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Einleitung und Aufgabenstellung

1. Einleitung und Aufgabenstellung

Synthetische Polyelektrolyte gewinnen zunehmend an Bedeutung sowohl in
industriellen und pharmazeutischen Anwendungen als auch im Konsum-
guterbereich. Als Beispiele seien hier die Anwendungen als Flockungsmittel
bei der Abwasseraufbereitung, Superabsorber in Babywindeln, Inkrustations-
inhibitoren in  Waschmitteln, Betonverfliussiger und Tablettencoatings
genannt. Derartige Polyelektrolyte weisen in der Regel komplexe chemische
Strukturen auf. Neben der fur Polymere ublichen Molmassenverteilung sowie
den Uneinheitlichkeiten bezuglich der Funktionalitat (unterschiedliche
Endgruppen) und der Architektur weisen synthetische Polyelektrolyte unter
Umstanden noch eine Ladungsverteilung auf. Copolymere weisen weitere
Verteilungen auf. So kann der Einbau der Comonomere statistisch,
alternierend oder in Blocken erfolgen. Zusatzlich kdnnen Verzweigungen
auftreten. Desweiteren konnen Pfropfcopolymere gebildet werden. Fur die
Optimierung ihrer Anwendungen und eine zielgerichtete Weiterentwicklung
ist eine umfassende Charakterisierung von grof3em Interesse.
Wasserlosliche Polymere tragen polare oder ionische funktionelle Gruppen
an den Kettenenden oder entlang der Polymerkette, die zu unterschiedlichen
Wechselwirkungen zwischen den Polymermolekulen und z. B. der stationa-
ren Phase eines chromatographischen Systems fihren kénnen. Aufgrund
dieser Wechselwirkungen stellt die Analytik von wasserléslichen und
ionischen Polymeren mit HPLC-Methoden immer noch eine Herausforderung
dar. Nicht nur die Molmassenbestimmung mit der SEC, sondern
insbesondere auch die Auftrennung von komplexen Copolymeren nach der
chemischen Zusammensetzung mit der HPLC wird haufig durch das
Vorliegen unterschiedlich geladener Spezies in der Probe gestort.

Hier bietet die Kapillarelektrophorese (,capillary electrophoresis®, CE) einen
entscheidenden Vorteil gegenuber den chromatographischen Methoden. Der
Vorteil der CE gegenulber der HPLC bei der Analyse von stark polaren oder
ionischen Molekulen liegt darin, dass die die HPLC stérenden ionischen
Wechselwirkungen im System gezielt fur die Trennung genutzt werden
konnen. Auf diese Weise kann z.B. nach der Ladungsdichte von Molekulen

aufgetrennt werden. Fur ionische Copolymere ware erwartungsgemal eine
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Trennung nach der chemischen Heterogenitat zu erreichen.

Im Bereich der Bioanalytik hat sich die Kapillarelektrophorese (CE) als
wichtiges und leistungsfahiges Instrument erwiesen [1-5]. Die Trennung
erfolgt nach dem Ladung-zu-Radius-Verhaltnis der Molekile. Die
erreichbaren Trennleistungen sind deutlich hoéher als in der HPLC und
kénnen bis zu 10° theoretische Boden betragen. In der Polymeranalytik ist
die CE eine noch weitestgehend neue Methode. In den letzten 10 Jahren
haben erste Experimente an Modellpolymeren wie Polystyrolsulfonaten
(PSS) und derivatisierten Polyethylenoxiden (PEG) die Anwendbarkeit der
CE in der Polymeranalytik gezeigt [6-9]. Es wurde allerdings beschrieben,
dass die Trennung von synthetischen Polyelektrolyten in der CE nur fur
Oligomere mdoglich ist [10,11]. Die Trennung hochmolekularer
Polystyrolsufonat-Proben gelang mit der Kapillargelelektrophorese (capillary
gel electrophoresis, CGE). Hierbei werden dem Puffer sogenannte Gelbildner
wie z.B. Dextran, Pullulan, PEO oder Hydroxyethylcellulose zugesetzt. Das
sich in diesem Puffersystem ausbildende Netzwerk ermdglicht die Trennung
der Proben nach dem Molekulargewicht [12-17].

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung von elektrophoretischen
Methoden flr die Trennung und Charakterisierung von synthetischen
Polyelektrolyten. Hierbei sollen zuerst optimierte CE-Trennungen fur
Oligomere erstellt werden. Durch den Einsatz hochkonzentrierter Puffer
sowie durch gezielte Modifizierungen der verwendeten Elektrolytsysteme soll
eine verbesserte Oligomerentrennung ermdglicht werden. Die Untersuchun-
gen wurden an niedermolekularen Polystyrolsulfonaten durchgefuhrt.
Anschlie®end soll die Kopplung mit der MALDI-TOF-Massenspektrometrie
erstmals eine umfassende Charakterisierung von niedermolekularen

Polyelektrolyten ermoglichen.

Im Weiteren sollen neue Trenn- und Detektionsverfahren fir die CE-Analyse
von UV-transparenten Polyelektrolyten entwickelt werden. Die zur Zeit
kommerziell erhaltlichen CE-Apparaturen sind nur mit spektroskopischen
Detektoren wie dem UV- oder dem Laser-induzierten Fluoreszenz-Detektor

(LIF) ausgestattet. Dies macht die Analyse UV-transparenter Polyelektrolyte
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wie z.B. Polyacrylsaure (PAS), Polymethacrylsaure (PMAS) oder
Copolymere aus Polyethylenoxid (PEO) und Polymethacrylsdure bzw.
Polyacrylsaure mit der CE nahezu unmoglich. In den bisher erfolgten
Trennungen von Polyethylenoxiden mit der CE wurde das Detektionsproblem
durch Derivatisierung der Proben mit UV-aktiven Reagenzien behoben [8,9].
In der vorliegenden Arbeit wird auf die Derivatisierung der Proben bewusst
verzichtet, da diese Derivatisierungsreaktionen in der Regel sehr zeitintensiv
sind. Hierbei wird der Vorteil der normalerweise sehr schnellen CE-Analyse
wieder zunichte gemacht. Desweiteren sind solche Umsetzungen nie
quantitativ. Ebenfalls kdénnen unerwlnschte Reaktionen, die eine
Veranderung der Probe verursachen, nicht vollstandig ausgeschlossen

werden.

In der vorliegenden Arbeit werden Methoden sowohl flr die indirekte UV-
Detektion als auch flr die kontaktlose Leitfahigkeitsdetektion entwickelt.
Diese Methoden werden dann fur CE-Untersuchungen von PMAS und PAS
angewendet. Komplementar zur SEC und zur HPLC werden Methoden
entwickelt, mit denen komplex aufgebaute PEO-PMAS-Copolymere nach der
Ladungsdichte und damit der chemischen Zusammensetzung aufgetrennt

werden konnen.

Da in der CE hochmolekulare Polyelektrolyte nicht mehr aufgetrennt werden
kénnen, wird im Weiteren zur Trennung von hochmolekularen PMAS-Proben
nach dem Molekulargewicht eine optimierte Kapillargelelektrophorese-
Methode entwickelt. Hierbei wird insbesondere der Einfluss des
Molekulargewichts und der Konzentration der eingesetzten Gele auf die
Trennung der Proben untersucht. AnschlieBRend wird eine Methode zur
Trennung hochmolekularer Polyelektrolyte nach der chemischen Struktur und
dem Molekulargewicht anhand verschiedenen PMAS- und PSS-Proben

entwickelt.
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2. Grundlagen

2.1 Elektrophoretische Mobilitat

In der Kapillarelektrophorese (CE) erfolgt die Trennung der Analytionen
aufgrund unterschiedlicher lonenbeweglichkeiten im elektrischen Feld. Auf
ein lon der Ladung z; wirkt in einem elektrischen Feld die Beschleuni-

gungskraft Fg:

Fe =2 -6 E (1)

mit:  z; = Ladungszahl
ey = Elementarladung
E = elektrisches Feld
Da sich die lonen in einem viskosen Medium - in den meisten Fallen eine
walrige Losung — bewegen, wirkt auf sie eine der elektrischen Beschleuni-
gungskraft Fg entgegengesetzte Reibungskraft Fr . Fur kugelférmige Teil-
chen kann die Reibungskraft Fr durch die Stokessche Gleichung

beschrieben werden.

Fe=6-7-1-n-V, (2)

mit:  v; = Geschwindigkeit des lons i
n = dynamische Viskositat der Lésung
r; = Radius des solvatisierten lons i

Nach einer kurzen Anlaufphase stellt sich ein Gleichgewichtszustand

zwischen Beschleunigungskraft und Reibungskraft ein.
z-e,-E=6-7-1,-77-V, (3)

Das lon bewegt sich mit der konstanten Geschwindigkeit v;

_ z-e,-E
6771 (4)



Grundlagen

Gleichung 4 besagt, dass die Migrationsgeschwindigkeit eines lons
proportional der elektrischen Feldstarke ist. Den Quotienten aus
Geschwindigkeit und Feldstarke bezeichnet man als die absolute Mobilitat pa

Vil 406 (5)
“TE BT

Nach Gleichung 5 hangt die Mobilitat neben den Analytparametern z, e und r
nur von der dynamischen Viskositat des Elektrolyten ab, die ihrerseits
temperaturabhangig ist. Diese Abhangigkeit kann durch folgenden Ansatz

formuliert werden [18,19]

n=k .exp[ RE-/iI' j (6)

mit:  Ea = Aktivierungsenergie
R = Gaskonstante
T = absolute Temperatur
k = Konstante

Flr geringe Temperaturanderungen kann die Mobilitdt mit folgender

Gleichung abgeschatzt werden [20].
:UT2:/UT1(1+k'AT) (7)

Fir waRrige Lésungen erhalt man fiir k einen Wert von 0,02 K. Daraus folgt,

dass die Mobilitat um 2 % je ein Kelvin Temperaturanstieg zunimmt.

Die direkte Berechnung der elektrophoretischen Mobilitat ist nicht moglich, da
wichtige Parameter, wie die effektive Ladung eines lons, der
hydrodynamische lonenradius oder der Einfluss aller Elektrolytkomponenten
nicht zuganglich sind. Desweiteren gilt Gleichung 5 nur fur sphéarische

Teilchen in unendlich verdiunnten Losungen.
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Experimentell wird die Mobilitat nach folgender Gleichung berechnet:

= Leff _ Leff ’ Lges (8)
t-E t-U
mit: g = Mobilitat
{i = Migrationszeit
E = elektrische Feldstarke
U = Spannung

Les = effektive Kapillarlange (Lange bis zum Detektor)

Lges = gesamte Kapillarlange
Es ist wichtig zwischen der Gesamtlange (Lges) und der Lange bis zum
Detektor (Lerr) zu unterscheiden, da das elektrische Feld Uber der gesamten
Lange der Kapillare abfallt, die lonen aber nur die effektive Kapillarlange in

der Zeit tj durchwandern.

2.2 Elektroosmotischer Fluf

In vielen elektrophoretischen Systemen wird die Wanderung der lonen vom
elektroosmotischen Flu® (EOF) Uberlagert. Die Wanderungsgeschwindigkeit
eines Analytions setzt sich somit additiv aus den Vektoren der
Geschwindigkeit des EOF und der Mobilitat des lons zusammen.

Als Elektroosmose wird die Bewegung einer flissigen Phase relativ zu einer
stationaren, geladenen Oberflache durch ein angelegtes elektrisches Feld
bezeichnet [21]. Im Falle der in der CE verwendeten Quarzglaskapillaren
kommt es bei pH-Werten Uber 4 zur annahernd vollstandigen Deprotonierung
der Silanolgruppen. Es kommt zur Bildung einer negativen Oberflachenla-
dung. Solvatisierte Kationen aus der Elektrolytlosung lagern sich unter
Ausbildung einer elektrochemischen Doppelschicht an die negativ geladene
Kapillarinnenwand an. Wie in Abb. 1 gezeigt, setzt sich diese Doppelschicht
aus einer starren (Helmholtz-Schicht) und einer diffusen (Gouy-Chapman-
Schicht) zusammen. Das sich aufgrund der Ladungsverteilung ausbildende
Zetapotential ¢ fallt nach Stern [22] im Bereich der starren Schicht linear und
in der diffusen Schicht exponentiell ab (Abb. 2).



Grundlagen

Abb. 1: Ladungsverteilung und Ausbildung
der Doppelschicht
a: starre Helmholtz-Schicht
b: diffuse Gouy-Chapman-Schicht
c: Elektrolyt

¢ + Quarz| @ b c

v

Abb. 2:  Verlauf des Zetapotentials

In der diffusen Schicht der Elektrolytlbsung herrscht, da auch die
Gegenionen der Silanolgruppen im System verbleiben, ein ,Uberschuss® an
mobilen hydratisierten Kationen. Liegt parallel zur Oberflache ein elektrisches
Feld an, so werden die Gegenionen in der diffusen Schicht langs der
Feldachse beschleunigt. Durch Impulsubertragung wird die gesamte
Flussigkeitssaule im Inneren der Kapillare mitbewegt. Es bildet sich ein
extrem flaches kolbenformiges Stromungsprofil aus. Im Gegensatz zum
laminaren Stromungsprofil hydrodynamischer Flisse bewirkt es praktisch

keine zusatzliche Bandenverbreiterung.
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Die Geschwindigkeit des EOF wird durch die Helmholtz-Smoluchowski-
Gleichung beschrieben.

v _gr.go.E.é'
EOF —
Nsce

mit:  vegor = Geschwindigkeit des EOF
g = relative Dielektrizitatskonstante
gy = Dielektrizitatskonstante im Vakuum
¢ = Zetapotential
nece= dynamische Viskositat des , Back Ground Electrolyte*

Gleichung 9 zeigt, dass die Geschwindigkeit des EOF umgekehrt
proportional der Elektrolytviskositat, proportional der Dielektrizitatskonstanten
des Elektrolyten, der elektrischen Feldstarke und dem Zetapotential ist. Das
Zetapotential wird dabei durch die Oberflachenladungsdichte und die
raumliche Ausdehnung der diffusen Schicht bestimmt. Die Ober-
flachenladungsdichte ist abhangig vom pH-Wert des Elektrolyten, wahrend
die Dicke der Doppelschicht hauptsachlich von der lonenstarke des
Elektrolyten abhangt. Mit Gleichung 10 kann das Zetapotential bestimmt

2
1 /8-7r-eO-NA.| (10)
¢ V1000 &-KkT

mit: £ = Zetapotential
e = Elementarladung
Na = Avogadrokonstante
¢ = Dielektrizitatskonstante des Elektrolyten
k = Boltzmannkonstante
T = Temperatur
| = lonenstarke des Elektrolyten

werden.

2.2.1 Parameter zur Kontrolle des EOF

Da dem EOF eine zentrale Rolle bei der elektrophoretischen Trennung in
Quarzglaskapillaren zukommt, ist dessen Kontrolle von entscheidender
Wichtigkeit. Im Folgenden sind die zur Kontrolle des EOF verfligbaren
Parameter und deren Auswirkungen aufgefuhrt [23].
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Parameter

Auswirkung

pH-Wert

Anderung der Oberflachenladung. Zunahme
des EOF fur zunehmenden pH-Wert. Kann
auch die Analytladung beeinflussen.

Pufferkonzentration

Anderung des Zetapotentials. Zunahme des
EOF fir abnehmende Pufferkonzentration.
Hohe lonenstarken fliihren zu héheren elek-
trischen Stromen und damit zu einer Erwar-

mung des Systems.

Temperatur

Anderung der Viskositit des Puffers.
Zunahme des EOF durch Temperaturerh6-

hung. Beeinflussung der Selektivitat.

Elektrisches Feld

Proportionale Anderung des EOF. Hohere
Feldstarken fuhren zu hoheren elektrischen
Stromen. Dies fuhrt wiederum zur Tempe-

raturerh6hung im System.

Organische Losungsmittel

Anderung des EOF aufgrund der Anderung
der Dielektrizitatskonstanten des Puffers, des
Zetapotentials und der Viskositat des
Puffers.

Tenside

Adsorption an der Kapillarwand durch
ionische oder hydrophobe Wechselwirkun-
gen. Kationische Tenside kdnnen den EOF

reduzieren oder sogar umkehren.

Hydrophile Polymere

Bilden eine ungeladene Kapillaroberflache

aus. Unterdriicken den EOF.

Tab. 1: Parameter zur Kontrolle des EOF [23]
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2.3 Trenneffizienz und Auflésung in der CE

In Analogie zur Chromatographie wird die Trenneffizienz durch die Hohe
eines theoretischen Bodens H und die Anzahl der theoretischen Boden N

beschrieben (Gleichung 11).

L
N=— (11)
H
mit: N = Bodenzahl
H = Hohe eines theoretischen Bodens
L = Kapillarlange

Die Peakbreite lasst sich durch die Varianz o* darstellen. Somit kann H als

die auf die Kapillarlange bezogene Varianz definiert werden (Gleichung 12).

(12)

I
I
-,

= Hohe eines theoretischen Bodens
= Kapillarlange
= Varianz

mit: H
L
02
Unter Verwendung des Einsteinschen Diffusionsgesetzes (Gleichung 13)
erhalt man eine Beziehung zwischen der Bodenzahl N, der Feldstarke E und

dem Diffusionskoeffizienten D der Probe (Gleichung 14).

2DL . L
o?=2Dt=—"" "% (13)
LU
N =AY (14)
2D
mit: N = Bodenzahl

U = Spannung

Les = effektive Kapillarlange
Gesamtlange der Kapillare
Mobilitat

Migrationszeit

D = Diffusionskoeffizient der Probe

ges

L
M
t

10



Grundlagen

Durch die ungefullte Kapillare und das kolbenférmige Stromungsprofil ist im
Gegensatz zur Chromatographie nur die Longitudinaldiffusion fir die
Bandenverbreiterung verantwortlich. Aus diesem Grund zeigt Gleichung 14,
dass die Bodenzahl mit abnehmendem Diffusionskoeffizienten der Probe
steigt.

Zur praktischen Berechnung der Bodenzahl werden die Migrationszeit und
die Peakbreite in halber Hohe verwendet. Die Bodenzahl berechnet sich

dann in Analogie zur Chromatographie nach Gleichung 15.

2
N = 5'54.(LJ (15)
0,5
mit: N = Bodenzahl
t = Migrationszeit

bos = Peakbreite in halber Hohe

Fur die qualitative Beschreibung der Trennung zweier Analyten wird die
Auflésung R verwendet. Die zur Chromatographie analoge Formel fir R zeigt
Gleichung 16.

A 2 + 1
R 2@ _Iueﬁ Mit Auye = g1 =tz UNd fg = Lo~ e (16)
4 /’leff 2
mit: R = Auflésung
N = Bodenzahl

,uiﬁ ,,uezﬁ = effektive Mobilitaten der beiden Analyten 1 und 2

11
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2.4 Temperatureffekte in der CE

Durch das angelegte elektrische Feld wird in der Kapillare ein Stromfluss
erzeugt, der zu einer Erwarmung des Elektrolytsystems flhrt. Flr eine mit
Puffer geflllte Kapillare lasst sich die erzeugte elektrische Leistung nach

Gleichung 17 berechnen [23]:

P=U-1=R-12=U2.¢d2.Z% (17)
2L

mit; = Elektrische Leistung

= Spannung

= Stromstarke

= Spezifische Leitfahigkeit des Puffers
= Innendurchmesser der Kapillare

= Kapillarlange

raoan —C T

Gleichung 17 zeigt die quadratische Abhangigkeit der elektrischen Leistung
von der angelegten Spannung und dem Innendurchmesser der Kapillare
sowie die Abhangigkeit von der spezifischen Leitfahigkeit des Puffers. Die mit
der elektrischen Leistung verbundene Temperaturanderung fuhrt zu einem
Temperaturgradienten innerhalb der Kapillare, der mit Gleichung 18

beschrieben werden kann [24].

AT =T,-T, = (18)
4.7k,
mit: T, = Temperaturin der Kapillarmitte

T, = Temperatur an der Kapillarinnenwand
P = Elektrische Leistung
k, = Warmeleitfahigkeit des Puffers
Fir eine mit Puffer gefillte Kapillare lasst sich die durch den Stromfluss

erzeugte Warmemenge nach Gleichung 19 berechnen [25]:

Q=E’-A-c (19)

Mit: Q = Warmemenge pro Volumeneinheit
E = Elektrische Feldstarke
A = Molare Leitfahigkeit des Puffers
¢ = Konzentration des Puffers

12



Grundlagen

Da die durch die elektrische Leistung erzeugte Warmemenge nur Uber die
Kapillarwand abgegeben wird, bildet sich im Inneren der Kapillare ein radialer
Temperaturgradient senkrecht zur elektrophoretischen Wanderungsrichtung

aus. In Abb. 3 ist der sich ausbildende Temperaturgradient schematisch

dargestellt.

< ID >

I: parabolisches Temperaturprofil im
Kapillarwand Puffer
\ Il: exponentielle Temperaturabnahme
| in der Kapillarwand

Ill: exponentielle Temperaturabnahme

LN im Kihlmedium

Il
_/ \ ID: Kapillarinnendurchmesser

/ "

Abb. 3: Temperaturgradient im Puffer und in der Kapillarwand [23]

Die Temperaturerhohung innerhalb einer nicht gekuhlten Kapillare kann nach

Knox mit folgender Formel berechnet werden: [25]

log AT =1,7logd, +1ogQ —4,2 (20)
Mit: AT = Temperaturanderung in der Kapillare

d; = Kapillarinnendurchmesser

Q =Warmemenge pro Volumeneinheit

In Abb. 4 sind die Temperaturanderungen innerhalb einer Kapillare in
Abhangigkeit vom Kapillarinnendurchmesser ohne zusatzliche Kihlung fur
verschiedene Pufferkonzentrationen dargestellt. Die Berechnungen wurden
fur unterschiedliche Natriumboratpuffer fir eine Kapillarlange von 27 cm und
einer Spannung von 15 kV durchgefuhrt. Die hohen Temperaturanderungen
sind jedoch nur von theoretischem Interesse, da bei Erreichen des
Siedepunktes der wassrigen Pufferlosung der Stromfluss durch die
beginnende Blasenbildung innerhalb der Kapillare unterbrochen wird. Somit
sind der Temperaturerhohung und damit auch der freigesetzten
Warmemenge naturliche Grenzen gesetzt.
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Abb. 4: Abhangigkeit der Temperaturdnderung im Inneren einer Kapillare vom
Kapillarinnendurchmesser flr verschiedene Pufferkonzentrationen.
Kapillarlange: 27 cm, Spannung: 15 kV, Puffer: Natriumborat

In Abb. 5 ist die Abhangigkeit der Temperaturerhohung im Inneren einer
Kapillare von der elektrischen Feldstarke bei verschiedenen Pufferkon-
zentrationen dargestellt. Der exponentielle Temperaturanstieg verdeutlicht,
dass die Verwendung hochkonzentrierter Puffer nur in Kapillaren mit
geringem Innendurchmesser und ausreichender aktiver Kuhlung moglich ist.
Es zeigt sich zudem, dass Trennungen in hochkonzentrierten Puffern nur bei
kleinen Feldstarken bzw. kleinen Spannungen durchgeflhrt werden kdénnen.

Dies fuhrt unweigerlich zu deutlich verlangerten Analysezeiten.
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Abb. 5:  Abhangigkeit der Temperaturdnderung von der Feldstérke bei verschiedenen
Pufferkonzentrationen ohne Kiihlung
Kapillare: L = 27 cm, ID = 50um; Puffer: Natriumborat

Verursacht durch die Temperaturerhbhung kommt es ebenfalls zur
Ausbildung eines Viskositatsgradienten im Puffer. Bei entsprechend hohen
Temperatur- und Viskositatsgradienten kann es zusatzlich noch zu einer
Anderung des Strdmungsprofils innerhalb der Kapillare von der
Kolbenstrdomung hin zur parabolischen Stréomung kommen. Es kommt zur
Bandenverbreiterung durch erhdhte thermische Diffusion und aufgrund von
Migrationsunterschieden, die durch den Viskositatsgradienten und das
parabolische Stromungsprofil verursacht werden. Durch die Temperaturerho-
hung andern sich zudem sowohl die Dissoziationskonstanten des Puffers als
auch der Analyten. Bei Erhdhung der Dissoziationskonstanten des Puffers
steigt die Leitfahigkeit, was wiederum zu einer Zunahme der Stromstarke mit
den oben beschriebenen Auswirkungen fuhrt. Die durch die Temperaturerho-
hung hervorgerufenen komplexen Anderungen der Trennparameter fihren
im Allgemeinen zu einer Verringerung der Trenneffizienz und Abnahme der
Reproduzierbarkeit der erhaltenen Ergebnisse.
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2.5 Kapillar-Gel-Elektrophorese (CGE)

Man mag annehmen, dass die elektrophoretische Mobilitat eines Poly-
elektrolyten linear mit der Nettoladung der Kette zunimmt. Dies gilt jedoch
nur far Oligomere. Fur hohermolekulare Polyionen ergibt sich ein nahezu
konstantes Oberflache/Ladungsverhaltnis. Hieraus resultiert eine konstante
elektrophoretische Mobilitat, die eine Trennung in ungeflllten Kapillaren
unmadglich macht (siehe Abbildung 6).

Im Rahmen des amerikanischen ,Genom-Projekts®, das Ende der achziger
Jahre des vorigen Jahrhunderts gestartet wurde, entwickelte man die
Kapillar-Gel-Elektrophorese zur Trennung hochmolekularer Biomolekdile. Die
Trennung in der CGE erfolgt nach der MolekulgréRe. Um diese Trennung zu
ermdglichen, werden dem Puffer hydrophile Gelbildner als Siebmedium
zugesetzt. Diese bilden ein dynamisches, physikalisches Netzwerk aus.
Durch entsprechende Wahl des Molekulargewichtes und der Konzentration
des zugesetzten Gelbildners ist es moglich, sowohl die Maschengrolie des
Netzwerkes als auch die Maschendynamik zu bestimmen. Die am haufigsten
zum Einsatz kommenden Gelbildner sind Dextran, Pullulan und vor allem

Hydroxyethylcellulose.

2.5.1 Theorie der CGE

In Abbildung 6 ist die Abhangigkeit der elektrophoretischen Mobilitat 4 von
der Anzahl an Wiederholungseinheiten N schematisch dargestellt [11]. Im
Bereich kleiner Oligomere ergibt sich eine lineare Abhangigkeit von x zu N.
Im Ubergangsbereich von der Stabchen- zur Knduelkonformation durchlauft
die Mobilitat ein Maximum. Nach Durchlaufen des Maximums nimmt die
Mobilitat wieder leicht ab, bis sie im Bereich der Knauelkonformation einen
von N unabhangigen konstanten Wert annimmt. Der Bereich der konstanten
Mobilitat wird fur vollstandig geladene Polyionen sehr schnell erreicht. So
erreicht die Mobilitdt z.B. fur Natriumpolystyrolsulfonat und Polyacrylsaure-
Na-Salz ihren konstanten Wert schon bei mittleren Molmassen My von ca.
2000 g/mol.
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Abb. 6: Schematische Darstellung der elektrophoretischen Mobilitat
in Abhangigkeit von der Anzahl der Wiederholungseinheiten fur
einen vollstandig geladenen Polyelektrolyten [11]

2.5.1.1 Uberlappungskonzentration

Die Uberlappungskonzentration C* fiir Polymerldsungen ist die Konzentra-
tion, bei der es durch Uberlappung und Verschlaufung der einzelnen
Polymerketten zur Ausbildung des Netzwerkes kommt. Die Uberlappungs-

konzentration C* kann wie folgt ausgedruckt werden [15,26]:

. 3M, _ 3NM,
4RIN,  42R.N,

(19)

mit: M,, = mittlere Molmasse des Gelbildners
N = Anzahl an Monomereinheiten pro Polymerkette
Mo Masse der Monomereinheit
Ry = Tragheitsradius

Na = Avogadrokonstante

Fir ein athermisches Ldsungsmittel erhalt man fir Ry folgenden Ausdruck
[15]:

_ 0,6
R, =aN (20)
mit: a = Monomerdimensionen

N = Anzahl an Monomereinheiten pro Polymerkette
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Setzt man Gleichung 20 in 19 ein, erhdlt man fir die Uberlappungs-

konzentration folgenden Ausdruck:

~ 3N M,

C ="
47N ,a

(21)

Gleichung 21 besagt, dass bei Zunahme der Molekulgrofie (N) die
Uberlappungskonzentration abnimmt.
Nach Mitnik [27] kann bei bekanntem M,, die Uberlappungskonzentration mit

folgender Naherung bestimmt werden:

_15
[l

Ersetzt man in Gleichung 22 die intrinsische Viskositat [n] durch die Mark-

c (22)

Houwink-Beziehung,

[7]=KM; (23)
mit: K, a = Mark-Houwink-Parameter

M,, = Molmasse

kann man die Uberlappungskonzentration C* aus den Mark-Houwink-
Parametern abschatzen:

o 15
KM_2

(24)

2.5.1.2 Maschenweite

Die Siebeigenschaften des Polymernetzwerkes werden bestimmt durch die
Maschenweite und die Maschendynamik bzw. die Lebensdauer einer

Masche.
Grossmann und Soane schlugen die Abschirmléange & zur qualitativen

Beschreibung des Netzwerkes vor [28]. & beschreibt die durchschnittliche

Entfernung zweier Polymerstrange in einem Polymernetzwerk.
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c O\
§:O,5-Rg(c*j (25)

Viovy und Duke fuhrten einen Ausdruck fur die Maschenweite, den sog. ,blob
size® &, ein [29]. &, ist durch einen universellen Vorfaktor mit der

Abschirmlange & verknupft [30]:

£, =286-£=143-R, (ng_ (26)

Nach Cottet erhalt man durch Kombination von Gleichung 21, 22 und 26
folgende Beziehung fur die Maschengrol3e &, [15]:

0,751 0,75
IVIO N A

1,25
a

& =143 Cco" (27)

Gleichung 27 besagt, dass die Maschenweite eines Polymernetzwerkes von
der Konzentration des eingesetzten Gelbildners, nicht jedoch von dessen

Kettenlange abhangt.

2.5.1.3 Maschendynamik

Im Gegensatz zu vernetzten Gelen, bilden die verschlauften Polymerldsun-
gen dynamische Netzwerke aus. Die Maschendynamik, bzw. die durch-
schnittliche Lebensdauer einer Masche kann nach de Gennes wie folgt

berechnet werden [31,17]:

2-a 2
- — 2-a
¢ = &[4, LA VR (28)
KT 3 6°°d
mit: ¢ = Flory-Viskositatskonstante

K, a = Mark-Houwink-Parameter
Na = Avogadrokonstante

C = Konzentration des Gels

M,, = mittlere Molmasse des Gels
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Aus Gleichung 28 ist ersichtlich, dass die Lebensdauer und damit die
Maschendynamik sowohl von der Konzentration als auch von der mittleren
Molmasse des eingesetzten Gelbildners abhangt.

Mit den beiden Parametern Maschenweite und Maschendynamik kann man
nun fur eine gegebene Trennaufgabe ein optimiertes Polymernetzwerk
generieren. So wahlt man zur Trennung hochmolekularer Proben eher wenig
konzentrierte Gelldsungen mit einem hohen Molekulargewicht. Fir kleinere
Probenmolekile benutzt man hingegen hoher konzentrierte Losungen eines

nicht so hochmolekularen Gels.

2.6 Apparativer Aufbau

Der schematische Aufbau einer CE-Apparatur ist in Abbildung 7 dargestellt.
Die Hauptkomponenten einer solchen Anlage sind die mit Elektrolyt geflllte
Kapillare, die Hochspannungsversorgung, der UV-Detektor, die Druckgasan-
lage zur Probeninjektion sowie Gefale fur Proben und Puffer.

€5 i
Kapillare Spannung
€ ¢
ol ®
>
2
e
o

[
' l=1—
<+>

Datenerfassung

Abb. 7:  Schematischer Aufbau einer CE-Apparatur

Bei den verwendeten Kapillaren handelt es sich um Quarzglaskapillaren mit
Innendurchmessern von 25 bis 100 ym und Gesamtlangen von ca. 25 bis
100 cm. Zur mechanischen Stabilisierung der Kapillaren werden diese aulden
mit einer Polyimidbeschichtung versehen.

Zur Probeninjektion wird an einem Ende der Kapillare das Elektrolytgefafd
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wahrend der Aufgabe durch ein Probengefal ersetzt. Die Injektion erfolgt
entweder hydrodynamisch oder elektrokinetisch. Die UV-Detektion erfolgt
,on-column®. Hierbei wird ein ca 0,5 cm langes Teilstick der Polyimid-
schutzschicht entfernt. Das so praparierte Kapillarsegment dient dann als
UV-Messzelle. Auf einzelne Detektionsprinzipien wird spater noch ausfihrlich

eingegangen.

2.7 Detektion

Die haufigsten Detektionsmethoden in der CE sind spektroskopische
Methoden wie die UV-Detektion und die Laser-induzierte Fluoreszenzdetek-
tion (LIF). Die Detektion erfolgt ,on-column®, d.h direkt in der Kapillare.
Beispiele fur nachgeschaltete Detektionsmethoden sind elektrochemische
Detektoren, die Kopplung mit Massenspektrometern oder der
Kernresonanzspektroskopie.

Im Gegensatz zur Chromatographie wandern die Analytionen mit unter-
schiedlichen Geschwindigkeiten durch die Detektionszelle. Diese unter-
schiedliche Verweildauer der lonen im Detektor muss bei der quantitativen
Auswertung der Peakflachen berucksichtigt werden.

2.7.1 Direkte UV-Detektion

Die UV-Detektion erfolgt wie bereits erwahnt ,on-column®. Hierbei dient das
von der Polyimidschicht befreite ca. 5 mm lange Kapillarsegment als UV-
Messzelle. Fur eine Kapillare mit 50 um Innendurchmesser ergibt sich somit
eine Detektorzelle mit einem Volumen von ca. 10 nL. Die UV-Absorption folgt

dem Lambert-Beerschen Gesetz.

A:Iog:—O:g-c-d (29)

d

mit: A = Absorption
lo = Intensitat des eingestrahlten Lichts
lg = Intensitat des durchgehenden Lichts
¢ = molarer Extinktionskoeffizient
¢ = Konzentration

d = Schichtdicke
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Die geringe Schichtdicke der Detektorzelle wirkt sich natlrlich nachteilig auf
die Nachweisempfindlichkeit aus. Durch Modifikationen der Zellgeometrie
(,oubble“-Zelle oder ,Z%Zelle) kann die Empfindlichkeit durch einen

verlangerten Lichtweg gesteigert werden [32,33].

(@S]
Licht
ld O Licht— 5
-
d
,bubble“-Zelle Z-Zelle

e

Abb. 8: Schematische Darstellung der Detektionszellen mit vergroRerter Zellgeometrie

2.7.2 Indirekte UV-Detektion

Viele Polyelektrolytsysteme, insbesondere solche, die Polyacrylsaure oder
Polymethacrylsaure enthalten, weisen eine nur schwache UV-Absorption auf,
die mit der direkten UV-Detektion kaum nachzuweisen ist. Durch den Einsatz
der indirekten UV-Detektion kdnnen jedoch auch solche Polyelektrolyte mit
einer hohen Empfindlichkeit detektiert werden [23,34,35]. Hierzu werden dem
Puffer stark UV absorbierende lonen zugegeben, die das gleiche
Ladungsvorzeichen tragen wie die Analytionen. Diese sogenannten Co-lonen
mussen ahnliche Mobilitdten aufweisen wie die zu untersuchenden
Analytionen, um ,tailing“- oder ,fronting“-Effekte zu vermeiden. Aufgrund der
erforderlichen Elektroneutralitat im Puffersystem kommt es zu einer
Verdrangung der Co-lonen durch die Analytionen. Im Detektor macht sich
dieser Verdrangungseffekt durch eine Abnahme der Extinktion und somit

durch einen negativen Peak bemerkbar.
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Abb. 9: Schema der Indirekten UV-Detektion [23]
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Abb. 10:  Peakformen durch Mobilitdtsunterschiede
a: Uco-lon = HAnalytion
b: Hco-lon = HAnalytion
C: Uco-lon < HAnalytion

2.7.3 Kontaktlose Leitfahigkeitsdetektion

In der kontaktlosen Leitfahigkeitsdetektion [36-41] wird die Anderung der
elektrischen Leitfahigkeit x beim Durchgang der Analytionen durch die
Detektorzelle gemessen.

Als Leitwert L wird der reziproke elektrische Widerstand R in Losungen

bezeichnet (Gleichung 30).

T it r=21 (30)
R A
mit: p = spezifischer Widerstand

| =Lange der Messzelle
A = Flache der Messzelle

L=

Die Leitfahigkeit « ist der reziproke Wert des spezifischen Widerstandes p.
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Sie ist eine Stoffkonstante, die von der Art und Konzentration der geldsten
lonen, der Temperatur und dem Druck abhangt. Die Konzentrations-
abhangigkeit der Leitfahigkeit fur starke Elektrolyte wird durch das

Quadratwurzelgesetz von Kohlrausch beschrieben.

A=A, -k c (31)

mit:  Ag = Grenzleitfahigkeit bei unendlicher Verdiinnung
k = Boltzmannkonstante
¢ = molare Konzentration

In Abbildung 11 ist das Prinzip der kapazitiv gekoppelten kontaktlosen
Leitfahigkeitsdetektion (C*D) [37] dargestellt. Der Detektor besteht aus zwei
raumlich von einander getrennten, ringférmigen Elektroden der Lange |,
durch die die Kapillare gefuhrt wird. Anders als bei der ,on-column-UV-
Detektion® mul® hierbei die Polyimidschicht nicht entfernt werden. So kann
der Detektor sehr variabel positioniert werden. Die von einem Oszillator
erzeugte Wechselspannung wird Uber die Oszillatorelektrode durch einen
kapazitiven Ubergang ins Innere der Kapillare (bertragen, durchlduft den
Detektionsspalt d und wird nach einem weiteren kapazitiven Ubergang auf
die Verstarkerelektrode gleichgerichtet und verstarkt.

Oszillator Verstarker

Kapillare
\} ------

Elektroden [d | |
Ci R Ca

Abb. 11:  Schematische Darstellung des C*D-Detektors
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Die Detektion erfolgt in Abhangigkeit von der Leitfahigkeit des Elektrolyten
entweder im direkten oder im indirekten Modus. Fur die direkte Detektion
muss der Elektrolyt eine geringere Leitfahigkeit als die zu untersuchenden
Analytionen aufweisen. Im indirekten Modus verwendet man hingegen Puffer
mit einer sehr hohen Leitfahigkeit (z.B. Borat- oder Phosphat-Puffer).

2.8 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

2.8.1 Grundlagen

Die Matrix-unterstitzte Laser-Desorptions/lonisations-Massenspektrometrie
(MALDI-MS) ist eine relativ neue und leistungsfahige Methode in der
Polymeranalytik [42-45] zur Charakterisierung von Molmassen, Molmassen-
verteilungen, Monomereinheiten und Endgruppen. Anders als die
herkdbmmliche Massenspektrometrie (MS) ist die MALDI-MS eine schonende
Methode, bei der die Probenmolekile in der Regel nicht fragmentiert,
sondern unzersetzt in die Gasphase uberfuhrt und hier durch Anlagerung von
Kationen ionisiert werden. Hierbei kommt der Matrix eine essentielle Aufgabe
zu. Diese muss das zu untersuchende Polymer verdunnen, indem es ein
Cokristallisat mit den Probenmolekilen bildet, die Laserenergie absorbieren
(meist ein UV-Laser bei 337 nm und einer Pulsdauer von 3-5 ns) und die
aufgenommene Energie auf die Polymermolekule Ubertragen. Die Detektion
erfolgt anschlielend in einem Flugzeitmassenspektrometer (TOF-MS).

2.8.2 Aufbau eines MALDI-TOF-Massenspektrometers

Massenspektrometer bestehen im wesentlichen aus einer Schleuse fur den
Probeneinlass, einer lonenquelle, einem Analysator und einem Detektor. Den
schematischen Aufbau eines MALDI-Massenspektrometers zeigt Abb. 12.
Bei MALDI-Massenspektrometern wird Laserlicht Uber Spiegel und eine
Fokussierungseinheit auf die Probenoberflache gelenkt, wodurch die Proben-
molekule desorbiert und ionisiert werden. Nach der lonisierung werden die
lonen durch Anlegen eines elektrischen Feldes beschleunigt und in den

Flugzeitanalysator gelenkt. Nach dem Durchlaufen der Beschleunigungs-
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strecke (1) besitzen Molekule gleicher Ladung die gleiche kinetische Energie,
welche durch die angelegte Beschleunigungsspannung gegeben ist. Die
Geschwindigkeit v, mit der die lonen die Driftstrecke (2) bis zum Detektor

zuruicklegen, ist hierbei abhangig von der lonenmasse m (Gl. 32).

Ein :%mvz (32)

Die Flugzeit T bis zum Detektor berechnet sich nach (Gl. 33):

m
T=527u 9

mit s: Flugstrecke
m: Molmasse
z: Ladungszahl
U: Beschleunigungsspannung

Nach der Driftstrecke, die durch ein Pumpensystem standig unter
Hochvakuum gehalten wird, treffen die lonen auf den Detektor. Aus der
Flugzeit kann nun das Masse-Ladungsverhaltnis m/z ermittelt werden. Die

Massenkalibrierung der Flugzeitachse erfolgt mit Eichstandards.

Spiegel

<
Filter / N2-Laser (337 nm)

Linse

Linear-Detektor

I

\
Schleuse mit Probeneinlass Reflektron-Detektor Reflektron

Abb. 12:  Schematischer Aufbau eines MALDI-Massenspektrometers
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In kommerziellen MALDI-TOF-Massenspektrometern werden Beschleuni-
gungsspannungen von 20-30 kV verwendet. Bei der Desorption von lonen
mit gleichem Masse-Ladungsverhaltnis tritt haufig eine Flugzeitverteilung auf.
Dies ruhrt daher, dass die lonen eine Ortsverteilung, eine unterschiedliche
Desorptionszeit sowie eine unterschiedliche lonisierungszeit aufweisen
konnen. Durch verzogerte lonenextraktion werden diese Effekte teilweise
wieder ausgeglichen, was zu einer deutlich verbesserten Auflosung fuhrt. Die
verzogerte lonenextraktion wird durch eine zeitliche Verzogerung zwischen
dem Laserimpuls und dem Einschalten der Beschleunigungsspannung
erreicht. Durch diese Verzogerung driften lonen mit einer hdheren
Anfangsgeschwindigkeit tiefer in die Beschleunigungszone und werden nach
Einschalten des Feldes entsprechen geringer beschleunigt. Die am Anfang
langsameren lonen werden nun dem Beschleunigungsfeld langer ausgesetzt,
so dass im Idealfall die zu Beginn der Desorption aufgetretenen Verteilungen
aufgehoben werden und alle lonen mit gleichem m/z-Verhaltnis gleichzeitig
detektiert werden [46].

Die Detektion erfolgt entweder nach Zurlicklegen einer linearen Flugstrecke
im Lineardetektor oder nach Umlenkung der Flugbahn im Reflektron-
Detektor. In einem Reflektron werden die lonen durch ein elektrisches Feld
gebremst und umgelenkt. lonen mit einer hoheren kinetischen Energie
dringen tiefer in den Reflektron ein und durchlaufen somit eine langere
Wegstrecke. Durch geeignete Einstellungen konnen unterschiedliche
Geschwindigkeiten bei lonen mit gleichem m/z-Verhédlnis ebenfalls
ausgeglichen werden. Somit dient der Reflektron-Modus wie auch die
verzogerte lonenextraktion zur Verbesserung der Signalauflosung.

Fir die Detektion werden in der Regel Sekundarionenvervielfacher

eingesetzt.
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2.9 Polyelektrolyte

Polyelektrolyte sind Polymere die eine grof3e Anzahl ionisierbarer Gruppen
tragen. Fur den Fall, dass jede Monomereinheit eine Ladung e tragt, spricht
man von einem Makroion. In geeigneten Ldsungsmitteln (i.a. Wasser)
dissoziieren diese in hochgeladene Polyionen und eine entsprechende
Anzahl niedermolekularer Gegenionen. Das hierbei auftretende elektrosta-
tische Potential ist eine der Hauptursachen flir das abweichende Verhalten

der Polyelektrolyte von dem neutraler Polymere in Losung.

2.9.1 Polyelektrolyte in L6sung

Die Konformation der Polyelektrolytketten in Lésung wird, im Vergleich zur
Konformation neutraler Makromolekiile, malRgeblich durch die zusatzlich
auftretende langreichweitige Coulomb-Wechselwirkung entlang und zwischen
den einzelnen Ketten beeinflusst. Der Einfluss der Iokalen lonen
(,Salzabhangigkeit) ist ebenfalls von Bedeutung fur das Konformations-
verhalten von Polyelektrolyten in Losung.

Zur Beschreibung dieses Verhaltens kann das von Skolnick, Fixman [47] und
Odijk [48,49] entwickelte sogenannte ,wormlike chain“- Modell herangezogen
werden. Ein zentraler Parameter dieses Modells ist die elektrostatische
Persistenzlange P¢ , die den Beitrag der Coulomb-Wechselwirkungen zur
Persistenzlange beschreibt. Die Persistenzlange P ist ein Mal} fir die
Kettenflexibilitat und gibt die Lange an, nach der innerhalb einer Kette die
Richtungskorrelation bezuglich der ersten Einheit abgeklungen ist. Die
Persistenzlange fur Polyelektrolyte ist groRer als die Persistenzlange
analoger neutraler Polymere, da die elektrostatischen Wechselwirkungen
einem Verbiegen der Kette entgegenwirken. Sie setzt sich aus zwei
Komponenten, der intrinsischen P, fur die neutrale Kette und der

elektrostatischen Pg zusammen.

P=P,-P, (34)
mit: P = Persistenzlange

Py = Intrinsische Persistenzlange
P« = Elektrostatische Persistenzlange
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Die elektrostatische Persistenzlange P¢ kann wie folgt beschrieben werden:

I
P =—— b
° 4.42.d% .2
mit: |, = Bjerrum-Lange
k = Abschirmkonstante

d = Abstand zweier Ladungen auf der Kette
f = Faktor, der die effektive Ladung der Kette berticksichtigt

(39)

Fur den Faktor f gilt nach Manning: f=1 fir d>l, und f=lp,/d flr d<I, [50]. Aus
der Gleichung flr die Abschirmungskonstante «k ergibt sich, dass die
Persistenzlange und damit auch die Kettenkonformation durch die

lonenstarke bzw. die Salzkonzentration in der Losung bestimmt werden.

2
o 2-N,-e;-I (36)
& & KT

mit:

mit. « = Abschirmkonstante
e = Elementarladung
| lonenstarke
Na= Avogadrokonstante
¢, = relative Dielektrizitatskonstante
go = absolute Dielektrizitatskonstante
k = Boltzmannkonstante
T = absolute Temperatur
z; = Ladungszahl der lonenart i
¢; = Konzentration der lonenart i

Aus Gleichung 36 und 37 wird ersichtlich, dass fur abnehmende
lonenstarken die elektrostatische Abstollung zwischen den einzelnen
Ladungen auf der Polyelektrolytkette zunimmt. Dies fuhrt zu einer Zunahme
der Persistenzlange, was wiederum zu einer starker gestreckten Konforma-
tion des Polyions fihrt. Durch Zugabe eines niedermolekularen Salzes zur
Polyelektrolytldsung kann die Konformation des Polyions von der gestreckten
in die Knauelform dberfuhrt werden. Diesen Effekt nutzt man bei
elektrophoretischen Messungen durch Variation der Pufferkonzentration
gezielt aus.
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2.9.2 Gegenionenkondensation

In waldriger Losung dissoziiert ein Polyelektrolyt in ein mehrfach geladenes
Polyion und die aquivalente Zahl an niedermolekularen Gegenionen. Wie in
Abb. 13 dargestellt sind die Gegenionen entweder ,frei“ in Losung oder an

das Polyion ,kondensiert” bzw. gebunden.

Abb. 13: Gegenionenkondensation an einem Polyelektrolyten in Losung [51].
d* ist der kritische Ladungsabstand nach Manning

Unter der Annahme eines Stabchenmodells berechnete Manning [50,52,53]
mit Hilfe des Debye-Hickel-Potentials den kritischen Ladungsabstand d*.
Dieser Parameter bezeichnet den Mindestabstand zweier dissoziierter
ionischer Gruppen im Polyion. Wird dieser Wert unterschritten kommt es zur
Gegenionenkondensation, bis der Wert d* erreicht ist. Fur einwertige
Gegenionen ist d* gleich der Bjerrum-Lange l,. Die Bjerrum-Lange ist der
Abstand zweier nicht abgeschirmter Elementarladungen, bei der die
Coulomb-Wechselwirkung gleich der Warmebewegung kT ist. Die Bjerrum-
Lange ist eine Funktion der Temperatur und der Dielektrizitatskonstante. Sie
betragt in Wasser bei 20°C 0,7 nm (Gleichung 38).
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&

| =
" 4.z.g,-5 KT

(38)

mit: ¢ =Dielektrizititskonstante des Lésungsmittels
g9 =absolute Dielektrizitatskonstante
e =Elementarladung
k =Boltzmannkonstante
T =absolute Temperatur

Die dimensionslose Ladungsdichte & ist der Quotient aus Bjerrum-Lange und
Ladungsabstand (Gleichung 39). Sie erreicht nach Manning den maximalen
Wert 1. Fur &>1 erfolgt Gegenionenkondensation bis der Maximalwert 1
erreicht ist [50].

Ib

=b 39
4 d (39)
mit: & = Ladungsdichte

I, = Bjerrum-Lange
d = Ladungsabstand auf der Kette
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Oligomerentrennung von Natriumpolystyrolsulfonat durch CE mit
MALDI-TOF-MS-Detektion

Die CE ist eine sehr empfindliche und schnelle analytische Methode. Sie
eignet sich hervorragend zur Oligomerentrennung synthetischer Poly-
elektrolyte. Cottet zeigte, dass es moglich ist, ein niedermolekulares
Natriumpolystyrolsulfonat mit einer mittleren Molmasse von 1100 g/mol in
einzelne Oligomere aufzuspalten [54]. In einer Arbeit von Pasch und Hiller
[55] konnte gezeigt werden, dass neutrales Oligostyrol durch geeignete
HPLC-Bedingungen ebenfalls in die einzelnen Oligomere aufgetrennt werden
kann. Das 'H-NMR-Experiment zeigte weiterhin die zu erwartenden isomeren
Strukturen der einzelnen Oligomere. Fur das Dimere wurden 2 Isomere, flur
das Trimere 4 Isomere und fur das Tetramere 8 Isomere identifiziert. In der
vorliegenden Arbeit wurde nun untersucht, ob es durch optimierte
elektrophoretische Bedingungen auch fur das PSS moglich ist, neben den
Oligomeren auch die isomeren Verbindungen aufzutrennen. Mit diesen
Untersuchungen sollten die Grenzen der CE aufgezeigt werden.

Fur die in Abb. 14 dargestellte Auftrennung einer Natriumpolystyrolsulfonat-
Probe kam ein vergleichsweise hochkonzentrierter Natriumborat-Puffer mit
einer Konzentration von 160 mM und einem pH-Wert von 9 zum Einsatz.
Ublicherweise werden in den meisten veroffentlichten CE-Anwendungen
Pufferkonzentrationen von 5 bis 100 mM verwendet. Die Geschwindigkeit
des sich unter diesen experimentellen Bedingungen ausbildenden EOF wird
direkt durch die Pufferkonzentration beeinflusst. Mit zunehmender
Pufferkonzentration nimmt die EOF-Geschwindigkeit ab. Dies fuhrt zu einer
scheinbaren Verlangsamung der Anionen. Es kommt zu einer verlangerten
Verweilzeit der Anionen in der Kapillare und damit zu einer verbesserten
Auftrennung. Man muss jedoch beachten, dass mit zunehmender
Pufferkonzentration auch die auftretende Stromstarke zunimmt. Dies flhrt zu
einer Erwarmung des Systems (,Joule-Heating“), die sich nachteilig auf die

Trenneffizienz auswirken kann.
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Abb. 14; Elektropherogramm von PSS1.1k

Kapillare: 32 cm L x 50 ym ID, unbeschichtet
Puffer: 160 mM Natriumborat
U: 15kV; Inj: 3s x 0,5psi; T: 23°C; UV: 200nm

In dem in Abb. 14 gezeigten Elektropherogramm des Natriumpolystyrol-
sulfonat-Standards (PSS1.1k) sind die Oligomerenpeaks N1 — N5 deutlich zu
erkennen. Bei genauerer Betrachtung weisen die Oligomerenpeaks
Substrukturen auf, die mit zunehmendem Polymerisationsgrad immer
komplexer werden. Diese Substrukturen koénnen verschiedene Ursachen
haben. So konnen unterschiedliche Sulfonierungsgrade, verschiedene
Isomere oder auch unterschiedliche Ladungsdichten, hervorgerufen durch
unvollstandige Dissoziation der Sulfonat-Gruppen, flr das Auftreten der
Substrukturen verantwortlich sein. Mit den zur Verflgung stehenden UV- und
Leitfahigkeitsdetektoren ist es nicht modglich, Art und Ursache der
Substrukturen aufzuklaren. Das Problem, das sich bei der Auswertung eines
solchen Elektropherogramms ergibt, ist die genaue Zuordnung der
erhaltenen Peaks zu entsprechenden Strukturinformationen.

In der Analytik kleiner anorganischer oder organischer Molekule erfolgt die
Identifizierung der Peaks anhand der individuellen Migrationszeiten. Da fur
solche Analytionen das exakte Verhaltnis von Ladung-zu-Radius im
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Allgemeinen bekannt ist, kdnnen die Peaks im Elektropherogramm eindeutig
zugewiesen werden. Diese Bestimmung ist fur synthetische Polyelektrolyte
jedoch nur bedingt moglich. Synthetische Polyelektrolyte weisen neben einer
Molmassenverteilung im ungunstigsten Fall auch eine Verteilung der
Ladungsdichte auf. So ist es durchaus denkbar, dass die Peakaufspaltung in
Abb. 11 durch unterschiedliche Ladungsdichten ein und desselben Mole-
kulargewichts hervorgerufen wird. Im Falle eines wohl definierten Standards
ist die Zuordnung relativ einfach. Schwierig wird es jedoch bei der
Identifizierung von industriellen Proben oder noch nicht vollstandig
charakterisierten Substanzen.

Um sowohl die Oligomere der Natriumpolystyrolsulfonat-Probe exakt
zuordnen sowie die Natur der Substrukturen erklaren zu konnen, bot sich die
Kopplung der CE und der MALDI-TOF-MS an. Im Falle des in Abb. 14
dargestellten Polystyrolsulfonats wurden die Peaks N2 und N3 fraktioniert
und anschlieend einer MALDI-TOF-Analyse unterzogen. Ebenfalls wurde
zum Vergleich die Gesamtprobe mit MALDI-TOF untersucht. Um eine fur die
MALDI-TOF-Analyse ausreichende Probenmenge zu erhalten, wurden die
Peaks N2 und N3 jeweils 10 mal fraktioniert. Die Fraktionen wurden mit
einem Uberschuss an Matrix vermischt, auf den Probentrager aufgetragen,
getrocknet und Uber eine Vakuumschleuse in das Massenspektrometer
uberfuhrt. Die Detektion erfolgte im Linear-Modus bei negativer Polarisation.
Als Matrix wurde eine Losung von 5mg Harmin (C13H12N20) in 1 ml THF
verwendet.

In Abb. 15 sind die drei Massenspektren dargestellt. Spektrum 1 zeigt das
Massenspektrum der Gesamtprobe. Neben den Massenpeaks fur Matrixfrag-
mente bei 486 Da und im Bereich von 800 — 900 Da zeigt das Spektrum eine
Peakserie mit Masseninkrementen von jeweils 184 Da. Dieses Masseninkre-
ment entspricht der Styrolsulfonsaure-Wiederholungseinheit. Die Endgruppen
wurden zu Massen von 57 Da (n-Butylgruppe) und 1 Da (Wasserstoffatom)
bestimmt. So kann der Peak mit der Masse von 425 Da eindeutig dem
Dimeren, der Massenpeak bei 610 Da dem Trimeren zugeordnet werden.
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Abb. 15:  Massenspektren der Gesamtprobe (Spektrum 1), der Fraktion N2 (Spektrum 2)
und Fraktion N3 (Spektrum 3)

In Abb. 16 sind die mdglichen Isomere fur das Dimere und das Trimere
gezeigt. Spektrum 2 zeigt die Fraktion N2. Neben den wiederum auftretenden
Matrixpeaks ist nur ein einziger Peak mit der Masse von 425 Da zu
erkennen. In Spektrum 3 ist ebenfalls nur ein Peak mit der Masse von 610
Da zu erkennen. Aus der MALDI-TOF-Analyse lassen sich nun die beiden
Fraktionen eindeutig identifizieren. Fraktion N2 enthalt das Dimere mit der
Masse von 425 Da wahrend Fraktion N3 nur das Trimere mit der Masse von
610 Da aufweist.

Dimer (N2): Trimer (N3):

X X
R& R & RM R & &
X X X X X X X X
X X X
R: n-Butyl
X: SO3H R R &
X X X

Abb. 16: Schematische Darstellung der isomeren Strukturen fir die Oligomere N2 und N3
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Die in Abb. 14 auftretenden Substrukturen der Oligomerenpeaks kdnnen
verschiedene Ursachen haben. Auch zur Klarung dieser Frage konnte die
MALDI-TOF-MS beitragen. Da die Trennung in der CE nach dem Verhaltnis
von Ladung-zu-Radius erfolgt, ist es denkbar, dass die Substrukturen durch
Konformationsisomere verursacht werden. Ebenfalls kann eine unterschied-
liche Anzahl an Sulfonatgruppen zu dieser Feinaufspaltung fuhren. Des
Weiteren kdnnen auch unterschiedliche Dissoziationsgrade der Sulfonatgrup-
pen und damit unterschiedliche Ladungsdichten diese Aufspaltung
hervorrufen. Fir den Fall, dass die Substruktur durch eine unterschiedliche
Anzahl an Sulfonatgruppen verursacht wirde, musste man im
Massenspektrum Satellitenpeaks mit einer um +/- 80 Da verschobenen
Masse finden. Diese konnten jedoch weder fur das Dimere noch fur das
Trimere beobachtet werden. Somit kann dieser Fall ausgeschlossen werden.
Da der Puffer einen pH-Wert von 9 hat, kann davon ausgegangen werden,
dass die Dissoziation der Sulfonatgruppen nahezu vollstandig ist. Somit
bleiben als Erklarung nur die isomeren Strukturen ubrig, die zu dieser
Aufspaltung fuhren. Da Isomere mit MALDI-TOF-MS nicht nachgewiesen

werden konnen, ist dies jedoch nur ein indirekter Beweis.

3.1.1 Verbesserte Isomerentrennung durch Verwendung hochkonzent-

rierter Natriumboratpuffer

In Abb. 14 wurde gezeigt, dass die Oligomere des Polystyrolsulfonats bei der
CE-Trennung in Isomere aufspalten. Ziel der folgenden Untersuchung ist es,
diese Isomerentrennung zu optimieren. In der Abb. 17 sind die Elektro-
pherogramme fur verschiedene Pufferkonzentrationen dargestellt. Die
Natriumborat-Puffer werden aus Di-Natrium-Tetraborat hergestellt. Es
werden Puffer mit Konzentrationen von 160 mM, 240 mM und 320 mM und
pH-Werten von jeweils 9 eingesetzt. Um die bei diesen hohen Puffer-
konzentrationen zu erwartenden hohen Strome besser handhaben zu
konnen, werden die Trennungen in einer Kapillare mit geringem
Innendurchmesser durchgefuhrt. Es wird eine 37 cm lange Quarzglas-

kapillare mit einem Innendurchmesser von 25 pum verwendet. Die
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auftretenden Stromstarken liegen im Bereich von ca. 10 bis 25 pA. Durch
eine effektive Kuhlung der Kapillare kann die bei diesen Stromstarken
auftretende Erwarmung des Puffersystems vernachlassigt werden.
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Abb. 17: Elektropherogramme bei unterschiedlichen Pufferkonzentrationen
A: 320 mM Natriumborat; B: 240 mM Natriumborat; C: 160 mM Natriumborat
Kapillare: 37 cm x 25um 1.D.; unbeschichtet
U: 15kV; Inj: 15s x 0,5 psi; T: 23°C; UV: 200nm

In Abb. 17 ist der Einfluss der Pufferkonzentration auf die Qualitat der
Trennung zu sehen. Betrachtet man das Peakmuster des Trimeren (N=3)
erkennt man, dass mit zunehmender Pufferkonzentration die Anzahl an
sichtbaren Isomerenpeaks zunimmt. Fir den 320 mM Natriumboratpuffer
erhalt man 7 Peaks die teilweise basisliniengetrennt sind. Ebenfalls ist der
Einfluss auf die Geschwindigkeit des EOF und damit auch auf die benétigte
Trennzeit deutlich zu sehen. Wahrend bei einer Pufferkonzentration von 160
mM (Kurve C) die gesamte Probe innerhalb 50 min getrennt und detektiert
wird, kann fur den hochkonzentrierten Natriumboratpuffer (Kurve A) im
selben Zeitraum nur noch bis zum Trimeren detektiert werden. Bei der
Verwendung eines hier nicht gezeigten Natriumboratpuffers mit einer
Konzentration von 400 mM wird die Trenndauer so grol3, dass in adaquater
Zeit nur noch das Monomere detektiert werden kann. Da durch die
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Verringerung der Geschwindigkeit des EOF auch die effektiven Mobilitaten
der Analytionen verringert werden, kommt es fur die hdheren Oligomere zu
so starken  Peakverbreiterungen, dass die Peaksignale im
Basislinienrauschen verschwinden.

In Abb. 18 ist die Aufspaltung flr das Trimere vergrofRert dargestellt. Kurve A
zeigt die Aufspaltung fur die Pufferkonzentration von 320 mM. Kurve B zeigt

das Peakmuster fiir die Pufferkonzentration von 240 mM.
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Abb. 18: Feinaufspaltung des Trimeren von PSS1.1k flr verschiedene Pufferkon-
zentrationen
A: 320 mM Natriumborat; B: 240 mM Natriumborat

In Kurve A (Abb. 18) ist die Aufspaltung des Trimeren in 7 Peaks deutlich zu
erkennen. Im Vergleich zur Trennung mit herkdmmlichen Pufferkonzentratio-
nen von ca. 10 mM bis maximal 100 mM (Abb. 14) kann die Auftrennung bei
Verwendung von hochkonzentrierten Puffern signifikant verbessert werden.

Bei naherer Betrachtung dieses Ergebnisses stellt sich die Frage, wodurch
die Feinaufspaltung in 7 diskrete Peaks verursacht wird. Wie oben erwahnt,

konnten Pasch und Hiller fiir das Trimere eines Oligostyrols im 'H-NMR vier
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verschiedenen Konformationsisomere nachweisen. Die zusatzliche Zahl an
Peaks, die in der CE erreicht wird, lasst darauf schliel®en, dass zusatzlich zu
den Konformationsisomeren unterschiedliche Substitutionen der Sulfonat-
Gruppen an den Aromaten zu dieser Feinaufspaltung fuhren. Um diese
Annahme zu Uberpriifen, wurden eine '*C-NMR-Messung und ein DEPT-
Experiment der Gesamtprobe vorgenommen. Bei der DEPT-Messung
handelt es sich um ein '>C-NMR-Experiment, bei dem durch eine
entsprechende Pulssequenz nur CH-, CH,- und CHs-Gruppen angeregt
werden. Alle Signale der ">*C-NMR-Messung, die durch quarternare C-Atome
hervorgerufen werden, sind im DEPT-Spektrum nicht vorhanden. In Abb. 19
ist das "*C-Spektrum (A) und das DEPT-Spektrum (B) dargestellt.

T T T T T T T T T T T T T T T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

T T T T T T T T T T T T T T T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Abb. 19:  "C-NMR (A) und DEPT (B) von Polystyrolsulfonat PSS1.1k

Im "*C-Spektrum erkennt man 5 Signale im Bereich der Aromatenresonanz
zwischen 125 und 152 ppm. Die Signale bei 126 und 129 ppm werden durch
die aromatischen CH-Gruppen erzeugt. Die drei Signale bei 141-, 147- und
150 ppm verschwinden im DEPT-Spektrum (B) und kdnnen deshalb den
quarternaren Ring-C-Atomen zugeordnet werden. Um die beobachteten
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Signale den verschiedenen Substitutionen zuordnen zu kdénnen, wurden mit
Hilfe des ACD/Labs 8.0-Programms der Firma Advanced Chemistry
Development, Inc.,Toronto, Kanada die '*C-NMR-Spektren fiir die para-,
meta- und ortho-Substitutionen berechnet. In Abb. 20 sind die berechneten
chemischen Verschiebungen fur die verschiedenen Substitutionen

dargestellt.

X

O =C1=150-152ppm O =C1=146—148 ppm O=C1 = 145 — 147 ppm
< =C4 =140 ppm <& =C3=135ppm ©=C2 =135 ppm

Abb. 20: Berechnete chemische Verschiebungen der quarterndren C-Atome fur die
unterschiedlichen Substitutionen

Die Signale bei 141 ppm (C4) und 152 ppm (C1) in Abb. 19, Spektrum A,
kénnen der Struktur mit der para-Position der Sulfonatgruppe zugewiesen
werden. Das Signal bei 147 ppm kann sowohl der C1-Position der meta- als
auch der ortho-Position zugewiesen werden. Eine weitere Unterscheidung
zwischen der meta- und der ortho-Substitution ist hier nicht mdglich. Das
NMR-Experiment konnte jedoch zeigen, dass es neben der para-Substitution
noch weitere Substitutionen in der vorliegenden Polystyrolsulfonat-Probe
gibt. Der Nachweis der unterschiedlichen Substitutionen kann als Erklarung
fur die in der CE erreichte Feinaufspaltung des Trimeren in sieben diskrete
Peaks herangezogen werden.

Es konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, unterschiedliche Isomere und
unterschiedliche Substitutionen der Sulfonatgruppen an den Aromaten mit

der CE zu trennen und nachzuweisen.
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3.1.2 Optimierte Trennung durch Einsatz organischer EOF-Modifier

Schwer und Kenndler haben gezeigt, dass durch Zugabe niedermolekularer
Alkohole und Acetonitril als sogenannte organische Modifier zum Puffer-
system die Aufldsung elektrophoretischer Trennungen verbessert werden
kann [56]. Ursachlich hierfur ist eine Verringerung der EOF-Geschwindigkeit
aufgrund der Anderungen der Dielektrizitatskonstante, der Viskositat und des
Zeta-Potentials des Puffersystems. Durch die Verringerung der EOF-
Geschwindigkeit kommt es zu einer verlangerten Verweilzeit der Analytionen
in der Kapillare, die zu einer verbesserten Auftrennung fuhrt.

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob durch Zugabe organischer
Modifier zum Puffersystem die Auftrennung synthetischer Polyelektrolyte
ebenfalls verbessert werden kann. Hierzu wurde der Einfluss des
verwendeten Modifiers auf die Trennung der Oligomere fur Natrium-
polystyrolsulfonat untersucht. Fur die folgenden Untersuchungen wurden
Natriumboratpuffer mit Konzentrationen von 80, 160, 240 und 320 mM und
pH-Werten von 9 verwendet. Diesen wurden jeweils 10 Volumenprozent
(% vlv) eines organischen Modifiers zugesetzt. Zur Uberpriifung der
Trenneffizienz wurde ein Natriumpolystyrolsulfonat-Standard mit einem
mittleren Molekulargewicht von 1100 g/mol (PSS1.1k) als Probensubstanz
eingesetzt. Die Trennungen wurden in einer unbeschichteten Quarzglas-
kapillare mit einer Gesamtlange von 27 cm und einem Innendurchmesser
von 25 pm bei einer Spannung von 10 kV durchgefuhrt. Als Modifier kamen
Ethanol (EtOH), Isopropanol (Iso) und Acetonitrii (ACN) zum Einsatz. Die
Modifier mussen eine gute Mischbarkeit mit dem wassrigen Puffer aufweisen.
Ebenfalls muss bei hdheren Modifierkonzentrationen im Puffergemisch eine
ausreichende Ld&slichkeit des Natriumborats gegeben sein. Desweiteren
sollten die Modifier im gewahlten Detektionsbereich von 200 nm eine
ausreichende UV-Transparenz aufweisen. Um die durch die Zugabe der
Modifier auftretende Verdlinnung auszugleichen, wurde den Pufferstamm-
|I6sungen zur Vergleichsmessung ebenfalls 10 % v/v Wasser als ,inerter*
Modifier zugesetzt.

In den Abbildungen 21 - 24 sind die Elektropherogramme der Probe
PSS1.1k in Abhangigkeit von der Pufferkonzentration und der Art des
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Modifiers dargestellt. Man erkennt, dass die Auftrennung der Oligomere bei
allen Pufferkonzentrationen vom reinen Puffer Gber Acetonitril, Isopropanol
hin zu Ethanol deutlich zunimmt. Parallel hierzu nimmt jedoch auch die
Trennzeit zu. So ist im Falle des 80 mM Natriumboratpuffers eine
Verdopplung der Trennzeit zwischen der schnellsten Trennung fur den reinen
Puffer und der langsamsten, aber auch besten, Trennung fur Ethanol zu
erkennen. Diese Effekte sind fur alle Pufferkonzentrationen zu beobachten.
Fir den hochst konzentrierten Puffer (320mM) ist die Trennung so langsam,
dass in der vorgegebenen experimentellen Zeit von 50 Minuten nur noch die

Oligomere N1 und N2 detektiert werden kdnnen.
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Abb. 21: Elektropherogramme von PSS1.1k in B80 mit unterschiedlichen Modifiern
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Abb. 23: Elektropherogramme von PSS1.1k in B240 mit unterschiedlichen Modifiern
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Abb. 24: Elektropherogramme von PSS1.1k in B320 mit unterschiedlichen Modifiern

In Abb. 25 sind die Migrationszeiten der Oligomere N1 — N3 in Abhangigkeit
von der Art des Modifiers aufgetragen. Man erkennt, dass die
Migrationszeiten durch Zugabe der Modifier zunehmen. Parallel hierzu erzielt
man deutlich verbesserte Auftrennungen der Oligomerenpeaks. Hierbei ist
der Einfluss von Acetonitrii auf die Anderung der Migrationszeiten im
Vergleich zum reinen Puffer nur gering. Fur Isopropanol und Ethanol erhalt
man jedoch deutlich gréRere Anderungen der Migrationszeiten. So werden
die Migrationszeiten durch Zugabe von 10 Vol.% Ethanol zum Puffer um den
Faktor 2 verlangert. Aufgrund der gréReren Anderungen der Migrationszeiten
erhalt man flr Ethanol als Modifier die besten Trennergebnisse. In Abb. 23
erhalt man fur ACN eine scheinbar bessere Auftrennung. Man erhalt deutlich
schmalere Signale fur das Trimerensextett. Die Peaks 3 und 4 dieses
Sextetts sind im Vergleich zum Ethanol besser getrennt. Man erhalt fur ACN
jedoch keine Basislinientrennung. In dem Puffersystem aus 240 mM
Natriumborat mit 10 Vol.% EtOH erhdlt man hingegen annahernd
basisliniengetrennte  Signale des Trimerensextetts. Die schlechtere

Auftrennung der Signale 3 und 4 im Puffer/EtOH-System lasst sich durch die
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Peakverbreiterung aufgrund der verlangerten Migrationszeiten erklaren.
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Abb. 25: Anderungen der Migrationszeiten der Oligomere N1-N3 in Abhéngigkeit
vom zugesetzten Modifier

Die Verwendung hochkonzentrierter Puffer fuhrt in der Regel zu hohen
Stromstarken und damit zu einer Erwarmung des Elektrolytsystems, der
sogenannten  Joule-Erwarmung. Aufgrund der sich ausbildenden
Temperatur- und Viskositatsgradienten nimmt die Bandenverbreiterung zu
und die Bodenzahl N entsprechend ab [Abschnitt 2.2.3]. Dies fuhrt insgesamt
zu einer Abnahme der Trenneffizienz [24,25]. Durch den Einsatz von
Kapillaren mit geringen Innendurchmessern kann dieses Problem, wie im
vorangegangenen Abschnitt beschrieben, uberwunden werden. Man muss
jedoch bedenken, dass sich hierdurch auch die Dimensionen der
Detektorzelle verringern. Dies fihrt unweigerlich zu einer Verringerung der
Nachweisempfindlichkeit der UV-Detektion. Fir stark UV-absorbierende
Substanzen stellt dies keinen nennenswerten Nachteil dar. Bei schwacher
absorbierenden Proben kann es jedoch dazu fuhren, dass sie unterhalb der
Nachweisgrenze des Detektors liegen und somit nicht detektiert werden
kénnen.
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Betrachtet man nun die wahrend der Trennung auftretenden Stromstarken
und deren Anderungen in Abhangigkeit vom verwendeten Modifier (Abb. 26),
stellt man fest, dass fur Kapillaren mit einem Innendurchmesser von 25 ym
die Anderungen in den Stromstarken im Bereich von 5 pA liegen. Da die
Stromstarken nur im Bereich von 10 — 15 pA liegen, sind die Absolutwerte
sowie deren Anderungen fir die Trenneffizienz nur von untergeordneter
Rolle. Die bei diesen Stromstarken auftretende Joule-Erwarmung kann
vernachlassigt werden.

Stromstéarke

—e—B80

—=—B160

—a—B240
B320

Stromstarke [pHA]

H20 ACN ISO EtOH
Modifier [10% v/v]

Abb. 26: Anderung der Stromstarken in Abhangigkeit vom Modifier

Werden die Messungen in einer Kapillare mit 50 ym Innendurchmesser
durchgefuhrt, liegen die Stromstarken im Bereich von 120 — 180 uA. Diese
hohen Stromstarken und die damit verbundene Erwarmung des Systems
konnen in Bezug auf die Trenneffizienz nicht mehr vernachlassigt werden. In
Abb. 27 sind die Stromstarken in Abhangigkeit vom Modifier flr Kapillaren
mit 25 pm und 50 pym Innendurchmesser dargestellt. Man erkennt, dass z.B.
die Zugabe von 10 % Ethanol zum Puffer die auftretende Stromstarke um
50 pA oder 28% senkt. Dies ist ein betrachtlicher Wert, der die Erwarmung
und die dadurch verursachten negativen Auswirkungen auf die Trennleistung
deutlich verringert. Hierdurch erhalt man im Allgemeinen bessere
Trennungen. Eine der Ursachen dieses Effektes liegt in der Verringerung der
Dielektrizitdtskonstante ¢ des modifizierten Puffers. Dies fuhrt zu einer

verringerten elektrischen Feldstarke und somit zu einer Verringerung der

46



Ergebnisse und Diskussion

erzeugten elektrischen Leistung mit den im Abschnitt 2.2.3 beschriebenen
Wirkungen auf die Trenneffizienz.

320 mM Borat

200
180 -
160 -
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100 - —e— ID=50pm
80 - —a— |D=25um
60 +-------mmm e
L e
20

Stromstarke [pUA]

H20 ACN ISO EtOH
Modifier [10% v/v]

Abb. 27: Anderung der Stromstérke in Abhéngigkeit vom Modifier fiir verschiedene Kapillar-
innendurchmesser

Durch den Zusatz sogenannter EOF-Modifier zum Puffer wird eine
annahernd gleiche Trenneffizienz wie bei Verwendung hochkonzentrierter
Puffer erreicht. Im Gegensatz zu den hochkonzentrierten Puffern werden bei
Verwendung der modifizierten Puffer die auftretende Stromstarke und die
damit einhergehende Temperaturerhéhung deutlich verringert. Eine Ober-
grenze fur die sich ausbildende Stromstarke ist nur geratetechnisch
bestimmt. Die meisten kommerziell erhaltlichen CE-Gerate lassen maximale
Stromstarken von 250 — 300 pA zu. Die maximale Temperatur innerhalb der
Kapillare muss unterhalb der Siedetemperatur der Pufferlésung liegen, da bei
beginnender Gasentwicklung die sich in der Kapillare ausbildenden
Gasblasen zu einem Zusammenbruch der Feldstarke und damit zu einem
Abbruch der Messung fuhren.

In diesem Abschnitt konnte gezeigt werden, dass man durch die Zugabe
organischer Modifier zum Puffer ein optimiertes Trennsystem erhalt, das
auch in Kapillaren mit groéfleren Innendurchmessern den Einsatz
hochkonzentrierter Puffer bei hoheren Spannungen zulasst. Als Modifier

haben sich vor allem niedermolekulare Alkohole bewahrt.
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3.1.3 Abhéangigkeit der Oligomerentrennung vom Volumenanteil des

eingesetzten Modifiers

Im vorigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass die Zugabe organischer
Modifier zum Puffer einen positiven Einfluss auf elektrophoretische
Trennungen hat. Um die Abhangigkeit der Trenneffizienz vom Volumenanteil
des zugesetzten Modifiers zu untersuchen, wurden dem Puffer
unterschiedliche Anteile an Isopropanol zugesetzt. Es wurde ein 160 mM
Natriumboratpuffer mit jeweils 10, 20 und 30% v/v Isopropanol als organi-
schen EOF-Modifier untersucht. Die Trennungen erfolgten in einer
Quarzglaskapillare mit einer Lange von 32 cm und einem Innendurchmesser
von 50 um bei einer Spannung von 15 kV. Die Trenneffizienz wurde anhand
der Trennung von PSS 1.1k untersucht. Als EOF-Marker wurde
Tetrahydrofuran (THF) verwendet.

In Abbildung 28 sind die Elektropherogramme fur den 160 mM
Natriumboratpuffer mit verschiedenen Volumenanteilen an Isopropanol
dargestellt. Man erkennt, dass mit zunehmendem Isopropanolanteil die
Auftrennung der Oligomere deutlich besser wird. Parallel hierzu nimmt die
Trenndauer fur das vorliegende Experiment um den Faktor 4 zu.

Far den reinen Puffer, Kurve A in Abbildung 28, erfolgt die Trennung
innerhalb von 4 Minuten. Es werden jedoch nur die Oligomere N1 - N3
basisliniengetrennt. Mit zunehmendem Volumenanteil an Isopropanol wird
auch die Auftrennung der hoheren Oligomere deutlich besser. So erkennt
man in Kurve B (10% v/v) bei 3,8 min zusatzlich den Oligomerpeak fur das
Pentamere N5. Ab einem Volumenanteil von 20% v/v (Kurve C) erfolgt eine
zusatzliche Isomerenaufspaltung fur die Oligomere N1 - N3. Fir 30% v/v
Isopropanol im Puffer (Kurve D) werden die Isomeren flir N3 teilweise
basisliniengetrennt. Fuir das Tetramere N4 werden ebenfalls zusatzliche
Isomerenpeaks sichtbar.
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Abb. 28: Elektropherogramme von PSS 1.1k in Abhangigkeit vom Volumenanteil

an Is

opropanol.

Kapillare: 25/32 cm L x 50 ym ID; Puffer: 160 mM Borat ph 9; U: 15 kV;
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Die Zunahme der Migrationszeiten ist auf eine Abnahme der elektrischen
Feldstarke innerhalb des Systems zurUckzufuhren. Durch Zugabe des
Modifiers andert sich die Dielektrizitatskonstante ¢, des Systems. Dies fuhrt
zu einer Anderung der elektrischen Feldstarke. Diese Anderung der
Feldstarke kann durch die Anderung der wahrend der Trennung auftretenden
Stromstarken verdeutlicht werden. Mit zunehmendem Volumenanteil an
Isopropanol verringert sich aufgrund der Abnahme der Feldstarke die
Stromstarke (Abb. 30). Diese beiden Effekte wirken sich positiv auf die
Trenneffizienz aus. Durch Erniedrigung der Feldstarke erhoht sich die
Verweildauer in der Kapillare, wahrend durch die Verringerung der sich
ausbildenden Stromstarke die Joule-Erwarmung reduziert wird. Man erhalt

folglich deutlich bessere Trennungen.
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Abb. 30:  Anderungen der Migrationszeit und der Stromstarke in Abhangig-
keit vom Volumenanteil an Isopropanol
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3.2 Methodenentwicklung zur Trennung und Detektion UV-trans-

parenter Polyelektrolyte

Im folgenden Abschnitt sollen unterschiedliche Detektionssysteme auf ihre
Anwendbarkeit fir die CE getestet werden. Viele industriell relevante
Polymersysteme wie z.B. Polyacrylsaure (PAS), Polymethacrylsaure (PMAS)
und Copolymere aus Polyethylenglycol (PEG) und Polyacryl- bzw. Poly-
methacrylsaure sind UV-transparent. Der typischerweise eingesetzte UV-
Detektor ist hier nur von begrenztem Wert, da die Signale solcher Polymere
teilweise unter der Nachweisgrenze des Detektors liegen. Als Alternativen
bieten sich die kontaktlose Leitfahigkeitsdetektion (CCD) und die indirekte
UV-Detektion (IUV) an.

3.2.1 Kontaktlose Leitfahigkeitsdetektion (CCD)

In der kontaktlosen Leitfahigkeitsdetektion wird die Anderung der elektrischen
Leitfahigkeit x beim Durchgang der Analytionen durch die Detektorzelle
gemessen. Fir ein gutes Signal-zu-Rauschen-Verhaltnis ist es wichtig, dass
sich die Leitfahigkeiten des Elektrolyten und der Analytionen deutlich
voneinander unterscheiden. Die in der CE verwendeten Borat-, Phosphat-
und TRIS-Puffer weisen eine zu grof3e Eigenleitfahigkeit auf. Mogliche
Leitfahigkeitsanderungen, die beim Durchtritt der untersuchten UV-
transparenten Polyelektrolyte durch den Detektor auftreten, kénnen mit
diesen Puffersystemen nicht detektiert werden. In Folge dessen mussen fur
die elektrophoretische Trennung mit anschlieRender Leitfahigkeitsdetektion
solcher Polyelektrolyte neue Puffersysteme gefunden und getestet werden.
Mogliche Alternativen zu den herkdmmlichen Puffern kdnnen organische
Puffersysteme sein, die aus Arginin/Sorbinsaure (AS), Histidin/Sorbinsaure
(HS) oder Morpholinoethansulfonsaure/Arginin (MA) bestehen (Abb. 31). Bei
der Leitfahigkeitsdetektion von anorganischen Anionen hat sich das
Puffersystem aus 15 mM Arginin und 7 mM Sorbinsaure bewahrt [38].

In den folgenden Untersuchungen wurden verschiedene organische
Puffersysteme auf ihre Trenneffizienz und Detektionsfahigkeit hin getestet.

Als Probe wurde das Natriumsalz einer Polyacrylsdure mit einem mittleren
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Molekulargewicht von 1300 g/mol (PAS1,3k) verwendet. Die Trennungen
wurden in einer unbeschichteten Quarzglaskapillare mit einer Gesamtlange
von 31 cm und einem Innendurchmesser von 50 um bei verschiedenen

Spannungen durchgeflhrt.
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Abb. 31: Struktur- und Summenformeln der verwendeten organischen Puffer

Sorbinsaure, CgHgO5:

In Abb. 32 sind die Elektropherogramme der Probe PAS1,3k fur drei
verschiedene Puffersysteme gezeigt. Es ist deutlich zu sehen, dass fur alle
drei Puffer eine Oligomerentrennung erzielt wird. Der Arginin/Sorbinsaure-
Puffer (schwarze Kurve, AS12) weist hierbei die beste Trennung bei einem
sehr guten Signal-zu-Rauschen-Verhaltnis auf. Die Oligomere im
Migrationsbereich von 4 — 11 min sind zum Teil basisliniengetrennt. Im

Gegensatz zu den beiden anderen Puffern weist das AS-Elektropherogramm
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einen zusatzlichen intensiven Peak bei ca. 3 min auf. Auch der
Histidin/Sorbinsaure-Puffer (rote Kurve, HS12) liefert eine gute Trennung der
Oligomeren. Im Vergleich zum Arginin/Sorbinsaure-Puffer erhalt man jedoch
keine basisliniengetrennte Signale. Fur den Morpholinoethansulfon-
saure/Arginin-Puffer (blaue Kurve, MA12) ergibt sich eine deutlich
schlechtere Auftrennung gegenuber den beiden anderen Puffern. Fur die
weiteren Untersuchungen wird der MA-Puffer nicht mehr bericksichtigt. Da
sich der pH-Wert des AS-Puffers (pH 9) deutlich von dem des HS-Puffers
(pH 5,5) unterscheidet, beide jedoch zu guten bis sehr guten Auftrennungen

der einzelnen Oligomeren flhren, werden sie im Folgenden naher

untersucht.
> i
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Abb. 32: Oligomerentrennung von PAS1.3k in Abhangigkeit von verschiedenen
organischen Puffern
AS12: 12 mM Arginin / 6 mM Sorbinsaure (pH 9); HS12: 12 mM Histidin / 6
mM Sorbinsaure (pH 5,5); MA15: 15 mM Arginin / 7,5 mM MES (pH 9)
U: 10kV; Inj: 6s x 0,5 psi; T: 23°C
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3.2.1.1 Vergleich der Trenneffizienz verschiedener organischer Puffer-

systeme in Abhangigkeit von ihrer Konzentration

Die im vorigen Abschnitt verwendeten organischen Puffersysteme aus
Arginin/Sorbinsaure (AS) und Histidin/Sorbinsaure (HS) werden in Abhangig-
keit von verschiedenen Konzentrationen auf ihre Trenneffizienz hin
untersucht und miteinander verglichen. Die verwendeten Pufferkonzentratio-

nen sind in Tabelle 2 dargestellt.

Arginin Sorbinsaure Histidin
pH-Wert
[mM] [mM] [mM]
AS3 3 1,5 9
AS6 6 3 9
AS12 12 6 9
HS3 1,5 3 5,5
HS6 3 6 5,5
HS12 6 12 5,5

Tab. 2: Zusammensetzung der Puffer

Die Trennungen wurden in einer unbeschichteten Quarzglaskapillare mit
einer Gesamtlange von 31 cm und einem Innendurchmesser von 50 um bei
einer angelegten Spannung von 5 kV durchgefuhrt. Als Probe wurde
wiederum das Polyacrylsaure-Na-Salz PAS1,3k verwendet.

In den Abb. 33 und 34 sind die Elektropherogramme fur die verschiedenen
AS- und HS-Puffer dargestellt. Sowohl fir die AS-Puffer als auch fur die HS-
Puffer wird die Auftrennung in die Oligomere mit zunehmender Puffer-
konzentration deutlich verbessert. Dies ist wiederum auf die Verringerung der
EOF-Geschwindigkeit mit zunehmender Pufferkonzentration zurtckzufihren.
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Abb. 33:  Oligomerenauftrennung in Abhangigkeit von der Pufferkonzentration fir das

Puffersystem Arginin/Sorbinsaure
AS3 (schwarz), AS6 (rot) und AS12 (blau)
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Abb. 34:  Oligomerenauftrennung in Abhangigkeit von der Pufferkonzentration fir das

Puffersystem Histidin/Sorbinsaure
HS3 (schwarz), HS6 (rot) und HS12 (blau)
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Vergleicht man die entsprechenden AS- und HS-Puffer miteinander stellt
man fest, dass schon fur den AS3-Puffer eine deutliche Oligomerentrennung
zu sehen ist. Mit zunehmender Pufferkonzentration wird diese immer besser.
Fir den AS12-Puffer erhdlt man sogar eine basisliniengetrennte
Oligomerenverteilung. Im Gegensatz hierzu erreicht man bei den HS-Puffern
erst fur den HS12-Puffer eine Oligomerentrennung, die aber keine
basisliniengetrennte Signale aufweist. In Abb. 35 ist, zur besseren
Verdeutlichung der unterschiedlichen Trenneffizienzen, der Oligomeren-
bereich fir die beiden Puffer AS12 und HS12 vergrol3ert dargestellt

12,20 4
=
12,16 —
12,12 H
T T T T T T
9 12 15 18 21 24
= 1212+
E "
12,10 H
12,08 H
12,06 —
12,04 H
T T T T T T T T T T T T T T 1
9 12 15 18 21 24 27 30

Migrationszeit [min]

Abb. 35: VergrofRerte Darstellung des PAS1,3k-Oligomerenbereichs flir die Puffer AS12
(schwarz) und HS12 (rot)

Neben der Basislinientrennung im AS-System erhalt man zusatzlich eine
feinere Signalaufspaltung. So sind fur die Signale bei hdheren
Migrationszeiten Substrukturen zu erkennen, die fur das HS-System nicht
nachgewiesen werden konnen. Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um
isomere Strukturen. Eine eindeutige Zuordnung ist zur Zeit mit den zur

Verfigung stehenden Mitteln nicht moglich.
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Nach den erhaltenen Ergebnissen kann gesagt werden, dass die
Arginin/Sorbinsaure-Puffer sehr geeignete Systeme fur die kontaktlose
Leitfahigkeitsdetektion UV-transparenter synthetischer Polyelektrolyte sind.
Durch die geringe Eigenleitfahigkeit der organischen Puffer erhalt man fur
Polyacrylsaure- und Polymethacrylsaureproben ausreichende Leitfahigkeits-
unterschiede im CCD-Detektor, die zu hohen Signalintensitaten fuhren.
Durch den pH-Wert von 9 sind die Proben nahezu vollstandig dissoziiert.
Durch die geringe Leitfahigkeit der Puffer werden wahrend der Trennung nur
geringe Stromstarken in der Kapillare erzeugt. Die hierbei auftretenden
geringen Temperatureffekte und die damit verbundenen Auswirkungen auf

die Trennleistung (siehe Abschnitt 2.3.3) kdbnnen vernachlassigt werden.

3.2.1.2 Verbesserte Oligomerentrennung fur PAS1,3k durch konzent-
rierte Arginin/Sorbinsaure-Puffer

Wie bei der Trennung von Polystyrolsulfonat in Abschnitt 3.1.1 gezeigt
wurde, kann auch die Oligomerentrennung von niedermolekularen
Polyacrylsaure-Salzen durch Einsatz hoher konzentrierter organischer Puffer
(Arginin/Sorbinsaure) deutlich verbessert werden. Hierbei muss jedoch
beachtet werden, dass bei Erhdhung der Pufferkonzentration die Leitfahigkeit
des Puffers ebenfalls steigt. Dies fuhrt zu einer Verringerung des
Leitfahigkeitsunterschieds zwischen Puffer und Analytionen. Da die
Signalintensitat mit dem Leitfahigkeitsunterschied zwischen Puffer und
Analytionen korreliert, kann ein zu geringer Leitfahigkeitsunterschied dazu
fuhren, dass die Signale unterhalb der Nachweisgrenze des Detektors liegen.
FUr den Arginin/Sorbinsaure-Puffer konnten bei Konzentrationen oberhalb
von 40mM Arginin und 20 mM Sorbinsaure keine Signale mehr detektiert
werden.  Folglich kénnen fur die Leitfahigkeitsdetektion keine
Pufferkonzentrationen wie bei der optimierten Trennung des PSS1,3k in
Natriumboratpuffern  eingesetzt werden. Die fur die folgenden
Untersuchungen verwendeten Pufferkonzentrationen sind in Tabelle 3
aufgelistet.
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Puffer Arginin Sorbinsaure pH-Wert
[mM] [mM]

AS6 6 3 9

AS12 12 6 9

AS16 16 8 9

AS24 24 12 9

Tab. 3: Zusammensetzung der AS-Puffer

Abb. 36 zeigt die Elektropherogramme der Probe PAS1,3k in den vier
verschiedenen AS-Puffern. Man erkennt wie erwartet eine deutlich
verbesserte Trennung der einzelnen Oligomere sowie eine zunehmende
Feinaufspaltung der Peaks mit zunehmender Pufferkonzentration. Dieses

Ergebnis stimmt mit den Erkenntnissen, aus Kapitel 3 Uberein.
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Abb. 36: PAS1,3k-Oligomerentrennung in Abhangigkeit von der Pufferkonzentration
Kapillare: 60cm L x 75 ym ID, unbeschichtet
U: 5 kV; Inj: 5s x 0,3 psi; T: 20°C

Bei den bisher durchgefuhrten Messungen an PAS1,3k mit gering
konzentrierten AS-Puffern wurde ein sehr intensiver Peak direkt vor der

Oligomerenserie beobachtet (Peak bei 15min fur AS6). Dieser Peak wurde
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bis jetzt als Systempeak betrachtet. Durch den Einsatz der hoher
konzentrierten AS-Puffer konnte jedoch gezeigt werden, dass es sich
keinesfalls um einen Systempeak handelt. Vielmehr weist dieser Peak eine
zweite Oligomerenverteilung auf, die erst bei hdheren Pufferkonzentrationen
(AS24) aufgetrennt wird. Die chemische Struktur dieser Oligomerenverteilung

konnte bis jetzt nicht erklart werden.

3.2.1.3 Untersuchung verschiedener Polyacrylsauresalze mit der
kontaktlosen Leitfahigkeitsdetektion

Die in den vorigen Abschnitten getesteten organischen Puffersysteme sollen
nun auf die Trennung von Polyacrylsauresalzen unterschiedlicher Molmasse
angewendet werden. Es werden Polyacrylsaure-Na-Salz-Standards mit
mittleren Molmassen im Bereich von 1.000 g/mol bis ca. 35.000 g/mol
eingesetzt. Die Konzentrationen der Standardlésungen betrugen je 0,75 g/l.

In Abb. 37 sind die Elektropherogramme von vier verschiedenen PAS-

Proben dargestellt.
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Abb. 37: Elektropherogramme der Proben PAS1,3k (schwarz), PAS8k (rot), PAS18k
(grin) und PAS35k (blau)
Kapillare: 60 cm L x 75 pym ID, unbeschichtet;
Puffer: 16 mM Arginin / 8 mM Sorbinsaure; pH 9;
U: 15 kV, Inj: 5s x 0,3 psi; T: 20°C
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Die Peakmaxima der hohermolekularen Proben liegen im Bereich von 18 min
(PAS18k und PAS35k) bis 19 min (PAS8k). Die Proben PAS18k und PAS35k
weisen identische Migrationszeiten auf. Eine weitere Auftrennung dieser
Proben ist ohne Zusatz eines Gelbildners nicht mehr mdglich. Wie in
Abschnitt 2.5.1 theoretisch vorhergesagt, befindet man sich hier in einem
Molmassenbereich nahezu konstanter Oberflachenladung-zu-Radius-
Verhaltnisse und damit nahezu konstanter Mobilitaten. Fur die Kurven der
Proben PAS8k, 18k und 35k erkennt man einen intensiven Peak bei ca. 24
min. Die Migrationszeit lasst darauf schliessen, dass es sich hierbei um ein
relativ kleines Molekul handelt. Es konnte bis jetzt nicht eindeutig geklart
werden, ob es sich um das Monomere oder um ein bisher nicht zu
identifizierendes weiteres Anion handelt. Um auszuschlie3en, dass es sich
hierbei um einen vom Puffer generierten Peak handelt, wurde eine Messung
durchgefuhrt, bei der eine Arginin/Sorbinsaure-Probe AS37 (37,5 mM
Arginin/18,75 mM Sorbinsaure) flr 5 s bei einem Druck von 0,3 psi injiziert
wurde. In Abb. 38 ist das Elektropherogramm der AS37-Probe dargestellt.
Man erkennt, dass die AS37-Probe ein negatives Signal bei ca. 27 min
erzeugt. Dieser negative Peak ist auch bei allen anderen Messungen in Abb.
37 zu sehen. Da in der Messung der AS37-Probe kein positives Signal zu
erkennen ist, handelt es sich bei den in Abb. 37 auftretenden Signalen bei
einer Migrationszeit von 24 min offensichtlich um einen von den PAS-Na-
Proben generierten Peak. Fur die Probe PAS1,3k erkennt man, dass dieser
Peak (23 min) deutlich breiter und intensiver ist als fur die hdhermolekularen
Proben. Im vorigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass dieser breite
intensive Peak eine weitere Oligomerenverteilung aufweist, die jedoch erst
bei hoher konzentrierten Puffern aufgetrennt werden kann. Die Intensitat des
bei PAS1,3k auftretenden Peaks lasst darauf schliessen, dass es hier zu
einer Uberlagerung des unbekannten Probenpeaks mit der zuséatzlichen
Oligomerenverteilung kommt.

In Abb 6, Abschnitt 2.5.1, ist der Verlauf der elektrophoretischen Mobilitat von
Polyionen in Abhangigkeit von der Anzahl an Wiederholungseinheiten
dargestellt. Man erkennt, dass im Bereich der Stabchenkonformation die
elektrophoretische Mobilitat linear mit der Anzahl an Wiederholungseinheiten

zunimmt, bis sie ein Maximum durchlauft, um danach einen konstanten Wert
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anzunehmen. Mit den Messungen in Abb. 37 konnte dieser theoretische
Verlauf auch fur Polyacrylsauren experimentell nachgewiesen werden. Fur
die hier untersuchten Polyacrylsauresalze liegt der Konversionspunkt der

elektrophoretischen Mobilitat im Bereich von ca. 2000 g/mol.
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Abb. 38: Elektropherogramm der Probe AS37(37,5 mM Arginin/18,75 mM Sorbinsaure)
Kapillare: 60 cm L x 75 ym ID, unbeschichtet;
Puffer: 16 mM Arginin / 8 mM Sorbinsaure; pH 9;
U: 15 kV, Inj: 5s x 0,3 psi; T: 20°C

3.2.2 Indirekte UV-Detektion (IUV)

Neben der im vorigen Abschnitt entwickelten Leitfahigkeitsdetektion stellt die
indirekte UV-Detektion eine weitere mogliche Methode zur Detektion UV-
transparenter Polyelektrolyte dar. Bei der IUV wird dem Puffersystem ein UV-
absorbierendes Co-lon zugegeben. Die Verdrangung des Co-lons durch die
Analytionen macht sich im Detektor durch eine Abnahme der Extinktion und
damit verbunden in einem negativen Signal bemerkbar. Ziel dieser Arbeit war
es, Puffersysteme zu finden und zu testen, die eine gute Trennung fir PAS
und PMAS aufweisen und dabei eine hohe Detektionsempfindlichkeit
besitzen.
Es hat sich herausgestellt, dass sich die fur die Leitfahigkeitsdetektion
entwickelten organischen Puffersysteme bestehend aus Arginin/Sorbinsaure
oder Histidin/Sorbinsaure ebenfalls fur die indirekte UV-Detektion eignen. Die
besten Signalintensitaten wurden bei einer Wellenlange von 254 nm erreicht.
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Um die organischen Puffersysteme hinsichtlich ihrer Eignung als Elektrolyte
fur die indirekte UV-Detektion zu testen, wurde die Probe PAS1,3k jeweils
mit dem HS12- und dem AS12-Puffer gemessen. In Abb. 39 ist das Elektro-
pherogramm der Probe PAS1,3k fir den HS12-Puffer dargestellt. Die
Oligomerenverteilung weist scharfe und intensive Signale auf. Die Signale

sind jedoch nicht basisliniengetrennt.
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Abb. 39: Oligomerenverteilung der Probe PAS1,3k in HS12
Puffer: 12 mM Histidin/ 6 mM Sorbinsaure; pH 5,5
Kapillare: 31 cm L x 50 ym ID, unbeschichtet
U: 10kV; Inj: 10s x 0,5psi; T: 23°C

In Abb. 40 ist der Oligomerenbereich der Probe fir den AS12-Puffer
dargestellt. Die Oligomerenverteilung weist ebenfalls scharfe und intensive
Peaks auf. Obwohl die Trennung im AS-Puffersystem deutlich schneller
ablauft als im vergleichbaren HS-Puffersystem, erhalt man eine deutlich
bessere Auftrennung mit teilweise basisliniengetrennten Signalen. Der
Oligomerenbereich wird im AS-Puffer innerhalb von 9 min, im HS-Puffer in 14

min aufgetrennt.
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Abb. 40: Oligomerenverteilung der Probe PAS1,3k in AS12
Puffer: 12 mM Arginin/ 6 mM Sorbinsaure; pH 9
Kapillare: 31 cm L x 50 ym ID, unbeschichtet
U: 10kV; Inj: 10s x 0,5psi; T: 23°C; UV: 254nm

Die Abhangigkeit der Trenneffizienz von der Pufferkonzentration wurde
anhand verschieden konzentrierter AS-Puffer im IUV-Modus untersucht. Es
wurden die Puffer AS3, AS6 und AS12 eingesetzt, deren Zusammensetzung
aus Tabelle 3 zu entnehmen ist. Als Probe kam wiederum PAS1,3k zum
Einsatz. Die Elektropherogramme fur die verschiedenen Puffer sind in Abb.
41 zusammengestellt. Die verbesserte Trenneffizienz mit Zunahme der
Pufferkonzentration wird anhand zweier farblich (rot und blau)
gekennzeichneter Peaks verdeutlicht. Wahrend es bei dem AS3-Puffer zu
einer Uberlagerung der beiden gekennzeichneten Peaks kommt, werden
diese mit zunehmender Pufferkonzentration deutlich besser voneinander
getrennt. Fur den AS12-Puffer erhalt man basisliniengetrennte Signale. Mit
zunehmender Pufferkonzentration spaltet der rot gekennzeichnete Peak in
mehrere Einzelpeaks auf. Ursache fur das Auftreten mehrerer Peaks konnten

wiederum Strukturisomere sein.
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Abb. 41: Abhangigkeit der Trenneffizienz von der Pufferkonzentration
Kapillare: 31cm L x 50pm ID; unbeschichtet
U: 10kV; Inj: 3s x 0,5psi; T: 23°C; Cpasyak: 0,5 mg/ml; UV: 254nm

3.2.3 Vergleich zwischen CCD und IUV fur die Trennung von PAS1,3k
mit dem Arginin/Sorbinséaure-Puffer AS6

Die Arginin/Sorbinsaure- bzw Histidin/Sorbinsaure-Puffer haben sich als sehr
effektive Elektrolytsysteme zur Trennung von Polyacrylsauresalzen erwiesen.
Sie kdnnen sowohl in der kontaktlosen Leitfahigkeitsdetektion als auch in der
indirekten UV-Detektion eingesetzt werden. Fir beide Detektionsmodi liefern
sie hervorragende Ergebnisse. Da der kontaktlose Leitfahigkeitsdetektor
(C*D-Detektor) ,on-column® vor dem UV-Detektor angebracht wurde, kdnnen
durch die Verwendung dieser Puffersysteme beide Detektorsignale innerhalb
einer elektrophoretischen Trennung gleichzeitig aufgezeichnet werden. Zum
Vergleich der beiden Detektorsignale wurde die elektrophoretische Trennung
der Probe PAS1,3k mit dem ASG6-Puffer in einer unbeschichteten
Quarzglaskapillare mit einer Gesamtlange von 31 cm und einem Innendurch-

messer von 50 um bei einer angelegten Spannung von 10 kV durchgefuhrt.
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In Abb. 42 sind die die Detektorsignale dieser Trennung dargestellt.
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Abb. 42: Elektropherogramme der Probe PAS1,3k

Rot: Leitfahigkeitsdetektion (CCD); schwarz: Indirekte UV-Detektion (IUV)

Man erkennt, dass die Peakintensitaten fir beide Detektionsmodi annahernd

gleich sind. Die offensichtlich besser getrennten Signale in der indirekten UV-

Detektion lassen sich dadurch erklaren, dass der UV-Detektor ca. 4 cm hinter

dem CCD angeordnet ist. Bei einer Kapillarlange von 31cm macht dies eine

ca. 12% langere Trennstrecke aus, die der indirekten UV-Detektion zur

Verfugung steht. Diese zusatzliche Trennstrecke ist der Grund fur die besser

getrennten Peaks in der indirekten UV-Detektion. Konstruktionsbedingt ist es
bei den verwendeten Elektrophoresegeraten nicht mdglich, die Reihenfolge

der Detektoren umzukehren.
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3.2.4 Vergleich der elektrophoretischen Trennung von PAS1,3k und
PMAS1,2k

In der folgenden Untersuchung wurden die elektrophoretischen Trennungen
von PAS1,3k und PMAS1,2k miteinander verglichen. Aufgrund der
Methylgruppen in Polymethacrylsauresalzen, ergibt sich ein anderes
Ladungs-zu-Radius-Verhaltnis gegenuber den Polyacrylsduresalzen. Die
Trennungen sollten daher unterschiedlich ausfallen. Die Messungen wurden
in einer unbeschichteten Quarzglaskapillare mit einer Gesamtlange von 60
cm und einem Innendurchmesser von 75 uym bei einer angelegten Spannung
von 7 kV durchgefthrt. Als Elektrolyt wurde ein AS30-Puffer verwendet. Es
wurden pro Messung sowohl das Leitfahigkeitssignal als auch das indirekte
UV-Signal aufgenommen. In den Abb. 43 und 44 sind die Elektrophe-
rogramme von PAS1,3k (schwarz) und PMAS1,2k (rot) dargestellt. Fur die
PAS-Probe erhalt man die zu erwartende Oligomerenauftrennung mit
scharfen und teilweise basisliniengetrennten Signalen. Im Vergleich hierzu
kommt es bei der PMAS-Probe zu keiner nennenswerten Auftrennung. Die
zu erwartenden Oligomerensignale sind nur sehr schwach ausgepragt. Der
Zusatzlich auftretende Peak bei 48 min kann bisher nicht zugeordnet werden.
In Abb. 45 ist der Oligomerenbereich der beiden Proben nochmals vergroflert

dargestellt.
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Abb. 43: Elektropherogramm der Probe PAS1,3k (schwarz); Leitfahigkeitsdetektor
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Abb. 44: Elektropherogramm der Probe PMAS1,2k (rot); Leitfahigkeitsdetektor
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Abb. 45: VergrdlRerte Darstellung des Oligomerenbereichs der Proben PAS1,3k (schwarz)
und PMAS1,2k (rot)

Wie im vorigen Abschnitt beschrieben, erkennt man aufgrund der
Detektoranordnung eine verbesserte Auftrennung im IUV-Detektor. Hierzu
sind in den Abb. 46 und 47 die mit der IUV aufgezeichneten
Elektropherogramme der beiden Proben dargestellt. In Abb. 48 ist der
Oligomerenbereich ebenfalls vergrolert dargestellt. Fiur PMAS1,2k erkennt
man jetzt ebenfalls eine Oligomerenauftrennung. Die Peaks liegen
wesentlich enger zusammen und sind nicht basisliniengetrennt. Der im 1UV-
Signal zusatzlich auftretende Peak bei einer Migrationszeit von 30 min weist
auf einen hdhermolekularen PMAS-Anteil hin, der erst aufgrund der langeren

Trennstrecke von der PMAS-Hauptverteilung separiert werden konnte.
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Abb. 46: Elektropherogramm der Probe PAS1,3k (schwarz); indirekte UV-Detektion
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Abb. 47: Elektropherogramm der Probe PMAS1,2k (rot); indirekte UV-Detektion
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Abb. 48: VergrofRerte Darstellung des Oligomerenbereichs der Proben PAS1,3k (schwarz)
und PMAS1,2k (rot)
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Aufgrund der nur geringen Unterschiede der pKa-Werte fir PMAS (4,26 bei
20°C) und PAS (4,65 bei 20°C) liegen die Proben in dem verwendeten AS-
Puffer mit einem pH-Wert von 9 nahezu vollstandig dissoziiert vor und
weisen somit eine vergleichbare Ladungsdichte auf. Hieraus kann gefolgert
werden, dass der Unterschied in den Auftrennungen der PMAS-Probe und
der PAS-Probe nicht durch die pKa-Werte der Proben verursacht wird. Fur
PMAS ergibt sich aufgrund der Methylgruppe ein im Vergleich zu PAS
unterschiedliches Ladung-zu-Radius-Verhaltnis und folglich eine unter-

schiedliche elektrophoretische Mobilitat.

3.2.5 Untersuchung verschiedener Polyacrylsdure-Na-Salze mit der
indirekten UV-Detektion

Mit der Untersuchung verschiedener PAS-Proben unterschiedlichen
Molekulargewichts sollte der in Abschnitt 2.5.1 beschriebene theoretische
Mobilitatsverlauf in Abhangigkeit vom Polymerisationsgrad Uberpruft werden.
Hierzu wurden 7 Standards mit Molekulargewichten von 2.000 g/mol bis zu
585.000 g/mol mit dem AS30-Puffer in einer unbeschichteten
Quarzglaskapillare mit einer Gesamtlange von 60 cm und einem Innendurch-
messer von 75 um bei einer angelegten Spannung von 7 kV analysiert. In
den Abb. 49 bis 55 sind die Elektropherogramme der Proben gezeigt.
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Abb. 49: Elektropherogramm der Probe PAS2k
Puffer: AS30; U: 7kV; Inj: 5 x 0,3psi; c=1,5 mg/ml
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Abb. 50: Elektropherogramm der Probe PAS8k
Puffer: AS30; U: 7kV; Inj: 5 x 0,3psi; c=1,5 mg/ml
0.1275 —’"\/ k
0.1250 -
?( 0.1225 -
0.1200
0.1175
10 20 30 40 50 60

Migrationszeit [min]

Abb. 51: Elektropherogramm der Probe PAS18k
Puffer: AS30; U: 7kV; Inj: 5 x 0,3psi; c=1,5 mg/ml
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Abb. 52: Elektropherogramm der Probe PAS35k
Puffer: AS30; U: 7kV; Inj: 5 x 0,3psi; c=1,5 mg/ml
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Abb. 53: Elektropherogramm der Probe PAS85k
Puffer: AS30; U: 7kV; Inj: 5 x 0,3psi; c=1,5 mg/ml
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Abb. 54: Elektropherogramm der Probe PAS245k
Puffer: AS30; U: 7kV; Inj: 5 x 0,3psi; c=1,5 mg/ml
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Abb. 55: Elektropherogramm der Probe PAS585k
Puffer: AS30; U: 7kV; Inj: 5 x 0,3psi; c=1,5 mg/ml

Man erkennt, dass die Proben PAS35k und PAS85k bimodale Verteilungen
aufweisen. Die Proben spalten in zwei unterschiedliche Molekulargewichts-
bereiche auf. Auch die Probe PAS18k weist eine schwache Schulter auf.
Diese lasst ebenfalls auf eine bimodale Verteilung schlieen. Dies erschwert

im Weiteren die Bestimmung der elektrophoretischen Mobilitaten, da eine
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exakte Molmassenbestimmung der Peakmaxima der bimodalen Verteilungen
aus den CE-Experimenten nicht mdglich ist. Zur Auswertung der elektropho-
retischen Mobilitaten wurden jeweils die Peakmaxima der Hauptverteilung
herangezogen. Die Peakform der einzelnen PAS-Standards lasst sich mit der
in Abschnitt 2.5.1, Abb. 6 dargestellten Mobilitdtskurve korrelieren. So
erwartet man fur kleine Molmassen relativ breite und schwache Peaks wie
dies fur die Probe PAS2k zu beobachten ist. Fur kleine Molmassen befindet
man sich im Bereich der Stabchenkonformation. Hier macht sich eine
Anderung des Ladung-zu-Radius-Verhaltnisses mit Zunahme der Anzahl an
Wiederholungseinheiten deutlich bemerkbar. Es kommt zur Auftrennung der
einzelnen Oligomere. Dies konnte anhand der Probe PAS1,3k verdeutlicht
werden. FiUr die Probe PAS2k (Abb. 49) erhdlt man zwar keine
Oligomerenauftrennung mehr, jedoch kommt es aufgrund der
unterschiedlichen Mobilitaten der einzelnen Polymerketten zu dem
beobachteten breiten Signal mit einem Peakmaximum bei 46 min. Mit
zunehmendem Molekulargewicht gehen die Makromoleklile von der
Stabchenkonformation in die Knauelkonformation dber. Hier ist der
Unterschied in den Mobilitaten in Abhangigkeit von der Anzahl an
Wiederholungseinheiten innerhalb eines PAS-Standards nur noch gering. Die
Peaks werden immer schmaler und intensiver. Dieser Trend ist bei den
Proben PAS8k bis PAS585k deutlich zu erkennen und stimmt soweit mit der
theoretischen Betrachtung uberein. Betrachtet man die Migrationszeiten im
Peakmaximum, erkennt man, dass fir die Proben PAS1,3k bis PAS85k die
Migrationszeiten bzw. die elektrophoretischen Mobilitadten mit der in Abschnitt
2.5.1 diskutierten Theorie Ubereinstimmen. Im Bereich der Oligomere erhalt
man einen Anstieg der Mobilitat in Abhangigkeit vom Polymerisationsgrad.
Hierbei durchlauft die Mobilitatskurve ein  Maximum bei einem
Polymerisationsgrad von ca. N=15. Fur den Bereich der Polymerisations-
grade von N=15 - 900 erhalt man eine exponentielle Abnahme der Mobilitat.
FUr Polymerisationsgrade grofder N=900 wird der Wert fur die Mobilitat
konstant. In Abb. 56 sind die Elektropherogramme nochmals in einer
Overlay-Darstellung zur besseren Verdeutlichung dieses Effektes gezeigt. In
Abb. 57 sind die experimentell ermittelten Migrationszeiten in graphischer

Form dargestellt.
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Abb. 56: Overlay der 8 PAS-Standards
PAS1,3k(rosa), PAS2k (schwarz), PAS8k (rot), PAS18k (blau), PAS35k (griin),
PASB85k (tirkis), PAS245k (violett) und PAS585k (braun)
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Abb. 57: Verlauf der elektrophoretischen Mobilitdt in Abhangigkeit vom Polymerisationsgrad
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3.2.6 Bestimmung der Nachweisgrenze der indirekten UV-Detektion

Im Folgenden wurde versucht, die experimentelle Nachweisgrenze bei der
Trennung und Detektion von Polyacrylsauresalzen fur die indirekte UV-
Detektion in Abhangigkeit von der injizierten Probenmenge zu bestimmen. Es
wurden verschiedene Konzentrationen eines hochmolekularen
Polyacrylsaure-Na-Salzes in einem Histidin/Sorbinsaure-Puffer (HS15)
untersucht. Die Trennungen wurden in einer unbeschichteten
Quarzglaskapillare mit einer Lange von 42 cm und einem Innendurchmesser
von 50 um bei einer Spannung von 15 kV durchgefuhrt. Das indirekte UV-
Signal wurde bei einer Wellenlange von 254 nm aufgezeichnet. Als Probe
kam ein Polyacrylsauresalz mit einem mittleren Molekulargewicht von
245.000 g/mol (PAS245k) zum Einsatz. Die aufgegebenen Probenvolumina

wurden nach folgender Formel bestimmt:

4
_ APdat (3.1)
12877L .,
mit: AP = Druckdifferenz entlang der Kapillare [Pa]
d = Kapillarinnendurchmesser [m]
t = Injektionszeit [s]
n = Viskositat des Puffers [Pa*s]
Lges = Gesamtkapillarlange [m]

Uber das injizierte Probenvolumen (V) wurde dann die aufgegebene
Probenmenge in Nanogramm berechnet. In Tabelle 4 sind die eingesetzten
Konzentrationen, die Druckdifferenz, die Injektionszeit, das injizierte

Probenvolumen und die aufgegebenen Probenmengen gezeigt.

c AP t \% Probenmenge
[mg/ml] [psi] [s] [nl] [ng]

0,8 0,5 5 1,3 5,2

0,4 0,5 5 1,3 2,6

0,2 0,5 5 1,3 1,3

0,1 0,5 5 1,3 0,65

Tab. 4: Konzentrationen (c), Druckdifferenz (AP), Injektionszeiten (t), injiziertes Volumen
(V) und Probenmengen flar PAS245k
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In Abb. 58 sind die Elektropherogramme flr die verschiedenen Probenmen-

gen dargestellt.
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Abb. 58: Elektropherogramme der Probe PAS245k in Abhangigkeit von der aufgegebenen
Probenmenge
Rot: 5,2 ng; blau: 2,6 ng; grin: 1,3 ng und schwarz: 0,65 ng
Kapillare: 35/42 cm L x 50 um ID, unbeschichtet
Puffer: 15 mM Histidin / 7,5 mM Sorbinsaure; pH 5,5
U: 15 kV; Inj: 5 x 0,5psi; UV: 254nm; T: 23°C

In Abb. 58 ist die Abnahme der Peakintensitat mit abnehmender
Probenmenge deutlich zu sehen. Man erkennt, dass eine injizierte
Substanzmenge von 650 pg noch ein ausreichendes Signal-zu-Rausch-
Verhaltnis aufweist. Der Probenpeak weist bei einer injizierten Menge von
5,2 ng eine symmetrische Form auf. Mit abnehmender Probenmenge wird
jedoch ein zweiter Peak sichtbar, der auf eine bimodale Verteilung der Probe
schliessen lasst. Man erkennt anhand der Auftrennung der bimodalen
Verteilung, dass fur abnehmende Probenmengen die Trenneffizienz
zunimmt. Dieses Ergebnis zeigt, dass es fur das vorliegende Trennsystem
bei injizierten Probenmengen von mehr als 1,3 ng zur Uberladung der

Kapillarsaule und damit zur Herabsetzung der Trenneffizienz kommt.
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3.3 Methodenentwicklung zur Charakterisierung und Detektion UV-

transparenter segmentierter Copolymere

3.3.1 Indirekte UV-Detektion von segmentierten Copolymeren

a) Copolymere aus Methacrylsdure und PEG-Makromonomer

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Methode zur Trennung, Detektion und
Charakterisierung segmentierter Copolymere entwickelt werden. Hierbei
handelt es sich um Copolymere aus Methacrylsaure und MPEG-
Makromonomeren (MAS-MPEG). Das Makromonomere wird durch
Veresterung des Polyethylenglycol-Monomethylethers (MPEG)  mit
Methacrylsaure hergestellt. In Abb. 59 ist die mittlere chemische Struktur
dieser Copolymere dargestelit.

Abb. 59: Mittlere chemische Struktur der Copolymere 1-3

Die Molmasse des Makromonomeren betragt ca. 1000 g/mol, die
Copolymerisation mit Methacrylsaure erfolgt in den Massenverhaltnissen
90 % MPEG:10 % MAS, 80 % MPEG:20 % MAS und 70 % MPEG:30 %
MAS. Fir die Untersuchungen standen die Proben 1 (90:10), 2 (80:20) und
3 (70:30) der BASF AG, Ludwigshafen, Deutschland, zur Verfligung.

Da sich die Pufferkombination aus Sorbinsaure und Arginin zur Trennung
und Detektion der Polyacrylsaure im IUV-Modus als sehr effektiv erwiesen

hat, wurde dieser Puffer zur Analyse der Copolymere eingesetzt. In Abb. 60
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sind die Elektropherogramme der drei Copolymere gezeigt. Die Copolymere
eluieren im Bereich von 4 — 6 min. Man erkennt, dass die Trennung
entsprechend den unterschiedlichen Anteilen an Methacrylsaure erfolgt. Die
Ladungsdichte nimmt mit wachsendem MAS-Anteil zu. Die effektive
Wanderungsgeschwindigkeit der Analytionen setzt sich aus der
Vektoraddition der absoluten Wanderungsgeschwindigkeit des Analytions
und der Geschwindigkeit des EOF zusammen. Da im vorliegenden
Trennmodus die Geschwindigkeitsvektoren der Analytionen und des EOF
entgegengesetzt sind, eluiert die Probe mit der geringsten Ladungsdichte (1)
zuerst. Im Migrationsbereich von 10 — 15 min ist eine weitere Peakverteilung
zu sehen, deren Hauptpeak bei ca. 13 min liegt. Die Intensitat dieser Peaks
nimmt mit zunehmendem Methacrylsauregehalt der Copolymere zu. Dies
lasst vermuten, dass es sich hierbei um Methacrylsaure-Homopolymere
handelt. Eventuell nicht umgesetztes MPEG wird zusammen mit allen

anderen ungeladenen Komponenten mit dem EOF bei 2,6 min eluiert.
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Abb. 60: Elektropherogramme der Proben 1 (schwarz), 2 (blau) und 3 (rot)
Kapillare: L:30 cm, ID: 50 uym; unbeschichtet
Puffer: 12 mM Sorbinsaure / 24 mM Arginin, pH: 9
U: 10 kV; Inj: 10s x 0,3 psi; UV: 254 nm; T: 20°C
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b) PEG-g-MAS - Pfropfcopolymere

In einer weiteren Messreihe wurde das obige Trennsystem auf PEG-g-MAS -
Pfropfcopolymere angewendet. Diese werden durch radikalische Pfropfung
von Methacrylsaure (MAS) auf Polyethylenglycol hergestellt. In Abb. 61 ist

die mittlere chemische Struktur dieser Copolymere dargestellt.

%CHZ—CHZf O—CH,—CH—0—CH,—CH,— o+
S, "
HsC—C— COOH
CH,
H;C—C— COOH

m

Abb. 60: Mittlere chemische Struktur der Pfropfcopolymere 4-7

Bei den Polyethylenglycolen P1 - P4 handelt es sich um Proben mit
Molmassen von Mw=600 g/mol (P1), Mw=1500 g/mol (P2), Mw=4000 g/mol
(P3) und Mw=6000 g/mol (P4) der Firma BASF, Ludwigshafen, Deutschland.
Die Massenverhaltnisse bei der Pfropfung betragen MAS/PEG 30:70. Bei
den eingesetzten Proben handelt es sich um die Copolymere 4 - 7. Die
Bezeichnung und die Zusammensetzung dieser Proben werden in Tabelle 5

gezeigt.
Probe 4 5 6 7
MAS/PEG MAS/P1 MAS/P2 MAS/P3 MAS/P4
[Yow/w] 30/70 30/70 30/70 30/70

Tab. 5: Zusammensetzung und Bezeichnung der Copolymere
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Hier sollte die Trennung nach der Molmasse der Copolymeren erfolgen. Da
das Verhaltnis von PEG zu MAS fur die vier Copolymerproben gleich ist,
sollten die Ladungsdichten ahnlich grol3 sein. Aufgrund der unterschiedlichen
Molekulargewichte der eingesetzten PEG erhalt man unterschiedliche
Molekulradien fur die Copolymere. Da die elektrophoretische Mobilitat durch
das Verhaltnis von Ladung-zu-Radius bestimmt wird, sollte es moglich sein,

diese vier Copolymere in der CE zu trennen.
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Abb. 62: Migrationsreihenfolge der Copolymere 7 (griin), 6 (rot), 5 (blau) und 4 (schwarz)
Kapillare: L:30 cm, ID: 50 ym; unbeschichtet
Puffer: 12 mM Sorbinsaure / 24 mM Arginin, pH: 9
U: 10 kV; Inj: 10s x 0,3 psi; UV: 254 nm; T: 20°C

Die in Abb. 62 dargestellten Ergebnisse bestatigen, dass die Trennung mit
dem Molekulargewicht des eingesetzten ungeladenen PEG korreliert. Man
erkennt, dass die Migrationszeiten mit abnehmendem Molekulargewicht des
eingesetzten PEG zunehmen. Die elektrophoretischen Mobilitaten der
Copolymere nehmen, wie zu erwarten, mit zunehmendem Molekulargewicht
ab. Es eluiert die Probe 7 zuerst. Diese Probe weist aufgrund des
Molekulargewichts des eingesetzten PEG (P4, Mw=6000 g/mol) den grof3ten
Molekilradius und damit die niedrigste Mobilitat auf. Die Probe 6 weist eine

bimodale Verteilung mit den Peakmaxima bei 6,2 min und 7,5 min auf. Dies
79



Ergebnisse und Diskussion

weist auf zwei unterschiedliche Copolymerzusammensetzungen hin. Ursache
hierfir kann zum einen ein unterschiedliches Molekulargewicht des
eingesetzten PEG bei gleicher Ladungsdichte, zum anderen eine bei
gleichem PEG-Molekulargewicht deutlich unterschiedliche Ladungsdichte
sein. Die genaue Ursache dieser bimodalen Verteilung der Probe 6 konnte
bis jetzt noch nicht aufgeklart werden. Bei den relativ schmalen und
intensiven Peaks bei 6,8 min und 7,8 min handelt es sich um
Methacrylsaure-Homopolymere unterschiedlichen Molekulargewichts.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die indirekte UV-Detektion
mit den aus Sorbinsaure, Arginin und Histidin bestehenden Puffern eine
vielversprechende Methode zur Charakterisierung segmentierter Copolymere
auf Basis von PEG und MAS darstellt.

3.3.2 Leitfahigkeitsdetektion von segmentierten Copolymeren

Neben der IUV bietet auch die kontaktlose Leitfahigkeitsmessung die
Maglichkeit zur Detektion UV-transparenter Copolymere. Die Trennungen
wurden in einer unbeschichteten Quarzglaskapillare mit einer Lange von 57
cm und einem Innendurchmesser von 75 um bei einer Spannung von 7 kV
durchgefuhrt. Der Detektor wurde in einem Abstand von 15 cm vor dem
Kapillarende angebracht. Die fur die CCD-Detektion effektive Trennstrecke
betrug somit 42 cm. Der UV-Detektor befindet sich 10 cm vor dem
Kapillarende. Fur die UV-Detektion erhalt man somit eine um 5 cm
verlangerte Trennstrecke gegenuber dem CCD-Detektor. Als Elektrolyt
wurde ein Puffer aus 30 mM Arginin und 15 mM Sorbinsaure mit einem pH-
Wert von 9 eingesetzt. In Abb. 63 ist das Elektropherogramm des MAS-g-
MPEG-Copolymers 3 dargestellt.
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Abb. 63: CCD-Elektropherogramm der Probe 3
Puffer: 30 mM Arginin/15 mM Sorbinsaure; pH 9
Kapillare: 57 cm L x 75 ym ID, unbeschichtet
U: 7 kV; Inj: 10 s x 0,3 psi; T: 20°C

In Abb. 63 ist der breite und intensive negative Copolymerpeak deutlich bei
ca. 23 min zu sehen. Die Probe weist eine weitere Peakserie ab 35 min auf.
Dieser Bereich ist in Abb. 64 vergroRRert dargestellt. Die Peakintensitaten sind
relativ schwach, was auf eine sehr geringe Konzentration in der Probe
zuruckzufuhren ist. Hierbei handelt es sich offensichtlich um bei der Reaktion
auftretende Nebenprodukte. Zusatzlich zu den Peakintensitaten kann vor
allem die Signalrichtung Hinweise auf die Art der Analytionen liefern. Im

Gegensatz zum negativen Copolymerpeak weisen die Signale dieser

Peakserie eine positive Richtung auf.
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Abb. 64: Vergrolerte Darstellung der Peakserie im Migrationsbereich von 35 - 65 min

In der Leitfahigkeitsdetektion wird die Anderung des Widerstandes innerhalb
der Detektorzelle bei Durchgang der Analytionen gemessen. Dies beruht auf
einem Verdrangungsmechanismus der Elektrolytionen durch die Analytionen.
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Das negative Peaksignal des Copolymerpeaks lasst sich damit erklaren,
dass das Copolymer zu 70 % aus ungeladenem PEG besteht. Durch die
Grole des Copolymermolekils werden nun pro Volumeneinheit mehr
Ladungstrager des Elektrolyten verdrangt, als durch das uberwiegend
ungeladene Probenmolekul ersetzt werden. Es kommt zu einer Absenkung
der Leitfahigkeit, die sich in einem negativen Signal duflert. Die positive
Peakrichtung wird hingegen durch eine Erhdhung der Leitfahigkeit
hervorgerufen. Dieser Effekt weist auf eine hohere Ladungsdichte pro
Volumeneinheit hin. Unter Einbeziehung dieser Effekte und der
Migrationszeit kann man davon ausgehen, dass es sich bei der ab 35 min

autretenden Peakserie um MAS-Oligomere handelt.

3.3.3 Trennung eines Blends aus MPEG-MAS-Copolymer und MAS-
Homopolymer

Um die im vorhergehenden Abschnitt aufgestellten Ergebnisse beztiglich der
unterschiedlichen Peakrichtungen im CCD-Modus zu Uberprifen, wurden
Blends aus dem Copolymer 3 und einem Polymethacrylsaure-Na-Salz mit
einem mittleren Molekulargewicht von 75.000 g/mol (PMAS75k) hergestellt
und untersucht. Die Trennungen wurden wiederum im AS30-Puffersystem in
einer Quarzglaskapillare von 57 cm Lange und einem Innendurchmesser von
75 pm bei einer Spannung von 7 kV durchgefuhrt. Die Zusammensetzungen

der Blends sind in Tabelle 6 gezeigt.

Blend 3 PMAS75k
Konzentration [g/I] Konzentration [g/1]
1 4 --
2 4 0,75
3 4 1,5
4 4 2,25

Tab. 6: Zusammensetzung der Blends aus 3 und PMAS75k
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In Abb. 65 sind die Elektropherogramme der Einzelmessungen gezeigt.
Blend 1 (schwarze Kurve) zeigt den Copolymerpeak bei ca. 23 min sowie die
MAS-Oligomerenverteilung ab 35 min. Bei den Kurven fur Blend 2 (rot),
Blend 3 (blau) und Blend 4 (grlin) ist zusatzlich der PMAS75k-Peak bei 28
min zu erkennen. Der PMAS75k-Peak weist eine positive Peakrichtung auf.
Die Signalintensitaten nehmen mit zunehmendem PMAS-Anteil im Blend
ebenfalls zu. In dem vorliegenden Puffersystem werden das Copolymere und
das Homopolymere basisliniengetrennt.

Dieses Ergebnis zeigt, dass geladene Homopolymere die Leitfahigkeit im
System erhdéhen und es somit zu positiven Signalen kommt. Mit diesem
Experiment konnten die im vorigen Abschnitt erhaltenen Resultate bestatigt

werden.
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Abb. 65: CCD-Elektropherogramme der Blends 1-4 aus 3 und PMAS75k

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Blends 1-4 unter den gleichen
experimentellen Bedingungen mit der indirekten UV-Detektion untersucht. In
Abb. 66 sind die Elektropherogramme dieser Messungen dargestellt. In der
IUV-Detektion erhalt man im Gegensatz zur CCD-Detektion nur negative
Peaks. Flr Blend 1 (schwarze Kurve) sind dies der Copolymerpeak bei ca.
26 min und die MAS-Oligomerverteilung ab ca. 44 min. Die Elektrophe-
rogramme der Blends 2-4 weisen zusatzlich den ebenfalls negativen
PMAS75k-Peak bei ca. 35 min auf. Auch hier nimmt die Peakintensitat mit
dem PMAS-Anteil zu.
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Abb. 66: IUV-Elektropherogramme der Blends 1-4 aus 3 und PMAS75k

Die Signale fur das PMAS75k weisen in der IUV eine wesentlich hohere
Peakintensitat auf als in der CCD. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass die
Unterschiede der Extinktionskoeffizienten des AS-Puffers und der PMAS-
Probe wesentlich groRer sind als die vergleichbaren Leitfahigkeiten. Da hier
ein konzentrierter AS-Puffer mit einer dadurch bedingten relativ hohen
Eigenleitfahigkeit verwendet wurde, fallen die Leitfahigkeitsunterschiede
dementsprechend geringer aus.

Beide Detektionsverfahren bieten hervorragende Mdglichkeiten zur Detektion
UV-transparenter Copolymere und Homopolymere. Die CCD enthalt durch
die unterschiedlichen Peakrichtungen eine zusatzliche Information Uber die
Art des Analyten. So ist bei der Auswertung eines CCD-Elektropherogram-
mes anhand der Peakrichtung eine Unterscheidung zwischen Copolymer,
geladenem Homopolymer und den mit dem EOF eluierenden ungeladenen
Bestandteilen moglich. Die IUV bietet aufgrund der groReren Unterschiede in
den Extinktionskoeffizienten eine wesentlich empfindlichere Detektion, die es
ermoglicht, auch Nebenprodukte in geringen Konzentrationen mit

ausreichender Empfindlichkeit zu detektieren.
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3.4 Methodenentwicklung zur Trennung hochmolekularer Poly-

methacrylsaure-Na-Salze

Wie in den Abschnitten 2.3.1 und 3.2.5 gezeigt, wird das Ladung-zu-Radius-
Verhaltnis fur hochmolekulare Polyelektrolyte nahezu konstant. Die noch
vorhandenen Unterschiede in den elektrophoretischen Mobilitaten sind so
gering, dass eine Auftrennung hochmolekularer Proben in der CE nicht
mdglich ist. In Abb. 67 sind die Einzelmessungen von 7 PMAS-Standards
unterschiedlichen Molekulargewichts gezeigt. Die Messungen wurden in
einer unbeschichteten Quarzglaskapillare mit einer Lange von 67 cm und
einem Innendurchmesser von 50 um bei einer Spannung von 20 kV
durchgefuhrt. Als Puffer wurde ein 80 mM Natriumboratpuffer mit einem pH-
Wert von 9 verwendet. Anhand der Kurvenuberlagerungen erkennt man,
dass eine Trennung von PMAS-Standards im CE-Modus oberhalb eines

Molekulargewichts von ca. 15.000 g/mol nicht mehr moglich ist.
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Abb. 67: Einzelmessungen der PMAS-Proben 4k,15k,31k,75k,129k,420k und 950k
Puffer: 80 mM NaBorat, pH 9
Kapillare: 67 cm L x 50 ym ID, unbeschichtet
U: 20 kV; Inj: 9s x 0,5 psi; T: 23°C; UV: 200 nm
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Unter Anwendung der in Abschnitt 2.3 beschriebene Gel-Elektrophorese
(CGE) sollte eine Auftrennung dieser 7 Komponenten mdglich sein. Zur
Entwicklung eines optimierten Trennsystems kamen verschieden
konzentrierte Natriumborat- Natriumphosphat- und TRIS-Puffer zum Einsatz.
Diesen Pufferldsungen wurden Gelbildner in unterschiedlichen Konzentra-
tionen (0,25 — 10 Gew.%) zugesetzt. Als Gelbildner standen Dextran
(Mw = 585.000 g/mol), Pullulan (Mw = 100.000 g/mol) und Hydroxyethylcellu-
losen verschiedenen Molekulargewichts (Mw = 90.000 — 2.000.000 g/mol)
zur Verflgung. Das beste Trennergebnis wurde mit einem 160 mM
Natriumboratpuffer erreicht, dem 1 Gew.% einer mittelviskosen (~1500
mPa*s) Hydroxyethylcellulose zugesetzt wurde. In Abb. 68 ist das
Elektropherogramm des aus 7 verschiedenen PMAS-Standards mit
Molekulargewichten von 4.000 — 950.000 g/mol zusammengesetzten Blends
gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass der PMAS-Blend innerhalb von 18
min in die sieben Komponenten aufgetrennt wurde. Im Molekulargewichts-
bereich von 15.000 g/mol bis 130.000 g/mol erhalt man sogar
basisliniengetrennte Peaks. Dies verdeutlicht, dass das eingesetzte Gel in
diesem Molekularbereich die beste Trenneffizienz aufweist. Die Trenn-
effizienz lasst sowohl fur hdhere als auch niedrige Molekulargewichte nach.
Diese unterschiedliche Trenneffizienz wird durch die MaschengrofRe des
Gels verursacht. Wie schon in Abschnitt 2.3 beschrieben, ist die
MaschengroRe abhangig von der Konzentration des Gelbildners. Die
Maschendynamik wird sowohl durch die Konzentration vor allem jedoch
durch das Molekulargewicht des Gelbildners bestimmt. Im vorliegenden Fall
besagt dies, dass die Maschengrol3e fur die hochmolekularen Proben etwas
zu klein, wahrend sie gleichzeitig fur die kleinen Probenmolekule geringflgig
zu grofd ist. Um nun den hochmolekularen Bereich besser aufzutrennen,
wahlt man eine geringere Konzentration eines hochmolekularen Gels. Fur
eine optimierte Trennung im niedermolekularen Bereich wirde man hingegen

eine konzentriertere Losung eines niedermolekularen Gels wahlen.

86



Ergebnisse und Diskussion

0,12
420k
|
0,10 |- \
950k ‘
EE q 129k
1
0,08 | H ﬁ
H 75k
J k{ ‘\ | 3
| \ //M
Y \ W bk
EOF \
0,06 |- VVN% N
1 | 1 | M | | 1 | 1 1 |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Migrationszeit [min]

Abb. 68: Trennung von 7 PMAS-Standards mit der CGE
Kapillare: 37 cm L x 75 ym ID, unbeschichtet
Puffer: 160 mM Borat + 1 Gew.% HEC,,,
U: 7 kV; Inj: 3 s x 0,5 psi; T: 23°C; UV: 200 nm

In Abb. 69 ist die Abhangigkeit der Trenneffizienz von der Konzentration des
eingesetzten Gelbildners gezeigt. Die Trennungen wurden in einer
Quarzglaskapillare von 37 cm Lange und einem Innendurchmesser von 75
pMm bei einer Spannung von 7 kV durchgefihrt. Als Puffer kam ein 160 mM
Natriumboratpuffer mit 1 Gew.%, 0,5 Gew.% und 0,25 Gew.% 2-Hydroxy-
ethylcellulose mit einem mittleren Molekulargewicht von 90.000 g/mol (2-
HEC90k) zum Einsatz. Anhand der Auftrennung der hochmolekularen
Proben PMAS950k und PMAS420k sowie der niedermolekularen Proben
PMAS15k und PMAS4k erkennt man den Einfluss der Gelkonzentration auf
die Trenneffizienz. Fur den Puffer mit 1 Gew.% 2-HEC90k erhalt man eine
gute Trennung der beiden niedermolekularen Proben. Die Auftrennung der
beiden hochmolekularen Proben ist ausreichend. Die Auftrennung sowohl
der hochmolekularen wie auch der niedermolekularen Proben wird mit
abnehmender Gelkonzentration deutlich schlechter. Fur die Pufferldsung mit
0,25 Gew.% 2-HEC90Kk erfolgt keine Auftrennung der hochmolekularen sowie
der niedermolekularen Proben mehr.
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Abb. 69: Abhangigkeit der Trenneffizienz von der Konzentration des eingesetzten Gels
Kapillare: 37 cm L x 75 ym ID, unbeschichtet
Puffer: 160 mM Borat + 1%, 0,5% und 0,25 % 2-HEC90k
U: 7 kV; Inj: 3 s x 0,5 psi; T: 23°C; UV: 200 nm

Wie bereits beschrieben, verringert sich die Trenneffizienz mit abnehmender
Gelkonzentration. Dies ist darauf zurlckzufuhren, dass die Maschengrolie
mit abnehmender Konzentration zunimmt. Bei entsprechender Verdinnung
wirde der Siebeffekt des Gels komplett zum Erliegen kommen. Neben der
Abnahme der Trenneffizienz beobachtet man eine Zunahme der
Migrationszeiten mit abnehmender Konzentration. Das Netzwerk wandert mit
der Geschwindigkeit des EOF durch die Kapillare. Aufgrund der grof3eren
Maschenweiten fur die geringer konzentrierten Gele kdnnen die Analytionen
tiefer in das Netzwerk eindringen und werden somit spater eluiert. Fir den
Fall, dass die Maschenweite deutlich kleiner als die Radien der Analytionen

ware, wirden alle Molekile mit dem EOF aus der Saule ,geschoben®.

Um die Abhangigkeit der Trenneffizienz vom Molekulargewicht des
eingesetzten Gels zu verdeutlichen, wurde ein 160 mM Natriumboratpuffer

mit jeweils 1 Gew.% verschiedener HEC-Gele zur Trennung des PMAS-
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Blends eingesetzt. Die Molekulargewichte der eingesetzten Hydroxyethyl-
cellulosen betrugen 90.000 g/mol (2-HEC90k) und 250.000 g/mol
(HEC250k). Die Trennungen wurden ebenfalls in einer Quarzglaskapillare
von 37 cm Lange und einem Innendurchmesser von 75 pm bei einer
Spannung von 7 kV durchgeflhrt. In Abb. 70 sind die Elektropherogramme in
Abhangigkeit vom HEC-Molekulargewicht dargestellt. Man erkennt, dass es
kaum einen Unterschied in der  Trenneffizienz  fir  den
Molekulargewichtsbereich von 4000 g/mol bis 130.000 g/mol gibt. Fir die
beiden hochmolekularen Proben PMAS950k und PMAS420k erhalt man
jedoch eine deutlich bessere Trenneffizienz bei Zunahme des Gel-
Molekulargewichts. Wahrend fur 2-HEC90k keine Trennung der beiden
hochmolekularen Proben gelingt, sind die Peakmaxima dieser beiden Proben
fir das hochmolekulare Gel (HEC250k) deutlich voneinander getrennt. Hier
macht sich vor allem die Maschendynamik bemerkbar, die sich in einer
gewissen Stabilisierung der gebildeten Maschen aufgrund des héheren HEC-

Molekulargewichts aufert.
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Abb. 70: Abhangigkeit der Trenneffizienz vom HEC-Molekulargewicht
Kapillare: 37 cm L x 75 ym ID, unbeschichtet
Puffer: 160 mM Borat + 1% 2-HEC90k und 160 mM Borat + 1% HEC250k
U: 7 kV; Inj: 3 s x 0,5 psi; T: 23°C; UV: 200 nm
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3.5 Vergleich zwischen der Trenneffizienz der CE und der CGE bei
der Trennung eines Blends aus verschiedenen PMAS- und PSS-

Standards

Nach der im Abschnitt 2.5.1 diskutierten Theorie wird die elektrophoretische
Mobilitast beim Ubergang von der Stabchenkonformation zur Knauel-
konformation unabhangig vom Polymerisationsgrad und hat einen
konstanten Wert. Hierbei wird die Mobilitat nicht mehr durch das Verhaltnis
von Ladung-zu-Radius sondern von dem Verhaltnis Oberflachenladung-zu-
Radius bestimmt. Bei einem Knauelmolekul werden die innerhalb des
Knauels liegenden Ladungen stark abgeschirmt, so dass sie keinen
nennenswerten Beitrag zur elektrophoretischen Mobilitat liefern. Hier stellt
sich die Frage, ob die elektrophoretische Mobilitat fur unterschiedliche
Polyelektrolyte gleichen Molekulargewichts den gleichen Wert ergibt oder
aber die unterschiedliche chemische Struktur der Polyelektrolyte, trotz
gleichen Molekulargewichts, zu unterschiedlichen Mobilitaten fuhrt.

Anhand eines Blends aus je 2 PMAS- und PSS-Standards sollte diese
Fragestellung mit Hilfe der CE und der CGE untersucht werden. Es wurde
ein Blend aus PMAS75k, PMAS420k, PSS80k und PSS333k hergestellt. Die

Konzentrationen der einzelnen Standards betrugen je 0,42 mg/ml.
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Abb. 71: CE-Experiment des Blends aus PMAS420k, PMAS75k, PSS333k und PSS80k
Kapillare: 37 cm L x 75 mm ID, unbeschichtet
Puffer: 160 mM Natriumborat
U: 12,5 kV; Inj: 3s x 0,5 psi; T: 23°C; UV: 200 nm
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Zuerst wurde die Probe mit der CE untersucht. Fir eine von der chemischen
Struktur der Proben unabhangige konstante Mobilitat sollte man einen Peak
erwarten. In Abb. 71 sind jedoch zwei deutlich voneinander getrennte Peaks
zu erkennen. Aufgrund der grofRen Intensitatsunterschiede koénnen die
beiden Signale eindeutig zugeordnet werden. Der vordere kleine Peak bei
3,7 min ist das Signal der beiden nicht getrennten PMAS-Standards. Der
intensive Peak bei 5 min wird durch die beiden PSS-Standards erzeugt. Der
Unterschied in den Peakintensitaten ist auf die unterschiedlichen Extinktions-
koeffizienten der beiden Spezies zurickzufihren. Man erkennt, dass es
mdglich ist, Polyelektrolyte gleichen Molekulargewichts aufgrund ihrer
unterschiedlichen chemischen Strukturen in der CE zu trennen. Betrachtet
man die Molekulradien der beiden Monomere Methacrylsaure-Na-Salz und
Natrium-Styrolsulfonat, sollte das Natrium-Polystyrolsulfonat-Makromolekdl
einen deutlich gréReren Radius aufweisen als das entsprechende
Polymethacrylsaure-Na-Salz-Makromolekil. Dies wiederum sollte sich in
einer niedrigeren elektropheretischen Mobilitat des PSS bemerkbar machen.
Die PSS-Proben sollten vor den PMAS-Proben eluieren. Das Experiment
weist jedoch eine umgekehrte Elutionsreihenfolge auf. Eine Ursache hierfur
kann darin liegen, dass es im PSS aufgrund der aromatischen n-Elektronen
zu einer partiellen Erhdhung der Ladungsdichte und damit einer gréReren
Mobilitat kommt. Das Ergebnis in Abb.71 zeigt, dass es maoglich ist, in der CE
hochmolekulare Molekule nach unterschiedlicher chemischer Zusammen-
setzung, nicht aber nach dem Molekulargewicht, zu trennen. Um nun eine
Trennung nach dem Molekulargewicht solch hochmolekularer Proben zu
erhalten, muss man ein CGE-Experiment durchfuhren. In Abb. 72 ist das

Elektropherogramm des CGE-Experiments dargestellt.
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Abb. 72: CGE-Experiment des Blends aus PMAS420k, PMAS75k, PSS333k und PSS80k
Puffer: 160 mM Borat + 1% 2-HEC90k
U: 7 kV; Inj: 3 s x0,5 psi; T:23°C; UV:200 nm

In Abb. 72 ist das Ergebnis des CGE-Experiments gezeigt. Man erkennt vier
separate Peaks, die aufgrund der Peakintensitaten sowie der Migrations-
reihenfolge den einzelnen Proben eindeutig zugeordnet werden kénnen. Die
Peakreihenfolge ist PMAS420k, PSS333k, PMAS75k und PSS80k. Man

erhalt in der CGE eine zusatzliche Trennung nach der Molmasse bzw. dem

Molekdulradius.
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4. Experimentelle Bedingungen

4.1 Apparaturen

Die CE-Messungen wurden auf einem Kapillarelektrophoresesystem P/ACE-
MDQ, ausgestattet mit einem Dioden-Array-Detektor, der Fa. Beckmann
Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland, durchgefuhrt.

Die Experimente zur Gelelektrophorese wurden auf einer P/ACE 2100-
Apparatur, ausgestattet mit UV-Detektor, der Fa. Beckmann Coulter GmbH,
Krefeld, Deutschland, durchgefuhrt.

Die MALDI-TOF-MS-Messungen wurden in einem Kratos Kompact MALDI IV
Flugzeitmassenspektrometer der Fa. Shimadzu Europa GmbH, Duisburg,

Deutschland, durchgefuhrt.

4.2 Verwendete Software

Die Software 32 Karat 7.0 der Fa. Beckmann Coulter GmbH, Krefeld,
Deutschland, wurde zur Steuerung der P/ACE-MDQ-Apparatur, der

Datenaufnahme und Auswertung der Elektropherogramme verwendet.

Die Steuerung der P/ACE 2100-Apparatur sowie die Datenaufnahme und
Auswertung wurde mit der P/ACE Station Version 1.0 Software der Fa.
Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland, durchgefuhrt.

Die Steuerung des MALDI-TOF-Massenspektrometers sowie die
Datenaufzeichnung erfolgte mit der Sun SPARCstation Software der Fa. Sun
Microsystems, Inc., Mountain View, CA, USA.

Die Darstellung der Elektropherogramme wurden mit Microcal Origin, Version

5.0, erzeugt.
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4.3 Leitfahigkeitsdetektor

Die Leifahigkeitsdetektion wurde mit dem TraceDec-kontaktlosen
Leitfahigkeitsdetektor der Fa. Innovative Sensor Technologies GmbH,

Strasshof, Osterreich, durchgefiihrt.

4.4  Kapillarmaterial

Im Rahmen dieser Arbeit wurden unbeschichtete Quarzglaskapillaren der Fa.

CS-Chromatographie Service GmbH, Langerwehe, Deutschland, verwendet.

45 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden in kommerziell erhaltlicher reinst-

Qualitat eingesetzt. Loésungsmittel wurden in HPLC-Qualitat verwendet.

- Puffer:
- di-Natriumtetraborat-Decahydrat, Merck, Darmstadt, Deutschland.
- L(+)-Arginin, L-Histidin, MES-Hydrat, Sorbinsaure, Acros Organics,Geel,

Belgien.

- Gele:
- Hydroxyethylcellulose (mittelviskos), Hydroxyethylcellulose (hochviskos),
Fluka,Buchs, Schweiz.
- Hydroxyethylcellulose (Mw~250.000 g/mol), 2-Hydroxyethylcellulose
(Mw~90.000 g/mol), 2-Hydroxyethylcellulose (Mw~1.300.000 g/mol),
Aldrich, Steinheim, Deutschland.

- Sonstige:
- 1n Natronlauge, Merck, Darmstadt, Deutschland.

- Harmin, Acros Organics, Geel, Belgien.

- Loésungsmittel:
- Acetonitril, VWR International, Fontenay sous Bois, Frankreich.

- Isopropanol, Ethanol, Acros Organics,Geel, Belgien.
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4.6 Proben und Standards

Die verwendeten PSS-, PAS- und PMAS-Standards wurden von der Fa.
Polymer Standards Service, Mainz, Deutschland, bezogen.

Die untersuchten PEO/PMAS-Copolymere stammten von der Fa. BASF AG,

Ludwigshafen, Deutschland.

4.7 Ansetzen der Pufferldsungen

Das entionisierte Wasser fur alle Proben- und Pufferldosungen wurde mit
einer Millipore Simplicity 185 Apparatur der Fa. Millipore, Eschborn,
Deutschland, hergestellt.

Der pH-Wert der Pufferlésungen wurde an einer Glaselektrode der Fa. WTW
Wissenschaftlich-Technische Werkstatten, Weilheim, Deutschland, einge-

stellt.

Die Gelldsungen wurden durch langsame Zugabe des Gelpolymers zum

Puffer unter Ruhren bei 70°C hergestelit.

4.8 CE-Bedingungen

Neue Kapillaren wurden wie folgt konditioniert:

- 10 min 1n NaOH

- 10 min 0,1n NaOH

- 5 min HO
Vor jeder Messung wurde die Kapillare mit einem Druck von 20 psi wie folgt
gespult:

- 5min 0,1 n NaOH

- 2min H20

- 3 min Trennpuffer
Die Messungen wurden bei verschiedenen Temperaturen im Bereich von 20°
- 25°C durchgefuhrt.
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49 MALDI-TOF-MS-Messungen

Die CE-Fraktionen wurden mit der Matrixlosung aus 5 mg Harmin in 1 ml
THF vermischt, auf den MALDI-Trager aufgebracht und getrocknet. Die
Messungen wurden mit einem 337 nm Stickstoff-Laser mit einer Pulsdauer
von 3 ns und einer Beschleunigungsspannung von 20 kV durchgefuhrt. Die
Kalibrierung erfolgte mit einem Polystyrolsulfonsaure-Standard (Mw=1.200
g/mol).
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Leistungsfahigkeit der CE fur die
Analytik synthetischer Polyelektrolyte zu untersuchen. Es sollten Methoden
fur die verbesserte Trennung niedermolekularer Polyelektrolyte entwickelt
werden. Die Kopplung der CE mit der MALDI-TOF-Massenspektrometrie
sollte fur eine umfassende Trennung und Charakterisierung synthetischer
Polyelektrolyte eingesetzt werden. Fur die Analyse UV-transparenter
Polyelektrolyte wie z.B. Polyacrylsaure (PAS), Polymethacrylsaure (PMAS)
oder Copolymere aus Polyethylenoxid (PEO) und Polymethacrylsaure bzw.
Polyacrylsaure mit der CE sollten neue Trenn- und Detektionsverfahren
entwickelt und getestet werden. Des Weiteren sollten Methoden der
Kapillargelelektrophorese (CGE) entwickelt werden, mit denen hochmoleku-
lare Polyelektrolyte nach unterschiedlicher chemischer Struktur und

unterschiedlichem Molekulargewicht getrennt werden konnen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kdnnen wie folgt zusammengefasst

werden:

1. Durch die Kopplung der CE mit der MALDI-TOF-Massenspektrometrie
ist es erstmals gelungen, niedermolekulare synthetische Polyelektrolyte
umfassend zu separieren und zu charakterisieren. Mit Hilfe der CE-
MALDI-TOF-MS-Kopplung konnte fir das Oligostyrolsulfonat gezeigt
werden, dass die Feinaufspaltung der Oligomerpeaks durch
Strukturisomere und unterschiedliche Substitutionen der Sulfo-

natgruppe am aromatischen Ring verursacht wird.

2.  Durch die Verwendung hochkonzentrierter Natriumborat-Puffer wurde
eine deutlich verbesserte Oligomerenauftrennung fur niedermolekulares
Polystyrolsulfonat erzielt. Hierdurch wurde zusatzlich eine Trennung der
Stereoisomeren sowie eine Separation nach der Art der
unterschiedlichen Substitutionsmuster am aromatischen Ring erreicht.

Durch die hierbei auftretenden hohen Strome konnen solche
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Puffersysteme  jedoch nur in Kapillaren mit  geringen

Innendurchmessern verwendet werden.

3. Durch den Einsatz niedermolekularer Alkohole als Pufferzusatze
wurden Elektrolytsysteme entwickelt, mit denen ebenfalls Isomerentren-
nungen erzielt wurden. Mit den so modifizierten Puffersystemen
konnen, aufgrund der reduzierten Strom- und Warmeentwicklung
innerhalb der Kapillare, elektrophoretische Trennungen in Kapillaren mit
grolReren Innendurchmessern durchgefiuhrt werden. Durch die
Verwendung von Kapillaren mit groRerem Innendurchmesser erhalt
man automatisch auch eine groRere UV-Detektorzelle. Hiermit kdnnen
nun auch Proben mit geringer UV-Aktivitat analysiert und detektiert

werden.

4. Fur die Trennung und die Detektion von UV-transparenten
Polyelektrolyten kam ein neuartiger Leitfahigkeitsdetektor zum Einsatz.
Der kontaktlos arbeitende Detektor ermdglichte eine sehr flexible
Anordnung entlang der Kapillare. In den verwendeten organischen
Puffern aus Sorbinsaure und Arginin bzw. Histidin gelang es,
Oligoacrylsaure-Na-Salz und Oligomethacrylsaure-Na-Salz in die
Oligomere aufzutrennen. Durch die geringe Eigenleitfahigkeit dieser
Puffer und dem damit verbundenen ausreichenden Leitfahigkeitsunter-
schied zum Analyten konnten die Proben mit sehr guter Empfindlichkeit

detektiert werden.

5. Die fur die kontaktlose Leitfahigkeitsdetektion verwendeten organischen
Puffer erwiesen sich als ideale Puffer fir die indirekte UV-Detektion
(IUV). Mit der IUV wurde eine Detektionsmethode entwickelt, mit der
UV-transparente Polyelektrolyte sehr empfindlich detektiert werden
konnen. Anhand der Bestimmung der elektrophoretischen Mobilitaten
verschiedener PAS-Standards mit Molekulargewichten von ca. 1.000 —
600.000 g/mol in der IUV konnte der theoretische Verlauf der
elektrophoretischen Mobilitat in Abhangigkeit vom Polymerisationsgrad

experimentell bestatigt werden. Weiterhin wurde gezeigt, dass in der
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IUV  hochmolekulare PAS-Proben noch im Picogramm-Bereich

detektiert werden konnen.

6. Es wurden Methoden entwickelt, mit denen Copolymere aus
Polyethylenoxid (PEO) und Polymethacrylsdure (PMAS) nach der
Ladungsdichte und dem Molekulargewicht getrennt und detektiert
werden konnen. Hierbei wurden Methoden flr die kontaktlose
Leitfahigkeits- und die indirekte UV-Detektion entwickelt. Beide Detek-
tionsverfahren bieten hervorragende Maoglichkeiten zur Detektion UV-
transparenter Copolymere und Homopolymere. Die CCD enthalt durch
die unterschiedlichen Peakrichtungen eine zusatzliche Information Uber
die Art des Analyten. So ist bei der Auswertung eines CCD-
Elektropherogrammes anhand der Peakrichtung eine Unterscheidung
zwischen Copolymer, geladenem Homopolymer und den mit dem EOF
eluierenden ungeladenen Bestandteilen mdglich. Die IUV bietet
aufgrund der grolReren Unterschiede in den Extinktionskoeffizienten
eine wesentlich empfindlichere Detektion, die es ermdglicht, auch
Nebenprodukte in geringen Konzentrationen mit ausreichender

Empfindlichkeit zu detektieren.

7. Da in der CE hochmolekulare Polyelektrolyte nicht mehr aufgetrennt
werden konnen, wurde eine Methode fur die Kapillargelelektrophorese
(CGE) zur Trennung von hochmolekularen PMAS-Proben nach dem
Molekulargewicht entwickelt. Hierbei wurde insbesondere der Einfluss
des Molekulargewichts und der Konzentration der eingesetzten Gele
auf die Trennung der Proben untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass es mit einem optimierten Puffer/Gel-System moglich ist, einen
Blend aus 7 PMAS-Standards mit Molekulargewichten von ca. 4.000 —
1.000.000 g/mol innerhalb von 18 min zu trennen. Des Weiteren wurde
eine Methode zur Trennung hochmolekularer Polyelektrolyte nach der
chemischen Struktur und dem Molekulargewicht anhand verschiedener
PMAS- und PSS-Proben entwickelt.
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Flr zuklnftige Arbeiten ware die Anwendung der kontaktlosen
Leitfahigkeitsdetektion ~und der indirekten UV-Detektion fur die
Gelelektrophorese zur Trennung hochmolekuklarer UV-transparenter
Polyelektrolyte von groRem Interesse. Des Weiteren sollten Methoden der
CGE fur die Trennung hochmolekularer Copolymere entwickelt werden.
Weitere Arbeiten sollten sich mit CGE-Methodenentwicklungen beschaftigen,
mit denen, in Analogie zur Chromatographie, Kalibrationskurven zur
Bestimmung des Molekulargewichts erstellt werden konnen. Mit dem Einsatz
beschichteter Kapillaren, bei denen der EOF unterdrickt wird, kann der
Einsatzbereich der CE-Methoden vergroert werden. Durch den Einsatz
nichtwassriger Trennsysteme konnte die Kapillarelektrophorese auch auf die

Trennung wasserunloslicher Polymere und Copolymere erweitert werden.
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6. Verwendete Abklrzungen und Symbole

A Absorption
A Flache der Messzelle
a Monomerdimensionen
ACN Acetonitril
AS Arginin/Sorbinsaure-Puffer
bo5 Peakbreite in halber Hohe
B80 80 mM Natriumboratpuffer
B160 160 mM Natriumboratpuffer
B240 240 mM Natriumboratpuffer
B320 320 mM Natriumboratpuffer
BGE Hintergrundelektrolyt (Back Ground Electrolyte)
c Konzentration
c* Uberlappungskonzentration
c'D kapazitiv gekoppelte kontaktlose Leitfahigkeitsdetektion
CCD Kontaktlose Leitfahigkeitsdetektion
CE Kapillarelektrophorese (Capillary Electrophoresis)
CGE Kapillargelelktrophorese (Capillary Gel Electrophoresis)
D Diffusionskoeffizient der Probe
d Innendurchmesser der Kapillare
Abstand zweier Ladungen auf der Kette
Da Dalton
DEPT Distortionless Enhancement by Polarisation Transfer
E Elektrische Feldstarke
Ea Aktivierungsenergie
Ekin Kinetische Energie
€0 Elementarladung
EOF Elektroosmotischer Flul®
EtOH Ethanol
f Faktor, der die effektive Ladung der Kette berlcksichtigt
Fe Elektrische Beschleunigungskraft
Fr Reibungskraft
H Hohe eines theoretischen Bodens
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HEC
HPLC

MALDI-TOF-MS

MAS
MPEG
N

N

Na
NMR

Po

Hydroxyethylcellulose
Hochleistungs-Flussigchromatographie
(High Performance Liquid Chromatography)
Histidin/Sorbinsaure-Puffer

lonenstarke des Elektrolyten

Stromstarke

Intensitat des eingestrahlten Lichts
Intensitat des durchgehenden Lichts
Kapillarinnendurchmesser

Injektionszeit

Isopropanol

Indirekte UV-Detektion

Boltzmannkonstante

Warmeleitfahigkeit des Puffers

Lange

Lange der Messzelle

Gesamte Kapillarlange

Effektive Kapillarlange (Lange bis zum Detektor)
Bjerrum-Lange

Laser-induzierte Fluoreszenzdetektion
Mittleres Molekulargewicht

Masse der Monomereinheit
Morpholinoethansulfonsaure/Arginin-Puffer
Matrix-unterstutzte Laser-Desorptions/lonisations-
Flugzeit-Massenspektrometrie
Methacrylsaure
Polyethylenglycol-Monomethylether
Bodenzahl

Anzahl an Monomereinheiten pro Polymerkette
Avogadrokonstante
Kernresonanzspektroskopie

Elektrische Leistung

Persistenzlange

Intrinsische Persistenzlange
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Verwendete Abkirzungen und Symbole

Pel Elektrostatische Persistenzlange

AP Druckdifferenz entlang der Kapillaren

PAS Polyacrylsaure-Na-Salz

PEG Polyethylenglycol

PMAS Polymethacrylsaure-Na-Salz

PSS Natriumpolystyrolsulfonat

Q Warmemenge pro Volumeneinheit

r Radius

R Gaskonstante

R Auflosung

Ry Tragheitsradius

S Flugstrecke

SEC GrolRenausschlusschromatographie
(Size Exclusion Chromatography)

T Absolute Temperatur

T Temperatur in der Kapillarmitte

Tw Temperatur an der Kapillarinnenwand

AT Temperaturanderung in der Kapillare

t Zeit

ti Migrationszeit

THF Tetrahydrofuran

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

U Spannung

v Geschwindigkeit

VEOF Geschwindigkeit des EOF

Vi Geschwindigkeit des lons i

V Volumen

z Ladungszahl

&r Relative Dielektrizitatskonstante

€ Dielektrizitatskonstante im Vakuum

n Dynamische Viskositat

NBGE Dynamische Viskositat des , Back Ground Electrolyte®

K Spezifische Leitfahigkeit
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Verwendete Abkirzungen und Symbole

Abschirmkonstante

Molare Leitfahigkeit

Grenzleitfahigkeit bei unendlicher Verdinnung
Elektrophoretische Mobilitat
Flory-Viskositatskonstante

spezifischer Widerstand

Varianz

Abschirmlange

Ladungsdichte

Maschenweite

Zetapotential
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