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Zusammenfassung

Die Thermische Linse als Detektorsystem fiir die Kapillarelektro-
phorese und die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

In der vorliegenden Arbeit wird die Anpassung der Thermischen Linse an die Kapillarelek-
trophorese und die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie beschrieben und die Eignung der
Thermischen Linse als Detektor getestet. Dazu wurden unter anderem die Nachweisgrenzen
die mit der Thermischen Linse erhalten wurden mit denen eines konventionellen UV-VIS-
Detektors verglichen.

Der Aufbau der Thermischen Linse wurde so gewahlt, da3 durch entsprechende Strahlfithrung
der Laserstrahlen ein kompakter Aufbau der Thermischen Linse erm6glicht wurde. Diese soge-
nannte Nahfeld-Thermische Linse konnte erfolgreich als Detektor fiir die Kapillarelektropho-
rese und die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie eingesetzt werden.

Bei der Kapillarelektrophorese wurde sowohl eine indirekte als auch eine direkte UV-Detek-
tion (364 nm) durchgefiihrt. Fiir die indirekte UV-Detektion wurden die Anionen Bromid,
Sulfat und Nitrat mit Chromat als Hintergrundelektrolyt (pH 8,0) getrennt.

Bei der direkten UV-Detektion wurden 2,4-Dmitrophenol und Dinitroorthokresol mit der
Micellaren Elektrokinetischen Chromatographie getrennt. Hierbei wurde mit der Thermischen
Linse ein um den Faktor 50 bessere Nachweisgrenze als mit einem kommerziellen UV-De-
tektor erhalten.

Fir die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie kamen die kollineare und transversale
Thermische Linse zum Einsatz. Erstmals wurde die Thermische Linse auch fiir die Detektion
mit einem Losungsmittelgradienten eingesetzt. Dabei wurden sowohl Trennungen mit einem
Stufengradienten als auch mit einem linearen Losungsmittelgradienten durchgefiihrt. Bei der
Detektion mit einem linearen Losungsmittelgradienten erhilt man ein erhohtes Basislinien-
rauschen gegeniiber Trennungen, die unter isokratischen Bedingungen durchgefiihrt werden.
Fiir isokratische Trennungen wurde mit der kollinearen Thermischen Linse eine um eine
Gr6Benordnung bessere Nachweisgrenze erhalten als mit einem UV-VIS-Detektor.




Summary

The thermal lens used as a detector for capillary electrophoresis
and for high performance liquid chromatography

This work describes the adaption of the thermals lens at the capillary electrophoresis and the
high performance liquid chromatography and proved (tested) the useability as a detector. The
limits of detection (LOD) recieved from the thermal les were compared with a conventional
UV-VIS-detektor.

The two laser beams were guided in a special way so a miniaturizid thermal lens was obtained.
This so called near field thermal lens was succesfully used as a detector for capillary
elctrophoresis and high performance liquid chromatography.

In the capillary elektrophoresis direct and indirect UV-detektion were used. For the indirect
UV-detection the anions bromide, sulfate and nitrate were separated with cromate as
background electrolyte (ph 8.0).

For the direct UV-detection 2,4-Dinitrophenol and Dinitroortocresol was separated with the
micellar electrocinetic chromatography. The thermal lens detection is 50 times more sensitive
as a commercial UV-detector.

In the high performance liquid chromatography the collinear and transversal arrangement was
used. For the first time the thermal lens was performed for gradient elution. Small changes of
the eluent composition were obtained with linear gradients and large changes with step wise
gradients. For the detection with a linear gradient a higher noise of the baseline is obtained
compared to the isocratic conditions. For the isocratic separation the detection limit with the

thermal lens is one magnitude superior as with a commercial UV-detector.
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1  Einleitung

Die Entwicklung der Kapillarelektrophorese (CE) begann mit den Pionierarbeiten von
Mikkers [MIKKERS ET AL.] Ende der 70er Jahre und Jorgenson und Lukacs [JORGENSON
UND LUKACS] zu Beginn der 80er Jahre. Der Durchbruch der Methode wurde durch den
Einsatz von Quarzkapillaren mit einem Innendurchmesser von 50 pm - 100 pm mit einer
hohen Transparenz im UV-Bereich erreicht. Diese erméglichten die Detektion der
getrennten Substanzen direkt in der Kapillare. Anfangs wurde die CE nur im biochemischen
Bereich zur Trennung von Proteinen und Aminosduren eingesetzt [MAZZEO UND KRULL].
Heute reicht ihr Anwendungsbereich von anorganischen Ionen bis hin zu Viren und
Bakterien [GROSSMAN ET AL.]. Die Detektion mit einem UV-VIS-Detektor (mit
feststehender oder variabler Wellenlinge, Diodenarray) ist die Standarddetektionsmethode
in der CE und in allen kommerziellen Apparaturen integriert. In der Zwischenzeit sind auch
Fluoreszenzdetektoren, laserinduzierte Fluoreszenzdetektoren, Leitfahigkeitsdetektoren und
Schnittstellen zur Kopplung mit der Massenspektrometrie kommerziell erhaltlich.

Ein Nachteil der UV-VIS-Detektion ist die geringe Nachweisempfindlichkeit, welche auf die
geringe Schichtdicke der Kapillaren zuriickzufiihren ist. Hier gilt es neue Verfahren zu
entwickeln.

Die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) hat sich in den 60er Jahren aus der
Séulenchromatographie entwickelt, als man erkannte, daB3 die Trennleistung einer Séule mit
abnehmender KorngroBe der stationdren Phase zunimmt [MEYER]. Die HPLC bietet sich in
vielen Bereichen der Spurenanalytik als Methode der Wahl fiir die sensitive analytische
Auftrennung von Vielkomponentengemischen an. Vor allem fir die Trennung von
nichtflichtigen oder thermisch zersetzbaren Substanzen eignet sich die HPLC. Die
Anwendungen der HPLC sind so vielfaltig, daB hier nur einige genannt werden konnen. Sie
findet z. B. in der Pharmazie [SZEPESI], Medizin [PADADOYANNIS], Biochemie [HENSCHEN
ET AL.], Lebensmittelchemie [MACRAE], Polymerchemie [GLOCKNER] und der analytischen
Chemie [AHUJA] groBe Einsatzgebiete. Als Detektor, fiir im UV-VIS-absorbierende
Substanzen, wird wegen der einfachen Handhabbarkeit tiberwiegend der UV-VIS-Detektor
eingesetzt (mit feststehender oder variabler Wellenlinge, Diodenarray). Je nach der
Problemstellung werden auch andere Detektoren [KRAUBR UND KRAUB] wie der
Brechungsindexdetektor fur die Zuckeranalytik, der Leitfihigkeitsdetektor fiir Ionen, der
Fluoreszenzdetektor fiir fluoreszierende Substanzen, der elektrochemische Detektor
[SEDEL ET AL. 1993] und Radioaktivititsdetektoren verwendet. In neuester Zeit wird die
HPLC mit FTIR-Gerdten, Massenspektrometern und NMR-Apparaturen gekoppelt
[PATONAY].

Trotz der vielen Moglichkeiten der Detektion ist man auf der Suche nach neuen Detekti-
onsmethoden fur die HPLC und CE. Man sucht vor allem nach einer Detektionsmethode
mit den gleichen Einsatzmoglichkeiten wie ein UV-VIS-Detektor, jedoch mit einer hoheren




Nachweisempfindlichkeit. Als solche Detektionsmethoden bieten sich die photothermischen
Verfahren an, die als laserspektroskopische Detektionsverfahren eine hohe Nachweis-
empfindlichkeit besitzen.

Die photothermischen Verfahren beruhen auf der Umwandlung elektromagnetischer Strah-
lung in Warme. Kommt es bei der Einwirkung von Licht auf eine Probe zur Absorption der
Strahlung, dann wird von den Molekiilen Energie aufgenommen, die auf verschiedenen
Wegen wieder abgegeben werden kann. Entscheidend fiir das Auftreten der photother-
mischen Effekte ist die StoBrelaxation. Die absorbierte Energie wird dabei strahlungslos in
Form von Wirme an die Umgebung abgegeben. Die Unterscheidung der photothermischen
Verfahren erfolgt nach den unterschiedlichen Methoden, mit denen dieser Effekt detektiert
wird.

Die photopyroelektrische Detektion (PPE) stellt die direkte Erfassung photothermisch er-
zeugter Wirme dar. Hierbei wird mit Hilfe von pyroelektrischen Detektoren oder Ther-
moelementen, die sich in direktem Kontakt mit der bestrahlten Probe befinden, kleinste
Temperaturanderungen gemessen [TAM].

Die photoakustische Spektroskopie (PA) beruht auf der Detektion von Schallwellen, die
durch die photothermisch hervorgerufene Ausdehnung des Mediums entstehen. Diese
Schallwellen kénnen entweder mit einem Mikrophon oder mit einem piezoelektrischen
Druckaufnehmer aufgezeichnet werden. Erfolgt die Anregung mit einem Laser, so spricht
man von der laserinduzierten Photoakustischen Spektroskopie (LIPAS) [HESS].

Die nachfolgend beschriebenen Detektionsmethoden beruhen auf der Brechungsindexin-
derung, welche durch die Temperaturinderung in der Probe hervorgerufen wird.

Bei der photothermischen Interferometrie (PI) wird der Brechungsindexeffekt interfero-
metrisch detektiert. Hierzu wird die Probe in einen Arm eines Zwei-Strahl-Interferometers
gebracht und bestrahlt. Die Brechungsindexénderung verursacht einen Gangunterschied im
Meflarm des Interferometers, welcher nach Uberlagerung mit dem Referenzarm zu einer
Intensitdtsanderung des Interferenzbildes fithrt [DAVIS UND PETUCHOWSKI, MONSON ET
AL.].

Bei der photothermischen Ablenkungsspektroskopie (PDS) wird der Detektionslaserstrahl
durch das Maximum des Brechungsindexgradienten gefiihrt. In dieser Position erfihrt er die
groftmoglichste Ablenkung, die mit Hilfe eines positionsempfindlichen Detektors gemessen
werden kann [GUPTA].

Mit der Thermischen Linse (TL) wird nicht wie bei der PDS die Ablenkung, sondern die
Aufweitung des Laserstrahls gemessen. Hierzu wird die Leistungsidnderung des Detektions-
laserstrahls hinter einer Lochblende definierten Durchmessers mit einem Photodetektor
gemessen [GUPTA].

Diese verschiedenen photothermischen Methoden wurden am Institut fiir Instrumentelle
Analytik aufgebaut, weiterentwickelt und miteinander verglichen. Sie werden dort fiir die
unterschiedlichsten analytischen Aufgabenstellungen eingesetzt.



Mit der PAS und der PDS wurden zerstorungsfreie Untersuchungen von Feststoffober-
flachen durchgefiihrt [SALNICK ET AL., DUBEL ET AL.]. Weitere Arbeitsschwerpunkte lagen
in der Untersuchung von Schadstoffen im Spurenbereich in wiBrigen Losungen. Die
Untersuchungen von Schadstoffen in waBrigen Losungen wurden mit der LIPAS
[ADELHELM, STAHR], der PDS [BOHNERT], der PI [SEIDEL 1995] und der TL [SCHULZ]
durchgefiihrt. Das Problem moglicher aufiretender kolloider Bestandteile ist von Khuen mit
der PDS untersucht worden [KHUEN]. Bei einem Vergleich der unterschiedlichen Methoden
zeigt sich, daB3 die Thermische Linse in wiBrigen Systemen die empfindlichste Methode ist
[FAUBEL ET AL.]. Der Aufbau der Thermischen Linse wurde im Hinblick auf den Einsatz als
Detektor fur die HPLC von Schulz als Nahfeld-Thermische Linse realisiert. Hierdurch
konnte der Detektorkopf drastisch verkleinert werden, ohne daB3 die Nachweisemp-
findlichkeit erheblich beeintrachtigt wurde. Die Miniaturisierung bei der Nahfeld
Thermischen Linse beruht darauf, daB der Abstand zwischen der Kiivette und der Loch-
blende bzw. der Photodiode auf 0,5 cm reduziert werden konnte. Bei klassischen Aufbauten
der Thermischen Linse, die als Detektor fiir die HPLC eingesetzt wurden, wurden Abstédnde
zwischen 20 cm und 5 m verwendet [BUFFET UND MORRIS 1982, BUFFET UND MORRIS
1983, DELORME, DOVICHI ET AL. 1988, LEACH UND HARRIS, NOLAN ET AL. 1987, PANG
UND MORRIS, SEPANIAK ET AL., YANG ET AL. 1986, YANG UND HO 1987, XU UND TRAN].

In dieser Arbeitsgruppe wurde die Nahfeld-Thermische Linse erstmals fiir die HPLC einge-
setzt. Schulz [SCHULZ] hat in vorldufigen Experimenten den moglichen Einsatz der Nahfeld-
Thermischen Linse als Detektor fiir die HPLC gepriift. Daher ist es wichtig die anfanglichen
Ergebnisse zu vertiefen und die Eignung der Thermischen Linse erstmals fiir die in der
HPLC tberaus wichtigen Gradiententrennungen zu testen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Nahfeld-Thermische Linse fiir die Eignung als Detek-
tor fir die HPLC zu testen. Dabei sollten die Untersuchungen mit verschiedenen Durch-
fluBkiivetten und unterschiedlichen Stromungsrichtungen durchgefiihrt werden. Diese Un-
tersuchungen wurden sowohl mit einem kollinearen als auch mit einem transversalen Aufbau
und mit cw-modulierter und gepulster Anregung durchgefiihrt. Eine wichtige Trennmethode
in der HPLC ist die Trennung von Substanzgemischen mit Losungsmittelgradienten. Daher
sollte die Eignung der Thermischen Linse auch im Hinblick auf Gradiententrennungen un-
tersucht werden.

Ebenso sollte die Nahfeld-Thermische Linse erstmals als Detektor fiir die CE aufgebaut und
optimiert werden. Hierzu mufite eine Kapillarhalterung konstruiert werden, die es ermog-
licht, die Kapillare schwingungsfrei zu halten.

Um die Leistungsfahigkeit der Thermischen Linse als Detektor fiir die HPLC und CE zu
testen, sollte ein Vergleich mit einem kommerziellen UV-VIS-Detektoren durchgefiihrt
werden. Hierzu war es notig, sowohl fir die HPLC als auch fiir die CE geeignete
Trennungen auszuarbeiten.

Im einzelnen lauteten die Aufgaben wie folgt:




HPLC

Optimierung der Nahfeld Thermischen Linse als Detektionssystem fiir die HPLC
(Miniaturisierung).

Verwendung verschiedener Kiivettengeometrien und Durchflufrichtungen.

Einsatz von kollinearer und transversaler Thermischen Linse.

cw-modulierte und gepulste Anregung.

Ausarbeitung und Anwendung von Gradiententrennungen.

Vergleich der Leistungsfihigkeit der Thermischen Linse als Detektor fir die HPLC mit
der konventionellen UV-VIS-Detektion.

Aufbau der Nahfeld Thermischen Linse als Detektorsystem fiir die CE.

Konstruktion einer geeigneten Halterung fiir die Kapillare

Ausarbeitung und Anwendung geeigneter Trennungen.

Vergleich der Leistungsfahigkeit der Thermischen Linse als Detektor fiir die CE mit der
konventionellen UV-VIS-Detektion.




2 Grundlagen der Detektion

2.1 UV-VIS-Detektor

Der UV-VIS-Detektor ist ein Photometer. Gemessen wird die Absorption von Licht im
UV-VIS-Bereich. Die Lichtabsorption in diesem Bereich wird durch Elektroneniiberginge
zwischen verschiedenen Zustanden im Molekiil hervorgerufen.

Beim Durchtritt elektromagnetischer Strahlung (Lichtstrahl) durch eine Losung wird deren
Intensitdt durch Absorption verringert. Die Schwichung des Lichtstrahls wird im Lambert-
Beer-Gesetz (siehe Gleichung 2.1) beschrieben.

log2® = AQ) = €t) - ¢ - d
I Gl. 2.1

Iy: Intensitdt des einfallenden Lichtes

Intensitit des geschwachten Lichtes
Absorbance

Wellenliange

molarer Extinktionskoeffizient
Konzentration

Schichtdicke
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Die Absorption ist proportional zur Konzentration der zu messenden Substanz und erlaubt
so eine schnelle optische Konzentrationsbestimmung. Die eigentliche MeBgrofe ist aller-
dings nicht die Absorption 4, sondern die Extinktion E. Unter der Extinktion E = log (Iy/])
versteht man die gesamte Lichtschwichung durch eine Probe, die sowohl durch die wahre
Absorption (Gleichung 2.1) als auch zusitzlich durch Streuung und Reflexion verursacht
wird [SCHMIDT].

2.2 Thermische Linse

Die Ausbildung der Thermischen Linse wird durch den photothermischen Effekt, die Um-
wandlung von Licht in Wérme, verursacht. Bei der Einwirkung von elektromagnetischer
Strahlung auf eine gasformige, fliissige oder feste Probe kann es zur Absorption eines Teils
der Strabhlung kommen. Die aufgenommene Energie kann durch unterschiedliche Me-
chanismen wieder abgegeben werden. Erfolgt die Relaxation ohne Abgabe von Licht, wird
die absorbierte Lichtenergie in Form von Wiarme an die Losung abgegeben. Die Desakti-
vierung der angeregten Zustinde kann auch uber lichtemittierende Prozesse wie Fluores-
zenz und Phosphoreszenz, die mit der strahlungslosen Form der Energieabgabe kon-




kurrieren, erfolgen. Die energetischen Abliufe der Desaktivierung unter der Bericksichti-
gung der elektronischen Niveaus und der iiberlagerten Schwingungszustinde werden in
Jablonski-Diagrammen veranschaulicht [KLESSINGER UND MICHL]. Weiterhin mogliche
physikalische oder chemische Vorginge, wie Phaseniiberginge und photochemische
Reaktionen miissen ebenfalls betrachtet werden.

Fiir die Detektion bedeutet dies, daB im Gegensatz zu einem UV-VIS-Detektor, bei dem die
gesamte Absorption der Strahlung erfaBt wird, bei der Thermischen Linse nur der Teil der
absorbierten Strahlung gemessen wird, welcher in Form von Wirme an das Losungsmittel
abgegeben wird.

Durch die Anregung mit einem Laser wird in der Probe eine rdaumliche und zeitliche Tempe-
raturverteilung erzeugt. Diese Temperaturverteilung kann unter bestimmten Bedingungen
berechnet werden. Die Berechnung der Temperaturverteilung wird in Anhang A beschrie-
ben, dabei wird ein Modell benutzt, das auf den Vorstellungen von Vyas und Gupta [VYAS
UND GUPTA, GUPTA] beruht,

Die Aufweitung des Detektionslaserstrahls bei der Thermischen Linse ist abhédngig vom
radialen Brechungsindexprofil, das durch die Erwarmung der Probe durch den Anregungs-
laser verursacht wird. Unter Gleichgewichtsbedingungen wird die Abhingigkeit des
Brechungsindexes von der Temperatur bei konstantem Druck durch Gleichung 2.2
beschrieben!.

[5),= (&) - (5), (&)
oT /, or/, \op/p \oT/, Gl. 2.2

Die Anderung des Brechungsindexes mit der Temperatur bei konstanter Dichte ist so klein,
daB der Term (0n/01),, in Gleichung 2.2 vernachlassigt werden kann. Fir kleine Anderun-
gen der Temperatur AT kann der Temperaturkoeffizient des Brechungsindexes als konstant
angesehen werden. Fiir die Brechungsindexinderung An kann dann geschrieben werden
(Gleichung 2.3):

An = (itl—) AT

dr Gl. 2.3

Durch Beriicksichtigung der durch die Lasereinstrahlung verursachten Temperaturver-
teilung (Anhang A, Gleichung 6.1) erhilt man die ortliche und zeitliche Anderung des Bre-
chungsindex.

Die meisten Flissigkeiten dehnen sich bei Erwdrmung aus, d. h. die Dichte wird geringer
und damit der Brechungsindex kleiner. Daraus folgt, daB der Temperaturkoeffizient des

1Genaugenommen hingt der Brechungsindex auch von der Lichtwellenlinge ab (Dispersion).



Brechungsindex (dn/dT) fiir die meisten Fliissigkeiten negative Werte annimmt [FANG UND
SWAFFORD].

2.2.1 Signaldetektion bei der Thermischen Linse

Eine typische Konfiguration fuir die Detektion der Thermischen Linse ist in Abbildung 2.1
dargestellt. Durch den Anregungslaserstrahl, der in die Probe fokussiert wird, wird eine
Thermische Linse erzeugt. Die Probe ist im Abstand von z; hinter der Detektionslaser-
strahltaille positioniert. Eine Lochblende mit einem definierten Radius b wird im Abstand
von z, hinter der Thermischen Linse angebracht. Der Detektionslaser hat in der Strahltaille
einen Radius von wy, in der Probe betragt er w; und auf der Lochblende w,. Die Intensitét
des Detektionslaserstrahls wird mit einer Photodiode hinter der Lochblende gemessen.

Lochblende

Probe
2w g
/L\
Photodiode
Linse
X | zy < Z4 —><———22———>-
¥4

Abb. 2.1: Optisches System fiir die Detektion der Thermischen Linse. wy: Radius der Laser-
strahltaille des Detektionslasers, wy: Detektionslaserstrahlradius in der Probe, wy: Detekti-
onslaserstrahlradius auf der Lochblende (ohne Thermische Linse), wy(t): Detektionsla-
serstrahlradius auf der Lochblende zur Zeit t (mit der Thermischen Linse), 1. Schichtdicke
der Probe, b: Radius der Lochblende, z;: Abstand zwischen Laserstrahltaille und dem Pro-
benmittelpunkt, z,: Abstand zwischen Probenmittelpunkt und der Lochblende, (- )
Probenlaserstrahl ohne Thermische Linse, ( ) Probenlaserstrahl mit der Thermischen
Linse

Bei Abwesenheit der Thermischen Linse wird die wahrgenommene Leistung des
Probenlasers mit P4,,(0) bezeichnet. Durch das Anschalten des Anregungslasers wird eine
Thermische Linse ausgebildet, der Detektionslaser wird dadurch aufgeweitet und hat nun
den Radius w; (?). Die nun hinter der Lochblende gemessene Leistung, ist Pg(?). Als TL-




Signal § (2) wird die relative Intensititsinderung (die Differenz der Probenlaserleistungen
mit und ohne Thermische Linse, normiert mit P ;,,(0)) gemessen (Gleichung 2.4):

P det(t) - P det(o)
P 2{0) Gl 2.4

8@ =

Es ist moglich, die Brennweite f der Thermischen Linse zu bestimmen und dadurch S(?) in
Abhiéngigkeit von der Temperaturverteilung fiir die Thermische Linse anzugeben (siehe An-
hang B).



3  Kapillarelektrophorese

3.1 Grundlagen der Kapillarelektrophorese

Trennmethoden, die auf unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten elektrisch gela-
dener Teilchen in einer Elektrolytlosung unter dem EinfluB eines elektrischen Feldes beru-
hen, werden unter dem Begriff Elektrophorese zusammengefafit [SCHWEDT 1995]. Bei der
Kapillarelektrophorese (CE) wird die Trennung der Probe in Quarzkapillaren (fused silica)
durchgefiihrt. Diese haben in der Regel einen Innendurchmesser von 25 um - 100 um, einen
AuBlendurchmesser von 300 pum - 400 pum, eine Linge von 20 cm - 100 cm und werden mit
Puffer gefiillt [JANDIK UND BONN]. Die Kapillarenden tauchen in Puffergefafle, iiber die eine
Spannung angelegt wird, ein. Die durch den flieBenden Strom entstehende Joulesche Warme
wird wegen der auf das Probenvolumen bezogenen groBen Oberflache der Kapillare schnell
an die Umgebung abgegeben. Dadurch kénnen Trennungen mit Spannungen bis zu 30 kV
durchgefiihrt werden, was sehr kurze Analysenzeiten ermoglicht. Mit der Kapillarelektro-
phorese konnen sowohl kationische, anionische und durch spezielle Trenntechniken auch
neutrale Teilchen voneinander getrennt werden. Die Probenaufgabe kann durch einen
Hohenunterschied zwischen Puffergefd und ProbengefaB (hydrostatische Injektion), einen
Druckunterschied zwischen ProbengefiB und Kapillarende (hydrodynamische Injektion)
oder durch elektrophoretische Wanderung der Probe in die Kapillare (elektrokinetische
Injektion) erfolgen. Eine reproduzierbare Probenaufgabe ist fiir die quantitative Analyse
unerlaBlich.

Eine Einfiihrung in die CE findet man bei Engelhardt [ENGELHARDT ET AL.] und Jandik und
Bonn [JANDIK UND BONN], auf deren Ausfiihrungen sich Teile des folgenden Kapitels
beziehen.

3.1.1 Elektrophoretische Wanderung

Die elektrophoretische Trennung [BOCKRIS AND REDDY] basiert auf unterschiedlichen
Wanderungsgeschwindigkeiten #; von Ionen i im elektrischen Feld (Gleichung 3.1).

U
L, Gl 3.1

u=p;, E=p,

Diese ist proportional zur Feldstirke E [V/cm]. Die Feldstirke ist wiederum der Quotient
aus der angelegten Spannung U [V] und der Gesamtlinge Lyges [cm] der Kapillare. Die Pro-
portionalititskonstante ; [em? V-1 s-1] wird als Mobilitit des Ions i bezeichnet und ist fiir
spharische Ionen durch Gleichung 3.2 gegeben:
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VAN
Mi=—
6-m-n-r Gl 3.2

Hierbei ist z die Ladungszahl, e die Elementarladung, 7 die dynamische Viskositit und » der
Stokessche Radius des Ions. Nur Ionen mit unterschiedlicher Mobilitit konnen durch Elek-
trophorese getrennt werden,

3.1.2 Elektroosmotischer Fluf§

Die Elektroosmose verursacht einen FluB der Pufferlésung im elektrischen Feld, wobei die-
ser sogenannte elektroosmotische FluB, im folgenden mit EOF abgekiirzt, die elektropho-
retische Wanderung der Ionen in der Losung iiberlagert. Durch die pH-Wert-abhingige Dis-
soziation der Silanolgruppen ist die innere Oberfliche der Quarzkapillare negativ geladen.
Dadurch bildet sich an der Grenzfliche Kapillarwand/Puffer eine elektrische Doppelschicht
aus. Das sich in der diffusen Doppelschicht aufbauende Potential (Zetapotential) ist eine
Voraussetzung fir die Elektroosmose [KORTUM]. Durch das Anlegen einer Spannung an
die PuffergefdBe wandern die Ionen. Im Falle der Quarzkapillaren mit einer Anreicherung
von Kationen in der Grenzschicht wird ein EOF in Richtung der Kathode induziert. Dabei
bildet sich ein flaches (stempelférmiges) Strémungsprofil aus. Bei einem EOF in Richtung
zur Kathode findet die Detektion in der Nihe des Kathodenraums statt. Die
Wanderungsgeschwindigkeit Ugof des EOF 1aBt sich vereinfacht mit der Helmholtz-Glei-
chung beschreiben:

€ E
4-m-n Gl. 33

Upor =

Der EOF ist proportional zur Dielektrizitatskonstanten € des Puffers, zum Zetapotential ¢
zur angelegten Feldstirke £ und umgekehrt proportional zur dynamischen Viskositit 7 der
Pufferlosung,

Durch den Zusatz von langkettigen kationischen Detergenzien, die an den Silanolgruppen
adsorbiert werden konnen, kann der EOF umgekehrt werden. Es bildet sich eine Doppel-
schicht des Detergenz mit zum Elektrolyten gerichteten positiven Ladungen aus. Der EOF
ist somit zur Anode hin gerichtet, wodurch eine Detektion auf der Anodenseite moglich ist.
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3.1.3 Elektrophoretische Trennung

Die Wanderungsgeschwindigkeit #g,, (Gleichung 3.4) des Analyten setzt sich additiv aus
der elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit #; und der elektroosmotischen Wande-
rungsgeschwindigkeit #,,,zusammen [HEIGER 1992].

L,
Uges™ ui+ueof ==

Im Gl 34

Die Wanderungsgeschwindigkeit Uges 1aBt sich berechnen, indem man die zuriickgelegte
Wegléange (Kapillarldnge L, vom Einlaf} bis zum Detektor) durch die Migrationszeit #,, der
Probensubstanz teilt.

3.2 Experimenteller Teil

3.2.1 Aufbau der Kapillarelektrophorese

Fir die Ausarbeitung der Trennungen und fiir einen Vergleich der Detektoren wurde eine
Kapillarelektrophorese (CE) aufgebaut. Diese erméglicht sowohl die Detektion von Sub-
stanzen mit einem kommerziellen UV-VIS-Detektor als auch mit der Thermischen Linse. Im
Gegensatz dazu sind kédufliche CE-Gerdte meistens Kompaktgerite, bei denen die Verwen-
dung eines externen Detektors so gut wie nicht moglich ist.

Der schematische Aufbau der CE ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Die CE besteht aus einem
Netzgerit (Hewlett Packard, Modell 6267B), das einen Hochspannungsgenerator mit einer
Maximalspannung von 30 kV (Bertan, Modell 2326-1) mit einer Speisespannung von 24 V
versorgt. Uber ein Potentiometer in der Steuereinheit konnen die entsprechenden
Spannungen eingestellt werden. Des weiteren ist es moglich, durch zwei Digitalmultimeter
(Abb. 3.1 V, A) sowohl die angelegte Spannung als auch den bei einer Trennung flieBenden
Strom zu messen. Mit Hilfe eines Hochspannungstastkopfes (Tektronix) wurde die Einstel-
lung des Potentiometers beziiglich der an den Elektroden anliegenden Spannung kalibriert
[BUHLER ET AL.]. Als Elektrode wurde ein Platindraht (Goodfellow) mit einer Lange von
1,5 cm und einem Durchmesser von 0,25 mm verwendet. Die Halterung der Elektrode, der
Kapillare und des PuffergefaBes ist in Abbildung 3.2 dargestelit.
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Datenver-
arbeitung
Elektrode Kapillare Detektor Elektrode
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Puffergefa3 Puffergefaf3
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Abb. 3.1; Schematischer Aufbau der Kapillarelektrophorese
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Abb. 3.2: Aufbau der CE-Halterung. B: PVC-Block, H: Hochspannungskabel, S: Klemm-
spitze, K: Kapillare, E: Platinelektrode, P: Puffergefal, D: Deckel
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Der Platindraht (E) wird durch eine Klemmspitze (S) gehalten. Ein an der Klemmspitze be-
festigter Deckel (D) aus PVC mit einer 500 um Bohrung zur Fithrung der Kapillare (K) er-
moglicht die Befestigung eines PuffergefaBes (P). Als Puffergefdle dienten Eppendorf Re-
aktionsgefile mit einem Volumen von 1,5 ml. Zum Spiilen und Konditionieren der Kapil-
lare wurde eine Spritzenpumpe (Orion Research Incorporated, Modell 355) mit einem ent-
sprechenden Adapter benutzt.

Mit diesem Aufbau der CE ist nur eine elektrokinetische Aufgabe der Probe moglich. Bei
diesem Injektionsverfahren wird ein Puffergefil durch das Probengefil} ersetzt und fiir eine
kurze Zeit eine bestimmte Spannung angelegt. Die Zeitmessung erfolgte mit einer Stoppubhr.
Die aufgegebene Probenmenge O berechnet sich nach folgender Gleichung:

1.3.5
O= (@ +ty) E 4 1, c G

0. Aufgegebene Probenmenge
i Mobilitdt der Probenkomponente 7
Heor: Mobilitat des Puffers

A: Flache

E: Feldstirke (U/Lg,s)

4 Injektionszeit

c. Konzentration der Probe in der Losung

Eine externe Kithlung der Kapillare zur Abfithrung der wihrend einer Trennung entstehen-
den Jouleschen Wirme ist mit diesem Aufbau nicht moglich.

Zur Konditionierung wurde die Kapillare nacheinander jeweils 5 min mit 1 M NaOH, 0,1 M
NaOH, H,O und 15 min mit der Pufferlosung behandelt. Zwischen den einzelnen Trennun-
gen wurde die Kapillare 5 min mit der Pufferlésung gespiilt. Zum Ansetzen der Stamm- und
Pufferlosungen wurde Wasser aus einer Wasseraufbereitungsanlage (Millipore) eingesetzt.
Die fertigen Losungen wurden durch ein 0,2 um (Sartorius) Filter gefiltert.

Die Kapillaren sind zum Schutz vor Bruch mit einer lichtundurchlissigen Polyimidschicht
umgeben, Diese Schicht wurde an der Detektionsstelle mit einem Kapillarbrenner (Bischoff)
entfernt. AnschlieBend wurde das Fenster mit Methanol gereinigt.

Zur Detektion kann entweder ein UV-VIS-Detektor oder die Thermische Linse eingesetzt
werden.

Zum Ausarbeiten der Trennungen und fiir Reproduzierbarkeitsmessungen der Probenauf-
gabe der CE wurde ein UV-VIS-Detektor (Linear, Modell UVIS 200) mit einer variablen
Einstellung der Wellenldnge im Bereich von 190 nm - 800 nm eingesetzt. Dieser Detektor
verfugt tber eine spezielle Kapillarhalterung. Die Aufzeichnung und Auswertung der Elek-
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tropherogramme erfolgte mit der Chromatographiesoftware Gynkosoft der Firma Gynko-
tek.

Bedingt durch Mobilititsdifferenzen bzw. Leitfahigkeitsunterschiede zwischen dem Trenn-
puffer und den Analyten, werden in der CE héufig asymmetrische Peaks erhalten. Nur bei
gauBformigen Peaks ist die Konzentration sowohl zur Peakfliche als auch zur Peakhohe
proportional. Um in der CE lineare Konzentrationsreihen zu erhalten, ist es daher erforder-
lich, die Peakfliche auszuwerten [ENGELHARDT ET AL.].

3.2.2 Aufbau der Thermischen Linse

Den Aufbau der Thermischen Linse (TL) als Detektor fiir die Kapillarelektrophorese zeigt
Abbildung 3.3. Als Anregungslaser diente ein Argonionenlaser (Argon) (Coherent, Innova
200) bei einer Wellenlinge von 364 nm mit einer maximalen Laserleistung von 800 mW am
Laserausgang. Die Modulation des Anregungslaserstrahls erfolgte durch einen mechani-
schen Chopper (CH) (Scitec Instruments, Modell 300) mit Chopperfrequenzen zwischen
30 Hz und 100 Hz. Als Probenlaser kam ein 1 mW HeNe-Laser (HeNe) (Uniphase 1101P)
zum Einsatz. Der Anregungslaserstrahl wurde durch eine 12,5 mm bzw. 16 mm! Plankon-
vex-Linse (L) in die Kapillare fokussiert. Die Fokussierung des HeNe-Laserstrahls in die
Kapillare erfolgte durch ein 10X Mikroskopobjektiv (M) (Newport) mit einer Brennweite
von 14,8 mm. Die beiden Laserstrahlen wurden in einem Winkel von 90° in die Kapillare
eingestrahlt. Das Mikroskopobjektiv und die Linse wurden  auf Verschiebeeinheiten
(Spindler & Hoyer) angebracht, was eine optimale Justage der Laserstrahlen in die Kapillare
ermoglichte. Im Abstand von 1 cm hinter der Kapillare befand sich die Lochblende (P) mit
einem Durchmesser von 200 um. Uber eine Photodiode (PD) (UDT, Modell 260) mit einem
spektralen Empfindlichkeitsbereich von 360 nm bis 1100 nm und einer Detektoroberfliche
von 25 mm? wurde das Signal erfaBt. Fir den gesamten Aufbau wurden Komponenten der
Spindler & Hoyer Mikrobank benutzt.

IDje Brennweite der Linse wurde je nach Kapillardurchmesser gewshilt. Bei einem Kapillardurchmesser

von 150 pm bzw. 100 pm wurde mit der 16 mm Linse, bei 75 pum mit der 12,5 mm gemessen.
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Abb. 3.3: Aufbau der Thermischen Linse fiir die Kapillarelektrophorese. Argon: Argonio-
nenlaser, CH: Chopper, L: Linse, M: Mikroskopobjektiv, HeNe: HeNe-Laser, KH: Kapil-
larhalterung, HE: Hochspannungseinrichtung, P: Lochblende, PD: Photodiode, V: Vorver-
starker, Lock-In: Lock-In-Verstirker

Um die Kapillare schwingungsfrei zu befestigen, wurde eine spezielle Kapillarhalterung
konstruiert. Diese Halterung ist in Abbildung 3.4 dargestellt. Die Kapillare (K) wird in die
Fassung (F) mit Zweikomponentenkleber eingeklebt. Diese wird in das Mantelrohr (R) ein-
gefithrt und mit dem Stellring (S) befestigt. Auf der anderen Seite wird die Kapillare mit ei-
ner Buchse (Z), die mit einer 400 um Bohrung versehen ist, zentriert. Das Mantelrohr wird
mit einer Mutter (L) mit dem Meftisch (ME) (Spindler & Hoyer, Modell T 10) verbunden.
Durch einen Montagewinkel (W), der am Meftisch angebracht ist, kann die Kapillarhalte-
rung in die Mikrobank eingebaut werden. Die Justage des Detektionslaserstrahls in die Ka-
pillare erfolgte mit der Mikrometerschraube (M).




Anregungslaserstrahl
T

—W

Detektionslaserstrahl

Abb. 3 .4: Halterung der Kapillare. K: Kapillare, F: Fassung, S: Stellring, L: Mutter, M: Mi-
krometerschraube, ME: Meftisch, W. Montagewinkel, R: Rohrmantel, Z: Zentrierbuchse

3.2.2.1 Elektronische MeBwerterfassung

Das von der Photodiode erfafite Signal wird von einem Vorverstirker (HMS Elektronik,
Modell 564) mit integriertem Strom-Spannungs-Wandler aufgenommen. Zur Rauschunter-
driickung wurde ein TiefpaBfilter (Ithaco, Modell 4302) mit einer Sperrfrequenz von 1 kHz
zwischen Vorverstarker und Lock-In-Verstiarker (EG&G, Modell 5206) geschaltet. Als Re-
ferenzsignal fir den Lock-In-Verstarker wurde die Chopperfrequenz verwendet. Der Lock-
In-Verstarker wurde mit einer Zeitkonstante betrieben, die etwa dem zehnfachen Wert der
Chopperfrequenz entspricht [MEADE, ISRAEL]. Mit einem Speicheroszilloskop (Hameg,
HM205-3) konnte das TL-Signal dargestellt werden. Sowohl das Speicheroszilloskop als
auch der Lock-In-Verstirker konnen iiber eine GPIB-Schnittstelle mit Hilfe eines in der
Arbeitsgruppe entwickelten Computerprogramms [SCHULZ] angesprochen und ausgelesen
werden. Mit diesem Programm koénnen maximal 1024 Datenpunkte mit unterschiedlich
hohen Ausleseraten ausgelesen werden. Die maximale Ausleserate betragt 10 Hz. Bei dieser
Ausleserate verkiirzt sich jedoch die Maximalzeit zur Erfassung der Datenpunkte auf
1,7 min.
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3.2.3 Messungen mit der Thermischen Linse

Um den Einflu} verschiedener Parameter auf die Thermische Linse, wie z. B. die Abhéngig-
keit von der Chopperfrequenz und der Laserleistung, zu untersuchen, wurden statische
Messungen durchgefiihrt. Bei diesen Messungen wurde die Kapillare vollstindig mit der zu
untersuchenden Losung gefiillt, und es wurde keine Spannung tiber die PuffergefiaBe ange-
legt. Als MeBlosung wurde Erbiumperchlorat in 0,05 molarer Perchlorsidure verwendet.
Aufgrund der Stabilitat und der Unabhingigkeit der Absorptionsbanden vom pH-Wert und
Losungsmitteleinfliissen eignet sich Erbiumperchlorat besonders gut als Modellsubstanz fiir
die Laserspektroskopie. Des weiteren zeigt Erbium eine Absorptionsbande bei der verwen-
deten Laserwellenlidnge von 364 nm. Das Absorptionsspektrum ist in Abbildung 3.5 zu se-
hen. Es weist schmalbandige Absorptionspeaks im UV-VIS-Bereich auf, die durch paritts-
verbotene innere f-f-Elektroneniibergange verursacht werden.

o o o o
o N 0 O
T T T T

Extinktion

04l !
300 35 400 45 50 55 600 650 700
Wellenldnge [nm]

Abb. 3.5: Absorptionsspektrum von Erbium in 0,05 molarer Perchlorsiaure

Die Stammlosung wurde aus Erbiumperchlorat (Er(ClO,); * 6 H,O, Johnson-Matthey) und
Perchlorsdure (Merck-Schuchardt) hergestellt.
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3.2.4 Indirekte Detektion

Zum Testen der CE wurde eine Standardtrennung aus der Literatur [ROMANO UND KROL
1993, ROMANO ET AL. 1991, NAIRR UND IzZzO, HARROLD ET AL.] durchgefiihrt. Da die
meisten Anionen im UV-Bereich nur sehr geringe oder gar keine Absorption zeigen, wird
bei dieser Trennung eine indirekte Detektion durchgefithrt. D. h. der Pufferlosung wird ein
UV-absorbierender Hintergrundelektrolyt zugesetzt. Erfolgt eine Verdrangung des
Hintergrundelektrolyten durch Probenmolekiile, so resultiert daraus eine geringere
Absorption des Puffers und man erhilt einen negativen Peak (siehe Gleichung 3.6) [HEIGER
UND WEINBERGER 1994].

AE = (EPuﬁ'er = eProbe) " CProbe d Gl. 3.6

AE:  Extinktionsanderung

€pyfer Molarer Extinktionskoeffizient der Pufferlosung
€pyobe. Molarer Extinktionskoeffizient der Probe

d. Schichtdicke der Kapillare

Als Hintergrundelektrolyt wird Natriumchromat eingesetzt, das ein Absorptionsmaximum
bei 274 nm und 372 nm hat. Abbildung 3.6 zeigt das Absorptionsspektrum einer 0,5 mM
Chromatlésung bei einem pH-Wert von 8,0.

0.25

0.2]

o
—_
(&)

Extinktion
o

0.05 )

IS INET IR |

0 AP IR T IR BTN AT S PR T
220 245 270 295 320 345 370 395 420 445 470 495 520
Wellenlénge [nm]

Abb .3.6: Absorptionsspektrum von Chromat
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Diese Trennung wurde vor allem deshalb ausgewihlt, weil die Absorption des Chromats ei-
ne Detektion mit der Thermischen Linse bei der Wellenliange der Laserlinie des Argonio-
nenlasers bei 364 nm erméglicht.

Die Parameter und die Pufferzusammensetzung fiir die Trennung sind im nachfolgenden
aufgefiihrt:

Die Pufferlosung bestand aus 5 mM Chromat (Merck), dem 0,5 mM OFM-Anion-BT?
(Waters) zugesetzt wurden. OFM-Anion-BT, ein kationisches Tensid, wurde zur Umkehr
des EOF (siehe Kapitel 3.1.2) eingesetzt. Durch den Zusatz wurde eine schnelle Analyse der
Anionen auf der Anodenseite der CE moglich. Mit 10 mM Schwefelsdure wurde der Puffer
auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt. Die Messung des pH-Wertes erfolgte mit einem pH-
Meter (Metrohm, Modell 654).

Die verwendete Kapillare hatte einen Innendurchmesser von 75 um und eine Gesamtlinge
(Lges) von 71 cm, die Lange bis zum Detektor (L) betrug 47,5 cm. Die Probenaufgabe er-
folgte mit einer Spannung von 1 kV iiber eine Zeit von 15 s. Die Feldstirke betrug (siehe
Kapitel 3.1.1) 282 V cm-l. Die Detektion erfolgte auf der Anodenseite. Als Probe wurde
ein Anionentestgemisch bestehend aus Natriumbromid (Merck), Natriumsulfat (Merck) und

Natriumnitrat (Merck) verwendet.

3.2.5 Direkte Detektion

Fir die direkte Detektion wurden die Substanzen 2,4-Dinitro-6-methylphenol (DNOC)
(Riedel de Haén) und 2,4-Dinitrophenol (DNP) (Merck) ausgewshlt. DNOC gehort zu der
Gruppe der Dinitrophenolpestizide, und ist wegen der starken Toxizit4t gegeniiber Mensch
und Tier in Deutschland [THIER UND FREHSE] verboten. Die Struktur von DNP und DNOC
ist in Abbildung 4.8 (Kapitel 4.2.3) dargestellt.

Die Dinitrophenole sind schwache Siuren (Phenol-Phenolat-Gleichgewicht) [ROBINSON,
CESSNA UND GROVER] mit einer pH-abhingigen Absorption. In saurer Losung besitzt
DNOC ein Absorptionsmaximum bei 272 nm, in alkalischer Losung bei 372 nm. Um die
hohen Extinktionskoeffizienten bei der Wellenlinge des Anregungslasers (364 nm) zu
gewihrleisten, wurden die Trennungen im neutralen bzw. alkalischen pH-Bereich
durchgefiihrt. Das Absorptionsspektrum von DNOC bei pH-Werten von 1 und 6 ist in
Abbildung 3.7 zu sehen.

20FM-Anion BT ist von der Firma Waters patentrechtlich geschiitzt. Die genaue Zusammensetzung ist
nicht bekannt,
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Abb. 3.7 Absorptionsspektrum von DNOC bei pH-Werten von 1 und 6

Eine Trennung der Dinitrophenole mit der CE ist mit der Micellaren Elektrokinetischen
Chromatographie (MEKC) [ONG ET AL., BURTON UND SEPANIAK, OTSUKA ET AL., TERABE
ET AL.] moglich. Dieses Verfahren wird zur Trennung ungeladener Substanzen eingesetzt,
die alle im elektrischen Feld mit derselben Geschwindigkeit wandern. Durch den Zusatz von
Detergentien zum Puffer bilden sich nach der Uberschreitung der sogenannten kritischen
micellaren Konzentration Micellen aus. Diese Micellen besitzen im Inneren hydrophoben
Charakter und sind nach auflen hin geladen, wodurch im elektrischen Feld eine
elektrophoretische Mobilit4t erzeugt wird. Je nach der Ladung der Detergentien ist diese
Mobilitat zur Anode oder Kathode hin gerichtet. Die Trennung beruht auf der Verteilung
der Probe zwischen der Pufferlosung (wiBrige mobile Phase) und dem Inneren der Micellen
(pseudo-stationire Phase) [ VINDEVOGEL UND SANDRA].

Fiir die Trennung wurden sowohl Hexadecyltrimethylammoniumbromid (Cetrimid) (Merck)
als kationisches Tensid als auch Natriumdodecylsulfat (SDS) (Aldrich) als anionisches Ten-
sid eingesetzt. Als Puffer wurden Phosphat-Borat-Puffer unterschiedlicher Zusammenset-
zung benutzt.

Mit Cetrimid als Detergenz konnte keine Auftrennung von DNOC und DNP erreicht wer-
den, weshalb nur noch mit SDS als Detergenz gearbeitet wurde.

Die beste Trennung von DNOC und DNP wurde bei folgenden Parameter erziehit:
Die Kapillare hatte einen Innendurchmesser von 75 um und eine Gesamtlinge (L

ges) von
91 cm, die Lange bis um Detektor (L) betrug 46,6 cm. Die elektrische Feldstirke betrug
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164,8 V cmrl, Der Puffer bestand aus 50 mM SDS, 100 mM Borséure (Fluka) und 50 mM
Natriumphosphat (Merck) und hatte einen pH-Wert von 7,0.
Die Probenaufgabe erfolgte mit einer Spannung von 2,5 kV iiber einen Zeitraum von 20 s.

3.3 Ergebnisse und Diskussion

3.3.1 Die apparativen Einfluparameter

Bei dem in Kapitel 3.2.2 beschriebenen Aufbau der Thermischen Linse wurde der von
ScHuLz verwirklichte Aufbau der Nahfeld Thermischen-Linse erstmals auch fiir die
Detektion in Kapillaren eingesetzt. Dieser Aufbau beruht auf den theoretischen
Berechnungen von POWER 1990.

Daher wurden die Abhéngigkeiten des Thermischen Linsen Signals von Betriebsparametern
wie Chopperfrequenz, Anregungsenergie und der GroBe des elektroosmotischen Flusses
(EOF) ermittelt.

Die eingezeichneten Linien in den nachfolgend gezeigten Abbildungen 3.8 bis 3.12 sollen
keine theoretischen Berechnungen darstellen, sie dienen nur zur Orientierung fiir das Auge.
Wichtigstes Ziel war es, die Leistungsfahigkeit der Thermischen Linse vor allem im Hinblick
auf eine hohe Nachweisempfindlichkeit zu testen.

Bei den Messungen der Abhéngigkeit des Signals von der Chopperfrequenz und der Anre-
gungsenergie und bei der Bestimmung der Nachweisgrenze wurde die Kapillare mit Hilfe
der Spritzenpumpe (siche Kapitel 3.2.1) vollstdndig mit der Erbiumperchloratlésung gefilit.
An die Puffergefde wurde bei der Durchfiihrung dieser Messungen keine Spannung ange-
legt, eine CE-Trennung wurde nicht durchgefiihrt (uge, = 0).

3.3.1.1 Abhiingigkeit des TL-Signals von der Laserleistung

Aus den Betrachtungen der Thermischen Linse in Anhang A und Anhang B wird ein linearer
Zusammenhang zwischen dem Signal der Thermischen Linse und der eingestrahlten Laser-
energie erwartet. Die Messungen wurden mit einer 12 mM Erbiumperchloratlésung bei un-
terschiedlichen Chopperfrequenzen durchgefiihrt. Abbildung 3.8 zeigt die Messungen in ei-
ner Kapillare mit einem Innendurchmesser von 150 pm und bei Chopperfrequenzen von
60 Hz und 100 Hz.
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Abb. 3.8: Abhingigkeit des Thermischen Linsen-Signal von der Laserleistung. Analyt:
12 mM Erbiumperchloratlosung, Durchmesser der Kapillare: 150 pm

Derselbe Verlauf wird auch bei niedrigeren Erbiumkonzentrationen und in Kapillaren mit ei-
nem Durchmesser von 100 pum und 75 um erhalten.

3.3.1.2 Abhingigkeit des TL-Signals von der Chopperfrequenz

Durch die Chopperfrequenz wird die Dauer der Anregungs- und Abkiihlphase festgelegt. In
Abbildung 3.9 ist die Messung mit einer 12 mM Erbiumperchloratlosung in einer 150 pm
Kapillaren bei 2 verschiedenen Laserleistungen dargestellt. Die Chopperfrequenz wurde
zwischen 30 Hz und 100 Hz variiert. Kleinere Modulationsfrequenzen wurden nicht gemes-
sen. Bei der CE treten in der Regel sehr schmale Peaks auf. Diese Peaks haben teilweise nur
Breiten von 3 s (sieche Trennung mit Chromatpuffer Kapitel 3.3.2). Um eine geniigend
groBe Auflosung dieser Peaks zu erreichen (20 MeBpunkte iiber den Peak verteilt), muB
mindestens alle 0,1 s ein Wert ausgelesen werden. Bei einer Zeitkonstante von 0,1 s am
Lock-In-Verstarker, die um einen Faktor zehn hoher liegt als die Chopperfrequenz, muf3 bei
so schmalen Peaks mit einer Chopperfrequenz von 100 Hz gearbeitet werden. Daher wurde
die Einstellung der Chopperfrequenz bei CE-Trennungen auf die zu erwartende Peakbreite
und somit auf die benétigte Auflosung abgestimmit.

Mit steigender Chopperfrequenz und bei gleichbleibender Laserleistung nimmt die GroBe
des TL-Signals ab, da die Anregungsphasen kiirzer werden und somit insgesamt weniger
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Energie in die Kapillare eingestrahit wird. Es zeigt sich im gemessenen Bereich eine nahezu
lineare Abhéngigkeit von der Chopperfrequenz.
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Abb. 3.9: Thermisches Linsen-Signal in Abningigkeit von der Chopperfrequenz. Analyt:
12 mM Erbiumperchloratlésung, Durchmesser der Kapillare: 150 pm

Ein weiterer Aspekt fiir die Wahl der Chopperfrequenz ist das Rauschen. Um eine hohe
Nachweisempfindlichkeit zu erreichen, benétigt man ein moéglichst hohes Signal/Rausch-
Verhiltnis. In Abbildung 3.10 ist das relative Rauschen (bestimmt aus der Standardabwei-
chung) als Funktion der Chopperfrequenz aufgetragen. Bei mittleren Chopperfrequenzen
erhalt man ein Minimum, Der optimale Arbeitsbereich liegt damit bei diesen Chopperfre-
quenzen. Auffallend bei allen Messungen ist das hohe relative Rauschen bei einer Frequenz
von 50 Hz. Dies ist vermutlich auf einen Einflu der Netzfrequenz auf die elektronische
MeBwerterfassung zuriickzufiihren.
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Abb. 3.10: Rauschen in Abhingigkeit von der Chopperfrequenz. Analyt: 12 mM Erbium-
perchloratlosung, Durchmesser der Kapillare: 150 um, Laserleistung: 140 mW

3.3.1.3 Abhéngigkeit des TL-Signals von der Wanderungsgeschwindigkeit

Durch das Anlegen einer Spannung an die Puffergefile wird in der Kapillare eine
"Stromung" erzeugt, wobei die Teilchen mit einer bestimmten Wanderungsgeschwindigkeit
(siehe Kap. 3.1.3) durch die Kapillare wandern. Durch erzwungene Konvektion (siehe An-
hang A) wird die Ausbildung der Thermischen Linse beeinfluBt, und es ist eine Abhingig-
keit des TL-Signals von der Wanderungsgeschwindigkeit zu erwarten. Fiir die Durchfiih-
rung dieser Messungen wurde eine 5 mM Chromatlosung (pH 8) eingesetzt. Das Chro-
mation hat eine sehr hohe Mobilitit, sie wird bei Engelhardt [ENGELHARDT ET AL.] mit
ca. 0,8 cm? kV-1 s angegeben3, wodurch hohe Wanderungsgeschwindigkeiten erreicht
werden konnen. Desweiteren absorbiert Chromat bei der Wellenlinge von 364 nm
ausgezeichnet (siche Abbildung 3.6).

Die Wanderungsgeschwindigkeit von Chromat in Abhingigkeit vom elektrischen Feld
wurde zuvor mit dem UV-VIS-Detektor bestimmt. Hierzu wurde eine Probenlésung von
28 mM Dimethylsulfoxid (DMSO) und 5 mM Chromat hergestellt. Diese Probe wurde in
die mit Chromatpuffer gefiilite Kapillare injiziert. AnschlieBend wurde die Zeit gemessen,
die das DMSO bei einer bestimmten elektrischen Feldstirke benétigt, um den Detektor zu
erreichen. DMSO hat eine breite Absorptionsbande unterhalb 220 nm, weshalb bei einer

3Gemessen wurde die Mobilitit bei pH 9 in 10 mM Phosphatpuffer.
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Wellenldnge von 215 nm detektiert wurde. Nach Gleichung 3.4 148t sich nun aus der Kapil-
larlange L,rund der Zeit #,, die Wanderungsgeschwindigkeit von DMSO berechnen. Diese
entspricht der Wanderungsgeschwindigkeit (EOF) von Chromat, da DMSO als ungeladenes
Molekiil nur durch den EOF des Chromats zum Detektor transportiert wird.

Zur Messung des TL-Signals in Abhingigkeit von der Wanderungsgeschwindigkeit wurde
die Kapillare mit der 5 mM Chromatlésung (ohne DMSO) gefiillt und die entsprechende
Spannung iiber die PuffergefiBe angelegt. Die Messungen muften sehr schnell durchgefiihrt
werden, da bei der Messung mit Chromat Probleme durch Blasenbildung in der Losung
auftraten (siche Kapitel 3.3.2). Wie in Abbildung 3.11 zu sehen ist, nimmt das TL-Signal
mit zunehmender Wanderungsgeschwindigkeit zu. Die Zunahme des TL-Signals wird mit
steigender Wanderungsgeschwindigkeit geringer, so dall bei Wanderungsgeschwindigkeiten
groBer 0,28 cm/s das TL-Signal praktisch einen konstanten Wert annimmt.
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Abb. 3.11: TL-Signal in Abhingigkeit von der Wanderungsgeschwindigkeit. Analyt: 5 mM

Chromatlosung, Kapillardurchmesser: 75 um, Laserleistung: 60 mW, Chopperfrequenz:

100 Hz

Es wire interessant, bei hoheren Wanderungsgeschwindigkeiten zu messen, um den
weiteren Verlauf der Kurve zu sehen. Eine hohere Wanderungsgeschwindigkeit lieBe sich
durch eine hohere angelegte Spannung und durch Kiirzung der Kapillaren erzielen. Aus
technischen Griinden konnte beim hier vorliegenden MefBaufbau weder die Spannung
(maximal 30 kV) erhoht noch die Kapillare gekiirzt werden. Eine Detektion mit der




26

Thermischen Linse bei der Kapillarelektrophorese ist also auch bei fiir die CE hohen
Wanderungsgeschwindigkeiten moglich.

3.3.1.4 Nachweisgrenze als Beurteilungskriterium

Wesentliches Kriterium fiir die Eignung der Thermischen Linse als Detektionssystem fiir die
CE ist deren Nachweisgrenze. Die Definition der Nachweisgrenze ist in Kapitel 3.3.1.5 er-
lautert. Um die Nachweisgrenze des verwendeten Aufbaus (siehe Kapitel. 3.2.2) zu bestim-
men, wurde diese bei verschiedenen Kapillardurchmessern bestimmt. Es wurden Konzentra-
tionsreihen mit Er3* in 0,05 M Perchlorsiure aufgenommen. Die Messung wurde bei einer
Wellenldnge von 364 nm, einer Chopperfrequenz von 40 Hz und einer Laserleistung von
200 mW durchgeflihrt. Wahrend der Messung wurde keine Spannung an die Puffergefdfie
angelegt, d. h. sie wurde statisch durchgefiihrt. Mit Hilfe der Spritzenpumpe wurde die
Kapillare vollstandig mit der Erbiumlosung gefiillt. Nach der Messung wurde die Kapillare
zuerst mit 0,05 M Perchlorséure und anschlieBend so lange mit Wasser gespiilt, bis das
Spiilwasser einen neutralen pH-Wert anzeigte. So wurde gewahrleistet, da keine Konzen-
trationsverfdlschungen durch Restsubstanzen der vorhergehenden Messung aufiraten.
Abbildung 3.12 zeigt die Konzentrationsreihe, die in einer 75 pm Kapillare aufgenommen

wurde.
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Abb. 3.12: Kalibrierkurve von Erbiumperchlorat fiir statische Messungen mit der Thermi-
schen Linse in der Kapillare. Durchmesser der Kapillare: 75 pum, Laserleistung: 200 mW,
Chopperfrequenz: 40 Hz
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Die Kalibrierkurve verlauft iiber drei Gréflenordnungen, was fir den Einsatz als Detektor
von grofler Wichtigkeit ist. Die Nachweisgrenzen fiir verschiedene Kapillardurchmesser sind

in nachfolgender Tabelle wiedergegeben.

Durchmesser der Kapillare [pum] Nachweisgrenze [mg/l]
150 4
100 4
75 10

Tab. 3.1: Nachweisgrenzen fir Erbiumperchlorat in Kapillaren mit unterschiedlichem
Durchmesser (statische Messungen)

Fir die Kapillare mit einem Durchmesser von 75 um wurde eine schlechtere Nachweis-
grenze erhalten als fiir die mit dem gréferen Durchmesser. Dies liegt daran, daf3 es schwie-
riger war, den Anregungslaserstrahl in die Kapillare mit dem 75 pm Durchmesser zu fokus-
sieren als in die Kapillaren mit dem grofleren Durchmesser. Daher wurde flir diese Kapillare
(75 pm Durchmesser) eine Linse mit einer kleineren Brennweite verwendet wurde. SCHULZ
erreichte mit Erbium bei der 364 nm Laserlinie mit einem kollinearen Aufbau und einer
Kiivettenlinge (Wechselwirkungsstrecke) von 1 cm eine um den Faktor zehn bessere
Nachweisgrenze. In Anbetracht der kleineren Wechselwirkungsstrecke der beiden
Laserstrahlen in der Kapillare, ist das hier erziehlte Ergebnis trotzdem als gut zu bezeichnen.
Es muB allerdings noch beriicksichtigt werden, da durch eine groBere Wechsel-
wirkungsstrecke der Signaluntergrund grofer wird.

3.3.1.5 Definition der Nachweisgrenze

Als Nachweisgrenze wird der kleinste Konzentrationswert bezeichnet, der sich mit einer de-
finierten Sicherheit detektieren 148t. Einen MeBwert Yy an der Nachweisgrenze erhélt man
aus dem Blindwertmittelwert Y5 des Signals und der Standardabweichung cp und der
Konstanten k& geméB Gleichung 3.7 [DOERFFEL, TAYLOR]:

Y= ?B+k'03 Gl. 3.7

In der vorliegenden Arbeit wird &£ = 3 angenommen, dadurch erhélt man die Sicherheit, bei
einer gauBformigen Verteilung der Streuung der MeBwerte, daB3 sich der MeBwert an der
Nachweisgrenze mit 99,7 %iger Sicherheit vom Storpegel unterscheidet. Zur Angabe des
Resultats muf3 der MeBwert Y in den Analysenwert X umgerechnet werden. Hierzu wird
eine Kalibrergerade aufgestellt mit der Funktion (Gleichung 3.8)

Y =Yg+ bX Gl. 3.8
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wobei die Steigung b der Empfindlichkeit des Verfahrens entspricht.
Aus Gleichung 3.7 und Gleichung 3.8 erhélt man fiir die Nachweisgrenze Xy Gleichung 3.9:

b Gl 3.9

Die Steigung b der Geraden erhilt man durch eine lineare Regression, wobei die Qualitit
der Geraden durch den Korrelationskoeffizienten bestimmt wird.

3.3.2 Indirekte Detektion

Um die Tauglichkeit der selbst aufgebauten Kapillarelektrophorese (siehe Kapitel 3.2.1) und
des UV-VIS-Detektors zu testen, wurde eine Standardtrennung (Anionentrennung) aus der
Literatur (siche Kapitel 3.2.4) mit diesem Aufbau durchgefiihrt. Die damit bestimmten
Nachweisgrenzen wurden dann mit Werten aus der Literatur verglichen.

Abbildung 3.13 zeigt das Ergebnis der Trennung der Anionen Bromid, Sulfat und Nitrat.
Die Detektion wurde mit dem UV-VIS-Detektor bei einer Wellenlange von 364 nm durch-
gefiihrt,
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Abb. 3.13: Elektropherogramm der Anionentrennung von Bromid, Sulfat, Nitrat, Detektion
mit dem UV-VIS-Detektor. Durchmesser der Kapillare: 75 um, Wellenlinge: 364 nm, Puf-
fer: 5 mM Chromat mit 0,5 mM OFM-Anion-BT, pH-Wert: 8,0, Feldstarke: 282 V cml,
Aufgabespannung: 1 kV, Aufgabezeit: 15 s
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Die gemessenen Retentionszeiten fiir die Anionen sind in Tabelle 3.2 dargestelit.

Substanz Bromid Sulfat Nitrat
Retentionszeit [min] 2,56 2,63 2,72

Tab. 3.2: Retentionszeiten der Anionentrennung.

Die Nachweisgrenzen, die bei dieser Trennung mit dem UV-VIS-Detektor erhalten werden,
sind nur qualitativ zu werten, da die Reproduzierbarkeit der Flicheneinheiten fiir die ein-
zelnen Anionen schlecht ist (siehe auch Kapitel 3.3.3). Sie geben nur den Konzentrationsbe-
reich wieder, bis zu dem gemessen werden kann. Dennoch wurde eine Gegeniiberstellung
mit Nachweisgrenzen vorgenommen, die die Firma Waters [WATERS] mit ihrem CE-Gerit
fur diese Trennung bestimmt hat. Diese sind in Tabelle 3.3 wiedergegeben.

Nachweisgrenze [ug/l]
Substanz Bromid Sulfat Nitrat
Waters 200 80 100
Eigenaufbau 270 56 70

Tab. 3.3: Nachweisgrenzen der Anionen (UV-VIS-Detektor). Vergleich der Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit mit den Ergebnissen von Waters.

Die Nachweisgrenzen fiir beide Gerite liegen im gleichen Konzentrationsbereich. Es muf3
beriicksichtigt werden, dal Waters bei einer Wellenldnge von 254 nm (vorliegende Arbeit
364 nm) miBt und die Probenaufgabe hydrostatisch (vorliegende Arbeit elektrokinetisch) er-
folgt.

Fir die Detektion mit der Thermischen Linse wurden die gleichen Bedingungen fiir die
Trennung der Anionen eingehalten wie bei der Detektion mit dem UV-VIS-Detektor. Die
Anregungslaserleistung betrug 60 mW und die Chopperfrequenz 100 Hz.

Bei der Durchfithrung der Messungen fingen nach kurzer Zeit die beiden Laserstrahlen an
zu streuen, so daf3 keine weiteren Messungen mehr moglich waren. Das Streuen der Laser-
strahlen wurde jedesmal durch eine Blase verursacht, die sich in der Kapillare im Detekti-
onsvolumen gebildet hatte. Interessanterweise konnten die Blasen weder durch Spiilen der
Kapillare mit Puffer noch mit Natronlauge entfernt werden. Dies ist ein Zeichen dafiir, daB
die Kapillare an der Detektionsstelle nicht mehr benetzt wird und somit keine Detektion
mehr moglich ist.
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3.3.3 Direkte Detektion

Da eine indirekte Detektion mit der Thermischen Linse aufgrund der Blasenbildung (siehe
oben) nicht moglich war, wurde, um beide Detektionsmethoden vergleichen zu kénnen, eine
direkte Detektion (Kapitel 3.2.5) durchgefiihrt.

In Abbildung 3.14 ist ein Elektropherogramm der DNOC/DNP-Trennung mit der
Micellaren Elektrokinetischen Chromatographie (MEKC) zu sehen. Detektiert wurde mit
dem UV-VIS-Detektor bei einer Wellenlinge von 364 nm, Man sieht, daB die beiden Peaks
basisliniengetrennt sind. Nach einer Zeit von 8 min tritt immer ein Systempeak auf.
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Abb. 3.14: Elektropherogramm der DNOC/DNP-Trennung. Detektion mit dem UV-VIS-
Detektor. Konzentration. DNOC 19 mg/l, DNP: 18 mg/l, Durchmesser der Kapillare: 75
pm, Wellenlinge: 364 nm, Puffer: 50 mM SDS, 100 mM Borsaure und 50 mM Natri-
umphosphat, pH-Wert: 7,0, Feldstirke: 164,8 V em™!, Aufgabespannung: 2,5 kV, Aufgabe-
zeit: 20 s
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Die Retentionszeiten fiir DNOC und DNP werden in der folgenden Tabelle angegeben.

Substanz DNOC DNP
Retentionszeit [min] 17,1 18,1

Tab. 3.4: Retentionszeiten der DNOC/DNP-Trennung

Die Reproduzierbarkeit der Trennung wurde aus der Standardabweichung der Peakflichen
aus zehn gleichen Trennungen (Detektion mit dem UV-VIS-Detektor) bestimmt. In Tabelle
3.5 sind die Reproduzierbarkeiten der DNOC/DNP Trennung dargestellt.

Wie man sieht, ist die Reproduzierbarkeit nicht ausreichend, um quantitative Bestimmungen
durchzufiihren. Grund fiir die geringe Reproduzierbarkeit ist die Probenaufgabe. Mit dem in
Kapitel 3.2.1 beschriebenen Aufbau der CE ist nur eine elektrokinetische Aufgabe der Probe
moglich, wobei die Spannung mit einem Potentiometer eingestellt wird und die Zeitmessung
mit einer Stoppuhr erfolgt, d. h. die Probenaufgabe ist nicht automatisiert. Sowoh! durch
sehr kleine Ungenauigkeiten in der Zeitmessung als auch durch ungleiches Einstellen des
Potentiometers dndert sich die Probenaufgabemenge, da diese von der Aufgabezeit und der
Aufgabespannung abhingig ist (siehe Gleichung 3.5).

Die Verbesserung der Probenaufgabe kann nur durch eine Automatisierung erreicht werden.
Daher wurden alle weiteren Messungen mit einem vollautomatisierten Probenaufgabesystem
(Thermo-Separation-Products (TSP), Modell 100) durchgefiihrt. Die Probenaufgabe erfolgt
mit dem neuen System hydrodynamisch (Vakuum).

Fiir die oben beschriebene Trennung erhilt man nun, bei einer Probenaufgabezeit von einer
Sekunde, folgende Reproduzierbarkeiten (Tabelle 3.5).

Substanz DNOC DNP
Reproduzierbarkeit [%] 16 20
Eigenaufbau
Reproduzierbarkeit [%) 4 3
Thermo-Separation-Products

Tab. 3.5: Reproduzierbarkeiten der DNOC/DNP-Trennung. Vergleich zwischen der Eigen-
bau Probenaufgabe (elektrokinetisch) und der automatisierten Probenaufgabe (hydrodyna-
misch) von Thermo-Separation-Products.

Fir diese Trennung wurde auch ein Vergleich der Thermischen Linse mit dem UV-VIS-
Detektor durchgefiihrt. Beide Detektionsarten wurden bei einer Wellenldnge von 364 nm
durchgefiihrt. Bei der TL-Detektion wurde mit einer Laserleistung von 200 mW und einer
Chopperfrequenz von 40 Hz gearbeitet. Die Abbildungen 3.15 und 3.16 zeigen die Tren-
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nung von DNOC/DNP, die bei denselben Trennparametern aufgenommen wurden, bei einer
Konzentration von ca. 1 mg/l. In Abbildung 3.15 wurde mit dem UV-VIS-Detektor und in
Abbildung 3.16 mit der Thermischen Linse detektiert.
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Abb. 3.15: Trennung von DNOC/DNP, detektiert mit dem UV-VIS-Detektor. Konzentra-
tion: DNOC 0,95 mg/l, DNP: 0,92 mg/l, Durchmesser der Kapillare: 75 um, Wellenlédnge:
364 nm, Puffer: 50 mM SDS, 100 mM Borsiure und 50 mM Natriumphosphat, pH-Wert:
7,0, Feldstirke: 164,8 V cm-1, Aufgabezeit: 1 s (hydrodynamisch)

Man sieht, dal bei der Detektion mit dem UV-VIS-Detektor (Abbildung 3.15) die Peaks
unterhalb der Nachweisgrenze liegen und im Rauschen der Basislinie verschwinden,
wihrend mit der Thermischen Linse (Abbildung 3.16) noch sehr gut detektiert werden kann.
Das Auslesen der Daten bei der Detektion mit der Thermischen Linse (siehe Kapitel 3.2.2.1)
wurde erst 13 min nach dem Start der Trennung begonnen.
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Abb. 3.16; Trennung von DNOC/DNP, detektiert mit der Thermischen Linse. Konzentra-
tion;: DNOC 0,95 mg/l, DNP: 0,92 mg/l, Laserleistung: 200 mW, Wellenlinge: 364 nm,
Chopperfrequenz: 40 Hz, Durchmesser der Kapillare: 75 um, Puffer: 50 mM SDS, 100 mM
Borsdure und 50 mM Natriumphosphat, pH-Wert: 7,0, Feldstarke: 164,8 V cm-!, Aufgabe-
zeit: 1 s (hydrodynamisch)

Zur Aufstellung der Kalibrierkurven fiir die beiden Detektionsarten (Abbildungen 3.17 bis
3.20) wurde die Peakfliche (siche Kapitel 3.2.1) ausgewertet.
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Abb. 3.17: Kalibrierkurve der DNOC/DNP-Trennung fiir DNOC. Detektion mit UV-VIS-
Detektor, Wellenldnge: 364 nm, Durchmesser der Kapillare: 75 um, Puffer: 50 mM SDS,
100 mM Borsiure und 50 mM Natriumphosphat, pH-Wert: 7,0, Feldstirke: 164,8 V cml,
Aufgabezeit: 1 s (hydrodynamisch)
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Abb.: 3.18: Kalibrierkurve der DNOC/DNP-Trennung fiir DNP. Detektion mit UV-VIS-
Detektor, Wellenlange: 364 nm, Durchmesser der Kapillare: 75 pum, Puffer: 50 mM SDS,
100 mM Borséure und 50 mM Natriumphosphat, pH-Wert: 7,0, Feldstirke: 164,8 V cm,
Aufgabezeit: 1 s (hydrodynamisch)
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Abb. 3.19: Kalibrierkurve fiir die DNOC/DNP-Trennung fiir DNOC. Detektion mit der
Thermischen Linse. Laserleistung: 200 mW, Wellenlinge: 364 nm, Chopperfrequenz:
40 Hz, Durchmesser der Kapillare: 75 um, Puffer: 50 mM SDS, 100 mM Borsdure und
50 mM Natriumphosphat, pH-Wert: 7,0, Feldstirke: 164,8 V cm-l, Aufgabezeit: 1 s
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Abb. 3.20: Kalibrierkurve fiir die DNOC/DNP-Trennung fiir DNP. Detektion mit der
Thermischen Linse. Laserleistung: 200 mW, Wellenldnge: 364 nm, Chopperfrequenz:
40 Hz, Durchmesser der Kapillare: 75 pm, Puffer: 50 mM SDS, 100 mM Borsdure und
50 mM Natriumphosphat, pH-Wert: 7,0, Feldstirke: 164,8 V cm-1, Aufgabezeit: 1 s
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Die Nachweisgrenzen fiir beide Detektionsarten sind in Tabelle 3.6 dargestellt. Die Zahlen
in Klammern geben den Korrelationskoeffizienten an.

Nachweisgrenze [mg/1]
Detektor ¥ / Substanz — DNOC DNP
UV-VIS 1,9  (0,997) 1,8 (0,999
Thermische Linse 0,038 (0,997) 0,037 (0,999)

Tab. 3.6: Nachweisgrenzen fiir die DNOC/DNP-Trennung. UV-VIS-Detektor und Thermi-
sche Linse im Vergleich

Mit der Nahfeld-Thermischen Linse wurden fiir die Trennung von DNOC/DNP bei einer
Wellenlidnge von 364 nm Nachweisgrenzen erhalten, die um einen Faktor 50 besser sind als
mit einem konventionellen UV-VIS-Detektor. WALDRON UND DOVICHI geben bei ihren
Messungen mit der Thermischen Linse eine um ein bis zwei GroBenordnungen bessere
Nachweisgrenze als mit einem Absorptionsdetektor an. Ihre Messungen wurden jedoch mit
einem klassischen Aufbau der Thermischen Linse durchgefiihrt, bei dem der Abstand
zwischen Kapillare und Lochblende bzw. Photodiode 30 cm betrug. Durch den kleinen
Abstand (1 cm) zwischen Kapillare und Photodiode, der bei der Nahfeld-Thermischen Linse
realisiert wurde, konnte die die Geritedimension bestimmende Aufweitungsstrecke
gegeniber einem herkommlichen Aufbau der Thermischen Linse stark reduziert werden,
wodurch eine wichtige Voraussetzung zum Bau eines kommerziellen Detektors geschaffen
wurde. Den erst durch einen miniaturisierten Thermischen Linse Detektor 4Bt sich ein
handliches und robustes Detektorsystem realisieren.

Durch diese Messungen zeigt sich, daB die Thermische Linse fiir die Detektion in kleinen
Volumina [NOLAN ET AL. 1984, CARTER UND HARRIS] pradestiniert ist. Die schlechten
Nachweisgrenzen bei der Detektion mit dem UV-VIS-Detektor werden durch die geringe
Schichtdicke (siehe Kapitel 2.1) der Kapillare verursacht.

Wichtigstes Ergebnis der in dieser Arbeit durchgefithrten Messungen ist somit der Nachweis
der hervorragenden Eignung der Nahfeld Thermischen Linse als Detektionssystem fiir die
Kapillarelektrophorese.
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4  Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

4.1 Einfiihrung in die Hochleistungsfliissigkeits-
chromatographie

Die Chromatographie ist eine physikalisch-chemische Trennmethode, bei der die Stofftren-
nung auf unterschiedlichen Verteilungen zwischen einer stationiren und einer mobilen Phase
beruht. Stehen stationidre und mobile Phase in innigem Kontakt miteinander, so stellt sich
ein Verteilungsgleichgewicht einer Substanz X ein, das durch den Verteilungskoeffizienten
Ky wiedergegeben ist [BARROW].

Ky = C stat
Cinob Gl 4.1

Csqrr  Konzentration der Substanz X in der stationdren Phase

Cmop. Konzentration der Substanz X in der mobilen Phase

Um ein Stoffsystem trennen zu konnen, miissen die Komponenten unterschiedliche Vertei-
lungskoeffizienten besitzen.

Bei der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (engl.: High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) besteht die stationdre Phase aus Teilchen kleiner 10 pm, um eine
groBBe spezifische Oberfliche zu erhalten. Dementsprechend miissen hohe Driicke (bis
400 bar) zum Durchpressen der mobilen Phase angewandt werden (der schematische
Aufbau der HPLC ist in Abbildung 4.2).

Eine Einfiihrung in die HPLC wird von MEYER und GOTTWALD gegeben, an die sich die
folgenden Ausfithrungen anlehnen.

Aus den bei der HPLC erhaltenen Chromatogrammen konnen neben der qualitativen und
der quantitativen Bestimmung von Substanzen Angaben iber die Giite einer Trennung ge-
macht werden. Die wichtigsten Kenngrolen werden im folgenden erldutert (siehe auch
Abbildung 4.1).

Die Retentionszeit tg ist die Zeit, welche von der Injektion eines Stoffes bis zur Regi-
strierung seines Peakmaximums verstreicht. Thr Wert ist fiir gleiche Trennbedingungen fiir
eine Substanz spezifisch und wird zur qualitativen Bestimmung benutzt.

Als Totzeit t) bezeichnet man die Zeit, die die mobile Phase von der Injektion aus benétigt,
um durch die Trennsdule bis zum Detektor zu wandern,

Anstelle der Retentionszeit wird haufig fiir die Charakterisierung einer Substanz der dimen-
sionslose Kaparitditsfakior k' eingefiihrt. Er ist definiert als Quotient aus der Differenz von
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Retentionszeit und Totzeit und der Totzeit (Gleichung 4.2). Der Kapazititsfaktor ist unab-
hangig von der Saulenlidnge und der FlieBgeschwindigkeit des Eluenten.

t - t
k ’ R 0
to Gl. 4.2

Kleine Kapazitatsfaktoren entsprechen kurzen Analysenzeiten,

A
Tg Substanz 2
o
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Abb. 4.1: Darstellung der Parameter zur Charakterisierung eines Chromatogrammes

Fur die Beurteilung der Trenngiite zweier Komponenten ist die Auflosung R der Peaks in
Einzelpeaks wichtig. Sie ist definiert durch den Quotienten aus der Differenz der Retenti-
onszeiten der Peaks und der halben Summe der Peakbreiten w; (Gleichung 4.3).

Z‘R2 = tRl
R=172. R27FR1
wy + w, Gl 43

Bei einer Auflésung von 1 sind die Peaks noch nicht vollstindig voneinander getrennt, erst
bei einer Auflosung von 1,4 sind die Peaks bis zur Basislinie getrennt. Fiir die quantitative
Bestimmung reicht eine Auflosung von 1,25 aus [GOTTWALD].

4.1.1 Reversed-Phase-Chromatographie

Die Reversed-Phase-Chromatographie (RP) (Phasenumkehrchromatographie) wird haupt-
sichlich zur Trennung unpolarer Substanzen eingesetzt. Bei der Reversed-Phase-Chromato-
graphie ist die stationire Phase weniger polar als die mobile Phase. Die am haufigsten ver-
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wendete stationire Phase ist chemisch gebundenes Octadecylsilan, ein n-Alkan mit 18 C-
Atomen (RP-18). Die Probensubstanzen werden von der Oberfliche des unpolaren RP-
Materials in der Saule um so stirker zuriickgehalten, je unpolarer sie sind, d. h. um so we-
niger sie in Wasser loslich sind. Wasser kann die unpolaren Alkylgruppen nicht benetzen
und nicht in Wechselwirkungen mit ihnen treten. Es ist daher die schwichste aller mobilen
Phasen und eluiert die Probe am langsamsten. Daher kann man mit dem Wassergehalt des
Eluenten die Elutionszeiten stark verandern.

4.1.2 Ionenpaarchromatographie

Ionische Substanzen kénnen mit der Reversed-Phase-Chromatographie nur bedingt getrennt
werden. Deshalb wird fur die Trennung von ionischen Substanzen die Ionenpaarchromato-
graphie eingesetzt. Bei der Ionenpaarchromatographie wird der mobilen Phase ein organi-
scher ionischer Stoff zugesetzt, welcher mit der entgegengesetzt geladenen Probenkompo-
nente ein Ionenpaar bildet, Dieses ist eigentlich ein Salz, aber nach auBen (d. h. in seinem
chromatographischen Verhalten) ein nicht-ionisches organisches Molekiil [MEYER].
Probe™ + Gegenion= 2 [Probe*Gegenion-]Paar
Probe” + Gegeniont™ 2 [Probe-Gegenion*JPaar

Dieses Ionenpaar 1aBt sich mit der Reversed-Phase-Chromatographie trennen.

4.1.3 Durchfiihrung der chromatographischen Trennungen

Bei isokratischen Trennungen wird wahrend der Durchfihrung der Trennung die Zusam-
mensetzung des Eluenten nicht geindert. Im Gegensatz dazu stehen die Gradiententren-
nungen, bei denen wihrend der chromatographischen Trennung die Zusammensetzung der
mobilen Phase gedndert wird. Dabei wird der Losungsmittelgradient so gewihit, daB3 die
Elutionskraft der mobilen Phase wihrend der Trennung zunimmt. Bei der Reversed-Phase-
Chromatographie wird z. B. der Wassergehalt der mobilen Phase im Verlauf der Trennung
verringert.

Man unterscheidet zwischen linearen Losungsmittelgradienten, bei denen die Losungsmit-
telzusammensetzung kontinuierlich gedndert wird und zwischen Stufengradienten, bei
denen die Losungsmittelzusammensetzung stufenweise gedndert wird.
Gradiententrennungen werden eingesetzt, da sie es ermoglichen, auch komplexe Substanz-
gemische aufzutrennen. Wiirde ein solches Gemisch isokratisch getrennt, so wiirden die zu-
erst erhaltenen Peaks schlecht aufgelost sein und manche Substanzen kénnten iiberhaupt nur
sehr schwer eluiert werden. Durch Losungsmittelgradienten ist es moglich, die zuerst erhal-
tenen Substanzpeaks besser aufzutrennen (durch die anfangs schwichere Elutionskraft der
mobilen Phase) und die schwer zu eluierenden Substanzen in einer kiirzeren zu Zeit eluieren
(durch die spiter starkere Elutionskraft der mobilen Phase).
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4.2 Experimenteller Teil zur cw-modulierten Thermischen
Linse

4.2.1 HPLC-Anlage

Fur die Ausarbeitung der Trennungen und fiir einen Vergleich der Detektoren (Thermische
Linse und Absorptionsdetektor) wurde ein HPLC-System der Firma Hewlett Packard (Serie
1050) verwendet. Dieses System besteht aus Einzelkomponenten, die zusammengestellt
werden konnen, und damit auch einen AnschluB8 der Thermischen Linse an die HPLC-An-
lage vereinfachen, Des weiteren bestand die Moglichkeit, fir Kontrollzwecke zusitzlich
noch einen Absorptionsdetektor nach dem Thermischen-Linsen-Detektor einzusetzen. Der
schematische Aufbau der HPLC-Anlage ist in Abbildung 4.2 gezeigt.

Die HPLC-Anlage besteht aus einer Niederdruckgradientenpumpe (Hewlett Packard, Serie
1050) mit maximal vier Kanilen, Die Probenaufgabe erfolgt tiber ein Six-Port-Ventil
(Rheodyne, Modell 7125) mit einer Probenschleife von 50 ul. Das Lésungsmittel wurde vor
dem Gebrauch mit einem 0,45 pum Cellulose Acetat Filter (Sartorius) gereinigt und mit Hilfe
der Heliumentgasungsanlage (Hewlett Packard, Serie 1050) entgast. Zur Detektion wurde
ein variabler Wellenldngendetektor (Hewlett Packard, Serie 1050) im Bereich von 190 nm -
600 nm eingesetzt. Die Aufzeichnung und Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit
der Chromatographiesoftiware Gynkosoft der Firma Gynkotek. Bei den erhaltenen Chro-
matogrammen wurde die Peakhohe ausgewertet.

Pumpe = -y J— Detektor
Injektions- Vorsdule Hauptsiule . I
| ventil : I ’

Cradient . Auffanggefaf3
Datenver-
arbeitung

IM1 LM?2
| |
Helium-
entgasung

Abb. 4.2: Schematischer Aufbau der HPLC. LM 1, LM 2: Losungsmittelvorratsgefife
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4.2.2 Aufbau der cw-modulierten Thermischen Linse

Fur die Detektion mit der Thermischen Linse wurde diese sowohl kollinear als auch trans-
versal aufgebaut. Der kollineare Aufbau der Thermischen Linse ist in der Arbeit von
SCHULZ beschrieben. Er geht auch ausfiihrlich auf die theoretischen Berechnungen von
Power [POWER 1990, POWER UND SALIN 1988] ein, die zu dem Aufbau der sogenannten
Nahfeld-Thermischen Linse fithrten. In der vorliegenden Arbeit wurde die Thermische Linse
zusitzlich noch in transversaler Anordnung realisiert. Beide Arten des Aufbaus werden
nachfolgend kurz beschrieben.

4.2.2.1 Kollinearer Aufbau der cw-modulierten Thermischen Linse

Den Aufbau der kollinearen Thermischen Linse als Detektorsystem fiir die HPLC zeigt
Abbildung 4.3. Als Anregungslaser (Argon) diente ein Dauerstrich (continuous wave - cw)
Argonionenlaser (Coherent, Innova 200) bei einer Wellenldnge von 364 nm mit einer Laser-
leistung von maximal 800 mW am Laserausgang. Die Modulation des Anregungslaserstrahls
erfolgte durch einen mechanischen Chopper (CH) (Scitec Instruments, Modell 300) mit
einer Frequenz zwischen 5 Hz und 40 Hz. Als Probenlaser diente ein 1 mW HeNe-Laser
(HeNe) (Uniphase 1101P). Der HeNe-Laserstrahl wurde durch eine -20 mm Bikonkav-
Linse (L2), die 12,5 cm vor der Kiivette angebracht wurde, aufgeweitet. Die Fokussierung
des Anregungslaserstrahls in die Kiivette erfolgte durch eine 200 mm Plankonvex-Linse
(L1). Die beiden Laserstrahlen wurden iiber einen LangpaBkantenfilter (ST) (Laseroptik)
mit einer maximalen Transmission bei 633 nm und einer maximalen Reflexion bei 364 nm
kollinear eingekoppelt. Im Abstand von 2 cm hinter der Kiivette befand sich eine Loch-
blende (P) mit einem Durchmesser von 1 mm. Der Durchmesser der Lochblende wurde so
gewihlt, daB3 der Anregungslaserstrahl diese ungehindert passieren konnte. Im Anschluf3 an
die Lochblende befand sich die Detektionsoptik. Durch diese wurde die optimale Ausleuch-
tung der photoempfindlichen Fliche gewihrleistet und der Anregungslaser durch Interfe-
renzfilter (A = 633 nm) ausgeblendet. Uber eine Photodiode (PD1) (UDT, Modell 260) mit
einem spektralen Empfindlichkeitsbereich von 300 nm bis 1100 nm und einer Detektorober-
fliche von 25 mm? wurde die Thermische Linse aufgenommen. Die kollineare Justage der
beiden Laserstrahlen erfolgte mit Hilfe der Irisblende (IB) und der Lochblende (P). Bei den
Messungen war die Irisblende geoffnet. Mit einem LeistungsmeBgerit (Laser Instru-
mentation, Modell 7100) ist die Leistung des Anregungslasers mit dem Photodetektor (PD)
kontrolliert worden. Fiir den gesamten Aufbau wurden Komponenten der Spindler & Hoyer
Mikrobank verwendet. Die elektronische Me3werterfassung ist in Kapitel 3.2.2.1 beschrie-
ben.
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Argon
CHé ...................................................................................
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Abb. 4.3: Aufbau der kollinearen Thermischen Linse. Argon: Argonionenlaser, CH: Chop-
per, L 1. Sammellinse, HeNe: HeNe-Laser, SP: Spiegel, L 2: Aufweitungslinse, ST: Strahl-
teiler, IB: Irisblende, P: Lochblende, DO: Detektionsoptik, PD: Photodetektor, PD1:
Photodiode, V: Vorverstirker, Lock-In: Lock-In-Verstarker

Kiivetten

Bei der kollinearen Thermischen Linse kamen verschiedene Kiivettentypen zum Einsatz.
Statische Messungen wurden mit einer Kiivette aus Quarzglas (Hellma, Modell 111-QS) mit
einer Schichtdicke von 10 mm durchgefiihrt.

Fir Durchflul- und HPLC-Messungen wurden zwei unterschiedliche Typen von Durch-
fluBkiivetten verwendet. Die Kiivetten (Hellma, Modell 178) vom Typ 1 sind in Abbildung
4.4 dargestellt. Sie hatten eine Schichtdicke von 10 mm und zylindrische Probenrdume.
Durch unterschiedliche Probenraumdurchmesser ergaben sich unterschiedliche Probenvo-
lumina (siehe Tabelle 4.1).

Die Kiivetten waren mit Edelstahl-Rohrchen mit 1,6 mm AuBendurchmesser zur Zu- und
Abfithrung der Analyten versehen. Die Innendurchmesser der Rohrchen waren abhingig
vom Volumen der Probenkammer (siche Tabelle 4.1). Durch diese Réhrchen konnten die
Kiivetten mit Swagelok-Verbindungen an die HPLC-Pumpe angeschlossen werden. Die
Durchflufirichtung des Analyten verlduft in Richtung der Strahlachse der beiden Laser-
strahlen,
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Abb. 4.4: DurchfluBkiivette mit einer DurchfluBrichtung des Analyten in Richtung der Le.-
serstrahlen. 1: Probenkammer, 2: Fenster, 3: Edelstahlrohrchen, 4: Laserstrahlen

Den zweiten Kiivettentyp zeigt Abbildung 4.5. Diese DurchfluBkiivette (Hellma, Modell
176.352-QS) ist eine Fluoreszenzkiivette mit drei Fenstern (das dritte Fenster liegt senk-
recht zur Strahlachse und ist in der Abbildung 4.5 nicht mit eingezeichnet). Die Schichtdicke
der Kiivette betragt 1,5 mm. Die Zu- und Abfiihrung (siche Tabelle 4.1) der Analytlésung
erfolgt ebenfalls iiber Edelstahirohrchen (in der Abbildung nicht zu sehen). Im Gegensatz zu
der vorhergehenden Kiivette (Typ 1) verlauft die DurchfluBBrichtung der Analytlosung
senkrecht zu den beiden Laserstrahlen.
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Abb. 4.5: DurchfluBkiivette mit einer DurchfluBrichtung senkrecht zu den Laserstrahlen. 1:
Probenkammer, 2: Fenster, 4: Laserstrahlen (Anregungs- und Detektionslaser sind kollinear

angeordnet)

Kiivette Apertur Volumen Rohrchen Einlauf Rohrchen Ablauf
Typ 1 & [mm] (] @ [mm] @ [mm]

A 1 8 0,25 0,5

B 1,5 18 0,25 0,5

C 2 30 0,5 1,1

D 3 80 1,1 1,1

Typ 2 - 25 1,1 1,1

Tab. 4.1; Parameter der verwendeten DurchfluBkiivetten

4.2.2.2 Aufbau der cw-modulierten transversalen Thermischen Linse

Der Aufbau der transversalen Thermischen Linse ist in Abbildung 4.6 abgebildet. Er ist ein-
facher als der kollineare Aufbau. Die beiden Laserstrahlen werden in einem 90°-Winkel iiber
die Linsen L1 und L2 in die Kiivette fokussiert. Fiir den Anregungslaserstrahl (Argon) wird
eine 140 mm Plankonvex-Linse (L1) und fiir den Detektionslaserstrahl (HeNe) eine -20 mm
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Bikonkav-Linse (1.2) verwendet. Beim transversalen Aufbau entfallen die aufwendige kolli-
neare Justage der beiden Laserstrahlen und die Interferenzfilter in der Detektionsoptik zum
Ausblenden des Anregungslaserstrahls. Die verwendete Lochblende hatte einen Durchmes-
ser von 600 um und wurde 2 cm hinter der Kiivette angebracht. Die Aufzeichnung des
Thermischen Linsen-Signals erfolgte wie bei der kollinearen MeBanordnung.

Argon

L1
7 0 P DO
SE !
PD1
JANNT]
L2 IB Kliipette
HeNe PD \
Datenver- L.ock-In- :
arbeitung | Verstarker I

Abb. 4.6: Transversaler Aufbau der Thermischen Linse. Argon: Argonionenlaser, CH:
Chopper, L 1: Sammellinse, HeNe: HeNe-Laser, SP: Spiegel, L 2: Aufweitungslinse, ST:
Strahlteiler, IB: Irisblende, P: Lochblende, DO: Detektionsoptik, PD: Photodetektor, PD1:
Photodiode, V: Vorverstirker, Lock-In: Lock-In-Verstarker

Kiivetten

Fiir statische Messungen wurde wie beim kollinearen Aufbau eine Quarzkiivette (Hellma,
Modell 111-QS) mit einer Schichtdicke von 10 mm verwendet. Fiir DurchfluBmessungen
und fiir die HPLC-Detektion wurde die in Abbildung 4.7 dargestellte Kiivette benutzt. Die
Kuvette ist gleich aufgebaut wie die, die fiir die kollinearen Messungen mit der Durchfluf3-
richtung des Analyten senkrecht zu den Laserstrahlen verwendet wurde (siehe Kapitel
4.2.2.1). Um transversale Messungen zu ermoglichen, wurde diese Kiivette mit einem vier-
ten Fenster ausgestattet (Spezialanfertigung von Hellma). Die Kiivette hatte eine Schicht-
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dicke von 1,5 mm und Edelstahlrohrchen fiir den AnschluB an die HPLC-Pumpe. Die
Durchflufrichtung des Analyten verlief senkrecht zu den Laserstrahlen.

—a4b

Abb. 4.7: Durchflu8kiivette fiir die transversale Thermische Linse. 1: Probenkammer, 2:
Fenster, 4a; Anregungslaserstrahl, 4b: Detektionslaserstrahl

4.2.3 Verwendete Substanzen und Reagenzien

Die chromatographische Trennung wurde mit den in Methanol gelosten Dinitrophenol-
verbindungen 2,4-Dinitrophenol (DNP) (Merck), 2,4-Dinitro-6-methylphenol (DNOC)
(Riedel de Haén), Dinoseb (DS) (Riedel de Haén) und Dinoterb (Riedel de Haén) durch-
gefiihrt. Die Struktur der vier Substanzen ist in Abbildung 4.8 abgebildet. Im alkalischen
Bereich liegen sie als Phenolat-Ionen mit einer Absorptionsbande bei 364 nm vor. (Das
Absorptionsspektrum von DNOC fiir zwei verschiedene pH-Werte ist in Kapitel 3.2.5
abgebildet). Durch ihre ionische Struktur konnen sie durch Ionenpaarchromatographie
getrennt werden, Als Ionenpaarreagenz wird Hexadecyltrimethylammoniumbromid
(Cetrimid) (Merck) verwendet. Der pH-Wert wird mit Phosphatpuffer (Merck) eingestelit.
Als Eluent fiir die Trennung werden Mischungen aus Methanol (LiChrosolv, gradient grade,
Merck) und Wasser (deionisiert, bidestilliert) verwendet. Die Substanzen eignen sich
sowohl fiir isokratische als auch fiir Trennungen mit einem Losungsmittelgradienten,

Fur die Bestimmung der Nachweisgrenzen und fiir DurchfluBexperimente wurden aus-
schlieflich DNOC-Losungen bei einem pH-Wert von 7 verwendet.




47

OH OH

NO, ON CH,
NO, NO,

DNP DNOC
OH CH, OH CHy
N é P
ON CH CHy 0, :
Ha

NO;, NO;
Ds DT

Abb. 4.8: Struktur der Dinitrophenolverbindungen

4.3 Ergebnisse und Diskussion der cw-modulierten
Thermischen Linse

Ziel der Arbeit war unter anderem die Anpassung der Thermischen Linse als Detektor-
system an die HPLC. Dabei sollte vor allem die Eignung der Thermischen Linse bei Gra-
diententrennungen untersucht werden. Deshalb liegt der Schwerpunkt folgender Erliu-
terungen auf dem EinfluB} eines Losungsmittelgradienten auf die HPLC-Detektion mit der
Thermischen Linse. Wichtigstes Ziel war, die Leistungsfahigkeit der Thermischen Linse vor
allem im Hinblick auf eine hohe Nachweisgrenze zu untersuchen. Parameter wie Chopper-
frequenz und Laserleistung, die das Thermische Linsen-Signal beeinflussen, wurden schon
bei Schulz [ScHULZ], Bohnert [BOHNERT] und Khuen [KHUEN] untersucht, daher wird auf
diese nicht mehr eingegangen. Die Abhéngigkeit des Thermischen Linsen-Signals von der
Stromungsgeschwindigkeit spielt fiir die Anwendung als Detektor eine Rolle, weshalb die
durchgefiihrten DurchfluBexperimente nachfolgend beschrieben werden.

4.3.1 Die Abhiingigkeit des TL-Signals von der Durchflufige-
schwindigkeit

Der Einflu der Stromungsgeschwindigkeit auf das Thermische Linsen-Signal wird in der
Literatur von verschiedenen Autoren behandelt [VYAS UND GUPTA, DOVICHI UND HARRIS
1981, WEIMAR UND DOVICHI A, B, C, NICKOLAISEN UND BIALKOWSKI, SONTAG UND TAM,
ROSEET AL., VYAS ET AL.]. In der instationdren Wiarmeleitungsgleichung (siche Anhang A),
die von GUPTA auf die Thermische Linse angewendet wurde, wird neben dem
Wirmequellterm und der Temperaturleitfihigkeit auch die Konvektion beriicksichtigt.
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SCHULZ hat in seiner Arbeit den Einflu der DurchfluBgeschwindigkeit auf das Thermische
Linsen-Signal diskutiert, wobei er Kiivetten mit kubischem (450 pl) und zylindrischem
Probenvolumen (siche Kapitel 4.2.2.1 Typ 1, 80 pl und 8 pl) mit DurchfluBirichtung in
Richtung der Laserstrahlen verwendet hat. Daher werden in dieser Arbeit hauptsichlich
DurchfluBexperimente mit der Kiivette Typ 2 (siche Kapitel 4.2.2.1) mit DurchfluBrichtung
senkrecht zu den Laserstrahlen beschrieben.

Die eingezeichneten Linien in den nachfolgend gezeigten Abbildungen 4.9 bis 4.12 sollen
keine theoretischen Berechnungen darstellen, sie dienen nur zur Orientierung fiir das Auge.
Zum Vergleich wird in Abbildung 4.9 die Abhéingigkeit des Thermischen Linsen-Signals von
der Stromungsgeschwindigkeit und der Chopperfrequenz gezeigt. Die Messungen wurden
mit dem kollinearen Aufbau der Thermischen Linse bei einer Wellenldnge von 364 nm mit
Kiivettentyp 1 (8 pl) durchgefiihrt. Als Analyt diente eine Losung von 200 pg/l DNOC in
Wasser.
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Abb. 4.9: TL-Signal in Abhéangigkeit von der Strémungsgeschwindigkeit bei verschiedenen
Chopperfrequenzen. Kollinearer Aufbau der Thermischen Linse. Kiivette: Typ 1, 8 pl mit
Durchfluirichtung in Richtung der Laserstrahlen. Analyt: 200 pg/l DNOC in Wasser

Bei kleinen Chopperfrequenzen nimmt das TL-Signal zundchst mit der Stromungsge-
schwindigkeit zu, durchléduft ein Maximum und nimmt dann bei héheren Geschwindigkeiten
ab. Das Aufireten eines Maximums bei kleinen Stromungsgeschwindigkeiten wurde auch
von DELORME gemessen. Eine schliissige Erkldrung fiir das Auftreten eines Maximums
konnte bis heute noch nicht gefunden werden. Mit steigender Chopperfrequenz ist das
Maximum immer weniger ausgepragt und zu hoheren Strémungsgeschwindigkeiten ver-
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schoben. Aus diesen Messungen ist zu erkennen, dafl mit steigender Chopperfrequenz der
EinfluB der Stromungsgeschwindigkeit auf das Thermische Linsen-Signal geringer wird,
gleichzeitig nimmt jedoch auch die Sensitivitdt des Thermischen Linsen-Signals ab. Die
Abnahme des Thermischen Linsen-Signals bei hoheren Stromungsgeschwindigkeiten ist die
Folge eines erh6hten Warmeaustrags durch erzwungene Konvektion.

Mit steigender Chopperfrequenz und gleichbleibender Laserleistung nimmt die Grofe des
TL-Signals ab, da die Anregungsphasen kiirzer werden und somit insgesamt weniger Ener-
gie eingestrahlt wird.

Bei Messungen, die mit demselben Aufbau der Thermischen Linse (kollinear), jedoch mit
der Kiivette Typ 2 mit einer Stromungsrichtung senkrecht zu den Laserstrahlen, durchge-
fithrt wurden, wurden &dhnliche Ergebnisse erhalten. Abbildung 4.10 zeigt die Ergebnisse
dieser Messungen. Das Maximum der Kurven ist zu kleineren Stromungsgeschwindigkeiten
verschoben. Unabhéngig von der Chopperfrequenz zeigt das Thermische Linsen-Signal ab
4 ml/min keine weitere Abnahme mehr und ab 5 ml/min konnten keine Messungen mehr
durchgefiihrt werden, da die Thermische Linse durch die erzwungene Konvektion aus dem
Detektionsbereich ausgetragen wurde. Fiir DurchfluB- bzw. HPLC-Messungen bedeutet
dies, dafl dieser Kiivettentyp nur bis zu Stromungsgeschwindigkeiten von 4 ml/min

eingesetzt werden kann,
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Abb. 4.10: TL-Signal in Abhéngigkeit von der Strémungsgeschwindigkeit bei verschiedenen

Chopperfrequenzen. Kollinearer Aufbau der Thermischen Linse. Kiivette: Typ 2, mit einer
Durchflurichtung senkrecht zu den Laserstrahlen. Analyt: 200 pg/l DNOC in Wasser
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In Abbildung 4.11 wird das prozentuale Rauschen in Abhingigkeit von der Strémungsge-
schwindigkeit bei einer Chopperfrequenz von 20 Hz gezeigt. Das Rauschen wurde aus der
Standardabweichung bestimmt. Es ist zu sehen, daB das Rauschen mit steigender Stro-
mungsgeschwindigkeit stark zunimmt. Daher sollte bei DurchfluBexperimenten bei mog-
lichst kleinen Strémungsgeschwindigkeiten gemessen werden.
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Abb. 4.11: Prozentuales Rauschen in Abhéngigkeit von der Stromungsgeschwindigkeit bei
einer Chopperfrequenz von 20 Hz. Kollinearer Aufbau, Kiivette: Typ 2 mit der Durchfluf3-
richtung senkrecht zu den Laserstrahlen. Analyt: 200 ng/l DNOC in Wasser

Bei der Durchfiihrung dieser Messungen mit Methanol als Losungsmittel fiir DNOC (siehe
Abbildung 4.12) erhilt man wiederum denselben Verlauf wie bei Messungen mit Wasser als
Losungsmittel. Bei diesen Messungen ist jedoch das Maximum viel stirker ausgeprigt und
der EinfluB der Stromungsgeschwindigkeit auf das Thermische Linsen-Signal ist auch bei
einer Chopperfrequenz von 60 Hz noch deutlich zu sehen. Dies wird durch die unter-
schiedlichen thermischen Eigenschaften von Methanol und Wasser verursacht, die in Kapitel
4.3.4.1 noch néher erlautert werden.




51

: I . . | ) : ! . . T
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
Strémungsgeschwindigkeit [ml/min]

Abb. 4.12: TL-Signal in Abhéngigkeit von der Stromungsgeschwindigkeit bei verschiedenen

Chopperfrequenzen. Kollinearer Aufbau der Thermischen Linse. Kuvette: Typ 2, mit einer
Durchflurichtung senkrecht zu den Laserstrahlen. Analyt: 200 pg/l DNOC in Methanol

Fir den transversalen Aufbau wurde ebenfalls eine DurchfluBBkiivette vom Typ 2 mit einer
Stromungsrichtung senkrecht zu den Laserstrahlen verwendet. Man erhilt die gleichen
Ergebnisse beziiglich der Abhingigkeit des Thermischen Linsen-Signals von der Chopper-
frequenz und der DurchfluBgeschwindigkeit wie fiir den kollinearen Aufbau mit der
DurchfluBkiivette vom Typ 2, lediglich die absolute GroBe des jeweiligen Thermischen
Linsen-Signals (verursacht durch die kleinere Wechselwirkungsstrecke) ist geringer.

4.3.2 Kollinearer und transversaler Aufbau im Vergleich

Fiir die Eignung als Detektorsystem wurde sowohl der kollineare als auch der transversale
Aufbau getestet. Jede Art des Aufbaus hat dabei Vor- und Nachteile. So zeichnet sich der
transversale Aufbau durch seine Einfachheit aus, da weniger Komponenten (Spiegel, Filter)
benotigt werden, und die aufwendige kollineare Justage nicht erforderlich ist. Der storende
Untergrund, der beim kollinearen Aufbau durch den Anregungslaser trotz Ausblenden durch
Filter entsteht, fillt beim transversalen Aufbau ebenfalls weg. Jedoch lassen sich beim
kollinearen Aufbau groBere Wechselwirkungsstrecken der Laserstrahlen verwirklichen als
beim transversalen Aufbau, bei dem die Wechselwirkungsstrecke dem Durchmesser des
Anregungslaserstrahls in der Kiivette entspricht. Der transversale Aufbau ist daher durch ein
kleines Probenvolumen gekennzeichnet, wie es im Kapitel 3 iiber die Kapillarelektrophorese
gezeigt wurde.
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Fir den Vergleich wurde fiir beide Aufbauten eine Konzentrationsreihe von DNOC in wiB-
riger Losung (pH 7) aufgenommen. Mit diesen Messungen wurde die Nachweisgrenze und
die Empfindlichkeit der verschiedenen Detektorsysteme bestimmt (die Definition der Nach-
weisgrenze ist in Kapitel 3.3.1.5 erlautert). Im Falle linearer Kalibrierkurven stellt die Stei-
gung der Kalibriergerade die Empfindlichkeit £ dar [SCHWEDT 1992]. Folglich hat dann
diejenige Detektionsmethode mit der groften Steigung der Kalibriergerade die hochste
Empfindlichkeit. Die Messungen wurden stationar bei einer Wellenldnge von 364 nm, einer
Chopperfrequenz von 6 Hz und einer Laserleistung von 150 mW durchgefiihrt. Die Kiivette
wurde, um Luftblasen zu vermeiden, sehr vorsichtig mit Hilfe einer Spritze gefiillt. Nach der
Messung wurde die Kiivette mit der Spritze leergesaugt, mehrmals mit Wasser und
anschlieBend mit der neuen MeBlosung gespiilt. So wurde gewihrleistet, daB keine
Konzentrationsverfalschungen durch Restsubstanzen der vorhergehenden Messung
aufiraten. In Abbildung 4.13 sind die Ergebnisse fiir die Messungen mit dem kollinearen-
und dem transversalen Aufbau gezeigt.
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Abb. 4,13: Kalibriergeraden von DNOC in Wasser fir den kollinearen- und den transver-
salen Aufbau der Thermischen Linse. Wellenlinge: 364 nm, Chopperfrequenz 6 Hz,
Laserleistung: 150 mW, DurchfluBgeschwindigkeit: 0 ml/min

Die Kalibrierkurven sind iiber mehrere GroBenordnungen linear. Dies ist fiir den Einsatz als
Detektor von groler Wichtigkeit. Die Nachweisgrenzen, die Steigungen als MaB fir die
Empfindlichkeit und die Korrelationskoeffizienten fiir beide Methoden sind in Tabelle 4.2
wiedergegeben,
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kollinear transversal
Nachweisgrenze [ug/1] 0,2 2
Steigung [mV l/ug) 0,92 0,13
Korrelationskoeffizient 0,999 0,995

Tab. 4.2: Vergleich zwischen kollinearem und transversalem Aufbau

Mit dem kollinearen Aufbau wurde fiir statische Messungen eine um den Faktor zehn bes-
sere Nachweisgrenze erhalten als fiir den transversalen Aufbau. Dies ist eine Folge der gro-
Beren Wechselwirkungsstrecke beim kollinearen Aufbau. Die Empfindlichkeit ist aus den
selben Griinden fiir den kollinearen Aufbau um einen Faktor sieben grofer.

4.3.3 Detektion bei Isokratischen Trennungen

Fiir einen Vergleich der Detektionsmethoden wurde die Trennung der Dinitrophenolverbin-
dungen 2,4 Dinitrophenol (DNP), Dinitroorthokresol (DNOC), Dinoseb (DS) und Dinoterb
(DT) ausgewihlt (siehe Kapitel 4.2.3). Diese Substanzen eignen sich fiir eine Trennung mit
der Reversed-Phase-Ionenpaarchromatographie (siehe Kapitel 4.1.1 und 4.1.2) und haben
im neutralen bzw. alkalischen pH-Bereich eine Absorptionsbande bei der Laserwellenlidnge
von 364 nm. Verglichen wurde zwischen der Detektion mit einem UV-VIS-Detektor und
der Thermischen Linse, wobei bei der Thermischen Linse nochmals zwischen drei verschie-
denen Detektionsmethoden unterschieden wurde. Diese Methoden werden nachfolgend
nochmals kurz erlautert:

o Kollinearer Aufbau der Thermischen Linse mit Durchflulrichtung des Analyten in
Richtung der Laserstrahlen (siehe Kapitel 4.2.2.1). Die Wechselwirkungsstrecke der La-
serstrahlen war entsprechend der Schichtdicke der Kiivette 10 mm, das Volumen der
Kivette betrug 8 pl.

o Kollinearer Aufbau der Thermischen Linse mit DurchfluBBrichtung des Analyten senk-
recht zu den Laserstrahlen (siehe Kapitel 4.2.2.1). Die Wechselwirkungsstrecke der La-
serstrahlen war entsprechend der Schichtdicke der Kiivette 1,5 mm.

o Transversaler Aufbau der Thermischen Linse mit Durchflurichtung des Analyten senk-
recht zu den Laserstrahlen (siehe Kapitel 4.2.2.2). Die Wechselwirkungsstrecke der La-
serstrahlen war entsprechend dem Durchmesser des Anregungslaserstrahls in der
Kuvette 100 um.

Die Trennung der Dinitrophenolverbindungen mit der Reversed-Phase-Ionenpaarchromato-
graphie ist in der Literatur von Roseboom [ROSEBOOM ET AL. 1981 A, B] und Schikarski
[SCHIKARSKI] beschrieben. Zur Einstellung des pH-Wertes wird Phosphatpuffer und als
Ionenpaarreagenz Cetrimid (siehe Kapitel 4.2.3) verwendet. Als Eluent dient eine Mischung
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von Methanol und Wasser. Unter den in der Literatur beschriebenen Bedingungen fiir die
Trennung werden relativ lange Retentionszeiten benotigt, was an den Kapazititsfaktoren k’
in Tabelle 4.3 zu sehen ist. Kiirzere Retentionszeiten konnen durch die Variation der
Phosphatpuffer- und der Cetrimidkonzentration und durch das Methanol/Wasser-Verhiltnis
erreicht werden. Eine optimale Trennung der Dinitrophenolverbindungen wurde mit einer
RP-18-Sédule (Lichrosorb 5 pm, 250 mm * 4 mm), einem Volumenverhiltnis von 80/20
Methanol/Wasser, einer Cetrimidkonzentration von 1,5 g/l und einer Phosphatkonzentration
von 2 mM bei einer DurchfluRgeschwindigkeit von 1 ml/min erhalten.

In Abbildung 4.14 ist das Chromatogramm dieser Trennung zu sehen. Detektiert wurde mit
dem UV-VIS-Detektor bei einer Wellenlange von 364 nm.
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Abb. 4.14: Chromatogramm der Trennung, detektiert mit dem UV-VIS-Detektor.
Wellenlinge: 364 nm, Durchflugeschwindigkeit: 1 ml/min, Konzentration: DNP 490 pg/l,
DNOC 460 pg/l, DS 500 pg/l, DT 750 pg/l

Nach 2,5 min erscheint der Losungsmittelpeak (LM). Die Zeit vom Start der Trennung bis
- zu diesem Peak entspricht der Totzeit t; (siehe Kapitel 4.1). Man sieht, daB3 die Peaks gut
voneinander getrennt sind. Die Auflésung (siehe Kapitel 4.1) fiir die DNP/DNOC-Peaks
betragt 2,04 und fiir die DS/DT-Peaks 1,36. Das heiit DNP und DNOC sind basislinienge-
trennt und bei DS und DT reicht die Auflosung fiir eine quantitative Bestimmung aus.
Die Kapazititsfaktoren &’ (siche Kapitel 4.1) dieser Trennung sind in Tabelle 4.3 aufgefiihrt.
Durch die Variation der Parameter konnten die Kapazititsfaktoren fiir DNP um den Faktor
1,5 und fiir DT sogar um den Faktor drei erniedrigt werden.
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Kapazitatsfaktor k’
Substanz DNP DNOC DS DT
ROSEBOOM 1,66 3,33 6,73 8,0
Eigene Trennung 1,09 1,34 2,44 2,71

Tab. 4.3: Kapazititsfaktoren der Trennung

Fir die Trennung der Dinitrophenolverbindungen wurde mit dem UV-VIS-Detektor eine
Konzentrationsreihe aufgenommen. Zur Aufstellung der Kalibrierkurven wurde die
Peakhohe ausgewertet. Die Kalibrierkurven sind in Abbildung 4.15 zu sehen. Der
Ubersichtlichkeit wegen werden an dieser Stelle nur die Kalibrierkurven fir DNOC und
DNP gezeigt, die Kalibrierkurven von DS und DT sind im Anhang D.1 in den Abbildungen
D.1 und D.2 dargestellt.
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Abb. 4.15: Kalibrierkurven fir DNOC und DNP, detektiert mit dem UV-VIS-Detektor, der
Ausschnitt zeigt den Bereich niedriger Konzentrationen. Wellenlange: 364 nm, DurchfluB3-
geschwindigkeit 1 mi/min

Diese Trennung wurde mit genau denselben Trennparametern (s. 0.) mit der Thermischen
Linse detektiert, wobei alle drei oben beschriebenen Detektionsarten eingesetzt wurden. Die
Detektionen wurden mit einer Chopperfrequenz von 20 Hz, einer Anregungslaserleistung
von 150 mW und einer Wellenldnge von 364 nm durchgefiihrt. Abbildung 4.16 zeigt das
Chromatogramm der Trennung, welches mit der kollinearen Thermischen Linse mit der 8 pl
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Kiivette mit DurchfluBrichtung des Analyten in Richtung der Laserstrahlen detektiert
wurde. Auffallend ist der Losungsmittelpeak bei 2,5 min, der im Gegensatz zur Detektion
mit dem UV-VIS-Detektor ein unterschiedliches Aussehen hat. Der Losungsmittelpeak wird
durch Brechungsindexidnderungen verursacht. Die Substanzen sind in Methanol gelost, und
diese Losung wird uber die Probenschleife aufgegeben. Als Eluent wurde eine 80/20
Methanol/Wasser-Mischung eingesetzt. Wenn nun das Methanol der Probenlésung am De-
tektor erscheint, verursacht es eine Brechungsindexdnderung, welche von beiden Detek-
toren registriert wird. (Auf die Form des Losungsmittelpeaks bei der Detektion mit der
kollinearen Thermischen Linse wird noch genauer bei der Elution mit einem Stufengra-
dienten (siehe Kapitel 4.3.4.2) eingegangen.) Die Konzentrationsreihen fir DNOC und
DNP sind in Abbildung 4.17 zu sehen. Die Kalibrierkurve verlauft linear iiber drei GréBen-
ordnungen. (Die Kalibrierkurven fiir DS und DT mit dieser Detektionsmethode sind im An-
hang D.1 in den Abbildungen D.3 und D.4 dargestellt.)

Das Chromatogramm und die Konzentrationsreihen fiir DNP und DNOC mit der Detektion
mit der kollinearen Thermischen Linse mit Durchflurichtung senkrecht zu den
Laserstrahlen sind in den Abbildungen 4.18 und 4.19 zu sehen. (Die Kalibrierkurven fiir DS
und DT mit dieser Detektionsmethode sind im Anhang D.1 in den Abbildungen D.5 und D.6
dargestellt.)
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Abb. 4.16: Chromatogramm der Trennung, detektiert mit der kollinearen Thermischen
Linse mit DurchfluBrichtung des Analyten in Richtung der Laserstrahlen. Laserleistung:
150 mW, Chopperfrequenz: 20 Hz, Wellenlinge: 364 nm, DurchfluBgeschwindigkeit
1 ml/min, Konzentration: DNP 19,5 ng/l, DNOC 18 pg/l, DS 20 ug/l, DT 30 ug/l
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Abb. 4.17: Kalibrierkurven fiir DNOC und DNP, detektiert mit der kollinearen Thermischen
Linse mit Durchflufirichtung des Analyten in Richtung der Laserstrahlen. Laserleistung:
150 mW, Chopperfrequenz: 20 Hz, Wellenlinge: 364 nm, DurchfluBgeschwindigkeit
1 ml/min
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Abb. 4.18: Chromatogramm der Trennung, detektiert mit der kollinearen Thermischen
Linse mit DurchfluBrichtung des Analyten senkrecht zu den Laserstrahlen. Laserleistung:
150 mW, Chopperfrequenz: 20 Hz, Wellenlinge: 364 nm, DurchfluBgeschwindigkeit
1 ml/min, Konzentration: DNP 98 pg/l, DNOC 92 ng/l, DS 100 ug/l, DT 150 pg/i
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Abb. 4.19: Kalibrierkurven fiir DNOC und DNP, detektiert mit der kollinearen Thermischen

Linse mit Durchflulrichtung des Analyten senkrecht zu den Laserstrahlen. Laserleistung:

150 mW, Chopperfrequenz: 20 Hz, Wellenlidnge: 364 nm, Durchflugeschwindigkeit

1 ml/min

Das mit der transversalen Thermischen Linse aufgenommene Chromatogramm ist in Ab-
bildung 4.20 dargestellt, es entspricht dem Chromatogramm aufgenommen mit der kolli-
nearen Thermischen Linse mit Durchfluflirichtung des Analyten senkrecht zu den Laser-
strahlen; nur die absolute GroBe des Thermischen Linsen-Signals ist kleiner (bedingt durch
die kleinere Wechselwirkungsstrecke der Laserstrahlen). Die Kalibrierkurven fiir DNP und
DNOC mit der transversalen Thermischen Linse Detektion sind in Abbildung 4.21 gezeigt.
(Die Kalibriergeraden fiir DS und DT fiir diese Detektionsmethode sind in Anhang D.1 in
den Abbildungen D.7 und D.8 dargestelit.)
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Abb. 4.20: Chromatogramm der Trennung, detektiert mit der transversalen Thermischen
Linse mit Durchfluirichtung des Analyten senkrecht zu den Laserstrahlen, Laserleistung:
150 mW, Chopperfrequenz: 20 Hz, Wellenldnge: 364 nm, Durchflugeschwindigkeit
1 ml/min, Konzentration: DNP 245 ug/l, DNOC 230 pg/l, DS 250 pg/l, DT 380 pg/l
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Abb. 4.21: Kalibrierkurven fir DNOC und DNP, detektiert mit der transversalen Ther-
mischen Linse mit DurchfluBrichtung des Analyten senkrecht zu den Laserstrahlen. Laser-
leistung: 150 mW, Chopperfrequenz: 20 Hz, Wellenlinge: 364 nm, DurchfluBgeschwindig-
keit 1 ml/min
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Die Nachweisgrenzen fiir die vier Detektionsmethoden sind in Tabelle 4.4 dargestellt. Es
zeigt sich, daB die Detektion mit der Thermischen Linse bei der Wellenldnge von 364 nm
auf jeden Fall einem konventionellen UV-VIS-Detektor iiberlegen ist. Mit der kollineraren
Thermischen Linse mit der Durchflufrichtung in Richtung der Laserstrahlen
(Wechselwirkungsstrecke zwischen den Laserstrahlen 10 mm) erhédlt man eine um eine
GroBenordnung bessere Nachweisgrenze als mit dem UV-VIS-Detektor. Bedingt durch die
geringere Wechselwirkungsstrecke erhilt man fiir den transversalen Aufbau eine um den
Faktor fiinf schlechtere Nachweisgrenze gegeniiber dem kollinearen Aufbau. Bei statischen
Messungen (siehe Kapitel 4.3.2) wurde bei dem Vergleich der Nachweisgrenzen des
kollinearen mit dem transversalen Aufbau ein Unterschied von einer GroBenordnung
erhalten. DaB3 bei den HPLC-Messungen der Unterschied in den Nachweisgrenzen zwischen
transversalem und kolinearem Aufbau nur noch Faktor funf betrigt im Vergleich zu
statischen Messungen (siehe Kapitel 4.3.2) wo ein Faktor zehn erhalten wurde, liegt am
DurchfluBverhalten der Kiivette, was durch die Messungen mit der kollinearen Thermischen
Linse mit DurchfluBBrichtung senkrecht zu den Laserstrahlen bestitigt wird. Bei diesen Mes-
sungen erhilt man trotz einer kiirzeren Wechselwirkungsstrecke (1,5 mm) nur unwesentlich
schlechtere Nachweisgrenzen als bei der Strahlfilhrung in Durchflurichtung
(Wechselwirkungsstrecke 10 mm).

Nachweisgrenze [ug/l]

Detektor  / Substanz — DNP DNOC DS DT
UV-VIS 10 7 20 15

0,999) | (0,999) | (0,996) (0,997)
kollineare Thermische Linse 1,5 0,7 3 3
Durchfluf in Laserstrahlrichtung | (0,999) (0,999) (0,997) (0,997)
kollineare Thermische Linse 2 2 5 7,5
Durchfluf3 senkrecht zur Laser- (0,998) (0,995) (0,994) (0,995)
strahirichtung
transversale Thermische Linse 5,5 4 10 15
Durchflul} senkrecht zur Laser- (0,995) (0,995) (0,997) (0,998)
strahlrichtung

Tab. 4.4: Nachweisgrenzen fur die Trennung der Dinitrophenolverbindungen DNP, DNOC,
DS und DT fur die verschiedenen Anordnungen der Thermischen Linse im Vergleich mit
einem UV-VIS-Detektor. Der Wert in den Klammern gibt den Korrelationskoeffizienten

wieder.

Die in Kapitel 4.3.1 (Abhéngigkeit des Thermischen Linsen Signals von der Durchfluf3ge-
schwindigkeit) und die im vorliegenden Kapitel vorgestellten Ergebnisse machen deutlich,
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daB die Stromungsverhéltnisse in den MeBkiivetten das Thermische Linsen-Signal ganz er-
heblich beeinflussen konnen. Durch Richtungsdnderungen der Strémung in Zufiihrungen
und Mefiraum, die in herkémmlichen Kiivetten aus praktischen Griinden eigentlich immer
vorhanden sind, bilden sich u. a Wirbel und Querstromungen aus, die die Ausbildung der
Thermischen Linse beeinflussen [DOVICHI UND HARRIS 1981]. Es besteht daher ein grofler
Entwicklungsbedarf hinsichtlich einer optimalen Kiivettengeometrie fiir die Thermische
Linse Detektion bei der HPLC. Die Vorhersage der Stromungsverhiltnisse und ihren Ein-
fluB auf die Thermische Linse sind sehr komplex und erfordert daher umfangreiche Berech-
nungen z. B. auch unter Zuhilfenahme der Finite Elemente Methode (FEM). Durch eine
Kiivette deren Kivettengeometrie und folglich die Stromungsverhiltnisse auf die Ther-
mische Linse angepaft sind, ist eine erhebliche Verbesserungen der Nachweisgrenze der
Thermischen Linse als Detektorsystem fur die HPLC zu erwarten.

Einen Vergleich der Nachweisgrenzen dieser Trennung mit unterschiedlichen photother-
mischen Detektionsmethoden zeigt die folgende Tabelle. Die Detektion wurde mit der
laserinduzierten Photoakustischen Spektroskopie (LIPAS), mit der kollinearen Thermischen
Linse (TL) (Kiivette Typ 1A, siehe Tabelle 4.1) und mit der photothermischen Interfero-
metrie (PI) durchgefiihrt.

Nachweisgrenze [pg/1]
Detektor V / Substanz — DNP DNOC
TL [SCcHULZ] 0,7 0,7
LIPAS [ADELHELM] 8 7
PI [SEIDEL 1995] 121 71
TL [diese Arbeit] 1,5 0,7

Tab. 4.5: Nachweisgrenzen fur die HPLC-Detektion mit verschiedenen photothermischen
Detektionsmethoden.

Beim Vergleich der Nachweisgrenzen, die fiir die Thermische Linse und fir die anderen
photothermischen Methoden bei der HPLC-Detektion erhalten werden, zeigt sich die Ther-

mische Linse als am nachweisstirksten.
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4.3.4 Detektion von Losungsmittelgradienten

Bei Gradiententrennungen wird die Zusammensetzung des Losungsmittels wahrend der
Trennung geindert (siche Kapitel 4.1.3). Durch die Anderung der Zusammensetzung der
mobilen Phase wird nicht nur die Elutionskraft gedndert, sondern auch der Brechungsindex
sowie die thermischen Eigenschaften der mobilen Phase. Somit hat die Anderung der
Losungsmittelzusammensetzung auch Auswirkungen auf die Detektion mit der Thermischen

Linse.

4.3.4.1 Abhingigkeit des Thermischen Linsen-Signals vom Losungsmittel

Die Intensititsinderung des Detektionslaserstrahls, die mit einer Photodiode hinter einer
Lochblende gemessen wird, 1aBt sich durch Gleichung 4.4 ausdriicken (siehe auch
Anhang B):

Al 1,206-P- A (dn/dT)

I Ak Gl 4.4
4: Absorption
P Laserleistung
(dn/dT). Temperaturkoeffizient des Brechungsindex
A Wellenldnge des Lasers
k: Wirmeleitfahigkeit

Die Anderung der Intensitit fiir einen konventionellen Absorptionsdetektor ist nach dem
Lambert-Beer-Gesetz fiir schwach absorbierende Substanzen (siehe auch Kapitel 2.1,
Gleichung 4.5):

AL 3034
I Gl 4.5

Der Quotient aus Gleichung 4.4 und Gleichung 4.5 bezeichnet den Verstirkungsfaktor V'
der Thermischen Linse gegeniiber der konventionellen Absorption (Gleichung 4.6) [CARTER
UND HARRIS 1984 A, DOVICHI 1987]:

_ 0,52 P - (dn/dD)
Ak Gl 4.6

14

Der Verstarkungsfaktor ist demzufolge eine Funktion der Laserparameter Laserleistung und
Laserwellenldnge sowie der Losungsmittelparameter Warmeleitfahigkeit und Temperatur-
koeffizient des Brechungsindex. Die beiden Losungsmittelparameter fir Methanol und
Wasser sind in Tabelle 4.6 dargestellt [DOVICHI 1987].
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k dn/dT ‘ (dndD) ’
[mW omel K-1] [K-1] k
[cm mW-1]
Methanol 2,02 -3,94 % 104 19,5 * 103
Wasser 5,95 -0,81 % 104 1,36 % 10-3

Tab. 4.6: Thermische Konstanten von Methanol und Wasser

Folglich kann durch die Wahl des Losungsmittels der Verstarkungsfaktor beeinfluf3t
werden. Setzt man die Konstanten in Gleichung 4.6 ein, so sollte man bei Messungen mit
der Thermischen Linse bei gleicher Laserleistung (P) und gleicher Wellenlinge (A) fiir reines
Methanol ein 14 mal groBeres Signal erhalten als fiir reines Wasser.

Um dies zu uberprufen, wurden statische Messungen mit unterschiedlicher Zusammen-
setzung des Losungsmittel durchgefithrt. Die Messungen wurden mit DNOC-Losungen
durchgeflihrt, wobei das Methanol/Wasser-Volumenverhéltnis in Zehn-Prozent-Schritten
gedndert wurde. Um sicherzustellen, daB alle Losungen dieselbe Absorption besitzen und
damit nur die photothermischen Losungsmitteleigenschaften einen Einflu auf den Ver-
starkungsfaktor haben, wurden entsprechende Referenzmessungen mit einem Spektral-
photometer (Varian, Modell Cary 2400) durchgefiihrt. Die Durchfiihrung der eigentlichen
Messungen erfolgte mit der kollinearen Thermischen Linse bei einer Chopperfrequenz von
20 Hz, einer Laserleistung von 150 mW und bei einer Wellenlinge von 364 nm. Das
Ergebnis der Messungen ist in Abbildung 4.22 gezeigt.
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Abb. 4.22: Abhangigkeit des Thermische Linsen Signals von der Loésungsmittelzusammen-
setzung. Laserleistung: 150 mW, Chopperfrequenz: 20 Hz, Wellenldnge: 364 nm
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Mit steigendem Methanolgehalt nimmt das Signal der Thermischen Linsen zu. Der Unter-
schied des Thermischen Linsen-Signals mit reinem Wasser und reinem Methanol betrigt
9,8. Bei diesen Messungen wurde nicht der maximal mdogliche Faktor von 14 erreicht,
wobei berticksichtigt werden muf3, daB3 Gleichung 4.4 nur bei einem optimalen Aufbau der
Thermischen Linse-Apparatur gilt. Das heif3t, zwischen der Laserstrahltaille und der Probe
sollte ein bestimmter Abstand liegen. Allerdings sind die Werte, die in der Literatur fiir die
optimale Distanz zwischen der Laserstrahltaille und der Probe diskutiert werden, ebenfalls
unterschiedlich [CARTER UND HARRIS 1984 A, DOVICHI 1987, BERTHOUD ET AL., SHELDON
ET AL., FANG UND SWOFFORD)]. Tran hat zwischen Wasser und Methanol eine Verstirkung
von 10 und NOLANET AL. 1984 von 8,6 gemessen.

4.3.4.2 Detektion von Stufengradienten

Bei Stufengradienten wird die Zusammensetzung des Losungsmittels wahrend der Trennung
stufenweise geindert. Bevor Trennungen mit dieser Art des Losungsmittelgradienten
durchgefiihrt wurden, wurden Vorversuche mit den einzelnen Detektionsmethoden ohne
chromatographische Siule durchgefiihrt, Diese Messungen wurden mit der kollinearen
Thermischen Linse mit DurchfluBrichtung in Richtung der Laserstrahlen (Kiivette Typ 1)
bei einer Chopperfrequenz von 20 Hz, einer Laserleistung von 150 mW und bei einer
Wellenlange von 364 nm gemacht. Die verwendeten Losungsmittel bzw. Losungsmittel-
gemische wurden sehr sorgfiltig mit Helium entgast, da Luftblasen bei der Detektion stéren.
Fiir die Untersuchung von Losungsmittelgradienten wurden Methanol/Wasser-Mischungen
als gingige Eluenten fur die Reversed-Phase Chromatographie gewihit. In Abbildung 4.23
ist die Auswirkung eines Stufengradienten auf das Thermische Linsen-Signal dargestelit.
Hierbei wurde die Zusammensetzung des Losungsmittels innerhalb von 0,01 min von reinem
Methanol auf ein Volumenverhiltnis von 90/10 Methanol/Wasser verindert. Gemessen
wurde bei einer Durchflufigeschwindigkeit von 1 mi/min und einem Kiivettenvolumen von
18 ul. Bis zu der Zeit von 100 s ist die Basislinie von reinem Methanol zu sehen, danach
wurde der Stufengradient detektiert und ab 150 s sieht man die Basislinie der 90/10
Methanol/Wasser-Mischung. Die starken Schwankungen dieser Basislinie werden durch den
ungleichmifBigen Mischungsvorgang in der Gradientenpumpe verursacht. Die 90/10
Methanol/Wasser-Mischung wurde mit der Pumpe hergestellt. Die Pumpe entnimmt dazu
die entsprechenden Mengen Eluent aus den Vorratsgefden, in denen reines Methanol bzw.
reines Wasser vorliegt. Laut Hersteller der Gradientenpumpe treten die Losungsmittel von
der unteren Seite der Pumpe her in die Pumpenkammer ein und stréomen zwischen Kolben
und Kolbenwandung nach oben, die dabei auftretenden Turbulenzen bewirken eine schnelle
Durchmischung der Losungsmittel [HP]. LaBt man jedoch die 90/10 Methanol/Wasser-
Mischung nicht von der Pumpe mischen, sondern setzt eine vorgemischte 90/10
Methanol/Wasser-Mischung ein, so dafl die Pumpe zur Erzeugung des Gradienten nur noch
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zwischen den beiden VorratsgefiBe umschalten muf3, treten die Schwankungen der
Basislinie nicht mehr auf (siehe Abbildung 4.24).
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Abb. 4.23: Stufengradient von reinem Methanol zu einer 90/10 Methanol/Wasser-Mi-
schung, detektiert mit kollinearen Thermischen Linse mit DurchfluBrichtung des Analyten in
Richtung der Laserstrahlen, Laserleistung: 150 mW, Chopperfrequenz: 20 Hz, Wellenldnge:
364 nm, DurchfluBgeschwindigkeit: 1 ml/min, Kiivettenvolumen 18 pl. Die 90/10 Me-
thanol/Wasser-Mischung wurde durch die Pumpe erzeugt.
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Abb. 4.24: Stufengradient von reinem Methanol zu einer 90/10 Methanol/Wasser-Mi-
schung, detektiert mit der kollinearen Thermischen Linse mit Durchflufrichtung des Ana-
lyten in Richtung der Laserstrahlen. Laserleistung: 150 mW, Chopperfrequenz: 20 Hz,
Wellenldnge: 364 nm, Durchflulgeschwindigkeit: 1 ml/min, Kiivettenvolumen: 18 ul. Die

90/10 Methanol/Wasser-Mischung war vorgemischt.

Wihrend der Losungsmittelgradient durch die Kiivette tritt, geht das Lock-In-Signal auf
Null zuniick und man kann wihrend dieser Zeit kein Thermisches Linsen-Signal nachweisen.
Die Verhaltnisse in der Durchflukiivette wurden vereinfacht in Abbildung 4.26 dargestelit.
Das Methanol (L1) mit einem Brechungsindex nl stréomt durch den Probenraum der
Kiivette, durch das Umschalten der Pumpe auf das andere VorratsgefaB3 stromt unmittelbar
danach die 90/10 Methanol/Wasser-Mischung (L2) mit einem anderen Brechungsindex n2 in
den Probenraum der Kiivette ein. Durch diese unterschiedlichen Brechungsindizes der
beiden Losungen kommt es bei unvollstindiger Vermischung zu einer unkontrollierten Ab-
lenkung (Streuung) der Laserstrahlen, die als Triibung wahrgenommen werden kann. In der
Zeit, in der der Losungsmittelgradient durch die Probenkammer stromt, ist somit keine De-
~ tektion mehr moglich. Die Tritbung der Losung ist so stark, dal man sie mit dem Auge be-
obachten kann.

Trigt man die Zeit auf, die fir die vollstindige Verdringung des Methanols durch die 90/10
Methanol/Wasser-Mischung bei unterschiedlichen DurchfluBgeschwindigkeiten benétigt
wird, d. h. die Zeit, in der man kein Thermisches Linsen-Signal messen kann, so erhilt man
folgende Abhingigkeiten (siche Abbildung 4.25). Mit steigender DurchfluBgeschwindigkeit
wird weniger Zeit flir die Verdrangung benétigt, und man kann bei einem Kiivettenvolumen
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von 8 pl bei einer DurchfluBgeschwindigkeit von 2 ml/min 42 s lang und bei 1 ml/min 78 s
lang kein Thermisches Linsen-Signal detektieren.

Bei einem kleineren Probenkammervolumen wird iiberraschenderweise mehr Zeit fiir die
Verdringung des Methanols durch die 90/10 Methanol/Wasser-Mischung bendtigt als bei
einem groflen. Dies konnte vermutlich durch die Kiivettengeometrie verursacht werden.
Beim Durchstrémen der Kiivetten bilden sich AbriBwirbel aus, und es kommt zu Turbu-
lenzen in der Kiivette [DOVICHI AND HARRIS 1981] (siehe Abbildung 4.26). Vermutlich
wird bei grofen Kiivettendurchmessern der Losungsmittelgradient nicht von den
AbriBBwirbeln erfafit, sondern kann am Kiivettenrand entlang durch die Kiivette stromen.
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Abb. 4.25: Durchstromungszeit des Stufengradienten in Abhingigkeit vom Kiivettenvo-
lumen und der DurchfluBgeschwindigkeit. Gemessen wurde mit der kollinearen Ther-
mischen Linse mit DurchfluBrichtung des Analyten in Richtung der Laserstrahlen. Laser-
leistung: 150 mW, Chopperfrequenz: 20 Hz, Wellenldnge: 364 nm
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Abb. 4.26: Vereinfachte Darstellung der Verhaltnisse in der DurchfluBBkiivette

Dieselben Vorversuche ohne Siule wurden auch mit der kollinearen Thermischen Linse mit
der Durchtiulrichtung senkrecht zu den Laserstrahlen, mit der transversalen Thermischen
Linse und mit dem UV-VIS-Detektor durchgefiihrt. Es wurde wiederum die Losungsmittel-
zusammensetzung innerhalb 0,01 min von reinem Methanol auf ein Volumenverhaltnis von
90/10 Methanol/Wasser verindert. Die Detektion erfolgte bei einer Wellenlinge von
364 nm, einer Laserleistung von 150 mW und einer Chopperfrequenz von 20 Hz. Bei allen
Methoden wird prinzipiell der in Abbildung 4.27 dargestellte Verlauf erhalten.
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Abb. 4.27: Stufengradient von reinem Methanol zu einer 90/10 Methanol/Wasser-Mi-
schung. Gemessen wurde mit der kollinearen Thermischen Linse mit Durchflufirichtung des
Analyten senkrecht zu den Laserstrahlen. Laserleistung: 150 mW, Chopperfrequenz: 20 Hz,
Wellenlinge: 364 nm, DurchfluBgeschwindigkeit: 1 ml/min. Die 90/10 Methanol/Wasser-
Mischung war bereits vorgemischt.

4.3.4.3 Detektion von Trennungen mit einem Stufengradienten

Fir die Detektion von Trennungen mit einem Stufengradienten wurde die Trennung der
Dinitrophenolverbindungen (sieche Kapitel 4.3.3) verwendet und an den entsprechenden
Stellen ein Stufengradient eingearbeitet. Fiir die Trennungen wurde eine RP-18-Siule
(Lichrosorb 5 um, 250 mm * 4 mm) verwendet. Als Eluent wurde eine 75/25 (v/v)
Methanol/Wasser-Mischung benutzt, die innerhalb 0,01 min auf ein Verhaltnis von 80/20
(v/v) Methanol/Wasser verdndert wurde. Die Konzentrationen von Cetrimid (1,5 g/l) und
Phosphatpuffer (2 mM) wurden wihrend der ganzen Trennung konstant gehalten. Der
Losungsmittelgradient wurde zeitlich so gelegt, daB er entweder mit dem DNOC-Peak zu-
sammenfiel oder zwischen dem DNOC- und dem DS-Peak auftrat. Die Detektion erfolgte
bei allen vier Methoden bei einer Wellenlange von 364 nm und einer Durchflugeschwin-
digkeit von 1 ml/min. Fiir die Detektio