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Abstract: Die Freiflusselektrophorese ist ein ideales Hilfsmittel
zur mikropr�parativen Trennung im kontinuierlichen Durch-
fluss. Mit unserem Ansatz zur Kopplung von Freiflusselek-
trophorese und Massenspektrometrie kçnnen nun auch nicht-
fluoreszierende Stoffe erfasst und massenspektrometrisch
identifiziert werden. Die Funktionalit�t der Methode und das
Potential als integrierte Trenneinheit im kontinuierlichen Mi-
krodurchfluss wurden am Beispiel einer Mehrkomponenten-
[3+2]-Cycloanellierung demonstriert.

Chiplaboratorien sind vielversprechende Hilfsmittel in der
modernen Chemie[1] mit dem Potential, unterschiedliche
Prozesse wie die chemische Synthese[2] und die analytische
�berwachung[3] auf einem einzigen Substrat zu vereinen.[4]

Dies erçffnet ganz neue Mçglichkeiten zum Studium chemi-
scher Prozesse in geringsten Grçßen- und Zeitskalen, wobei
wegen des naturgem�ß kleinen Durchsatzes eher die Infor-
mation als das isolierte chemische Produkt im Vordergrund
steht.[5] Der minimale Ressourcenverbrauch und die stark
erhçhte Geschwindigkeit diffusionskontrollierter Prozesse[6]

ermçglichen eine rasche Optimierung und Erforschung che-
mischer Synthesen,[7] beispielsweise zum Screening von Ka-
talysatoren.[8] Eine Voraussetzung, um auch komplexere
chemische Synthesen realisieren zu kçnnen, ist die Integra-
tion von Prozessen zur Aufarbeitung von Reaktionsgemi-
schen. Insbesondere zur Realisierung mehrstufiger Synthesen
sind Trennprozesse h�ufig unverzichtbar. Chemische Syn-
thesen werden in solchen Chiplaboratorien vielfach als kon-
tinuierliche Durchflussreaktoren[2a–c,6d, 9] umgesetzt, die sich
durch �bliche Verfahren der Mikrosystemtechnik einfach
implementieren lassen. Die Integration von nach- oder zwi-
schengeschalteten kontinuierlichen Trennprozessen ist jedoch
anspruchsvoll.[10] W�hrend die Kombination von chemischer
Synthese[7–9] mit nachfolgender analytischer Trennung reali-
siert werden konnte, ist eine mikropr�parative Auftrennung,

bei der die aufgereinigten Substanzen einem weiteren Prozess
zugef�hrt werden kçnnen, ungleich schwieriger. Es wurden
bereits bemerkenswerte mikrosystemtechnische Lçsungen,
wie die diskontinuierliche On-Chip-Destillation,[11] der Ein-
satz von chemischen F�ngerreagentien[12, 13] oder die konti-
nuierlich arbeitende Fl�ssig-fl�ssig-Extraktion, pr�sentiert.[14]

Zur Systemintegration ist die Mikro-Freiflusselektrophorese
(mFFE) besonders vielversprechend, da sie sich nahtlos mit
kontinuierlichen Durchflussreaktoren auf einem Chip kom-
binieren l�sst.[15]

Eine Schwierigkeit bei der mFFE ist jedoch die analytische
Verfolgung des Trennprozesses. Von speziellen Ausnahmen
wie Raman-spektroskopischer Detektion[16] oder Zellsenso-
rik[17] abgesehen, basieren alle Detektionsans�tze auf der
Fluoreszenz,[18] mit entsprechend limitiertem Anwendungs-
potential f�r die organische Synthese. Um die mFFE zur in-
termedi�ren Aufarbeitung von Reaktionsgemischen in inte-
grierten Chipsystemen nutzen zu kçnnen, ist die Entwicklung
eines geeigneten Detektionsverfahrens essenziell. Einer der
interessantesten Ans�tze ist die Kopplung mikrofluidischer
Chips mit der Massenspektrometrie (MS), mit der Mçglich-
keit der eindeutigen Identifikation von Substanzen.[3d, 19] Die
MS-Kopplung der Freiflusselektrophorese ist ungleich kom-
plexer, da die getrennten Substanzbanden çrtlich nebenein-
ander fließen, anstatt wie bei anderen Trennverfahren hin-
tereinander zu eluieren. Allerdings haben Chartogne et al.
am Beispiel der isoelektrischen Fokussierung von Proteinen
gezeigt, dass auch eine miniaturisierte Variante der FFE
prinzipiell an die MS gekoppelt werden kann.[20] Hierbei
wurde eine konventionell mit Platten, Schrauben und Mem-
branen konstruierte mikro-FFE-Zelle �ber Kapillaren mit
einem Massenspektrometer verbunden.

Hier beschreiben wir nun einen Ansatz, mit dem die
mFFE erstmals direkt mit der MS gekoppelt werden kann.
Das Elektrospray wird unmittelbar �ber einen monolithisch
integrierten Emitter eines mFFE-Borosilicatglaschips gene-
riert. Der instrumentelle Ansatz zur Kombination von mFFE
zur mikropr�parativen Trennung auf einem Chip und der MS
zur Verfolgung des kontinuierlichen Fraktionierungsprozes-
ses ist in Abbildung 1 schematisch dargestellt.

Der in Abbildung 1a gezeigte Aufbau umfasst unter an-
derem ein Trennbett, in dem ein kontinuierlich zugef�hrtes
Substanzgemisch durch ein senkrecht zur Flussrichtung an-
gelegtes elektrisches Feld aufgetrennt wird. Es bilden sich
nebeneinander fließende Analytbanden, deren Ablenkungs-
winkel von der elektrophoretischen Mobilit�t abh�ngen und
somit in Zusammenhang mit dem Ladungszustand und der
Grçße der solvatisierten Ionen stehen. Am Ausgang des
Trennbetts befinden sich Auslasskan�le, �ber welche die ge-
trennten Substanzen abgef�hrt werden. Mittig liegt der
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Transferkanal, der zu einem Elektrosprayemitter f�hrt und
vor dem Einlass eines Massenspektrometers positioniert
wird.

Ein zentraler Aspekt des funktionalen Chiplayouts sind
zwei sich kreuzende Kan�le im Bereich des Transferkanals
(siehe Abbildung 2c). �ber einen „make-up flow“-Kanal
kçnnen Additive zur Unterst�tzung des Elektrospraypro-
zesses zugef�hrt werden. Gleichzeitig wird �ber eine elek-
trische Kontaktierung das Elektrospraypotential definiert.
Dar�ber hinaus dient die Kreuzung als Fluss-Splitter zum
Einstellen der Flussrate am Emitter von ca. 1 mL min�1. Dies
gelingt �ber das Anschließen von Restriktionskapillaren va-
riabler L�nge am Auslass.

Mit diesem Ansatz zur mFFE-MS-Kopplung kann nun das
Trennbett massenspektrometrisch abgetastet werden. Dies
gelingt durch gezielte Steuerung der Flussraten der flankie-
renden Pufferstrçme bei konstantem elektrischem Feld, um
die elektrophoretische Trennung beizubehalten. Damit
werden die getrennten Banden dem MS-Auslass sukzessive
zugef�hrt (Abbildung 1b). Im Massenspektrometer werden

so zeitlich getrennte Massenspektren der fraktionierten
Substanzen erhalten, womit auf die Lage der Banden im
Trennbett geschlossen werden kann.

Das zuerst in Kunststoffchips[21] optimierte Layout wurde
schließlich mit Borosilicatglas als Chipmaterial realisiert und
mit Nanosprayemittern[22] versehen. Um die Funktion des
Systems zu testen, wurden zun�chst Fluoreszenzfarbstoffe
untersucht, wodurch eine visuelle Verfolgung des Prozesses
gelang. Hierzu wurde ein spezieller Epifluoreszenzaufbau
unterhalb des Chips vor dem Massenspektrometer positio-
niert. Die Trennbettdimensionen betrugen 20 mm � 11.7 mm,
die Strukturhçhe 20 mm und die Kanalbreiten 50 mm. Aus
Gr�nden der Einfachheit wurden die weiteren Auslasskan�le
des Prototyps in einem anoden- und einem kathodenseitigen
Kanal zusammengefasst. �ber angeschlossene Restriktions-
kapillaren wurde ein gleichm�ßiger Druckabfall realisiert.
Der Eintrag von stçrenden Elekrolysegasen[18b] in das
Trennbett wurde durch die Integration von ionenleitenden
Hydrogelw�nden zwischen Trennbett und Elektrodenraum
verhindert.[18a,f] In diesem Zuge wurden die Glasoberfl�chen
silanisiert, was einen signifikant unterdr�ckten elektroosmo-
tischen Fluss zur Folge hatte. Aufbau, Fertigungsprozess und
experimentelle Details sind in den Hintergrundinformationen
beschrieben.

Die Funktion des Systems wurde nun anhand der Tren-
nung eines fluoreszierenden Testgemisches aus Rhoda-
min 123 (Rh123), Rhodamin B (RhB), Fluorescein und Sul-
forhodamin 101 (sRh101) evaluiert und optimiert. Hierzu
wurde die Lçsung des Testgemisches �ber den Analyteinlass
in das Trennbett eingebracht. Durch gezielte Steuerung der
flankierenden Pufferstrçme, bestehend aus einer 2 mm Am-
moniumacetatlçsung (pH 4) in einem Methanol/Wasser-Ge-
misch (70:30, v/v), wurde der Analytstrahl nach rechts abge-
lenkt (Abbildung 1b, oben). Hierzu wurden programmier-
bare Spritzenpumpen eingesetzt. Der Puffer (links) wurde
linear von 13.2 auf 0.4 mL min�1 und Puffer (rechts) von 0.4
auf 13.2 mL min�1 ver�ndert. Die Flussraten von Analyt,
Elektroden und make-up flow (hier identisch mit Trennpuf-
fer) betrugen je Kanal 0.2, 6.0 bzw. 0.1 mL min�1. Nach An-
legen des elektrischen Feldes (�602 V, �33 mA) und daraus
resultierender elektrophoretischer Trennung wurden die
flankierenden Pufferstrçme wie angegeben variiert, sodass
die aufgetrennten Banden der Analyten innerhalb von 150 s
im Trennbett von rechts nach links dirigiert wurden und so
nacheinander den MS-Auslass �berstrichen. Dieser Prozess
wurde fluoreszenzvideomikroskopisch �berwacht. Die Bande
des Fluoresceins befindet sich in der gezeigten Fluoreszenz-
aufnahme des Chipausgangs weniger gut erkennbar zwischen
denen von RhB und sRh101 (Abbildung 2a). Der Transport
der Analyten vom MS-Auslass zum Emitter erfordert je nach
Gesamtflussrate im Trennbett eine bestimmte Zeit, die durch
Abgleich der Fluoreszenz- und MS-Daten f�r diese Experi-
mente auf 8 s bestimmt wurde. Mithilfe der sich zeitlich �n-
dernden Massenspektren gelang die massenspektrometrische
Abbildung der Trennung. Die entsprechenden Ionenspuren
sind in Abbildung 2a gezeigt, wobei auf der x-Achse der Ort
auf dem FFE-Chip relativ zur RhB-Bande dargestellt ist. Die
Aufteilung der Fl�sse zwischen Emitter und Auslass betrug
ca. 1.4:1.

Abbildung 1. a) Aufbau eines mikrofluidischen FFE-MS-Chips
(l = links). b) Illustration des Analysenprinzips durch flussgesteuertes
Lenken der getrennten Analyten zum MS-Auslass. Pfeilst�rken entspre-
chen den relativen Flussraten, und das Rechteck (*) entspricht dem
Beobachtungsausschnitt.
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Nach der erfolgreichen Validierung des Systems wurde
eine organische Reaktion untersucht. Wegen der in der Regel
fehlenden Eigenfluoreszenz der Reaktanten und Produkte ist
dies jedoch schwieriger. Um den Prozess dennoch optisch
�berwachen zu kçnnen, wurde das Gemisch mit einer fluo-
reszierenden Referenzsubstanz versetzt, deren Lage sich im
Chip verfolgen ließ. Als Modellreaktion wurde eine Mehr-
komponenten-[3+2]-Cycloanellierung von Anthranils�ure
(1), Benzaldehyd (2) und einem Bis(silyl)diendiolat 3 durch-
gef�hrt, die in einer Stufe direkt zu einem Pyrrolobenzox-
azinon 4 f�hrt (Abbildung 3). Diese Reaktion lehnt sich an
unsere k�rzlich beschriebene Herstellung von Pyrrolobenz-
oxazolen an, sollte jedoch mithilfe des hier vorgestellten
Verfahrens unter Verwendung von Anthranils�ure erstmals
auf eine zus�tzliche Substanzklasse erweitert werden.[23]

Orientierende Vorversuche in klassischen Batchverfahren
unter Variation der Reaktionsbedingungen hatten gezeigt,
dass bei der Reaktion außer Produkt 4 in geringen Mengen
auch ein durch „a-Addition“ entstehendes Nebenprodukt 5
gebildet wird.

Zur kontinuierlichen Trennung des Synthesegemisches im
entwickelten System wurde eine Lçsung aus 1 (1.88 mmol), 2
(1.88 mmol), Yb(OTf)3 (0.377 mmol) und 3 (30.2 mmol) zu-
sammen mit sRh101 (24.0 nmol) als Referenz �ber den
Analytkanal in den Chip eingebracht. Das Gemisch wurde in
15 mm Ammoniumacetat (pH 6.7; 9:1 Acetonitril/Wasser,
v/v) elektrophoretisch aufgetrennt, woraufhin die Banden
analog zur oben geschilderten Arbeitsweise innerhalb von
7.5 min �ber den Auslasskanal gelenkt wurden. Damit wurde
das Trennbett massenspektrometrisch abgetastet, wobei der
zeitliche Verlauf der MS-Spuren eine Aussage �ber die Lage

der nichtfluoreszierenden Banden relativ zur Referenz
sRh101 ermçglicht. �ber den make-up flow wurde ein Ge-
misch aus Trifluoressigs�ure/Essigs�ure/Wasser/Methanol im
Verh�ltnis 3:1:46:50 (v/v) zugef�hrt. Das Ergebnis dieser
Experimente ist in Abbildung 3 zusammengefasst. Wir
konnten mit diesem Ansatz die durch mFFE getrennten
Substanzen auf dem Chip anhand der Massenspektren iden-
tifizieren und lokalisieren. So wurden die elektrophoretischen
Banden f�r Produkt 4 und Nebenprodukt 5 mit einem Ab-
stand von (2120� 180) mm getrennt. Da das Nebenprodukt
beim Ionisieren durch Kondensation ein Wassermolek�l ab-
spaltet, wird es in der MS ausschließlich als Konstitutionsi-
somer des Produkts 4 mit einer �hnlich akkuraten Masse von
338.1398 gegen�ber 338.1440 des Produkts 4 detektiert. Das
Nebenprodukt 5 wird unter den gegeben Bedingungen nicht
vollst�ndig von 1 getrennt, eine Unterscheidung von Produkt
4 gelang aber anhand von MS2-Daten. Untersuchungen mit-
hilfe von Kapillarelektrophorese und Tandem-MS st�tzen
diese Befunde. Der Transport der Analytlçsung durch den
gesamten Chip bençtigte bei beiden Experimenten weniger
als 2.5 min.

Abbildung 2. a) Bestimmung der Position der elektrophoretischen
Banden von Rh123, RhB, Fluorescein und sRh101 mit den Konzentra-
tionen 131, 102, 266 bzw. 160 mmolL�1 durch Vergleich der MS- und
Fluoreszenzdaten (weißer Pfeil markiert MS-Auslass). Gegen�berge-
stellt sind die extrahierten Ionenspuren der protonierten Molek�lionen
sowie die Fluoreszenzintensit�t (in Grau). b) Lichtbildaufnahme eines
mFFE-MS-Chips. c) Vergrçßerte Darstellung der „make-up flow“-Struk-
tur. Pfeill�ngen verdeutlichen die relativen Flussraten.

Abbildung 3. Versuchsablauf und Ergebnisse der Analyse des Produkt-
gemisches einer Mehrkomponenten-[3+2]-Cycloanellierung. a) Extra-
hierte Ionenspuren von Anthranils�ure (1) sowie der spezifischen Frag-
mente erster Generation der Produkte 4 und 5 ; b) Darstellung der er-
haltenen Fraktionen.
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Durch die On-Chip-Kopplung von Freiflusselektropho-
rese und Massenspektrometrie wird die massenspektrome-
trische �berwachung kontinuierlicher mikropr�parativer
Trennungen im Mikrodurchfluss ermçglicht. Damit steht ein
neues Hilfsmittel f�r die Realisierung integrierter Chiplabo-
ratorien zur Verf�gung, mit der Mçglichkeit, die Funktiona-
lit�ten von Mikrodurchflusssynthese und -trennung sowie
Analytik nahtlos zur vereinen. Dieser neue Ansatz ist viel-
versprechend f�r die Realisierung mehrstufiger Synthesen
mit intermedi�ren Aufarbeitungsschritten in hochintegrierten
Chiplaboratorien.

Experimentelles
Die mikrofluidischen Glas-Chips wurden nach unseren Vorgaben von
iX-factory durch nasschemisches �tzen in Borosilicatglas (BF33)
gefertigt. Es kamen Niederdruckspritzenpumpen (neMESYS) und
ein Agilent-Technologies-G6520-Q-TOF-LC/MS zum Einsatz. Fluo-
reszenzaufnahmen wurden mithilfe eines nach unseren Vorgaben
gefertigten, portablen Systemmikroskops (TSO Thalheim Spezial-
optik) inklusive LED (Seoul 3.5W, 525 nm, LED-TECH.DE optoe-
lectronics), FITC/Cy3/Cy5-Filter bzw. Cy3-Filter (86016 & U-
N41007, Chroma Technology) und Farbkamera (WAT221S, Watec)
aufgenommen. F�r die [3+2]-Cycloanellierung betrugen die Trenn-
spannung �218 V (�159 mA) und die Flussraten f�r Analyt, Puffer
(l), Puffer (r), make-up flow und Elektroden 0.08, 12.2!0.7, 0.7!
12.2, 0.18 bzw. 6.0 mLmin�1. Details hierzu finden sich in den Hin-
tergrundinformationen. Statistische Angaben gelten f�r 95 % Ver-
trauensbasis des T-Tests bei dreimaliger Wiederholung.

Eingegangen am 1. Oktober 2014,
ver�nderte Fassung am 12. November 2014
Online verçffentlicht am 21. Januar 2015
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