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Die Kapillarelektrophorese ist ein neues instrumentelles Analyseverfahren, das in den letzten
Jahren einen starken Aufschwung erfahren hat, weil sie die Vorteile der elektrophoretischen
Trennmethode mit der Mdglichkeit zur Automatisierung und zu einfacher, direkter Quantifi-
zierbarkeit verkniipft. Wie mit der herkdmmlichen Elektrophorese lassen sich Proben iiber
einen weiten Molekulargewichtsbereich trennen, der von anorganischen Ionen bis hin zu
Biopolymeren wie DNA und Proteinen reicht. Durch Zusatz von micellenbildenden Deter-
gentien kénnen auch ungeladene Molekiile getrennt werden. Der zusétzliche Verteilungsme-
chanismus erhoht die Trenneffizienz dieser micellaren elektrokinetischen Chromatographie.
Chirale Zusitze wie Cyclodextrine ermdglichen dariiber hinaus die Trennung von Enantiome-
ren. Der schnelle Aufschwung der Kapillarelektrophorese spiegelt sich vor allem auf dem
Geratemarkt sowie in der wachsenden Zahl der wissenschaftlichen Publikationen wider, was

optimistisch fiir die Zukunft dieser Methode stimmt.

1. Einleitung[**!

Zur Aufklirung der Zusammensetzung komplexer biolo-
gischer, umweltrelevanter und industrieller Proben haben
die analytischen Trennverfahren wie Chromatographie und
Elektrophorese wesentlich beigetragen. Gaschromatogra-
phie (GC) und Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(HPLC, High Performance Liquid Chromatography) er-
moglichen die Trennung von komplexen Gemischen sowie
die Identifizierung und Quantifizierung der Bestandteile in
kiirzester Zeit. Durch Kombination der Hochleistungstrenn-
systeme mit empfindlichen, selektiven und spezifischen
Detektoren, z.B. dem UV/VIS-Diodenarray-Detektor dem
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[**] Hiufig gebrauchte Abkiirzungen: GC = Gaschromatographie, HPLC =
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Massenspektrometer oder der Fourier-Transform-Infra-
rot(FTIR)-Spektrometer gelingt die eindeutige Identifizie-
rung der getrennten Substanzen. Die Gerdteentwicklung ist
so weit fortgeschritten, daf die chromatographischen Analy-
sen weitgehend automatisiert sind.

Die Abgrenzung der Einsatzgebiete von GC und HPLC
ergibt sich eindeutig aus den Anforderungen, die an die Pro-
be durch das Analysenverfahren gestellt werden. Wegen der
groBen Zahl an nichtfliichtigen Verbindungen ist es nicht
weiter verwunderlich, da3 die HPLC heute das am weitesten
verbreitete Trennverfahren ist und noch betrichtliche Zu-
wachsraten verzeichnet. (Der Markt fiir HPLC-Gerite
wichst immer noch um iiber 10 % pro Jahr.) Probleme treten
bei der HPLC immer dann auf, wenn polare und ionogene,
insbesondere basische Proben, aber auch Biopolymere,
schnell und effizient zu analysieren sind. Dies ist ein inhdren-
tes Problem der Chromatographie an stationiren Phasen auf
Kieselgelbasis. Obwohl in der Zwischenzeit auch Phasen zur
Verfiigung stehen, bei denen derartige Probleme kaum noch
zutage treten (stationdre Phasen auf rein organischer Basis
haben wegen ihres Quellvermdgens, schlechterer Effizienz
und begrenzter Druckstabilitit noch keine weite Verbreitung
gefunden), erfordert die Entwicklung einer Analysenmetho-
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de fir die Trennung ionogener Substanzen trotzdem noch
groBes Geschick und grundlegendes Verstindnis fiir die viel-
filtigen, daran beteiligten Sorptions- und Austauschpro-
zesse.

Geladene Teilchen wandern in Lésung unter dem Einfluf3
eines elektrischen Feldes mit unterschiedlicher Geschwindig-
keit. Bereits in der ersten Hélfte dieses Jahrhunderts wurden
dafiir die Begriffe ,,Elektrophorese’ und ,,elektrische Uber-
fithrung* gepragt!' ~#. Unterschiede in den Wanderungsge-
schwindigkeiten kénnen zwei Ursachen haben: Die Teilchen
tragen ungleiche Ladungen und werden daher durch das an-
gelegte Feld entweder verschieden stark beschleunigt oder sie
setzten der Wanderung einen unterschiedlichen Reibungswi-
derstand entgegen. Im einfachsten Fall ist die Trennstrecke,
die Elektrolytlosung, in einer R&hre, da hierbei keine Wech-
selwirkungen mit einer stationdren Phase auftreten konnen.
In der Praxis treten allerdings Verzerrungen der Substanz-
zonen durch unterschiedliche Dichten des Elektrolyts und
durch Konvektionsstromungen beim Abtransport der Joule-
schen Wirme auf. Bei der klassischen Elektrophorese, einge-
fiihrt von Tiselius™!, verwendet man Gele oder Papierstrei-
fen, die mit Elektrolytlosungen imprigniert sind, um die
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Storungen durch Konvektion zu mindern, aber auch, um fiir
Makromolekiile mit geringen Ladungsunterschieden den
Reibungswiderstand und damit den Trenneffekt zu erhéhen.
Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese(PAGE) ermdglicht
die effiziente Trennung von DNA-Molekiilen und von Pro-
teinen. Durch Anderung des Vernetzungsgrades der Gele
kann die Trennleistung optimiert werden. Werden die Pro-
teine mit Natriumdodecylsulfat (SDS, Sodium Dodecyl Sul-
fate) denaturiert, so lassen sich mit der Gelelektrophorese
direkt die Molekulargewichte bestimmen. Der Trenneffekt
beruht hier ausschlieBlich auf der gehinderten Migration der
Proben durch das Gel (ohne Gel wiirden alle mit SDS dena-
turierten Proteine nahezu gleich schnell wandern).

Die klassische Gel- oder Papierelektrophorese hat aber
zwei entscheidende Nachteile: Erstens ist eine quantitative
Analyse nur mit Reflexionsmessungen moglich, bei Pro-
teinen erst nach ihrer Anfirbung und daher stark fehlerbe-
haftet. Zweitens darf das Spannungsgefille iiber dem Gel-
bett nicht zu hoch sein, da die Wiarmeentwicklung quadra-
tisch mit der Spannung anwichst, so dal} eine effektive
Kithlung notwendig ist, um das Austrocknen des Gels zu
vermeiden. Die Analysenzeit kann daher fiir eine 10 cm
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lange Gelstrecke einige Stunden betragen. Vorteile sind ge-
genitber den modernen automatisierten Trennverfahren, dafl
gleichzeitig mehrere Trennungen in einem Gel auf getrennten
Bahnen durchgefithrt werden kénnen. Dadurch wird der
Probendurchsatz stark erhoht. Dariiber hinaus ist bei der
Flachbettmethode ohne Schwierigkeiten zweidimensionales
(2D) Arbeiten unter Ausnutzung unterschiedlicher Trenn-
mechanismen moglich. Die ausgezeichnete Trennleistung der
2D-Gelelektrophorese in der Proteinanalytik soll hierbei nur
examplarisch erwdhnt werden.

2. Grundlagen der Kapillarelektrophorese

Mehrere Versuche wurden unternommen, beim Einsatz
von offenen R6hren Konvektionsstrémungen in freien Elek-
trolyten zu vermindern, z.B. die Rotation des Rohres um
seine Achse!®l. Erfolgreich war jedoch der Einsatz diinner
Kapillaren aus Glas'® " und Teflon!® mit Innendurchmes-
sern von 200 bis 500 um. Quarzkapillaren!®~'?! mit Innen-
durchmessern von 50 bis 200 pm ermdglichten hocheffizien-
te Trennungen von Proteinen und Dansyl-Aminosduren.
Wegen des relativ grofien Verhdltnisses von Oberfliche zu
Volumen konnte bei den Kapillaren der stérende EinfluB der
thermisch induzierten Konvektion stark vermindert werden.
Quarzkapillaren aus der GC bieten die Moglichkeit, HPLC-
Detektoren zum direkten Nachweis der getrennten Substan-
zen in der Kapillare zu verwenden. Aufgrund der Einfach-
heit der Apparatur stieg in der zweiten Hélfte der 80er Jahre
das Interesse an dieser vielfach auch als Kapillarzonenelek-
trophorese (CZE) bezeichneten Methode deutlich an. Da bei
fast allen Trennverfahren die zu analysierenden Substanzen
als diskrete Zone am Anfang der Trennstrecke aufgegeben
werden und die Probenbestandteile als Zonen wandern, wird
hier in diesem simplen Fall vereinfacht von CE gesprochen.

Der prinzipiell einfache Aufbau einer CE-Apparatur ist
schematisch in Abbildung 1 dargestellt. Die diinne Quarzka-
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Abb. 1. Schematischer Aufbau eines CE-Systems.

pillare (25—100 pm Durchmesser) mit einer Lange von 20 bis
100 cm iberbriickt die beiden Puffergefie, zwischen denen
eine Spannung von bis zu etwa 30000 Volt angelegt wird. Ein
relativ kurzer Probenpfropfen (einige nl.!) wird am anodi-
schen Ende der Kapillare aufgegeben. Dazu muf3 das Puffer-
gefid3 gegen ein Probengefdl ausgetauscht werden, d.h. das
Kapillarende taucht in die Probenlosung. Die Vor- und
Nachteile der einzelnen Methoden der Probenaufgabe wer-
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den dabei in Abschnitt 3 ,,Apparatur’ ausfiihrlich disku-
tiert.

Die angelegte Spannung bewirkt die Migration der Pro-
benzonen. Der elektrophoretischen Wanderung ist immer
ein mehr oder minder starker elektroosmotischer Fluf3 (EOF)
tiberlagert, der passiv zum Transport der Probenzonen, nicht
aber zu ihrer Trennung beitrdgt. Dieser EOF hdngt stark
vom pH-Wert des Puffers und von den Oberflicheneigen-
schaften der Kapillare ab. Er kann so groB sein, daf nicht
nur neutrale Molekiile bewegt werden, sondern selbst nega-
tiv geladene Ionen entgegen ihrer elektrophoretischen Mi-
gration zum Detektor transportiert werden konnen. Nach-
dem in den meisten Puffern an der Oberfliche von
Quarzkapillaren durch Dissoziation der Silanolgruppen ne-
gative Ladungen vorliegen, die positive Ladungen in der Ni-
he der Wand induzieren, geht der EOF in Richtung Kathode,
weshalb der Detektor iiblicherweise in der Nihe des Katho-
denraums angebracht wird. Der EOF hilft, die Probenzonen
zum Detektor zu transportieren, so daB bei geniigend hohem
EOF auch Anionen zur Kathode transportiert werden. Das
Ergebnis einer Trennung von Kationen, Anionen und neu-
tralen Verbindungen mit CE ist in Abbildung 2 gezeigt. Un-
ter diesen Bedingungen wandern alle ungeladenen Molekiile
mit der gleichen Geschwindigkeit, der des EOF, und kénnen
nicht voneinander getrennt werden, wihrend die Trennung
der Ionen aufgrund ihrer unterschiedlichen elektrophore-
tischen Mobilitdt mdglich ist.
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Abb. 2. Demonstrationstrennung von positiv und negativ geladenen Ionen so-
wie von neutralen Verbindungen mit der Kapillarelektrophorese. Trennbedin-
gungen: Kapillare: L (Ldnge der Kapillare) = 30/37 cm, ID (innerer Durch-
messer) =75 um; Puffer: 33 mMm Borat, pH =9.5; Feld: £=350Vem™';
UV-Detektion bei 214 nm. Probe: 1 = Trimethylphenylammoniumbromid,
2 = Histamin, 3 = 4-Aminopyridin, 4 = Benzylalkohol, 5 = Phenol, 6 =
Syringaldehyd, 7 = 2-(p-Hydroxyphenyljessigsdure, 8 = Benzoesiure, 9 =
Vanillinsdure, 10 = p-Hydroxybenzoesdure.

Uber diese einfachste Form der CZE hinaus, bei der die
Trennung nur nach Mobilititsdifferenzen erfolgt und die zur
Zeit das verbreitetste Verfahren ist, wird eine Vielzahl von
Varianten eingesetzt: Als erste wire die Kapillargelelektro-
phorese (CGE) mit gelgefiillten Kapillaren zu nennen. Die
elektrophoretische Migration von Makromolekiilen wird

661



dabei durch eine Gelmatrix beeinflufit und so eine Auf-
trennung nach MolekillgréBen erreicht. Ungeladene Mole-
kiile konnen in offenen R&hren mit micellarer elektro-
kinetischer Chromatographie (MEC) getrennt werden. Da-
bei werden dem Puffer Detergentien zugesetzt, und die neu-
tralen Molekiile verteilen sich entsprechend ihrer Hydropho-
bie zwischen dem Puffer und den Micellen, so daB es sich in
diesem Fall um ein chromatographisches Verfahren handelt.
Die Trennung beruht schlieBlich auf der Mobilitdt der meist
negativ geladenen Micellen. Bei der isoelektrischen Fokus-
siecrung (IEF) wird die Trennung in einem pH-Gradienten
erreicht, der sich durch Zusatz von Ampholyten zum Puffer
im elektrischen Feld bildet. Von geringerer Bedeutung ist
bisher die Elektrochromatographie (EC), bei der stationdre
Phasen der HPLC verwendet werden und der Transport der
Proben lediglich auf dem EOF basiert. Als élteste Kapillar-
trenntechnik sei schlieBlich die [sotachophorese (ITP) er-
wihnt, die neuerdings zur Probenkonzentrierung in der CZE
wieder an Bedeutung gewinnt.

2.1. Elektrophoretische Wanderung

Zunehmende Spannung U und damit wachsende Feld-
stirke F fiihrt stets zu einer Erhéhung der elektrophoreti-
schen Wanderungsgeschwindigkeit # der Ionen und damit
hoherer Analysengeschwindigkeit. Die angelegte Spannung
fallt iber die gesamte Kapillarlinge L, ab. Die Wande-
rungsgeschwindigkeit und damit die Mobilitdt bestimmt
man aber aus der Aufenthaltszeit ¢ der Probe in der Kapillare
zwischen Probenaufgabe (meistens anodisches Kapillar-
ende) und dem Detektor, der effektiven Linge L. Bei kduf-
lichen Gerdten kann der Abstand zwischen Detektor und
Kapillarende (iiblicherweise Kathode) zwischen 5 und 20 ¢cm
betragen. Bei Bestimmung der Mobilitdt p der Ionen ist dies
zu beriicksichtigen. Den Zusammenhang beschreibt Glei-
chung (1). Das einzelne [on unterliegt einer Beschleuni-
gungskraft K [Gl. (2)], wobei F die Faraday-Konstante

u Lef[ Le[nges
= = el el s 1
"TET R U M
Ky =zFE @)

(96 500 Cmol ') und z die effektive Ladung des Ions ist.
Dieser Kraft stellt sich die Reibungskraft K, angendhert
durch das Stokessche Gesetz [Gl. (3)], entgegen. Hierbei ist #

Ky =6nnr 3)

die dynamische Viskositét [Pa s] und r der Stokessche Radius
[cm]. Die elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit u
ist demnach durch Gleichung (4) gegeben. Elektropho-

zFE
u= 4

T 6nnr
retische Trennungen sind nur dann moéglich, wenn sich die
[onen in ihrer Mobilitit unterscheiden. Die effektive Ladung
ist dabei die Ladung des Tons abziiglich des Ladungsanteils
der umgebenden, entgegengesetzt geladenen starren Doppel-
schicht!*#). Bei der Wanderung zieht das Ion diesen Teil der
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Doppelschicht mit sich und wandert daher langsamer, als es
seiner tatsdchlichen Ladung entspricht. Man nennt dies den
elektrophoretischen Effekt. Dieser ist am grofBten fiir diinne
diffuse Doppelschichten um das Ton herum. Die charakteri-
stische Doppelschicht 146t sich aus der Debye-Hiickel-
Theorie berechnen, und ihre Grofe ist umgekehrt proportio-
nal zur Wurzel der Elektrolytkonzentration. Es 146t sich
zeigen, daB die effektive Tonenladung und damit die Wande-
rungsgeschwindigkeit mit zunehmender Ionenstirke ab-
nimmt.

Fiir groBe Teilchen mit einem Radius groer als die Dop-
pelschicht ist die Mobilitdt bei Teilchen dhnlicher Zusam-
mensetzung von der GroéBe unabhangigi'#l, was die
Trennung von grofBen Molekiilen durch Elektrophorese er-
schwert, denn die Wanderungsgeschwindigkeit von DNA-
Molekiilen oder von mit SDS denaturierten Proteinen ist in
reinem Elektrolyt identisch. Trenneffekte erreicht man nur,
wenn die Migration durch Siebeffekte (z.B. in Gelen) oder
AusschluBeffekte beeinfluB3t wird.

2.2. Elektroosmotischer Fluf}

Wihrend die Elektrophorese die Trennung von Teilchen
unterschiedlicher Mobilitdt bewirkt, verursacht die Elek-
troosmose einen FluB3 der Pufferldsung im elektrischen Feld.
In den meisten Féllen ist in der CE die elektrophoretische
Wanderung der Ionen vom EOF iiberlagert. Der EOF hingt
von der Ladungsverteilung in der Ndhe der Kapillaroberfli-
che ab. Nahezu alle Oberflichen tragen eine Ladung, im
Falle von Quarzkapillaren negative Ladungen durch Disso-
ziation der Silanolgruppen. Diesen Oberflachenladungen
entsprechen Gegenionen in der Fliissigkeit, was eine Doppel-
schicht ergibt (schematisch in Abb. 3 dargestellt). In dieser

Elektrisches Feld

» ©

Richtung des elektroosmotischen Flusses

Elektrolyt
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Abb. 3. Schematische Darstellung der Ladungsverteilung an der Kapillarober-
fliche.

liberwiegen in Quarzkapillaren die positiven Ionen, die sich
in einer starren und einer beweglichen Schicht an der Ober-
fliche anordnen. Liegt parallel zur Oberfliche ein Feld an,
so setzt das Feld die Gegenionen in der mobilen Schicht
langs seiner Achse in Bewegung und zieht die gesamte Flus-
sigkeit in der Kapillare mit. Im Falle von Quarzkapillaren
wird der EOF daher zur Kathode hin induziert. Es bildet sich
ein extrem flaches (stempelformiges) Stromungsprofil aus.
Dies fiihrt zu einer wesentlich geringeren Bandenverbreite-
rung als bei hydrodynamischen Fliissen, wo das stark vom
Kapillarradius und der Strémungsgeschwindigkeit ab-
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hingige parabolische Hagen-Poiseuille-Stromungsprofil
auftritt. In mit Glaskugeln oder Kieselgelteilchen gepackten
Kapillaren sollte der EOF unabhingig vom Teilchendurch-
messer des Packungsmaterials sein und die gleiche Richtung
haben wie in der ungepackten Kapillare — der Verwendung
sehr kleiner Teilchen (Teilchendurchmesser um 1 pm oder
kleiner) oder langer Sdulen in der Chromatographie stiinde
daher von der Theorie her nichts mehr im Wege. Aus diesem
Grund gewinnt das Verfahren der Elektrochromatographie
(EC) zunchmend an Interesse!!>), da es die Selektivitit der
HPLC mit der Trennschérfe der CE vereinen kénnte. Durch
Verwendung unpordéser Teilchen kann dabei der Beitrag der
Diffusion in den Poren zur Bandenverbreiterung ausgeschal-
tet werden.

Die GroBe des EOF 148t sich vereinfacht mit der Helm-
holtz-Gleichung [Gl. (5)] beschreiben und ist umgekehrt pro-

KL

r= 411‘11 ©

portional der Viskositit 5 des Elektrolyten, proportional sei-
ner Dielektrizititskonstante ¢, der angelegten Feldstirke E
und der Zahl der Ladungen an der Kapillarwand, also dem
dadurch aufgebauten (-Potential (,,Zeta-Potential*’). Bei
Quarzkapillaren sinkt der EOF mit der Konzentration des
Elektrolyten und nach Zusatz organischer Komponenten,
wichst jedoch mit dem Dissoziationsgrad der Oberflachen-
silanolgruppen, d.h. mit steigenden pH-Wert. Die pH-Ab-
héngigkeit des EOF bei Quarzkapillaren und die entspre-
chende Reproduzierbarkeit der Mobilitit ist in Abbildung 4
dargestellt. Die groBten Verdnderungen treten im mittleren

I 10
H 8 4 /
10-*cm?
Vs 6
4
2

pH

Abb. 4. pH-Abhingigkeit des elektroosmotischen Flusses i Bedingungen: Ka-
pillare: L = 40/47 cm, ID =75 um; Puffer: 10 mm Phosphat; Neutralmarker:
Benzylalkohol; Feld: £ = 425 Vem ™.

pH-Bereich auf, in der Nidhe des pK-Wertes von Kieselsdure.
Durch Verlingerung der Konditionierungszeiten nach Ver-
dnderung des pH-Wertes der Puffer konnen die Abweichun-
gen jedoch vermindert werden; die Hystereseerscheinungen
verringern sich. Fiir reproduzierbares Arbeiten in unbehan-
delten Kapillaren ist es daher erforderlich, bei Pufferwechsel
die Spiil- und Konditionierungszeiten der Kapillare zu
standardisieren, womit auch Hystereseerscheinungen des
EOF reduziert werden kénnen! 1,

Der EOF tritt bei allen elektrophoretischen Trennmetho-
den auf, da Oberflichenladungen nie vollkommen ausge-
schaltet werden kdnnen. Er kann einerseits zu einer konvek-
tiven Vermischung der elektrophoretischen Zonen fithren,
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spielt aber auch andererseits beim Transport der Zonen
durch die Kapillare eine entscheidende Rolle. Wegen des
stets gegenwirtigen EOF ist iblicherweise in der CE der
Detektor kathodenseitig angeordnet. Wenn die Geschwin-
digkeit der elektrophoretischen Wanderung der Anionen
niedriger ist als der EOF, so werden diese zur Kathode trans-
portiert. Der EOF ermdglicht somit die Trennung von Kat-
ionen und Anionen in einer Analyse. Bei anderen CE-
Methoden (z.B. der MEC) wird ausschlieBlich der EOF zum
Transport der (teilweise ungeladenen) Proben zum Detektor
ausgeniitzt. Durch chemische Modifikation der Kapillar-
oberfliche kann der EOF kontrolliert, ausgeschaltet, ja so-
gar umgekehrt werden. Die GroBe des EOF ist die einzige
Moglichkeit, Verdnderungen an der Kapillaroberfliche, z.B.
durch irreversible Adsorption von Probenbestandteilen, zu
bestimmen. Alle anderen Methoden zur Oberflidchencharak-
terisierung versagen wegen der sehr geringen Oberflache
(<10cm?). Oberflichenmodifizierte Kapillaren zeigen
kaum Hystereseerscheinungen bei Pufferwechsel und sind
wegen verminderter Adsorption sehr gut geeignet fiir die
Analyse von Proteinen (siche Abschnitt 4.2.2. ,,Chemisch
modifizierte Kapillaren*).

Durch Zusatz langkettiger kationischer Detergentien wie
Cetyltrimethylammoniumsalze, die an den Silanolgruppen
der Oberfldche adsorbiert werden kdnnen, 148t sich der EOF
sogar umkehren! 7!, Dabei bildet sich eine Detergens-Dop-
pelschicht mit in Richtung des Elektrolyten gerichteten posi-
tiven Ladungen aus. Mit derartig belegten Kapillaren gelingt
die Trennung auch schnell wandernder anorganischer
Tonen!!8l,

2.3. Bandenverbreiterung

Der Hauptbeitrag zur Bandenverbreiterung in der Kapil-
larchromatographie rithrt von der Hagen-Poiseuille-Stro-
mung her. Dieser Beitrag wichst mit dem Quadrat des
Durchmessers der Kapillare und ist umgekehrt proportional
dem Diffusionskoeffizienten der Probe im Elektrolyten
(Aris-Taylor-Gleichung und Massentransport-Term der
Golay-Gleichung ). Bedingt durch die geringe radiale Dif-
fusion wird bei Fliissigkeiten das Strémungsprofil nicht aus-
geglichen. Aus diesem Grunde ist Kapillarfliissigkeits-
chromatographie mit praktikablen Kapillardurchmessern
(> 50 pm) nicht moglich. In Gasen dagegen sind die Diffu-
sionskoeffizienten um den Faktor 10* gréBer, und das para-
bolische Stromungsprofil wird schnell durch radiale Diffu-
sion nivelliert. Die Kapillargaschromatographie ist daher ein
hocheffizientes Trennverfahren. Nachdem in der CE, be-
dingt durch den EOF, ein stempelférmiges Strémungsprofil
auftritt, ist der Beitrag des Strémungsprofils zur Bandenver-
breiterung zu vernachldssigen, so dall ausschlieBlich der
Term der Longitudinaldiffusion zu beriicksichtigen ist. Die
Bandenverbreiterung H berechnet sich nach Gleichung (6),

2D 2D
H=""=

v " E (6)

wobei D der Diffusionskoeffizient der Probe im Elektrolyten
ist. Mit der Beziehung H = L/N 146t sich die Bodenzahl ¥
nach Gleichung (7) berechnen. Es sei darauf hingewiesen,
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daB sich die Gesamtmobilitit des lons aus seiner elektro-
phoretischen (g,.,) und elektroosmotischen Beweglichkeit
(u,,) zusammensetzt. Die Bodenzahl wichst mit zunehmen-
der Spannung und abnehmenden Diffusionskoeffizienten
der Proben (im Gegensatz zur HPLC, wo die Bodenzahl mit
abnehmenden Diffusionskoeffizienten stark abnimmt).
Giddings!'* zeigte, daf3 bei Raumtemperatur und iiber einen
weiten Bereich sich diese Beziehung reduzieren [a8t zu Glei-
chung (8). Mit Spannungen zwischen 100 und 50000 Volt

N=20zU 3)

sowie effektiven Ladungen z zwischen 1 und 10 lassen sich
bis zu 10 Millionen theoretischen Béden pro Meter erzielen.
Dieser Betrag zeigt, da3 die CE der HPLC in dieser Hinsicht
tiberlegen ist. Zur Beschreibung der Bandenverbreiterung in
der CE wurden die bekannten Grofen der Chromatographie
adaptiert und sind als solche zur Beschreibung von Trans-
portphdnomenen in der Kapillare auch ohne weiteres zu ge-
brauchen. Es sei jedoch bemerkt, da$ in der Chromatogra-
phie die Proben stets mit der gleichen Geschwindigkeit durch
den Detektor transportiert werden — nach Elution von der
Séule und entsprechender Verdiinnung. In der CE — mit On-
column-Detektion — ist die Wanderungsgeschwindigkeit der
Proben am Detektorfenster jedoch unterschiedlich. Ein Ver-
gleich der Bodenzahlen ist daher nur bedingt méglich.

Die vorhergesagten hohen Bodenzahlen N wurden in gel-
gefiillten Kapillaren fiir DNA-Molekiile auch gemessen!2°l,
Nun sind DNA-Molekiile hierbei ein Sonderfall, da sie
durch die Vielzahl negativer Ladungen nicht mit der Kapil-
laroberfliche in Wechselwirkung treten. Mit Proteinen hat
man derartige Bodenzahlen bisher noch nicht erreicht, ob-
wohl mit belegten Kapillaren bis zu 500000 Boden pro Me-
ter erzielt werden kénnen. Geringfiigige Adsorption an der
Oberflache fithrt zu lokaler Verdnderung des EOF und damit
zu Verzerrungen des Pfropfenprofils. Dariiber hinaus trigt
jegliche Adsorption zu einer Verzdgerung des Massentrans-
portes bei. Der Massentransport-Term der Golay-Gleichung
ist dann nicht mehr zu vernachlissigen, und die Bandenver-
breiterung nimmt zu.

Mit steigender Spannung wichst die Mobilitdt und der
EOF, die Analysenzeit 148t sich verkiirzen. Bedingt durch
den kiirzeren Aufenthalt der Probe in der Siule sinkt die
Bandenverbreiterung, die Bodenzahl steigt. Mit steigender
Spannung wichst jedoch auch die Joule-Autheizung des
Elektrolyten. Die Wirme wird ausschlieBlich iiber der Ka-
pillarwand abtransportiert, so dal} ein radialer Temperatur-
und damit Viskosititsgradient senkrecht zur elektrophoreti-
schen Wanderung entsteht?!-22. Kithlung der Kapillare
verstirkt den Temperaturgradienten, ist aber notwendig, um
Entgasung und lokale Uberhitzung zu vermeiden. Viskosi-
titsunterschiede zwischen Kapillarmitte und Wand fiihren
zu Migrationsunterschieden und damit zu Bandenverbreite-
rung und schlechterer Aufldsung.

Der storende EinfluB} dieses radialen Temperaturgradien-
ten kann nur durch Reduzierung des Kapillarinnendurch-
messers vermindert werden. Die Temperaturdifferenz
zwischen Kapillarmitte und Wand wéchst in einem zylindri-
schen Rohr mit dem Quadrat des Kapillardurchmessers.
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Dies ist der Grund, warum in der CE sehr diinne Kapillaren
(Durchmesser 25 bis 100 pm) verwendet werden. Mit abneh-
mendem Durchmesser nimmt aber die optische Dichte der
Schichten und damit die Nachweisempfindlichkeit ab (Lam-
bert-Beersches-Gesetz). Eine andere Moglichkeit zur Ver-
minderung der Jouleschen Wirme besteht in der Herab-
setzung der Pufferkonzentration und/oder der Verwendung
von Puffern mit geringerer Tonenleitfihigkeit,

Der Verminderung der Leitfahigkeit des Puffers sind aber
Grenzen gezogen. Bestehen grofe Unterschiede zwischen
der Leitfdhigkeit im Puffer und in den Probenzonen, so fiih-
ren die lokalen Stérungen des elektrischen Feldes zur Verzer-
rung der Zonen und damit wiederum zur Verminderung der
Trennleistung. Ist die Leitfdhigkeit innerhalb der Probenzo-
ne groBer als im Trégerelektrolyten, so fithrt der verminderte
Widerstand zu einer reduzierten Feldstirke. Dadurch wan-
dern am Konzentrationsmaximum die Probenmolekiile
langsamer als an den Flanken. Dies fithrt zu einer starken
Verzerrung der Zonen mit langsamem Anstieg und schnel-
lem Abfall (Leading). Im umgekehrten Falle entstehen Peaks
mit starkem Tailing. Nur wenn die Leitfdhigkeiten in der
Probenzone und dem Puffer identisch sind, erhidlt man sym-
metrische Peaks. Die Pufferkonzentration ist daher dem je-
weiligen Trennproblem (Dissoziation und Mobilitit der Pro-
ben) anzupassen. Aullerdem kann es durch Mobilitdtsdiffe-
renzen zwischen Proben-Ion und Puffer-Ion zu isotachopho-
retischen Effekten kommen. Dies fithrt meist zu dreieckigen
Peakformen, welche hiufig Probleme bei der Integration be-
reiten.

Die Pufferkonzentration kann jedoch nur in engen Gren-
zen variiert werden. Mit der Erh6hung der Pufferkonzentra-
tion steigt die Joulesche Wirme, was wiederum durch
Herabsetzung der Spannung kompensiert werden kann. Al-
lerdings erhoht sich dadurch die Analysenzeit und damit die
Aufenthaltszeit der Probe in der Trennkapillare. Dies fithrt
zu groferer Bandenverbreiterung durch Zunahme der Longi-
tudinaldiffusion. Bel der Optimierung der Trennleistung in
der CE muBl man den Einflul der Jouleschen Wirme, die
Unterschiede der Leitfahigkeiten zwischen Probenzonen
und Elektrolyten sowie die erreichbare Nachweisempfind-
lichkeit beriicksichtigen, um kurze Analysenzeiten bei hoher
Aufldsung zu erzielen.

3. Apparatur

Seit 1988 gibt es kdufliche CE-Apparaturen; die Zahl der
Anbieter ist steigend. Die einzelnen Gerdte zeigen kaum
prinzipielle Unterschiede, da das eigentliche Trennsystem
sehr einfach ist. Graduelle Unterschiede bestehen bei der
Probenaufgabe und der Zahl und Art der angebotenen De-
tektoren. Hier soll keine Marktiibersicht gegeben werden —
der Schwerpunkt soll vielmehr bei den typischen Anforde-
rungen liegen, die an die verschiedenen Bauteile der Appara-
tur gestellt werden.

3.1. Spannungsquelle
Die Spannung sollte sich im Bereich von — 30 bis + 30 kV
einstellen lassen und es sollte mdglich sein, diese beim vorge-

gebenen Wert konstant zu halten. Dartiber hinaus hat es sich
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als vorteilhaft erwiesen, wenn Spannung oder Strom unab-
hingig voneinander konstant gehalten werden kénnen. Eine
Aufzeichnung von Spannungs- oder vorteilhafter Stromkur-
ven gibt Hinweise auf eventuelle Storungen widhrend der
Analyse und kann bei der Fehlersuche behilflich sein. Bei
kéduflichen Geriten schaltet sich beim Offnen des Analysen-
raums automatisch die Hochspannungsquelle ab, so daf3
Unfille mit Hochspannung vermieden werden. Bei Eigen-
baugerdten sind entsprechende Vorkehrungen unerldBlich.

3.2. Probenaufgabe

Die reproduzierbare Probenaufgabe ist das schwierigste
Problem in der CE, soll die Probenzone doch so klein gehal-
ten werden, daf} sie zur Bandenverbreiterung nicht beitrigt.
Um dies zu erreichen, miissen sehr kleine Probenvolumina
im Bereich von 5 bis 50 nL injiziert werden?*~ 25}, Zu groBe
Probenvolumina fithren sehr schnell zu Peakverzerrung und
schlechterer Auflésung!?®-27), Um diesen hohen Anforde-
rungen gerecht zu werden und um diese kleinen Volumina
besser handhaben zu kénnen, sind Miniaturisierung!28: 301
und Automatisierung der Probenaufgabe unerldB-
lich>°~ 3! Die reproduzierbare Aufgabe der kleinen Pro-
benvolumina ist fiir die Quantifizierung und die Bestimmung
der Standardabweichung bei der Analyse ein zentraler Ge-
sichtspunkt. Die wichtigsten Injektionsarten, die in den au-
tomatisierten kduflichen Geriten Anwendung finden, sind in
Tabelle 1 zusammengestellt.

3.2.1. Elektrokinetische Injektion

Bei diesem Injektionsverfahren wird das ProbengefiB, in
das die Kapillare eintaucht, mit der Spannungsquelle ver-
bunden, und durch Anlegen eines kurzen Spannungsinter-
valls wandern die Probenbestandteile in die Trennkapillare.
Die aufgegebene Probenmenge ¢ (in mol) ist bei diesem
Injektionsverfahren von der Hohe der angelegten Spannung
U;, der Zeit t,, in der die Spannung anliegt, und der Mobilitit
der Probenkomponenten abhiangig [Gl. (9)]B%, wobei ¢ die

— (luep + lueo)anUitic

Q 8nL
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Konzentration der Probe in der Probenlésung ist. Aus die-
sem Zusammenhang ist das Problem dieser Injektions-

Tabelle 1. Gegendberstellung von Injektionsarten fiir die Kapillarelektrophorese.

methode, die Diskriminierung der Probenkomponenten un-
terschiedlicher Mobilitit, ersichtlich. Auch der elektrische
Widerstand der Probenldsung (Ionenstirke) im Vergleich
zur Elektrolytiésung beeinfluflt die Reproduzierbarkeit des
Verfahrens?!,

Fur die automatisierte elektrokinetische Probenaufgabe
wurde eine relative Standardabweichung (RSD) fiir die
Peakflichenauswertung von 4.1% festgestellt*). Generell
kann die Reproduzierbarkeit der quantitativen Analyse wie
bei allen Verfahren mit Problemen bei der Probenaufgabe,
z.B. der Kapillargaschromatographie, durch Verwendung ei-
nes internen Standards wesentlich verbessert werden.

3.2.2. Hydrostatische Injektion

Bei dieser Methode wird eine Hohendifferenz zwischen
dem Puffergefd und dem ProbengefdB zum Einfithren klei-
ner Probenvolumina ausgeniitzt. Durch den Siphoneffekt
wird die Probenldsung in die Trennkapillare gesaugt. Die
aufgegebene Probenmenge ist abhingig von der Hohendiffe-
renz (d.h. iiblicherweise 5—10 cm}, der Zeit und den hydro-
dynamischen Eigenschaften (Viskositdt #, Dichte g) der
Elektrolytlosung. Dichte- und Viskositdtsunterschiede zwi-
schen Proben- und Elektrolytidsung sind daher zu vernach-
lassigen. Die aufgegebene Probenmenge berechnet sich nach
Gleichung (10); sie ist demnach nur von der Héhendifferenz

_ pgrrtAhte

Q &nL

(10)

und der Injektionszeit abhdngig. Sinnvoll sind Injektionszei-
ten von einigen Sekunden. Die Hohendifferenz ist entspre-
chend anzupassen. Auch hier liefert die manuelle Injektion
schlechtere Reproduzierbarkeiten bei der Quantifizierung
(RSD 10%), wihrend bei automatischer und computer-
unterstiitzter Durchfiihrung RSDs von 2.9% 3% und bes-
ser®3 erzielt wurden.

3.2.3. Druckinjektion

Die Probe wird hier durch Anlegen einer Druckdifferenz
zwischen Probengefd und Kapillarende aufgegeben, wobei
entweder beim Probengefil der Druck erhéht oder am Ka-
pillarende der Druck verringert wird. Diese beiden Méglich-
keiten erlauben auch ein einfaches Spiilen der Kapillare mit

Elektrokinetische Hydrostatische

Hydrodynamische Injektion durch Probensplitter

Injektion Injektion Injektion

Injektion durch elektrisches Feld Siphoneffekt Druck oder elektrische Probensplitter oder
Vakuum Split-Flu3-Systeme
Automatisierung ja ja ja nein
Mindest- <10 uL <10 uL ~10 pL >10 uL mit
probenmenge (Mehrfachinjektion) {Mehrfachinjektion) (Mehrfachinjektion) Dosierkapillare oder HPLC-Spritze
(keine Mehrfachinjektion)

Diskriminierungs- ja nein nein ja (fur elektrischen Splitter)
effekte bei der nein (fir Split-FluB-Systeme)
Probenaufgabe
RSD-Werte 4.1% <29% 2-3% < 3% (Idealfall fiir elektr. Splitter) (aus Lit. [34])

(aus Lit. [30]) (aus Lit. {30, 33]) (Erfahrungswert) 2% (fir Split-FluB-System) (aus Lit. {35])
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frischen Pufferlosungen. Die aufgegebene Probenmenge be-
rechnet sich nach Gleichung (11) und ist nur von der Druck-

Aprritc
0= T (11
differenz und der Injektionszeit abhingig. Bei Injektionszei-
ten im Sekundenbereich liegt die Druckdifferenz bei einigen
Torr. In kauflichen Geriten ist dies das verbreiteste Injek-
tionsverfahren. Die RSD liegt hier nach unseren Erfahrun-
gen zwischen 2 und 3%; bei Verwendung eines internen
Standards kann sie auf Werte unter t % gedriickt werden.

3.2.4. Probensplitter

In Analogie zur Kapillargaschromatographie wurden bei
der CE auch Splitsysteme zur Probenaufgabe beschrieben.
Man kann zwischen elektrischen und hydrodynamischen
Splitsystemen unterscheiden.

Beim elektrischen Probensplitter {Abb. 5) befindet sich in
der Mitte der Dosierkapillare die Abzweigung zur Trennka-
pillare. Uber beiden Kapillaren liegen unterschiedliche Feld-

Dosierkapitlare

X

Trennkapillare

Abb. 5. Schematische Darstellung des elektrischen Probensplitters. i,, i, und i,
entsprechen den Strémen in den jeweiligen Kapillarteilstiicken; n, entspricht
der Probenmenge vor der Probenteilung, n, der aufgegebenen und n, der Rest-
probenmenge. Links: wihrend des Probensplits. Rechts: nach dem Probensplit.

stirken an. Die Probe bewegt sich also in zwei verschiedenen
Stromkreisen, wobei das Splitverhaltnis durch das Verhilt-
nis der beiden Stréme in den Kapillaren gegeben ist. Die
Genauigkeit dieser Methode wurde mit einer RSD < 3%
angegeben*. Beim Split-FluB-System wird mit einer
HPLC-Spritze das Probenvolumen in ein T-Stiick dosiert.
Das Splitverhdltnis ist durch die Verhiltnisse von Durchmes-
ser und Linge der Trennkapillare und Uberlaufkapillare
festgelegt™?!. Fiir dieses Verfahren wurde eine RSD von ca.
2% erwihnt, allerdings sind relativ grofle Probenvolumina
notwendig. Andere Splitsysteme, teilweise mit HPLC-Pum-
pen*%l, sind ebenfalls bekannt, bessere Reproduzierbarkei-
ten konnten aber auch hiermit nicht erreicht werden.

3.2.5. Reproduzierbarkeit der Probenaufgabe

Die Reproduzierbarkeit der Probenaufgabe wird durch
viele Faktoren beeinfluBt: Leitfdhigkeitsdifferenzen zwi-
schen Trennelektrolyt und Probenlésung®”, groBe Unter-
schiede in der Konzentration der einzelnen Probenbestand-
teile’3 und deren elektrophoretischer Mobilitit!38! sowie
Unterschiede in der Probenmatrix!®?. Dagegen liegen die
Vorteile der CE dort, wo insgesamt nur sehr geringe Proben-
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volumina zur Verfilgung stehen, z.B. bei der ITonenanalytik in
Regentropfen 391,

Die Miniaturisierung der Probenaufgabe bei kduflichen
Geriten ist mittlerweile so weit fortgeschritten, daB} mit ins-
gesamt 3 uL. Probenvolumen in automatisierten Geriten
mehrere Injektionen durchgefithrt werden k6nnen.

Die Probleme mit der Reproduzierbarkeit der Probenauf-
gabe bei der CE sind auf die bendtigten geringen Druckdiffe-
renzen und kurzen Injektionszeiten zurlickzufithren. GroBe-
re injizierte Volumina vermindern sehr schnell die Effizienz
der Trennung. Man versucht daher, groBere Volumina auf-
zugeben und die Zonen vor der Trennung zu schirfen. Dies
gelingt durch Ausnutzung von ITP-Effekten vor der eigentli-
chen CE-Trennung und wird in Abschnitt 4.6 behandelt.
Konzentrieren lassen sich Proben auch durch kurzzeitige Er-
hohung der Feldstidrke. Am einfachsten gelingt dies, wenn
man vor der eigentlichen Probenaufgabe einen Wasserpfrop-
fen in die Kapillare injiziert (,,sample stacking‘)1®). Der
Spannungsabfall ist iiber dem ,,Nichtleiter* Wasser so hoch,
daB die nachfolgende Probenzone im dort vorliegenden we-
sentlich hoheren Feld konzentriert wird. Anreicherungsfak-
toren bis 100 wurden erzielt.

3.3. Thermostatisierung

Hauptsichlich dient die Thermostatisierung zur Abfith-
rung der Jouleschen Warme. Luft- wie auch Fliissigkeits-
thermostate finden in kduflichen Gerdten Verwendung, wo-
bei die Temperaturen von 15 bis etwa 60 °C variiert werden
konnen. Fiir die meisten Anwendungszwecke reicht jedoch
der Abtransport der Wirme durch starke Luftkithlung!“!),
Welchen EinfluB die Temperatur auf Effizienz und Selektivi-
tdt hat, wird zur Zeit noch diskutiert. Mit ein Grund fiir
diesen liickenhaften Kenntnisstand ist, daB bei kiuflichen
Geriten nur die Kapillare (oder Teile davon) thermostati-
siert wird, wihrend die PuffergefiBe nicht immer auf der
gleichen Temperatur wie die Kapillare gehalten werden. Im
Falle der Trennung von DNA-Bruchstiicken in gelgefiillten
Kapillaren wurde jedoch gezeigt, daB mit Erhéhung der
Temperatur sich zwar die Trennleistung vermindert, aber die
relativen Migrationen, d. h. die Selektivitit der Trennungen,
verbessert werden konnen 2!,

3.4. Kapillaren

In der CE werden fiblicherweise auBen mit Polyimid-be-
schichtete Quarzkapillaren mit 25 bis 100 pm Durchmesser
verwendet. Prinzipiell kénnen auch Glas- oder Kunststoff-
kapillaren verwendet werden, diese weisen aber im kurzwelli-
gen UV-Bereich keine ausreichende Durchlissigkeit auf. Die
Polyimidschicht der Quarzkapillaren muf} vor der Beschich-
tung der inneren Oberfldche oder Verwendung an der Stelle,
wo detektiert werden soll, mechanisch oder durch Abbren-
nen!!? entfernt werden. Neuerdings sind auch Kapillaren
mit UV-durchlédssiger Beschichtung erhiltlich. Fiir die mei-
sten Anwendungen werden unbehandelte und unmodifi-
zierte Kapillaren eingesetzt. Die Quarzkapillaren der ver-
schiedenen Hersteller unterscheiden sich hinsichtlich der Ge-
nauigkeit und Konstanz des Innendurchmessers sowie der
Behandlung der inneren Oberfliche und der optischen
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Durchléssigkeit im unteren Wellenldngenbereich. Grund-
satzlich sollten neue Kapillaren vor ihrer ersten Verwendung
zur volistindigen Hydroxylierung der Oberfliche mit 1 M
NaOH behandelt werden.

Oberflichen von Kapillaren lassen sich mit den gleichen
Methoden modifizieren wie die von Kieselgelen zur Herstel-
lung stationdrer Phasen fiir die HPLC oder zur Beschichtung
von Kapillarsdulen fiir die GC. Wie bereits ausgefithrt, steht
zur Charakterisierung modifizierter Kapillaroberflichen
hauptsichlich die Anderung des EOF zur Verfiigung. Die
Charakterisierung mit gaschromatographischen Verfahren
wurde ebenfalls beschrieben'**]. Vor- und Nachteile von mo-
difizierten und von gelgefiillten Kapillaren werden bei den
einzelnen Trenntechniken diskutiert, fiir die sie auch einge-
setzt werden.

3.5. Detektion

Die grofite apparative Herausforderung der CE ist die
Detektion. So stehen bei der On-column-Detektion durch
Messung der UV-Absorption in den engen Kapillaren nur
Schichten geringer Dicke zur Verfiigung. Die am hiufigsten
verwendeten Detektoren sind trotzdem modifizierte UV-De-
tektoren aus der HPLC. Wegen der geringen Schichtdicke
(= mittlerer Kapillarinnendurchmesser) werden hohe An-
forderungen beziiglich Empfindlichkeit, Rauschen, Streu-
lichteinfluB} etc. an die Detektoren gestellt. Um Effizienz-
verluste durch Vermischungseffekte aulerhalb der Kapillare
zu vermeiden, wird direkt in der Kapillare detektiert. Typi-
sche Bandbreiten der Zone in der Kapillare liegen bei
5 mm (N = 500000), was einem Volumen von 10 nL (50-pm-
Kapillare) entspricht. Diese extrem kleinen Volumina sind
auch der Grund fiir die oftmals als erstaunlich propagierte
Massenempfindlichkeit. Der Weltrekord liegt z.Zt. bei einer
Nachweisgrenze von 300 Molekiilen bei einem Signal/
Rausch-Verhiltnis von drei zu eins™*#! fiir derivatisierte Ami-
nosduren und Detektion durch laserinduzierte Fluoreszenz.
Fiir den tiglichen Gebrauch wichtiger ist jedoch die Konzen-
trationsempfindlichkeit. Diese ist, bedingt durch den kurzen
Absorptionsweg (mitllerer Kapillardurchmesser!), eher be-
scheiden. Verglichen mit der HPLC ist die Konzentrations-
empfindlichkeit bei der UV-Detektion in der CE 30- bis
100fach geringer'®, Diese hiingt bei querdurchstrahlten
Kapillaren vom Detektorrauschen und der effektiven
Schichtdicke ab, die geringer als die nominelle Schichtdicke
(= Kapillardurchmesser) ist. Stérend bemerkbar machen
sich der Streulichtanteil durch mangelhafte Fokussierung
(Licht durch Kapillarwand!) und eine nicht ideale zylin-
drische Kapillargeometrie'*®!. Durch Optimierung des opti-
schen Systems (Spalt, Linse, etc.) kdnnen diese Effekte
grofitenteils ausgeschaltet werden. Der am hiufigsten ver-
wendete Detektor ist der UV-Detektor mit fester oder varia-
bler Wellenldnge. Trotz der geringen Schichtdicke ist die
Aufnahme von UV-Spektren mit empfindlichen Dioden-
array-Detektoren oder schnell registrierenden Detektoren
ebenfalls moglich™7:#8! (siche Abb. 14).

Proben ohne Absorption im UV-Bereich lassen sich mit
kduflichen UV-Detektoren mit indirekter UV-Detektion
empfindlich nachweisen!!8497331 Man gibt dem Puffer ei-
nen Elektrolyten mit UV-Absorption zu, der eine dhnliche
Mobilitdt wie die zu trennenden Proben hat. An der Stelle
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der Probe muB wegen der erforderlichen Elektroneutralitit
die Menge des zugesetzten Elektrolyten geringer sein (Ver-
drangungsmechanismus), so daB hier der Puffer starker
durchlissig ist, was sich durch einen negativen Peak bemerk-
bar macht. Dies ist in Abbildung 6 schematisch dargestellt.
Anwendungsbeispiele sind in den Abschnitten 4.1.4 und
4.2.1 aufgefithrt (vgl. Abb.12 und 17). Die Nachweis-
empfindlichkeit der indirekten UV-Detektion hidngt vom
molaren Extinktionskoeffizienten des zugesetzten UV-ab-
sorbierenden Hintergrundelektrolyten ab und entspricht der
der normalen UV-Absorption®#.

Detektorzelle

Kapiilare

Hintergrundsignal

Abb. 6. Prinzip der indirekten UV-Detektion. @ = UV-absorbierende Puffer-
Ionen; o = ionische Probenbestandteile ohne UV-Absorption.

Neben den UV-Detektoren aus der HPLC sind seit kur-
zem auch Fluoreszenzdetektoren auf dem Markt, die sich
von den erstgenannten hauptsichlich in ihren Lichtquel-
len unterscheiden. Angeboten werden neben den gebrauchli-
chen Deuterium- und Xenon-Blitzlampen auch wesentlich
aufwendigere Lasersysteme, wobei hier im sichtbaren Wel-
lenldngenbereich angeregt wird, so dafl die Proben entspre-
chend derivatisiert werden miissen. Indirekte Fluoreszenzde-
tektion ist ebenfalls moglich; dabei diirfte es sich um eine
universelle Detektionsmethode handeln, vorausgesetzt, ge-
eignete Fluorophore ohne Quencheffekte sind verfig-
barls5-571

Leitfdhigkeitsdetektoren und auch andere Detektoren auf
elektrochemischer Basis bieten sich an, sind aber derzeit
noch nicht kauflich zu erwerben. Als Glanzlicht sei der Spu-
rennachweis von Alkali- und Erdalkalimetall-Tonen mit Mi-
kroelektroden direkt in der Kapillare erwiihnt!%8],

Bei der Leitfdhigkeitsdetektion stellt sich das Problem,
daB neben der Grundleitfihigkeit des Elektrolyten die ge-
ringfiigig hohere Leitfahigkeit in der Substanzzone bestimmt
wird. Suppressionstechniken zur Unterdriickung der Puffer-
leitfahigkeit wie in der HPLC sind hier nicht einsetzbar. Die
Leitfahigkeitsdetektion wurde in der CE bereits mehrfach
mit Erfolg eingesetzt® ~ %4, Mit amperometrischer Detek-
tion gelang der direkte Nachweis von Neurotransmittern in
Nervenzellen, wobei 5 pm weite Kapillaren zur Trennung
verwendet wurden!6® 681,

Auch die Massenspektrometrie(MS)-CE-Kopplung er-
scheint bei Betrachtung der niedrigen Fluf3geschwindigkei-
ten (100 nL min ') als unproblematisch. Das Hauptproblem
bei der MS-CE-Kopplung besteht jedoch darin, zu vermei-
den, daB beim Ubergang der Kapillare in die Ionenquelie
durch das dort herrschende Vakuum der Eluent aus der
Kapillare gesaugt wird. Bei einem Druckabfall von 1 bar
entsteht an einer 1 m langen Kapillare (50 pum Innen-
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durchmesser) eine lineare Stromungsgeschwindigkeit von
1 cms™!. Das dadurch entstehende laminare parabolische
Stréomungsprofil wiirde zu merklichem Effizienzverlust fiih-
ren. Aus diesem Grunde mufl vor der Ionisation ein
»Schonungsfluf* um die Kapillare herum zugefiihrt werden.
Elektrospray-MS ermdglicht die Detektion von Biopolyme-
ren durch mehrfache [onisierung! 72!,

Andere Detektionsmethoden (Raman-Spektroskopie!”3,
On-line-Radioaktivititsmessung!’*!, Bestimmungen des
Circulardichroismus!’®), des Brechungsindex!”®! und der
Capillary-Vibration!”’") wurden vorgestellt. Ob sie fiir den
Routineeinsatz geeignet sind, ist zur Zeit noch offen.

In Tabelle 2 sind die erzielbaren Nachweisgrenzen der
hdufigsten Detektionssysteme zusammengestellt. Es zeigt
sich, dall wohl - bedingt durch die kleinen Volumina —exzel-
lente Massenempfindlichkeiten erzielt werden kénnen. Die
Konzentrationsempfindlichkeiten liegen in dem Bereich, der
auch mit HPLC zuginglich ist.

Selbstverstindlich lassen sich vor der Trennung in nicht
UV-aktive und nicht fluoreszierende Proben mit den ge-
brauchlichen Derivatisierungsreagentien Chromophore ein-
fithren. Spezielle Reagentien fiir die Elektrophorese, bei de-
nen bei der Derivatisierung von Neutralsubstanzen gleich-
zeitig auch Ladungen mit eingefithrt werden, sind im Ge-
sprach78 7811,

Tabelle 2. Detektionsmethoden in der Kapillarelektrophorese.

Detektions- Nachweisgrenzen typische Bemerkungen
arten absolute Konzen- Anwendung
Menge tration
[mol] [mol L~}
UV-Absorp- 107'°-10""* 10~7-10"* aromatische Verbin-  Standarddetektion in
tion dungen, Proteine, der CE (Bestandteil
Nukleinséduren, ... aller kéuflichen
Apparaturen)
indirckte 1077¢-10""% 107%.-10"* Metall-Ionen, Amine, mit kiiuflichen
UV-Absorp- organische und Apparaturen
tion anorganische [onen, durchfiihrbar
Zucker
Fluoreszenz 107*8-107'% 107°-10"% derivatisierte Amino- Derivatisierung fir
siuren, DNA, viele Proben not-
Peptide, Proteine wendig
Laser- 10721 -107*7 107'*-10"7 DNA-Fragmente, Laser sind noch sehr
fluoreszenz derivatisierte kostenintensiv
Aminosduren (Einsatzbereiche im
VIS und nahen UV)
indirekte 107'%-10"'* 1077-10"% Alkohole, Amine, bisher wenige
Fluoreszenz Anionen, Kationen, Anwendungen
Zucker bekannt
Ampero- 1071%-10"** 10"3-107° leicht reduzierbare Kapillaren bis 2 um
metrie und oxidierbare innerer Durchmesser
Substanzen, z.B. einsetzbar
Neurotransmitter
Kondukto- 107'8-107'¢ 1077-10"° ionische Proben, z.B. schwierige
metrie Metall-Tonen, Amine, Handhabung bei
Carbonsduren Kapillarwechsel
Potentio- 1071° 1078 Alkali- und Erdalkali- schwierige
metrie metall-Ionen; selek- Handhabung und
tiver Nachweis durch Herstellung der
ionenselektive Mikroelektroden
Mikroelektroden
Massen- 10-17 1078 Proteine, Peptide, Interfaces kiuflich;
spektro- Drug-monitoring Kopplung
metrie mit automatisierten
Geridten méglich
On-line- 1071%-1071¢ 107'°-10"% 32P und '*C in bio-  gute
Radioaktivi- chemisch relevanten  Nachweisempfind-
tidtsmessung Verbindungen lichkeit durch Stop-
flow-Systeme
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4. Trennmethoden in der Kapillarelektrophorese
4.1. Kapillarelektrophorese in unbeschichteten Kapillaren
4.1.1. Einfluf} des pH-Wertes

Der Einflul3 des pH-Wertes auf den Transport der Proben
zum Detektor hat zwei Ursachen: Zum einen ist, wie bereits
ausgefithrt, die auf elektrophoretischer Migration basieren-
de Trennung mehr oder minder vom EOF iiberlagert, dessen
Grdfle von der Dissoziation der Oberflichensilanolgruppen
beeinflult wird. Zum anderen wird die Beweglichkeit von
Tonen durch ihren Dissoziationsgrad im Trigerelektrolyten
und damit von dessen pH-Wert bestimmt. Damit kann durch
Anderung des pH-Wertes und der Art des Puffers die Tren-
nung optimiert werden. Die gréfiten Wanderungsunterschie-
de bei schwachen Elektrolyten, d. h. die hochste Selektivitit,
erhilt man, wenn der pH-Wert des Puffers zwischen den
pK,-Werten der Probenbestandteile liegt, wie aus der klassi-
schen Elektrophorese bekannt. Undissoziierte Probenbe-
standteile wandern mit der Geschwindigkeit des EOF durch
die Kapillare. Der EOF hdngt, wie gezeigt, ebenfalls vom
pH-Wert und anderen Elektrolyteigenschaften, insbesondere
der Tonenstirke, ab. Die Abhingigkeit des EOF vom pH-
Wert bei Quarzkapillaren wurde bereits in Abbildung 4 ge-
zeigt.

Die Méglichkeiten, die sich aus der Uberlagerung von
elektrophoretischer Wanderung und EOF ergeben, lassen
sich am Beispiel der Nucleotide demonstrieren. Der EOF ist
zur Kathode gerichtet, die Nucleotide wandern zur Anode,
am schnellsten die Triphosphate, da sie die hochste Ladung
tragen. Selbst bei hohen pH-Werten (pH >10) reicht der
EOF nicht aus, um die Triphosphate zum Detektor an der
Kathode zu transportieren. Wenn die elektrophoretische
Mobilitdt der Mono- und Diphosphate niedriger ist als der
EOF, werden sie zum Detektor transportiert, den sie zu un-
terschiedlichen Zeiten erreichen. Die Trennung derartiger
Proben ist in Abbildung 7 gezeigt. Unter diesen experimen-

Detektor

0.006 2 )

" Netto-
T e— wanderung

1 AMP
2 dAMP
6 3CMP
4 dCMP
1 8 5 dTMP
4 Iy 6 GMP
1 7 dGMP + UMP
8 dADP
9 ADP
o 10 dGDP
95 11C0P
12 GDP
13dCDP
1 dTDP
e 5UDP
timin) —=— 3

©
i

5

Abb. 7. Trennung von Mono- und Dinucleotiden mit einer unbehandelten Ka-
pillare. Trennbedingungen: Kapillare: L =75 c¢m, ID =75 pm; Puffer: 100 mm
CAPS (3-{Cyclohexylamino)-1-propansulfonsiure), pH =10.5; Feld: E=
200 Vem™', I=35uA, Probenkonzentration: 100-250 uM. Trinucleotide
wandern schneller zur Anode und kénnen nicht detektiert werden.

Angew. Chem. 1993, 105, 659—-680



a)

tellen Bedingungen ist der vektorielle Beitrag des EOF nicht
ausreichend zum Transport der Triphosphate, die somit in
den Anodenraum wandern. Bei Umpolung kann man die
Triphosphate bestimmen, wihren die Di- und Monophos-
phate mit dem EOF in die andere Richtung getrieben wer-
den. Durch Zusatz von Ionenpaarbildnern kann die Mobili-
tit so variiert werden, daf alle Nucleotide getrennt werden
kénnen™?. Auch durch Umkehr des EOF durch Oberfla-
chenmodifikation bei gleichzeitiger Feldumkehr ist eine
Trennung von Anionen mit stark unterschiedlicher Mobili-
tit in einer Analyse moglich (siche Abb. 16).

4.1.2. Einfluf} der Ionenstirke

In Abbildung 8a ist der EinfluB der Ionenstirke auf den
EOF und die Mobilitét der Ionen gezeigt. Der Strom wurde
in allen Fillen konstant gehalten. Der Neutralmarker (Ben-
zylalkohol) wird bei einer Konzentration von 100 mM nach
etwa 15 Minuten eluiert, die zur Anode wandernden Car-
bonséduren iiberhaupt nicht. Reduziert man die Ionenkon-
zentration auf 20 mMm, so ist die Trennung nach etwa
20 Minuten und bei 10 mM nach 5 Minuten beendet. Die
Analysenzeit wird hier durch die GréBe des EOF bestimmt,
da die effektive Probenmigration kaum von der Pufferkon-
zentration beeinfluBBt wird. Die Di- und Tricarbonsduren
wandern als asymmetrische Peaks mit Tailing (Dreieckpeaks
mit fast senkrechtem Anstieg), was auf ihre geringere Mobi-
litdt gegeniiber den Borat-Ionen des Puffers zurlickzufithren
ist. Diese Dreieckpeaks entstehen immer bei zu grofien Mo-
bilitdtsunterschieden zwischen Probe und Trigerelektro-
1yt Proben mit gréBerer Mobilitit als das Puffer-Ion zei-
gen Leading. Voraussetzung fir symmetrische Peaks und
damit hohe Bodenzahlen ist Ubereinstimmung in der Mobi-
litdt von Probe und Tragerelektrolyt. Analoge Effekte treten
auf, wenn bei konstanter Spannung gearbeitet wird, wie in

b)
1
1
00mM S55kv
S0mM 130 pA
1 2 2
1 S0mM 9.5kV
! 2
2 30mM 77 pA
1
l 30mM 12.6kY 2
! 20mM 39 pA
2
3
1 . 2 1
20 mM 194 kv N 3’\ 10mM 19 pA
3 2
2 , 3
[3 SmM 11 pA
10 mM 26 kV
- ij\_
LJ T
t [min] —— 3 O t [min] 30

Abb. 8. Abhingigkeit des EOF von der lonenstirke des Puffers. Trennbedin-
gungen: Kapillare: L =44 cm, /D =75 pm; Puffer: Borat unterschiedlicher
Konzentration, pH = 9.5. a) Strom konstant (100 pA); b) Feld konstant
(230 Vem™'). Probe: 1 = Benzylalkohol, 2 = Benzoesiure, 3 = Benzol-1,2-
dicarbonsdure, 4 = Benzol-1,3,5-tricarbonséure.

Angew. Chem. 1993, 105, 659680

Abbildung 8b demonstriert. Beim Vergleich beider Abbil-
dungen ist der Vorteil der niedrigen Pufferkonzentrationen
und der damit moglichen hoheren Spannungen klar zu er-
sehen, da die Analysenzeiten wesentlich verkiirzt werden
kénnen (Abb. 8a). Optimal sind demnach niedrige Puffer-
konzentrationen und hohe Feldstdrken.

Abbildung 9 zeigt den EinfluBl der Pufferkonzentration
auf die Bandenverbreiterung H von Proben unterschiedli-
cher Mobilitidt. Fiir den Neutralmarker (Durchbruch der

500
400
y 300
Hlpm]
200
1
100

\\D\“\qz

(O 4
40 60 80 100 120 140 160
c[{mmol] —

Abb. 9. EinfluBl der Pufferkonzentration auf die Bandenverbreiterung H von
Proben. Trennbedingungen: Kapillare: L = 50/54 cm, /D = 50 um; Puffer:
Borat unterschiedlicher Konzentration, pH = 8.5; £ = 560 Vem™~!. UV-De-
tektion bei 214 nm. Probe: 1 = Benzol-1,3,5-tricarbonsiure, 2 = Benzol-1,2-
dicarbonsiure, 3 = p-Hydroxybenzoesiure, 4 = Benzylalkohol.

Zone mit dem EOF) Benzylalkohol und fiir die nur schwach
dissoziierte para-Hydroxybenzoesdure erhélt man auch mit
niedriger Pufferkonzentration (50 mM) geringe Bandenver-
breiterung und hohe Trennleistung. Die Bandenverbreite-
rung fiir die Di- und Tricarbonsduren ist bei dieser Puffer-
konzentration untragbar hoch. Auch bei hohen Puffer-
konzentrationen erreicht die Bandenverbreiterung nie den
niedrigen Wert, den man fiir nicht oder schwach dissoziierte
Proben erhilt.

4.1.3. Auswahl des Puffers

Bei der Auswahl des Puffers sind mehrere Gesichtspunkte
zu beachten. Wie eben gezeigt, miissen die Mobilititen {iber-
einstimmen, um hohe Trennleistungen zu erzielen. Die Kon-
zentration der Puffer-Ionen sollte gréBer sein als die Konzen-
tration der Ionen in der Probenldsung. Dies fihrt ebenfalls
zu symmetrischen, scharfen Zonen. Hohe lonenstirke be-
deutet jedoch bei gegebenem Spannungsabfall hohe Strom-
dichte und damit einen Anstieg der Jouleschen Wirme. Die-
se Effekte lassen sich einfach als Abweichungen vom
Ohmschen Gesetz messen. Dies ist in Abbildung 10 fiir zwei
Puffersysteme und Kapillaren mit unterschiedlich groBen In-
nendurchmessern dargestellt. Der Vorteil organischer Puffer
mit ihrer geringeren Leitfahigkeit ist klar zu erkennen. Auch
bei der dicken Kapillare ist das Ohmsche Gesetz fiir den
3-(Cyclohexylamino)- 1 - propansulfonsidure(CAPS)- Puffer
im gesamten Bereich erfiillt, wahrend mit der gleichen Kapil-
lare und dem Boratpuffer bei 10 kV der Linearititsbereich
verlassen wird. Beim Boratpuffer sind auch die Vorteile der
diinneren Kapillaren beim Warmeabtransport zu sehen. Mit
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Abb. 10. Strom-Spannungs-Kurven in Abhingigkeit vom Kapillardurchmes-
ser und der Pufferkonzentration. Obere Kurven: Puffer: 20 mM Borat,
pH = 9.5; Untere Kurven: Puffer: 25 mm CAPS, pH = 11.

der 50-um-Kapillare kann auch bei 25 kV noch gearbeitet
werden. Da die Dauer der Analyse der angelegten Feldstirke
umgekehrt proportional ist, sind damit auch kiirzere Analy-
senzeiten erzielbar.

4.1.4. Einsatzgebiete

Die Elektrophorese in unbeschichteten Kapillaren ist das
Standardverfahren, das sich besonders fir kleine Molekiile
mit permanenten Ladungen eignet. So lassen sich ohne
Schwierigkeiten aliphatische und aromatische Carbonsiu-

123456

0 4 8 12 16 20
t[min]

Abb. 11. Trennung von Kohlenhydraten mittels CZE. Trennbedingungen: Ka-
pillare: L =100/122 cm, 1D = 50 um; Puffer: 6 mm Sorbat, pH =12.1; Feld:
E=230Vem~!;I=13 pA, T = 30°C, UV-Detektion bei 256 nm; CE-Instru-
ment: ABI Model 270 A. Probe: 1 = Raffinose. 2 = 2-Desoxy-D-ribose,
3 = Galactose, 4 = Glucose, 5 = Rhamnose, 6 = Mannose, 7 = N-Acetylneu-
raminsiure, 8 = Gluconsdure, 9 = Galacturonsiure, 10 = Glucoronsiure,
11 = Mannuronsdure (aus Lit. [85]).
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ren, Sulfonsduren, Aminosiuren, Phenole, Nucleotide und
Amine trennen. Fine gute Zusammenstellung aktueller An-
wendungsbeispiele findet sich in den beiden Ubersichtsarti-
keln von Kuhr!®3-841 Ein Beispiel einer Trennung von Zuk-
kern und Zuckersiuren zeigt Abbildung 111851, In Ab-
bildung 12 ist die Trennung von Kationen und niederen
aliphatischen Aminen mit indirekter UV-Detektion gezeigt.

2.54
2534
2521

2511

2.50

249

T T —— T

15 20 25 3.0 35 40
t [min] ————

Abb. 12. Trennung von Metall-Ionen, Aminen und Aminoalkoholen mit indi-
rekter UV-Detektion. Trennbedingungen: Kapillare: L = 50/58 cm. ID =
75 um; Puffer: 5mm Imidazol, pH = 4.5; Feld: E=430Vem™!, 7 = 9 uA;
Probe: 1= NH,, K*, 2= Na*, 3 = Dimethylamin, 4 = Ca?*, 5 = Tri-
methylamin, 6 = Mg?', 7 =Li*, 8= Diethylamin, 9 = Triethylamin,
10 = Diethanolamin, 11 = Triethanolamin. Probenkonzentrationen: 1-3 ppm
(aus Lit. [51]).

Als Elektrolytkomponente, die gleichzeitig als UV-Absorber
dient, wird Imidazol verwendet!®!!. Abbildung 13 zeigt die
CE eines natiirlichen Tanningemisches. Die Trennung von
geladenen Molekiilen mit relativ groflen hydrophoben Re-
sten 146t sich durch Zusatz von SDS verbessern, wie in Ab-
bildung 14a am Beispiel aromatischer Sulfonsduren veran-
schaulicht. Die Aufldsung der ersten Komponenten ist nur in
Gegenwart von SDS moglich, die Migration der als Kupp-
lungskomponenten in der Farbstoffchemie verwendeten
,.Buchstabensduren* wird durch SDS erwartungsgemil
nicht beeinfluflt. Die Optimierungsmoglichkeiten von CE-
Trennungen durch Zusatz von Detergentien werden in Ab-

6 0.034
- ' ] S
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[0 S,
| 0.061-90 Alnm] —=— 430
5 T | 6
A A 1
0_90’ Al 430
1 ——
0.025- {om|
j t ] ;
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5 190 Alnm] —= 430
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Abb. 13. Trennung von Tanninsduren und deren Charakterisierung mit Dio-
denarray-Detektion. Reprisentativ sind zu den gekennzeichneten Peaks einige
Spektren angegeben. Trennbedingungen: Kapillare: L = 50/80cm, ID =
75 um; Puffer: 50 mm Borat, pH = 9.5; Feld: E=375Vem™!, 1 =32pA;
Perkin Elmer LC-480.
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schnitt 4.5, der sich mit micellarer elektrokinetischer
Chromatographie befaft, ausfiihrlich diskutiert. In den Ab-
bildungen 13 und 14b ist auch die Leistungsfihigkeit des
Diodenarray-Detektors in der Kapillarelektrophorese de-
monstriert. Selbst bei diesen scharfen Peaks (vgl. Abb. 13)ist

1 S
0.05 4
I [
A 3
2 8
1
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9
Ty T T T T
0 10 20

Flmin] ~———=—

73 R
R
T

T T T T M
Alnm] —=— 430

T T T T T T
190 Alnm} —= 430 190

Abb. 14. Trennung von aromatischen Sulfonsduren und deren Charakterisie-
rung mit Diodenarray-Detektion. a) Trennbedingungen: Kapillare: L = 50/
80 ¢m, ID =75um; Puffer: 59 mMm Borat, 50 mm SDS, pH =9.5; Feld:
E=310Vem ™!, I =39 pA. Probe: 1 = 2-Naphthylamin-6-sulfonsiure, 2 =
Sulfanilsiure, 3 = Benzolsulfonsiure, 4 = Anthracen-2-sulfonsdure, 5=
1-Naphthylamin und 2-Methylnaphthalin (als Marker), 6 = 1-Hydroxymethyl-
2-naphtol-6-sulfonsiure, 7 = 2-Naphtol-6-sulfonsdure, 8 = R-Sdure, 9 = G-
Sédure, 10 = H-Sdure. b) Reprisentative Spektren fir die jeweils angegebenen
Probenkomponenten. Die Detektion erfolgte mit einem an die Kapillarelektro-
phorese angepaBiten Perkin Elmer LC-480.

die Reinheitsiiberprifung durch Aufnahme von UV-Spek-
tren am Peakmaximum und an den jeweiligen Wendepunk-
ten durch deren Uberlagerung méglich. Abbildung 14b zeigt
die Uberlagerung der online aufgenommenen UV-Spektren
der Sduren.

Angew. Chem. 1993, 105, 659—-680

4.2. Kapillarelektrophorese in oberfliichenmodifizierten
Kapillaren

Durch chemische Modifikation der Kapillaroberfliche
oder durch ihre dynamische Beschichtung kann der EOF
kontrolliert werden. Gleichzeitig wird dadurch die mégliche
Adsorption von Probenbestandteilen an der Kapillarober-
fliche vermindert und die Reproduzierbarkeit der Analyse
verbessert. Fiir die Analyse von Proteinen beispielsweise sind
oberflichenmodifizierte Kapillaren unbedingt erforderlich.

4.2.1. Dynamisch modifizierte Kapillaren

Die einfachste Moglichkeit, die Oberfliche von Quarzka-
pillaren zu modifizieren, besteht darin, der Pufferldsung eine
Komponente zuzusetzen, die bevorzugt von den Oberfli-
chensilanolgruppen adsorbiert wird. Durch die Bildung die-
ser Schicht wird der EOF beeinflut und die Adsorption
durch hydrophobe oder elektrostatische Wechselwirkung
vermindert.

Bei Verwendung von kationischen Detergentien bildet
sich, wie in Abbildung 15 gezeigt, eine Doppelschicht, bei
der positive Ladungen in das Kapillarinnere zeigen. Da-
durch kehrt sich der EOF um. Mit dieser Methode ist die

@ Elektrisches Feld % @

("'L g des elek ischen Flusses
Elektrolyt
2 - EEE
®®®®
OIOISIO) )
é § zigg Doppelschicht aus
kationischen
Tensiden
OE OS>
— Kapillarwand :

Abb. 15, Schematische Darstellung der EOF-Umkehr durch kationische Deter-
gentien.

Trennung auch schnell wandernder Anionen mdglich, wenn
das Feld zusitzlich noch umgepolt wird* . Abbildung 16
zeigt dies im Vergleich zu dem in Abbildung 7 skizzierten
Fall. Dort war der EOF zur Kathode gerichtet, die schnell
wandernden Triphosphate wanderten zur Anode. Durch
Umpolen kénnten diese detektiert werden, allerdings wiir-
den dann die langsam wandernden Anionen nicht mehr er-
faBt. Wird zusitzlich auch der EOF umgedreht, dann kén-
nen sowohl schnelle wie auch langsam wandernde Anionen
detektiert und bestimmt werden. Abbildung 17 zeigt dies fiir
eine Analyse von anorganischen und organischen Anionen
mit indirekter UV-Detektion im ppm-Bereich. Als UV-Ab-
sorber wird Chromat verwendet!! 81, zur Belegung der Kapil-
laroberfliche wird z.B. Cetyltrimethylammoniumbromid
verwendet. Es ist darauf zu achten, daB mit dem zugesetzten
Detergens die kritische micellare Konzentration nicht iiber-
schritten wird.

Positive Oberflichenladungen sind auch niitzlich bei der
Trennung von Proteinen. So koénnen kationische Proteine
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Abb. 16. Migration der Ionen bei normalem EOF und mit EOF-Umkehr.
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Abb. 17. Trennung von anorganischen und organischen Anionen. Trennbedin-
gungen: Kapillare: L = 42/50 c¢m, /D =75 pum; Puffer: 5 mm Chromat, 0.5 mm
Hexadecyltrimethylammoniombromid (dynamische Belegung), pH = 8.1;
Feld: £=600Vem™'; UV-Detektion bei 254 nm. Probe: 1= Bromid,
2 = Chlorid, 3 = Sulfat, 4 = Nitrit, 5= Nitrat, 6 = Azid, 7 = Fluorid,
8 = Phosphat, 9 = Carbonat, 10 = Acetat, 11 = Propionat, 12 = Butyrat,
13 = Valerat, 14 = p-Gluconat.

durch elektrostatische AbstoBung an der Adsorption gehin-
dert werden. Dies erreicht man entweder durch Zusatz von
Detergentien!®# oder durch Beschichtung der Kapillarober-
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Abb. 18. Trennung basischer Proteine in einer unbelegten Kapillare. Bedin-
gungen: Kapillare: Polymicro, L = 55/75c¢m, ID = 50 um; Puffer: 50 mm
Phosphat/40 mM 1,3-Diaminopropan/20 mm K,SO,, pH =3.5; Feld: E=
200 Vem ™! (nach Lit. (90, 113]). Probe: 1 = Cytochrom c; 2 = Lysozym; 3 =
Ribonuclease A; 4 = Chymotrypsinogen.
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fliche mit Polyethylenimin, das an der Oberflache zusitzlich
quervernetzt werden kann!'°®!. Mit basischen Proteinen er-
zielt man auf diese Weise hohe Trennstufenzahlen und sym-
metrische Peaks. Auch durch Zusatz von niederen Polyami-
nen zum Puffer'®®! liBt sich die storende Adsorption von
Proteinen an der Kapillaroberfliche vermindern. Man erhilt
Trennungen mit hoher Effizienz, allerdings mul3 dann wegen
der hohen Eigenleitfihigkeit des Puffers die Feldstirke nied-
rig gehalten werden. Da dabei zusitzlich der EOF herabge-
setzt wird, sind die Analysenzeiten relativ hoch. Als Beispiel
sei die Trennung von Standardproteinen in Abbildung 18
gezeigt. Fine Ubersicht der hauptsichlich verwendeten
Trennsysteme bei der Trennung von Proteinen in unbelegten
Kapillaren gibt Tabelie 3.

Tabelle 3. Proteintrennungen mit Pufferzusitzen ohne Kapillarbelegungen.

Puffer [a] ¢ [mm] pH pl N Lit.
[x10°m™1]
Tricin/KCl 10/20 8.3 5-7 500 [86]
CHES/K,S0,/EDTA 100/250/1 9.0 5-11 100 87
Phosphat/Betain/K ,SO, 40/2000/100 6.7 9-11 300 [88]
Phosphat/Sulton 100/1000 7.0 5-11 300 [89]
1,3-Diaminopropan/K,80, 40/20 3.5 9-11 300 {90}
Phosphat/BR1J 35 10/10 ppm 7.0 3-11 100 91]
Phosphat/FC 134 50/100 ppm 7.0 7-11 300 [92]
Borat/SDS 100/0.5% 100 4-6 ? 93]

[a] Abkiirzungen: Tricin = N-[2-Hydroxy-1,1-bis(hydroxymethyljethyl]glycin,
CHES = 2-(Cyclohexylamino)ethansulfonsiure, BRIJ 35 = Polyethylengly-
collaurylether, FC134 = Flaorad (fluorhaltiges kationisches Detergens;
3 M Company. St. Paul, MN (USA)).

4.2.2. Chemisch modifizierte Kapillaroberflichen

Zur Modifizierung von Kapillaren fiir die Elektrophorese
wurden sowohl die fiir die Gaschromatographie entwickel-
ten Techniken (Polymercoating) als auch Methoden zur Mo-
difizierung von Kieselgeloberflichen (Silanisierungsreaktio-
nen, Oberflichenpolymerisation) eingesetzt. Eine Zusam-
menstellung der wichtigsten bekannten Beschichtungsme-
thoden, threr Haupteinsatzgebiete und die Stabilititsberei-
che der Beschichtungen gibt Tabelle 4. Die Haupteinschrin-
kung bei der Silanisierung ist die begrenzte Stabilitdt der
Beschichtung bei hoheren pH-Werten, eine aus der HPLC
bekannte, schmerzliche Tatsache. Der Nachteil der Polymer-
beschichtung liegt in ihrer starken Hydrophobie, so daf3 der-
artige Phasen hiufig in Gegenwart nichtionischer oder
zwitterionischer °!! Detergentien fiir Proteintrennungen ver-
wendet werden. Wie bereits ausgefiihrt, 148t sich die Be-
schichtung und ihre Stabilitdt am einfachsten uber die Ver-
minderung oder Konstanz des EOFs charakterisieren.

In Analogie zur klassischen Elektrophorese hat man fiir
die Proteintrennung oft Acrylamidbeschichtungen verwen-
det!16:103~1051 Hsinfip wird diese Beschichtung als ,,lineares
Acrylamid* bezeichnet. Abbildung 19 zeigt die Trennung
der gleichen Standardproteine wie in Abbildung 18 an einer
Polyacrylamid-beschichteten Kapillare. Trotz des hier auch
merklich herabgesetzten EOF kann man mit normaler Feld-
stirke arbeiten, so daB die Trennung nach etwa 5 Minuten
beendet ist. Ein weiterer Vorteil beschichteter Kapillaren ist
die bessere Konstanz und Reproduzierbarkeit des EOF.
Nachteilig macht sich die verminderte Stabilitit bei hohen
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Tabelle 4. Ubersicht iiber Kapillarbelegungsverfahren.

Funktionalitit pH- Anwendungen Lit.
Bereich

Konventionelle Belegungen

Trimethylsilyl- 7 kleine Molekiile 194
Trimethylsilyl- 9 MEC [95]
RP-C8 [a] 9 Proteine [96]
RP-C18 [b] 9 Proteine [96, 97]
Polyethylenglycol- 3-5 Proteine 198]
Diol- 3-5 Proteine 194, 99]
{3-(2,3-Epoxypropoxy)propyl}- 5 Proteine [100]
trimethoxysilan {c}
Maltose 3-7 Proteine 991
Pentafluoraryl- 7 Proteine [101]
a-Lactalbumin 8 Proteine [102]
Polymerbelegungen
lineares Polyacrylamid 2-8 Proteine [16, 103, 104]
(bis 10) [d] IEF [105, 106]
DNA-Fragmente  [107]
Polyethylenimin 3 bis 11 Proteine [108]
1-Vinyl-2-pyrrolidin 2 bis 6 Proteine (100}
Poly(methyiglutamat) 7 Proteine [109]
Polymethylsiloxan (OV1) 7 MEC [110, 111]
Polyethylenglycol 7 MEC 110, 111]
Polysiloxan/f-Cyclodextrin 7 chirale Trennungen {112}

[a] RP-C8 = n-Octylsilyl. [b] RP-C18 = n-Octadecylsilyl. [c] Im Handel auch als
,.Glycidoxypropylsilan®. {d] Angegebener Stabilititsbereich in Lit. [105] oder
héchster bei Messungen verwendeter pH.

pH-Werten (pH >7) bemerkbar. Durch Verwendung ioni-
scher Beschichtungen! °3 113} kann dariiber hinaus ein pH-
unabhingiger FluB} erzielt oder aber die Richtung des EOF
umgekehrt werden.

Wie in den Abbildungen 18 und 19 gezeigt, gelingt die
Trennung von Proteinen sowohl mit dynamisch als auch mit
permanent beschichteten Kapillaren. Eine allgemein giiltige
Aussage iiber die Vor- und Nachteile der beiden unterschied-
lichen Trenntechniken 148t sich iiber die hier angestellten
allgemeinen Betrachtungen hinaus noch nicht geben.

9.0+ 4
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1
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Abb. 19. Trennung von basischen Standardproteinen in einer mit linearem
Polyacrylamid belegten Kapillare. Bedingungen: Kapillare: L = 31/48 ¢,
Puffer: 30 mm Citrat, pH = 3.0; Feld: E =410 Vem™'. Probe: 1 = Cyto-
chrom C, 2 = Lysozym, 3 = Ribonuclease A, 4 = Chymotrypsinogen [c =
0.2mgmL"1].

Neben der Trennung von Proteinen werden beschichtete
Kapillaren hauptsdchlich auf dem Gebiet der micellaren
elektrokinetischen Chromatographie (MEC) eingesetzt, wo
der EOF herabgesetzt werden muf3, um lange Verweilzeiten
in der Kapillare zu erzielen °°- 1111, Bei gelgefiillten Kapilla-
ren ist durch Beschichtung der Oberfliche der EOF auszu-
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schalten, um das Gel stationdr in der Kapillare zu halten.
An einer mit einem Cyclodextringruppen-haltigen Poly-
siloxan belegten Kapillare wurde eine Enantiomeren-
trennung beobachtet!*12], obwohl Wechselwirkungen mit
der Kapillaroberfliche sonst immer zu starken Effizienzver-
lusten fithren.

4.3. Isoelektrische Fokussierung (IEF)

In der klassischen Elektrophorese ist die IEF ein Trenn-
verfahren von hoher Effizienz, das zusitzlich zur Bestim-
mung der isoelektrischen Punkte von Proteinen eingesetzt
wird. Dazu stelit man lings der Trennstrecke einen Ampho-
lyt-stabilisierten pH-Gradienten in einem Gel her!'**l. Die
Proteine wandern in diesem pH-Gradienten nur, solange sie
geladen sind; bei ihrem isoelektrischen Punkt (pl) kommen
sie zum Stillstand. Die Ampholyte werden entweder dem
Puffer zugesetzt oder kovalent am Gel gebunden!!!>~ 1181,
Dies ist wegen der verhéltnismdBig langen Analysenzeiten
zur Stabilisierung des pH-Gradienten erforderlich. Der pH-
Gradient wird vor der Probenaufgabe durch Anlegen der
Spannung gebildet. Bei der Ubertragung der IEF auf die CE
sind Stabilisierungsgele fiir den pH-Gradienten nicht not-
wendig. Allerdings muB der EOF teilweise oder sogar kom-
plett unterdriickt werden, um die Bildung des pH-Gradien-
ten zu ermdglichen!'!®7 1221 Neben der Belegung der
Kapillaroberflache kann dies auch durch Erhéhung der Vis-
kositit der Pufferlosung durch Zusatz von hochviskosen
Polymeren (z.B. Hydroxymethylcellulose) erreicht wer-
den!'23]. Letzteres ist von Vorteil, da sehr hohe pH-Werte bei
der IEF verwendet werden miissen.

Im Gegensatz zur Flachbett-IEF findet in der Kapillare
die Bildung des pH-Gradienten und die Fokussierung der
Proteine im gleichen Schritt statt. Dazu fiillt man die Kapil-
lare mit der Losung der Proben im Ampholytgemisch und
gibt auf der Kathodenseite verdiinnte Natronlauge und auf
der Anodenseite Phosphorsdure in die Kapillare. Beim Anle-
gen der Spannung flieBt priméir ein hoher Strom. Den Ab-
schluB3 der Fokussierung erkennt man am Abfall des Stroms
auf einen konstanten, niedrigen Wert. Nachdem die Probe in
der Kapillare fokussiert und damit getrennt ist, muf} siec am
Detektor vorbeitransportiert werden. Das erreicht man im
allgemeinen durch Austausch der Kathodenelektrolyte ge-
gen eine NaOH-NaCl-Losung, die den pH-Gradienten zer-
stort, die fokussierten Proteine wieder mobilisiert und deren
Transport zum Detektor ermdglicht!!?*l, Nachdem die
Fokussierung in der gesamten Kapillare erfolgt, also auch
zwischen Detektor und Kathode, kénnen Proteine mit ex-
trem hohen pI-Werten sich bei dieser Methode der Detektion
entziehen. Durch Fiillen der Kapillare mit NaOH bis iiber
die Detektionsstelle hinaus kann dies verhindert werden. Ein
Beispiel fiir die Moglichkeiten der IEF in Kapillaren zeigt
Abbildung 20.

4.4. Kapillargelelektrophorese (CGE)

Der gewaltige Aufschwung der Kapillarelektrophorese,
insbesondere der Kapillargelelektrophorese, sowie die Ein-
fithrung von kiuflichen Geriten wurde durch das amerika-
nische Human-Genome-Projekt ausgelost. Nahezu aus-
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Abb. 20. Isoelekirische Fokussierung eines Protein-Standardgemisches
(pl = 5.1--1.5). Bedingungen: Kapillare: L=12 cm, ID = 25 um, belegte Ka-
pillare; Puffer: Bio-Lyte Ampholyte, pH = 3-10, Katholyt: 0.01 M Phosphor-
siure, Anolyt: 0.02 M NaOH, Mobilisierung durch 0.08 M NaCl und 0.02 M
NaOH; Spannung bei Fokussierung und Mobilisierung: 7 kV; UV-Detektion
bei 280 nm (0.1 AUFS (Absorption Units Full Scale)); (nach Application Note
31, BioRad). Probe: 1 = Humanhiémoglobin C, 2 = Humanhimoglobin A,
3 = Pferdemyoglobin, 4 = Pferdemyoglobin (kleinerer Strang), 5 = Human-
carboanhydrase, 6 = Rindercarboanhydrase, 7 = f-Lactoglobulin B.

schlieBlich wurden DNA-Bruchstiicke aus Sequenzierungs-
reaktionen oder Restriktionsfragmente und dhnliches mit
CGE getrennt!2%:125:126] Yon den aus der klassischen
Flachbett-Gelelektrophorese bekannten Geltypen wurden in
Kapillaren hauptsichlich Acrylamide!!?”], Agarose!!28 1301
und Cellulose!* 2! als Matrix verwendet. Voraussetzung fiir
die Stabilitdt des Gels in der Kapillare ist die vollstdndige
Ausschaltung des EOF. Dies erreicht man durch Be-
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Abb. 21. Trennung von Poly(uridin-5'-phosphat). Bedingungen: Kapillare:
L = 45cm, ID =100um; Gel: Polyacrylamid 6% T, 5% C; Puffer: 0.1 M
Tris/0.25 m Borséure/7 M Harnstoff; Feld: £ =300 Vem ™!, 7 =12 pA; Injek-
tion: 5000 V, 2s; UV-Detektion bei 260 nm (entnommen aus Lit. [132]).
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schichtung oder chemische Modifikation der Kapillar-
wand103: 1041 wobei anfangs hiufig das Gel bei der Poly-
merisation in der Kapillare mit der Oberflichenbeschich-
tung vernetzt wurde!2% 13!, Die Selektivitit der Gele wurde
iiber das Verhéltnis Monomerkonzentration des Acrylamids
(% T) zur Konzentration des Quervernetzers (% C) variiert.
Die enorme Trennleistung dieser Kapillaren belegt ein-
drucksvoll Abbildung 211321331, Die Trennstufenzahl be-
trigt mehrere Millionen und steigt mit zunehmender Migra-
tionszeit!**3.. Dieser scheinbare Gegensatz zur Chromato-
graphie zeigt, daB anscheinend nur die Longitudinaldiffu-
sion zur Bandenverbreiterung beitridgt, und Gleichung (6)
zumindest fiir die CGE die Abhédngigkeit der Trennstufen-
zahl vom Diffusionskoeffizienten richtig wiedergibt.

Die fixierten Gele zeigten in der Praxis einige Nachteile.
Sehr schnell trockneten die Gele an den Kapillarenden aus
(Blasenbildung) und waren damit fiir die Weiterverwendung
unbrauchbar. Der Austausch des Puffers in den Kapillaren
war nicht oder nur mit groBem Zeitaufwand méglich. Auch
die thermische Stabilitdt derartiger Gele war gering. Eine
beabsichtigte kommerzielle Nutzung scheiterte an diesen
Problemen. Die Herstellung eigener Kapillaren erforderte
hohes Geschick bei der Modifikation der Oberfliche und
insbesondere bei der Durchfithrung der Polymerisation in
der Kapillare!!32: 1341,

Diese Probleme lassen sich vermeiden, wenn man in der
Kapillare keine vernetzten Gele polymerisiert, sondern die
Kapillare mit einer Losung eines hochmolekularen wasser-
16slichen Polymers fiillt!*3%- 136, Auch hierzu wird unter an-
derem , lineares“ Polyacrylamid (0% C) verwendet!*2). Die
Polymere werden in das Puffergefd eingebracht und durch
Druck in die Kapillare gefiillt. Damit das Gel wihrend der
Trennung in der Kapillare nicht wandert, muB8 selbstver-
stindlich auch hierbei der EOF ausgeschaltet werden. Jegli-
cher FluB vermindert die Effizienz der Trennung. Die Selek-
tivitit sehr hochmolekularer ,,linearer Gele* (z.B. 12% T)
dhnelt den von quervernetzten Gelen, die in der Kapillare
polymerisiert wurden. Abbildung 22 zeigt die Trennung von
Restriktionsfragmenten (PBR 322) an ¢iner mit , linearem
Gel“ 3% T, 0% C) gefiillten Kapillare!*3”!. Die Trennstu-
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Abb. 22. Trennung von DNA-Restriktionsfragmenten mit ,,Flissiggelen‘.
Trennbedingungen: Kapillare: L =20/27 cm; Puffer: 100 mM Tris-Borat,
pH = 8.3; 3% (w/v) lineares Polyacrylamid, Kapillarbelegung mit linearem
Polyacrylamid; Feld: E = 300 Vem ™!, UV-Detektion bei 254 nm; T = 20°C.
Probe: pBR 322-Hae-III-Restriktionsfragmente. Apparatur: Pace-System,
Beckman Instruments.
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fenzahl liegt hier bei etwa 600000 Boden pro Meter. Bei die-
sen hohen Trennstufenzahlen scheint es winschenswert, die
Kapillare in gestreckter linearer Anordnung zu betreiben, da
beim Wendeln der Kapillare Effizienzverluste beobachtet
wurden!!?8, Wie bereits ausgefiihrt, ist die Trennung von
DNA-Bruchstiicken in Gelen temperaturabhingig. Wie der
Vergleich der Abbildung 22 mit Abbildung 23, bei der die
gleiche Trennung bei 50 °C durchgefiihrt wurde, zeigt, nimmt
die Selektivitit, insbesondere bei den hohermolekularen
Bruchstiicken, mit der Temperatur zu, die Trennung verbes-
sert sich, obwohl die Trennstufenzahl mit der Temperatur
abnimmt. Auch hier stimmen Praxis und Theorie iiberein.
Neben linearen Polyacrylamiden wurde auch Hydroxyethyl-
cellulose erfolgreich zur Trennung von Restriktionsfragmen-
ten eingesetzt!!33 1391,
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Abb. 23. Temperatureinfluf} bei der Trennung von DNA-Restriktionsfragmen-
ten. Trennbedingungen wie in Abbildung 22; 7= 50°C.

Die CGE wurde nahezu ausschlieBlich fiir die Trennung
von DNA-Bruchstiicken und weniger fiir die Proteintren-
nung verwendet. Ein empfindlicher Nachweis von Proteinen
in gelgefillten Kapillaren ist bei den erforderlichen niedrigen
Wellenldngen (< 230 nm) im UV nicht moglich, da Acryl-
amide unter 250 nm optisch nicht mehr durchlissig sind.
Hier diirften Cellulosederivate Vorteile bieten. Wechselwir-
kungen der Proteine mit den Gelen kénnten ebenfalls mit
eine Rolle spielen, da bisher nur mit SDS denaturierte Pro-
teine in gelgefiillten Kapillaren getrennt werden konn-
ten[138-140. 1411 Bei der DNA-Sequenzierung wird aus-
schlieBlich mit laserinduzierter Fluoreszenz detektiert, da
nur sehr geringe Probenmengen zur Verfiigung stehen. Die
Nachweisgrenze liegt hier bei 101! mol pro Liter.

4.5. Micellare elektrokinetische Chromatographie
(MEC)

Ungeladene Molekiile werden bei der CE ungetrennt zwi-
schen den Kationen und den Anionen eluiert. Werden dem
Puffer anionische Detergentien zugesetzt, am héufigsten
wird SDS verwendet, so bilden sich um die ungeladenen
Teilchen Micellen, die negativgeladen sind und zur Anode
wandern!'#2- 1431 st bei unbelegten Kapillaren der EOF
groBer als die Wanderungsgeschwindigkeit der Micellen, so
wandern diese auch zum Detektor an der Kathode. Hier ist
die effektive Wanderungsgeschwindigkeit der Probenbe-
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standteile die vektorielle Summe der elektrophoretischen
Wanderung zur Anode und der elektroosmotischen Ge-
schwindigkeit. Nachdem die Micellen stets mit anndhernd
gleicher Geschwindigkeit wandern, beruht die Trennung auf
der Verteilung der ungeladenen Teilchen zwischen der Puf-
ferldsung und dem Innern der Micellen. Dies ist in Abbil-
dung 24 schematisch dargestellt. Man kann hier mit Recht
von einem chromatographischen Verfahren sprechen, da die
Trennung der ungeladenen Teilchen auf einem Verteilungs-
gleichgewicht beruht. Bei geladenen Teilchen wird dieses
Gleichgewicht von der eigenen elektrophoretischen Migra-
tion liberlagert.

®
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Abb. 24. Schematische Darstellung der micellaren elektrokinetischen Chroma-
tographie (MEC). S = Probenkomponente. u,, = elektroosmotische Mobili-
tit, i, = Mobilitit der Micelle, p,,, = Nettomobilitit.

Am Beispiel der Trennung von Fluorenylmethoxycarbo-
nyl(Fmoc)-Derivaten von Aminosduren seien die Optimie-
rungsmoglichkeiten fiir die MEC aufgezeigt. In Abbil-
dung 25 ist die Trennung von elf Fmoc-Aminosduren
dargestellt. Durch den relativ grofien und bei allen Proben
identischen Beitrag des neutralen Derivatisierungsreagens ist
die elektrophoretische Mobilitdt der Derivate sehr dhnlich
und kaum eine Auftrennung erkennbar. Durch Zusatz von
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Abb. 25. Trennung eines Gemisches von elf Fmoc-Aminosduren mit CZE.
Trennbedingungen: Kapillare: Chrompack, L = 50/75 cm, ID = 50 pm. Feld:
E =330 Vem™!; UV-Detektion bei 200 nm. Puffer: 50 mm Borat, pH = 9.5;
Probe: Fmoc-Aminosiuren.
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SDS zum Puffer erhiilt man, unter sonst identischen Bedin-
gungen, schon eine wesentlich bessere Auftrennung der
Fmoc-Aminosduren, wie in Abbildung 26 gezeigt. Durch

0 5 10

t [min) ——=
Abb. 26. Trennung von 16 Fmoc-Aminosduren mit MEC. Die Peaks der identi-
fizierten Aminosiuren sind entsprechend dem Ein-Buchstaben-Code fiir Ami-

nosiduren gekennzeichnet; * = Systempeak. Trennbedingungen: Puffer: 50 mm
Borat, pH = 9.5, 50 mm SDS; sonst wie in Abbildung 25.

Zugabe ciner organischen Komponente zum Puffer kann die
Trennung weiter optimiert werden. Abbildung 27 zeigt die
Trennung der Proben unter identischen Bedingungen, auller
daB hier dem Puffer Methanol zugesetzt wurde. Durch die-
sen Zusatz wird das Verteilungsgleichgewicht der Proben
zwischen dem Puffer und der Micelle beeinflullt, der EOF
verdndert sich ebenfalls und auch die Léslichkeit der Proben
im Puffert'+4],

|

Abb. 27. Trennung von 16 Fmoc-Aminosduren durch MEC mit Methanol als
Pufferzusatz. Zur Kennzeichnung der Peaks vgl. Abbildung 26. Trennbedin-
gungen: Puffer: 50 mm Borat, pH = 9.5, 50 mm SDS, 10% Methanol (v/v);
sonst wie in Abbildung 25.

I 5 10 15 20
tImin]

Zusdtzlich zum anionischen Detergens und dem organi-
schen Losungsmittel kénnen dem Puffer auch noch andere
neutrale oder geladene Komponenten, z.B. Harnstoff, Zwit-
terionen oder andere lonenpaarbildner, zugesetzt werden.
Nachdem die Trennung auf Verteilungsgleichgewichten be-
ruht, ist sie selbstverstindlich auch temperaturabhingig. Die
organischen Komponenten diirfen natiirlich nicht in hohen
Konzentrationen vorliegen, da sich dann kaum mehr Micel-
len bilden, obwohl man auch Trennungen erhilt, wenn die
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Konzentration des Detergens im submicerallen Bereich liegt.
Auch gelang die Trennung chiraler Verbindungen durch Zu-
satz von chiralen Komponenten, z.B. alkylierten Aminosiu-
rederivaten oder Cyclodextrinen, zum SDS-haltigen Puf-
fer!!45-1471 Mit einem solchen System war es sogar
moglich, polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe mit
MEC zu trennen!!*8l. Zur Verbesserung der Loslichkeit die-
ser Verbindungen im wéBrigen Puffer wurden Harnstoff und
Cyclodextrine in hohen Konzentrationen verwendet. Ein ty-
pisches Anwendungsbeispiel der MEC zur Trennung ungela-
dener Molekiile zeigt Abbildung 28. Die Variationsmoglich-
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Abb. 28. Trennung von Phenolen mit MEC. Trennbedingungen: Kapillare:
L =65cm, ID = 50 um; Puffer: 1 mmol SDS in 20 mm Borat-Phosphat-
Puffer, pH =7.0; Feld: E=310Vem~™', /=28pA, UV-Detektion bei
270 nm; T'ca. 25°C. Probe: 1 = Wasser, 2 = Acetylaceton, 3 = Phenol, 4 = o-
Cresol, 5 = m-Cresol, 6 = p-Cresol, 7 = o-Chlorphenol, 8 = m-Chlorphenol,
9 = p-Chlorphenol, 10 = 2,6-Xylenol, 11 =2,3-Xylenol, 12 =2,5-Xylenol,
13 = 3.4-Xylenol, 14 = 3,5-Xylenol, 15 = 2,4-Xylenol, 16 = p-Ethylphenol
(aus Lit. [142]). a.u. = Absorption Units Full Scale.

keiten im Hinblick auf zu trennende Proben und organische
Zusitze zum wilrigen Puffer scheinen keinen Begrenzungen
zu unterliegen, so dal die MEC eine vielseitig anwendbare
Technik ist. Eine socben erschienene Monographie!*#°! gibt
einen guten Uberblick {iber die breiten Einsatzméglichkeiten
der MEC.

4.6. Isotachophorese (ITP)

Entsprechen dic bisher beschriebenen elektrophoretischen
Trennverfahren in Kapillaren der Elutionschromatographie
{diskontinuierliche Probenaufgabe, konstante Eluentenzu-
sammensetzung, unterschiedliche Wanderungsgeschwindig-
keit der Probenbestandteile), so entspricht die ITP3°! der
Verdringungschromatographie. In beiden Féllen wandern
alle Probenbestandteile mit der gleichen Geschwindigkeit.
Die ITP wurde schon vor vielen Jahren beschrieben und
wurde damals in Teflonschlduchen durchgefithrt. Wegen der
Probleme bei der Auswahl geeigneter Elektrolyten vermoch-
te sie sich aber als analytisches Verfahren nicht so richtig
durchzusetzen. Bei der [TP gibt man die Probe zwischen zwei
Elektrolyten mit unterschiedlicher Ionenbeweglichkeit auf,
die so gewdhlt werden miissen, daB sic den Beweglichkeitsbe-
reich der Probenbestandteile begrenzen. Ublicherweise hat
der Leitelektrolyt die hochste und der Endelektrolyt die
niedrigste Mobilitdt aller wandernden Ionen. Nach Errei-
chen des stationdren Zustandes wandern alle Ionen gleicher
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Ladung gleich schnell*3* 1321 In Abbildung 29 tst dies sche-
matisch dargestellt und mit dem Potentialverlauf bei der CE
verglichen. In jeder Zone herrscht bei der ITP eine andere
Feldstirke. Innerhalb jeder Zone ist die Feldstirke kon-
stant; sie dndert sich sprunghaft an der Zonengrenze. Bei der
ITP werden daher stets nur Ionen gleichsinniger Ladung
getrennt. Der Konzentrationsverlauf der Probenzonen ldf3t
sich durch eine Rechteckfunktion darstellen. Die Zonen fol-
gen wie bei der Verdrangungschromatographie unmittelbar
aufeinander. Bei der Verwendung eines Leitfihigkeitsdetek-
tors erhédlt man ein Stufensignal.

Isotachophorese
Beginn

o— 1§ .
E
B
Stationarer Zustand

O— T !a-'r l L

—

Kapillarelektrophorese

] H®

H—®

H—®

©—

oTFH M _ro

elektroosmotischer Flun
=

Probenaufgabe

Detektor

Abb. 29. Schematischer Vergleich zwischen ITP und CZE.

Die ITP wurde vornehmlich fiir die Trennung von anorga-
nischen Ionen und von Carbonsduren eingesetzt. Wegen De-
tektionsproblemen und der Schwierigkeit, bei Proben unbe-
kannter Zusammensetzung geeignete Elektrolyten zu finden,
konnte sich die ITP nicht durchsetzen. Insbesondere bend-
tigt man z.B. bei Proteinen und anderen komplexen Gemi-
schen auch geeignete Spacer, d. h. Elektrolyte mit einer Wan-
derungsgeschwindigkeit, die zwischen der der Proben-
bestandteile liegt, um die Zonen voneinander zu trennen.
Wegen des Mangels an geeigneten Spacern bei der Analyse
von Proteinen fand die ITP kaum Anwendung in der Bio-
analytik. Die ITP fiihrt, wie die Verdrangungschromatogra-
phie, zu einer Aufkonzentrierung verdiinnter Proben, daher
ist sie als Anreicherungsschritt vor einer CE-Trennung geeig-
net!!?3~ 1361 Damit lassen sich die Probleme bei der Dosie-
rung relativ grofler Volumina verdiinnter Proben iiberwin-
den. Der Anreicherungsschritt kann in der CE-Trenn-
kapillare direkt durchgefiihrt werden. In die mit dem Trenn-
elektrolyten gefiillte Kapillare gibt man eine kurze Zone des
Leitelektrolyten, dahinter wird die Probe injiziert. Proben-
volumina im pl-Bereich kénnen dabei dosiert werden. Hin-
ter die Probe wird der normale Elektrolyt als Folgepuffer
gegeben. Angereichert wird in Richtung Leitelektrolyt; An-
reicherungsfaktoren um 100 wurden erzielt!* 33 1361, Bei Pro-
teinen hat die Zugabe von Ammoniumacetat zur Proben-
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16sung!'>™ den gleichen Effekt: das Acetat-Ton wirkt dabei
als Leitelektrolyt. Auch eine Kopplung zweier Apparaturen
mit zwet UV-Detektoren, ITP zur Anreicherung und CE zur
Trennung, wurde beschrieben!!33!. Erreicht die aufkonzen-
trierte [TP-Zone den ersten Detektor, wird das System auf
die CE-Trennung umgeschaltet. Die mit dieser Anordnung
erhaltene Anreicherung mit nachfolgender CE-Trennung ist
in Abbildung 30 gezeigt.

Phe

Arg
Ala

Ser

T 1 1 1 ] 1 | § ) |
10 12 14 16 18 20
t [min] ——=

o -
oo

Abb. 30. Isotachophorese als Aufkonzentrierungsmethode in der CZE. Unteres
Elektropherogramm: Fluoresceinisothiocyanat(Titc)-derivatisierte Aminosdu-
ren (ohne Aufkonzentrierung mit ITP), Injektion: 2s/5kV. Trennspannung
25 kV. Oberes Elektropherogramm: Kopplung einer ITP-Kapillare an die CZE-
Kapillare. Spannung in der ITP: 10 kV, in der CZE: 25 kV, Injektion und Probe
wie zuvor. Detektion: Laserinduzierte Fluoreszenz bei 488/514 nm (aus Lit.
[153]).

4.7. Elektrochromatographie (EC)

Zur Bandenverbreiterung in der HPLC tragen hauptséich-
lich das parabolische Strémungsprofil und die Diffusion der
Probenmolekiile in und aus den Poren der stationéren Phase
bei. Durch Verkleinerung des Teilchendurchmessers des Pak-
kungsmaterials versucht man, diesen Beitrag zur Bandenver-
breiterung zu vermindern — dem steht jedoch der bendtigte
hohe Druckabfall entgegen. Der EOF in gepackten Kapilla-
ren ist im Idealfall unabhingig vom Teilchendurchmesser
des Packungsmaterials. Dariiber hinaus 148t das pfropfen-
férmige Stromungsprofil des EOF hohe Trennleistungen er-
warten. Man versucht daher, die hohc Selektivitdt der HPLC
mit gepackten Trennsdulen mit der Trennschérfe der CE zu
kombinieren!?!- %81, Die zugrundeliegenden Trennprinzi-
pien und stationdren Phasen sind die der HPLC, jedoch be-
ruht der Transport ionischer Komponenten auf elektrischer
Migration. Es werden sehr kleine, unpordse Teilchen (1 pm
Durchmesser) verwendet, um den Beitrag des Sorptionspro-
zesses zur Bandenverbreiterung niedrig zu halten. Die giin-
stigen theoretischen Voraussagen sind bisher noch nicht ex-
perimentell zu verifizieren gewesen. Die erzielten reduzierten
Bodenhdhen unterscheiden sich nur geringfiigig von den in
der HPLC erreichten!! %1, Mit eine Ursache dafiir diirfte das
Detektionsproblem sein. Bei der CE detektiert man durch
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Tabelle 5. Zusammenstellung der durch ein elektrisches Feld getriebenen Trennsysteme in Kapillaren.

Kapillarzonen- Kapillargel- micellare elektro- Elektro- Isotachophorese in isoelekt_rische .
elektrophorese elektrophorese kinetische Chromato- chromatographie Kapillaren Fokussierung in
graphie Kapillaren
Kapillaren Kapillaren Kapillaren Kapillaren Kapillaren Kapillaren
modifiziert/ modifiziert und unmodifiziert gepackt unmodifiziert modlﬁz_lerF/
unmodifiziert gelgefullt unmodifiziert
EOF EOF EOF vorhanden EOF vorhanden EOF vorhanden EOF
kontrolliert/ unterdriickt unterdriickt/

unkontrolliert

Trennung durch elektro-
phoretische Wanderung
EinfluB des EOF

viele Anwendungs-
méglichkeiten fiir kleine
und grofle geladene
Molekiile

Trennung durch
elektrophoretische
Wanderung mit
Siebeffekt

kein EinfluB des EOF

Trennung nach
MolekiilgroBe bei
DNA-Molekiilen und
mit SDS denaturierten

Trennung durch elektro-
phoretische Wanderung
und Verteilung der Probe
zwischen Micelle und
Puffer

Einflu3 des EOF

breiter Anwendungs-
bereich bei kleinen,
neutralen und geladenen
Molekilen

Trennung durch
Wechselwirkungen
mit der stationdren
Phase (LC-Trenn-
system)

EOF dient als Pumpe

Anwendungsbereiche
wie in der HPLC
(kaum praktische
Bedeutung)

Trennung durch
elektrophoretische
Wanderung
EinfluB} des EOF

Anwendungsbereiche
beschrinkt;
Aufkonzentrierung von
verdlinnten Losungen

gering vorhanden

Trennung in einem pH-Gradienten
gemdf der isoelektrischen

Punkte der Probe;

wenn geringer EOF vorhanden,
Mobilisierung der Probezone

zum Detektor nicht notig

Trennung von zwitterionischen
Proben gemaD ihrer pl-Werte

Proteinen

vor der CE

die Trennkapillare, was bei den gepackten Sdulen nicht mehr
moglich ist, so dafl die aus der Mikro-HPLC bekannten Pro-
bleme mit der Ankopplung des Detektors an die Trennkapil-
lare zusétzlich auftreten.

5. Ausblick

In Tabelle 5 sind die besprochenen Trennsysteme, die auf
elektrischer Migration beruhen, zusammengestellt. Das am
hdufigsten verwendete System ist sicher die CE in Quarzka-
pillaren (offene Réhren) mit unbeschichteter oder oberfli-
chenmodifizierter Kapillarwand. Neutrale Molekiile konnen
nach Zusatz eines Micellenbildners ebenfalls in diesem Sy-
stem getrennt werden.

Gegeniiber der klassischen Elektrophorese hat die CE ei-
nige Vorteile:

— extrem hohe Trenneffizienz,

— einfache On-line-Detektion und Quantifizierung,

— einfache Handhabung,

— kurze Analysenzeiten,

— einfache Automatisierbarkeit,

— geringer Chemikalienverbrauch.

Gegeniiber der HPLC besticht

— die hohe Trenneffizienz,

— die schnelle Gleichgewichtseinstellung bei Anderung der

Analysenbedingungen,

— geringer Verbrauch an Losungsmittel,

— kiirzere Analysenzeiten,

— Suspensionen kénnen direkt, ohne weitere Probenvorbe-
reitung injiziert werden.

Die Nachteile der CE liegen bei

— der Detektion mit UV-Detektoren wegen der geringen

Konzentrationsempfindlichkeit,

— der schlechten Reproduzierbarkeit und Kontrolle des elek-
troosmotischen Flusses,

— der Adsorption der Analyten an der Kapillaroberfliche,
was stets mit Effizienzverlust verbunden ist.

Zum jetzigen Zeitpunkt stehen kiufliche Gerite, teilweise
bereits der zweiten Generation, zur Verfiigung, womit ein
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routineméBiger Einsatz der CE mdglich ist. Dies zeigt sich
auch in der Art der Publikationen, wo langsam die Zahl der
praxisorientierten Arbeiten die der rein methodisch und
theoretisch ausgerichteten iibersteigt. Waren 1990 im Re-
viewband von Analytical Chemistry'®3) nur 225 Arbeiten un-
ter dem Stichwort ,,Capillary Electrophoresis* aufgefiihrt,
wobei mehr als die Hélfte auf die Jahre 1988 und 1989 entfie-
len, so enthdlt die Literaturiibersicht fitr die beiden folgen-
den Jahre!®* bereits 523 Publikationen. Es konnte das Ziel
dieses Ubersichtsartikels nicht sein, eine vollstidndige Litera-
turiibersicht zu liefern, vielmehr sollte ein — wenn auch ge-
prdgt durch personliche Vorlieben — moglichst objektiver
Uberblick itber die momentan erkennbaren Méglichkeiten
und Grenzen der CE gegeben werden. Die CE erginzt die
etablierten Trennverfahren HPLC und GC, und ihre Vorteile
liegen sicher dort, wo diese ihre Grenzen zeigen, nimlich bei
der Trennung polarer und ionogener niedermolekularer Ver-
bindungen sowie bei der Analyse von Proteinen und anderen
Biopolymeren.

Wie die Geschichte der etablierten Trennverfahren zeigt,
folgt nach den methodischen Arbeiten die breite Front der
Arbeiten mit Anwendungen auf den verschiedensten Gebie-
ten. Auch hier ist die Neigung der Analytiker zu erkennen,
moglichst viele bekannte Trennungen nach dem neuen Ana-
lysenverfahren durchzufiihren. Selbst polycyclische aromati-
sche Kohlenwasserstoffe lassen sich mit der CE trennen (sie-
he Abschnitt 4.5); ob dies allerdings ein sinnvoller Ansatz
ist, sei dahingestellt. Die weitere Entwicklung geht dann zur
Kopplung der CE mit anderen Trennverfahren und mit
spektroskopischen Techniken sowie der Massenspektro-
metrie.

Die ersten Biicher und Sammelwerke sind erschienen oder
angekiindigt!149- 159 1601,

Die eigenen Arbeiten wurden durch die Deutsche For-
schungsgemeinschaft und den Fonds der Chemischen Industrie
sowie durch Landes-Graduierten-Stipendien (J. Kohr, T
Schmitt) des Saarlandes gefiordert. Wir danken den befreun-
deten Kollegen fiir einen intensiven und fruchtbaren Gedanken-
austausch. T. Schmitt dankt Prof. B. L. Karger, Northeastern
University, Boston, dafiir, in seinem Laboratorium experimen-
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tell arbeiten zu diirfen. Den Firmen Beckman und Millipore
danken wir fiir Gerdite.
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