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Stand der Technik in der LC-MS-Kopplung
O. Schmitz

1.1
Einleitung

Die drastisch gestiegenen Anforderungen an qualitative und quantitative Analy-
sen von immer komplexeren Proben stellen eine immense Herausforderung fiir
die moderne instrumentelle Analytik dar. Fiir komplexe organische Proben (z. B.
Korperflissigkeiten, natiirliche Produkte oder Umweltproben) erfiillen nur chro-
matografische oder elektrophoretische Trennungen mit anschliefSender massen-
spektrometrischer Detektion diese Anforderungen. Aktuell ist jedoch ein Trend
zu beobachten, bei dem eine komplexe Probenvorbereitung und Vortrennung
durch hochauflésende Massenspektrometer mit Atmosphirendruck-Ionenquel-
len ersetzt werden.

Dabei sind jedoch zahlreiche Ionen-Molekiil-Reaktionen in der Ionenquelle —
vor allem bei komplexen Proben, aufgrund einer unvollstindigen Trennung —
moglich, weil die Ionisation in typischen Atmosphérendruck-Ionisationsquellen
unspezifisch ist [1]. Somit fithrt diese Vorgehensweise oft zu einer lonensuppres-
sion und Artefaktbildung in der Ionenquelle, vor allem bei der Elektrospray-Ioni-
sation (ESI) [2].

Trotzdem konnen Quellen wie die ASAP (atmospheric pressure solids analysis
probe), DART (direct analysis in real time) und DESI (desorption electrospray
ionization) oft sinnvoll eingesetzt werden. In ASAP wird ein heif3er Stickstofffluss
aus einer ESI oder APCI (atmospheric pressure chemical ionization)-Quelle als
Energiequelle fiir die Verdampfung eingesetzt und die einzige Anderung gegen-
tiber einer APCI-Quelle ist die Installation einer Einschubmoglichkeit, um die
Probe in den heiflen Gasstrom innerhalb der Ionenquelle zu platzieren [3]. Diese
Ionenquelle ermdglicht eine schnelle Analyse von fliichtigen und schwerfliichti-
gen Verbindungen und wurde beispielsweise eingesetzt, um biologische Gewe-
be [3], Polymeradditive [3], Pilze und Zellen [4] und Steroide [3, 5] zu analysieren.
ASAP hat viele Gemeinsamkeiten mit DART [6] und DESI [7]. Die DART-Ionen-
quelle erzeugt einen Gasstrom, der langlebige elektronisch angeregte Atome
enthilt, die mit der Probe interagieren konnen und so eine Desorption mit an-
schliefSender Ionisation der Probe mittels Penning-lonisation [8] oder Proto-
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nentransfer von protonierten Wasserclustern [6] induzieren. Die DART-Quelle
wird fiir die direkte Analyse von festen und fliissigen Proben eingesetzt. Ein gro-
ler Vorteil dieser Quelle ist die Moglichkeit der Analyse von Verbindungen auf
Oberfliachen, wie z.B. illegale Substanzen auf Dollarnoten oder Fungizide auf
Weizen [9]. Im Gegensatz zu ASAP und DART ist der grofie Vorteil von DESI,
dass — wie bei der klassischen ESI — die Fliichtigkeit der Analyten keine Vor-
aussetzung fiir eine erfolgreiche Analyse ist. DESI ist am empfindlichsten fiir
polare und basische Verbindungen und weniger empfindlich fiir Analyten mit
einer geringen Polaritdt [10]. Diese sehr niitzlichen Ionenquellen haben einen
gemeinsamen Nachteil. Alle oder fast alle in der Probe befindlichen Substanzen
sind in der Gasphase und wihrend der Ionisation zeitgleich in der Ionenquelle
vorhanden. Die Analyse komplexer Proben kann daher zu einer Ionensuppres-
sion und Artefaktbildung in der Atmosphirendruck-lonenquelle aufgrund von
Ionen-Molekiil-Reaktionen auf dem Weg zum MS-Einlass fithren. Aus diesem
Grund werden einige ASAP-Anwendungen mit steigender Temperatur des Stick-
stoffgases in der Literatur beschrieben [5, 11, 12]. Auch wurden DART-Analysen
mit verschiedenen Heliumtemperaturen [13] oder mit einem Heliumtemperatur-
gradienten [14] eingesetzt, um eine teilweise Trennung von Analyten aufgrund
der unterschiedlichen Dampfdriicke der Analyten zu realisieren. Eine mit DART
und ASAP verwandte und erst 2012 beschriebene Ionenquelle, die direct inlet
probe-APCI (DIP-APCI) der Firma Scientific Instruments Manufacturer GmbH
(SIM) nutzt eine temperierbare Schubstange zum Direkteinlass von festen und
fliissigen Proben mit anschlieflender chemischer Ionisation bei Atmosphiren-
druck [15]. Abbildung 1.1 zeigt eine DIP-APCI-Analyse einer Safranprobe (Fest-
stoff, Gewtirz) ohne Probenvorbereitung mit den safranspezifischen Biomarkern
Isophoron und Safranal. Als Detektor wurde ein Agilent Technologies 6538 UHD
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Abb. 1.1 Analyse von Safran mittels DIP-APCI und einem hochauflésenden qTOF-MS.
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Accurate-Mass Q-TOF eingesetzt. In Abb. 1.1a ist der TIC der gesamten Analyse
und in Abb. 1.1b exemplarisch das Massenspektrum zum Zeitpunkt 2,7 min dar-
gestellt. Die Analyse wurde bei 40 °C gestartet und die Probe mit 1°C/s auf eine
finale Temperatur von 400 °C aufgeheizt.

So niitzlich und zeitersparend diese Ionenquellen auch sein mégen, um kom-
plexe Proben qualitativ und quantitativ analysieren zu konnen, ist eine chromato-
grafische oder elektrophoretische Vortrennung sinnvoll. Neben der Reduzierung
von Matrixeffekten ermdéglicht der Vergleich der Retentionszeiten zudem noch
eine Analyse von Isomeren (eine entsprechend leistungsstarke Trennung voraus-
gesetzt).

1.2
lonisationsmethoden bei Atmospharendruck-Massenspektrometern

In den letzten zehn Jahren wurden einige neue Ionisationsmethoden fiir Atmo-
sphirendruck (AP)-Massenspektrometer entwickelt. Davon stehen manche nur
in einigen Arbeitskreisen zur Verfiigung, weshalb hier lediglich vier kommerziell
erhiltliche Ionenquellen néher vorgestellt werden sollen.

Die am weitesten verbreitete Atmospharendruck-Ionisierungstechnik (API) ist
ESI, gefolgt von APCI und APPI (atmospheric pressure photoionisation). Eine
deutlich geringere Bedeutung hat die APLI (atmospheric pressure laser ioniza-
tion), die allerdings fiir aromatische Verbindungen hervorragend geeignet ist und
fiir z. B. die PAK (polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe)-Analytik den
Goldstandard darstellt. Dieses Ranking spiegelt mehr oder weniger die chemi-
schen Eigenschaften der Analyten, die mit API-MS bestimmt werden, wider:

Die meisten Analyten aus dem pharmazeutischen und biowissenschaftlichen
Bereich sind eher polar, wenn nicht sogar ionisch, und werden somit effizient
mit ESI ionisiert (Abb. 1.2). Es besteht jedoch auch ein betrichtliches Interesse
an API-Techniken zur effizienten Ionisierung von weniger oder gar nicht polaren
Verbindungen. Fiir die Ionisation solcher Substanzen ist ESI weniger geeignet.

1.2.1
Ubersicht API-Methoden

Ionisationsmethoden, die bei Atmosphdrendruck arbeiten, wie z. B. die , atmo-
spheric pressure chemical ionization” (APCI) und die ,electrospray ionization®
(ESI), haben den Anwendungsbereich der Massenspektrometrie sehr stark erwei-
tert [17-20]. Durch diese API-Techniken kénnen chromatografische Trennver-
fahren wie beispielsweise die Fliissigchromatografie (LC) leicht an Massenspek-
trometer gekoppelt werden.

Ein fundamentaler Unterschied zwischen APCI und ESI besteht im Ionisations-
mechanismus. Bei der APCI erfolgt die Ionisierung des Analyten in der Gasphase
nach der Verdampfung des Losungsmittels. Bei ESI erfolgt die Ionisierung be-
reits in der fliissigen Phase. Beim ESI-Prozess werden i. d. R. durch Protonierung
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Abb. 1.2 Geeigneter Polaritatsbereich von Reproduziert mit freundlicher Genehmigung
Analyten fir die lonisation mit verschiedenen von O.J. Schmitz, T. Benter, Advances in LC-MS
API-Techniken. Hinweis: Der erweiterte Mas- Instrumentation: Atmospheric pressure laser

senbereich der APLI gegeniiber APPl und APCI ionization, Journal of Chromatography Libra-
ergibt sich aus der lonisation von unpolaren ry, Vol. 72 (2007), Chapter 6, Pages 89-113.
aromatischen Analyten in einem Elektrospray.

bzw. Deprotonierung Quasimolekiilionen aus stark polaren Analyten gebildet. Ei-
ne Fragmentierung wird selten beobachtet. Dagegen erfolgt die Ionisierung von
weniger polaren Substanzen bevorzugt mittels APCI durch Reaktion von Ana-
lyten mit Primérionen, die mithilfe einer Koronaentladung erzeugt werden. Die
Ionisierungseffizienz von unpolaren Analyten ist mit beiden Techniken sehr ge-
ring.

Fiir diese Substanzklassen wurden andere Methoden entwickelt, wie beispiels-
weise die Kopplung der ESI mit einer elektrochemischen Vorstufe [21-32], das
»coordination ionspray” [32—47] oder die ,dissociative electron capture ionizati-
on“ [38-42]. Die von Syage et al. [43, 44] vorgestellte Atmospharendruck-Fotoio-
nisation (APPI) bzw. die von Robb et al. [45, 46] als dopant-assisted (DA) APPI
weiterentwickelte Methode stellen ein relativ neues Verfahren zur Fotoionisation
(PI) von unpolaren Substanzen mittels Vakuum-UV (VUV)-Strahlung dar. Beide
Techniken basieren auf der Einphotonenionisation, die schon seit Lingerem in
der Ionenmobilitditsmassenspektrometrie [47—50] und im Fotoionisationdetektor
(PID) [51-53] eingesetzt wird.

1.2.2
ESI

In der Vergangenheit war eines der Hauptprobleme massenspektrometrischer
Analysen von Proteinen oder anderen Makromolekiilen, dass deren Massen au-
Berhalb des Massenbereiches der meisten Massenspektrometer lag. Um groflere
Molekiile wie beispielsweise Proteine analysieren zu kénnen, musste eine Hydro-
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lyse von Proteinen und dann die Analyse dieser Peptidmischungen durchgefiihrt
werden. Durch ESI ist es nun moglich, auch grofie Biomolekiile ohne vorherige
Hydrolyse ionisieren und mittels MS analysieren zu konnen.

Basierend auf Vorarbeiten von Zeleny [54], Wilson und Taylor [55, 56] im
20. Jahrhundert erzeugten Dole und Mitarbeiter hochmolekulare Polystyrolio-
nen in der Gasphase aus einer Benzol-Aceton-Mischung des Polymers mittels
Elektrospray [57]. Diese lonisationsmethode wurde schliefllich durch die Ar-
beiten von Fenn 1984 [58] etabliert und 2002 mit dem Nobelpreis fiir Chemie
belohnt.

Um den gesamten Vorgang der Ionenbildung bei ESI zu beschreiben, ist eine
Unterteilung der Abldufe in drei Abschnitte sinnvoll:

» Bildung ladungstragender Tropfen
» Verkleinerung der Tropfen
» Bildung gasférmiger Ionen.

Um positive lonen zu erzeugen, wird an die enge Kapillarspitze (10~ m Auf3en-
durchmesser) eine Spannung von 2-3kV zwischen Kapillare und dem MS-Ein-
gang (Gegenelektrode) angelegt. In der aus der Kapillare austretenden Elektrolyt-
l6sung erfolgt eine Ladungstrennung, bei der Kationen an der Fliissigkeitsober-
flache angereichert und zur Gegenelektrode gezogen werden. Anionen wandern
dagegen zum positiv geladenen Kapillarende und werden dort entladen bzw. oxi-
diert. Die Anreicherung von positiver Ladung an der Fliissigkeitsoberflache ist
Ursache der Bildung eines Fliissigkeitskonus, da die Kationen zum negativen Pol
(Kathode) gezogen werden. Dieser sogenannte Taylor-Konus (Taylor cone) resul-
tiert einerseits aus dem elektrischen Feld und andererseits aus der Oberfléchen-
spannung der Losung. Ab einer bestimmten Distanz zum Kapillarende erfolgt
eine zunehmende Destabilisierung, und es werden Tropfen mit positiver Uber-
schussladung in einem stabilen Spray emittiert. Die Grofie der gebildeten Tropfen
héngt ab von:

« der Flussrate der mobilen Phase und der Hilfsgase,
 der Oberflichenspannung,

o der Viskositit,

 der angelegten Spannung und

» der Konzentration des Elektrolyten.

Diese Tropfen verlieren durch Verdampfen Losungsmittelmolekiile, und bei Er-
reichen des Raleigh-Limits (elektrostatische AbstofSung der Oberflichenladun-
gen > Oberflichenspannung) werden viel kleinere Tropfen (sogenannte Mikro-
tropfen) emittiert. Dies geschieht aufgrund von elastischen Oberfléchenvibra-
tionen der Tropfen die zur Bildung Taylor cone-dhnlicher Strukturen fiihren,
s. Abb. 1.3.

Am Ende solcher Ausstiilpungen werden kleine Tropfen gebildet, deren Masse-
Ladungs-Verhaltnis deutlich kleiner als beim ,, Muttertropfen® sind. Durch diesen
ungleichen Zerfall der ,Muttertropfen“ erhéht sich pro Durchlauf von Tropfenbil -
dung und Verdampfung bis zum Raleigh-Limit das Verhaltnis von Oberflichenla-
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Abb. 1.3 Reduzierung der Tropfchengrofle.

dung zur Zahl gepaarter Ionen im Tropfen dramatisch. Somit sind nur die hoch-
geladenen Mikrotropfen fiir die letztlich erfolgende Ionenbildung verantwortlich.

Charakteristisch fiir den ESI-Prozess ist die Bildung von mehrfach geladenen
Ionen bei grofien Analytmolekiilen. Daher findet man beispielsweise fiir Pepti-
de und Proteine entsprechend ihrer Masse eine Serie von Ionensignalen, die sich
jeweils um eine Ladung (normalerweise eine Addition eines Protons im Positiv-
modus oder Subtraktion eines Protons im Negativmodus) unterscheiden.

Fiir die eigentliche Bildung der gasformigen Analytionen werden zurzeit zwei
Mechanismen diskutiert. Zum einen der von Cole [59] und Kebarle und
Peschke [60] vorgeschlagene ,charged residue mechanism“ (CRM) und zum
anderen der von Thomson und Iribarne [61] postulierte ,ion evaporation me-
chanism” (IEM). Beim CRM werden die Tropfen so lange reduziert, bis nur noch
ein Analytmolekiill im Mikrotropfen vorhanden ist, an das dann ein oder meh-
rere Ladungstriager addiert werden. Beim IEM werden die Tropfen bis zu einem
sogenannten kritischen Radius (» < 10 nm) reduziert, und dann werden geladene
Analytionen aus diesen Tropfen emittiert [62].

Essenziell fiir den Anwender ist, dass geniigend Ladungstrager im Eluat vor-
handen sind. Dies kann durch Zugabe von z. B. Ammoniumformiat zum Eluenten
oder Eluat realisiert werden. Ohne diese Zugabe ist ESI zwar in Acetonitril-Was-
ser-Mischungen prinzipiell méglich (in MeOH/Wasser jedoch nicht), ein stabile-
res und reproduzierbareres Elektrospray mit einer hoheren Ionenausbeute gelingt
aber nur durch Zugabe von Ladungstrégern vor oder nach der HPLC (hight per-
formance liquid chromatography)-Trennung.

123
APCI

Bei dieser von Horning 1974 [63] eingefiihrten Ionisationsmethode wird das Eluat
durch einen Verdampfer (400—600 °C) in die Ionenquelle eingebracht. Trotz der
hohen Temperatur des Verdampfers wird nur selten eine Zersetzung der Probe
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N, +e — Nyt + 2e
N7 +2N, >Ny + N,
N, +H,0 — H,0+ + 2N,

H0" +H,0  —H0"+OH
HO++nH,0 —H,0* [{H,0),

Abb. 1.4 Reaktionsmechanismus bei der APCI.

beobachtet, da die Energie fiir die Verdampfung des Losungsmittels verbraucht
wird und die Probe sich normalerweise nicht tiber 80-100°C erwiarmt [64]. Im
Austrittsbereich des Gasstroms (Eluat und Analyt) ist eine Metallnadel (Koro-
na) angebracht, an der eine Hochspannung angelegt ist. Gelangen die Losungs-
mittelmolekiile in den Bereich der Hochspannung, bildet sich ein Reaktionsplas-
ma nach dem Prinzip der chemischen Ionisation. Ist der Energieunterschied zwi-
schen Analyten und Reaktantionen grof} genug, werden die Analyten z. B. durch
Protonentransfer oder Adduktbildung in der Gasphase ionisiert.

In der APCI wird anstelle des bei der GC-MS vorhandenen Filaments (CI) ei-
ne Koronaentladung zur Emission von Elektronen eingesetzt (Atmosphérendruck
plus Sauerstoff wiirden zum schnellen Durchbrennen des Filamentes fithren).

Mit Stickstoft als Sheath- und Nebulizer-Gas und atmosphérischem Wasser-
dampf (ist auch in Stickstoff 5.0 in ausreichender Menge vorhanden) in der APCI-
Quelle werden durch Elektronenionisation primar N und Nj-Ionen gebildet.
Diese kollidieren mit den verdampften Losungsmittelmolekiilen und formen se-
kundire Reaktantgasionen wie z. B. H;O* und (H,0),H* (Abb. 1.4).

Das héufigste Sekundérclusterion ist (H,0),H" zusammen mit signifikanten
Mengen an (H,0);H* und H;O™. Diese geladenen Wassercluster kollidieren mit
den Analytmolekiilen, wodurch es zur Bildung von Analytionen kommt:

H;O0+M - [M + H]* + H,0 (1.1)

Die hohe Kollisionsfrequenz resultiert in einer hohen Ionisationseffizienz der
Analyten und fiihrt zu Adduktionen mit nur wenig Fragmentierung.

Im Negativmodus bilden die Elektronen, die bei der Koronaentladung emittiert
werden, mit Wassermolekiilen in Gegenwart grofSer Menge von N, Hydroxidio-
nen. Da die Gasphasenaziditidt von H,O sehr gering ist, bilden die OH™-Ionen
in der Gasphase durch Protonentransferreaktion mit den Analyten H,O und
[M—H]~ (mit M = Analyt) [64].

Problematisch bei der APCI ist die simultane Bildung von unterschiedlichen
Adduktionen. So kénnen je nach Eluentzusammensetzung und Matrixkompo-
nenten beispielsweise Na*- und NH; -Addukte neben protonierten Analytmo-
lekiilen auftreten, wodurch die Auswertung erschwert wird. Und: MS/MS von
Na*-Addukten liefert keine geladenen Fragmente.

9
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124
APPI

Die APPI ist fiir die Ionisation von unpolaren Analyten geeignet, wobei die Fo-
toionisation eines Molekiils M zur Bildung des Molekiilradikalkations M** fiihrt.
Wenn die Ionisierungspotenziale (IP) aller anderen Matrixbestandteile grofier als
die Photonenenergie sind, ist dieser Ionisationsprozess spezifisch fiir den Analy-
ten. In der APPI konnen allerdings sehr unterschiedliche Prozesse die Detektion
von M" 7 stark beeinflussen. Zum einen kénnen in der Gegenwart von Losungs-
mittelmolekiilen und/oder anderen im grofien Uberschuss vorhandenen Kompo-
nenten Ionen-Molekiil-Reaktionen ablaufen. Zum anderen werden VUV-Photo-
nen effizient von der Gasphasenmatrix absorbiert. So wurde z. B. beobachtet, dass
in der APPI in Gegenwart von Acetonitril (haufiger Eluent in der HPLC) haupt-
sdchlich [M + H*] gebildet wird, obwohl das IP von CH3CN mehr als 2,2 eV iiber
der vorhandenen Photonenenergie liegt [65]. Generell wird in der APPI bei pola-
ren, in CH;CN—H,O-Mischungen gelosten Verbindungen meistens die Bildung
von [M + H*] beobachtet, wihrend unpolare Verbindungen, wie beispielsweise
Naphthalin, normalerweise M** bilden [66]. Ein detaillierter Mechanismus zur
Bildung von [M + H]* wurde von Syage vorgeschlagen [67]. Die Ionenausbeute
ist bei der APPI aufgrund des limitierten VUV-Photonenflusses und den Wech-
selwirkungen mit Losungsmittelmolekiilen eingeschrankt. Daher wurde von Bru-
ins und Mitarbeitern die , dopant-assisted atmospheric-pressure photoionizati-
on“ (DA-APPI) [66] als neue Ionisationsmethode eingefithrt. Hier wird die Ge-
samtzahl an Ionen, die durch die VUV-Strahlung gebildet wird, durch Zugabe
einer direkt zu ionisierenden Komponente (Dopant) deutlich erhéht. Wird der
Dopant so ausgewahlt, dass die resultierenden Dopant-Fotoionen eine relativ ho-
he Rekombinationsenergie bzw. eine geringe Protonenaffinitit haben, dann kann
das Dopantion durch Ladungsaustausch oder Protonentransfer die zu analysie-
renden Verbindungen ionisieren. Neben Aceton und Toluol erwies sich Anisol
als sehr effektiver Dopant bei der APPI [68]. Durch Zugabe eines Dopants kann
zwar die Sensitivitit erhoht werden, aber die moglichen Adduktbildungen fiithren
oftmals zu deutlich komplizierteren APPI-Massenspektren [45, 66, 68]. Neuere
Untersuchungen deuten darauf hin, dass der direkte Protonentransfer von pri-
mir gebildeten Dopantionen nur eine sehr untergeordnete Rolle spielt. Vielmehr
scheint eine sehr komplexe, thermodynamisch kontrollierte Clusterchemie zu do-
minieren [69].

1.2.5
APLI

Die ,,atmospheric pressure laser ionization“ (APLI) wurde 2005 entwickelt [70].
Dabei handelt es sich um eine weiche Ionisierungsmethode mit einfach zu inter-
pretierenden Spektren fiir unpolare aromatische Substanzen, bei der Fragmen-
tierungen der Analyten nur untergeordnet auftreten. APLI basiert auf der reso-
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nanzverstirkten Mehrphotonenionisation (REMPI), allerdings bei Atmosphéren-
druck.

Die REMPI-Methode erlaubt die empfindliche und selektive Ionisierung von
zahlreichen Verbindungen. Dabei wird z. B. folgender Ansatz genutzt:

M + mhv - M* (1.2)
M* + nhv - Mt + e~ (1.3)

Die Gln. (1.2) und (1.3) reprisentieren einen klassischen (m + n) resonanzver-
stirkten Mehrphotonenionisation (REMPI)-Prozess, der mit » = m = 1 hédu-
fig sehr vorteilhaft zur Ionisierung von polyaromatischen Kohlenwasserstoffen
(PAK) eingesetzt wird. Da die Absorptionsbanden von PAK bei Raumtemperatur
relativ breit sind, konnen aufgrund der hohen molekularen Absorptionskoeffizi-
enten im nahen UV und der relativ langen Lebensdauer der S;- und S,-Zustédnde
hiufig Festfrequenzlaser fiir die Anregung genutzt werden, beispielsweise die
248 nm-Linie eines KrF-Excimerlasers. Unter diesen Bedingungen kann eine na-
hezu selektive Ionisation von aromatischen Kohlenwasserstoffen erreicht werden.
Ein grofler Vorteil der APLI im Vergleich zur APPI ist, dass weder Stickstoff und
Sauerstoft noch die typischerweise in der HPLC eingesetzten Losungsmittel (z. B.
Wasser, Methanol, Acetonitril) im verwendeten Wellenldngenbereich merkliche
Absorptionsquerschnitte aufweisen. Eine Schwichung der Photonendichte in-
nerhalb der Ionenquelle, d.h. eine merkliche Einkopplung von elektronischer
Energie in die Matrix, wie in der APPI beobachtet, findet in der APLI nicht statt.
Die APLI ist sehr sensitiv bei der Bestimmung von PAK und stellt daher eine
wertvolle Alternative zu APCI und APPI dar. Die APLI ist aber nicht nur auf
die Analyse solcher einfachen aromatischen Verbindungen beschrankt. Es kon-
nen auch komplexere oligo- oder polymere Strukturen sowie metallorganische
Verbindungen analysiert werden [71]. Zudem besteht die Moglichkeit, Analyten
iber ihre funktionelle Gruppe mit sogenannten Ionisationsmarkern — in Analo-
gie zu Fluoreszenzderivatisierung — zu modifizieren und dann iiber den aroma-
tischen Ionisationsmarker auch nicht aromatische Substanzen mittels APLI zu
ionisieren [72—74]. Dabei profitiert man von der Selektivitat der Ionisierung (nur
aromatische Systeme) und der herausragenden Sensitivitit der Methode. Auch
wurde bereits die parallele Ionisation von Probenbestandteilen mit ESI bzw. APCI
und APLI realisiert [75, 76]. Dadurch kénnen sowohl polare (ESI) bzw. nicht aro-
matische mittelpolare Analyten (APCI) gemeinsam mit Aromaten (APLI) einer
massenspektrometrischen Detektion zuganglich gemacht werden.

1.2.6
Bestimmung der lonensuppression

Bei vielen massenspektrometrischen Analysen von komplexen Proben erschwert
die Ionensuppression die Quantifizierung und erfordert oftmals eine aufwendige
Probenvorbereitung. Es sollte deshalb immer im Vorfeld untersucht werden, ob
es zu einem Signal reduzierenden Einfluss der Matrix kommt.



Intens.
#104
30

i/
25

20

05

0.0

12

1 Stand der Technik in der LC-MS-Kopplung

’ AL A 1 aa AN M . ‘\A/'l;‘ A )
P A 1 AMRARRAA At WY W A e MY Y A
,—m“m“»,-wru oA I N A M ' WY P Yy A WY

han IV
LY. At A

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 Time [s]

Abb. 1.5 lonensuppression von PAK im Urin bei APCI-MS Analysen.

Fiir diese Untersuchung wird hinter der Trennséule iiber ein T-Stiick eine mit-
tels HPLC-Pumpe geforderte Analytlosung mit dem durch die Trennséule trans-
portierten Eluat-Matrix-Gemisch vermengt und die Massenspur des Analyten
detektiert. Nach dem Passieren der Séule werden die getrennten Matrixbestand-
teile im T-Stiick mit der Analytlésung vermischt und gelangen dann gemeinsam
in die Ionenquelle. Die Intensitétsinderung der Analytmassenspur wéihrend der
Elution der Matrix gibt Auskunft tiber eine eventuell stattfindende Ionensuppres-
sion. Abbildung 1.5 zeigt die lonensuppressionsbestimmung einer PAK-Analyse
in Urin mit APCI-qTOF. Im Analysenbereich von 80 und 400 sinkt die Massen-
spur deutlich ab und erreicht erst ab ca. 450 s wieder das normale Niveau. Somit
eluieren zwischen 80 und 400 s storende, also lonensuppression verursachende
Matrixbestandteile des Urins von der Trennséule.

1.2.7
Beste lonisationsmethode fiir die jeweilige Fragestellung

Anhand von Abb. 1.2 kann grob abgeschitzt werden, mit welcher Methode die
interessierenden Analyten am effektivsten ionisiert werden konnen. Je nach Po-
laritat werden die Analyten dabei sinnvollerweise mit ESI (polare), APCI (mittel-
polare), APPI (unpolare) oder mit APLI (Aromaten) ionisiert. Allerdings spielt
auch die Matrix bei dieser Entscheidung eine wichtige Rolle. Bei komplexen Pro-
ben ist eine mogliche Ionensuppression bei der Elektrospray-lonisation wahr-
scheinlicher bzw. stirker ausgeprigt als bei den anderen hier besprochenen Io-
nisationsmethoden. Auch spielt die Ionenstrahlfithrung im Einlassbereich des
Massenspektrometers eine wichtige Rolle. So zeigen ESI-Ionenquellen mit einem
Z-Sprayeinlass oftmals weniger Ionensuppression als normale ESI-Ionenquel-
len. Auch der Eluatfluss muss der jeweiligen Ionenquelle angepasst werden. So
konnen bei APCI-Quellen oftmals etwas hohere Fliisse als bei ESI-Quellen ein-
gesetzt werden. Auch wenn Geritehersteller andere Flussraten versprechen, so
ist es hinsichtlich Spraystabilitit, Reproduzierbarkeit und Ionensuppression si-
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cherlich sinnvoll, ESI-Quellen mit Fliissen unter 300 pL/min und APCI-, APPI-
und APLI-Quellen mit Fliissen unter 500 uL/min zu betreiben. Natiirlich konnen
applikationsbedingt auch grofiere Fliisse eingesetzt werden, woraus sich aller-
dings oftmals die genannten Probleme ergeben. Durch Derivatisierung kann die
Empfindlichkeit in Einzelféllen signifikant gesteigert werden.

1.3
Massenanalysatoren

Am héufigsten werden folgende Massenspektrometer routinemaflig mit der LC
gekoppelt:

e Quadrupol

o Triple-Quadrupol
e iontrap

e 0alTOF

e Orbitrap

Hinsichtlich Empfindlichkeit und Preis-Leistungs-Verhéltnis (inkl. Wartung) ist
ein Quadrupol-MS eine sehr sinnvolle Anschaffung. Im single ion mode (SIM)
werden sehr gute Sensitivititen erreicht, und bei einem schnellen Quadrupol (ab
ca. 25-50 Hz) kann sogar die UHPLC (ultra high performance liquid chromato-
graphy) als schnelle Trennmethode mit dem Quadrupol gekoppelt werden.

Eine auf Quadrupol-MS basierende Weiterentwicklung stellen die Triple-Qua-
drupol-Massenspektrometer dar, die vor allem bei der Targetanalytik in kom-
plexen Proben eine grofie Rolle spielen. Es wird weitestgehend auf Probenvorbe-
reitung und Vortrennung verzichtet, und die Potenziale des ersten und dritten
Quadrupols werden so eingestellt, dass jeweils nur ein bestimmtes (n1/z) durch-
gelassen wird. Dabei handelt es sich beim ersten Quadrupol um das Ion des
Targetanalyten und beim dritten Quadrupol um ein charakteristisches Fragment
dieses Ions, welches im zweiten Quadrupol (eigentlich eine Stofflkammer) durch
Stofle mit Argon oder Stickstoff induziert wird. Durch die Analyse des Fragmen-
tions wird das chemische Rauschen (Matrix) stark reduziert, und Triple-Qua-
drupol-Massenspektrometer zdhlen somit zu den sensitivsten und selektivsten
Massenspektrometern. Fiir einige Analyten sind bereits Nachweisgrenzen im
Zeptomolbereich (Stoffmenge auf der Trennsdule) realisiert worden. Meist wer-
den 2-3 Fragmente gemessen, um die Intensititsverhéltnisse zu vergleichen und
somit Uberlagerungen auszuschliefien (quantifier und qualifier).

Ahnlich wie ein Quadrupol ist eine Tonenfalle oder Ion-trap-MS aufgebaut.
Die Ionen werden allerdings in der trap gesammelt, und dann kann entweder
ein Massenscan oder eine ein- bzw. mehrfache Fragmentierung des Targetana-
lyten durchgefiihrt werden. Moderne Ion-trap-MS-Systeme zeichnen sich durch
eine sehr gute Linearitat und Sensitivitit und eine schnelle Datenaufnahme (z. B.
20 Hz) aus und konnen somit sogar mit der UHPLC gekoppelt werden. Besonders

13
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geeignet sind sie fiir Strukturaufkldrung von Biomolekiilen (Zucker, Peptide etc.).
Zu beachten wire hier der ,low mass cutoff*

Time-of-flight (TOF)-Massenspektrometer erfahren seit mehr als ca. 20 Jahren
eine ungebrochene Renaissance, was mit der orthogonalen Ionenstrahlfithrung
im Gerdt zusammenhéngt. Dadurch wurde es méglich, auch kontinuierliche Io-
nenquellen wie z.B. ESI und APCI ohne Auflosungsverlust an ein TOF-MS zu
koppeln. In letzter Zeit wurde durch die Einfithrung von Repellern, ion funnels,
leistungsstérkere Elektronik etc. die Auflésung immer weiter verbessert, sodass
mittlerweile mehrere Hersteller TOF-MS-Systeme mit Auflésungen zwischen
40000-70000 anbieten und dabei Aufnahmeraten von 20Hz und mehr rea-
lisieren. Somit sind diese Geréte hervorragend fiir die Kopplung von schnellen
Trennverfahren wie UHPLC geeignet und konnen aufgrund der hohen Auflésung
und Massengenauigkeit (< 1 ppm) auch Hilfestellungen bei der Identifizierung
von unbekannten Probenbestandteilen geben.

Der neueste Massenanalysator ist das LTQ-Orbitrap-Massenspektrometer
(LTQ = linear trap quadrupole). Bei diesem wird die handelsiibliche LTQ mit
einer von Makarov entwickelten Ionenfalle gekoppelt [77, 78]. Die Ionen werden
in der Orbitrap nicht wie bei iiblichen Fr-ICR-Ionenfallen mit magnetischen, son-
dern mit elektrischen Feldern gesammelt. Aufgrund des Auflésungsvermogens
(bis ca. 800000) und der hohen Massengenauigkeit (1-3 ppm) kann die Orbi-
trap beispielsweise zur Identifikationen von Peptiden in Proteinanalysen oder
fiir Metabolomstudien eingesetzt werden. Zusétzlich kann die Selektivitit durch
MS/MS-Experimente noch stark verbessert werden. Allerdings ist die Kopplung
mit der UHPLC fiir eine schnelle chromatografische Vortrennung nicht sinnvoll,
da die Datenaufnahmerate zu gering ist, um die schmalen Signale der UHPLC
reproduzierbar integrieren zu konnen.

Neben einigen weiteren Massenspektrometern werden auch noch FT-ICRMS-
Gerite eingesetzt. Letztere haben neben sehr hohen Anschaffungs- und Betriebs-
kosten (z. B. Helium) den Nachteil einer geringen Datenaufnahmerate (gleiches
Problem wie beim Orbitrap), weshalb die Kopplung mit einer schnellen Chroma-
tografie wie beispielsweise der UHPLC nicht realisiert werden kann. Allerdings
sind sie hinsichtlich Auflésung (> 800 000) ungeschlagen und ein extrem niitzli-
ches Werkzeug in der Metabolomforschung.

1.4
Zukinftige Entwicklungen

Der Trend im Bereich Massenspektrometer geht zurzeit eindeutig in Richtung
hoherer Auflésung und schnellerer Datenaufnahme.

Bei TOF-MS werden zukiinftig sicher Auflosungen von tiber 100 000 Spektren
pro Sekunde und Datenraten von 20—40 erzielt werden konnen. Bei der Orbi-
trap ist zu vermuten, dass durch eine noch prézisere Produktion der Zelle routi-
nemiflig Auflésungen iiber 500 000 moglich sein werden. Dadurch konnte dann
durch eine Verkiirzung der Scangeschwindigkeit, die mit einem Auflésungsver-
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lust einhergeht, auch eine schnelle Vortrennung (UHPLC) eingesetzt werden, die
hinsichtlich Auflésung mit den TOF-MS-Systemen konkurrieren kann.

Im Bereich der Non-target-Analytik stellt die Kombination der Ionenmobili-
titsspektrometrie (IMS) mit einem hochauflésenden qTOF-MS eine leistungs-
starke Analysenplattform dar. Zurzeit sind zwei ausgereifte kommerzielle Sys-
teme mit unterschiedlichen Spielarten der Ionenmobilitit, die drift-time ion
mobility spectrometry (DTIMS) beim Agilent 6560 und die traveling wave ion
mobility spectrometry (TWIMS) beim Vion IMS qTOF von Waters kommerzi-
ell erhaltlich. Durch die strukturabhéngige Driftzeit in der Driftrohre des IMS
konnen auch vor der Ionisation nicht getrennte isobare Substanzen voneinander
separiert werden. Abbildung 1.6 zeigt die Trennung der isobaren Substanzen
Glukose und Fruktose im IM-qTOF-MS-System (Agilent 6560) durch die unter-
schiedliche Wanderungszeit (Driftzeit in Millisekunden) durch die 80 cm lange
Driftrohre des Systems. Besonders erwihnenswert ist, dass anhand der Drift-
zeit die collision cross section (CCS) direkt (beim Agilent-System) und indirekt
iber Vergleich mit einem Standard (beim Waters-System) der Substanzen be-
stimmt werden kann. Beim Einsatz einer Datenbank aus CCS-Werten und der
prizisen Masse kann dann eine schnelle und zuverldssige Identifizierung der
Signale bei einer Non-target-Analyse durchgefiihrt werden. Dazu gibt es interes-
sante Losungen seitens der Hersteller zur Reduzierung vom Untergrund bei der
Quantifizierung (FA/MS von Thermo, Selex Ion von SCIEX).

Ein weiterer Schwerpunkt in den zukiinftigen Entwicklungen wird die Opti-
mierung der Ionenquellen hinsichtlich Ionenerzeugung und Ionentransport bei
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unterschiedlichen Flissen (Nano-, Mikro-HPLC, LC x LC) und fiir den Einsatz
der wieder an Bedeutung gewinnenden supercritical fluid chromatography (SFC)
sein, um die Sensitivitat weiter zu verbessern.

1.5
Worauf sollten Sie beim Kauf eines Massenspektrometers achten?

Neben dem zur Verfiigung stehenden Budget spielen meiner Auffassung nach fol-
gende Punkte bei der Kaufentscheidung eine zentrale Rolle:

a) soll eine Targetanalyse oder eine umfassende Analyse der Probe zur Struktur-
aufklarung durchgefiihrt werden;

b) notwendige Sensitivitit;

¢) Software;

d) Probendurchsatz;

e) MS-Analyse mit oder ohne vorgeschalteter Trennverfahren.

Sollten nur Targetanalysen (also z. B. Analytik von bekannten Verunreinigungen
in einem Produkt oder Pestizidanalytik) geplant sein, so wiirde ein Quadrupol-
oder Triplequad-MS die beste Wahl darstellen. Mit diesen Geréten kann eine sehr
sensitive Analyse gewéhrleistet werden (SIM, MRM = multiple reaction monito-
ring), und auch eine schnelle Vortrennung (z. B. UHPLC) ist bei vielen Geréten
mittlerweile moglich.

Sollen unbekannte Proben auf Inhaltsstoffe untersucht werden (,full scan®),
wiirden hochauflosende Massenspektrometer wie das qTOF oder die Orbitrap
die Analyse merklich erleichtern. Aufgrund der zusitzlichen Trenndimension,
der CCS-Bestimmung und der damit einhergehenden Identifizierungsmoglich-
keit sind auch die neuen Systeme mit einem vorgeschalteten Ionenmobilitéts-
spektrometer sicherlich eine interessante Alternative. Wenn auch noch ein hoher
Probendurchsatz notwendig ist, wiirde das QTOF den Vorrang vor dem im hoch-
auflosenden Modus langsamen Orbitrap bekommen. Hinsichtlich Auflésung ist
die Orbitrap den QTOF-Systemen allerdings deutlich {iberlegen. Die Sensitivitit
eines QTOF und der Orbitrap ist ca. Faktor 10-50 schlechter als die eines Qua-
drupols bzw. Triplequads, aber Nachweisgrenzen im unteren ppb-Bereich sind
sehr wohl moglich. Dies gilt im SIM oder MRM-Modus; im Falle von full scan
sind QTOF empfindlicher als Triplequads.

Wenn — z. B. aufgrund eines hohen Probenaufkommens — auf eine Vortrennung
verzichtet werden soll, so sollte darauf geachtet werden, dass geeignete sogenann-
te ambient desorption ionization techniques wie DESI, DART, ASAP, DIP-APCI
etc. an das MS gekoppelt werden kénnen. Einen guten Uberblick erméglichen
einige Reviewartikel [79-82].

Schliefllich gibt es noch grofle Unterschiede bei der jeweiligen MS-Software.
Hier sollte sich der User vorab einen Uberblick iiber die Stirken und Schwichen
der Software geben lassen.
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Neben dem Anschaffungspreis sollten auch die Betriebskosten bei der Anschaf-
fung beriicksichtigt werden. Neben einem hohen Stickstoffverbrauch sollten die
Massenspektrometer jahrlich gewartet werden. Alleine die Wartung fiihrt je nach
Aufwand und Hersteller zu jahrlichen Kosten in Héhe von 5000 bis 20 000 Euro.
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