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Trennen, Charakterisieren und Fraktionieren mit Nanolitermengen 
in der Kapillarelektrophorese" 

Aran Paulus" 

Die Kapillarelektrophorese (Capillary Electrophoresis, CE) 
hat sich in relativ kurzer Zeit fest als eine neue Analysenmetho- 
de rnit breiten Anwendungsmoglichkeiten etabliert. Mit kom- 
merziellen CE-Geraten (Abb. I), die erst seit Ende 1988 erhalt- 
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Abb. 1. Schematische Darstellung eines kommerziellen CE-Gerates: Fused-silica- 
Kapillare: 50 bis 100 pm Innendurchmesser, 20 bis 50 cm Lange; Hochspannungs- 
quelle: 0 bis k 30 %V; Detektor: UV- oder Laser-induzierte Fluoreszenz; Tempera- 
turkontrolle: 15-60°C. 

lich sind, kann man in Fused-silica-Kapillaren rnit 50 bis 100 pm 
Durchmesser und 20 bis 50 ern Lange eine Vielzahl von analyti- 
schen Problemen losen. Geladene wie ungeladene Probenbe- 
standteile, von anorganischen Ionen uber organische Molekule 
bis zu komplexen Biopolymeren wie Peptiden, Proteinen, DNA- 
Fragmenten und Zuckern, lassen sich unter geeigneten Bedin- 
gungen durch CE trennen"]. Besonders die rnit anderen Trenn- 
methoden nicht erreichbaren hohen Trennleistungen haben sehr 
zur Attraktivitat der CE beigetragen. Aber auch die Miniaturi- 
sierbarkeit, die Trenngeschwindigkeit, die Automatisierbarkeit 
und die Flexibilitat der Methode gehoren zu den geschatzten 
Vorteilen. Bei der Mehrzahl der CE-Anwendungen werden puf- 
fer-gefullte Kapillaren verwendet, in denen das elektrische Feld 
einen elektroosmotischen FluB (EOF) erzeugt. Anders als in der 
HPLC, bei der durch Druck ein parabolisches FluBprofil er- 
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zeugt wird, erhalt man in der CE ein pfropfenformiges FluB- 
profil, das nicht zur Bandenverbreiterung fuhrt und somit 
zu hoheren Trennleistungen beitragt. Die Zahl der theoretischen 
Trennstufen hangt lediglich von den Diffusionskoeffizienten 
der Analyten ab; es konnen mehrere Hunderttausend bis zu 
einigen Millionen sein. Bei einem Gesamtvolumen der Trenn- 
kapillare von einigen wenigen Mikrolitern betragt das In- 
jektionsvolumen einige Nanoliter. Man bezeichnet die CE des- 
halb auch als Nanotrenntechnik. Mit Feldstarken von 200 
bis 500 V cm- erreicht man Analysenzeiten zwischen 5 und 
30 min. 

Dem Massentransport durch den EOF iiberlagert ist die elek- 
trophoretische Mobilitat, die im elektrischen Feld die ionischen 
Bestandteile der Probe entsprechend ihrer Ladung zusatzlich 
beschleunigt oder abbremst. In dieser einfachsten Form der CE, 
der Kapillarzonenelektrophorese (Capillary Zone Electropho- 
resis, CZE), beruht die Trennung auf unterschiedlichen La- 
dungs-Massen-Verhaltnissen der Probenbestandteile. Elektro- 
phoretische Trennungen nach MolekulgroBe, wie sie fur 
DNA-Fragmente und Proteine wichtig sind, sind rnit der CE 
ebenfalls moghch, wenn die Kapillare rnit einem Siebmedium 
wie einem Gel oder einer Polymerlosung gefullt ist. Die Kapil- 
largelelektrophorese (Capillary Gel Electrophoresis, CGE) wird 
wegen der hohen Trenneffizienz und der Automatisierbarkeit 
besonders in der industriellen Biotechnologie fur die Analytik 
von rekombinanten Proteinen und Antisense-Oligonucleotiden 
von Nutzen seinizl. 

Neutrale Probenbestandteile, die in der CZE mit dem EOF 
wandern, kann man durch den Zusatz einer micellenbildenden 
Komponente wie Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sul- 
fate, SDS) auftrennen. SDS bildet eine quasistationare Phase, 
die sich rnit dem EOF bewegtL3]. Die Auftrennung erfolgt an- 
hand der Verteilungskoeffizienten zwischen der Pufferphase und 
der micellaren Phase. Man kann aber auch stationare HPLC- 
Phasen in eine Kapillare fullen und chromatographische Wech- 
selwirkungen im elektrischen Feld fur Trennungen nutzen. Die- 
ser Ansatz ist eine interessante Alternative zur Mikrosaulen- 
HPLC, die zur Zeit sehr aktiv als Elektrochromatographie mit 
den Vorteilen hoher Trennleistungen und Miniaturisierbarkeit 
verfolgt wirdL4I. 

Kommerzielle Gerate machen eine neue analytische Technik 
einerseits fur viele Labors zuganglich, schreiben andererseits 
aber oft auch einen apparativen Standard fest. In der Folge wird 
die Mehrzahl der Anwender die Losung ihrer spezifischen Pro- 
bleme mit der erhaltlichen Instrumentierung versuchen. Den- 
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noch ist die stiirmische apparative Entwicklung in der CE noch 
nicht beendet, wie ein Blick in die Literatur des letzten Jahres 
bestatigt. Vor rund einem Jahr konnte uber die Direktkopplung 
der CE mit der NMR-Spektroskopie berichtet werdenL5I. Mit 
einer 5-nL-NMR-MeBzelle, einer um eine Fused-silica-Kapilla- 
re gewickelten Mikrospule, wurden von CE-Fraktionen online 
NMR-Spektren rnit Signalbreiten von etwa 11 Hz erhalten. Der 
Autor kommentierte prophetisch : ,,Der beschriebene Weg der 
Miniaturisierung mu13 jedoch weiter dahingehend ausgebaut 
werden, dalj auch unter den beschriebenen Meabedingungen die 
NMR-Auflosung annahernd die Werte der konventionellen 
Aufnahmetechnik erreicht." Genau dies ist nun geschehen. 

In einer neuen Arbeit berichten Sweedler et aLL6], daB sie mit 
der gleichen MeRanordnung durch eine Stabilisierung des ma- 
gnetischen Feldes um die Probe NMR-Signalbreiten von 0.6 Hz 
erreichen konnten. Durch Ausfullen des Raumes zwischen Ka- 
pillare und Spalt rnit Fluorinert FC-43, einer Substanz mit einer 
magnetischen Suszeptibilitiit zwischen denen von Kupfer und 
schwerem Wasser, konnten Inhomogenitaten des magnetischen 
Feldes unterdriickt werden. Dadurch erreichten die Autoren 
eine 1 30fache Verbesserung der Massenempfindlichkeit gegen- 
uber konventionellen 5-mm-Probenrohrchen. Sogar 2D-COSY- 
Aufnahmen sind mit dieser Mikrozelle moglich. Mit Akquisi- 
tionszeiten von nur 1 min konnten noch 19 ng Saccharose, das 
entspricht 56 pmol, nachgewiesen werden. 

Obwohl eine direkte Kopplung der NMR-Spektroskopie mit 
der CE in dieser Arbeit noch nicht beschrieben ist, scheint, was 
man vor zwei Jahren noch als Unmoglichkeit hingestellt hatte, 
nun denkbar: eine hochauflosende, schnelle Trennmethode mit 
einer informationsreichen Detektionsmethode zu koppeln. Eine 
CE-Bande, die einigen pg Probensubstanz entspricht, wandert 
in 10 bis 20 s am Detektionsfenster vorbei. Sicherlich sind so- 
wohl die Akquisitionszeiten der NMR-Spektroskopie als auch 
die Empfindlichkeit noch eine GroBenordnung zu schlecht. 
Aber eine funktionsfahige CE-NMR-Kopplung, die z.B. bei 
biologischen Proben Trennung und Strukturaufklarung direkt 
verbindet, ist nun eine fundierte Vision. 

Die CE-Einsatzmoglichkeiten sind rnit der Trennung und 
Charakterisierung eines Substanzgemisches aber noch nicht 
ausgeschopft. In einer weiteren Arbeit, ebenfalls aus der Gruppe 
von Sweedler['], wurde gezeigt, wie man die miniaturisierten 
Dimensionen der CE fur kinetische Messungen rnit kleinsten 
Volumina nutzen kann. Anstatt eine Kapillare zu verwenden, 
wurden zwei Mikroskopdeckplattchen in einem Abstand von 
40 pm zu einem rechtwinkligen Trennkanal rnit zwei offenen 
Stirnseiten, die in ein Pufferreservoir eintauchen, zusammenge- 
klebt. Dieser Aufbau ermoglicht eine kontinuierliche Probenin- 
jektion aus einer Kapillare, die rnit einem Mikropositionierer 
quer zur Trennrichtung an einer offenen Kanalseite vorbeige- 
fiihrt wird. In die Probenkapillare wurden 200 nL einer Mi- 
schung aus zwei Aminosauren und dem Derivatisierungsre- 
agens Naphthalindicarbaldehyd gegeben, die innerhalb einer 
Minute zu fluoreszierenden Produkten reagieren. Da sich die 
Reaktionspartner irn elektrischen Feld voneinander trennen 
und dadurch die Reaktion abbricht, kann man den zeitlichen 
Reaktionsverlauf als Funktion der Bewegung der Probenkapil- 
lare raumlich getrennt verfolgen. Auf diese Art konnen Ge- 
schwindigkeitskonstanten, auch wenn gleichzeitig mehrere, 
konkurrierende Prozesse ablaufen, rnit einer Zeitauflosung von 

etwa 1 s in nL-Volumina gemessen werden. Man kann sich vor- 
stellen, damit biochemische Prozesse wie etwa die Bildung von 
Proteinen in zellularer Umgebung direkt zu verfolgen. 

Eine weitere wichtige instrumentelle Entwicklung in der CE 
zu noch mehr Miniaturisierung und Integration der Probenbe- 
handlung ist die CE auf MikrochipsrE1. Dabei werden in Glas- 
oder Quarzplatten durch lithographische Prozesse, wie sie in der 
Mikroelektronik venvendet werden, Kanale eingeatzt, deren 
Dimensionen denen von Fused-silica-Kapillaren gleichen. We- 
sentliche Vorteile der planaren oder integrierten CE sind die 
geringen Dimensionen rnit kurzen Kanalen, die problemlose 
Verbindung von Kanalen fur die Integration von Probenvor- 
und -nachbehandlung sowie die Moglichkeit, mehrere Kanale 
parallel anzuordnen. Bei nur ca. 5 cm Lange des Trennkanals 
reichen mit 10 kV relativ niedrige Hochspannungswerte, um 
starke elektrische Felder von 2000 Vcm-' zu erzeugen. Da 
Trennleistung und Auflosung bei starken elektrischen Feldern 
bei zugleich kiirzerer Analysenzeit besser sind, konnten auf ein- 
fache Weise Trennungen an 5000 theoretischen Boden pro Se- 
kunde in weniger als einer (!) Minute durchgefuhrt ~ e r d e n ~ ~ ] .  

Verbindungen von Fused-silica-Kapillaren zu Probenvorbe- 
handlungseinheiten oder fur den Transfer der getrennten Pro- 
benbestandteile in nachgeschaltete Reservoirs sind nie frei von 
Totvolumina, wodurch die erreichte Trennleistung wieder ver- 
schlechtert wird. Auf einem Elektrophorese-Chip ist dieses Pro- 
blem einfach zu umgehen: Das Layout der lithographischen 
Maske (Abb. 2) ermoglicht beliebige Kreuzungen ohne zusatzli- 
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Abb. 2. Schematische Darstellung einer planaren integrierten CE auf Mikro- 
chip. Kanaldimensionen: 10 pm tief, 30 pm weit, 6 cm lang; Chipdimensionen: 
10 x 5 x0.5 cm. 

che Totvolumina. So konnte die Gruppe von Ramsey zeigen, 
dal3 sich auf einem Mikrochip die Vorsaulenderivatisierung von 
Aminosauren rnit Phthalaldehyd in einem Reaktionsvolumen 
von nur 1 nL einfach integrieren 1a13t1'01. 

Das Ziel von Chemikern und Biochemikern ist nicht nur die 
Auftrennung und Charakterisierung komplexer Gemische, son- 
dern sie wollen auch nach Moglichkeit einen bestimmten Pro- 
benbestandteil isolieren, um mit ihm weitere Untersuchungen 
und Reaktionen durchzufuhren. Leider sind jedoch bei vielen 
Trennmethoden gute Trenneigenschaften und praparative Men- 
gen fast immer einander ausschliefiende Grokn .  Wie schon 
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enviihnt, kann man die in der CE ublichen nL-Volumina auWcr- 
halb der Kapillare nicht handhaben. Doch auch hier bietet die 
Mikrochip-CE Perspektiven. C. S. Effenhauser et al. konnten 
zeigen. wie auf einem Chip ein pL-Fraktionssammier funktio- 
nieren kann'"]. Auf einem Mikrochip rnit Verzweigung nach 
dem Detcktionspunkt konnten die Autoren zuerst Antisense- 
Oligonucleotide in einem mit Polyacrylamidgel gefiillten Kana1 
trennen und danach durch kurzzeitigen Wechsel des elektrischen 
Feldes cinen Teil der Probe. im Idealfall einen einzelnen Analy- 
ten. in ein Auffangreservoir lciten, abgetrennt von der ubrigen 
Probe. Mit Fluoreszenztechniken sind Einzelmolekulnachweise 
schon heute moglich'i21. Daraus ergeben sich auch hier Fdszinie- 
rende Perspektivcn fur cinen Chemiker oder Biochemiker. Es ist 
denkbar, einzelne Molekule auf einem Chip zu handhaben, sie 
zu verschieben und vielleicht sogar zur Reaktion zu bringen. 
Chemie mit einzelnen Molekulen konnte schon bald Realitat 
wcrden. 

Stichworte: Analytischc Methodcn . Kapillarelektrophorese . 
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Ubergitter, dunne Filme und kontrollierte Materialsynthese - 
ein mechanistischer Ansatz 

Robert Schollhorn* 

Die Herstellung dunner Schichten entwickelt sich gegenwlr- 
tig schnell zu einer Schlusseltechnologie; dunne Schichten fin- 
den untcr anderem Anwendung als elektronische Materialien 
(Halbleiter. Supraleiter, Optoelektronik) und chemische 
Sensoren. Eine Vielfalt von Herstellungsverfahren, die von der 
Molckularstrahlepitaxie bis zur chemischen Gasphasenabschei- 
dung reicht, steht f i r  die Erzeugung von monomolekularen 
Schichten und Ubergittern zur Verfugung. Wahrend sich die 
physikalischen Interessen stark auf die Untersuchung neuer 
Quanteneffekte konzentrieren, die mit der speziellen Morpho- 
logie im Nanometerbereich verkniipft sind. eroffnen sich fur die 
Festkbrperchemie neue Wege zur kontrollierten Synthese kom- 
plexer metasthiler Strukturen. Ein besonders interessmtes Be;- 
spiel stellt in diescm Zusammenhang der intelligente Ansatz in 
den neueren Arbeiten von D. C. Johnson und Mitarbeitern dar, 
der sich auf die Herstellung von elementmodulierten Uber- 
gangsmetallchalkogenidstrukturen bezieht und durch die Ver- 
wendung einer rationalen Synthesestrategie charakterisiert ist. 
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die auf einem topologischen Modell mit kinetischer Induktion 
und gerichtetem Grenzflachenwachstum beruht'' - 31. 

Der Begriff Obergitter (Superlattice) ist in diesem Zusam- 
menhang definiert als Mehrschichtendunnfilmsystern rnit lang- 
reichweitiger struktureller Kohiirenz senkrecht zu den Basal- 
fliichen, das uber eine zeitlich sequentielle Abscheidung der 
Komponenten erhalten wird. Im Bereich der aus Molekulen 
aufgebauten Festkorper ist die Herstellung von geordneten 
Mehrschichtsystemen mit strukturell komplexen Untereinhei- 
ten inzwischen eine etablierte Technik (2.B. Langmuir-Blodgett- 
und Polymerfilmef4* '9. Bei nichtmolekularen Festkorpern ist 
die Abscheidung von Mehrxhichtsystemen gut bekannt fur 
Metafle und LegierungenLhl, kovalente Halbleiter['l und 0x0-  
metallat-Supraleiter[81; hinsichtlich anderer Festkorperklassen 
steht nur wenig Information zur Verfugung. Das ubliche Her- 
stellungsverfahren ist die Abscheidung dieser Phasen unter Be- 
dingungen, die direkt zum gewunschten Endprodukt fuhren. 

Ein neuartiger Ansatz wird von Johnson et al. benutzt fur die 
kontrollierte Synthese komplexer metastabiler Chalkogenid- 
strukturen mit Hilfe von ubergitter-Precursorphasen (Precur- 
sor = Vorlaufer). Das Konzept beruht auf einem Zweistufen- 
prozeD. Im ersten Schritt wird durch modulierte sequentielle 
Abscheidung der entsprechenden chemischen Elemente eine 
Mehrlagenschicht erzeugt. Diese Struktur wird anschlieknd 
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