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1 Einleitung 1

1 Einleitung

In der modernen Analytik ist die Identifizierung und Strukturaufklarung unbekannter
Substanzen noch immer eine der grol3en Herausforderungen. Der Anwendungs-
bereich von leistungsfahigen Trennmethoden wird immer grofRer und erstreckt sich
neben der Chemie auch auf die Medizin, Pharmazie, Biochemie, Biologie und andere
Naturwissenschaften. Im Laufe der Zeit er6ffneten sich immer wieder neue Bereiche,
die Umweltanalytik in den achtziger Jahren, die Hochdurchsatzanalytik der
kombinatorischen Chemie, der Bereich der Genomforschung in den neunziger
Jahren und die sich im neuen Millennium rasant entwickelnde Protein- und
Peptidanalytik im Bereich der Proteomforschung.

Hinsichtlich des hohen Probenaufkommens in diesen Forschungsbereichen sollte die
gewahlte Analysenmethode automatisierbar sein und der Aufwand flr die Proben-
vorbereitung so gering wie mdoglich. Die dabei zur Verfiugung stehenden Proben-
mengen sind Ublicherweise eher gering. Daher wird von den verwendeten Trenn-
methoden neben einer hohen Reproduzierbarkeit und einer kurzen Analysenzeit
auch ein moglichst geringer Probenverbrauch und eine hohe Empfindlichkeit
gefordert. Die Miniaturisierung etablierter Trennverfahren wie der Chromatographie
und der Elektrophorese ist somit eine logische Konsequenz der sich verandernden
Anforderungen an die heutige Analytik. Die Kopplung dieser Trennmethoden mit
leistungsfahigen und empfindlichen Detektoren ermdglicht es, neben der reinen
Trennung auch direkt eine Identifizierung und Quantifizierung der zu untersuchenden
Proben vorzunehmen. Routineméf3ig werden dabei zur Quantifizierung UV-Detek-
toren verwendet, wahrend die Kopplung mit Massenspektrometrie (MS) und
Kernresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie) eine Strukturaufklarung erlaubt.
Der immer geringer werdende Probenverbrauch und die sich standig verbessernde
Empfindlichkeit der Detektoren tragen dazu bei, dass in Zukunft die Untersuchung
der Inhaltsstoffe und Metaboliten einzelner Zellen oder Zellverbédnden ins Auge

gefasst werden kann.
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1.1 Historie

Die Auftrennung und Identifizierung von Inhaltsstoffen war schon von jeher eine der
Herausforderungen in den Naturwissenschaften. Bereits die Philosophen des
Altertums kannten Trennmethoden wie Destillation, Kristallisation, Filtration und
Extraktion, welche erst Anfang des zwanzigsten Jahrhunderts durch zwei weitere
Methoden erganzt wurden, durch Chromatographie und Elektrophorese.

Der russische Botaniker Michael Tswett trennte 1906 Chlorophylifarbstoffe auf einer
mit dem Polysaccharid Inulin gefillten Glassaule, indem er einen Pflanzenblattextrakt
aufgab, mit Petrolether eluierte [1,2] und so die verschiedenen Chlorophyllfarbstoffe
voneinander abtrennen konnte. Tswett gab seiner Methode, der chromatographi-
schen Analyse den Namen und nannte das Ergebnis - die getrennten Farbstoffe in
der Saule - Chromatogramm. Das ungeheure Potential und die praktische Relevanz
seiner Arbeiten wurde jedoch erst 1931 erkannt, als die Methode von Kuhn und
Lederer wieder aufgegriffen und weiterentwickelt wurde [3]. Seit den flinfziger Jahren
entwickelten sich von dortaus mehrere chromatographische Varianten, wie die der
Gas- (GC) [4,5] und Dunnschichtchromatographie (DC) [6], sowie spater die
Superkritische (supercritical fluid chromatography, SFC) [7] und die Hochleistungs-
flussigchromatographie (high performance liquid chromatography, HPLC) [8,9,10].
Die Elektrophorese wurde 1930 von Tiselius zur Analyse von Proteinen entwickelt
[11]. Die, (durch Anlegen einer Spannung) Uber ein mit Elektrolyt gefilltes U-Rohr,
separierten Banden wurden durch abfotografieren der Apparatur im UV-Licht
aufgezeichnet. Als nachteilig stellte sich schon damals die, durch Joulesche
Warmeentwicklung verursachte, thermische Konvektion heraus, die teilweise zur
Ruckvermischung der Banden im relativ niederviskosen Medium fihrte. In den
darauffolgenden Jahren wurden elektrophoretische Trennungen Uberwiegend in
konvektionsstabilisierten Medien wie Papier oder Gelen durchgefiihrt. Aufgrund ihrer
Leistungsfahigkeit und Anwenderfreundlichkeit haben sich daraus die Agarose- und
Polyacrylamid-Gelelektrophorese [12,13] zu Routinemethoden entwickelt. Ein
anderer Ansatz die thermische Konvektion zu minimieren, ist eine optimale Warme-
ableitung aus der Matrix. Dieses Prinzip wird seit Anfang der achtziger Jahre
erfolgreich als Kapillarelektrophorese (capillary electrophoresis, CE) angewandt
[14,15,16,17], bei welcher das aul3erst vorteilhafte Oberflache/Volumen-Verhéltnis

die Warmeableitung begunstigt.
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Die Elektrochromatographie, die Kombination von Chromatographie und Elektro-
phorese, ist die jungste Entwicklung der Trennmethoden. Schon 1974 haben
Pretorius et al. [18] den Transport des Eluenten in gepackten Saulen durch den
elektroosmotischen Fluss (electroosmotic flow, EOF) beschrieben. Jedoch konnten,
aufgrund der damals noch nicht zur Verfigung stehenden Injektoren und Detektoren,
nicht die notwendigen experimentellen Anordnungen aufgebaut werden, um eine
wirkliche Trennung durchzufihren. Nachdem erst 1981 die instrumentellen Probleme
von Jorgenson und Lukacs [15,16] erfolgreich gelést werden konnten, waren es vor
allem die theoretischen und praktischen Arbeiten von Knox und Grant [19,20], die
das allgemeine wissenschaftliche Interesse an dieser neuen Methode weckten und
den Weg fur die Kapillarelektrochromatographie (capillary electrochromatography,
CEC) ebneten.

Apparativ gesehen wurde die Detektion relativ spat in die Trennmethoden und somit
noch spater in die miniaturisierten Trennverfahren implementiert. Wahrend sich
Tswett noch ausschlie3lich auf die sensorischen Fahigkeiten seiner Augen verlassen
musste, konnte Tiselius ein viertel Jahrhundert spater bereits UV-aktive Substanzen
untersuchen. Die heute gebrauchlichen on-line Detektionssysteme, wie z.B. UV/Vis-,
Brechungsindex- oder auch Fluoreszenz-Detektoren, liefern nur unzureichende
strukturelle Informationen Uber die aufgetrennten Substanzen. Deshalb findet die
eigentliche Strukturaufklarung haufig immer noch off-line statt. Fur die direkte on-line
Strukturaufklarung unbekannter Substanzen wird in den analytischen Untersuch-
ungslaboratorien hauptsachlich die on-line-Kopplung der Trennmethoden (vornehm-
lich der HPLC) mit der Massenspektrometrie (MS) und der Kernresonanzspektros-
kopie (nuclear magnetic resonance NMR) eingesetzt. Wahrend das
Massenspektrometer erfolgreich und in zunehmenden Mal3e auch routinemaRig zur
on-line-Kopplung mit kapillaren Trennmethoden eingesetzt wird, steckt die
Entwicklung der on-line-Kopplung kapillarer Trennmethoden mit dem NMR-
Spektrometer immernoch in den Kinderschuhen.
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1.2 Kapillartrennmethoden

1.2.1 Kapillar-Hochleistungsflissigchromatographie
[21,22,23,24,25,26,27,28,29,30]

Wahrend Gemische aus niedermolekularen, leichtfliichtigen Verbindungen mit Hilfe
der Gaschromatographie aufgetrennt werden, wird die konventionelle Hochleistungs-
flissigchromatographie (HPLC) vor allem bei nichtflichtigen Verbindungen,
insbesondere zur Trennung von Biopolymeren eingesetzt. Das Einsatzgebiet ist sehr
weitreichend und erstreckt sich von der Produktaufreinigung tber die Stoffanreiche-
rung bis hin zur Auftrennung komplexer Gemische. Die HPLC verfligt, aufgrund der
Vielzahl der ihr zur Verfligung stehenden stationdren Phasen, Uber eine hohe
Selektivitat. Uberwiegend wird heutzutage jedoch die sogenannte reversed-phase
(Umkehrphasen) Chromatographie eingesetzt, basierend auf spharischen porésen
Kieselgelpartikeln mit einer Ublichen Korngrof3e zwischen 3-10 um und einer durch
kovalent gebundene C18-Alkylketten hydrophobisierten Oberflache. Die Auftrennung
der einzelnen Komponenten eines Gemisches gelingt aufgrund der verschieden
ausgepragten Wechselwirkungen der Analyten mit der stationdren Phase, was zu
unterschiedlichen Verteilungsgleichgewichten dieser Analyten zwischen mobiler und
stationarer Phase fuhrt. In der konventionellen HPLC werden Trennsaulen von 12-25
cm und 2-5 mm eingesetzt, wahrend in der Kapillar-HPLC (capillary HPLC, cHPLC)
ublicherweise Quarzglaskapillaren mit einem Innendurchmesser von 20-500 pm
verwendet werden. Die Trennleistung konventioneller bzw. Kapillar-HPLC Saulen
liegt bei maximal 30.000 Bdden pro Saule und ist damit im Vergleich zur
Kapillarelektrophorese oder der Kapillargaschromatographie eher gering. Dieser
Nachteil kann allerdings durch die grol3e Anzahl an stationaren Phasen mit
unterschiedlichsten Selektivitdten kompensiert werden, da sie die erreichbare
Auflésung einer Trennung mafgeblich bestimmt. Ein weiterer Pluspunkt fur die
HPLC ist zusatzlich die grol3e Auswahl an einsetzbaren mobilen Phasen und die
Maglichkeit der Gradientenelution. Durch die richtige Wahl des Eluenten, speziell
mittels Gradientenelution, lasst sich die Selektivitat weiter optimieren. Die mit der
HPLC erreichbare chromatographische Auflosung ist dadurch mit der der
Kapillarelektrophorese durchaus vergleichbar. Aufgrund dessen konnte sich die
HPLC trotz ihrer relativ geringen Trennleistung zur meist angewandten

Trennmethode entwickeln.
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Abbildung 1-1: Schematische Darstellung des Trennprinzips der Kapillar-HPLC.

Die Miniaturisierung der HPLC in Form der cHPLC ist vor allem aufgrund der damit
verbundenen Reduktion des Eluenten und Probenverbrauchs und der deutlichen
Verringerung der fir eine Saule bendtigten (oftmals sehr teuren) Packungsmateri-
alien attraktiv. Aus 6kologischen und 6konomischen Griinden ist die Miniaturisierung
also durchaus winschenswert, was durch die Vielzahl der Veroffentlichungen seit
den 80er Jahren belegt wird. Trotz des inzwischen (auch fur die cHPLC) kommerziell
erhaltlichen vollautomatisierten Instrumentariums, ist sie aufgrund ihrer noch
mangelnden Robustheit in der industriellen Routineanalytik noch lange nicht
angekommen. Nur in Teilbereichen, wie z.B. der on-line-Kopplung mit der Elektro-
sprayionisierungs-Massenspektrometrie, verdrangt sie zunehmend die konventio-
nelle HPLC.

1.2.2 Kapillarelektrophorese [17,31]

Durch die Entwicklung der Kapillarelektrophorese (CE) gelang es, alle aus der
konventionellen Elektrophorese bekannten Trennmechanismen auf Kapillaren zu

Ubertragen. Damit erhielt man eine Methode, die eine on-column Detektion mittels
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UV/VIS- oder Fluoreszenzdetektoren zuléasst, automatisierbar ist und deren Trenn-
leistungen denen der Kapillar-Gaschromatographie entsprechen. Das Spektrum der
moglichen Anwendungen erstreckt sich dabei von einfachen lonen tber Biopoly-
mere, wie Peptide und Proteine, Oligonukleotide und Polynukleotide, bis hin zu
Zellorganellen, Bakterien und Viren.

Bei dieser kapillaren Trennmethode werden die elektrokinetischen Phanomene der
Elektrophorese und bisweilen auch der Elektroosmose zum Stofftransport und zur
Stofftrennung ausgenutzt. Unter Elektrophorese versteht man die Wanderung von in
flissiger Phase gelésten oder kolloidal verteilten, bzw. dispergierten, geladenen
Teilchen im elektrischen Feld. Elektroosmose in Elektrolyten ist auf die Ausbildung
der elektrolytischen Doppelschicht [32] auf geladenen Oberflachen durch Adsorption
und Ansammlung von Gegenionen aus der Elektrolytlosung zurickzufuhren. Legt
man langs der Kapillaroberflache eine elektrische Spannung an, so migrieren die
weniger fest gebundenen Uberschussionen in der Doppelschicht samt des sie
umgebenden Eluenten entlang des elektrischen Feldes zur Gegenelektrode. Die bei
der Migration auftretenden Scherkréafte bewirken, dass sich die Flissigkeitssaule in
der Kapillare (bzw. in der Packung; siehe Kapitel 3.1.2) als Ganzes in Bewegung
setzt. Dadurch entsteht der sogenannte elektroosmotische Fluss (EOF) mit dem auch
neutrale geléste Molekile, sowie Losungsmittelmolekile transportiert werden
konnen. Aufgrund der, durch den lonenstrom entstehenden, Jouleschen Warme ist
man in der Anwendung auf offene Kapillaren (bzw. Kapillar-Trennsaulen; siehe
Kapitel 3.1.3.3) mit maximal 250 um Innendurchmesser beschrankt.

Der Sammelbegriff Kapillarelektrophorese (CE) fasst die elektrokinetischen Trenn-
verfahren Kapillarzonenelektrophorese (CZE) [15,33], Kapillargelelektrophorese
(CGE) [34,35] und mizellare elektrokinetische Chromatographie (MEKC) [36,37]
zusammen. Die Kapillarzonenelektrophorese nutzt den elektroosmotischen Fluss
und die Elektrophorese zum Transport. Getrennt werden konnen in der CZE
allerdings nur lonen, die aufgrund ihrer unterschiedlichen elektrophoretischen
Beweglichkeiten verschiedene Migrationsgeschwindigkeiten besitzen, welche vom
EOF uberlagert werden. Mit der Kapillargelelektrophorese lassen sich geladene
Makromoleklle durch den sogenannten Siebeffekt trennen. Die Analyten werden je
nach MolekulgroRe durch die Polymergelmatrix in ihrer Migration unterschiedlich
stark behindert. Die Elektroosmose wird bei der CGE vollstandig unterdrtickt. In der

mizellaren elektrokinetischen Chromatographie wird der mobilen Phase ein
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Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des Trennprinzips der Kapillarzonen-
elektrophorese.

geladenes Detergens (z.B. sodium dodecyl sulfate, SDS) beigemischt. Oberhalb
einer bestimmten SDS-Konzentration (kritische Mizellenbildungskonzentration)
aggregieren die SDS-Molekile zu kugelférmigen, an der Oberflache negativ
geladenen Mizellen. Diese wandern aufgrund ihrer Ladung im elektrischen Feld in
Richtung Anode. Diese Wanderung wird aber im Allgemeinen vom entgegengesetzt
gerichteten EOF Uberlagert und kompensiert. Neutrale Analyte halten sich bei ihrer
Wanderung mit dem EOF aufgrund ihrer unterschiedlichen Hydrophobizitat
unterschiedlich lange im Innern der hydrophoben Mizellen auf. Sie werden also mit
Hilfe dieser pseudostationaren mizellaren Phase unterschiedlich stark retardiert und
somit getrennt.

Die Kapillarelektrophorese bietet die Moglichkeit, duRerst geringe Probenvolumina
(unterer nl-Bereich) mit einer aul3erst hohen Trenneffizienz zu untersuchen. Aufgrund
des zur reversed-phase HPLC orthogonalen Trennprozesses erganzt sie diese, da
dort polare geladene Substanzen aufgrund ihrer geringen Wechselwirkung mit der

stationaren Phase nur schlecht aufgetrennt werden.



8 1 Einleitung

1.2.3 Kapillarelektrochromatographie [64]

Die Elektrochromatographie [EC] ist die jlingste Entwicklung der miniaturisierten
Trennmethoden [19,20,38,39,40,41,42,43,44,45,46,]. Sie bietet die Moéglichkeit der
Kombination des chromatographischen Trennprinzips der hydrodynamischen
Trennverfahren mit dem elektrophoretischen Trennprinzip der elektrokinetischen
Trennverfahren, wéahrend der Transport der mobilen Phase durch den EOF
gewahrleistet wird. Neutrale Analyten werden nur chromatographisch getrennt,
wahrend geladene zusatzlich elektrophoretisch aufgetrennt werden. Das durch den
EOF erzeugte stempelformige Stromungsprofil ermdglicht wesentlich hdhere
Trenneffizienzen als in der HPLC - im Idealfall die der CE.

Die CEC lasst sich entweder in offenen oder in mit feinkdrnigem Packungsmaterial
gefillten Kapillaren (analog zur cHPLC) durchfihren. In der Elektrochromatographie
mit offenen Kapillaren, der ,open tubular electrochromatography” (OTEC) [31,47],
werden an der Innenoberflache chemisch modifizierte Quarzkapillaren verwendet.
Um hohe Effizienzen zu erreichen, missen sie einen Innendurchmesser unter 30 um
haben. Der kleine Kapillarinnendurchmesser fiihrt allerdings zu Detektionsproble-
men. Eine Mdoglichkeit, die Probenaufgabekapazitat und den Innendurchmesser zu
vergroRRern, ist die Beschichtung der Kapillarinnenoberflache. In der Elektrochroma-
tographie mit gepackten Kapillaren, der Kapillarelektrochromatographie (CEC),
werden im Allgemeinen analog zur cHPLC, feinkdrnige unpolare Umkehrphasen als
Packungsmaterial eingesetzt. Durch die Packung wird die Probenaufgabekapazitat
stark vergroRert. AuRerdem kénnen Kapillaren bis zu 250 pm Innendurchmesser
verwendet werden, wodurch Detektionsprobleme deutlich vermindert werden
konnen. Die Kombination der hydrodynamischen (cHPLC) mit der elektrokinetischen
(CEC) Kapillartrennmethode ist die druckunterstitzte Elektrochromatographie
(pCEC) [40,48]. Hier tragen sowohl Druck, wie auch Elektroosmose und Elektro-

phorese zum Stofftransport bei.
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Abbildung 1-3: Schematische Darstellung des Trennprinzips der Kapillarelektro-
chromatographie.
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1.3 On-line Detektion und Identifizierung in Kapillaren

Die on-line Kopplungsverfahren einer Trenntechnik mit einer aussagekraftigen
spektroskopischen bzw. spektrometrischen ldentifizierungsmethode haben neben
dem hohen Informationsgehalt noch andere Vorteile. Zum einen sind diese Verfahren
weniger zeitaufwendig als Trennungen mit nachfolgender off-line Strukturaufklarung,
da zusatzliche Probenaufbereitung und Fraktionierung wegfallen. Zum anderen
werden durch das geschlossene System Fehlerquellen durch Einschleppen von
Verunreinigungen oder durch Probenzersetzung aufgrund von Licht- und Luftein-
wirkung weitgehend vermieden. Das Hauptproblem bei der Direktkopplung ist meist
die Unvertraglichkeit der Detektionsmethode mit den fur die erfolgreiche Auftrennung
notwendigen Substanzen.

Die Methoden zur Detektion, Identifizierung und Strukturaufklarung unbekannter
Substanzen haben sich in den letzen 50 Jahren rasant entwickelt. Die UV/Vis-
Spektroskopie ist aufgrund der vielseitigen Anwendbarkeit und der geringen Kosten
die bei Kapillar-HPLC und Kapillarelektrophorese am haufigsten verwandte
Detektionsmethode. Hohere Empfindlichkeiten kdnnen z.B. mittels Fluoreszenz-
detektion erhalten werden, diese Methode ist jedoch in ihrer Anwendung auf
fluoreszierende Molekule beschrénkt [49]. Haufig ist daher eine Derivatisierung der
Analyten mit einem Fluoreszenzmarker notwendig. Auch mit Chemoluminiszenz [50]
und elektrochemischen Detektoren [51] kdnnen einzelne Substanzen sehr selektiv
und empfindlich nachgewiesen werden. Fir die direkte on-line Strukturaufklarung
unbekannter Substanzen stehen heute vor allem die Massenspektrometrie (MS) und
die Kernresonanzspektroskopie (NMR) zur Verfugung. Obwohl die NMR-
Spektroskopie aufgrund der relativ einfachen Interpretierbarkeit ihrer Spektren und
der hohen Strukturinformation ihrer Daten eines der wichtigsten Hilfsmittel der
modernen Analytik ist, konnte die on-line-Kopplung von Trennung und NMR-
Detektion aufgrund der intrinsisch geringen Empfindlichkeit bislang nur fir
konventionelle analytische HPLC-Saulen routinemalRlig etabliert werden. Im
Gegensatz dazu, hat sich die Elektrosprayionisierungs-Massenspektrometrie
aufgrund ihrer hohen Empfindlichkeit und der Ubereinstimmung der optimalen
Flussraten von  Trenn- und  Detektionssystem zu einer  weiteren
Standarddetektionsmethode fur Kapillar-HPLC, Kapillarelektrophorese und

Kapillarelektrochromatographie entwickelt.
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2 Problemstellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Weiterentwicklung und Anwendung
miniaturisierter Trennverfahren, sowie ihrer on-line-Kopplung mit der NMR-
Spektroskopie zur Strukturaufklarung von Naturstoffen.

Kapillare Trennmethoden sind sehr leistungsstarke, dkonomisch und 0Okologisch
vorteilhafte miniaturisierte Analysemethoden. Speziell die Elektrochromatographie
vereint als Hybrid von cHPLC und Kapillarelektrophorese die Vorteile beider
Trennverfahren. Aufgrund praktischer Probleme mit der Saulentechnologie, den
Apparaturen und der experimentellen Durchfiihrung ist die Elektrochromatographie
bislang grof3tenteils immer noch auf isokratische Trennungen von Testgemischen
beschrankt. Gradienten Trennungen oder druckunterstiitzter EOF sind immer noch
die Ausnahme und werden bislang nur durch gesplittete Pumpsysteme bewerk-
stelligt. Dies stellt jedoch gerade bei der on-line-Kopplung mit der NMR-Spektros-
kopie, wo der Einsatz von sehr teuren volldeuterierten Ldsungsmitteln einen
enormen Vorteil brachte, eine grol3e Einschrankung dar.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher zunachst die Kapillarsdulen- und das Gerate-
Setup weiterentwickelt werden, so dass mit robusten langlebigen Saulen reproduzier-
bare Trennungen durchgefuhrt werden kdnnen. Die optimale Abstimmung und die
Qualitat dieser segmentierten Kapillarsaulen sollte Gberpruft werden. Dariiber hinaus
sollte der Anwendungsbereich der kapillaren Trennmethoden durch ungesplittete
druckunterstitzbare (Gradienten)-Elution erweitert werden. Hierzu sollte zunachst
eine Apparatur aufgebaut und mit den nach neuem Konzept hergestellten Kapillar-
saulen anhand von Beispieltrennungen getestet werden. Ein besonderes Augenmerk
wurde dabei auf die Variante der druckunterstitzten Kapillarelektrochromatographie
(pCEC) gelegt. Sie ermoglicht nicht nur eine einfache Stabilisierung des ansonsten
oft anfalligen Trennsystems, sondern erlaubt aufgrund der Kombination des
elektroosmotischen und des druckgetriebenen Flusses wesentlich kiirzere Analysen-
zeiten — bei relativ hoher Trennleistung. Die Trennleistung der pCEC liegt jedoch
zwischen derjenigen der reinen Kapillarelektrochromatographie und der Kapillar-
HPLC, da sich das stempelférmige elektrokinetische Flussprofil der Elektrochroma-
tographie mit dem parabolischen hydrodynamischen Flussprofil der HPLC Uberlagert.
Daher sollte zunachst untersucht werden, welchen Einfluss der zusatzliche Druck auf

die Trennleistung hat, um die geeigneten Parameter fur die Anwendung zu ermitteln.
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Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollte die Kopplung von Kapillar-Hoch-
leistungsflissigchromatographie (cHPLC), Kapillarelektrochromatographie (CEC) und
druckunterstitzter Kapillarelektrochromatographie (pCEC) mit der Kernresonanz
(NMR)-Spektroskopie und deren Anwendung zur Strukturaufklarung von Naturstoffen
weiterentwickelt werden. Ziel dieses Teils der Arbeit war, durch Modifizierung eines
Mikro-HPLC-NMR-Systems die splittlose Kopplung aller wichtigen kapillaren
Trennmethoden (insbesondere der pCEC) mit der NMR-Spektroskopie ermdglichen.
Durch die Optimierung der in den Mikroprobenkopf (Prototyp mit 2mm Spule,
alternativ. mit integriertem UV-Detektor) zu implementierenden segmentierten
Detektionskapillare sollte die Homogenitat des Magnetfeldes, der Fullfaktor und
damit die spektrale Auflosung und die Empfindlichkeit deutlich verbessert werden.
Die verschiedenen Entwicklungsstufen sollten dahingehend miteinander verglichen
werden, um so die Leistungsfahigkeit des neuen Setups aufzeigen zu kénnen. Die
einfache Handhabung des neuen Systems und seine Leistungsfahigkeit sollten
anhand der Auftrennung, Identifizierung und Strukturaufklarung verschiedener
Naturstoffe und Pharmazeutika demonstriert werden. Die Mdglichkeit auch zwei-
dimensionale NMR-Experimente zur Strukturaufklarung durchfihren zu kénnen stand

dabei im Vordergrund.
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3 Kapillartrenntechniken und Hardwareentwicklung

Die Miniaturisierung von Trennsystemen speziell im Hinblick auf den S&ulendurch-
messer wird bereits seit mehr als 35 Jahren vorangetrieben [52,53,54,55,56]. Dieser
stetig anhaltende Trend, der in den letzten Jahren vor allem durch apparative
Neuentwicklungen und letzten Endes auch durch die Kapillarelektrochromatographie
zusatzlichen Schub erhalten hat, wird hauptsachlich durch die zunehmende
Notwendigkeit auch kleinste Mengen komplexer biochemisch bzw. physiologisch
relevanter Proben untersuchen zu kénnen, vorangetrieben. Die Verringerung des
Trennsdulendurchmessers, von der analytischen Dimension Uber die Narrow-bore-
LC und die Mikro-LC bis hin zur Kapillar-LC oder gar zur Nano-LC mit Flussraten im
Nanoliter/Minute- Bereich [siehe Tabelle 3-1], bringt diesbezlglich nicht von der
Hand zu weisende Vorteile:

e Eine verbesserte Massensensitivitdt (in Verbindung mit massensensitiven
Detektoren) durch verringerte chromatographische Verdinnung.

e Die Madglichkeit, bei konstanter mittlerer Flussrate Partikel mit kleinerem
Durchmesser als Packungsmaterial zu verwenden, fuhrt aufgrund des
verbesserten Massentransfers im stagnanten Anteil der mobilen Phase zur
Erhohung der Trenneffizienzen.

e Die Erreichbarkeit hoher Trenneffizienzen pro Zeiteinheit und Druckabfall fihrt
zu einer niedrigen Trennimpedanz [57].

e Ein deutlich verringerter Verbrauch von stationarer und mobiler Phase erlaubt
den Einsatz exotischer und teurer Phasen (z.B. maRgeschneiderte chirale
stationare Phasen oder volldeuterierte mobile Phasen bei der on-line NMR-
Kopplung).

e Die optimale Ubereinstimmung beziiglich der erforderlichen Flussraten zur on-
line-Kopplung mit dem Massenspektrometer mittels Nano- bzw. Mikro-
elektrospray Interface.

e Die Mdoglichkeit den Transport von Molekilen durch eine Trennséaule
zusatzlich bzw. ausschlieBlich mittels hoher elektrischer Felder elektro-
osmotisch und/oder elektrophoretisch zu unterstitzen bzw. vollstandig zu

realisieren.
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Dieser letzte Aspekt war der Anstol eines in den letzten 15 Jahren stetig zunehmen-

den Interesses an der Kapillarelektrochromatographie, welche die Retentionsmecha-

nismen und Selektivitaten der HPLC zusammen mit dem Miniaturisierungspotential

und dem zur Chromatographie orthogonalen Trennmechanismus der Kapillarelektro-

phorese in sich vereint [58,59,60,61,62,63,64].

Regime Saulentyp Saulendurchmlgsser, Flussraten Typisphe
Querschnittsflache Injektionsmengen

Analytische LC ormarbore - 50:39 mm, 5-1.5mimin ~ 2-10 mg

'C'g”ow'bore gzgl‘;w'bore f293251rm12 1.5-0.2 ml/min 0.5-2 mg

Mikro LC mioro-bore - 2.1-9.5 mm, 300-10 pl/min  50-500 g

Kapillar LC E:Eiﬁg'r‘;e o mm, 15-1 pimin 1-50 pg

plarie, e ol ume <a

Tabelle 3-1: Nomenklaturvorschlag fir die verschiedenen Regimes in der flussig-
chromatographischen Praxis [65,66,67,68].
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3.1 Theoretische Grundlagen

3.1.1 Elektrophorese

Das Phanomen Elektrophorese beschreibt die Wanderung von in flissiger Phase
gelosten oder kolloidal verteilten bzw. dispergierten geladenen Teilchen im
elektrischen Feld.

Ein sich in Losung befindliches lon wird - aufgrund des durch die angelegte
Spannung vorhandenen elektrischen Feldes - mit der Kraft (Fe) in Richtung seiner
Gegenelektrode beschleunigt (Gl. 3-1). Durch die seiner Bewegung entgegen-
gerichtete, mit der Migrationsgeschwindigkeit zunehmende, Stokessche Reibungs-
kraft (Fr, (Gl. 3-2)) kommt es zu einem Kréftegleichgewicht (Gl. 3-3). Danach bewegt

sich das lon mit konstanter Geschwindigkeit (uep) auf die Gegenelektrode zu.

F,=z-¢,-E (Gl. 3-1)
Fr=6-m-m-r-ug (Gl. 3-2)
z-e,-E=6-m-m-r-u, (Gl. 3-3)
ep = M (Gl. 3_4)
6-m-m-r
z Ladungszahl n Viskositat des umgebenden Mediums
€0 Elementarladung r Radius des solvatisierten Teilchens

E Feldstarke Uep  elektrophoretische Geschwindigkeit
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Die elektrophoretische Geschwindigkeit ist also die fur jede lonensorte charakteris-
tische Transportgeschwindigkeit. Sie wird im Allgemeinen als die vom elektrischen
Feld unabhangige elektrophoretische Mobilitat (uep) angegeben:

Z-& Uep LIty _ Lo - Lges

= = = GI. 3‘5
"o 6. xm-r E U/L, t,-U ( )
Ler  Abstand (Injektor «» Detektor) tm Migrationszeit des lons
Lges Gesamtlange der Kapillare U elektrische Spannung

Mit (Gl. 3-5) lasst sich pep anhand der gut zuganglichen Parameter Les, Lges, U und ty,

experimentell einfach bestimmen.

3.1.1.1 Elektrolytische Doppelschicht

Die elektrolytische Doppelschicht bildet sich immer auf der Oberflache eines
Festkorpers aus, wenn dieser in eine Elektrolytlosung getaucht wird. Bei Quarzglas
oder Kieselgelpartikeln sitzen negative Ladungen an der Grenzflache zur Flissigkeit.
Die SiO,-Modifikationen Quarz und Kieselgel besitzen diese negativen Oberflachen-
ladungen in Form von teilweise dissoziierten Silanolgruppen (-SiO’). Diese
Oberflachenladungen werden durch ein Aquivalent von Uberschussladungen der
Flussigkeit (Elektrolyt) ausgeglichen. Die Zone, in der sich die Uberschussladungen
befinden, ist sehr schmal und kann in zwei Schichten unterteilt werden, den starren
(Stern-Layer) und den diffusen Teil (Gouy-Chapman-Layer) der elektrolytischen
Doppelschicht.

Die starre Schicht befindet sich direkt an der Grenzflache zwischen der inneren und
der &uflReren Helmholtz-Flache. Die innere Helmholtz-Flache ist definiert als die
Ebene durch die Ladungsschwerpunkte der (durch Van-der-Waals- oder Coulomb-
Wechselwirkungen) an der Grenzflache adsorbierten lonen, Ldésungsmitteldipole

sowie neutralen Molekdle.
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Abbildung 3-1: Potentialverlauf durch die elektrolytische Doppelschicht
(p elektrisches Potential, ¢ Zeta-Potential, x Abstand von der Oberflache).

Besonders Anionen neigen zu solchen unspezifischen Adsorptionen (schwache
Solvathtille, leicht polarisierbar) und kdonnen deshalb auch auf negativ geladenen
Oberflachen adsorbiert werden. Die Grenze zwischen der starren und der diffusen
Schicht, die duRere Helmholtz-Flache, ist als die Ebene durch die Mittelpunkte der
solvatisierten Uberschussionen definiert. Ihr Abstand von der Grenzflache entspricht
somit dem Radius der solvatisierten Gegenionen und liegt in der Grol3enordnung von
0,5-30 nm. Der Potentialverlauf in der starren Schicht ist linear. Die Potentialdifferenz
zwischen aul3erer Helmholtz-Flache und Losungsinnerem wird als Zeta-Potential (C)
bezeichnet und hat einen exponentiellen Verlauf. Die diffuse Schicht befindet sich
zwischen der &ufR3eren Helmholtz-Flache und dem Abstand, bei dem das (-Potential

auf 1/e seines Betrages abgesunken ist. Ihre Dicke wird mit & bezeichnet.
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Fur univalente Elektrolyte kann man die Schichtdicke (8) der diffusen Schicht mit

Hilfe der Debye-Huckel Gleichung berechnen:

5= ‘/% (Gl. 3-6)

& Dielektrizitdtskonstante des Vakuums T absolute Temperatur
& relative Dielektrizitdtskonstante des Mediums R Gaskonstante
C molare Konzentration des Elektrolyten F Faradaykonstante

Das C-Potential und die Schichtdicke stehen in folgender Beziehung zueinander [69]:

= 80 (Gl. 3-6) eingesetzt ergibt: (;=\/ RZ'T
€0 " & 2:-C-F°-¢g,-¢
(Gl. 3-7) (Gl. 3-8)

wobei ¢ die Uberschussladungsdichte in der Gouy-Chapman-Schicht ist. Das (-
Potential und damit auch die Schichtdicke hangen somit von der Natur der
Festkorperoberflache und der Beschaffenheit des Losungsmittels ab. Polare (z.B.
SiO,) sowie unpolare Oberflachen (z.B. Graphit, Teflon [70]) weisen in Kontakt mit
polaren Losungsmitteln ein C-Potential zwischen 10 und 100 mV auf. Fir univalente
Elektrolyte wurden fir verschiedene Konzentrationen folgende 3-Werte berechnet
[38]:

Elektrolytkonzentration [mol/l]  Schichtdicke § [um]

0,1 0,001
0,01 0,003
107 0,01
10™ 0,03
10° 0,1
10° 0,3

Tabelle 3-2: Abhangigkeit der Schichtdicke 6 von der Elektrolytkonzentration.
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3.1.1.2 Elektroosmose und elektroosmotischer Fluss

Elektroosmose in Elektrolyten ist auf die Ausbildung der im vorigen Kapitel
beschriebenen elektrolytischen Doppelschicht auf geladenen Oberflachen durch
mehr oder weniger feste Adsorption von lonen aus der Lésung zuriickzufthren. Legt
man nun parallel zur Oberflache Spannung an, so wandern die weniger fest
gebundenen lonen der Uberschussladung des diffusen Teils der Doppelschicht
(Gouy-Chapman-Layer) mitsamt ihrer Hydrathulle in Richtung ihrer Gegenelektrode.
Die bei der Migration auftretenden Scherkrafte bewirken, dass sich, bei nicht zu
grolem Oberflachenabstand, die Flissigkeitssaule in der Kapillare bzw. der Packung
als Ganzes in Bewegung setzt. Dadurch entsteht der sogenannte elektroosmotische
Fluss (EOF), mit dem auch neutrale geloste Molekile und Losungsmittelmolekile

transportiert werden kdénnen.

/Kapillarwand

+ elektrische

b / Doppelschicht

der Partikel
stationdren Phase

Abbildung 3-2: Entstehung des elektroosmotischen Flusses.

Die lineare Geschwindigkeit des EOF (Ueo) wird durch die Helmholtz-Smoluchowski-

Gleichung beschrieben:

e - C. ) _ . .¢e -R-T
Ug, e %008 6B (Gl. 3-8) eingesetzt ergibt: u,, = cE -1/80 & 5
L n n 2.-c-F

(Gl. 3-9) (Gl. 3-10)
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Die Geschwindigkeit des EOFs ist demnach von der Oberflachenladungsdichte o,
der Beschaffenheit des Eluenten, der Konzentration (besser lonenstarke 1), dem pH-
Wert, der Temperatur und von der Feldstarke abhangig.

Um den EOF von Trennungen mit unterschiedlichen Feldstarken besser miteinander
vergleichen zu kdnnen, wird die lineare Geschwindigkeit des EOFs im allgemeinen

als von der Feldstarke unabhangige, elektroosmotische Mobilitat (Leo) angegeben.

oo _Lon 1ty _ Lo e (Gl. 3-11)

Meo: -
E U/, t-U

setzt man (Gl. 3-9) bzw. (GI. 3-10) ein, ergibt sich:

u =80-e,-C u _o. /so-sr-R-T
eo n eo n 2'C'F2

(Gl. 3-12) (Gl. 3-13)

mit (GI. 3-7) erhalt man: u, =2° (Gl. 3-14)
n

Der EOF lasst sich somit durch folgende Faktoren beeinflussen:

e Durch die Oberflachenladungsdichte (o). Diese hangt z.B. bei reversed phase
Materialien auf Kieselgelbasis stark von Derivatisierungsgrad und -art der
Silanolgruppen ab.

e Durch die Zugabe von organischen Losungsmitteln zum wassrigen
Elektrolyten ( z.B. ACN, DMSO, Aceton, MeOH, EtOH, PrOH ) wird die
lonenkonzentration verringert und die Dielektrizitdtskonstante (g) und die
Viskositat (n) verandert.

e Mit der Zunahme der lonenstarke (I) des Elektrolyten (meist ein Puffer, um

den pH-Wert konstant zu halten ) sinkt peo ,
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I:%ZZ?-Ci (GI. 3-15)
zZi Ladungszahl der lonensorte i
Ci molare Konzentration der lonensorte i*

da das C-Potential aufgrund der hoheren Ladungsdichte in der elektrolytischen
Doppelschicht schneller abfallt und sich damit die Schichtdicke (8) verringert
[37,71,72].

e Bei stationaren Phasen auf Kieselgelbasis weist die elektroosmotische
Mobilitat (Ueo) eine starke Abhéngigkeit vom pH-Wert auf. Die Zunahme von
Heo Mit steigendem pH-Wert ist auf den damit wachsenden Dissoziationsgrad
der Silanolgruppen der Oberflache und die dadurch zunehmende Ober-
flachenladungsdichte (o) zurlickzufthren.

e Mit steigender Temperatur nehmen die Schichtdicke (6) und das C-Potential
zu, wahrend die Viskositat (n) abnimmt und sich somit die elektroosmotische

Mobilitat (Meo) vVergrolert.

Die optimale mobile Phase sollte also ein grof3es C-Potential und damit Schichtdicke,
eine niedere Viskositat und eine maoglichst geringe Leitfahigkeit aufweisen, um die
durch die Joulesche Warme geférderte Gasblasenbildung zu verhindern (vgl. Kapitel
3.1.3.3).

3.1.2 Vergleich der Flussprofile elektrokinetischer und hydro-
dynamischer Trennmethoden

Der zuvor beschriebene - durch das Anlegen eines elektrischen Feldes entstehende
- elektroosmotische Fluss elektrokinetischer Trennmethoden, generiert ein fir eine
geringe Dispersion wesentlich vorteilhafteres Flussprofil, als der Druck bei
hydrodynamischen Trennmethoden.

Die Geschwindigkeit steigt von 0 an der aul3eren Helmholtz-Flache innerhalb der
Schicht der Dicke & auf ihren Maximalwert an. Im Elektrolytinneren, wo kein
Ladungsuberschuss mehr vorliegt, heben sich die durch die Migration der lonen

entstehenden Kréafte aufgrund der dort herrschenden Elektroneutralitat auf. Die durch
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die Viskositat der Losung auftretenden, auf innere Reibung zuriickzufiihrenden
Scherkrafte bewirken, dass die von der diffusen Schicht eingeschlossene Flussig-
keitssaule in der Kapillare (bzw. der Packung) als Ganzes in Bewegung gesetzt wird.
Der dadurch entstehende elektroosmotische Fluss (EOF) hat nach Pretorius [18] ein
flaches nahezu kolbenférmiges, in der Literatur als plug-flow bezeichnetes

Geschwindigkeitsprofil.

a) b)

99999309969

Abbildung 3-3: Flussprofile: a) Poiseuille-Profil des laminaren Flusses, b) plug-
flow-Profil des EOFs nach Pretorius, ¢) Flussprofil des EOFs nach Tsuda.

Tsuda [40,73] hingegen zeigte anhand von Videoaufnahmen eines durch EOF
transportierten Farbstoffes eine leichte Abweichung vom plug flow. Im Vergleich mit
dem, bei hydrodynamischen Trennmethoden durch laminaren Fluss entstehenden,
parabolischen Flussprofil, ist die von ihm beobachtete Abweichung vom idealen plug-
flow Profil jedoch vernachlassigbar gering.

Das Modell des bei elektrokinetischen Trennmethoden durch den EOF
entstehenden, kolbenférmigen Flussprofils lasst sich nicht nur auf Methoden mit
offenen Kapillaren (z.B. CZE), sondern auch auf Methoden mit gepackten
Kapillarsaulen (z.B. CEC) Ubertragen [38].
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a) b)

Abbildung 3-4: Schematische Darstellung der FlieRgeschwindigkeitsprofile in
gepackten Saulen: a) laminarer Fluss mit Poiseuille“-Profil, b) elektroosmotischer
Fluss mit plug-flow-Profil.

Die Vorteile des kolbenformigen Flussprofils durch den EOF zwischen den Partikeln
der Packung bei elektrokinetischem Antrieb, gegeniber dem parabolischen
Flussprofil zwischen den Partikeln bei hydrodynamischem Antrieb, werden durch den
mikroskopischen Vergleich beider Systeme deutlich. Da die interpartikularen Kanéle
verschiedene Durchmesser aufweisen, kommt es bei druckbetriebenen Systemen
wie der HPLC aufgrund des parabolischen Flussprofils zu Fliessgeschwindigkeits-
unterschieden zwischen den Kanalen und in den Kanalen selbst. Nach dem Modell
der laminaren Stromung ist die Geschwindigkeit an den Wanden bzw. den Partikel-
oberflachen gleich Null. In der Kanalmitte ist sie das Zweifache der mittleren
Geschwindigkeit (0). Da diese mit dem Kanaldurchmesser quadratisch wéachst, ist sie
umso hoher, je groRer der Kanaldurchmesser ist (vgl. Abbildung 3-4a). Die
parabolische Geschwindigkeitsverteilung fihrt somit zur verstarkten Peakdispersion.
Bei EOF betriebenen Systemen wie der CEC ist die FlieRgeschwindigkeit aufgrund
des kolbenfoérmigen Flussprofils Uber weite Bereiche unabhangig vom Durchmesser
der interpartikularen Kanale [38]. Die Geschwindigkeitsverteilung ist sowohl fir den
einzelnen Kanal und somit fir das gesamte Kanalsystem der Packung einheitlicher
als beim druckbetriebenen System (vgl. Abbildung 3-4b). Dies fihrt aufgrund der
geringeren Peakdispersion zu einer hoheren Trennleistung. Die Unabhangigkeit des
elektroosmotischen Flusses bzw. der Fliessgeschwindigkeit und des kolbenférmigen
Flussprofils vom Kapillardurchmesser (CZE), bzw. dem Durchmesser der inter-
partikularen Kanale (CEC), ist nach Rice und Whitehead [74] nur in gewissen
Grenzen gegeben. Diese Unabhangigkeit gilt nur, wenn die Dicke der elektro-
lytischen Doppelschicht gegenliber dem Kapillar- bzw. Kanaldurchmesser ver-
nachlassigbar klein ist. Nach Rice und Whitehead muss der Durchmesser groé3er als
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20 § sein (vgl. Abbildung 3-5), damit es nicht zu einer Uberlappung der
Doppelschichten kommt. Dies entspricht nach Knox und Grant [38] einer

Mindestpartikelgroéf3e von 40 6.

u/qu

1 d/é =20 d/d=10 did=5 dig=2

0,5

Abbildung 3-5: FlieRgeschwindigkeitsprofile in Abhangigkeit vom d/&Verhaltnis
(u/up Verhéltnis von u bei Wandabstdnden = 6 zu up bei Wandabstanden >> ¢,
d/o Verhaltnis des Wandabstandes d zur Ausdehnung ¢ der diffusen Doppelschicht).

3.1.3 (Elektro-)Chromatographie

3.1.3.1 Retention, Totzeit und Kapazitat

In der Chromatographie wird ein Analytgemisch, nachdem es auf das Sorbens
aufgebracht wurde, mit der mobilen Phase Uber eine Trennstrecke transportiert, um
sie maglichst effizient aufgetrennt wieder zu verlassen. Das Chromatogramm stellt
den zeitlichen Verlauf des Detektorsignals einer solchen chromatographischen
Trennung dar. Die Signale der eluierten Substanzen werden im Idealfall basislinien-
getrennt als GaulRkurve, dem sogenannten Peak, angezeigt (Abbildung 3-6).
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Signal
A Komponente 2
Komponente 1 .
tr2 :
) tr1 I !
to A W12
A Ji \ / . \ >
—Probenaufgabe Zeit

Abbildung 3-6: Simuliertes Chromatogramm mit Gaul3profilen.

Die Zeit, die die mobile Phase benétigt, um einmal das Volumen zwischen Injektor
und Detektor auszutauschen, wird als Totzeit (tp) bezeichnet. Sie wird in der Regel
mit Hilfe eines nicht retardierten to-Markers bestimmt. Fir Analyten die durch die
Wechselwirkung mit der stationdren Phase zurlckgehalten, d.h. retardiert werden,
wird analog die Retentionszeit (tgr) erhalten. Beide, sowohl Totzeit als auch
Retentionszeit, sind von verschiedenen Faktoren abhangig. Dazu gehéren unter
anderem die Saulenlange, die FlieRgeschwindigkeit der mobilen Phase und
apparative Faktoren. Die Retentionszeit einer Substanz ist somit nur bei Einhaltung
derselben chromatographischen Bedingungen zu deren Identifizierung geeignet. Um
die Identifizierung auch bei Benutzung unterschiedlicher Systeme zu ermdéglichen,
wurde der unabhangige Kapazitatsfaktor (k”) eingefiihrt. Er l&sst sich nach folgender
Gleichung aus dem Chromatogramm berechnen:

(Gl. 3-16)
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3.1.3.2 Trennleistung, Auflésung und Selektivitat

Unter isokratischen Bedingungen ist das Ausmald der Bandenverbreiterung

(mathematisch ausgedriickt die Peakvarianz (c.2)) proportional zur Saulenlange (L).

o’ =H-L (Gl. 3-17)

Die Proportionalitatskonstante (H) ist die sogenannte theoretisch Bodenhohe, ein
Malf3 fur die Trennleistung einer Saule.

Ebenfalls MalR3 fiir die Trennleistung, d.h. der Qualitat einer Saule, ist die Zahl der
theoretischen Bdden (N), welche sich nach folgender Gleichung aus einem

Chromatogramm berechnen lasst:

2
N=554. [t—R} (Gl. 3-18)
Wy

wy,  Signalhalbwertsbreite

Je hoher die Bodenzahl, desto groRer ist die Trennleistung der Sdule und desto
schmaler sind die eluierten Peaks. Beide Parameter sind Uber die Saulenlange

miteinander verknupft:

H= (Gl. 3-19)

L
N
Nachdem N mit (Gl. 3-18) und den aus dem Chromatogramm entnehmbaren Werten
Retentionszeit und Halbwertsbreite berechnet werden kann, lasst sich so auch H fir

eine gegebene Saulenlange berechnen. Anschaulich betrachtet ist H die Strecke, auf

der sich das chromatographische Gleichgewicht einmal einstellt.

Die Komponenten einer Probe werden von einem chromatographischen System nur
dann getrennt, wenn sie sich in ihren Kapazitatsfaktoren unterscheiden. Ein Mal fur
die Abtrennung zweier Peaks voneinander ist die chromatographische Auflésung
(Rs). Sie ist definiert als der Abstand zweier Peakmaxima in Relation zur Peakbreite:
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Rq e ey (Gl. 3-20)

Die Peaktrennung - auch Zonenverbreiterung genannt - ist als die Selektivitat der
Saule definiert und ist von der Natur der stationdren und mobilen Phase abhangig.
Die Selektivitat wird durch die relative Trennung zweier Peaks bestimmt und
quantitativ durch den Selektivitatskoeffizienten (a) - auch Trennfaktor genannt -
ausgedruckt. Dieser ist als das Verhaltnis der Kapazitatsfaktoren der beiden Peaks

definiert:

k, t,, —t
a:_g: R2 0
kl tRl_tO

mitk'» > K1 (Gl. 3-21)

Die Beeinflussung von o ist durch Veranderungen in der mobilen Phase (Polaritét,
pH-Wert, lonenstarke), Wechsel der stationaren Phase (Porengrof3e, Oberflache)
oder durch eine Anderung der Temperatur (k” = frr)) moglich.

Die chromatographische Auflésung (Rs) ist sowohl von der Effizienz, als auch von
der Selektivitat und der Kapazitat der Saule abhangig. Rs lasst sich als Funktion von

k", N und o darstellen, wobei a selbst von k™ abhangig ist:

1 a-1 k
Rs=z'\/ﬁ'( o )[1+k'j (Gl. 3-22)
a) b) C)

a) Dispersionsterm  b) Selektivitatsterm c¢) Verzégerungsterm

Hat man demnach eine geringe Selektivitdt und damit einen kleinen Selektivitats-
term, so wird eine hohe Bodenzahl (Trennleistung) benétigt, um eine hohe
Trennscharfe (Effizienz) und damit eine ausreichende Auflosung zu erhalten. Es ist
jedoch wirkungsvoller die Selektivitat zu optimieren, da eine Verdopplung von N (z.B.
durch Verlangerung der Trennsaule, Verwendung von feinkdrnigerem Packungs-
material) die Auflosung nur um das 1,41-fache erhoht. Der Verzdgerungsterm
vergroRert sich mit zunehmenden k'-Werten. Diese sollten den Wert 10 nicht

Uberschreiten, um unndétig lange Retentionszeiten zu vermeiden.
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Der Rs -Wert sollte >1 sein, da sich die Peakflachen bei diesem Wert nur noch um
3% uberlappen. Bei Rs = 1,5 erhélt man eine Basislinientrennung der Peaks. Eine
dariiber hinausgehende Auflésung ist nicht sinnvoll und geht auf Kosten der

Analysezeit.

3.1.3.3 Bandenverbreiterung

Die optimale Peakform ist die einer Gaul3kurve. Sie stellt die aufgrund dispersiver
Prozesse verbreiterte Bande des Analyten dar. Die Peaks entsprechen nur selten
exakt der symmetrischen Form der Gaul3kurve, sondern weisen eine durch tailing
oder seltener fronting hervorgerufene Verschiebung des Schwerpunktes der
Peakflache auf.

Verursacht werden diese Effekte z.B. durch Inhomogenitaten in der Packung,
Uberladung des Systems oder Wandadsorption des Analyten. Die symmetrische
Bandenverbreiterung wahrend der (elektro)chromatographischen Trennung kann,
wie zuvor erwdhnt, mit der theoretischen Bodenhthe (H) beschrieben werden. Es
lasst sich zeigen, dass H die Summe einzelner Beitrage ist.

Die GesamtbodenhOhe (Hges) kann in die Beitrdge zur Bandenverbreiterung durch
die Trennsaule (Hco) und die externen Beitrage (Hex) aufgeteilt werden:

Hges = Heol + Hext (Gl. 3-23)

Die externen Beitrage (z.B. durch Dispersionsvorgange bei der Injektion (Hi) oder
der Detektion (Hger)) Sind in guten chromatographischen Systemen vernachléssigbar

klein.

Hext = Hinj + Haet (Gl. 3-24)

Die Beitrage der Trennsaule zur Bandenverbreiterung (Hc) lassen sich in drei
Hauptgruppen aufteilen, die Beitrage der axialen Dispersion (Hax), die Beitrdge der
Dispersion durch Austauschvorgange (Haust) und den Beitrag durch thermische
Effekte (Hy).

Hax Haust

Heo =Hiair +Hearr +Huyar +Higrr + Hin +Hear +He, (Gl. 3-25)

w,di
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Der Beitrag der axialen Dispersion (Hax) entsteht durch die Molekulardiffusion in
Langsrichtung (Hiqi) und die Streudiffusion, der sogenannten Eddy-Diffusion (He gif)-
Das Inkrement zur Lé&ngsdiffusion (Hig) lasst sich mit Hilfe des
Diffusionskoeffizienten (D) des Analyten in der mobilen Phase als Funktion der

linearen FlieRgeschwindigkeit (u) darstellen:

Hiain = (Gl. 3-26)
' u
y Labyrinthfaktor (Bertcksichtigt die notwendigen Umwege, die im
gepackten Teil im Vergleich zur freien Losung gemacht werden
mussen).

Die Bandenverbreiterung durch Eddy-Diffusion (Hegif) ist nach der klassischen
Theorie unabhéngig von der linearen FlieBgeschwindigkeit (u). Hegqir ist auf
Unterschiede in der Weglange der Probenmolekile (z.B. verursacht durch
wechselnde Form und Grol3e der Partikel) sowie Unterschiede der Flie3geschwindig-
keiten in den Kandalen der Packung zurtckzufthren.

Nach Knox [38] ist die Eddy-Diffusion in der CEC aufgrund des kolbenférmigen
Stromungsprofils des EOF wesentlich geringer, als in der druckbetriebenen HPLC mit
parabelférmigen Flussprofil. Sie kann nach (GI. 3-27) durch die Verwendung einer

feinkérnigeren und homogeneren Packung weiter verringert werden.

Howr =2 - dp (Gl. 3-27)

dp Partikeldurchmesser,
A Empirische Konstante, die die statistischen Unregelmaligkeiten der
Packung beriicksichtigt.

Der Beitrag der Dispersion durch Stoffaustauschvorgénge (Haust) l&sst sich in vier
Inkremente unterteilen. Alle vier fihren zu einer unterschiedlichen Verzégerung des
Austausches der Analytmolekile zwischen mobiler und stationarer Phase
(Retention):
e Hgix ist das Inkrement zur Bodenhdhe aufgrund des Stoffaustausches
zwischen den Beads durch die Kornzwischenraume hindurch.
e Hyir ist der Beitrag durch den Widerstand, den das Probenmolekil bei der

Diffusion durch die Grenzflache des Partikel Gberwinden muss.
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e Higirr ist das Inkrement zur Bodenhdhe aufgrund intrapartikuléarer Diffusion des
Analytmolekuls bei porésen Partikeln.
e Hin beschreibt den Beitrag der Kinetik der Wechselwirkungen zwischen Probe
und stationarer Phase.
Der Beitrag zur Bandenverbreiterung durch thermische Effekte ist in der CEC um
GroRRenordnungen hoher als in der HPLC. Das self heating des Elektrolyten durch
das angelegte elektrische Feld fihrt im unginstigsten Fall sogar zur Blaschenbildung
und ist eines der Hauptprobleme in der CEC. Das Inkrement zur Bodenhdhe (Hi,)
wurde von Knox [19,20], der den Einfluss der Jouleschen Warme auf die Banden-

verbreiterung ausfuhrlich diskutierte, wie folgt definiert:

H, =10 S0 8 s g 52 .2 (Gl. 3-28)
Dm ‘n-x
dc Innendurchmesser der Saule Am Aquivalentleitfahigkeit der mobilen Phase

x Warmeleitfahigkeit des Eluenten D Diffusionskoeffizient der mobilen Phase

Mit (Gl. 3-28) wird deutlich, dass vor allem das elektrische Feld, der Saulendurch-
messer, die Konzentration des Elektrolyten und die Art der mobilen Phase auf die
Trennleistung Einfluss nehmen koénnen. Die Hauptursache fir eine mdgliche
Blasenbildung und dem damit verbundenen Zusammenbruch des EOFs sind die
Fritten [41,75,76], respektive deren Qualitdt. Sind sie zu stark gesintert und aus
diesem Grunde zu wenig durchlassig, entstehen durch die Kompression der mobilen
Phase in der Fritte und der sich anschlieenden Expansion feine Gasblaschen. Dies
kann unter Umstanden zu einer Unterbrechung des Stromkreises fuhren. Da die
einzelnen Inkremente des Beitrages der Trennsaule (Hco) zur Bandenverbreiterung
experimentell kaum zu bestimmen sind, wird die minimale theoretische Bodenhohe in
der Praxis mit der sogenannten van-Deemter-Gleichung [77] bestimmt. Sie verknUpft
die theoretische Bodenhohe (H) mit der linearen Flie3geschwindigkeit (u) der
mobilen Phase.
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lhre einfachste Form lautet:

H=A+2icC.u (G, 3-29)

A, B und C sind Konstanten, u und H sind experimentell leicht zu bestimmen.

Der A-Term beriicksichtigt die Eddy-Diffusion (vgl. (Gl. 3-27) und ist von der
FlielRgeschwindigkeit unabhangig.

Der B-Term (vgl. (Gl. 3-26) beinhaltet die Molekulardiffusion in Langsrichtung
der Trennstrecke. Sein Anteil an der Bodenhthe (H) nimmt reziprok mit
steigender Fliel3geschwindigkeit (u) ab.

Der C-Term beriicksichtigt die Stoérungen bei der Einstellung des
Gleichgewichtes des Stoffaustausches zwischen mobiler und stationéarer
Phase, die durch den Fluss verursacht werden. Er entspricht dem Beitrag der
Stoffaustauschvorgange (Haust) zur Bodenhdhe und nimmt linear mit der

FlieRgeschwindigkeit (u) zu.

——Van Deemter-Kurve
—— Eddy-Diffusion
------- Langsdiffusion
---- Stoffaustausch

theoretische Bodenhéhe H [um]

lineare FlieRgeschwindigkeit u [mm/s]

Abbildung 3-7: Van-Deemter-Kurve und die einzelnen dispersiven Beitrage

Die Kurve weist ein Minimum der Bodenhthe bei der optimalen FlielRgeschwindigkeit

auf. Praktisch wird oft auf Kosten der Trennleistung bei héheren Flie3geschwindig-
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keiten gearbeitet, um kirzere Analysezeiten zu erreichen. Mit Hilfe der oben
aufgefihrten Inkremente zur Bodenhdhe lasst sich eine aussagekraftigere Form der
van-Deemter-Gleichung aufstellen [20]:

1k d?-u
T N2
—— _ u__ 30(1+k'f D
% Cu

(Gl. 3-30)

Ds; Diffusionskoeffizient des Analyten in der stationdren Phase

Durch (GI. 3-30) wird die grof3e Abhéngigkeit der Bodenhtéhe (H) von der KorngroRe
(dp) deutlich. Deshalb ist es sinnvoll bei der Bewertung der Effizienz einer Saule den
Partikeldurchmesser zu bertcksichtigen. Um die Qualitdt zweier Saulen mit
Packungen unterschiedlicher Korngrof3e miteinander vergleichen zu kdnnen, wird

haufig die reduzierte Bodenhéhe (h) als Mal3zahl angegeben:

h=-" (Gl. 3-31)

Da die FlieRgeschwindigkeit in der CEC von dp weitestgehend unabhangig ist und
die Beitrage des A- und C-Terms zur Bodenhdhe (H) bei Korngré3en im Submikron-
Bereich vernachlassigbar klein werden, tragt nach Knox [20] im Idealfall nur noch die
Langsdiffusion (B-Term) zur Bodenhdhe bei. Die Effizienzen solcher Kapillarsdulen
sollten dann mit denen der CZE vergleichbar sein.

Ein weiterer Vorteil der CEC, aber vor allem der pCEC ist die weitestgehende
Unabhangigkeit des EOFs gegenuber dem Durchmesser der Durchflussporen. Im
Gegensatz dazu ist der Einsatz von Packungsmaterial mit sehr geringer Korngréi3e
in der HPLC (noch starker als in der cHPLC) aufgrund des durch die Packung
verursachten Druckabfalles limitiert.

_di-Ap

U,=
P Pq-L

(Gl. 3-32)

up Geschwindigkeit des hydrodynamischen Flusses, Ap Druckabfall l&Angs
der Saule, P Druckfaktor



3 Kapillartrenntechniken und Hardwareentwicklung 33

Wie aus (Gl. 3-32) zu ersehen steigt der Druckabfall umgekehrt proportional mit dem
Quadrat des Partikeldurchmessers an. Da man mit den tblichen HPLC-Pumpen auf
einen Maximaldruck von 400 bar beschrankt ist, muss in der HPLC schon bei 3 pm
Partikeln die Saulenlange gekirzt werden, um noch einen zufriedenstellenden
hydrodynamischen Fluss zu erhalten. Die lineare Geschwindigkeit des elektroosmo-
tischen Flusses (Ueo) ist hingegen nach (Gl. 3-6) bis (GI. 3-10) von der Partikelgrof3e
unabhangig, solange die elektrolytischen Doppelschichten einen Abstand von
mindestens 40 6 voneinander aufweisen (siehe Kapitel 3.1.2). Somit ist bei der CEC
auch der Einsatz von Submikron-Partikeln als stationdre Phase mdglich, ohne
deshalb die Saulenlange verringern zu mussen. Mit der CEC sind dadurch in der
Praxis 5- bis 10-fach hdhere Trennleistungen [45] als mit der Kapillar-HPLC zu

erreichen.
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3.2 Apparatur

Neben den in 3.1.2 genannten Schwierigkeiten gewinnt mit zunehmender System-
Miniaturisierung die Eliminierung von Totvolumina im System und die Notwendigkeit
der schnellen und effektiven Durchmischung von Laufmitteln zur Gradientenelution
zunehmend an Bedeutung. In der Praxis sind diese Aspekte speziell fur die cHPLC
und die pCEC eng mit dem Problem der Erzeugung und der Kontrolle von Mikro- und
Nanoliter Flussraten gekoppelt.

Wahrend fur die cHPLC und die CE seit einigen Jahren schon kommerzielle Geréte
verfligbar waren, gab es fiur die CEC bis vor kurzem nur darauf adaptierte CE-
Gerate, welche, vor allem in Bezug auf mogliche Druckunterstitzung und
Gradientenelution, nur bedingt dafiir geeignet sind.

Um das Potential und die Méglichkeiten der CEC voll auszuschépfen, ist es aber
notwendig, die Option der Gradientenelution zu haben, um somit die Peak-
Kapazitadten erhohen, die Trennung beschleunigen und vor allem um auch
komplexere Trennungen ermdglichen zu konnen. Neben Temperatur- und
Spannungsgradienten [78,79] (welche auch mit kommerziellen CE Geraten appliziert
werden koénnen) ist die aus der HPLC bekannte stufenlose Laufmittelgradienten-
elution das leistungsfahigste Werkzeug des Chromatographeurs. Um diese Geréate-
Lucke zu schlie3en, wurden in den letzten Jahren von verschiedenen Arbeitsgruppen
eine ganze Reihe von Eigenbauanlagen entwickelt. Die praktikablen Systeme
darunter lassen sich in zwei Hauptkategorien aufteilen, in sogenannte presplitt- bzw.
postsplitt-Injektionssysteme. Unter den weniger praktikablen Loésungen gab es
allerdings auch einige sehr interessante Entwicklungen, wie das von Yan et al. [80
,81] entwickelte System mit rein elektrokinetisch generiertem Laufmittelgradienten
oder das Ultrahochspannungs-System von Hutterer und Jorgenson [82] mit welchem
Spannungen bis zu 120000 Volt angelegt werden kdnnen. In jingster Zeit sind nun
auch die ersten kommerziellen p/cHPLC-(p)CEC-Kombi-Geréte erhaltlich (z.B.:
Unimicro [83] TriSep™ 2000GV; Micro-Tech [84] Ultra-Plus II™: ProLab [85]
Evolution 200).

Gerade fur die on-line-Kopplung kapillarer Trenntechniken mit der NMR-Spektros-
kopie ist die splitlose Generierung von Flussraten im unteren Mikroliter-Flussraten-
bereich vor allem in finanzieller Hinsicht auf3erst interessant. Neben der einfachen da
direkten Kontrolle von Flussrate und der empfindlichen Detektierbarkeit eventueller

Leckage oder (partiellem) Saulenverschluss durch plétzliche System-
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druckerniedrigung bzw. -erhdéhung ist der drastisch reduzierte Laufmittelverbrauch
bei teuren deuterierten LOsungsmitteln ein schlagkraftiges Argument. In der
vorliegenden Arbeit wurden folgende Systeme verwandt:

3.2.1 Auf CEC adaptierbare kommerzielle CE-Anlage

Kommerzielle, urspriinglich fur die CE entwickelte Gerate sind eigentlich nicht
optimal fir den Einsatz in der CEC geeignet. Vor allem die erste Generation dieser
Gerate ist diesbezuglich nur sehr bedingt geeignet. Im Gegensatz zur CE ist die
Blasenbildung in der CEC mit gepackten Kapillarsdulen ein echtes Problem. Neben
einer verrauschten Basislinie und stérenden Spikes kénnen sie durch Unterbrechung
des Stromkreises zum Zusammenbruch des EOFs fiuhren [86,87,88,89]. Die
fehlende bzw. unzureichende Druckunterstitzung wurde von einigen Arbeitsgruppen
(wie z. B. Smith und Evans [88,90], Boughtflower et al. [87] oder spater von Smith
und Carter-Finch [91] nochmals detailliert beschrieben) durch Geratemodifikationen
nachtraglich installiert. Diese Arbeitsgruppen modifizierten CE-Gerate von ABI [92]
bzw. Prince [93] und hatten so die Moglichkeit bis zu 35 bar auf das Einlass-
und/oder Auslass-Pufferreservoir anzulegen.

Die jungste Generation kommerzieller CE-Gerate (Agilent Technologies [94]: CE,
Beckmann Coulter [95]: P/ACE MDQ, Prince Technologies [93]: PinCE-C 660)
erlaubt nun das Anlegen von Druck (He, N, oder Luft) auf das Einlass- und/oder
Auslass-Pufferreservoir, aber nur bis zu maximal 7-12 bar (je nach Hersteller). Dies
mag ausreichend sein um Blasenbildung zu unterdriicken, aber sicherlich nicht um
gepackte Kapillarsdulen in einem akzeptablen Zeitfenster von einigen Minuten
hydrodynamisch zu spuilen und zu equilibrieren. Auch mit dieser Generation von CE-
Geraten ist nur eine gestufte Laufmittelgradientenelution moglich. Mit Ausnahme des
Systems von Agilent Technologies, mit dem durch (allerdings nicht kommerziell
erhaltliche) Geratemodifikationen die stufenlose Laufmittelgradientenelution mdoglich
ist [96,97,98,99].

Um allerdings automatisiert fortlaufende Serien von isokratischen CEC-Trennungen
mit hinreichender Reproduzierbarkeit abzuarbeiten, sind diese Geréate vorzuglich
geeignet, weswegen ein solches Gerat (Beckmann Coulter: P/ACE MDQ) auch zur
Vermessung der van-Deemter-Kurven in Kapitel 3.3.3 eingesetzt wurde. Diese
Gerate besitzen die Mdoglichkeit der exakten Temperaturregelung, der genauen
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Einstellung der Injektionsmenge und des Anlegens sehr konstanter Hoch-
spannungen, was die gute Reproduzierbarkeit erst erméglicht. Weitere Vorteile sind
die im Gerét integrierten automatisierten Proben- und Puffer-Gefaldwechsler, durch
die ein hoher Probendurchsatz erméglicht wird. Zudem erlaubt die dazugehdérige
Software die manuelle Geratesteuerung, die Sequenzprogrammierung zur

automatisierten Geratesteuerung, die Datenerfassung und die Datenverarbeitung.

3.2.2 Druckunterstutzbare Gradienten-cHPLC/(p)CEC-Anlage mit
presplitt Injektion

Das presplitt-injektions-Setup (dargestellt in Abbildung 3-8a) eignet sich sehr gut, um
ein druckunterstutzbares Gradienten-cHPLC/(p)CEC-System aufzubauen. Die
Probenaufgabe kann optional automatisiert werden und das System ist sehr
praktikabel im taglichen Gebrauch und wenig storanfallig bezilglich des EOFs.
Aufgrund des modularen Aufbaus aus einzelnen Komponenten (Gradienten HPLC-
Pumpe, Injektor, Fluss-Splitter, Hochspannungsquelle und Detektor) ist es relativ
einfach das System mit einem Autosampler nachzuriisten um so auch ganze
Sequenzen abarbeiten lassen zu kdonnen. Dies ist allerdings nur aufgrund des post-
injektions Splitters praktikabel, da das System dadurch eine sehr hohe Toleranz
gegenuber ,groRen” (1-10 pl) Injektionsvolumen zeigt, welches die kleinsten mit den
momentan verfigbaren Autosamplern injizierbaren Volumina sind. Um unndétige
Bandenverbreiterungen zu vermeiden, ist es notwendig, die Transfer-Volumina
zwischen Splitter und Kapillarsduleneinlass und zwischen Kapillarsaulenauslass und
Detektor so gering wie moglich zu halten.

Das presplitt-injektions-Setup zeigt leider auch einige Unzulanglichkeiten:

Die Flussrate durch die Kapillarsaule und damit auch die injizierte Probenvolumen
resp. Probenmengen kdonnen nur nach Ermittlung des aktuellen Splitverhéltnisses
bestimmt werden. Flussratenanderungen durch die Kapillarsdule verursacht durch
Viskositatsanderungen der mobilen Phase (bei Gradientenelution) oder durch partiell
verstopfte Sauleneinlasse, sind im unteren pl/min oder gar nl/min-Bereich nur sehr
aufwendig und mihsam zu bestimmen. Wenn sich aber das Splitverhaltnis &ndert,
verandert sich auch die FlieRgeschwindigkeit in der Kapillarsaule. Dies kann z.B. bei
mit der Zeit auftretendem zunehmendem Verstopfen des Sauleneinlasses die

Reproduzierbarkeit von Lauf zu Lauf erheblich beeintrachtigen. Das ist allerdings ein
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Problem bei allen nicht kontrollierten resp. unregulierten Flissen. Der gréf3te Nachteil
des presplitt-injektions-Setups ist allerdings die enorme Probenverschwendung durch
den post-injektions Splitter, was bei limitierter Probenmenge ein echtes Problem sein

kann.
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Abbildung 3-8: a) Schematischer Aufbau einer druckunterstitzbaren Gradien-
ten-cHPLC/(p)CEC-Anlage mit presplitt Injektion. b) VergroRerte Querschnitts-
zeichnung der Geometrie des Sauleneinlass-Interfaces mit angedeutetem
Stromungsprofil.

Das presplitt-injektions-Design wurde von Behnke und Bayer 1994 vorgestellt [100].
Darauf folgend wurde ein ahnliches Setup von Eimer et al. [101] prasentiert.

Weiterentwicklungen dieses Setups wurden von Huber et al. [102], Kitawaga et al.
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[103] und Zhang et al. [104] vorgenommen. In jingerer Zeit wurden weiter optimierte
Setups mit minimierten Totvolumen, Inline-Filtern (Verhindert das Zusetzen des
Sauleneinlasses) und Restriktorkapillare am Auslass, um Blasenbildung zu
unterdrticken, vorgestellt [83,105,106,107,108,109]. Nahezu alle Publikationen
bestatigten die Wichtigkeit einer optimalen Geometrie resp. Anordnung der
aufeinander treffenden Kapillaren (d.h.: Zuleitung, Splittkapillare und Kapillarsaule)
am Sauleneinlass-Interface der Anlage (dargestellt in Abbildung 3-8b). Dieses
Interface, welches eine der beiden Hochspannungselektroden beinhaltet oder gar
darstellt, sollte sowohl hochdruck- und hochspannungsstabil, als auch méglichst
totvolumenarm sein. Zugleich ist dies auch der Flusssplitter, der nach Bedarf mit
unterschiedlichen FlieBwiderstdnden versehen werden kann. Die innere Geometrie
des Interfaces sollte so gestaltet sein, dass Laufmittel und Probe den Kapillareinlass
koaxial umstromen und das Interface grof3tenteils (je nach Splittrate) durch den
.Stromabwarts“ platzierten Splitt wieder verlassen. Durch eine solche Anordnung
(dargestellt in Abbildung 3-8b) koénnen Bandenverbreiterungen aufgrund von
Probenverschleppung im Interface vermieden werden. Blasen, die z.B. aufgrund der
Hochspannung durch Elektrodenprozesse entstehen kénnen, werden auf die gleiche
Weise durch den koaxialen Pumpenfluss sofort nach dem Entstehen aus dem

System gesplult, ohne dass sie den Sauleneinlass erreichen kdnnen.

3.2.3 Druckunterstutzbare Gradienten-cHPLC/(p)CEC-Anlage mit
postsplitt Injektion

Verglichen mit dem presplitt-injektions-Setup sind der Injektor und das
Sauleneinlass-Interface beim postsplitt-injektions-Setup (dargestellt in Abbildung 3-9)
in umgekehrter Reihenfolge angeordnet. Aufgrund dessen muissen hier die
Totvolumina zwischen Splitt, Injektor und S&auleneinlass minimiert werden. Fir dieses
System ist es auch relativ schwierig einen Autosampler zu integrieren, da sein
Einbau zusatzliches Totvolumen und damit Gradientenverzégerung, Druckabfall und
Bandenverbreiterung mit sich bringt. Ansonsten gelten fir dieses Setup fast die
gleichen Vor- und Nachteile wie fur die presplitt-injektions Variante. Allerdings ist der
Probenverbrauch bei dieser Variante drastisch reduziert, und damit ein klares
Argument fur die postsplitt-injektions Variante bei Anwendungen mit limitierter

Probenmenge. Dieses Design wurde erstmals 1991 von Verheij et al. [110], gefolgt
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von Tsuda [111] und Behnke et al. [112] vorgestellt. Vor kurzem wurde dieses Setup
von Anderson und Bloomberg [113] und von Sander [114] erneut aufgegriffen.
Wirkliche pCEC-Gradientenelution wird allerdings nur in zwei [110,114] dieser

Publikationen beschrieben.
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Abbildung 3-9: Schematischer Aufbau einer druckunterstitzbaren Gradienten-

cHPLC/(p)CEC-Anlage mit postsplitt Injektion.

3.2.4 Druckunterstitzbare splittlose cHPLC/(p)CEC-Anlage

Fir diese Arbeit wurde speziell fur die on-line-Kopplung kapillarer Trenntechniken mit
der NMR-Spektroskopie ein splittloses Setup aufgebaut (dargestellt in Abbildung
3-10). Die splittlose Generierung von Flussraten im unteren Mikroliter-Flussraten-
bereich ist hier vor allem in finanzieller Hinsicht &ufRerst interessant. Neben der
einfachen, da direkten Kontrolle von Flussrate und der empfindlichen Detektierbarkeit
eventueller Leckage oder (partiellem) Saulenverschluss durch plétzliche
Systemdruckerniedrigung bzw. —erh6hung, ist der drastisch reduzierte Laufmittel-
verbrauch bei teuren deuterierten Losungsmitteln ein schlagkraftiges Argument. Eine

genaue Beschreibung der Funktionsweise dieser Anlage erfolgt in Kapitel 4.2.3.
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Abbildung 3-10: Schematischer Aufbau einer druckunterstitzbaren splittlosen
cHPLC/(p)CEC-Anlage.
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3.3 Kapillar-Saulen

Die Trennsaulen, die tUblicherweise bei Kapillartrennmethoden zum Einsatz kommen,
werden in Quarzglaskapillaren (fused silica (FS)) gepackt. Genau wie GC-Saulen
oder CE-Kapillaren sind sie auf3en mit einer Polyimidschicht Gberzogen, was ihnen
eine hohe mechanische Belastbarkeit und Flexibilitat verleiht und somit eine
bequeme Handhabung erlaubt. Gegentber Kapillaren aus anderen Materialien (z.B.:
Polytetrafluorethylenpropylen (PTFE), Fluorethylenpropylen (FEP), Polyetherether-
keton (PEEK) oder Edelstahl (stainless steel, SS)) haben sie entscheidende Vorteile.
So sind sie im Gegensatz zu anderen Kapillaren auch mit sehr geringen
Innendurchmessern  kommerziell erhdltlich. Des weiteren ermdglicht ihre
Druckstabilitat das Packen und den Betrieb bei hohen Driucken (bis 1000 bar) und
somit auch die Herstellung und den Einsatz langerer Kapillarsdulen. Dazu kommt die
hervorragende UV-Transparenz von Quarzglas, so dass nach Entfernen der
Polyimidschicht im Detektionsbereich die in der LC Ubliche UV-Detektion direkt auf
bzw. nach der Packung in der Kapillare stattfinden kann. Die Eignung von Quarzglas
als elektrischer Isolator ist jedoch die vielleicht wichtigste Eigenschatt fir den Einsatz
bei elektrophoretischen und elektrochromatischen Trennmethoden.

In der CEC werden ublicherweise Kapillarsaulen mit einer Lange zwischen 15 und 30
cm betrieben, wobei durchaus auch Saulenlangen von 5-100 cm verwendet werden.
Standard Aul3en- und Innendurchmesser sind 365 bzw. 100 um. Die Durchmesser
kénnen jedoch je nach Anwendung variiert werden, und so sind die verschiedensten
Dimensionen zu finden (ID: 10-340 um; OD: 144-440 um). Da die Materialkosten zur
Herstellung von Kapillarsdulen sehr gering sind, werden sie bis heute von den
meisten Anwendern selbst produziert. Der hohe Anteil an Eigenproduktion fiihrte zu
einer verspatet angelaufenen kommerziellen Produktion und Entwicklung von CEC-
Saulen. So sind heute fir cHPLC und CE eine Vielzahl verschiedener kommerzieller
Trennkapillaren verfigbar, wahrend fur die CEC nur eine begrenzte kommerzielle

Auswahl zur Verfigung steht.

3.3.1 Kapillarsaulenkonzepte

Trotz ihrer unbestreitbaren Vorteile hat die CEC bislang keinen Einzug als
Routineapplikation in analytische Laboratorien gehalten. Die Grinde liegen neben

anderen in den technischen Problemen, die mit der CEC verbunden sind:
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Die Haltbarkeit gesinterter Fritten, welche Ublicherweise das Packungsmaterial
in der Kapillare fixieren, ist begrenzt und teilweise schlecht reproduzierbar.

Die durch den Sintervorgang verursachte Beschadigung der an die Oberflache
gebundenen Phase kann zur Zerstérung einer ansonsten mdglicherweise
geglickten Trennung fuhren.

Die Wahl des Packungsmaterials ist limitiert durch die notwendige Fahigkeit
des Materials einen EOF zu generieren und mit ihr Fritten zu sintern. Falls sich
das Packungsmaterial nicht sintern lasst, muss ein anderes dafir geeignetes
Material an dieser Stelle platziert und gesintert werden (u.U. sehr aufwendig).
Auch diese erzwungenermal3en eingefiihrte Fremdoberflache kann zur
Zerstbrung oder zumindest Verschlechterung einer Trennung durch
Bandenverbreiterung fiihren (Rebscher et al [115]).

Durch nicht ausreichend entgaste mobile Phase, Inhomogenitdten in der
Auslass-Fritte (durch das Sintern zu stark verdnderte Porositat bzw.
Tortuositat) und durch teilweise starken Druckabfall in der mobilen Phase
beim Verlassen der Packung in das offene Kapillarsegment kommt es zu
Blasenbildung [116,117,118]. Schon bei geringer Blasenbildung wird eine
zuverlassige Detektion nahezu unmdglich, bei zunehmender Blasenbildung
kann es durch eine Unterbrechung des Stromkreises zum Zusammenbruch
des EOFs kommen.

Die Lebensdauer einer CEC-Séaule mit gesinterter Ein- und Auslassfritte
(Abbildung 3-11a) ist im Vergleich mit analytischen HPLC-Saulen deutlich
verklrzt. Zum einen ist es die Fragilitat der Fritten und vor allem des UV-
Fensters zum anderen die schlechte Bestandigkeit der Kapillaren gegenuber
Acetonitril (ACN). ACN lasst das Polyimid aufquellen, fihrt damit zur Ablésung
desselben von der Quarzglasoberflache wund damit zur erhéhten
Bruchempfindlichkeit. Durch nach dem Quellen Uberstehendes Polyimid kann
es auch zum Verschluss der Kapillare kommen. Die Problematik der UV-
Fensterfragilitaét kann entscharft werden, indem die gepackte Kapillare nach
der Endfritte abgeschnitten und (z.B.: mittels eines Teflonschlauches [119]) an
eine OT-Detektionskapillare gesteckt wird (Abbildung 3-11b). Diese Variante

weist allerdings bislang auch Defizite auf (siehe unten).
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Abbildung 3-11: gepackte Kapillarsdulen fur die cHPLC und (p)CEC mit
gesinterter Ein- und Auslassfritte: a) Kapillarsaule aus einem einzigen Kapillarstick,
b) Zweigeteilte Kapillarsaule, offenes und gepacktes Segment mittels Teflonschlauch
verbunden.

Trotz der Probleme findet die Herstellung von gepackten Kapillarsdulen mit zwei
gesinterten Fritten, die so genannte Slurry-Packmethode [116,120,121] und ihre
Varianten [117,122,123] bislang die breiteste Anwendung. Dies ist auf den dafur
notwendigen geringen apparativen Aufwand und die geringen Materialkosten zur
Herstellung von Kapillarsdulen nach dieser Methode zuriickzufihren. Abbildung
3-11a zeigt den schematischen Aufbau einer solchen Kapillar-Trennsaule. Neben
dieser Methode, mit gesinterten Fritten aus dem gleichen schon oberflachen-
modifizierten Material, gab es auch Versuche zur Herstellung von Kapillarsaulen mit
nativen Kieselgel [124], Silikat [125,126,127], Kieselgel/Silikat [128,129,130] oder
Sol-Gel [131] Fritten. Aus den zuvor aufgefiihrten Punkten ist ersichtlich, dass das
grof3te Problem jedoch die Fritten selbst sind. So ist allein ihre Herstellung schon mit
Schwierigkeiten verbunden. Werden sie zu lange gesintert, besteht die Gefahr, dass
sie undurchlassig werden. Ein zu kurzes Sintern verringert ihre mechanische
Stabilitat und erhoht die Wahrscheinlichkeit des Brechens der Fritten unter Belastung
und das Ausspilen des Packungsmaterials aus der Saule. Um die durch die Fritten
verursachten Probleme zu beheben bzw. zu umgehen, wurden in den letzten Jahren
verschiedene alternative Kapillarsaulenkonzepte entwickelt. Zum einen die Fixierung
der Packung mit Hilfe des sogenannten Briickensteineffektes (siehe Abbildung 3-12),

zum anderen die Verwendung durchgehend fixierter Packungen (bzw. monolithischer
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Strukturen). Das Prinzip des kontinuierlichen chromatographischen Bettes kann in
verschiedene Typen klassifiziert werden: Porbse monolithische Kapillarsaulen auf
Basis anorganischer Sol-Gele (Polysilicate) [132,133,134,135,136], porose
monolithische Kapillarsdulen auf Basis organischer Polymere, z.B. Polyacrylamide
[137,138,139,140,141], Polymethacrylate [142,143,144,145,146], PS/DVB [147,
148]), Kapillarsaulen mit vollstandig gesinterter partikularer Packung [149,150],
partikulare Kapillarsaulen mit - durch Einschluss der einzelnen Teilchen in eine
Silikat- [151] oder Silan-Matrix [152,153,154,155,156] - fixierter Packung und in
Mikrochips geéatzte monolithische Mikrostrukturen [157,158,159]. Da im Rahmen
dieser Arbeit keine Kapillarmonolithen verwendet wurden, soll im Folgenden nur auf
die Fixierung der Packung mittels gesinterter Fritten und die Herstellung von
Kapillarsaulen unter Ausnutzung des Brickensteineffektes eingegangen werden.

a) b)
Gepackte FS-Kapillarséule
ID =50-250 um
oD =365 um

Kapillarinnenkonus
mit
Briickensteineffekt

Abbildung 3-12:  Anwendungsbeispiele fiir den Briuckensteineffekt: a) Klassische
Anwendung des Bruckensteineffektes bei der Konstruktion von Steinbrticken, b)
Ausnutzung des Brickensteineffektes zur Rickhaltung von Packungsmaterial in
Kapillaren.

Ein effektiver Weg zur flexiblen und reproduzierbaren Herstellung robuster

leistungsfahiger Kapillarsaulen ist die prinzipielle Vermeidung von gesinterten Fritten.
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Eine Moglichkeit sind die oben aufgeflihrten Beispiele durchgehend fixierter
Packungen bzw. monolithischer Strukturen. Ein alternativer Schritt in diese Richtung
mit partikular gepackten Betten ist das Saulenkonzept mit nur einer gesinterten Fritte.
Die Vermeidung der Auslassfritte verringert das Risiko der Blasenbildung und
verhindert die Beschadigung der stationaren Phase im Frittenbereich, was wiederum
das Risiko der Bandenverbreiterung durch eingefiihrte Fremdoberflache senkt. Um
zum Beispiel partikulare Packungen aus auf organischem Polymer basierendem
Packungsmaterial zu fixieren, ist ein komplett frittenloses Kapillarsaulenkonzept
notwendig. Nur so kann das Einbringen von Fremdmaterial in die Polymer-Packung
vermieden werden, da z.B. zum Sintern von Fritten zuséatzliches Kieselgel-
Packungsmaterial notwendig wére. Die Ausnutzung des Briickensteineffektes zur
Ruckhaltung von Packungsmaterial in Kapillaren an dort angebrachten Engstellen
(siehe Abbildung 3-12b) wurde schon verschiedentlich demonstriert [160,161,162,
163]. Resultierend aus diesem Brickensteineffekt werden durch solche Konusse
auch Partikel zurtickgehalten, die selbst wesentlich kleiner sind als die Lochweite der
Engstelle. Somit wird an dieser Stelle das Sintern einer Fritte oder das Einbringen
eines Inline-Filters Uberflissig. Es wurde auch gezeigt [160,162], dass 3 um Teilchen
durch doppelseitige Engstellen in Kapillaren oder angekoppelte Widerstands-
Kapillaren mit einem Durchmesser von je 10 um zurtickgehalten werden. Die dort
beschriebenen Konfigurationen erlauben allerdings kein Ersetzen eines gebrochenen
UV-Detektionsfensters. Da das UV-Detektionsfenster und die gesinterte Auslassfritte
die fragilsten Stellen eine FS-Kapillarsdule sind, wéare es winschenswert das
gepackte Kapillarsegment mittels eines robusten, totvolumenfreien, druckstabilen,
einfach austauschbaren Kapillarverbinders zu ersetzen. Um das UV-Fenster
maoglichst nahe der Packung platzieren zu kénnen und den Einsatz solcher
Kapillaren auch in kommerziellen (vollautomatisierten) CE(C)-Geraten zu
ermoglichen, muss der Kapillarverbinder so klein wie moglich gewahlt werden.
Bislang vorgestellte Losungen weisen noch Defizite auf, die da waren: eine
Drucklimitierung auf 6 bar [164], eine Limitierung auf relativ geringe elektrische
Feldstarken aufgrund mangelnder Dichtigkeit bzw. Durchschlagsfestigkeit [165],
sowie die Tatsache das solche Kapillarverbindungen oft nicht wirklich totvolumenfrei
sind [164]. Alle bisherigen Ansatze beschaftigen sich aber nur mit einem oder zwei
der genannten Probleme. AufRerdem wurden die numerischen Grenzen des

Kapillarlochweite/ Teilchendurchmesser-Verhéltnisses noch nicht naher untersucht.
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Im Gegensatz zu den oben genannten Konfigurationen [160,162,164,165], sind die
iIm Folgenden beschriebenen segmentierten Kapillarsdulen robust, druckstabil und
durchschlagsfest und somit vielseitig einsetzbar. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
ausschlief3lich solche slurry-gepackten Kapillarsaulen verwendet. Es wurde sowohl
die Herstellung von Kapillarsdulen mit zwei gesinterten Fritten weiterentwickelt als
auch die Entwicklung von Kapillarsaulen mit nur einer bzw. ohne Fritte unter
Ausnutzung des sogenannten ,Briuckensteineffektes” [166] vorangetrieben. Auf die
Herstellung dieser drei Varianten wird im Folgenden allgemein und in Kapitel 5.4.1 im

Speziellen eingegangen:

3.3.2 Verwendete Kapillarsaulenkonzepte

Die gangigste Variante zur Herstellung von Kapillarsdulen ist das Befullen der
Kapillare mit einer stationaren Phase analog zur HPLC. Dadurch eroffnet sich die
breite Palette der fur die HPLC hergestellten Materialien, so dass man fir nahezu
jedes Trennproblem eine selektive Phase findet. Einzig die notwendige Fahigkeit des
Materials, einen EOF zu generieren, limitiert die Auswahl. Meistens werden C8-,
C18- oder C30-Phasen auf Kieselgel Basis verwendet, aber auch lonenaustauscher-
materialen, chirale und Aminophasen wurden schon eingesetzt.

Die verwendeten Packungsprozeduren der einzelnen Arbeitsgruppen sind sich im
Wesentlichen sehr &hnlich. Zur Herstellung von Kapillarsaulen ftir die vorliegende
Arbeit wurden die in Kapitel 5 im Detail beschriebenen Varianten des sogenannten
Druckfiltrationsverfahrens (Nasspackverfahren) [167] angewandt. Bei dieser Methode
wird in geeignetem Losungsmittel suspendiertes, feinkdrniges Packungsmaterial
(Slurry) entweder mit Hilfe einer Pumpe oder elektrokinetisch [122] in die Kapillare
geflllt. In dieser Arbeit ist diese am Ende mit einem HPLC-Inline-Filter oder einem
Innenkonus versehen, um die Packung zurickzuhalten (vgl. 5.4.1.1, 5.4.1.2 und
5.4.1.3). Robson et al. [123] zeigten, dass auch der Einsatz von superkritischen CO,
als Losungsmittel moglich ist. Zur optimalen Verdichtung der Packung in der
Kapillare wurde diese wahrend des Packens in ein Ultraschallbad getaucht. Danach
wurde die Packung, je nach Eignung des Materials mit ihr Fritten zu sintern, in der
Regel durch das Sintern einer Einlass- und/oder einer Auslass-Fritte oder durch

einen zweiten Innenkonus fixiert (vgl. Abbildung 3-13).
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Abbildung 3-13: Verwendete Kapillarsaulenkonzepte: a) Kapillarsaule mit zwei
gesinterten Fritten, b) Kapillarsaule mit einem Innenkonus (als Saulenauslass) und
einer gesinterten Einlass-Fritte, c) Kapillarsaule mit einem Innenkonus (als
Sauleneinlass) und einer gesinterten Auslass-Fritte, d) Kapillarsaule mit zwei
Innenkonussen (als Sauleneinlass und Saulenauslass).

Zuletzt wurde ein Detektionsfenster hergestellt, indem das Polyimid entweder
weggebrannt oder weggeschnitten oder durch Behandlung mit starken Sauren
aufgequollen und dann mittels eines Skalpells entfernt wurde. Die in Abbildung 3-13
dargestellten Kapillarsaulen wurden nach den in Kapitel 5 beschriebenen
Packprozeduren mit Hilfe der in Abbildung 5-2 dargestellten Packapparatur

hergestellt.
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3.3.3 Experimentelle Ergebnisse

3.3.3.1 Zu den Innenkonussen, den Oberflachen der Kapillarenden und den
Verbindungsstiicken [166]

Zuerst wurde der Bereich der Lochweite fir Innenkonusse untersucht, innerhalb
dessen sich (je nach KorngroRe des Packungsmaterials) ein stabiler Briickenstein-
effekt ausnutzen lassen kann. Packungsmaterial mit einer Korngré3e von 3 pm kann
noch mit einer Lochweite von 25 um verlasslich zurtickgehalten werden, bisweilen
sogar bei Lochweiten bis zu 35 pum. Das heil3t, die Lochweite kann mehr als das 10-
fache der KorngroRe betragen. Auf der anderen Seite kommt es bei zu kleinen
Lochweiten (d.h. < 10 um) haufig zu nicht behebbarem Verstopfen der Engstelle; vor
allem beim Schleifen, Spulen und Trocknen der Kapillare. Der optimale Durchmesser
fur Packungen mit 3 um Korngrof3e liegt zwischen 15 und 25 pum. Mit Innenkonussen
in diesem Bereich kdnnen Kapillarsdulen mit einer Lebensdauer von mindestens 100
Betriebstunden gepackt werden. Fir 1,5 um Teilchen auf Kieselgel-Basis konnte eine
Lochweite von bis zu 16 um verwendet werden (wiederum Faktor 10), wahrend fur 6
pum Teilchen auf PS-DVB-Basis nur bis 45 um ein stabiler Briickenstein Effekt erzielt
werden konnte. Dies ist eventuell auf die engere KorngréRenverteilung des
Polymermaterials zurtickzufihren.

Des Weiteren wurde untersucht, wie grol3 die minimale Wandstarke sein muss, um
noch stabile Innenkonusse zu produzieren. In Standard Kapillaren mit einem
AulRendurchmesser von ca. 365 pm kénnen sehr robuste Konusse fur Kapillarinnen-
durchmesser von bis zu 150 um implementiert werden. Es ist moglich auch Konusse
in Kapillaren mit bis zu 250 um Innendurchmesser herzustellen. Das entspricht (nach
Abzug der PI-Schichtdicke) einer FS-Wandstarke von ca. 40 um. Dies ist allerdings
weitaus schwieriger und es wird wesentlich mehr Ausschuss produziert, da diese
dinnwandigen Kapillaren beim Schleifen sehr leicht ausrei3en oder gar brechen (zur
Herstellung der Kapillarsaulen fur die on-line NMR-Kopplung war dies aber
notwendig). Die Beschaffenheit der Oberflache der aneinander zu stoRenden
Kapillarenden ist von gro3er Bedeutung. Eine moglichst glatte Oberflache kann, wie
in Abbildung 3-14 verdeutlicht, nur mit der geeigneten Bearbeitungsmethode erhalten
werden. Mit einer raueren Oberflache als in Abbildung 3-14c war es nicht méglich

totvolumenfreie, druckstabile und langlebige Kapillarverbindungen herzustellen.
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Abbildung 3-14: (a-c) Rasterelektronenmikroskopaufnahmen, (d) Lichtmikroskop-
aufnahme von: a) FS-Kapillarende mit Keramikplattchen geschnitten, b) FS-
Kapillarende nachbearbeitet mit Schleifpapier (P320 Kérnung) nass geschliffen, c)
FS-Kapillarende nachbearbeitet mit Schleifpapier (P4000 Kérnung) nass geschliffen,
d) Totvolumenfreie PTFE-FEP-Dualschrumpfschlauch-Verbindung des konus-
gepackten Kapillarsegments (rechts) mit dem offenen Detektionskapillarsegments
(links), 67-fache VergroéRerung.

Neben den erfolgreich verwendeten PTFE-FEP-Dualschrumpfschlauchen (vgl.
Abbildung 3-14d) zeitigte die Verwendung anderer PTFE-Kapillarverbinder nicht den
gewunschten Erfolg. So waren mit nicht schrumpfenden PTFE Schlauchsticken (OD
1,6 mm / ID 0,3 mm / Lange 8-10 mm) verbundene Kopplungsstellen nicht
druckstabil und nicht immer totvolumenfrei. Dahingegen fehlte es den
Kapillarkopplungen, die mittels eines einfachen und damit relativ dinnwandigen
PTFE-Schrumpfschlauches erzeugt wurden, an der nétigen mechanischen Stabilitat

gegen seitliches Abknicken.
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3.3.3.2 Abstimmung der Innendurchmesser der Kapillarsegmente bezliglich
Fliessgeschwindigkeit und Bandenverbreiterung [166]

Am Auslassende gepackter Betten kann es leicht zur Blasenbildung kommen [19,43],
falls es beim Ubergang vom gepackten in das offene Segment aufgrund der abrupten
Zunahme des effektiven Kapillar-Querschnittes zu einem zu starken Druckabfall
kommt. Aufgrund ihrer - durch den Sinterprozess unter Umstanden sehr stark
verringerten - Durchlassigkeit (d.h. veranderte Porenstruktur und Porositat) kann
natdrlich auch die Fritte selbst der Entstehungsort sein. In den in 5.4.1.2 und 5.4.1.3
beschriebenen Kapillarsaulenkonzepten ohne Auslassfritte dient das offene Segment
neben der UV-Detektion auch als Widerstandskapillare und vermindert somit den
Druckabfall an der Kopplungsstelle. Der Innendurchmesser der offenen Kapillare
wurde so gewahlt, dass die Querschnittsflache der offenen Kapillare méglichst genau
der effektiven (interpartikularen) Querschnittsflache des Zwischenkornraumes im
gepackten Segment entspricht. Die externe Porositat solch einer ungeordneten
Kugelpackung liegt bei ungeféahr 0,4 [168]. Dieser Wert wurde im Folgenden
verwandt, um die zum gepackten Segment korrespondierenden Durchmesser fir die

offenen Segmente zu berechnen (vgl. Tabelle 3-3)

ID1oows [UM]  Dioos [UMZ]  Dagss [um?] IDaose [MM]  IDpraktikabel [HM]

250 49087.40 19634.95 158.12 150
180 25466.90 10178.80 113.84 100
150 17671.46 7068.58 94.86 75
100 7853.98 3141.59 63.24 50
75 4417.86 1767.15 47.44 30
50 1963.50 785.40 15.81 10

Tabelle 3-3: Berechnete optimale IDs der Detektionskapillare relativ zum gepackten
Segment und die in der Praxis erhéltlichen und eingesetzten IDs (IDioo% = Innen-
durchmesser des gepackten Kapillarsegments, “hgow = Querschnittsflache des
gepackten Kapillarsegments, & 409 = Interpartikuldre Querschnittsfliche des
gepackten Kapillarsegments, 1D400 = INnendurchmesser des offenen UV-Detektions-
segments einer der interpartikularen Querschnittsfliche des gepackten Kapillar-
segments entsprechenden Querschnittsflache, IDprakikabetr = Nachst kleinerer
kommerziell erhaltlicher ID als ID4o9).
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Im Experiment wurde gefunden, dass der optimale Durchmesser fur die offene
Kapillare etwas kleiner sein sollte als der berechnete. So wurde der auf den
berechneten Wert folgende, nachst kleinere, kommerziell erhaltliche Innen-
durchmesser gewahlt (vgl. IDprakikavel). GroRere Durchmesser (z.B.: 75 pm IDofen an
100 pm IDgepack) fuhrten zu einer Zunahme der Bodenhohe und einem steileren
Anstieg im rechten Ast der H/u-Kurve (vgl. Abbildung 3-15a). Diese zusatzliche
Bandenverbreiterung kann dem Druckabfall am S&ulenauslass zugeschrieben
werden. Der Druckabfall ist das Ergebnis der nicht angeglichenen
Querschnittsflachen des offenen und des gepackten Segments [169] und verursacht
maoglicherweise sogar Flussturbulenzen. Dass die Zunahme der Bodenhdhe kein
Resultat eines schlecht gepackten Bettes ist, wurde Uberpruft, indem das zu grol3e
offene UV-Detektionssegment gegen ein geeignetes Segment mit kleinerem
Innendurchmesser (z.B. 50 pm IDoen) ausgetauscht wurde (vgl. Abbildung 3-15b).
Mit diesem passenden Innendurchmesser ist die  Druckveranderung
vernachlassigbar klein und sowohl Blasenbildung als auch Bandenverbreiterung
werden unterdriickt, ohne zu einer Verringerung des elektroosmotischen Flusses zu
fuhren. Dieser Druckausgleich ist auch fur Kapillaren mit 150 um Innendurchmesser
im gepackten Segment und 75 pm Innendurchmesser im gepackten Segment
gegeben (vgl. Abbildung 3-15c). Bei gelungenem Druckausgleich konnte auch kein
Unterschied fur verschiedene Abstande (0,5 bzw. 2,0 cm) des UV-Detektionsfensters
vom gepackten Segment festgestellt werden (vgl. Abbildung 3-15b und Abbildung
3-16a). Dies ist von erheblicher praktischer Bedeutung, da der Anwender (beim
Einsatz segmentierter Kapillarsdulen) je nach vorhandenem kommerziellen CE-Gerat
dazu gezwungen ist, das UV-Fenster bis zu zwei Zentimeter hinter der Packung zu
platzieren.

Bei Versuchen, Kapillaren mit 10, 20 oder auch 30 um Innendurchmesser an ein
gepacktes 100 um ID Segment zu koppeln, war es nicht notwendig die Packung am
Saulenauslass mittels eines Innenkonusses zurtickzuhalten, der Briickenstein-Effekt
bildete sich auch ohne denselbigen aus. Fir diese, verglichen mit dem berechneten
Optimum, doch signifikant kleineren Durchmesser, wurden allerdings auch deutlich
geringere maximale EOF-Geschwindigkeiten erreicht. Im Vergleich zu den als
optimal befundenen 50 pum ID, wurden fir 20 bzw. 30 um ID Kapillaren (gekoppelt an
ein gepacktes Segment mit 100 um ID) 3,0- bzw. 1,5-fach geringere Flussraten

gefunden.
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Abbildung 3-15: Van-Deemter-Kurven verschiedener Kapillarsaulen-Setups: a)
Segmentierte Kapillarsdule mit nur einer Fritte (Einlass), PT-ID 100 um; OT-ID 75
pum, UV-Detektion 2,0 cm nach der Packung. b) Segmentierte Kapillarsaule mit nur
einer Fritte (Einlass), PT-ID 100 pum; OT-ID 50 um, UV-Detektion 2,0 cm nach der
Packung. c) Segmentierte Kapillarsdule mit nur einer Fritte (Einlass), PT-ID 150 pum;
OT-ID 75 um, UV-Detektion 2,0 cm nach der Packung.
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Abbildung 3-16: Van-Deemter-Kurven verschiedener Kapillarsdulen-Setups: a)
Segmentierte Kapillarsaule mit nur einer Fritte (Einlass), PT-ID 100 um; OT-ID 50
um, UV-Detektion 0,5 cm nach der Packung. b) Segmentierte Kapillarsaule mit nur
einer Fritte (Einlass)und ohne Konus am Auslass, PT-ID 100 um; OT-ID 30 pm, UV-
Detektion 2,5 cm nach der Packung. c) Segmentierte Kapillarsdule ohne Fritten
(Konus am Einlass und Auslass), PT-ID 100 um; OT-ID 50 pum, UV-Detektion 2,0 cm
nach der Packung.
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Dies kann nicht auf den sich in diesen zu engen Kapillaren aufbauenden Gegendruck
zuruckgefuhrt werden, da ein in einer geeigneten Packung generierter EOF
Gegendricke von bis zu 700 bar ohne weiteres Uberwinden kann [170]. Vielmehr ist

dieses Phanomen mit dem Ohmschen Gesetz zu erklaren.
U=R-l (Gl. 3-33)

Annahme:

Fiir ein 20 cm gepacktes Segment (100 pm ID) Defreriv = 3141,59 pm? gilt;

U1 = Rl ° |1 (G| 3-34)

Fir ein 10 cm offenes Segment (20 pm 1D) @apsowt = 314,16 pm? gilt:

U2 = Rz d |2 (G| 3-35)

Koppelt man die beiden Segmente, muss die Bedingung I; = |, erfullt sein (Strom-
konstanz), daraus folgt:

U1 / R]_ = U2 / R2 (G| 3-36)

Somit ergibt sich aus den angenommenen Kapillarlangen und Querschnittsflachen:

R, = 5R; (G| 3-37)

Dies hat zur Folge (einsetzen in (Gl. 3-36), dass der Spannungsabfall im offenen
Segment 5 mal grof3er sein muss als im gepackten Segment und somit nur 1/5 des
angelegten elektrischen Feldes auf die Packung wirkt (vgl. Abbildung 3-17), welche
Aufgrund ihres (im Vergleich zum offenen Segment) immens hohen Oberflache/
Volumen-Verhaltnisses nahezu ausschlieBlich fir die Generierung des EOFs
verantwortlich zu zeichnen ist. Somit kdénnen bei dieser Anordnung 4/5 der
angelegten Spannung nicht zur Erzeugung des EOFs genutzt werden.
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Abbildung 3-17: Verlauf des Spannungsabfalls Uber eine segmentierte
Kapillarsaule mit den 0.g. Dimensionen.

Die H/u-Kurven einer solchen Kapillarsdule (PT-ID 100 pm; OT-ID 30 pum) sind in
Abbildung 3-16b dargestellt. Die daraus ersichtliche vergro3erte theoretische
Bodenhohe ist vermutlich ein Resultat von Stérungen des plug-flow Profils des reinen
EOFs. Dies kann durch ein (durch Gegendruck erzeugtes) negatives laminares
Flussprofil und/oder durch Fluss-Asymmetrien im nicht ganz rotationssymmetrisch
geweiteten UV-Detektionsfenster (bubble-cell) verursacht worden sein. Die Weitung
des UV-Fensters zur Verlangerung des Lichtweges im Detektionsfenster ist
notwendig, um fur UV-Detektionskapillaren mit sehr kleinem Innendurchmesser

annehmbare Sensitivitaten zu erreichen.

3.3.3.3 Vergleich verschiedener Kapillarsaulendesigns [166]

Die Effizienzen einer optimierten Kapillarsaule mit nur einer Fritte sind in der Regel
besser oder zumindest vergleichbar mit den Ublichen Kapillarsdulendesigns mit zwei
Fritten. Mit ihnen kdnnen ohne weiteres reduzierte theoretische Bodenhdhen von
1,57 (dies entspricht 212000 Boden/Meter) mit einer Packung aus 3 um Teilchen
erreicht werden (vgl. Abbildung 3-15b&c). Das Frittenlose Kapillarsdulendesign

erlaubt die Herstellung von Saulen mit exzellenter Trennleistung. Die Effizienz dieser
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Kapillarsaulen kann anhand einiger van-Deemter-Kurven (vgl. Abbildung 3-16c¢) mit
reduzierten theoretischen Bodenhdhen bis zu 1,44 pm (dies entspricht 232000
Boden/Meter mit einer Packung aus 3 pum Teilchen) demonstriert werden. Die
beeindruckende Trennleistung einer solchen Kapillarsédule sei nochmals in Abbildung
3-18 dargestellt, einer Trennung der homologen Reihe von funf Benzoesaure-
alkylestern. Nach dem Konditionieren einer S&ule konnten mit ihr Gber 100 dieser

Trennungen mit guter Reproduzierbarkeit absolviert werden.
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Abbildung 3-18: Elektrochromatgramm einer Benzoatmischung, aufgetrennt mit
einer frittenlosen Kapillarsdule. Die Analyten in Reihenfolge ihrer Elution: @
Thioharnstoff (t), @ Methyl-, @ Ethyl-, @ Propyl- ,® Butyl- and & Pentylbenzoat.
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3.4 Einfluss der Druckunterstitzung auf die Trennleistung
der pCEC [194]

Wie im Einleitungskapitel 1.2.3 angefuhrt, besitzt die druckunterstitzte Kapillar-
elektrochromatographie (pCEC) gegeniiber der reinen CEC deutliche Vorteile. Sie ist
ein flexibler, robuster und leistungsfahiger Hybrid aus der rein elektrokinetisch
betriebenen CEC und der rein hydrodynamisch betriebenen cHPLC. Zum einen
konnen elektrokinetische Systeme durch den zuséatzlichen Druck stabilisiert und
somit Probleme aufgrund von Blasenbildung verringert bzw. komplett vermieden
werden. Zum anderen erlaubt die dazu notwendige zusétzliche Pumpanlage einen
schnellen Wechsel des Eluenten (z.B. Spllschritte, Stufengradienten oder
kontinuierliche Gradientenelution), ohne dass die Kapillare aus dem System
ausgebaut und dabei der Gefahr einer Beschadigung ausgesetzt werden muss.
Durch Kombination von Druck und EOF werden deutlich hoéhere Flussraten
ermdglicht, wodurch sich die Analysenzeit ganz erheblich verkirzen lasst. Der
einzige Nachteil der pCEC gegenuber der reinen CEC ist die verringerte Trenn-
leistung. Mit zunehmendem Druck Uberlagert sich das elektrokinetische stempel-
formige Flussprofii des EOFs der reinen CEC mit dem hydrodynamischen
parabolischen Flussprofil des Druckbetriebes und somit verringert sich die
Gesamttrennleistung. Daher liegen die Bodenzahlen der pCEC immer zwischen
denen der reinen CEC und der reinen cHPLC. Bislang gab es kaum Untersuchungen
dartiber, welchen Einfluss die zusétzlich angelegten Driucke auf die Bodenzahl und
damit auf die Trennleistung haben. Behnke [171] konnte zwar zeigen, dass wie
erwartet mit zunehmendem Druck die Bodenzahl abnimmt, jedoch wurden keine
differenzierteren Angaben daruber hinaus gemacht. Die verwendeten Driicke waren
eher hoch (> 80 bar) und lagen deutlich Gber denen, die zur Stabilisierung des
Systems notwendigen waren. Im Folgenden sollte daher untersucht werden, ab wann
der hydrodynamische Fluss mit seinem laminaren Flussprofil das Gesamtflussprofil
deutlich beeinflusst und zu einer drastischen Verringerung der Zahl der theoretischen
Boden fuhrt. Die Ermittlung optimaler Trennbedingungen fir die praktische
Anwendung sollte dadurch erleichtert werden.

In Abbildung 3-19 sind die H/u-Kurven fur die nur schwach retardierte Substanz Me-
thylbenzoat (k' = 0,4) und in Abbildung 3-20 sind die H/u-Kurven fir eine starker
retardierte Verbindung (Butylbenzoat, k' = 1,1) fir verschiedene Kombinationen von

druckbetriebenem und elektroosmotischem Fluss dargestellt. Zur besseren Ubersicht
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sind reduzierte Bodenhdhen (h), Bodenzahlen (N) und lineare FlieRgeschwindig-
keiten (u) der Kurvenminima aus Abbildung 3-19 und Abbildung 3-20 in Tabelle 3-4
und Tabelle 3-5 aufgelistet.

21+
18 - e CEC
CEC + 30 bar
" v CEC + 60 bar
15 CEC + 80 bar
CEC + 100 bar
= CHPLC

H [um]

0,002 040608101214 16 1,820 2,2
u [mm/s]

Abbildung 3-19:  Vergleich der Bodenhthen als Funktion der Fliel3geschwindigkeit
unter cHPLC-, CEC- und pCEC-Bedingungen (Methylbenzoat).
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Abbildung 3-20: Vergleich der Bodenhéhen als Funktion der FlieBgeschwindigkeit
unter cHPLC-, CEC- und pCEC-Bedingungen (Butylbenzoat).

FUr beide Substanzen nehmen die theoretischen Bodenhdhen wie erwartet mit
groRer werdendem Druck zu. Dieser Effekt ist jedoch bei einem angelegten Druck
von 30 bar eher gering, so dass die Bodenzahlen fur Methylbenzoat noch 96%, bzw.
fur Butylbenzoat 94% der reinen CEC-Kurve betragen. Dieser Druck reicht aus, um

das System zu stabilisieren, d.h. Blasenbildung zu vermeiden. Unter diesen
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Bedingungen ist es also mdoglich, stabile pCEC-Trennungen mit einer etwas
verklrzten Analysenzeit durchzufuhren, welche eine annahernd gleiche Trenn-
leistung wie die CEC-Laufe aufweisen. Mit hoherem Einlass-Druck, der fir eine
signifikante Verkirzung der Analysendauer notwendig ist, nimmt die reduzierte
Bodenhohe dberproportional zu, wahrend sich fur die FlieRgeschwindigkeit ein
anndhernd linearer Verlauf ergibt (Abbildung 3-21). Dennoch liegt h selbst bei hohen
Drticken (100 bar) noch deutlich unter den Werten fur die cHPLC. Bei Trennungen,
welche unter diesen Bedingungen durchgefuhrt werden, steht nicht mehr die
Stabilisierung des Systems oder die hohe Trennleistung im Vordergrund, sondern die

resultierenden hohen Flussraten und die damit verkirzten Analysenzeiten der pCEC.

2.5+ |
/,./
2.0 .
1 ’I‘—’f’—'—’
._.__._-——-—'_'_'—_-_
3 1,5- _-.
; | |
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Abbildung 3-21: Reduzierte Bodenhohe h und Flie3geschwindigkeit u der pCEC-
Messungen (im Kurvenminimum, Abbildung 3-20) in Abhangigkeit vom angelegten
Druck.

Aufgrund der langeren Verweilzeit auf der Séule und den damit verbundenen
Diffusionsprozessen sind die Peaks spater eluierender Substanzen breiter und
weisen geringere Bodenzahlen auf. Vergleicht man die beiden hier untersuchten
Substanzen, so zeigt sich in Ubereinstimmung zu obiger Annahme, dass die
Bodenzahlen fiir Methylbenzoat immer Uber denen fur Butylbenzoat liegen. Die
Bodenzahlen unter reinen CEC-Bedingungen sind fir das Methylbenzoat um 80%

besser als in der cHPLC und nur um 59% besser flur Butylbenzoat. Mit
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zunehmendem Druck vergroRern sich die reduzierten Bodenhdhen fur die starker
retardierende Verbindung wesentlich schneller als fur die schwacher retardierende
Substanz. So ist die Bodenzahl fur Methylbenzoat bei Anlegen von 100 bar immer
noch um 31% besser als unter cHPLC-Bedingungen und liegt genau zwischen den
Bodenzahlen der CEC und cHPLC. Fur das Butylbenzoat dagegen ergibt sich nur
noch eine Verbesserung um ca. 8%. Bei schwécher retardierenden Substanzen hat
also der zusatzliche Druck der pCEC einen wesentlich geringeren Einfluss auf die
Trennleistung als fir starker retardierende Verbindungen. Vergleicht man die
Flussraten, so zeigt sich, dass der zusatzliche Druck bei Methylbenzoat das
Optimum etwas starker zu hdéheren Flussraten verschiebt als bei Butylbenzoat. Bei
100 bar zusatzlichem Druck erhalt man - im Vergleich zur reinen CEC - fur Methyl-

benzoat eine um 80% und fur Butylbenzoat eine um 73% verkurzte Analysendauer.

u [mm/s] N [Boden/m] reduzierte Bodenhthe h
cHPLC 0,76 123.000 2,71
CEC 0,93 222.200 1,50
pCEC (30 bar) 1,13 212.300 1,57
pCEC (60 bar) 1,32 192.700 1,73
pCEC (80 bar) 1,51 176.400 1,89
pCEC (100 bar) 1,68 161.000 2,07

Tabelle 3-4: Lineare Flie3geschwindigkeiten u, Bodenzahlen N und reduzierte
Bodenhdhen h der Kurvenminima aus Abbildung 3-19.

u [mm/s] N [Boden/m] reduzierte Bodenhohe h
cHPLC 0,74 123.000 2,71
CEC 0,80 196.100 1,71
pCEC (30 bar) 0,95 185.200 1,80
pCEC (60 bar) 1,13 165.000 2,02
pCEC (80 bar) 1,31 148.200 2,25
pCEC (100 bar) 1,42 133.300 2,5

Tabelle 3-5: Lineare FlieRgeschwindigkeiten u, Bodenzahlen N und reduzierte
Bodenhdhen h der Kurvenminima aus Abbildung 3-20.
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Die durchgeflhrten Messungen zeigen, dass bei niedrigen Driicken (< 60 bar) die
pPpCEC durchaus mit der CEC beziglich der Trennleistung konkurrieren kann. Bei
hoheren Drucken nimmt die Bodenzahl fur stéarker retardierte Substanzen zwar fast
bis auf den Wert der cHPLC ab (>100 bar), jedoch ist dies auch mit einer erheblichen
Verkirzung der Analysenzeit verbunden. Gegenuber der reinen CEC und der cHPLC
besitzt die pCEC den Vorteil, dass durch eine grof3ere Anzahl von Parametern
(Druck und Spannung), die Trennbedingungen fiur jedes Analysenproblem optimiert
werden konnen. Liegen die Retentionszeiten der zu trennenden Substanzen weit
auseinander, so kann auf die hohe Trennleistung der CEC zugunsten der kirzeren
Analysezeiten der pCEC verzichtet werden. Sind die Peaks in der cHPLC nur
angetrennt, kann eine Reduktion des Drucks und ein Anlegen von Spannung zu

einer besseren Auflésung fuhren.
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3.5 Auftrennung eines Alkaloid-Extraktes des Mutterkorn
Schimmelpilzes (extractum secalis cornuti)

Wie schon in Kapitel 1 & 3 erlautert, bietet die CEC gegenuber cHPLC und CE
entscheidende Vorteile, da sie die neben dem - all diesen Methoden gemeinsamen
Miniaturisierungspotential - die Retentionsmechanismen und Selektivititen der
Chromatographie und den dazu orthogonalen Trennmechanismus der Elektro-
phorese in sich vereint. Die druckunterstttzte Kapillarelektrochromatographie (pCEC)
besitzt neben dem im vorigen Kapitel untersuchten Nachteil der verringerten
Trennscharfe gegeniber der reinen CEC auch deutliche Vorteile. So ist sie
wesentlich flexibler und robuster als die rein elektrokinetisch betriebene CEC, aber
dennoch deutlich leistungsfahiger als die rein hydrodynamisch betriebene cHPLC.
Gerade die Gradientenelution kann in Kombination mit der pCEC zu einer deutlichen
Verbesserung in der Auftrennung komplexer Naturstoff-Proben fuhren, da sowohl der
Transport, aber eben auch die Auftrennung der einzelnen Substanzen durch eine
Trennséule zusatzlich durch das elektrische Feld elektroosmotisch und/oder
elektrophoretisch unterstitzt werden.

Die wirkliche Ausnutzung des Potentials der Gradienten-pCEC konnte bislang nur
selten gezeigt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Leistungsfahigkeit der
Methode anhand vergleichender Trennungen (Gradienten-HPLC, Gradienten-
cHPLC, isokratische CE und Gradienten-pCEC) eines Mutterkornalkaloid-Extraktes
demonstriert.

Mit der CE war es nicht mdglich, stabile und reproduzierbare Trennungen bei direkter
Injektion des nicht weiter vorgereinigten Alkaloid-Extraktes (extractum secalis cornuti)
des Mutterkorn Schimmelpilzes (ergot fungus) durchzufihren. Der Versuch der
Auftrennung des Extraktes mittels analytischer reversed phase Gradienten-HPLC
war aufgrund der enormen Komplexitat der Probe und der Ahnlichkeit der aufzu-
trennenden Alkaloide nur unbefriedigend. Der Extrakt konnte aber durch optimierte
Gradientenelution reproduzierbar in drei (in sich allerdings nur angetrennte)

Peakgruppen aufgetrennt werden (siehe Abbildung 3-22).
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Peakgruppe: (1) (2) 3
— —
1004
%‘ 804
E
| o
g 60
8
S 404
-
@]
8
%p 20+
0-_ = 1 o I % I " Ikz'il
0 20 40 60 80 100
Zeit [min]

Abbildung 3-22: Trennung eines Mutterkorn Schimmelpilz Alkaloid-Extraktes
(extractum secalis cornuti) mittels analytischer Gradienten-HPLC.
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Abbildung 3-23: Trennung eines Mutterkorn Schimmelpilz Alkaloid-Extraktes
(extractum secalis cornuti) mittels Gradienten-cHPLC.
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Die Auftrennung des Extraktes konnte mit dem Einsatz einer mit feinkdrnigerem
reversed phase Material gepackten cHPLC-S&ule (3 um Teilchenpackung anstelle
der 5 um Teilchenpackung der HPLC-Saule) und der auf diese S&aule erneut
optimierten Gradientenelution deutlich verbessert werden (siehe Abbildung 3-23).
Aber auch hier konnten nur wenige (scheinbare) Einzelpeaks innerhalb der drei
Peakgruppen basisliniengetrennt werden. Um die Komplexitdt der Probe zu
demonstrieren wurde der grofdte Peak der Peakgruppe (1) aus mehreren HPLC-
Laufen gesammelt und elektrophoretisch mit der dazu orthogonalen Trennmethode
CE nochmals aufgetrennt. Mittels des elektrophoretischen Trennmechanismusses
konnte der vermeintliche Einzelsubstanz-Peak nach Optimierung der Trennpara-

meter in Uber 30 Peaks aufgetrennt werden (siehe Abbildung 3-24).
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Abbildung 3-24: Trennung der Substanzen unter dem grofdten Peak der
Peakgruppe (1) der analytischen HPLC-Trennung (siehe Abbildung 3-22) des
Alkaloid-Extraktes durch Kapillarzonenelektrophorese (CZE).

Die Kombination der beiden Trennmechanismen sollte also eine mit den
Einzelmethoden unerreichbare Trennleistung ermdglichen. Die Optimierung der
Trennparameter fur die Gradienten-pCEC ergab die Notwendigkeit der Umpolung
des elektrischen Feldes inmitten des Laufes, was jedoch mit dem im Rahmen dieser
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Arbeit entwickelten modularen Setup (vgl. Abbildung 3-10) problemlos zu
bewerkstelligen war. So wurden die positiv geladenen Einzelsubstanzen in der
Peakgruppe (1) durch Anlegen eines negativen Feldgradienten in Flussrichtung
elektroosmotisch gleichférmig, aber je nach ihrem Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis
(m/z) elektrophoretisch verschieden stark beschleunigt, und somit deutlich besser
aufgetrennt (bzw. die negativ geladenen wurden verzogert). Danach (9. Minute)
wurde das Feld umgepolt, ohne den chromatographischen Lauf zu stoppen, so dass
nun die positiv geladenen Einzelsubstanzen der Peakgruppen 2 & 3 durch Anlegen
eines positiven Feldgradienten elektroosmotisch gleich, aber wiederum je nach £m/z-
Verhaltnis elektrophoretisch verschieden stark verzogert bzw. beschleunigt wurden.
Die Anzahl und die Trennscharfe der mit dieser Methode aufgelésten Peaks
demonstriert die Uberlegenheit der Gradienten-pCEC (siehe Abbildung 3-25) im
Vergleich mit den rein elektrophoretischen bzw. rein chromatographischen

Trennmethoden bei hoch komplexen Naturstoffproben.
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Abbildung 3-25: Trennung eines Mutterkorn Schimmelpilz Alkaloid-Extraktes
(extractum secalis cornuti) mittels Gradienten-pCEC.
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4 NMR-Kopplung

Durch die Entdeckung der kernmagentischen Resonanz (nuclear magnetic
resonance, NMR) durch Purcell und Bloch im Jahre 1946 [172,173] wurde eine Tur
zu einem Gebiet in der Spektroskopie aufgestof3en, welches sich zu einem der
bedeutsamsten Instrumente fur die Strukturaufklarung unbekannter Substanzen
entwickelt hat [174]. Nicht nur in der Chemie, sondern auch in der Biologie,
Biochemie, Physik und in der Medizin wird diese spektroskopische Methode in den
verschiedensten Varianten und Anwendungen genitzt, und wie die zahlreichen
Veroffentlichungen auf diesem Gebiet zeigen ist die Entwicklung in diesem Gebiet
noch lange nicht abgeschlossen. Im Gegensatz zur Massenspektrometrie ist es mit
Hilfe der NMR-Spektroskopie relativ einfach stereochemischen Informationsgehalt
zur Unterscheidung von Konfigurations- und Konformationsisomeren aus den
Spektren zu gewinnen. Dies ermoglicht in der Regel eine direkte und eindeutige
Identifizierung auch véllig unbekannter Substanzen. Die Strukturaufklarung einzelner
Komponenten in komplexeren Gemischen (Realproben) ist jedoch durch die
Uberlagerung der NMR-Signale der verschiedenen Komponenten stark erschwert
bzw. unmdglich. Eine eindeutige qualitative und ggf. auch quantitative Analyse der
einzelnen Substanzen in einem Gemisch ist meist nur mittels einer vorgeschalteten
Trennmethode mdglich. Eine solche Trennung kann zeitlich und raumlich getrennt
von der Untersuchungsmethode (off-line) oder direkt gekoppelt an ebendiese (on-
line) erfolgen. Die off-line-Kopplung ist fiir viele empfindliche Substanzklassen jedoch
nicht geeignet, da die Gefahr einer Zersetzung, Isomerisierung oder Kontaminierung
besteht. Hinzu kommt noch der oft erhebliche Zeitaufwand solcher entkoppelter
Isolierungsschritte. Als ideale Losung bietet sich daher die direkte on-line-Kopplung
der Untersuchungsmethode mit einer Trennmethode an. Da die Auftrennung eines
Gemisches, die Detektion und die Identifizierung der einzelnen Komponenten in
einem geschlossenen System und innerhalb eines engen Zeitrahmens stattfinden,
werden die Fehlerquellen durch eventuelles Einschleppen von Verunreinigungen,
oder durch Zersetzung (durch z.B. Luft-, bzw. Lichteinwirkung) der zu unter-
suchenden Substanzen eliminiert. Dies trifft in besonderem Mafe fur die NMR-
Spektroskopie zu, da es sich hierbei um eine zerstdrungsfreie Untersuchungs-
methode handelt. Die Verwendung von speziellen Durchfluss-NMR-Zellen [175]

ermoglichte, dass die Ende der 70er Jahre entwickelte on-line HPLC-NMR-Kopplung,
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zur Routinemethode avancierte [176,177]. Ein Nachteil der NMR-Spektroskopie
besteht jedoch in der, im Vergleich zu anderen Untersuchungsverfahren (wie z.B. der
Massenspektrometrie) geringeren Empfindlichkeit. Diese wird weiter herabgesetzt
durch die stérenden Resonanzen protonierter Losungsmittel. Allerdings ist die NMR
weitgehend tolerant gegenlber anorganischen Zusatzen (Puffersalzen) in der
mobilen Phase. Weiterhin ist die NMR-Spektroskopie eine kostenintensive und
aufwendige Methode, deren Implementierung in ein chromatographisches Labor
schwierig ist. Die Tatsache, dass sich die on-line HPLC-NMR-Kopplung dennoch in
zunehmendem Mal3e als Routinemethode etabliert hat, beruht in erster Linie darauf,
dass sie bei weitem die aussagekraftigsten Strukturinformationen aller bekannten
Detektoren liefern kann. Neuere Entwicklungen, z.B. auf dem Gebiet der Anwender-
software vereinfachen zudem die Arbeit mit dieser Methode zunehmend.

Die anfanglichen Schwierigkeiten mit protonierten Losungsmitteln und der geringen
Empfindlichkeit der NMR-Spektroskopie konnten durch den gezielten Einsatz von
Pulsfolgen zur NMR-Signalunterdrickung und durch die Entwicklung und den
Einsatz von leistungsfahigen Kryomagneten [178,179,180,181,182] zumindest
teilweise Uberwunden werden. Das Hauptproblem der konventionellen HPLC-NMR-
Kopplung (mit analytischen 4,6 mm ID HPLC-Saulen) bleibt die Notwendigkeit der
Unterdrickung von NMR-Signalen protonenhaltiger Losungsmittel und der damit
verbundene Verlust an Informationen im unterdriickten Frequenzbereich. Eine
zusatzliche Schwierigkeit ergibt sich hier bei der Anwendung der L&sungsmittel-
gradientenelution, da die chemischen Verschiebungen der Losungsmittelsignale von
der Zusammensetzung des Losungsmittelgemisches abhangig sind, d.h. die zu
unterdriickende Frequenz veréndert sich im Laufe der Trennung. Analog zu anderen
Kopplungsmethoden, wie z.B. der Kopplung mit der Massenspektrometrie, zeichnet
sich auch hier ein Trend hin zur Miniaturisierung ab. Eine miniaturisierte
Kopplungstechnik ist nicht nur vom wissenschaftlichen, sondern auch vom
Okologischen und 6konomischen Gesichtspunkt her betrachtet interessant, da der
Materialverbrauch bei gleichbleibender oder gar verbesserter Trennleistung drastisch
gesenkt werden kann [56]. Zum einen eroffnet der wesentlich geringere
Probenverbrauch der Kapillartrenntechniken neue Einsatzmdglichkeiten, so z.B. in
der kombinatorischen Chemie oder der klinischen Medizin, wo oft nur geringste
Mengen zur Analyse zur Verfiigung stehen. Zum anderen macht der auf3erst geringe

Ldsungsmittelverbrauch (unterer pl/min bis nl/min Bereich), den Einsatz teurer
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volldeuterierter Losungsmittel finanziell tragbar, was zu einer erheblichen
Vereinfachung der NMR-Experimente fuhrt.

Im Vergleich zur Massenspektrometrie, wo die Anwendungsbreite der Microbore-
oder cHPLC-MS-Kopplung im Vergleich zur konventionellen HPLC-MS-Kopplung
rasant zunimmt, steckt die Kopplung kapillarer Trennmethoden mit der NMR-
Spektroskopie immer noch in den Kinderschuhen. Der Arbeitsgruppe um Professor
Sweedler gelang 1994 zum ersten Mal die Kopplung der Kapillarelektrophorese
[183,184,185] und 1995 die Kopplung mit der Microbore-HPLC [186] (Trennséaulen
mit 1 mm ID) mit der NMR-Spektroskopie. Sie verwendeten dazu Solenoidspulen,
welche direkt auf Quarzglas-Kapillaren gewickelt waren und somit ein
Detektionsvolumen von nur 5 nl (CZE) bzw. 50 nl (WHPLC) besal3en. Dieser Aufbau
ermoglichte zwar ein niedriges Detektionslimit fur sehr kleine Probenmengen, die
Anordnung ist jedoch fur Routineanalysen mit hohem Probenaufkommen eher
ungeeignet. Diesbeziglich ist das von den Arbeitsgruppen Prof. Bayer und Prof.
Albert [187] entwickelte System, welches auf einer Doppelsattel-Helmholtz-Spule
basiert, besser geeignet. Es ermoglichte die Kopplung der Gradienten-cHPLC mit
einem 600 MHz NMR-Spektrometer. Durch eine Weiterentwicklung dieses Aufbaus
ist es im Rahmen dieser Arbeit gelungen, ein Kopplungssystem zu entwickeln,
welches es erlaubt, mit einem System neben cHPLC, CZE, CEC
[188,189,190,191,192,193,194] zum ersten mal auch die splittlose cHPLC, CEC als
auch pCEC mit deutlich verbesserter Sensitivitat mit der *H-NMR-Spektroskopie zu
koppeln [195].
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4.1 Grundlagen der LC-NMR-Kopplung

4.1.1 Das NMR-Experiment

Fir Atomkerne der Kernspinquantenzahl | = ¥ (wie z. B.: *H oder **C) existieren im
aulReren Magnetfeld By zwei Spinzustande unterschiedlichen Energieniveaus, deren
Energiedifferenz AE vom gyromagnetischen Verhaltnis y sowie der Starke des

Magnetfeldes By abhangig ist:

AE:y-L-BO (Gl. 4-1)
27

Das Phanomen der kernmagnetischen Resonanz beruht auf zwei Effekten:

1. der Ausrichtung und Aufteilung von magnetisch aktiven Atomkernen in einem
aulleren Magnetfeld auf unterschiedliche Energieniveaus und

2. der Aufnahme und Abgabe von Radiowellenenergie entsprechend der Einstein-

Gleichung:

AE=h-v (Gl. 4-2)

Der Unterschied in den Besetzungszahlen N; und N beider Energieniveaus fiir *H-

und *3C-Kerne (Kernspinquantenzahl | = %) folgt aus der Boltzmann-Statistik:

AE

W RPN (Gl. 4-3)

I\)ZZ

Aus dem Unterschied in der Besetzungszahl im angeregten Zustand (N;) sowie im
Grundzustand (N;) resultiert eine Gleichgewichtsmagnetisierung My. Mit dem
Einbringen der Messprobe in das Magnetfeld erfolgt die Ausbildung der
Gleichgewichtsmagnetisierung tber die Spin-Gitter-Relaxation unter Einstellung der
Boltzmann-Verteilung. Die Einstrahlung der Radiowellenenergie fir die verschiede-
nen Ubergédnge in einer Messprobe kann nun monochromatisch im CW-(continuous

wave) oder polychromatisch im PFT-Verfahren (pulsed fourier transform) erfolgen. Im
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CW-Verfahren wird in jedem Augenblick der Spektrenaufnahme nur eine Frequenz
angeregt und empfangen. Der Vorteil dieses Verfahrens liegt in der Mdglichkeit,
Teilbereiche des Protonenspektrums ohne Storung anderer Signale (beispielsweise
des Wassersignals) zu beobachten. Im Standard-PFT-Verfahren erfolgt durch einen
Rechteckimpuls der Dauer t, die Mehrfachanregung des Frequenzbereiches v + 1/t,
entsprechend einer sin x/x - Funktion mit Nulldurchgéangen im Abstand 2/t,. Bei
gentigend kleiner Wahl von t, (10 ps) kdnnen Frequenzbereiche bis zu 50000 Hz
uniform mit Puls-Wiederholungszeiten im Sekundenbereich angeregt werden. Durch
wiederholte Aufnahme des zu untersuchenden Spektrums verbessert sich das
Signal/Rausch-Verhaltnis (S/N) mit der Quadratwurzel aus der Zahl der Wieder-
holungen. Im PFT-Verfahren ist die maximale Uberfiihrung der Gleichgewichts-
magnetisierung Mo in die transversale Magnetisierung My durch einen 90°-Radio-
wellenfrequenzimpuls moglich.

Hierbei wird fir einen einzelnen Messvorgang ein optimales Signal/Rausch-
Verhaltnis erreicht. Der Abfall der transversalen Magnetisierung mit der Spin-Spin-
Relaxationszeit T, wird in der NMR-Messspule als Free Induction Decay (FID)
registriert. Der Wiederaufbau der Gleichgewichts-Magnetisierung erfolgt durch Spin-
Gitter-Relaxation mit der Zeitkonstanten T;. Die Spin-Gitter-Relaxationszeit T; ist die
Zeit, nach der einem Spinsystem zur vollstindigen Relaxation noch 1/e der
Gleichgewichtsmagnetisierung My fehlt. Damit ist die Magnetisierung zum Zeitpunkt t
exponentiell von der Gleichgewichtsmagnetisierung abhangig:

t
-1 Gl 4

Nach der Wartezeit von 5-T; zwischen den einzelnen Interferogrammen wird
vollstdndige Gleichgewichtsmagnetisierung erzielt, nach der Zeit von 3-T; belauft sich
M; auf 95 % von Mp.

Bei langen Spin-Gitter-Relaxationszeiten (z.B.: 30-300 s bei quarterndren Kohlen-
stoffatomen) muss bei 90°-Pulswinkelanregung extrem lang zwischen den einzelnen
Anregungspulsen gewartet werden. Die Wartezeiten kénnen nach Ernst [196]
dadurch verkirzt werden, dass anstelle des 90°-Anregungswinkels ein kleinerer

Pulswinkel ® verwendet wird.
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t

®=arccose " (Gl. 4-5)

In der veranschaulichten Vorstellung eines Kernspins als rotierendes Koordinaten-
system bewirkt die kirzere Auslenkung des Magnetisierungsvektors My eine
Verringerung der Wegstrecke in der zy-Ebene, dadurch wird weniger Zeit zur
Ruckbildung der Gleichgewichtsmagnetisierung benotigt. Der optimale Wert des
Ernst-Winkels @ ist vom Verhaltnis der Spin-Gitter-Relaxationszeit T, zur Puls-
wiederholungszeit t abhangig. Fur kurze Spin-Gitter-Relaxationszeiten von Protonen
im Bereich von 1-10 s und Puls-Wiederholungszeiten von 5 s kénnen ®-Werte von
52-90° verwendet werden. Bei langen *C-Spin-Gitter-Relaxationszeiten von 10-100
s ergeben sich ®- Werte von 8-25° bei Wiederholungszeiten von 1 s. Gleichung 4-5
gilt jedoch nur fur den stationdren Zustand einer statischen Messprobenanordnung in
einem Magnetfeld. Fur oszillierende oder kontinuierlich flieBende Systeme ist die

Beziehung wegen der hinzugekommenen Zeitabhéngigkeit nicht zu verwenden.

4.1.2 NMR-Spektroskopie in flieRenden Systemen

Atomkerne eines definierten Volumens flieRenden Mediums besitzen nur eine
bestimmte Aufenthaltsdauer +t innerhalb der Kernresonanz-Messspule. Die
Aufenthaltsdauer t entspricht der benétigten Zeit zum vollstdndigen Austausch des
Kernensembles und wird durch das Verhaltnis von Detektorvolumen Vg4 zur

FlieR3geschwindigkeit u bestimmt [197]:

T=-d (Gl. 4-6)

Eine Verkirzung der Aufenthaltsdauer t in der NMR-Messspule bewirkt eine kirzere
effektive Lebensdauer 1/Thefekiv der einzelnen Spinzustande und somit eine

Erhohung der Relaxationsraten 1/T; um den Wert 1/z:

1 Ol
=) —+
T T

n,effektiv i=1 i

(Gl. 4-7)

Ak
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Der Einfluss der FlieRgeschwindigkeit kann daher auch als ein Relaxations-
phanomen beschreiben werden. Damit wirkt sich in flieRenden Systemen die
Aufenthaltsdauer t in der NMR-Messspule auf die effektiven Spin-Spin (T2)- und
Spin-Gitter (T;)-Relaxationszeiten aus. Somit nimmt hier die Fliel3geschwindigkeit
direkten Einfluss auf das Relaxationsphanomen, d.h. die Aufenthaltsdauer t in der
NMR-Messspule beeinflusst die effektiven Spin-Spin (T2)- und Spin-Gitter (T1)-
Relaxationszeiten:

t _t 1 (G. 4-8)
=

1Fluss TLstationar T

t _t 1 (G. 4-9)
T

T

2,Fluss T2,stationar
Nach der Heisenbergschen Unschéarferelation

h
4r- AE

T= (Gl. 4-10)
fuhrt eine Verringerung der Lebensdauer T zu einer VergroRerung der Energie-
unbestimmtheit AE und damit zu breiteren NMR-Linien. Die Signalhalbwertsbreite W

ist der Spin-Spin-Relaxationszeit umgekehrt proportional:

1
n-T,

W = (Gl. 4-11)

Damit lasst sich der Einfluss der FlieRgeschwindigkeit auf die Linienbreite der NMR
Signale beschreiben:

1

W = Wstationér +— (Gl 4'12)
T

Fluss
Der Effekt ist zwar bei Standard-HPLC-NMR- Durchflusszellen (Volumen 60-200 pL;
Flussrate < 1 mL/min) vernachlassigbar gering, bei sehr kleinen Durchflusszellen und
hohen Flussraten kann es jedoch durchaus zu signifikanten Linienverbreiterungen

kommen.
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4.1.3 Praktische Aspekte der on-line NMR-Detektion

4.1.3.1 Elution und Lésungsmittelunterdriickung

Die Wahl eines geeigneten Eluenten ist von entscheidender Bedeutung flir den
Erfolg einer LC-NMR-Kopplung. Das verwendete Ldsungsmittelgemisch muss
sowohl eine Auftrennung der Analyten ermoglichen, als auch fir die Durchfihrung
von NMR-Experimenten geeignet sein. Auf den Einsatz von volldeuterierten
Losungsmitteln muss bei der konventionellen HPLC-NMR-Kopplung aus Kosten-
grinden oft verzichtet werden, d.h. die intensiven Signale der Lésungsmittel missen
unterdrickt werden, um eine Detektion der Analytsignale tberhaupt zu ermdglichen.
Bei der Kopplung mit Kapillartrennmethoden hingegen kann aufgrund des aufRerst
geringen Eluentenverbrauchs komplett mit volldeuterierten Losungsmitteln gearbeitet
werden. Doch selbst hier ist meistens eine Unterdriickung der Restsignale wegen der
im Vergleich dazu geringen Analytkonzentrationen erforderlich. Daraus ergeben sich
aus Sicht der NMR-Spektroskopie verschiedene Anforderungen an das Eluenten-
system:

e Das verwendete Ldsungsmittelgemisch sollte mdglichst wenige und nicht
aufgespaltene NMR-Signale besitzen, um eine gute Unterdrickung zu
ermdglichen.

e Die Analytsignale sollten sich nicht mit den Ldsungsmittelsignalen
Uberschneiden, da dies einen Verlust von Strukturinformation mit sich bringt.

e Die Losungsmittel sollten mdglichst rein sein.

Lésungsmittelgemische aus Acetonitril und Wasser (resp. ACN-d; und D;0), die
ublicherweise in der RP-HPLC verwendet werden, erfillen diese Anforderungen
optimal. D,O besitzt noch ein nicht stérendes Restsignal (Deuteriumsignal) welches
zur Stabilisierung des Magnet-Feldes verwendet werden kann (siehe Kapitel 4.1.3.2).
Je nach Trennproblem koénnen auch andere volldeuterierte Ldsungsmittel wie
Aceton-ds oder Methanol-d; eingesetzt werden. Oft muss zur Stabilisierung und
Optimierung des chromatographischen bzw. elektrophoretischen Prozesses mit
einem Puffersystem gearbeitet werden. Der Einsatz anorganischer S&uren, Basen
oder Salzen ist in der Regel unproblematisch, organische Zuséatze kénnen als
volldeuterierte oder perfluorierte Derivate zugegeben werden (z.B. Ameisensaure-d,

(DCOOD) oder Trifluoressigsaure (TFA)). Bei der Gradientenelution in continuous-
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flow Experimenten muss berlcksichtigt werden, dass sich die Lage der
Ldsungsmittelsignale mit der Zusammensetzung des Eluenten andert.
Unterdrickt man bei der HPLC-NMR Kopplung die Signale protonenhaltiger
Losungsmittel, kann (gegentber dem Messung ohne Ldsungsmittelunterdrickung)
bei ansonsten gleichen Bedingungen eine 100-fache Verbesserung des S/N-
Verhaltnisses erreicht werden. Techniken zur effektiven Losungsmittelunterdriickung
lassen sich wie folgt kategorisieren [198,199,200]:

e Vorsattigung

e Ausnutzung von Relaxationseffekten

e Selektive Anregung

e Unterdriickung durch Bo-Feldgradienten

4.1.3.2 Zeitauflosung und Frequenzstabilisierung

Bei konventioneller UV-Detektion liegt die Datenrate einer chromatographischen
Trennung normalerweise zwischen 5-50 Hz. Die dadurch erzielte zeitliche Auflésung
liegt im Millisekundenbereich. Bei der NMR-Spektroskopie hangt die Aufnahmedauer
eines Spektrums proportional von der Gite der digitalen Auflosung, der Anzahl der
Transienten, der Vorsattigungszeit und der Wartezeit ab. Mit einer Vorsattigungszeit
von 500 ms und einer Datenaufnahmezeit von 500 ms betrdgt somit die minimale
Zeitauflosung fur ein NMR-Spektrum mit acht akkumulierten Transienten im
Durchfluss ca. 8 s. Um die Empfindlichkeit bzw. das S/N-Verhdltnis zu verbessern,
werden jedoch haufig mehr als acht Transienten akkumuliert. Die Zeitauflésung in
der LC-NMR-Kopplung wird daher vor allem bei Kapillartrennmethoden von der
maximal injizierbaren Substanzmenge limitiert. Bei zu hoher Transienten-
Akkumulation kann es so zu drastischen Auflésungsverlusten von chromato-
graphisch sauber getrennten Peaks kommen. Es muss daher ein Kompromiss
zwischen digitaler Auflésung, Signal-Rausch-Verhaltnis, chromatographischer
Trennung, FlieBgeschwindigkeit, sowie Zeitauflosung der NMR-Spektren gefunden
werden.

Zur Feldfrequenzstabilisierung (lock) wird in der NMR-Spektroskopie als
Referenzsignal die Frequenz der Deuteriumresonanz des bei Kapillartrenntechniken
standardmafiig verwendeten deuterierten LOsungsmittels (meist D,O) verwendet.

Deuterium (°H) ist ein NMR-aktiver Kern, daher verfiigen die Spektrometer uber



76 4 NMR-Kopplung

einen 2H-Kanal zur Anregung und Detektion der Losungsmittelresonanz. Im
Spektrometer selbst existiert eine elektronische Schaltung, welche die Resonanz
dieses “H-Signals auf Dauer gewahrleistet. Dazu werden jegliche Resonanz-
abweichungen detektiert, die z.B. durch innere Drifts des Magneten oder durch
Schwankungen der Raumtemperatur hervorgerufen werden. Kleine Spannungen,
welche durch Zusatz-Spulen im Magneten erzeugt werden, liefern bei Abweichung
ein Fehlersignal, mit welchem das Magnetfeld zurtick zur Resonanzstelle gebracht
wird. Dieses Vorgehen ist als Feldfrequenz-Lock-Stabilisierung bekannt. Dadurch
werden alle aufeinanderfolgenden Scans einer on-line-Kopplung bei exakt derselben

Feldfrequenz aufgezeichnet.

4.1.3.3 Betriebsarten

Die jungsten technischen Fortschritte erlauben nun die folgenden 3 Arten der LC-
NMR-Kopplung:

e continuous-flow: Direkte on-line NMR-Detektion der HPLC-Eluenten
[201,202,203,204,205]. Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgt hierbei
kontinuierlich wahrend der chromatographischen Trennung. Vor allem bei
Kapillartrenntechniken ist eine extrem hohe Beladung der chromatogra-
phischen Trennséule vonndten, da es sich bei der NMR-Spektroskopie zwar
um eine aussagekréftige, aber unempfindliche Methode handelt. Eine dadurch
verursachte Verschlechterung der chromatographischen Trennleistung (peak-
tailing) kann durch die nun vorhandene zweite Dimension, die NMR-
chemische Verschiebung, ausgeglichen werden [206]. Die Darstellung erfolgt
als Konturplot, in dem die einzelnen NMR-Spektren konsekutiv aufgetragen
werden. In der F2-Dimension (Horizontale) befindet sich das NMR-Spektrum,
wahrend die F1-Dimension (Vertikale) die chromatographischen Retentions-
zeiten wiedergibt. Im continuous-flow Modus kdnnen allerdings keine 2D-
NMR-Experimente durchgefiihrt werden. Durch eine Aufsummierung der
Intensitaten der NMR-Signale ist eine Rekonstruktion der chromatographi-
schen Trennung maoglich.

e stopped-flow: Der LC-Prozess wird zu bestimmten Zeiten angehalten. Diese
Technik [207] eignet sich zur Untersuchung geringer Substanzmengen oder
weniger gut l6slichen Verbindungen. Die Zeit, die zur Aufnahme von NMR-

Spektren zur Verflgung steht, ist fur diese Betriebsart (im Gegensatz zur
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continuous-flow-Technik) nicht begrenzt. Die chromatographische Trennung
wird hierbei gestoppt, sobald eine Analytbande die NMR-Durchflusszelle
erreicht hat. Daher kdnnen im stopped-flow-Modus theoretisch alle gangigen,
zeitaufwendigen zwei-dimensionalen Experimente wie COSY, TOCSY oder
heteronuklear korrelierte Spektren (HMQC, HSQC) aufgenommen werden
[208,209,210,211]. Nach Beendigung des 2D-Experiments kann die
chromatographische Trennung fortgesetzt und weitere Banden NMR-
spektroskopisch untersucht werden. Bei Unterbrechung der Trennung von 1-2
Stunden kommt es nur zu geringer Peakdispersion, der sich noch auf der
Trennsaule befindlichen Substanzen, da die Diffusionskoeffizienten der
Analyten relativ gering sind [212] (siehe auch Kapitel 4.3.3).

e Peakspeicherung: Eluierte Fraktionen kénnen in Kapillarschleifen fiir spatere,
ausfuhrliche Untersuchungen mit der NMR-Spektroskopie aufbewahrt werden.
(Diese sehr anwenderfreundliche Variante ist bislang allerdings ausschlief3lich
der NMR-Kopplung mit analytischen und microbore Chromatographiesaulen

vorbehalten.)
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4.2 Experimenteller Aufbau fur die Kopplung kapillarer

Trennmethoden mit der NMR

4.2.1 DurchfluR-NMR-Kapillarprobenképfe und Spulenanordnung

Das Kopplungselement der Trenntechniken mit der NMR-Spektroskopie muss ein
geeigneter und somit ebenfalls ein miniaturisierter Probenkopf sein. Bei der
Entwicklung eines solchen Interfaces muss die Spulendimensionierung auf die der
Detektionskapillare moglichst exakt abgestimmt werden und trotzdem eine leichte
Handhabbarkeit gewahrleistet sein. Der fiir diese Arbeit verwendete ‘H-Kapillar-
probenkopf ist mit einer Doppelsattel-Helmholtz-Sende/Empfangs-Spule bestlckt,
welche einen vergleichsweise einfachen Austausch der Detektionskapillare erlaubt.
Im Vergleich zur konventionellen HPLC-NMR-Kopplung ist die Verwendung von
Kapillartrennmethoden mit einer Verkleinerung des NMR-Detektionsvolumens um
einen Faktor 1000 verbunden. Besonders wichtig ist das Detektionslimit eines
Analysesystems. Das Signal-Rausch-Verhaltnis (S/N) eines NMR-Detektors ist nach
folgender Gleichung direkt proportional zum Fullfaktor f der Spule [212,213], welcher

als Verhaltnis aus Detektionsvolumen Vs und dem Volumen innerhalb der Spule V¢

definiert ist:
3 1
B. \2 Vo \2
S/\IZY'N‘I'(HD'[?OJ .f(Qij (Gl. 4-13)
n-1
y = gyromagnetisches Verhaltnis, N = Anzahl der Kerne, | = Spinquantenzahl, Q =

Qualitatsfaktor, Vs = Detektionsvolumen, By = Magnetfeld, T = Temperatur und b =
Bandbreite des Empfangers.

Bei Verwendung eines bestimmten Probenkopfes und NMR-Spektrometers kann
man die meisten der Parameter als konstant betrachten. Da die Dimension der Spule
bei dem verwendeten Probenkopf gegeben war, liel3 sich der Fullfaktor und damit die
Sensitivitat nur durch eine Vergro3erung der Kapillare im Detektionsbereich
verbessern (siehe Kapitel 4.2.2 und 4.3.1.1). Kapillaren, die normalerweise bei
Kapillartrennmethoden ihren Einsatz finden, haben jedoch Innendurchmesser
zwischen 50 und 100 pm, welcher einen eher geringen Flllfaktor f aufweisen

wurden. Nach obiger Gleichung erzielte man mit einem so bestickten Probenkopf
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eine relativ schlechte Empfindlichkeit. Bisher wurden fir die Konstruktion von
Kapillar-HPLC-NMR-Probenkopfen zwei Spulenanordnungen verwendet, die sich

grundsétzlich voneinander unterscheiden:

Solenoid Sende/

a) Empfangs-Spule b) G(gisréhrggin
‘ mm
iy Doppelsattel Sende,-'\
Empfangs-Spule
(2 mm ID)

/
=

8-9 mm [
o
| — Polyimid-Coating
qa__ FS-Kapillare
(360 um OD)

t t

Fluss Fluss

Abbildung 4-1: Radiofrequenzspulen in der Kapillar-LC-NMR-Spektroskopie: a)
Solenoidspule, b) Doppelsattelspule.

4.2.1.1 Solenoidspule [214,215,216,217,218,219,220]

Die von der Arbeitsgruppe von Prof. Sweedler bei cHPLC-NMR-Kopplungen
verwendete Solenoidspule (Abbildung 4-1a) bietet den Vorteil hoher Empfindlichkeit.
Dies gilt speziell bei Kapillarprobenkopfen, da die Spule direkt auf die Detektions-
kapillare gewickelt wird und dadurch ein optimaler Fullfaktor erreicht werden kann.
Somit kénnen extrem kleine Probenmengen (< 100 ng) in sehr kleinen Proben-
volumina (5 nL) untersucht werden.

In der Praxis sind mit dieser Anordnung jedoch eine Reihe von Problemen
verbunden. Ein wesentlicher Nachteil sind Suszeptibilitatsspringe, die durch die
Néhe der Spule zu den kleinen Probenvolumina entstehen kénnen. Diese Stdrungen
fanden sich in den ersten veroffentlichten Spektren in groRen Linienbreiten (10-20
Hz) [214,216]. Durch eine Impragnierung der Radiofrequenzspule mit perfluorierten
Kohlenwasserstoffen konnte eine Suszeptibilitaitsangleichung zwischen Probe und

Spule erreicht werden und damit eine Reduktion der Linienbreiten und eine
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verbesserte Peakform [215]. Durch den Einsatz perfluorierter Kohlenwasserstoffe
kamen jedoch neue Schwierigkeiten durch Hintergrundsignale [219], sowie der
Korrosion der Spule in der sie umgebenden perfluorierten Flissigkeit hinzu.
Desweiteren muss bei der Verwendung von Solenoidspulen fur jede neue Kapillare
eine neue Spule gewickelt werden. Das Wickeln und Abgleichen der Spule, sowie
das anschliel3end notwendige Shimmen des NMR-Geréates sind jedoch sehr zeit- und
arbeitsintensiv. Ein weiter Nachteil ist die geringe Aufenthaltsdauer t (siehe Kapitel
4.1.2) der Analytbande in der Detektionszelle aufgrund des kleinen Zellvolumens.
Dies fuhrt bei continuous-flow Experimenten zu einer deutlichen Reduktion der To-
Zeit und somit zu einer Verbreiterung der Signale. Dieser Effekt, der in der
konventionellen HPLC-NMR-Kopplung aufgrund der Grol3e der Detektionszelle
nahezu vernachlassigbar ist, kann bei Nanoliterzellen entscheidend sein. Rein
rechnerisch ergibt sich fur eine 5 nl-Zelle bei einer Flussrate von 2 pl/min eine zu
erwartende Linienverbreiterung von 6,7 Hz [221]. Zudem muss die Solenoidspule im
Winkel von 90° zur Vorzugsrichtung des Magneten eingebaut werden, um das
Einstrahlen des B;i-Feldes entlang der Spule und damit senkrecht zum By-Feld zu
ermdglichen. Bei kapillarelektrophoretischen Trennmethoden in offenen Kapillaren
(z.B.: CZE [188,189,190,191,192]) besteht jedoch die Notwendigkeit den EOF und
damit das elektrische Feld Uber das gesamte Kapillarsystem zu generieren, da
aufgrund des schlechten Oberflache/Volumen-Verhaltnisses in offenen Kapillaren ein
EOF von nur geringer Kraft entsteht. Dieser erlaubt es nicht, das elektrische Feld nur
Uber eine relativ kurze Trennkapillare auRerhalb des Magneten anzulegen und die
Analytbanden mit einer Transferkapillare deutlich kleineren IDs in den Probenkopf zu
uberfuhren, da der in offenen Kapillaren generierte EOF zu schwach ist um den,
durch die Transferkapillare generierten Gegendruck zu Uberwinden. Dies war mit
dem alten Setup auch fur die (p)CEC-NMR-Kopplung der Fall. Das Problem konnte
jedoch mit dem neuen Setup im Rahmen dieser Arbeit eliminiert werden. Das
elektrische Feld in einer solchen stromdurchflossenen Kapillare induziert zudem ein
Magnetfeld, welches Komponenten in der Bo-Richtung besitzt (siehe Abbildung 4-2),
welche ihrerseits bei der Kopplung mit der NMR-Spektroskopie zu Storungen der
Homogenitat des Magnetfeldes fiihren. Zusammenfassend ergibt sich, dass die
Solenoidspulenanordnung bislang schwierig zu handhaben war, aber ein grol3es
Potential bezlglich der gerade fur die NMR-Spektroskopie so wichtigen Sensitivitat
bereithalt.
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4.2.1.2 Doppelsattelspule [187,188,189,190,191,192,193,194,195]

Viele der Probleme, mit denen man bei der Verwendung der Solenoidspule
konfrontiert wird, lassen sich bei Verwendung einer Doppelsattel-Helmholtz-Spule
vermeiden (Abbildung 4-1b). Fur die vorliegende Arbeit wurde eine solche Spule mit
einem Innendurchmesser von 2 mm verwendet. Aufgrund des Abstandes der Spule
von der Detektionskapillare (< 420 um OD) waren Suszeptibilitatsstérungen nicht zu
erwarten. Im Aufbau wurden Kapillarkbpfe mit einer Spulenlange von 8 mm und 9
mm verwendet.

Die Kapillare ist bei dieser Anordnung parallel zum By-Feld angeordnet. Bei der
Kopplung elektrophoretischer Methoden mit der NMR-Spektroskopie befindet sich
das induzierte Magnetfeld um den stromdurchflossenen Leiter und somit in der xy-
Ebene des NMR-Magneten. Daher besitzt es keine Komponente in Bo-Richtung

(siehe Abbildung 4-2), wodurch eine Stérung des Bo-Feldes nicht zu beflirchten ist.
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Abbildung 4-2: Einfluss des durch einen stromdurchflossenen Leiter induzierten
Magnetfeldes B; auf das Bo-Feld des NMR Magneten.

Der wesentliche Nachteil dieser Anordnung gegenuber der Solenoidspule ist die
geringere Empfindlichkeit. Sie lasst sich teilweise durch eine Aufweitung der
Detektionskapillare kompensieren, was zu einem grofR3eren Detektionsvolumen und
somit zu einem verbesserten Fillfaktor flhrt. Aus der Aufweitung ergeben sich

aulBerdem langere Aufenthaltszeiten t und eine erhthte Ldsungsmittelmenge im
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Detektionsbereich. Es resultiert eine geringere Linienverbreiterung durch den Fluss

und eine erleichterte Frequenzstabilisierung durch den Lock.

4.2.2 Detektionskapillaren

In Standard-HPLC-Anlagen sind analytische bzw. narrow-bore LC-Saulen (ID: 2,1-
5,0 mm; vgl. Tabelle 3-1) durch Kapillaren mit deutlich geringerem ID mit der
Detektionszelle im NMR-Probenkopf verbunden, und auch diese hat einen
geringeren Durchmesser als die Saule.

Bei der on-line-Kopplung mit Kapillartrennmethoden sollten diese GrolRenverhaltnis-
se nach Maoglichkeit beibehalten werden, um unnétige Bandenverbreiterungen durch
die Transferkapillare oder die Detektionszelle selbst zu vermeiden (d.h. bis zu 1000-
fach verkleinertes NMR-Detektionsvolumen). Dadurch tritt der grol3te Nachteil der
NMR-Spektroskopie, im Vergleich zu anderen Untersuchungsverfahren, die geringe-
re Empfindlichkeit, noch starker in den Vordergrund. Es muss also ein Kompromiss
zwischen moglichst hoher Sensitivitat (grof3e Detektionszelle) und moglichst geringer
zusatzlicher Bandenverbreiterung (kleine Detektionszelle) gefunden werden. Aus
diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit vier verschiedene Detektionszellen
untersucht und miteinander verglichen (siehe Abbildung 4-4 und Kapitel 4.3.1.1). Die
erste Variante ist eine einfache FS-Kapillare mit 360 pum OD und 75 pum ID (vgl.
Abbildung 4-4a). Hier ist zwar aufgrund des geringen Volumens eine geringe
Bandenverbreiterung, aber ebenso eine aul3erst geringe Sensitivitat zu erwarten. Die
Sensitivitat zu verbessern, ohne die Trennleistung der Kapillartrennmethoden durch
zuviel zusatzliches Totvolumen zu stark zu verringern, kann erreicht werden, indem
nur die Detektionsstelle und nicht die Transferkapillare aufgeweitet wird. Dies kann
durch Aufweiten der Kapillare an der Detektionsstelle auf den gewtinschten ID oder
durch Ankoppeln eines Detektionssegments mit grof3erem ID erreicht werden. In der
CE sind Kapillaren mit erweitertem Detektionsbereich zur UV-Detektion, sogenannte
Bubble-Cells [222], weit verbreitet. Durch die Verlangerung des Lichtweges erhélt
man nach dem Lambert-Beerschen Gesetz (A= ¢ c d) ein starkeres Signal. Solche
Bubble-Cells erhalt man, wenn bei gleichzeitig angelegtem N»-Druck die Kapillare an
einer Stelle kurz angeschmolzen wird. Die Symmetrie der so erhaltenen Zellen ist fur
die NMR-Detektion jedoch ungenigend. Bei einem Versuch war ein Shimmen (d. h.

eine Homogenisierung des Magnetfeldes) nicht mdglich. Eine Mdglichkeit, die
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Kapillare an einer bestimmten Stelle aufzuweiten, ohne die Symmetrie merklich zu
verschlechtern, ist das Aufatzen der Kapillare mit Fluorwasserstoffsdure. Dabei
macht man sich die Tatsache zu Nutze, dass SiO, bei der Behandlung der
Oberflache der Quarzglaskapillaren mit einer Fluorwasserstoffsaure von der

Kapillarwand gel6st wird und diese Reaktion temperaturabhangig ist.

Si0, + 6HF Z HySiFg] + 2 H,0

So lasst sich die Reaktion durch Erwarmen eines Teils der Kapillare (die spéatere
Detektionszelle) in diesem Bereich derart beschleunigen, dass dort ein aufgeweitetes
symmetrisches Segment entsteht, wahrend der Rest der Kapillare nur wenig
aufgeweitet wird (vgl. Abbildung 4-4b). Die zur Herstellung solcher Zellen benutzte
Apparatur ist in Abbildung 4-3 dargestellt:

90°C H,0
—_—)
OT-FS-
Zelle zum Kapillare
Erwarmen
der Kapillare Temperiertes
Waserbad mit
Pumpe

|

Vakuum

wassrige
HF-L6sung

Abbildung 4-3: Schematischer Aufbau der Atzapparatur zur Herstellung geéatzter
Detektionskapillaren mit aufgeweitetem Detektionsbereich.

Das Kernstick dieser Anlage ist eine 2 cm lange Flusszelle, welche von 90°C
heiRem Wasser durchflossen wird. Eine 2 m lange FS-Kapillare wird mittels eines
Septums in diese Flusszelle eingespannt. Ein Wasserstrahlvakuum saugt eine
wassrige 10%ige Flusssaureldsung durch die Kapillare. Durch den entstehenden
Temperaturgradienten und den gleichmafRigen Fluss der Saure erhalt man 1,5 cm
lange symmetrische Detektionszellen. Je nach Atzdauer lassen sich so die

Innendurchmesser der Zellen variieren. Dabei ist darauf zu achten, dass sich mit
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zunehmendem Innendurchmesser die Wandstarke verringert und die Kapillare in
diesem Bereich &auRRerst bruchempfindlich wird. Bei Kapillaren mit 360 pm
Aul3endurchmesser haben sich Zellen mit einem Innendurchmesser von 250 um als
gerade noch praktikabel erwiesen. Der ungefdhre Innendurchmesser lasst sich
mittels  Vergleichsmessungen mit Kapillaren bekannten Innendurchmessers
bestimmen. Nach Entfernen der Polyimidschicht mit Hilfe des Gluhdrahtes des
Frittenbrenners (vgl. Kapitel 5.4.1.1) und anschlieBender Reinigung, kann die
Kapillare in den Probenkopf einbaut werden. Durch zwei PTFE-Stecker (OD 1,59 mm
/1D 0,4 mm) wird die Kapillare oben und unten im Glasréhrchen (OD 2,0 mm /ID 1,6
mm) des Probenkopfes zentriert und im Bereich der Detektionsspule fixiert. Somit
wird gewahrleistet, dass die Detektionszelle parallel zum By-Feld ausgerichtet ist.
Eine weitere Mdoglichkeit, nur die Detektionsstelle und nicht die Transferkapillare
aufzuweiten, ist das Ankoppeln eines Detektionssegments mit groRerem ID an
Transferkapillaren mit deutlich kleinerem ID. FiUr diese Arbeit wurden zwei
verschiedene segmentierte Detektionskapillaren (vgl. Abbildung 4-4c+d) hergestellt
und untersucht. Die Unterschiede liegen neben der unterschiedlichen
Herstellungsweise hauptsachlich in der Dimensionierung der eigentlichen
Detektionszelle. Die den beiden (in drei Teile segmentierten) Detektionskapillaren

gemeinsamen Vorteile gegeniber der einteiligen geatzten Zelle sind:

o Der IDzyeitungstransferkapillare 1St frei wahlbar (ID < 75 pm), so kann die
Bandenverbreiterung durch den Transfer von der Trennsdule zur Messspule
minimiert werden.

e Der IDapleitungstransferkapiare 1St frei wahlbar (ID > 75 pm), so kann ein
Druckaufbau in der Detektionszelle vermieden und damit das Risiko des
Zellbruchs minimiert werden.

e Die Symmetrie der so erhaltenen Zellen ist nahezu ideal, was das Shimmen
des NMR-Spektrometers gegeniuber der geatzten Zelle nochmals deutlich
vereinfacht und verbessert und dadurch die Linienbreite der Signale
verringert.

e Die Haltbarkeit dieser Detektionskapillaren ist nicht limitiert, wahrend die
aufgeatzten  Detektionskapillaren  aufgrund der nichtdeaktivierbaren

Fluorwasserstoffsdurereste in den Nanoporen der FS-Kapillarwand immer
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weitergeatzt werden und aus Sicherheitsgrinden nach einer gewissen Zeit
(ca. 3 Monate) ausgetauscht werden mussen.

e Detektionsvolumina, die mit den "Bubble-Cell"-Kapillaren nur abgeschéatzt
werden konnten, kdnnen nun exakt berechnet werden.

e Die Kopplung der Segmente nach dem im Folgenden beschrieben Verfahren
ist reproduzierbar, totvolumenfrei, druckstabil, und durchschlagsfest gegen

Hochspannung.

Durch die Segmentierung kénnen die Querschnittsflachen der Transfer- und der
NMR-Detektions-Kapillare an die Querschnittsfliche der Trennsaule angepasst
werden. Damit wird die Bandenverbreiterung in den einzelnen Segmenten minimiert
und Peakdiffusion der Segmente bei "Stopped-Flow"-Experimenten verhindert. Die
zu verbindenden, spater aneinander stoRenden Enden der Kapillarsegmente werden
rechtwinklig zur Kapillarachse plangeschliffen und poliert (analog Kapitel 5.4.1
.Herstellung der Kapillarsdulen“). Im Setup wie in Abbildung 4-4c werden die
Kapillarsegmente mit Hilfe eines xyz-Manipulators zueinander ausgerichtet und
aneinandergefigt. Danach werden die Segmente durch Aufschrumpfen je eines 5
mm Stlickes PTFE/FEP-Dualschrumpfschlauches miteinender verbunden (vgl
Abbildung 4-38). Das Detektionskapillarsegment (Ldnge 6 cm / ID 250 um / OD 365
pm) wird zuvor vom Polyimid befreit. Sein Gesamtvolumen betragt 2,9 pL wahrend
der Detektionsbereich (Lange 9 mm) ein Volumen von 400 nL umfasst. Das
Detektionskapillarsegment wird durch die beiden PTFE/FEP-Dualschrumpfschlauch-
Kopplungen (OD 1,59 mm) selbst im Glasréhrchen des Probenkopfes zentriert und
das Ende der Zuleitungskapillare (ID 50 pum) moglichst nahe der Detektionsspule
fixiert (vgl. Abbildung 4-1b). Somit wird wiederum gewahrleistet, dass die
Detektionszelle parallel zum Bo-Feld ausgerichtet ist und die Bandenverbreiterung
durch die zurlickgelegte Wegstrecke der Analyten in der Detektionskapillare bis zur
Detektionsspule mdglichst gering gehalten wird. Im Setup wie in Abbildung 4-4d
werden die Kapillarsegmente ineinander geschoben und mit einem chemikalien- und
l6sungsmittelbestandigen UV-aushéartenden Klebstoff miteinender verbunden. Zuvor
werden das Detektionskapillarsegment (Lédnge 1,5 cm / ID 325 uym / OD 400 pm),
sowie die in die Detektionskapillare einzufiihrenden Enden der Transferkapillar-
segmente (ODpit p1 365 pM / ODohne pi 320 pm / IDzyieitung 50 UM / 1D apleitung 75 HM)

vom Polyimid befreit.
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Abbildung 4-4: Schematische Darstellung der verschiedenen Detektionszellen:

a) Einteilige FS-Kapillare (durchgehend OD 360 um / ID 75 pum), b) Einteilige
aufgeatzte FS-Kapillare (OD 365um, durchgehend / IDvranster 90pM / IDpetekiion 240-
280 pm), c¢) Segmentierte FS-Transfer- und Detektionskapillare (OD 365um,
durchgehend / IDzyieitung SOUM / IDppleitung 7SHUM / IDpetekiion 250 pm), d) Segmentierte
FS-Transfer- und Detektionskapillare (OD 365um, durchgehend / IDzyeitung SOpmM /
IDAbIeitung 75Um / IDDetektion 320 l-lm)
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Das Gesamtvolumen des Detektionskapillarsegments betragt nur noch 1,25 pL,
wéahrend die Detektionsspule (Lange 9 mm) nun ein Volumen von 750 nL umfasst.
Das Detektionskapillarsegment wird an den geklebten Kopplungsstellen zusatzlich
durch zwei jeweils 5 mm lange PTFE-Schrumpfschlauchstiicke stabilisiert und
abgedichtet (ODgeschrumpt 500 pm). Die Zentrierung und Fixierung der Detektions-
kapillare im Bereich der Detektionsspule wird wie bei der geétzten Zelle durch zwei
PTFE-Stecker (OD 1,59 mm / ID 0,4 mm) gewahrleistet. Dieses Setup erlaubt es bei
hochster Homogenitat und Symmetrie der Detektionszelle, die Zuleitungskapillare (ID
50 um) bis nahezu ganz an die Detektionsspule heranzufiihren. So kann bei geringer
NMR-Signalbreite und minimierter Bandenverbreiterung eine deutlich gesteigerte

Sensitivitat erreicht werden (siehe 4.3.1.1).

4.2.3 Universeller Aufbau zur splittlosen Kapillartrennmethoden-
NMR On-line-Kopplung mit stromloser Detektionszelle

Der Einsatz eines 600-MHz NMR-Spektrometers zur on-line-Kopplung mit
Kapillartrennmethoden (cHPLC, CE und CEC) wurde in der jungeren Vergangenheit
schon mehrfach demonstriert [187,188,189,190,191,192,193,223,224]. Der im
Rahmen dieser Arbeit entwickelte Aufbau (siehe Abbildung 4-5) zur on-line-Kopplung
kapillarer Trennmethoden (cHPLC, CEC, pCEC) mit der NMR-Spektroskopie
unterscheidet sich von seinem Vorgéanger im Prinzip dadurch, dass die mobile Phase
durch eine Mikro-Spritzenpumpe geliefert wird und somit ein extrem I6sungsmittel-
sparender splittloser Betrieb moglich ist [195]. Des Weiteren ist beim neuen Setup
aufgrund der Elektrodenanordnung eine stromlose Detektionszelle gegeben, was die
Gefahr der Geratebeschadigung deutlich verringert und zusatzlich die Mdglichkeit
der Spulenanordnung senkrecht zum By-Feld eréffnet (siehe Abbildung 4-1 und
Abbildung 4-2 ). Dies wirde nun auch den Einsatz der empfindlicheren Solenoid-
Spulen bei der on-line-Kopplung mit elektrokinetischen Trennmethoden erlauben
(vgl. 4.2.1.1). Zudem waren im stromfihrenden Vorgédngermodell sehr groR3e
Elektrodenabstande gegeben (ca. 2 m, aufgrund der Dimensionierung des NMR-
Gerates). Damit ergaben sich sehr geringe Feldstarken fiur die elektrokinetischen
Trennmethoden und damit &ulRerst lange Analysenzeiten.

Ein Ziel dieser Arbeit war es, durch ein optimiertes Setup (stromlose Detektionszelle,

minimiertes Totvolumen und geringerer Elektrodenabstand [194,195]) die
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Analysenzeiten zu verkirzen, sowie die Auflésung und die Empfindlichkeit zu
erhohen. Dazu wurde die segmentierte Detektionskapillare mittels zweier
totvolumenfreier PEEK-Kupplungen Uber eine Edelstahlkapillare (SS / Lange 3 cm /
ID 60 um / OD 160 um) mit der Kapillartrennséaule verbunden. Die SS-Kapillare
diente im weiteren Verlauf als Elektrode und erlaubte es, direkt nach dem
Saulenende zu erden. Damit konnte das elektrische Feld (V/cm), bei gleicher
angelegter Spannung, im Vergleich zum alten Aufbau um eine 10er-Potenz erhéht

werden.
Zoom der Detektionszelle
FS-Ableitungskapillare
/ ID 75um
1 Doppelsattel-
‘||~ / Helmholtzspule (ID 2 mm)
; - Detektionszelle
@'/ FS-Zuleitungskapillare
-/ID 50 um
< NMR-Kapillarprobenkopf
Geerdetes  Stopped-Flow =g
?/alco SS-Verbin-  Switch Erﬁfx
i s njektor - dungsstiick L8
%?:: ZD{]' (Zero Death Volume) Kaplnarsame J g Sprltzen'
gens: P-720 P-720 Pumpe
Pe_ek Pegk
See Lo Hochspannungs- T-Suck
t Quelle (Mixer)
5S-Kapillare | F 5 lJl IAD'.”'l"ll"Y'W'“
Deom " D Proben- Saule
. n schleife
< > III
3cm Ground

Abbildung 4-5: Schematischer Aufbau zur splittlosen on-line-Kopplung von
Kapillartrenntechniken (cHPLC, CEC und pCEC) mit der NMR-Spektroskopie.

Um eine Beeinflussung des Magnetfeldes zu vermeiden, ist es notwendig, samtliche
elektrischen und magnetischen bzw. magnetisierbaren Gerate und Bauteile, wie

Hochspannungsquelle und LC-Pumpe in einem Mindestabstand von 2 bis 3 m zum
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Kryomagneten aufzustellen. Im Gegenzug verhindert man dadurch auch, dass das
starke Magnetfeld die elektronischen Bausteine dieser Systeme stort oder gar
zerstort und gewahrleistet damit deren einwandfreien Betrieb. Dies gelingt nur mit
einem modularen Trennsystem; d.h. die Injektions-, Elektroden- und S&auleneinheit
durfen weder magnetisch bzw. magnetisierbar sein und missen vom Pump- und
Hochspannungssystem abgekoppelt werden, um moglichst nahe am Probenkopf
installiert werden zu kénnen, ohne die Homogenitat des magnetischen Feldes zu
storen. Der Kapillarsauleneinlass wird direkt in ein microbore Valco Handinjektions-
ventil eingekoppelt, welches mit seinem SS-Stator zugleich als Hochspannungs-
elektrode dient. Um die Pumpe vor der Hochspannung zu schitzen wird die FS-
Zuleitungskapillare auf halber Strecke durch eine SS-Kupplung unterbrochen und
Uber diese geerdet. Um den Operator selbst vor Elektroschocks zu schitzen, muss
der Hebel des Handinjektors aus Isolatormaterial bestehen. So kann je nach
Betriebsart die Hochspannung zu- (CEC, pCEC) oder abgeschaltet (cHPLC) werden.
Aufgrund des durch den splittlosen Betrieb &auf3erst geringen Losungsmittelver-
brauchs (10-100 mL / Woche bei 24 h Dauerbetrieb mit einer Flussrate von 1-10
pl/min) ist es auch beim Arbeiten mit voll deuterierten Losungsmitteln vertretbar, die
Doppelspritzenpumpe zwischen den einzelnen Laufen bzw. bei stopped-flow
Experimenten nicht anzuhalten (und somit eine evtl. zeitkonsumierende
Rekonditionierung des kapillaren Trennsystems in Kauf zu nehmen), sondern einfach
weiterlaufen zu lassen. Der Pumpen-Fluss wird stattdessen mit Hilfe eines zweiten
microbore Valco Schaltventils Uber eine der eigentlichen Trennsaule identischen (ID /
OD / Lange / Packungsmaterial) ,Dummy*“-Kapillarsdule umgeleitet. Dadurch féllt der
Druck im Trennsystem nahezu zeitgleich auf Atmospharendruck ab und die
Elutionsbanden (z.B. bei stopped-flow Experimenten) verharren am gewinschten Ort
(in der Detektionszelle), wahrend sich fir das Pumpsystem nichts verandert, da
durch die zweite Kapillarsaule der gleiche Gegendruck zu uUberwinden ist. Der
Probenkopf war fir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Messungen immer

mit einer der in Kapitel 4.2.2 vorgestellten Detektionszellen bestlckt.
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4.3 Experimentelle Ergebnisse und Applikationen

4.3.1 Vergleich des alten mit dem neuen Setup

4.3.1.1 Qualitat und Empfindlichkeit der Detektionszellen

Die Linienform-Qualitat eines *H-NMR-Probenkopfes und seiner Detektionszelle wird
durch die Signalhalbwertsbreite, sowie durch die Linienbreite in Hohe der **C-
Satelliten (Hump-Test) [209] charakterisiert. Dazu wurde in dieser Arbeit die
Halbwertsbreite des ‘H-Chloroformsignals als Bezugspunkt genommen. Ist das
Signal aufgrund von Feldinhomogenitaten verbreitert (schlechter Shim aufgrund von
Suszeptibilitdtsproblemen durch eine unzureichende Symmetrie der Detektionszelle),
fuhrt dies zu einer vergroRerten Signalhalbwertsbreite und damit zu einem
niedrigeren S/N-Verhéaltnis. Mit den 250 pm ID Detektionszellen (dargestellt in
Abbildung 4-4b+c) konnten Halbwertesbreiten um 1 Hz erreicht werden. Die Shim-
Prozedur fur die geatzte Zelle gestaltete sich jedoch teilweise als sehr schwierig und
langwierig, wahrend sich die segmentierte Zelle deutlich einfacher auf einen Wert <
1Hz shimmen lie3. Dies weist auf eine bessere Symmetrie (z.B. glattere Oberflache)
der nicht geatzten segmentierten Zellen hin. Mit den 320 um ID Detektionszellen
(dargestellt in Abbildung 4-4d) konnten sogar regelmafig Halbwertsbreiten unter 0,7
Hz erreicht werden (teilweise auch unter 0,6 Hz). Um die Sensitivitaten der einzelnen
Systeme miteinender vergleichen zu kénnen, wurden fur eine 200 mM Saccharose-

Ldsung in D,O die Signal-Rausch-Verhéltnisse fir das anomere Proton bestimmt:
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Abbildung 4-6: Vergleich der erreichbaren Empfindlichkeiten fur die verschiede-
nen kapillaren Detektionszellen mit dem Kapillarprobenkopf (Spulenlange: 9 mm /
Spulen ID: 2 mm). Probe: 200 mM Saccharose (45,6 g/l) in D20. a) Einteilige FS-
Kapillare (durchgehend OD 360 um / ID 75 um). b) Einteilige aufgeatzte FS-Kapillare
(OD 365um, durchgehend / IDtranster 80puM / IDpetekiion 280 um). ¢) Segmentierte FS-
Transfer- und Detektionskapillare (OD 365pm, durchgehend / IDzyeitung SOpmM /
IDableitung 7SHM / IDpetekiion 250 pm). d) Segmentierte FS-Transfer- und Detektions-
kapillare (OD 365pum, durchgehend / IDzyieitung SOUM / 1D apieitung 75HM / 1Dpetektion 320

pm).

[Fur a) und b) wurden jeweils 16 Transienten aufsummiert wéhrend fur c) und d) nur
1 Transient aufgezeichnet wurde. Das S/N wurde nach Normierung auf die
Transientenzahl 1 entsprechend Kapitel 4.1.1 berechnet.]
a) Einteilige Detektionskapillare-Kapillare (durchgehend OD 360 pum / ID 75
pum, vgl. Abbildung 4-4a)
SIN = 4,25 (bei NS = 1/ LB = 1 Hz) dies entspricht dem aus Abbildung
4-6a bestimmten S/N = 17 (bei NS = 16 / LB = 1 Hz).
b) Einteilige aufgeétzte FS-Kapillare (OD 365um, durchgehend / IDrransfer
80um / IDpetektion 280 um, vgl. Abbildung 4-4b):
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S/IN = 35,75 (bei NS = 1/ LB = 1 Hz) dies entspricht dem aus Abbildung
4-6b bestimmten S/N = 143 (bei NS =16/ LB = 1 Hz).

c) Segmentierte FS-Transfer- und Detektionskapillare (OD 365um, durch-
gehend / IDzyieitung SOHUM / IDppleitung 75HM / IDpetektion 250 pm, vgl. Abbildung
4-4c):

S/N =24 (bei NS =1/LB =1 Hz), siehe Abbildung 4-6c.

d) Segmentierte FS-Transfer- und Detektionskapillare (OD 365um bzw, 400
UM/ IDzyieitung SOUM / IDableitung 75HM / 1Dpetekion 320 pm, vgl. Abbildung
4-4d):

S/N =50 (bei NS =1 /LB =1 Hz), siehe Abbildung 4-6d.

4.3.1.2 Einfluss der applizierbaren Feldstarke auf die chromatographische

Trennleistung des jeweiligen Setups

(Untersuchung mittels UV-Detektion)

Bevor das neue System in NMR-Kopplungen zum Einsatz kam, wurde es mittels UV-
Messungen getestet. Dazu wurde eine gepackte Kapillarsaule (Sauleneinlass:
Innenkonus / Saulenauslass: gesinterte Fritte / ID 250 um / OD 365 um) mit Hilfe
einer Edelstahlkupplung mit einer 2 Meter langen Quarzglas-Kapillare (ID 75 pum, ein
Detektionsfenster in der Mitte; vgl. Abbildung 4-4a) verbunden. Mit Thioharnstoff (als
to-Marker) wurde zuerst die Totzeit des Systems unter cHPLC- Bedingungen
bestimmt. Dazu wurden Pumpendriicke von 12 bzw. 40 bar angelegt. Die erhaltenen
Ergebnisse sind in Abbildung 4-7 dargestellt. Die zugehorigen to-Zeiten sind in
Tabelle 4-1 und Tabelle 4-2 zusammengefasst. Zuerst wurden die tp-Zeiten der
reinen cHPLC-Laufe erfasst (jeweils Lauf Nr. 5) und danach die to-Zeiten der CEC
(jeweils Lauf Nr. 2) und pCEC-Laufe (jeweils Lauf Nr. 1, 3 und 4) ermittelt. Beim
Testen des alten Systems (Elektrodenabstand von 220 cm) wurde bei angelegter
Spannung von 20 kV im reinen CEC-Modus (jeweils Lauf Nr. 6), selbst nach 80 min
kein Thioharnstoff von der Saule eluiert, daraufhin wurde der Lauf abgebrochen.
AnschlielRend wurde das alte System unter pCEC-Modus getestet (jeweils Lauf Nr.
4). Dazu wurden Pumpendriicke von 12 bzw. 40 bar und analog zur reinen CEC eine

Spannung von 20 kV Uber die gesamte Lange von 220 cm angelegt.
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Abbildung 4-7: Gegeniberstellung des alten (Elektrodenabstand 220 c¢m) und
des neuen (Elektrodenabstand 20 cm) Setups, anhand von Totzeitbestimmungen
(Thioharnstoff als to-Marker) mittels cHPLC-, CEC- und pCEC-Laufen. a) 12 bar
Pumpen-Druck, b) 40 bar Pumpen-Druck.

Wie man Abbildung 4-7 entnehmen kann, ergibt sich nur ein minimaler
Geschwindigkeitsgewinn durch die zusatzlich angelegte Spannung (vgl. jeweils Lauf
Nr. 4 und 5). Daraus ist auch zu entnehmen, dass der Geschwindigkeitsgewinn mit
zunehmendem Druck abnimmt. Bei allen folgenden Messungen wurde entsprechend
dem in Kapitel 4.2.3 vorgestellten und in Abbildung 4-5 gezeigten neuen Aufbaus
nach 20 cm mittels der SS-Kupplung geerdet. Hier ergibt eine zusatzlich angelegte
Spannung von 20 kV bei einem Pumpendruck von 12 bar (vgl. Abbildung 4-7a, Lauf
Nr. 1) eine Verringerung der Analysenzeit um 90%. Bei einem erhthten Pumpen-
druck von 40 bar ergibt sich bei angelegter Spannung (vgl. Abbildung 4-7b, Lauf Nr.
1) immer noch eine Verbesserung um ca. 70 %. Vergleicht man die pCEC-
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Ergebnisse mit denen der reinen CEC (vgl. jeweils Lauf Nr. 2), so erkennt man den
deutlichen Einfluss des Pumpendruckes auf die Fliel3geschwindigkeit. Wahrend bei
12 bar Pumpendruck der CEC- und der pCEC-Lauf anndhernd gleich schnell sind,
ergibt sich bei 40 bar ein Geschwindigkeitsgewinn im pCEC-Modus gegentuber dem
CEC-Modus um 25 %.

Methode _
Lauf Nr. to [min]
(Angelegte Spannung, Elektrodenabstand, Druck)

1 pCEC (20 kV, 20 cm, 12 bar) 2,81
2 CEC (20 kV, 20 cm) 3,00
3 pCEC (1,8 kV, 20 cm, 12 bar) 17,34
4 pCEC (20 kV, 220 cm, 12 bar) 27,84
- cHPLC (12 bar) 28,36

Tabelle 4-1: tp-Zeiten der cHPLC-, CEC- und pCEC-Laufe bei 12 bar angelegtem
Pumpen-Druck.

Methode _
Peak Nr. to [min]
(Angelegte Spannung, Elektrodenabstand, Druck)

1 pCEC (20 kV, 20cm, 40 bar) 2,24
2 CEC (20 kv, 20 cm) 3,00
3 pCEC (1,8 kV, 20 cm, 40 bar) 6,76
4 pCEC (20 kV, 220 cm, 40 bar) 7,62
- cHPLC (40 bar) 7,65

Tabelle 4-2: to-Zeiten der cHPLC-, CEC- und pCEC-Laufe bei 40 bar angelegtem
Pumpen-Druck.

Um den Einfluss der langen Transferkapillare mit kleinerem Innendurchmesser auf
den EOF zu untersuchen, wurde wiederum am Ende der Trennsaule geerdet (20
cm), es wurde jedoch nur noch eine Elektrodenspannung von 1,8 kV angelegt (vgl.
jeweils Lauf Nr. 3). Dies entspricht der elektrischen Feldstarke (V/cm) des alten
Setups bei 20 kV angelegter Spannung und einem Elektrodenabstand von 220 cm.
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Es zeigte sich bei beiden eingestellten Pumpendriicken, dass beim neuen Setup
trotz vermeintlich gleicher Feldstarke eine erhebliche Verkirzung der Totzeit (x
Faktor 2 bei 12 bar Pumpendruck) auftrat (vgl. jeweils Lauf Nr. 3 und 4). Dies lasst
sich auf die in 3.3.3.2 beschriebene und in Abbildung 3-17 dargestellte ungleiche
Verteilung des Spannungsabfalls zurickfuhren. Diese unproportionale Verteilung
(d.h. der Spannungsabfall Gber die gepackte Kapillare ist deutlich kleiner als 1,8 kV,
was dem proportional berechneten Anteil entsprache) hat zur Folge, dass der
Groliteil des elektrischen Feldes und damit des EOFs in der offenen Transfer- und
Detektionskapillare (ID 75 pm) und nicht in der gepackten Trennkapillare generiert
wird. Das offene Transfer- und Detektionskapillarsegment bietet im Vergleich zum
gepackten Trennkapillarsegment ein &uferst schlechtes Oberflache/Volumen-
Verhaltnis. Dadurch ist der im OT-Segment generierte EOF im Vergleich zum im
gepackten Segment generierten EOF von so geringer hydrodynamischer Kraft, dass
der Gesamtfluss durch das System ausschliel3lich durch den EOF des gepackten
Segments limitiert wird. D.h. die Restriktorwirkung der Packung ist fur den EOF der
offenen Transfer- und Detektionskapillare so erheblich, dass er keinen Beitrag zum
Gesamtfluss leisten kann. Somit ist eine Elektrodenkontaktierung direkt nach dem
gepackten Segment (neues Setup) dem alten Aufbau eindeutig vorzuziehen. Das
neue System fuhrte jedoch bei den UV-Chromatogrammen, wie in Abbildung 4-7

deutlich zu erkennen, zu einem starken Tailing der Peaks.
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Abbildung 4-8: CEC-Lauf mit neuem Setup (Elektrodenabstand 20 cm,
Thioharnstoff als to-Marker, Pumpen-Druck 0 bar, Spannung 20 kV) aber mit
verringertem Totvolumen (Kupplungseinheit: SS Kapillare ID 60 pm, IDransterkapillare 50
um (analog Aufbau Abbildung 4-5)).
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Dies lie sich jedoch auf das zu gro3e Totvolumen der SS-Kupplung und den zu
grol3en Durchmesser der Transferkapillare zurtckfihren. Durch eine Optimierung der
Kupplungseinheit (SS Kapillare ID 60 pm, Abbildung 4-5) und eine Verringerung des
Innendurchmessers der Transferkapillare auf 50 um konnte die Peakform deutlich
verbessert werden (siehe Abbildung 4-8). Ein gewisser Beitrag zur Bandenverbreite-
rung aufgrund des laminaren Flussprofils in der Transferkapillare bleibt natirlich

unvermeidlich.

4.3.1.3 Vergleichende Auftrennung von Benzoesaureestern und on-line NMR-

Detektion

Um einen direkten on-line LC-NMR-Kopplungs-Vergleich durchzuftuhren, wurde
zunachst ein Standardgemisch (bestehend aus der homologen Reihe des Methyl- bis
Pentylbenzoesaureesters, siehe Abbildung 4-9) mit den verschiedenen
Kapillartrennmethoden aufgetrennt und die on-line NMR-Konturplots mit denen des

alten Systems [188] verglichen.

C~g-CHs ,C}*o’C“CHa
Methylbenzoat O/g Ethylbenzoat i

G CmCHa C~o-C~c" " CH,
Propyl benzoat ©/(')' Q H, Butyl benzoat o H>

Abbildung 4-9: Strukturformeln der homologen Reihe der Alkylbenzoeséaure-
ester.

Dazu wurde wiederum eine gepackte Kapillarsaule mit nur einer Fritte (Saulenein-
lass: Innenkonus / Saulenauslass: gesinterte Fritte / ID 250 um / OD 365 pm) mit
Hilfe eines Edelstahlkapillarstiickes totvolumenfrei an die neue Detektionskapillare
(IDzyteitung 50 pM, IDpetektionszee 320 pm; vgl. Abbildung 4-4d & Abbildung 4-5)
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gekuppelt. Fur jede Kopplungstechnik wurden die verschiedenen chromatographi-
schen Parameter und die wichtigsten NMR-Einstellungen optimiert, um die best-
mogliche Qualitat fur die on-line NMR-detektierten Testtrennungen zu gewéhrleisten.

CHPLC-Trennung:
In Abbildung 4-10a ist der Konturplot eines optimierten cHPLC-Laufes mit dem
neuen Setup (siehe Abbildung 4-4d) dargestellt.
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Abbildung 4-10: cHPLC-NMR-Konturplots der Trennung von 5 Alkylbenzoaten
(1 Methyl-, 2 Ethyl-, 3 Propyl-, 4 Butyl-, 5 Pentylbenzoat). a) NMR Experiment mit
neuem Setup. b) NMR Experiment mit altem Setup.

Die injizierte Menge der einzelnen Ester (12,5 nmol Methyl- bis 25 nmol
Penthylbenzoesaureester) ist bei vergleichbarer Signalintensitat 8-fach geringer als
die notwendige Injektionsmenge mit dem alten Setup (Abbildung 4-4b), bei dem
mindestens 100-200 nmol der einzelnen Benzoate injiziert werden mussten [188], um
einen Konturplot mit ausreichendem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis zu erhalten (siehe
Abbildung 4-10b).
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Aufgrund der héheren Empfindlichkeit konnte die Injektionsmenge bei einer 4,5-fach
kirzeren Aufnahmezeit/Spektrum (d.h. 4,5 x hohere Zeitauflosung), deutlich
verringert und die bislang notwendige starke Uberladung der Kapillartrennsaulen
nahezu eliminiert werden. Dies ermoglichte zusammen mit der verbesserten Qualitat
und Haltbarkeit der Kapillartrennsdulen eine deutlich verbesserte Trennleistung und
damit die Verkirzung der Analysenzeit um den Faktor 8 auf unter 13 Minuten bei

immer noch fast vollstandiger Basislinientrennung.

pCEC-Trennung:
In Abbildung 4-11a ist der Konturplot eines optimierten pCEC-Laufes mit dem neuen

Setup dargestellt.
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Abbildung 4-11: pCEC-NMR-Konturplots der Trennung von 5 Alkylbenzoaten
(1 Methyl-, 2 Ethyl-, 3 Propyl-, 4 Butyl-, 5 Pentylbenzoat). a) NMR Experiment mit
neuem Setup. b) NMR Experiment mit altem Setup.
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Aufgrund der durch den EOF verringerten Bandenverbreiterung (d.h. hohere
Peakkonzentration) konnte die injizierte Menge der einzelnen Ester (8,3 nmol Methyl-
bis 16,6 nmol Penthylbenzoesaureester), bei im Vergleich zur cHPLC-Trennung
verbesserter Signalintensitéat, weiter verringert werden. Im Vergleich zum alten Setup
konnte nun, bei einer 3-fach kirzeren Aufnahmezeit/Spektrum (d.h. 3 x hdhere
Zeitauflosung), eine Uber 12-fach geringere Probenmenge injiziert werden, um einen
Konturplot mit einem immer noch besseren Signal-zu-Rausch-Verhaltnis zu erhalten
(vgl. Abbildung 4-11 a&b). Die deutlich verringerte Beladung der Kapillartrennséaule
ermoglichte wiederum eine deutlich verbesserte Trennleistung und damit die
Verkirzung der Analysenzeit um den Faktor 2 auf unter 23 Minuten bei fast

vollstandiger Basislinientrennung.

CEC-Trennung:
In Abbildung 4-12 ist der Konturplot eines optimierten CEC-Laufes mit dem neuen
Setup dargestellt. Im reinen CEC-Modus findet der Transport der mobilen Phase

durch die Trennsaule ausschlief3lichen durch den EOF statt.
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Abbildung 4-12: CEC-NMR-Konturplot der Trennung von 5 Alkylbenzoaten.
(1 Methyl-, 2 Ethyl-, 3 Propyl-, 4 Butyl-, 5 Pentylbenzoat) mit neuem Setup.
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Aufgrund seines dem Druckfluss Uberlegenen pfropfenformigen Flussprofils und der
dadurch weiter verringerten Bandenverbreiterung (d.h. noch hohere Peakkonzentra-
tion), konnte bei gleicher injizierter Menge der einzelnen Ester (8,3 nmol Methyl- bis
16,6 nmol Penthylbenzoesaureester), die Signalintensitat der pCEC-Trennung trotz
verklrzter Aufnahmedauer gehalten werden. Im Vergleich mit dem cHPLC-Lauf mit
neuem Setup konnte so im CEC-Modus, bei halbierter Aufnahmezeit/Spektrum (und
damit 2-fach hoherer Zeitauflosung), eine Uber 1,5-fach geringere Probenmenge
injiziert werden, um einen Konturplot mit vergleichbarem Signal-zu-Rausch-
Verhéltnis zu erhalten (vgl. Abbildung 4-10a & Abbildung 4-12). Die verringerte
Beladung der Kapillartrennsaule und die durch den EOF verbesserte Trennleistung
erlaubte nun bei identischer Analysenzeit eine Auftrennung der Benzoate mit
vollstandiger Basislinientrennung.

Im Vergleich zum alten Setup, wo durchwegs 64 Transienten pro Spektrum vonnéten
waren, kbnnen mit dem neuen Setup fur alle drei Kapillartrennmethoden (mit einer
bislang unerreichten Empfindlichkeit) bessere Signalintensitaten bei verringerter
Probenmenge, erhohter spektraler Auflosung und verbesserter Zeitauflésung erreicht

werden. Dies lasst wiederum eine deutliche Verkirzung der Analysenzeiten zu.

4.3.2 Vergleich der beiden neuen Setups mittels on-line Analytik
von Fettsaure-Methylestern

Um die Einsatzmdglichkeit einer 320 um ID Detektionszelle in Verbindung mit einer
250 um ID Kapillartrennséule zu uberprifen, wurden mit dem neuen System (siehe
Abbildung 4-5) sowohl mit der 250 um ID (Abbildung 4-4c, Gesamtzellvolumen: 2,9
ul, Detektionsvolumen 400 nl) als auch mit der 320 um ID Detektionszelle (Abbildung
4-4d, Gesamtzellvolumen: 1,25 ul, Detektionsvolumen 750 nl) on-line-Kopplungs
cLC-NMR-Experimente durchgefihrt und miteinender verglichen. Dazu wurden vier
Fettsauremethylester (siehe Abbildung 4-13) mittels einer gepackten Kapillarsdule
mit nur einer Fritte (Sauleneinlass: Innenkonus / Saulenauslass: gesinterte Fritte / 1D
250 um / OD 365 um) aufgetrennt und on-line im NMR Spektrometer detektiert (Abb
4-15/16/17/18) und analysiert (Abb 4-19/20/21). Die Fettsduremethylester wurden als
Beispielsubstanzen ausgewahlt, da viele ungesattigte Verbindungen in lebenden

Organismen eine entscheidende, oft lebenswichtige Rolle spielen [225].
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13 Palmitoleinsdure Olsaure

Eicosensaure Erucasaure
17 1

Abbildung 4-13:  Strukturformeln der verschiedenen einfach ungesattigten
Fettsauremethylester.

Da diese Verbindungen teilweise schon in sehr geringen Konzentrationen biologisch
aktiv sind, ist die Entwicklung von spezifischen und empfindlichen Methoden zur
Trennung, ldentifizierung und Quantifizierung von allgemeinem Interesse. Bisher
wurden ungesattigte Fettsauremethylester mit Papier-, Dunnschicht- und
Gaschromatographie, sowie mit RP-HPLC [226,227,228] und Silberionen-HPLC
[229,230] getrennt. Letztere wird vor allem im Hinblick auf die Trennung von cis/trans
Isomeren verwendet [231], wobei die ungesattigten Fettsauremethylester eine sehr
hohe Affinitat gegentber Silberionen zeigen und damit bestens fir eine Kopplung mit
CIS-MS (coordination-ion-spray) als Detektor geeignet sind [232]. Der Vorteil der
Kopplung mit NMR gegenuber der Kopplung mit MS ist die theoretische Mdglichkeit,
cis/trans-Isomere voneinander unterscheiden zu kdnnen.

Zur Vorbereitung von Kopplungsexperimenten wurde die Trennung des
Substanzgemisches mittels eines kommerziellen CEC-Gerates (PACE/MDQ
Beckman) optimiert. Das erhaltene Elektrochromatogramm ist in Abbildung 4-14
dargestellt. Neben den chromatographischen Parametern wurden fir jede
Kopplungstechnik die NMR-Einstellungen optimiert, um die bestmdgliche Qualitat flr
die on-line NMR-detektierten Trennungen zu gewahrleisten. Obwohl der gewahlte
Kapillarsdulendurchmesser fir CEC-Saulen relativ grol3 ist, konnte auch ohne

zusatzliche Kihlung bei Spannungen bis 30 kV Uber mehrere Stunden ein stabiler
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EOF generiert werden, ohne dass Joulsche Warmeentwicklung in Form von

Blasenbildung zum Problem geworden wére.

3
4
0 5 10 15 20 25  min

Abbildung 4-14:  CEC/UV-Trennung der vier einfach ungesattigten Fettsaure-
methylester: 1 Palmitoleinsduremethylester; 2 Olsauremethylester; 3 Eicosenséaure-
methylester; 4 Erucasduremethylester.

Fur die einzelnen Messungen, speziell die stopped-flow Messungen, wurde keine
Uberproportionale Bandenverbreiterung beobachtet, d.h. alle Bauteile des Systems
(Injektor, Kapillarsaule, Kupplungen, Transferkapillaren und Detektionszellen) sind
miteinander kompatibel. Das sofortige Anhalten bzw. Starten oder Weiterfahren einer
Trennung konnte durch Hin- und Zurickschalten des Pumpenflusses von der
Trennséule auf die ,Dummy“-Saule problemlos bewerkstelligt werden und
ermdglichte die Durchfiuhrung von Langzeit-Experimenten (z.B.: 1D- und 2D-
stopped-flow Messungen) ohne nennenswerte Verschlechterung des Gerate-Shims.
Vor allem zur Analyse unbekannter, oft nur in geringer Konzentration vorliegender,
Substanzen in Extrakten biologischer Proben, ist die Méglichkeit zu Langzeit-
messungen mittels stopped-flow Experimenten bei der LC-NMR Kopplung ein
wichtiges Instrument zur Strukturaufklarung.

Obwohl beide Zellen sehr symmetrisch und im Vergleich zu geatzten Zellen eine
deutlich glattere Innenoberflache aufweisen, zeigte die 320 um ID Detektionszelle im

Vergleich mit der 250 um ID Zelle aufgrund ihres besseren Fullfaktors eine nochmals
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verbesserte Empfindlichkeit. So konnte mit der 320 um ID Zelle eine 8,4-fach
geringere Menge der Fettsauremethylester injiziert werden ohne dabei an
Signalh6éhe einzubiRRen. Dadurch war es im Gegensatz zu den Messungen mit der
250 pm ID Detektionszelle mdoglich, die Kopplungskonstanten der cis-standigen

Protonen der Doppelbindung der einzelnen Fettsauremethylester zu bestimmen.
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cHPLC-Trennung:

In Abbildung 4-15 sind die Konturplots der optimierten cHPLC-L&ufe mit dem neuen
Setup (a) 250 pum ID Detektionszelle (Detektionsvolumen 400 nl), b) 320 um ID
Detektionszelle (Detektionsvolumen 750 nl)) dargestellt. Im Konturplot der Trennung
mit der 320 um ID Zelle ist bei vergleichbarer Signalintensitat eine deutlich
verbesserte Auflésung der Peaks zu erkennen. Dies ist auf die deutlich verringerte

Injektionsmenge und die dadurch verringerte Uberladung der Kapillartrennsaule

zuruckzufihren.
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Abbildung 4-15: cHPLC-NMR-Konturplots der Trennung (FL.R.: 2 pl/min; p: 40
bar) eines Gemisches der einfach ungesattigten Fettsduremethylester der: (1)
Palmitoleinsaure (C16:1, cis-9), (2) Olsaure (C18:1, cis-9), (3) Eicosensaure (C20:1,
cis-11), (4) Erucasaure (C22:1, cis-13) mit a) 250 um ID Detektionszelle (je 84 ug
Fettsauremethylester injiziert), b) 320 um ID Detektionszelle (je 10 pug Fettséure-
methylester injiziert).
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CEC-Trennung:

In Abbildung 4-16 ist der Konturplot eines CEC-Laufes mit einer den cHPLC-Laufen
identischen Flussrate von 2 pl/min dargestellt. Allerdings mit einem Gegendruck von
ca. 0 bar, da der komplette Pumpenfluss vom EOF in der gepackten Kapillare
Uubernommen wird. Dies ist an den deutlich schmaleren Elutionsbanden und der
dadurch erhdhten Peakkonzentration zu erkennen, da im reinen CEC-Modus der
Transport der mobilen Phase durch die Trennséule ausschliel3lich durch den EOF

stattfindet.
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Abbildung 4-16: CEC-NMR-Konturplot der Trennung (FLL.LR.: 2 pl/min; p: 2 bar)
eines Gemisches der einfach ungesattigten Fettsauremethylester der: (1)
Palmitoleinsaure (C16:1, cis-9), (2) Olsaure (C18:1, cis-9), (3) Eicosensaure (C20:1,
cis-11), (4) Erucasaure (C22:1, cis-13) mit der 320 um ID Detektionszelle (je 10 pg
Fettsduremethylester injiziert).

pCEC-Trennung:

In Abbildung 4-17 sind die Konturplots der pCEC-Laufe mit dem neuen Setup (a) 250
pm ID Detektionszelle, b) 320 um ID Detektionszelle) dargestellt. Aufgrund des zur
Halfte durch den EOF dbernommenen Saulenflusses und der damit verbundenen
geringeren Bandenverbreiterung, konnte die Trennung bei gleichem Gegendruck,
aber doppelter Flussrate und dadurch resultierend, mit verbesserter Signalintensitat

und halbierter Analysendauer durchgefuhrt werden. Der Vergleich der Konturplots
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der beiden Detektionskapillaren zeigt wiederum, dass mit der 320 um ID Zelle bei
vergleichbarer Signalintensitat eine deutlich verbesserte Aufloésung der Peaks zu
erkennen ist. Dies ist wiederum auf die deutlich verringerte Injektionsmenge und die

dadurch verringerte Uberladung der Kapillartrennsaule zuriickzufihren.
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Abbildung 4-17: pCEC-NMR-Konturplots der Trennung (FL.R.: 4 pl/min; p: 40 bar;
U: 17 kV) eines Gemisches der einfach ungesattigten Fettsduremethylester der: (1)
Palmitoleinsaure (C16:1, cis-9), (2) Olsaure (C18:1, cis-9), (3) Eicosensaure (C20:1,
cis-11), (4) Erucasaure (C22:1, cis-13) mit a) 250 um ID Detektionszelle (je 84 g
Fettsduremethylester injiziert), b) 320 um ID Detektionszelle(je 10 pg Fettséaure-
methylester injiziert).
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In Abbildung 4-18 ist der Konturplot einer pCEC-Trennung der Fettsauremethylester
(320 um ID Detektionszelle) in nur 10 Minuten abgebildet. Hier wird wiederum die
Halfte des Gesamtflusses von 6 pl/min durch den EOF Ubernommen und die
Trennung bei einem (der hydrodynamischen Flussrate von 3 pl/min entsprechenden)

Gegendruck von 60 bar durchgefiihrt (vgl Tabelle 4-3).

F min

ppm 50 45 40 35 30 25 20 15 10

Abbildung 4-18: pCEC-NMR-Konturplot der Trennung (FI.R.: 6 pl/min; p: 60 bar;
U: 25,5 kV) eines Gemisches der einfach ungesattigten Fettsduremethylester der: (1)
Palmitoleinsaure (C16:1, cis-9), (2) Olsaure (C18:1, cis-9), (3) Eicosensaure (C20:1,
cis-11), (4) Erucasaure (C22:1, cis-13) mit der 320 um ID Detektionszelle (je 10 pg
Fettsauremethylester injiziert).

Das splittlose Setup ermoglicht eine einfache Bestimmung der durch den EOF bzw.
durch den Druckfluss Ubernommenen Flussratenanteile (siehe Tabelle 4-3). In
beiden cHPLC-Laufen wurde bei einer Flussrate von 1-3 pl/min ein Gegendruck von
20-60 bar durch die Kapillartrennsaule generiert. Dieselben Flussraten werden im
reinen CEC-Modus allein vom EOF erreicht. Hier wird der Pumpenfluss, ohne den
Aufbau eines nennenswerten Gegendruckes, komplett vom EOF durch die
Kapillarsédule transportiert. Sowohl im cHPLC- als auch im CEC-Modus werden
vergleichbare Analysenzeiten erreicht, die sich umgekehrt proportional zur

steigenden Flussrate verkirzen. Jedoch konnten weder im cHPLC- noch im CEC-
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Modus Flussraten Uber 3 pl/min appliziert werden. Wahrend im cHPLC-Modus
aufgrund der im Vergleich zum CEC-Modus 2-fach schlechteren Trennleistung (vgl.
Tabelle 4-4) bei hoheren Flussraten keine Basislinientrennung der einzelnen
Fettsauremethylester mehr gegeben ware, ist die Fliegeschwindigkeit im reinen
CEC-Modus rein apparativ durch die maximal applizierbare Elektrodenspannung von
30 kV limitiert.

Fluss cHPLC CEC pCEC
rate Druck/Dauer Druck/Dauer/Spannung/Strom Druck/Dauer/Spannung/Strom
[bar] / [min] [bar] /[min]/ [kV] [ [UA] [bar] /[min]/ [kV] [/ [UA]

1 pl/min 20 / 66 2 /65 /[ +85 [/ <1

2 pl/min 40 / 33 2 /32 | +17 | <15
3 pl/min 60 / 22 2 1205/ +25,5 / <3
4 pl/min 41 / 15 / +17 | <15

6 pl/min 62 / 10 / +25,5 / <3

Tabelle 4-3: Vergleich der Gegendriicke und Laufzeiten der cHPLC-, CEC- und
pCEC-Modi.

Abbildung 4-15  Abbildung 4-16 Abbildung 4-17 Abbildung 4-18

(reine cHPLC mit (reine CEC mit (pCEC mit 4pl/min) (pCEC mit 6pl/min)
2ul/min) 2ul/min)

N 500 - 1000 1600 - 2100 700 - 900 450 - 550

Tabelle 4-4: Vergleich der Zahl der Theoretischen Bbéden (N) am Beispiel der
Trennung von einfach ungesattigten Fettsduremethylestern bei verschiedenen
chromatographischen Bedingungen. (N wurde aus den am rechten Rand der
Konturplots abgebildeten chromatographischen Gesamtsignalplots bestimmit;
aufgrund der niedrigen Datenrate (0,02 Hz) kann N nur sehr grob bestimmt werden).

Im pCEC-Modus sind Flussraten von 4 und 6 pl/min und eine damit deutlich
verklrzte Analysenzeit mdglich. Zum einen gelingt dies aufgrund des anteiligen

EOFs (hier 50 %, d.h.: 2 bzw 3 pl/min) und seines, dem Druckfluss tberlegenen



4 NMR-Kopplung 109

pfropfenférmigen Flussprofils, zum anderen kann die Limitierung der Flussrate durch
die applizierbare Hochspannung mit Hilfe des zusatzlichen pumpengenerierten
Druckflusses erweitert werden. Die verringerte Beladung der Kapillartrennsaule
(ermdglicht durch die verbesserte Sensitivitdt der 320 um Detektionszelle) und die
durch den EOF verbesserte Trennleistung erlauben nun eine Auftrennung der
einzelnen  Fettsduremethylester mit vollstandiger Basislinientrennung  bei

Analysenzeiten von 10 Minuten.

Stopped-flow Experimente / Messungen

Die on-line-Kopplung kapillarer Trennmethoden mit der NMR-Spektroskopie erlaubt
im stopped-flow Modus auch die Aufnahme zeitaufwendigerer 1D- und 2D-
Experimente, welche wichtige Informationen wie Anzahl der Kerne mit der
identischen chemischen Umgebung, die exakte chemische Verschiebung
unterschiedlicher Molekilgruppen oder die Bestimmung von Kopplungskonstanten
liefern.

Auch hinsichtlich der Durchfihrung von stopped-flow Messungen ist die durch das
neue Setup verkirzte Analysenzeit von Vorteil. Die zu untersuchende Substanz wird
schneller in die Detektionszelle transportiert, unnétig lange Wartezeiten werden
verringert, und die zu vermessenden Banden besitzen eine hohere Peakkonzen-
tration. Das H,H-COSY- und das H,H-TOCSY-NMR-Spektrum einer pCEC-NMR-
Trennung sind in Abbildung 4-19 und Abbildung 4-20 abgebildet. Im 2D-COSY-
Spektrum erkennt man Konnektivitaten zwischen direkt benachbarten Protonen. Im
2D-TOCSY-Spektrum sind auch Kopplungen zwischen weiter entfernten Protonen
eines Spinsystems, je nach Lange der verwendeten Mischzeit, zu erkennen.
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Abbildung 4-19:  Stopped-flow 2D-'H,'H-COSY-Spektrum des Palmitoleinsaure-
methylesters (C16:1, cis-9).
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Abbildung 4-20:
methylesters (C16:1, cis-9).

Stopped-flow 2D-'H,'H-TOCSY-Spektrum des Palmitoleinsaure-

Die Unterscheidung der einzelnen Fettsduremethylester ist in diesem Fall, da die

Bestandteile des Gemisches bekannt sind, anhand der Retentionszeiten méglich. Bei

unbekannten Substanzen dieser Verbindungsklasse liefert die Integration tber die

einzelnen aliphatischen Signale die gesuchte Kettenlange [233]. Als Beispiel sind in

Abbildung 4-21 die 'H-NMR-Spektren der vier Fettsduremethylestern unter-

schiedlicher Kettenlange (C16:1 bis C22:1) mit zugehdrigen Integralen dargestellt.
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Abbildung 4-21:  Stopped-flow 1D-*H-NMR-Spektren mit Integration der Protonen-

signale und Zoom des DB-Signals zur Identifizierung der ungesattigten Fettsaure-
methylester der: a) Palmitoleinséure, b) Olsaure, ¢) Eicosenséaure, d) Erucasaure.
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Aufgrund der hohen spektralen Auflésung, die mit dem neuen Setup erreicht wurde,
war es moglich, Kopplungskonstanten bis knapp unter 1Hz zu bestimmen. In
Abbildung 4-21 sind die Spektren der stopped-flow 1D-Experimente der einzelnen
Fettsauremethylester (siehe Abbildung 4-13) mit dem herausvergro3erten Signal der
cis-standigen Protonen der Doppelbindung dargestelit.

Alle stopped-flow Experimente wurden konsekutiv innerhalb eines einzigen
chromatographischen Laufes durchgefuhrt. Aufgrund der axialen Diffusion, die
zusatzlich zur (mit steigender Retentionszeit zunehmenden) diffusiven Banden-
verbreiterung auch bei gestopptem Lauf zur Peakverbreiterung beitragt, wurde das
S/N-Verhaltnis von Peak zu Peak schlechter. Allein die stopped-flow 1D- und 2D-
Experimente auf dem ersten Peak (dem Palmitoleinsauremethylester) dauerten tber
10 Stunden. Jedes stopped-flow 1D-Experiment auf den darauf folgenden Peaks
dauerte wiederum 1,5 Stunden. So wurde es mit zunehmender Bandenverbreiterung
und dadurch bedingter abnehmender Peakkonzentration immer schwieriger, die
Kopplungskonstanten der ohnehin schon relativ kleinen Protonensignale der
Doppelbindung zu bestimmen.

4.3.3 Vergleich der Bandenverbreiterung der Betriebsarten
continuous- vs. stopped-flow

Wie schon in Kapitel 4.3.2 angefihrt, ist es bei on-line-Kopplungen durchaus
interessant auch stopped-flow Experimente durchfiihren zu kénnen. Analog zur LC-
NMR-Kopplung ist es auch fur die Kopplung kapillarer Trennmethoden mit der NMR
notwendig, die Trennung zu jedem Zeitpunkt anhalten zu kdnnen (durch die bislang
geringere Empfindlichkeit gilt dies sogar eher noch in verstarktem Mal3e). So gewinnt
man die notige Zeit, 1D- und 2D-Experimente auf einem Substanz-Peak
durchzufiihren. Danach kann die Trennung weitergefahren werden, bis der nachste
Peak untersucht werden soll.

Um die Trennung bei stopped-flow Experimenten anzuhalten wird der Pumpen-Fluss
(wie in Kapitel 4.2.3 beschrieben) mit Hilfe eines microbore Valco Schaltventils Uber
eine ,Dummy“-Kapillarsaule umgeleitet (Abbildung 4-5) und die Doppelspritzen-
pumpe einfach weiterlaufen gelassen. Damit fallt der Druck im Trennsystem im
Bruchteil einer Sekunde auf Atmosphérendruck ab und die Elutionsbanden verharren

am gewinschten Ort. Wahrenddessen andert sich fir das Pumpsystem nichts, da
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durch die zweite Kapillarsaule der gleiche Gegendruck zu Uberwinden ist. Im
Zusammenhang mit den im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten 1D- und 2D-
Experimente war es von Interesse, die durch die stopped-flow Messungen
hinzukommende Bandenverbreiterung zu Untersuchen. Die Funktionalitdt der dazu
verwendeten Saulenschaltung wurde mit der Trennung von Thioharnstoff und funf
homologen Alkylbenzoaten getestet. Beim Umschalten des Flusses von der
Trennséule auf die ,Dummy“-S&aule wurde keine nennenswerte Druckveranderung
vom Drucksensor der Pumpe registriert und die Trennung konnte sofort gestoppt
bzw. weitergefahren werden. Eine nicht unterbrochene Trennung wurde mit
Trennungen die fur 10 min (Abbildung 4-22 und Abbildung 4-23), 20 min (Abbildung
4-24) oder sogar fur 15 h (Abbildung 4-25) verglichen. Auch bei einer mehrfach
unterbrochenen Trennung (Abbildung 4-26) konnten kaum Bandenverbreiterungen

festgestellt werden.
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Abbildung 4-22:  Vergleich der Trennung von Thioharnstoff und finf homologen
Alkylbenzoaten: a) nicht unterbrochene Trennung (—), b) Trennung nach dem
4. Peak fur 10 min gestoppt (---).
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Abbildung 4-23: Vergleich der Trennung von Thioharnstoff und funf homologen
Alkylbenzoaten: a) nicht unterbrochene Trennung (—), b) Trennung auf dem 2. Peak
fur 10 min gestoppt (---).

_____________

N

L

| e e e R B H i B |
0 10 20 30 40 50
I . I ¥ ] L || . I " ] L} I - I " ] L I . 1
0 3] 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Zeit [min]

Abbildung 4-24: Vergleich der Trennung von Thioharnstoff und fiinf homologen
Alkylbenzoaten: a) nicht unterbrochene Trennung (—), b) Trennung auf dem 2. Peak
fur 20 min gestoppt (---).
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Abbildung 4-25: Vergleich der Trennung von Thioharnstoff und finf homologen
Alkylbenzoaten: a) nicht unterbrochene Trennung (—), b) Trennung nach dem
4. Peak fur 15 h gestoppt (---).

e
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Abbildung 4-26: Vergleich der Trennung von Thioharnstoff und finf homologen

Alkylbenzoaten: a) nicht unterbrochene Trennung (—), b) Trennung nach 2., 3., 4.
und 5. Peak fur jeweils10 min gestoppt (---).
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4.3.4 cHPLC-NMR on-line-Kopplung zur Zuckeranalyse

Um die Tauglichkeit des neuen Setups auch fur ,relativ‘ niedrig konzentrierte Proben
mit starker aufspaltenden Signalen und komplexeren Spektren als denen der
Benzoate zu demonstrieren, wurde eine Losung aus drei verschiedenen Zuckern (D-
(+)-Xylose, D-(+)-Maltose und D-(+)-Raffinose) in zwei Konzentrationen (je 375 mM
bzw. 187,5 mM) aufgetrennt und analysiert.

Zucker spielen bei vielen biologischen Prozessen eine wichtige Rolle, z.B. in der Zell-
Zell-Wechselwirkung und in der Anbindung von infektiosen Bakterien, Viren, Toxinen
und Hormonen. lhre Analyse ist daher von grof3er Bedeutung, jedoch ist ihre
Detektion oft sehr schwierig. Aufgrund ihrer geringen UV-Absorption werden sie in
der HPLC meist refraktometrisch (mit RI-Detektoren) nachgewiesen. Dieses
Verfahren ist allerdings nur schwer auf Kapillartrennmethoden Ubertragbar. Eine
andere Methode, die Fluoreszenzdetektion ist zwar eine sehr empfindliche Methode,
erfordert aber eine zeitaufwendige und technisch anspruchsvolle Derivatisierung der
Zucker. Zur Zuckeranalytik kann sich die on-line-Kopplung kapillarer Trennmethoden
mit der NMR-Spektroskopie durchaus als eine sinnvolle Alternative erweisen.

Die Trennungen wurden mit einer nach Kapitel 5.4.1.2 selbst hergestellten, mit
Amino-Phase gepackten Kapillarsaule (mit nur einer Fritte) durchgefuhrt. Da diese
Phase sowohl positive (Amino-Gruppen) als auch negative (Rest-Silanolgruppen)
Oberflachenladungen aufweist, konnte mit der fur eine erfolgreiche Trennung
notwendigen mobilen Phase (pH 6-7) kein signifikanter EOF realisiert werden.
Aufgrund dessen konnten weder im CEC noch im pCEC-Modus Verbesserungen
(Verringerung der Bandenverbreiterung oder Verkirzung der Analysendauer) im
Vergleich zum cHPLC-Modus erreicht werden. In den Abbildungen 4-27 bis 4-29 sind
drei unterschiedliche on-line cHPLC-NMR Laufe dargestellt.
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Abbildung 4-27:  Konturplot der cHPLC-Trennung eines 375 mM Gemisches aus
drei verschiedenen Zuckern ((1) D-(+)-Xylose, (2) D-(+)-Maltose und (3) D-(+)-
Raffinose) mit einer Flussrate von 1,0 pl/min.
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Abbildung 4-28: Konturplot der cHPLC-Trennung eines 375 mM Gemisches aus
drei verschiedenen Zuckern ((1) D-(+)-Xylose, (2) D-(+)-Maltose und (3) D-(+)-
Raffinose) mit einer Flussrate von 2,0 pl/min.
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Abbildung 4-29: Konturplot der cHPLC-Trennung eines 187,5 mM Gemisches aus
drei verschiedenen Zuckern ((1) D-(+)-Xylose, (2) D-(+)-Maltose und (3) D-(+)-
Raffinose) mit einer Flussrate von 1,0 pl/min.

In Abbildung 4-27 wurden bei einer Flussrate von 1 pl/min jeweils 150 nmol der drei
Zucker injiziert (375 mM Losung) und innerhalb von 50 min aufgetrennt und mit
einem fur alle Signale mehr als ausreichenden S/N-Verhdltnis detektiert. In
Abbildung 4-28 wurden bei doppelter Flussrate von 2 pl/min wiederum 150 nmol der
drei Zucker injiziert, aber innerhalb von 24 min basisliniengetrennt. Mit Abbildung
4-29 kann gezeigt werden, dass auch mit der Injektion von nur 75 nmol des
jeweiligen Zuckers (187,5 mM Loésung) Signale mit ausreichendem S/N-Verhaltnis
erhalten werden.

Die stopped-flow Experimente wurden alle innerhalb eines weiteren cHPLC Laufes
durch Anhalten der Trennung auf dem jeweiligen Peakmaximum realisiert. Nach
Durchfuhrung der 1D- und 2D-Experimente wurde die Trennung, wie in Kapitel 4.2.3
beschrieben, wieder angefahren und auf dem nachsten Peakmaximum wieder
gestoppt. Die Retentionszeiten waren durch die vorangegangenen cHPLC-Laufe
bekannt, so konnten die Peakmaxima erfolgreich vorausberechnet werden. Die
stopped-flow 1D-'H-Spektren der drei einzelnen Zuckerkomponenten (siehe
Abbildung 4-30) wurden mit einer spektralen Auflésung von 32K komplexen

Datenpunkten aufgenommen.
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Abbildung 4-30:  Stopped-flow 1D-*H-NMR-Spektren der einzelnen Zuckerkompo-
nenten (Aufnahmedauer jeweils 8 min).
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Abbildung 4-31:  Stopped-flow 2D-'H,'H-TOCSY-Spektrum von D-(+)-Raffinose
(Aufnahmedauer: 1h36min).
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Dies zeigt, dass mit diesem Setup Peakkonzentrationen resultieren, mit denen auch
geringe Probenmengen bei hohen spektralen Auflésungen in akzeptablem
Zeitrahmen vermessen werden konnen und somit auch on-line Analysen und
Strukturaufklarung unbekannter Substanzen mdglich sind (Beispiele: Kapitel 4.3.6
und 4.3.7). Um dies zu verdeutlichen wurde auf dem ersten Peak (Xylose) im selben
Lauf noch ein 1,5 Stunden dauerndes 2D-'H,'H-TOCSY Experiment durchgefiihrt
(Abbildung 4-31).

4.3.5 cHPLC-NMR on-line-Kopplung zur Trennung und Analyse von
Gemischen chiraler Verbindungen

Um bei einer Trennung eines Gemisches verschiedener chiraler Verbindungen die
Enantiomerenpaare eindeutig zuordnen zu kénnen ist die on-line-Kopplung mit der
NMR-Spektroskopie geradezu ideal, wahrend durch die Aufnahme von UV-Spektren
mittels eines DAD-Detektors nur sehr limitiert Strukturinformationen zu erhalten sind.
Um die Tauglichkeit des Setups auch fiir solche Gemische zu demonstrieren sollte
dazu ein Gemisch aus zwei verschiedenen Enantiomerenpaaren aufgetrennt und
analysiert werden. Als pharmazeutische Modellsubstanzen wurden die Barbiturate
R/S-Mephobarbital und R/S -Hexobarbital gewabhilt.

Abbildung 4-32:  Strukturformeln von (1) R/S-Mephobarbital und (2) R/S-
Hexobarbital.

Die Trennungen wurden mit einer nach 5.4.1.2 selbst gepackten Kapillarsaule (mit
nur einer Fritte) durchgefuhrt. Die Chira-Dex-Silica-Phase wurde freundlicherweise
vom AK Prof. Schurig (Dr. D. Wistuba) hergestellt [234,235] und ebenso wie die
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Barbiturate zur Verfigung gestellt. Da chirale Phasen im Vergleich zu
Umkehrphasen eine relativ geringe Beladbarkeit aufweisen, musste die Trennung auf
der Uberladenen Kapillarsdule sehr langsam gefahren werden, um eine
Basislinientrennung der 2 Enantiomerenpaare zu erreichen. Uber die fir eine
erfolgreiche Trennung notwendige Analysendauer von mehreren Stunden konnte mit
gegebener mobiler und stationédrer Phase kein stabiler EOF realisiert werden
(Blasenbildung nach 2-3 h). Aufgrund dessen wurde die Trennung nur fur den
CHPLC-Modus optimiert und durchgefihrt. In Abbildung 4-33 ist der Konturplot der

Auftrennung und Zuordnung der Enantiomerenpaare von Mepho- und Hexobarbital

dargestellt
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Abbildung 4-33: Konturplot der cHPLC-Trennung eines ca.14,5 mM Gemisches
aus zwei verschiedenen Enantiomerenpaaren ((1) R/S-Hexobarbital, (2) R/S-
Mephobarbital) mit einer Flussrate von 0,2 pl/min.

Bei einer Flussrate von 0,2 pl/min wurden jeweils 700 ng (d.h.: < 3 nmol) der vier
Komponenten injiziert (14,3/14,9 mM LOsung) und innerhalb von 4 Stunden
aufgetrennt und mit einem fur alle Signale gerade noch ausreichendem S/N-
Verhaltnis detektiert.

Um fir die Enantiomerenidentifizierung und Strukturbestatigung ein besseres S/N-

Verhéltnis im Spektrum zu erreichen, wurden (wie in den vorigen Kapiteln
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beschrieben) durch Anhalten der Trennung zu den im ersten Lauf bestimmten
Zeitpunkten, in einem zweiten cHPLC-Lauf auf allen Peakmaxima stopped-flow 1D-
Experimente durchgefiihrt. Die 'H-NMR-Spektren von R/S-Mephobarbital sind in
Abbildung 4-34 exemplarisch dargestellit.
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Abbildung 4-34:  Stopped-flow 1D-'H-NMR-Spektren des aufgetrennten D- und L-
Enantiomerenpaares von Mephobarbital (Aufnahmedauer jeweils 2 h).

4.3.6 Naturstoffanalytik mittels cHPLC-NMR on-line-Kopplung am
Beispiel eines Extraktes des Kéfers palembus ozularis

Als eine typische Naturstoffprobe wurde der methanolische Extrakt der Drisen des
palembus ozularis, eines schwarzen in Sudamerika vorkommenden Kafers, als
Beispiel genommen. Dieser Kéaferart wird in der stidamerikanischen Naturmedizin
eine entzindungshemmende Wirkung zugesprochen. Dort werden die Kafer
traditionell in warmer Milch extrahiert und der Sud oral z.B. zur Asthma-Behandlung
appliziert. Im Rahmen dieser Arbeit sollte versucht werden, die mdglicherweise
enthaltenen entziindungshemmenden Wirkstoffe mittels cHPLC-NMR on-line Analytik
zu identifizieren. Zu diesem Zweck wurden mehrere hundert dieser Drlisen prapariert

und in Methanol extrahiert. Um die Probe NMR kompatibler zu machen, wurde die
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Probe lyophilisiert und nun erneut méglichst hoch konzentriert in volldeuteriertem
Methanol-d, wieder aufgenommen.

Nach Optimierung der chromatographischen Parameter wurde zunachst ein
continuous-flow Experiment durchgefuhrt. Der pseudo-2D-Konturplot ist in Abbildung
4-35 dargestellt. Das continuous-flow Experiment zeigte das Vorhandensein zweier
Hauptkomponenten. Die erste Substanz eluierte nach 22 min wahrend nach 36 min
eine zweite Substanz detektiert werden konnte. Die vorhergehende Optimierung der
Trennung war trotz des auf3erst limitierten Probenvolumens moglich, da aufgrund der
Kapillardimension des verwendeten on-line-kopplungs LC-NMR-Setups pro Lauf nur
2,25 pl Probe injiziert werden mussten, um eine zur NMR-Detektion geniigend hohe

Peakkonzentration zu erhalten.
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Abbildung 4-35: cHPLC-NMR-Konturplot der zwei Hauptkomponenten einer
Trennung des Driisen-Extraktes des Kéafers ,palembus ozularis* (Retentionszeiten:
22.min Komponente 1, 36.min Komponente 2).

Darauffolgend wurde (zu den im ersten Lauf bestimmten Zeitpunkten der beiden
Peakmaxima) in einem zweiten Lauf, zur Verbesserung des S/N-Verhéaltnisses im
Spektrum und zur Strukturaufklarung der detektierten Substanzen, jeweils ein
stopped-flow 1D- und ein 2D-Experiment durchgefuhrt. Vor jedem stopped-flow
Experiment wurden die NMR-Parameter (z.B. erneutes Shimmen auf das D,0O lock-
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Signal und Nachjustierung des Transmitterkanals) erneut optimiert. Da die Trennung
mit volldeuterierten Losungsmitteln und Eluenten durchgefihrt wurde, konnte auf
eine Losungsmittelunterdriickung verzichtet werden, die Restsignale des Wassers
und des Acetonitrils wirden sich nicht stérend auf die Substanzsignale auswirken.
Um dies zu demonstrieren, wurde zumindest fir die stopped-flow Messungen des
ersten Peaks auf die Signalunterdriickung verzichtet und die Spektren mit maximaler
Detektorempfindlichkeit aufgenommen. Die 'H-NMR-Spektren der beiden
Komponenten sind in Abbildung 4-36 dargestellt. Um die Méglichkeit und den Effekt
der Signalunterdrickung Kkleiner Losungsmittel-Restsignale zu demonstrieren,
wurden (obwohl nicht notwendig) die beiden Lésungsmittelsignale wahrend der

stopped-flow Messungen des zweiten Peaks unterdrickt.
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Abbildung 4-36:  Stopped-flow 1D-'H-NMR-Spektren der beiden aufgetrennten
Hauptkomponenten des Driusen-Extraktes des Kafers ,palembus ozularis”
(Aufnahmedauer: 26min Komponente 1, 42min Komponente 2).

Die 1D-'H-NMR-Spektren der beiden Substanzen weisen eine groRe Ahnlichkeit auf,
was auf eine gemeinsame Substanzklasse schlieen lasst. Dies gilt nattrlich auch
fur die 2D-'H,'H-NMR-Spektren, dennoch konnte anhand der Spektren eine
erfolgreiche Strukturaufklarung erfolgen. Dies war maoglich, da es aufgrund der mit
diesem Setup im stopped-flow Modus frei wéhlbaren Aufnahmedauer (hier insgesamt
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20,5 h) mdglich ist, mit der notwendigen hohen spektralen Auflosung geniigend

Einzelspektren aufzusummieren, um auswertbare 2D-Konturplots zu generieren
(siehe Abbildung 4-37 a&b). Der erste Peak konnte als 2-Ethyl-Benzochinon-1,4 und

der zweite Peak als 2-Ethyl-3-Methoxy-Benzochinon-1,4 identifiziert werden.
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Abbildung 4-37:  Stopped-flow 2D-'H,'H-TOCSY-Spektren der beiden aufgetrenn-
ten Hauptkomponenten des Drisen-Extraktes des Kafers ,palembus ozularis®:
a) 2-Ethyl-Benzochinon-1,4 b) 2-Ethyl-3-Methoxy-Benzochinon-1,4. (Aufnahme-

dauer: (a) 3h47min, (b) 15h29min).
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4.3.7 On-line Naturstoffanalytik mittels eines NMR-Kapillarproben-

kopfes mit integrierter UV-Detektion

(Am Beispiel eines salvia miltiorrhiza Extraktes)

Aufgrund der flr niedrig konzentrierte Naturstoffproben ungeniigenden Empfind-
lichkeit der 2 mm Doppelsattel-Helmholtz-Spule, wurde in den Kapillarprobenkopf
noch eine UV-Detektionseinheit integriert, die mittels 2m langen Glasfaser-
Lichtleitern mit einem externen UV-Detektor verbunden werden konnte. Mit diesem
neuen NMR-Probenkopf mit integrierter UV-Zelle, sollte die on-line cLC-UV-NMR
Analytik von Realproben (mit einer fir die NMR-Detektion eigentlich zu geringen
Konzentration) mdglich sein. Bei Detektion eines Substanzpeaks mit dem wesentlich
empfindlicheren UV-Detektor wird die Trennung (unter Berlcksichtigung der durch
Transfervolumen und Flussrate bestimmten zeitlichen Verzdgerung) wie in Kapitel
4.2.3 beschrieben angehalten, um so genigend Zeit zu haben, die zur Struktur-
aufklarung notwendigen 1D- und 2D- Experimente mit dem unempfindlicheren NMR-
Spektrometer durchzufuhren.

Fur diesen UV-NMR-Kapillarprobenkopf musste eine spezielle segmentierte UV-
NMR-Detektionskapillare angefertigt werden. Hierzu wurden eine Kapillare mit UV-
Detektionsfenster und eine Kapillare mit NMR-Detektionsfenster direkt aneinander
gekuppelt (siehe Abbildung 4-38). Der Abstand der beiden Detektionsfenster betragt
7 cm, die 2 mm Doppelsattel-Helmholtz-Spule hat eine Lange von 8 mm. Mit diesem
Kapillarprobenkopf wurde mit einer 250 um ID UV/NMR Detektionszelle (dargestellt
in Abbildung 4-38) eine Halbwertsbreite knapp < 1 Hz erreicht (Shimming mit 3%
Hump-Test), was dem ermittelten Wert flr die entsprechende Zelle mit dem 9 mm
langen NMR-Kapillarprobenkopf entspricht (vgl. Kapitel 4.3.1.1).

Um die Sensitivitaten der beiden Probenkdpfe miteinender vergleichen zu kdnnen,
wurde auch mit diesem Probenkopf das S/N-Verhaltnis des anomeren Protons einer
200 mM Saccharose-Losung in D,O bestimmt. Auch hier wurde nur 1 Transient
aufgezeichnet. Fur die segmentierte FS-Transfer- und Detektionskapillare (OD
365um, durchgehend / IDzyieitung 75UM / IDableitung L00pM / IDpetektion 250 pm, vgl.
Abbildung 4-6) wurde ein Signal/Rausch-Verhéltnis von 20 bestimmt (bei NS =1/LB
=1 Hz).
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Die Funktionalitat dieses Probenkopfes in Bezug auf Realproben wurde anhand
eines taiwanesischen salvia miltiorrhiza Extraktes getestet. Salvia miltiorrhiza wird

seit Jahrhunderten in der traditionellen chinesischen Medizin verwandt.

a) PTFE/FEP Dual-Schrumpfschlauch

/ \ UV - Fenster

/7 NMR-Detektionzelle _/t
ST S TN

Fused Silika Kapillare Fused Silika Kapillare Fused Silika Kapillare
mit 75 um ID mit 250 um ID mit 50 pm ID
und 365 um OD und 365 pm OD und 365 um OD

b)

Abbildung 4-38: Transfer-, UV-Detektions- und NMR-Detektions-Segmente der
Kombinierten UV/NMR-Detektionskapillare (gekuppelt mittels PTFE/FEP Dual-
Schrumpfschlauch): a) Schematische Zeichnung, b) 18-fach vergréf3erte Lichtmikros-
kopaufnahme der PTFE/FEP Kupplungsstelle einer segmentierten Detektions-
kapillare (links: Zuleitungs/UV-Detektionssegment, rechts: NMR-Detektionssegment).

Der wasserlosliche Extrakt von salvia miltiorrhiza wird in China zur Behandlung
bestimmter Krankheiten, wie angina pectoris und chronischer Hepatitis klinisch
eingesetzt [236,237]. Sowohl der wasserlosliche Anteil als auch mehrere fettlésliche
Verbindungen, die aus salvia miltiorrhiza isoliert wurden, zeigen vielfache

pharmakologische Aktivitdten. So sind beispielsweise Biomembranen durch
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Salvianolsaure A (Sai A) hochwirksam gegen peroxidative Schaden geschitzt [238].
Salvianolsaure B (Sai B) ist ein wasserldsliches Antioxidans, welches LDL (low
density lipoprotein) vor Cu?*-induzierten, oxidativen Schaden schiitzt und die
Entwicklung von Arteriosklerose hemmt [239].

Die getrockneten Wurzeln von salvia miltiorrhiza werden 24 Stunden bei
Raumtemperatur mit einer Ethanol-Wasser-Mischung (1:4, v/v) extrahiert. Der
aufkonzentrierte Extrakt wurde bis zur Verwendung bei 4 °C unter Stickstoff gelagert.
Zunachst wurde von einem salvia miltiorrhiza-Extrakt die Anzahl der Hauptinhalts-
stoffe mittels cHPLC bestimmt. Vom funften und intensivsten der Hauptpeaks wurde
dann die Struktur bestimmt. Auf eine vollstandige Strukturaufklarung aller
enthaltenen, mdglicherweise unbekannten Substanzen, wurde im Rahmen dieser
Arbeit, bei der mehr die technische Seite im Vordergrund stand, jedoch verzichtet.
Abbildung 4-39 zeigt das cHPLC-UV-Chromatogramm des Extraktes. Im folgenden
Lauf wurde Peak E fir die stopped-flow NMR-Experimente ausgewahlt. Aus dem 2D-
'H,'H-COSY-Spektrum in Abbildung 4-40 erhalt man dieselben Ergebnisse wie bei
der konventionellen HPLC-NMR-Spektroskopie (vgl. [240]), das Volumen der
Detektionszelle betragt jedoch nur 400 nL gegentiber 120 uL bei der konventionellen
HPLC-NMR.
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Abbildung 4-39: cHPLC-UV-Trennung des salvia miltiorrizza  Extraktes
(Peaks A-E die Hauptkomponenten des Extraktes, sind Derivate der Salvianolsaure).
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Abbildung 4-40 zeigt das stopped-flow 2D-'H,*H-COSY-Spektrum von Peak E (Sai
B), aufgenommen wahrend einer Wiederholung der cHPLC-Trennung. Da bei der
cHPLC/NMR-Kopplung nur deuterierte Losungsmittel (D,O/Acetonitril-ds) verwendet
wurden, war (im Gegensatz zur konventionellen HPLC/NMR-Kopplung) keine

Ldsungsmittelunterdriickung notwendig.
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Abbildung 4-40: Stopped-flow 2D-H,H-COSY-Spektrum von Peak E (Sai B) bei
298 K.
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Durch die Veranderung der Losungsmittelzusammensetzung wahrend des cHPLC-
Gradienten, kam es allerdings zu einer Verschiebung des Protonensignals (3), so
dass dieses nur im 2D-H,H-COSY-Spektrum als Crosspeak zu sehen ist, wahrend es
im cHPLC-1D-NMR-Spektrum durch den HDO-Peak komplett verdeckt wird (vgl.
Abbildung 4-41a).

Diesem Effekt kann durch Temperaturerhéhung entgegengewirkt werden. Durch
Erh6hung der Temperatur um 5 K (d. h. Erniedrigung der Losungsmittelviskositat) ist
das Protonensignal (3) wieder im *H-NMR-Spektrum selbst erkennbar und wird nicht
mehr durch den HDO-Peak verdeckt (vgl. Abbildung 4-41b).
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Abbildung 4-41:  1D-'H-NMR-Spektren von Peak E (Sai B) bei verschiedenen
Temperaturen: a) 298 K, b) 303 K.
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5.1 Gerate

Kapillartrennsysteme:

(Eigenbau)

Kommerzielle auf
CEC adaptierbare
CE-Anlage:
Gradienten-HPLC-
Anlage:

Analytische HPLC-
Saule:

e Modulare druckunterstitzbare Gradienten-cHPLC/(p)-
CEC -Anlage mit presplitt Injektion: Sykam 1100 HPLC-
Pumpe (Sykam), Hochspannungsquelle +0-30 kV, +0-
0.2 mA (F.u.G.), UV/VIS 205 Detektor (Linear), Valco
“Cheminert, two position, 6-port, microbore valve C2-
1006” (VICI AG), ChromStar Datenaufnahme/-verar-
beitungs Hard-/Software (SunChrom).

e Modulare druckunterstiitzbare Gradienten-cHPLC/(p)-
CEC-Anlage mit postsplitt Injektion: Sykam 1100 HPLC-

Pumpe (Sykam), Hochspannungsquelle +0-30 kV, +0-
0.2 mA (F.u.G.), UV/VIS 205 Detektor (Linear), Valco
“Cheminert, two position, 6-port, microbore valve C2-
1006” (VICI AG), ChromStar Datenaufnahme/-verar-
beitungs Hard-/Software (SunChrom).

e Modulare druckunterstiutzbare splittiose cHPLC/(p)CEC-

Anlage: ELDEX MicroPro Spritzenpumpensystem
(SunChrom), Hochspannungsquelle +0-30 kV, +0-0.2
mA (F.u.G.), UV/VIS 205 Detektor (Linear), Valco
“Cheminert, two position, 6-port, microbore valve C2-
1006” (VICI AG), ChromStar Datenaufnahme/-verar-
beitungs Hard-/Software (SunChrom).

Kapillarelektophorese-System P/ACE-System MDQ, UV/
VIS-, DAD-Detektoren mit CEC-Zusatzfunktion (Beckman).

S8100-Pumpe (Sykam), UV/VIS 250 Detektor, Daten-

system: Paramid Chromatography Manager (Axxiom).

Nuceosil C18 5um 250x4,6 mm (Grom)



5 Experimenteller Teil

133

NMR-Gerate:

NMR-Probenkopfe:

Packpumpe:
Ultraschallbad:
Frittenbrenner:

Microflame Brenner:

Nassschleifmaschine:

pH-Meter:
Reinstwasseranlage:
Wasserkreislauf:

Lichtmikroskop:

2 mm-selektiv-Kapillar-LC-Probenkopf (9mm
Spule).

UV-Detektionseinheit (8mm lange Spule).

Shandon 628 X51 (Shandon).
Sonorex RK 102H (Bandelin).

Eigenbau (Elektronikwerkstatt, Uni. Tubingen).

Model B (Microflame Limited).

Buehler METASERV/Grinder-Polisher (Buehler).

CG828 (Schott).
MilliQ185 Plus (Millipore).
Thermomix 1441 (B. Braun).

Carl Zeiss Standard WL (Zeiss).

5.2 Chemikalien und Materialien

Losungsmittel:

Deuterierte Losungsmittel:

Wasser:
Stationare Phasen:
Quarzglaskapillaren:

Nassschleifpapier:

PTFE-Schrumpfschlauch:

PTFE-FEP Dual

Schrumpfschlauch:

Verschraubungen, Verbinder,

T-Stlcke, Kreuze, Kapillarrohre

aus PEEK bzw. SS:

,LIChrosolv* (Merck, Darmstadt)
,CHROMASOLV* (Riedel-de Haén, Seelze)

Deutero, Herresbach

Bidest, Milli-Qplus Wasserreinigungssystem

Bruker AMX 600, 14.1 Tesla, Protonenfrequenz 600.13
MHz (Bruker).
Bruker DRX 600, 14.1 Tesla, Protonenfrequenz 600.13
MHz (Bruker).

lange

2 mm-selektiv-Kapillar-LC-Probenkopf mit integrierter

Grom (Herrenberg) & Arbeitskreis Prof. Dr. Schurig

Polymicro Technology

Silicon Carbid P 4000 /5 um KorngroRe (Wirtz-

Buehler GmbH)
IFK-Isofluor

IFK-Isofluor

Upchurch Scientific
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Alle weiteren Chemikalien (z.B. Puffersalze) hatten den Reinheitsgrad ,pro analysis*

oder hoher und wurden von den Firmen Merck, Fluka oder Sigma bezogen.

5.3 Substanzen

Benzoate:

Thioharnstoff:
Mutterkornalkaloid
Extrakt:

Saccharide:

Fettsauremethylester:

Chirale Verbindungen:

Drisen-Extrakt des

palembus ozularis:

Salvia miltiorrhiza
Extrakt:

wurden als Standardtestgemisch fir HPLC-S&ulen von der
Firma Grom (Herrenberg) bezogen.

wurde von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen (p.a.)

Der ethanolische Alkaloid-Extrakt (extractum secalis cornuti)
des Mutterkorn Schimmelpilzes (ergot fungus) wurde von
der Chemischen Fabrik Dr. Hetterich (Furth) bezogen.
wurden von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen (p.a.)
F.AM.E. Mix GLC 50 (Reinsubstanzen) wurde von der
Firma Sigma (Deisenhofen) bezogen. Nach Angaben der
Firma sind gleiche Mengen (gewichtsbezogen) aller vier
Verbindungen enthalten

Mephobarbital und Hexobarbital wurde uns
freundlicherweise vom Arbeitskreis von Prof. Dr. Schurig

(Chemisches Institut, Universitat Tubingen) tberlassen.

Der methanolische Extrakt der Drisen des palembus
ozularis wurde uns freundlicherweise von M. Wahrendorf
(AK Prof. Dr. Wink) Institut fur Pharmazeutische Biologie,

Universitat Heidelberg Uberlassen.

Die Probe stammt aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Shiao,
Department of Medical Research and Education, Veterans

General Hospital Taipei, Taiwan
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5.4 Methoden

5.4.1 Herstellung der Kapillarsaulen

5.4.1.1 Herstellung von Kapillarsaulen mit zwei Fritten

Ausgangsprodukte zur Herstellung der elektrochromatographischen Kapillarsdulen
waren FS-Kapillaren und verschiedene Packungsmaterialien. Zwischen 30-60 mg
des Packungsmaterials wurden in 200-300 ul Aceton suspendiert und 10 min lang im
Ultraschallbad homogenisiert ( vgl. Abbildung 5-1a).

Wahrenddessen wurde eine zuvor auf Unversehrtheit des Polyimidmantels getestete
Quarzkapillare in die Packapparatur zwischen den Injektor und einen HPLC Inline-
Filter gekoppelt (siehe Abbildung 5-2).

Das homogenisierte Slurry wurde sofort nach Entnahme aus dem Ultraschallbad in
eine Spritze gezogen und in die Vorratssaule (SS mit Glas-Inlay, 500pum ID, 250 mm
Lange) injiziert. Das Slurry wurde nun schnellstméglich mit 500 bar Wasserdruck in
die Kapillare katapultiert. Die gesamte Quarzkapillare wurde nun mit weiterhin
angelegtem Wasserdruck fir 60 min in ein Ultraschallbad getaucht, um die Dichte
der Packung zu maximieren (vgl. Abbildung 5-1bé&c).

Anschliel3end wurden zwei Fritten gesintert, welche das Material an der gewulinsch-
ten Stelle in der Saule halten. Die Fritten wurden im Abstand der gewlnschten
Saulenlange mit Hilfe eines selbst gebauten Transformators (mit Temperaturanzeige
und —regler, Abbildung 5-3) und eines speziell dafir konzipierten Sinterwerkzeugs
erzeugt. Die dafur vorgesehenen Stellen wurden damit 6-14 mal (je nach Packungs-
material und Saulendurchmesser) fur je 5 Sekunden auf 500°C erhitzt, wahrend die
Kapillare von Wasser mit 500 bar Druck durchstromt wurde. Zuerst wurde die spatere
Einlassfritte moglichst nahe des HPLC Inline-Filters gesintert und danach
~Stromaufwarts” die spatere Auslassfritte (vgl. Abbildung 5-1d). Nach dem Sintern der
Einlass- und Auslassfritte wurde der HPLC Inline-Filter entfernt und dabei die
Uberschissigen Beads hinter der spateren Einlassfritte durch den noch angelegten
Wasserdruck ausgespult (vgl. Abbildung 5-1e).

Nach zugigem Druckabbau utber einen T-Hahn (vgl. Abbildung 5-2) wurde die
Kapillare mit dem ausgespulten Ende an eine HPLC-Pumpe gekoppelt und nun in
umgekehrter Richtung mit Aceton bei 250 bar gespult. Das noch nicht ausgespulte
Ende wurde bis zur Ablésung der Uberschissigen Beads von der Endfritte in ein
Ultraschallbad getaucht (vgl. Abbildung 5-1f).
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a) Slurry-Herstellung

30 - 60 mg Beads suspendiert in 200-300 pl
30 min in Ulraschallbad

b) Packen der Kapillare PEEK "finger tight fitting”

_ PEEK Schlauch
Slurry mit Kapillare
500 bar Wasser \ \
I E
40 cm Metall Fritte

HPLC ,In-line" Filter (Metall)

c) Verdichten der Beads

Fir 60 min
500 bar Wasser + Ultraschall

/L
—> 7

d) Brennen der Fritten
(gepulst mit 6 bis 8*5 sec bei 500°C)

500 bajr) | ? P E

g 4 2

2. Auslassfritte 1. Einlassfritte

e) Ausspillen der Uberschiussigen Beads

, 25cm |
I
: . /L .
500 bdr Wasser /4
250 bar
+ Ultraschall
f) . . /L . ,
I (
g) Konditionierung der Kapillare Fir 60 min
250-350 bar Eluent
/l
1/ <
h) Lagerung der Kapillare und Einbringen des UV-Fensters
EE /l E
UV-Fenster Mikro-Ampulle als Schutz

Abbildung 5-1: Schematische Darstellung der Packprozedur zur Herstellung von
Kapillarsaulen mit zwei gesinterten Fritten.
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Abbildung 5-2:

Apparativer Aufbau zur Herstellung gepackter Kapillarsaulen (1
N,-Druckgasflasche, 2 Hahn, 3 Ventil, 4 Manometer, 5 gasgetriebene Packpumpe, 6
Reservoir mit HoOesty, 7 T-Stiick mit Ventil (zum schnellen Druckabbau), 8 Slurry-
Reservoir, 9 Ultraschallbad, 10 FS-Kapillare, 11 HPLC-Inline-Filter).

Abbildung 5-3: Schematische Darstellung des Sinterwerkzeugs und des

Transformators (1 Temperaturfuhler, 2 Gluhdraht, 3 Sinterwerkzeug, 4 Transformator
mit Temperaturregulierung).
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Danach wurde die Kapillare mit einem Kapillarschneider mdoglichst nahe der
Einlassfritte geritzt und der Uberschissige Teil der Kapillare abgebrochen. Entweder
wurde die Kapillare nun zur sofortigen Verwendung konditioniert (vgl. Abbildung
5-1g) oder zur Lagerung mit 12 bar N»,-Druck trockengeblasen. Nun konnte direkt
hinter der Endfritte das fur die UV-Detektion benétigte Fenster gefertigt werden.
Dazu wurde das Polyimid entweder weggebrannt, mit Hilfe einer flach gefuhrten,
neuen Einweg-Skalpellklinge weggeschnitten oder durch Behandlung mit starken
Sauren aufgequollen und dann mittels eines Skalpells weggeschoben. Der
ungepackte Teil mit UV-Fenster wurde dann auf die benétigte Lange gekurzt (vgl.
Abbildung 5-1h).

5.4.1.2 Herstellung von Kapillarsaulen mit einer Fritte

Kapillarsaulen mit Konus-Design werden analog der in 5.4.1.1 beschriebenen Slurry-
Packmethode hergestellt.

Zur Anfertigung der Innenkonusse wird eine FS-Kapillare (von doppelter spéater
bendtigter Lange) genau in der Mitte mit Hilfe eines Mikro-Schweil3brenners
geschmolzen und somit zu einem doppelten Innenkonus verschlossen (vgl.
Abbildung 5-4a). So kdnnen durch exaktes Schneiden der Kapillare an dieser Stelle
gleich zwei Kapillarstiicke mit Innenkonus erhalten werden. Die bis zum Verschluss
verjingten Enden und die Enden der spater daran zu koppelnden Kapillaren werden
nun plan und glatt geschliffen. Dazu werden die Enden so in einem SS-Block fixiert,
dass nur ein bis zwei Zehntel daraus hervorstehen. Dies ermdglicht das exakte
Abschleifen der Enden im rechten Winkel zur Kapillarachse. Durch vorsichtiges
Nachschieben des Innenkonusses konnte so mit einiger Ubung die gewiinschte
Konus-Lochweite geformt werden. Auf diese Weise ist es mdglich, reproduzierbar
robuste dickwandige Innenkonusse zu produzieren und ihr Ende und auch das Ende
nicht verjungter Kapillaren plan zu schleifen. Die Qualitat der Oberflache héangt, wie
in Abbildung 3-14 zu sehen, stark von der Bearbeitungsmethode ab. Eine
Oberflachenqualitat wie in Abbildung 3-14c ist notwendig, um spatere Totvolumina
durch verbleibende Spalten und Risse an der Kopplungsstelle zu vermeiden und so

die Dichtigkeit bis zu 550 bar zu gewébhrleisten.
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a)

b)

d)

e)
f)
g)

h)

i)

Herstellung des Innenkonusses
FS-Kapillare mit Microflame Brenner
in der Mitte zuschmelzen. FS-Kapillare

Genau in der Mitte // ﬁy—
durchschneiden /Z o/
Alle Kapillarenden planschleifen,

das zugeschmolzene innenverjungte
Ende solange bis der gewunschte ID erreicht ist (10-50 pm).

Totvolumenfreies Ankuppeln der Segmente
Die geschliffenen Enden werden exakt
aufeinander ausgerichtet und aneinander

gestolRen.

Die duale PTFE/FEP-Verbindung wird —//;

aufgeschrumpft

Slurry-Herstellung

10 -20 mg Packungsmaterial werden 20 min in
70-150 pl Aceton (oder MeOH) ultrageschallt Bual PIFEESE Sohume edhiandh

Innenkonus

Packen der Kapillare B 22 | — 1/

Das Slurry wird in die AP = 500 bﬂi 7/

Kapillare gedrickt. Shurry 7/ ' 7/

Nachverdichten der Packung 30 min U-Schall

mit Druck und Ultraschall. AP = 500 bai

Acetone
Langsamer Druckabfall. (resp.MelOH)

30 min U-Schall m@ﬂmﬁﬁ%ﬁm _/
Spulen der Kapillare mit H,O ii;sﬂb

Frittensintern ( T=500°C) f’;f’ﬂb

UV-Fenster brennen

Konditionieren Einlassfritte

Saule 20 min mit mobiler Phase spilen (p = 150 bar) danach:
elektrokinetische Konditionierung: 45 min bei 10 kV mit 25 min Spannungsrampe
45 min bei 15 kV mit 5 min Spannungsrampe

Lagerung
analog der Kapillarsdulen mit zwei gesinterten Fritten

Innenkonus UV-Fenster
Kapillarsdule mit einer Fritte
7 /
..-_';__..:;'.:.:._; /
7/
| 25cm g 05-2cm 5 10cm 1
| | d 1 |

Abbildung 5-4: Schematische Darstellung der konsekutiven Schritte zur
Herstellung einer Kapillarsaule mit nur einer gesinterten Fritte.
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Eine Kapillarsdule mit nur einer Fritte besteht aus zwei Kapillarstiicken, einem
Gepackten (Trennséule) und einem Offenen (zur UV-Detektion). Das gepackte
Segment besitzt anstelle der Auslassfritte den oben beschriebenen Innenkonus. Die
Herstellungsprozedur ist schematisch in Abbildung 5-4 dargestellt. Zuerst werden
das glatt geschliffene Ende der Detektionskapillare und das ebenso glatte Kapillar-
ende mit dem Innenkonus mit Hilfe eines XYZ-Manipulators ausgerichtet und
aneinander gestolRen. (Abbildung 5-4b). Wahrend der Slurry-Bereitung wird ein 5 mm
langes Stuck PTFE/FEP Dualschrumpfschlauch an der Stol3stelle positioniert und bei
330°C (mittels eines Heilluftfons) aufgeschrumpft. Bei diesen Bedingungen schmilzt
der innere FEP-Schlauch und verbindet sich mit der Oberflache, wahrend sich der
auBere PTFE-Schlauch Uber den aneinander gestoRenen Kapillarenden
zusammenzieht. Nun wird die Kapillare wie in 5.4.1.1 beschrieben gepackt (vgl.
Abbildung 5-4d) und mit einer gesinterten Einlassfritte versehen (vgl. Abbildung
5-4e). Zuletzt wird noch an der gewtinschten Stelle das UV-Fenster angebracht (vgl.
Abbildung 5-4f), bevor die Kapillarsaule (vgl. Abbildung 5-4i) zur direkten
Verwendung konditioniert oder zur spateren Verwendung gelagert werden kann.

5.4.1.3 Herstellung der frittenlosen Kapillarsaulen

Die frittenlosen Kapillarsaulen kénnen entweder aus zwei (gepacktes Segment und
Detektionskapillare (vgl. Abbildung 5-5h) oder drei Kapillarsticken (gepacktes
Segment, Konussegment und Detektionssegment (vgl. Abbildung 5-5i))
zusammengesetzt sein. Diese Kapillarsaulen haben sowohl Einlass- als auch
Auslasskonusse und bendtigen somit keine Fritten oder Filter. Die Herstellungs-
prozedur der aus zwei Kapillarstiicken bestehenden frittenlosen Kapillarsaulen (vgl.
Abbildung 5-5a-g) ist analog zur Herstellungsprozedur der Kapillarsaulen mit nur
einer Fritte (vgl. 5.4.1.2) mit dem Unterschied, dass diese Kapillarsaulen slurry-
gepackt werden bevor die Segmente durch Dualschrumpfschlduche aneinander
gekoppelt werden. Die Saule wird spater umgekehrt zur Packrichtung betrieben, so
dass die wahrend des Packens als Ruckhaltekonus benutzte Verjungung dann als
Einlasskonus fungiert. Auch die anzukoppelnde Detektionskapillare ist mit einem
geeigneten Innenkonus versehen. Mit diesem zweiten Konus wird beim Ankoppeln
des Detektionssegments an das gepackte Segment der Auslasskonus implementiert

und somit die Packung zwischen den beiden Konussen fixiert.
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a)

b)

d)

e)

f)

a)

h)

i)

Herstellung des Innenkonusses FS-Kapillare
(analog Abb. 5-4a) /7'
V{4

Slurry-Herstellung
(analog Abb. 5-4c)

Packen der Kapillare AP =500 ba
Das Slurry wird in die _bsmm,
Kapillare gedrickt.

Innenkonus

: 60 min U-Schall
Nachverdichten der Packung AP = 500 ba 7/
mit Druck und Ultraschall —_—
Langsamer Druckabfall. (resp.MeOHI)
Trocknen Uber Nacht
Totvolumenfreies Ankuppeln der Segmente Dual PTFE/FEP Schrumpfschlauch

Die geschliffenen Enden werden exakt
aufeinander ausgerichtet und aneinander

gestolen. Eﬂigl’ ﬁmm:m
Die duale PTFE/FEP-Verbindung wird —// . mmﬁ
aufgeschrumpft

UV-Fenster brennen

Konditionierung
(analog Abb. 5-4g)

Storage
(analog Abb. 5-4h)

Zweiteilige Frittenlose Kapillarsaule

UV-Fenster
Innenkonus
Innenkonus /
/ _ /7;
: (&4
[ 10 cm 1
| | | |
Dreiteilige Frittenlose Kapillarsdule
UV-Fenster
Innenkonus
Innenkonus
== 7/~

1 0,5-2cm g 10cm g
| | 1

Abbildung 5-5: Schematische Darstellung der konsekutiven Schritte
Herstellung einer Kapillarsdule ohne Fritten.

Zur
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Die Herstellungsprozedur der dreiteiligen frittenlosen Kapillarsdulen ist im Grunde
genommen die Gleiche. Jedoch werden die Funktionen des offenen
Kapillarsegments (Auslass-Ruckhalte-Konus und UV-Detektionsfenster) entkoppelt,
indem es in zwei Segmente aufgeteilt wird. Dieses frittenlose dreiteilige
Kapillarsaulendesign (ebenso wie das Kapillarsaulendesign mit nur einer Fritte)
ermoglicht den einfachen Austausch des UV-Detektionssegments ohne die Qualitat

der Packung zu beeinflussen.

5.4.1.4 Herstellung der Kapillarsaulen zur NMR-Kopplung

Fur die Herstellung von NMR-Kapillarsdulen wurden FS-Kapillaren mit 250 pm ID
und 360 um OD verwendet. Die Packungsprozedur und das Brennen von Eingangs-
und Endfritte verliefen analog zur Herstellung von UV-Kapillaren. Da in diesem Fall
jedoch kein Detektionsfenster notwendig ist, wurde die Uberschiussige Kapillare direkt
vor der Eingangsfritte und nach der Endfritte entfernt.

5.4.2 Vorbereitung der Eluenten

Alle Eluenten wurden vor dem Einsatz frisch sterilfiltriert. Die reinen Eluenten wurden
zuerst mit Helium entgast. Danach wurde im Ultraschallbad so lange
Wasserstrahlvakuum angelegt, bis sich keine Luftblasen mehr bildeten. Nun wurden
die Eluenten vorsichtig gemischt und unter Heliumatmosphare aufbewahrt. Bei
Verwendung eines Gradientenmischers (z.B. fur cHPLC- und Gradienten-(p)CEC)
wurden die entgasten Eluentenflaschen einzeln an die Anlage angeschlossen und

unter Heliumatmosphéare gehalten.
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5.5 Messbedingungen / Experimentelle Parameter

5.5.1 Kapillare Trennmethoden

Abbildung 3-15

Gerat:

Eluent:
Probe:

Injektion:
Trennspannung:
Saulentemperatur:
UV-Detektion:
Stationare Phase:

a) Saule:

b) Saule:

c) Saule:

Abbildung 3-16

Gerat:

Eluent:

P/ACE-System MDQ (Beckmann) im CEC-Modus.

80% ACN / 20% 5 mM Natriumtetraborat(q), pH=9.

50 mM Thioharnstoff, 20 mM Methyl-, 25 mM Ethyl-, 30 mM
Propyl-, 35 mM Butyl- und 40 mM Pentylbenzoat, gelést in
mobiler Phase.

3kV, 3s.

1-30 kV.

30 °C

224 nm.

Grom-Sil ODS-0 AB, dp = 3 pm.

Segmentierte Kapillarsdule mit nur einer Fritte, 365 um OD.
Gepacktes Segment 100um ID, offenes Segment 75 pm ID,
Auslass-Konus 27,5 um ID. Effektive Lange 25 cm, Gesamtlange
37 cm, Detektion 2,0 cm nach der Packung.

Segmentierte Kapillarsdule mit nur einer Fritte, 365 um OD.
Gepacktes Segment 100um ID, offenes Segment 50 um ID,
Auslass-Konus 27,5 um ID. Effektive Lange 25 cm, Gesamtlange
37 cm, Detektion 2,0 cm nach der Packung.

Segmentierte Kapillarsdule mit nur einer Fritte, 365 um OD.
Gepacktes Segment 150um ID, offenes Segment 75 pm ID,
Auslass-Konus 22 pum ID. Effektive Lange 25 c¢m,
Elektrodenabstand / Gesamtlange 37 cm, Detektion 2,0 cm nach

der Packung.

P/ACE-System MDQ (Beckmann).
80% ACN / 20% 5 mM Natriumtetraborat(q), pH=9.
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Probe:

Injektion:
Trennspannung:
Saulentemperatur:
UV-Detektion:
Stationare Phase:

a) Saule:

b) Saule:

c) Saule:

Abbildung 3-18
Gerat:

Eluent:
Probe:

Injektion:
Trennspannung:
Saulentemperatur:
UV-Detektion:
Stationare Phase:

Saule:

50 mM Thioharnstoff, 20 mM Methyl-, 25 mM Ethyl-, 30 mM
Propyl-, 35 mM Butyl- und 40 mM Pentylbenzoat, geldst in
mobiler Phase.

3kV, 3s.

1-30 kV.

30 °C

224 nm.

Grom-Sil ODS-0 AB, dp = 3 pm.

Segmentierte Kapillarsdule mit nur einer Fritte, 365 um OD.
Gepacktes Segment 100um ID, offenes Segment 50 um ID,
Auslass-Konus 20 pum ID. Effektive Lange 25 cm, Gesamtlange
35,5 cm, Detektion 0,5 cm nach der Packung.

Segmentierte Kapillarsaule mit nur einer Fritte und Bubble-Zelle,
365 um OD. Gepacktes Segment 100um ID, offenes Segment 30
pum ID, kein Auslass-Konus. Effektive Lange 25 cm,
Gesamtlange 37,5 cm, Detektion 2,5 cm nach der Packung.
Segmentierte Kapillarsaule ohne Fritte. Gepacktes Segment
100um ID, offenes Segment 50 um ID, Auslass-Konus 26 um ID.
Effektive Lange 25 cm, Elektrodenabstand / Gesamtlange 37 cm,
Detektion 2,0 cm nach der Packung.

P/ACE-System MDQ (Beckmann).

80% ACN / 20% 5 mM Natriumtetraborat(g), pH=9.

50 mM Thioharnstoff, 20 mM Methyl-, 25 mM Ethyl-, 30 mM
Propyl-, 35 mM Butyl- und 40 mM Pentylbenzoat geldst in
mobiler Phase.

3kV, 3s.

22,5 kV.

30°C

224 nm.

Grom-Sil ODS-0 AB, dp = 3 pm.

Segmentierte Kapillarsdule ohne Fritte, 365 um OD. Gepacktes

Segment 100um ID, offenes Segment 50 um ID, Auslass-Konus
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26 um ID. Effektive Lange 25 cm, Elektrodenabstand /

Gesamtlange 37 cm, Detektion 2,0 cm nach der Packung.

Abbildung 3-19 und Abbildung 3-20

Gerat:

Eluent:
Probe:

Injektion:
Trennspannung:
Trenndruck:
Saulentemperatur:
UV-Detektion:
Stationare Phase:

Saule:

Abbildung 3-22

Gerat:

Eluent:
Gradient:
Probe:

Injektion:
Flussrate:
Trenndruck:
Saulentemperatur:
UV-Detektion:
Stationare Phase:

Saule:

Modulare druckunterstitzbare Gradienten-cHPLC/(p)-CEC -
Anlage mit presplitt Injektion.

80% ACN / 20% 5 mM BisTrisgg), pH=7,5.

50 mM Thioharnstoff, 20 mM Methyl-, 25 mM Ethyl-, 30 mM
Propyl-, 35 mM Butyl- und 40 mM Pentylbenzoat geldst in
mobiler Phase.

20kV, 3s.

cHPLC: 0kV / CEC: 2,5-30 kV / pCEC: 2,5-30 kV.

cHPLC: 20-180 bar / CEC: 0 bar / pCEC: 30, 60, 80, 100 bar.
Raumtemperatur.

214 nm.

Grom-Sil ODS-0 AB, dp = 3 pm.

Einteilige Kapillarsaule mit zwei Fritten. 365 um OD, 100um ID,
effektive Lange 25 cm, Elektrodenabstand / Gesamtlange 35 cm,

Detektion 0,1 cm nach der Packung.

Gradienten-HPLC-Anlage.

A: ACN mit / B:0,1% (v/vV) TFA (aq), pH=2.

0/0 — 3/0 — 15/40 — 25/45 — 35/100 [min / %B].
Vorfiltrierter ethanolischer Alkaloid-Extrakt (extractum secalis
cornuti) des Mutterkorn Schimmelpilzes (ergot fungus).
500 pl.

1,0 ml/min.

80-100 bar.

Raumtemperatur.

220 nm.

Nucleosil 100, C18, dp =5 pm.

Analytische HPLC-Saule, 250x4,6 mm (Grom)
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Abbildung 3-23
Gerat:

Eluent:
Gradient:
Probe:

Injektion:
Flussrate:
Trenndruck:
Saulentemperatur:
UV-Detektion:
Stationare Phase:

Saule:

Abbildung 3-24

Gerat:

Eluent:
Probe:

Injektion:
Trennspannung:
Saulentemperatur:
UV-Detektion:
CE-Kapillare:

Modulare druckunterstitzbare splittlose Gradienten-cHPLC/(p)-
CEC-Anlage im cHPLC-Modus.

A: ACN mit / B:0,1% (v/v) TFA g, pH=2.

0/1 — 5/30 — 20/30 — 50/40 — 60/80 — 61/99 [min / %B]
Vorfiltrierter ethanolischer Alkaloid-Extrakt (extractum secalis
cornuti) des Mutterkorn Schimmelpilzes (ergot fungus).

150 nl.

2 ul/min.

120-200 bar.

Raumtemperatur.

200 nm.

Grom-Sil ODS-0 AB, dp = 3 pm.

Segmentierte Kapillarsaule mit nur einer Fritte (analog Abbildung
3-13c), 365 um OD. Gepacktes Segment 250um ID, offenes
Segment 50 um ID, Einlass-Konus 35 pm ID. Effektive Lange 25

cm, Gesamtlange 40 cm, Detektion 10 cm nach der Packung.

P/ACE-System MDQ (Beckmann) im CE-Modus.

20 mM Zitronensaureag), 15 mM NaClag), pH=2.

Vorfiltrierter ethanolischer Alkaloid-Extrakt (extractum secalis
cornuti) des Mutterkorn Schimmelpilzes (ergot fungus).

20kV, 10s.

20 kV.

30 °C

200 nm.

Offene FS-Kapillare (Vorbehandlung: mit 1M HCI, 1M NaOH,
H>O und Eluent jeweils 10 min gespult) 365 um OD, 50um ID,
effektive Lange 62,5 cm, Elektrodenabstand / Gesamtlange 70

cm.
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Abbildung 3-25
Gerat:

Eluent:;
Gradient:
Probe:

Injektion:
Trennspannung:
Strom:

Flussrate:
Trenndruck:
Saulentemperatur:
UV-Detektion:
Stationare Phase:
Saule:

Modulare druckunterstttzbare splittiose Gradienten-cHPLC/(p)-
CEC-Anlage in pCEC-Modus.

A: ACN mit / B: 0,1% (v/V) TFA (ag), pH=2.

0/1 -10/1 - 30/35 — 35/35 — 55/99 [min / %B].

Vorfiltrierter ethanolischer Alkaloid-Extrakt (extractum secalis
cornuti) des Mutterkorn Schimmelpilzes (ergot fungus).

150 nl.

0/-10 — 9/-10 — 9,01/+5 — 78/+5 [min / £kV].

bei +10 kV: 30 bis 180 pA, bei -5 kV: -35 bis 7 pA.

2 pl/min.

60-100 bar

Raumtemperatur.

220 nm.

Grom-Sil ODS-0 AB, dp = 3 pm.

Segmentierte Kapillarsdule mit nur einer Fritte (analog Abbildung
3-13b), 365 um OD. Gepacktes Segment 250um ID, offenes
Segment 50 um ID, Auslass-Konus 34 um ID. Effektive Lange 25
cm, Elektrodenabstand / Gesamtlange 40 cm, Detektion 10 cm

nach der Packung.

5.5.2 NMR-Kopplung

Abbildung 4-7
Gerat:

Eluent:

Probe:

Injektion:
Trennspannung:
Trenndruck:
Saulentemperatur:
UV-Detektion:
Stationare Phase:

Modulare druckunterstitzbare Gradienten-cHPLC/(p)-CEC -
Anlage mit presplitt Injektion.

80% ACN / 20% 5 mM BisTriS@q), pPH=7,5.

50 mM Thioharnstoff in Eluent geldst.

10pl (gesplittet).

CcHPLC: 0 kV / CEC: 20 kv / pCEC: 1,8 bzw. 20 kV.

cHPLC: 12 bzw. 40 bar / CEC: 0 bar / pCEC: 12 bzw. 40 bar.
Raumtemperatur.

224 nm.

Grom-Sil ODS-0 AB, dp =5 pm.
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Saule und

Transferkapillare:

Abbildung 4-8

Gerat:

Eluent:

Probe:

Injektion:
Trennspannung:
Flussrate:
Trenndruck:
UV-Detektion:
Saulentemperatur:
Stationare Phase:
Saule und

Transferkapillare:

Abbildung 4-10a

Einteilige Kapillarsdule mit zwei Fritten (analog Abbildung 3-13a)
365 pm OD, 250um ID. Offene Transferkapillare 75 pm ID mit
SS-Verbinder an  Kapillarsdule  gekoppelt (dient als
Durchflusselektrode). Effektive Lange 20 cm, UV-Detektion 100
cm nach der Packung, Elektrodenabstand 20 cm bzw. 220 cm,
Gesamtlange 220 cm.

Modulare druckunterstiitzbare splittlose Gradienten-cHPLC/(p)-
CEC-Anlage im cHPLC-Modus.

80% ACN-d; / 20% 5 mM Natriumtetraborat in D,O, pH=9.
50 mM Thioharnstoff in Eluent geldst.

0,1 ul ungesplittet.

20 kV.

1,0 pl/min.

0 bar.

224 nm.

Raumtemperatur.

Grom-Sil ODS-0 AB, dp =5 pm.

Segmentierte Kapillarsaule mit nur einer Fritte (analog Abbildung
3-13c), 365 um OD. Gepacktes Segment 250um ID, offenes
Segment 50 um ID (& 3 cm lange 60 um ID SS-Kapillare als
Durchflusselektrode), Einlass-Konus 35 um ID. Effektive Lange
20 cm, UV-Detektion 100 cm nach der Packung,
Elektrodenabstand 20 cm, Gesamtlange 220 cm.

Chromatographische Bedingungen:

Gerat:

Eluent:

Modulare druckunterstitzbare splittiose Gradienten-cHPLC/(p)-
CEC-Anlage im cHPLC-Modus.
80% ACN-d; / 20% 5 mM Natriumtetraborat in D,O, pH=9.
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Probe:

Injektion:
Trennspannung:
Strom:

Flussrate:
Trenndruck:
Saulentemperatur:
Stationdre Phase:
Saule und
Transferkapillare:

NMR-Parameter:

50 mM Methyl-, 62,5 mM Ethyl-, 75 mM Propyl-, 87,5 mM Butyl-
und 100 mM Pentylbenzoat geldst in mobiler Phase.
10 s (ungesplittet) + 0,25 pl ¢ 12,5-25 nmol Benzoat.

0 kv.

0 pA.

1,5 yl/min.

70 bar.

Raumtemperatur.

Grom-Sil ODS-0 AB, dp =5 pm.

Segmentierte Kapillarsdule mit nur einer Fritte (analog Abbildung
3-13b), 365 um OD. Gepacktes Segment 250um ID, offenes
Segment 50 ym ID (& 3 cm lange 60 um ID SS-Kapillare),
Auslass-Konus 35 um ID. Effektive Lange 20 cm, NMR-Detektion
100 cm nach der Packung, 750 nl Detektorzelle (ID 320 pm
analog Abbildung 4-4d), Gesamtlange 220 cm.

NMR Experiment mit neuem Setup: 300 T; —Inkremente mit je 24 Transienten mit 8K

komplexen Datenpunkten und einer Spektrenbreite von 9615,38 Hz (d.h.: Gesamt-

Relaxations-Delay:

1,23 s; Pseudo-Aquisitionszeit: 32 s/Spektrum; Pulswinkel: 60°).

Die Daten wurden als 2D-Matrix verarbeitet und die Fourier-Transformation wurde

nur in T,-Richtung durchgefihrt.

Abbildung 4-10b

Chromatographische Bedingungen:

Gerat:

Eluent:
Probe:

Injektion:

Trennspannung:
Strom:

Flussrate:

Modulare druckunterstiutzbare Gradienten-cHPLC/(p)-CEC -
Anlage mit presplitt Injektion im cHPLC-Modus.

80% ACN-d; / 20% 20 mM Natriumtetraborat in D,O, pH=9.
100 mM Methyl-, 125 mM Ethyl-, 150 mM Propyl-, 175 mM Butyl-
und 200 mM Pentylbenzoat geldst in mobiler Phase.

gesplittet = 1 pl - 100-200 nmol Benzoat.

0 kVv.

0 pA.

unbestimmt
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Trenndruck:
Saulentemperatur:
Stationare Phase:
Saule und

Transferkapillare:

NMR-Parameter:

8 bar.
Raumtemperatur.
Grom-Sil ODS-0 AB, dp =5 pm.

Einteilige Kapillarsaule mit zwei Fritten (analog Abbildung 3-13a)
365 pm OD, 250um ID. Offene Transferkapillare 60 pm ID an
Kapillarsdule gekoppelt. Effektive Lange 20 cm, NMR-Detektion
100 cm nach der Packung, 240 nl Detektorzelle (ID 190 pm
analog Abbildung 4-4b), Gesamtlange 220 cm.

NMR Experiment mit altem Setup: 128 FIDs mit je 64 Transienten mit 8K komplexen

Datenpunkten und einer Spektrenbreite von 6024 Hz (d.h.: Relaxations-Delay 0,8 s;

Pseudo-Aquisitionszeit 1 min 34 s/Spektrum; Pulswinkel: 60°). Die Daten wurden als

2D-Matrix verarbeitet und die Fourier-Transformation wurde nur in F,-Richtung

durchgefuhrt.

Abbildung 4-11a

Chromatographische Bedingungen:

Gerat:

Eluent:
Probe:

Injektion:
Trennspannung:
Flussrate:
Trenndruck:
Saulentemperatur:
Stationare Phase:
Saule und

Transferkapillare:

Modulare druckunterstitzbare splittlose Gradienten-cHPLC/(p)-
CEC-Anlage im pCEC-Modus.

80% ACN-d; / 20% 5 mM Natriumtetraborat in D,O, pH=9.

50 mM Methyl-, 62,5 mM Ethyl-, 75 mM Propyl-, 87,5 mM Butyl-
und 100 mM Pentylbenzoat gelost in mobiler Phase.

10 s (ungesplittet) 0,17 pl ¢ 8,3-16,6 nmol je Benzoat.

10 kV.

1,0 pl/min.

230 psi (16 bar).

Raumtemperatur.

Grom-Sil ODS-0 AB, dp =5 pm.

Segmentierte Kapillarsaule mit nur einer Fritte (analog Abbildung
3-13b), 365 pum OD. Gepacktes Segment 250um ID, offenes
Segment 50 um ID (& 3 cm lange 60 um ID SS-Kapillare als

Durchflusselektrode), Auslass-Konus 35 um ID. Effektive Lange



5 Experimenteller Teil 151

20 cm, NMR-Detektion 100 cm nach der Packung, 750 nl
Detektorzelle (ID 320 um analog Abbildung 4-4d),
Elektrodenabstand 20 cm, Gesamtlange 220 cm.
NMR-Parameter:
NMR Experiment mit neuem Setup: 256 T; —Inkremente mit je 24 Transienten mit 8K
komplexen Datenpunkten und einer Spektrenbreite von 9615,38 Hz (d.h.: Gesamt-
Relaxations-Delay: 1,23 s; Pseudo-Aquisitionszeit: 32 s/Spektrum; Pulswinkel: 60°).
Die Daten wurden als 2D-Matrix verarbeitet und die Fourier-Transformation wurde

nur in To-Richtung durchgefihrt.

Abbildung 4-11b
Chromatographische Bedingungen:

Gerat: Modulare druckunterstitzbare Gradienten-cHPLC/(p)-CEC -
Anlage mit presplitt Injektion im pCEC-Modus.

Eluent: 80% ACN-d; / 20% 20 mM Natriumtetraborat in D,O, pH=9.

Probe: 100 mM Methyl-, 125 mM Ethyl-, 150 mM Propyl-, 175 mM Butyl-

und 200 mM Pentylbenzoat geldst in mobiler Phase.

Injektion: gesplittet = 1 pl - 100-200 nmol Benzoat.
Trennspannung: 20 kV.

Flussrate: unbestimmt

Trenndruck: 8 bar.

Saulentemperatur: Raumtemperatur.

Stationare Phase: Grom-Sil ODS-0 AB, dp =5 pm.

Saule und

Transferkapillare: Einteilige Kapillarsaule mit zwei Fritten (analog Abbildung 3-13a)
365 um OD, 250um ID. Offene Transferkapillare 60 pum ID an
Kapillarsdule gekoppelt. Effektive Lange 20 cm, NMR-Detektion
100 cm nach der Packung, 240 nl Detektorzelle (ID 190 pm
analog  Abbildung 4-4Db), Elektrodenabstand 220cm,
Gesamtlange 220 cm.

NMR-Parameter:

NMR Experiment mit altem Setup: 64 FIDs mit je 64 Transienten mit 8K komplexen

Datenpunkten und einer Spektrenbreite von 6024 Hz (d.h.: Relaxations-Delay: 0,8 s;

Pseudo-Aquisitionszeit: 1 min 34 s/Spektrum; Pulswinkel: 60°). Die Daten wurden als
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2D-Matrix verarbeitet und die Fourier-Transformation wurde nur in F,-Richtung

durchgefuhrt.

Abbildung 4-12

Chromatographische Bedingungen:

Gerét: Modulare druckunterstitzbare splittlose Gradienten-cHPLC/(p)-
CEC-Anlage im CEC-Modus.

Eluent: 80% ACN-d; / 20% 5 mM Natriumtetraborat in D,O, pH=9.

Probe: 50 mM Methyl-, 62,5 mM Ethyl-, 75 mM Propyl-, 87,5 mM Butyl-
und 100 mM Pentylbenzoat geldst in mobiler Phase.

Injektion: 6,5 s (ungesplittet) 0,17 ul ¢ 8,3-16,6 nmol je Benzoat.

Trennspannung: 30 kV.

Flussrate: 1,5 pl/min.

Trenndruck: 0 bar.

Saulentemperatur: Raumtemperatur.

Stationare Phase: Grom-Sil ODS-0 AB, dp =5 pum.

Saule und

Transferkapillare: Segmentierte Kapillarsdule mit nur einer Fritte (analog Abbildung
3-13b), 365 um OD. Gepacktes Segment 250um ID, offenes
Segment 50 um ID (& 3 cm lange 60 um ID SS-Kapillare als
Durchflusselektrode), Auslass-Konus 35 um ID. Effektive Lange
20 cm, NMR-Detektion 100 cm nach der Packung, 750 nl
Detektorzelle (ID 320 um analog Abbildung 4-4d),
Elektrodenabstand 20 cm, Gesamtlange 220 cm.

NMR-Parameter:

NMR Experiment mit neuem Setup: 300 T; —Inkremente mit je 12 Transienten mit 8K

komplexen Datenpunkten und einer Spektrenbreite von 9615,38 Hz (d.h.: Gesamt-

Relaxations-Delay: 1,26 s; Pseudo-Aquisitionszeit: 16,2 s/Spektrum; Pulswinkel:

60°). Die Daten wurden als 2D-Matrix verarbeitet und die Fourier-Transformation

wurde nur in T,-Richtung durchgefhrt.

Abbildung 4-14
Gerat: Modulare druckunterstiutzbare Gradienten-cHPLC/(p)-CEC -

Anlage mit postsplitt Injektion in reinen CEC-Modus.
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Eluent:
Probe:

Injektion:
Trennspannung:
Trenndruck:
Saulentemperatur:
UV-Detektion:
Stationare Phase:
Saule und

Transferkapillare:

Abbildung 4-15a

95% ACN / 5% 20 mM BisTriS(aq), pPH=7,5.

Methylester der Palmitolein-, Ol-, Eicosen- und Erucasaure in
mobiler Phase gelost.

10kV, 10 s (gesplittet).

20 kV.

0 bar.

Raumtemperatur.

210 nm.

Grom-Sil ODS-0 AB, dp = 3 pm.

Einteilige Kapillarsaule mit zwei Fritten (analog Abbildung 3-13a)
365 um OD, 100um ID. Effektive L&dnge 25 cm, UV-Detektion 0,1

cm nach der Packung, Elektrodenabstand/Gesamtléange 35 cm.

Chromatographische Bedingungen:

Gerat:

Eluent:
Probe:

Injektion:
Trennspannung:
Flussrate:
Trenndruck:
Saulentemperatur:
Stationare Phase:
Saule und

Transferkapillare:

Modulare druckunterstitzbare Gradienten-cHPLC/(p)-CEC -
Anlage mit presplitt Injektion im cHPLC-Modus.

95% ACN-d; / 5% 10 mM NH4OAc in D;O, pH=6,7.

50%-ige LOsung (v/v) der Methylester der Palmitolein-, Ol-,
Eicosen- und Erucaséaure in mobiler Phase.

10s, 100bar, gesplittet = 0,83 ul - 84 pg je Fettsaureester.

0 kV.

= 2ul/min.

45 bar.

Raumtemperatur.

Grom-Sil ODS-0 AB, dp =5 pm.

Einteilige Kapillarsdule mit zwei Fritten (analog Abbildung 3-13a)
365 um OD, 250um ID. Offene Transferkapillare 75 pum ID mit
SS-Verbinder an Kapillarsdule gekoppelt. Effektive Lange 20 cm,
NMR-Detektion 100 cm nach der Packung, 400 nl Detektorzelle
(ID 250 um analog Abbildung 4-4c), Gesamtlange 220 cm.
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NMR-Parameter:

NMR Experiment mit neuem Setup: 160 FIDs mit je 32 Transienten mit 8K
komplexen Datenpunkten und einer Spektrenbreite von 9260 Hz (d.h.: Relaxations-
Delay: 1,0 s; Aquisitionszeit: 0,442 s; Pseudo-Aquisitionszeit: 48 s/Spektrum;
Pulswinkel: 30°). Die Daten wurden als 2D-Matrix verarbeitet und die Fourier-

Transformation wurde nur in F,-Richtung durchgefuhrt.

Abbildung 4-15b

Chromatographische Bedingungen:

Gerat: Modulare druckunterstitzbare splittlose Gradienten-cHPLC/(p)-
CEC-Anlage im cHPLC-Modus.

Eluent: 95% ACN-d; / 20% D,O, pH=6,6.

Probe: 10%-ige Losung (v/v) der Methylester der Palmitolein-, Ol-,

Eicosen- und Erucaséaure in mobiler Phase.

Injektion: 15 s (ungesplittet) 0,5 pl - 10 ug je Fettséureester.

Trennspannung: 0 kV.

Flussrate: 2,0 pl/min.

Trenndruck: 540 psi / 40 bar.

Saulentemperatur: Raumtemperatur.

Stationare Phase: Grom-Sil ODS-0 AB, dp =5 pm.

Saule und

Transferkapillare: Segmentierte Kapillarsdule mit nur einer Fritte (analog Abbildung
3-13c), 365 um OD. Gepacktes Segment 250um ID, offenes
Segment 50 ym ID (& 3 cm lange 60 um ID SS-Kapillare),
Einlass-Konus 33 um ID. Effektive Lange 20 cm, NMR-Detektion
100 cm nach der Packung, 750 nl Detektorzelle (ID 320 pm
analog Abbildung 4-4d), Gesamtlange 220 cm.

NMR-Parameter:

NMR Experiment mit neuem Setup: 300 T; —Inkremente mit je 32 Transienten mit 8K

komplexen Datenpunkten und einer Spektrenbreite von 9259,26 Hz (d.h.: Gesamt-

Relaxations-Delay: 1,44 s; Pseudo-Aquisitionszeit: 48 s/Spektrum; Pulswinkel: 30°).

Die Daten wurden als 2D-Matrix verarbeitet und die Fourier-Transformation wurde

nur in To-Richtung durchgefihrt.
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Abbildung 4-16
Chromatographische Bedingungen:

Gerat: Modulare druckunterstiitzbare splittlose Gradienten-cHPLC/(p)-
CEC-Anlage im reinen CEC-Modus.

Eluent: 95% ACN-d; / 20% D,0O, pH=6,6.

Probe: 10%-ige Losung (v/v) der Methylester der Palmitolein-, Ol-,

Eicosen- und Erucasaure in mobiler Phase.

Injektion: 15 s (ungesplittet) 0,5 pl - 10 ug je Fettsaureester.

Trennspannung: 17 kV.

Strom: 1,5 pA.
Flussrate: 2,0 pl/min.
Systemdruck: 30 psi/ 2,1 bar.

Saulentemperatur: Raumtemperatur.

Stationare Phase: Grom-Sil ODS-0 AB, dp =5 um.

Saule und

Transferkapillare: Segmentierte Kapillarsdule mit nur einer Fritte (analog Abbildung
3-13c), 365 um OD. Gepacktes Segment 250um ID, offenes
Segment 50 ym ID (& 3 cm lange 60 um ID SS-Kapillare als
Durchflusselektrode), Einlass-Konus 33 um ID. Effektive Lange
20 cm, NMR-Detektion 100 cm nach der Packung, 750 nl
Detektorzelle (ID 320 pupm analog Abbildung 4-4d),
Elektrodenabstand 20cm, Gesamtlange 220 cm.

NMR-Parameter:

NMR Experiment mit neuem Setup: 300 T; —Inkremente mit je 32 Transienten mit 8K

komplexen Datenpunkten und einer Spektrenbreite von 9259,26 Hz (d.h.: Gesamt-

Relaxations-Delay: 1,44 s; Pseudo-Aquisitionszeit: 48 s/Spektrum; Pulswinkel: 30°).

Die Daten wurden als 2D-Matrix verarbeitet und die Fourier-Transformation wurde

nur in T2-Richtung durchgefuhrt.

Abbildung 4-17a
Chromatographische Bedingungen:
Gerat: Modulare  druckunterstutzbare  Gradienten-cHPLC/(p)-CEC-

Anlage mit presplitt Injektion im pCEC-Modus.
Eluent: 95% ACN-d; / 5% 10 mM NH4OAc in DO, pH=6,7.



156 5 Experimenteller Teil

Probe: 50%-ige Losung (v/v) der Methylester der Palmitolein-, Ol-,
Eicosen- und Erucaséaure in mobiler Phase.

Injektion: 10s, 100bar, gesplittet = 0,83 ul ; 84 ug je Fettsaureester.

Trennspannung: 20 kV.

Strom: 1,5 pA.

Flussrate: = 4ul/min.

Trenndruck: 45 bar.

Saulentemperatur: Raumtemperatur.

Stationare Phase:
Saule und
Transferkapillare:

NMR-Parameter:

Grom-Sil ODS-2 AB, dp =5 pm.

Einteilige Kapillarsdule mit zwei Fritten (analog Abbildung 3-13a)
365 pm OD, 250um ID. Offene Transferkapillare 75 pm ID mit
SS-Verbinder an  Kapillarsdule  gekoppelt (dient als
Durchflusselektrode). Effektive Lange 20 cm, NMR-Detektion
100 cm nach der Packung, 400 nl Detektorzelle (ID 250 pm
analog Abbildung 4-4c), Elektrodenabstand 20cm, Gesamtlange
220 cm.

NMR Experiment mit neuem Setup: 160 FIDs mit je 32 Transienten mit 8K

komplexen Datenpunkten und einer Spektrenbreite von 9260 Hz (d.h.: Relaxations-

Delay: 1,0 s; Aquisitionszeit: 0,442 s; Pseudo-Aquisitionszeit: 48 s/Spektrum;

Pulswinkel: 30°). Die Daten wurden als 2D-Matrix verarbeitet und die Fourier-

Transformation wurde nur in F,-Richtung durchgefuhrt.

Abbildung 4-17b

Chromatographische Bedingungen:

Gerat:

Eluent:
Probe:

Injektion:

Trennspannung:

Strom:

Modulare druckunterstitzbare splittlose Gradienten-cHPLC/(p)-
CEC-Anlage im pCEC-Modus.

95% ACN-d; / 20% D,O, pH=6,6.

10%-ige Losung (v/v) der Methylester der Palmitolein-, Ol-,
Eicosen- und Erucaséaure in mobiler Phase.

7,5 s (ungesplittet) - 0,5 pl ¢ 10 ug je Fettsaureester.

17 kV.
1,5 pA.
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Flussrate:
Trenndruck:
Saulentemperatur:
Stationare Phase:
Saule und

Transferkapillare:

NMR-Parameter:

4,0 pl/min.

550 psi/ 41 bar.
Raumtemperatur.

Grom-Sil ODS-0 AB, dp =5 pm.

Segmentierte Kapillarsdule mit nur einer Fritte (analog Abbildung
3-13c), 365 um OD. Gepacktes Segment 250um ID, offenes
Segment 50 pm ID (& 3 cm lange 60 um ID SS-Kapillare als
Durchflusselektrode), Einlass-Konus 33 um ID. Effektive Lange
20 cm, NMR-Detektion 100 cm nach der Packung, 750 nl
Detektorzelle (ID 320 pupm analog Abbildung 4-4d),
Elektrodenabstand 20cm, Gesamtlange 220 cm.

NMR Experiment mit neuem Setup: 300 T; —Inkremente mit je 32 Transienten mit 8K

komplexen Datenpunkten und einer Spektrenbreite von 9259,26 Hz (d.h.: Gesamt-

Relaxations-Delay:

1,44 s; Pseudo-Aquisitionszeit: 48 s/Spektrum; Pulswinkel: 30°).

Die Daten wurden als 2D-Matrix verarbeitet und die Fourier-Transformation wurde

nur in T,-Richtung durchgefihrt.

Abbildung 4-18

Chromatographische Bedingungen:

Gerat:

Eluent:
Probe:

Injektion:
Trennspannung:
Strom:

Flussrate:
Trenndruck:
Saulentemperatur:

Stationare Phase:

Modulare druckunterstiitzbare splittlose Gradienten-cHPLC/(p)-
CEC-Anlage im pCEC-Modus.

95% ACN-d; / 20% D,O, pH=6,6.

10%-ige Losung (v/v) der Methylester der Palmitolein-, Ol-,
Eicosen- und Erucasaure in mobiler Phase.

5 s (ungesplittet) - 0,5 ul ¢ 10 pg je Fettsaureester.

25,5 kV.

3,0 pA.

6,0 ul/min.

840 psi/ 62 bar.
Raumtemperatur.

Grom-Sil ODS-0 AB, dp =5 pm.
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Saule und

Transferkapillare: Segmentierte Kapillarsdule mit nur einer Fritte (analog Abbildung
3-13c), 365 um OD. Gepacktes Segment 250um ID, offenes
Segment 50 um ID (& 3 cm lange 60 um ID SS-Kapillare als
Durchflusselektrode), Einlass-Konus 33 um ID. Effektive Lange
20 cm, NMR-Detektion 100 cm nach der Packung, 750 nl
Detektorzelle (ID 320 um analog Abbildung 4-4d),
Elektrodenabstand 20cm, Gesamtlange 220 cm.

NMR-Parameter:

NMR Experiment mit neuem Setup: 300 T; —Inkremente mit je 32 Transienten mit 8K

komplexen Datenpunkten und einer Spektrenbreite von 9259,26 Hz (d.h.: Gesamt-

Relaxations-Delay: 1,44 s; Pseudo-Aquisitionszeit: 48 s/Spektrum; Pulswinkel: 30°).

Die Daten wurden als 2D-Matrix verarbeitet und die Fourier-Transformation wurde

nur in T,-Richtung durchgefihrt.

Abbildung 4-19
Stopped-flow COSY: Fi-Dimension: 240 T;-Inkremente mit je 32 Transienten und

einem spektralen Bereich von 4807 Hz. F,-Dimension: 2K komplexe Datenpunkte in
einem spektralen Bereich von 4807 Hz. Vor der Fourier Transformation wurde in
beiden Dimensionen eine Apodisierung mit einer verschobenen Sinus-Filterfunktion
(SSB=0) durchgefuhrt und ein Zerofilling auf 512 Datenpunkte in der Fi-Dimension

angewendet. Die Gesamtaquisitionsdauer war 4 h.

Abbildung 4-20
Stopped-flow TOCSY: F;-Dimension: 256 Ti-Inkremente mit je 144 Transienten;

Spektraler Bereich: 4716 Hz. F,-Dimension: 4K komplexe Datenpunkte; Spektraler
Bereich: 4716 Hz. Vor der Fourier Transformation wurde in F; ein Zerofilling auf 2 K
Datenpunkte mit einem Linebroadening um 3 Hz in beiden Dimensionen

durchgefuhrt.

Abbildung 4-21
Stopped-flow 'H: 128 Transienten mit 32K komplexen Datenpunkten und einer

Spektrenbreite von 9259,26 Hz (d.h.: Gesamt-Relaxations-Delay: 1,44 s; Pseudo-

Aquisitionszeit: 48 s/Spektrum; Pulswinkel: 30°). Die Fourier-Transformation wurde
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mit einem Linebroadening um 1 Hz durchgefuhrt. Die Gesamtaquisitionsdauer war

102 min pro Fettsauremethylester.

Abbildung 4-22 bis Abbildung 4-26

Chromatographische Bedingungen:

Gerat:

Eluent:
Probe:

Injektion:
Flussrate:
Trenndruck:
UV-Detektion:
Saulentemperatur:
Stationare Phase:
Saule und

Transferkapillare:

Abbildung 4-27

Modulare druckunterstitzbare splittiose Gradienten-cHPLC/(p)-
CEC-Anlage im cHPLC-Modus.

80% ACN-d; / 20% 5 mM Natriumtetraborat in DO, pH=9.

50 mM Thioharnstoff, 20 mM Methyl-, 25 mM Ethyl-, 30 mM
Propyl-, 35 mM Butyl- und 40 mM Pentylbenzoat geldst in
mobiler Phase.

10 s (ungesplittet) + 0,25 pl ¢+ 5-10 nmol je Benzoat.

1,5 pl/min.

35 bar.

224 nm.

Raumtemperatur.

Grom-Sil ODS-0 AB, dp =5 pm.

Segmentierte Kapillarsdule mit nur einer Fritte (analog Abbildung
3-13c), 365 um OD. Gepacktes Segment 250um ID, offenes
Segment 50 ym ID (& 3 cm lange 60 um ID SS-Kapillare),
Einlass-Konus 36 um ID. Effektive Lange 20 cm, UV-Detektion

100 cm nach der Packung, Gesamtlange 220 cm.

Chromatographische Bedingungen:

Gerat:

Eluent:
Probe:

Injektion:

Flussrate:

Trenndruck:

Modulare druckunterstttzbare splittiose Gradienten-cHPLC/(p)-
CEC-Anlage im cHPLC-Modus.

70% ACN-d; / 20% D,O, pH=6,6.

D-(+)-Xylose, D-(+)-Maltose und D-(+)-Raffinose jeweils 375 mM
geldst in mobiler Phase.

24 s (ungesplittet) - 400 nl 150 nmol je Zucker.

1,0 pl/min.

50 bar.
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Saulentemperatur:
Stationare Phase:
Saule und

Transferkapillare:

NMR-Parameter:

Raumtemperatur.
Grom-Sil N1, dp =5 pm.

Segmentierte Kapillarsdule mit nur einer Fritte (analog Abbildung
3-13b), 365 um OD. Gepacktes Segment 250um ID, offenes
Segment 50 um ID (& 3 cm lange 60 uym ID SS-Kapillare),
Auslass-Konus 30 um ID. Effektive LAnge 25 cm, NMR-Detektion
100 cm nach der Packung, 750 nl Detektorzelle (ID 320 pm
analog Abbildung 4-4d), Gesamtlange 220 cm.

NMR Experiment mit neuem Setup: 64 T1 —Inkremente mit je 64 Transienten mit 8K

komplexen Datenpunkten und einer Spektrenbreite von 8474,58 Hz (d.h.: Gesamt-

Relaxations-Delay: 2,4 s; Pseudo-Aquisitionszeit: 162 s/Spektrum; Pulswinkel: 30°).

Die Daten wurden als 2D-Matrix verarbeitet und die Fourier-Transformation wurde

nur in To-Richtung durchgefihrt.

Abbildung 4-28

Chromatographische Bedingungen:

Gerat:

Eluent:
Probe:

Injektion:
Flussrate:
Trenndruck:
Saulentemperatur:
Stationare Phase:
Saule und

Transferkapillare:

Modulare druckunterstutzbare splittlose Gradienten-cHPLC/(p)-
CEC-Anlage im cHPLC-Modus.

70% ACN-d; / 20% D,O, pH=6,6.

D-(+)-Xylose, D-(+)-Maltose und D-(+)-Raffinose jeweils 375 mM
geldst in mobiler Phase.

12 s (ungesplittet) - 400 nl - 150 nmol je Zucker.

2,0 pl/min.

100 bar.

Raumtemperatur.

Grom-Sil N1, dp =5 pm.

Segmentierte Kapillarsaule mit nur einer Fritte (analog Abbildung
3-13b), 365 um OD. Gepacktes Segment 250um ID, offenes
Segment 50 ym ID (& 3 cm lange 60 um ID SS-Kapillare),
Auslass-Konus 30 um ID. Effektive Lange 25 cm, NMR-Detektion



5 Experimenteller Teil 161

100 cm nach der Packung, 750 nl Detektorzelle (ID 320 pm
analog Abbildung 4-4d), Gesamtlange 220 cm.
NMR-Parameter:
NMR Experiment mit neuem Setup: 64 T; —Inkremente mit je 16 Transienten mit 8K
komplexen Datenpunkten und einer Spektrenbreite von 8474,58 Hz (d.h.: Gesamt-
Relaxations-Delay: 2,4 s; Pseudo-Aquisitionszeit: 41 s/Spektrum; Pulswinkel: 30°).
Die Daten wurden als 2D-Matrix verarbeitet und die Fourier-Transformation wurde

nur in T2-Richtung durchgefuhrt.

Abbildung 4-29
Chromatographische Bedingungen:

Gerat: Modulare druckunterstiitzbare splittlose Gradienten-cHPLC/(p)-
CEC-Anlage im cHPLC-Modus.

Eluent: 70% ACN-d; / 20% D,O, pH=6,6.

Probe: D-(+)-Xylose, D-(+)-Maltose und D-(+)-Raffinose jeweils 187,5
mM geldst in mobiler Phase.

Injektion: 24 s (ungesplittet) 400 nl ¢ 75 nmol je Zucker.

Flussrate: 1,0 pl/min.

Trenndruck: 50 bar.

Saulentemperatur: Raumtemperatur.

Stationare Phase: Grom-Sil N1, dp =5 um.

Saule und

Transferkapillare: Segmentierte Kapillarsaule mit nur einer Fritte (analog Abbildung
3-13b), 365 pum OD. Gepacktes Segment 250um ID, offenes
Segment 50 uym ID (& 3 cm lange 60 um ID SS-Kapillare),
Auslass-Konus 30 um ID. Effektive Lange 25 cm, NMR-Detektion
100 cm nach der Packung, 750 nl Detektorzelle (ID 320 pm
analog Abbildung 4-4d), Gesamtlange 220 cm.

NMR-Parameter:

NMR Experiment mit neuem Setup: 64 T; —Inkremente mit je 64 Transienten mit 8K

komplexen Datenpunkten und einer Spektrenbreite von 8474,58 Hz (d.h.: Gesamt-

Relaxations-Delay: 2,4 s; Pseudo-Aquisitionszeit: 162 s/Spektrum; Pulswinkel: 30°).

Die Daten wurden als 2D-Matrix verarbeitet und die Fourier-Transformation wurde

nur in T,-Richtung durchgefihrt.
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Abbildung 4-30
Stopped-flow 'H: tiber 10 Transienten mit 32K komplexen Datenpunkten und einer

Spektrenbreite von 8474,58 Hz (d.h.: Gesamt-Relaxations-Delay: 1,44 s; Pseudo-
Aquisitionszeit: 48 s/Spektrum; Pulswinkel: 30°). Die Fourier-Transformation wurde
mit einem Linebroadening um 1 Hz durchgefihrt. Die Gesamtaquisitionsdauer war 8

min pro Fettsduremethylester.

Abbildung 4-31

Stopped-flow COSY: F;-Dimension: 96 T;-Inkremente mit je 32 Transienten und

einem spektralen Bereich von 4807 Hz. F,-Dimension: 2K komplexe Datenpunkte in
einem spektralen Bereich von 4807 Hz. Vor der Fourier Transformation wurde in
beiden Dimensionen eine Apodisierung mit einer verschobenen Sinus-Filterfunktion
(SSB=0) durchgefuhrt und ein Zerofilling auf 512 Datenpunkte in der Fi-Dimension

angewendet. Die Gesamtaquisitionsdauer war 96 min.

Abbildung 4-33

Chromatographische Bedingungen:

Gerat: Modulare druckunterstitzbare splittlose Gradienten-cHPLC/(p)-
CEC-Anlage im cHPLC-Modus.

Eluent: 50% Methanol-d, / 50% D,0O, pH=6,6.

Probe: 28,5 mM D/L-Hexobarbital (d.h. 14,25 mM pro Enantiomer) und

29,5 mM D/L-Mephobarbital (d.h. 14,75 mM pro Enantiomer)

geldst in mobiler Phase.

Injektion: 1min (ungesplittet) 200 nl 2,85 nmol bzw. 2,95 nmol je
Enantiomer.

Flussrate: 0,2 pl/min.

Trenndruck: 28 bar.

Saulentemperatur: Raumtemperatur.

Stationare Phase: Chira-Dex-Silica, dp = 5 pm (hergestellt von Dr. D. Wistuba
analog [234,235]).

Saule und

Transferkapillare: Segmentierte Kapillarsdule mit nur einer Fritte (analog Abbildung
3-13c), 365 um OD. Gepacktes Segment 250um ID, offenes
Segment 50 ym ID (& 3 cm lange 60 um ID SS-Kapillare),
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Einlass-Konus 30 um ID. Effektive Lange 25 cm, NMR-Detektion
100 cm nach der Packung, 750 nl Detektorzelle (ID 320 pm
analog Abbildung 4-4d), Gesamtlange 220 cm.
NMR-Parameter:
NMR Experiment mit neuem Setup: 128 T; —Inkremente mit je 96 Transienten mit 4K
komplexen Datenpunkten und einer Spektrenbreite von 8474,58 Hz (d.h.: Gesamt-
Relaxations-Delay: 2,0 s; Pseudo-Aquisitionszeit: 3,2 min/Spektrum; Pulswinkel:
30°). Die Daten wurden als 2D-Matrix verarbeitet und die Fourier-Transformation

wurde nur in T,-Richtung durchgefihrt.

Abbildung 4-34
Stopped-flow 'H: 512 Transienten mit 32K komplexen Datenpunkten und einer

Spektrenbreite von 7143 Hz (d.h.: d.h.: Aquisitionszeit: 14,1 s/Transient; Pulswinkel:
90°). Die Fourier-Transformation wurde mit einem Linebroadening um 1 Hz

durchgefuhrt. Die Gesamtaquisitionsdauer war 2h pro Enantiomer.

Abbildung 4-35
Chromatographische Bedingungen:

Gerat: Modulare druckunterstiitzbare splittlose Gradienten-cHPLC/(p)-
CEC-Anlage im cHPLC-Modus.

Eluent: 40% ACN-d; / 60% D,0O, pH=6,6.

Probe: Methanolischer palembus ozularis Drisen-Extrakt

Injektion: 1,5min (ungesplittet) ¢ 750 nl.

Flussrate: 0,5 pl/min.

Trenndruck: 35 bar.

Saulentemperatur: Raumtemperatur.

Stationare Phase: Grom-Sil ODS-0 AB, dp =5 pm.

Saule und

Transferkapillare: Segmentierte Kapillarsaule mit nur einer Fritte (analog Abbildung
3-13c), 365 um OD. Gepacktes Segment 250um ID, offenes
Segment 50 ym ID (& 3 cm lange 60 um ID SS-Kapillare),
Einlass-Konus 30 um ID. Effektive LaAnge 25 cm, NMR-Detektion
100 cm nach der Packung, 750 nl Detektorzelle (ID 320 pm
analog Abbildung 4-4d), Gesamtlange 220 cm.



164 5 Experimenteller Teil

NMR-Parameter:

NMR Experiment mit neuem Setup: 128 T; —Inkremente mit je 64 Transienten mit 8K
komplexen Datenpunkten und einer Spektrenbreite von 9616 Hz (d.h.: Gesamt-
Relaxations-Delay: 1,2 s; Pseudo-Aquisitionszeit: 87 s/Spektrum; Pulswinkel: 90°).
Die Daten wurden als 2D-Matrix verarbeitet und die Fourier-Transformation wurde

nur in To-Richtung durchgefihrt.

Abbildung 4-36

Stopped-flow *H: Komponente 1: 258 Transienten mit 32K komplexen Datenpunkten

und einer Spektrenbreite von 7143 Hz (d.h.: Aquisitionszeit: 2,9 s/Transient;
Pulswinkel: 90°), Gesamtaquisitionsdauer 26 min. Komponente 2: 512 Transienten
mit 32K komplexen Datenpunkten und einer Spektrenbreite von 48087 Hz (d.h.:
Aquisitionszeit: 3,4 s/Transient; Pulswinkel: 90°), Gesamtaquisitionsdauer 42 min.

Die Fourier-Transformation wurde mit einem Linebroadening um 1 Hz durchgefuhrt.

Abbildung 4-37
a) Stopped-flow TOCSY von 2-Ethyl-Benzochinon-1,4: F;-Dimension: 223 Tj-

Inkremente mit je 16 Transienten; Spektraler Bereich: 7143 Hz. F,-Dimension: 1K

komplexe Datenpunkte; Spektraler Bereich: 7143 Hz. Die Gesamtaquisitionsdauer
war 3h 47min. Die Fourier-Transformation wurde in F; ein Zerofilling auf 512
Datenpunkte mit einem Linebroadening um 3 Hz in beiden Dimensionen
durchgefuhrt.

b) Stopped-flow TOCSY von 2-Ethyl-3-Methoxy-Benzochinon-1,4: F;-Dimension: 512
Ti-Inkremente mit je 64 Transienten; Spektraler Bereich: 4808 Hz. F,-Dimension: 1K
komplexe Datenpunkte; Spektraler Bereich: 4808 Hz. Die Gesamtaquisitionsdauer
war 15h 29min. Die Fourier-Transformation wurde in F; ein Zerofiling auf 1K
Datenpunkte mit einem Linebroadening um 3 Hz in beiden Dimensionen

durchgefuhrt.

Abbildung 4-39
Chromatographische Bedingungen:

Gerat: Modulare druckunterstitzbare splittlose Gradienten-cHPLC/(p)-
CEC-Anlage im cHPLC-Modus.
Eluent: A: 0,1% (v/iv) TFA ag, pH=2 / B: ACN mit 0,1% (v/v) TFA.
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Gradient: 0/3 —3/3-50/60 [min/ %B]

Probe: Salvia miltiorrhiza Extrakt.

Injektion: 10 s (ungesplittet) ¢ 250 nl.

Flussrate: 1,5 pl/min.

Trenndruck: 105 -70 bar.

Saulentemperatur: Raumtemperatur.

UV-Detektion: 280 nm (UV-Detektionseinheit im NMR-Kapillarprobenkopf
integriert).

Stationare Phase: Grom-Sil ODS-4 HE, dp =5 pm.

Saule: Segmentierte Kapillarsdule mit nur einer Fritte (analog Abbildung

3-13c), 365 um OD. Gepacktes Segment 250um ID, offenes
Segment 50 um ID, Einlass-Konus 31 pum ID. Effektive Lange 25
cm, UV-Detektion 93 cm nach der Packung (ID 50um analog
Abbildung 4-38), NMR-Detektion 100 cm nach der Packung, 400
nl Detektorzelle (ID 250 pum analog Abbildung 4-4c),
Gesamtlange 220 cm.

Abbildung 4-40

Stopped-flow COSY: F;-Dimension: 440 T;-Inkremente mit je 8 Transienten und

einem spektralen Bereich von 12019 Hz. F,-Dimension: 2K komplexe Datenpunkte in
einem spektralen Bereich von 12019 Hz. Vor der Fourier Transformation wurde in
beiden Dimensionen eine Apodisierung mit einer verschobenen Sinus-Filterfunktion
(SSB=0) durchgefiihrt und ein Zerofilling auf 512 Datenpunkte in der F;-Dimension
angewendet. Die Gesamtaquisitionsdauer war 2 h 12 min.

Abbildung 4-41

Stopped-flow 'H: 128 Transienten mit 32K komplexen Datenpunkten und einer

Spektrenbreite von 12019 Hz. Lodsungsmittelunterdrickung erfolgte mit einer
Shaped-Puls-Vorsattigung (Rechteckpuls) wahrend einer Mischzeit von 100 ms und
des Recyclingdelays von 3s. Die Fourier-Transformation wurde mit einem

Linebroadening von 1 Hz durchgefihrt.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde zum einen die Entwicklung und Anwendung
modularer Apparaturen fur den flexiblen Einsatz miniaturisierter Trennmethoden wie
cHPLC, CEC und Gradienten-(p)CEC vorgestellt. Zum anderen wurde eine Methode
weiterentwickelt, die es ermdglicht, frittenlose strapazierfahige (elektro-)chromato-
graphische Kapillarsdulen apparativ einfach und rationell, in reproduzierbarer
Qualitat herzustellen und dabei eine hohe Variabilitat in der Wahl des
Packungsmaterials und der Saulenldnge gewéahrleistet. Im letzten Teil dieser Arbeit
wird die Entwicklung der on-line-Kopplung von Kapillartrenntechniken mit der NMR-
Spektroskopie beschrieben. Hier gelang zum ersten Mal die splittiose Kopplung mit
der cHPLC, CEC und der pCEC.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Konzept zur Herstellung von Kapillarsdulen mit
einer Fritte sowie von Kapillarsdulen ohne jegliche Fritte entwickelt. Beide erlauben
den Austausch gebrochener UV-Detektionsfenster und eignen sich sowohl zur on-
line-Kopplung von CEC, pCEC und cHPLC mit der NMR Spektroskopie, als auch mit
der Massenspektrometrie. Ihre Herstellung wurde im Detail beschrieben. Die Qualitat
der selbst hergestellten (elektro-)chromatographischen Kapillarsdulen wurde mit Hilfe
eines Benzoesaureester-Testgemisches Uberprift. Dazu wurde eine Serie von van-
Deemter-Kurven vermessen, um die Trennleistung der Kapillarsaulen demonstrieren
zu kénnen. Des Weiteren wurde der Einfluss des Druckes auf die Trennleistung der
pCEC untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Trenneffizienzen bei
moderaten Driicken durchaus mit denen der reinen CEC konkurrenzfahig sind und
Analysen somit in kdrzerer Zeit und mit einem stabileren System durchgefihrt
werden kénnen. Die Vorteile der Gradienten-pCEC gegenuber der HPLC bzw. der
cHPLC konnten anhand der Auftrennung eines Mutterkorn-Alkaloid-Extraktes
demonstriert werden.

Durch die im zweiten Teil dieser Arbeit vorgestellte Entwicklung der Kopplung der
cHPLC, CEC und pCEC mit der NMR-Spektroskopie konnte die Einsatzfahigkeit
miniaturisierter Trennverfahren zur on-line Strukturaufklarung aufgezeigt werden. Mit
den im Rahmen dieser Arbeit entwickelten modularen Apparaturen und der
Entwicklung verbesserter Detektionskapillaren gelang zum ersten Mal die splittlose
on-line-Kopplung kapillarer Trennsysteme mit der NMR-Spektroskopie. Das

Kernstiick des in dieser Arbeit entwickelten Systems war die speziell dafir
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entwickelte druckstabile Detektionskapillare mit hoher Symmetrie und vergréf3ertem
Detektionsvolumen, welche eine sichere und einfache Handhabung gewahrleistet,
eine deutlich gesteigerte Empfindlichkeit aufweist und einen einfachen Wechsel
zwischen den verschiedenen Trennmethoden erlaubt. Die héhere Trennleistung der
CEC gegenuber der cHPLC und die gesteigerte Sensitivitdt des neuen Setups im
Vergleich zum Alten wurde durch die Untersuchung von Benzoesaureestern und
Fettsauremethylestern demonstriert. Aufgrund der besseren Auflosung und der
scharferen Peaks war es moglich, 2D-Spektren der Reinsubstanzen aufzunehmen.
Aufgrund des verbesserten neuen Setups gelang es, die Analysenzeiten bei
verbesserter Trennleistung und gesteigerter Empfindlichkeit drastisch zu verkirzen.
Anhand von Beispielsubstanzen konnte auch das Potential der on-line-Kopplung
kapillarer Trennsysteme mit der NMR-Spektroskopie in der Zucker- und
Enantiomeren-Analytik aufgezeigt werden. Eine Mdglichkeit das im Vergleich zur
HPLC/NMR-Kopplung immer noch héhere Detektionslimit weiter abzusenken, ist die
Durchfihrung von stopped-flow Experimenten. Diese sind vor allem zur Aufnahme
von 2D-Spektren unabdingbar, da sie die dazu notwendigen Messzeiten auf einem
Substanzpeak ermdéglichen. UV-Untersuchungen zur Méglichkeit von stopped-flow
Experimenten mit Kapillartrennmethoden wahrend eines on-line Laufes zeigten keine
nennenswerten Bandenverbreiterungen mit dem vorgestellten Setup, so dass diese
Moglichkeit nahezu uneingeschrankt zu verwenden war. Das System war mit Hilfe
der stopped-flow Messungen empfindlich genug, um reale Proben, wie in
Kéaferdrisen- oder Pflanzen-Extrakten enthaltene Wirkstoffe aufzutrennen, zu
detektieren und ihre Struktur aufzuklaren.

Insgesamt verdeutlichen die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente
das groRe Potential der miniaturisierten Trennverfahren, vor allem das der
druckunterstitzten  Elektrochromatographie, sowohl mit UV-Detektion, als
insbesondere auch bei NMR-Kopplungsexperimenten. Die Untersuchungen der
Modellsubstanzen wie auch die der Naturstoffproben demonstrieren die
Leistungsfahigkeit dieser Methoden. In allen Fallen konnte gezeigt werden, dass die
(p)CEC gegenuber der cHPLC eine hoéhere Trennscharfe aufweist und kirzere
Analysenzeiten ermoglicht.

Die zunehmende Zahl an Veréffentlichungen auf dem Gebiet der kapillaren (Elektro-)
Chromatographie weist auf das wachsende Interesse an der Miniaturisierung hin. Da

vor allem die Variante der druckunterstiitzten Elektrochromatographie die Vorteile



168 6 Zusammenfassung

der hydrodynamischen mit denen der elektrokinetischen Trennmethoden in sich
vereint, war die Untersuchung dieser Methode hinsichtlich ihrer Leistungsfahigkeit als
alleinstehende Analysenmethode, als auch der Moglichkeit zur on-line-Kopplung mit
der NMR-Spektroskopie das Hauptziel dieser Arbeit. Mit den durchgefihrten
Analysen konnte gezeigt werden, dass die Kapillarelektrochromatographie in der
industriellen Forschung, Entwicklung und Analytik durchaus schon zum jetzigen
Zeitpunkt inre Anwendung finden konnte.
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