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Meinen Eltern ...

Die Wissenschaft kann die letzten Ratsel der Natur nicht 16sen.
Und das ist so, weil wir letztlich selbst ein Teil des Ratsels sind, das wir zu 16sen versuchen.

Max Planck (OJ 23 April 1858 in Kiel, 3 Oktober 1947 in Gottingen)
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1 EINLEITUNG 1

1 Einleitung

In den letzten Jahrzehnten ist ein zunehmendes Interesse an der Erfassung verschiedenster
Umweltparameter zu beobachten. Ausgangspunkt diesen Interesses sind nicht allein
umweltbewulBte Wissenschaftler unterschiedlicher Disziplinen - ebenso werden Industrie und
Kommunen durch das gestiegene UmweltbewuR3tsein der Bevolkerung in die Pflicht genommen.
Sie sind dazu aufgefordert, ihre Einrichtungen, wie zum Beispiel Kléaranlagen und
Abwassereinleitungen, durch geeignete Meleinrichtungen zu Uberprifen und zu tberwachen.
Ferner forderte das bekannte Phanomen ,,El Nifio*, dessen plotzliches Erscheinen verheerende
Okologische, und daraus resultierend auch 6konomische Folgen nach sich ziehen kann, die
Wissenschaft auf, die Qualitdt ihrer meteorologischen und ozeanographischen
Langzeitvorhersagen zu steigern. Eine Verbesserung setzt allerdings eine Verfeinerung der von
den Ozeanographen genutzten Modelle voraus. Um diese Modelle besser evaluieren zu kénnen,
ist in erster Linie eine hohere Anzahl ozeanographischer Grolien zu bestimmen, die zum einen
als Randparameter der Modelle dienen, zum anderen aber auch zur Evaluierung der Modelle
selbst genutzt werden kdnnen. Wéhrend die automatisierte Bestimmung chemisch-physikalischer
Grolen in Luft oder gasformigen Medien generell geringe Probleme bereitet, ist eine Erfassung
im Wasser, bzw. in flussigen Medien in der Regel mit Schwierigkeiten behaftet. Diese reichen
von einfachen Problemen, wie zum Beispiel einer geringen Standzeit der Sensorik, bis zu einer
mangelhaften Reproduzierbarkeit der MeRergebnisse. Betrachtet man den heutigen Stand der
MeeresmeRtechnik, so gibt es zwar physikalische GrélRen wie Temperatur oder Leitfahigkeit, die
schnell und mit hoher Genauigkeit bestimmt werden kdnnen, auf der anderen Seite finden sich
aber auch Parameter, wie beispielsweise der Nitrat- oder Sulfatgehalt einer Wasserprobe, deren
Nachweis sich schwieriger gestaltet. Wahrend Sulfat in einer natlirlichen Wasserprobe noch mit

einer Konzentration von 3700 ™ vorkommt', weist Nitrat mit 0 ™ bis 8 ™ eine deutlich
geringere Konzentration auf. Auch Trinkwasser mu3 auf seine ionale Zusammensetzung
untersucht werden. Die nach der deutschen Trinkwasserverordnung erlaubten Grenzen liegen ftr
die Anionen Nitrat und Sulfat bei 50 ™" bzw. 240 "% . Aber gerade die Nitratkonzentration
kann um GrolRenordnungen ansteigen, wenn zum Beispiel durch landwirtschaftliche
Uberdiingung und anschlieBende Ausspiillung mit dem Regenwasser Nitrat in das Grundwasser

gelangt.

! Die Konzentration entspricht der in der DIN EN 1SO 10253 festgelegten Konzentration fiir Na,SO, in kiinstlichen
Meerwasser



2 1 EINLEITUNG

Die Bestimmung mit einer hohen Genauigkeit kann heutzutage nur mit sehr hohem
instrumentellen und zeitlichen Aufwand erfolgen. Automatisierte MeRapparate fur diese
Parameter sind zum einen sehr kostenintensiv, zum anderen beanspruchen sie fiir eine einzelne
Messung sehr viel Zeit. Nicht selten liegen die minimalen MeRintervalle im Bereich von
15-20 Minuten.

Als Beispiel soll an dieser Stelle eine industrielle Abwasserleitung dienen. Bei der Uberwachung
der Abwassereinleitung ist unter anderem eine schnelle Messung der Zusammensetzung des
Abwassers und der Konzentration bestimmter lonen, wie Nitrat und Sulfat, von Bedeutung. Hier
werden zur Uberwachung (blicherweise MeRsysteme auf Basis von Einwegelektroden
eingesetzt. Diese haben in der Regel zwar nicht die Auflésung der in der Ozeanographie
verwendeten Analyseautomaten, zeichnen sich jedoch durch die Erreichbarkeit kurzer
MelRzyklen aus. Der Nachteil der Einwegelektroden besteht in ihrer direkten Einbringung in zum
Teil stark verschmutze Wasserleitungen, was sich zum einen auf die Standzeit ausubt, zum
anderen aber auch zu starken Querempfindlichkeiten und somit zu fehlerhaften Messungen
fihren kann. Man erkennt, dal? in der Analyse von Wasserproben im Fall von Nitrat und Sulfat
bezuglich der Nachweisgrenze ein breites Spektrum abzudecken ist. Je nach Einsatzgebiet
variieren sowohl die geforderten Empfindlichkeiten und Genauigkeiten, wie auch die zeitliche
Auflosung der Messungen. Dieses flhrt unmittelbar zum Gegenstand dieser Arbeit - der
Untersuchung weiterer Mdglichkeiten der Nitrat- und Sulfatbestimmung in warigen Lésungen.
Hierbei erscheint die Ramanstreuung als aussichtsreiche Alternative. Bei der Ramanstreuung
handelt es sich um die stoffspezifische inelastische Streuung von Photonen an bestimmten
Molekilen, die auch bei der Streuung an Nitrat- und Sulfatmolekilen auftritt. Der Effekt der
Ramanstreuung wurde 1928 von Raman und Krishnan [1] bei Untersuchungen zur Lichtstreuung
an Flussigkeiten entdeckt?. Bis dahin war nur bekannt, daR Licht in einer Flissigkeit elastisch
gestreut wird, obwohl Lommel [3] in der zweiten Halfte des 19. Jahrhunderts neben der Streuung
mit unverschobener Frequenz das VVorhandensein einer inelastischen Streuung vorhergesagt und
mit Klassischen Mitteln berechnet hat. Ebenso hat Smekal [4] schon 1923 auf die Moéglichkeit
hingewiesen, da im Streuspektrum auch verschobene Linien auftreten, wobei er bei seinen

Berechnungen schon von der Vorstellung ausging, Licht als Quanten zu betrachten.

2 Direkt nach der entscheidenden Veréffentlichung Ramans haben die russischen Physiker Landsberg und
Mandelstam Uber denselben Effekt bei der Lichtstreuung an Kristallen berichtet [2].
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SchlieBlich hat Dirac [5] bereits ein Jahr vor der experimentellen Entdeckung die wohl bis heute
konsequenteste quantenmechanische Theorie flr Streustrahlung vorgestellt [6], die das Auftreten
der inelastischen Ramanstreuung einschliet. Um die Bedeutung der Entdeckung dieser
inelastischen Streuung zu wiirdigen, erhielt C.VV. Raman 1930 den Nobelpreis in Physik. Da die
Ramanstreuung von waélrigen Nitrat- und Sulfatproben nur eine sehr geringe Intensitét hat, wird
zum einen eine Ausgangsstrahlung von sehr hoher Leistung bendtigt, zum anderen mul} der
Detektor der Streustrahlung in Form eines Spektrometers eine sehr hohe Empfindlichkeit
aufweisen. In gangigen Ramansystemen dient ein Laser in den unterschiedlichen auf die
MelRaufgabe abgestimmten Wellenldngen als Anregungsquelle. Der Detektor besteht generell
aus einer Kombination zwischen einem Spektrographen und einem lichtempfindlichen
Halbleiterelement, zum Beispiel in Form eines CCD-Arrays.

Auch fur die Untersuchungen dieser Arbeit wurde ein Ramansystem bestehend aus diesen
Komponenten verwendet. Bei der Auswahl des Ramansystems wurde noch auf einen weiteren
Punkt Rucksicht genommen. Herkdmmliche Geréte zeichnen sich neben ihren Komponenten in
der Regel durch einen sehr hohen Preis aus. Fir die vorliegende Arbeit wurde ein kompaktes
System verwendet, das ebenfalls aus einem Laser und einem Spektrometer bestand, preislich
jedoch nur bei etwa 20% der tbrigen auf dem Markt befindlichen Gerate lag. Es galt somit, das
Gerét zu qualifizieren und die Giite der Aussagen zu evaluieren, die mit einem solchen ,,Low-
Cost" System getroffen werden kénnen.

Ein weiterer essentieller Gegenstand dieser Arbeit war die Verbesserung der Auflésung, bzw. die
Erhohung der Nachweisempfindlichkeit der MeRanordnung. Hierzu wurde das relativ junge
Gebiet der Kapillarelektrophorese in die MelRaufgabe integriert. Die Kapillarelektrophorese
spielt seit Ende der 70er Jahre des zwanzigsten Jahrhunderts eine zunehmend gréRere Rolle.
Mikkers [41] und Jorgenson [42] vertffentlichten 1979 bzw. 1981 erstmalig Artikel tber die
Wanderung von lonen in engen Glaskapillaren unter Einfluf eines duferen elektrischen Feldes.
Diese Wanderung wird durch das Gebiet Kapillarelektrophorese beschrieben. lonen werden
durch ein elektrisches Feld zu einer Wanderung innerhalb der Kapillare gezwungen. Durch die
ionenabhdngigen Beweglichkeiten ist es maglich, die einzelnen lonen einer Probe aufzutrennen
und ihre zeitabhangige Migration an einem geeigneten Detektor zu bestimmen. Die ersten
Detektoren bestimmten die Leitfahigkeit der Probe in Abhangigkeit der Zeit und lieRen hiertiber

Riickschlisse auf die Konzentration der einzelnen lonen zu.
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Mit den technischen Neuerungen in der Kapillarherstellung und der Verkleinerung der
Innendurchmesser der Kapillare wurde auch die Detektionsmethodik verbessert. Zum einen
wurden die Nachweisgrenzen deutlich verringert, zum anderen fanden aber auch neue
Detektionsarten Verwendung, wie zum Beispiel die Erfassung mit Hilfe der UV-Absorption. Die
Ramanstreuung der Probe bildet eine weitere Detektionsmoglichkeit fur eine
kapillarelektrophoretische MeRanordnung, wie sie in der vorliegenden Arbeit realisiert wurde.
Zusammengefaldt [ait sich die Aufgabe in wenigen Séatzen beschreiben: Zunachst war ein ,,Low-
Cost* Ramansystem zu qualifizieren und zu untersuchen, welche Nachweisempfindlichkeiten fir
waélrige Nitrat- und Sulfatproben mit diesem erreichbar sind. Hierzu mufte zusatzlich eine
entsprechende optische Anordnung entworfen werden. AnschlieRend war der elektrophoretische
Teil des Aufbaus zu realisieren und mit dem optischen Teil der Ramanspektroskopie zu
kombinieren. Somit konnten Experimente zur Bestimmung der Nachweisgrenze fir walrige
Nitrat- und Sulfatldsungen durchgefihrt werden. AulRerdem wurde untersucht, wie sich eine
Erhéhung der Nachweisempfindlichkeit auf die Dauer eines MelRzyklus auswirkt. Somit konnte
ein einfacher Vergleich der MelRgenauigkeit, der MeRRdauer und des Melfehlers geschehen. Mit
diesen drei GroRen und der Uberlegung, ob sich das MeRprinzip und sein Aufbau automatisieren
lassen, lieR sich dann eine Abschatzung durchfuhren, inwieweit sich das MeRsystem in situ

einsetzten 1aRt.
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2 Theorie

Ramanstreuung an festen Korpern, Fllssigkeiten oder Gasen ist ein physikalisches Phanomen,
bei dem es sich um eine stoffspezifische inelastische Streuung handelt. Die Stérke der
Streustrahlung steht in direktem Zusammenhang mit der Konzentration des streuenden Stoffes
und kann somit eine quantitative Aussage ber Konzentrationsverhaltnisse von Stoffgemischen
liefern. Im ersten Abschnitt der theoretischen Betrachtungen soll auf die grundlegenden
Zusammenhange der Ramanstreuung eingegangen werden, sowohl Kklassisch, wie auch
quantenmechanisch. Es wird gezeigt, warum nicht bei allen Stoffen Ramanstreuung auftritt, bzw.
welche Gestalt die Spektrallinien der Ramanstreuung haben. Ist ein Stoff ramanaktiv, so wird
erklart, wie sich die zu erwartende Energiedifferenz zwischen Erregerstrahlung und
Streustrahlung ergibt.

Im zweiten Abschnitt wird auf die Theorie der Kapillarelektrophorese eingegangen. Hier wird
dargestellt, was das Anlegen eines elektrischen Feldes in elektrolytgefillten Kapillaren bewirkt.
Ferner wird gezeigt, wie sich Anderungen der geometrischen Parameter, wie Durchmesser und

Lange der Kapillare, oder auch die Starke des elektrischen Feldes auswirken.

2.1 Theorie der Ramanstreuunqg

Ramanstreuung resultiert aus einer Wechselwirkung zwischen elektromagnetischer Strahlung
und Materie, die sowohl eine elastische (Rayleighstreuung), als auch eine inelastische Streuung
(Ramanstreuung) erzeugt. An dieser Stelle sei erwéhnt, dall in dieser Theorie nur auf die
spontane Ramanstreuung, also die spontane Emission von Lichtquanten, eingegangen wird.
Etwaige andere, mit dem Ramaneffekt verbundene Ph&nomene, wie etwa der Bereich der
Stimulierten-Ramanstreuung (SRS), sollen nicht betrachtet werden, da sie fur die vorliegende
Arbeit nicht von Bedeutung sind.

Bei den folgenden theoretischen Betrachtungen werden zwei verschiedene Wege eingeschlagen.
Zum einen die Betrachtung mit klassischen Mitteln, die sehr schnell die Erscheinung der bei der
elastischen Streuung verschobenen Frequenzen erklart, zum anderen aber auch die
quantenmechanische, welche eine bessere Maoglichkeit fur eine umfassendere und exaktere

Beschreibung bietet.
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AbschlieBend wird in diesem Kapitel ohne umfangreiche theoretische Herleitung auf
verschiedene praktische Aspekte eingegangen. Diese betreffen das Aussehen der Streustrahlung
beziiglich der Streufrequenz und Intensitat ebenso, wie einige allgemeine Uberlegungen

bezuglich der Streuung von Strahlung in fliissigen Medien.

2.1.1Klassische Wellentheorie der Streustrahlung

Die Kklassische Betrachtung hat die Wechselwirkung des Molekiils eines Stoffes mit der
Erregerstrahlung als Ausgangspunkt. Betrachtet man die Erregerstrahlung als elektromagnetische
Welle, so induziert diese mit ihrem elektrischen Feld E im Molekiil ein Dipolmoment [i der
Grole:
fpg =0 E (1)

Hierbei wird der Faktor o die Polarisierbarkeit des Molekils genannt, welcher in der
klassischen Polarisierbarkeitstheorie eine phanomenologische Grolie darstellt [7]. Allgemein ist
er abhdngig von der Richtung der Erregerstranlung (vgl. 2.1.3.a). Betrachtet man ein
molekulfestes, rechtwinkliges, kartesisches Koordinatensystem, so lassen sich die Vektoren aus

(1) zerlegen in:

H‘lindX H B’xx axy axz HEFX H
g'lindy B: Ijgyx ayy ayz 0 y U (2)
|:l'lindZ U] %zx azy a, DEFZ H

Der Polarisierbarkeitstensor a in (2), der durch die Koordinaten a; (i, jCKx,y,z}) gebildet
wird, ist symmetrisch, also a; =a ;. Somit besitzt der Tensor sechs mdgliche Komponenten

a,.a,,0,,0,,0,,a0,. Befindet sich das Molekil in einer Schwingungs- oder

xx 1y Mz M xyrYixz
Rotationsbewegung, so &ndern sich durch die Kernbewegungen auch die Polarisierbarkeiten,
also auch die Koordinaten des Polarisierbarkeitstensors. Stellvertretend fiir die anderen soll die

Anderung der Koordinate a, betrachtet werden. Seien g, die Ortskoordinaten, welche die
Schwingung des Molekiils beschreiben. Durch die Abhangigkeit der Polarisierbarkeit von der

Kernbewegung wird a, zur Funktion von q,, also a,(q,). Moge die Schwingung des
Molekdls harmonisch sein und der Beziehung g; =q; cos(w;t), mit «, =27mv; gehorchen,

wobei v; die Frequenzen der Eigenschwingungen des Molekils sind.
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Ausgehend von der Gleichgewichtslage g, =0 kann man fiir kleine q; die Polarisierbarkeit a.,

um eben diese Gleichgewichtslage in eine Taylorreihe entwickeln.

Nach Taylor gilt dann:
aXX 1 ZaXX
axx(qi) :axxo + q; +- 2 q|2 ... (3)
aqi =0 2 aq| -0

Angenommen, das durch die Strahlung hervorgerufene elektrische Feld andere sich harmonisch

mit der Frequenz v, bzw. mit w=2mv, und habe die Ausgangsstarken E, , E, und E, .
Dann gelten fir die Komponenten E,,E, und E, die Zusammenhange:

E, =E,, cos(wt) (4a)

E, =E,, cos(wt) (4b)

E, =E,, cos(wt) (4c)

Fur die folgende Betrachtung soll die Taylorreihe nach dem ersten Glied abbrechen. Entwickelt

man unter dieser Voraussetzung (3), sowie a, unda,, analog (3) bis zum ersten Glied nach

Taylor und setzt diese mit den elektrischen Feldern aus (4) in Gleichung (2) ein, so ergibt sich

fur die Eigenschwingung ¢; =q; cos(w, t) fir die x-Koordinate des Dipolmoments pi,

folgender Zusammenhang:

l’lindX :I_axxo Exo +axy0 Eyo +axzo EZOJEOS ((A)t) (5)
a a, a O

+ * 0 E, + ~H E, +H—*H E, 0%, [tos(wt)Eos(w, 1)
aqi -0 ° aql -0 ’ aql =0 ’ E ’

Wendet man auf (5) das Additionstheorem 2[¢osx[tosy =cos(x+y)+cos(Xx—y) an, so

erhalt man:
l’lindx = |_a><><0 Exo -'-axy0 Ey0 -'-axzO EZOJEOS ((A)t) (6)
a, [ 1
+l axx % EX0 + Xy O Ey0 + aXZ % EZO Dmio EOS[((A}‘I‘wl) Eﬂ]
2 Fpj0q, 0 aq; Ld=o aq; =0 g
a, O 1
+l axx % EX0 + Xy O Ey0 + aXZ % EZO Dmio EOS[(w_w|) [ﬂ]
2 Fpj0q, 0 oq; Ld=o aq, =0 g
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Entsprechende Ausdriicke lassen sich fiir die Dipolmomente p;,, und pr,4 herleiten. Man

erkennt deutlich aus (6), daB sich das Dipolmoment mit w, w+w, und w-cw, andert. Die

urspriingliche Frequenz w ist Ursache der Rayleighstreuung, wahrend die verschobenen
Frequenzen auf die Ramanstreuung deuten. Im Fall einer hoherentwickelten Taylorreihe kdmen
weitere verschobene Frequenzen hinzu. Die Ramanstreuung erscheint im Spektrum also sowohl

mit energiereicheren (w + w,) Frequenzen, der sogenannten Antistokesschen Streuung, als auch
der energiedarmeren (w — w; ) Stokesschen Streuung.

Die Intensitdt der Antistokesschen Linien ist im allgemeinen geringer, da ihr Erscheinen
voraussetzt, daR sich das Molekil bereits in einem energetisch héheren Schwingungs- oder
Rotationszustand befindet, in der Regel die Schwingungszustdande bei Zimmertemperatur aber
kaum angeregt sind. Im klassischen Sinn entstehen die Linien der Ramanstreuung also dadurch,
dal3 die einstrahlende Welle dem streuenden Molekil Energie entnimmt oder Energie an das
Molekil abgibt, wobei die Energiebetrdge denen der Eigenschwingungen oder Eigenrotationen
entsprechen. Weiterhin 4Rt sich schon durch die klassische Betrachtungsweise deutlich
erkennen, daB ein Kriterium fiir die Existenz von Ramanlinien die Anderung der
Polarisierbarkeit wéhrend einer Schwingung ist; mathematisch 1aBt sich dieser Zusammenhang

in (6) wiederfinden. Es muR fur das Dipolmoment 1, gelten:

D E, #0 oder a”% E, #0 oder %E E, #0
aqi =0 ' aqi =0 aqi =0

Analoge Uberlegungen fiihren zu den Bedingungen fiir Hing, und p;, . Anhand der obigen

klassischen Betrachtungen, sollte gezeigt werden, dal} der Effekt der Ramanstreuung schon mit
einfachen mathematisch-physikalischen Mitteln erklart und hergeleitet werden kann. Der
folgende Abschnitt zeigt eine Ubersicht iiber quantenmechanische Theorien, welche die Grenzen

der klassischen Betrachtungsweise hinter sich lassen.
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2.1.2 Quantenmechanische Streutheorien

In 2.1.1 wurde gezeigt, dal3 eine grundsatzliche Erkldrung des Ramaneffektes durch klassische
Uberlegungen bewadltigt werden kann. Sobald aber eine verkniipfte Betrachtung von
Ramaneffekt und Molekulstruktur von Interesse ist, stofit die klassische Betrachtung an ihre
Grenzen; schon die notwendige Erklarung diskreter molekularer Energieniveaus macht dieses
deutlich. Es sei angemerkt, dal} hier aufgrund des Umfangs und der Komplexitét lediglich ein
Uberblick tiber die quantenmechanischen Theorien und ihre Ansétze gegeben werden kann.

In der Quantenmechanik gibt es zwei grundsétzliche Vorgehensweisen. Zum einen die
korrespondenzméliige Erklarung der Streustrahlung, bei der die Streustrahlung klassisch, das
streuende Molekil aber quantenmechanisch betrachtet wird. Zum anderen hat Dirac [5] bereits
1927 eine vollstandige quantenmechanische Theorie zur Erklarung der Streustrahlung dargelegt.

Zunéchst soll an dieser Stelle kurz auf die korrespondenzméfige Theorie eingegangen werden.

2.1.2.a KorrespondenzmafRige Theorie der Streustrahlung

Wie erwahnt, wird in dieser Theorie die Streustrahlung klassisch, das streuende Molekl aber
quantenmechanisch behandelt. Ein Molekil ist ein System von Teilchen mit definierten
kinetischen und potentiellen EnergienE,; bzw. E . Die Summe der Energien ist nach dem
Energieansatz konstant, wobei ihr Verhéltnis jedoch von den Orts- und Impulskoordinaten g;
bzw. p, aller im Molekul vorhandene Teilchen (symbolisiert durch den Index ,i‘) abhangt.

Ausgedriickt in der Schrédinger-Gleichung, lautet diese:

i 0% 1)

ot =H(q;, p;) W(q;,t) (7)

Hierin ist ﬁ(qi, p,) der Hamilton-Operator des ungestorten Molekdls, der die Energien in
Abhéngigkeit der Ortskoordinaten g, und der Impulskoordinaten p, beschreibt, und keine
Zeitabhangigkeit aufweisen moge, da zundchst nur der Anfangszustand bei t =0 betrachtet
werden soll. W(q,,t) sind die Zustands- bzw. Eigenfunktionen im Schrodinger-Bild, hier in der

Ortsdarstellung gewaéhlt, welche die Bewegung der Teilchen im Molekdl beschreiben. Sie selbst

sind Funktionen, die vom Ort und der Zeit abh&ngen.
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Diese zeitabhéngige Schrodinger-Gleichung bildet eine partielle Differentialgleichung, die unter

Bertcksichtigung definierter Anfangsbedingungen nur bei bestimmten Werten des Hamilton-
Operators, bzw. bestimmten Energie-Eigenwerten E fiir einen Zustand k eine Losung WY hat.

Wenn auf das durch (7) beschriebene ungestérte System eine Stérung in Form einer
elektromagnetischen Welle trifft, also eine Kombination aus elektrischem und magnetischem
Feld, so wird zur LOsung des gestorten Systems im Zustand k folgender Ldsungsansatz
gewdhlt [6]:

W=WE + Yl (8)

Die Losung besteht somit aus einer Linearkombination der L6sung des ungestorten Systems und
dem separierten Storanteil der Wellenfunktion. Auf diese Weise lassen sich Losungen fir die
gestorte Schrodinger-Gleichung des Molekils finden [8]. Bestandteil dieser Losung ist eine

Matrix, welche von den durch die Stérung verursachten Dipolmomenten p__aufgespannt wird®,

Anhand dieser Dipolmomente lassen sich die verursachten Streufrequenzen berechnen.
Geschieht dieses fiur den Ramaneffekt bei einem Ubergang m-n, wird in der
korrespondenzméRigen Theorie die Streustrahlung eines Dipolmoments mit der Kleinschen
Vorschrift in Verbindung gebracht [9]. Die Kleinsche Vorschrift trifft mit klassischen Mitteln
eine Aussage, wann die inelastische Streuung eines Dipols bei einer bestimmten
Erregerstrahlung gleich null ist, oder welche Frequenz die Streustrahlung gegebenenfalls hat.
Auch hier gelangt man zu den in 2.1.1 hergeleiteten Ergebnissen fur die Stokesschen bzw.
Antistokesschen Linien. Nicht nur die Frequenzen, sondern auch die Intensitdten der
Streustrahlung werden in der korrespondenzméliigen Theorie klassisch hergeleitet. Hierzu

bedient man sich der Hertzschen Formel, die Intensitat und Dipolmoment miteinander verknlpft

[6].

2.1.2.b Diracsche Theorie der Streustrahlung

Eine ,,Schwache* der korrespondenzmaRigen Theorie ist die klassische Herleitung der
Strahlungsparameter in Abhéngigkeit vom Dipolmoment. Dirac hat erstmals gezeigt, daR eine

Herleitung auf streng quantenmechanischen Weg geschehen kann. Seine Vorgehensweise ist im

® Das Dipolmoment U, kennzeichnet den Ubergang m - n.
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Ansatz dhnlich der korrespondenzmaliigen Theorie und hat als Basis ebenfalls die Schrédinger-
Gleichung.

Der wesentliche Unterschied besteht darin, dal3 in der Diracschen Theorie von Beginn an auch
die Strahlung quantenmechanisch behandelt wird. Die Schrodinger-Gleichung umfal3t bei Dirac
nicht nur das Molekiil, sondern auch die Strahlung, bzw. die Wechselwirkung. Unter diesen

Aspekten lautet die Schrodinger-Gleichung:

~

A ( sraniung T H wechseiw. )B'P 9)

ih—=
ot

H e + H
Der Hamilton-Operator gliedert sich in drei Teile auf. Zum einen gibt es analog (7) den
Hamilton-Operator des Molekils, zum anderen aber auch den Hamilton-Operator der
einfallenden Strahlung. Diese beiden Operatoren wirden zur Beschreibung des Systems
ausreichen, sofern Strahlung und Molekil nicht miteinander in Wechselwirkung treten. Da aber
gerade der Fall der Wechselwirkung, bzw. Stérung betrachtet werden soll, muf3 in der
Schrddinger-Gleichung noch ein dritter Operator bertcksichtigt werden, der eine Aussage Uber
das MaR der Wechselwirkung zwischen Strahlung und Molekdl trifft. Gleichung (9) ist unter
definierten Anfangsbedingungen und Voraussetzungen mit den Methoden der Stérungsrechnung
I6sbar. In der ersten Ndherung erhélt man Ergebnisse, mit denen sich Absorption und Emission
von Lichtquanten erklaren lassen [6]. Erst in der zweiten Naherung kdnnen Aussagen Uber die
Streuprozesse getroffen werden. Wie in 2.1.2.a erhélt man auch hier wieder eine Matrix aus
Dipolmomenten fiir die verschiedenen Ubergédnge. Ob diese Dipolmomente ungleich Null sind,
das heilt, ob ein Ubergang maglich ist, erklart sich aus der Theorie anhand von sogenannten
Auswahlregeln. Mit diesen Regeln kann man anhand der verschiedenen Quantenzahlen zweier
Zustande erkennen, ob ein Ubergang moglich ist, und somit zwischen diesen Zustanden Energie
aus der einfallenden Strahlung entnommen oder an sie abgegeben werden kann. Die
Auswahlregeln fiir die verschiedenen Ubergidnge — elektrischer oder magnetischer Dipol-,
Quadrupol- oder Multipol-Ubergang — und verschiedene Molekiiltypen differieren [7],[10]. Mit
Hilfe der Auswahlregeln lassen sich in der Diracschen Theorie auch ohne die Kleinsche
Vorschrift Aussagen uber die Existenz der allgemeine Streustrahlung und im speziellen der
Stokesschen und Antistokesschen Linien der Ramanstreuung treffen [11]. Zu beachten ist aber,
dal} die Auswahlregeln bezuglich der Ramanstreuung auch durch eventuelle symmetrische

Anordnungen von Kernen gleichen Typs in einem Molekdl beeinfluBt werden.
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Das Kapitel der Molekilsymmetrie umfalit einige sehr umfassende mathematische
Betrachtungen, die in dieser Arbeit nicht dargestellt werden koénnen; deshalb sei hier auf die
weiterflihrende Literatur verwiesen [13], [14], [15].

In der korrespondenzmalligen Theorie bestand der zweite Kklassische Eingriff in die
guantenmechanische Theorie in der Berechnung der Intensitat. In der Diracschen Theorie wird
die Intensitdt quantenmechanisch durch die Betrachtung der Wahrscheinlichkeit eines
Uberganges berechnet, so daR auch an dieser Stelle klassische Berechnungen wie durch die
Hertzschen Formel entfallen.

Dieser Abschnitt sollte lediglich als grober Uberblick tber die Diracsche Theorie dienen.
Deshalb wird an dieser Stelle bewulit darauf verzichtet, auf eine genaue Analyse der
Auswahlregeln einzugehen. Es sei nur angemerkt, da der mathematische Formalismus in der
Regel nur eine Annéherung an reale Verhaltnisse zulalit — gerade bei grolReren Molekiilen, die

nicht mehr mit dem reinen harmonischen Oszillator zu berechnen sind [12].

2.1.3 Allgemeine Anmerkungen zu den Streutheorien

In diesem Abschnitt sollen verschiedene Punkte diskutiert werden, die in den vorhergehenden
theoretischen Betrachtungen zur Streuung bewuf3t vernachlassigt wurden, um diese so einfach
wie moglich zu halten. Zum einen wird dargestellt, wie der Prozel der Ramanstreuung
anschaulich ablauft, und wie die spektrale Gestalt der Ramanlinien aussieht. Zum anderen soll
aber auch noch einmal auf die streuenden Molekile eingegangen werden sowie auf die
Besonderheiten der Ramanstreuung in Fliissigkeiten.

2.1.3.a Intensitat der Ramanlinien

In den obigen Abschnitten wurden grundlegende Betrachtungen angestellt, die Aussagen uber
die Existenz von Ramanlinien in einem Spektrum lieferten. Dieser Abschnitt soll das streuende
Molekiil und den Prozel? der Streuung ,makroskopischer betrachten.
Geht man davon aus, dal3 das streuende Molekil folgende zwei Eigenschaften hat, ndmlich
» das Dipolmoment ist parallel zum elektrischen Storfeld der Erregerstrahlung ausgerichtet,
 die Stérke des Dipolmoments bleibt bei gleicher Stérke des Storfeldes konstant,
so nennt man das Molekil isotrop polarisierbar; sind diese Forderungen nicht erflllt, so
bezeichnet man das Molekiil entsprechend als anisotrop.
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Im allgemeinen weist ein Molekil eine gewisse Anisotropie auf, so dal beim ProzeR der
Streuung die Richtung des Storfeldvektors nicht mit der des induzierten Dipolmoments
Ubereinstimmt.

Im Falle eines isotropen Molekiils 1a8t sich mit Hilfe mathematischer Methoden berechnen, daf}
die Streuung eines einfallenden, transversal polarisierten Feldes senkrecht zum Dipolmoment
ungleich Null ist, wahrend entsprechende Streustrahlung parallel zu diesem nicht existiert. Bei
anisotropen Molekulen ist eine derartige Parallelitat nicht gegeben, so dal’ hier Streustrahlung in
allen Ebenen existiert [16]. Abbildung 2-1 veranschaulicht die Streuung an einem isotropen und

an einem anisotropen Molekil. Das Verhéltnis der Streuintensitaten paralleler (1, ) und

senkrechter ( |

Sen

) Streuung wird als Depolarisationsgrad ( p = ',:—) bezeichnet.

., 4-0°
¢=0 6 =90°

p>0

anisotropic
molecule

incident light

Abbildung 2-1: Polarisierung der Streustrahlung einer transversalen Erregerstrahlung in einem

isotropen (links) und einem anisotropen Molekil (rechts) (aus [16]).

In der Regel mul3 davon ausgegangen werden, dafl Molekdle anisotrop sind (vgl. 2.1.1). Um die
Intensitat der Streuung zu berechnen, soll noch einmal von Gleichung (1) ausgegangen und der

Polarisierbarkeitstensor a in (2) genauer betrachtet werden. Mathematisch betrachtet sind zwar
die Elemente a;; richtungsabhangig, nicht aber die Eigenwerte des Tensors. Aus diesen lassen
sich zwei invariante Elemente ableiten. Zum einen der Mittelwert der Eigenwerte, die

Hauptpolarisierbarkeit (o), zum anderen y als ein MaR fur die Anisotropie.
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Die beiden definieren sich in einem dreidimensionalen Streusystem und einem

Polarisierbarkeitstensor mit den Eigenwerten a,,a,,a, zu [16]:

(a)=%(a, +a, +a,) (108)

v? =1, —a,)? + (@, -a,)* + (@, —a,)’] (10b)

Anhand umfangreicher Rechnungen lassen sich Intensitaten fir Rayleigh- und Ramanstreuung
an einem Molekdl berechnen. Sie hangen unter anderem von Streuwinkel und der Polarisierung
der Erregerstrahlung ab. Fir den Fall einer linearen Polarisierung und einem angenommenen
Streuwinkel von 90° erh&lt man fiir die Intensitaten der Stokesschen und der Rayleighstreuung

(bei Betrachtung von Vibrationstibergéngen) [16]:

2 [u5(a)’ +7y?
IRayleigh = 475T£§E4 <a;4 y EEin (113)

! - E‘_e_hvakEH ) EH45<G'>2+7(V')2 e, )

Raman-Stokes 2 2 4 in
45¢, UV, B A H

wobei gilt: - &, ist die elektrische Feldkonstante

- A,, ist die Wellenlange der Erregerstrahlung

E. ist die GroRe des elektrischen Erregerfeldes

n

h ist die Plancksche Konstante

v, ist die Frequenz des entsprechenden k-ten Vibrationsniveaus

k ist die Boltzmann-Konstante

T die Temperatur

u, die ist die reduzierte Molekilmasse

A, ist die Wellenlange der durch das k-te Vibrationsniveau verursachten

Ramanstreuung

(a") und y' sind die nach der Storung abgeleiteten Werte von (a) und y
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In der Intensitat der Rayleighstreuung erkennt man, daR lediglich eine Wellenldnge gestreut

wird, die gleich der einfallenden Wellenldnge A,, ist. Bei der Intensitat der Stokesschen

Streuung hingegen wird deutlich, dal} bedingt durch die unterschiedlichen Vibrationsniveaus mit

den Frequenzen v, verschiedene Wellenldngen A, gestreut werden. Ebenso 1aRt die e-Funktion

im Exponenten deutlich eine Temperaturabhangigkeit der Intensitat erkennen. Es sei hier noch
einmal erwadhnt, dal der Antistokes ProzeR voraussetzt, dall sich das Molekil in einem
angeregten Zustand befindet. Deshalb weist die Intensitatsberechnung im Vergleich zum
Stokesschen Fall eine erhthte Temperaturabhangigkeit auf [16].

Exemplarisch soll an dieser Stelle die Betrachtung des Stokesschen Falls geniigen. Ein

wesentlicher Unterschied zwischen (11a) und (11b) besteht in der Berechnung der Intensitat. In

(11a) findet die Hauptpolarisierbarkeit <a> und die Anisotropie y Verwendung, in der

Berechnung der Stokesschen Streuung hingegen die entsprechenden Ableitungen beziglich der
Storung. Dieses wird deutlich, wenn man sich vor Augen fihrt, daR im Falle der Ramanstreuung
die Anderungen der Stérung die Ursache fiir die inelastische Streuung sind. Anders gesagt, ist
die Intensitat der Rayleighstreuung proportional zum Quadrat der Polarisierbarkeit und somit
zum Quadrat des Dipolmoments, wahrend die Stokessche Streuung proportional zum Quadrat
der Anderung der Polarisierbarkeit ist. Bei beiden ist jedoch die Proportionalitit der Intensitat zu

A™, das heilt zur gestreuten Wellenlange, zu erkennen. Zur Berechnung der Intensitét sind im

wesentlichen <a’> und y' eines Molekils zu bestimmen. Eine experimentelle Bestimmung ist

nur sehr schwer und auch nur fur bestimmte Molekile durchzufuhren [17]. Man versucht
deshalb, die Intensitdit der Ramanstreuung einfacher durch den Vergleich zu Referenz-
Streuspektren zu bestimmen [18],[19]. Ebenfalls sei zu weitergehenden Betrachtungen auf
Abschnitt 2.1.3.c verwiesen.

Oftmals wird bei Streuprozessen neben Streuintensitét der effektive Streuquerschnitt angegeben.
Er drickt das Verhdltnis von einer in einen definierten Winkel pro Zeiteinheit gestreuten
Strahlung zur Dichte des auf das Molekil fallenden Energiestroms aus. Entsprechend hat er die
Dimension einer Flache. Auch flr die Ramanstreuung lassen sich Streuquerschnitte ableiten; von
einer eingehenderen Betrachtung soll hier aufgrund des Umfangs der Berechnungen abgesehen
werden. Um eine Vorstellung zu bekommen, in welchen GrélRenordnungen die Streuquerschnitte
liegen, sei lediglich auf Tabelle 2-1 verwiesen. Es ist deutlich zu erkennen, daR die
Streuquerschnitte der Ramanstreuung unter denen der Rayleighstreuung und der Fluoreszenz
liegen, was die Detektion von Ramanstreuung bei z.B. breitbandiger Fluoreszenz stark behindert,

zum Teil sogar unmdglich macht.
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Optischer Effekt Streuquerschnitt [cm?]
Absorption 10" bis 10
Fluoreszenz* 10"
Rayleighstreuung 10
Ramanstreuung 102

Tabelle 2-1: Streuquerschnitte verschiedener optischer Effekte (aus [16], [21]).

2.1.3.b Energieverhéltnisse des Streuprozesses

Die gangige Literatur zur Erklarung des Ramaneffektes erklart diesen meist anhand einer Grafik,
wie in Abbildung 2-2 gezeigt. Hier ist der Fall dargestellt, daR eine Erregerstrahlung mit der

Frequenz v, bzw. der Energie E, =hu, auf ein Teilchen trifft, das sich auf dem Ausgangs-
Energieniveau E_ befindet. Der Streuprozel hebt das Teilchen energetisch auf ein virtuelles

Zwischenniveau, von dem es dann auf ein bezuglich des Zwischenniveaus energiedrmeres End-

Energieniveau E, zurlckfallt. Sind Ausgangs- und Endniveau gleich, so handelt es sich um

elastische Rayleighstreuung (vgl. Abbildung 2-2b). Befindet sich das Endniveau jedoch nicht auf
derselben Hohe des Ausgangsnhiveaus, so erhdlt man die inelastische Ramanstreuung. Diese
gliedert sich, wie oben erwdhnt, in Stokessche und Antistokessche Streuung. Bei der
Stokesschen Streuung (vgl. Abbildung 2-2a) ist die Streustrahlung von niedrigerer Energie, das
heildt, das Teilchen nimmt einen Energiebetrag auf. Hingegen wird dem Teilchen bei der
Antistokesschen Streuung Energie entzogen. Hier weist die Streustrahlung eine hohere Energie
auf als die Ausgangsstrahlung. Da sich in diesem Fall das Teilchen bereits in einem energetisch
angeregten Zustand befunden haben muB, ist der Anteil der Antistokes Strahlung
vergleichsweise geringer als der der Stokes Strahlung. Die Diracsche Theorie besagt, daR bei der
Ramanstreuung die Energie der Erregerstrahlung groRer sein muf} als die Differenz zwischen
End- und Anfangsniveau, also gelten muf:
E.>E,-E, (12)

Dieser Zusammenhang wird auch in Abbildung 2-2 deutlich. Der antistokessche Fall erfiillt die

Bedingung in (12) immer.

* Die Streuquerschnitte der Fluoreszenz sind stark von duBeren Bedingungen abhangig. Es kénnen z.B. Prozesse wie
Quenching starken Einflu} ausiiben [20].
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virtuelles virtuelles
Zwischenniveau

a) Stokes b) Rayleigh
E, <E, E, =E,
Vs <V, Vs =V,

Abbildung 2-2: Lage der Energieniveaus bei der Rayleigh-
fir einen Ubergang von Zustand m nach Zustand n.

virtuelles
Zwischenniveau

¢) Antistokes

E, >E,
Ve >V,

und Ramanstreuung

Fur den Stokeschen Fall soll die Energiebilanz anhand von Abbildung 2-3 nédher betrachtet

werden®. Es ist das Energieniveauschema fiir einen Ubergang zwischen den Zustanden E, und

E, Uber den Zwischenzustand E, eingezeichnet. In

% e
Abbildung 2-3 sind lediglich die zwei elektronischen ‘Z’ r Er} 1
Grundniveaus e (0 und 1) und die Aufspaltung in die 0 [\

Vibrationsniveaus v (0 bis 3) eingezeichnet. VVon der hv o hv,,

weiteren Aufspaltung in Rotationsniveaus sei an

dieser Stelle abgesehen. Aus Abbildung 2-3 werden

or MW
~|\‘
‘jr
<
>
3
m m
=]
o

zwei wesentliche Dinge deutlich. Zum einen, dal}

eine Erregerstrahlung v, das Teilchen auf das

Abbildung 2-3: Energieniveauschema fir

einen Stokes Ubergang bei der Raman-

Zwischenniveau E, hebt, von dem es dann auf das  streuung.

Endniveau E, unter Abgabe der Streustrahlung mit

der Frequenz v, fallt, was bedeutet, daB3 die Energie der Erregerstranlung gréf3er sein muB, als

die Energie der Strahlung, die einem Ubergang n — m entspricht. Die Energiedifferenz zwischen

Erreger- und Streustrahlung hat die Groe hv

nm?

bei einem Ubergang n — m entsprechen wiirde.

® Fiir den Antistokesschen Fall sind die folgenden Aussagen einfach analog herzuleiten

was genau einer teilchenspezifischen Strahlung
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Diese Energiedifferenz wird als Ramanverschiebung bezeichnet. Da sie von der Beschaffenheit
des streuenden Teilchens abhéngig ist, nicht aber von der Frequenz der Erregerstrahlung, lassen
sich mit ihr unabhdngig von der Frequenz der einfallenden Strahlung Aussagen tber die
Zusammensetzung des streuenden Teilchens treffen. In Abbildung 2-4 findet man die
Ramanverschiebung im Frequenzspektrum. Die elastisch gestreute Linie der Erregerstrahlung

mit der  Frequenz v erscheint  als

mr

Rayleighstreuung. Die Stokesche Linie mit der — Rayleigh

Frequenz v, liegt im Abstand v, von der A

Rayleighlinie entfernt. Im antistokeschen Fall Stokes o

befindet sich das Teilchen schon auf dem Niveau *+ YV e Vi _’J{

E, und wird durch die Erregerstrahlung auf ein A Frequen
v, V., Van

Zwischenniveau E_ gehoben. Von dort féllt es _ _
a Abbildung 2-4: Frequenzspektrum eines

unter Abgabe von Strahlung der Frequenz v, auf Streuvorgangs.

das Endniveau E_ . Im Vergleich zum Stokeschen

Fall sind hier gleichermal’en Anfangs- und Endzustand vertauscht, die Abstande zwischen den
Niveaus und somit die Ramanverschiebung aber gleich. Aus den oben erwahnten Grinden ist
lediglich die Intensitat geringer. In der Praxis wird die Ramanverschiebung mit der Wellenzahl

des entsprechenden Ubergangs n—m in der Einheit ¥, ausgedriickt. Der andere Punkt, der sich

in Verbindung mit der Diracschen Theorie abzeichnet, drickt die Notwendigkeit eines
,erreichbaren® Zwischenzustandes aus. Auch in der Theorie stellt der Vorgang die Verkniipfung
zweier Ubergdnge m—r und r— n dar. Existiert ein Niveau r nicht, so ist — mathematisch - die
Wahrscheinlichkeit, ihn zu erreichen, gleich Null. Damit wird die Wahrscheinlichkeit der
gesamten Ramanstreuung als Produkt der beiden Ubergangswahrscheinlichkeiten natirlich Null.
Diese Regel wird als sogenannte ,,third-common-level-rule** bezeichnet [6].

Im bisherigen Verlauf der theoretischen Betrachtungen wurde keine Aussage gemacht, um
welche Arten von Ubergédngen es sich im Teilchen handelt. Die Ramanstreuung kann sowohl
durch Vibrations-, als auch durch Rotationsiibergange verursacht werden. Man unterscheidet
entsprechend den Vibrations- oder Schwingungs-Ramaneffekt und den Rotations-Ramaneffekt.
Die Theorie gleicht sich fiir die beiden Arten, da immer mit ,allgemeinen Energielibergangen®
gearbeitet wird. Lediglich bei den Auswahlregeln gibt es bedingt durch die Quantenmechanik
Unterschiede, die aber die grundsatzliche Existenz des Ramaneffektes nicht betreffen.
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Man beachte aber, daR sich verschiedene Uberginge gleicher Energiedifferenz (iberlagern
konnen. Im Falle dieser Entartung verstarkt sich der Ramaneffekt der entsprechenden
Energiedifferenz, so daf man Uber die Besetzung der einzelnen Niveaus keine konkrete Aussage
mehr treffen kann. Fir den Nachweis bestimmter Molekile in einem Stoffgemisch ist diese
Einschrankung jedoch unbedeutend, solange sich die Energieniveaus nicht intermolekular

uberlagern

2.1.3.c Ramanstreuung in Flussigkeiten

Bisher wurden theoretische Uberlegungen angestellt, welche Wellenlangen und Intensitaten die
Ramanstreuung hat. Als Ausgangslage fir alle bisherigen Uberlegungen diente ein einzelnes
Molekul, auf das eine Erregerstrahlung traf und einen Streuprozel3 verursachte. Es soll nun
davon ausgegangen werden, daR nicht nur ein einzelnes Molekdil streut, sondern ein Volumen
geflllt mit einem Gemisch verschiedener Molekile. In der Regel sind die Molekile nicht
ausgerichtet, so dafl} das Volumen in alle Richtungen streut. Die Intensitat der Ramanstreuung ist
dann durch die Uberlagerung der Streuprozesse aller Molekiile in sidmtliche Richtungen
gleichmaRig verteilt. An dieser Stelle sollen zwei wichtige praktische Aspekte untersucht
werden. Zum einen soll die Analyse wéaliriger Losungen mit Hilfe des Ramaneffektes néher
betrachtet, zum anderen einige Uberlegungen (iber das Aussehen der Linien im Streuspektrum
angestellt werden.

Zundchst einige Bemerkungen zur optischen Analyse walriger Losungen: Tritt eine
elektromagnetische Welle in eine waRrige Losung ein, so erfahrt sie in Abh&ngigkeit ihrer

Wellenlénge eine Absorption. Eine parallele Ausgangsstrahlung der Intensitat 1, hat in einem

Abstand x die Intensitat 1(x), wobei gilt:

I(x) =1, e 2 (13)

In (13) ist a(A) der Attenuations- bzw. Absorptionskoeffizient mit der Dimension m™. Er
druckt die Starke der Schwachung Uber den Weg aus und ist abh&ngig von der Wellenlange. In
reinem Wasser hat er ein Minimum bei einer Wellenldange von 475 nm, steigt dann aber im
nahen Infrarot steil an, so dall elektromagnetische Strahlung im Infraroten — oberhalb

ca. 750 nm — nur noch geringe Eindringtiefen hat.
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In der Regel kann die Intensitat der Erregerstrahlung durch Einsatz geeigneter Quellen, wie
Lasern, zwar grof3 gewéhlt werden, so daR sich quasi eine héhere Eindringtiefe ergibt, jedoch ist
das Signal der Ramanstreuung nur von sehr geringer Intensitat und wird beim Durchlauf durch
das Medium schnell geschwécht. In Abbildung 2-5 ist der Attenuationskoeffizient a Gber der
Wellenlénge flr reines Wasser dargestellt. Man erkennt, wie stark die Attenuation bei gréReren
Wellenldngen wéchst. Es macht offenbar eher Sinn, die Erregerstrahlung auf die Oberflache der
walrigen Losung zu fokussieren und das riickgestreute Ramansignal zu messen. Dieses setzt
allerdings eine homogene Zusammensetzung der LOsung voraus, die aber im allgemeinen

gewahrleistet ist.
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Abbildung 2-5: Attenuationskoeffizient fur reines Wasser in Abhéngigkeit der Wellenlange der

Strahlung (aus [22]).
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Der ProzelR der Ramanstreuung in einem Volumen findet, wie oben bereits erwahnt, stets an
mehreren Molekdlen statt. Dieses fihrt in erster Linie dazu, dal’ sich die Streustrahlungen aller
streuenden Molekule (iberlagern. Bei Molekulen gleichen Typs hat dieses den Vorteil, daB sich
ihre Streusignale verstarken. Die Streustrahlung ist dann zwar nicht mehr kohdrent und definiert
polarisiert, was aber die Auswertung der Gesamtintensitat nicht behindert. Sollten Molekdle
verschiedenen Typs gleiche Wellenléangen streuen, so lassen sich spater keine Aussagen uber
eventuelle Molekiilkonzentration treffen. Dieser Fall tritt aber in der Praxis nicht auf. Die
Probleme resultieren aus anderen physikalischen GesetzméRigkeiten. Eine gestreute Wellenlange
erscheint im Spektrum nicht als feine Linie, sondern mit einer endlich definierten Breite, welche
im idealen Fall einer Lorentz-Verteilung gehorcht (vgl. Anhang). In Abbildung 2-6 ist der
Verlauf einer Spektrallinie Giber die Frequenz dargestellt.

Der Abstand der Punkte, in denen die Intensitdt die H&lfte der Maximalintensitét erreicht hat,
wird Halbwertsbreite genannt. Der Spektralbereich innerhalb dieser wird als Linienkern

bezeichnet; Bereiche auRerhalb als Linienfllgel.

Linienkern

-1 f2

Linienfligel

I
|
I
|
I

V) Vo 2 v

Abbildung 2-6: Verlauf der Intensitét einer Spektrallinie Gber der Frequenz (aus [20]).

Die Breite einer Spektrallinie richtet sich nach verschiedenen physikalischen Gesetzen. Jede
Spektrallinie hat eine natirliche Linienbreite und ist nicht streng monochromatisch. Die
Heisenbergsche Unschérferelation bezogen auf die beteiligten Energieniveaus und die Dd&mpfung
der fur die Streustrahlung verantwortlichen Dipolschwingungen sind hierfir die wesentlichen

Ursachen.
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Hinzu kommen eventuelle Verbreiterungen durch verschiedene physikalische Phdnomene, von
denen hier nur kurz auf die StoRBverbreiterung von Spektrallinien eingegangen werden soll, da sie
in Flussigkeiten eine wichtige Rolle spielt. Geht man von zwei Molekiilen A und B aus, die sich
in einem Abstand R zueinander befinden, so findet zwischen diesen Molekilen bei geringer
werdendem Abstand einen Wechselwirkung statt. Man spricht auch von einem StoRvorgang,
wenn sich beide Molekille A und B merklich beeinflussen. Die Starke der Wechselwirkung
hangt von der Beschaffenheit der Molekiile selbst ab. Wenn Molekiul A die Energieniveaus E;
und E; hat, so verschieben sich diese bei Anndherung an Molekil B. In Abbildung 2-7 ist
deutlich zu erkennen, wie sich die Energiedifferenz, ausgedriickt als Frequenz, zwischen den
Niveaus E; und E; in zwei verschiedenen Abstdanden unterscheidet. Wahrend die Frequenz

V; () =v, im nicht beeinfluten Fall, das heilt groRer Abstand zwischen den Molekdlen,
gestreut wirde, entstlinde die Frequenz v, (R) als Streustrahlung im Fall stérender

Wechselwirkungen.

Em

Wit f)= v

R
Abbildung 2-7: Energiedifferenzen zwischen zwei Energieniveaus E; und E; eines Moleklls bei

verschiedenen Abstanden R zu einem zweiten Molekil (aus [20]).

Man kann davon ausgehen, daR die Molekile in einem Volumen einen mittleren Abstand R
haben und entsprechend eine statistische Verteilung der Frequenzen v, um einen Mittelwert v

aufweisen. Dieser Mittelwert entspricht im allgemeinen nicht der Frequenz fir einen

unendlichen Abstand v,, .
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Andert sich der Abstand R wihrend der Wechselwirkung, hat aber dann wieder seine
ursprunglichen Energiewerte, so spricht man von einem elastischen Stol3, wobei die gestreuten
Frequenzen entsprechend verschieden sind. Die Energiedifferenzen werden je nach Lage in
kinetische Energie der Stof3partner umgewandelt (Av <0) bzw. aus ihr bezogen (Av >0).
Leicht ersichtlich macht sich diese Linienverbreiterung nicht so stark bemerkbar wie in
Flussigkeiten, in denen die Dichte der Molekule sehr viel groRer ist.

Fir eine detailliertere Betrachtung der oben genannten Verbreiterungen sei auf die einschlagige
Literatur verwiesen [20]. Mit diesen Uberlegungen koénnte man fir Spektrallinien die
entsprechende Halbwertsbreite herleiten. Abbildung 2-8 zeigt ein weiteres Problem: Die beiden

gestrichelten Spektrallinien mit den Frequenzen v, und v, bilden gemeinsam die einhullende

durchgezogene Spektrallinie, die auf den Empfanger am Spektralapparat treffen. Beide Linien

sind an diesem noch zu unterscheiden. Wiirden die Frequenzen dichter zusammenliegen, wére

das Signal am Empféanger nur schwer von einer einzelnen Linie mit der Frequenz

vi+v,
2

ZU

unterscheiden.

Intensitat

ViV, Wellenlénge

Abbildung 2-8: Zwei gerade noch trennbare Spektrallinien.

Wie gro3 der Abstand zweier Spektrallinien fur eine mogliche Trennung sein muB, hangt von
dem Auflosungsvermdgen des Spektralapparats ab. Bei zu kleinem Auflésungsvermdgen,
kdnnen unter Umsténden die Linien verschiedener Molekilsorten nicht mehr eindeutig getrennt

werden, und es entstehen Querempfindlichkeiten, welche die Messung storen, bzw. verfalschen.
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2.2 Theorie der Kapillarelektrophorese

Nachdem im vorherigen Abschnitt das Phdnomen der Ramanstreuung mit einigen wichtigen
optischen Grundlagen behandelt wurde, folgt nun ein géanzlich anderes Gebiet. Die
Kapillarelektrophorese gehdrt zu den neueren analytischen Trennverfahren. Sie verbindet die
klassische Trenntechnik der Elektrophorese mit einer direkten Detektion der Probe. Das Prinzip
der Kapillarelektrophorese beruht darauf, dalR verschiedene lonensorten unterschiedliche
Mobilitdten aufweisen. Werden diese lonen durch ein duBeres elektrisches Feld gezwungen,
durch eine Kapillare zu wandern, so 1aBt sich am Ende der Kapillare eine Trennung der lonen
detektieren, da diese die Kapillare mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten durchlaufen. In
Abbildung 2-9 ist der prinzipielle Aufbau einer Kapillarelektrophorese Meleinrichtung
dargestellt. Er besteht aus der Kapillare (Durchmesser 25 - 100 um), Probe- und Puffergefalien,
sowie einem Hochspannungsnetzteil
(bis 30 kV) mit zwei Elektroden in

den Probe- bzw. PuffergefaRen. Ein

Kapillare
»

Hochspannungs-

MeRablauf beginnt mit der Injektion

quelle
der Probe in die mit einem einige o ————
elektrolytischen Puffer gefullte | |

Kapillare. Dieses  kann mit  Probe @ Puffer Puffer

verschiedenen Methoden geschehen.
Die  gangigsten  sind  einfaches Abbildung 2-9: Schematische Aufbau einer
Eintauchen der Kapillare in die Probe Kapillarelektrophorese-Apparatur

oder gezwungene Wanderung der

lonen durch Anlegen eines &ulReren elektrischen Feldes. Das eigentlich bendtigte Probevolumen
betrdgt nur Bruchteile des gesamten Kapillarvolumens (einige nL). Anschlielend wird die
Kapillare wieder in den Puffer eingetaucht und das &uRere elektrische Feld angelegt. Nach einer
bestimmten Zeit, die von der Stirke des elektrischen Feldes, von den geometrischen
Eigenschaften der Kapillare und von der Mobilitat der Probe-lonen abhéngt, erreichen diese den
Detektor, der meistens die UV-Absorption im Puffer mi3t und hierliber Ruckschlisse auf

vorbeiwandernde lonen zulait®.

® Wie oben bereits erwahnt, ist Absorption eine gangige Detektionsmethode. Es besteht aber auch die
Maglichkeit, die Zahl der am Detektor vorbeiziehenden lonen in der Kapillare mit Hilfe von Leitféhigkeits- oder
Fluoreszenzmessungen zu bestimmen.
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In der vorliegenden Arbeit wird anstelle der Absorptionsmessung das Signal der Ramanstreuung
ausgewertet und hierliber versucht, eine qualitative und quantitative Aussage Uber die
Zusammensetzung der Probe zu treffen.

Der Migration der Proben-lonen im elektrischen Feld ist standig ein mehr oder minder starker
elektroosmotischer FluR Uberlagert, der zwar zum Transport der lonen, nicht aber zu ihrer
Trennung beitrédgt und somit ein unerwinschter Nebeneffekt ist. Er héngt stark vom pH-Wert des
Puffers und von den Oberflacheneigenschaften der Kapillare ab. Daneben spielt naturlich die
Leitfahigkeit des Puffers eine wichtige Rolle und wird im folgenden, wie auch der
elektroosmotische FluB, genauer betrachtet. Als letzten Punkt in diesem Kapitel sollen noch
einige Uberlegungen Uber die Gestalt der lonenbanden angestellt werden, die am Detektor

vorbeiziehen.

2.2.1 Elektrophoretische Wanderung

lonen bewegen sich in einer Flissigkeit unter Einflull eines elektrischen Feldes mit definierten
Wandergeschwindigkeiten v. Eine Erhohung der elektrischen Feldstdrke E flihrt zu einer
hoheren Geschwindigkeit und somit im Falle der Elektrophorese zu kirzeren Analysezeiten.
Ferner wird die Wanderungsgeschwindigkeit noch durch die elektrophoretische Beweglichkeit

(Mobilitat) u des lons beeinfluf3t. Es ergibt sich folgender Zusammenhang:

v=ulE (14a)

oder bei der Kapillarelektrophorese fur die Wander- bzw. Analysezeit bei einer Kapillare der

Lange’ L:

t=—— (14b)

" L ist die Lange zwischen ProbeeinlaR (Inlet) und Detektor
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Ein einfacher Kréaftevergleich dient als Basis fiir eine Aussage uber die GrolRe der Mobilitat. Auf
das lon wirken zwei Kréfte. Die Kraft des elektrischen Feldes beschleunigt das lon, ihr entgegen

wirkt die Kraft der Stokesschen Reibung. Die Kraft der Beschleunigung F; berechnet sich zu:

Fo=zdE (15a)

NA

wobei: z ist die effektive Ladung des lons

F ist Faradaykonstante

E ist die Feldstarke des elektrischen Feldes

N, ist die Avogadrozahl

Fur die Kraft der Stokesschen Reibung gilt:

F, =607 F (15b)

wobei: - 1] ist die dynamische Viskositat des Mediums

- r ist der Stokessche Radius des lons

- v ist die Wandergeschwindigkeit des lons

Eine direkte Berechnung von v durch das Kraftegleichgewicht von F; und Fg ist nicht

maoglich, da zum Stokesschen Radius des lons auch die Solvatationshllen des Pufferelektrolyten
gehdren, und somit eine genaue Bestimmung von r unmdglich ist [24]. Auch die Zahl sechs in
(15b) druckt die Annahme spharischer Teilchen bestimmter Grol3e aus; sie wirde zum Beispiel
fur Teilchen, deren GréRenordnung in dem Bereich der Molekiile des Mediums liegt, deutlich
kleiner werden [23].

Ein Vergleich von (15a) und (15b) mit dem Ausdruck in (14a) liefert aber dennoch eine gute
Maoglichkeit, die Abhangigkeiten der Mobilitat genauer zu betrachten. Es ergibt sich:

U=z2—m— (16)
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Eine stirkere Ladung verursacht eine hohere Wanderungsgeschwindigkeit; hohere Viskositat
oder ein groferer Radius hingegen verlangsamen die Migration der lonen durch das Medium.
Eine weitere Tatsache l&Rt sich aber an (16) ablesen. Elektrophoretische Trennung ist nur dann
moglich, wenn sich die lonen mindestens in effektiver Ladung z oder Stokesschem Radius r
unterscheiden. Die Ladung ist hierbei gegebenenfalls mit Ladungen umgebener lonen zu
verrechnen, welche die Wanderung des eigentlichen lons verlangsamen. Tabelle 2-2 zeigt einige

Grenzmobilitaten von lonen verschiedenen Ladung bei Raumtemperatur.

Grenzmobilitat bei 25°C
[100°@m?V s
Kationen
Na* 51,9
K* 76,0
NH," 72,2
Anionen
OH -205,5
CI -79,1
NO3 -74,1
S0,% -82,9

Tabelle 2-2: Grenzmobilitaten einiger lonen bei Raumtemperatur [23].

2.2.2 EinfluR der Temperatur

Im vorherigen Abschnitt wurde eine Abhéngigkeit der Mobilitdt von Stokesschem Radius und
Ladungszahl nachgewiesen. In (16) taucht aber auch die Viskositat auf. Sie fuhrt zu einer
weiteren Abhéngigkeit, der Temperatur. Diese ist ein praktisch nicht zu unterschatzender Faktor.
Sie hat keinen direkten EinfluR auf die Mobilitdt (vgl. (16)). Es andert sich lediglich die
Solvatationshlle des lons mit der Temperatur, und dieses auch nur geringftigig. Vielmehr steckt
die gravierendere Abhéangigkeit in der Viskositdt des Mediums. Fir die Berechnung der

Abhéngigkeit der Viskositat n von Temperatur T gilt die Ann&herung [25]:

b

n=AR@T (17)
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In (17) sind A und b substanzspezifische Konstanten. Die Viskositét leitet sich nichtlinear von
der Temperatur ab — somit also auch die Mobilitat. Der EinfluR der Temperatur spielt gerade in
der Kapillarelektrophorese bei hohen elektrischen Feldstarken eine gewichtige Rolle, da mit
steigender Feldstérke in der Kapillare eine groRere Joulesche Wérme entsteht. Gleichung (18)
zeigt den Zusammenhang zwischen der Leistung P und dem Kapillardurchmesser d, der

Kapillarlange L, der Leitfahigkeit des Puffers k und der angelegten Spannung U :

quzmzd% (18)

So muBte beispielsweise bei einer Verdoppelung des Kapillardurchmessers die Spannung
geviertelt werden, damit die Leistung und somit die Joulesche Warme konstant bleibt. Dies flihrt
wiederum zu einer Erhéhung der Analysezeit. Der Abtransport der Warme geschieht
ausschlieBlich uber die Kapillarwand. Erschwerend kommt hinzu, dal Wasser die Wérme
deutlich langsamer ableitet als die Quarzwand der Kapillare. Dieser Unterschied bewirkt eine
Temperaturdifferenz zwischen Innen- und Aullenwand der Kapillare von bis zu 0,7 K [28].
Anhand umfangreicher Berechnungen kann gezeigt werden, dal3 sich im Puffer ein parabolischer
Temperaturgradient ausbildet, dessen Temperatur in der Mitte des Puffers um bis zu 10 K hoher
sein kann als an der inneren Kapillarwand [24]. Dieser Temperaturgradient bedingt nach (17)
einen entsprechenden Viskositats- bzw. Mobilitatsgradienten. Eine Kihlung der Kapillare
scheint auf den ersten Blick unsinnig, da sich der Gradient nur noch vergrofRern wirde. Sie ist
dennoch unverzichtbar, weil bei zu hohen Temperaturen der Puffer entgast, und somit der Strom

unterbrochen wird.

2.2.3 Elektroosmotischer Fluld

Ein wichtiger Effekt bei der Kapillarelektrophorese ist der elektroosmotische FluBR. Die
Elektroosmose verursacht eine Bewegung, welche der Wanderung der lonen durch die
Elektrophorese (iberlagert ist. Es entsteht in Quarzkapillaren durch die Dissoziation der
Silanolgruppen eine negativ geladene Oberflache. Abbildung 2-10 zeigt die Ladungsverteilung
an der Grenzflache zwischen Quarzwand und Elektrolyt. Das sich aufbauende Potential wird
nach der Theorie von Stern in zwei Bereiche aufgeteilt [27], wie sie in
Abbildung 2-11 dargestellt sind.
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Zum einen im Bereich ,a‘ - der starren Grenzschicht - ein linearer Abfall des Potentials, zum
anderen im Bereich ,b* - der diffusen Grenzschicht - ein exponentieller Abfall. Letzterer ist

verantwortlich fur die Elektroosmose und wird als Zeta-Potential (,,{ —Potential *“) bezeichnet.

Quarz ia

Puffer-Elektrolyt
Zeta-Potential

>

1 1
Abstand von der Kapillarwand

Abbildung 2-10: Ladungsverteilung an der Abbildung 2-11: Verlauf des Zeta-Potentials an
Oberflache des Quarzes und Ausbildung des der Grenzflache [23].

Zeta-Potentials. a: starre Grenzschicht mit adsorbierten lonen

a: starre Grenzschicht mit adsorbierten lonen

b: diffuse Grenzschicht (Stern-Grenzschicht)

b: diffuse Grenzschicht (Stern-Grenzschicht)

An der Oberflache des Quarzes bildet sich ein Schlauch aus Gegen-lonen. Liegt parallel zur
Oberflache der Quarzkapillare ein elektrisches Feld, wird dieser Schlauch durch die positive
Ladung der Gegen-lonen zur Kathode gezogen; ist der Bewegung der negativen lonen zur Anode
somit entgegengesetzt Uberlagert.

In Experimenten hat sich aber gezeigt, dafl bei der Elektrophorese fur gewdhnlich
Flussigkeitsschichten in einem 10 nm Abstand von der Quarzwand bereits gleichformig durch
das elektrische Feld bewegt werden [23]. Betrachtet man das durch diesen Effekt entstehende

FluRprofil, so 1aRt sich feststellen, daR dieses einen extrem flachen Verlauf hat.
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Abbildung 2-12 zeigt den Vergleich zweier FluRprofile. Das Profil (a) ist durch eine
Druckdifferenz  Ap verursacht, das Profil (b) hingegen durch ein elektrisches
Feld AE, wie im Falle der Kapillarelektrophorese. Man erkennt deutlich die geringere, nahezu
ideale Bandenbreite im Fall des elektrischen Feldes, wéhrend sich auf Seiten der Druckdifferenz
ein parabolisches Hagen-Poisseuille Profil ausbildet, welches stark mit dem Kapillardurchmesser

und der Stromungsgeschwindigkeit schwankt.

Kapillarwand Kapillarwand
Ap ) _ AE
— Bandenbreite -
(a) (b)

Abbildung 2-12: Darstellung zweier FluR3profile und der resultierenden Bandenbreiten.
(a) Profil durch Druckdifferenz, (b) Profil durch elektrisches Feld.

Die Wanderungsgeschwindigkeit des elektroosmotischen Flusses v, lalt sich angenahert mit

der sogenannten Helmholtz-Gleichung beschreiben [23]:

_EEL
Veor = 4t

(19)
Die Geschwindigkeit des elektroosmotischen Flusses ist also proportional zur angelegten
Feldstarke E, zum Zeta-Potential und zur Dielektrizitatskonstanten & des Puffer-Elektrolyten,

waéhrend eine steigende Viskositat n die Geschwindigkeit sinken laRt.

Variiert man den pH-Wert im Elektrolyten, so &ndert sich entsprechend der Dissoziationsgrad
der Silanol-Gruppen an der Quarzwand. Dieses wiederum fithrt zu einer Anderung des
Zeta-Potentials und somit zu einem verandertem elektroosmotischen Fluf3. In der Praxis ist es
somit sehr wichtig, den pH-Wert fur reproduzierbare MelRwerte gleichméRig auf einem Wert zu
halten. Erschwerend kommt bei mdglichen Anderung des pH-Wertes eine hystereseartige
Anderung des elektroosmotischen Flusses hinzu. Hat ein “von oben” angestrebter pH-Wert von 7
beispielsweise in der Kapillare einen relativen elektroosmotischen FluR von 100%, so reduziert

sich dieser auf 80%, wenn der pH-Wert von 7 “von unten” erreicht wird [23].
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Um den auftretenden elektroosmotischen Flul} zu unterdriicken oder zu verhindern, werden auch
Spezial-Kapillaren verwendet, die an ihrer Oberflache mit einem chemischen Film belegt sind,
so daB sich kein nennenswertes Zeta-Potential ausbilden kann. Im Gegenzug kann der
elektroosmotische FlulR aber auch dazu verwendet werden, an einem Detektor Anionen und
Kationen zu messen. Ist ein Detektor bei der Kapillarelektrophorese kathodenseitig angeordnet,
so wandern sowohl die Kationen mit dem elektroosmotischen Fluf? (Comigration), als auch die
Anionen, deren elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit geringer ist als die des
elektroosmotischen Flusses, Richtung Kathode (Contramigration), erreichen diese aber erst mit

einer zeitlichen Verzogerung.

Auch wenn der Eindruck entsteht, dal} der elektroosmotische Flu die eigentlichen Messungen
dieser Arbeit eher behindern sollte, so wurde er jedoch fir Probeaufgabe und Messung der Probe
ausgenutzt. Generell war bei den Versuchen der elektroosmotische FluR immer stérker als die
Migration der lonen, was entsprechend dazu fuhrte, dal} die Anionen zur Kathode gefihrt
wurden. Dieses stellt allerdings kein Problem dar, da der Detektor kathodenseitig angebracht
wurde, und sich fur die verschiedenen lonen in Abhangigkeit ihrer Polaritdt und Mobilitat die
elektrophoretische Migation mit dem elektroosmotischen FluRR Uberlagerte (siehe oben). lonen
negativer Polaritdt und hoher Mobilitéat erreichen die Kathode beispielsweise als letztes, wahrend
lonen positiver Polaritat und hoher Mobilitét als erstes an der Kathode ankommen. Dieser Effekt
betraf auch noch die Mdglichkeit der in den Experimenten verwendeten Probeanreicherung. Aus
diesem Grund findet sich eine ausfuhrlichere Darstellung in Abschnitt 4.2.1.

2.2.4 Gestalt der lonenbanden

In den obigen Abschnitten wurden schon einige Effekte genannt, die Einflu? auf den
elektrophoretischen Konzentrationsverlauf am Detektor nehmen. Es wurden die Temperatur, die
Art und Konzentration des Puffers, der elektroosmotische Fluf? und der Druck genannt. Es stellt
sich jetzt die Frage, wie der Verlauf am Detektor ist. Dabei soll nicht die optische Detektion im
Vordergrund stehen, sondern die Frage ,,wie lange“ bzw. ,,wie stark” die zu messenden lonen am

Detektor vorbeiziehen.
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Idealerweise ziehen alle zu messenden lonen zu einer Zeit und in einer entsprechend hohen
Konzentration am Detektor vorbei. Real bilden die wandernden lonen allerdings ein dreieckiges
Profil, wie in Abbildung 2-13 dargestellt. Symbolisch sind die am Detektor vorbeiziehenden
Anionen eingezeichnet, die anschaulich darstellen, daB fur eine Konzentrationsbestimmung nicht
der Maximalausschlag der Intensitdt gemessen, sondern das Integral unter der Kurve bestimmt

werden mufs.

Intensitét
am
Detektor

Zeit

Abbildung 2-13: Intensitaten von Anionen am Detektor in Abh&ngigkeit der Zeit.

Um zeitlich moglichst schmale Spektren zu erhalten und eine eventuelle Uberlagerung durch
Spektren anderer lonenarten zu vermeiden, ist es wichtig, die Einflusse, die zu einer
Bandenverbreiterung fiihren, gering zu halten.

Neben den oben erwéhnten, spielen noch einige andere Effekte eine Rolle, die zum Teil an dieser
Stelle Erwéhnung finden sollen, da sie die vorliegende Arbeit betreffen. Flr weitergehende
umfassendere Betrachtungen sei hier ebenfalls auf die einschldgige Literatur in verwiesen
[23].[24].[26].[29].

Nicht zu unterschatzen ist der Einflu} der Elektrodispersion. Aus Gleichung (18) ist ersichtlich,
dafB eine Verminderung der Leitfahigkeit eine Erhdhung der Spannung und somit eine schnellere
Analysezeit zur Folgen haben kann. Dieser Verminderung der Leitfahigkeit sind allerdings
Grenzen gesetzt. Befinden sich die Leitfahigkeiten des Puffers und der Probe in einem zu grofRen
Ungleichgewicht, so entstehen lokale Stérungen des elektrischen Feldes, das heif3t, das
elektrische Feld in Gleichung (14a) ist nicht mehr konstant. Dieses wiederum bedeutet, daf3
lonen gleichen Typs verschiedenen elektrischen Feldern ausgesetzt sind. lonen in
Konzentrationsmaxima wandern schneller als lonen an den Réndern, was zu einer Verbreiterung
der Banden fihrt. Dementsprechend ist es wichtig, den Pufferelektrolyten dem jeweiligen

Trennproblem anzupassen.
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Als letztes noch ein Wort zur Bandenverbreiterung durch die natiirliche physikalische Diffusion
der Probe: Sie wachst entsprechend bei langeren Analysezeiten und héngt von den
stoffspezifischen Diffusionskoeffizienten der Analyten ab. Diese Verbreiterung l&Bt sich nicht
vermeiden, ihre Stérung ist aber gering im Vergleich zu den bisher erwéhnten. Eine genauere
Betrachtung findet sich auch hier in der Literatur [23].
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3 MelRaufbau

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe zweier verschiedener

Versuchsanordnungen durchgefiihrt.  Zum einen wurden die Nachweisgrenzen der
MefRanordnung bezuglich verschiedener lonenkonzentrationen ohne, zum anderen mit
ElektrophoreseeinfluR bestimmt. Beide Versuchsaufbauten bestanden zum einen aus einem
optischen Teil, zum anderen mufte fir beide eine hydromechanische Anordnung geschaffen
werden, mit der sich die Probe untersuchen lieR. Am Ende diese Abschnittes soll auf die
MelRwerterfassung, speziell auf die Software eingegangen werden, die in den unterschiedlichen
Féllen eingesetzt wurde. Allen Versuchsanordnungen gleich war das Ramansystem in Form
eines Lasers als Strahlungsquelle mit einem Spektrometer als Detektor; deshalb zundchst die

Vorstellung dieser beiden Komponenten.

3.1 Ramansystem

Das Ramansystem bestand aus einem Laser und einem Spektrometer. Das System hatte
verschiedene Anforderungen zu erflllen. Ein nicht ganz unwichtiger Punkt war letztendlich, mit
einem Ramansystem zu arbeiten, das spater auch im Feld eingesetzt werden kénnte. Diese flihrte
zu einem Ramansystem (Typ R2000) der Firma Ocean-Optics, das sich unter anderem durch
einen handlichen Aufbau auszeichnete, und zudem im Vergleich zu herkémmlichen Raman-

Apparaturen kostenglinstig war.

3.1.1 Laser des Ramansystems

Die Strahlungsquelle muBte eine sehr hohe Intensitét haben, so daf nur ein Laser in Frage kam.
Desweiteren sollte die Strahlungsquelle im infraroten Bereich liegen, so da Stérungen durch
eventuelle Fluoreszenseffekte, die ansonsten bei kurzwelligeren Anregungen auftreten,
ausgeschlossen werden konnten. Diese Uberlegungen fiihrten zu einem Infrarot Dioden-Laser.
Der im Ramansystem R2000 integrierte Laser sollte laut Datenblatt [30] bei einer Wellenlénge
von 785 nm an seinem Ausgang eine Leistung von ca. 500 mW vorweisen. In allen Versuchen

wurde die Strahlung des Lasers tiber Glasfasern zur Probe gebracht.
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Je nach Glasfaser variierte die tatsachlich auf die Probe auftreffende Strahlungsleistung, die
insgesamt jedoch fur die Bestimmung der Nachweisgrenzen nicht von direkten Interesse ist, da
verschiedene lonenkonzentrationen jeweils mit dem gleichen Aufbau gemessen wurden;
natlrlich wirde eine hohere Ausgangsleistung an der Probe unter geeigneten Umstédnden eine
hohere Nachweisempfindlichkeit bedeuten.

Interessanter waren die Fragen, ob der Laser seine Wellenldnge und Intensitat auf konstantem
Niveau halt, und wie die Halbwertsbreite seiner Spektrallinie aussieht. Das Profil der Laserlinie
wurde mit dem Spektrometer des Ramansystems bei einer Integrationszeit von einer Sekunde
aufgezeichnet; das Mittel aus 50 Spektren ist in Abbildung 3-1 dargestellt. Die vergleichsweise
hohe Halbwertsbreite der Laserlinie (3 nm) wird zum grofiten Teil durch das Spektrometer
verursacht. Es erwies sich, daR die Regelelektronik den Laser bei einer AuBen- bzw.
Raumtemperatur zwischen 15°C und 25°C entsprechend stabilisierte, dal} keine mit dem
Spektrometer  nachweisbaren ~ Modenspriinge  auftraten und ein  konstant  bei
781,7 nm stehendes Maximum zu erkennen war. Zudem wiurden etwaige Verschiebungen der
Laserlinie im Ramanspektrum durch die relativen Energiedifferenzen der Ramanstreuung

korrigierbar sein.
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Abbildung 3-1: Spektrallinie des Lasers aus dem R2000 Ramansystem mit der Laserlinie bei
781,7 nm und einer spektralen Breite von 3nm.
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Die Intensitat der Laserlinie blieb ebenfalls im Temperaturbereich von 15°C bis 25°C konstant.
Die Abweichung der Intensitaten (ber die Temperatur ist vernachlassigbar; hierzu vergleiche
man auch Abbildung 3-2. Hier wurde das Mittel aus 50 Spektren mit einer Integrationszeit von
einer Sekunde gebildet, wobei zu bemerken ist, daR die Abweichung im Bereich einer konstanten
Temperatur, das heif3t fiir die 50 Spektren, in der GréRenordnung des Spektrometerrauschens

liegt und somit ebenfalls vernachléssigt werden kann.
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Abbildung 3-2: Ausgangsintensitét des Lasers in Abhéngigkeit der Temperatur in einem Bereich
von 15°C bis 25°C.

AbschlieBend  bleibt  zu  erwdhnen, dal  fir alle optischen  Anordnungen
Temperaturabhéngigkeiten tberprift wurden und zu keiner Zeit nennenswerte Intensitatsspriinge
zu beobachten waren. Der Laser arbeitete Uber den gesamten Versuchszeitraum zuverlassig und
stabil.

Ausgeliefert wurde der Laser mit einem mechanischen Schalter, der zum Ein- bzw. Ausschalten
des Lasers diente. Leider war dieser fur automatisierte Messungen nicht praktikabel. Gerade bei
der Aufzeichnung von Dunkel- und Streuspektren mit kurzen Belichtungszeiten fiihrte eine
manuelle Betatigung zu groRen Problemen. Es bestand jedoch die Mdglichkeit, den Laser tber

eine externe Spannung ein- bzw. auszuschalten.
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Da diese Spannung einen TTL-Pegel benétigte, bot es sich an, eine Ansteuerung Uber den
Parallelport des MeRrechners zu realisieren. Hierzu mufite eine eigene Elektronik entwickelt
werden. Fir diese wurde zusatzlich ein Softwaretreiber geschaffen, so dall sich die
Laseransteuerung problemlos in die MeRsoftware integrieren lieR. Hierdurch konnte eine

vollkommen automatisierte MeRwerterfassung realisiert werden.

3.1.2 Spektrometer des Ramansystems

Neben dem Laser umfalt das Ramansystem R-2000 ein Spektrometer. Dieses ist nach
herkémmlichen Prinzip aufgebaut und besteht im wesentlichen aus einem Gitter und einer
CCD-Zeile. Abbildung 3-3 zeigt den prinzipiellen Aufbau des Spektrometers. Die Streustrahlung
wird Uber eine Glasfaser zum Spektrometer gebracht und gelangt Uber einen 50 pm
Eingangsschlitz in das Innere des Spektrometers. Die Streustrahlung wird am Gitter
(1200 Linien pro mm) spektral aufgefachert und trifft dann in Abhéngigkeit ihrer Wellenlange
auf das CCD-Array. Zur Auswertung ist das CCD-Array letztendlich mit einem Computer
verbunden.

Eingangs-
schlitz

Faseranschlul} Spektrometer-

Gehause

CCD-Array

Abbildung 3-3: Prinzipieller Aufbau des Spektrometers aus dem Ramansystem R2000.

Das CCD-Array besteht aus 2048 Elementen, die jeweils die einfallende Strahlungsleistung tiber
einen einstellbaren Zeitraum (1 s — 60 s) integrieren. Nach Herstellerangaben hat jedes einzelne
Element eine Empfindlichkeit von 2,9 010" Joule, was bei einer Belichtungszeit von einer
Sekunde einer Leistung von 2,9 010" Watt entspricht. Auch hier sind allerdings nicht die
absoluten Leistungen, sondern lediglich Vergleichswerte von Interesse. Es galt, die Stabilitat der
angezeigten Intensitaten zu tberprifen. Schon in Abbildung 3-2 kann man erkennen, dal} das

Spektrometer die Laserlinie mit konstanter Leistung anzeigt.
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Darilber hinaus wurde das Spektrometer im abgedunkelten, in sich geschlossenen System mit
weiteren Strahlungsquellen Gberprift, wobei sowohl im Zeit- als auch im Temperaturbereich
keine nennenswerten Abweichungen auftraten. Die Anzeige der Intensitat blieb in allen Féllen
stabil, das heiBt, eventuelle Anderungen liegen jeweils in der GréRenordnung des
Spektrometerrauschens. Das Eigenrauschen des CCD-Arrays konnte nicht absolut bestimmt
werden. Es war lediglich das Rauschen des gesamten Spektrometers zu messen, was aber
wesentlich durch das Rauschen des CCD-Arrays bestimmt wird. Zur Bestimmung des Rauschens
wurden die Intensitdten der einzelnen Elemente des CCD-Arrays fir ein abgedunkeltes
Spektrometer gemessen. Es wurden jeweils 50 Spektren bei verschiedenen Temperaturen von
15°C bis 25°C und einer Integrationszeit von einer Sekunde aufgezeichnet, und die Differenzen
zwischen ihnen untersucht. ErwartungsgemaR zeigte das Spektrometer bei den hdoheren
Temperaturen ein starkeres Rauschverhalten (thermisches Rauschen), so dal3 in Abbildung 3-4
der ,schlechteste Fall* bei 25°C dargestellt ist.

0,55 counts

Intensitat [counts]
o

-0,52 counts

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Element im CCD-Array

Abbildung 3-4: Mittel- und Maximalwerte des Eigenrauschens der verschiedenen CCD-Array-

Elemente im Spektrometer (Mittelwerte: Rote Punkte / Maximalwerte: Schwarze Linie).
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Die durchgezogene Linie zeigt das Intensitatsmittel der einzelnen Elemente, wahrend die Punkte
die Maximalabweichungen des jeweiligen Elementes reprasentieren. Es ist deutlich erkennbar,
dal3 selbst im schlechtesten Fall das Rauschen des Spektrometers unter einem Wert von
+ 0,55 counts bzw. — 0,52 counts liegt. Die Maximalwerte der geringeren Temperaturen liegen
bei niedrigeren Werten. Bei 15°C hat das Spektrometer nur noch ein Rauschen wvon
+ 0,35 counts. Zu weiteren Testzwecken wurde das Spektrometer versuchsweise
thermoelektrisch auf eine Temperatur von — 2°C gekdhlt, wobei die Intensitat des Rauschens nur
noch wenig (+ 0,30 counts) nachliel3. Es zeigte sich aber an der Tendenz auch, dafl3 die Intensitét
des Rauschens gerade bei den hoheren, weiter im Infrarot liegenden Elementen bei steigenden
Temperaturen, wie erwartet, durch das thermische Rauschen stark zunimmt. Im Verlauf der
Experimente stellte sich heraus, dafl das durch den optischen Aufbau bedingte apparative
Rauschen in einem viel hoheren Malie Stérungen hervorruft als das des Spektrometers. Das
Eigenrauschen des Spektrometers konnte somit bei einer Versuchstemperatur von 20°C in der
Regel als vernachlassigbar angesehen werden. Hier lag es bei + 0,38 counts. Das Spektrometer
stellte somit in den Versuchen keine wesentliche Fehlerquelle dar.

Das Spektrometer, das heif3t das Gitter im Zusammenspiel mit dem CCD-Array, umfalite einen
Wellenlangenbereich von 777 nm bis 1011 nm, was bei einer Laserwellenlange von 781,7 nm
einer moglichen Ramanverschiebung (vgl. 2.1.3.b) von 0 cm™ bis 2900 cm™ entspricht. Die
Auflosung des Spektrometers ist bedingt durch seinen inneren optischen Aufbau allerdings
schlechter als der einfache Quotient zwischen Umfang der Ramanverschiebung und der Anzahl
der Elemente. Er wird vom Hersteller mit 15 cm™ angegeben [30].

Das Spektrometer wurde mit einer eigenen Schnittstellenkarte fir den Melirechner ausgeliefert.
Hierzu gab es eine Software, welche die Mdglichkeit bot, einfache Spektren aufzuzeichnen.
Leider war diese Software fir die MelRaufgaben nur bedingt zu gebrauchen. Auch hier mufte
eine eigene Software entwickelt werden, die den gestellten Anforderungen gewachsen war.
Diese wird in Abschnitt 3.4 n&her vorgestellt. Es sei nur hier schon erwéhnt, dal3 sich mit der
Integration der Ansteuerung des Lasers in die Mel3software und einer speziellen Aufzeichnung
der Spektren ein automatisierter MeRablauf realisieren liel, der nur noch einer geringen
Kontrolle bedurfte. Somit konnten umfassend Daten aufgenommen werden, die ein insgesamt

besseres Bild der durchgefiihrten Untersuchungen widerspiegelten.
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3.2 Optische Versuchsanordnungen

Zuné&chst wurden die Nachweisgrenzen ohne &ufReren Einflull durch Elektrophorese bestimmt.
Hierzu wurden Messungen mit verschiedenen optische Anordnungen durchgefihrt. Um den
Storeinflu? durch &uRere Storstrahlung gering zu halten, wurden alle Versuche in einer
abgedunkelten Kammer durchgefiihrt, zu der die beiden Fasern fir die Laser- und Streustrahlung
die einzigen Schnittstellen bildeten.

Die unterschiedlichen optischen Aufbauten gliederten sich in zwei Teile. Der erste Teil der
Anordnungen diente lediglich Untersuchungen ohne Elektrophorese, das heilit ohne Kapillare.
Der zweite hingegen bestand aus verschiedenen Optiken, die sowohl mit als auch ohne

Elektrophorese untersucht wurden, also optischen Systemen, die auf die Kapillare zielten.

3.2.1 Optische Anordnungen ohne Kapillare

Die optischen Anordnungen ohne Kapillare bestanden aus drei grundlegend verschiedenen
Aufbauten. Der erste bestand aus der Sonde, die mit dem Ramansystem mitgeliefert wurde. Ein
zweiter bestand aus zwei separaten Linsensystemen fir Anregung und Streuung. Die dritte
Anordnung arbeitete ebenfalls mit externen Linsen und Filtern, beinhaltete jedoch zusétzlich
einen Strahlteiler. Es sei hier bereits erwéhnt, dal alle verwendeten Linsen aus BK7-Glas mit
einer aufgedampften Anti-Reflexions Beschichtung fir einen Bereich von 650 nm - 1050 nm

bestehen. Die genauen Daten entnehme man den Datenblattern [33].

3.2.1.a Sonde des Ramansystems

Die Sonde des Ramansystems bestand aus einer Anordnung verschiedener Glasfasern. Sie
vereinigte auf der Probeseite eine Anregungsfaser (O 400 pm) und sechs Detektionsfasern
(O 200 pum), die gemal Abbildung 3-5 (links)
angeordnet waren. Als Anschlul an das
Spektrometer diente ein SMA905 Stecker, in

Anregungsfaser

dem die Detektionsfasern wie in Abbildung 3-5

(rechts) angeordnet waren. Auch die Detektionsfasern

Anregungsfaser wurde Uber einen SMA905 _
Abbildung 3-5: Aufbau der Fasersonde Sonden-

Stecker mit dem Lasermodul verbunden. seite (links) und Spektrometeranschluf (rechts).
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Hinzu kam, dal? die Detektionsfasern an ihrem Ende mit einer Filterschicht bedampft waren, um
die Rickstreuung der Laserlinie moglichst gering zu halten. Durch die Beschaffenheit der Fasern
entsteht an ihrem Ausgang fur gewohnlich ein unerwinschtes Spektrum, das neben der
Laserlinie noch einen durch in der Faser enthaltendes Silikat verursachten Streuanteil enthalt, der
im Bereich zwischen 300 cm™ und 1600 cm™ im Spektrum sehr stark vertreten ist und die
Messungen stort. Um dieses zu vermeiden, war die Anregungsfaser an ihrem Ende nach
Angaben des Herstellers mit einer Beschichtung entsprechend behandelt. Leider war es nicht
maoglich, eine genaue Beschreibung oder einen Frequenzgang dieser Beschichtungen zu erhalten.
Es wurde lediglich zugesichert, daB die Sonde in den zu untersuchenden Lo6sungen
(Salzldsungen verschiedener Konzentration) invasiv betrieben werden konnte. Dieses bestatigte
sich auch in den Experimenten. Als unglucklich stellte sich die spektrometerseitige Aufteilung
der Fasern dar; hier wére eine lineare Anordnung sicherlich von Vorteil gewesen, da sie eine
bessere Ausleuchtung des Spektrometerspaltes gewdhrleistet hatte. So belichteten im
wesentlichen zwei Fasern den Spalt mit der Streustrahlung. Desweiteren waren weder
Anregungs- noch Detektionsfasern angeschliffen, so daR die Fasern lediglich in ihrem
Aperturwinkel Strahlung abgaben bzw. aufnahmen. Die Versuche mit dieser Sonde geschahen

sowohl invasiv wie auch in verschiedenen Absténden tber der zu untersuchenden Ldsung.

3.2.1.b Separate optische Anordnungen

Die separaten optischen Anordnungen bestanden aus zwei Systemen, die vereinfacht in
Abbildung 3-6 dargestellt sind. Prinzipiell sind es zwei Mikroskopoptiken, die jeweils um einen
Filter ergénzt sind. Die Anregungsstrahlung wird durch
eine Faser zur Anregungsoptik gefuihrt, wie auch die zum Laser
zum Spektrometer

Streustrahlung  durch  eine  Detektionsfaser zum ‘

Interferenz-
filter

Spektrometer geleitet wurde. Aus Grinden des in

Abschnitt  3.2.1.a geschilderten stérenden Silikat-
hintergrunds wurde in den Strahlengang der

Anregungsoptik ein Interferenzfilter (50% DurchlaB bei Langpass-

782 nm, Halbwertsbreite +5 nm) integriert, welcher zwar ¢ prope  ter

die Strahlungsintensitdt der Erregerstrahlung halbierte,  Abbildung 3-6: Prinzipieller Aufbau
. - . der 45°-Anordnung der optischen
jedoch den Silikathintergrund nahezu vollkommen  gysteme. J P

unterdrickte.
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Auf Seiten der Detektoroptik kam ein Langpalifilter Typ RG830 mit einer Kantenwellenlédnge
von 830 nm zum Einsatz, der die Laserlinie und einen somit entstehenden etwaigen
Silikathintergrund durch die Detektionsfaser beseitigte, fir langwelligere Streustrahlung aber
durchlassig war. Die Optiken waren in einem Winkel von 45° angeordnet, so dal’ eine Reflexion
der Erregerstrahlung in die Detektionsfasern vermieden wurde. Beide Optiken waren mechanisch
SO zu justieren, daf} sich ihre Brennpunkte auf der Probe vereinigten. Ebenso war der

Faserverbinder der Streuoptik zur effektiveren Einkoppelungen verstellbar.

3.2.1.c Optische Anordnung mit Strahlteiler

Wesentliches Element der Strahlteileroptik war, wie es der Name sagt, ein Strahlteiler. Er bildete
den Kern des Systems. Der Aufbau der Anordnung ist in Abbildung 3-7 dargestellt. Es wurde
eine Linos-Photonics Strahlteilerplatte verwendet, die im Bereich von 400 nm-1100 nm ein

Transmissions-/Reflexionsverhaltnis von 50:50

aufwies [32]. Diese Strahlteilerplatte wurde in zZum 'S—asekft t
zum Spektrometer

die parallelen Strahlengédnge der Anregungs- f

und Streuoptik in einem  45° Winkel Interferenz-+ .

eingebracht, so daR beide Strahlengénge f”ter\_i_f

vereinigt auf die Probe trafen. Somit wurde O

gewahrleistet, dal’ beide Strahlengdnge immer _/ =__Langpass-
Strahlteiler :'n"z ::f filter

einen gemeinsamen Brennpunkt hatten, der ¥ Probe

lediglich auf die Probe fokussiert werden Abbildung 3-7: Prinzipieller Aufbau der
muRte. Eine genaue Einstellung wie bei den Anordnung mit Strahlteiler.

separaten Optiken (vgl. Abschnitt 3.2.1.b)

wurde somit unnotig. Gleichwohl muBte auch in dieser Anordnung aus obigen Uberlegungen mit
Filtern gearbeitet werden. Dieses verbunden mit der 50:50 Transmissions-/Reflexionsverhaltnis
der Strahlteilerplatte hatte den Effekt, daR nur noch ein Viertel der eigentlichen Laserintensitat
die Probe anregten, und zudem lediglich die Halfte der Streustrahlung von der Strahlteilerplatte
in die Streuoptik reflektiert wurde. Diese Anordnung wurde, fokussiert auf eine Kapillare, auch

in den elektrophoretischen Aufbauten untersucht.
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3.2.2 Optische Anordnungen an den Kapillaren

Die optischen Anordnungen an den Kapillaren entsprachen im wesentlichen den Aufbauten ohne
Kapillare, wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben. Die Unterschiede bestanden darin, dal} die Sonde
des Ramansystems im Falle der Kapillare nicht untersucht wurde, und die separaten Optiken
(vgl.3.2.1.b) anstelle von 45° nun in einem Winkel von jeweils 90° gegen die FluRrichtung des
Kapillaren angeordnet wurden.

Das Effekt der Reflexion bei einer Anordnung der Optiken in einem Winkel von 45° war sehr
viel starker als in einem Winkel von 90°, da das Silikatglas der Kapillare augenscheinlich bei 45°
bedeutend mehr Strahlung reflektierte. Der Aufbau mit Strahlteilerplatte wurde beibehalten,
wobei anstelle der Probe die Kapillare riickte. Hinzu kam noch ein optischer Aufbau, der aus vier
Kugellinsen bestand und sich im Verlauf der Experimente als beste Anordnung auszeichnete.
Die Kapillaren bestanden aus Silikatglas mit einem AufRendurchmesser von 360 pm und
verschiedenen Innendurchmessern (50 pum, 75 pm und 100 pm) und verursachten einen
storenden Silikathintergrund im Streuspektrum, der aber als konstante Storung verrechnet und

beseitigt werden konnte.

3.2.2.a Optik mit Kugellinsen

In den Grundzigen entsprach der Aufbau mit Kugellinsen dem der separaten Optiken. Es stellte
sich jedoch heraus, daf er die besten Ergebnisse lieferte, obwohl Fokussierung und Handhabung
deutlich diffiziler waren, als bei den anderen Anordnungen. Die Linsen bestanden aus dem
Schott-Glas LaSF N9 [35] und waren ebenfalls mit einer Anti-Reflexions Schicht fir den
Bereich von 750 nm — 1550 nm versehen. Abbildung 3-8 zeigt malistabgerecht den Aufbau der
Kugellinsenoptik mit den angedeuteten Strahlverlaufen. Man sieht deutlich an den Dimensionen
der Linsen und der Kapillare, wie klein das System ist, wobei die Filter nur in ihrer Dicke, nicht
aber in ihrem Durchmesser dem Malistab entsprechen. Beide Filter wurden entsprechend den
Uberlegungen aus Abschnitt 3.2.1.a auch in dieser Anordnung benétigt. Der Winkel von 145°
zwischen Anregungs- und Streuoptik ist bedingt durch den Durchmesser der Kugellinsen und
dem daraus resultierenden mechanischen Aufbau. Dieser muf3te eigens flr die durchzufuhrenden
Untersuchungen entwickelt und angefertigt werden. Er ist im Inset-Bild von Abbildung 3-8
dargestellt. Es handelt sich hierbei um zwei diskrete optische Systeme, deren Brennpunkte auf

die Kapillare fokussiert werden mussen.
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Abbildung 3-8: Strahlverlauf des Aufbaus mit Kugellinsen an einer Kapillare, wobei der Winkel nicht
dem tatséchlichen Winkel entspricht. Im Inset-Bild ist die mal3stabgerechte und winkeltreue technische
Realisierung und Anordnung der beiden optischen Mel3kdpfe dargestellt.

Im Grundaufbau besteht ein optisches System aus zwei Kugellinsen und einem Filter, die in
Bohrungen verschiedenen Durchmessers mechanisch gefiuhrt und letztendlich aufeinander
geprel’t werden. Auch die Ferrule des SMA-Faseranschlusses wird mechanisch gefiihrt, jedoch
zusatzlich durch eine Schraube fixiert. Auf der anderen Seite ist das System offen, so dal} der
Brennpunkt der Kugellinse auf die Kapillare fokussiert werden kann. Die Kugellinsen muliten
einen Durchmesser von 3 mm haben, da Linsen mit geringerem Durchmesser ihren Fokus
aulRerhalb des Kapillarvolumens in der Kapillarwand hatten. Linsen mit gréf3erem Durchmesser
verursachten hingegen einen grolReren Winkel, was wiederum eine stérkere, storende
Direkteinstrahlung der Laserlinie in die Streuoptik zur Folge hatte. Die numerischen Aperturen
der Fasern, das heilt, die Austritts- bzw. Eintrittswinkel der Strahlung hatten lediglich einen
geringen Einflul3, so dal eine minimale Nachregelung der Optik notwendig war. Auch bei dieser
optischen Anordnung wurden die Ein- und Auskopplung an den Fasern notwendigerweise

mechanisch einstellbar gehalten.
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3.3 Elektrische Versuchsanordnung

Die elektrische Versuchsanordnung kam nur im Fall der elektrophoretischen Untersuchungen
zum Einsatz. Die einzige Anforderung an das Netzteil bestand in der Bereitstellung einer
ausreichend hohen Spannung mit einem entsprechenden Strom, um in der Kapillare ein
elektrisches Feld zu generieren, das kurze Analysezeiten gewéhrleistet. In der herkémmlichen
Elektrophorese sind Hochspannungen im Bereich von 20 kV bei Kapillarlangen bis 100 cm
gangig, was einer resultierenden Feldstarke von 200 VI@m™ entspricht. Im Fall der vorliegenden
Arbeit lagen die Kapillarlangen im Bereich von 10 (15) cm, 15 (20) cm und
20 (25) cm®. Es stand ein Hochspannungsnetzteil der Firma Ortec zur Verfiigung, das eine
regelbare Hochspannung von bis zu 4 kV bei einem Strom von bis zu 10 mA lieferte [36].
Entsprechend konnten im Fall der 20 cm Kapillare, die als Grundlage fiir die Berechnung des
elektrischen Feldes eine Lange von 25 cm hatte, Feldstarken von bis zu 160 Vi@m™ entstehen.

Abbildung 3-9 zeigt die Integration des Hochspannungsnetzteils und den prinzipiellen
Versuchsaufbau. Zwischen zwei Kuvetten liegt die Kapillare, die wahrend der Versuche sowohl
in der L&nge als auch im inneren Durchmesser verandert wurde. In einer Entfernung von 5 cm

vor der anodenseitigen Pufferkuvette liegt die Detektoroptik.

zum Hoch- Platin-
Probe- qder Ramansystem spannung  Elektrode
Pufferkivette
_ Silikon-
Kapillare Puffer- septum
OBtk kivette
+ >(< >; . p Kapillare
_______ Proben- bzw.
Hochspannungs- Puffervolumen
quelle

Abbildung 3-9: Links: Prinzipieller Aufbau der Versuchsanordnung zur Kapillarelektrophorese.
Rechts: Aufbau einer Proben- bzw. Pufferkiivette.

In Abbildung 3-9 ist ebenso der Aufbau einer Kiivette dargestellt. Die Kuvette bestand aus einem
Plexiglaskorper und beinhaltete je nach Anordnung das Probe- oder Puffervolumen. Die

Hochspannung wird durch eine Platinelektrode mit der Losung im Kiivettenvolumen verbunden.

& Die Werte in Klammern bedeuten die fiir die Berechnung des Feldes wichtigen Kapillarlangen, wéhrend die
anderen Werte die Entfernung bis zur Detektoroptik reprasentieren.



3.3 ELEKTRISCHE VERSUCHSANORDNUNG 47

Die Kapillare taucht direkt in die Ldsung, wobei zum wasserdichten Verschluf? zwischen
Kapillaroberflache und Plexiglas ein Silikonseptum liegt. Nicht eingezeichnet ist der Deckel der
Kivette. Dieser konnte nach Beflillung mit der Losung mit einem weiteren Silikonseptum
abgedichtet werden. Durch dieses konnte mit einer Spritzenkanile ein hydrostatischer Druck
durch die Kivette in die Kapillare weitergegeben werden; die Kapillare auf diese Weise also
durch Uberdruck befiillt werden. Ferner bleibt zu erwéhnen, daB die Kapillare durch einen
permanenten Luftstrom gekihlt wurde, um eine eventuelle Ausgasung zu vermeiden
(vgl. Abschnitt 2.2.2).

Die verwendeten Silikat-Kapillaren stammten von der Firma CS-Chromatographie Service und
hatten, wie bereits erwahnt, einen AuBendurchmesser von 360 pm, bei verschiedenen
Innendurchmessern von 50 pm, 75 pm und 100 pum. Die duf3ere Oberflache der Kapillare war
zum mechanischen Schutz mit einer Polyimid-Schicht belegt, die am Detektor mit Aceton
entfernt werden mufte. Im Inneren waren die Kapillaren unbelegt, das hei8t nicht mit einer
Oberflachenbeschichtung versehen, die den elektroosmotischen Fluf3 verhindert (vgl. Abschnitt
2.2.3). Ferner wurden verschiedene Kapillarlangen bei unterschiedlichen Spannungen
untersucht. Man beachte die Polaritdt der Hochspannung in Abbildung 3-9. Wie bereits in der
Theorie erwéhnt (vgl. Abschnitt 2.2.3) war der elektroosmotische FIuR so stark, dal die zu
untersuchenden Anionen gegen das elektrische Feld der Hochspannung zur Kathode wanderten.

Dieser Effekt war aber durchaus gewollt, wie in Abschnitt 4.2.1 ndher erlautert werden wird.
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3.4 MeRwerterfassung

An dieser Stelle sollen einige Worte zur MeRwerterfassung erfolgen. Nachdem in den vorherigen
Abschnitten die ,,Hardware” der MeRanordnung vorgestellt wurde, soll die Software kurz
betrachtet werden. Das Spektrometer benétigte zum Betrieb einen Computer, auf dem eine
entsprechende Betriebssoftware lief. Mit dieser Software war eine automatisierte Messung
allerdings schwerlich zu realisieren. Glucklicherweise gab es vom Spektrometerhersteller ein
Softwaremodul, das die einfache Anbindung an die Programmiersprache’ LabView von
National-Instruments erlaubte. Gleichwohl multen zwei verschiedene Softwaresysteme
entwickelt werden, eines fur die zeitunabhangige Messung ohne Kapillarelektrophorese und ein
weiteres flr die zeitaufgeldsten Messungen mit Kapillarelektrophorese. Anhand der entwickelten
Programme lieRen sich weitgehend automatisierte Messungen durchftihren.

Neben diesen beiden Programmen, wurde noch eine weitere Software entwickelt. Sie bot die
Madglichkeit, die aufgezeichneten Spektren mathematisch auszuwerten. Die primére Aufgabe
bestand darin, eine eventuell schwankende Laserleistung zu detektieren und das Spektrum
gegebenenfalls zu korrigieren. Obwohl der Laser sehr zuverlassig arbeitete, wurde die Intensitét
seiner Linie permanent gemessen. Dieses fiel vergleichsweise einfach, da die Linie im
Spektrometer automatisch bei einer Ramanverschiebung von 0 cm™ aufgezeichnet wurde. Ferner
wurde bei allen Anordnungen auf der Empféngerseite zwischen Ruckstreuung der Probe und
Spektrometer ein Langpassfilter eingesetzt, so da die gestreute Laserlinie entsprechend
gedampft wurde und das Spektrometer nicht Gbersteuerte. Durch die Messung der Intensitat der
Laserlinie konnten alle Spektren auf eine definierte Laserintensitdt normiert werden, was eine
Vergleichbarkeit der Spektren sicherte. Desweiteren konnten neben einfachen statistischen
KenngroRen verschiedene Kurvenformen mit den Mefl3daten korreliert werden. Hierbei bot es
sich physikalisch an, die optischen Spektren mit einer Lorentz-Verteilung in Beziehung zu
setzen. Eine kurze erweiterte Betrachtung zu dieser Anndherung findet sich im Anhang dieser
Arbeit. Man beachte, dal? dieses Verfahren fiir alle Spektren der Arbeit verwendet wurde.
Lediglich Spektren, bei denen ein besonderes Augenmerk der Struktur der Linie geschenkt
wurde (vgl. z.B. Abschnitt 4.1.1), wurden unbehandelt untersucht und ausgewertet.

° Bei ,LabView* handelt es sich nicht im eigentlichen Sinne um eine Programmiersprache; es wird vielmehr eine Art
grafische Oberflache dargeboten, auf der nach bestimmten Regeln Programmablaufe definiert werden kdnnen.
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3.4.1 Software fur zeitunabhangige Messungen

Die zeitunabhangigen Messungen, also die Messungen ohne elektrophoretische Effekte, wurden
alle mit demselben Programmablauf durchgefiihrt. Da die Konzentration der Probe Uber die
MeRzeit nicht schwankte, konnten mehrere Spektren hintereinander aufgenommen werden.
Abbildung 3-10 zeigt den Programmablaufplan, der als einzige Besonderheit eine doppelte
Messung der Dunkelspektren, das heit ohne Laserstrahlung enthélt. Dieses diente im
wesentlichen dazu, in der Auswertung die beiden Dunkelspektren zu vergleichen; war die
Differenz zwischen beiden zu groB, so wurde das gemessene Streuspektrum verworfen. Als
Gegenargument kann natdrlich angefuhrt werden, dal3 sich beide Dunkelspektren zwar &hnlich
sind, dennoch aber zur Zeit des Streuspektrums ein erhohter Storanteil im Spektrum enthalten
war. Dem entgegenzusetzen ist lediglich die Erkenntnis, dal im Experiment deutlich zu sehen
war, dal3 bei kleinen Belichtungszeiten von einer Sekunde bis vier Sekunden die Qualitat der
Spektren mit einer oben beschriebenen Vorauswahl deutlich besser und reproduzierbarer war.
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Abbildung 3-10: Programmablauf fir die zeitunabhangigen Messungen.
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Bei groReren Belichtungszeiten danderte sich das Dunkelspektrum stérker, so daR ein
entsprechendes Dunkelstromkriterium nicht einsetzbar war. Fir Annahme und Ablehnung der
Spektren wurden verschiedene Toleranzen getestet. Als praktikabel erwies sich ein Wert, bei
dem sich die Dunkelspektren von mindestens 80% der Elemente nur jeweils um einen Wert von

63% (=1-e) unterscheiden.

3.4.2 Software fir zeitabhdngige Messungen

Fur die zeitabhangigen Messungen wurde ein separates Programm entwickelt. Es wurde
zunéchst versucht, auch bei den zeitabhangigen Messungen Dunkelspektren zu bestimmen. Es
stellte sich im Verlauf der Experimente heraus, da bei diesem MeRablauf aufgrund der
Geschwindigkeit der lonenwanderung Belichtungs- bzw. Integrationszeiten von hdchstens einer
Sekunde erlaubt waren. Ein entsprechendes Dunkelspektrum von einer Sekunde konnte nicht
mehr bestimmt werden, da die Gefahr bestand, ein am Detektor vorbeiziehendes
Konzentrationsmaximum nur an seiner Flanke zu messen und hierdurch zu einer falschen
Aussage zu gelangen. Kleinere Belichtungszeiten, bei denen die Messung des Dunkelstroms
moglich gewesen ware, lieferten wiederum ein deutlich schwécheres Signal und waren schlecht
reproduzierbar. Aus diesen Grinden wurden bei allen zeitabhdngigen Messungen Belichtungs-
bzw. Integrationszeiten von einer Sekunde angesetzt und kein Dunkelspektrum bestimmt, das
heil3t, keine Dunkelstromkorrektur durchgefiihrt. Dieses war fur die eigentliche MeRaufgabe
auch nicht nétig, da bei der Auswertung die einzelnen Spektren beziiglich der Zeit verglichen
wurden, und nur die Differenzen zu den vorhergehenden oder nachfolgenden Spektren von
Interesse waren. Unter Verwendung derartiger Vergleiche konnte auch der Silikathintergrund der
Kapillare im Streuspektrum als konstant angenommen und verrechnet werden. Der
Programmablauf bestand also im Kern nur in der Aufzeichnung und anschlieBendem Speichern
des Streuspektrums.
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4 Messungen

Der eigentliche Kern der Untersuchungen bestand in der Aufnahme verschiedener optischer
Spektren. Zu Beginn wurden Experimente in den verschiedenen in Abschnitt 3.2 beschriebenen
Anordnungen durchgefiihrt, wobei die Untersuchungen an den Kapillaren zundchst ohne
elektrisches Feld in der Kapillare stattfanden. Es kamen nicht nur die tatsdchlichen MeRlgsungen
zum Einsatz, der Vergleich verschiedener Belichtungszeiten geschah vielmehr aus Griinden der
Reproduzierbarkeit und der besseren Handhabung mit Ethanol. Bei diesen Messungen wurden
wichtige Erfahrungen tber Handhabung und MelRfehler beziiglich der optischen Systeme
gesammelt. AnschlieBend wurden die Versuche an den Aufbauten mit Kapillaren und unter
Einflul? der Elektrophorese durchgefiihrt.

Sowohl ohne als auch mit elektrischem Feld wurden jeweils separat verschiedene Nitrat- und
Sulfatlésungen untersucht. AbschlieBend wurden dann Experimente mit Gemischen

verschiedener Nitrat- und Sulfatlésungen durchgefihrt.

4.1 Untersuchungen mit verschiedenen optischen Anordnungen

Wie bereits erwahnt, wurde zundchst mit Hilfe von Ethanol untersucht, mit welcher Belichtungs-
bzw. Integrationszeit die Messungen effektiv durchzufiihren sind. Erwartungsgemalf liefert eine
lange Belichtungszeit auch eine hohe Maximalintensitat. Wurden die Spektren jedoch nach dem
in Abschnitt 3.4.1 vorgestellten Prinzip erfal3t, so ergab sich ein anderes Bild. Abbildung 4-1
zeigt das dunkelstromkorrigierte Ramanspektrum von Ethanol. Die dargestellten Spektren
wurden unter verschiedenen Integrationszeiten aufgezeichnet, weisen jedoch durch
Summenbildung alle eine gemeinsame Gesamtintegrationszeit von 32 Sekunden auf. Es ist
deutlich zu erkennen, dall die Spektren, die mit einer Integrationszeit von vier Sekunden
aufgezeichnet wurden, die groRte Intensitat™® haben. Bei héheren Integrationszeiten 148t sich eine
Erfassung gemaR Abschnitt 3.4.1 aufgrund der starkeren Anderung des Dunkelspektrums nicht
mehr durchfiihnren, wéhrend bei geringeren Zeiten weniger Strahlung vom Spektrometer
registriert wird. Mit der entsprechenden Vorauswahl der Spektren l&i3t sich somit eine deutliche
Steigerung der Intensitat der Mel3spektren realisieren. Aus diesem Grunde wurde fir alle zu
messenden Spektren der Versuchsreihen ohne elektrisches Feld eine Integrationszeit von vier
Sekunden gewahlt.

% Die Intensitat wird, sofern nicht anders angegeben, in Zahlerstanden (,counts) des Spektrometers angegeben. Auf
diese Weise konnten verschiedene Spektren gut verglichen werden.
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Es bleibt zu erwahnen, dal} die Abweichung der Intensitaten der Einzelspektren im Vergleich der
verschiedenen Integrationszeiten sehr gering war; sofern die Standardabweichung von Interesse

ist, findet sie sich in den Diagrammen oder Tabellen wieder.
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Abbildung 4-1: Ramanspektrum von Ethanol unter Verwendung verschiedener Integrations-
zeiten (unbehandelte Rohdaten des Spektrometers).

Ziel der Experimente war es, Konzentrationen unterschiedlicher Nitrat- und Sulfatldsungen zu
bestimmen. Zunéchst sollten diese mit verschiedenen optischen Anordnungen spektroskopisch
auf die Stérke ihrer Ramanstreuung untersucht werden. Hierzu wurden verschiedene optische
Anordnungen betrachtet (vgl. Abschnitt 3.2). Entweder unter Einsatz theoretischer Uberlegungen
und Berechnungen oder mit Hilfe von Experimenten kénnen die verschiedenen ramanaktiven
Ubergénge von Nitrat und Sulfat bestimmt werden. Die fiir diese Arbeit interessanten Ubergange
liegen laut Literatur fiir Nitrat bei einer Ramanverschiebung von 1050 cm™ und fiir Sulfat bei
996 cm™ [6],[7],[16],[19]. Beide Ubergénge variieren in ihrer Ramanverschiebung in
Abhangigkeit ihrer Kationen, so dal die Streubereiche nur ungeféhr angegeben werden koénnen.
Aus diesem Grund wurden mit der Sonde des Ramansystems zunéchst verschiedene Nitrat- und

Sulfatverbindungen untersucht.
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4.1.1 Sonde des Ramansystems

Das Ramansystem R2000 wurde mit einer speziellen Sonde (vgl. Abschnitt 3.2.1.a) ausgeliefert.
Mit dieser wurden sowohl invasiv als auch in verschiedenen Abstanden Uber der Probe
Messungen angestellt. Die erste Aufgabe bestand in der Untersuchung von Salzen mit
verschiedenen Kationen. Abbildung 4-2 zeigt den Mittelwert aus jeweils 100 Spektren von drei
0,1 molaren Nitratldsungen bei 20°C. Einerseits sind die Spektren unbehandelt dargestellt, das
heil3t nicht dunkelstromkorrigiert; andererseits sind im Inset-Bild die durch einen Lorentz-Fit

berechneten Ramanlinien der einzelnen Spektren abgebildet.

Intensitat [counts x 103]

L D L |
800 900 1000 1100 1200 1300
Ramanverschiebung [cm™]

Abbildung 4-2: Ramanspektren drei verschiedener Nitratidsungen (0,1 molar in Aqua Dest.) bei
einer Integrationszeit von 4 Sekunden. Im Inset-Bild sind die durch einen Lorentz-Fit
berechneten Ramanlinien dargestellt.

Wahrend Kaliumnitrat (KNO3z) und Ammoniumnitrat (NH4;NO3) anndhernd die gleiche
Ramanverschiebung aufweisen (1051 cm™ bzw. 1040 cm™), ist Natriumnitrat deutlich von ihnen
getrennt (1076 cm™). In den berechneten Raman-Linien in Abbildung 4-2 erkennt man jedoch
auch, dal die Intensitaten der Linien auf einem Niveau liegen, das sich von NaNO3; zu NH4;NO3
lediglich um ca. 11 counts unterscheidet. Es fallt auf, da im Falle des Ammoniumnitrats ein
starkes Storsignal im Spektrum vorhanden ist, das auch in abgeschwdachter Gestalt im
Kaliumnitratspektrum wiederzufinden ist. Das Natriumnitratspektrum hingegen hat nur ein

geringes Hintergrundsignal.
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Abbildung 4-3: Ramanspektren zwei verschiedener Sulfatldsungen (0,1 molar in Aqua Dest.) bei
einer Integrationszeit von 4 Sekunden. Im Inset-Bild sind die durch einen Lorentz-Fit berechneten
Ramanlinien dargestellt.

Um einen Vergleich zu erhalten, wurden anschlieBend mit K,SO, und Na,SO, zwei
Sulfatlésungen (0,1 molar) untersucht. Abbildung 4-3 zeigt die unkorrigierten Spektren der
beiden Verbindungen, ebenfalls ermittelt aus je 100 Einzelspektren bei 20°C, sowie die
berechneten Ramanlinien. Auch hier ist deutlich zu erkennen, dafl beide Verbindungen nur
wenig differieren, die Ramanverschiebungen jedoch mit 1001 cm™ und 1027 cm™ deutlich
auseinander liegen.

Die Abbildungen der verschiedenen Nitrat- und Sulfatverbindungen zeigen bewult die
unbehandelten Rohspektren. Aus dem Vergleich der Abbildungen sind einige wichtige
Erkenntnisse zu gewinnen: Zum einen ist bei beiden die Ramanverschiebung der
Natriumverbindungen groRer als die der Kaliumverbindungen. Die Ramanverschiebung von
Kaliumsulfat liegt nur unwesentlich neben der von Ammoniumnitrat. Es ist vorhersehbar, daf}
ein Gemisch von beiden nicht mehr eindeutig trennbar ist und somit keine Aussage Uber die
Zusammensetzung des Gemisches getroffen werden kann. Ferner ist zu bemerken, dal3 weder
Nitrat- noch Sulfatverbindungen in LOsung eine einheitliche Ramanverschiebung aufweisen.
Vielmehr variiert die Ramanverschiebung in Abhéangigkeit der Kationen. Immerhin 14t sich

feststellen, daB die Intensitat der Streuung, wie erwartet, unabhéngig von der Verbindung ist.
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Unter Bericksichtigung der obigen Aspekte und aufgrund der Erfahrung, dafl die
Natriumverbindungen im Verhéltnis zum Hintergrund das deutlichste Signal zeigten, wurden
die folgenden Versuchsreihen mit Natriumnitrat bzw. Natriumsulfat durchgefiihrt. Zuné&chst
wurden fur Natriumnitrat- und Natriumsulfatlosungen verschiedener Konzentrationen
Ramanspektren aufgezeichnet. Abbildung 4-4 zeigt die Ramanlinien der Natriumnitratlésungen
bei 1076 cm™, bestimmt aus 100 Spektren (Integrationszeit vier Sekunden) bei 20°C. Aus den
Spektren wird deutlich, dal? sich der lineare Zusammenhang zwischen Intensitit der Linie und
Konzentration der Losung bestatigt. In Abbildung 4-4 wurde bewuf3t eine hohe Aufldsung
bezlglich der Ramanverschiebung gewéhlt, um die Form der Ramanlinie betrachten zu kénnen.
Zundachst féllt auf, dall die Linie der Ramanstreuung bei kleiner werdenden Konzentrationen
immer weniger dem Linienprofil einer idealen Streulinie (vgl. Abbildung 2-6) genugt. Die
Halbwertsbreite der Linie variiert bei den Natriumnitrat-Messungen deutlich, wie in
Abbildung 4-4 im Vergleich zwischen den verschiedenen Konzentrationen gut zu erkennen ist.
Ferner verschiebt sich bei kleineren Konzentrationen das Maximum der Streulinie zu langeren
Wellenldngen. Schon aus diesen Erkenntnissen wird klar, dall eine einfache Messung der
Intensitat bei einer vorher definierten Ramanverschiebung nicht ausreicht. Vielmehr muf3 nach

der Aufnahme der Spektren eine entsprechende mathematische Nachbehandlung und Analyse

folgen.
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Aber auch unter Mithilfe dieser 14t sich eine Konzentrationsbestimmung fir eine 0,001 molare
Losung nicht mehr realisieren. Am Ende dieses Abschnittes ist eine genaue Bestimmung der
maximalen Auflésung zu finden. Neben den Natriumnitrat- wurden auch Natriumsulfatlésungen
untersucht. Abbildung 4-5 zeigt den Verlauf der Ramanlinien flir verschiedene
Losungskonzentrationen, wobei auch hier jeweils 100 Spektren (Integrationszeit vier Sekunden)
bei 20°C aufgezeichnet wurden. Die Ramanlinien des Natriumsulfats weisen im Vergleich zum
Natriumnitrat bei allen Konzentrationen eine einheitliche Ramanverschiebung bei 1027 cm™ auf,
wobei hier die einzelnen Linien ein im Sinne von Abbildung 2-6 deutliches und vor allem
einheitliches Profil zeigen. Die Intensitdt der Ramanlinien von Natriumsulfat ist zwar bei
gleichen Ldsungskonzentrationen im Vergleich zu Natriumnitrat geringer, wie in den
Abbildungen 4-4 und 4-5 zu erkennen ist, zeigt jedoch ebenfalls einen linearen Zusammenhang
zwischen Losungskonzentration und Stérke der Streuung. Auch im Falle von Natriumsulfat ist
eine 0,001 molare Lésungskonzentration nicht nachweisbar.

Im AnschluR an diese Untersuchungen wurde die Ramansonde nicht invasiv, sondern in
verschiedenen Abstanden Uber der Losung betrieben. Es wurde mit einer 0,1 molaren L&ésung
Natriumnitrat und anschlieRend mit einer 0,1 molaren Lésung Natriumsulfat untersucht, wie sich

verschiedene Abstande der Sonde Uber der Probe auf das Streusignal auswirken.
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Abbildung 4-6: Gemessene Streuintensitaten in verschiedenen Abstanden der Sonde Uber der
Probe fir eine 0,1 molare NaNO;-L6sung und eine 0,1 molare Na,SO,4-Lésung.
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Mit einer Mikrometerschraube wurden diese Abstdnde von 0,3 cm bis 1 cm variiert'.
Abbildung 4-6 zeigt den Verlauf der Streuintensitaten fur beide Losungen. Es zeigt sich, daR die
Signale bei 0,3 cm ungeféhr denen der invasiven Messungen entsprechen, wobei allerdings nicht
absolut ausgeschlossen werden kann, da die Sonde zum Teil auch hier mit der Probe in
Bertihrung kam und benetzt war. Bei einem Abstand der Sonde von 0,4 cm Uber der Probe zeigt
sich bei beiden Losungen ein Intensitatsmaximum, wéhrend die Signale bei gréieren Abstdnden
einen exponentiellen Abfall aufweisen. Mit dieser Erkenntnis wurden erneut verschiedene
Konzentrationen untersucht, um zu bestimmen, welche minimale Konzentration mit der Sonde
des Ramansystems noch nachzuweisen ist.

Abbildung 4-7 zeigt die gemessenen Ergebnisse der Intensitditen der Ramanlinie flr
Natriumnitratlosungen  unterschiedlicher Konzentrationen, wobei die eingezeichneten
Fehlerbalken den maximalen Abweichungen des Signals entsprechen. Das markierte
Hintergrundsignal entspricht dem gemittelten Streusignal von Aqua Dest. ohne Zugabe von
NaNQOjz. Es ist zu erkennen, da die geringen Konzentrationen von 0,001 molarer und
0,002 molarer Lésung sich nicht aus dem Hintergrund abheben und deshalb als nicht mehr

meRbar gelten.
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Abbildung 4-7: Intensitdten von NaNOs-Lésungen unterschiedlicher Konzentration, gemessen
mit der Sonde des Raman-Systems in 4mm Abstand Uber der Probe.

1 Ein Abstand von weniger als 0,3 cm konnte nicht realisiert werden, da bei allen Versuchen diesen oder einen
geringeren Abstand einzustellen, die Probe bereits die Sonde benetzte.
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Im Falle hoherer Konzentration heben sich die gemessenen Intensitaten dann aber deutlich vom
Hintergrund ab. Lediglich bei der 0,003 molaren Losung liegen noch einige der gemessenen

Spektren im Bereich des Hintergrundes, wie am dargestellten Fehlerbalken abzulesen ist.

Dieselben Untersuchungen wurden fir Natriumsulfatldsungen verschiedener Konzentration
durchgefuhrt. Abbildung 4-8 zeigt die Ergebnisse. Aufgrund des schwécheren Signals ist schon
eine 0,003 molare Konzentration nicht mehr vom Hintergrund (auch hier das Signal von reinem
Aqua Dest.) zu unterscheiden. Einige Spektren, die mit der 0,004 molaren Lésung gemessen
wurden, lagen noch im Bereich des Hintergrundes. Erst bei Konzentrationen oberhalb der

0,005 molaren Lésung waren Signal und Hintergrund in jedem Fall deutlich zu trennen.
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Abbildung 4-8: Intensitdten von Na,SO,4-L6sungen unterschiedlicher Konzentration, gemessen
mit der Sonde des Raman-Systems in 4mm Abstand Uber der Probe.

Die Untersuchungen mit der Sonde des Ramansystems fiihrten somit zu folgende Erkenntnissen:
Die Messungen in einem Abstand von 4 mm Uber der Probe ergaben deutlich bessere Ergebnisse
als die Untersuchungen mit einer invasiv eingesetzten Sonde. Die Nachweisgrenzen beziglich
reiner Losungen liegen im Fall der tber der Losung befindlichen Sonde bei 0,003 molarer

Natriumnitratlésung bzw. 0,004 molarer Natriumsulfatlosung.
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Allerdings lagen bei diesen Konzentrationen nicht alle gemessenen Spektren oberhalb des
Hintergrundsignals. Dies ist erst bei 0,004 molarer Natriumnitratiésung und bei 0,005 molarer
Natriumsulfatlésung der Fall. Es soll an dieser Stelle angemerkt werden, dal} sowohl fur die
verschiedenen Natriumnitrat- als auch Natriumsulfatldsungen die Temperatur der Probe in einem
Bereich von 10°C bis 30°C variiert wurde. Anschlieende Messungen der Intensitaten ergaben
keine bemerkbare Temperaturabhéngigkeit. Trotzdem wurde darauf geachtet, da bei allen

Messungen die Losungstemperatur in einem einheitlichen Bereich lag.

4.1.2 Separate optische Anordnungen
Die separaten Optiken waren in der in Abschnitt 3.2.1b vorgestellten Anordnung aufgebaut. Da

die aufgenommenen Spektren dieselbe Gestalt wie bei der Sonde des Ramansystems hatten, soll
an dieser Stelle auf eine Darstellung der einzelnen Spektren verzichtet werden. Es ist auch hier
vielmehr von Interesse festzustellen, welche Konzentrationen mit der Anordnung noch bestimmt
werden kénnen. Die Besonderheit dieser Anordnung beruht darauf, dal} sie zum einen in einer
45°-Anordnung eingesetzt wurde, zum anderen aber auch in einem Winkel von 90°, wodurch es
moglich wurde, eine mit der Probe geflllte Kapillare zu untersuchen (vgl. Abschnitt 3.2.2).
Schlielich wurde noch der Aufbau mit Kugellinsen an einer Kapillare ohne elektrisches Feld

untersucht.

4.1.2.a Separate optische Anordnungen ohne Kapillare
Zundachst wurden die Ramanspektren der optischen Anordnungen ohne Einsatz einer Kapillare

betrachtet. Hierzu wurden beide Linsensysteme direkt auf einen gemeinsamen Brennpunkt auf
der Probe fokussiert. Als erstes wurden die Spektren der Natriumnitratlosung aufgezeichnet.
Auch hier zeigte sich bei htheren Konzentrationen wieder ein linearer Zusammenhang zwischen
Konzentration der Losung und Intensitat der Ramanstreuung. Ebenso lieR sich auch unter Einsatz
dieser Optik eine Verschiebung der Ramanstreuung zu grélReren Wellenldngen in Abhdngigkeit
der Losungskonzentration von Natriumnitrat beobachten, wie sie auch im Falle der Sonde des
Ramansystems aufgetreten ist (vgl. Abbildung 4-4). Diese Verschiebung wurde hingegen bei
Losungen von Natriumsulfat auch an den separaten Optiken nicht beobachtet.

Um die Grenzwerte der Empfindlichkeit zu untersuchen, wurden dieselben Losungen eingesetzt,
die im Einsatz der Sonde des Ramansystems Verwendung fanden. Abbildung 4-9 zeigt die
Abhéngigkeit der Intensitdt der Ramanlinie von der Konzentration der Natriumnitratlésungen.
Auch hier existiert ein Hintergrundsignal, welches mit reinem Aqua Dest. bestimmt wurde.
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Abbildung 4-9: Intensitaten von NaNOs-Lésungen unterschiedlicher Konzentration, aufgenommen
mit der separaten Optik in einer 45°-Anordnung.
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Abbildung 4-10: Intensitaten von Na,SO,4-Lésungen unterschiedlicher Konzentration, aufgenommen
mit der separaten Optik in einer 45°-Anordnung.
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Es wird deutlich, dafll die Intensitat der Streusignale ebenfalls sehr hoch ist, obwohl im
Strahlengang der Anregungsoptik ein Interferenzfilter verwendet wird, das die Strahlung, die aus
der Faser austritt, um die Halfte abschwécht. Dennoch ist die verbleibende Strahlung durch das
Fokussieren auf einen Brennpunkt von einem Durchmesser von ca. 0,5 mm so stark, dal das
Streusignal sehr intensiv ist. Es mul} allerdings gesagt werden, daR es in der Praxis sehr schwer
zu realisieren ist, den Brennpunkt der Empfangeroptik ebenfalls genau auf den Brennpunkt der
Anregungsoptik fallen zu lassen. In der Regel ist der Brennpunkt der Empféngeroptik ein wenig
grofer und wird sukzessive auf der Probe verschoben, bis das Ramansignal die groRte Intensitat
aufweist. Ebenso wurden Intensitdten fur die Natriumsulfatldsungen verschiedener
Konzentrationen bestimmt. Abbildung 4-10 zeigt die gemessenen Werte. Betrachtet man die
Abbildungen, so erkennt man, da mit der 45°-Anordnung fir Natriumnitrat eine 0,002 molare
Losung und fir Natriumsulfat eine 0,003 molare Lésung noch eindeutig nachweisbar sind, und
damit eine deutliche Verringerung der Nachweisgrenze in Vergleich zu den anderen

Anordnungen gelungen ist.

4.1.2.b Separate optische Anordnungen mit Kapillare
Neben der 45° Ausrichtung ohne Kapillare wurde die optische Anordnung auch in einem 90°

Winkel um die 100 um Kapillare eingesetzt, und diese anschlieBend mit der Probe gefiillt.
Abbildung 4-11 zeigt das Streusignal fur die Natriumnitratldsungen. Man beachte, dall die
eingesetzten Konzentrationen zehnmal so stark sind wie im 45° Fall; die Intensitat der
Streustrahlung also sehr viel schwacher ist. Dieses liegt zum einen am geringeren Streuvolumen
und zum anderen daran, dal’ sich der Laser nicht gezielt nur auf das Streuvolumen fokussieren
lie3. Der Durchmesser des Brennpunktes betrug ca. 0,5 mm, wéhrend der AuRendurchmesser der
100 pum Kapillare bei 0,36 mm lag. Zum anderen fallt auf, daR das Hintergrundsignal erheblich
hoher ist. Dieses liegt zum groRten Teil daran, dal} das Silikat der Kapillare durch seine Streuung
ein Hintergrundsignal entstehen I&R3t, das nicht durch die Filteranordnung beseitigt werden kann
(vgl. Abschnitt 3.2). Abbildung 4-12 zeigt dieselben Messungen fiir die Natriumsulfatlésungen.
Auch hier macht sich der erhéhte Hintergrund und das schwéchere Signal bemerkbar.
Die 90°-Anordnung ist fur Messungen ohne elektrisches Feld den beiden vorherigen deutlich
unterlegen. Sie wurde an dieser Stelle lediglich aus Grinden der Vergleichbarkeit fur die

Messungen an den Kapillaren durchgefihrt.
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Abbildung 4-11: Intensitaten von NaNO;-Lésungen unterschiedlicher Konzentration, aufgenommen
mit der separaten optischen Anordnung im 90° Winkel um die 100 um Kapillare.
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Abbildung 4-12: Intensitdten von Na,SO,-Lésungen unterschiedlicher Konzentration, aufgenommen
mit der separaten optischen Anordnung im 90° Winkel um die 100 pum Kapillare.
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4.1.3 Optische Anordnung mit Strahlteiler
Die optische Anordnung mit Strahlteiler soll an dieser Stelle der Vollstandigkeit wegen erwahnt,

aber nur kurz diskutiert werden. Auch an ihr wurden analog den vorhergehenden Optiken
charakterisierende Untersuchungen mit Natriumnitrat- und Natriumsulfatlésungen durchgeftihrt.
Diese kamen aber zu sehr unbefriedigenden Ergebnissen. Die Nachweisgrenzen, die mit diesem
Aufbau erreicht wurden, lagen im Fall von Natriumnitrat bei einer 0,05 molaren Ldsung und bei
Natriumsulfat bei einer 0,07 molaren Losung. Der erhoffte Vorteil dieses Aufbaus beruhte darin,
dal} durch den Strahlengang (vgl. Abbildung 3-7) sowohl Anregungs-, wie auch Empfangsoptik
auf einen gemeinsamen Punkt fokussiert sind. Es stellte sich aber heraus, daR diesem Vorteil ein
deutlich hoheres Hintergrundsignal und ein schwaches Streusignal gegeniberstanden. Dieses
mag auch daran liegen, dal3 die Anregungsoptik im Interferenzfilter die Halfte ihrer Intensitét
einbiRt und auf ihrem weiteren Weg dann im Strahlteiler noch einmal halbiert wird, so dal} nur
25% der Ausgangsleistung auf die Probe strahlen. Desweiteren erreicht auch nur die Hélfte der
Streustrahlung die Empfangsoptik, bzw. das Spektrometer, da die andere Hélfte ebenfalls im
Strahlteiler durch Reflexion in die ,falsche® Richtung verloren geht. Aufgrund des schlechten
Ergebnisses fur den Fall ohne Kapillare, also bei direkter Fokussierung auf die Oberflache der
Probe, wurde der Fall einer in der Kapillare enthaltenen Probelésung gar nicht erst untersucht.
Dieses Ergebnis wirde weit unter dem der optischen Anordnung im 90° Winkel liegen und war
somit nicht interessant fur die vorliegende Arbeit.

4.1.4 Optische Anordnung mit Kugellinsen
Als letzte der verschiedenen optischen Anordnung wurden die Kugellinsen betrachtet. Wie oben

bereits erwahnt, wurde die Optik nur an Kapillaren untersucht. Auch wenn sich Aufbau und
Handhabung als dufRerst schwierig erwiesen, war festzustellen, daR eine ausgerichtete Optik flr
die Kapillare die besten Ergebnisse aufwies. Die Brennpunkte der an die Kapillare grenzenden
Kugellinsen lagen genau im Inneren der Kapillare. Das eigentliche Problem bestand darin, die
Brennpunkte so aufeinander zu fixieren, dal} ein maximales Streusignal resultierte. Diese
Einstellung wurde mittels verschiedener Feinmechaniken realisiert. Die Kapillare war im
optischen Aufbau fixiert und wurde bei den Versuchen ohne elektrisches Feld in der Kapillare
durch Uberdruck mit der Probe gefiillt. Abbildung 4-13 zeigt die aufgezeichneten Intensitéiten
der verschiedenen Nitratkonzentrationen. Es fallt auf, dal das Hintergrundsignal durch das

streuende Silikat der Kapillare vergleichsweise hoch ist.
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Abbildung 4-13: Intensitdten von NaNOj3-Lésungen unterschiedlicher Konzentrationen, aufgenommen
mit der optischen Anordnung mit Kugellinsen an einer 100 um Kapillare.
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Abbildung 4-14: Intensitaten von Na,SO,-Lésungen unterschiedlicher Konzentrationen, aufgenommen
mit der optischen Anordnung mit Kugellinsen an einer 100 um Kapillare.
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Die Streuung der Intensitdten fir die einzelnen Konzentrationen (symbolisiert durch die
Fehlerbalken) sind verhéltnisméaRig gering, obwohl im Falle dieser optischen Anordnung die
einzelnen Mittelwerte deutlich weiter von der Regressionsgerade entfernt liegen. Auch im Fall
der untersuchten Sulfatkonzentrationen, deren Intensitdten in Abbildung 4-14 dargestellt sind,
weisen die Spektren eine geringere Streuung ihrer Intensitaten auf, liegen aber auch hier teils
weit von der mittleren Regressionsgerade entfernt. Insgesamt liefert die optische Anordnung mit
Kugellinsen ein herausragendes Ergebnis, da die gemessenen Streuintensitaten trotz des geringen
Streuvolumens in der 100 um Kapillare verhaltnismaRig hoch liegen. Es lassen sich ohne
Elektrophorese in ihr 0,006 molare Natriumnitrat- und 0,007 molare Natriumsulfatlésungen
nachweisen. Das Problem des sehr hohen Hintergrundsignals 4Rt sich bei den
elektrophoretischen Messungen als konstante Stérung aus dem Spektrum entfernen, so dafR
lediglich das Hintergrundsignal des Aqua Dest. als Stérung im Spektrum verbleibt. Diese ist aber
vergleichsweise gering (vgl. Abschnitt 4.2.3). Vergleicht man die beiden Aufbauten, die an den
Kapillaren untersucht wurden, so laBt sich eindeutig feststellen, dal} die Anordnung mit
Kugellinsen aufgrund ihrer geringeren Nachweisgrenze im Fall der elektrophoretischen

Messungen eingesetzt werden sollte.
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4.2 Messungen mit elektrischem Feld in der Kapillare

Im vorherigen Abschnitt wurden verschiedene optische Anordnungen untersucht und bestimmt,
welche geringsten Konzentrationen verschiedener Natriumnitrat- und Natriumsulfatlésungen mit
ihnen noch nachweisbar sind. Es stellte sich heraus, dal} fiir die Ramanspektroskopie an einer
Kapillare der optische Aufbau mit Kugellinsen die besten Ergebnisse lieferte. In diesem Kapitel
geht es nun darum, mit Mitteln der Elektrophorese die Nachweisgrenze der Anordnung mit
Kugellinsen zu erh6hen. Wie schon in Abschnitt 2.2.3 erwahnt, wurde die Polaritat und Stéarke
der Hochspannung so gewahlt, dal} die zu untersuchenden Anionen der Natriumnitrat- und
Natriumsulfatlésungen mit dem elektroosmotischen Flul zur Kathode wandern. Darlber hinaus
wurde die Probe durch ein spezielles Verfahren kinstlich angereichert, so dal die streuende
Probe von hoherer Konzentration und somit ihr Signal intensiver war. Hierzu wird im folgenden
das experimentelle Verfahren der Probeanreicherung vorgestellt. Die sich daran anschlieRenden
Abschnitte beschéftigen sich mit den verschiedenen elektrophoretischen Messungen an
Natriumnitrat- und Natriumsulfatlésungen. Zum AbschluR der Messungen wurden letztendlich
einige Untersuchungen mit unterschiedlichen Mischungen aus Natriumnitrat und Natriumsulfat-

I6sungen angestellt.

4.2.1 Verfahren der Probeaufgabe
Bei allen elektrophoretischen Untersuchungen wurde die Kugellinsen-Optik verwendet.

Betrachtet man das Streusignal fur verschiedene Losungskonzentrationen, wie es in Abbildung
4-13, bzw. Abbildung 4-14 dargestellt ist, so 1aRt sich in erster Linie zwar ein Gemisch aus
Natriumnitrat und Natriumsulfat elektrophoretisch trennen, eine nennenswerte Verringerung der
Nachweisgrenze ist allerdings nicht zu erwarten. Um diese herabzusetzen, wurde in den
elektrophoretischen Untersuchungen eine spezielle Methode der Probeanreicherung (engl.
»oample Stacking” benutzt. Dieses Verfahren wird auch als ,Probeanreicherung mit
Feldumkehr* bezeichnet [23],[37]. Abbildung 4-15 zeigt die prinzipiellen vier Phasen im
Verlauf einer Probeaufgabe. Anhand dieser Grafik a3t sich auBerdem anschaulich darstellen,
warum es zu einer sogenannten ,,Aufkonzentrierung® kommt, und wie die eigentliche Migration

der lonen in der Kapillare aussieht.
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Abbildung 4-15: Schematische Darstellung der Probenanreicherung durch Feldumkehr. Dargestellt sind
nur die in Losung befindlichen Anionen. Die Kapillare ist bei Injektion der Probe bereits mit dem Puffer-
elektrolyten gefullt.

Zunachst wird in Phase eins die Probe hydrodynamisch durch geringen Uberdruck in die
Kapillare gefillt. Diese Befillung kann fast vollstandig geschehen, so dal} die Kapillare fast
ausschlieBlich mit der Probeldsung gefiillt ist. Anschliel’end wird noch ein ,, Tropfen* des Puffers
in die Kapillare gegeben. In Phase zwei wird ein elektrisches Feld an die Kapillare angelegt. Die
Stérke des Feldes wird so gewéhlt, dalR der entstehende elektroosmotische FluRR groRer ist als die
elektrophoretische Wanderung der lonen. Hierdurch werden auch die Anionen zur Kathode
migrieren. Entgegen den Uberlegungen aus Abschnitt 2.2.4 wird ein Puffer mit hoherer

Konzentration und daraus resultierend mit hoherer Leitfdhigkeit gewahit.
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Sein Widerstand ist kleiner als der Widerstand der Probe, so daR das elektrische Feld in einem
hoheren Malie Uber der Probe abféllt. Diese flhrt dazu, dal’ die Probe-lonen an der Grenzschicht
zwischen Probe und Puffer aufkonzentriert werden. In Phase drei ist deutlich zu erkennen, daf3
sich die Anionen der Probe an der Grenze zum Puffer sammeln. Verfolgt man den Strom, der
durch die Kapillare flief3t, so ist erkennbar, dal} er sich immer mehr dem Maximalstrom, das
heil3t dem Strom einer Kapillare mit Puffer aber ohne Probe, ndhert. Hieran kann man ablesen,
wann die Probe in einem engen Bereich aufkonzentriert ist. Die Literatur gibt hierfur einen Wert
von 90% des Maximalstroms an [23]. Dieser hat sich auch in den durchgefiihrten
Untersuchungen bewahrt. Langere Wartezeiten kdnnen dazu fihren, dal} die Probe den Puffer
verlalit und somit die Messung nicht mehr durchfiihrbar ist. Letztendlich wird in Phase vier das
elektrische Feld wieder umgepolt, und die Schicht der aufkonzentrierten lonen wandert bedingt
durch den elektroosmotischen FluR zur Kathode. Auf diesem Weg kann ihre Ramanstreuung
dann am Detektor gemessen werden.

In der Literatur werden Konzentrationsgewinne um den Faktor 2000 angegeben. In den
durchgefihrten Untersuchungen wurden mit auf die MelRaufgabe abgestimmten Parametern je
nach Kapillare tatséchlich auch Konzentrationssteigerungen um den Faktor 1400-2000 erreicht.
Um Erfahrung zu gewinnen, wurden zunéchst verschiedene Vorversuche durchgefihrt. Diese
sollten AufschluR dartber geben, wie die verschiedenen Parameter sich auf das Mal} der
Probeanreicherung auswirken. Die Parameter, die variiert wurden, waren der Uberdruck der
Probeinjektion und die dazugehorige Zeit, die Stdrke des elektrischen Feldes bei der
Aufkonzentrierung, der Zeitpunkt der Feldumpolung, sowie die Konzentrationsverhaltnisse
zwischen Puffer und Probe. Die genannten Parameter wurden jeweils einzeln verandert und das
elektrophoretische Verhalten einer 0,01 molaren Natriumnitrat- und einer 0,01 molaren
Natriumsulfatlésung untersucht. Die einzelnen Kapillaren wurden wie bei allen Untersuchungen
zwischen den Messungen zunéchst mit 0,1 molarer Natronlauge gespult. AnschlieRend durchflof3

die verwendete Pufferldsung Uber einen Zeitraum von mehreren Minuten die Kapillare.

4.2.1.a Probeinjektion
Die Probeinjektion war ein vergleichsweise einfach zu untersuchender Punkt, dem aber dennoch

eine sehr groRe Bedeutung beizumessen ist. Letztendlich bestimmte die Injektion der
Probemenge zum grofiten Teil die Reproduzierbarkeit der Messungen und Ergebnisse. Es galt
herauszufinden, mit welchem Uberdruck und wie lange man die Probe in die Kapillare

eindringen lassen mufite, um eine gute Qualitat der Messungen zu gewahrleisten.
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Da verschiedene Kapillarlangen verwendet wurden, jedoch alle Langen vergleichbar sein sollten,
wurde an drei Kapillaren mit Innendurchmessern von 50 pm, 75 pum und 100 pm zunéchst
untersucht, wie lange die Probe bendtigt, um in der Kapillare diese 10 cm zuruckzulegen. Hierzu
wurden die Kapillare jeweils mit einem Puffer von 0,1 molarer Natriumchloridlésung gefullt
(vgl. auch Abschnitt 4.2.1.c) und unter einem Druck von 50 mbar, realisiert durch eine 50 cm
Wasserséule, die 0,01 molare Natriumnitrat- bzw. Natriumsulfatlésung in die Kapillare gegeben.
Mit der Detektoroptik wurde dann anhand des Ramanspektrums die Zeit bestimmt, wahrend der
die Probeldsung die 10 cm Strecke zwischen Inlet und Detektor zuriickgelegt hatte. Tabelle 4-1

zeigt die gemessenen Zeiten fir beide Probelésungen (ermittelt aus 15 Vergleichsmessungen).

Innendurchmesser | 50 um  75um  100pm

Nitrat

Zeit 312s 117s 71s

Abweichung +14s +9s +7s

100 nl-Zeit ~159s ~265 ~9s
Sulfat

Zeit 293 s 98 s 63 s

Abweichung +15s +11s +8s

100 nl-Zeit ~150s ~22s ~8s

Tabelle 4-1: Laufzeiten der 0,01 molaren Natriumnitrat- und Natriumsulfatlésungen in
verschiedenen Kapillaren bei Injektion mit 50 mbar Uberdruck und Zeiten, die fiir ein
Fullvolumen von 100 nl bendtigt werden.

Es fallt auf, dal? die groRere Kapillare eine groliere Abweichung in den Zeiten hat. Sie betrégt im
Fall von Sulfat tiber 12%, wéhrend die Zeiten fur die gleiche Losung in der kleinen Kapillare nur
um 5% variieren. Derselbe Effekt wird auch bei Nitrat beobachtet, wobei die Abweichungen hier
deutlich geringer sind. In Tabelle 4-1 sind ebenfalls die errechneten Zeiten angegeben, die
bendtigt werden, um die Kapillare mit ca. 100 nl Probelésung zu fiillen. Fir die folgenden
Untersuchungen wurde aus Griinden der Vergleichbarkeit jeweils eine 100 nl Befiillung
angestrebt. Da die Viskositat im Sinne der Aufgabe zu geringeren Konzentrationen nur wenig

variiert, wurde auch dort mit den gleichen Zeiten gearbeitet.
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4.2.1.b Parameter der Aufkonzentrierung
Die Parameter der Aufkonzentrierung betreffen im wesentlichen die Feldstarke des umgepolten

Feldes (vgl. Abbildung 4-15) und die Dauer, die dieses auf die Probe wirkt. AuBerdem darf an

dieser Stelle nicht unerwéhnt bleiben, dal® jeweils im Anschlul an die Probeaufgabe ein
Puffervolumen von ca. 50 nl in die Kapillare gegeben wurde. Dieses diente zum einen als
Aufkonzentrierungsgrenze, zum anderen brachte es aber auch die Sicherheit, da die Probe
selbst bei langerer Einwirkung des umgepolten Feldes die Kapillare nicht verlaft.

Die Feldstarke mulite so gewahlt werden, dall der elektroosmotische Flul3 im Falle eines
0,1 molaren Natriumchlorid-Pufferelektrolyten so stark war, da er die Nitrat- und Sulfat-
Anionen mit zur Kathode zog. Eine zu grolle Feldstarke war auf der anderen Seite aber
unerwuinscht, da sie in der Praxis dazu fuhrte, daR® die Aufkonzentrierung und dadurch auch die
eigentlichen Messungen in einem bedeutend geringeren Male reproduzierbar waren. Um das
Mal der elektrischen Feldstarke zu bestimmen, wurde in die verschiedenen Kapillaren jeweils
eine Probemenge von 100 nl injiziert und anschliefend ein konstantes elektrisches Feld angelegt.
Der Detektor befand sich in dieser Anordnung an der Kathode. War das Feld so schwach, dal3
der elektroosmotische FIul® geringer als die elektrophoretische Migration der lonen war, so
erreichten die Anionen niemals den Detektor. Es stellte sich heraus, daf sowohl bei Nitrat, als
auch bei Sulfat eine Feldstarke von 150 V@m™ ein gutes Mittel bildete. Diese konnte mit der
vorhandenen Spannungsversorgung auch noch bei den langeren Kapillaren problemlos realisiert
werden. Der Punkt der endgiltigen Feldumkehr wurde mit dem Literaturwert 90% des
Maximalstroms Ubernommen. Hierzu wurde vor den eigentlichen Untersuchungen der
verschiedenen Kapillare zunéchst der jeweilige Strom gemessen, der durch die Kapillare flof3,
wenn diese ausschliellich mit dem Pufferelektrolyten gefullt war. Anhand dieses Wertes wurde

dann entsprechend ftr die jeweilige Kapillare die 90% Grenze bestimmit.

4.2.1.c_Verwendeter Trennpuffer
In den Voruntersuchungen war einer der wichtigsten und auch schwierigsten Punkte, einen

geeigneten Pufferelektrolyten zu finden. Zum einen hatte er die Aufgabe, die Banden am
Detektor durch den Effekt der Elektrodispersion nicht zu breit werden zu lassen
(vgl. Abschnitt 2.2.4). Zum anderen mufte er aber auch einen starken elektroosmotischen Fluf3

hervorrufen, so dal? Nitrat- und Sulfat-Anionen durch ihn zur Kathode gezogen werden.
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Herkémmliche elektrophoretische Trennsysteme arbeiten in der Regel bei der Trennung von
Anionen mit einem Puffer, der aus Chromat/Schwefelsaure-Gemischen in verschiedenen
Konzentrationen besteht. Diese Puffer waren bei der Detektion mittels Ramanstreuung nicht zu
verwenden, da Chromat selbst bei 904 cm™ eine Ramanlinie besitzt, welche die
durchzufthrenden Untersuchungen an Nitrat und starker noch an Sulfat stéren wirde.
Stattdessen wurde ein Pufferelektrolyt bestehend aus einer Natriumchloridlésung verwendet, der
sich nicht stérend im Ramanspektrum bemerkbar machte [38].

Es wurden zu Beginn jeweils die 0,01 molare Natriumnitrat- und Natriumsulfatlosung mit
verschiedenen Pufferkonzentrationen untersucht. Die Messungen fanden an einer Kapillare mit
75 um Innendurchmesser und einer Lange (Inlet/Detektor) von 20 cm statt, die einem
elektrischen Feld von 150 VI@m™ ausgesetzt wurden. Entsprechend den Uberlegungen der
vorherigen Abschnitte wurde zunachst die Probe durch Uberdruck in die Kapillare injiziert.
AnschlieBend wurde zusatzlich Pufferelektrolyt in die Kapillare gegeben und die Probe geméR
dem oben geschilderten Verfahren aufkonzentriert. Als Pufferelektrolyt wurden
Natriumchloridlésungen in den Konzentrationen 0,5/ 0,1 / 0,05 und 0,01 molar untersucht. Am
Detektor wurde die Intensitdt der Ramanstreuung im Bereich der Nitrat- bzw. Sulfatlinie
gemessen.

Es mul3 an dieser Stelle erwahnt werden, dafl die Ramanlinien fur Nitrat und Sulfat merkbar
gegentiber den reinen Natriumlésungen verschoben waren. Die Nitratlinie trat nicht bei
1076 cm™, sondern bei 1060 cm™ auf. Ebenso erschien die Sulfatlinie bei 1005 cm™ und nicht
bei 1027 cm™. Dieser Effekt war unabhangig von der Pufferkonzentration zu beobachten, so da®
die Natriumchloridldsung keinerlei Auswirkungen auf das Streuverhalten zu haben scheint. Fir
eine erweiterte Betrachtung sei hier auf Abschnitt 5.2 verwiesen.

Abbildung 4-16 zeigt die zeitlichen Verldufe der Intensitdt am Detektor fir Nitrat,
Abbildung 4-17 entsprechend fur Sulfat. Das Spektrometer verwendete eine Integrationszeit von
einer Sekunde. Da die Probelésungen in den Versuchen in Abhéangigkeit von der
Pufferkonzentration verschiedene Laufzeiten hatten, wurde der Nullpunkt der Zeitachse auf die
Intensitdtsmaxima der einzelnen Spektren bezogen. Ferner wurde das Spektrum beztiglich des
Hintergrundsignals korrigiert, das heit sowohl Silikathintergrund als auch die Streuung des
Puffers wurden aus dem Signal entfernt. Bei beiden Probeldsungen fuhrte ein 0,5 molarer Puffer
zu einem zu starken Strom. Die entstehende Joulesche Warme verursachte ein Ausgasen des
Puffers. Dieses fuhrte zur Unterbrechung des Stromes, so dall keine elektrophoretischen

Messungen moglich waren.
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Abbildung 4-16: Zeitlicher Verlauf des Nitrat Streusignals fiir verschiedene Pufferkonzentrationen
des NaCl-Elektrolyten (Der Nullpunkt der Zeitachse wird durch die maximale Intensitat bestimmt).
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Abbildung 4-17: Zeitlicher Verlauf des Sulfat Streusignals fur verschiedene Pufferkonzentrationen
des NaCl-Elektrolyten (Der Nullpunkt der Zeitachse wird durch die maximale Intensitat bestimmt).
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Ein Puffer von 0,1 molarer Losung fiihrte in beiden Féllen zu einer weiteren Aufkonzentrierung
der Probe und somit zu einer weiteren Verstarkung des Streusignals. Die Streusignale bei
geringeren Pufferkonzentrationen hingegen fielen deutlich niedriger aus. Es fallt auf, daf} im Fall
von Sulfat der zeitliche Verlauf steil ansteigt und dann vergleichsweise langsam abfallt, wahrend
bei Nitrat genau das Gegenteil der Fall ist. Ein méglicher Grund hierfir liegt in den Mobilitaten
der in der Losung vorhandenen Anionen. Der Puffer enthdlt Chlor, das mit seiner Mobilitat
genau zwischen Nitrat (kleinere Mobilitat als Chlor) und Sulfat (groRere Mobilitat als Chlor)
liegt (vgl. Tabelle 2.2).

Ist der Puffer von hoherer Konzentration als die Sulfatprobe, so migriert bei der eigentlichen
Elektrophorese in erster Linie an der Grenze Probe/Puffer die aufkonzentrierte Sulfatfront. Da
die Sulfat-lonen aber eine héhere Mobilitat haben, migrieren sie starker als die Chlor-lonen des
Puffers mit dem elektrischen Feld, also gegen den elektroosmotischen Fluf3. Dieses flihrt zu
einem ,weichen* Abklingen der Intensitdten am Detektor. Betrachtet man Nitrat, so migrieren
Nitrat-lonen aufgrund ihrer geringeren Beweglichkeit starker mit dem elektroosmotischen Fluf3
als die Chlor-lonen. Dieses fiihrt dazu, daR bei Nitrat die Intensitaten vor dem Maximum leicht
ansteigen und danach steil abfallen. Beide Félle treten aber nur auf, wenn die Feldstérke in Probe
und Puffer unterschiedlich ist, da die Unterschiede der Mobilitdten sich nur in diesen Féllen
deutlich bemerkbar machen [23]. Bei der hohen Pufferkonzentration von 0,1 molarer
Natriumchloridlésung im Verhaltnis zu den 0,01 molaren Probe ist dieses letztendlich der Fall.
In den durchgefiihrten Untersuchungen konnten diese Verlaufe am Detektor dann aber nur zum
Teil beobachtet werden. Um (berhaupt Spektren mit entsprechenden Intensitaten zu erhalten,
mufte das Spektrometer mit einer Integrationszeit von einer Sekunde betrieben werden, so dal3
der Verlauf nur mit geringer zeitlicher Auflésung bestimmt werden konnte. Eine hohere
Abtastrate wiirde mit hoher Wahrscheinlichkeit auch ein besseres Bild liefern, das dann eher den
obigen Uberlegungen geniigen wiirde.

Ist der Puffer von gleicher Konzentration wie die Probe, so sind derartige Effekte nicht zu
beobachten. Sowohl bei Nitrat als auch bei Sulfat steigen die Intensititen gleichmé&Rig an und
fallen anschlielend auch gleichmalRig wieder ab. In diesem Fall bleibt die Aufkonzentrierung der
Probe erhalten, wird aber in einem starken Malie symmetrisch um die Maximalintensitét verteilt,
da die Feldstarken des Puffers und der Probe durch die gleichen Konzentrationen dieselbe

Groélenordnung haben.
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Ein Puffer geringerer Konzentration bereitet zum einen schon Probleme bei der
Aufkonzentrierung, zum anderen sind die Feldstarken im Puffer sehr viel groRer als in der Probe,
so daB sowohl bei Nitrat als auch Sulfat die Probe gleichermalien auseinander diffundiert. Dieses
fuhrt dazu, daR am Detektor tber einen langen Zeitraum geringe Konzentrationen vorbeiziehen
(vgl. Abbildung 4-16 und 4-17).

Die Gemeinsamkeit aller Pufferkonzentrationen besteht in der Summe ihrer Intensitdten.
Betrachtet man die einzelnen Integrale, die der Summe der am Detektor vorbeiziehenden lonen
entsprechen, so liegen diese in vergleichbaren GréRenordnungen.

Resultierend aus diesen Ergebnissen wurde in den elektrophoretischen Messungen eine
0,1 molare Natriumchloridldsung als Pufferelektrolyt verwendet. Dieses gewahrleistete zum
einen eine einfache Durchflihrbarkeit, hatte aber den Nachteil, dal geringere
Probekonzentrationen héheren Feldstarkegradienten unterworfen waren. Da aber auch hier nur
Werte gleicher Konzentrationen in unterschiedlichen Kapillaren untersucht wurden, wirkte sich

dieser Nachteil nicht negativ aus.

4.2.2 _Untersuchungen der Kapillare
Im vorherigen Abschnitt wurden Voruntersuchungen beziiglich der Probeanreicherung

unternommen, und festgestellt, da ein Pufferelektrolyt bestehend aus einer 0,1 molaren
Natriumchloridlésung fir die gestellte Aufgabe die beste Alternative darstellt. Ein weiterer
Parameter, der bei diesen Untersuchungen feststand, war die Stérke des elektrischen Feldes. Das
Feld wurde bei allen untersuchten Kapillaren auf einer Feldstarke von 150 Vdm™ gehalten.
Diese Feldstarke konnte mit dem zur Verfligung stehenden Netzteil problemlos auch noch im
Falle der 20 cm Kapillaren realisiert werden. Das Festlegen der Feldstérke diente der besseren
Vergleichbarkeit der Werte der verschiedenen Kapillare.

Die Injektionszeiten wurden ebenfalls fiir die verschiedenen Kapillare so gewahlt, daR ein
Probevolumen von 100 nl angestrebt wurde. In der Praxis zeigte sich, daR die Reproduzierbarkeit
des Probevolumens schwierig zu erreichen war und einiger Erfahrung bedurfte.
Zusammenfassend wurden also Probevolumen, elektrische Feldstarke und Pufferelektrolyt
konstant gehalten, wahrend L&ngen und Innendurchmesser der Kapillare veradndert wurden. Die
Kapillare wurden bei allen Innendurchmessern in den L&ngen 10, 15 und 20 cm untersucht,
wobei dieses die Entfernungen Inlet/Detektor sind (die Gesamtlange war jeweils

um 5 cm groRer).
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Der Einsatz von Kapillaren in Zusammenhang mit der Messung der Ramanstreuung sollte
letztendlich zu einem Empfindlichkeitsgewinn fihren. In der herkdmmlichen Messung der
Ramanstreuung wurden an der 100 um Kapillare sowohl fir Nitrat als auch fir Sulfat bereits
Konzentrationen in der GrolRenordnung einer 0,01 molaren Losung bestimmt, so dal im
elektrophoretischen Fall Losungen untersucht wurden, die schwécher waren und in einem
Bereich hinunter bis zu 110°® molar reichten. Die Aufmerksamkeit galt zwei Dingen: Zum einen
sollte die Steigerung der Intensitdt der Ramanstreuung fur die verschiedenen Kapillare
beobachtet werden, zum anderen waren die Dauer einzelner Messungen und ihre
Reproduzierbarkeit von Interesse. Es sei noch einmal erwahnt, dal? alle Untersuchungen an den
Kapillaren mit einem 0,1 molaren Natriumchlorid-Pufferelektrolyten, einer Feldstarke von
150 V@m™ und einer Spektrometer Integrationszeit von einer Sekunde durchgefiihrt wurden.
Exemplarisch sind in den unten folgenden Grafiken einzelne zeitliche Verlaufe der
Ramanstreuung an der Kapillare dargestellt, die in ihrem Verhalten typisch fir die Messungen an
der jeweiligen Kapillare waren. Eine genauere Betrachtung der Reproduzierbarkeit und der
Fehler folgt in Abschnitt 5.

4.2.2.a 100 ym Kapillare
Die 100 um Kapillare hatte den gréfiten verwendeten Innendurchmesser. Das Hauptinteresse der

Untersuchungen galt drei verschiedenen Aspekten: Erstens war die Starke der Intensitat der
Nitrat- bzw. Sulfatstreuung von Bedeutung. Es sollte bestimmt werden, ob sich die
verschiedenen Langen auf die Intensitat der Streuung auswirken. Zweitens wurde der zeitliche
Verlauf am Detektor erfal3t, um Informationen ber die Lange der Probefront in der Kapillare zu
erhalten. Als letzter Punkt wurde selbstverstandlich die Dauer zwischen Anlegen des Feldes und
Erscheinen der Ramanlinien am Detektor bestimmt. Exemplarisch fur alle durchgefihrten
elektrophoretischen Messungen werden in Abbildung 4-18 die Rohdaten der gemessenen
Ramanstreuung einer 1010* molaren Natriumnitratlosung in Abhéngigkeit von der Zeit
vorgestellt'?. Das Spektrum zeichnet sich durch das gleichmaRige Untergrundsignal aus, das
durch das Silikat der Kapillare verursacht wird. Es 1aBt sich allerdings als permanente Stérung
leicht aus dem Spektrum entfernen. Das Maximum der Ramanstreuung des Nitrates ist bei
1060 cm ~* ist deutlich erkennbar. Wahrend eines Zeitintervalls von sieben Sekunden ziehen die

Nitrat-lonen der aufkonzentrierten Probe an der Detektoroptik vorbei.

12 Es ist in der Grafik nur der interessante Zeitbereich von 61 — 73 Sekunden dargestellt, in dem die Nitrat lonen
am Detektor vorbeiziehen. Ansonsten besteht das Spektrum nur aus dem Signal des Silikathintergrunds.
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Abbildung 4-18: Intensitat der Ramanstreuung einer 1010 molaren Natriumnitratldsung an der
100 um Kapillare mit einer L&dnge von 20 cm in Abhangigkeit von der Zeit.

Fur die eigentliche Auswertung der elektrophoretischen Messungen waren weniger die
spektralen Verlaufe der Ramanstreuung von Interesse. Vielmehr galt es, den zeitlichen Verlauf
der Streuung an der Kapillare zu beobachten. Hierzu sind in Abbildung 4-19 lediglich die
gemessenen Intensitaten der Ramanstreuung fur Natriumnitrat bei 1060 cm™ und Natriumsulfat
bei 1005 cm™ Uber der Zeit eingezeichnet. Die Abbildung ist in zwei unterschiedliche Grafiken
unterteilt, da Nitrat- und Sulfatprobe (jeweils 1110 molare Konzentration) getrennt voneinander
untersucht wurden.

Interessanterweise bendtigte die Sulfatprobe fir die Migration mit dem elektroosmotischen Flul}
deutlich langer als die Nitratprobe. Sulfat ist doppelt negativ geladen und hat eine groliere
elektrophoretische Mobilitat, so daR die Kraft des elektrischen Feldes die lonen starker als im
Fall von Nitrat zur Anode zieht. Hieraus resultiert bei gleichbleibenden elektroosmotischen Fluf3
eine geringere absolute Mobilitdt (zusammengesetzt aus elektrophoretischer und
elektroosmotischer Mobilitat) in Richtung der Kathode, so dal} die Migrationszeit von Sulfat
groler als die von Nitrat ist. Ferner erkennt man die Breite der am Detektor vorbeiziehenden
Probe. Bei beiden Lésungen erstreckte sich das Signal tiber einen Zeitraum von annéhernd zehn

Sekunden.
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Abbildung 4-19: Signalverlauf am Detektor flr Natriumnitrat (links) und Natriumsulfat (rechts).

Die Punkte reprasentieren die eigentlichen Mel3werte.
Probekonzentration: 120" molar / Kapillare: 100 pm Innendurchmesser, 20 cm Lange
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Abbildung 4-20: Signalverlauf am Detektor fir Natriumnitrat (links) und Natriumsulfat (rechts).
Die Punkte repréasentieren die eigentlichen Mel3werte.
Probekonzentration: 10" molar / Kapillare: 100 um Innendurchmesser, 15 cm Lange
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Abbildung 4-21: Signalverlauf am Detektor fiir Natriumnitrat (links) und Natriumsulfat (rechts).
Die Punkte reprasentieren die eigentlichen MeRwerte.
Probekonzentration: 120" molar / Kapillare: 100 um Innendurchmesser, 10 cm Lénge

Die weiteren Melreihen bestanden in der Untersuchung der 100 um Kapillare in den Langen von
15 cm und 10 cm. Abbildung 4-20 und Abbildung 4-21 zeigen die Mel3ergebnisse. Im Vergleich
zur 20 cm Kapillare fallt schnell auf, daR sich die Intensititen erhohen, die Zeit der
vorbeiziehenden Probe, also die Breite der Front, sich jedoch verringert. Wird die Kapillarlange
weiter verkirzt, verstarkt sich dieser Effekt. Vergleicht man dieses Verhalten mit dem von
Kapillaren mit geringerem Innendurchmesser (siehe unten), erkennt man, daB sich im Fall der
100 um Kapillare die Probefront bei langeren Kapillaren aufzulosen scheint. Dies legt die
Vermutung nahe, daR der elektroosmotische FluRR in einer Kapillare von gréRerem Durchmesser
die Probe nach ihrer vorherigen Aufkonzentrierung nicht gleichméRig zur Kathode transportiert.
Die Probe-lonen in der N&he der Kapillarwand werden auch in der 100 um Kapillare mit dem
elektroosmotischen FluR migrieren, die lonen in der Mitte der Kapillare hingegen unterliegen
einem stérkeren elektrophoretischen Einflu3, der zur Anode gerichtet ist. Im Resultat ist ihre
Wanderung langsamer als die der duf3eren lonen, was zu einer Auflésung der Front bei langeren

Wanderzeiten, also bei langeren Kapillaren fuhrt.
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4.2.2.b 75 um Kapillare
An zweiter Stelle der Experimente stand die 75 um Kapillare. Auch hier wurden die drei Langen

20 cm, 15 cm und 10 cm untersucht, nachdem die Probe, bestehend aus einer 110 molaren
Natriumnitrat- bzw. Natriumsulfatlosung, entsprechend den Uberlegungen aus Abschnitt 4.2.1.b
aufkonzentriert wurde. Die Abbildungen 4-22 bis 4-24 zeigen die Ergebnisse der Messungen. Im
Vergleich zur 100 pm Kapillare ist erkennbar, da beide Proben bei gréRer werdender
Kapillarlange nicht auseinander diffundieren, sondern scheinbar noch weiter aufkonzentriert
werden. Besonders die 20 cm Kapillare zeigt einen sehr starken Intensitatsgewinn gegeniber den
kirzeren Kapillaren.

Die an der 75 um Kapillare durchgefuhrten Untersuchungen zeichneten sich, wie auch im Falle
der 100 um Kapillare, durch gute Reproduzierbarkeit aus. Allerdings bestand bei der 20 cm
Kapillare die Gefahr, dal} im ungunstigen Fall aufgrund der schmalen Probefront das Maximum
der Intensitat verpaldt, und somit zu einem falschen Melergebnis fuhren wirde. Die 15 cm
Kapillare zeichnete sich bei allen Messungen durch einen gleichméRigen An- wie auch Abstieg
der Intensitat bei groferer Breite der Front aus, so dal} die MeRwerte statistisch aufbereitet

werden konnten und auch bei verpalitem Intensitditsmaximum ein entsprechendes Ergebnis

lieferten.
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Abbildung 4-22: Signalverlauf am Detektor fiir Natriumnitrat (links) und Natriumsulfat (rechts).
Die Punkte reprasentieren die eigentlichen MeRwerte.
Probekonzentration: 120 molar / Kapillare: 75 pm Innendurchmesser, 20 cm Lange
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Abbildung 4-23: Signalverlauf am Detektor flr Natriumnitrat (links) und Natriumsulfat (rechts).
Die Punkte repréasentieren die eigentlichen Mel3werte.
Probekonzentration: 110° molar / Kapillare: 75 pm Innendurchmesser, 15 cm Lange
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Abbildung 4-24: Signalverlauf am Detektor fir Natriumnitrat (links) und Natriumsulfat (rechts).
Die Punkte repréasentieren die eigentlichen MelRwerte.
Probekonzentration: 120" molar / Kapillare: 75 um Innendurchmesser, 10 cm Lange
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81
4.2.2.c 50 um Kapillare

Als letztes wurde die 50 um Kapillare untersucht. Auch hier wurden eine 1010° molare
Natriumnitrat- bzw. Natriumsulfatlosung als Probe verwendet. Es sei vorweg gesagt, dal? die hier
dargestellten Verldufe in den Abbildungen 4-25 bis 4-27 bewullt ausgesucht sind. Die
Reproduzierbarkeit war aufgrund des geringen Streusignals — bedingt durch das Kkleine
Streuvolumen — eher maRig. Hinzu kam ein starkeres Hintergrundsignal des Silikats der
Kapillare, da die Kapillare eine hthere Wandstérke als die 75 um bzw. die 100 um Kapillare
hatte. Ferner waren die Probefronten durchweg schmaler als bei den groReren Kapillaren, was
zwar eine bessere Aufkonzentrierung bedeutete, jedoch hier wie auch im Fall der 75 pm / 20 cm

Kapillare zu der Gefahr fiihrte, ein vorbeiziehendes Intensitdtsmaximum nicht zu erkennen.
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Abbildung 4-25: Signalverlauf am Detektor fiir Natriumnitrat (links) und Natriumsulfat (rechts).
Die Punkte reprasentieren die eigentlichen MeRwerte.

Probekonzentration: 120 molar / Kapillare: 50 um Innendurchmesser, 20 cm Lange
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Abbildung 4-26: Signalverlauf am Detektor fir Natriumnitrat (links) und Natriumsulfat (rechts).
Die Punkte reprasentieren die eigentlichen MeRwerte.
Probekonzentration: 120" molar / Kapillare: 50 pm Innendurchmesser, 15 cm Lange
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Abbildung 4-27: Signalverlauf am Detektor fir Natriumnitrat (links) und Natriumsulfat (rechts).
Die Punkte reprasentieren die eigentlichen MeRwerte.
Probekonzentration: 120" molar / Kapillare: 50 pm Innendurchmesser, 10 cm Lange
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Aufgrund der an den Kapillaren durchgefiihrten orientierenden Versuche fanden die Messungen
zur Steigerung der Nachweisempfindlichkeit an der 75 pum Kapillare statt. Die 100 um Kapillare
schied aus, da bei ihr die Probefront auseinander diffundierte, wahrend sich die Ergebnisse der
50 pm Kapillare durch eine ungenugende Reproduzierbarkeit und eine sehr geringe
Streuintensitat auszeichneten. Bedingt durch die oben erwdhnte Gefahr, eine schmale
vorbeiziehende Probefront nicht richtig zu interpretieren, wurde die 15 cm Kapillare gewahlt. Sie
gewahrleistete zum einen eine Intensitdtssteigerung durch weitere Aufkonzentrierung, die
Probefront hatte aber zum anderen eine gentigende Breite, so da sich auch mit dem

Spektrometer und einer Integrationszeit von einer Sekunde untersucht werden konnte.

4.2.3 Nachweisgrenzen der 75 um Kapillare
Im folgenden wurden an der 75 pum Kapillare mit einer Lange von 15 cm Proben verschiedener

Konzentrationen untersucht. Die &uReren Parameter wurden konstant gehalten, das heil3t wie
auch bei den vorhergehenden Messungen wurde ein 0,1 molarer Natriumchloridpuffer
verwendet, und ein elektrisches Feld von 150 Vi@m™ angelegt.

Die Untersuchungen der verschiedenen Konzentrationen wurden fir Natriumnitrat und
Natriumsulfat analog den oben beschriebenen Messungen separat durchgefiihrt. Neben der
maximalen Intensitat und deren zeitlicher Erscheinung wurde besonderes Augenmerk auf die
Breite der Probefront gelegt. Da die Intensitét, also die Konzentration der Front am Detektor, der
Theorie nach linear bis zu einem Maximum steigen und danach auch linear abfallen sollte,
wurden in die jeweiligen Meldaten zwei Geraden unterschiedlicher Steigung gelegt, die zum
einen den Anstieg und zum anderen den Abfall der Intensitdt mathematische beschreiben sollten
[23],[24]. Diese einfache Anndherung erwies sich in der Praxis als durchaus sinnvoll und lieferte

gute Ergebnisse. Aus diesen Geraden wurde

A

dann stellvertretend fir die Breite der 5| _max. Intensitat _

X
Probefront eine Halbwertsbreite ermittelt. Da )
. . . . &) 3 Halbwertsbreite
fur die Konzentrationsbestimmung das g

(35 .
Integral des Intensitatsverlaufs von Interesse i3 Flachen-
ist, wurde dieses aus den Geraden ermittelt %

[
und bildete die eigentliche MeRgroRe. -

Zeit

. ] . . Abbildung 4-28: MeRgréRen bei den Messungen zur
die drei ,interessanten® GroRen der Bestimmung der Nachweisgrenze.

Abbildung 4-28 veranschaulicht noch einmal

durchgefuihrten Messungen.
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Im folgenden wird auf die einzelnen zeitlichen Verldufe verzichtet, und stattdessen ein Vergleich
dieser GroRen fir Natriumnitrat und Natriumsulfat durchgefuhrt. Zundchst wurden
Natriumnitratlésungen verschiedener Konzentrationen untersucht; ihnen folgten die Messungen
an Natriumsulfat. Die starkste Konzentration war jeweils eine 1010 molare, die schwéchste eine

1010 molare Lésung, wobei die Konzentrationen der Losungen jeweils halbiert wurden.

4.2.3.a_Nachweisgrenze von Natriumnitrat
Wie oben erwahnt wurden zuerst Natriumnitratldsungen verschiedener Konzentrationen

untersucht. In Abbildung 4-29 sind die gemessenen Maximalintensitdten bzw. die
Halbwertsbreiten der zeitlichen Verldufe am Detektor fir verschiedene Konzentrationen
dargestellt. An den Zahlenwerten der Intensititen ist zu erkennen, dal} der Zusammenhang
keineswegs linear ist. Ferner scheint bei geringeren Konzentrationen eine starkere
Aufkonzentrierung der Probe zu erfolgen, was zu einer verhéltnisméaRigen Intensitatssteigerung
fuhrt. Diese starkere Aufkonzentrierung druckt sich letztendlich auch in der geringeren
Halbwertsbreite der niedrigeren Konzentrationen aus. Das gemessene Hintergrundsignal
entspricht in dieser Abbildung der Stérung ohne die Silikatstreuung, das heif3t, es resultiert
lediglich aus dem Aqua Dest. Spektrum.
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Abbildung 4-29: Maximale Intensitaten der Ramanstreuung und Halbwertsbreiten fiir verschiedene
Natriumnitratldsungen, elektrophoretisch an der 75 pm Kapillare gemessen.
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Eine 1010° molare Natriumnitratlésung konnte mit dieser Anordnung nicht mehr bestimmt
werden, da ein eindeutiges Spektrum vom Hintergrundsignal nicht mehr zu unterscheiden war,
somit auch keine Halbwertsbreite bestimmt werden konnte. Zur Bestimmung der absoluten
Konzentration war, wie oben bereits erwéhnt, nicht die maximale Intensitat der Streustrahlung
von Bedeutung. Vielmehr waren die Summen bzw. Integrale zu bestimmen. Abbildung 4-30
zeigt die aus den gemessen Kurven bestimmten Integrale der Natriumnitratldsungen. Die
durchgezogene Regressionsgerade veranschaulicht die lineare Abhangigkeit der Summe der
Signale beziglich der Konzentration. Wie erwartet steht die absolute Menge der Detektor
vorbeiziehenden Nitrat-lonen somit in einem direkten linearen Zusammenhang zur

Konzentration der Probeldsung.
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Abbildung 4-30: Summe der gemessenen Intensitdten der Ramanstreuung fiir verschiedene
Natriumnitratldsungen, gemessen an der 75 pum Kapillare.

Im Fall der untersuchten Natriumnitratldsungen bleibt festzustellen, dall geringere
Losungskonzentrationen eine starkere Aufkonzentrierung als hohere erfahren. Da die zeitlichen
Halbwertsbreiten jedoch im gleichen MaRe abnehmen, ist die Summe der Intensitidten direkt
linear von der Losungskonzentration abhé&ngig. Interpoliert man die maximalen Intensitaten in
Abhéngigkeit von der Konzentration, so laRt sich feststellen, daR eine 3010° molare

Ldsungskonzentration eine Ramanstreuung liefern wiirde, die noch mef3bar ware.
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4.2.3.b_Nachweisgrenze von Natriumsulfat
Nachdem Natriumnitrat untersucht wurde, waren die gleichen Messungen fir Natriumsulfat-

I6sungen verschiedener Konzentrationen durchzufuhren. Auch hier zielten die Messungen nicht
nur auf die Bestimmung der maximalen Intensititen, sondern ebenso auf die Halbwertsbreiten
und daraus resultierend die Summe der Intensitdten. Abbildung 4-31 zeigt die gemessenen
maximalen Intensitaten und die dazugehorigen Halbwertsbreiten fir Natriumsulfat. Wie auch bei
Natriumnitrat wird die starkere Aufkonzentrierung geringerer Konzentrationen deutlich, wobei
die Intensitat im Verhéltnis steigt, wahrend die Halbwertsbreite entsprechend abnimmt. Es fallt
auf, dall die Halbwertsbreiten der Probefronten tber denen der entsprechenden Nitratprobe
liegen, was schon in den vorhergehenden Experimenten zu beobachten war
(vgl. Abschnitt 4.2.1.c). Auch hier entspricht das gemessene Hintergrundsignal der Stérung ohne

die Silikatstreuung.
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Abbildung 4-31: Maximale Intensitaten der Ramanstreuung und Halbwertsbreiten fur verschiedene
Natriumsulfatldsungen, elektrophoretisch an der 75 um Kapillare gemessen.

In den Messungen konnte eine 510° molare Losung noch nachgewiesen werden. Interpoliert
man auch hier die Intensitaten der verschiedenen Konzentrationen, 1aRt sich feststellen, dal? diese

Konzentration auch die geringste nachzuweisende ist.
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Aus den MeRwerten der Intensitat und der Halbwertsbreite wurden die Summen gebildet. Sie
sind in Abbildung 4-32 dargestellt. Auch die Sulfatprobe zeigt einen linearen Verlauf, wie an der
Regressionsgerade zu erkennen ist. Anhand der Summe der Intensitaten lassen sich also ebenso
im Fall von Sulfat Ruckschliisse tiber die Konzentration der Probe schlielRen.
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Abbildung 4-32: Summe der gemessenen Intensitaten der Ramanstreuung fir verschiedene
Natriumsulfatiésungen, gemessen an der 75 um Kapillare.

4.2.4 Nitrat/Sulfat-Gemische
Als letzte Untersuchung der Messungen mit elektrischem Feld wurden Gemische von Nitrat und

Sulfatlésungen verschiedener Konzentrationen untersucht. Auch hier wurde eine 75 pm
Kapillare verwendet. Diese wurde in zwei verschiedenen L&ngen eingesetzt, wobei die 10 cm
lange Kapillare schlechte Ergebnisse lieferte, da sich die Probe gerade bei verschiedenen
Konzentrationen schlecht trennen lielen. Aus diesem Grund sei diese Untersuchung hier nur
erwahnt; auf eine nahere Betrachtung soll aber verzichtet werden.

Die andere Kapillare hatte eine Lange von 15 cm, entsprach also der Kapillare, die auch im
vorherigen Abschnitt verwendet wurde. An ihr wurden verschiedene Konzentrationen der
Nitrat/Sulfat-Gemische untersucht. Es galt zu bestimmen, ob Querempfindlichkeiten dazu

fUhren, dal die Nachweisgrenze sich verringert.
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Um einen Eindruck von den aufgezeichneten Spektren zu bekommen, betrachte man
Abbildung 4-33. Hier ist der zeitliche Verlauf der Spektren fir ein Gemisch bestehend aus einer
1010 molaren Natriumnitrat- und einer 1010 molaren Natriumsulfatlésung dargestellt. Nach
69 Sekunden erreicht das Maximum der Nitrat-lonen den Detektor, wahrend es im Falle der
Sulfat-lonen erst nach 73 Sekunden im Spektrum erscheint. Die Intensitat der Sulfatstreuung ist
wieder deutlich geringer als die der Nitratstreuung, wobei in diesem Fall vermutlich ein Teil der
Sulfat-lonen nicht gemessen wurde, da er zwischen den beiden Messungen in Sekunde 73 und
Sekunde 74 am Detektor vorbeigezogen ist. Deutlich zu erkennen ist der Bereich, in dem sich die
beiden Probefronten tberlagern. Bei einer ldngeren Kapillare wirde sich dies allerdings auf
Kosten der MelRdauer vermeiden lassen.

Nitratpeak ———p Sulfatpeak

>

Intensitat

.....

Raman-

Verschiebung SR .
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Abbildung 4-33: Intensitdt der Ramanstreuung eines Gemisches bestehend aus einer
1010 molaren Natriumnitratlésung und einer 110 molaren Natriumsulfatidsung. Gemessen an der
75 pm Kapillare (Lange 15 cm) in Abhangigkeit von der Zeit.
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Ein wesentlicher Vorteil der Detektion mittels Ramanstreuung besteht bei den hier
durchgefiihrten Messungen in den unterschiedlichen Ramanverschiebungen von Nitrat und
Sulfat. Lassen sich auf direktem Wege, das heifl3t ohne Elektrophorese, mit der Ramanstreuung
Gemische stark unterschiedlicher Konzentration ungentigend bestimmen, so hilft eine Trennung
durch das elektrische Feld an dieser Stelle weiter. Abbildung 4-35 zeigt fur den obigen Fall die
Spektren zu drei Zeiten. Zum einen die maximale Nitratstreuung, zum anderen die maximale
Sulfatstreuung. Ferner ist das Spektrum dargestellt, das zwischen den beiden maximalen
Intensitaten gemessen wurde. In der Abbildung sind links die Rohdaten dargestellt, wahrend
rechts die durch einen Lorentz-Fit berechneten Profile abgebildet sind. Man erkennt, dal3
zwischen den maximalen Intensitaten ein Spektrum gemessen wurde, das sich anteilig aus der
Nitrat- und Sulfatstreuung zusammensetzt, wobei der Anteil der Streuung durch die Sulfat-lonen
schon groRer ist. Die maximalen Intensitdten der Nitrat- und der Sulfatstreuung sind in beiden

Abbildungen eindeutig trennbar.
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Abbildung 4-35: Spektrale Verlaufe der Ramanstreuung von Natriumnitrat und Natriumsulfat zu
drei verschiedenen Zeiten (links: Rohdaten / rechts: durch Lorentz-Fit berechnete Profile).
Probe: je 110 molar / Kapillare: 75 pm Innendurchmesser, 15 cm Lange
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Es bleibt die Frage, ob eine geringe Sulfatkonzentration bei einer hohen Nitratkonzentration
nachgewiesen werden kann (bzw. umgekehrt eine geringe Nitratkonzentration bei einer hohen
Sulfatkonzentration). Hierzu wird anhand der obigen Grafiken Kklar, dal3 es auf eine wesentliche
Tatsache ankommt: Im ersten Beispiel ist die Linie des Nitrats beim Vorbeiziehen des Sulfats
bereits so flach, daR sie eine geringe Sulfatkonzentration spektral nicht ,,verschluckt®, und diese
somit noch nachweisbar ist. Im Falle einer direkten Ramanstreuung, das heillt ohne
elektrophoretischen EinfluRR, wirde die geringere Konzentration nicht nachweisbar sein. Durch
die Migration in der Kapillare ziehen die Nitrat-lonen mit ihrer gréf3ten Intensitat, bzw. in ihrer
hochsten Konzentration allerdings weit vor den Sulfat-lonen am Detektor vorbei. Die auf der
abfallenden Flanke verbleibende Menge der Nitrat-lonen ist dann zur Zeit des VVorbeiziehens der
Sulfat-lonen im Vergleich sehr gering. Zudem stort die Ramanlinie durch ihre abweichende
Ramanverschiebung mit einer dann nur noch geringen spektralen Halbwertsbreite die Messung
der Sulfatstreuung nicht mehr. Um dies zu untersuchen, wurden zum einen eine 110 molare
Natriumnitratlésung mit der geringsten nachweisbaren Natriumsulfatldsung (500° molar)
vermischt; zum anderen umgekehrt eine 10102 molare Natriumsulfatlosung mit einer
5010° molaren Natriumnitratlésung. Abbildung 4-36 zeigt die gemessenen Verlaufe fiir die
schwache Sulfatkonzentration in der starken Nitratlésung, wobei hier bewuft die 1060 cm™
Nitratlinie und die 1005 cm™ Sulfatlinie einzeln betrachtet wurden. Bei Erscheinen der hohen
Nitratkonzentrationen im Bereich von 66 s — 72 s ist die Intensitat der Nitratlinie bei 1060 cm™
entsprechend groR. Sie ist so stark, dal} sie mit ihrer hohen spektralen Linienbreite auch den
Bereich der Sulfatlinie bei 1005 cm™ tiberdeckt. Nach 72 Sekunden ist die Nitratfront jedoch fast
am Detektor vorbeigezogen, so daR nur noch eine geringe Restintensitat bei 1060 cm™ zu
beobachten ist, wihrend bei 1005 cm™ kein NitrateinfluB zu sehen ist. Im vergroRerten Inset-Bild
ist der Bereich von 73 s — 77 s vergroRert dargestellt. Hier wird die geringe Intensitat der
vorbeiziehenden Sulfat-lonen sichtbar. Diese wiederum beeinflussen die Nitratlinie aufgrund
ihres kleinen Signals in keiner Weise.

Abbildung 4-37 zeigt die Messungen fir die hohe Sulfatkonzentration im Gemisch mit der
5010°° molaren Natriumnitratldsung. Die Ergebnisse sind analog die gleichen wie im vorherigen
Fall. Die starke Sulfatlinie schlagt sich hier auf den Bereich bei 1060 cm™ nieder. Aber auch hier
ist im Inset-Bild zu erkennen, dal in einem Bereich von 67 s — 70 s sich die Nitratintensitét bei
1060 cm™ vom Hintergrundsignal abhebt; sogar starker als beim vorherigen Gemisch die
Sulfatintensitat.
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Abbildung 4-36: Intensitaten der 1060 cm™ Linie und der 1005 cm™ Linie in Abh&ngigkeit der
Zeit. Das Inset-Bild zeigt den Bereich von 73 s — 77 s in einer héheren Auflésung.

Probe: Gemisch aus 110 molarer NaNO3-Lsg und 5/10° molarer Na,SO,4-Ldsung

Kapillare: 75 um / 15 cm
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Abbildung 4-37: Intensitaten der 1060 cm™ Linie und der 1005 cm™ Linie in Abhéngigkeit der
Zeit. Das Inset-Bild zeigt den Bereich von 73 s — 77 s in einer hoheren Auflésung.

Probe: Gemisch aus 10 molarer Na,SO,-Lésung und 5/10° molarer NaNOs-Lésung
Kapillare: 75 um / 15 cm
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Zusammenfassend kann man sagen, daR mit der 15 cm langen 75 pum Kapillare auch Gemische
von Natriumnitrat und Natriumsulfat mit stark unterschiedlichen Konzentrationen nachgewiesen
werden konnen. Die Kapillare hat eine ausreichend groRe L&nge, die Nitrat- und Sulfat-lonen
elektrophoretisch zu trennen, so dafl diese sich im Ramanspektrum nicht mehr merkbar
beeinflussen. Gleichwonhl sei an dieser Stelle auf den nachfolgenden Abschnitt verwiesen, in dem
die gewonnen Ergebnisse kritisch diskutiert werden. Trotzdem darf schon einmal das Reslimee
gezogen werden, daB durch den Einsatz der Kapillarelektrophorese zum einen die
Nachweisgrenze fir Natriumnitrat- und Natriumsulfatiésungen deutlich erhoht wird, und zum
anderen auch Gemische unterschiedlicher Konzentrationen ohne Probleme in einer relativ kurzen

Zeit (ca. 80 Sekunden) vermessen werden kénnen, ohne dal? die Nachweisgrenze darunter leidet.
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden umfangreiche Untersuchungen durchgefihrt, deren Kern im
vorherigen Kapitel dargestellt ist. In diesem Abschnitt sollen die dargestellten MeRreihen zum
einen néher betrachtet und verglichen werden, zum anderen beziglich ihrer Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit evaluiert werden. Eine Trennung zwischen den Messungen anhand der
Existenz des elektrischen Feldes macht an dieser Stelle wenig Sinn. Vielmehr sind die
verschiedenen Melergebnisse néher zu begutachten. Hierzu gehdren die apparativen Parameter
ebenso wie die Gestalt der Ramanlinien oder ein Vergleich der Nachweisgrenzen der
untersuchten MeRanordnungen. Ferner hat eine Analyse mdglicher Fehlerquellen zu erfolgen,
die zum Beispiel in der Streuung der optischen Spektren oder der Varianz der

elektrophoretischen Wanderzeiten liegen.

5.1 Apparative Parameter
Die apparativen Parameter, die hier behandelt werden sollen, beinhalten die Einstellungen bzw.

Mel3groRen des Lasers und des Spektrometers. Der Laser zeigte in seiner Ausgangsstrahlung
sowohl beztglich seiner Leistung als auch seiner Wellenlange eine hohe Konstanz, wie bereits in
Abschnitt 3.1.1 festgestellt werden konnte. Das Spektrometer zeichnete sich durch ein geringes
Eigenrauschen aus (vgl. Abbildung 3-2). Es blieb festzustellen, wie stabil das Spektrometer eine
konstante Wellenldnge auf ein bestimmtes Element des CCD-Arrays streute. Hierzu wurden
Losungen verwendet, die auch zur Kalibrierung anderer Ramanspektrographen genutzt werden.
Neben Ethanol (vgl. Abschnitt 4.1.1) wurden Cyclohexan (flussig) und Naphthalin (fest)
eingesetzt. Bei allen aufgezeichneten Spektren blieben die Ramanlinien konstant auf einer
Wellenlé&nge; es liefl3 sich keine ,,Wanderung* der Linie feststellen.

Die Integrationszeit bei den Messungen ohne elektrisches Feld betrug durchweg vier Sekunden;
im Fall der Untersuchungen unter EinfluR des elektrischen Feldes generell eine Sekunde. Diese
Integrationszeiten wurden durch zwei unterschiedliche Aspekte bestimmt. Bei den Messungen
ohne elektrisches Feld fand das in Abschnitt 3.4.1 vorgestellte ,,Dunkelstromkriterium*
Anwendung. Hierbei ergab sich, dal} eine Integrationszeit von vier Sekunden die besten
Ergebnisse lieferte. Dies konnte sowohl an Messungen mit Cyclohexan, als auch mit Naphthalin
bestatigt werden. Es bleibt somit festzustellen, dal? durch die Betrachtung der Dunkelspektren in
Kombination mit einer hierflir optimierten Integrationszeit von vier Sekunden bessere

Ergebnisse erzielen lassen als bei grofieren Belichtungszeiten.
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Ein solches Ergebnis war nicht zu erwarten, da im allgemeinen in der Spektroskopie zur
Erhéhung der Streuintensitat die Integrationszeit verlangert wird. Im Fall der Messungen mit
elektrischem Feld blieb nur eine Belichtungszeit von einer Sekunde. Kirzere Zeiten lieferten ein
ungenigendes Streusignal, wéhrend bei langeren Zeiten die Gefahr bestand, ein am Detektor
vorbeiziehendes Konzentrationsmaximum zu verpassen (vgl. Abschnitt 2.2.4 und die Messungen
aus Abschnitt 4.2.2.c). Bei diesen Messungen muBte im bertragenen Sinn die Kapillare an die

Integrationszeit angepalit werden.

5.2 Gestalt der Ramanlinien
Es war sicherlich nicht die Hauptaufgabe dieser Arbeit, die Gestalt der Ramanlinien zu

untersuchen, es liellen sich jedoch einige interessante Beobachtungen machen. Es zeigte sich,
daBR verschiedene Nitrat- bzw. Sulfatverbindungen unterschiedliche Ramanspektren hatten.
Obwohl die drei untersuchten Nitrat- wie auch die zwei Sulfatverbindungen sich durch eine
einheitliche konzentrationsabhéngige Intensitat und entsprechende Linienbreiten auszeichneten,
konnte jedoch festgestellt werden, daR die Ramanverschiebung je nach Kation variierte. Um
einen Vergleich zu erhalten, wurden die Ramanverschiebungen der reinen Salze extra bestimmt.

In Tabelle 5-1 sind die Ramanverschiebungen aufgefihrt.

NH;NO3 KNO3; NaNO; K>SO, Na,SO,
Reines Salz 1044 cm™ 1047 cm?* 1048 cm™ 995cm? 1002 cm™
WaRrige Lésung |1040 cm™ 1051 cm™ 1076 cm™ 1001 cm™ 1027 cm™

Tabelle 5-1: Ramanverschiebungen verschiedener Nitrat- und Sulfatverbindungen. Zum einen bestimmt
an reinem Salz, zum anderen in walriger Losung.

Die Werte der reinen Salze unterscheiden sich nur unwesentlich von den in der Literatur
angegebenen (vgl. Abschnitt 4.1.1 und [6],[7],[16],[19]). Die Ramanlinien von Nitrat bzw. Sulfat
werden in den reinen Salzen nur gering beeinflult, das heildt, es existiert nur eine geringe
energetische Verschiebung der Ramanlinie in Abh&ngigkeit zur chemischen Zusammensetzung.
Bei den wélrigen Losungen hingegen liegen die Ramanlinien der Kaliumverbindungen bzw. der
Ammoniumverbindungen noch nahe an der Ramanlinie des reines Salzes. Bei den

Natriumverbindungen findet jedoch eine deutliche Verschiebung zu gréfieren Wellenléngen statt.
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Die Ramanverschiebung ist hier ungleich héher. Natrium hat in der waRrigen Lésung sowohl flr
Nitrat als auch fir Sulfat anscheinend einen gréRReren EinfluR als Kalium oder Ammonium.
Hinzu kommt ein weiteres Ph&nomen: Im Fall der elektrophoretischen Untersuchungen
verschieben sich die Ramanlinien von Natriumnitrat und Natriumsulfat wieder in Richtung der
reinen Salze. Natriumnitrat hat hier seine Ramanlinie bei 1060 cm™, Natriumsulfat bei 1005 cm®.
Es liegt die Vermutung nahe, daR die Ramanlinie in Abhangigkeit der Konzentration wandert.
Diese Wanderung wurde im Fall von Nitrat schon in Abbildung 4-4 beobachtet und prégte sich
bei den elektrophoretischen Messungen noch stérker aus. Auch bei den Untersuchungen von
Natriumsulfat wurde ein solches Verhalten beobachtet, wenn auch nicht in einem so starkem
Malle wie bei Natriumnitrat. Korreliert man jedoch die elektrophoretisch gemessenen
Intensitaten der Ramanlinien als zweites MaR fiir die Konzentration mit der Anderung der
Ramanverschiebung, so 1aBt sich feststellen, dal die Konzentration als alleiniger Verursacher
dieser Anderung nicht in Frage kommen kann. Auch die Kapillare in Verbindung mit dem
Elektrolyten, der zusatzlich unter dem Einflul? des elektrischen Feldes steht, tragt einen Teil zur
Abweichung der Ramanstreuung bei. Die komplexen physikalischen Vorgénge in engen
Kapillaren waren allerdings nicht Teil dieser Arbeit; sie bilden vielmehr ein eigenes zu
untersuchendes Gebiet, bei dem eine hochaufldsende Ramanspektroskopie sehr gute Dienste zur
Bestimmung energetischer Zustdnde von Molekiilen in der Kapillare liefern kénnte.

Es darf an dieser Stelle nicht unerwahnt bleiben, dal die Ramanstreuung der Sulfate in ihrer
Intensitét geringer ausfallt. Jedoch ist bei den elektrophoretischen Messungen festzustellen, daf}
die Summe der Intensitdten sich weniger stark von Nitrat unterscheidet als bei den
vergleichbaren Untersuchungen ohne elektrisches Feld. Betrachtet man die optische Anordnung
mit Kugellinsen ohne elektrisches Feld, so hat Natriumnitrat eine Intensitdt von 156 counts,
wéhrend die Linie von Natriumsulfat bei 120 counts liegt. Nitrat streut also ungefahr mit 25%
hoherer Intensitat als Sulfat. Die Summen der Messungen mit elektrischem Feld (Natriumnitrat:
3061 counts / Natriumsulfat: 2628 counts) ergeben jedoch mit nur ~16% ein ganz anderes
Verhéltnis. Dieses bedeutet im wesentlichen, daR verhadltnisméliig mehr Sulfat- als Nitrat-lonen
am Detektor aufgezeichnet werden. Es fuhrt zur Annahme, dal? nicht alle Nitrat-lonen durch das
elektrische Feld gleichmé&Rig bewegt werden, und ein Teil der Nitrat-lonen weit aul3erhalb des
Konzentrationsmaximums der wandernden Bande migriert, und somit im Signal des
Silikathintergrunds untergeht. Die Sulfat-lonen hingegen ziehen zu einem groReren Teil

innerhalb der Bande, so da weniger lonen im Elektrolyten ,,verloren gehen®.
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5.3 Toleranz der Messungen
Unter dem Begriff Toleranz soll an dieser Stelle eine wesentliche Betrachtung der Qualitét der

Untersuchungen folgen. Die in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen sind, wie jede
physikalische Messung, fehlerbehaftet. Es gilt, ein MaR fur die Fehler zu finden, um Aussagen
uber die Gute und Reproduzierbarkeit der MeRdaten treffen zu konnen. Neben den in
Abschnitt 3.1 beschriebenen apparativen Fehlern, sind die Fehlerquellen in den Experimenten zu
untersuchen. Hierbei macht eine Trennung zwischen den optischen und elektrophoretischen
Anordnungen Sinn, da es sich um zwei grundlegend verschiedene MelRprinzipien handelt. Bei
der Elektrophorese resultieren die grundsatzlichen Fehler in verschiedenen Laufzeiten der lonen
in der Kapillare, wahrend die Optik fehlerhafte Intensitaten abbildet, so dal die Fehlerquellen

sich dementsprechend nicht direkt beeinflussen.

5.3.1 Varianz der Messungen an den optischen Anordnungen
Aus der Vielzahl der untersuchten Optiken, sollen hier lediglich die Messung an zwei Optiken

evaluiert werden: Zum einen die separate Optik im 45° Winkel, zum anderen die Kugellinsen-
Optik. Letztere weil sie auch bei den Kapillaren eingesetzt wurde, und die separate Optik, da sie
ohne Elektrophorese die vielversprechendsten Ergebnisse lieferte. In Abschnitt 3.4 wurde bereits
erklart, dall die Spektren anhand der Laserleistung normiert wurden, so dal3 hier von Fehlern
beziglich der einstrahlenden Laserintensitat abgesehen werden soll. Der apparative Fehler des
Spektrometers soll in diese Betrachtungen im schlechtesten Fall einflielen. Das heif3t, bei einer
Integrationszeit von vier Sekunden ergibt sich gemaR den Minimal/Maximal Messungen aus
Abschnitt 3.1.2 am Spektrometer eine Schwankung von + 2,2 counts (vgl. Abbildung 3-4). Fur
den Fall, dal3 die Intensitdt der Ramanlinien keine Schwankung hatte, ware dies der einzige
Fehler. Da die aufgezeichneten Streuspektren einer konstanten Probeldsung aber in ihrer
Intensitat variieren, muf® fir den Fall eines einzelnen Spektrums eine Fehlerabschétzung
geschehen. Um diese Streuung zu bestimmen, wurde nicht nur der Mittelwert der gemessenen
Spektren, sondern auch die statistische Verteilung der Intensitatswerte betrachtet. Hierzu wurden
die Messungen an den separaten Optiken mit einer 0,01 molaren Natriumnitrat- bzw.
Natriumsulfatlésung erneut analysiert. Es wurden 200 Spektren daraufhin untersucht, wie grof3

die Intensitat ihrer Nitrat- bzw. Sulfatlinie ist*.

13 Die fiir die statistische Verteilung beriicksichtigten Grenzen der Intensitatsklassifizierung lagen bei + 0,5 counts.
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Betrachtet man die MeRdaten in den Abbildungen 4-9 (Nitrat) und 4-10 (Sulfat), so variieren die
Intensitaten in beiden Féallen bei einer konstanten Konzentration um einen Wert von * 10 counts.
Da sich der apparative Fehler des Spektrometers zusatzlich additiv auf die MeRdaten auswirken
konnte, erhalt man im schlechtesten Fall eine Schwankung von * 12,2 counts, was einer
Ungenauigkeit in der Bestimmung der Konzentration in Héhe einer 5,110 molaren Lésung im
Fall von Nitrat, bzw. einer 9,410 molaren Lésung fir Sulfat entspricht. Diese Fehler beziehen
sich jedoch auf eine einzige Messung. Fuhrt man mehrere Mel3reihen an der Probe durch, so
lassen sich die Meldaten statistisch bearbeiten. Abbildung 5-1 zeigt unter anderem die
statistische Verteilung fur die 200 MeRwerte, die sich in einer Gaul3-Verteilung um einen
Mittelwert anordnen (vgl. Anhang). Die Bestimmung anhand des Mittelwertes der Intensitaten
reduziert den Fehler jedoch nicht tatsachlich, da auch hier im schlechtesten, wenngleich auch
unwahrscheinlichsten Fall, alle MeBwerte mit ihrem maximalen Fehler neben dem
Erwartungswert liegen konnten. Es ist jedoch unter Zuhilfenahme der statistischen Kenngrofien
Mittelwert, Standardabweichung oder der Varianz (als das Quadrat der Standardabweichung)
maoglich, weitere Aussagen ber die Schwankung und somit die Qualitdt der MelRwerte zu

treffen.

60

[l Verteilung von 60 Einzelspektren
[ Verteilung von 200 Einzelspektren
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Abbildung 5-1: Histogramm der Intensitdten der Ramanstreuung an einer 0,01 molaren
NaNOs-Ldsung, gemessen an der Ramanlinie.
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Von weiterem Interesse war eine Abschatzung, bei welcher Anzahl gemessener Spektren sich
eine Normalverteilung einstellt, wie sie auch bei den 200 Spektren zu erkennen ist. Es zeigt sich
schnell, dal? sich bereits bei einer Anzahl von 60 Melspektren diese Verteilung einstellt. Aus
diesem Grund wird in Abbildung 5-1 ebenfalls die Verteilung von 60 Spektren prasentiert'. Bei
einer geringeren Anzahl Spektren besteht die Gefahr, daR ein einziger ,,fehlerhafter” Mel3wert zu
einem falschen Mittelwert fihrt. Betrachtet man die Verteilung der 60 Spektren genauer, so
ergibt sich fur den Mittelwert eine Intensitdt von 234,93 counts, gegenuber
234,98 counts bei 200 Spektren, was einer Abweichung von weniger als 0,1% entspricht. Die
Spannweiten in Hohe von + 8 counts sind bei beiden gleich. Die Standardabweichungen
betragen 2,39 counts (60 Spektren) bzw. 2,26 counts (200 Spektren), die Varianzen entsprechend
5,74 counts (60 Spektren) bzw. 5,1 counts (200 Spektren). Es sei hier erwéhnt, dall mit den
Sulfatproben analoge Ergebnisse erzielt werden. Auch hier prasentiert sich schon bei
60 Spektren eine GaulR-Verteilung, die sich statistisch auswerten l&ft.

Zwei wesentliche Erkenntnisse kénnen aus den obigen Uberlegungen gewonnen werden: Zum
einen ergibt eine statistische Betrachtung mit dem berechneten Mittelwert der Intensitaten die
Maoglichkeit einer qualitativ besseren Messung. Gleichwohl muR anhand der statistischen
KenngrolRen eine weitere Abschédtzung der Gite der Messung erfolgen. Zur Verdeutlichung sei
auf die dargestellte lineare Anordnung der Mittelwerte in den Abbildungen 3-9 und 3-10
hingewiesen. Zum anderen ergibt sich aus den durchgefiihrten Untersuchungen, daR eine Anzahl
von 60 Spektren fur eine Auswertung ausreicht, wéhrend die Literatur flr eine verlailiche
Abschatzung einen Bereich von 50 Messungen [39] bis zu 100 Messungen [40] voraussetzt.

Fur die Kugellinsen-Optik sind die gleichen Abschéatzungen durchzufiihren. Betrachtet man die
Abbildungen 4-13 (Nitrat) und 4-14 (Sulfat), so ergeben sich fur beide Schwankungen um
+6 counts, was unter zusatzlicher Bertcksichtigung des apparativen Fehlers einer
Konzentrationsanderung in Hoéhe einer 500" molaren Lésung (Nitrat) bzw. einer
8,2010™ molaren Lésung (Sulfat) entspricht.

Bei der Kugellinsen-Optik ist zu ferner zu beachten, dal? sie auch bei den elektrophoretischen
Messungen geringer Konzentration eingesetzt wurde. Da bei diesen Untersuchungen eine
Aufkonzentrierung in der Kapillare stattfindet, die wiederum zu einem zeitabhéngigen
Konzentrationsverlauf am Detektor fuhrt, kann der Fehler mit seinen hier bestimmten

Absolutwerten nicht bestehen bleiben.

 Es wurden verschiedene Mengen von je 60 Spektren untersucht, von denen die hier gezeigte den schlechtesten
Fall darstellt.
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Vielmehr muB auf den zeitlichen Verlauf am Detektor und die Summenbildung der Intensitaten
eingegangen werden. Geht man davon aus, dal? die Erfassung einer am Detektor vorbeiziehenden
Probefront eine Zeit von acht Sekunden (vgl. Messungen in 4.2.2) in Anspruch nimmt, so
werden entsprechend acht Spektren aufgezeichnet. Jedes hat eine Integrationszeit von einer
Sekunde und somit einer maximalen apparativen Fehler von £ 0,55 counts, der sich auf die
Streuung der Intensitidten addiert. Diese verhalten sich bezlglich der Integrationszeit von vier
Sekunden keineswegs linear, so daR sie in einem Extraversuch bestimmt wurden. Sie haben
sowohl fur Nitrat, wie auch fir Sulfat eine GroélRe von £ 2 counts, so daB sich flr jedes
gemessenen Spektrum ein Fehler von £ 2,55 counts ergibt. Fir einen MeRzyklus von zehn
Sekunden ergibt sich somit ein maximaler Fehler von £20,4 counts. Der eigentliche MelRwert der
elektrophoretischen Messungen besteht, wie oben erwahnt, im Integral der gemessenen Spektren.
Dieses Integral zeigt in den Abbildungen 4-30 (Nitrat) und 4-32 (Sulfat) einen linearen
Zusammenhang, bei dem eine Schwankung von + 20,4 counts einer Lésungskonzentration in der
GréRe einer 6,2010° molaren Losung (Nitrat) bzw. einer 7,410° molaren Lésung (Sulfat)
entspricht. Man beachte, dal} dieses der maximale Fehler ist. Die Untersuchungen haben gezeigt,
dall gerade geringere Konzentrationen eine starkere Aufkonzentrierung erfahren, und dal die
Halbwertsbreite der vorbeiziehenden Front kleiner wird (vgl. Abschnitte 4.2.3.a und 4.2.3.b).
Dieses bedeutet aber auch, daR die Anzahl der fehlerbehafteten Spektren geringer wird. Im Fall
einer 5010°° molaren Lésung wurden fiir Nitrat lediglich vier Spektren und fir Sulfat 5 Spektren
fr die vorbeiziehende Front bestimmt. Mit diesen Werten wiirde sich der gesamte Fehler auf
+10,2 counts (Nitrat) bzw. £12,75 counts reduzieren. Dies hétte eine Abweichung in der Grolie
von einer 3,910 molaren Lésung (Nitrat) bzw. einer 4,6(10° molaren Losung (Sulfat) zur
Folge. Auf eine Angabe in ™ sei an dieser Stelle verzichtet; sie findet sich in Abschnitt 5.4, in

dem auch die Nachweisgrenzen behandelt werden.

5.3.2 Varianz der Messungen zur elektrophoretischen Wanderung
Die zeitlichen Schwankung der elektrophoretischen Wanderung, das heit die Anderung der

Migrationszeit der Probe, war ein nicht zu unterschitzendes Problem. Die zeitlichen
Schwankungen von Nitrat und Sulfat lagen auch hier im Bereich eines gemeinsamen Wertes. Im
schlechtesten Fall lag die 20 cm Kapillare bei + 8 Sekunden, die 15 cm Kapillare bei

+ 6 Sekunden und die 10 cm Kapillare bei £ 5 Sekunden.
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Da in den Untersuchungen jedoch zum einen nur reine Nitrat- bzw. Sulfatldsungen behandelt
wurden, und zum anderen die Ramanstreuung als Detektionsquelle diente, schadeten diese
Schwankungen den eigentlichen Messungen nicht. Lediglich bei der Untersuchung der Gemische
bestand die Gefahr, dal} verschiedene schwankende Migrationszeiten der lonen dazu fihren
konnten, dal3 sich die Spektren zu gleichen Zeiten tberlagern. Es stellte sich jedoch heraus, daf3
die Schwankungen der Migrationszeiten in einem Gemisch sowohl Nitrat-lonen wie auch Sulfat-
lonen gleichermaRen betrafen. Einer um funf Sekunden ,,verspétete* Nitratprobe folgte eine um
finf Sekunden verschobene Sulfatprobe. Somit bereiteten diese Schwankungen auch bei
Gemischen keine Probleme. Man konnte sogar sagen, dal3 durch die zusatzlich zu messende
Ramanverschiebung etwaige Anderungen in den Migrationszeiten kompensiert werden kénnen.
Dieses ware mit einer Leitfahigkeitsdetektion, wie sie in der Kapillarelektrophorese haufig
Anwendung findet, unmaglich.

Ein weiterer zu untersuchender Punkt bestand in der Bestimmung der exakten Breite der
Probefronten. Eine Abschatzung fiel aber anhand der durch die Integrationszeit von einer
Sekunde bedingten geringen zeitlichen Auflosung schwer. Zudem présentierten sich die
zeitlichen Breiten der Probefront am Detektor im Rahmen der mdéglichen Auflésung von
hervorragender Reproduzierbarkeit. Aus diesen Grinden sei an dieser Stelle von weiteren

Betrachtungen abgesehen.
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5.4 Nachweisgrenzen
Die Nachweisgrenzen bilden ein interessanten Teil dieser Arbeit. Dieser Abschnitt soll wieder in

zwei Teile untergliedert werden. Auf der einen Seite steht die Nachweisgrenze einer optischen
Versuchsanordnung ohne den Einsatz der Elektrophorese; auf der anderen Seite der Gewinn, der
durch die Migration der lonen im elektrischen Feld innerhalb der Kapillare erzielt wird. In den
vorangegangenen Uberlegungen wurde bereits der EinfluR der Fehler evaluiert, der in die
Messungen eingebracht wird, und der in den folgenden Uberlegungen wieder beachtet werden

muR.

5.4.1 Ohne elektrisches Feld
Die Messungen ohne elektrisches Feld fanden an diversen optischen Versuchsanordnungen statt.

Wie bereits bei der Fehlerbetrachtung soll auch hier nur eine Optik ausgewahlt werden: Die
separate Optik im 45° Winkel. Anhand der Abbildungen 4-9 (Nitrat) und 4-10 (Sulfat) lassen
sich die Nachweisgrenzen gut ableiten (vgl. auch Abschnitt 4.1.2.a). In Verbindung mit der
Fehlerbetrachtung aus Abschnitt 5.3.1 ergibt sich ftr Natriumnitrat an den separaten Optiken im
45° Winkel eine Nachweisgrenze in der GroBe einer 2[10° + 5,110 molaren Losung. Die
Nachweisgrenze von Natriumsulfat liegt hier bei einer Konzentration in der GroRe einer
300° + 9,410* molaren Losung. Umgerechnet lassen sich die Nachweisgrenzen fiir

Natriumnitrat auch mit einer Konzentration von 124 + 31 ™, bzw. fur Natriumsulfat mit einer
Konzentration von 288 + 90 ™ angeben. Letztendlich wurde aus Griinden dieser geringen

Empfindlichkeit versucht, die Konzentration der Probe elektrophoretisch zu erhéhen. Im
folgenden Abschnitt soll nun verglichen werden, inwieweit die Nachweisgrenzen durch die

Elektrophorese erhoht werden kdnnen.

5.4.2 Mit elektrischem Feld
Die Messungen an Kapillaren unter EinfluR eines elektrischen Feldes machen deutlich, daf sich

eine Verringerung der Nachweisgrenze sowohl fir Natriumnitrat, wie auch fur Natriumsulfat
realisieren 1aRt. Die in Abschnitt 4.2.3 durchgefiihrten Experimente und die Fehlerbetrachtung in
5.3.1 haben gezeigt, dal3 an der 75 um Kapillare im schlechtesten Fall noch Natriumnitrat mit
einer Konzentration in der GroRe einer 3(10° + 1,1(10"° molaren Losung und bei Natriumsulfat
in der GroRe einer 5[10°° + 1,3[10°. Man erkennt, daR die Schwankung der MeRwerte groRer ist

als die Nachweisgrenze an sich.
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Dies ist kein Widerspruch, da hier fur die Toleranzen der groRtmdgliche Fehler angenommen
wurde. Beachtet man die starkere Aufkonzentrierung geringerer Konzentrationen
(vgl. Abschnitt 5.3.1), so mussen die Toleranzen der Nachweisgrenze noch einmal korrigiert
werden. Man erhalt eine Konzentration in der GroRe einer 3[10° + 3,9010° molaren Lésung
(Nitrat) und in der GroBe einer 5010° + 4,6[10° molaren Lésung (Sulfat). Diese Lésungen

entsprechen einer Natriumnitratldsung mit einer Konzentrationen von 0,2 + 0,24 ™4 und einer
Natriumsulfatlosung mit einer Konzentrationen von 0,5 + 0,44 ™ . Vergleicht man diese

Nachweisgrenzen mit denen der optischen Anordnungen ohne EinfluR des elektrischen Feldes,
so wird deutlich, daR die Nachweisgrenze durch den elektrophoretischen EinfluR massiv
herabgesetzt wird. Im Vergleich zur separaten optischen Anordnung im 45° Winkel
unterscheidet sich die Nachweisgrenze um einen Faktor von mehr als 650 bei Natriumnitrat und
um einen Faktor von 600 im Fall von Sulfat. Ein weiterer interessanter Vergleich bietet sich bei
der Kugellinsen-Optik an. Diese wurde zum einen an der 100 um Kapillare untersucht, zum
anderen aber auch an der 75 um Kapillare bei den elektrophoretischen Messungen genutzt.
Obgleich die 100 um Kapillare ein deutlich gréReres Streuvolumen als die 75 um Kapillare hat,
wird hier der Gewinn noch deutlicher. Ein Vergleich der 100 um Kapillare ohne elektrisches
Feld mit der 75 um Kapillare mit elektrischem Feld ergibt fur die elektrophoretische Anordnung
eine Steigerung um den Faktor 2000 (Nitrat) bzw. 1400 (Sulfat).
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Diese Arbeit beschéftigte sich in der Hauptsache mit der Evaluierung einer alternativen
MelRmethodik fir Gemische von walrigen Sulfat- und Nitratldsungen. Hierzu wurde Uberprift,
inwieweit sich ein verhéltnismaRig kostengiinstiges Ramansystem fiir derartige Messungen
eignete. Obwohl verschiedene optische Aufbauten untersucht wurden, lagen die
Nachweisgrenzen fur Nitrat und Sulfat bestenfalls in einem Konzentrationsbereich von
124 + 31 ™y (Nitrat), bzw. 288 + 90 ™" (Sulfat). Mit diesen Grenzen konnten lediglich die

hohe Sulfatgehalte im Meerwasser bestimmt werden, eine in situ Bestimmung des Nitratgehalts
wére allerdings undenkbar. Mdgliche Verbesserungen im optischen Aufbau wirden mit
Sicherheit auch eine deutliche Erhéhung der Nachweisempfindlichkeit mit sich fiihren, so dal}
eine solche Anordnung in der Trinkwasseriiberwachung einzusetzen ware. Hier liegen die

Grenzen im Rahmen der deutschen Trinkwasserverordnung bei 50 ™y’ fur Nitrat und bei
240 ™/ fir Sulfat. Eine deutlich starkere Erhdéhung der Nachweisgrenze ist aber durch den

storenden Hintergrund der streuenden Wassermolekiile nicht realisierbar. Somit ware ein solcher
Melaufbau mit seiner Auflésung keine Alternative zur gangigen Mel3technik.

Zudem zeigten die Untersuchungen deutlich, dafl mit dem verwendeten Spektrometer Nitrat- und
Sulfatkonzentrationen stark unterschiedlicher Konzentration nicht bestimmt werden kénnen, da
sie spektroskopisch nicht mehr zu unterscheiden sind. Erst recht ist der EinfluR verschiedener
Kationen nicht zu unterschatzen. Es wurde gezeigt, dall gerade die Ramanlinien von Nitrat in
waélriger Losung in Abhangigkeit ihrer Kationen stark variieren, was die Messung verschiedener

Nitrate und Sulfate in einer Probe unmoglich macht.

Die Integrationszeit eines einzelnen MelRzyklus ist mit vier Sekunden vergleichsweise kurz. Es
ist jedoch zu beachten, dal sowohl vor als auch nach der eigentlichen Messung ein
Dunkelspektrum aufgenommen werden muB, so dal} sich die MeRzeit auf zwoIf Sekunden
erhoht. Mit dem in dieser Arbeit beschriebenen Dunkelstromkriterium kann festgestellt werden,
dal? bereits 60 Spektren fir eine statistisch auszuwertende Melireihe ausreichen. Dennoch wirde
eine Messung dieser 60 Spektren entsprechend zwdolf Minuten in Anspruch nehmen. Auch wenn
sich der Aufbau einfach automatisieren lieRe, erscheint eine Realisierung aufgrund der Dauer
eines MeRzyklus in Verbindung mit der Nachweisgrenze selbst fir Reinldsungen als nicht
praktikabel.
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Der zweite Teil der Untersuchungen bestand im Nachweis von Nitrat- und Sulfatlésungen
anhand der Elektrophorese in Verbindung mit der Ramanstreuung. Es zeigt sich, dal die
Nachweisgrenze durch die Kombinationen dieser beiden MefRprinzipien deutlich erhoht werden

kann. Es werden mit einer 15 cm langen 75 pum Kapillare Nachweisgrenzen von 0,2 +0,24 ™/

(Nitrat) und 0,5 0,44 ™" (Sulfat) erreicht.

Die Steigerung gegentiber den herkdmmlichen ramanspektroskopischen Untersuchungen ist mit
den Faktoren 2000 (Nitrat) bzw. 1400 (Sulfat) deutlich. Die in der DIN EN ISO 10304-1%

vorgeschriebenen Nachweisgrenzen liegen sowohl bei Nitrat als auch bei Sulfat bei 0,5 ™/ . Die

aufgebaute Versuchsanordnung erflllt diese Grenze also gerade. H&aufig findet eine prézise
Analyse von Wasserproben mit Hilfe der Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC) statt.
Gangige HPLC-Systeme liegen mit Empfindlichkeiten im Bereich von 0,1 ™ ebenfalls am

Rande ihrer Mdoglichkeiten. Der in dieser Arbeit beschriebene MeflRaufbau erreicht somit in
seinen Nachweisgrenzen die GréRenordnung der HPLC-Automaten. Allerdings kdnnte auch die
Empfindlichkeit der hier dargestellten Versuchsanordnung noch gesteigert werden. Eine
mechanisch fest mit der Kapillare verbundene Optik, wie sie sich zum Beispiel in einem
Glasblock realisieren lieRe, ware ein weiterer Schritt in Richtung geringerer Konzentrationen.
Gleichwonhl soll an dieser Stelle nicht verschwiegen werden, dal erst sehr viel Erfahrung fur die
Versuchsreihen der elektrophoretischen Messungen gesammelt werden mulite, um
reproduzierbare Messungen zu erhalten. Dennoch lieRe sich ein MeRaufbau bestehend aus
elektrophoretischen und ramanspektroskopischen Teil einfach automatisieren. Die automatisierte
Aufnahme der Spektren war bereits weitgehend realisiert. Lediglich die Befiillung und Spulung
der Kapillare wére eine neue Aufgabe, die sich jedoch mit speziellen Kuvetten und einem

geeigneten automatisierten hydraulischen Aufbau umsetzen lief3e.

Fur die Kapillarelektrophorese muf® ein Pufferelektrolyt und Natronlauge fir die
Konditionierung vorrédtig gehalten werden. Deren Einsatz wird zum einen bei der
elektrophoretischen Migration, zum anderen bei der Spilung der Kapillare ben6tigt. Betrachtet
man die 15 cm / 75 pm Kapillare, so hat diese ein Volumen von 0,66 pl. Selbst bei einer an die
Messung anschlieBenden Spilung mit dem zehnfachen des Kapillarvolumens wirden bei einem
Mefzyklus 7,26 pl verbraucht, so daf? ein Volumen von einem Liter Pufferelektrolyt flr tber

100000 Messungen reichen wirde.

> Die DIN EN 1SO 10304-1 wird auch bei der Beschreibung der Trinkwasserqualitat angewendet.
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Eine analoge Rechnung ist fur die Natronlauge aufzustellen, die ebenfalls nach jeder Messung
durch die Kapillare gespilt wurde, um sie fir die nédchste Messung zu konditionieren. Es wird
deutlich, daR diese beide Verbrauchsmaterialien die Standzeiten des MeRsystems nicht
einschranken. Vielmehr durfte die Kapillare an sich zum Problem werden. Etwaige

Langzeituntersuchungen konnten allerdings nicht durchgefihrt werden.

Ein weiteren interessanten Punkt bildet die Dauer eines MelRzyklus. Fihrt man eine grobe
Einschéatzung durch, so erhdlt man im Fall der 15 cm / 75 um Kapillare fir die eigentliche
Messung eine Dauer von 80 s. Unter Bertcksichtigung einer ausreichenden Spilung mit
Natronlauge und Pufferelektrolyt verlangert sich diese auf ungefédhr zehn Minuten. Diese Zeit
kann durchaus mit gangigen Analyseautomaten konkurrieren. Hier liegen zum Teil die reinen
MeRzeiten bei zehn Minuten; die Zeiten fur eine Vorbereitung und Konditionierung des
MeRsystems addieren sich zudem noch zusétzlich auf diese Zeiten auf.

Restimierend &Rt sich feststellen, daR mit der Kombination aus Elektrophorese und
Ramanstreuung eine MefRanordnung untersucht wurde, mit der sich sowohl waRrige Nitrat- und
Sulfatproben, wie auch Gemische aus diesen bestimmen lassen. Mit dem verwendeten ,,Low-
Cost“ Ramansystem liegen die nachzuweisenden Konzentrationen im Bereich gangiger
Meltechnik, wobei durch eine weitere Verbesserung und Stabilisierung des MeRaufbaus die
Grenzen weiter nach unten verschoben werden konnten. Selbst bei umfangreicher
Konditionierung der MeRapparatur liegen die Zeiten eines MeRzyklus im Bereich einiger
Minuten. Aufgrund dieser Uberlegungen bilden die in dieser Arbeit vorgestellten
MefRanordnungen und MeRablaufe eine melitechnische Alternative zur Bestimmung der Nitrat-
und Sulfatkonzentration, die aufgrund ihrer physikalischen und chemischen Struktur unabhéngig
davon ist, ob die Konzentration in einer Meeres- oder StRwasserprobe bestimmt werden soll. Es
muf allerdings beachtet werden, dal} reine Meerwasserproben mit ihren hohen Salzgehalten
maoglicherweise zu einem sehr hohen Stromflul® innerhalb der Kapillare fiihren. Dieses wiederum
konnte ein Ausgasen des Puffers oder der Probe zur Folge haben, wie es auch in den
Untersuchungen an Pufferelektrolyten verschiedener Konzentrationen beobachtet wurde. Eine
Alternative wirde in diesem Fall Kapillare geringeren Durchmessers bieten, in denen der

Stromflul} weniger stark ausgeprégt ist.
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Kinftige Experimente konnten sich damit beschaftigen, ob und mit welcher Aufldsung andere
ramanaktive lonen in walrigen Proben nachgewiesen werden kénnen. Es blieb im Rahmen der
Experimente die Zeit, Phosphat- und Carbonatverbindungen zu untersuchen. Beide zeigten ein
ramanaktives Spektrum und lieBen sich auch in die elektrophoretischen Messungen integrieren.
Weitere Untersuchungen dieser beiden lonen héatten allerdings die Grenzen der hier
durchgefiihrten Untersuchungen Gberstiegen. Sicherlich finden sich neben diesen noch andere
lonen, die mit einer Kombination aus Kapillarelektrophorese und Ramanspektroskopie zu
bestimmen sind. Gerade auf dem Gebiet der Meeres- bzw. WassermeRtechnik sollten weitere
Studien und Untersuchungen folgen, die eine automatisierte Erfassung der chemischen

Zusammensetzung von Wasserkdrpern entscheidend verbessern konnten.
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Anhang

A Statistische Uberlegungen

In diesem Teil des Anhangs sollen zwei grundlegende statistische Verteilungen betrachtet
werden, die flr das Verstdndnis der verwendeten mathematischen Analysen noétig sind. Wéhrend
die Verteilung gemessener Streuintensitdten an einer Losung konstanter Konzentration einer
GauBschen Form gehorcht, entspricht das ideale spektroskopische Profil der gestreuten Linie
einer Lorentz-Verteilung. Allerdings darf an dieser Stelle nicht unerwéhnt bleiben, daR dies nur
flr eine ideales Profil gilt. Reale Profile zeigen durch verschiedene physikalische Effekte zum
Teil andere Profilformen, so daB sich auch an der Spektrallinie eine Gaul3-Verteilung
prasentieren kann. In den durchgefuhrten Untersuchungen und Analysen zeigte sich jedoch, dal}
eine Anndherung an die spektroskopischen Melidaten mit Hilfe der Lorentz-Verteilung die
aussichtsreichsten Ergebnisse lieferte.

Beiden Verteilungen gleich ist die prinzipielle mathematische Anndherung. Die Bestimmung der

Gute der durchgeftihrten Anpassung der Verteilung geschah unter Verwendung des sogenannten
Xx2- Anpassungstests. Es wurden jeweils die Parameter der mathematischen GauR- bzw.

Lorentz-Verteilung sukzessive veréndert, bis die Abweichung der Verteilung von den MeRdaten
minimal war.
Aus diesen Grinden sollen in diesem Anhang drei Abschnitte getrennt werden. Als erstes

werden die Lorentz- und GauRB-Verteilung naher vorgestellt. Ihnen folgt eine kurze Darstellung

des x?- Anpassungstests.
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A.1.1 Lorentz-Verteilungen

Eine auf eins normierte Lorentz-Verteilung L in Abhé&ngigkeit der Halbwertsbreite I und der

Frequenz v gehorcht der mathematischen Funktion:

r
Lw.r=tg 2 (i)

r
(V _Vo)2 +T

v, entspricht der Frequenz der maximalen Intensitat. Abbildung A-1 zeigt die grafische

Darstellung der Lorentz-Verteilung aus (i).

\j

0.4k
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0.3}
C i
202F :
= i
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\

Abbildung A-1: Normierte Lorentz-Verteilung um einen Wert V, mit einer Halbwertsbreite von [' =2
(Die Normierung bezieht sich auf das Flachenintegral unter der Kurve der Verteilung).
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Die Lorentz-Verteilung in Abbildung A-1 besitzt mit v, und I zwei Parameter, die zur
Korrelation mit den MeRdaten veréndert werden kdnnen. Ferner kommt bei der Anndherung der
Lorentz-Verteilung an die realen Mef3werte zudem noch die Intensitat I, der Linie bei v, als
Multiplikator hinzu. Fur eine Auswertung sind also die Parameter v, I und I, sukzessive zu
andern, bis die Abweichung der durch sie bestimmten Lorentz-Verteilung von den MefRdaten ein
Minimum erreicht. In diesem Fall repréasentieren die Werte von v,, I und |, die eigentlichen

MeRdaten.
Die Gite der Beschreibung der MelRdaten durch die Parameter der Lorentz-Verteilung kann mit
Hilfe des in Abschnitt A.2.1 beschriebenen x?- Anpassungstests evaluiert werden. Wéhrend der

Analyse der durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich, daB in der Regel eine Lorentz-
Verteilung gefunden werden konnte, welche den Verlauf der gemessenen Profile mit nur

geringen Abweichungen entsprach.

A.1.2 Gaul-Verteilungen

Die zweite verwendete statistische Anordnung war die Gaul3-Verteilung G . Normiert hat sie fur

beliebige Werte x, die sich um einen Mittelwert x, anordnen, die mathematische Form:

1 ket }
G(x,0)= B2 o (i)
o2

o stellt in Gleichung (ii) die Standardabweichung dar. Abbildung A-2 zeigt die grafische
Darstellung der Gleichung (ii). Es ist zu bemerken, dal die Standardabweichung o im Verlauf
der Verteilung durch die Wendepunkte zu beiden Seiten des Maximums gebildet wird. Sie bietet
im Zuge der Analyse ein wichtiges Mittel zur Bewertung der Streuung und somit zur Qualitét der
MeRdaten.

Es wird schnell deutlich, dal? bei einer Korrelation zwischen Mel3daten und GaulR-Verteilung der

Mittelwert x,, die Standardabweichung o die wesentlichen Parameter darstellen. In Analogie
zur Normierung der Intensitat |, der Lorentz-Verteilung (vgl. Abschnitt A.1.1) hat allerdings

auch bei der GauB-Verteilung eine Normierung aus statistischen Griinden zu erfolgen. Auch die
Qualitat der Annaherung an die Mel3daten durch einen Gauf3-Verteilung ist mit dem in Abschnitt

A.2.1 beschriebenen x?- Anpassungstests zu tberpriifen.
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0.3

G(l,0)

0.2

0.1

Abbildung A-2: Normierte Gauf3-Verteilung um einen Wert X mit einer Standardabweichung von 0 =2
(Die Normierung bezieht sich auf das Flachenintegral unter der Kurve der Verteilung).

Der wesentliche Unterschied der GauR3- und der Lorentz-Verteilung besteht in ihrer Verwendung
im Laufe der durchgefuhrten Analysen. Wahrend die Lorentz-Verteilung bei der mathematischen
Behandlung der aufgezeichneten Rohspektren im Vordergrund stand, kam die GauR-Verteilung
bei der Auswertung der H&ufigkeit gemessener Intensititen an einer konstanten Probe zum Zuge.
Hieraus resultierend wird deutlich, dal bei der Lorentz-Verteilung das vorrangige Interesse den
Parametern Frequenz der Maximalintensitat, das heilt Frequenz der Streulinie, und ihrer
Intensitat galt. Bei der GauB-Verteilung hingegen waren der Mittelwert der Intensitat und die
Standardabweichung die bedeutenden GroRen. Selbstverstandlich sind diese Uberlegungen nicht
so zu verstehen, daR die nicht erwdhnten Parameter der Verteilungen keine Rolle spielen. Auch
uber diese, wie zum Beispiel die Linienbreite der Lorentz-Verteilung, lassen sich wichtige

Erkenntnisse gewinnen.
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A.1.3 Anpassungstest

Die Qualitdt der statistischen Ann&herungen wurden mathematisch durch den
x%- Anpassungstest evaluiert. Hierzu wurde eine Verteilung mit einem definierten Satz von
Parametern als gegeben vorausgesetzt. Im Sinne des Tests bildeten die Werte dieser berechneten
Verteilung einen Satz von n Erwartungswerten e, mit i =1..n. Die MeRdaten bildeten einen
zweiten Satz, den der Observablen o, mit i =1..n.

Mit den Erwartungswerten der Verteilung und dem Satz der Observablen I&3t sich der
Unterschied beider Wertemengen durch den x*- Anpassungstest beschreiben. Mathematisch gilt

fur ihn folgende Definition:

X*= ZT (iii)

Hat x? den Wert null, so entsprechen sich die Werte der Verteilung und die MeRdaten exakt. In

der Realitit sind jetzt die Parameter der Verteilung sukzessive zu dndern, bis der Wert von x°

sein absolutes Minimum hat. In diesem Fall sind sich Observablen (MelRdaten) und

Erwartungswerte (berechnete Werte der Verteilung) am ahnlichsten. Jedoch lassen sich mit dem
Wert von x* auch Aussagen iiber die Qualitat der Annaherung treffen. Es ist leicht ersichtlich,

dal? ein zu hoher Wert, selbst wenn er das absolute Minimum bildet, eine Reprasentation durch

die Parameter der Verteilung unsinnig erscheinen Iaft.

Durch den Einsatz von Computern lassen sich in kirzester Zeit alle Parameter einer Verteilung
verandern und gleichzeitig inre Giite mit Hilfe des x* - Anpassungstests tiberpriifen. Durch diese

Automatisierung lassen sich online Lorentz- oder Gaul3-Verteilungen mit minimalen
Abweichungen berechnen, so daR sehr schnell eine Aussage Uber einen Satz von MefRdaten

getroffen werden kann.
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