer abschétzbar und es
lasst sich kein generelles Limit festlegen. Folglich werden in der Literatur und von
Saulenherstellern Grenzwerte mit einer gewissen Sicherheit angeben. Normalerweise
wird ca. 0,1 mg Probe auf eine analytische Sdule injiziert. Bei semipréparative Sau-

len liegt der Fokus mehr auf der Substanzmenge, als auf guter Trennung, weshalb
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Abbildung 4.16.: Uberladung, gezeigt an der Verinderung des gemessenen
PDI abhingig von der injizierten Masse. Bei engverteilten Proben (z.B.
PDI = 1,03) wirkt sich eine Uberladung frither aus als bei breiter ver-
teilten Proben. Da breite Proben durch die GPC-Auftrennung starker ver-
diinnt werden, ist bei engen Proben die lokale Konzentration in der Siu-
le viel hoher und die Uberladung wirkt sich stiirker aus. GPC-Parameter:
My (PSeng) = 8900g/mol, PDI(PS¢,4)=1,03, My (PSpreir) = 10kg/mol,
PDI(PSpreit)=1,7, analytische (8 mm x 300 mm) SDV-Saule, linear S, THF
bei 1 mL/min.

meist 1 mg Probe aufgetragen wird. Der tatsdchliche Grenzwert der Probenmenge
liegt hoher und es kann daher sinnvoll sein diesen in der Kopplung fiir jede Probe
individuell iiber eine Konzentrationsreihe (oder unterschiedliche injizierte Massen
iiber unterschiedliche Injektvolumina) zu bestimmen um ein bestmdogliches S/N bei
optimaler Trennung zu erhalten.

Als Mak fiir die Verbreiterung kann der gemessene PDI dienen. Um diesen Sach-
verhalt zu verdeutlichen wurde eine PS-Probe mit einem angegebenen PDI von 1,03
mit verschiedenen Injektvolumina und damit verschiedenen injizierten Massen auf
einer GPC Sédule (analytisch, linear S) in THF bei 1 mL/min getrennt. Die Chro-
matogramme wurden mit einer PS-Kalibrierung iiber die Software WinGPC (PSS
GmbH, Mainz) ausgewertet und die PDI-Werte berechnet. Analog wurde mit ei-
ner zweiten, breiter verteilten PS-Probe verfahren, deren PDI bei ca. 1,7 lag. Die
erhaltenen PDI-Werte wurden gegen die injizierte Masse aufgetragen. Zur besse-
ren Vergleichbarkeit sind beide Kurven mit unterschiedlichen Achsen fiir den PDI
in Abb. dargestellt. Dabei beginnt die Achse jeweils bei PDI = 1, was einer
Uneinheitlichkeit von U = 0 entspricht. Man erkennt fiir den PDI der engverteil-
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ten Probe schon bei niedrigen Sdulenbeladungen einen Anstieg abhéngig von der
injizierten Polymermenge. Der PDI des breiter verteilten Polymers bleibt hingegen
iiber einen weiten Bereich (bis ca. 2mg) relativ konstant und steigt erst bei héheren
Massen stark an. Der Grund hierfiir ist, dass fiir enge Verteilungen die lokale Kon-

zentration in der Sdule immer héher ist und daher Uberladungseffekte stiirker zur

Geltung kommen (s. Kap. [2.2.3).

DRI-Signal

0,0 T T T T T T T T
4 5 6 7 8 9

Elutionsvolumen (mL)

Abbildung 4.17.: Chromatogramme des breitverteilten Polystyrols abhéngig
von der injizierten Masse. Schon ab 0,43 mg injizierte Masse ist eine Schulter
im Peak und damit eine Abweichung von der eigentlichen Form des Chro-
matogramms zu erkennen. Der PDI (vgl. Abb. dndert sich hier noch
nicht. GPC-Parameter: M,,(PS) = 10kg/mol, PDI(PS)=1,7, analytische
(8 mm x 300 mm) SDV-S&ule, linear S, THF bei 1 mL/min.

Der PDI allein ist allerdings ein eher ungeeignetes Ma# fiir die Uberladung. Ge-
ringe Uberladungen konnen meist sehr gut an Hand einer qualitativen Betrachtung
des Chromatogramms erkannt werden. Es zeigen sich hdufig Schultern oder dhnli-
chen Verzerrungen der Peakform. Kleine Schultern tragen zu den Mittelwerten M,
und M,, und damit zum PDI nur wenig bei. Je nach Kalibrierkurve kann auch eine
Verschiebung des Peaks iiber falsche Molmassen zu einem kaum verinderten PDI
fiihren. Daher sollte neben dem PDI auch immer eine qualitative Chromatogramm-
Betrachtung am besten mittels eines Vergleichs mit einem Chromatogramm bei sehr
niedriger Konzentration erfolgen. Zur Beurteilung der Uberladung geniigen Konzen-
trationsdaten aus z.B. DRI- oder UV-Detektion. Eine chemisch sensitive Detektion
ist dazu nicht erforderlich. Die Nutzung eines DRI- oder UV-Detektors zeitgleich
zur FTIR-Detektion als Referenz ist deshalb sehr empfehlenswert. Um die Verdn-
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derung der Form des Chromatogramms zu verdeutlichen sind die Elugramme des
breitverteilten Polystyrols aus den oben beschriebenen Experimenten in Abb.
aufgetragen. Schon im Chromatogramm bei 0,43 mg injizierter Masse sind Schultern
zu erkennen, obwohl der PDI, ein relatives Maf, noch nicht abweicht.

Nimmt man eine Abweichung von maximal 20 % sowohl fiir den PDI als auch fiir
die Bestimmung des Molekulargewichts in Kauf, so konnte in unseren Experimenten
die Sdule immer um mindestens Faktor 7 — gegeniiber der Herstellerempfehlung von
0,1 mg fiir analytische Sdulen — iiberladen werden.

In der GPC-Kopplung mit Spektroskopie ist oft nicht die Molmasse oder die tat-
sichliche Grofenverteilung das eigentliche Ziel der Messung, da diese durch GPC mit
z.B. Lichtstreu- und DRI-Detektion genauer bestimmt werden konnen. Gekoppelte
Messungen werden durchgefiihrt, um die Verteilung der chemischen Zusammenset-
zung zu bestimmen (vgl. Kap. [5.1.2)). Der Einfluss der injizierten Masse auf solche
Auswertungen von gekoppelten Messungen wurde ebenfalls mit einer Konzentrati-
onsreihe untersucht. Diese werden nach der allgemeinen Vorstellung der Berechnung
der Verteilung der chemischen Zusammensetzung im Kapitel gezeigt. Dort
findet sich auch eine empfohlene Vorgehensweise zur Bestimmung des Uberladungs-

limits bei gekoppelten Messungen mit FTIR-Spektroskopie.

4.5. Evaluierung des QCL Spektrometers

Wie in Kapitel beschrieben, ist fiir die Giite von zeitaufgelsten Messungen das
Signal-zu-Rausch-Verhéltnis dividiert durch die Wurzel der Messzeit (S/thv ) eine
Kenngrofe fiir die Sensitivitdt. Da fiir die Kopplung mit Gelpermeationschroma-
tograhie bestmogliche Sensitivitdt bendtigt wird, wurde untersucht, ob mit einer
starkeren Lichtquelle — einem Quantenkaskadenlaser — im Spektrometer ein besseres
S/N fiir die gekoppelte Methode erhalten werden kann.

Das verwendete EC-QCL-Spektrometer ist ein Testgerit, welches von der Firma
Bruker hergestellt wurde. Der darin verbaute Laser ist eine Spezialanfertigung des
Fraunhofer Instituts IAF.

Alle Messparameter des EC-QCL-Spektrometers wurden beziiglich ihres Einflus-
ses auf das S/Tjtv untersucht. Diese Experimente erfolgten analog zu den Arbeiten am
FTIR-Spektrometer. Die Evaluierung des EC-QCL-Spektrometers wurde unter der
Anleitung des Autors von Sascha Morlock im Rahmen eines ,Vertiefungspraktikums®

wihrend seines Masterstudiums im Fach Chemie durchgefiihrt.[148]
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4.5.1. Aufbau des EC-QCL Spektrometers

Die Besonderheit des Spektrometers ist der Einsatz von zwei pyroelektrischen De-
tektoren aus Lithiumtantalat (LiTaOs). Damit ist es moglich die Laserintensitét
simultan zum Messsignal aufzuzeichnen, wodurch Fluktuationen kompensiert wer-
den koénnen. Im Aufbau, der in Abb. schematisch gezeigt ist (ein Foto findet
sich im Anhang auf S. , ist dafiir ein Strahlteiler aus Cal's notwendig, iiber den
ein Teilstrahl direkt auf den ersten Detektor, den Referenzdetektor, reflektiert wird.
Der Hauptteil des Strahls wird durch die Flusszelle auf einen Spiegel gefiihrt und
von dort auf den Signaldetektor reflektiert. Als Flusszelle kommt die fiir die GPC-
FTIR-Kopplung optimierte Transmissionzelle zum Einsatz (s. Kap. [1.2.3), wobei
ein 100 pm dicker Abstandshalter verwendet wurde. Einen Grofteil des Innenraums

nimmt die Elektronik zur Laseransteuerung und zur Datenaufnahme ein.

2x USB- und Stromanschluss

Netzgerat Steuerungs-
—j elektronik
Steuerungselektronik
| Steuerungs-
elektronik
Platine mit Datenaufnahme
Signal- und-_, . 7
Referenz- . .
detektor
Spiegel—
QCL
Laserlichtquelle
Teflon-
Schlauche
zur GPC Flusszelle Strahlteiler

Abbildung 4.18.: Das Spektrometer mit EC-Quantenkaskadenlaser Licht-
quelle schematisch dargestellt: Der IR-Strahl des EC-QCLs wird mit einem
Strahlteiler aus CaF; geteilt. Der schwichere Teilstrahl wird als Referenz di-
rekt auf einen Detektor gefiihrt. Der Hauptteil des Lichts wird zuerst durch
die Flusszelle und dann iiber einen Spiegel auf einen zweiten Detektor gelei-
tet. Einen Grofsteil des Innenraums im Spektrometer nimmt die Elektronik

zur Ansteuerung und zur Datenaufnahme ein. Ein Foto des Spektromete-
rinnenraums findet sich im Anhang auf S.

Der QCL selbst ist mit einem externen Resonater im sog. Littrow-Aufbau, d.h. mit

einem drehbaren Gitter (¢ = 1/150mm) zur Frequenzselektion, ausgestattet. Das
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Lasermaterial wird auf 22 °C temperiert. Der Laser wird mit 400 kHz gepulst betrie-
ben, wobei die Pulslinge 200 ns betrigt. Damit liegt der Duty Cycle bei 8 %. Fiir
den Lock-In-Verstarker wird das Signal zusatzlich mit 300 Hz moduliert. Der Laser
kann iiber einen Bereich von 300 cm™! zwischen 1090 cm ™! und 1390 cm™! durch-
gestimmt werden. Die Intensitit des Lasersignals ist wellenzahlabhéngig. Um diesen
Sachverhalt zu verdeutlichen ist in Abb. ein am Referenzdetektor aufgenomme-
nes Spektrum gezeigt. Die Datenaufnahme sowie die Gerétesteuerung erfolgen mit
einem von der Firma Bruker entwickelten LabView-Programm. Dariiber lassen sich
die Scangeschwindigkeit, d.h. die Drehgeschwindigkeit des Gitters bis zu 30 cm™! /s,
der Lock-In sowie die Spektrenbreite wihlen. Die gemessenen Datenpunkte werden
von der Software automatisch zu einer Auflésung von 0,2 cm™! interpoliert.

Als Flusszelle kam die Transmissionszelle aus Kap. mit einem 100 pm dicken
Teflon-Spacer und CaFy-Fenstern zum Einsatz. Die ATR-Zellen haben eine zu grofe
Ausdehnung und passen daher nicht in das EC-QCL-Sepktrometer. Fiir ATR-Mes-
sungen mit einem Quantenkaskadenlaser wiren auch viel mehr Reflexionen (> 50)
notig bzw. sinnvoll, um die héhere Strahlungsleistung voll auszunutzen. Die Trans-
missionszelle mit unterschiedlich dicken Abstandshaltern ist daher gut fiir das EC-
QCL-Spektrometer geeignet. Uber einen austauschbaren Widerstand auf der Detek-

torplatine kann zudem die Verstirkung des Signaldetektors reguliert und auf die

Schichtdicke angepasst werden.
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Abbildung 4.19.: Das Spektrum des EC-Quantenkaskadenlasers aufgezeich-
net am Referenzdetektor. Es entspricht im Prinzip einem Einkanalspektrum
des Hintergrunds in der klassischen Infrarotspektroskopie, wird aber immer
zeitgleich mit dem tatséchlichen Spektrum aufgenommen.
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4.5.2. Optimierung der Messparameter

Im Rahmen des Vertiefungsprojekts, wurden die Parameter, die {iber die Software
veranderbar sind, ausfiihrlich evaluiert. Dies sind die Grenzen des Spektralbereichs
sowie die Drehgeschwindigkeit des Gitters (angegeben als Scangeschwindigkeit in
cm™! /s), aukerdem die Lock-In-Zeit.

Gemessen wurden statische Losungen (d.h. ohne Durchfluss in der Messzelle),
entweder reines Wasser oder eine wissrige Polyethylenglycol-Losung (PEG) mit einer
Konzentration von ca. 1g/L, mit unterschiedlichen Spektrometereinstellungen. Es
wurden immer mehrere Spektren (> 20) nacheinander aufgenommen, sodass das
Rauschen definitionsgeméf (s. Kap. in Zeitrichtung bestimmt werden konnte.
Als Signal wurde meist ein PEG-Peak bei ca. 1255 cm™! ausgewertet, sodass S/th\f -
Werte verglichen werden konnten. Spektren fiir PEG in Wasser sind in Abb.
gezeigt.

In den Experimenten wirkte sich die Breite des Spektrums erwartungsgemif linear
auf die Messzeit aus, sodass in einem schmaleren Spektrum ein besseres S/thv erhalten
wird. Bei einer Drehbewegung wire fiir einen schmaleren Bereich eine Abhéngigkeit
der Messzeit von der Anfangswellenzahl denkbar, d.h. dass z.B. ein Spektrum zwi-
schen 1100 cm™! und 1150 cm ™! schneller (oder langsamer) gemessen werden konn-
te als ein gleich breites Spektrum zwischen 1300 cm™! und 1350 ecm ™. Ein solcher
Zusammenhang wurde nicht gefunden. Da der Spektralbereich des EC-QCLs mit
300 ecm™! fiir einen EC-QCL zwar sehr breit, verglichen mit dem FTIR aber sehr
schmal ist, ist eine Beschneidung des Spektralbereichs bei der Kopplung mit GPC
auf Grund des Verlusts an spektraler Information nur in Ausnahmeféllen sinnvoll.
Im Gegensatz zur FTIR Spektroskopie konnte fiir héhere Scangeschwindigkeiten
keine starke Zunahme des Rauschens gemessen werden. Moglicherweise existiert ein
Optimum auferhalb des einstellbaren Bereichs. Fiir zeitaufgeloste Messungen ist
jedenfalls die hochste Scangeschwindigkeit am besten. Das Spektrometer kann bis
zu 30 cm ™! /s messen, fiir ein komplettes Spektrum werden damit ca. 10s benotigt.
Die Lock-In-Zeit fiihrt zu einer Glattung in spektraler Richtung. Wird sie erhoht
erhdlt man ein glatteres Spektrum, auf das Rauschen in Zeitrichtung zeigte sich
ein eher untergeordneter Einfluss. In Zeitrichtung zeigten sich fiir den Scan-Modus
sehr starke Drifts. In sehr langen Messreihen, bei denen reines Wasser mit einer
niedrigen Flussrate durch die Messzelle gepumpt wurde, trat eine Stabilisierung erst
nach ca. 5h ein. In Abbildung sind die Anderungen der Intensitit I(¢) analog
zu Extinktionswerten relativ zu I(¢g) fiir verschiedene Wellenzahlen gegen die Zeit
aufgetragen. Die Frequenzabhingigkeit der Drifts, die auf einen Einfluss durch die

Gitterbewegung im Laser hindeutet, wurde nicht genauer untersucht. Fiir den Be-
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Abbildung 4.20.: Um die Drifts des EC-QCL-Spektrometers im Scan-Modus

zu zeigen, wurde die zeitabhingigen Intensititswerte I(t) als —log (%)

gegen die Zeit ¢t aufgetragen. Nach etwa 5h trat eine stabiler Zustand ein.
Die Frequenzabhéngigkeit, die Ursachen und die Méglichkeiten, diese Drifts
zu beeinflussen oder zu korrigieren, miissen noch untersucht werden. Fiir
den Bereich zwischen 9h und 12,5h wurden Rauschwerte als Standardab-
weichung bestimmt. Diese liegen etwa eine Grofenordnung hoher als beim
FTIR-Spektrometer. Durch hohere Signalintensititen sind die S/N-Werte

(vgl. z.B. Abb. und Kap. aber dhnlich.

reich zwischen 9h und 12,5h wurden die Rauschwerte N als Standardabweichung
bestimmt. Sie liegen etwa eine Grofenordnung iiber den Werten des FTIR-Spek-
trometers (vgl. z.B. Abb. , jedoch erreicht man mit dem QCL-Spektrometer
auch hohere Signalintensititen fiir die Polymere, sodass die S/N-Werte vergleichbar
sind (s. Kap. . In wie weit diese Drifts durch Verédnderungen am Versuchsauf-
bau beeinflusst oder mathematisch korrigiert werden kénnen (vgl. Kap. muss
noch genauer untersucht werden. Ebenso wurde der Finfluss der Schichtdicke in
der Zelle und der Einfluss des Widerstands der Detektorverstirkung bislang nicht

untersucht. 148l

4.5.3. S/N Vergleich mit FTIR, Scan Mode, SW Mode

Das EC-QCL-Spektrometer wurde im Scan-Modus, wobei volle Spektren gemessen
wurden, und im ,single wavelength* (SW) Modus mit dem FTIR-Spektrometer im
ATR-Modus verglichen. Dazu wurden zeitabhingige Messungen durchgefiihrt, die

wie folgt gestaltet wurden um mit einer GPC-Messung vergleichbar zu sein. Zuerst
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wurde reines Losungsmittel in der Zelle vorgelegt, welches wihrend der Messungen
mit einer Spritze durch eine PEG-Lésung mit einer Konzentration von ¢ ~ 1g/L
ersetzt wurde. Nach einer gewissen Zeit wurde wieder reines Losungsmittel einge-
fiillt und so ein GPC-Peak simuliert. Dieses Vorgehen lies sich nicht in allen drei
Messmodi identisch umsetzen, sodass die Zeiten im Ablauf z.T. leicht abwichen.
Ausgewertet wurden nicht die Flanken, die oft unterschiedlich waren, sondern der

Plateauwert des Signals bei 1120 cm ™!,

Spektrometer FTIR EC-QCL EC-QCL

im Scan-Modus im SW-Modus!
bestes S/Tfj im Spektrum 28,75 1/2 49,5571/2 221,551/
5/71] bei 1120 cm™* 14,4571/ 37,7571/2 221,551/

Tabelle 4.5.: Die ermittelten S\//]?V -Werte fiir die beiden Spektrometer FTIR
und EC-QCL im Scan-Modus sowie ,single wavelength“ SW-Modus im Ver-
gleich. Gemessen wurde eine PEG Losung mit ¢ = 1g/L als Signal und
Rauschen zeitabhéingig mit reinem Wasser.

Tabelle stellt die erhaltenen S/Tjtv -Werte fiir die verschiedenen Geréte und Modi
gegeniiber. Zudem wurden die jeweils besten S/Tjtv -Werte aus dem Gesamtspektrum
aufgetragen. Im Falle des SW-Modus gab es kein Spektrum, die gemessene Fre-
quenzlinie bei 1120 cm ™! wurde aber bereits im Vorfeld an Hand des Spektrums aus
dem Scan-Modus so gewahlt, dass ein Sensitivitdtswert nahe des Optimums erhalten

wird.[148]

'Es wurde nur bei 1120 cm ™! gemessen. Nach den Ergebnissen aus dem Scan-Modus zu urteilen
liegt dies nahe am maximalen Wert, ein Optimum bei einer anderen Frequenz ist aber mdoglich.
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In diesem Kapitel sollen mit einigen Beispielen die Anwendungsmdéglichkeiten der
in dieser Promotion neu entwickelten Kopplungsmethode vorgestellt werden. Im
Kapitel werden Anwendungen fiir die GPC mit FTIR-Detektion gezeigt, sowie
die Grenzen dieser Methode beleuchtet. Anschliefsend werden Ergebnisse vorgestellt,
die wihrend eines Auslandsaufenthalts in Wien erhalten wurden. Dort wurden die
Gehalte von verschiedenen Zuckern in Getranken mit LAC und EC-QCL-Detektion
untersucht. Dies war die erstmalige Kopplung von Chromatographie und einem EC-
QCL. Im letzten Kapitel wird eine Kopplung von GPC-FTIR und EC-QCL gezeigt.

Somit kann ein direkter Vergleich zwischen den Methoden gezogen werden.

5.1. GPC-FTIR

Bei der Entwicklung der GPC-FTIR-Kopplung wurde versucht einen chemisch sen-
sitiven Detektor zu entwerfen, der moglichst universell und online anwendbar ist.
Im Prinzip kann damit jedes Polymer in jedem beliebigen Losungsmittel nach der
GPC-Auftrennung nicht nur detektiert, sondern auch quantifiziert und gleichzei-
tig identifiziert werden. Diese drei Einsatzbereiche sollen in den folgenden Kapiteln
beleuchtet werden. Zuerst wird an der Mischung eines PS-PMMA-Blends die Sub-
stanzidentifikation demonstriert (s. Kap. [p.1.1). Anschliefend wird an einem PS-
PMMA-Copolymer gezeigt, wie die Anteile quantifiziert werden und die Verteilung
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5. Exemplarische Anwendungen

der chemischen Zusammensetzung berechnet werden kann. In bestimmten Fillen ist
der TIMO-Detektor auch fiir die reine Detektion niitzlich. Liegt ein sog. isorefrak-
tives Polymer-Losungsmittel-Paar vor so versagen DRI- und Lichtstreudetektor, ist
das Polymer zusétzlich UV-inaktiv kann nur der TIMO-Detektor genutzt werden (s.
Kap. (.1.3).

Anschliefiend sollen die Grenzen der Kopplungsmethode beleuchtet werden. In
Kap. werden Messungen von PEG in THF und PS in Toluol als Beispiele
fiir Polymer-Losungsmittel-Kombinationen gezeigt, die ein sehr dhnliches Infrarot-
spektrum haben, also schwierig zu unterscheiden sind. Trotz der Limitierung der
Selektivitdt konnte fiir alle Beispiele eine Frequenzlinie gefunden werden, mit der
das gewiinschte Polymer identifiziert und quantitativ detektiert werden kann. Das
grofsere Problem der Methode ist die Sensitivitdt. Um auch hier die Grenze zu be-
leuchten wird eine Konzentrationsreihe von Butadienen gezeigt. Diese sind wegen
ihres geringes Dipolmoment und der daraus resultierenden geringen Peakintensi-
tit nur schwer detektierbar. Nahe der Uberladungsgrenze kénnen jedoch auch diese

nachgewiesen werden.!'4l

5.1.1. Substanzidentifikation

Infrarotspektroskopie wird in vielen Féllen zur Identifikation von Substanzen ein-
gesetzt. Durch die sehr charakteristische Kombination und Uberlappung von vielen
Peaks im Fingerprintbereich kdnnen fast alle chemischen Substanzen an Hand ihres
Infrarotspektrums eindeutig identifiziert werden. Da die Zuordnung der einzelnen
Peaks zu den entsprechenden Schwingungen sehr komplex und meist nur mit Quan-
tenmechanischen Rechnungen durchfiihrbar ist, werden bevorzugt Vergleiche mit
Bibliotheksspektren vorgenommen.

Im Allgemeinen ist es nicht notig ein detailreiches Spektrum auch aus der mit
GPC gekoppelten Messung zu erhalten. Wird ein solches Spektrum benétigt kann
sinnvoller im Bulk oder hoch konzentrierten Losungen gemessen oder die Probe sogar
fraktioniert werden. In der gekoppelten Messung geniigt es, wenn die Komponenten
iiber das Spektrum eindeutig zugeordnet werden konnen. Die Einfliisse durch die
Losungsmittelunterdriickung (s. Kap. und das schlechtere Signal-zu-Rausch-
Verhiltnis konnen daher akzeptiert werden. Nichtsdestotrotz werden Spektren erhal-
ten, die gut genug sind, um auch unbekannte Komponenten bestimmen zu kénnen.
Der Aufbau einer entsprechenden Spektrenbibliothek ist fiir die Zukunft denkbar.

Um das generelle Vorgehen bei der TIMO-GPC-Detektion zu demonstrieren, wur-
de ein PS-PMMA-Blend (M, (PS) = 8900 g/mol, PDI(PS) = 1,03, M, (PMMA) =
90,6 kg/mol, PDI(PMMA) = 1,04) analysiert. Die gleiche Polymermischung wurde
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[47) untersucht und das Ergebnis ist auch in [137] verdf-

bereits in der Diplomarbeit
fentlicht. Das Experiment hier wurde so durchgefiihrt, dass die Ergebnisse verglichen
werden konnen und daran die Entwicklung der Methode abgelesen werden kann. Von
dem genannten Blend wurde 1 mg auf eine semipréiparative (20 mm x 300 mm) SDV
Séule vom Typ linear M (PSS Polymer Standards Service GmbH, Mainz) injiziert
und dort in THF bei 1 mL/min getrennt. Die injizierte Masse liegt damit deutlich
unter dem Uberladungslimit. Die im TIMO-Detektor mit der 6-fach ATR-Zelle mit
170 pL Totvolumen gemessenen Daten sind als Konturplot in Abb. gezeigt. Aus
diesen Daten lassen sich Chromatogramme fiir die beiden Komponenten extrahieren,
die z.T. in den Konturplot integriert wurden. Fiir das Polystyrol ist bei 700 cm ™!
die Phenylschwingung sehr charakteristisch, PMMA hingegen wird am besten bei
1735 cm™! an Hand der Carbonylschwingung detektiert. Auch weitere charakteristi-
sche Chromatogramme lassen sich entnehmen und damit die Peaks des DRI-Signals,
welches als Referenz ebenfalls gezeigt ist, eindeutig zuordnen. Alleine aus den DRI-
Daten ist eine Zuordnung der Peaks nicht moglich. Zu beachten ist ferner, dass die
Chromatogramme aufser der Rauschreduzierung der TIMO-Software keine weitere
Glattung erfahren haben und dennoch ein sehr niedriges Rauschlevel im Bereich
1 x 107° aufweisen.

Dem gezeigten Konturplot kénnen prinzipiell auch Infrarotspektren entnommen
werden. In Abb. sind die Schnitte bzw. Spektren am jeweiligen chromatogra-
phischen Peakmaximum der Messung gezeigt. In den Spektren konnen auch die
in Kap. aufgezihlten storenden Einfliisse erkannt werden: COs-Signale, nega-
tive Losungsmittelpeaks und ein erhohtes Rauschlevel bei hoheren Wellenzahlen.
Trotzdem geniigt die Qualitdt zur eindeutigen Identifizierung. Zum Vergleich sind
in Abb. ATR-Spektren der pulverférmigen Feststoffe gezeigt. Diese wurden auf
einer MIRacle ATR-Einheit mit einem Diamant-Kristall fiir eine interen Reflexion
von der Firma PIKE Technologies (Madison, WI; USA) gemessen.
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Konturplot des Chromatogramms
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Abbildung 5.1.: Die GPC-Trennung (semipréiparative linear M Siule, THF bei 1 mL/min) ei-
ner Mischung aus 0,5mg PS (M, = 8900g/mol, PDI = 1,03) und 0,5mg PMMA (M, =
90,6 kg/mol, PDI = 1,04) wurde mit dem TIMO-Detektor (6-fach ATR-Zelle mit 170 uL) auf-
gezeichnet und die zweidimensionalen Daten als Konturplot dargestellt. Die injizierte Masse
liegt in diesem Fall unterhalb der Uberladungsgrenze, durch das extrem niedrige Rauschlevel
im Bereich von 1 x 107° wurden dennoch ausreichende S/N-Werte erreicht. Fiir die beiden
Komponenten lassen sich spezifische Chromatogramme aus den Daten extrahieren (z.B. bei
700 cm™!, 1150 ecm ™! und 1735 cm™!), mit denen die Peaks des DRI-Detektors den Kompo-
nenten zugeordnet werden kdnne. Spektren konnen analog als Schnitte in Frequenzrichtung an
den chromatographischen Peakmaxima entnommen werden, sie sind in Abb. gezeigt. Eine
sehr dhnliche Messung wurde in der Diplomarbeit!*”! durchgefiihrt und auch in [137] vorgestellt.
Ein Vergleich zeigt den Fortschritt der Methodenentwicklung.
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Abbildung 5.2.: Aus einem 2D-Chromatogramm (Abb. lassen sich als Schnitte an den chro-
matographischen Peakmaxima Spektren entnehmen, die auf verschiedene Arten von der Lo-
sungsmittelunterdriickung beeinflusst werden (s. Kap. [£.3.4)). Sie haben ausreichende Qualitét
um damit {iber einen Vergleich mit ATR-Feststoff-Spektren das jeweilige Polymere eindeutig
zu identifizieren. GPC-Trennung: 0,5 mg PS (M,, = 8900 g/mol, PDI = 1,03) und 0,5 mg PM-
MA (M, = 90,6kg/mol, PDI = 1,04) auf einer semipréparative linear M Séule mit THF bei
1mL/min. TIMO-Detektor: 6-fach ATR-Zelle mit 170 pL.
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5.1.2. Verteilung der chemischen Zusammensetzung

Die reine Identifizierung (vgl. Kap. von GPC-Peaks kann auch sehr gut mit der
offline GPC-IR-Kopplung (s. Kap. durchgefiihrt werden, die oft detailreichere
Spektren liefert. Im Feststoff ist allerdings die Quantifizierung nicht moglich. Mit
dem TIMO-Detektor wird in Losung gemessen, was eine Quantifizierung erlaubt.
Eine Alternative ist nur das Multi-Detektor-Verfahren. Dabei wird das unterschied-
liche Ansprechverhalten von Konzentrationsdetektoren auf verschiedene Polymere
genutzt, um auf das Verhiltnis zu schlieken.*%1%] Diese Auswertungmethode ist
als ,,Copolymer-Modul“ z.B. in die WinGPC-Software der PSS GmbH implemen-
tiert. Dabei ist fiir jede Komponente ein zusdtzlicher Detektor notig. Das FTIR-
Spektrometer zeichnet fiir jede Frequenz ein Chromatogramm auf und entspricht
daher im Prinzip sehr vielen gleichzeitig eingesetzten Konzentrationsdetektoren. In
den meisten Féllen findet man fiir jede Komponente eine spezifische Wellenzahl,
theoretisch geniigt bei einer Auswertung wie beim Multi-Detektor-Verfahren auch
eine unspezifische Wellenzahl, bei der Peaks oder deren Schultern von mehreren
Komponenten auftreten.

Um diese spezifischen Frequenzlinien fiir Copolymere oder Blends zu quantifi-
zieren miissen sie kalibriert werden, da die Intensitdt vom Extinktionskoeffizienten
abhingt, der nicht vorhergesagt werden kann. Dazu ist entweder eine Konzentrati-
onsreihe der einzelnen Komponenten der Probe notig oder man kennt die Gesamtzu-
sammensetzung der Probe. Diese kann beispielsweise {iber NMR-Spektroskopie be-
stimmt werden. Das Integral des chromatographischen Peaks auf einer Frequenzlinie
bei einer charakteristischen Wellenzahl entspricht der Gesamtmenge der zugehdrigen
Komponente und so kann kalibriert werden. Aus den so gewichteten Frequenzlini-
en kann der Anteil der Komponenten als Massen- oder molarer Anteil abhingig
vom Elutionsvolumen berechnet werden. Dies nennt man Verteilung der chemischen
Zusammensetzung.

Es wurden 2,2 mg eines PS-PMMA-Blockcopolymers (M, = 20,5 kg/mol, PDI =
1,14), welches eine Verteilung der Zusammensetzung zeigt, auf einer linear S SDV-
Saule (PSS GmbH, Mainz) in THF bei einem Fluss von 1mL/min getrennt und
mit TIMO-Detektion aufgezeichnet. Zur Auswertung wurden die Frequenzlinien bei
700 cm~?! fiir PS und 1735 cm™! fiir PMMA herangezogen. Die Chromatogramme
wurden gegléttet, ihr Integral auf die vom Hersteller angegebene Zusammensetzung
kalibriert und daraus die Verteilung der chemischen Zusammensetzung als Massen-
anteil berechnet. Die gewichteten Chromatogramme sowie die Kurven zur elutions-
volumenabhéngigen Zusammensetzung sind in Abb. gezeigt. An den Peakflanken

des Chromatogramms trigt vor allem Rauschen zum berechneten Wert bei, das da-
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Abbildung 5.3.: Die Chromatogramme aus der TIMO-Detektion wurden fiir die beiden
Komponenten auf die Gesamtzusammensetzung (z.B. iiber 'H-NMR bestimmt) kali-
briert. Alternativ ist eine Kalibrierung auch iiber eine Konzentrationsreihe mit Homo-
polymeren moglich. Aus den Kalibrierten Chromatogrammen kann der Massenanteil
(oder molare Anteil) der Komponenten als ,Verteilung der chemischen Zusammen-
setzung* gegen das Elutionsvolumen aufgetragen werden. In Bereichen mit geringer
Signalintensitit (< 5% des Peakmaximums) ist eine Auswertung und Interpretation
nicht sinnvoll, daher sind diese gegraut dargestellt.

bei stark verstirkt wird. Die Bereiche mit einer Peakhohe unter ca. 5% haben daher
keine Aussagekraft und sind in der Abbildung grau unterlegt.

Das Ergebnis deutet darauf hin, dass im ersten Schritt dieser anionischen Synthese
ein PS-Block entstand, der eine recht enge Molekulargewichtsverteilung aufwies. Im
zweiten Syntheseschritt, bei der Addition von Methylmethacrylat, wurden kontinu-
ierlich Ketten terminiert, sodass kleine Molekiile mit hohem PS-Anteil entstanden
und groke Molekiile mit hohem PMMA-Anteil. Solche Aussagen und detaillierte
Riickschliisse auf die Synthese sind mit anderen Analysemethoden nur schwer zu-

ginglich.

Uberladung bei Bestimmung der chemischen Zusammensetzung

Um ein ausreichendes Signal-zu-Rausch-Verhiltnis bei der Bestimmung der molmas-
senabhingigen chemischen Zusammensetzung zu erhalten liegt es nahe, die Sdule
zu iiberladen und eine schlechtere Trennung in Kauf zu nehmen. Wenn die Uber-
ladungseffekte (s. Kap. aber auch die Bestimmung der Verteilung der che-
mischen Zusammensetzung verhindern, ist dieses Vorgehen unsinnig. Wie auch im

Kapitel ist in diesem Fall der Einfluss der Uberladung sehr stark vom Charak-
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ter der Probe abhéngig, sodass das folgende, veranschaulichende Beispiel nicht als
Allgemeinfall betrachtet werden kann. Mit dem Ziel die Verdnderung der Messkurve
zur Verteilung der chemischen Zusammensetzung darzustellen wurde eine Konzen-
trationsreihe der oben gezeigten Probe gemessen. Die Chromatogramme sowie die
Kurven zur Verteilung der chemischen Zusammensetzung sind in Abb. aufge-
tragen. Bei zu niedrigen Signalintensitaten (< ca. 5% des Peakmaximums) ist die
Berechnung des Anteils der Komponenten nicht sinnvoll, daher sind diese Bereiche
in der Grafik grau unterlegt. Ein Vergleich der Messungen zeigt, dass mit zuneh-
mender Masse die Peaks immer breiter werden. Damit vergrofert sich auch der
auswertbare Bereich. Zuséatzlich werden die Kurven, die den PS- bzw. PMMA-An-
teil wiedergeben, kontinuierlich flacher. Beispielsweise wird fiir den PMMA-Anteil
bei einer injizierten Masse von 2,2mg ein Verdnderung von ca. 70 % bei hohen Mo-
lekulargewichten bis zu ca. 30 % am niedermolekularen Ende des Peaks gemessen.
In der iiberladenen Messung mit 50 mg verlduft die Kurve nur noch zwischen 60 %
und 50 %. Im Extremfall einer noch gréferen Uberladung, ist keine Anderung in der
Zusammensetzung mehr bestimmbar. Ein derart gemessenes Verhéltnis entspriche
dem Ergebnis einer Messung der Probe ohne vorherige Auftrennung in der GPC.
Folglich wird der Vorteil einer gekoppelten Messung — die korrelierte Information
iiber Chemie und Molekulargewicht — mit zu groker Uberladung zunichte gemacht.
Aus diesem Grund ist eine groke Uberladung der Sdule nur mit Bedacht und Kennt-
nis der Probe durchzufiihren. Wenn ohne groe Uberladung kein ausreichendes S/N
erhalten wird muss abgeschétzt werden, ob die gekoppelte Messung gegeniiber der
getrennten Messung von GPC und Spektroskopie noch einen Informationsgewinn
liefert.

Fiir die Praxis ldsst sich daraus folgende Empfehlung zum Vorgehen ableiten. Die
Probe wird mit einer Konzentration, die fiir sehr schmale Proben (PDI zwischen 1,0
und 1,1, normalerweise aus anionischer Polymerisation) die Empfehlung des Séulen-
herstellers nicht wesentlich {ibersteigt gemessen. Fiir breitere Proben kann, abhéngig
vom PDI, eine hohere Konzentration gewéhlt werden (bei der Probe mit PDI = 1,7
z.B. um den Faktor 2). Resultiert aus dieser FTIR-Messung ein Chromatogramm
mit ausreichendem S/N so vergleicht man sicherheitshalber die Peakform aus dem
DRI-Referenzdetektor mit einer davor oder danach aufgenommenen Messung bei
niedriger Konzentration. Diese sollte auf einer Saule des selben Typs gemessen wer-
den. Unter Beriicksichtung der Verdnderungen (s. Kap. kann durch eine héhe-
re Flussrate bei der Referenzmessung Zeit gespart werden. Messungen auf anderen
GPC-Anlagen mit anderen Saulen unterliegen zu vielen beeinflussenden Faktoren,

sodass diese nicht verglichen werden kénnen. Der Einfluss der Kalibrierung verbie-
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tet zudem den Vergleich der Molekulargewichtsverteilung anstatt der Rohdaten oder

Elugramme. Ist die Sensitivitdt der Messung nicht ausreichend, wird die injizierte

Masse schrittweise erhoht bis ein zufriedenstellender Kompromiss aus Sensitivitat

und Uberladungseffekten gefunden wird.
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Abbildung 5.4.: Mit einer Konzentrationsreihe wurde der Einfluss der Sduleniiberladung auf die
berechnete Messkurve der Verteilung der chemischen Zusammensetzung verdeutlicht. Gemessen
wurde ein PS-PMMA-Blockcopolymer (M,, = 20,5g/mol, PDI = 1,14) auf einer semiprépara-
tiven (20 mm x 300 mm) liner S SDV-Siule in THF bei 1 mL/min. Bei hohen injizierten Massen
flacht die Kurve der Massen-Anteile ab. Im Extremfall zu hoher injizierter Masse ist kein Unter-
schied mehr in der Verteilung zu bestimmen, eine Messung im Bulk ist dann vorzuziehen. Aus
dieser Reihe wurde die Messung von 2,2 mg der Probe als optimal betrachtet, da sie ausreichende

Sensitivitit mit wenig Uberladungseffekten vereint.
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5.1.3. lIsorefraktive GPC-Proben

Isorefractive GPC-Proben sind Polymere, die den gleichen Brechungsindex haben
wie das Losungsmittel der GPC. Solche Kombinationen sind zwar eher selten, stellen
beziiglich der Detektion aber ein groftes Problem dar. Ist Z—Z ~ 0 so liefert nicht
nur der Brechungsindexdetektor kein Signal, sondern auch der Lichtstreudetektor
ist fiir solche Proben blind. Zeigt das Polymer auch keine Absorptionen im UV-
VIS-Bereich so ist nicht nur der UV-Detektor unbrauchbar auch die Signale des
Viskositatsdetektors lassen sich ohne Konzentrationsdetektor nicht mehr auswerten.
Ein Beispiel ist Polydimethylsiloxan (PDMS) in THF. Normalerweise wird dieses in
Toluol getrennt, damit es auch detektiert werden kann. Der Lésungsmittelwechsel
einer GPC-Anlage ist aufwindig und belastet zudem das Saulenmaterial.

Der TIMO-Detektor kann auch solche isorefraktiven Proben detektieren. Folgende
Messung zeigt dies. Eine Probe die als Polyisopren-b-Polydimethylsiloxan-Copoly-
mer in einer sequentiellen anionischen Polimersitationsreaktion synthetisiert worden
war, wurde in THF bei 1 mL/min auf einer semipriaparativen (20 mm x 300 mm) li-
near S SDV-Siule getrennt und mit dem FTIR-Spektrometer detektiert. Es wurden
4,5mg injiziert. Das genaue Uberladungslimit wurde nicht ermittelt, da die resul-
tierende chromatographische Auflésung in diesem Fall aussagekriftig genug war. Zu
erwahnen ist noch, dass diese Messung eine der wenigen erfolgreichen Messungen mit
der Transmissionzelle bei 12 pm Schichtdicke im FTIR-Spektrometer war. Abb.
zeigt die erhaltenen Chromatogramme fiir PDMS bei 1260 cm ™! und fiir Polyisopren
(PI) bei 1377 cm™!. Zu erkennen ist erstens, dass das DRI-Signal nur mit dem PI-
Signal iiberlappt, PDMS wird tatséchlich nicht registriert, weil es isorefraktiv ist.
Zweites handelt es sich bei der Probe nicht wie gedacht um ein Copolymer, son-
dern um ein Blend. Die Frage, warum bei der Herstellung die PI-Molekiile vorzeitig
terminiert wurden und keine Blockcopolymere entstanden und warum das eingesetz-
te Hexamethylcyclotrisiloxan dennoch polimerisierte, geht {iber den Rahmen dieser
Arbeit hinaus. Bemerkenswert ist jedoch, dass die PI-b-PDMS-Copolymere nicht
(oder nur mit sehr viel hoherem Aufwand) auf andere Weise analysiert werden konn-
te. Weitere TIMO-GPC-Messungen von PI-b-PDMS-Copolymeren, die ebenfalls im
Rahmen dieser Arbeit durchgefithrt wurden, sowie quantifizierende Auswertungen
finden sich in der Dissertation von Frau Dr. Kathrin Reinheimer, Kapitel 8.5.1.[151]

Polymilchséure (PLA) in Chloroform gilt ebenfalls als isorefraktives Polymer-
Losungsmittelpaar und wurde ebenfalls wihrend der Promotion mit der neuartigen
GPC-FTIR-Kopplung untersucht. Das Brechungsindexinkrement fli—’; ist in diesem
Fall so nahe bei Null, dass im DRI nur stark verrauschte Chromatogramme erhalten

werden. Da es sich mit dem UV-Detektor nachweisen ldsst, ist es kein so plakatives
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Beispiel wie PDMS in THF. Die Ergebnisse der erfolgreichen TIMO-Detektion dieser
Proben finden sich in der Dissertation von Frau Dr. Alicia Malek-Luz [152] und in
[153].

0,0004
— DRI
........ PDMS, 1260 cm ™
-1
0.0003 4 L Pl, 1377 cm

0,0002

Extinction

0,0001 A

Elutionsvolumen (mL)

Abbildung 5.5.: Polydimethylsiloxan (PDMS) ist isorefraktiv zum Losemittel
THF und kann daher im DRI-Detektor nicht nachgewiesen werden. Auch
der UV-Detektor (nicht gezeigt) misst kein Signal. Nur mit TIMO-Detektion
konnte auf einfache Art nachgewiesen werden, dass es sich bei dieser PI-
PDMS-Kombination um ein Blend und nicht um ein Copolymer handelt.

5.1.4. Selektivitatslimit

Wenn die Banden von Losungsmittel und Polymer iiberlappen, so verschlechtert
sich — wie in Kap. erklart — auf den entsprechenden Frequenzen die Sensitivi-
tét. Die Signale konnen sich bei vollstindiger Uberlappung auch komplett aufheben.
Ist das Infrarotspektrum des Polymers sehr &hnlich zum Infrarotspektrum des ver-
wendeten GPC-Losungsmittels so kann es schwierig werden fiir die Detektion eine
Frequenzlinie mit ausreichendem Signal-zu-Rausch-Verhéltnis zu finden. Von den
fiir die GPC-Analytik relevanten Polymer-Losungsmittel-Paaren sind dies vor allem
Polystyrol in Toluol sowie Polyethylenglycol und Polytetrahydrofuran (Polytetra-
methylenetherglykol, PTMEG) in THF.

Um diese Limitiertung der Methode genauer zu beleuchten wurde 1 mg eins PEG-
Kalibrierstandards (M, = 2010 g/mol, PDI = 1,09) auf der semipréparativen line-
ar S Saule getrennt und mit dem TIMO-Detektor analysiert. In Abb. sind die
Frequenzlinien bei 1115 em™!, 1297 em ™!, 1241 ecm ™! und 1348 cm ™! als Chromato-
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gramme aufgetragen. Alle vier haben ein ausreichendes Signal-zu-Rausch-Verhiltnis
zur Detektion von PEG in THF.

PEG 2k in THF
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——1115cm®
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------ 1241 cm™ (-0.0002)

----- 1348 cm™ (-0.0003)
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Abbildung 5.6.: Polyethylenglycol (PEG) hat ein &hnliches Spektrum wie das
Losemittel THF. Es stehen daher zur Unterscheidung der beiden und zur
selektiven Bestimmung von PEG nur wenige Frequenzlinien zur Auswahl.
Die aufgetragenen Chromatogramme zeigen jedoch, dass ein Nachweis mit
ausreichender Sensitivitdt moglich ist. GPC-Parameter: 1 mg injizierte Mas-
se, M,,(PEG) = 2010g/mol, PDI(PEG) = 1,09, semipréparative linear S
SDV-Saule, THF bei 1 mL/min.

Der Nachweis von PS in Toluol war tatséchlich schwieriger, aber dennoch moglich.
Von einer PS-Probe (M, = 3460 g/mol, PDI = 1,06) wurden 0,2 mg auf einer ana-
lytischen Saule (SDV, 5pm Partikelgrofe und 50 A Porengrofe) bei einer Flussrate
von 0,16 mL/min getrennt. Die Phenylschwingung bei 700 cm™! die in anderen Lo-
semitteln sehr gut zum Nachweis von Polystyrol genutzt werden kann, ist hier stark
verrauscht. Dennoch erreicht z.B. der Peak bei 760 cm™! ein S/N > 3, also iiber
dem LOD. PS ist bei 1450 cm ™! auch in Toluol unter den oben genannten Messbe-
dingungen (keine Uberladung) quantifizierbar. Abb. zeigt die Chromatogramme
der drei Frequenzlinien und das DRI-Signal als Vergleich.

Auch die letzte der drei Kombinationen, PTMEG in THF, lisst sich mit TIMO-
Detektion bestimmen. Dies wurde bereits in [154] und [155] gezeigt und soll hier

nicht noch einmal vorgestellt werden.
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Abbildung 5.7.: Polystyrol und das Losungsmittel Toluol haben wie PEG und
THEF (s. Abb. ein sehr dhnliches Spektrum. Ein Nachweis war qualitativ
bei 760 cm~! und quantitativ (d.h. S/N > 10) bei 1450 cm ™! moglich. Die
sonst gerne zum Nachweis von PS genutzte Phenylschwingung bei 700 cm ™!
zeigte jedoch einen zu grofen Einfluss vom Lsemittel und war daher zu ver-
rauscht. GPC-Parameter: 0,2mg injizierte Masse, M,,(PS) = 3460 g/mol,
PDI(PS) = 1,06, analytische SDV-Séule mit 5pm Partikelgrofe und 50 A
Porengrofe, THF bei 0,16 mL/min.

5.1.5. Sensitivitatslimit

Die im Folgenden beschriebenen Messungen wurden von Frau Dr. Jennifer Kiibel
durchgefiihrt und ausgewertet.

Neben den im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen Grenzen der Methode
bei sehr dhnlichen Spektren von Losungsmittel und Probe hat die TIMO-GPC-De-
tektion eine zweite Limitierung: die Sensitivitdt. Um das Ausmaf dieser Begrenzung
zu untersuchen wurde nach einem Polymer mit sehr kleinen Peaks gesucht. Kleine
Peaks finden sich bei Polymeren mit nur geringen Dipolmomenten. Ein bei Raum-
temperatur mit GPC in THF trennbares Beispiel sind Polybutadiene (PB). Diese
enthalten je nach Herstellungsverfahren unterschiedliche Anteile der folgenden Kon-
stitutions- und Konfigurationsisomere: cis-1,4-PB, trans-1,4-PB und 1,2-PB. Diese
sind chemisch sehr dhnlich und besitzen daher auch ein sehr dhnliche Infrarotspek-
trum. Als Herausforderung mit praktischer Relevanz wurde die Detektion von cis-
1,4-PB an Hand eines spezifischen Peaks betrachtet. Dieses Isomer ldsst sich mit
seiner Absorption bei 735 cm~! von den anderen Unterscheiden.

Das Detektionslimit wurde mittels einer Konzentrationsreihe, fiir die ein 1,4-PB

mit 97,5 % cis-Konfiguration bei verschiedenen Konzentrationen mit der GPC in

103



5. Exemplarische Anwendungen

THF (semipréparative linear M S&ule bei Flussrate 1 mL/min) aufgetrennt wurde,
ermittelt. Die erhaltenen S/N-Werte sind in Abb. aufgetragen und werden dort
mit einer PS-Probe verglichen. Das LOD liegt mit 1,8 mg zwar sehr hoch, ist aber
klein genug, sodass keine zu starken Uberladungseffekte auftreten. Das Quantifizie-
ren des cis-Anteils in einer mit geringerem cis-PB-Anteil ist ohne starke Uberladung
der Saule nicht moglich und sollte bevorzugt im Feststoff, d.h ohne Molmassenab-

hangigkeit, erfolgen.

Sensitivitatsvergleich fir PS und cis-PB
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Abbildung 5.8.: Die S/N-Werte fiir Polystyrol bei 700 cm~! und fiir cis-
Polybutadien wurden gegen die injizierte Masse aufgetragen. Polybutadien
wurde spezifisch fiir die cis-Konfiguration bei 735 cm~! analysiert. Die Si-
gnalhohen iiberstiegen das Detektionslimit auch ohne Uberladung der Siule,
sodass ein Nachweis moglich ist.

5.2. Adsorptionschromatographie mit QCL-
Detektion

In einem dreimonatigen Projekt wurde in der Arbeitsgruppe Lendl an der TU Wien
erstmalig versucht eine EC-QCL-Detektion an einer HPLC-Anlage zu verwirklichen.
Die Experimente wurden so gestaltet, dass sie mit den Arbeiten in Ref. [133], wel-
che mit einem FTIR-Spektrometer durchgefiihrt wurden, verglichen werden kénnen.
Daher wurde eine LAC-Trennung verschiedener Limonaden zur Bestimmung der
Zuckergehalte vorgenommen. Dabei kam eine 7,8 mm x 300 mm Siule mit einem als

,RCM-Monosaccharide Ca®" (8 %) bezeichneten Trennmaterial der Firma Pheno-
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menez (Torrance, USA) bei 80 °C zum Einsatz. Als Losungsmittel wurde Wasser bei
einer Flussrate von 0,6 mL/min verwendet.

Zur Detektion wurde ein QCL der Firma Daylight Solutions (USA) genutzt, der
bereits in einem Detektionssystem verbaut war und zuvor fiir die Messung von Glu-
cose und anderen Stoffen in Blut genutzt wurde. Das Gerdt wurde von Dr. Markus
Brandstetter entwickelt und ist in [87, 156, 157| genauer beschrieben. Fiir die Blut-
untersuchungen wurde die Messzelle aus CaFy-Fenstern (Schichtdicke 165 pm) mit
einer Option zur automatisierten Reinigung und Spiilung mit verschiedenen Losun-
gen ausgestattet. Da aus der Chromatographie keine Verunreinigungen zu erwarten
sind, wurde die LAC-Saule direkt mit der Flusszelle verbunden und deren Ausgang
mit dem Referenz-DRI-Detektor. Weitere Verdnderungen wurden am QCL-System

fiir die Kopplung nicht vorgenommen.

accharose
Glucose

Abbildung 5.9.: Aus einer LAC-Trennung von Saccharose, Glucose und Fruc-
tose mit EC-QCL-Detektion erhélt man ein zweidimensionales Chromato-
gramm, das hier als Wasserfallplot dargestellt ist. Man erkennt eine saubere
Basislinientrennung der chromatographischen Peaks, die iiber ihr Profil in
Frequenzrichtung spektroskopisch identifiziert werden kénnen.

Der EC-QC-Laser wurde mit einer Pulsfrequenz von 100 kHz und 500 ns Pulsliange
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betrieben. Das entspricht einem Duty Cycle von 5 %. Der druchstimmbare Bereich
war ca. 1030 cm ™! bis 1230 cm ™! mit einer maximalen Intensitéit bei ca. 1180 cm™!.
Dort betrug die Maximalleistung eines Pulses 350 mW. Als Detektor kam in diesem
System ein Peltier-gekiihlter MCT-Detektor (—58°C, D* = 4 x 10%cm+v/Hz/W) zum
Einsatz. Damit konnte fiir den ,gingle wavelength“-Modus (SW), bei dem die Fre-
quenz nicht gedndert wird, eine Zeitauflosung von 4/s erreicht werden. Im Scan-
Modus dauerte die Messung eines Spektrums ca. 7s.

Um einen generellen Eindruck zu geben ist in Abb. ein Wasserfall-Plot, ei-
nes EC-QCL-Chromatogramms gezeigt. Fiir die gezeigte Messung wurde von den
Zuckern Glucose, Fructose und Saccharose jeweils ca. 2mg injiziert. Man beachte
dabei, dass LAC-Saulen generell grofere Substanzmengen trennen kénnen als GPC-
Sdulen und das Uberladungslimit folglich wesentlich hoher liegt.

Mit dem oben beschriebenen Setup wurden Kalibrierlosungen fiir Saccharose, Glu-
cose und Fructose gemessen und daraus eine Kalibriergerade erstellt. Mit dieser Ka-
librierung wurden anschliefend die Zuckergehalte in drei verschiedenen Limonaden
sowie in einem regionalen Birnensiifwein bestimmt. Die Ergebnisse wurden in [134]
verOffentlicht. Im Folgenden sollen nur die fiir die Methodenentwicklung relevanten

Aspekte der Arbeiten beschrieben werden.

5.2.1. Quantifizierung

In [134] wird die Gesamtmethode der HPLC mit EC-QCL-Detektion an Hand der
Standardabweichung beurteilt und mit Ergebnissen eines FTIR-Spektrometers aus
[133] verglichen. Der Wert fiir die Standardabweichung der Methode wird auch stark
von der Leistung der Chromatographie beeinflusst. Daher soll hier eine Messung
nochmals gezeigt und in Hinblick auf das S/N betrachtet werden, da dies fiir den
Einsatz eines QCLs als Chromatographiedetektor relevant ist.

Bei der Messung handelt es sich um eine der Kalibrierlosungen. Die injizierten
Massen betrugen 0,398 mg fiir Saccharose, 1,36 mg fiir Glucose und 0,843 mg fiir
Fructose. In dieser genannten Reihenfolge eluieren die verschiedenen Zucker von
der Sdule. Die Chromatogramme sind in Abb. gezeigt. Dabei wurden die Fre-
quenzlinien bei 1080 cm ™! sowohl im SW-Modus als auch aus dem Scan-Modus den
DRI-Daten gegeniibergestellt. Da keine standardisierte Methode zur Wellenzahlka-
librierung des EC-QCLs existiert, konnen die tatsichlichen Frequenzen geringfiigig
abweichen. Die Chromatogramme sind auf das Peakmaximum von Glucose nor-
miert und versetzt aufgetragen. In der Detailansicht sind deutlich die verschiedenen
Rauschlevel sowie auch die unterschiedliche Zeitauflésung zu erkennen.

Aus einem Rauschwert, der als die Standardabweichung zwischen 0 min und 9 min
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Abbildung 5.10.: Die Ergebnisse zweier LAC-EC-QCL-Messungen sind hier
in Form von QCL-Chromatogrammen bei 1080 cm™! im Scan- und SW-
Modus neben dem DRI-Chromatogramm dargestellt. Es handelt sich um
eine Kalibrierlésung mit 0,398 mg Saccharose, 1,36 mg Glucose und 0,843 mg
Fructose im Injektvolumen von 20 L. Die Chromatogramme sind auf das
Peakmaximum des Glucosepeaks normiert, sodass die Sensitivitit an Hand
der Rauschlevel verglichen werden kann. Die unterschiedliche Zeitauflosung
der Messmodi ist ebenfalls zu erkennen. Die aus dieser Messung bestimmten
Detektionslimits werde in Tab. [5.1]aufgelistet und mit FTIR-Messungen aus
der Literatur verglichen.

Elutionszeit bestimmt wurde, und der Peakhthe von Glucose in dieser Messung be-
rechnen sich folgende Werte. Das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis fiir die SW-Messung
betrug S/N = 427 und fiir den Scan-Modus S/N = 109. Beriicksichtigt man die un-

terschiedlich lange Messzeit pro Datenpunkt, so ergibt sich ein S/Tjtv = 854/s fiir den
SW-Modus und S'/Tjtv = 41/s fiir den Scan-Modus. Damit ist der SW-Modus im S/N

um einen Faktor 3,9 besser und im S/Tjtv um einen Faktor 20,8, das Chromatogramm

beinhaltet dann keine spektrale Information. Als Detektionslimit ergibt sich fiir Glu-
cose ein Wert von LOD = 0,037 mg und 0,12 mg fiir das LO(Q) im Scan-Modus. Fiir
SW gilt LOD = 0,0095mg und LOQ = 0,032mg. Diese und die entsprechenden
Werte fiir Saccharose und Fructose sind in Tab. nochmals den Ergebnissen aus
[133] gegeniibergestellt.

Bei der Beurteilung dieser Ergebnisse ist zu beachten, dass die Werte in [133] nach
einer Mittelung iiber alle Frequenzen berechnet wurden. Sie sind also unter Verlust
der spektroskopischen Information berechnet worden und daher eher mit dem QCL
im SW-Modus zu vergleichen als mit dem Scan-Modus. Ein direkter Vergleich zwi-

schen einem QCL und einem FTIR-Spektrometer wurde fiir die Kopplung von GPC
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Substanz Saccharose | Glucose | Fructose
LOD mit FTIR aus [133| (pg) 4,4 5,5 6,5
LOD aus EC-QCL, SW (ng) 11,7 9,5 10,1
LOD aus EC-QCL, Scan (ng) 32 37 45

Tabelle 5.1.: Die aus der Kalibriermessung berechneten Detektionslimits
(LOD) im Vergleich mit FTIR-Referenzdaten aus [133].

und EC-QCL-Spektrometer in Kap. [5.3|durchgefiihrt, wobei beide Detektoren direkt

hintereinander dieselbe Messung erfassten.

5.2.2. ldentifizierung

Wie jedes FTIR-Spektrometer konnen mit dem QCL-System auch Substanzen iden-
tifiziert werden. Dazu muss es im Scan-Modus betrieben werden, sodass Spektren
aufgenommen werden. Aus einer LAC-QCL-Messung von Glucose, Fructose und Sac-
charose mit einer injizierten Masse von je ca. 2mg (s. a. Abb. wurden jeweils

die Daten am chromatographischen Peakmaximum als Spektren extrahiert.
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Abbildung 5.11.: Dargestellt sind die Spektren aus der LAC-QCL-Kopp-
lung im Vergleich mit Referenzspektren aus statischen FTIR-Messungen.
Eine Identifikation ist mit sehr guter Korrelation (r(Glucose) = 0,9847,
r(Fructose) = 0,9712 und r(Sachcharose) = 0,9619) moglich.

Zum Vergleich wurden an einem Tensor27 FTIR-Spektrometer der Firma Bruker
(Ettlingen, Deutschland) in einer Fliissigkeitszelle mit 50 pm Schichtdicke Referenz-
16sungen der Zucker mit jeweils ca. 50 g/L gemessen. Alle Spektren sind in Abb.
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Abbildung 5.12.: In den Getrinkeprobe, die mit der LAC-QCL-Kopplung
untersucht wurden, liesen sich neben den kalibrierten Zuckergehalten auch
noch weitere Inhaltsstoffe qualitativ nachweisen. Hier sind als Beispiele die
Spektren von Sorbitol und Ethanol aus dem Birnensiifwein jeweils mit ei-
nem Referenzspektrum gezeigt.

gezeigt. Sie lassen sich eindeutig zuordnen und weichen nur bei niedrigen Wellen-
zahlen im QCL-Spektrum leicht ab. Hier ist die Intensitit des Lasers sehr schwach
und daher die Unsicherheit gro. Die Ubereinstimmung kann in Form des Korrela-
tionskoeffizienten r angegeben werden, der in diesem Fall fiir den Bereich zwischen
1040 ecm ™" und 1215 cm™! berechnet wurde. Die beste Ubereinstimmung erreicht
Glucose mit r = 0,9847. Fructose (r = 0,9712) und Saccharose (r = 0,9619) sind
nur unwesentlich schlechter.

In den Getrankeproben konnten neben den Zuckern noch weitere Inhaltsstof-
fe nachgewiesen werden. Fiir den Birnensiiftwein ,Mostello* sind in Abb. die
Spektren von Sorbitol und Ethanol aus dem Chromatogrammen aufgetragen. Als
Referenz diente fiir Ethanol die Messung einer 20%igen Losung, die ebenfalls im
LAC-EC-QCL-System gemessen wurde, fiir Sorbitol eine FTIR-Messung, wie bei
den Zuckerlosungen, jedoch mit 10 g/L und 25 pm Schichtdicke in der Messzelle. Da
die Ethanolreferenz mit dem selben System gemessen wurde, ist der Korrelations-
koeffizient entsprechend gut, r = 0,9972. Fiir Sorbitol ergab sich r = 0,9824.

In [134] sind zusétzlich noch die Spektren fiir Taurin und Ethanol aus der Probe
sRed Bull“ gezeigt. Die Datenauswertung wurde durch eine chemometrische Analyse
bestétigt, welche von Dr. Julia Kuligowsk: und Dr. Guillermo Quintds durchgefiihrt

wurde.
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5.3. GPC mit QCL-Detektion

Das QCL-Spektrometer, welches von der Firma Bruker als Testgerdt gebaut und
dessen Evaluierung in Kap. beschrieben wurde, sollte ebenfalls als GPC-Detek-
tor dienen. Es wurde daher in das chromatographische System zwischen TIMO-
Detektor (FTIR-Spektrometer) und UV- bzw. DRI-Referenz-Detekor eingekoppelt.
Die Verbindung erfolgte mit Teflonschlduchen analog dem iibrigen GPC-Aufbau.

1‘4_- ----- FTIR bei 1092cm™
R FTIR bei 1120cm™

—— QCL bei 1120 cm™
----DRI

1,24

Normalisierte Extinktion bzw. Intensitat

00F--------=- T
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Abbildung 5.13.: Die Sensitivitat zwischen FTIR- und EC-QCL-Spektrome-
ter ldsst sich qualitativ an Hand der Rauschlevel der auf das Peakmaximum
normierten Chromatogramme vergleichen. Die gezeigten Chromatogramme
entstammen einer GPC-Messung von PEG in Wasser, die mit FTIR und
EC-QCL gleichzeitig detektiert wurde. GPC-Parameter: 0,75 mg Injektvo-
lumen, M (PEG) ~ 8kg/mol, semipréiparative SUPREMA-Siule mit 100 A
Porengréfie, Wasser bei 1 mL/min. Bei 1120 cm~! erreicht der QCL fiir PEG
ein optimales S/N, das FTIR hingegen bei 1092 cm™!, was auRerhalb des
EC-QCL-Spektrums liegt. Fiir weitere S/N-Werte siche Abb.

Zur Demonstration wurde folgendes Experiment durchgefiihrt. Etwa 0,75 mg ei-
ner PEG-Probe (M =~ 8kg/mol) wurden auf einer semipriparative SUPREMA-
Saule der Firma PSS Polymer Standards Service GmbH (Mainz, Deutschland) mit
einer Porengréfe von 100 A in Wasser bei einer Flussrate von 1mL/min getrennt.
Die Detektion im TIMO-Detektor erfolgte in der 170 pL. ATR-Zelle. Im EC-QCL-
Spektrometer war die Transmissionzelle mit CaFs-Fenstern und 100 pm Schichtdicke
verbunden. Es wurde der volle Spektralbereich von 1090 ecm™' bis 1390 cm™! mit
einer Scangeschwindigkeit von 30 cm™!/s und einer Lock-In-Zeit von 0,4 s gescannt.
Aus den Messdaten wurden Extinktionsspektren berechnet und diese mit der TIMO-

Software behandelt. Die erhaltenen Chromatogramme fiir ausgewihlte Frequenzli-
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nien und das DRI-Signal sind in Abb. aufgetragen. Im EC-QCL wurde das
beste S/N bei 1120 cm™! erhalten. Fiir einen direkten Vergleich ist diese Frequenz
auch aus den FTIR-Daten aufgetragen. Die hochste Sensitivitdt erreichte das FTIR-
Spektrometer fiir PEG in Wasser bei 1092 cm ™!, was auflerhalb des Spektralbereichs
des EC-QCLs liegt. Die Messzeit pro Spektrum betrug mit dem EC-QCL etwa 12,
was der minimal moglichen Wert fiir ein volles Spektrum ist. Im FTIR waren es
etwa 168, die den sonst iiblichen Messparametern entsprechen. Darin sind 67 Scans
enthalten. Die Chromatogramme sind auf das Peakmaximum normiert, sodass die

Rauschlevel verglichen werden kénnen.

60 -
—QcL
—FTIR

5 50-

-

0

(04

5 404

(0]

©

z'g 30

7 3

= 20

> )

© 4 |

£ ,1LoQ A L

é 1 1 \W

5 -MLOD/\/’W\%’\V\ b

S oW YV W W
Trrrrrrrrrrrrrrrrrrrr T T T T e e 1
1500 1400 1300 1200 1100 1000

Wellenzahlen (cm™)

Abbildung 5.14.: Aufgetragen sind die S/N-Werte, die abhingig von der
Frequenz mit dem EC-QCL-Spektrometer bei der Detektion einer GPC-
Messung von PEG in Wasser erhalten wurden. Zum Vergleich sind die
S/N-Werte des gleichzeitig eingesetzten FTIR-Spektrometers dargestellt.

5/ ]tV -Werts auf die Mess-

zeit eines EC-QCI-Spektrums umgerechnet. Der QCL erreicht sein Maxi-

mum bei 1120 cm ™!, welches Faktor 2,14 iiber dem Maximum des FTIR-

Spektrometers bei 1092 cm™! liegt. GPC-Parameter: 0,75 mg Injektvolu-

men, M(PEG) ~ 8kg/mol, semipriparative SUPREMA-Siule mit 100 A

Porengrofie, Wasser bei 1 mL/min.

Diese wurden unter Annahme eines konstanten

In Abb. ist fiir beide Spektrometer das S/N in Abhéngigkeit von der Wellen-
zahl aufgetragen (analog Kap. [4.2.4). Die Werte des FTIR-Spektrometers wurden
nach S/thv = const. auf die Messzeit des QCLs (ca. 12s) angepasst, sodass die Wer-
te direkt vergleichbar sind. Bei Wellenzahlen groRer als 1200 cm™! sind die Werte
fiir beide Spektrometer fast identisch. Darunter weicht der EC-QCL deutlich nach
oben ab. Am Maximum des QCLs bei 1120 cm™! iibersteigt dessen S/Tjtv -Wert das
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5. Exemplarische Anwendungen

FTIR-Spektrometer um das 3,7-fache. Vergleicht man die jeweiligen Maxima (QCL
bei 1120 em™! und FTIR bei 1092 ecm™!) so bleibt immer noch ein Unterschied um
Faktor 2,14. Damit ergibt sich ein Detektionslimit fiir PEG von LOD = 37,5 pg fiir
den QCL und LOD = 80,3 ng fiir das FTIR.

0,0015 :
] | —— QCL am Peakmaximum
—— QCL gemittelt
—— FTIR am Peakmaximum
1 | — FTIR gemittelt
0,0010
c
9
=
£ T
= 4
5 00005 _
0,0000
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1500 1400 1300 1200 1100 1000
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Abbildung 5.15.: Aus den Messdaten der Kopplung von GPC mit FTIR-
und EC-QCL-Spektrometer lassen sich Spektren extrahieren. Hier ist dies
am Beispiel von PEG in Wasser gezeigt, sowohl das Spektrum am Peakma-
ximum sowie eine Mittelung mehrerer Spektren im Chromatogramm. Eine
eindeutige Identifikation des PEGs ist mit beiden Spektrometern mdglich.

Aus dieser Messung lassen sich nicht nur Chromatogramme extrahieren, sondern
auch Spektren. In Abb. sind die Spektren des Peakmaximums aufgetragen, so-
wie ein aus mehreren Schnitten durch den chromatographischen Peak gemitteltes
Spektrum. Alle Spektren wurden in der Intensitit auf das Spektrum aus dem Peak-

maximum des FTIR angepasst und sind zur besseren Ubersicht versetzt dargestellt.
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Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassung

Der Hauptfokus dieser Arbeit lag auf der Entwicklung und Optimierung der Online-
GPC-FTIR-Kopplungsmethode mit Lésemittelunterdriickung, deren Grundprinzip
schon in der Diplomarbeit vorgestellt wurde. Diese Arbeiten wurden hier weiter-
gefiihrt, vielfiltig ergdnzt und vervollstindigt. So konnten drei weitere ATR-Mess-
zellen mit sechs internen Reflexionen und unterschiedlichen Totvolumina sowie eine
Transmissionszelle gebaut, deren Leistungsfihigkeit fiir die Kopplung bestimmt und
verglichen werden. Mit dem besten Design (ATR-Zelle mit 170 uL) konnte gegen-
iiber der ATR-Zelle aus der Diplomarbeit abhéngig von der Wellenzahl ein zwei- bis
viereinhalbfaches S/thv erreicht werden (s. Kap. . Die Losungsmittelunterdriick-
ung (s. Kap. wurde so weiterentwickelt, das sie nun in drei Schritten das Lo-
sungsmittel subtrahiert, Drifts korrigiert und Rauschen unterdriickt. Dadurch wird
das S/Tjtv bis zu einem Faktor 1,4 verbessert. Die komplette Datenverarbeitung wur-
de benutzerfreundlich in eine einfach bedienbare Software mit grafischer Oberfliche
implementiert. Aus einer detaillierte Analyse verschiedener Storfaktoren konnten In-
terpretationsanweisungen fiir so behandelte Daten abgeleitet werden (s. Kap. .
Die Methodenentwicklung wurde mit der Untersuchung der GPC-Parameter, die fiir
die Kopplung angepasst werden konnen, abgeschlossen. Werden die daraus abgelei-

teten Anweisungen konsequent umgesetzt so wird die universelle Einsetzbarkeit der
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6. Zusammenfassung und Ausblick

FTIR-Detektion nicht eingeschrankt und das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis kann um
einen weiteren Faktor 5 oder mehr verbessert werden (s. Kap. [4.4)). Alle wesentlichen
Schritte, die zur Verbesserung des S/N seit Beginn der Methodenentwicklung bei-
getragen haben, sind in nachfolgender Tabelle zur Ubersicht zusammengestellt. Das
Signal-zu-Rausch-Verhiltnis konnte seit der Diplomarbeit weiter um einen Faktor
35 verbessert werden, abhéngig von der Probe ist auch mehr mdoglich. Der damals
gewiinschte Faktor 5 zur universellen Anwendbarkeit der Kopplungsmethode wurde
also iibertroffen und chemisch sensitive Detektion mittel FTIR-Spektroskopie und
mathematischer Losungsmittelunterdriickung lésst sich tatsédchlich bei vielen chro-

matographischen Fragestellungen anwenden.

Parameter Empfohlene Einstellung Verbesserung
im S/N
Detektor im FTIR Halbleiterdetektor, MCT 11
FTIR Rapid Scan, 6

Messeinstellungen Spiegelgeschwindigkeit: 20 kHz
oder 40 kHz, Auflésung: 4 cm™,
obere Grenzwellenzahl:
5200 cm™! (Sonst. s. S. [120)

FTIR Strahlengang Priifen und Optimieren 4
Anzahl der 6 1,5-3,3
ATR-Reflexe gegeniiber 1ATR
Zellgrofe klein, 170 pLL 1,4
gegeniiber 500 pL.
Flussrate der GPC 1 mL/min 2,6
Injizierte Masse Nahe der Uberladung, > 2mg 2 oder mehr
fiir semipraparative Séulen
Saulendimension semipraparativ 1,05
(20 mm x 300 mm)
Driftkorrektur Parabel (oder Polynom vom -

Grad 3), ausreichend
Referenzdaten (s. Kap. [4.3)

Rauschreduktion Signalfreier Bereich, z.B. 1,4
1800 cm ™! bis 2000 cm ™!
Gesamt- > 9000
verbesserung

Mit der so erreichten Sensitivitat konnen mit dem FTIR-Spektrometer viele ver-
schiedene GPC-Trennung chemisch sensitiv detektiert werden. Wahrend der Pro-
motion wurden ca. 200 gekoppelte Messungen von unterschiedlichen Polymeren in
verschiedenen Losungsmitteln durchgefiihrt. Durch ein niedriges Rauschlevel der

Extinktion im Bereich von 107° konnten Detektionslimits (LOD) zwischen 17 pg
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6. Zusammenfassung und Ausblick

(PMMA in THF) und 80pg (PEG in Wasser) erreicht werden. Die generellen An-
wendungsfelder Identifikation, Quantifizierung und Detektion wurden in Kapitel
an exemplarischen Messungen gezeigt. Die Grenzen der Methode bzgl. Selektivitit
und Sensitivitdt wurden evaluiert und an Beispielen aufgezeigt (s. Kap. und
5.1.5)).

Die Methode wurde zudem schon erfolgreich auf wissenschaftliche und industri-
elle Fragestellungen angewandt — meist bei der Analytik zu neuartigen Synthesen
oder Synthesewegen. So konnten mit GPC-FTIR-Messungen drei Dissertationen un-
terstiitzt werden,[1°1152:155] deren Ergebnisse z.T. auch verdffentlicht wurden.[1?3:154
Fiir eine synthetisch orientierte Bachelor- und eine Diplomarbeit im Arbeitskreis
wurden die hergestellten Polymere analysiert.[1*%1%9 Beim Projektpartner PSS Po-
lymer Standards Service GmbH in Mainz wurde eine zweite Messapparatur analog
aufgebaut, wo die Methode in Zukunft kommerzialisiert werden soll. Eine weitere
Masterarbeit beschiftigte sich ausschlifllich mit GPC-Messungen an dieser Anlage in
Mainz.['% Fiir mehrere grofe Chemiefirmen wurden im Rahmen von Kooperationen
bereits Messungen getitigt. Weiterhin konnte auch die Idee der Losungsmittelunter-
driickung mittels angepasster Parablen unabhéngig von den FTTR-Messungen iiber-
zeugen. Sie wurde in [112, 113] iibernommen und fiir die Subtraktion verbleibender
Losungsmittelsignale bei Auswertung zu GPC-MR-NMR-Messungen von PMMA in
Chloroform genutzt.

Neben den Arbeiten zur Entwicklung der GPC-Kopplung mit Fourier-Transforma-
tions-Infrarotspektoskopie wurden die Moglichkeiten von External-Cavitiy-Quanten-
kaskadenlasern (EC-QCLs) beim Einsatz zur spektral aufgelosten GPC-Detektion
evaluiert. Erstmals 1994 gebaut haben QCLs als Laserlichtquelle auf Halbleiterba-
sis eine wesentlich hoherer Strahlungsleistung als die thermischen Lichtquellen von
FTIR-Spektrometern. Als durchstimmbare EC-QCLs existieren sie seit 2001 und
wurden bisher wegen der immer noch eingeschrankten spektralen Bandbreite eher
selten zur Messung von Infrarotspektren eingesetzt. In einer Kooperation mit der
Arbeitsgruppe Lendl konnte an der TU Wien eine erste Kopplung aufgebaut und
erstmalig HPLC-Messungen mit EC-QCL detektiert werden (s. Kap.[5.2)). Mit dieser
Kopplung wurden in Analogie zu einer veroffentlichten Arbeit mit FTIR-Spektro-
skopiel'33 die Gehalte verschiedener Zucker (im Bereich zwischen 5 ¢g/L und 100 g/L)
in Getréinken bestimmt.['34]

Mit einem zweiten EC-QCL, der von der Firma Bruker Optik GmbH in einem
Testgerdt implementiert wurde, konnte eine Kopplung auch mit GPC aufgebaut
werden. In diesem Laserspektrometer wurde ein zweiter Detektor verbaut, mit dem

Fluktuationen im Lasersignal aufgezeichnet werden. Dies ermoglicht eine mathema-
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6. Zusammenfassung und Ausblick

tische Korrektur zur Rauschminimierung. Die erhaltene Sensitivitat wurde ermittelt
und mit dem FTIR-Spektrometer verglichen. Beim Einsatz als chemisch sensitiver
Detektor sind beide Spektrometer etwa gleich empfindlich. Unterschiede bestehen
daher vor allem bei den einsetzbaren Flusszellen und im Spektalbereich, der beim
EC-QCL-Spektrometer eingeschrinkt ist. Diese Messungen erlauben Abschétzungen
fiir weitere mogliche Einsatzzwecke von QCL-Spektrometern in der GPC-Kopplung,
die im Kapitel ,,Ausblick” ndher erldutert werden.

Zusammenfassend ermdglichen diese Arbeiten eine chemisch sensitive GPC-Detek-
tion mit FTIR-Spektroskopie und/oder mit dem EC-QCL-Spektrometer. Dadurch
wird die molekulargewichtsabhangige chemische Zusammensetzung zuganglich, die
sonst nur schwer ermittelt werden kann. Proben mit geringer Infrarotabsorption kon-
nen bei niedrigen Konzentrationen schwer detektiert werden, jedoch miissen keinerlei
grundlegende Einschrankungen bei der Wahl des Losungsmittels oder des zu unter-
suchenden Polymers gemacht werden. Auch die GPC-Bedingungen konnen frei ge-
wahlt werden, sodass die IR-Kopplung universell zur chemisch sensitiven Detektion,
Identifikation und Quantifizierung in der Gelpermeationschromatographie eingesetzt
werden kann. Damit kann neben der Molekulargewichtsverteilung in Zukunft stan-
dardméifig auch die Verteilung der chemischen Zusammensetzung besonders auch

bei hohen Molekulargewichten bestimmt werden.

Ausblick

Die Entwicklung der in dieser Arbeit beschriebenen Online-GPC-FTIR-Kopplung
mit Losungsmittelunterdriickung ist fiir die momentan vorhandenen Spektrometer
im Wesentlichen abgeschlossen. Sollten in Zukunft FTIR-Spektrometer mit hoherer
Sensitivitat entwickelt werden, so kann auch die Kopplung mit Gelpermeationschro-
matographie davon profitieren. Fiir die Entwicklung im Bereich der Quantenkaska-
denlaser, die eine noch recht junge Technologie sind, ist eine solche Verbesserung
mittelfristig zu erwarten. Auch kénnte das vorhandene EC-QCL-Spektrometer mit
Halbleiterdetektoren aufgeriistet werden, die bei der FTIR zu einer erheblichen Ver-
besserung der Sensitivitit fiihrten. Durch eine Optimierung der Schichtdicke in der
Transmissionszelle und durch eine Anpassung der mathematischen Driftkorrektur
kann die Sensitivtit des EC-QCL-Spektrometers noch weiter erhéht werden.

Wenn weitere Ursachen fiir das Rauschen in den FTIR-Spektren ausgemacht wer-
den konnen, so kann dieses eventuell mathematische korrigiert und damit die Rausch-
reduktion in der Datenverarbeitung verbessert werden. Besonders hilfreich wire es,
wenn die auftretende Korrelation im Rauschen (vgl. Kap. kompensiert wiirde,
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6. Zusammenfassung und Ausblick

da dann auch eine Mittelung mehrere Frequenzlinien méglich wére. Chemometrische
Ansétze zur Losungsmittelunterdriickung, wie sie in der Kopplung mit LAC realisiert
wurden, sind auch fiir die GPC-Kopplung denkbar und kénnten néher untersucht
werden.

Chromatographiesdulen werden von den Herstellern auf Trennleistung und Ana-
lysezeit hin optimiert. Fiir gekoppelte Messungen mit Spektroskopie ist aber auch
die Substanzmenge entscheidend. Durch Kombination verschiedener Sdulendurch-
messer oder durch speziell geformte Trennsaulen kann in Zukunft ein Optimum aus
Substanzmenge und chromatographischer Auflésung erreicht werden.

Kleinere Flusszellen verursachen weniger Bandenverbreiterung und haben daher
auch eine hohere Sensitivitit (vgl Kap. [4.2.4). Eine mechanisch robuste und gleich-
zeitg fiir das Losemittel dichte Konstruktion wird mit einer Miniaturisierung schwie-
riger. Die hier konstruierte Flusszelle ist ein guter Kompromiss fiir semipriaparativen
Saulen. Wenn eine stabile und robuste, gleichzeitig kleinere und bzgl. der Infrarot-
messung genauso sensitive Flusszelle konstruiert werden konnte, wére ein vermehrter
Einsatz auch mit analytischen Sdulen mdglich. Diese sind durch die geringere Men-
ge an benotigtem Trennmaterial kostengiinstiger und daher in der Anwendung viel
weiter verbreitet.

Eine weitverbreitete Verwendung der Methode in der Routineanalytik sowie eine
Kommerzialisierung sind auch mit semipraparativen Sédulen denkbar. Viele weitere
Polymere in beliebigem Losemittel konnen analysiert und deren molekulargewichts-
abhingige chemische Zusammensetzung bestimmt werden.

Besonders im Bereich der Biomakromolekiile und Proteine kénnte sich eine ni-
here Untersuchung der Finsatzmoglichkeiten lohnen. Hier kénnen mit Infrarotspek-
troskopie wertvolle Informationen gewonnen werden z.B. die Sekundéarstruktur von
Proteinen an Hand der Amidbanden. Diese Substanzklassen verhalten sich bekann-
termafien in Losung anders als im Feststoff (vgl. z.B. Proteinfaltung), zusétzlich sind
sie meist nur wasserldslich und hitzeempfindlich. Eine Losungsmittelverdampfung in
einem Ofen wie bei der Offline-GPC-FTIR-Kopplung (vgl. Kap. wiirde sehr
sicher die Struktur und ggf. auch die Molekiile zerstoren. Die hier vorgestellte TIMO-
Detektion konnte sich als wertvolle Alternative erweisen.

Beispielsweise auch in der 2D-Chromatographie kann ein chemisch sensitiver De-
tektor, d.h. eine LAC-GPC-FTIR- bzw. EC-QCL-Kopplung, zusétzliche Informa-
tionen liefern. Die LAC trennt die verschiedenen chemischen Substanzen, mit IR-
Detektion wire zuséitzlich eine Zuordnung oder Identifikation mdéglich. Allerdings
sind die Konzentrationen in der 2D-Chromatographie wesentlich niedriger, sodass

hier einige weitere Verdnderungen der Methode nétig wiren, um eine ausreichende
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Sensitivitat sicherzustellen.
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Abbildung 6.1.: Schematische Darstellung einer LAC-GPC-Kopplung mit

FTIR und MR-NMR als chemisch sensitiven Detektoren und einem QCL-
Detektor zur Bestimmung der topologischen Eigenschaften.

5]
]
K3

O O

Tt O O

Generell entstehen durch die Kombination mehrerer Kopplungsmethoden vielfélti-
ge Moglichkeiten, die eine bessere Polymeranalytik ermd&glichen. Hier sind vor allem
zwei Kombinationen mit FTIR interessant: Niederfeld-NMR und mit QCLs. Fiir die
Berechnung der molekulargewichtsabhéngigen, chemischen Zusammensetzung wird
eine Kalibrierung oder das Massenverhéltnis der Komponenten in der Gesamtprobe
benétigt. Da die Signale der "H-NMR-Spektroskopie direkt proportional zur Anzahl
der Protonen sind, kann daraus die Zusammensetzung abgeleitet werden. Diese fiir
die FTIR-Quantifizierung zusétzlich bendtigte Information kénnte mit einem Nie-
derfeld-NMR-Detektor direkt online erhalten werden. Quantenkaskadenlaser liefern
unter Einschriankung des Spektralbereichs eine bessere Sensitivitdat als das FTIR.
Schrinkt man den Bereich auf nur eine Frequenz ein und nutzt einen EC-QCL im
single wavelength“-Modus (wahlbare Frequenz) oder einen DFB-QCL (feste Fre-
quenz), konnte die Sensitivitit ausreichen um die in der Polymerkette seltenen Ver-
kniipfungsstellen zu detektieren. Damit gewinnt man topologische Informationen,
wie es ahnlich in der Hochtemperatur-GPC fiir die Verzweigung von Polyolefinen
praktiziert wird. Mit FTIR konnen momentan Anteile bis ca. 5% gemessen wer-
den, die EC-QCL erreichen im SW-Modus eine etwa 5-fach hohere Sensitivitit. Ein
Austausch des Detektors ergab beim FTIR eine Verbesserung um Faktor 11, da-
mit konnte ein EC-QCL Nachweisgrenzen von 0,1 mol % erreichen. Das entspricht 1
Verzweigung pro 1000 Monomereinheiten, einer typischen Verzweigungsdichte. Ei-

ne einzelne Frequenzlinie kann geniigen, um die Verzweigungsstellen und damit die
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Topologie zu detektieren. Somit wéren — im Bild aus der Einleitung gesprochen (s.
S. |) — alle drei Eigenschaftsdimensionen von Polymeren in einer Messung zugang-
lich: Grofe, Chemische Zusammensetzung und Topologie. Abbildung illustriert
einen moglichen Aufbau mit zweidimensionaler Trennung — d.h. zuerst nach ,che-
mischer Information“ (LAC) und nach Grofe (GPC) — mit anschliefender chemisch
sensitiver Detektion mittels FTIR und MR-NMR sowie einem QCL-Detektor fiir
Verzweigungsstellen.

Nicht nur die Gesamtmethode als solches hat viele mogliche Einsatzgebiete, auch
fiir die Losungsmittelunterdriickung, speziell die Driftkorrektur, sind weitere An-
wendungen denkbar. Uberall, wo Referenzmessungen und Probemessungen gemacht
werden miissen und eine automatisierte Probengabe mdoglich ist, kénnte theoretisch
die Sensitivitit verbessert werden, wenn der Geratedrift auf dhnliche Weise interpo-
liert wird. Im einfachsten Fall einer routineméfigen FTIR-Messung konnte die Probe
z.B. auf einem Schlitten aufgebracht werden, sodass bei geschlossenem Spektrometer
und automatisiert zwischen Hintergrundmessung und Probemessung gewechselt wer-
den kann. Misst man statt vieler zu einem Hintergrundspektrum gemittelter Scans
zeitaufgelost zuerst Hintergrund, dann Probe, dann wieder Hintergrundspektren, so
kann die Driftkorrektur ganz analog zu einer GPC-Messung angewendet und die
Sensitivitat evt. verbessert werden. Basierend auf diesem Prinzip sind noch viele

weitere Experimente denkbar.
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Anhang

A.1. Fotos

Abbildung A.1: Foto des Aufbaus der GPC-FTIR-EC-QCL-Kopplung.
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A. Anhang

Abbildung A.2: Foto der ATR-Zelle mit einer Reflexion im Spektrometer auf der
Pike MIRacle (vgl. Kap. [4.2.1)) und Foto der drei ATR-Zellen mit 6 Reflexionen

(vgl. Kap. [4.2.2).

Abbildung A.3: Foto der ATR-Zelle mit 6 Reflexionen im Spektrometer (vgl.
Kap. [4.2.2) und der Transmissionszelle (vgl. Kap. [4.2.3)) ebenfalls im FTIR-
Spektrometer.

Fraunhofer

Abbildung A.4: Innenansicht des QCL-Spektrometers, vgl. Schema in Abb. [4.18]
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A.2. Liste mit OPUS Messparametern

Parameter Wert bzw. Bemerkungen
Einstellung
Auflésung 4 cm™t hoher, wenn moglich
Messzeit Probe 67 Scans
Messzeit Hintergrund 67 Scans
Daten speichern von 4000 cm~*
.. bis 600 cm ™!
Resultatspektrum Absorbance =Extinktion
Zusétzliche Datenbehandlung keine TIMO-Software
erfolgt anschliefend
Atmosphérische keine zusétzliches
Kompensation Trockenmittel im
Spektrometer
Zu Speichernde Datenblocke alle

TRS-Methode

Start loop 380;
Measure 67; End loop

Zeitauflosung und
Gesamtmessdauer

sind variabel

Externe Synchronisation
Quelle

Strahlteiler

Optisches Filter

Apertur

Zubehor

Messkanal

Kanal Hintergrundmessung

Off
MIR
KBr
Open
8 mm
Beliebig
Sample Compartment

Sample Compartment

in Zukunft moglich !

Detektor | LN-MCT Mid 12H
[Internal Pos. 1]
Vorverstarker Ref
Spiegelgeschwindigkeit 40 kHz
Verstarkung der Probe x1
Verstarkung der Referenz x1
Wartezeit nach Anderung Os
Wartezeit vor der Messung Os
Warten auf Bereit OFF
Gewiinschte obere Frequenz 5200 cm™?
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Gewiinschte untere Frequenz 0
Hochpass Filter Open
Tiefpass Filter 40 kHz
Akquisitionsmodus Double Sided,
Forward-Backward
Korrelationsmodus OFF
Externe analoge Signale No Analog Value
Phasenauflosung 16
Phasen-Korrekturmodus Mertz
Apodisierungsfunktion Blackman-Harris
3-Term
Zerofilling Daktor 2

A.3. Technische Zeichungen der Flusszellen

Auf den Folgenden Seiten finden sich die technischen Zeichnungen, nach denen die

verschiedenen Flusszellen gefertigt wurden.
1. Zelle fiir Pike MIRacle ATR-Einheit mit Diamantkristall und einer Reflexion

2. Transmissionszelle

Grundplatte
Basis
Fiihrung
Schraubring
Ubersicht 1
Ubersicht 2

3. Zelle analog zu Specac Gateway ATR-Einheit mit ZnSe Kristall und 6 Refle-

xionen
e Deckplatte
e Trigerplatte
e Pressplatte
e ZnSe-Kristall ist kommerziell erhaltlich, die Dichtungen (vgl. Abb.

wurden ohne Zeichnung aus einer FFKM-Platte geschnitten

Im Entwicklungsstadium wurden die Messungen von GPC und FTIR von Hand gleichzeitig
gestartet, da eine Abweichung <1s problemlos hinnehmbar war. Eine Synchronisation zur Au-
tomatisierung ist sinnvoll und moglich, muss aber auch in der TRS-Methode eingepflegt werden.
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A.4. Quellcode der TIMO-Software

Listing A.1: Hauptfile

function varargout = QCLTIMO(varargin)
% QCLTIMO MATLAB code for QCLTIMO. fig

% QCLTIMO, by itself , creates a new QCLTIMO or raises the
existing

% singleton *.

% H = QCLTIMO returns the handle to a new QCLTIMO or the
handle to

% the ezisting singleton x.

% QCLTIMO( "CALLBACK’ , hObject , eventData , handles ,...) calls
the local

% function named CALLBACK in QCLTIMO.M with the given input
arguments.

% QCLTIMO( ’Property ’, "Value ’,...) creates a new QCLTIMO or
raises the

% existing singletonx. Starting from the left , property
value pairs are

% applied to the GUI before QCLTIMO_ OpeningFen gets called.
An

% unrecognized property name or invalid value makes property

application

% stop. All inputs are passed to QCLTIMO OpeningFen via
varargin .
% x*See GUI Options on GUIDE’s Tools menu. Choose "GUI

allows only one
% instance to run (singleton)".
% See also: GUIDE, GUIDATA, GUIHANDLES
% Edit the above text to modify the response to help QCLTIMO
% Last Modified by GUIDE v2.5 02—Sep—2013 13:05:29
% Begin initialization code — DO NOT EDIT
gui_Singleton = 1;

gui_State = struct(’gui_Name’, mfilename ,

7 7

gui_Singleton’, gui_ Singleton

"gui_ OpeningFen’ , QQCLTIMO _OpeningFen
‘gui_ OutputFen’, QQCLTIMO_OutputFen,
"gui_LayoutFcn’, []

?

"gui_ Callback’, [1);
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if nargin && ischar(varargin{1l})

gui_State.gui_Callback str2func (varargin{1});

end
if nargout
[ varargout {1:nargout }| gui_mainfen (gui_State, varargin{:});
else
gui_mainfen (gui_ State, varargin{:});
end
code — DO NOT EDIT

% End initialization

function QCLTIMO _ OpeningFen(hObject, eventdata, handles, varargin
)
handles.output
% Grafikl
axes(handles.axes2);
Objekts
Gl=imread ( "TIMO. dat ’, ’bmp’ ) ;

image (Gl); axis image;

= hObject;

einfigen

% Auswahl des entsprechenden Azes—

% Einlesen der Grafik

% Grafik ausgeben, Grafik
entzerren

axis off % Koordinatenachsen ausblenden

% Standardwerte setzen

Standard=load ( ’qclparameters.dat’);

set (handles.anfang, ’String’, Standard(1,:));
set (handles.ende, ’String’, Standard(2,:));

set (handles. flowrate , ’String’, Standard(3,:));
set (handles.polynom, ’String’, Standard (4,:));
set (handles.siganfang , ’String’, Standard(5,:));
set (handles.sigende, ’'String’, Standard(6,:));
set (handles.messzeit , ’String’, Standard(7,:));

guidata (hObject , handles) ;

function varargout = QCLTIMO _ OutputFen(hObject , eventdata ,
handles)
varargout{1} = handles.output;

function berechnen Callback (hObject, eventdata, handles)

set (handles.berechnen, ’'String’, ’_Loading...")

drawnow ;

[ArdNas|=FileOpen(get (handles.laden ,

%% Matriz anpassen und Untermatrizen
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ArdNas=ArdNas ’;

WelZah=ArdNas (:,1) ;

Siz=size (ArdNas) ;

TimSli=0:1:(Siz (1,2)—1);

ArdNas=[TimSli; ArdNas | ;

ArdNasRed=ArdNas;

ArdNasRed (:,1) =|];

MinPeak=ArdNasRed;

Siz=size (MinPeak) ;

Aran=rand;

if Aran<0.2
set (handles.berechnen, ’'String’, 'Wait_a_second...”)
drawnow ;

elseif Aran<0.5
set (handles.berechnen, ’'String’, ’Please_wait.’)
drawnow ;

elseif Aran<0.9

set (handles.berechnen, ’String’, 'Gone_for_Coffee...")

drawnow ;
elseif Aran<0.95

set (handles.berechnen, ’String’, 'Gone_fishing.’)

drawnow ;

else

set (handles.berechnen, ’'String’, ’I_’’711_be_back!’)
drawnow ;
end
SpekVol=60/(str2double (get (handles . flowrate ,’String ') )*str2double
(get(handles.messzeit , ’String’)));
PeakAnf=round(str2double (get (handles.anfang, ’ String’))*SpekVol);
PeakEnd=floor (str2double(get (handles.ende, ’String ’))*SpekVol);
KilSpa—PeakAnf;
set (handles.ende, 'BackgroundColor’, ’white ) ;
if PeakEnd > Siz(1,2)
set (handles.ende, ’'String’, ’too_high’);
set (handles.ende, ’BackgroundColor’ , ’yellow ’);
set (handles.berechnen, ’String’, 'Try_again’)
return
end
while PeakAnf<=PeakEnd

MinPeak (: , KilSpa) =[];
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PeakAnf=PeakAnf+1;
end
%% FitNessen und Abziehen wvon Originaldaten
Grad=str2double (get (handles.polynom, ' String’));
FitNess=Drift (Grad, ArdNasRed , MinPeak) ;
%% Basislinienkorrektur
LBAnf=str2double (get (handles.siganfang ,’String’));
LBEnd=str2double (get (handles.sigende ,’String’));
if LBAnf"=LBEnd
[MinWer ,LBA|=min(abs(WelZah—LBAnf) ) ;
[MinWer , LBE|=min (abs (WelZah—LBEnd) ) ;
LeeBer=FitNess (LBE:LBA,:) ;
SprWer=mean( LeeBer) ;
AbZug=repmat (SprWer , size (FitNess ,1) ,1);
FitNess—FitNess—AbZug;
end
%% Matrizen zusammenfihren und Speichern
WelZah =[0; WelZah | ;
ErgNis=|WelZah, FitNess |;
if get(handles.ascend, ’'Value’)=—=
Sf=size (ErgNis);
ErgNis=[ErgNis(1,:);flipud (ErgNis(2:Sf(1,1) ,:))|;
end
ErgNis (1 ,:)=ErgNis(1,:)./SpekVol;
if get(handles.elucheck, ’Value’)==1
S=size (ErgNis);
ErgNis=ErgNis (2:5(1,1) ,:);
end
dlmwrite (| handles . dateipfad ,get(handles.speichern, ’String’)],
ErgNis, ’'delimiter’, '\t’, ’newline’, ’pc’)
clear AbZug DateiName ArdNasRed FitNess Grad KilSpa LBA LBAnf LBE
LBEnd LeeBer MinPeak MinWer PeakAnf PeakEnd SchnittAnf
SchnittEnd SinkName Siz SprWer TimSli WelZah Zaehler
set (handles.berechnen, ’'String’, ’Calculate’)

drawnow ;

function durchsuchen Callback(hObject, eventdata, handles)

[Dateiname, Dateipfad, filterindex| = uigetfile(’*.txt’, ’Select.
. txt_file ... 7, "MultiSelect’, ’"off’);

Dateidisplay=sprintf('%s’, Dateipfad, Dateiname);
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set (handles.laden, ’String’, Dateidisplay);
Savedisplay=sprintf( '%s’, 'QCLTIMO-’, Dateiname);
set (handles.speichern , 'String’, Savedisplay);
handles. dateipfad=Dateipfad;

guidata (hObject , handles)

function parameters Callback (hObject, eventdata, handles)
Standard=|str2double (get (handles.anfang, ’String’));
str2double (get (handles.ende, ’'String’));

str2double (get (handles. flowrate , 'String’));
str2double (get (handles.polynom, ’'String’));
str2double (get (handles.siganfang , ’String’));
str2double (get (handles.sigende, ’'String’));

str2double (get (handles . messzeit , ’String’)) |;
dlmwrite( ’qclparameters.dat’, Standard, ’'delimiter’, ’\t’,

newline’ |, ’'pc’)

9

Listing A.2: Drift

function |[Reduced|=Drift (Order,Matrix ,MatrixRed)
s=size (Matrix) ;

N=Order+1;

t=1:1:5(1,2);

Reduced=Matrix;

for m=2:s(1,1)

P=polyfit (MatrixRed (1,:) ,MatrixRed (m,:) ,Order) ;
for n=1:N

Reduced (m,:)=Reduced (m,:)—P(1,n).xt." (N-n);

end;

end;

Listing A.3: FileOpen

%% FileOpen.m
% written by Ingo F.C. Naue, 2009— July—16
function |[Matrix|=FileOpen (Name)

fop=fopen (Name, 'r ) ;

%% Checking the First Data Line for the amount of Columns
line=fgets (fop);
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SizeLine=size (line);
ColNum=1;
%% Determination of the amount of columns
for s=1:SizelLine(1,2)
Letter=line (1,s);

Comparel=strcmp ( Letter ,’_7);
Y

Y

Y
Compare2=strcmp (Letter , ’__");

if Comparel™=0 || Compare2™=0
ColNum=ColNum+1;
end ;
s=s+1;
end;
fclose (fop);
fop=fopen (Name, 't ) ;
Matrix=fscanf (fop , "%f’ ,[ColNum, inf]) ;
fclose (fop);

end
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AG°
AH®
AS°

DFT
DRI

DTGS
FFKM
FFT
FIR
FTIR

Gl
GPC

HPLC

Abkiirzungen, Symbole und
Konstanten

freie Gibbs’sche Enthalpie

Standardenthalpie

Standardentropie

Dispersitit, s. auch PDI
Extinktionskoeffizient

Viskositét

relative Viskositét

intrinsische Viskositit, Grenzviskositiat oder Staudinger Index
Wellenlange

Frequenz

Wellenzahl

Analog-Digital-Wandler

abgeschwichte Totalreflexion

Konzentration in g/L

Lichtgeschwindigkeit, ¢ = 2,997 924 58 x 10® m/sek
circa, etwa

Dicke, Distanz, Tiefe

spezifische Detektivitét

Diffusionskoeffizient

diskrete Fourier-Transformation
differentieller Brechungsindexdetektor,

engl. ,differential refractive index detector”
deuteriertes Triglycinsulfat
Fourier-Transformation

DIN-Kurzzeichen fiir perflourierte Elastomere
Markennamen: Kalrez, Isolast oder Chemraz
Fast-Fourier-Transform

fernes Infrarot
Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie
Gleichung

Gelpermeationschromatographie

haufig synonym zu SEC benutzt

Plancksche Konstante h = 6,626 08 x 10734 Js
Trennstufen- oder Bodenhohe
Hochdruck-Fliissigchromatographie,
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NIR

P(6)
PB
PDMS
PE
PEEK
PDI
PMMA
PP

PS
PTFE
PTMEG
PVC
QCL
RIU

SEC

S/N

A. Anhang

engl. ,high performance/pressure liquid chromatography*
Intensitat

Anfangsintensitét

Infrarot

Gleichgewichtskonstante
Lichtstreudetektor

engl.  light scattering detector®
Molekulargewicht

Zahlenmittel des Molekulargewichts
Gewichtsmittel des Molekulargewichts
Vielwinkellichtstreuung

engl. ,multi angle laser light scattering"
mittleres Infrarot

Massenspektrometrie

Brechungsindex

Noise, Rauschen

Trennstufenzahl

HINWEIS: N ist als Bezeichnung sowohl fiir das Rauschen, als auch
fiir die Trennstufenzahl so weit verbreitet, dass eine Abweichung
von der Konvention oder ein ergédnzender Index dem Versténdnis
nicht férderlich wéiren. Da beide Bezeichnungen nur in unterschied-
lichen Zusammenhéngen (N z.B. meist als S/N) vorkommen ist
eine Verwechslung sehr unwahrscheinlich und auf eine Unterschei-

dung wurde bewusst verzichtet.
nahes Infrarot

Druck

Partikelstreufaktor
Polybutadiene
Polydimethylsiloxan
Polyethylen
Polyetheretherketon
Polydispersitdtsindex, s. auch
Polymethylmethacrylat
Polypropylen

Polystyrol
Polytetrafluorethylen, Teflon

Polytetramethylenetherglykol auch Polytetrahydrofuran genannt

Polyvinylchlorid
Quantenkaskadenlaser
Brechungsindexeinheit,

engl. ,refractive index unit

Signal
Grofenausschlusschromatographie
engl. ,size exclusion chromatography*
haufig wird GPC synonym gebraucht
Signal-zu-Rausch-Verhiltnis
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Zeit

Retentionszeit

thermodynamische Temperatur

1,2,4-Trichlorbenzol

Tetrahydrofuran

steht fiir engl. ,, Time resolved Infrared spectroscopy for Molecular
Online GPC Detection und benennt die in dieser Arbeit entwickel-
te, neuartige Detektionsmethode

Fliefsgeschwindigkeit

ultravioletter Spektralbereich

Volumen

Elutionsvolumen des ersten Peaks der GPC

hydrodynamisches Volumen

Totvolumen

sichtbarer Spektralbereich
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