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Einleitung

Einsatzgebiete organischer Analysenmethoden

Umweltanalytik

» Luft (z.B. Abgasanalytik, luftgetragene organische Schadstoffe)

»  Wasser (z.B. Wasserqualitat, Herbizide, Pestizide)

» Bdden (z.B. Mineraldle, Entsorgung und Aufarbeitung belasteter
Boden)

Prozesskontrolle und Prozessregelung

» Grofdtechnische Destillationen

» Extraktionen

* Qualitatskontrolle (z.B. Reinheit von Gasen, Chemikalien,
Medikamente.....)

Pharmakologische / toxikologische / forensische Analytik
» Drogennachweis (z.B. Cannabis, Cocain, Methadon)
z. B. in Haaren, Urin, Serum
» Dopingnachweis (z.B. Anabolika, THG)
» klinische Proben (z.B. Glucose in Blut)

Lebensmittelanalytik

* polychlorierte Biphenyle in Milch
» Trinkwasseranalytik (Herbizide)

Bioanalytik

* DNA-Sequenzierung
¢ Proteomics
* Metabolomics




Analytische Chemie

Abb. aus: Ullmann’s
Encyclopedia of
Industrial
Chemistry (Bd. 5)

Einige Begriffsbestimmungen:

Was ? Qualitative Analyse
Wieviel ? Quantitative Analytik
Welche Anordnung oder Form? Struktur- und/oder Speziationsanalyse

Wo befindet sich der Analyt? Verteilungs- oder Oberflachenanalyse




Formulierung des analytischen Problems

= klare Definitionen notwendig
(Bsp. CCl, in Luft, Cr3*/Crs*,
freies Ca?* in physiologischen
Proben, ,Heilwasser",
patentrechtlich-relevante
Proben, technische Produkte
(z.B. Shampoo))

Analysenplan

Der Analysenplan (Forschungsplan)
beschreibt den zeitlichen Ablauf des
analytischen Prozesses (z.B. Meilensteine)

Abb. Strategische
Organisation des
analytischen Prozesses
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Exkurs: Qualititsmanagement und Qualitdtssicherung
(insbesondere fiir die Datendokumentation zu berlicksichtigen)

= Good Laboratory Practise (GLP)

~Gute Laborpraxis befasst sich mit dem formalen Ablauf und den
Bedingungen, unter denen Laborpriifungen geplant, durchgefuhrt
und Uberwacht werden sowie mit der Aufzeichnung und
Berichterstattung der Prifung” (Cammann (2001))

Abb. Zeitungsmeldungen zu
wissenschaftlichen Fehlverhalten
(Victor Ninov (2001) Entdeckung
des Elements 118 und Jan Hendrik
Schoén 2002) Nanotechnologie an
organischen Halbleitern)

(Stichworte zur GLP: Arbeiten nach Lege artis (nach den allen Regeln
der Kunst), Verantworlichkeiten regeln, Protokollierung (Primardaten 10
Jahre sichern, Autorenschaften etc.)

Konkrete und strengere Anforderungen an die Qualitatssicherung
stellen die

= Akkreditierung von Laboratorien beziiglich ihrer Fachkompetenz
(Normenserie EN 45000)

+Verfahren, durch das eine autorisierte Kérperschaft formal anerkennt,
dass eine Person oder Kdrperschaft fahig zum Ausfiihren bestimmter
Aufgaben ist (Cammann (2001))"

(z.B. laborinterne Infrastruktur, Qualifikation des Personals,
verfahrenstechnische Vorschriften fir Priifmethoden, sowie den Einsatz
von Kalibrationen und Referenzmaterialien)

= Zertifizierung bezuglich der Qualitat der Organisation (ISO 9000)

+Verfahren, durch das eine dritte Partei schriftlich bescheinigt, dass ein
Produkt, ein Prozess oder eine Dienstleistung bestimmte Anforderungen
erflllt (Cammann (2001))"

(insbesondere die Dokumentation betreffend)




Probenahme

Analysenfehler

100%
Probenahmefehler: J\}'\Me;ﬂm
10%
= Eintrag von Analyt (Mehrbefund, 1%
positive Artefakte)
= Analytverlust (Minderbefund, negative
Artefakte)
= Fehler, die bezlglich der Reprasentanz bei der PN gemacht
werden, lassen sich durch keine noch so aufwendige
instrumentelle Analytik wieder korrigieren

Gesamtmaterial (z.B. Gebinde von Teeblattern, See, Erdatmosphare)

Probe (Teil des Gesamtmaterials (z.B. 1 g Teeblatter, 1 mL See-wasser,
1 L Luftprobe)

= Probenahme fiir heterogene Untersuchungsobjekte kritisch
= reprasentative Probenahme essentiell fiir richtige Resultate
PN

Erdgasblase

Probenvorbereitung
z.B. Aufschllsse, Auftkonzentrierung, Extraktionen, Vortrennungen (clean up)
Quantifizierung

Absolut- oder Primarmethoden
(Analytmenge direkt proportional einer physikalischen GroRe)

¢ Gewicht — Gravimetrie

¢ \olumen — Volumetrie

e Ladungsmenge — Coulometrie

Relativmethoden

¢ Quantifizierung beziglich auf eingesetzte Standards (Kalibrierung)

“definitive” Methoden (i.a. matrixunabhangig)

¢ Isotopenverdiinnungs-Massenspektrometrie
¢ Neutronenaktivierungsanalyse




Probenahme

Probenahme luftgetragener organischer Analyten

z.B. organische Komponenten in der

freien Atmosphare:

* Alkane
Methan (~ 1.7 ppm)

Ethan (< 1 - 100 ppb)
Hexan (< 1 - 30 ppb)

* Alkene
Ethen (0 - 100 ppb)
Propen (0 - 30 ppb)
Isopren (0 - 30 ppb)

* Aromaten
Benzol
Toluol

* Aldehyde und Ketone
Formaldehyd
Aceton

» Sauren
Ameisensaure
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FIGURE 2,8 Methane mixing ratios over the last 1000 years as determined from ice cores from
Anurctica and Greenland (IPCC. 1995).  Different data points indicate different locations.
Atmospheric data from Cape Grim, Tasmania, are included to demonstrate the smooth transition
from ice core to atmaspheric measurements

Probenahmetechniken ohne Anreicherung

¢ Probenahme in ein starres
Behaltervolumen (“whole air
sampling”,“grab sampling”)

Glas (“Gasmause”) (Graphik)

— Vorteile: Sichtkontrolle, gute
Reinigungsmdglichkeit, keine
Ausgasungen, inert (event.
nach Silanisierung)

— Nachteile: keine Druckbe-
fullung, schwieriger Einsatz im
Feld

wichtig: Spilen des Behalters

Ansaugkopf mit Vorabscheider
Sammelbehilter

Absperrhdhne

Pumpe

mogliche Positionen fiir Druckmessung
mogliche Positionen fiir Volumenstrommessung

<gvwzZa»

[

(kontinuierliches Durchpumpen ca.

des 10fachen Behaltervolumens)




Metallbehilter (elektropolierte Edelstahlbehalter, Aluminium)
typisches Behaltervolumen 1-2 L

Vorteile: Moglichkeit der Druckbefiillung, Handhabung
Nachteile: hohe Kosten, aktive Oberflachen

Abb. Standard-Probenahme-
behalter aus Edelstahl
(Summa-Kanister

Abb. Sherwood Rowland (Nobelpreis fiir
Chemie 1995) (aus Peoples Magazine
1976)

Drei Arten der eigentlichen Probenahme (Metall- und Glasbehilter)

+ Befillen gereinigter evakuierten Behalters ohne Pumpeinrichtung,
z.B. an explosionsgefahrdeten Orten oder bei Ballonaufstiegen

+ Befillen mittels Pumpe, wobei die Pumpe hinter dem Sammelgefal
angeschlossen wird (Graphik oben), keine Gefahr der Kontamination
durch die Pumpe selbst

» Druckbefillung unter Verwendung von Metallbalgenpumpen

A H, H, H,

Vorteile: h6heres Probenvolumen, Befiillung tber lange Zeitraume
(z.B. 24h Proben), leichte Ankopplung an Analysensytem

Nachteile: Gefahr von Kontaminationen, Kondensation von
Wasserdampf




Reinigung und Konditionierung der SammelgefaRe

» wiederholtes Evakuieren (0.5 Torr) und Befiillen mit befeuchteter
“Nullluft”, Analyse des Behalterinhalts nach friihestens 24h
(Blindwertmessung), EPA-Methode

» Ausheizen des Behalters wahrend der Evakuierung (Verringerung
der Blindwerte aber Gefahr aktiver Oberflachen (Analytverluste))

* Nach Reinigungsschritten erfolgt Beflllen des Behalters mit
Umgebungsluft (Belegung von Sorptionszentren aber héhere
Blindwerte)

* Probenahme in ein
veranderliches Behéltervolumen

Kunststoffbeutel (insbesondere PTFE)
Vorteile: geringes Gewicht, geringes
Volumen vor der Flllung, z.T. einfache
Beflllung

Nachteile: schwierige Reinigung, Wiederverwendbarkeit nicht
immer gegeben, hohe Permeabilitat bzw. Aufnahmefahigkeit fr
org. Spurenkomponenten

(Konzentrationsbereich > 1ppm)

Abb. Bsp. zur Probenahme mit PTFE-Beuteln,
Bestimmung gasférmiger Komponenten in
Vulkanemissionen




Probenahmetechniken mit Anreicherung
Anreicherung an festen Adsorbentien

Einsatzbereiche: Bodenluft, Arbeitsplatz-Uberwachung,
Deponiegase, Raumluft

Adsorptionsmittel
—

Volumenstrommesung
(Massenstrommessung)
Pumpe

Glas- oder Metallrohr

Anforderungen an Adsorbentien

* hohe Kapazitat (hohe Probenahmevolumina) (spezifische Oberflache

des Adsorbents)
+ geringe Affinitat zu Wasser (Luftfeuchtigkeit)

* hohe thermische Stabilitat (Moglichkeit zur thermischen Desorption)

* keinen Beitrag zum Untergrund (Blindwerte)

Handelsname Grundgeriist Temperatur- . Spezifische Eignung
stabilitat [’C]  Oberfliche [m?/g]
Kieselgel Kieselsaure 300 1-30 m
Aluminiumoxid Aktiviertes Aluminiumoxid 300 300
Aktivkohle Kohlenstoff aus Kokosnussschale > 400 800 I, m
Carbopack B graphitisierter Kohlenstoff 300 100 m
Carbosieve Slil graphitisierter Kohlenstoff 225 1000 I, m
Tenax TA 2,6-Diphenyl-p-phenylenoxid 250 20-40 m
Porapak Q Diphenylbenzen - Ethylvinylbenzen 250 700 m
Chromosorb 102 Styrol-Divinylbenzen 250 350 m
Amberlite XAD-4 Styrol-Divinylbenzen 200 750 m

WTab. Haufig eingesetzte Adsorptionsmaterialien (I leitflichtig, m
mittelfllichtig)
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Abb. Mikroskopische Aufnahmen von Aktivkohle

Abb.
Schematische
Darstellung der
Adsorption

Durchbruchszeit t
Durchbruchsvolumen

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5 7

0.4 1

0.3

C(Analyt)/C(Adsorptionsgleichgewicht

0.2

0.1 7

Abstand vom Rochrchenanfang [z.B. mm]

Abb. Darstellung zum zeitlichen Verhalten der
Analytkonzentration wahrend der Probenahme

11



= wichtigste Grofie zur quantitativen Anreicherung —
Durchbruchsvolumen (DBV)

stiirker sorbierter Analyt

/ schwiicher sorbierter Analyt

C(Analyt)/C(Adsorptionsgleichgewicht)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Abstand vom Roehrehenanfang [z.B. mm]

Abb. Darstellung zur Verdrangung schwacher sorbierter
Analyten vom Adsorbents

= mdglichst keine Wechselwirkung des Adsorptionsmaterials mit
Luftfeuchtigkeit

O ) O
Abb. Schematische Darstellung zur
Oberflachenstruktur von Adsorbentien

Folge der uneinheitlichen Oberflache
= Adsorptionsenthalpie hangt vom Bedeckungsgrad ab
= Konzentrationsabhangigkeit des DBVs

12



100

DBV [willkuerliche Einheiten]
/

0.1
1 10 100 1000

Analytkonzentration in der Gasphase [willkuerliche Einheiten]

Abb. Konzentrationsabhangigkeit des Durchbruchvolumens

Schlussfolgerungen zur quantitativen Anreicherung

= DBV schwer im Labor quantitativ zu bestimmen
(Koadsorption, Konzentrationsabhangigkeit)

= Uberpriifung der vollstéandigen Anreicherung am Ort der
Probenahme durch Verwendung von 2 Adsorptionseinheiten
in Serie

= DBVs sind abhangig von der Temperatur
(Frontalchromatographie)

13



Kombination verschiedener Adsorbentien

Carbotrap C Carbotrap Carbosieve ™ S-I1I
"graphitierter RuB" “graphitierter RuB3" Molekularsieb
(hélthéhermolekulare  (halt Cs-Cg-Ver- (fur leichtfiichtige
Verbindungen fest) bindungen fest) Verbindungen)

Sammelrichtung

— \ Silanisierte %
Desorptionsrichtun;

2 Glaswolle

Carbotrap
o e A ARy
s«-/\/. //\///\// ~ Q o
. O W

Tenax

phenylenoxid)

e 18)
i
- ey
7 7 7 - CH, - CH-CH, -CH - CH,-CH-
A
7/\/@’ 7-—*”” —~ Amberlite XAD-2
ey e - CH, - CH- CH, - CH- CH, - CH
(A) / / / 7
J ©

(2,6-Diphenyl-p-

Abb. Mikroskopische

Aufnahmen pordser

Polymere (z.B.

Amberlite (rechte

Abb. Molekularsieb Abb.)
(Abb. oben)
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Moglichkeiten der Desorption

+ thermische Desorption (vollstéandige Uberfiihrung der Analyten in
das Analysensystem)

/ >200°C

\ -80°C

i.D. 0.3-0.5 mm

» L&sungsmitteldesorption (Verlust des hohen Anreicherungsfaktors,
sinnvoll nur bei thermisch labilen Analyten oder extrem schwer-
flichtigen Substanzen)

Passivsammler

Neben den oben beschriebenen
Méoglichkeiten der aktiven Probe-
nahme (Pumpen, Ansaugen)
kann auch der Konzentrations-
gradient zwischen der beprobten
Gasphase und einem Adsorbens
zur Probenahme ausgenutzt
werden (passive Probenahme)

Vorteil: einfache Probenahme, Mittelung
Uber langere Zeitraume (oft eingesetzt fir
die Uberwachung von Innenraumluft und am
Arbeitsplatz)

Nachteil: lange Probenahmezeit, keine
Messung von Spitzenkonzentrationen
moglich

15



Anreicherung durch Absorption oder Chemisorption
(selektive Anreicherung)

e  Carbonylverbindungen

= Derivatisierung wahrend der Probennahme mit 2,4-
Dinitrophenylhydrazin unter Bildung der Phenylhydrazone:

R!\ H* 7
O,N NH-NH, 4+ c=0 —» O,N NH—N:C\ + H,0
, B
R, R,

NO, NO,

Probenahmemedium: Reagenzlésung auf
Tragermaterialien oder in einem Impinger
(Gaswaschflasche)

Abb. Impinger

Abb. DNPH-Kartusche

Bestimmung im Labor: Extraktion mit org. Lésungsmittel und
HPLC/UV (360-375nm)

e organische Sauren

= Uberfiihrung der fliichtigen Sauren (z.B. Ameisensaure/
Essigsaure) in ihre Alkalisalze mit basischen Substanzen
(Na,COg, K,CO,4, KOH)

= Bestimmung im Labor: lonenchromatographie

16



Verluste und Artefaktbildung wahrend der Anreicherung

» bei der Anreicherung von reaktiven Substanzen kénnen stoffliche
Veranderungen der Analyten durch chemische Reaktionen mit
anderen Luftbestandteilen auftreten

Beispiele:

= bei Messungen in der freien Atmosphare insbesondere durch
Abreaktion mit Ozon (O3) auf der Adsobentienoberflache,
insbesondere Verluste von Alkenen oder auch Abbau von
Phenylhydrazonen (‘negative artifacts’)

= aber auch Artefaktbildung (“Kunsterzeugnis”), z.B. Ozonolyse
von Fetten (Triglyceride z.T. ungeséttigter Fettsauren wie Olséure
(9-Octadecensaure)) ahrend der Anreicherung = Nonanalbildung
(‘positive artifacts’)

= selektive Entfernung der stérenden Komponenten vor der
Anreicherungseinheit

» Einsatz von Scrubbern (to scrub = griindlich reinigen)
z.B. selektive Enfernung von Ozon
- Kl, Na,S,05, MnO,, Titration mit NO, NOXON©
(ungesattigtes Polymer)

Ozonscrubber 4 mm 62 mm

H,
23mm~H

Befestigungsschraube.

17



Probenahme und Anreicherung organischer Komponenten aus
Wasser und Feststoffen

» Headspace-Arbeitstechniken
* Festphasenextraktion
» SFE (supercritical fluid extraction)

zu analysierende Komponenten im Vergleich mit luftgetragenen
organischen Substanzen

=  groBerer zu erwartender Fliichtigkeitsbereich

Headspace-Techniken (Dampfraum-Analyse)

= entwickelt in den 60er Jahren
(Geruchsstoffe im ,Kopfraum* von
Konserven

= \Verteilung der Analyten zwischen Matrix
und Gasphase Uber der Probe

= einfache Methode bei der Abtrennung von der Matrix,
Reinigung und z.T. Aufkonzentrierung in einem Schritt
ablaufen

= Entnahme von Gasvolumen mit einer gasdichten Spritze

= beschréankt auf flichtige Substanzen

= Prinzip: Gleichgewichtseinstellung zwischen Gas- und
Flussigphase = Graphik unten




g~ A (peak area) Abb. PrinziE) der Headspa(_:e-AnaIyse.
A : Flache des GC-Signals
cs=k-cg Cg» Cg : Konzentration des Analyten in
der Gas- bzw. Flissigphase

k : Verteilungskoeffizient

Theorie zur Headspace-Analyse

C Konzentration im Wasser (1 )
¢, Konzentration in der Gasphase

k=

Verteilungskoeffizient k (partition coefficient) ist abhangig von der
Temperatur

¢, =k-c, )

= da Peakflache A proportional zur Konzentration des Stoffes in
der Gasphase folgt:

-, @)

= um auf die Konzentration c; in der urspriinglichen Probe zurtick-
schlieen zu kdnnen, wird vom Gleichgewicht der Massen ausgegangen:

My = Mg + Mg nach GG-Einstellung mit My = ¢, V,, , Mg = cg Vg
und Mg = cg Vg

C, -V, =C Vg +Cg -V, (4)

19



Durch Verwendung von Gl. (2) kann die unbekannte GroéRe cg durch
k-cg ersetzt werden:

¢, V, =k-Cq -V, +C -V, (5)
cn=cG<://—s-(k+://—Gj (6)

0 s

Die Ausgangskonzentration c, einer Probe ergibt sich mit V, = Vq:
6=t [kﬂVTJ (7)
Da die ermittelte Peakflache A der Konzentration des fllichtigen Stoffes
in der Gasphase cg proportional ist (Gl. 3) gilt entsprechend:
¢, =A-(k+p) wobei p=Vg/Vg (8)
S Phasenverhaltnis (phase ratio)

Die Einflisse auf die Empfindlichkeit einer statischen Headspace-
Analyse kdnnen nun leicht aus der Proportionalitat der Gleichung 8
abgeleitet werden:

1
Axc, ©)
k+p
Substanz 40°C 60°C 80°C
Tetrachlorethan 1.5 13 09
1,1,1-Trichlorethan 16 1.5 12
Toluol 28 16 13
o-Xylol 24 1,3 1.0
Cyclohexan 0,07 005 0,02
n-Hexan 0,14 0,04 <0,03
Ethylacetat 62,4 29,3 17.5
n-Butylacetat 314 13,6 7.6
iso-Propanol 825 286 117
Methyl-isobutyl-keton 54,3 28 118
Dioxan 1618 642 288
n-Butanol 647 238 99

Tab. Verteilungskoeffizienten ausgewahlter Verbindungen

Ko Ss Konzentration im Wasser
¢, Konzentration in der Gasphase

Verbesserung der Nachweisgrenzen durch:
= Temperaturerhéhung (k wird kleiner)

= Verringerung des Phasenverhaltnisses
(allerdings nur fiir unpolare Analyten
kleine k-Werte, polare Analyten =
Phasenverhaltnis wenig wichtig)

Bedeutung (Einfluss von k und ) fur Fehlerabschatzungen und Auswabhl
interner Standards

20



= Zugabe hoher Konzentrationen anorganischer Salze (NH,CI,
(NH,),S0O,, NaCl, Na,SO,, K,CO,;) = ,Aussalzen* = Loslichkeit
der organischen Analyten (k) wird reduziert, insbesondere bei
polaren Substanzen in polaren Lsgm. (z.B. Wasser)

Statische Headspace-Technik

Step 1 Step 2 Step 3
Sample reaches Sample is extracted from Sample is injected
equilibrium headspace

ﬁ T = const.

Abb. Vorgehensweise bei der statischen Headspace

= Reduzierung des Matrixeinflusses: Standardisierung (wie oben,
Zugabe anorganischer Salze (Na,SO,, Na,CO,) oder
Standardadditionsmethode

= leicht zu automatisieren -
(Probenwechsler)

= Einsatzgebiete: z.B. Aromaten in ,nm-m
Wasser, Ethanol in Blut ' g ]
(forensische B e el
Blutalkoholbestimmung) : R i

Vorteile: hoher Probendurchsatz, kaum Probenvorbereitung,
Beflllung der Proben-Flaschen vor Ort, niedrige
Analysenkosten

Nachteile: Injektion von Wasser und Sauerstoff, Matrixeffekte

Gasct hische Besti (aus Wikipedia)

Ein Verfahren zur gaschromatographischen Bestimmung von Ethanol im Serum ist die Methode mit innerem Standard. Dazu
wird die verdiinnte Serumprobe mit einer definierten Menge tert.-Butanol vermischt. Uber das Verhiltnis der Peakhéhen oder
Peakflachen des inneren Standards und des Ethanolpeaks der Probe kann der Ethanolgehalt der Probe errechnet werden.
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Dynamische Headspace-Technik (Purge & Trap)

{Xlp =0=> 100% Wiederindung

[ p—

Abb. Gegenuberstellung der Methoden dynamische
(A) und statische (B) Headspace

Abb. Gasflussplan einer Purge & Trap-GC-
Kopplung, Schaltungen der Phasen am
6-Wege-Ventil: schwarze Linie: Purge-
Phase, rote Linie: Desorptionsphase
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Abb. Mdglichkeiten der Probenzufiihrung in
der Purge & Trap. (A) U-Rohr mit Fritte
fur Wassersproben (B) Probengefal} fir
Wasser- und Bodenproben (Feststoffe)
(C) Probengefaly fir schaumende
Proben

Einsatzgebiete:

o leichtflichtige halogenierte Kohlenwasserstoffe in Wasser

e Geruchsstoffausdiinstungen aus Materialien (z.B. Leder,
PKW-Innenausstattungen)

e Lebensmittelanalytik (z.B. Aldehyde in Speisedlen)

Vorteile: geringere Erfassungsgrenzen, bessere Matrixabtrennung

Nachteile: Kontaminationen, schwierig bei schdumenden Proben

Festphasenextraktion (SPE, solid phase extraction)

» ersetzt mehr und mehr die Flussig-

g . eselgehati SN
FlUssig Extraktion Kiesdlaetparikel 3§ cn,
: CH,
» Aufkonzentrierung der Analyten an NN
der Oberflache von Festphasen O eny
» Einsatz von Glas- oder . ' o o A
Kunststoffkartuschen, die zwischen o

zwei Fritten ein festes Adsorbens
(z.B. Kieselgel), enthalten

» wichtig: Konditionierung ("Aktivierung") des Adsorbens mit reinem
Lésungsmittel

» haufig verwendete Festphasen: chemisch gebundene unpolare
Gruppen an Tragermaterialien (Grapik), z.B C,g-Phasen (reversed
phase), grahitierte RulRe, lonenaustauscher

23



Festphase Matrix Analyten i
'Umkehrpn.aéen‘ polare Matrix * unp&arhxs N Kunbﬁwasaerstoﬁa. Aromaten,
z.B. AP-18, RP-8, RP-Phenyl z.B. wassrige Lésung leicht polar  Vitamine, Pestizide, Arzneistoffe
Normalphasen® unpolare Matrix polar Alkohole, Aldehyde, Ke!ot_ve. Amine,
2. B. Kieselgel, Aluminiumoxid, 2. B. Hexan, chlorierte Kohlenwasser- Phenole, Aminosauren, Lipide, Ste-
Florisil stoffe roide, Pestizide, Arzneistoffe
lonenaustauscher** polare Matrix ionisch Aminoséuren, Zucker, Nuklein-
7. B, wassrige Losung séduren, Metalle
Tab. Gangige Festphasenmaterialien
= —
Proben-Reservolr ————
(Polypropyten)
’ I
Fritte .
(20 yam, Polypropylen)
FestphasenaBatt -
Abb. Aufbau einer gepackten (40 um)
Séule zur Festphasen- Fritte
Extraktion .
Luer-Spitze
Retention des Analyten Retention der Stsrkomponenten
ol
JJ‘ H : ?
] b “ 8
i s %o Abb. Verschiedene
Waschen Elution Elution Vorgehensweisen
@ Analyt  + Stirkomponente o Anslyt  + Sthrkomponents be| der SPE

= Einsatzbereiche der SPE: auch schwer- und nichtfliichtige Analyten
(siehe Tabelle oben)

§0; Na' Na*
5'\/\@( el ta) Abb. Retention und Elution

Elution

mit einen
Kationenaustauscher

24



Abb. Schematische Darstellung zum Ablauf
3 " der Anreicherung einer Wasserprobe
auf Festphasen-Kartuschen mit Cg-
- Material

(a) Konditionierung

s (b) Beladung (Extraktion)/Waschen
(c) Trocknung
TaRg- | (d) Elution

Disposable Pipette Extraction (DPX)
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Disposable Pipette Extraction (DPX)

Beispiel GC/MS -

* CIS Cold Injection System (Gerstel)

;
R R
N-

—=N

R7
e

Benzodiazepin-Gerust

Benzodiazepine (aus Wikipedia)(umgangssprachliche Kurzform Benzos) sind polycyclische organische
Verbindungen auf Basis eines bicyclischen Grundkérpers, in dem ein Benzol- mit einem Diazepinring
verbunden ist. Benzodiazepine sind Arzneistoffe, die anxiolytisch (angstlosend), sedierend (beruhigend),
muskelrelaxierend (muskelentspannend) und hypnotisch (schlaffordernd) wirken. Manche Benzodiazepine
weisen zudem antikonvulsive (krampflésende) Eigenschaften auf und werden daher als Antiepileptika
verwendet. Aufgrund ihrer zentralnervésen Wirkungen zahlt diese Substanzgruppe zu den psychoaktiven
Substanzen; einige ihrer Vertreter werden in der Medizin daher als Psychopharmaka eingesetzt

Disposable Pipette Extraction (DPX)
Beispiel LC/MS -
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Festphasen-Mikroextraktion (SPME, solid phase micro extraction)

» Moglichkeit zur Anreicherung aus der Flissig- oder
Gasphase

» weitgehend unbeeinflusst durch andere Matrixbestandteile
(z.B. Schwebstoffe)

» organische Phasen unterschiedlicher Polaritat

= weiter Einsatzbereich:
Gas-, Wasser-, Bodenanalytik,
klinische Analytik (z.B. Atemluft
(Graphik), Nahrungsmittelanalytik

Nadelspitze bei:

Septum- Probenahme
Durchstich und Desorption

Edelstahlrohr

Wasserprobe

organische Phase —— |
--.___ (chemisch gebunden)

Magnetriihrer

Atemluft

—— =

exponierte Nadel
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Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE, ,twister")

» Polydimethylsiloxan (PDMS) beschichtetes Rihrstabchen
fur Magnetrihrer

* Rduhren in der zu analysierenden flissigen Probe

* zu unterrsuchende Komponenten werden aus der Matrix
im PDMS sorbiert

» anschlieBend Thermodesorpion der
angereicherten Analyten gefolgt von GC

+ ca. 50-mal wiederverwendbar

Vorteil: vollstéandige Uberfiihrung der
sorbierten Analyten in das GC-System

Abb. ,Twister”

Fliissig/Fliissig- und Fliissig/Fest-Extraktion

Einfachste Mdglichkeit - Scheidetrichter

e Verteilung des Analyten ( Nernstsche
Verteilungsgesetz

e Zusatz von anorganischen Salzen
(Beeinflussung des Verteilungskoeffizienten

e Einstellung des pH-Wertes fiir saure bzw.
basische Analyten wichtig (z.B. Ansauern
der Probe zur Extraktion von Phenolen)

e Einengen des Losungsmittels
(Rotationsverdampfer, Kuderna-Danish-
Apparatur oder Abblasen mit N,)




Hollow fibre liquid-phase microextraction

(HF-LPME)

porous hollow fibre attached to a pipette tip in one end

typically the porous hollow fibre is polypropylene (see picture)
prior to HF-LPME, hollow fibre is dipped for a few seconds into a

water immiscible solvent, e.g. 1-octanol

organic solvent is immediately immobilized in the pores of the HF
(capillary forces) forming a supported liquid membrane (SLM)

Internal volume of the hollow fibre is then filled with an acceptor
solution (organic solvent (2-phase) or alkaline or acidic (3-phase))

and placed in the sample (stirring!)
=> HPLC, GCor CE

Hollow fibre liquid-phase microextraction

(HF-LPME)

* the analytes represent acidic drugs (therefore the HCI)

three-phase extraction

two-phase extraction

Aqueous acceptor can
often be injected directly
into LC => 3-phase HF-
LPME is well suited for
medium polar analytes
which are to be analysed
by LC or CE

organic acceptor can often
be injected directly into GC
=> 2-phase HF-LPME is
well suited for low and
medium polar analytes
which are to be analysed
by GC

e.g. basic substances (e.g. amines), pH of sample is made
high (to suppress protonation of target analytes), aqueous
acceptor solutionis acidified (protonation) or vice versa

Gjelstad et al. Scientia Chromatographica 2013; 5(3):181-189
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Hollow fibre liquid-phase microextraction
(HF-LPME) - Related applications

Principle of a LPME-chip

Thin Liquid Membrane Extraction (TLME)

porous Teflon membrane (bottom)
is loaded with 1.5 uL hexadecane
(SLM)

sample is filled into extraction well
target analytes are transferred into
the SLM

target analytes are measured by
DESI-MS (backside of membrane —
separation from sample matrix)

¢ Analog: Flussig/Fest-Extraktion

(Soxhlet-Extraktion)

Abb. Apparatur zur kontinuierlichen
Flissig/Flussig-Extraktion

Snyderkolonne

Kuderna-Danish-Behihe

Extraktions-

| ammer Aufkonzentrierungesiny
{
| | Heizbiock

30



Exkurs: Aufkonzentrierung - Einengen der Extraktionslésungen
(Kuderna-Danish-Apparatur und Einblasvorrichtung)

Snyder-Kolonne

Stickstoff

Spitzkoloan

Kudema-Danish-Behaiter

Abb. Einblasvorrichtung

beheizbare Aufkonzentrisrungseinheit

| Abb. Kuderna-Danish-Apparatur

e Vermeidung von Analytverlusten beim Einengen mit Stickstoff
z.T. durch Zugabe geringer Mengen von schwerfliichtigen
Flussigkeiten ("keeper") (z.B. Phtalsaureester)

Extraktion mit liberkritischen Fluiden (SFE, supercritical fluid extraction)

+ Alternativmethode insbesondere zur
Soxhlet-Extraktion (aber auch Extraktion
von Flissigkeiten) Druck
tiberkritisch
+ Uberkritische Fluide sind verdichtete
Phasen jenseits ihrer kritischen
Temperatur und ihres kritischen Drucks

gasformig

+ lhre Eigenschaften liegen zwischen 3tec
denen von Flussigkeiten und Gasen Phasendiadramm von CO,
(siehe Tabelle unten)

Temperatur

Gasférmig  Uberkritisch  Fliissig

Dichte [g/cm?] 1.103 3-101 1-100
Viskositat [g/cm s] 1. 104 5.104 1.102
Diffusionskoeffizient 1. 10 1.104 5.10°%
[cm?/s]

Tab. Typische Kenndaten von Gase, Uberkritischen Fluiden und
Flissigkeiten




wichtige GroRen fir Extraktionen: Viskositat (Durchdringung der
Probenmatrix), Diffusionskoeffizient (Zeit der Extraktion),
Lésevermégen (&hnlich flissiger Losungsmittel, aber in der
Rickstandsanalytik weniger wichtig als bei technischen Prozessen)

Lésevermdgen nimmt mit steigender Dichte zu, wobei letztere eine
starke Abbhangigkeit von den Parametern Druck und Temperatur
hat (siehe Abb. unten)

Abb. Druck/Dichte-Diagramm
von Kohlendioxid

Substanz kritische Temperatur kritischer Druck
[°C] [MPa]

Xe 16.6 5.83

CHF, 25.9 4.83

CCIF, 28.8 3.92

CcoO, 311 7.37

N,O 36.4 7.24

NH,4 132.2 11.27

CH;0H 2394 8.09

H,O 3741 22.04

Tab. Kritische Daten ausgewahlter Substanzen

CO, - ist das am haufigsten verwendete Uberkritische Fluid (relativ
niedrige kritische Temperatur (Extraktion thermolabiler Substanzen
(Steroide)), chemisch inert, geringe Toxizitat, hohe Reinheit, niedrige
Kosten)

durch Druck- und Temperatursteuerung kann das Lésungsvermdégen
beeinflusst werden: niedriger Druck: beglinstigt Extraktion unpolarer
Analyten, héherer Druck = hdheres Losungsvermogen auch fir polare
Substanzen (aber niedrigerer Diff.-Koeff. (Zeit))
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geringe Polaritat von CO, (relative geringe Léslichkeit von polaren
Analyten) kann durch Zugabe von Modifikatoren (Modifiern)
(Methanol, Dichlormethan) verbessert werden. Durch Modifikatoren
wird nicht nur die Ldslichkeit der Analyten verbessert, sondern
diese treten auch mit den Adsorptionsstellen der Matrix in
Wechselwirkung (Verdrangung der Analyten)

auch die Zugabe von derivatisierenden Modifiern ist moglich (z.B.
Silylierung)

Abb. Schematischer
Aufbau eines SFE-
Systems

» da CO, unter Normalbedingungen gasférmig ist =
Entspannung des Fluids nach der Extraktion fihrt zur
Aufkonzentrierung

* Restriktoren (Quarzkapillaren, Nadelventile) sind
Ublicherweise beheizt (Joule-Thompson-Effekt)

Abb. Extraktions-
zelle flr die SFE
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Abb. Auffangvorichtungen
fir SF-Exktraktionen

(a) Loésungsmittel

(b) kombinierte Fest/Flussig
Sammelvorrichtung

Restriktor

Vorteile: hohe Extraktionseffizienz,
vergleichsweise schnelle
Extraktionsmethode

Restriktor

Nachteile: vergleichsweise hohe
Kosten (apparativ Festphase
aufwendig) zeitaufwendige o Losungsmittel
Ausarbeitung der osunosmitel
Analysenprozedur (z.B.

Auswahl von Modifiern)

Beispiele fiir den Einsatz von SFE

* Nitroaromaten in Boden (militérische Altlasten)

» Dioxin-Analytik (Flugaschen, biologische Proben,
Bdden, Sedimenten)

» Polycyclische Aromatische Kohlenwasserstoffe
(PAHSs) in luftgetragenen Partikeln

» Polychlorierte Biphenyle (PCBs) in Nahrungsmitteln

« Steroide (Cholesterin, Testosteron) aus biologischen
Proben

* Drogennachweis in Haaren
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Trenntechniken - Allgemeines

Chromatographische Techniken

—> Immense Bedeutung in der organischen Spurenanalytik

wichtige Zeitschriften:
J. Chromatogr., J. Chromatogr. Sci., Chromatographia, J. Lig. Chromatogr.

Biicher:
K. Camman, Instrumentelle Analytische Chemie, Spektrum 2001
W. Engewald, “Gaschromatographie”, 2000
Ullmann’s encyclopedia of industrial chemistry, “Analytical methods”,
2001

Historisches

* Entwicklung der ersten
chromatographischen Technik durch
Mikhail Semenovich Tswett im Jahr
1903 (Trennung verschiedener
Chlorophylle aus Blattern an
Calciumcarbonat)

* Wortbedeutung Chromatographie:
chroma (gr.): Farbe; graphein (gr.):
schreiben = ,,Farbschreiben”

Abb. M.S. Tswett
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Abb. lllustrationen aus Tswetts erster
Publikation

=1

ikt

HMIM'L il :LJJMJI'JJQ \L.-\: WU w}wﬂlﬂg-‘i«}um RPN

>

Detektorsignal

M,,L-hhﬂh T

Abb. Chromatogramm einer Tabakrauchfraktion. Von den etwa 3000 in dieser Fraktion vorhandenen
Komponenten konnten ca. 1000 chromatographisch getrennt werden.

Zeit

Soap-bubble meter . = fl
t P “
Septum N Recorder
EFTE Finjektor Detektor
Tragergas ———— Syringe ey
b Electrometer
] Detector
or
Spli( -— Two-stage bridge
pressure Rotometer sFll:w“vz' |}/ Tnjector
.. regulator La [
Trennsaule @ H
Flow
controller |
Carrier Data
—1— Ofen gas Column system
supply _

Column oven

Abb. Beispiele fiir einfache chromatographische Systeme (Gaschromatographie)
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Grundlage aller chromatographischer Trennmethoden:

* Unterschiede der
Verteilungsgleichgewichte
der Komponenten
(unterschiedliche
Verteilungskoeffizienten K)
einer Mischung in einem
Zweiphasensystem

sowie

mobile Phase

stationdre Phase
[X]Q

» die relative Bewegung der beiden Phasen zueinander

Stationare mobile Phase
Phase
gasférmig Uberkritisch fliissig
GC SFC LC
Gas Chromatography Supercritical-Fluid Liquid Chromatography
Chromatography
Fest Adsorptions- SFC ) Diinnschichtchromato-
chromatographie (Supercritical-Fluid graphie (Thin-Layer
(Gas-Solid Chromatography Chromatography) Chromatography (TLC))
(GsC) Saulenchromatographie
Hochleistungsflussig-
chromatographie (HPLC)
Flissig  Verteilungschro- SFC RP-HPLC (Reversed Phase

matographie
(Gas-Liquid Chromatography
(GLC))

High Performance
Chromatography)
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alle chromatographischen Verfahren basieren auf einer wiederholten Einstellung des
Gleichgewichts in mobiler und stationdrer Phase (Einsatz von Saulen)

M
- Traspart dch e Pase (62 adr Fisighl thearetischerboter
s = -——»/——> R i =
~ ] —
7
%44%% %
Sautenti ‘ :
Stoffaustousch stationdre Phase 2one llﬂelenorl
ZTone (Sauvienanfang) {ftiissig oder fest) Pesk
(eine Komponente)
tr
Retentionszeit

Abb. Die Trennung von Substanzen in einer chromatographischen Saule ist optimal, wenn
moglichst viele Phaseniibergéange bei moglichst geringer Verbreiterung der urspriinglich
aufgegebenen Zonen stattfinden. (aus Schomburg)

mobile Phase

A+B+C c é [x],
B K=
(X1
c Ky=0
A—/] [1B C [~ Detektor
t, t, s t, ts

)

Nettoretentionszeit t

t (B) Bruttoretentionszeit t=t(B)-t;
tp  Totzeit
=
=1
=
4
8
h~
2
g 3
v
| | | | |
t| tz t3 t4 t)
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Chromatographische KenngréBen

o MessgroRe = Dektorsignal als Funktion der Bruttoretentionszeit (t (B))

o Bruttoretentionszeit (t(B)) = Zeit zwischen Aufbringen der Komponenten auf
die Saule (Injektion) und der Detektion (Peakmaximum)

o Totzeit (t;) = kleinste mogliche Retentionszeit fiir Substanzen, die keine
Wechselwirkung mit der stationdren Phase eingehen (Inertsubstanzen z.B. Luft in
der GC)

e mittlere Stromungsgeschwindigkeit der mobilen Phase (v)

v=L/t; L Lénge der Saule [cm]
t; Totzeit [s]

(mittlere Geschwindigkeit, da sich v bei komprimierbaren mobilen
Phasen (z.B. Gasen) entlang der Saule dndert)

e Nettoretentionszeit (t’) = Bruttoretentionszeit minus Totzeit
t' =t(B)-t,

e Kapazitatsfaktor k' (auch Retentionsfaktor) = andere GroRe zur
Beschreibung der Retention (MalR um wieviel langer sich eine Substanz in
der stationdren Phase aufhalt als in der mobilen Phase)

' _ = Kk’ (dimensionslos) ergibt sich unmittelbar
Bt
k LTt aus dem Chromatogramm
T T ideale Werte fiir k liegen zwischen 1 und 5
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e Trennfaktor o (auch Selektivitdt) = relative Retention zweier Substanzen
(dimensionslos) = Quotient der Kapazitatsfaktoren der beiden benachbarten

Signale (Abb. oben, C + B):
L_k©_t©
k'(B) t'(B)
= definitonsgemal ist a. immer grofRer oder gleich 1

= beia =1 eluieren beide Substanzen gleichzeitig (Coelution)
= keine Trennung

¢ Phasenverhaltnis B = Volumenverhaltnis zwischen mobiler (V)
und stationérer Phase (V)

R=V,/V,

e Trennstufenzahl und Bodenhohe (HETP)

= der eigentlich dynamische chromatographische
Trennvorgang lasst sich zerlegen in nacheinander stationére mobile
ablaufende diskrete Trennschritte (Abb.) Phase Phase

= in jedem dieser theoretischen Boden kommt es zur
Gleichgewichtseinstellung zwischen den beiden Phasen (héhere
Bodenzahl = bessere Trennung)

= die theoretische Trennstufenzahl (N,,) 1aBt sich aus der Signalbreite
(Halbwertsbreite b, ,,) oder der Basislinienbreite (bg,;) ermitteln:

2
{1

Basis

= Hohe einer theoretischen Trennstufe
(HETP, height equivalent to a theoretical

plate) ergibt sich dann: Do
L
HETP = —
N

th
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Auflosung R (Resolution)

im Gegensatz zum Trennfaktor bezieht die Auflosung die Signalformen zur
Beschreibung der Trennung mit ein

t(B)c ~t(B)g At

R= b T b und mit bBasis{B) = bBasis(C) = bBasis = R=
Basis(C) Basis(B) bBasis
2
U~ tsa tg tg t (2)
_ R=1 R=2 =
£ £ R<1
2 3
g )
v v
[ ty by t b b t by,
asis | DELEEN a [ T Basis
30 [} U5 g
e i |« > < @) >
t H tyo
I« BQ) > [ B2) > I« tpe)
Abb. Beispielchromatogramme fiir verschiedene Auflésungen (idealisierte Peakformen)

Grundgleichung zur

> . Herleitung der nebenstehenden
chromatographischen Auflosung:

Gleichung:

2

Umstellen von n,, = 16[@] nach Dgasis
Basis

R = (L‘lj k'(C) Na und einsetzen in R:“B)Eﬂ ergibt:

a J1+k'(C) 4 Basis
r- 1B 1@ Vo ynter \Verwendung

t(B)c 4

der Definition des Kapazitatsfaktors
k:t(Bt)i’tT resultiert:
T
R K(©-K(B) AL
z.B. zur Auswahl 1+k'(C) 4

 des Saulenmaterials (o)
* der Menge an stationarer Phase

= Grundlage zur Optimierung
von Trennungen:

Einfiihrung des Trennfaktors a:%

und Umstellung:

(k)
e . _(a-1) k'(©) Nu
Z/\(/je)r notwendige Saulenldnge R—( 2 )1+k'(C) "
th
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Trenntechniken
Gaschromatographie
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e Gaschromatographie ist die am weitesten
verbreitete analytische Technik = ca. 30.000

Gerate / Jahr

e GC ist die Methode der Wahl fiir die Trennung

fliichtiger Verbindungen (organisch und
anorganisch) Molekulargewichtsbereich = von 2

gepackte Sdule

bis > 1000
1-5mmiD 0.1-0.5mmiD

Lange 1-5m Lange 10 - 150 m

Rohrwandungen Rohrwandungen

Glas oder Metall Quarzglas

Kapillarsaule
Abb.
Saulentypen
in der GC
Diinnschicht- Dinnfilm-

gepackte oder
mikrogepackte
Séulen

Kapillarsaule  Kapillarsaule

(WCOT wall coated

gepackte Séulen
open tubular column)

(PLOT porous layer
open tubular column)

Mechanismen der Verteilung zwischen mobiler und stationarer

Phase (ABsorption = “Auflésen im Ganzen”; ADsorption =

“Verbleiben auf der Oberflache”)

Abb.




e heutzutage fast ausnahmslos Einsatz von Kapillarsdulen
(insbesondere Dinnfilmsaulen) in der organischen Spurenanalytik

= guter Stoffaustausch zwischen mobiler und stationdrer Phase

= hohe Permeabilitat (geringer Druckabfall)
= Madglichkeit lange Saulen einzusetzen
= hohe Trennstufenzahl (N,,)
= geringere Anforderungen an die Selektivitdt der Saule
= Sdulen sind universeller einsetzbar

Saulenparameter flr Dinnfilmsaulen:

e Durchmesser
e Lange (N,)
e stationdre Phase (&)
e Filmdicke (k’)
4.5
ol Abb. Graphische Darstellung
2l der Grundgleichung zur
’ f() chromatographischen
~ 3+ .
Auflésung (s.o.
2] ) gls0)
= 27
2
sy )
.
05
0 - |
0 20000 N —p 40000 60000 80000
T 105 o, 110 115 1.20
5 ey 10 T 15 20
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Auswabhl der Kapillarsdulenparameter: z.B. leichtfliichtige Analyten (k” ist
klein — roter Pfeil)

= groRere Menge an stationarer Phase

= Erhéhung von k’ fiihrt zu verbesserter Auflosung (grofRe
Steigung der “roten” Funktion f(k’) bei kleinen k’)

oder z.B. bei ohnehin groRerem k’ (schwerfliichtige Analyten - griiner
Pfeil)

= zur Verbesserung von R ldngere Saule (N,,)
oder andere Phase ()

Charakteristische chromatographische GroRen in Abhdngigkeit vom ‘

Saulendurchmesser

innerer typische Proben-
Durch- HETP N Flussraten kapazitat
messer [mm] [m™] (Hy) pro

[mm] [ml/min] Substanz
0.1 0.1 10000 0.2-0.5 <1ng
0.18 0.18 5556 0.4-1.0

0.22 0.22 4545 0.8-2.0

0.32 0.32 3125 1.7-4.0

0.53 0.53 1887 3-50 > 200 ng
“wide bore”

geringere i.D. haben zwar hohe Trennstufenzahlen, erlauben aber nur geringe Flussraten und geringe
Substanzmengen

groRere i.D. (“wide bore”) haben zwar nur niedrige Trennstufenzahlen, erlauben aber héhere
Flussraten und groRere Substanzmengen

individuelle Auswabhl fir jedes Trennproblem (“Standardsdulen”: 0.22 oder 0.32 mm i.D., 1 um
Filmdicke, 25-50 m Lénge)
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2 X C R

() 2

'S

(i)

methano!

ethanol

2-propanol
acetone

1-propanol (int. st.)

1,2-methyl-2-propanol
methanol

ethanol

2-propanol

2-butanol

1-propanol
2-methyl-1-butanol
2-pentancl

8 3-pentancl

10 1-butanol

11 2-methyl-2-butanol
12 1-pentanol

0N OB W N -

Fa— L

olt

(iiy {iii)
0 2 4 0

Retention time (min)

Abb. Vergleich der Trennung auf einer gepackten Saule (links) (2 m Lange,
3 mm i.D.), einer wide bore Kapillarfilmsaule (Mitte) (10 m Lange, 0.53
mm i.D. FD 2 um) und einer “Standard”-Kapillardiinnfilmsaule (rechts)
(25 m Lange, 0.25 mmi.D., FD 0.25 um)

Mobile Phasen in der GC

= hauptsdchlich Helium, aber auch N, und H,

= EinfluR der mobilen Phase auf Peakverbreiternde Prozesse Van-
Deemter Gleichung:

mit

0O ® >

HETP = A+E+C~v
v

Term zur Beschreibung der Eddy-Diffusion
Term zur Beschreibung der Longitudinaldiffusion
Term zur Beschreibung des Massentransfers
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X =g

<«

Abb. Schematische Darstellung der Eddy-Diffusion (a) und der
Longitidiunaldiffusion (b) bei gepackten Saulen (oben) und
Kapillarsdulen (unten)

Eddy-Diffusion = unterschiedliche Wegstrecken durch
das Packungsmaterial ansonsten gleicher Molekiile
fihren zu einem Erreichen des Detektors zu
unterschiedlichen Zeitpunkten = Peakverbreiterung
(nicht relevant bei Kapillarsaulen)

Longitudinaldiffusion = zuféllige Bewegung der
Molekile (molekulare Diffusion) entlang der Saulenachse
= Peakverbreiterung

Massentransfer = Gleichgewichtseinstellung an der
Phasengrenze stationdre/mobile Phase benétigt Zeit =
da die mobile Phase aber in Bewegung ist, kann sich der
Gleichgewichtszustand nicht vollstandig einstellen =
Zunahme der Hohe eines theoretischen Bodens (HETP)
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HETP (z.B. [mm])

van-Deemter-Gleichung

— A-Term HETP=A+B/v+C-v
B/v-Term
— C-v-Term

mittlere Stromungsgeschwindigkeit der mobilen Phase (z.B.[cm s '])

Abb. Beitrage der Eddy-Diffusion (A-Term), der
Longitidunaldiffusion (B-Term) und des Massentransfers (C-
Term) zum Kurvenverlauf der van-Deemter Funktion
(schwarze Kurve)

= Minimum der Funktion = optimale mittlere
Geschwindigkeit der mobilen Phase (Effizienz der
Trennung erreicht maximalen Wert)

= zwei der Terme hangen mit dem
Diffusionskoeffizienten der zu trennenden
Substanzen in der Gasphase ab (B-Term und C-
Term)
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-©-B + C-Term (He)
B-Term (He)
—6-C-Term (He)
=B+ C-Term (N,)
B-Term (N,)
—C-Term (Np)

HETP

v(opt) Ny v(opt) He  v(opt) H,

mittlere Strémungsgeschwindigkeit

Abb. Einfluss des Tragergases auf die Form der Van-Deemter-Kurve (fir
Kapillarsaulen). Der niedrigere Diffusionskoeffizient der Komponenten in
Stickstoff bewirkt einen geringeren Einfluss der Longitudinaldiffusion (B-
Term) auf die Bodenhdhe mit steigender Tragergasgeschwindigkeit, aber
verzogert auch die Geschwindigkeit der GG-Einstellung (C-Term)

= die Hohe eines theoretischen Bodens der
verschiedenen Tragergase vergleichbar, das
Optimum ist fiir Helium und Wasserstoff aber zu
héheren Stromungsgeschwindigkeiten
verschoben = kirzere Analysenzeiten

= das Optimum fir He und H, ist “breiter”
(geringere Abhangigkeit von HETP von v) =
Anforderung an die Genauigkeit der
Strémungsgeschwindigkeit weniger ausgepragt

= He und H, ideale Tragergase (Nachteile: Kosten,
Exposionsgefahr)




(a) Effect of diameter (b) Effect of film thickness

HETP (cm)
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Abb. Einfluss des Kapillarsdulendurchmessers d und der
Filmdicke df (in um) auf die Van-Deemter-Kurven

Stationare Phasen fiir Diinnfilmsaulen

= Duzende von unterschiedlichen stationaren Phasen

Anforderungen an stationare Phasen

e thermische Stabilitat (Temperaturen bis zu 400°C)
e geringer Dampfdruck (geringes ,,Saulenbluten®)

e geringe Viskositat (schneller Massentransfer)

e gute Absorptionseigenschaften fiir die zu trennenden
Substanzen
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Stationary phase

Material

Structure

Apiezon L

ovinl

ov3

ovi7

Dexil 300

Carbowax 20M

Branched-chain alkane grease.
mp 43°C

Dimethy! silicone
Dimethylpolysiloxane

5% Phenyldimethylsilicone
Diphenylpolysiloxane

50% Phenyldimethylsilicone

Carborane dimethy! silicore

Polyethylene glycol

Y
%CHZ-([:H-CH-CH%»

r‘]\lrla I\Ld:: I\IHIe
1 |—O*Si*0*$li— -
| Me ble Me|

hi'le Me
—«-Sli —0O—S=i
Me e

® =C, carbon, o = borane, B-H

HO-[-CH,-CH,-0-],-H

Stationary phases usually bonded
and/or cross-linked

« bonding - covalent linking of
stationary phase to support

« cross-linking - polymerization
reactions after bonding to join
individual stationary phase
molecules

Tab. Auswahl verschiedener
Materialien fir stationadre
Phasen

Wichtigste Faustregel bei der Auswahl der stationdren Phase:

=

=

,Gleiches |6st Gleiches”

polare Phasen flr polare Analyten (und vice versa)

2
A 5 8
10 At
Boiling
Compound
nt o
unpolar Sove pantG) | polar
1 | Acetone 56
2 | Pentane 36
' 3 | Propanol 87
medee | 4 [Mo etritacra | g0
m"" 6 | Butanol 17
g e 7 | 3-Pentanone 102
ﬁ 1 4 k] 8 | Heptane 98
] [ 4 9 | Pentanol 138
8 7 & 7 10 | Octane 126
6 ° Strongly polar solutes
3| 3
1 j‘ B
_— ) p— A
2 4 6 2 4 8 10 12 14 16 18
Time (min) Time (min)
(@) Nonpolar stationary phase (b) Polar stationary phase
unpolar polar

(Dimethylsilicon)

(Trifluoropropylmethylsilicon)

Aldrin

Abb. Vergleich der Trennung von einfachen
Kohlenwasserstoffen (oben) und Insektiziden
(links) mittels zwei verschieden polarer
stationdrer Phasen (ansonsten gleiche
Sdulenparameter)
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. polar
|
!\ \ !

<l [ N
00| S W . N

TYPICAL CHROMATOGRAM ON CARBOWAX
[ 2]

o 12 unpolar

I | 1 Heptan (bp 98°C)
| 2 THF (bp 64°C)
- 3 2-Butanon (bp 80°C)
' 4 n-Propanol (bp 97°C)

y UL

TYPIGAL CHROMATOGRAM OM DG 200
18]

Abb. Abhangigkeit der Elutionsreihenfolge von Polaritat und
Siedepunkt

Abb. Temperatureinfluss auf die Trennung (am Beispiel der

Alkantrennung)
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Abb. Schematische Darstellung zum Zusammenhang von
Peakbreite und Temperatur (,Fahren von
Temperaturprogrammen®)

Vorsdulen (unbeschichtete, deaktivierte Kapillaren) — Guard columns

Einsatz von Vorsaulen in der Gaschromatographie:

e Schutz der analytischen Sdule vor Kontamination

e ,on column”Injektionen (Injektionen ohne Split, ,retention gaps”)
e Fokussierung des Analyten

Verbindung von analytischer Kapillarsdule und externer Vorsaule - Kopplungsstiicke
(Quickseals/Pressfits, Single Ferrule- und Hochtemperatur-Saulenverbinder)
* Nachteil: Undichtigkeiten und hohes Gewicht, Bildung ,aktiver Stellen”

. Entwicklung integrierter Guard
# columns
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Feste stationadre Phasen

= Einsatz nur in speziellen Fallen, z.B. zur Analyse von sehr
fliichtigen gasférmigen Substanzen, wie CO,, CH,, NO,,
Halogene etc.

= Adsorption der Analyten = an der Oberflache der stationdren
Phase findet keine Diffusion in die stationdre Phase statt

= feste Phasen = oft Molekularsiebe (poréses Aluminium-  Silikat)
oder Polymere mit gut definierten Porengréssen

= epackte oder Kapillarsdulen (PLOT
gep P (PLOT) —

Abb. Trennung von fliichtigen Gasgemischen mit PLOT-Séulen.
Stationare Phasen: Molekularsiebe mit 5 A Porengrésse (links
Edelgase, rechts Permanentgase)
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Abb. Retentionsindex-System nach
Kovats

= dalg’s von der Art der
stationaren Phase abhdngen =
Moglichkeit die Polaritat von
Phasen miteinander zu
vergleichen

McReynolds-Konstanten Squalen

» Squalan kann nur Van-der-Waals (unpolare) Wechselwirkungen mit den Analyten eingehen
* andere (polare) Wechselwirkungen sind im Vergleich dazu starker

» der Vergleich der Retention (RT) eines (polaren) Analyten auf einer gegebenen stationdren Phase
mit der RT auf einer Squalanphase reflektiert die zugrundeliegenden zusatzlichen polaren WW

» Die Starke der intermolekularen WW hangen von der chemischen Funktionalitat von Analyt und
stationarer Phase ab — eine Klassifizierung durch (unterschiedliche funktionalisierte)
Referenzsubstanzen bietet sich an

* McReynolds Konstanten ausgewahlter Referenzsubstanzen messen den Grad der WW (attractive

interaction) zwischen den Referenzsubstanzen (bzw. Ihren chemischen Funktionalitdten) und der
jeweiligen stationaren Phase (Angabe der Differenz von RI (s.u.))

Typical Characteristic Molecular Interaction

benzene pi - type (aromatic, olefinic)

1-butanol electron attracting effect (alcohols, nitriles, acids, nitro compounds, chloro
compounds)

2-pentanone dipole - dipole (ketones, aldehydes, ethers, epoxides, amino)

1-nitropropane electron donating effect (nitro, nitrile)

pyridine non bonding electron attraction (bases), H bonding capability

A1 = (lgp = Isquaiene) for the probe compound
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= Angabe der McReynolds-Konstanten der 5 ,,Modellsubstanzen” (Benzol,
Butanol, 2-Pentanon, Nitropropan und Pyridin) von den Herstellern von GC-
Saulen = Auswahlhilfe fir stationare Phasen

Probes* Temp. Limits
Stationary Phase Benz Alc Ket N-Pr Pyrid Lower Upper
Squalane 0 0 0 0 0 20 125
Apolane 87% 21 10 3 12 25 20 260
ov-1# 16 55 44 65 42 100 375
OVv-1012 17 57 45 67 43 20 375
Dexsil 300® 41 83 117 154 126 50 450
ov-17® 119 158 162 243 202 20 375
Tricresylphosphate 176 321 250 374 299 20 125
QOF-1 144 233 355 463 305 0 250
OV-202% and OV-210% 146 238 358 468 310 0 275
Oov-225¢ 228 369 338 492 386 20 300
Carbowax 20M® 322 536 368 572 510 60 225
DEGS 492 733 581 833 791 20 200
OV-275% 629 872 763 1106 849 20 275

* Benz = Benzene
Alc = n-Butanol

Ket = 2-Pentanone
N-Pr = Nitropropane
Pyrid = Pyridine

Tab. IR-Werte der 5 Modellsubstanzen auf verschiedenen
stationaren Phasen

Chirale Phasen

= auch optische Isomere kénnen durch Verwendung chiraler Phasen
getrennt werden, z.B. durch Einsatz von Cyclodextrin-Phasen

= cyclische Oligosaccharide aus 6 — 12 Glucoseeinheiten

= a-Cyclodextrin (6 Einheiten), B3-Cyclodextrin (7), y-Cyclodextrin (8)

]
]
e

k.
‘:\::” | OH
|

Frimary hydrowxy

= konusférmige Kéfigstruktur mit relativ hydrophoben Innenseite

= unterschiedliche Wechselwirkung mit optischen Isomeren
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ORpak ORpak ORpak
CDA-453 HQ CDBE-453 HQ CDC-452 HQ
a-CD derivertive &-CD derivertive r-CD derivertive
] ; ; ) Abb. Unterschiedliche
| : | } \ i Cyclodextrine erlauben die
\\J‘ \U‘ \\h/‘ Anpassung an
) ) ) ) ) unterschiedlich groRRe
O Hydrophobic portion to be included in cyclic structure .
Analytmolekdle

GiD

Abb. Schematische Darstellung eines

-@ ] hydrophoben EinschluBkomplexes mit
- einem chiralen Analytmolekiil

Klassische 2-dimensionale Gaschromatographie (Heartcut-Technik)

= Uberfiihren einer Komponente auf eine zweite Saule
(,,Schneiden”)

= Anwendungen:
z.B. Trennung eines
komplexen
Kohlenwasserstoff-
gemisches auf Saule 1
= Uberfiihren einer
Komponente auf eine
chirale Saule =
Trennung der optischen
Isomere




Precolumn

g
g
& o Il <o e -
i3 R ,&UE i
RN
CuT1&2 CUT3 : CUT4,5,6&7

Response

L AL

Abb. 2-dimensionale GC einer PCB-Mischung, 1.te Kapillarsdule 25m,
2.te Kapillarsdule 50 m (Marriott und Kinghorn, 1998)

2-dimensionale LC

Abb. 2-dimensionale LC zur Kontrolle und Qualitatssicherung pharmazeuitscher Produkte
(hier Ibuprofen), 1.te Sdule RP Phase, 2.te Chirale Phase (nicht genauer spezifiziert
(eventuell CD), aus : The Analytical Scientist , June 2014)
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GCxGC (Comprehensive 2-dimensional GC)

= Uberfiihren eines definierten Retentionszeitintervalls (3-10
Sekunden) von Saule 1 (lang, kleines B, Phase 1) auf ein
gekihltes Interface (Modulator)

= Funktion des Modulators: Fokussierung der Komponenten
gefolgt von schneller Injektion in die 2te Saule (cyclisch
alle 3-10 s)

= 2te Saule (kurz, grof3es B, Phase 2) = schnelle
Chromatographie (entsprechend der Intervallzeit)

| GC x GC System

1te Saule

Injektor @ | Detektor
2'e Saule

Interface (Modulator)

= ,Zerlegen” des ersten Chromatogramms
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% Rapid Second Dimension
R GC Separations

Primary
Dimension
GC
Separation

\.R

Abb. Schematische Darstellung einer GCxGC Trennung (orthogonale
Chromatographie)

L“H\l .

| |, }hmh u“l“l‘ AL‘ W LL‘

Abb. GCxGC Trennung eines Diesel6ls (ca. 5000 Komponenten)

= Voraussetzung fir GCxGC Trennungen = sehr schnelle Detektoren
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Demovideo Gaschromatographie (youtube)

GC Injektoren ()

Direktinjektion (Tinexor > Tac-ofen) Mittels Mikroliterspritzen

Injektionsvolumen 0.001 pL bis einige plL (abhéngig von Injektionsmodus und Séule)

GC Injektoren ()

Split-Splitless Injektoren

Split Injektion: Routine Methode

0.1-5 % der Probe wird auf die Saule uberfiihrt, der Rest tiber
das Splitventil verworfen (Aktivkohle)

Splitless Injektion:
die gesamte Probe wird auf die Saule uberfihrt (potentiell
bessere NWG, Gefahr der Uberladung)

On-Column Injektoren

die Probe wird flussig direkt in den Saulenanfang (On-Column)
Uberfuhrt, oft ohne den Injektor zu heizen (bzw nur gering

zu heizen). Meist liegt die Temperatur des Injektors und der

Saule unterhalb des Siedepunkts des Loésungsmittels.

Die Analyten werden am Saulenanfang konzentriert Tipeor < Tasgm,)
Folge: keine/geringere Diskriminierung von hochsiedenden
Komponenten und keine Zersetzung von instabilen

Verbindungen bei hohen Temperaturen

(aber Gefahr der Uberladung, schwierige Injektion (Nadeldurchmesser
< als Sauleninnendurchmesser)
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GC Injektoren (1)

Injektion Uber Probenschleife (6-Wege Ventil)
(rotary valve)

* Analyten (z.B. Kohlenwasserstoffe) in der Gasphase

+ LC

Detektoren fiir die GC

Gaschromatographischer Kurzbezeichnung
Detektor

Komponenten

Warmeleitfahigkeitsdetektor ~ WLD

Flammenionisationsdetektor FID
Stickstoff-Phosphor-Detektor FID-NP

Elektoneneinfangdetektor ECD

z.B. Permanentgase
Kohlenwasserstoffe

N- und P-haltige
Verbindungen
halogenhaltige
Substanzen

Photoionisationsdetektor PID Aromaten, Alkene

Infrarotdetektor IR z.B. sauerstoffhaltige
Verbindungen

Massenspektometer MS universell

= GC-Detektoren sind Messinstrumente, die Eigenschafts-unterschiede
zwischen Probenkomponenten und Tragergas messen und diese
Informationen in elektrische Signale umwandeln
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wichtige Parameter zur Beschreibung von Detektoreigenschaften sind:

Empfindlichkeit

Detektorsignal

= als Detektorempfindlichkeit bezeichnet man das Verhéltnis von
Ausgangssignal zu Probemenge. Tragt man das Messsignal liber
der Analytmenge auf, dann entspricht die Steigung der Kurve der
Empfindlichkeit (je steiler die Kurve ist, umso empfindlicher spricht
der Detektor an)

Dynamischer Bereich

= Bereich, fiir den die Empfindlickeit des Detektors
unabhangig ist von der Analytmenge ist (Angabe
Ublicherweise in Zehnerpotenzen (z.B. 10%))

Empfindlichkeit

Analytmenge
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Selektivitat

Ansprechverhalten des Detektors auf unterschiedliche Verbindungen (z.B.
elementselektiv, selektiv fiir funktionelle gruppen (z.B.Carbonylfunktion))

Zeitauflosung

Zeitliches Ansprechverhalten des Detektors (Messfrequenz)

Konzentrationsabhéngige Detektoren:
= Signalhéhe hangt nicht nur von der Masse an Substanz im

Detektor ab, sondern auch von dem betreffenden Volumen
an Tragergas im Detektor (z.B. WLD, ECD, IR)

Massenabhdngige Detektoren:

= Hohe des Signals hdangt nur von der absoluten Masse des
Analyten ab (FID, MS)

m
S=f, v S=f_-m
konzentrationsabhangig massenabhangig
S Signalhohe fe ~ Empfindlichkeit
m  Masse an Komponente V  Volumen
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Wiérmeleitfahigkeitsdetektor (WLD) bzw. TCD (thermal conductivity detector)

= differentielle Messung (MZ, VZ) der Warme-
leitfahigkeit des Tragergases (Messung des
elektrischen Widerstandes der beiden Heizdrahte
(Wheatstonsche Briickenschaltung))

beli-  Wengleichs-
zele  zele

Abb. WLD

= Vorteile: einfacher Detektor, zerstérungsfreie Detektion,
grofRer dynamischer Bereich (~ 10°%)

= Nachteil: vergleichsweise hohe NWG

= Helium oder Wasserstoff als Tragergas

Flammenionisationsdetektor (FID)

Exhaust
i

Outpr
I e = Verbrennen der
j——Hﬂ pA Komponenten in einer
| Ignitor + Wasserstoffflamme

A T
( || = bei der Verbrennung von

|
3 organischen Substanzen
Ll entstehen lonen und

y Elektronen

“— Airin

~— Hydrogen in

zB.CH+ 0O — CHO* + e

I
E — Makeup gasin

’[Zapﬂa:\ column
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= zwischen Brennerende und einer Sammelelektrode wird
eine Spannung von einigen hundert Volt angelegt =
Messung des resultierenden Stroms

= Vorteile: sehr empfindlich fiir Kohlenstoffverbindungen,
groRer dynamischer Bereich (~ 107), robust

= Nachteil: Brenngase notwendig, Zerstérung der Analyten

= alle Tragergase

Elektroneneinfangdetektor (ECD, electron capture detector)

= ein mit ®Ni beschichtetes Blech dient als
R-Strahlenquelle

= durch die B-Strahlung wird zunéchst das
Tragergas (Argon mit 10% Methan)
ionisiert. Dabei entstehen langsame
Elektronen, die durch die
Sammelelektrode (Anode) eingefangen
werden. Solange keine Verbindungen in
den Detektor gelangen, die mit den
langsamen Elektronen reagieren konnen,
bleibt der Strom konstant (Nullstrom)
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kommen mit dem Tragergas auch Molekiile in den Detektor,
die Elektronen einfangen kdnnen, gelangen weniger
Elektronen zur Sammelelektrode. Diese Anderung liefert den
Signalstrom.

Vorteile: sehr empfindlich fir Verbindungen mit elektro-
negativen Gruppen (insbesondere Halogenverbindungen)
Nachteil: rel. kleiner dynamischer Bereich (102-103)

neuere Systeme arbeiten mit gepulstem Potential um bei
konstantem Strom zu messen (pulsed constant current) =
kein Analyt im Detektor = niedrige Pulsfrequenz zur
Erhaltung des Stroms = elektroneneinfangende Substanzen
im Detektor = hohere Frequenz zur Erhaltung des Stroms

dynamischer Bereich ~ 10°

Derivatisierung

= Prozess zur chemischen Modifizierung der Analyten
mit dem Ziel diese gaschromatographisch trenn-
und detektierbar zu machen:

= Erhdhung der Flichtigkeit (z.B. Carbonsauren,
Zucker)

= Verbesserung des chromatographischen Verhaltens
oder der Detektierbarkeit (insbesondere flir ECD)

Strategie zur Erhdhung der Fliichtigkeit:
= Eliminierung von polaren OH, NH und SH-Gruppen
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Silylierung

= aktive Wasserstoffatome werden durch eine Trimethylsilylgruppe
ersetzt, z.B. Alkohole:

_Si(CH,), _Si(CH,),
_OH 4 o —> __Oo._ N o
R )% _Si(CHy), R Si(CH,),
H,C™ N H,C” NH
BSA TMS-Derivat
(bis-Trimethyl-silyl-acetamid)
Alkylierung z.B. Carbonsauren:
o o)
+ CH,N N
R)LOH 22 — > R)LO/CHS + 2

Diazomethan
Alkylierungsderivat

(z.B. Methylester)

Acylierung (Ubertragung einer R-CO-Gruppe, oft CF,-Gruppen)
on o o R/OTCFB o}
- + - +
R (:Fa)ko)kcF3 o CFS)LOH
TFAA

(Trifluoressigsaureanhydrid) Trifluoracetamid-Derivat

ECD not EDC !

Catalogue page of a GC Supplier
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Olfaktometrische Detektion

= Nutzung der menschlichen Nase als Detektor

Nachteile: fiir die meisten
Substanzen sehr unempfindlich,
nicht quantitativ, schlecht
reproduzierbar

Vorteil: selektiv fir
geruchsintensive Verbindungen

= Einsatzgebiete: Parfim- und Nahrungsmittelindustrie

Abb. Analyse eines Citruséls. Ubereinandergelegte Chromatogramme eines FID
(blau) und mittels eines Olfaktometers erhaltenen Chromatogramms
(schwarz). = deutliche Unterschiede speziell fiir die markierten Signale
(Ceranial, Citral)
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NPD Nitrogen Phosphorus Detector
NCD Nitrogen Chemiluminescence Detector
SCD Sulphur Chemiluminescence Detector

Flammen-photometrischer Detektor (FPD)
(Flame Photometric Detector)

- erlaubt die selektive Bestimmung von
Schwefel und Phosphorverbindugen

- Detektionsprinzip: Bildung von
angeregten Spezies wie S,* oder HPO* in
einer reduzierenden Wasserstoffflamme

- ein Photomultiplier misst bei einer
charakteristischen Wellenlange (394 nm
flr Schwefel, 526 nm fir Phosphor) die
Intensitat der freigesetzten Strahlung
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Trenntechniken
Flissigchromatographie

CHROMATOGRAPHIE

GAS UBERKRITISCHES FLUSSIGKEIT
FLUID

iR




Fliissigchromatographie (LC, Liquid Chromatography)

HPLC (High Performance (or Pressure) Liquid Chromatography)

Name Trennprinzip

Normalphasen-HPLC - Adsorption (und Verteilung)
Umkehrphasen-HPLC - Verteilung (und Adsorption)

Hydrophilic Interaction LC Verteilung (und Adsorption)
Grossenausschluss-Chrom. Grossenausschluss

lonenchromatographie lonische Wechselwirkung
Affinitatschromatographie Bindungsaffinitat (nicht-kovalente Bindungen)
Chirale Chromatographie Bildung und Trennung von Diastereomeren

Dunnschichtchromatographie (TLC, Thin-Layer Chromatography)
Kapillar-Elektrophorese (CE)

—CE ist streng genommen keine Chromatographie

Hochdruckfliissigchromatographie (HPLC)
High Pressure Liquid Chromatography
High Perfromance Liquid Chromatography

Manometer
Injektor
‘ == —
Pumpe : | .
| ! Trennsidule
Laufmittel- —T—
1

reservoir -

Detektor LM-Abfall
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Trennsaulen

Unterschiede zur Gaschromatographie:

eSelektivitat hangt nicht nur von der stationdren Phase ab sondern auch von
der mobilen Phase (Laufmittel, Eluent)

eStofftransport in fliissiger Phase ist deutlich langsamer (kleinere
Diffusionskoeffizienten)

ebei der GC nur Trennung von Substanzen, die sich bis ca. 400°C unzersetzt
verdampfen lassen
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Adsorptionschromatographie

Adsorptionschromatographie = Trennung beruht auf der unterschiedlich starken
Adsorption der Analytmolekiile an die Oberflache einer festen stationaren Phase.
Dies ist das wesentliche Trennprinzip der Normalphasen-LC (normal phase

liquid chromatography = NPLC), wo meist Kieselgelpartikel als

stationare Phase eingesetzt werden, an welche Analytmolekiile aufgrund ihrer
Polaritat unterschiedlich stark adsorbieren. Die Trennung erfolgt also gemass der
Polaritat der Molekdle.

Verteilungschromatographie

Verteilungschromatographie = Trennung beruht auf der Verteilung zwischen

zwei flissigen Phasen. Bei der Umkehrphasen-LC (reversed phase liquid
chromatography = RPLC) werden an Kieselgelpartikel chemisch gebundene
stationare Phasen verwendet (z.B. Alkylketten). Im Gegensatz zur NPLC ist hier die
stationare Phase apolar bzw. hydrophob, weshalb die Molekdle in umgekehrter
Elutionsreihenfolge nach Polaritat bzw. nach ihrer Hydrophobizitéat getrennt werden.

Polaritét der Analyten:
A<B<C
z.B. A Alkan,
B Monoalkohol
C Dialkolhol

AAA

Retentionszeit — 9>
Normalphasen-Chromatographie

A AN

Retentionszeit — P
Umkehrphasen-Chromatographie

74



typische van-Deemter HETP/u-Kurven und Triigerpartikeldurchmesser

HETP = A+E+C~u
u

]
i

T
£
E
IS 5um
'% 10 pm 3 um
3pm van-Deemter Gleichung:
lineare Laufmittelgeschwi i i B
i ufmittelgeschwindigkeit z.B. in [mmvs] HETP = A+ —+ C -u
u

A= Einfluss der Streudiffusion (Eddy-Diffusion) auf die Signalverbreiterung, stromungsunabhangiger Term,
abhangig von der Art des Korns und der Packung

B = Einfluss der axialen molekularen Diffusion auf die Signalverbreiterung, bei der LC von geringerer
Bedeutung als bei der GC (kleinere Diffusionskoeffizienten)

C= Term der nicht optimalen Einstellung des Verteilungsgleichgewichtes (endliche Geschwindigkeit des
Massentiiberganges)

A & C sehr wichtig bei der LC
A = Wegunterschiede;
C = kleinere Diffusionskoeffizienten

= kleinere KorngroRen vorteilhaft

UHPLC (Ultra High Performance LC)

Kleinere KorngréRRen bendtigen aber sehr hohe Driicke um die mobile Phase
durch die Trennsdule zu driicken

> die Herstellung druckfester Materialien und Gerdte (bis 1300 bar)
erlaubt Verwendung von 1,7um Partikeln bei schnellen Flussraten

- UHPLC (Ultra High Performance LC)

aber auch (Herstellerabhangig):

RRLC: Rapid Resolution Liquid Chromatography
RSLC: Rapid Separation Liquid Chromatography
UFLC: Ultra Fast Liquid Chromatography

UPLC: Ultra Performance Liquid Chromatography

Abb. Vergleich die Trennung eines Benzoesaureester-Gemisches

mithilfe von UHPLC und HPLC.

75



UHPLC (Ultra High Performance LC)
(A more detailed look on the influence of particle size in LC)

Chromatographic resolution [Rd] is simply the width [w] of two peaks relative to the
distance [t; , — t, ;] between those peaks

-> narrower peaks ->improved resolution

Fundamental resolution equation. [N] is plate count, [a] is selectivity and [k] is retention factor.

The next figure tries to graphically demonstrate the influence of the three parameters .

- retentivity [k] and selectivity [a] are factors that move peaks relative to one another and are a
measure of the interaction of the analytes with the stationary phase and the mobile phase.

- one can improve resolution by increasing k (but: longer retention times, lower sensitivity and wider
peak widths).

- anincrease in a can result in more resolution, the same peak elution order in a similar
amount of time, and/or an elution order change (but: the best stationary phase have to be found).

- by reducing particle size (d,) of the packing material, the number of theoretical plates [N] is
increased (similar to the column length in GC), while the center-to-center peak distance does
not change. Additionally, a reduction in particle size will result in narrower, more efficient
chromatographic peaks, thus improving resolution and sensitivity.

The impact of individual chromatographic factors on resolution.

The relationship between resolution, number of theoretical plates and
particle size — some rough estimations

UHPLC technology maximizes the physical contribution to resolution by minimizing peak
width, enabling the use of higher efficiency, smaller particle columns [1.7 pm].

As stated in the fundamental resolution equation (see above), resolution is directly
proportional to the square root of the number of theoretical plates [N].

Rs =<

Resolution [R¢] is directly proportional to the square root of number of theoretical plates [N].




—> the number of theoretical plates is inversely proportional to the particle size

—=> decrease of particle size of the packing material = separation efficiency increases

(e.g. reduction from 5 pm to 1.7 um [3x], number of theoretical plates increases by a factor of ~ 3).

At constant column length, number of theoretical plates [N] is inversely proportional to particle size [d,].

= also the flow rate must be optimized with respect to the particle size

= the optimal flow rate [F,,] is inversely proportional to the particle size.
(e.g. if the particle size is reduced from 5 pm to 1.7 um [3x], the optimal flow rate increases by a
factor of ~ 3, resulting in a reduction in analysis time to the same degree [3x]

= increased sample throughput

At constant column length, flow rate [F,,] is inversely proportional to particle size [d,], resulting in a reduction
of analysis time [T] proportional to the reduction in particle size.

= in addition to the reduction in analysis time, the width of the peak also decreases

= narrower peaks = height of the peak increases proportionally
= Narrower, taller peaks are easier to detect and differentiate from baseline noise [higher S/N],

resulting in higher sensitivity.

Narrower peak widths produce higher number of theoretical plates and higher peak heights. Number of
theoretical plates [N] is inversely proportional to the peak width [w] squared (see above). Further, as the
peak width decreases, the peak height increases proportionally.

Matching theory to reality. Separations were performed on two columns with same dimensions [2.1 x
50 mm]. Identical chromatographic conditions were used in both separations with the exception of flow
rate, which were scaled based on particle size (examples taken from WATERS). .
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The discussion above demonstrates the importance of intra-column band spreading. If one can
further understand what processes influence band spreading and how to reduce it, improvements in
efficiency, and therefore resolution, can be achieved.

Understanding van Deemter Curves

As described above, the width of a peak can be thought of as a statistical distribution of the analyte
molecules [variance, 62]. The peak width increases linearly in proportion to the distance in which that
peak has traveled. The relationship between peak width and the distance in which that peak has
traveled, is a concept called the height equivalent to a theoretical plate [HETP or H]. Originating from
distillation theory, H is a measurement of column performance that takes into account several band
spreading related processes. To put this into terms that may be more familiar, the smaller the HETP,
the more plates [N] there are in a column.

HETP-
N

Simplified equation to determine HETP. [L] is column length, [N] is plate count and [HETP] is height equivalent to
a theoretical plate

Understanding Column Resolving Power [L/dp]

When performing a chromatographic separation, the primary goal is to resolve one component
from another so that some or all of the components can be measured. The maximum resolving
power of a column can be estimated by dividing the column length [L] by the particle size [dp].
The L/dp ratio is particularly useful when trying to determine which particle size packing material
and column length may be necessary for a given application [table below].

Calculating the L/dp ratio.

This ratio can also be used as a tool for transferring methods from one particle size to another. A
column that has an L/dp ratio of 30,000 [moderately challenging separation] is a very common
selection. As can be seen in the next figure, a typical HPLC column that produces a resolving
power of 30,000 is 150 mm long and is packed with 5 um particles. As particle size is decreased,
the same resolving power can be achieved in a shorter column [which means faster analysis time;
i.e. a 50 mm long column packed with 1.7 um particles achieves an L/dp ratio of 30,000]. In
addition to shorter column length, the optimal flow rate increases as particle size decreases,
which further adds to the reduction in analysis time.

78



Comparing the L/dp ratio as a function of separation index [easy-to-extremely difficult]. Columns with
the same L/dp ratio will generate the same resolving power.

This is more clearly demonstrated chromatographically [Figure 40]. A 50 mm long UPLC
column packed with 1.7 um particles produces the same resolving power as a 150 mm long
HPLC column packed with 5 um particles. By keeping the L/dp ratio constant, analysis time is
shortened 10" while resolution was maintained. Flow rates were adjusted in inverse
proportion to each particle size. Injection volumes were scaled in proportion to the column
volume such that the same mass load on-column was injected.

Holding L/dp constant while reducing particle size enables faster separations while maintaining separation integrity.

Understanding the role of column-length-to-particle-size ratio [L/dp] is key to the
understanding of UPLC Technology. UPLC Technology is based upon efficiently packing small,
pressure-tolerant particles into short [high-throughput] or long [high-resolution] columns.
These UPLC columns are used in an LC instrument designed to operate at the optimal linear
velocity [and resulting pressure] for these particles with minimal band spreading.
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Measuring Gradient Separation Performance [Peak Capacity]

Under isocratic conditions, plate count [N] is a measure of the cumulative band spreading
contributions of the instrument and the column. Due to diffusion related band broadening, the
width of an analyte band increases the longer the analyte band is retained on the stationary
phase.

In a gradient run, the elution strength of the mobile phase changes over the course of the
analysis. This causes stronger retained analyte bands to move more quickly through the column
[thus changing retention time], keeping the bands more concentrated [narrow]. In reversed-
phase chromatography, the increasing elution strength of the mobile phase controls the width of
the bands being produced, resulting in similar peak widths as the bands pass through the
detector. Since peak width and retention time are being altered by the changing strength of
mobile phase, plate count [due to its relationship to peak width] is not a valid measurement for
gradient separations.

The resolving [separation] power of a gradient can be calculated by its peak capacity [Pc]. Thus,
peak capacity is simply the theoretical number of peaks that can be separated in a given gradient
time. Peak capacity is inversely proportional to peak width. Therefore, for Pc to increase, peak
width must decrease.

{,
P=1+
w

Einfluld der Temperatur auf HPLC Trennungen

(Bsp. vier Konservierungsstoffe)

a) Senkung der Viskositdt der mobilen Phase (Verringerung
Rickdruck der Saule).

b) van’t Hoff’sche Gleichung => Anderung der Lage von
Gleichgewichten als Funktion der Temperatur

(AH, Ubergangsenthalpie d. Analyt zw. mob. und stat. Phase)

Van 't Hoff plot for an exothermic reaction

80



Stationdre Phasen
Silicagel (Kieselgel)

= Stationdre Phase und insbesondere Tragermaterial fiir chemisch
gebundene stationare Phasen i.d. HPLC

O = Sauerstoff, + = Wasserstoff
HSi0,  HSi,0; H,yS1,0,, H.8i,0,
Mono- Di- Tetracycls Poly

Abb. Veranschaulichung der Kondensation von Mono- zu
Polykieselsaure (Bildung von Kieselgel-Partikeln)(aus:
Hollemann/Wiberg)

08 o
00%% ©
0000, —
© 9020 )
o) Abb. Bildung der Porenstruktur von
Kieselsol frisches Kieselgel  gealtertes Kieselgel Kieselgel-Partikeln (aus:
© = Polykieselsiure (vgl. Fig. 192) Hollemann/Wiberg)

Eigenschaften

=

vergleichsweise einfacher Herstellungsprozess (auch monodisperse
Partikel)

groRe spezifische Oberfldche (Porositat —
Porenstruktur und —gréRe durch Zugabe von
Porogenen steuerbar)

inert gegentliber polaren und unpolaren
Lésungsmitteln (z.B. kein Quellen)

Druckstabilitat

einfache chemische Modifizierung der
Oberflache
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Abb. Mikroskopische Aufnahmen von Kieselgel-
Partikeln fir die HPLC

= pordse, spharische Mikropartikel mit Durchmessern oft <5 pm mit chemisch
gebundenen Phasen

= neben chemisch modifizierten Kieselgelen selten auch andere
Tragermaterialien/stationare Phasen (Al,0,, ZrO,), porose, graphitisierte
Kohlenstoffpartikel oder Partikel auf Polymerbasis

= erlauben Trennungen auch bei extremen pH-Werten (z.B. RP-C18-Saule pH
zwischen 2 und 8 notwendig)

Chemisch gebundene Phasen

Abb. Chemische
Modifizierung von
Kieselgel mit
Alkyldimethylchlor-
silanen

= unterschiedliche Funktionalitdaten
= unterschiedliche Polaritaten

82



CH, CH,

| | I |
ISi-OH +Cl-Si-R —® I-?i-O-Si-R
| | |

CH, CH,
chemisch-gebundene Phasen

Normalphasen

R= -(CH,);CN (Cyanopropyl-)
-(CH,);0CH,CH(OH)CH,OH (Diol-)
-(CH,);NH, (Amino-)

Umkehrphasen
= -(CH,);CH, (n-Butyl-)
«(CH,),CH, (n-Octyl-)
-(CH,);,CHj; (n-Octadecyl-)

Die Klassiker der Umkehrphasenchromatographie

HiC . . HiC. HiC
\Si—o’\s-" (CHy);7CHy \Si—o’\s(‘ (CHy),CHy \Si—O’\Si’ (CHy),CHy
d CH, d CH; d o,
N \ \
Si—0, Si—O\ Si—0
/ Si(CHz)3 / Si(CHz)s / Si{CHa)z
Cis Cs C, Phenyl
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Aus sterischen Griinden verbleiben auch nach chemischer Modifizierung noch freie
Silanolgruppen auf der Kieselgeloberflache

Abb. Freie Silanolgruppen und Metallspuren an der Kieselgeloberflaiche =
Wechselwirkung mit Analyten (aus: LC-GC Europe)

als polare, aktive Zentren wechselwirken diese anders mit den Analyten
als die eigentlichen stationdren Phasen, d.h. mehr als ein
Retentionsmechanismus wirkt auf die Analyten

Folge: Peaktailing

Abb. der Asymmetriefaktor A;=b/a
(aus: LC-GC Europe)
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Abb. Peak Tailing = Beschreibung durch Angabe des
Asymmetriefaktors (aus: LC-GC Europe)

= Verbesserung durch sogenanntes End-Capping

o, H
o?}s. O_SiL::/C\ A o, - )
SR & g’ C Abb. Beseitigung aktiver
7 12 ",
OS‘SrvO\ H Oberflachenzentren durch End-
o( H oy %oy on Capping (Ublicherweise durch
i TN o s o .
0‘75,—0—5-\—{1 \ﬁ: e e ! Umsetzen mit Trimethyl-chlorsilan
- .
‘35‘51— CH, : (unten) nach dem Binden der
CHy eigentlichen stationaren Phase)
0 o sh—cu
'y
4 3\
CHy
Oi.\/&—o—ﬂ
oy B oo
C 2 2
A ¢
03‘51—0#&\—% Ner g e CH,
< o T B R L_cH
_ &i—CH,
0, o-H Cl—Si
Si—{ /CH’/EI H: He |
/ LU S e
A\ si—q” Nt A A CH3
oo UH K R R
O
i fas 2w on

O\Si’o_Si\_ﬁ: \E/C\C/C\C/CHS
0/ ‘0\ CH, z H; Hp
0"‘Si—-Q\H
[+] u
0_':&__0 ,S{“(;CH;
o 3
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=  Umkehrphasen-Chromatographie mit chemisch gebundenen
Phasen dominieren heutige HPLC Anwendungen

()]
Solutes
Mobile
Phase
Stationary O
Phase
Si Si_Si_ Si Si SiSi Si Si o Si Si

= typische Sdule z.B.: Ldnge 25cm, i.D. 4mm, 5um
Tragermaterial (Kieselgel), C,4-Phase

Frage: Was passiert mit sehr polaren Molekiilen ?

HILIC — Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography
(Hydrophile Interaktions-Chromatographie)

Trennung von polaren, hydrophilen Analyten unter Verwendung von LC-MS
kompatiblen Losungsmitteln

Prinzip: polare stationare Phase (z.B. zwitterionisches-Material (s. Abb. unten))
und relativ unpolare mobile Phase (Acetonitril/\Wasser)

- zur RP-Chromatographie komplementare Technik (Elution der unpolaren zuerst)

- gewahrleistet eine deutliche Retention von allen Substanzen, welche auf RP-
Materialien kaum oder gar nicht retardiert werden, die also in der Nahe der
Totzeit der Saule eluieren

ACH auw
AcN

ACN H0

Aoy
o s
AcN AcN
HO N =
HO
0
“’ s S

0




HILIC — Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography

HILIC — Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography

Der Hauptvorteil von HILIC-Phasen (i.Vergl. zu Normalphasen):

HILIC ist geeignet fur LC/MS Anwendungen (es kann mit dem bestehenden
Geraten gearbeitet werden)

Das Trennprinzip beruht auf dem Aufbau einer Wasser- bzw. Pufferschicht auf der
jeweiligen stationdren Phase und einer Verteilungschromatografie der zu trennenden
Substanzen zwischen der extrem polaren Phase und der weniger polaren mobilen
Phase. Dabei werden polare

Verbindungen aller Art aufgrund

der Migration in die polare

stationdre Phase retardiert, wie z.

B. Uracil, das als Totzeitmarker in

der RP-Chromatografie verwendet

wird. Unpolare Verbindungen wie

z. B. Toluol erfahren keinerlei Re-

tention und kénnen als Totzeit-

marker fur die HILIC dienen. Somit

wirkt HILIC orthogonal zur RP-

Chromatografie.
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HILIC — Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography

Anhaltspunkte zur Saulenauswahl:

Log P = n-Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient ist ein dimensionsloser

Verteilungskoeffizient, der das Verhaltnis der Konzentrationen einer Substanz in einem

Zweiphasensystem aus 1-Octanol und Wasser angibt

Mobile Phasen

Auswahlparameter:

= Balance der intermolekularen Wechselwirkungen zwischen
Analyt und den beiden Trennphasen

* Polaritat der stationaren Phase ~ Polaritat der Analyten
(Kapazitatsfaktor k' zwischen 2 und 5)

* Polaritat der mobilen Phase = elutrope Reihe

Lésungsmittel  Polaritétsindex P Viskositét UV cutoff
(nach Snyder) 25°C [mPas] [nm]
Heptan 0.2 0.4 195
Butanol 3.9 2.6 210
Dioxane 4.8 1.2 215
Methanol 5.1 0.54 205
Acetonitril 5.8 0.34 190
Wasser 10.2 0.89 187

Tab. Eigenschaften einiger gebrauchlicher Laufmittel

zunehmende Elutionsstirke
bei Normalphasen-Chrom.

zunehmende Elutionsstirke
bei Umkehrphasen-Chrom.
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* Polaritatsindex P’ = numerisches MaR der relativen Polaritat von
Losungsmitteln

* durch Mischen von geeigneten Losungsmitteln = Einstellung
beliebiger P’

* wichtig: Entgasung der Losungsmittel

= entweder isokratisch (gleichbleibende Losungsmittelzusammen-
setzung) oder unter Einsatz eines Losungsmittelgradienten

Niederdruckgradienten

= Losungsmittel werden von Dosierpumpen in eine Mischkammer beférdert und
gemischt

= eine Hochdruckpumpe saugt die Mischung an und pumpt sie in die
Trennsaule (Vorteil: preisglnstiger)

Hochdruckgradienten
= Losungsmittel werden jeweils von einer Hochdruckpumpe in
die Mischkammer beférdert (Mischung findet auf der Hochdruckseite statt)
(Vorteil: geringere Verzogerung zwischen Herstellung der Mischung und Einspeisung)

= entweder isokratisch (gleichbleibende Losungsmittelzusammen-
setzung) oder unter Einsatz eines Lésungsmittelgradienten
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80% ACN 40% ACN

(c) 50% MeOH
20 % ACN + 25% MeOH

Systematische Entwicklung einer HPLC-Methode (RP)
(a) anfangliches Trennergebnis mit 80% Acetonitril / H,O, (b) mit 40% Acetonitril /
H,0,
(c) 50% Methanol / H,0
(d) 20% Acetonitril / 25% Methanol / H,0O

Verbesserung der Effizienz von HPLC-Trennungen

Der Partikeldurchmesser spielt eine erhebliche Rolle fiir die theoretische
Bodenhéhe

Geschwindigkeit der Gleichgewichtseinstellung mafigeblich (van Deemter)
Diffusion dauert bei groRen Partikeln lange.

= kleinere Partikel verbessern die Effizienz (siehe oben = UHPLC)

typische van-Deemter HETP/u-Kurven und Triigerpartikeldurchmesser

HETP = A+ 24 cuu
u

HETP 2B in [mm]

lincare Laufimittelgeschwindigkeit z.B. in [mm/s]
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Neben der UHPLC werden 2 weitere Méglichkeiten zur Losung des Problems
herangezogen:

A) monolithische Sdulen = z.B. Merck

= geringerer Druckabfall als bei gepackten Sdulen aber hohere
Probenkapazitat als offene Kapillarsaulen

Neben der UHPLC werden 2 weitere Méglichkeiten zur Losung des Problems
herangezogen:

B) Fused Core Technologie

HALD Ipm totally porous

(HALO® von Advanced Material Technology oder Supelco)

Porose Silika Schicht wird auf nicht porésem Trager-Kern aufgebracht. Kern-Durchmesser

2um; 0,5 um porose Schicht

= Trenneffizienz wie sub 2um Partikel, Rlickdruck wie 3um Partikel
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Mikro-HPLC (Microscale HPLC)

Vorteile der Miniaturisierung von HPLC-S&ulen:

e schnellere Trennungen
geringer Druckabfall = Mdglichkeit zur Verwendung kleinerer
Partikel = Verbesserung der Effizienz der Trennung
(Auflésung)

e Erniedrigung der NWG fiir konzentrationsabhangige
Detektoren (,VerdiinnungsprozelR“ durch Diffusion wahrend
der Trennung geringer)

e geringerer Losungsmittelverbrauch (insbesondere wichtig fiir
die Kopplung mit der Massenspektrometrie (Nano-ESI))

= typischer Saulenlangen 3-7 cm, i.D. 0.3-1 mm, 3um
Tragermaterial

Nachteile:

e geringere Probenkapazitat (relativ)
e hohe Anforderungen an Detektor (z.B. Volumen der
Detektorzelle)

Abb. Mikro-HPLC-S&ule

=
Abb. ,Nano“-HPLC-Saule (gefiillte

Glaskapillare)

Abb. Nano-ESI

92



Ein Beispiel fir den Einsatz der HPLC

Drug testing in sports: Mass spectrometric detection of prohibited substances in
exhaled breath using HPLC-MS

Schénzer et al., Rapid Communications in Mass Spectrometry, 2017, DOI: 10.1002/rcm.7903

Wilhelm Schéanzer, Sporthochschule KéIn

molecular weight 334

Chromatogram of exhaled breath samples collected from patients and participants of elimination studies with (A)
dehydrochloromethyltestosterone (Anabolikum) (DHCMT, collected 4 h post administration of 20 mg)

Prinzipien der Biopolymerchromatographie

interaktive Chromatographietypen

lonen-(austausch)- IC (IEC) elektrostatische
chromatographie Wechselwirkungen

Normalphasen-chromatographie NPC (NP-HPLC) polare Wechselwirkungen

Umkehrphasen-chromatographie RPC (RP-HPLC) unpolare
Wechselwirkungen
lonenpaar-Umkehrphasen- IPRPC elektrostatische
Chromatographie Wechselwirkungen
Hydrophobic interaction HIC dispersive
chromatography Wechselwirkungen
Affinitatschromatographie AC biospezifische
Wechselwirkung
Metal interaction MIC Komplexierung mit einem
chromatography immobilisierten Metall

Tab. Methoden und Prinzipen zur Biomolekiilchromatographie
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Prinzipien der Biopolymerchromatographie

Chromatographie Acronym Trennprinzip

nicht-interaktive Chromatographietypen

GroRenausschluss- SEC Unterschiede der
chromatographie MolekilgroRe

Slalom- - Unterschiede in Molekiillange
Chromatographie und Flexibilitat

(GroBen)-Ausschlusschromatographie
(Size Exclusion Chromatography (SEC), Gel-Chromatographie)

. . mobile Phase
Techrnk zur Trennung hochmolekularer
Verbindungen

Molekiile Poren

* Unterschied zu den bisher beschriebenen
chromatographischen Techniken: im
Idealfall keine physikalischen
Wechselwirkungen der Analyten mit der
stationdren Phase (noninteractive mode
chromatography)

stationdre Phase

= Trennung beruht auf
GroRenfraktionierung der Molekile
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= zwei Sorten von Packungen (stationare Phasen):

e Polymerkigelchen (~ 10um TeilchengroRe)

¢ Kieselgel- oder porése Glasteilchen (~ 10um

Teilchengrofie)

durchschnittliche

Molekularmasse

Typ PorengroRe [A] Ausschlufgrenze [amu]
(atomic mass units)
Polystyrol/ 10?2 700
Divinylbenzol- 104 (1 bis 20) x 104
Copolymerisate 106 (5 bis 10) x 108
Kieselgel 125 (0.2 bis 5) x 10*
500 (0.05 bis 5) x 10°
1000 (5 bis 20) x 10°
V, freies Volumen auBerhalb der Partikel K=1
V, Volumen der Poren vy, O<K<l
Ve Elutionsvolumen K—0

Ve

mit:

=V, + KV,

K =0 wenn die Analyten vollstandig

ausgeschlossen werden

K =1 wenn die Analytmolekdle

vollstandig in die Poren
eindringen kénnen

Detektorsignal —pm

Molekiilmasse [amu]

Retentionsvolumen —%

K zwischen 0 und 1 wenn fir die Analytmolekdle nur Teile des
Porenvolumens zuganglich sind
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Anwendungsbeispiele:

* Bestimmung von Molekilmassenverteilungen von
Polymeren

* Isolierung hochmolekularer Substanzen von
niedrigmolekularen Substanzen (Gel-Filtration), z.B.
zur Isolierung von Proteinen (z.B. Entsalzen von
Proteinldsungen)

Biopolymer M,  Molecular dimensions (nm)

Cytochrome ¢ 12310 25x24x 370

Carbonic anhydrase 28800 4.7 x41x4.]12

Lactate dehydrogenase 146200 7.4 x 7.4 x 8.4

Ferritin 474000 Bx8x§

DNA, 100 base pairs 69400 35 x 2 x 2 {straight rod})
DNA, 800 base pairs 519200 60 x 60 x 60 (random coil)®

http://www.youtube.com/watch?v=0V5VB5k03tQ

Abb. Prinzipien der
SEC (oben) und Slalom-
Chromatographie (unten)

Slalom-Chromatographie

= zur Trennung unterschiedlich langer DNA-
Strénge (> 1000 Basenpaare)

= Saulen mit inerter Kugelpackung (keine
Wechselwirkung mit der Kugeloberflache)

= DNA-Strange werden in gestreckte Form
gezwungen, wobei die langeren Strange
langere Zeit bendétigen die Sdule zu
verlassen
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lonen-(austausch)-Chromatographie

= Trennung basiert auf Unterschieden der zugédnglichen
Oberflachenladungen der Biomolekile

= stationdre Phase aus positiv (Anionenaustausch) oder negativ
(Kationenaustausch) geladenen, immobilisierten funktionellen
Gruppen auf Tragermaterialien

= Desorption durch Anderung der
lonenstarke der mobilien Phase (,fahren”
eines Gradienten der lonenstarke)

= bei einigen Biopolymeren (z.B. Proteine)
starke Abhdngigkeit der
Oberflachenladungen vom pH-Wert

Normalphasen—Chromatographie fiir Biomolekiile

= polare Oberflache stationdre Phase — unpolare
mobile Phase

= Retention durch Wasserstoffbriichenbindungen,
Dipol-Dipol-Wechselwirkungen

= polare stationare Phase entweder durch
Derivatisierung der Oberflache oder polare
unbehandelte Trager (z.B. Kieselgel)
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Umkehrphasen—Chromatograpghie fiir Biomolekiile

= unpolare Oberflache stationdre Phase —
polare mobile Phase (z.B. Wasser-
Methanol, Wasser-Acetonitril)

= Retention durch Wechselwirkung
hydrophober Biomolekdilteile mit der
stationdren Phase

= einige Biomolekiile (z.B. Proteine)
verlieren bei der Trennung ihre
dreidimensionale Struktur
(Denaturierung) (organische
Losungsmittel, , dicke” stationdre Phase)
= Verlust der biologischen Aktivitat

lonenpaar-Umkehrphasen-Chromatographie

= stationdre Phasen und Elutionsbedingungen wie i.d.
Umkehrphasenchromatographie

= die stationdre Phase enthalt ein
amphiphiles lon (Trager einer Ladung und
eines hydrophoben Restes)

= die amphiphilen lonen werden adsorbiert
und wechselwirken mit den
Oberflachenladungen der Analyten

= Elution durch Erhéhung des organischen Anteils der
mobilen Phase (Erniedrigung des
Oberflachenpotentials)
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Hydrophobic interaction chromatography (HIC)

= Trennung der Analyten basierend auf deren hydrophoben Charakter

= Anlagerung der Biopolymere wird durch hohe Salzkonzentrationen

induziert (1-5 mol L'*)(Ammoniumsulfat)

= Elution durch Erniedrigung der Salzkonzentration

= entscheidend ist die Organisation der Wassermolekiile,

die die Analyten umgeben = lagert sich eine

hydrophobe Region eines Biomolekiils an die stationare

Phase an, werden Wassermolekiile ,freigesetzt” =

Entropiezunahme = thermodynamisch begiinstigt =

starker Temperatureinfluss

= verglichen mit der Umkehrphasen-Chromatographie

o stationdre ,weniger* hydrophob (z.B. C4 statt C18-Phasen)

¢ kein organisches Losungsmittel zur Elution
e dreidimensionale Strukturen bleiben erhalten

Hydrophobic interaction chromatography (HIC)

P=Polymer matrix

S=Solute molecule

L=Ligand attached to polymer matrix
H=Hydrophobic patch on surface of solute molecule
W=Water molecules in the bulk solution

https://www.youtube.com/watch?v=v6SPK6ZovgA

Fig. 1.

Close to the surface of the
hydrophobic ligand and solute
(L and H), the water molecules
are more highly ordered than
in the bulk water and appear
to “shield off” the
hydrophobic ligand and solute
molecules. Added salt
interacts strongly with the
water molecules leaving less
water available for the
“shielding off” effect, which is
the driving force for Land H to
interact with each other.
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Affinitatschromatographie

= biospezifische Wechselwirkungen zwischen einer kovalent an das
Packungsmaterial gebundenen Gruppe und dem Analyt

= oft eingesetzt zur Reinigung von Proteinen

= Schlissel-SchloR-Prinzip (oft
Wasserstoffbriickenbindungen) mit hoher
Spezifitat

= Elution oft durch pH-Wertanderung
(Erniedrigung auf 2-4) = Protonierung
der sauren Gruppen

= oder durch Zugabe von ,displacer-Molekilen

Beispiele zur Affinitdtschromatographie:
Immunoaffinitdts-Chromatographie

= Ausnutzung der Eigenschaft von Wirbeltieren selektiv
Antikdrper gegen kérperfremde Substanzen zu bilden

Antikdrper = Serumproteine (auch Immunglobuline), die u.a.
von weilRen Blutkdrperchen als Antwort auf kérperfremde
Substanzen (Antigene) gebildet werden)

Antigene = z.B. Bakterien, Viren, Proteine, Kohlenhydrate
aber auch beliebige hochmolekulare synthetische
Verbindungen (MW >1000)
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Abb. Struktur eines typischen
Antikdrpermolekils

2 Analyt
@ Matrix

Immobilisierung

= Antikorper besitzten zwei Bindungs-stellen
fir ein bestimmtes Antigen (Analyt), in die I e
das spezielle Antigen genau hineinpasst \ ( '
(Schltssel-Schloss-Prinzip)

= die Antikorper werden auf einem Trager 2
immobilisiert o ¥

7

(=]

Abb. Immunoaffinitats-
Chromatographie

= Einsatz z.B. in der Lebensmittelindustrie = BSE-
Problematik (Nachweis von Rind in Fleischerzeugnissen) =
Nachweis eines spezifischen Rinderproteins

= sind die zu bestimmenden Substanzen zu klein (sogenannte
Haptene oder Halbantigene) miissen sie an Tragerproteine
kovalent gebunden werden (Carrier) = diese fungieren
dann als eigentliches Anigen

= ,geeignete” Haptene sind elektrophile Substanzen (z.B.
Epoxide), die mit nukleophilen Strukturelementen der
Proteine, hier vor allem mit Amino- und mit SH-Gruppen,
reagieren

o Vorteil (Immunoaffinitdts-Chromatographie): sehr spezifisch

o Nachteil: schlechte chromatographische Auflésung R
(langsame Gleichgewichtseinstellung)
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Molekular gepragte Polymere (MIP, molecular imprinted polymers)

Abb.

Prinzip zur Herstellung MIPs (A,B,C sind Molekile mit verschiedenen
Haftgruppen), T ist das Templat (spateres Zielmolekdl)). Nach
Anlagerung an das Templat (a,b) werden A,B und C unter Zugabe von
Vernetzungsmolekilen copolymerisiert (c) und T schlieRlich extrahiert

=

im Polymer bleiben spezifische Imprints zuriick (Abb. oben
(d), deren Gestalt und Anordnung der funktionellen Gruppen
(Dipole, H-Briickendonoren und -akzeptoren, Ladungen,
hydrophobe Wechselwirkungen) komplementar zum
eingesetzten Templat sind

derart gepragte Polymere zeigen eine ausgepragte Affinitat fur
das zum Pragen verwendete Templat, weisen also
entsprechende spezifische Bindungsstellen auf

Molecular Imprinting ist heute die erfolgreichste Methode,
molekulare Erkennungseigenschaften biologischer Rezeptoren
und Antikérper mit Hilfe kiinstlicher Systeme zu imitieren,
speziell bei kleinen Zielmolekiilen zeigen sie bereits
antikoérperahnliche Affinitaten und Querempfindlichkeiten
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* Vorteile: einfache, kostengiinstige und reproduzierbare
Herstellungsverfahren, Stabilitat gegenliber verschiedenster Losemittel
und hohen Temperaturen

* Nachteile: fur die Erkennung grofRerer Molekile nur begrenzt
einsetzbar (nur wenige Beispiele von MIPs, die Selektivitdt gegeniber
Makromolekiilen wie z. B. Proteinen aufweisen)

e Aszocialion
i

e
{‘D e

Abb. Herstellung eines MIPs fir Dansyl-L-
Phenylalanin

Christian Huber, ,Biopolymer Chromatography“
www.separationsnow.com/repository/pdfs/5903-_a.pdf

Metal interaction chromatography

= Metallionen werden an die Oberflache des Tragers chemisch
gebunden (Cu?*, Zn?*, Ni?*, Co?*, Fe3*) (oft mittels eines
chelatisierenden Liganden (z.B. Iminodiacetat)

= Imidazol-, Amino- und Thiolgruppen komplexieren mit den
immobilisierten Cu?* und Ni2*-lonen (= AS: Histidin, Lysin und
Cystein)

= Phosphatgruppen in Nukleinsduren mit Fe3*

= vicinale Diole (-HCOH-HCOH-)(Zucker) mit Cu?*

= Elution durch Gradienten steigender
Salzkonzentrationen oder durch Gradienten der

Konzentrationen kompetitiver Liganden (z.B.
Imidazol, Phosphat)
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Detektoren fiir die LC

Detektionsprinzip NWD  dynam.  Bemerkungen
Bereich

UV-vis-Detektion (Absorption) + ++ Standarddetektor
Diodenarray-Detektion + +++ auch Hinweise zur Identifizierung (UV/vis-
(Absorption) Spektrum)
Fluoreszenz-Detektion +++ +++ nachweisstark/preisglinstig
Chemilumineszenzdetektion +Ht ++ hochselektiv
Elektrochemische-Detektion +++ ++ ausgewiihlte Substanzgruppen
Verdampfungslichtstreu-Detektion o ++ Universaldetektor, keine salzhaltigen

Eluenten
Brechungsindexdetektion - + Universaldetektor
Massenspektometrische Detektion +++ + auch Identifizierung

UV-vis-Detektion

= Messung der Lichtabsorption zwischen ca. 190 und 900 nm

= Absorption beruht auf der Anregung duBerer Elektronen von Molekilen
(elektronische Anregung)

M+h-v—>M*

= Es gibt verschiedene Arten der elektronischen Anregung, abhangig
von den vorhandenen funktionellen Gruppen:

o to 6™ Alkane

o to * Carbonylverbindungen

n to * Alkene, Carbonylverbindungen

n to o* Sauerstoff-, Stickstoff-, Schwefel- und Halogenverbindungen
n to * Carbonylverbindungen
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%9

[n—o* T’I}H’f(*

i besetzte Niveaus

dT—d*

+ } unbesetzte Niveaus

Wellenlange X [nm])

200 400 750
Vakuum-Uv uv
n—nr* (konjugierte Systeme)
Tnow
n—x* (konjugierte Systeme) )
T TRon
T nso
Y
-— —
¥ (em™) 50-10% 25.10° 13,3-10°
b

Abb. Absorptionsbereiche verschiedener
Elektronenlbergdnge
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Chromophor

C—H

C—Hal

c—No,

Tab. Absorptionen isolierter chromophorer Gruppen

ein GroRteil der Energie wird in Form von Warme abgegeben

Molekile ohne freie Elektronenpaare oder Doppelbindungen (z.B.
Alkane) sind durch UV/vis-Messungen nicht zuginglich

da neben der elektronischen
Anregung auch Vibrations- und
Rotationsiibergédnge angeregt
werden = Spektren mit breiter
Bandenstruktur (insbesondere
in Losung)

Extinktionskoeffizient [L mol" cm']

hochauflésende Spektrometer
nicht erforderlich

Abb. UV/vis-Absorptionsspektrum eines
Benzooxadiazols
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= Quantifizierung nach Lambert-Beersche-Gesetz

log l//l=E=¢&1) -x-¢c mit E = Extinktion (engl. absorbance)
&(4) = molarer Extinktionskoeffizient
X = Schichtdicke
¢ = Konzentration des Analyten

(englische Variante A=a -b -c)
f—*—|

T=1/1,

E=log I/1, Abb. Abhéangigkeit der
Lichtschwéachung von
Schichtdicke und Konzentration

absorbierende
Lésung der
Konzentration ¢

= moglichst lange Messzellen mit moéglichst kleinem Volumen

Abb. Geometrie einer Durchflusskivette Abb. ,Z-Zelle” mit Lichtleitern
fir die UV/vis-Detektion

= Typische Zelldimensionen Normal-HPLC 10mm Lé&nge,
Volumen 8uL

= filir Micro-HPLC zu grof3e Volumina = on-column
Detektion
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=

=

L
Paterded enfanced oplics:
Z-o¢ U-shaped wngiudine: fow cens
wih oplwzed ypid erdrance for
Fgphest sensdvey

Abb. On-column-Zellen

typische Dimensionen on-column-Zellen 5 mm Lange, Volumen 20-40 nL

drei Versionen von UV/vis-Detektoren

=> drei Versionen von UV/vis-Detektoren

e Festwellenldngendetektor (Hg-Niederdrucklampe — 254 nm)

e Detektoren mit Lichtquellen mit kontinuierlichen Spektrum
(Kontimuumstrahler, Deuteriumlampen (190-370 nm), Wolfram-
Halogen-Lampen (370-750 nm), Auswahl der Messwellenldnge mit
einem Monochromator (Absorptionsmaxima der Analyten)

e Diodenarray-Detektoren = Kontinuumsstrahler = simultane
Registrierung der Intensitat verschiedener Wellenldngen (z.B. 512
Dioden) = Identifizierung von Substanzen anhand ihrer UV/vis-
Spektren = auch ,,Reinheitspriifung” durch Errechnung von
Peakflachenverhadltnissen bei verschiedenen Wellenlangen
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UV/vis-Detektor mit
variablen
Wellenldngen

Monochromator

Detektor

Probe
Lichtquelle

Abb.

Dioden-
Array

Diodenarray-Detektor

Probe

Lichtquelle Polychromator

Prinzipieller Aufbau von
UV/vis-Detektoren mit
variabler
Wellenlangeneinstellung und
DAD

Fluoreszenzdetektion

= statt Absorptions- bieten sich auch Fluoreszenzmessungen zur

Bestimmung organischer Analyten an
= Vorteil: keine Differenzmessung

Messzelle

&-0 - I

Messzelle

e e |

Strahlungsquelle Absorptionsmessung Strahlungsquelle ® Fluoreszensmessung

= physikalische Grundlage = zunachst wie oben (elektronische
Anregung durch Absorption von Photonen)

= das Fluoreszenzlicht ist gegeniiber dem Anregungslicht langwellig
verschoben. Der Effekt beruht darauf, dass bei der elektronischen Anregung
zunachst hohere Schwingungszustiande des angeregten Zustands besetzt
werden, die ihre Energie dann durch Schwingungsrelaxation abgeben. Bei der
Emission (aus dem Schwingungsgrundzustand des angeregten Zustands) wird
oftmals zunachst hohere Schwingungszustiande des Grundzustands besetzt.

= Franck-Condon-Prinzip
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Das Franck-Condon-Prinzip beruht auf der Tatsache, dass der Wechsel von Elektronen
zwischen verschiedenen Zusténden so schnell stattfindet (in ca. 107> Sekunden), dass sich
der Kernabstand wahrend der Anregung nicht dndert (Eine Kernschwingungsperiode dauert
ca. 103 5.). Diese hohe Geschwindigkeit des elektronischen Ubergangs gegeniiber der
Kernbewegung wird durch die geringe Masse der Elektronen ermdéglicht. Wenn ein Molekdl
nun von einem elektronischen Zustand in einen anderen {ibergeht, so ist dieser Ubergang
umso wahrscheinlicher, je mehr die Vibrations-Wellenfunktionen der beiden Zustdande
zueinander kompatibel sind (vibronischer Ubergang).

Abb. Schematische Darstellung des Franck-Condon-Prinzips (links) und der
Aufenthaltswahrscheinlichkeit in verschiedenen angeregten Niveaus

= da die Schwingungsenergie sehr schnell abgebaut wird (ca. 10-'2 s)
erfolgt die Lichtemission aus niedrigeren Schwingungsniveaus

= Rotverschiebung der Fluoreszenzstrahlung (Stokes shift)

Absorplior Fluoreszenz

Abb. Termschema zur Darstellung der
T + an der Fluoreszenz beteiligten
tard S elektronischen Ubergénge
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Abb. Anregungs- und
) . Emissionsspektrum eines
50 600 650 700 Benzooxadiazols (s.0.)

= insbesondere PAHs fluoreszieren sehr stark (native Fluoreszenz) = NWG
mit Fluoreszenzdetektoren um 2-3 Zehnerpotenzen besser als mit UV/vis

= bei anderen Analyten = Derivatisierung der Analyten mit entsprechenden
fluorophoren Reagenzien

= nebender
Derivatisierung vor der
Trennung

(Vorsaulenderi-
.. . LC-Pumpe
vatisierung) wird auch

haufig nach der
Trennung derivatisiert
(Nachséulen- Eluent ‘h Reagenzlosung
derivatisierung)

Detektor

Injektor

Beispiel einer Nachsdulenderivatisierung: Bestimmung freier Aminosauren

Zwischenprodukte reagieren wieder mit
Ninhydrin zu einem violetten Farbstoff
(Ruhemanns Purpur). .

Ninhydrin reagiert mit der ? 2
. . . . OH =
Aminogruppe von Aminosiuren. Die 2 CQQ)H %‘ N ®

(]

[e] o
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Abb. Trennung eines Proteinhydrolysats (HCI)
mit lonenaustauschchromatographie
(Dreistufengradient: Salzkonzentration
(lonenstéarke), pH und Temperatur) —
Nachsaulenderivatisierung mit Ninhydrin)
(aus: D. Knopp, TUM, 2010)

= Intensitat der Fluoreszenzstrahlung! 1-=2,3-Qg-ly-&4) -d -¢c 1
(Qr Fluoreszenzausbeute; I, Intensitét der Anregungssfrahiung; =(7) molarer dekadischer
Extinktionskoeffizient; d Schichtdicke Kivette, ¢ Konzentration) 5

|
zum Vergleich: MessgroRRe bei Absorptionsmessungen ist die Extinktion = log Io =g4) -d-c

= Intensitat des Fluoreszenzsignals ist direkt proportional zur)Strathngs-
leistung der Anregungsquelle (im Gegensatz zur Absorption) =
Sensitivitat von Fluoreszenzmessungen kann durch lichtstarke Laser
verbessert werden

= laserinduzierte Fluoreszenz (LIF)

= weiterer Vorteil = Fokussierung der Laser auf kleine Volumina mdglich

Chemilumineszenzdetektion

= ebenfalls sehr nachweisstark aber
selten einsetzbar

= z. B. Luminol-Chemilumineszenz

NH, O NH,

- OH/H,0, coo
—_ . hv
NH “Ny/—H,0 A
coo

= z.B. Nachweis von organischen Peroxiden (aber auch H,0,,
Metallionen (u.a. Blut))
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Brechungsindex-Detektion

= Durchfluss-Refraktometer

= Messung der Unterschiede des Brechungsindex der
mobilen Phase und Analyt

= universell aber vergleichsweise unempfindlich

= keine Gradientenelution mdglich

Verdampfungs-Lichtstreudetektion

= Prinzip: Zerstdubung des Eluats = Verdampfung des Laufmittels =
Messung der Lichtstreuung der Ubrigbleibenden Partikeln

= Analyten mussen einen signifikant héheren Siedepunkt als die
mobile Phase aufweisen

= keine nichtverdampfbaren Zusatze i.d. mobilen Phase (z.B. Puffer)

Abb. Aufbau eines
Verdampfungs-
Lichtstreudetektors
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Diinnschichtchromatographie (TLC, Thin-Layer Chromatography)

¢ im Gegensatz zu den vorher beschriebenen Techniken
(Sdulenchromatographie) handelt es sich bei der TLC um eine planare

chromatographische Technik

* Bewegung der mobilen Phase relativ zur
stationdren Phase i.a. durch Kapillarwirkung

* Messprinzip: Entwicklung eines
internen Chromatogramms (Analyten
wandern unterschiedliche Weglangen
in der gleichen Zeit) und werden nach
der Trennung auf der stationaren
Phase detektiert
(Saulenchromatographie = externe
Chromatogramme)

Messgrofle: Retentionsfaktor R;
(Graphik)

o

Losungsmittelfront

d
Re= —
M

Startlinie

Stationare und mobile Phasen

gleiche Phasen wie in der HPLC
(Normal- und Umkehrphasen, SEC)

konventionelle Platten (Glas oder
Kunststoffe) 5 x 10 oder 10 x 20 cm
Partikeldurchmesser 20 um, Schicht-
dicken 200-250 um = N, ~ 200 bei
dy 12 cm und einer Entwicklungszeit
von 25 min

Hochleistungs-DC-Platten (HPTLC,
high-performance TLC)
Partikeldurchmesser 5 um oder kleiner,
Schichtdicken 100 um

= Ny, ~ 4000 bei dy, 3 cm und einer
Entwicklungszeit von 10 min

(aber geringe Probenkapazitat)

Trennschicht

Startzone

mobile Phase

Trager
platte
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Abb. Normale (links) und Hochleistungs TLC (rechts)

Abb. Verschiedene atherische Ole
* Selektivitdt von TLC Trennungen kann durch zweidimensonale
Chromatogramme verbessert werden (Einsatz unterschiedlicher
mobiler Phasen, Graphik)

Lokalisierung und Quantifizierung der
Analyten (nicht zerstérende Methoden)

* durch Lumineszenzphanomene der Analyten o
(inharente Fluoreszenz, Phosphoreszenz) m o
* durch fluoreszierendes Material in der é o
staiondren Phase (z.B. Pyrenderivate, s @) @)
Fluorescein, Rhodamin) = Abschwachung 3
der Fluoreszenz
e —
» durch elementares lod (je nach Analyt Laufmittel A

allerdings irreversible Reaktionen)

= nach Lokalisierung der interessierenden Komponenten - Abtrennung
und Analyse (z.B. IR oder MS)
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* direkte Quantifizierung durch
ortsaufgeldste Messung der diffusen
Reflektion im UV-VIS Bereich (scannende
Densitometer)

Einsatzgebiete

» vor allem Screening-Methoden (parallele Entwicklung
mehrerer Proben)

- pharmazeutische Industrie zur Reinheitskontrolle

- biochemische Studien (Aminosauren, Peptide)

- klinische und forensische Analytik (Zucker, Drogen)
- Lebensmittelanalytik (Vitamine)

weiterfihrende Literatur zu DC: Schwedt & Vogt, Analytische Trennmethoden, Wiley-VCH, 2010

Uberkritische Fluidchromatographie (supercritical fluid chromatography
(SFC))

Prinzip: als mobile Phase wird ein Uberkritisches Fluid (meist CO,)
eingesetzt wobei als stationdre Phasen kurze gepackte Saulen
verwendet werden (ahnlich HPLC) oder (mittlerweile seltener)
langere offene Kapillaren (dhnlich GC)

» Kombiniert einige der Vorteile der HPLC (Analyse nicht fllichtiger
Verbindungen) mit Vorteilen der GC (z.B. Einsatz
unterschiedlicher Detektoren)

gasformig Uberkritisch  flUssig
Dichte [g/cm3] 1-103 3.101 1-100
Viskositat [g/cm s] 1-10* 5-10* 1-1072
Diffusionskoeffizient 1-10? 1-10* 5-10°%

[cm?/s]
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* hohe Dichte = Losungsvermaogen fiir organische Substanzen (eventuell

unter Zusatz von Modifiern (z.B. Methanol), vergl. SFE)

* geringe Viskositdt = hohere Flussraten als in der LC und damit schnellere

Trennungen

* grole Diffusionskoeffizienten = schnelle Gleichgewichtseinstellungen

zwischen mobiler und stationarer Phase (C-Term van-Deemter) aber auch

Signalverbreiterung durch Diffusion (B-Term van-Deemter)

Saulentyp ID [mm] Lange [m] KorngréRe[pm]
offene Kapillaren 0.025-0.1 1-35

gepackte Kapillaren 0.1-0.5 0.05-0.5 3,5,10
gepackte Saulen 2-4.6 0.03-0.25 3,5,10

Tab. Einige gebrauchliche Saulentypen bei der SFC

Anwendungen

* SFC bietet sich als Trennmethode an wenn es sich um nicht fliichtige
oder thermolabile Analyten handelt, welche sich nur schlecht durch die
iblichen HPLC Detektoren nachweisen lassen (entweder Einsatz
universeller (FID) oder selektiver GC Detektoren (z.B. ECD) (leichtere
Abtrennung der mobilen Phase als in der LC)

* bietet sich an wenn SFE (supercritical fluid extraction) bei der
Probenvorbereitung eingesetzt wird

- Polymeranalytik (Trennung von Oligomeren)
- PAH-Analytik

- Naturstoff-Analytik

- Pharmazeutika

« eher seltener eingesetzt da instrumentell aufwendig und
Retentionsverhalten schwieriger zu kontrollieren ist: Beispielsweise
existiert mit der Kompressibilitat ein weiterer Faktor der die Retention
beeinflusst aber schwer vorhersagbar ist (in der GC: auch Kompressibilitit aber

keine WW mit der mobilen Phase, in der LC: keine Kompressibilitat der mobilen Phase)
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Venus Atmosphere

Surface pressure: 92 bars (9,2 MPa)

Average temperature: 464 °C

96.5% Carbon Dioxide, 3.5% Nitrogen

“The pressure found on Venus's
surface is high enough that the
carbon dioxide is technically no
longer a gas, but a supercritical
fluid. This supercritical carbon
dioxide forms a kind of sea that
cover the entire surface of Venus.
This sea of supercritical carbon
dioxide transfer heat very
efficiently, buffering the
temperature changes between
night and day (which last 56
terrestrial days).”

Fegley, B. et al. (1997). Geochemistry of
Surface-Atmosphere Interactions on Venus
ISBN 0-81-651830-0.

Anwendungen

Trennung eines PEG-Gemisches
(Takahachi, 2009)

COyCylinder Modifier

Intensity / mV

220
200
180
160
140
120
100

80

60

40

Column Splitter

Back - Pressure
Regulator

.............................

Injecton

ER

ELSD
[1] or
CNLSD
Chromatogram
System Station
@) ELSD
30
n=42
N N

30 40 50 60 70 8 80 100
Elution time / min
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Trenntechniken
Elektrophoretische Trennverfahren

= erste Elektrophorese in den 30iger
Jahren von Arne Tiselius (Nobelpreis
Chemie1948)

= Auftrennung menschlichen Serums in 4
Hauptkomponenten (Albumin, a-, B-, y-
Globuline)

Abb. Prinzip von
elektrophoretischen
Trennungen: Ausnutzung der
lonenwanderung im
elektrischen Feld
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Theoretische Grundlagen

E!ektroEJhorese = Transpc.)rt von I9nen in Fr
einer Losung unter dem Einfluss eines F
elektrischen Feldes, wobei die wirkende + -
elektrische Kraft F, definiert ist:

‘ r

z;  Ladungszahl der Komponente i

Fe =z;-ep-E e, Elementarladung [C]
E  elektrische Feldstirke [V/cm]

* in einem viskosen waRrigen Medium wirkt F, die Reibungskraft F,
entgegen:

k Konstante [cm] (67r fUr spharische Partikel
FR =k- 7V (Stokesches Gesetz))
Viskositdt der Lésung [Pas]
Wanderungsgeschwindigkeit der Komonente i [cm/s]

=3

e daraus folgt fiir die Geschwindigkeit einer Komponente i in einem
konstanten elektrischen Feld (F, = Fp):

_Zj-€q E r hydrodynamischer Radius des
- 61 - n-r hydratisierten lons
(ungleich lonenadius)

Vi

* daraus ergibt sich unter definierten experimentellen Bedingungen
eine Stoffkonstante der Komponente i, die elektrophoretische

Mobilitat p;:
gy == 80y g
'""E 6r-p-r

= nur Trennung geladener Analyten, Trennung beruht auf Unterschieden
der MolekulgréRe (r) und Ladung z

= elektrophoretische Verfahren stellen daher zunachst einmal keine
chromatographischen Methoden dar (keine Verteilung zwischen einer
mobilen und stationdren Phase)

= aber: sehr ahnliche Instrumentierung (Kapillarchromatographie) als
auch Mischformen (s.u. micellare elektrokinetische Chromatographie)
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Kapillarelektrophorese ‘

Instrumentierung

=

=

L

J

Hochspannungsversorgung bis 30 kV

meist unbeschichtete Quarz-(Fused- T Probengefi
silica)-Kapillaren aber auch .

Teflonkapillaren Kapillare

Detektor
Kapillarinnendurchmesser 10-100 um
Kapillarlangen 20-100 cm

UV-VIS-Detektoren (on-column detection) .

Enstehung von Joulscher Warme R
(Stromfluss) = kleine Kapillardurch-
messer zur besseren Warmeabfuhr

Probenaufgabe (Graphik oben)

- hydrodynamische Injektion
(Uberdruck-Injektionsseite,
Unterdruck-Detektorseite)

- elektrokinetische Injektion

Grundlagen der elektrophoretischen Trennungen

Elektroosmose (elektroosmotischer FluRR, EOF):

= eine Vielzahl von Materialien (Glas, Quarz, Teflon)
bilden aufgrund von Oberflachenladungen (Quarz bzw.
Glas = Dissoziation der Si-OH Gruppen) bei Kontakt
mit einer Elektrolytldsung eine elektrochemische
Doppelschicht aus

= Innenseite der Kapillare: negativ geladen = positiv
geladene Flussigkeitssaule

= Elektroosmose tritt auf wenn ein elektrisches Feld an
das flussige Elektrolytsystem angelegt wird
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= positiv geladene Flissigkeitssaule bewegt sich im elektrischen Feld in
Richtung Kathode = EOF = Transport der Flissigkeit dhnlich einer
mechanischen Pumpe

a_l(apillare
CICICICICICICICICICICICICICICICICIC;

DOOOOOODOOOOODODD
+ -
Anode resultierender EOF Kathode
OOOOOOOOOOOODOODD

= in Gegensatz zu einem hydrodynamischen FlieRprofil (parabelférmig)
ist das Profil des EOF anndhernd stempelférmig

. Abb. FlieBprofil eines elektrophoretisch
B betriebenen (oben) und eines Druck-

betriebenen Systems (unten)

= flaches FlieBprofil beim EOF hat vernachlassigbare Bandenverbreiterung zur
Folge (= EOF tragt nicht zur Peakverbreiterung bei = N,,)
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Einflussfaktoren EOF

= bei hohen pH-Werten ist der
EOF deutlich grosser als bei
niedrigen, da der
Dissoziations-grad der Silanol-
gruppen zunimmt (bei pH > 9
= a=1)

Abb. pH-Abhangigkeit des EOF (fused-
silica-Kapillare)

= mit steigender lonenstarke nimmt der EOF ab (Beeinflussung der
Doppelschicht)

= zu der oben definierten elektrophoretischen Mobilitat einer
Komponente i (1) addiert sich folglich der EOF

Anode VEo —= Kathode
4' L ’7
<—

Elektopherogramm
Signal anionische

kationische Komponente
Komponente

neutrale
Komponente

Zeit
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Kapillarzonenelektrophorese (CZE, capillary zone electrophoresis)

= Trennung der Analytionen
aufgrund von Mobilitats-
unterschieden

= gleiche Puffer in beiden
Reservoiren (Grundelektrolyt)

= durch seine relativ hohe
Konzentration im Vergleich
zum Analyten bestimmt der
Grundelektrolyt Leitfahigkeit
als auch den pH in der

Kapillare
0,104
g -
g
20-05’ Abb. Zonenelektrophoretische
S Trennung eines tryptischen

S S e S s S SRR
10 15
Zeit in Minuten

) L Verdaus (enzymatische Spaltung
| . ,‘ t mittels Trypsin (bei Arginin und
0,004——— Uu fﬁ”»Mw ; LL Lysin) eines Proteins)
20

=> Optimierung der Trennung am einfachsten durch pH-Wert Anderung
(Pufferzusammensetzung) =Beeinflussung des Dissoziationsgrads der
Analyten / starke Mobilitdtsdnderung am pK-Wert des Analyten

= Peakverbreiterung nur durch longitidunale Diffusion

= wichtig: scharfe Anfangszone bei der Probenaufgabe (ca.1nL)

= Anwendungen der CZE speziell in der biochemischen und klinischen Anlytik
(Aminosauren, Proteine, Nucleinsduren)
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Vorteile (gegentiber der klassischen Gelelektrophorese):
hohe Trennstufenzahlen (Fliessprofil) ca. 1.000.000 pro Meter,
schnelle Trennungen

Nachteile: schwierige Detektion (Detektorvolumen < 0.5 nL)

Kapillargelelektrophorese (CGE, capillary gel electrophoresis)

= bei sehr grof3en Analyten sind die Unterschiede in ihren
elektrophoretischen Mobilitdten gering = zusétzliche Einfuhrung
eines Gels in die Kapillare um die Trennung zu verbessern
(Siebmatrix)

= meist synthetische Polymere (vernetzte Polyacrylamidgele),
Polymerisations- und Vernetzungsgrad bestimmt die Selektivitat

Tetramethylethylenediamine  Acrylamide Bisacrylamide
M

(TEMED)
o - =
LN LY
N-C—(-N C=(-H
R R ot

HyC CHy

+
(NH,),(S0,),
Ammonium peroxysulfate

LN N— g _ electron

Unpaired H H C
¢
1
C

Abb. Polymerisationsreaktionen zur Herstellung von
Polyacrylamid-Gelen (Verhéltnis von Starter, Monomer
und cross-linker bestimmt Kettenlange und den
Vernetzungsgrad)
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= die geladenen Analyten wandern durch das Polymernetzwerk,
welches die Wanderung entsprechend der MolekiilgroRe der
Analyten behindert

= grosse Analyten wandern langsamer als kleine
= Uberlagerung von zwei Trennmechanismen bei der CGE

= extrem hohe Trennstufenzahlen (bis zu 10 Mio. pro Meter)

il MW‘W
30

WWWWWWHJ i

Polymermischung (Unterschied in den

Kettenldngen jeweils ein Monomer) 'MWM} IMJ n M\ W Ml\\‘m O IMWWW

300
7

Wi

‘,uswmx M

90 120

120 140 min

Exkurs:

Anwendung der CGE zur Entschliisselung des menschlichen Genoms

Das Humangenomprojekt

= offizieller Start Oktober 1990 - 2003 (> 1000 Wissenschaftler, ca. 40
Nationen)

= Trager USA: NIH - National Institute of Health
DOE - Department of Energy (Atomic Energy
Commission), z. B. Untersuchung strahlungs-
induzierter Mutationen

= seit 1995 auch deutsche Beteiligung (DFG, BMBF)
= 1998 private Unternehmen (Celera Genomics)

greifen in das ,Rennen” um die Entschlisselung
ein (Craig Venter)
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Ziel: komplette Sequenzierung des menschlichen Genoms:

= Kartierung von
3 Millarden Basenpaaren

= Identifizierung von
30.000 Genen

= in 24 Chromosomen

Typische GenomgréRen und Genanzahl (Wikipedia, Jan. 2016)

Organismus / Biologisches System Anzahl der Gene Basenpaare insgesamt
Gemeiner Wasserfioh" 30.907 210°
Pflanze >25.000 10°-10"
Menschl® ~22.500 310°
Fliege 12.000 1,6-108
Pilz 6.000 13107
Bakterium 180-7.000 10%-107

Als Gen wird meist ein Abschnitt auf der DNA
bezeichnet, der die Grundinformationen zur Herstellung
einer biologisch aktiven RNA enthélt. Bei diesem
Herstellungsprozess (Transkription) wird eine
komplementére Kopie des codogenen Stranges in Form
der RNA hergestellt.

Watson-Crick-

NH,
N N H
<Y a1 |
N e
& R
Adenin (A) Thymin (T)
HZ
H el
%w | G-C [
N Z N\
i 2
R R
Guanin (G) Cytosin (C)
Purin-Derivate Pyrimidin-Derivate

Abb. Molekilmodell

der DNA

Doppelhelix

3.4nm

Desoxyribonucleinsdure

Phosphat
Desoxyribose

/

J [ L
Wasserstoff-
briicken

Zucker-Phosphat-Gerist

= 3-10 % des Genoms tragt
protein-codierende Sequenzen
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Chromosomen

= die 3 Millarden Basenpaare sind auf 24 Chromosomen verteilt

= 22 Autosomen und 2 Geschlechts-Chromosomen

Chromosom 1 = ca. 250 Millionen BP
Y-Chromosom = ca. 50 Millionen BP
1 2 3 4
6 7 8 9 10 11
13 14 15 16 17
19 20 21 22 X

Abb. Chromosomenkarte (Karyogramm)

12

18

Prozessablauf der DNA-Sequenzierung

Isolation der Chromosomen | 150.000.000

Zerschneiden in ca. 50-150 kb-Fragmente

v 150.000
(Restriktionsenzyme)

Vervielfachung der
Fragmente (mittels Klonierungs-
vektoren, z.B. Hefen)

& zufélliges Aufbrechen in
O kleinere Fragmente 0.5-2 kb | 2.000

v (Ultraschall)

Vervielfachung der
Fragmente (mittels Klonierungs- =
vektoren (Bakteriophagen M13))

-CTGACTGACTGA-

Sequenzierung ‘\‘
Erstellung von Datenbanken ‘ Analytik

Zusammensetzen der
DNA-Sequenz aus den
Einzelfragmenten
(shotgun approach)
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langer DNA-Abschnitt (50-150 kb)

\
zufalliges Aufbrechen (0.5-2 kb)

mehrfache
Erfassung jedes
Sequenzbereichs

Fragment 1
— CTGACTGACTGA

CTGACTGACTGA—

Fragment 2 v\ /" Fragment 3

iiberlappende Sequenzbereiche

Abb.

Strategie des
shotgun approach

DNA Sequenzierung nach Sanger (Didesoxy-Verfahren)

= auch Kettenabbruchverfahren

= ausgehend von einer bekannten Startsequenz (primer) wird
durch Zugabe eines Nucleotidgemisches und einer DNA-
Polymerase die Synthese eines komplementaren DNA-

Stranges initiiert

= die Reaktion wird in 4 parallelen Ansatzen gleichzeitig

gestartet, jeweils mit nur einem Typ eines Didesoxy-

Nucleotids (Terminator)
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unbekannte Sequenz

Abb. Synthese eines DNA-Stranges

STTTTTT STTTT1T17T mit Einbau eines normalen
ACTGGA ACTGGA Bausteins
- TGACC (Desoxynucleotid)(oben) und
eines ,Terminators”
C 5'JJ—LLL on T ) .
1L 1 (Didesoxynucleotid)(unten)
PPP OH / PPP OH
Desoxynucleotid PP
Enzym
(Polymerase)
3 —‘—‘—‘—‘—mi 3 Tr
ACTGGA ACTGGA o
TGAC — TGACC X = VerhalltnlsI .
Desoxynucleotid :
C gL, 7 esoxy )
s / 1 Didesoxynucleotid
PPl PPP —— OH bestimmt die Linge der
Did leotid PP -
iaesoxynue f°' Produktkette (typisch
200:1)
Primer
kurzes Oligonuclotid
( ¢ )GCT CTCAG unbekannte Sequenz
CGAGAGTC
+4 dNTPs + Polymerase
+ddATP +ddCTP +ddGTP +ddTTP
—GCTCTCA =—GC -G —GCT
=—GCTC ==GCTCTCAG =—=GCTCT
==GCTCTC
A C G T
— G
2 —
o Al
_g — C 5
s — |1 |[©
3 — c |2
w T 9 Abb. Prinzip des
Kettenabbruchverfahrens
— C
nach Sanger
— G
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= die unterschiedlichen langen sysnthetisierten Produkte
konnen gelelektrophoretisch getrennt werden

= Rekonstruktion der Basenabfolge (Sequenz)

= zeitlimitierender Arbeitsschritt ist die Trennung

= durch spezielle Primermarkierung kénnen alle 4 Produkttopfe
vereint und gemeinsam gelelektrophoretisch getrennt

werden
¥ 5 unbekannte Sequenz | Abb. Primermarkierung
‘ +4 dNTPs + Polymerase
| S, IR, SO S
l+ddA l*—ddc dee lde
°
ddA -

ddc L—dde N ddT

pool

a» | Elektrophorese
- i
-
-
-
-
Laser % N

Intensitat

VAV # Detektor

I I

131



= Durchbruch beim HGP = Einfiihrung der Kapillargelektrophorese

Vorteile: (gegeniiber klassischen Gelelektrophorese)

e kiirzere Trennzeiten (héhere elektrische Feldstarken)
¢ on-line Detektion

e leichtere Automatisierung

e geringere Analytmengen

o

70*‘T*O*CHZ o Base
i
0—P—0—CH, ,  Base
I
Kapillarinnendurchmesser 10 - 100 um 701?*0*““2 o, Base
Kapillarlangen 20 - 100 cm
OH
Polyacrylamidgel

+

.

= aufgrund der mit zunehmender Lange zunehmenden
Ladung lassen sich unterschiedlich lange
Sequenzabschnitte nicht ohne eine ,Siebmatrix” trennen
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4 Farben Fluoreszenz Multikapillar-Elektrophorese
(Capillary Array Electrophoresis; CAE)

Computer

Filter

Linse

PMT ——> [ !

Spekralfilter h/
Laser (488 nm) {
_ Obiektiv =
beweglicher E_"‘H-__\__

~ Tisch S
~ Kapillaren n

L= Breitbandfilter

dichromatischer Strahltei

—~
i

Detail des
Focusbereichs

Abb. Aufbau einer 4-Farben-
Fluoreszenz-Multikapillar-
Elektrophorese Apparatur

Hochspannungs-
versorgung

Abb. Multikapillar-Elektrophorese Apparatur ohne bewegliche
Komponenten

Weitere Mdglichkeit zur basenspezifischen Detektion

= zeitaufgelOste Fluoreszenzmessung
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2
N

N

Farbstoff 2
100000
5’-Primer-3°
10000 (S§\
5 1000 NS Q)
N =
’hv g 100 @
£ 10
Farbstoff 3 @
1
5°-Primer-3° 500 1000 1500 2000
Zeit [ps]

630 nm > 650 nm

Farbstoff 1

N

Abb. Zeitaufgeloste

Fluoreszenzmessung zur

Vorteile: =
« eine Anregungswellenlange basenSpeZIﬁSChen
(auch Laserdioden) Detektion

« eine Emissionswellenlange
(hier Filter/Photodiode)

Farbstoff 4

5°-Primer-3°

Sauer et al., Anal. Chem. (1998)

Abb. Aufbau zur zeitaufgelosten
Fluoresezenzmessung

Fluoreszenzintensitat [counts/s]

Abb. Zuordnung der Basen
50000 15 » G anhand der Fluoreszenz-
o lebensdauer
40000 5
3.0 % > T
30000 : g > A
20000 / 25 &
/ 3
2,
10000 - 2.0 » C
1690 1700 1710 1720 1730
Zeit [s]
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>

§ 1000
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2 [ ]

o
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Q L]

N

e L]

o

Z 400 4000 500
5000 6000

Zeit [s]

[o RNk 4

Abb. Elektropherogramme eines DNA-

Sequenzierungslaufs (Sauer et al., Anal. Chem.

(1998))

= 1000 Buchstaben pro Seite (Abb.
Rechts)

= 300 Seiten pro Buch

= insgesamt 10.000 Bénde

Potentielle medizinische
Anwendungsgebiete

in Zusammenhang mit dem
HGP

Tests zur genetischen Pradisposition

= genombasierte molekulare Diagnostik

= ,evidence based medicine*
Vorhersehbarkeit von Krankheiten fihrt
zu zielgerichteten Therapien
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Massively parallel sequencing
Sequencing-by-synthesis technology

Sequencing-by-synthesis technology

Finally, another cycle of dNTP addition are initiated.
Since single bases are added to all templates in a
uniform fashion, the sequencing process produces a
set of DNA sequence reads of uniform length.

The “lllumina” sequencing
method is similar to Sanger
sequencing, but it uses
modified dNTPs containing
a terminator which blocks
further polymerization- so
only a single base can be
added by a polymerase
enzyme to each growing
DNA copy strand.

The terminator also
contains a fluorescent
label, which can be
detected by a camera.
Following the addition of
the four dNTPs to the
templates, the images are
recorded and the
terminators are removed.
This chemistry is called
“reversible terminators”.
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Sequencing-by-synthesis technology conducted

The sequencing
reaction is

simultaneously on
avery large
number (many
millions in fact) of
different template
molecules spread
out on a solid
surface.

Sequencing-by-synthesis

Since the fluorescent imaging system used in
Illumina sequencers is not sensitive enough
to detect the signal from a single template
molecule, the major innovation of the
Illumina method is the amplification of
template molecules on a solid surface. The
DNA sample is prepared into a “sequencing
library” by the fragmentation into pieces
each around 200 bases long. Custom
adapters are added to each end and the
library is flowed across a solid surface (the
“flow cell”) and the template fragments bind
to this surface. Following this, a solid phase
“bridge amplification” PCR process (cluster
generation) creates approximately one
million copies of each template in tight
physical clusters on the flowcell surface.
Illumina has improved its image analysis
technology dramatically which allows for
higher cluster density on the surface of the
flowcell
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Next-Generation Sequencing

https://www.youtube.com/watch?v=womKfikWIxM

Next-Generation Sequencing Technologies - Elaine Mardis (2012) — Vortrag auf youtube

Gel-Elektrohorese

http://www.benchfly.com/video/110/dna-horizontal-gel-electrophoresis/

Ausblick Sequencing:

Aus: Thomas Hankeln, Genomforschung und Sequenzanalyse —
Vorlesung Einfiihrung in die Methoden der Bioinformatik, Uni Mainz, WiSe 14/15
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New York

San Diego

indoor hospital

putdoor hospital

indoor house

pier

Metagenomik (metagenomics)
Arbeitsgebiet der
Biowissenschaften , das mit NGS
Methoden die Gesamtheit des
Genoms eines Biotops zu erfassen
versucht. Zu diesem Genom
gehoren vor allem

Mikroorganismen, aber auch Viren.
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SpinCon PAS 450-10 bioaerosol sampler controlled setup.

phosphate buffered saline (PBS)

Brasel T L et al. Appl. Environ. Microbiol. 2005;71:7376-

7388
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Micellare elektrokinetische Kapillarchromatographie
(MECC)

ermdglicht die Trennung ungeladener Analyten

Prinzip: oberflachenaktive Substanzen werden in den
Pufferlédsungen geldst (Konzentrationen der Tenside miissen
oberhalb der kritischen micellaren Konzentration liegen):

Micellen

Anode Kathode
I
@ ©  Analyt

meistens Verwendung von Natriumdodecylsulfat (SDS) als
Micellenbildner

MicellengroRRe zwischen 40 und 100 SDS Einheiten

hohe negative Ladung auf den Oberflachen der Micellen
(anionischer Micellenbildner) = elektroosmotischer Flull muf}
gréRer sein als elektrophoretische Mobilitat der Micellen

Puffergemisch besteht aus einer sich schnell fortbewegenden
wassrigen Phase und einer langsameren micellaren Phase
(hydrophob)

injizierte neutrale Analyten verteilen sich zwischen den
beiden Phasen, wobei der Verteilungskoeffizient von der
Polaritat der Analyten abhangt (analog der Reversed-Phase
HPLC)

Trennung beruht auf unterschiedlichen Verweilzeiten in der
micellaren Phase
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* neben diesem Trennmechanismus besteht weiterhin die
elektrophoretische Trennung geladener Analyten
(Uberlagerung von zwei Trennprinzipien)

Vorteile gegeniber der HPLC:
einfaches Austauschen der pseudostationaren Phase
schnelle Einstellung der Gleichgewichte zwischen den zwei
Phasen
= hohere Sauleneffizienzen (2 Trennmechanismen)

* Anwendungen
Umweltanalytik (Phenole in Wasser)
pharmazeutische Industrie

Kapillarisotachophorese (ITP)

Prinzip: Verwendung eines diskontinuierlichen Elektrolytsystems:

» die Kapillare und kathodenseitiges Pufferreservoir sind mit
einem sogenannten Leitelektrolyten gefiillt, dessen
Kationen (Anionen) die héchste elektrophoretische Mobilitat
von allen im System vorkommenden Kationen (Anionen)
besitzen missen

» das Anodenreservoir (Kathodenreservoir) ist mit einem
Folgeelektrolyten gefiillt, dessen Mobilitat die niedrigste von
allen Kationen (Anionen) ist

» die Analyten befinden sich zwischen Leit- und
Folgeelektrolyt (auch die elektrophoretischen Mobilitaten
der Analytionen liegen zwischen denen der Leit- und
Folgeelektrolyten)
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X [cm]

+ Auftrennung der Analyten A, B und C je nach
elektrophoretischer Mobilitat bis zur vollstdndigen Trennung
= alle Zonen sind gezwungen sind sich mit gleicher
Geschwindigkeit (iso-tacho) durch die Kapillare zu bewegen

* nach Trennung der
Analyten andert sich die
elektrische Feldstarke (E)
stufenférmig Gber die
Kapillarlange (je nach
Leitfahigkeit der Zone)

= durch Diffusion von lonen
z.B. in einen Bereich
niedrigerer Feldstarke §
wird deren g
Geschwindigkeit verringert

= Zurickfallen in
anschlieRende Zone (und
umgekehrt)

= Zonenscharfungseffekt
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aber auch:

Konzentrationseffekt (,Zusammenschieben” der Zonen)

« die Konzentration des Analyten in seiner Zone adaptiert sich an die des
Leitelektrolyten (Beschreibung durch Kohlrauschs ,beharrliche

Funktion®, siehe elektrochemische Monographien)

» verdiinnte Proben kénnen angereichert werden (Konzentrationsfaktoren
bis zu 10%)

Isoelektrische Fokussierung (CIEF, capillary isoelectric focussing)
» insbesondere zur Proteinanalytik (Trennung der Analyten anhand ihrer
unterschiedlichen isoelektrischen Punkte (pl-Werte charakteristisch fiir

die Aminosaurekomposition)

« zur Erinnerung: pl-Wert gibt an, bei welchem pH-Wert eine amphotere
Substanz nach aussen hin elektrisch neutral ist

* Prinzip der CIEF: Erzeugung eines pH-Gradienten entlang der Kapillare
und Anlegen einer Spannungsdifferenz = Wanderung der Analyten bis
zu dem Punkt, an dem der pH ihrem isoelektrischen Punkt entspricht

» zur Erzeugung der pH-Gradienten werden verschiedene amphotere
Substanzen (z.B. Aminocarbonsauren mit unterschiedlichen
Verhaltnissen an Amino- und Carbonsauregruppen) gemischt

®
H "
. .EH,-T'-CH,-CH,-cnz-ygxmz,_ .

(. .
] : H
(H,
!

Abb. Aliphatische /'“'\"

oligoamino-oligocarbon- G, CHy-CH,~CH-C00"
sduremischungen zur H
Erzeugung der pH-Gradienten too- Aliphatic oligoamino

oligerarboxylic acids
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¢ nach Anlegen der Spannung wandern die Ampholytmolekiile bis zu dem
Punkt, an dem sie ihren isoelektrischen Punkt erreichen (z.B. ein Ampholyt mit
10 Carbonsduregruppen und einer Aminogruppe wird zunachst in Richtung
Anode wandern und erst im starker sauren elektrisch neutral, ein Molekil mit
10 Aminogruppen und einer Carbonsauregruppe wird zunachst in Richtung
Kathode wandern und erst im stérker basischen neutral werden)

Abb. Schematische Darstellung der CIEF (AA, BB usw.: Ampholyte mit
unterschiedlichen pl-Werten, Symbole: Analyten (z.B. versch. Proteine))

e Ublicherweise werden belegte Quarzkapillaren verwendet um den EOF zu
reduzieren bzw. zu unterdricken (Vermeidung der Oberflachenladungen
durch Dissoziation der Silanolgruppen)

Probenaufgabe fiir die Kapillarelektrophorese

aufgrund der geringen Injektionsvolumina (0,5 — 50 nL) ist die Probenaufgabe
fiir alle CE-Techniken ein grosses Problem

Drei _Injektionstechniken:

¢ hydrostatische Injektion
¢ Druck-Injektion
o elektrokinetische Injektion

Abb. Prinzip der Druck-Injektion (Uberdruck auf der Injektions-
oder Unterdruck auf der Detektorseite)

Abb. Prinzip der elektrokinetischen Injektion
L. . L (Probleme durch Diskriminierung von Probenkomponenten verursacht durch
Abb. Prinzip der hydrostatischen Injektion Unterschiede in den elektrophoretischen Mobilititen verschiedener Substanzen)
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Kapillar-Elektrochromatographie
(CEC, capillary electrochromatography)

CEC ist eine chromatographische
Technik, bei welcher der Fluss der
mobilen Phase durch die chromato-
graphische Trennphase durch
Elektroosmose hervorge-

rufen wird und nicht durch
Druckdifferenz wie in der konven-
tionellen Flissigchromatographie

Miniaturisierung von CE-Systemen (microchip electrophoresis)

= aufgrund verschiedener Aspekte der Kapillarelektrophorese bietet sich der
Einsatz sogenannter Microchip-Techniken an (,Lab-on-a-chip”)

Abb. Elektrophorese-Microchip (oben),
eine typische Kanal-Anordnung fiir eine
elektrophoretische Trennung (mitte) und
die Elektrodenschaltung zur
Probeninjektion (rechts)

HV " Ground

HV

’-L‘HV

|
=
0.5HV 0.5HV

Ground
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Abb. Aufbau eines
Microchipsystems mit Laser-
induzierter Fluoreszenz-
Detektion

Abb. Beispiel einer CE-Trennung mittels Microchips
(Kontrolle einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
zur Vervielfaltigung von DNA-Abschnitten) (a)-(d):
unterschiedliche PCR-Zyklen (15-30 Zyklen)

Cyclic electrophoretic and chromatographic separation methods

(a)

pump —————————>

i Cyclic methods can be used in chromatographic

" systems to overcome pressure limitations to
resolution

B-port valve

= Column switching technologies

detector ——>

(b)
pump ———>

injector —————>

B-port valve

detectors
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Massenspektrometrie

Einleitung & lonisationstechniken

Die Entwicklung der Massenspektrometrie geht auf die Arbeiten von J.J.
Thomson im Jahre 1913 zuriick, in denen er zeigte, dass das Edelgas Neon aus
einer Mischung von zwei Isotopen der Massen 20 und 22 besteht.

a. EinlaBsystem

b. lonenquellen

c¢. Analysator

d. Detektor/Datensystem Abb. Allgemeines Schema zum

e. Vacuumsystem Aufbau eines
i i Massenspektrometers

Nobelpreistrager / Massenspektrometrie

Francis William Aston
Joseph John Thomson (1877 - 1945)
(1856 - 1940)
The Nobel Prize in Chemistry 1922
"for his discovery, by means of his
mass spectrograph, of isotopes,
in a large number of non-radioactive
elements, and for his enunciation of
the whole-number rule”

The Nobel Prize in Physics 1906, "in
recognition of the great merits of his
theoretical and

experimental investigations on the
conduction of electricity by gases"

Wolfgang Paul (1913 - 1993) John B. Fenn (1917)
University of Bonn
Bonn, Germany The Nobel Prize in Chemistry
2002

"for the development of soft
desorption ionisation methods for
mass spectrometric analyses of

biological macromolecules"

The Nobel Prize in Physics 1989
"for the development of the ion trap
technique”

Koichi Tanaka
(1959)

The Nobel Prize in Chemistry 2002
"for the development of soft desorption
ionisation methods for
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Allgemeines
Arbeitsprinzip:

 Uberfithrung von neutralen Spezies in lonen (lonenquelle)
* Trennung der lonen (Masse zu Ladungsverhaltnis, m/z) (Analysator)
* Nachweis der lonen (Detektor)

Die Massenspektrometrie ist keine zerstorungsfreie Methode wie IR- oder
NMR-Spektroskopie — der Analyt wird bei der Messung verbraucht.

Terminologie
Massenspektrum - zweidimensionale Darstellung der lonenhaufigkeit (Intensitat
der Signale) gegen lonenmasse zu Ladungs-Verhiltnis (m/z)

Basispeak (base peak) — intensivster Peak im Massenspektrum einer Substanz,
auf den die anderen Signale (Peaks) normiert werden kénnen (relative Intensitat
%)

Strichspektren — Zuordnung der m/z-Verhiltnisse zu ganzzahligen Werten
(Nominalmassen s.u.)

Profilspektren — Wiedergabe der kompletten Peakform
Peaklisting — tabellarische Wiedergabe des Massenspektrums (s.u.)

Totalionenstrom (total ion current, TIC) — Summe der Stréme, die von den lonen
aller m/z-Werte im Spektrum erzeugt wird

Molekiilion — normalerweise das lon mit der héchsten Masse im
Massenspektrum, das dazugehérige Signal bezeichnet man auch als Molpeak

Fragmentionen — bilden sich aus dem Molekiilionen durch Zerfall (Primar- und
Sekundarfragmentionen)
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rel. Int %

oy

804

60+

40+

oL — Ll : Abb. Strichspektrum

Erster Schritt: Bildung von lonen in der Gasphase z.B. durch ElektronenstoR3-
lonisation:

M+ e —> M+ 2e

Einige der gebildeten M** zerfallen {iblicherweise in verschiedene
Bruchstiicke (Fragmentierung). Da das gebildete Radikalkation eine
ungerade Anzahl von Elektronen besitzt, kann es auf zwei verschiedenen
Wegen fragmentieren:

EE* + R*®
(even electron ion) (radical)

Me+

I OE* + N

(odd electron ion)  (neutral)

Die gebildeten lonen (EE*, OE**) kdnnen ihrerseits wieder
fragmentieren etc.

= die meisten gebildeten lonen tragen nur eine Ladung (z.B. Verlust
eines Elektrons) aber auch mehrfach geladene lonen kénnen
auftreten (z.B. Electrospray-lonisation)

= der Analysator trennt nach Masse zu Ladungsverhaltnis (m/z) d.h.

ein doppeltgeladenes lon (z=2) der Masse m=100 wiirde bei m/z 50
auftauchen
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g 100 Abb. Massenspektrum von Methanol
% 29 |22 (ElektronenstoR-lonisation) (graphische
E und tabellarische Darstellung)
2 50
o
2 15
E 1|8 11 . ae e .
& 15 A o = die Molekilionen (M**) treten bei
den héchsten m/z-Verhaltnissen
miz Relaive ~ mfz  Relative (m/z 32)
abundance (%) abundanca (%)
12 033 28 6.3 = m/z 15 zeigt ein Fragmention
13 a.72 26 e (Methylgruppe) — die Differenz
14 24 30 3.3
N 130 a1 100.0 zu M** (17) deutet auf den
16 021 a2 66.0 Verlust von OH hin
17 1.0 33 0.73 (charakteristisch flir Alkohole)
18 08 34 -0.1
= das Signal bei m/z 16 kénnte
Warum m/z 31 aber nicht m/z 30 ? formal durch verschiedene lonen
CH,OH**—» *CH,0H + H* hervorgerufen werden: CH,**, O*
EE+ R* oder sogar CH;OH?*.
CH;OH**— HCHO + H,**
neutral OE **
Alle Zahlen in [u] Nominalmasse exakte Masse mittlere Masse
(atomic mass units) (isotopenrein) (nattrliche
(= Da (Dalton)) Haufigkeit der
Isotopen)
C,H,s (Heptan) 100 100.125 100.205
CgH12.0 100 100.089 100.161

(Cyclohexanol)

1u=1Da=1.665402 x 10?” kg

Abb. Massenspektrum von 1-Methyl-3-pentylcyclohexan
(ElektronenstofR-lonisation)
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Definition der Auflésung (R ) in der Massenspektrometrie

_m
Am

Bei einer Auflésung R kann die Masse
m gerade von der Masse m + Am
getrennt werden (z.B. Massendifferenz
C,H,;¢ und C¢H,;,0 ist 0.036 u =
notwendige Auflésung R = 100/0.036 ~
3000)

R

[Am | Am
[
g
Nt
I
[l
(|}

50% - -

10% von h — —

- -
CO' Ny, CHY o N Gl

27.9949 28,0061 280313

25 2‘6 2‘7 2‘8 2; 30 27.98 28 28.02 28.04 28.06
m/z m/z

Abb. Vergleich der Massenspektren von CO, N, und C,H, bei geringer (links R

~ 60) und hoher Auflésung (rechts, R ~ 3000)

Mittlere freie Weglange der lonen

= alle Massenspektrometer werden unter Vakuum betrieben, da die
gebildeten lonen idealerweise ohne St6Re mit anderen Molekiilen den
Detektor erreichen sollen (Kollisionen wiirden zum Zerfall des lons oder
einer Anderung der Flugbahn fiihren = Wandverluste)

Kinetische Gastheorie = mittlere freie Weglange L:

mit k = Boltzmann-Konstante [JK],

L = kT T= Temperatur [K]I Warum ist L temperaturabhéngig ?
l2 po_ p= Druck [Pa] und bei V = const. ist auch T/p const.

. 5 (anders ausgedriickt T und p sind nicht
c= StOBQUEI’SChnItt [m ] unabhéngig — steigt T steigt auch p => L = const.)

= die notwendige mittlere freie Weglange hangt unter anderem vom
eingesetzten Massenspektrometer ab, sollte aber tblicherweise 1 m
betragen = notwendiges Vakuum :

= 6.6 x 108 bar bzw. 5 x 105 Torr bzw. 6.6 x 102 Pa
1 bar = 10° Pa 1 Torr = 133.3. Pa

153



In der Massenspektrometrie verwendete Pumpentypen

Turbopumpe(n)

Vorvakuum

Video Funktionsprinzip Turbomolekularpumpe  Hochvakuum (<< 1 x 10 bar (<< 1 Pa))
bis zu 90.000 Umdrehungen pro Minute

Video Funktionsprinzip Drehschieberpumpe  Vorvakuum (~ 1 x 10-3 bar (~ 100 Pa))

lonenquellen - Einlasssysteme

= Verdampfung vor der lonisation
(El, CI, PI)

= Desorption aus einer kondensierten Phase .
(FAB, MALDI)

= Zerstaubung einer Losung zu einem feinen Aerosol —Sprayverfahren
(ESI, APCI, TSP)

lonenerzeugung

ElektronenstoB-lonenquellen (electron ionisation, electron impact, El)
« am haufigsten verwendetes Methode zur Erzeugung von lonen

* Prinzip: Die durch einen geheizten Wolfram oder Rheniumdraht
ausgesandten Elektronen werden durch ein Potentialgefalle von meist
70 V (siehe unten) beschleunigt und treffen auf die Analyten im
EinlaBsystems des MS = Bildung von positiven Analytionen
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AnalyteinlaB} |
(z.B. GC-Siiule) Auffanger

Gliihkathode

.-~ Primérelektronenstrahl

Repeller
—‘ B et » zum Massenanalysator

i | (Quadrupole, Tonenfalle etc.)
I B
N
X + Tonenstrahl

reduzierter Druck (102 - 10 Torr), Temperatur 200 - 300°C (fllichtige Analyten)

Anzahl der Elektronen wird bestimmt durch die Temperatur der Gliihkathode (Filament)

Emissionsstrom kann an der Auffangerelektrode gemessen werden

Energie der Elektronen hdngt ab vom Potentialgefalle welches die Elektronen
durchlaufen

Ek =z-e'V

Ausbeute der unter Elektronenbeschuss gebildeten lonen der
Probenmolekiile variiert mit der Priméarelektronenenergie

Ausbeute der
Analytionenbildung

0 20 40 60 80 100 120
Primirelektronenenergie [eV]

Abb. lonenausbeute als Funktion der
Primarelektronenenergie
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» unter 20 eV (Priméarelektronenenergie) Uberwiegt die
Molekdilionenbildung (geringe Fragmentierung) (“Nieder-eV-Spektren”)

Vorteil:
= Informationen tber Molekilgewicht unbekannter Substanzen
Nachteil:

= aufgrund der thermischen Energieverteilung der Primarelektronen
(Boltzmann-Verteilung) sind die Massenspektren stark vom
Quellenaufbau abhangig

= schlechte Reproduzierbarkeit (ungeeignet zum Aufbau von MS-
Bibliotheken)

= auflerdem beeinfluRt die sinkende lonenausbeute (Graphik oben) die
Nachweisgrenze flr Analyten

= Uublicherweise El-Spektren bei Primarelektronenenergien von 70 eV

70 eV

J o CHy
75
. 2 220
\\‘ L 4‘“ e A s

g
8

Intensity
(arbitrary units)
noow
2 8
s 8
8
<O
3
2 g
'
°

50 100 150 200 miz 25
15eV 20
12 | 29 Abb. Vergleich der EI-Spektren von R-Lactam bei
2 s P \ zwei verschiedenen
50 100 150 200 miz 250 Primérelektronenenergien

Mechanismus der lonisierung

Jedem Elektron kann je nach Energie (Geschwindigkeit (1/2 m-v2)) eine
Wellenlange (L) zugeordnet werden (De Broglie):

P h mit h = Plancksches Wirkungsquantum,
- m. -v m, = Elektronenmasse,
e v = Geschwindigkeit
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Danach betrigt die Wellenlange 270 pm (2.7 A) fiir Elektronen mit einer
kinetischen Energie von 20 eV und 140 pm (1.4 A) fiir 70 eV. Diese
Wellenldngen liegen im Bereich der Bindungslangen in organischen
Molekdilen, z.B.:

c-c 1.54 A
c=C 1.33A
C-H 1.1A

= starke Wechselwirkung zwischen Elektronenstrahl und Molekiilen =
Energielibertragung

= Ubersteigt die Ubertragene Energie die lonisierungsenergie des Molekiils =
Verlust eines Elektrons (daher sollte statt dem friiher verwendeten Begriff
,Electron impact” besser , Electron lonisation” verwendet werden)

= die Graphik oben (lonenausbeute/Priméarelektronenenergie)
erklart sich qualitativ also wie folgt:

= kleine Energien (E,;, <10 eV) — keine lonisierung (IP)
= mittlere Energien (20 eV< E,;,< 100eV) - (starke WW der
Elektronen mit Molekilen = hohe lonenausbeute
= hohe Energien (E;,> 100 eV) — sehr kurze Wellenlange der
Elektronen = die Molekiile werden ,transparent” fiir den
Elektronenstrahl

Abb. Vereinfachtes Schema zur ElektronenstoR-
lonisierung
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Effizienz und Energielibertragung bei der lonisierung:

= Im Mittel wird lediglich ein lon auf 1.000-10.000 Molekdle gebildet

= ca. 15 eV (ca. 1400 kJ mol") werden auf die Moleklle Ubertragen
(bei El mit 70 eV)

= ca. 960 kJ mol' (10 eV) betragt die lonisierungsenergie
organischer Molekiile

= Uberschussenergie (>IP) fiihrt zur Fragmentierung

Hauptbildungsweg fiir lonen:

M+e — M*e + 2e” (lonisation und Elektronenpaarbildung)
aber auch
M+e — M- (Elektroneneinfang)

* Bildung negativer lonen (Elektroneneinfang) unter ElektronenstoR ist ca. 1000
mal weniger wahrscheinlich als die Bildung positiver lonen

* positive Analytionen (Radikalkationen M*°) dissozieren meist unmittelbar in
der lonenquelle (Fragmentierung, us-Bereich) = charakteristische
Massenspektren der Analyten
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ExcITATion VIBRATION . _(INTERNAL REARRANGEMENTS). .
IONIZATION

|
e I —_— > IONS

e s e
Cpomie SOURCE  |1ong ARRIVE

AT COLLECTOR

. (SIMPLE BOND FLIGKT

CLEAVAGES).......... ACRETTRY | Tme
(av)=§ mi?
L L . N . . \ N L L
~15 -4 -3 -2 -1 -0 -9 -8 -7 -6, -5
: LOG fis)
H ]
'NORMAL' MASS SPECTRUM H !
4 \\
_____________________ - S m oo >
’
ols | | | I fouecror
N H
SOURCE | [ I | L
FIRST | MAGNETIC |  SECOND  COLLISION ELECTRIC
FELD-FReel SECTOR | FIELD- FREE CELL ! SECTOR l
REGION | REGION i i
H zm' '
d s T L L H /
5 7 9 " 13 15 17 19 21 23
Time (s}

Abb. Massenspektrometrische Zeitskala (Holmes, OMS,169, 1985).

Energie

AP (M*"- HaCO)

Reaktionskoordinate

Abb. Definitionen der Thermochemie isolierter Reaktionen am Beispiel des Zerfalls des

Anisolmolekilions, (El 70 eV), IP lonisierungspotential des Anisols, €, Aktivierungsenergie
der Zerfallsreaktion, &, Uberschufenergie (notwendig damit die Reaktion mit endlicher
Geschwindigkeit ablauft (k>0)), AP Auftrittspotential der Produkte.
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Abb. Beispiel eines EI-Massenspektrums mit Interpretation der
auftretenden Fragmente

Chemische lonisierung (Cl)

= El fihrt oft zur starken Fragmentierung der Analytmolekiile
(,harte lonisierung“ z.T. keine Molekiilionen)

= Cl stellt eine schonendere lonisierungstechnik dar, bei welcher
weniger Energie auf die Analytionen Ubertragen wird = weniger
Fragmentierung

Cl bei reduziertem Druck (oft bei GC/MS):

ein CI-Gas (Reaktandgas, z.B. Methan, Isobutan oder Ammoniak) wird durch
Elektronenstol ionisiert = die gebildeten Reaktandgasionen reagieren in der
Gasphase mit den Analyten (meist Protonierung der Analyten)

160



W Glithkathode
.

Reaktandgas- ! . Primrelektronenstrahl

zufiihrung
—

» zum Massenanalysator

(Quadrupole, lonenfalle etc.)

Tonenstrahl
AnalyteinlaB

(z.B. GC-Siule)

obwohl bei reduziertem Druck gearbeitet wird, muf8 der Druck in der

lonenquelle groRer sein als bei El-lonisation (mittlere freie Wegldnge)
(~101- 1 torr) = lonen/Molekuil-Reaktionen

ablaufende Vorgange (R Reaktandgas, M Analytmolekdil):

1) R +e — R*+ 2e (lonisation des Reaktandgases durch El,
Bildung von Priméarionen, Radikalkationen
(Odd-Electron (OE)-lonen))
z.B. Methan:
CH, + e > CH,* +2e”

2) R* — (RH)* Bildung von Sekundarionen (Kationen,

Even-Electron (EE)-lonen) durch
Wasserstofftransfer nach Kollision
mit neutralen R)

zB.CH,* + CH, — (CHg)* + CH%

3a) Protonentransfer (z.B. Heteroatome im Analytmolekiil)
(R+H)* + M » (MH)* +R (Bildung von ,Quasimolekilionen®

durch Protonentransfer, teriare
lonenbildung)

2B. (CHy)* + CHOH — CH, + GC,H,OH,*
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3b)  Hydrid-Abstraktion (z.B. gesattigte Kohlenwasserstoffe)
(R+H+M — (M)* +R +H, (Bildung von Molekiilionen)

z.B. (CH.)* + CpHyy, — CpoHyt + CH, + H,

* hoher Uberschuss an Reaktandgas (1/1000 - 1/10000 M/R)

¢ die Verwendung der unterschiedlicher Cl-Gase bestimmt die Gruppe von
Analyten, welche in der Quelle ionisiert werden

Protonentransfer

Protonentransferreaktionen sind im Prinzip Bronstedsche Sdaure-Base
Reaktionen zwischen den Reaktantgasionen (z.B. CH*) als Séure
(Protonendonatoren) und den Analyten als Base (Protonenakzeptoren)

= die Effizienz einer Protonentransferreaktion zwischen dem Cl-Gas
und dem Analyt kann anhand der Protonenaffinitaten (PA)
abgeschatzt werden

M+HY === MH* AH = - PA [k) mol]

Protonenaffinitaten (PA) gebrauchlicher Cl-Gase z.B. CH, < iso-C,H,, < NH,

Molekiile PA [kJ mol-]
CH, 543
i-C4H1o 677
NH, 854
C,H;OH 776
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=

je groRer die PA des Reaktandgases desto “weicher” und selektiver ist die
lonisation (z.B. bei Einsatz von Ammoniak)

lonisation von Substanzen mit sehr einer hohen Protonenaffinitat,
beispielsweise Amine oder Amide)

100 w Hoo

Relative intensity
g

£
5 197 MH*
]
&
n

[ M Y

0 o7
214 M + NH,"
z NH,
&
£
2 r
&
2 121 154

T

LR T S LI L LN

CI Massenspektren von Lavanduylacetat (MW 169) mit verschiedenen Reaktandgasen

e aber auch Strukturaufklarung durch Einsatz spezieller Cl-Gase, z. B.
Methylvinylether zur Lokalisation von Doppelbindungen unbekannter

Analyten:
R, -R,CH=CH, +
. —— » R,CH=CH-OCH,
R H .
1N + R, OCH;, (O]
j\\ + CH,=CH-O-CH,
R, H +  -R,CH=CH, +
R, OCH, __ 3 R,CH=CH-OCH,

. jj @

163



Vergleich Cl und El

Cl ist “weichere” lonisation als EI = geringere Fragmentierung der
Analytionen = Verhaltnis zwischen Molekilionen
(Quasimolekilionen) und Fragmentionen ist héher = hilfreich zur
Bestimmung von Molekilmassen unbekannter Verbindungen

H

0, N 0
CH,== CHCH, Y
NH
C,Hy—CH
g8

CH,

(1) mol. wt =224

Quasimolekilionen (M+H)* sind stabiler als Radikalkationen (M*")
= d.h. wenn es zur Fragmentierung kommt, ist der
Informationsgewinn aus der Abspaltung des Neutralteilchens
groBer (nur Abspaltung besonders stabiler Neutralteichen (H,0,
CO,, HCOOH)) = weniger Strukturinformationen, aber
diagnostisch z. T. wertvoller
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Massenspektrometrische Moglichkeiten zur

Strukturaufklarung/ldentifizierung unbekannter Substanzen

S. Stein (2012) Mass Spectral Reference Libraries: An Ever-Expanding Resource for
Chemical Identification, doi.org/10.1021/ac301205z | Anal. Chem. 2012, 84, 7274-7282

Beispiel: Pestizide in
Grundwasser

z.B. Chloridazon ist ein selektives
Herbizid aus der Gruppe der
Pyridazon-Derivate, welches in den
1960er Jahren von BASF auf den
Markt gebracht wurde und
uberwiegend im Riibenanbau
eingesetzt wird. Es wirkt durch
Hemmung der Photosynthese.

N/‘NHQ
.
N
oy

(o]

Massenspektrometrische Moglichkeiten zur

Strukturaufklarung/ldentifizierung unbekannter Substanzen

1) Aufnahme kompletter Spektren (El), niedrige Auflésung (R <

1000)

a) Vergleich mit MS-Datenbanken

(Auftreten bestimmter m/z-Verhaltnisse und deren
Intensitaten wird mit Referenzensubstanzen verglichen)
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Numbers of compounds and replicate spectra in the NIST/
EPA/NIH mass spectral library of electron ionization spectra

FEile Edit Library Chromatogram  Spectra Heference PEM  Reports
DADATAV\UNKMIX.Didata.ms
HSL STANDARD, 80PPM

Scan:1271
UNK Retrvd 1 of 6 Class 4 RL:91 Class 1 BL:61 %Contam:10
178
si_63 P9 152 o,
Tttt
‘D'FF

1d:145003 CAS RegM0:120-12-7 Formula:C14 H10
Anthracene [CAS) 1 Anthracin 1 Green Dil 1 Paranaphthalene 1
Mw: 178 Qindex: Source:

WLHN: L C666J
il
e ‘ ~
Abb. Beispiel einer e T
B_'bl'othEkSS”Che 2 76% RL [WILE'E] Phenanthrene [CA 76 83 152
eines El-Spektrums 3 74% RL [WILE'YE] Phenanthrene 3 m 6 | 126 139 | |
einer unbekannten 4 68% RL [WILEY6) Benzene, 1.1'—[1,2J 25 's0 75 100 125 150 175
5 63% RL [WILE'] BENZ[AJAZULENE 4 N
Substanz o 0

- verschiedene Vergleichsalgorithmen (z.B. “fit”, “reverse fit”)

- unterschiedliche El-Datenbanken (z.B. Wiley ca. 638.000 Spektren,
NIST 242.000 Spektren)
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(NIST)

Varieties of false identifications

(a) class identification, two compounds
yielding the same set of ions at the same
intensities due to similarity in structure
and fragmentation pathways,

(b) entirely different structures yielding ions of
the same formulas, and

(c) the same low mass ions from a
substructure in common (benzoyl) for two
very different precursor molecules
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Mass Spectrum
Interpreter

The mass spectrum interpreter is a utility
developed at NIST to assist in the evaluation of
mass spectra.

The major peaks in a mass spectrum can be
rationalized using estimates of bond
dissociation energies and a limited number of
well-understood reaction paths (lon
Thermochemistry in the gas phase)

The Interpreter finds possible structural origins
of peaks in a mass spectrum and provides
formula and isotopic processing utilities. It
operates in conjunction with MS Search
Programs.

Alternativ zum reinen Vergleich mit Bibliotheken:

Software-unterstiitzte “Ahnlichkeitssuche” (z. B. MassLib)

232 300
4

L

3 81
‘ \\\ LL \”\h'Mu M' Ml 1:1\\4 e \llln ik

107
‘ 147 0o
L \“\h

4
213 328 ‘
255
..\hh\“ ot et b, 333 J\ . J \I\ |

43 232
95

bl

135 l 318
[

Abb. Beispiel einer Bibliothekssuche mit MassLib (normale Darstellung der

El-Spektren einer unbekannten (oben) und zweier
Bibliotheksspektren)
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HO T TH
Unknown ST251 336

Ho
205 50
NPT T vod
ittt o IR T L | o 51 C58653 418
203 104

241 Ho

36 o1
il h\ I\ | N \ Ll 52 C50265 336

Abb.

Massenspektren wie oben (MassLib-Demo — gleiche Substanzen)
nun dargestellt als Differenz der registrierten m/z-Verhéltnisse
zum jeweiligen Molekiilion.

= Moglichkeit einer Substanzidentifizierung auch ohne

Referenzspektrum

1)

b)

Interpretation der Massenspektren & Fragmentierungswege

— mit Hilfe von Monographien wie McLafferty (Interpretation von

Massenspektren)

Einige Basisregeln (fiur typische organische Verbindungen (C, H,
O, S, N und Halogene enthaltend):

Die Stickstoff-Regel

= enthalt eine Verbindung kein (oder eine gerade Anzahl)
Stickstoffatom(e) wird das Molekilion eine gerade Zahl
sein (Achtung bei CI | Quasimolekilionen !)

= enthilt eine Verbindung ein (oder eine ungerade Anzahl)
Stickstoffatom(e) wird das Molekilion eine ungerade Zahl
sein
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Logische Neutralverluste

= die bei der Fragmentierung abgespaltenen Neutralteilchen
sollten ,nachvollziehbar® sein = vom Molekdlion
ausgehend sind Verluste von 4 - 14 und 21 — 25 sehr

unwahrscheinlich

Wichtigkeit von Signalen im Massenspektrum

= steigende Intensitat

= steigende Masse

% 97

W b b MI W §
a0 &0 100 120 140 180 180

Figure 3.6. Mass spectrum of 1-methyl-3-pentylcyclohexane
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Figure 3.8. Mass spectrum of 1-dodecanol

Figure 3.9. Mass spectrum of hexyl cther.

43

Abb. Beispiele einiger EI-Spektren

Oft: ,gerade” Molekiilionen =
,ungerade” Fragmente (,even-
electron“-Fragmente - EE*)

(Erkl.: meist Stabilisierung des primar
gebildeten Radikalkations durch
Abspaltung eines Radikals)

Seltener: Bildung von ,,odd-electron”-
Fragmenten (OE**) = Abspaltung von
neutralen Molekilen
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2) Auswertung der Isotopenverteilung (meistens Molekiilionen)

— insbesondere aus 2C/13C, 160/180, 35CI/37Cl, 79Br/81Br, 325/34S
— auch mit Instrumenten mit niedriger Auflésung
— beschrankt auf kleinere oder mittlere Molekilmassen (< 1000)

Klassifizierung der Elemente in 3 Kategorien:

,,A“-Elemente: lediglich ein Isotop in ,relevanten® Anteilen
»A+1“-Elemente: zwei Isotope, das schwere 1 Masseneinheit schwerer als
das Hauptisotop
»A+2“-Elemente: zwei wichtige Isotope, das schwere 2 Masseneinheit
schwerer als das Hauptisotop
A A+1 A+2 Kategorie
Element [Masse % Masse % Masse %
H 1 100 2 0015 LA
c 12 100 13 1.1 A+
N 14 100 15 0.37 A+
0 16 100 17 0.04 18 02| ,A+2
F 19 100 A
Si 28 100 29 5.1 30 34| A+2¢
P 31 100 A
S 32 100 33 0.79 34 42| A+2¢
Cl 35 100 37 320| ,A+2
Br 79 100 81  97.3| ,A+2
| 127 100 A

100

Methoden zur Identifizierung unbekannter organischer Substanzen
Molekiilionen-Intensitéiten und Isotopenverteilung
(basierend auf ?C/3C -Isotopenverteilung)

relative 1*C -Haufigkeit 1.1%
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c cl, Ga cl, Cla CJ.
o.0028 0.00088
11l Iy I } | I | |
x2 x o4 x 4 x +4 4B x +4 48 x 4 4812
Br Br, Brg Br, Br, Br,
| . | [ ,i
X2 x +4 x 4 X +4 <8 x =4 +8 X *4 +B 12
CiBr ‘ CIBr2 ‘ CIE!!s ‘ CIle ‘ oIzBrz CIaBr
X +4 X +4 x +4 +8 X 4 X +4 +8 X +4 +8
. % i S
Si Si, Sigy S 2 Abb.
5.1 10 15 88
74 11 44
Mol 1y |
X +2 x 42 x *2 x *2 x 2

Wichtige Isotopenmuster
(ohne Beriicksichtigung
anderer Isotopenbeitrage,
z2.B. Kohlenstoff)

Abb. Isotopenmuster des Molekiilions von C4H,¢Se;
(aus DeHoffmann/Stroobant)
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Berechnung der Isotopenverteilung — Ein Beispiel
Schwefelkohlenstoff CS,

Isotop rel. Haufigkeit [%]

328 95.02
333 0.75
348 4.21

mogliche Kombinationen Masse

statistische Wahrscheinlichkeit

325 325 64 0.9502x0.9502 =0.9031
325 335 oder 33S 32§ 65 (0.9502x0.0075) x 2 =0.0142
325 345 oder 34S 32§ 66 (0.9502x0.0421) x 2 =0.080
335335 66 0.0075x0.0075 =5.6x10"°
33G 345 gder 345 33§ 67 (0.075x0.0421) x 2 = 0.00063
34G 345 68 0.0421x0.0421 =0.00178
100
Nominalmasse % % des intensivsten 90 4
Signals

64 90.31 100 57

65 1.42 1.5724 70 4

66 8.026 8.889 60 4

67 0.063 0.06975 50 |

68 0.1781 0.1972

= aber auch kommerzielle Software zur
Berechnung der Isotopenverteilung (z.B. 101 I
u

IsoPro 3.0)

40 4

30 4

20 4
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3)

genaue Massenbestimung des isotopenreinen Molekiilions

— z.B. Heptan/Cyclohexanol (Tabelle oben) Am = 0.036 u
(notwendige Auflésung ca. 3000)

— fir grofRere Molekdle (bis max. m/z 1000) werden hochauflésende
Instrumente notwendig

— exakte Massenkalibrierung ist eine wesentliche Voraussetzung
z.B. Uber soganntes “Peak Matching”, Beschleunigungspotentiale
V, (Referenzsubstanz m;) und V, (unbekannte Substanz, m,)
werden

— abgeglichen, m, = mr - (V,/V,) oder Interpolation zwischen sehr
genau bekannten PFK (Perfluorkerosin)-Signalen

2 ™| L) Mo
E MNGQNMNDOMRENONOQONNONCNONROMNOR® DM njgj
e Mroorocddrsr-Ooirhk-Ad eSO T e e
—_ w DO~ CFOTORNDN 0~ ONODO0
2 oRERBCGd CNn R el A r A rar M N @O - DN
2 BCC SN AT INNBeCE RS RIROC T —rannnho g
£ ©0Coo0RERo0QCCoLUC oD DOgrrmmrm r T T T T
S 0OQ0CODOOCoSoOoOg COCCCoOoo00OOCOOUDOO0DDO
5 BREERE e R R R e E R R R EE R R R R R EER 320 on vo
f TR, EE T IR Tm T TEEETE T T T
i 2 @ wn 8o 8 0830aS_0
oyt £ o ey (2] od
c-o%mggo =0C o OQoadcDzdl IZAR0ZIZZ0ZZ
] 2N ZO L ERE Z 0 ZOR Z 2 ZNCLSNESTZZ D0 Z 00O
S ORZNT 292002 C0 200N S~ O — NNy
2 FISIICIC®IICII®-rI~L LI I ILT-IILILIT
E nZrIonI-IIoNI-rnIIaNISHITIOIL~ol~OonN—Mm
5 rorhr-Orhd G T R O D e M
L QOOOOLOO0L00LCCLLOLOLCOUOLOOCOOOOOOOLDO0D
| | [Pt is 77 e i .
1 s Ll |
1| I_ . p /
P! | sy J
L0
180.0000 180.1000 180.2000

Abb. Exakte Massen und Summenformeln einiger méglicher lonen im
Bereich von m/z 180 (nur C, H, N und O)

http://www.chemcalc.org/mf finder/mfFinder em new
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Isotopic Fine Structure (IFS)

* Don‘t get confused with isotopomers
e.g. CH;CH,0D and CH,DCH,OH are isotopomers

Unambiguous Elemental Formula Determination

Isotopologues* are molecules that differ only in their isotopic composition. Simply, the
isotopologue of a chemical species has at least one atom with a different number of neutrons
than the parent.

Example: Water
Hydrogen-related isotopologues:
"light water" (HOH), "semi-heavy water" (HDO), "heavy water" D,0O, "super-heavy
water" (T,O, as well as HTO and DTO)
Oxygen-related isotopologues: H,'80, (H,'70)
or even both elements: D,'80

For example: Focusing on the A+1 pattern of the molecular ion, which consists of 5N, 335, 13C
and 2H isotopes needs very high resolution to analyse the IFS

N(14) 14,003074 A =0,997035 S(32) 31,972072 A =0,999387
N(15) 15,000109 S(33) 32,971459

AA =0,002352 => bei m/z600 R > 250.000
Same principle: focus on A+2 pattern (80 and 34S isotopes)

=> combinations of these elements create unique patterns due to different mass
defects of the isotopic contributions

Isotopic Fine Structure (IFS)

HDXMS -> Hydrogen—Deuterium
exchange mass spectrometry

HDXMS (investigation of exchangeable
protons) gives information about the
solvent accessibility of various parts of
biomolecules, and thus the tertiary
structure of e.g. a protein. An example
of exchangeable protons which are
commonly examined in this way are the
protons of the amides in the backbone
of a protein. Hydrogen exchange was
first shown and explored by Kaj Ulrik
Linderstrgm-Lang [aus Wikipedia]
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Isotopic Fine Structure (IFS)

Isotopic Fine Structure (IFS)

Comparison of possible molecular formulas based on IFS analysis of A+1 and A+2
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4) MS/MS-Untersuchungen

Abb. Produktionenspektren aus der
Fragmentierung des Molekiilions
und des korrespondierenden (M+2)-
lons einer Schwefelverbindung; (A)
nicht verschobene Signale - daher
ohne Schwefel (B) ,doppelte”-
Signale - daher ein Schwefel im
Fragment (C) einfache Signale um 2
Massen verschoben - daher beide S
im Fragment (aus
DeHoffmann/Stroobant)

Massenspektrometrische Moéglichkeiten zur Quantifizierung

Total ion current (TIC) chromatogram

The total ion current (TIC) chromatogram represents the summed
intensity across the entire range of masses being detected at every
point in the analysis. The range is typically several hundred
mass-to-charge units or more. In complex samples, the TIC
chromatogram often provides limited information as multiple
analytes elute simultaneously, obscuring individual species.
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Base peak chromatogram

The base peak chromatogram is similar to the TIC chromatogram,
however it monitors only the most intense peak in each spectrum.

This means that the base peak chromatogram represents the intensity
of the most intense peak at every point in the analysis. Base peak
chromatograms often have a cleaner look and thus are more informative
than TIC chromatograms because the background is reduced by
focusing on a single analyte at every point.

Extracted ion chromatogram (XIC) / Selected lon Monitoring (SIM)

In an extracted ion chromatogram (XIC or EIC), also called a
reconstructed ion chromatogram (RIC), one or more m/z values
representing one or more analytes of interest are recovered (‘extracted')
from the entire data set for a chromatographic run. The total intensity

or base peak intensity within a mass tolerance window around a
particular analyte's mass-to-charge ratio is plotted at every point in the
analysis.

A selected ion monitoring (SIM) chromatogram is similar to an XIC, with the
exception that the mass spectrometer is operated in SIM mode, such that only
a selected m/z value (or more) is/are detected in the analysis
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Quantitative Analysen

generell sind Massenspektrometer vergleichsweise unstabile Detektoren
(z.B. im Vergleich mit FID), ausgeldst durch chemischen oder
elektronischen “Untergrund”, abnehmende Empfindlichkeit
(“Instrumentendrift’), ungenligende lonenstatistik etc.

a) Aufnahme einzelner ausgesuchter m/z-Verhéltnisse (“single ion
monitoring” (SIM), ,selected ion recording” (SIR), “multiple (single)
ion detection”

insbesondere geeignet in Kombination mit chromatographischen
Techniken (GC/LC)

Verbesserung der Nachweisgrenze (bis zu 2 Gréf3enordungen)
(Signal-zu-Rausch-Verhaltnis wird verbessert, bessere
lonenstatistik)

gleichzeitige Quantifizierung charakteristischer Isotopensignale
kann die Verlasslichkeit der Analysenergebnisse erhohen

Quantifizierung Uber Signalflachen oder —héhen

b) Interne und externe Standards

externe Standards (unbekannte Probe und
Kalibrationsstandard werden getrennt analysiert) sind
geeignet wenn kein Einflu von der Probenmatrix zu
erwarten ist und die Anforderungen an Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit des Resultats nicht hoch sind

interne Standards (andere, aber chemisch/physikalisch
ahnliche Verbindungen) kénnen den Einfluf® kritischer
Analysenschritte (z.B. Probenahme- und
Injektionsvolumen, Extraktionseffizienz) auf das
Analysenergebnis eliminieren (homologe Substanzen,
analoge Substanzen (z.B. mit anderen Heteroatomen))
meist in Verbindung mit externer Kalibration — oft
deuterierte Analyten z.B. fiir die Drogenanalytik
(Opiate, Amphetamine, Kokain and Cannabis in Urin)
oder PAH-Analytik (z.B. 10D-Anthracen — Béden-Luft )

“Standardaddition”
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— Isotopenverdiinnungs-Massenspektrometrie - eine bekannte
Menge einer isotopenmarkierten, ansonsten identische
Verbindungen (z. B 12C/13C, 127|/129], 79Br/81Br, H/D) wird der
Probe zugesetzt — in vielfacher Hinsicht ,ideale”
Kalibrationsmethode

= eine Vielzahl von Einflissen auf das Analysenergebnis wird
kompensiert (nicht nur Matrixeffekte und Instrumentendrift
sondern auch z.B. Probenahmeartefakte, Verluste wahrend der
Probenvorbereitung)

= nur noch das Isotopenverhaltnis muss zur Quantifizierung
bestimmt werden

-
bt
é natiirliches Isotopenverhaltnis
o (z.B. M** einer C,;-Verbindung)
2 2
1
8
‘3 Isotopenmarkierter Standard
2 (z.B. 13C-angereichte C,,-Verbindung)
8
‘@ Analysenergebnis nach
= JIsotopenverdiinnung*

m/z

Abb. Darstellung des Prinzips der Isotopenverdiinnungs-
Massenspektrometrie anhand der Verhaltnisse zweier
Massen (z.B. M** und (M+1) ** = durch 13C)
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Ubersicht
Desorptionsmethoden lonisationsmethoden

gréRere organische Molekiile (z.B. im Bereich der Bioanalytik,
klinischen Analytik oder Polymeranalytik) kbnnen nicht oder nur
unter Zersetzung in die Gasphase Uberfiihrt werden. Die
nachfolgenden Methoden erlauben auch die Desorption/lonisation
von Substanzen in der kondensierten Phase

Feld-lonisation (Fl) und Feld-Desorption (FD)

als lonisationsmethode fiir die Massenspektrometrie durch Beckey
(1959), davor bereits fur die Feldionenmikroskopie genutzt

Prinzip: Analyten werden auf einer (Metall)-Oberflache (field
emitter) deponiert und dort hohen elektrischen Feldstarken
ausgesetzt (ca. 1 V/IA)

zur Erreichung derartig hoher Feldstarken werden Oberflachen mit
sehr kleinen Radien bendtigt (z.B. Spitzen, diinne Drahte)(siehe
Abb.)

Abb. Feldlinien (electric field lines) um eine
Punktladung = da die elektrischen
Feldstarke proportional zur Feldliniendichte
ist, steigt mit sinkendem Radius der Ladung
die elektrische Feldstarke an.
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Prozess der Feldionisation:

Bei einem freien Atom (ohne
Feld) sind die Elektronen in
einem symmetrischen
Potentialtopf eingeschlossen.
Das duBerste Elektron kann
nur unter Aufwendung der
lonisationsenergie | befreit
werden (a).

Abb. Eindimensionales Energieschaubild fur
ein freies Atom (a) und flr ein Atom nahe einer
Oberflache mit hohem elektrischen Feld (b)

= existiert ein inhomogenes Feld nahe der Oberfldche wird der
Potentialtopf asymmetrisch verbogen (Abb. (b)). Befindet sich das
Atom sehr nahe an der Oberflache, dann ist der trennende
Potentialwall schmal und kann mit einer gewissen
Wahrscheinlichkeit durchtunnelt werden.

= lonisation des Atoms (Bildung eines Kations) und Beschleunigung
des lons weg von der Oberflache ins MS
(Feldionenmikroskopie =

e Im Gegensatz zu El wird keine oder nur eine geringe
Uberschussenergie libertragen => geringe Fragmentierung

182



Abb. Vergleich von El, Clund FD
Massenspektren von Chlor-
Triphenylmethan (verunreinigt
mit Triphenylmethanol).

Aufbau der FI-/FD-Quelle
* Verwendung von diinnen Wolframdrahten als Emitter

« Erhohung der Feldstarke durch Mikronadeln (,whiskers*) auf der
Oberflache des Emitters (,activated emitter)

» Aktivierung der Emitteroberflache z.B. durch kontrolliertes
Aufwachsen von Kohlenstoffnadeln durch Hochtemperatur-
Pyrolyse von Benzol, Inden etc. (aber auch Silizium- oder
metallische Whisker kdnnen pyrolytisch oder elektrochemische
gewonnen werden)

Abb. Wolframdraht (10 um) mit
Kohlenstoffnadeln
(www.carbotec.com)
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Feldionisation (Fl): Verdampfung des Analyten und Uberfiihrung in die
N&he des Emitters (z.B. GC/MS) = vergleichsweise geringe
Empfindlichkeit

Felddesorption (FD): Probe wird direkt auf den Emitter Gberfuhrt

Liquid Injection Field Desorption lonization (LIFDI): da die Beladung des
Emitters ausserhalb der lonenquelle des Massenspektrometers
zeitaufwendig ist (und z.B. fur luftempfindliche Analyten ausgesprochen
umstidndlich) = Uberfiihrung der Analyten durch Kapillaren auf die
Rickseite des Emitters

Abb. Schema des instrumentellen Aufbaus bei Fl (a) und FD (b)

Abb. LIFDI (Linden CMS,
Germany
www.fdms.de)
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Nachdem die Probe auf den Emitter aufgebracht wurde = Anlegen einer
Hochspannung (mehrere Kilovolt) zwischen Emitter und Gegenelektrode =
gleichzeitiges Aufheizen des Emitters = charakteristisch ist die Bildung von
Molekilionen (M**) und [M+Na]* [M+H]*.

Vorteile von FI/FD:

e einfache Massenspektren

e geringer chemischer Untergrund

e geeignet fur kleinere organische Analyten (z.B. Zucker),
.empfindliche® Analyten (z.B. metallorganische Verbindungen),
Oligomere/Polymere und insbesondere auch unpolare
héhermolekulare Analyten (z.B. petrochemische Fraktionen)

Nachteile:

e Emitter sind mechanisch sehr empfindlich

¢ relativ hohe Analysenzeiten (keine Kopplung mit LC)

e nicht anwendbar wenn die Analyten bei den
Desorptionsbedingungen thermisch unbesténdig sind =
Molekulargewichte bis zu 3000 Da

Exkurs: Feldionisationsmikroskopie (FIM)

e da die Bildung von lonen von der lokalen Feldstarke und
damit von der Oberflachenstruktur (Radien, Kanten etc.)
des Emitters abhangt, kann die Oberflachenbeschaffenheit
des Emitters mittels des FD-Effekts abgebildet werden

¢ jonisiert werden in diesem Fall Gasatome (z.B. He) in
unmittelbarer ndhe der Emitteroberflache = die Anzahl
der gebildeten lonen ist an Orten hoher Feldstarken (z.B.
Kanten von Gitterlagen) gréRer = lonen werden von der
Oberflache weg beschleunigt und an einem Detektor
registriert = Abbildung der Emitteroberflache mit atomarer
Auflésung
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He-Kryostat

7

UHV-Kammer

Abb. (links) Schema eines Feldionen-
Mikroskops

. Abb. (unten links) Kugelmodell
einer kristallinen Spitze.
Ecken- und Kantenatome sind
Detektor hell hervorgehoben.

l Radius of Cunvature
—_— L
T1-cos0

Fast Atom Bombardment (FAB)

e entwickelt durch Barber 1980

e Prinzip: Beschuss der Analyten mit schnellen, schweren Atomen (z.B. Xe)
Herstellung schneller Atome: lonisierung von Xe = Xe*", dann
Beschleunigung in einem elektrischen Feld und Einfiihrung des
lonenstrahls in eine Xe-geflllte Kammer:

Atom or ion gun

U

E Primary atom or ion beam

¥
| — S S W MS Abb. Fast Atom

Probe \ Secondary ions Bombardment-
Sample/matrix Quelle

186



FAB Gun anode
filarment,

primary ion source emission of electrons
+B kY D —

loeam of primary ions————!

lens _-Q Q
l «——— y-deflection

x-deflection

collision charrber .| i )
for charge exchange [ gas supply (Ar, Xe)
beam of energetice————" " l T ——— neutral gas

h 3

atorrs H

¥
ferget with drop—— [y ——> secondary ionsto S Abb. FAB-Kanone

of sample solution

Xe*" (schnell) + Xe (thermisch) — Xe (schnell) + Xe*" (thermisch)

ca. 107° Atome s' mm=2

Analyt ist aufgeldst in einer schwerfliichtigen, fllissigen Matrix (hauptsachlich
Glycerin) Konzentration nM bis mM

kinetische Energie der Xenonatome (manchmal auch Cs* (Liquid Secondary
lon Mass Spectrometry (LSIMS) (im keV Bereich) fuhrt zur
Desorption/lonisation der Analytmolekile (Zucker, Pepitide und Nucleotide)

Effektivitat der lonenbildung nimmt mit zunehmender Masse der
Primarteilchen zu (heute wird praktisch ausschlieRBlich mit beschleunigten
Xenon Atomen oder seltener mit thermisch erzeugten Casium-lonen als
Primarpartikel bei FAB-MS gearbeitet).

FAB-MS fihrt zu kontinuierlichen, relativ intensiven lonenstromen, weil die
vom Primérstrahl zerstdubte Oberflache des Matrixtropfens standig erneuert
wird.

Probensubstanzen missen in der Matrix molekular geldst sein. Verfiigt der
Analyt Uber oberflachenaktive Eigenschaften, wird ein besonders
empfindlicher FAB-MS Nachweis beobachtet

= Hinweis auf den FAB-Mechanismus (sog. precursor Modell) = vorgebildete

ionische Analytmolekile an der Oberflache des Matrixtropfens werden direkt
desorbiert und massenspektrometrisch analysiert
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Wechselwirkungen des keV-Primarteilchens mit den Matrixtropfen/Analyten
fihren allerdings auch zu lonisationsreaktionen:

Vorgénge bei der Desorption/lonisation:

e Beim Eindringen in die fliissige Matrix geben die keV-Primarpartikel in
einer StoRkaskade ihre kinetische Energie ab, wobei sich bis zu 150 A
tiefe Krater in der Tropfenoberflache bilden (impact cavities).

e Ca. 1000 Matrixmolekule mit den darin gelésten Analytmolekulen pro
Primarpartikel werden in einem Zeitfenster von 10-0 s desorbiert.

¢ Die kinetische Energie des auftreffenden Primarteilchens fiihrt zu einer
kurzzeitigen thermischen Erhitzung (thermal spike).

¢ Nachfolgend sinkt die innere Energie der thermisch angeregten Molekiile
nachhaltig, da intermolekulare Wechselwirkungen der fliissigen Phase
iberwunden werden und &hnlich eines Uberschall-Strahls eine
Ausdehnung ins Vakuum erfolgt (supersonic jet).

e Es resultiert ein Ubergangsbereich zwischen fliissiger Matrix und dem
Vakuum (selvedge region).

» Diese Region ist gekennzeichnet durch hohen Druck bzw. hohe
Teilchendichte = die mittlere freie Weglange in dieser Region ist kurz, so
dass die Analytmolekiile beim Durchtritt viele StoRe erleiden, die ihre
Energie moderieren und zudem lon-Molekiilreaktionen verursachen.

Priméarpartikel o
FAB (Ar, Xe)

WALDI (Phatonen UV, IR}
SIMS (Cs*, Ar)

Sekundarpartikel
Meutralteilchen

O. lonen, Elektronen

Selvedge
Region

Matric @ Priméirpartikel e/
Analyt () PD (fission particles)

Abb. Vorgange bei verschiedenen Desorptionsmethoden (aus: www.uni-koeln.de)
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=

Das Entstehen der selvedge region bei FAB-MS ist demnach
verantwortlich flr die sanfte Desorption und lonisation selbst
labiler Analytmolekiile. Die Uberwindung intermolekularer
Wechselwirkungen und die Ausdehnung ins Vakuum erfolgen
aus dem Reservoir der inneren Energie, sodal} die
desorbierten Molekiile stark abkuhlen. Es verbleibt letztlich
wenig UberschuRenergie bei den generierten lonen, womit
das Auftreten von intensiven kationisierten Quasimolekulionen
([M+H]*, [M+Na]* etc.) und das weitgehende Fehlen von
Fragmentierungen erklart werden kénnen.

werden negative lonen detektiert, treten lonen des Typs [M-H]-
durch Abstraktion eines Protons auf.

FAB-MS-Spektren zeigen fiir die Matrix charakteristische
lonenserien (z.B. Glycerin: [(Gly),+H]* n= 1-15 bzw. [(Gly),-H]
n=1-15)

[2m-H]

181.m8

Jll

183,11 =18
negative-ion FAB-MS of matrix alyceral
[3M-H
£75.16
55122
[Fm-H"
§43.31
367.28
453,24 J BE?.38
i 819.44
.Iuil B J YTV PSPy ‘,1 |
200 258 E 358 408 150 508 S50 609 659 780 5@ 609 BSE %08 859
(%]

Abb. , Hintergrundspektrum®” im negativen lonenmodus einer
Glycerinmatrix

e durch unvollstéandige Desolvatation der desorbierten Molekilverbande
konnen Mischclusterionen des Typs [M+m+H]* (mit M: Analytmolekdl; m:

Matr

ixmolekul) auftreten.
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¢ als Referenzsubstanzen fir Massenfeinbestimmungsexperimente und
Kalibrierung eignen sich die Cluster der Matrixsubstanzen (Glycerin:
[(Gly),+H]+ n= 1-15) bzw. die Cluster von anorganischen Salzen wie
z.B. Csl [(Csl),Cs]* mit n=1-48.

e als Matrixsubstanzen werden verschiedene Protonendonoren,
Protonenakzeptoren und auch aprotische schwerfllichtige
Verbindungen eingesetzt.

hauptsachlich: OH OH OH SH
Glycerin (H
Thioglycerin CH OH OH H SH OH
Nitr nzvlalkohol (NBA ; dithiothreitol-erythiital 5.1

trobe ylalkoho ( ) glycerol thioghycerol (magic bullet]

OH NO, HO
0. "N__/OH

einige FAB- Catir

MO,

Matrixsubstanzen HO

J-nirobenzyl alcohol  2-nitrophenyl octylether trigthanolamine
(3-MBA) (MPOE) EA)

[2CD+ Cyp-HI
L int. %
reLl 3313.8
- positive-ion FAB-M3 of host-guest complexes
] matriz: magic bullet
-
e [2CD+ CooO-HI
s 33305
“ [2CD + Ca002-HT
= 3346.6
= [2€D + G, 0;-HI
- 3281.7 52858 J362.6

3'286 b k41 R L] AAEE Bk bl b 1] b1t LRl ]
M~z
Abb. Wirt-Gast (Host-guest)-Komplexe von
Cyclodextrinen mit Fullerenoxiden (negative-ion
mode, ,magic bullet“-Matrix).
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Kontinuierliches FAB
(Contionuous flow FAB)

e Moglichkeit zur Kopplung
mit der Fllssigchromato-

graphie

cqoneru\p

"
fused silica
capillary

252 Cf Plasma Desorption

* nutzt den Kernzerfall von Californium-252 in leichtere Nukilde mit Massen um
Technecium-108 und Cédsium-144. Beide Zerfallsprodukte besitzen hohe
kinetische Energien (100MeV) und wandern in entgegengesetzte Richtungen,
das eine Produkt gibt den Startimpuls fiir das TOF MS, das andere desorbiert und
ionisiert die Analyten

d -....._........ Zerfallsprodukte
L 18T, 144Cs
Fraghent- \'
detektor . )
252Cf \ Q' .

Desorpiionszone > TOF
N

(Analyt) N
Detektor

* hauptsachlich zur Peptidanlytik (lonenbildung von Substanzen bis zu 50000 Da)

» der eigentliche Desorptions-/lonisierungsprozess verlauft tGiber die Bildung von
,Elektronen-Loch-Paaren” (ca. 300/ A) in der Tragerfolie/Analytschicht =
Rekombination setzt Energie frei (Warme/Vibration) = Desorption grésser lonen

..~ Beschleinigungsgitter
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Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation (MALDI)

» Matrix-Assisted Laser Desorption/lonsation Massenspektrometrie =
Weiterentwicklung der Laser Desorption (LD-MS oder LDI-MS). (LD-MS
Spektren zeigen allerdings geringe Intensitaten und starke
Fragmentierungen der Analytmolekiile).

* MALDI = Hillenkamp und Karas 1987 (org. Matrix) sowie Tanaka (Co-
Pulver/Glycerin)

* Prinzip: die Analyten werden mit konzentrierten warigen Losungen der
gewahlten Matrix gemischt (Matrix/Analyt 1.000: 1 bis 10.000:1) und auf
dem Probenhalter getrocknet = ins Vakuum Uberfiihrt und mit gepulsten
UV oder IR Lasern beschossen (0.5 - 20 ns UV, 5 - 200 ns IR)

= Absorption des Laserlichts durch die Matrix = entweder

elektronisch angeregte Matrixmolekiile bei UV-Lasern (resonante Anregung
der Elektronen des aromatischen Systems der Matrices) oder

schwingungs-angeregte Matrixmolekiile bei IR-Lasern (bei A ~ 3 ym = O-H-
und N-H Streckschwingungen)

= Desorption und lonisation der Analytmolekiile

Excimer |asers Nd:YAG laser ErYAG laser

ArF TRE— xeC!
193 nm 248 nm 308 nm

CO; laser

f

1.06 pm 294 ym 9.1-10.6 ym

Axd nitrogen laser

266 nm Q‘QTE- nr 337 nm
193 nm 200 nm 300 nm 400 nm 800nm 1 um 3pm 10 pm wavelength
6.3eV 6.1eV 4eV 3eV 1.5eV 04eV 0.01eV photan
= energy
ultraviolet visible infrared

Abb. Wellenlangen und Photonenenergien typischer Desorptionslaser (aus
Hillenkamp, ASMS 2001)
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e Zur Anregung wird bei MALDI-MS entweder im ultravioletten
Wellenlangenberich mit N,- oder Neodym:Yttrium-Aluminium-Granat
(Nd:YAG)-Lasern oder im infraroten Wellenlangenbereich mit CO, oder
Er:YAG-Lasern gearbeitet.

Warum Laser zur Einkopplung von Energie ?

= Prinzip des ,Schnellen Heizens” (rapid heating technology)

e mit steigender MolekilgroBe der Analyten gewinnt die Zersetzung der
Analyten im Vergleich mit der Verdampfung an Bedeutung
e Verdampfung und Zersetzung sind zwei konkurrierende Prozesse

Verdampfung (vaporization): AB kl) AB )

Zersetzung (decomposition): AB ki) A+B

Die Abbildung unten zeigt einen Vergleich der Temperaturabhangigkeit der
Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten (k,, kp) als Funktion der reziproken
Temperatur (,,Arrhenius-Plot” = Ink=-E/RT+InA)

Abb. Temperaturabhangigkeit von Verdampfung
und Zersetzung
(aus Tanaka (2003), Angew. Chemie)

e fiir thermisch labile Verbindungen ist bei tieferen Temperaturen k,,
grosser als k, = thermische Zersetzung der Analyten

e dadie Aktivierungsenergie der Verdampfung grosser ist als die
Aktivierungsenergie der Zersetzung (E,>E,) = Steigung In k gegen 1/T
grosser = umgekehrte Verhaltnisse bei hohen Temperaturen (kleinem
1/T)

e Folge: Werden hohe Temperaturen extrem schnell erreicht sollte eine
hohe Zahl der Analyten verdampfen (,energy sudden” methods)
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Ultrafeines Metallpulver/Glycerin-Matrix

e um diese schnelle Aufheizung zu erreichen = Konversion des
Laserlichts in thermische Energie notwendig = Tanaka nutze
ultrafeine Kobaltkugeln (30-300 nm Durchmesser) als Matrix

Abb. Unterschiede in der Licht-
absorption von massivem Metall
und ultrafeinem Metallpulver

Abb. Elektronemikroskopische Aufnahme einer
Analyt/Metallpulver-Mischung ohne (oben)
und mit (unten) Glycerin

Zugabe einer zweiten Matrixsubstanz (Glycerin)
um,

+ eine bessere Durchmischung von Analyt und
Metallpulvermatrix zu erreichen (Abb.)

+ die Analytmolekiile zu l6sen (i.e. voneinander
zu isolieren)

Accumulation: 500 times x15

Abb. Clusterionen von Lysozym
(aus: Tanaka (2003), T
Angew. Chemie)

:
v

T T
80000 100000

T 1
40000 60000
m/z —=

194



Organische Martices
typische Matrixmolekiile (UV-Laseranregung):

Molekiile missen eine chromophore Gruppe
(UV-Bereich) enthalten (= aromatische
Systeme)

e Nikotinsgure ———— /HO COOH

e 2,5 Dihydroxybenzoesaure (DHB)

e Super-DHB (2-Hydroxy-5-methoxy-benzoesaure) _

Matrixmolekile (IR-Laseranregung):
geringe Anforderungen an Molekilbau (O-H, C-O
und N-H-Streck- sowie O-H-Biegeschwingung)

¢ Malonsaure (Propandisaure, malonic acid)
e Bernsteinsaure (Butandisaure, succinic acid)
e Harnstoff
e Glycerin
zum Massenanalysator
A
// /
[T e
y4 /o
()]
Laserimpuls (UV oder IR) ® 5
_ ® - 2
(3 4 ns) OOO ooo °@ E %
D
2
N o
Matrixkristall ©

Analytmolekile

Abb. Prinzip des MALDI-Prozesses (Matrix-Assisted-Laser-
Desorption/lonisation)
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Funktion der Matrix beim MALDI Prozess:

1. Die Matrix isoliert die Analytmolekiile voneinander (daher der grof3e
UberschuR) und schiitzt sie vor zu hoher Laserenergie.

2. Die Matrixsubstanzen werden durch die Absorption der Laserenergie
selbst elektronisch angeregt und stellen die zur Desorption der
Analytmolekile notwendige Energie zur Verfligung.

3. Die Matrix wirkt als Bronstedt-Saure oder Base d.h. sie liefert
Protonen oder abstrahiert diese zur lonisation des Analyten. Eine
lonisation des Analyten kann zudem durch Elektronenabstraktion in
einer Elektronen-Transferreaktion mit einem Matrix-Molekuil-
Radikalkation erfolgen.

Mechanismen der lonenbildung

e Studien zum Mechanismus der lonenbildung - weiterhin aktives
Forschungsfeld

e eine minimale Laserintensitat (Desorptions-/lonisationsschwelle,
threshold fluence) muss Uberschritten werden, um lonen zu
beobachten (siehe Abb.)

Abb. Desorptions-
/lonisationsschwellen fir
positive lonen von
Cytochrom C (O)
(Zellprotein/ Mitochondrien)
und Sinpinsaure (o) als
Funktion des molaren
Matrix-zu-Protein-
Verhéltnisses

e der Anstieg des Schwellwertes bei grossen Matrix-Analytverhéltnissen kann
durch die sinkende Anzahl der Analytionen erklart werden

e der Anstieg des Schwellwertes bei kleinen Matrix-Analytverhaltnissen kann
durch die Verdiinnung der Matrixmolekile durch den Analyt erklart werden
(verminderte Energieabsorption pro Volumenelement)

e typischerweise erhalt man die , besten” MALDI-Spektren wenn die
Laserintensitat knapp oberhalb des Schwellenwertes liegt (Abb. unten)

196



Abb. SEM-Bilder einer Matrix-Oberflache (DHB) mit fokusiertem
(rechts) und defokusiertem (links) Laserstrahl sowie die jeweiligen
Massenspektren (Cytochrom C) (aus: J.H. Gross, 2004)

w004 A 17491
80

JOE

E 60

=

H

£ 40

& 8748

20 3

N TR dh,_L

8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000

Abb. MALDI - Spektrum eines mit dem Tabakmosaikvirus
infizierten Tabakblattes (Identifizierung eines
charakteristischen Proteins in der AuRenhiille des Virus)
(aus: C. Dass, 2000).
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Probenvorbereitung
Standardpraparation

e Ldsungen von Matrix
und Probe werden auf
dem Matrixtarget
gemischt

Dunnschichtpraparation

e Targets sind bereits mit
einer Schicht Matrix
geflllt

lineares TOF

Beschleunigungs-
stfefke
I

Driftstrecke

]

Detektor

-

o

Probenteller

=L

Beschleunigungsgitter

nt.

" Flugzeit (m/z)

Abb. Einfaches Flugzeitmassenspektrometer (time-of-flight, TOF)
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Prinzip des DE-MALDI

. . . Analytmolekiile gleicher Masse

aber verschiedener Anfangs- Abb. Prinzip der verzogerten
geschwindigkeiten lonenextraktion (delayed
t=0 ¢ extraction).
! Beschleunigungsgitter
1
Probenteller V2<Vi @ 1
v, (] 1
V>V, [ ) :
X ' Desorption/lonisation Extraktion
X (3-4 ns) (100-500 ns)
U(Xs)
U(Xy)
U(X,) | |
=0 Mt,

Zur Zeit t=0 werden die drei Analytmolekiile durch Laserbeschuss vom
Probentrager freigesetzt, besitzen aber unterschiedliche Geschwindigkeiten.
Nach der Zeit t=1 wird das Beschleunigungspotential zwischen Probenteller und
Beschleunigungsgitter angelegt = urspriinglich schnelle lonen befinden sich
ndher am Gitter und durchlaufen daher ein geringeres Potentialgefalle (und
umgekehrt) = Fokussierung

W Vans Sample: Pb
tp=0ps

" dp 1 .
Drift Space (Without Time-Delayed lon Extraction)

PZZ:Z

H

58 mps 60 TOF 6:‘2 58 us 60 TOF 6'2

8ph
tp=0.35 ps o |/

o N
. 17 ?
i+ ] +
¥E
3
ey TR
@
E
e St
-~
A
E H

x

5§ ws 60 Tor62 55 ws 60 ToF 62
Low Laser Power High Laser Power

o =
y,

.

~

%

o

>

Abb. Schaubild und Massenspektren zur Verbesserung der
Auflésung durch DE
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- 34520

T T T —T T t
10000 20000 30000 40000 50000

mlz —

"

M
E Accumulation: 500 times x15
v

40000 60000 80000 100000

mliz —s

Abb. Molekiilion von
Carboxypeptidase A
(MG ca. 35k Da)

Abb. Molekiil-Clusterionen von Lysozyme
(MG =14306 Da)
(Tanaka, 2003, Angewandte Chemie,
Nobel Lecture)

Vergleich einer DNA-Sequenzierung mittels

Gelelektrophorese und MALDI-TOF

= Einige DNA-Sequenzen besser mit
MALDI-TOF

Watson-Crick-Basenpaare

H2
X H
ﬁ) AT
&

-z Nz

Adenin (A) Thymin (T)
H,
H . N
SLX, o O,
M =
TN H, s
R R
Guanin (G) Cytosin (C)
Purin-Derivate Pyrimidin-Derivate
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L TGTGGGGCAAGGTG
289 (C)
304 (T)
313 (A)
329 (G)
G-G
CTGTG GCAAGGTG ji
sequenzspezifische Sekundérstrukturen
kénnen zu Mobilitatsanderungen in der CE fiihren .
(Kompressionen) Haarnaqel§chIE|fe
(hairpin)
aus: Cantor et al., Genomics (1999)
69-Basen
DE-MALDI-TOF zur Detekion von [----- Tomme- 1 normale Sequenz
Punktmutationen 16362
[--—--- C-———- 1 Mutant

SNPs (single nucleotide polymorphims)

16362 C
Testperson 6

16362 T
Testperson 7

16362 T
Testperson 8

2200
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SNPs (single nucleotide polymorphims)

o Haufigkeit ca. 1 auf 1000 bp = 3 Millionen im gesamten

Genom

e jedes Individuum besitzt eine einzigartige Kombination von SNPs

e Vermutung: SNPs in intragenetischen Regionen = Ursache fiir
Unterschiede in der Anfalligkeit fir Krankheiten und deren

individuellen Therapieerfolgen

Konsequenzen fir MALDI-TOF:

e Sequenzierung vieler Individuen (ethnisch diverse Populationen)

(Erstellung von SNP-Karten)

Entwicklung von Verfahren zur routinemagigen Bestimmung bekannter

SNPs (individuelle Therapieoptimierung)

= High-Throughput-Screening

N

Primer (23mer),

384 Testpositionen
mit vorgefillter
MALDI-Matrix

vzzzd | G e

l

A

24mer

NN\

+ Enzym
+ ddATP
+ dCTP/dGTP/ATTP

26mer

l

s CG T e

GCA

\
NS

SEQUENOM MALDI-Chip

6000

m/z

!
10000 6000

m/z

—
10000

Abb. High-Throughput MALDI-Chip

http://www.youtube.com/watch?v=GVkMw82uPoo
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Analyse synthetischer Polymere

Fragestellungen mittels MALDI-MS
« direkte Bestimmung von Molekuilgewichtsverteilung
» Untersuchung des Polymerabbaus (z.B. lichtinduziert)

« Kinetische Analyse des Polymerisationsprozesses

Analyse synthetischer Polymere mittels MALDI-MS

Auswahl der MALDI-Matrix ist schwieriger als bei Biomolekilen
(sehr unterschiedliche Funktionalitdten, grosser Polaritétsbereich
(z.B. PEG, Polystryrol) z.B.:

PEG-Analytik — Matrix 2,6-DHB N

Polyamid-Analytik — Matrix 2’-(4-Hydroxyphenylazo)-
Benzoesaure

auch verwendet: lonische Flissigkeiten (enthalten ausschlieBlich lonen — also
flissige Salze ohne Lésungsmittel)

z.B. N,N-diisopropylethylammonium alpha-cyano-4-hydroxycinnamate [DEA-CHCA]

SchluRfolgerung zur Auswahl der MALDI-Matrix: Lektiire von (neueren)

Fachartikeln (z.B. Batoy et al., Appl. Spectrosc. Rev., 2008, 43, 485-550)

Kationisierungs-Reagenzien: Zur lonisierung der oft schwierig zu ionisierenden synth. Polymere
Zugabe von “Kationisierungs-Agentien” wie Na-, K-Salze (heteroatomhaltige Polyether, Polyester,
Polyamide, Polyacrylate) oder Ag- oder Cu-Salze wenn DB vorhanden sind (Polybutadiene, Polystyrol)

Problem: Polyolefine (Polyethen, Polypropen) (weder heteroatome noch DB)
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Probenvorbereitung MALDI zur Polymeranalytik

‘Dried droplet’ -Methode = Deposition geldster Matrix und des Analyten
entweder nacheinander (“sandwich”) oder zusammen in einem Tropfen
— Verdunstung des LM

- Bildung von nichthomogenen Oberflachen (separates
Auskristallisieren von Matrix und Analyt

- Folge: Bildung von 'hot spots’ (hohe lonenstréme)

- fur einige Fragestellungen tolerierbar (Strukturaufklarung
von Monomerbausteinen oder Untersuchung von
Endgruppen

- ungeeignet zur Molekiilgewichtsbestimmung

MALDI-imaging of a polystyrene spot (M ca. 5000 kg mol-')
prepared using the “dried droplet” method (THF), ion
intensities of PS42 (left) and PS58 (right) showing
accumulation of higher masses at the outer periphery of the
spot - significant lateral molecular mass differences -
segregation of polymers

aus:; Gruendling et al. Polym. Chem., 2010, 1, 599-617

Beispiele MALDI zur Polymeranalytik

MALDI Massenspektrum von MALDI Massenspektrum eines gering
Poly(ethylenglykol) Monododecylether polydispersen Polystryrols (Mw = 17200)
(2,5-DHB als Matrix und NaCl als (Dithranol als Matrix und Silbertrifluoracetat als
,Kationisierungs-Reagenz") ,Kationisierungsreagenz)
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Beispiele MALDI zur Polymeranalytik

MALDI Massenspektrum von Polyamid 6
(2'-(4-Hydroxyphenylazo)-Benzoesaure als Matrix und
Natriumtrifluoracetat als ,Kationisierungs-Reagenz")

a) Vor und b) nach thermischer Belastung (150°C, 7 Tage

an Luft)

Surface-assisted laser desorption/ionization mass

spectrometry (SALDI-MS)

Motivation — keine Interferenzen durch Matrixmolekdle (insb. Kleinere Massen)

SEM Image von ZnO UV Absorptionsspektrum eines "Films” aus ZnO-

(a) DHB

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
(b) Zn0
n
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

Nanopartikeln (passend fiir 337 nm Stickstofflaser)

Vergleich der Massenspektren von
Polyethylenoxid 6000 (100 pmol)
mittels MALDI ((a) DHB)

SALDI ((b) ZnO-Nanopartikel
Watanabe et al., J. Mass Spectrom.
2008; 43: 1063-1071
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Desorption/lonization On Silicon (DIOS)

Motivation — keine Interferenzen durch Matrixmolekdle (insb. kleinere Massen)

- “klassische” MALDI-Matrices “umschlieRen” die Analyten und absorbieren
UV-Strahlung

- auch Nanopartikel (SALDI) oder nanopordse Materialien kénnen das leisten

- pordses Silicium (porous silicon) erfillt diese Eigenschaften

aus : Lewis et al., International Journal of Mass Spectrometry 226 (2003) 107-116

Weitere Variante — Entkopplung Desorption und lonization
Motivation — selektive, fragmentarme lonisierung

A) UV only
B) IR only
z
2
@
£ o IR+ UV
E At=0pns
Abb. Kombination von IR-(Desorption) und "
UV-(lonisation)-Lasern (aus Murray et D) [M+H] _I\?=+1U:5
al. 2002) IR
1 [3M+H]*

0 5000 10000 15000 20000 25000
miz

Figure 1: Mass spectra of bovine insulin in DHE
at A) 337 nmonly, B) 10.6 um only, C) 337 nm
and 10.6 um at At= 0 us and D) 337 nm and
106 umat At=1 us.
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Exkurs

Mass spectrometry imaging: highly resolved

spatial and molecular information

Andreas Rompp
Institute of Inorganic and Analytical Chemistry
Justus Liebig University, Giessen, Germany

What is mass spectrometry imaging ?

Matrix assisted laser desorption/ionization (MALDI)

Laser beam

—)

10 pm tissue section
(coated with matrix)

207



- .~
-7
Iy
Iy
| 1 Objectivelens AP interface!
I “ (centrally bored)
I \
ST T 1 ! o Movable
# =L \ i target stage Laser focus:
=5um
FIIT S \K_ L (x, Y, z)
== ==_ﬂ—l T
Mirror
(centrally bored)
Thermo Fisher Scientific
—_— Q Exactive
“mwr
=u ! Ir.. | Matrix application:
Mass accuracy: * Pneumatic spray
=1 ppm * Dihydroxybenzoic acid
(T | (% A (DHB)
Kostler et al. (2008) Rapid Commun. Mass Spectrom., 22, 3275
Rompp et al. (2010) Angew. Chem. Int. Ed., 22, 3834

MS Imaging at 10 um step size

Mouse urinary bladder

Histological micrograph (toluidine)

MS images

Muscle

Conective
tissue

R6mpp, Guenther, Schober Schulz, Takats, Kummer, Spengler (2010) Angew. Chem. Int. Ed., 9(22): 3834-3838
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Hypophyse (Hirnanhangdriise): 5 um

Single 5 um FT spectrum

Single cell analysis
HelLa (human cancer cell line), 7 ym
]

Regular MALDI (simulated)
50 ym
m/z 723.494 % 0.01

PC 34:1 [M + Na]*

|
Schober, Guenther, Spengler, Rémpp, Anal. Chem., 2012, 84 (15), 6293
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Single cell analysis

HelLa (human cancer cell line), 7 um

Regular M
50 um

m/z 723.494 £ 0.01

PC 34:1 [M + NaJ*

|
Schober, Guenther, Spengler, Rémpp, Anal. Chem., 2012, 84 (15), 6293

Mass spectrometry imaging
with high resolution in mass
and space

Andreas Rompp and
Bernhard Spengler

Histochem Cell Biol (2013) 139:759-783
DOI 10.1007/s00418-013-1097-6
(Open Access)

R6mpp and Spengler, Histochem Cell Biol, 2013
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Elektrospray-lonisation (ESI)

o Der Begriff Elektrospray-lonisation basiert auf Arbeiten von Dole (1968) und
wurde letztlich durch Fenn 1984 etabliert (Nobelpreis Chemie 2002).

e Beim Elektrospray-Verfahren wird eine Losung des Analyten (103 bis 10-
mol/1) bei Atmosphéarendruck aus einer Kapillare (ca. 0,1 mm @) in ein
starkes elektrisches Feld verspriiht.

e Die an der Kapillarspitze und einer Gegenelektrode angelegte kV-Spannung
ist verantwortlich flr die rasche und feine Zerstaubung der aus der Kapillare
austretenden Losung und fir die effektive lonisierung der Analyt-Molekiile.

e Ab eines Schwellenwerts der angelegten Spannung (2-6 kV) bildet sich ein
stabiler Spray, der je nach Ladungspolaritat zur Bildung von positiven bzw.
negativen lonen fuhrt.

e Eine schonende lonisierung wird erhalten, wenn eine stabile Vernebelung
ohne Entladungen erzeugt wird.

e Diese optimale Einstellung kann fir eine breite Variation an
Losemittelzusammensetzungen und Flussraten (ul bis ml/min) erreicht
werden. Ein um die Kapillare konzentrisch angeordneter Inertgasstrom (meist
N,) wird zur Unterstiitzung der Vernebelung gerade bei hohen Flussraten (ul
bis ml/min) eingesetzt.

e Zur vollstandigen Desolvatation der ladungstragenden Fliissigkeitstropfen und
zur effektiven lonenbildung wird in einer ESI-lonenquelle entweder eine
beheizte Transferkapillare oder ein dem Spray entgegengerichteter, beheizter
Stickstoffstrom eingesetzt.

e ESI = auBergewdhnlich hohe lonenbildungseffizienz von ca. 0,01 bis 0,1
(vergl. El ca. 104).

¢ Die generierten lonen werden letztlich durch eine Offnung im Zentrum der
Gegenelektrode in den Analysatorteil des Massenspektrometers tGberfiihrt.
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beheizte
Transferkapillare (400pm &)

+ 2 bis 6 kv Skimmer  Octapol

e
konzentrischer —
Na-Strom
%// — —— lonenstrahl zum
? \ —— . ———  * Massenanalysator
LC-Kapillare lj 1

Vorvakuum  Hochvakuum
Atmospharendruck

Abb. Elektrospray-lonenquelle (aus: www.uni-kéln.de)

Modellvorstellungen zur lonenbildung bei Electrospray lonisation MS
Vorgang der lonenbildung bei ESI = Unterteilung der Ablaufe in drei
Abschnitte:

1.Bildung ladungstragender Tropfen
2.Verkleinerung der Tropfen
3.Bildung gasférmiger lonen

Bildung ladungstragender Tropfen (positive lonen)

¢ Durch die an die enge Kapillarspitze angelegte kV-Spannung, resultiert
ein sehr starkes elektrisches Feld von ca. E ~ 10% V/m. In der aus der
Kapillare austretenden Elektrolytlésung erfolgt eine Ladungstrennung:

= Positive Ladungstrager werden auf der Flissigkeitsoberflache
angereichert, zur Gegenelektrode gezogen und zum Teil dort reduziert.

= Negativ geladene lonen dagegen wandern zum positiv geladenen
Kapillarende und werden entladen bzw. oxidiert
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Primartropfen

Oxidation Taylor cone  gehildet nach Ereichen des
RaleighLimits (1-3 pm &)

/
@=®»

@
@

Feduktion

F'y

Wessung des
Spraystroms (102-107 A)

Hochspannungs-
Yersorgung

“l o

Abb. Bildung ladungstragender Tropfen

e Insgesamt resultiert ein konstanter Spraystrom der Starke
[~107 bis 105 A.

o Die Anreicherung von positiver Ladung auf der
Flussigkeitsoberflache ist Ursache der Bildung eines
Flussigkeitskonus, da die Kationen zum negativen Pol
gezogen werden.

o Dieser sogenannte Taylor Konus (Taylor cone) resultiert
aus der Balance des elektrischen Feldes und der
Oberflachenspannung der Lésung. Ab einer bestimmten
Distanz zum Kapillarende erfolgt eine zunehmende
Destabilisierung und es werden Tropfen mit positiver
UberschuRladung in einem stabilen Spray emittiert (liquid
filament).
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Abb. Taylor-Konus und ,,liquid filament“

Abb. Schema zum ESI Prozess und Fotos des Zerfalls des liquid filaments (Bildung
sog. varicose waves, Primartropfenablosung, Auseinanderdriften der
Primartropfen durch Abstossung)
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Verkleinerung der Tropfen

e Die GroRe der gebildeten Tropfen hangt von der Flussrate, der
Oberflachenspannung, der Viskositat, der angelegten Spannung
und der Konzentration des Elektrolyten ab. Fir eine Flussrate von
ca. 5 pl/min wassrige Lsg. und einer Konzentration von 1 mmol
ergeben sich Tropfen mit Radius r ~ 1-3 um und einer
Uberschussladung entsprechend der Ladung von 50000 einfach
geladenen lonen.

e Diese Tropfen verlieren durch Verdampfen Losemittelmolekiile und
bei Erreichen des Raleigh Limits (elektrostatische AbstoRBung der
Oberflachenladungen > Oberflachenspannung) werden viel
kleinere Tropfen (sog. Mikrotropfen) emittiert. Dies geschieht
aufgrund von elastischen Oberflachenvibrationen der Tropfen die
zur Bildung Taylor cone-dhnlicher Strukturen fiihren.

e Am Ende solcher Ausstiilpungen werden kleine Tropfen die ca. 2 % der
Masse, aber 15% der Ladung des "Muttertropfens" tragen, gebildet. Durch
diesen ungleichen Zerfall der "Muttertropfen" erhoht sich pro Durchlauf von
Tropfenbildung und Verdampfung bis zum Raleigh-Limit das Verhaltnis von
Oberflachenladung zur Zahl gepaarter lonen im Tropfen dramatisch. Das
heiRt, dass nur die hochgeladenen Mikrotropfen fir die letztlich erfolgende
lonenbildung verantwortlich sind und die verbleibenden groRBen
Muttertropfen den Gberwiegenden Teil der Salzfracht (gepaarte lonen)
tragen.

Abb. Zerfall hochgelade-ner
»Muttertropfen” (aus:
Gomez und Tang,
1993)

http://www.youtube.com/watch?feature=player detailpage&v=Sbxdaipc_s&list=PL6FBB4A8865A367F3
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Bildung gasférmiger lonen aus Mikrotropfen

Im Wesentlichen wurden zwei Modelle vorgeschlagen, um die
Bildung gasférmiger lonen aus Mikrotropfen zu erklaren:

e Die altere Theorie stammt von Dole und wird als das Modell
des geladenen Riickstands (charged residue model, CRM)
bezeichnet. Man geht davon aus, dass letztlich aus extrem
kleinen Tropfen mit Radius r ~ 1nm, die nur noch ein Analytion
enthalten, durch Losemittelverdampfung gasférmige lonen
entstehen.

e Die zweite Vorstellung stammt von Irbane und Thomson und
wird als lonenemissions-Modell (ion emission model IEM oder
ion desorption IDM) bezeichnet. Hierbei erfolgt die Bildung
gasformiger lonen aus hochgeladenen Mikrotropfen mit Radius
r ~8 nm und ca. N ~ 70 Elementarladungen. Diese
lonenemission aus den Mikrotropfen steht beim IEM in
Konkurrenz zum weiteren Raleigh-Zerfall der Tropfen.

Sample Solutio
le Solution pr

Additional
Gas Flow =

Solvent Coulomb
Evaporation Explosion

o~

lon Desorption

NOUYHOdVAS @

Abb. Modellvorstellungen zur
Bildung gasformiger
lonen aus
Mikrotropfchen

HIONZHLS 034

JHA
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Besonderheit der Electrospray-lonisation = Bildung mehrfach geladener lonen
(bei M > 1000) = da im Massenspektrometer das Masse zu Ladungsverhaltnis
detektiert wird, eroffnet sich ein sehr groBer Massenbereich.

Proteine: basische
Aminosaure-Reste
werden protoniert
(Arginin, Lysin,
Histidin)

Abb. ESI-MS-Spektrum von Myoglobin

Beispiel: Ermittlung des Molekulargewichts einer unbekannten Substanz
anhand eines ESI-Spektrums:

100 %014 1049.7
90 Ladung
z+4
80 -
11153
§- 70
§ o0 939.3 11895 | adung
2 50 vz
< 12744
£ 40
2 30
892.4 1372.4
20 1486.7
ol A
800 900 1?00 1100 1200 fmo 1400 1500 1600
m, mz m,

Abb. Elektrospray-Spektrum (positive lonen) einer
unbekannten Substanz mit einem Molekilgewicht von
M.
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Das Signal bei m, (m/z 1274.4) tragt z Ladungen (oder genauer gesagt ist z-
fach protoniert). Daraus folgt also:

= M=m-z-2 -

Das Signal bei m, (m/z 991.4) tragt 4 Ladungen mehr (4 Protonen mehr).
Daraus folgt:

- M+z+4

mZ
z+4

= M=m,-(z+4)-2-4 -

= m-z-z=m,-(z+4)-z-4

= m-z=m,-(z+4)-4 4-(m, -1)
1=7—"""—+J=14

= m-z=m,-z+4-m,—-4 (mwfmz)

= m-z-m,-z=4-m,-4 l

= z.(m -m,)=4-(m,-1) M=m -z-2=1274 4-14 -14 =17828

e Jedes der Signale tragt Information zum Molekilion =
Dekonvolution (Entfaltung) verbessert Genauigkeit und
Verldsslichkeit der Methode

Abb. Orginal-ESI-Spektrum und dekonvolutiertes Massenspektrum
von Myoglobin
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ESI-Signalintensitat hangt von der Analytkonzentration ab — nicht der
Analytmenge die lonenquelle Giberfiihrt wird

Abb. HPLC - ESI - Signale zweier Medikamente (selected
ion monitoring) bei Uberfiihrung unterschiedlicher
Flussraten in die lonenquelle. Die Zahlen tber den
HPLC-Signalen sind Flachenangaben (willkirliche
Einheiten) = zunehmende Empfindlichkeit mit
abnehmender Flussrate. (aus: de Hoffmann,1999)

Ursache: Wenn positive lonen die
Flssigkeit verlassen, missen
Elektronen durch
Oxidationsprozesse an der
Kapillarwand bereitgestellt werden
(= ESl ist ein elektrochemischer
Prozess)

- Frinaropten
isation Tayior cone  sebiet nach Enchen ce
\ Rategnmits(15 m 0)

[ — A
Hochspannungs- |
Sprayetioms (10107 &)

= Gesamtzahl der gebildeten lonen pro Zeit welche in den Analysator
gelangen kénnen, wird limitiert durch den Strom der durch Oxidation (bzw.
Reduktion) bereitgestellt werden kann — nicht durch die Flussrate (bis hin zu
sehr kleinen Flussen).

= ,Mikro-Elektrospray” (uESI) und ,Nano-Elektrospray” (nESI)

Abb. Nano-Esi Pipettenspitze (Gold-bedampfte Glaspipetten)
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Abb. ,,Charge-Reduction” ESI Quelle (aus: C. Dass, 2000)

Abb. ESI-Massenspektren einer Mischung von 7
Proteinen: Oben: Konventionelles ESI, Unten:
,Charge-Reduction” ESI = vorteilhaft fur
komplexe Gemische

220



Desorption ElectroSpray lonization (DESI-MS)

DESI simulation
showing the side view
and topdown

view of contours of the
indicator function at
four simulation time
steps with an incident
angle of 55°

Ifa et al., Analyst, 2010, 135, 669-681

Ifa et al., Analyst, 2010, 135, 669-681
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Paper spray

Ifa et al., Analyst, 2010, 135, 669-681

Chemische lonisation bei Atmosphéarendruck (APCI)
(oft bei LC/MS)(atmospheric pressure chemical ionisation, APCI)

e aulerhalb der lonenquelle wird durch elektrische Entladung
unmittelbar vor dem Einla des MS ein Plasma erzeugt (Bildung von
Priméarionen wie N,*, N,* und H,0%), welche wiederum mit den
Analyten reagieren

N,
1 bar \ 102- 10" mbar
Verdampfer
Luft, LC Eluent E
,,,,,, .
_/ . zum MS
Korona- Durchmesser ca. 100 um
Enladungsnadel

e die Korona-Entladung (2-10 pA)(Potentialdifferenz zwischen Nadel und
MS-Einlass ca. 1500-5000 V) durch extrem inhomogenes elektrisches
Feld (Spitze-Platte)
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o die freigesetzten Elektronen setzen eine Kette von Reaktionen in Gang
(Atmospharendruck = kurze mittlere freie Weglange), z.B. bei der
Bildung positiver Analytionen:

N, +e —> N7+ 2e
N,* +2N, >N,/ + N,
N, +H,0 — H,0"" + 2N,

H,0*" +H,0 — H,0* + OH
H,;0 *+nH,0 — H,0 " -(H,0),
Proton-Transfer Reaktionen Point-to-Plate Entladung
H,0*+M — [M+H]" + H,0

e bzw. negativer Analytionen:
0O, +e -0,
O, +nH,0 -0, - (H,0),
Protonen-Abstraction:
0, - (H,0),+M — [M-H] + HO, +nH,0

Exkurs: Der lonenantrieb

e bei erhohtem Druck in der lonenquelle steigt die Ausbeute an
“stabilen” negativen Reaktandionen (3-Kérperprozess):

O,+e +N, — 0O, + N,*
= Negative Chemische lonisation (NCI) bietet sich bei
Atmospharendruckionisation an

= Einfache Kopplungsmaoglichkeit mit der Fliissigchromatographie

APCI zur Echtzeit-Analyse organischer Substanzen (positiv oder negativ Cl)

e Versuch die Selektivitat von chemischer lonisation auszunutzen, um
die quantitative Messung von Einzelkomponenten aus komplexen
Gemischen in Echtzeit (ohne Trennung) zu erlauben. Beispielsweise
zur Bestimmung luftgetragener organischer Komponenten
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¢ Prinzip: Verwendung von H;O* als Priméarionen, welche in einer
Driftréhre (Reaktionszone, ion flow tube reactor) vor dem MS-
Einlasssystem mit den Analyten reagieren kbnnen = Selektivitat ergibt
sich aus den unterschiedlichen Protonenaffinitaten luftgetragener
Komponenten (keine lonisation von N,, O,, Ar, CH,, NO,)

o Protonenaffinitat einiger organischer Verbindungen héher als die von
Wasser und es kommt zu Protonen-Transfer-Reaktionen in der
Reaktionszone (PTR-MS) (Bestimmung von Alkenen im pptv-Bereich mit
hoher Zeitauflésung) = Messungen von organischen Spurengasen in
der oberen Troposphare

Aircraft Fuselage Inlet —\

lon Source —
Ion Flow Tube Reactor

Test lon Source

ht

Quadrupole Lens
Quadrupole MS

—— Inlet
| Qrifice

Cryopump (LNe) = |

TMP

™~

Schematische Darstellung eines On-line CI-MS fiir Flugzeug-gestiitzte Messungen

Fore Pump

Massenspektrometrie
Massenspektrometrische Analysatoren

allgemeines Arbeitsprinzip:

e Uberfiihrung von neutralen Spezies in lonen (lonenquelle)
e Trennung der lonen (Masse zu Ladungsverhaltnis, m/z) (Analysator)
o Nachweis der lonen (Detektor)

Analysatoren

2 Arten von Analysatoren:

e kontinuierlich-arbeitende Analysatoren = “scannen” von m/z-Verhiltnissen
(magnetische und elektromagnetische Sektorfeldgerate, Quadrupol)

e gepulst arbeitende Analysatoren = simultane Arbeitsweise (alle m/z-
Verhaltnisse)(Flugzeitmassenspektrometer, lonenfallen, lonencyclotron-
Resonanz)
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THOMSON'S PARABEL-SPEKTROGRAPH (1910)

DIE 20ER JAHRE - DAS JAHRZEHNT DER ISOTOPEN
| —
ASTON’S MASSENSPEKTROGRAPH

VORLAUFER SPATERER
HOCHAUFLOSENDER
MASSENSPEKTROMETER

F.W. ASTON IM CAVENDISH LABORATORY,
CAMBRIDGE (1920)
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ISOTOPEN SEPARATION (FW. ASTON 1920)
—

DIE 30ER JAHRE - IONENOPTIKEN UND THEORIEN
ERNEST LAWRENCE
ENTWICKELT DAS CYCLOTRON
(UC BERKELEY, 1931) ¥
\ tg
S
N . N !
y A" v A
Abh, 22, Fur Ableltung der Linsenformel des muaunetischen
Sektorfeldes, Man errechnat die Dildwelte I 1
der Linsenforme! [Gl ($a)] unfer Bericksic
Gl (103, (11), (1) HAROLD UREY ENTDECKT
DAS DEUTERIUM (1932)
1 fe i — Ly
1 0 tg_ﬁﬁt_g;mé
g+ tey
By T g etay o (D Eigy) lge”
1
go+ ——
&4 L ige
JOSEF MATTAUCH UND RICHARD HERZOG o Fi A
ENTWICKELN DAS DOPPELFOKUSSIERENDE 1«0 — (1@ o) res
(HOCHAUFLOSENDE) MASSENSPEKTROMETER o y o
(WIEN 1934) _ wPladl-tge) 407 _—
P—a—1-tge’ —[tgdifa -1 tge’y 4+ 17 1g
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DER KRIEG - PRAPARATIVE MASSENSPEKTROMETRIE
DAS CALUTRON
| —

IONEN- U238 99.2 %
AUFFANGER U235 0.8%
( Ni-FOLIEN )
IONENQUELLE
100 g UCl,

VAKUUM-

MAGNETSPULEN PUMPEN

7500 md/s

STROMVERBRAUCH PRO MAGNET
4500 kw (7500 A @ 600 V)

PRAPARATIVE MASSENSPEKTROMETRIE - DAS CALUTRON
| —
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PRAPARATIVE MASSENSPEKTROMETRIE - DAS CALUTRON

PRAPARATIVE MASSENSPEKTROMETRIE - DAS CALUTRON
——

1 0thinch '
separation

Yacuum Tank
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PRAPARATIVE MASSENSPEKTROMETRIE - DAS CALUTRON
—

Alpha | Racetrack iztarrus Sold Sitver

LAVEN VR O N[ AfAmA

Mine alpha racetracks each containing 96 four  Housing
foot calutrons and six beta racetracks each
containing 72 two foot calutrons where built
during the war. Alpha units enriched uranium o
15% U235 and Beta units to 20 U-235.

Yacuum Pumgp

PRAPARATIVE MASSENSPEKTROMETRIE - DAS CALUTRON
e
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PRAPARATIVE MASSENSPEKTROMETRIE - DAS CALUTRON

MAGNETSPULEN AUS REINEM

SILBER VOR DER RUCKGABE

AN DAS US DEPARTMENT OF
TREASURY (ca. 1948)

A TREASURY OFFICIAL WAS APPROACHED ABOUT THE POSSIBILITY
OF LOANING SILVER TO A WARTIME EMERGENCY PROJECT. WHEN
THE OFFICIAL ASKED ABOUT THE AMOUNT OF SILVER REQUIRED, HE
WAS TOLD THAT THE PROJECT WOULD REQUIRE ABOUT 15’000 TONS
OF THE METAL. HIS RESPONSE WAS

‘SIR, WE MEASURE OUR SILVER IN OUNCES, NOT TONS"'.... -

Magnetische und Elektromagnetische-Sektorfeldgerate:

e erstes Massenspektrometer (Dempster 1918) - magnetisches Sektorfeldgerat:

Prinzip: Nach Durchlaufen eines Potentialgefalles (V') folgt fir die kinetische Energie £,

von lonen:
m Masse des lons [kg]
m-v?2 z Anzahl der Ladungen
Ek = 2 =z-eV e Elementarladung [C]
v Geschwindigkeit nach Beschleunigung [m/s]

in einem magnetischen Feld (magnetischen Flussdichte B), ist die Kraft, welche auf

die lonen wirkt gegeben durch

F,=B-z-e-v

Oricnicionof th magactic force upom 1 movieg o

und die lonen folgen einer Kreisbahn, deren Radius durch die gleichzeitig wirkende
Zentrifugalkraft F, gegeben ist:

r

m-v? _ m-v? m B?2.r?2.e
F, = undmitF,=F, B-.z-e-v= 2_=2 " =
r z 2-V
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fir jedes m/z-Verhiltnis erhalt man
bei konstantem B und V einen

e . Magnet
spezifischen Radius r.

(B magnetische Flussdichte)

Durch Variation von B oder V (bei
gegebener Geometrie) lassen sich
Massenspektren aufzeichnen
(Ublicherweise Variation von B bei
konstanter Beschleunigungs-
spannung)

V' (Beschleinigungspotential) Detektor

Tonenquelle

Doppelfokussierende Massenspektrometer

Zwei Faktoren beeintrachtigen die Auflésung eines magnetischen Sektorfeld-
Analysators:

e unterschiedliche Wege der lonen im magnetischen Feld (z.B. durch
unterschiedlichen ,Eintrittswinkel“)

e unterschiedliche kinetische Energie der lonen (z.B. Bolzmann’sche
Geschwindigkeitsverteilung)

Ersteres kann durch eine geeignete
Gerategeometrie ausgeglichen werden
(direction focusing — Abb.)

Der zweite Grund, welcher zur Verschlechterung der Auflésung R eines
magnetischen Sektorfeldgerates fuhrt, kann durch Vorschalten eines
elektrostatischen Feldes vor dem Magnetfeld verbessert werden, da nun bei
gegebenem elektrischen Feld E nur lonen gleicher kinetischer Energie den
magnetischen Analysator erreichen:

231



m-v?  und unter Verwendung der Definition der
r kinetischen Energie E, (oben)

z-e-E=

_2E

= E = Flugbahn unabhéngig von m, nur abhéangig von E,

= der elektrostatische Analysator ist also kein Massenanalysator, sondern
,sortiert” nach kinetischer Energie der lonen

magnetischer
Analysator
(Isolierung von lonen
gleicher m/z Verhiltnisse))

elektrostatischer
Analysator

(Isolierung von lonen
gleicher kinetischer Energie)

VE Detektor

ITonenquelle

Abb. Aufbau eines doppelfokussierenden Massenspektrometers (Nier-Johnson-Geometrie)

Die Gerategeometrie wird so
gewabhlt, dass die
Energiedispersion des ersten
Sektors (z.B. E) gerade durch
die Energiedispersion des
zweiten Sektors (B)
kompensiert wird
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= Auflésungen von 10.000 bis 100.000

e die Beschleunigungsspannung zur Uberfiihrung der lonen in den
Analysator wird bis zu 10 kV betrieben werden = gutes Vakuum in der
lonenquelle ansonsten Entladungen

e Sektorfeldgerate zeigen eine konstante Auflésung (R=m/Dm) Gber
einen weiten Massenbereich = Dm ist klein fiir kleine Massen und
grof fiir groRe Massen

Bsp. R=1000 Masse eineslons 100 = Dm0=0,1
Masse eines lons 1000 = Dm =1

= die Masse 100 wird beobachtet wahrend das Instrument von Masse
99.95 bis 100.05 scannt

= die Masse 1000 wird beobachtet wahrend das Instrument von Masse
999.5 bis 1000.5 scannt

wadre die Scanrate (gescannter Massenbereich pro Zeiteinheit, z.B. eine
Masseneinheit pro Sekunde) identisch, wiirde die Masse 100 nur 1/10-tel
der Zeit (0.1 s) den Detektor erreichen wie die Masse 1000 = bei gleicher
Zahl von lonen wiére die Gesamtzahl der lonen mit m/z 100 zehnmal geringer

=> daher wird exponentiell gescannt (langsamer bei kleinen m/z -
Verhaltnissen)

Peak-Matching

Zwei Komponenten werden gleichzeitig in der lonenquelle ionisiert, eine ist
unbekannt und die exakte Masse wird gesucht (m,) - die Masse der anderen
Substanz ist genau bekannt (m,) (Referenzsubstanz).

Die Beschleunigungsspannung wird schnell alternierend modifiziert bis beide
Signale exakt Uibereinander liegen (, peak matching”) = m, =m, - (V,/V,)
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EinfluR der Spaltbreite

94 94

rel. int. [%]
©
i

R =500 R = 2000 R = 4000

miz

Abb. 4.21. Einfluss der relativen Spaltweite auf Peakform und Auflésungsvermogen bei ei-
nem Magnetsektorfeld-Massenspektrometer, wenn bei konstanter Weite des Austrittsspalts
der Eintrittsspalt geschlossen wird. Die Peakform andert sich zunichst von flat-topped
(links) zur GauB-Glocke (Mitte), schlieBlich verbessert sich das Auflésungsvermogen wei-
ter, aber auf Kosten der Intensitat (rechts). ) .
( ) aus: Gross, Massenspektrometrie, 2013, Springer

Beugung von lonen am Spalt

Massenselektion von
Heliumclustern durch
Materiewellenbeugung am

Nanogitter, Bachelorarbeit, Jasper
Becht, Marz 2012, Institut fur
Kernphysik, Goethe Universitat
Frankfurt am Main
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Quadrupol-Analysatoren

zum Detektor

o meist verwendeter Analysator (speziell
GC/MS)

e erstmals beschrieben von Paul und Tonenguelle
Steinwedel 1953 (Bonn) ! /

® Prinzip:
4 Pole bilden ein hyperbolisches elektrisches Wechselfeld, wobei durch
Ubereinanderlegen eines Hochfrequenzfeldes und eines Gleichstrompotentials
einzelne m/z-Verhiltnisse herausgefiltert werden (Massenfilter)

= lonen die entlang der z-Achse wandern, unterliegen einem
elektrischen Gesamtfeld, das sich zusammensetzt aus einem
quadrupolaren Wechselfeld welches einem konstanten Feld
Uberlagert ist:

®,=+U -Vcosat) und —DPy=-(U-Vcosat)

@, Potential an den Polen
typische Werte: U = 500-2000 V, V = 0-3000 V

Quadrupol-Analysatoren
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lonentrajektorien in Quadrupol-Analysatoren

@, =+U -V cosat) und
-®,=—(U -V cosat)

@, Potential an den Polen
typische Werte: U = 500-2000 V,
vV =0-3000 V

lonentrajektorien in Quadrupol-Analysatoren
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lonentrajektorien in Quadrupol-Analysatoren

e Durch Variation des elektrischen Wechselfeldes kénnen nacheinander
verschiedene m/z-Verhiltnisse den Analysator verlassen (scannen) =
Aufnahme des Massenspektrums

o mathematische Beschreibung der Vorgange ist kompliziert (Mathieu-
Gleichungen)

Mathieu —Parameter A und Q

8zeU u Gleichspannungspotential
A=—3 m Masse des lons
mro @ w/2n Frequenz der Wechselspannung
Vv Amplitude des Wechselspannungspotentials
4zeV ro Radius des Quadrupolfeldes
= e Elementarladung
mry @ z Anzahl der Ladungen
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Fur einen Quadrupol-Analysator sind r, und ® sind konstant, U und V sind die
Variablen. Daraus kdnnen so genannte Stabilitdtsdiagramme errechnet werden
(also ob die Auslenkung der lonen in x- oder y-Richtung den Radius des Analysators
Uiberstieg oder nicht)

0.25

02 T

0.1 T

0.05 T

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Abb. Ausschnitt eines Stabilitatsdiagramms fiir
Quadrupolanalysatoren

2.2 2.2
m o°r
ma)ro Und V:Q 0

(siehe oben)
z 8e z 4e

U=A

U/V konstant

Abb. Stabilitatsgebiete als
Funktion von U und V flr lonen
unterschiedlicher Massen
(my<my<my)

= wird U und V linear variiert (also bei konstantem U/V-Verhaltnis) =
Durchscannen des Massenspektrums

Vorteile gegeniiber Sektorfeldgeraten:
¢ einfache Handhabung, kompakt, preisguinstig
Nachteile:
e geringere Auflésung (bis ca. 3000), kleinerer Massenbereich
(bis ca. m/z 4000)
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nacheinander gelangen alle
Verb. in Q2 (z.B. Molekiilionen)

/

olefe

m/z35+m/z37

(—A—l
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nacheinander gelangen alle

F c Br
cl
Verb. in Q2 (z.B. Molekiilionen)

Q1 und Q3 scannen
parallel mit einen festen
Unterschied 35 + 37 Me
A
[ 1

Aus:
Pferd oder Rind ?
Nachrichten aus der Chemie-September 2014 (nachrchem-2014-0918.pdf)
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lonenfallen (ion traps)

* wird speziell in den letzten Jahren in
Verbindung mit der GC eingesetzt

* Prinzip: dhnlich Quadrupole-
Analysatoren, wobei das
Hochfrequenzfeld nun 3-dimensional
aufgebaut wird = dadurch kénnen die
lonen zunachst einmal “gespeichert”
werden bevor sie durch Variation der RF-
Spannung je nach m/z-Verhiltnis die
lonenfalle in Richtung Detektor
verlassen “mass selective instability”

.- Endelektroden
Tonenquelle S

\0;6 (LJ / o

=

Detektoren

Ringelektrode

https://www.youtube.com/watch?v=rJ-13qwRtYs

Auflosung und Nachweisvermogen von lonenfallen waren zu Beginn nicht
zufriedenstellend = Verbesserung beider Leistungskriterien durch Zugabe

eines leichten “Puffer”-Gases, i.a. He

—
)

)

v

Raumladungswolke | |

-~

,  https://www.youtube.com/watch?v=3uUwalDDoH:

e

* = Kollisionen mit Heliumatomen reduziert die kinetische Energie der Analytionen und
zwingt sie in das Zentrum der lonenfalle = gemeinsamer Startpunkt fiihrt zu erhohter
Auflésung und effizientere Uberfiihrung zum Detektor
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Abb. Stabilitatsdiagramm

die blaue Flache zeigt A- (DC)
und Q- (RF)-Werte, welche
stabile Trajektorien in radialer
Richtung ergeben

die gelbe Flache zeigt A- und Q-
Werte, welche stabile
Trajektorien in z-Richtung
ergeben

die griine Flache zeigt A- und Q-
Werte, welche stabile
Trajektorien in der lonenfalle
ergeben

Normalerweise wird kein Gleichspannungspotential angelegt =
Arbeitslinie bei a,=0

= bei gegebenen Frequenz und Amplitude der Radiofrequenz (1.1
MHz) liegen unterschiedliche lonen (m/z-Verhaltnisse) an
verschiedenen Stellen der Arbeitslinie

0.2 -

a=0, operating line

A ecie=0.83

4,040 =0.91
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Aufnahme des Massenspektrums

Wenn U =0 = a, =0, firr q, ergibt sich:

— 8z eV z* Anzahl der Ladungen,
z m (r02 +2 Zé )(02 r, und z, Abmessungen der Falle

da o einen festen Wert besitzt, z* Gblicherweise 1 ist und e, r, sowie z,
konstant sind

= q, wird groRer mit steigendem V und kleiner mit steigendem m

= wird V im Laufe der Zeit erhoht, verlassen nacheinander die
verschiedenen Massen die Falle in z-Richtung, beginnend mit niedrigen
Massen (“mass selective instability”)

Tandem-Massenspektrometrie in lonenfallen (“tandem-in-time”)

= zunachst Isolierung eines einzelnen m/z-Verhaltnisses in der lonenfalle
(“mass selective instability” fir kleinere lonen, Einkoppeln einer
zusatzlichen variablen Wechselspannung (kHz) an den Endelektroden
fur gréRere lonen als die zu isolierende Masse (,resonant ejection®)

= ,parken® der lonen bei g, = 0.25

= Ubertragung von Translationsenergie auf das isolierte lon (,resonance
excitation)

= lonen kollidieren mit Heliumatomen (,collision induced dissociation,
CID) und bilden Fragmente

= Aufnahme des Massenspektrums (MS2) oder Isolierung des nachsten
lons (MS")
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Selektive Fragmentierung

ms1°
A
MS? Fa' P Pyt IF_l 2. Anregung und Fragmentierung
2 1. lonen Isolation
Fyr L] Fr Amplitude = StoBenergie
MS2 1 2. Anregung und Fragmentierung

M+

1. lonen Isolation

Isolations Breite
\/

y

m/z

o
>

<

—

MS" - Spektrum

44— Q=0.908; Punkt an dem lonen instabil

werden und die Trap verlassen

¢ lonen kleiner M* haben
die Trap verlassen

Durch Einkoppeln einer zusétzlichen AC
4—— werden die lonen isoliert

Isolierte lonen werden bei q = 0.25 geparkt
— und ca 30 ms angeregt (“resonance excitation”)

Es entstehen Fragmente, die bei 0.25 < q < 0.908
gespeichert werden

> Massec, = Masse,sq x 100 x 0.25/0.908
=27 [% Massepqq.]

Abb. Stabilitdtsdiagramme wahrend eines MS/MS-Experiments
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2 ng auf die Saule

Z Fragm. Full ms2 609.30@32.00 [165.00-650.00]

m/z=608.8-609.8 F: + ¢ ESI Full ms [200.00-700.00] |

Abb. Verbesserung der NWG durch MS"
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397.2
4481
- 577.2
o> 4361
. s23g.. T
o )
397.2
448.2
523.8
>
7 19f.1 g T - ssﬁo,z
I PRTIY ) L Ll

T
200

sto 00

Relative Abundance

100 609.3
50 26% Activation Amp.
. 1 3973 448.2 577.3
50 609.3
0 27% Activation Amp.
2 37'3 4483
o 1951 2362 368.2 4362, | 577.3
28 3973 5003
448.2 o
28% Activation Amp.
10
4361 577.3
o 1991 232 3682 [ 560.3 |
. 3973
448.2
20 . .
% 29% Activation Amp.
10
4361 577.3 6093
o 1951 236.2 3??'3 560.2 (59}.3 f
25 3973
448.2
s 30% Activation Amp.
436.1 577.3
o 1951 231 53 | 5602 | 6093
10 397.3
448.2
5 195.1 5173 50% Activation Amp.
et 236.2 365'3 436.1 5604 |
0 w e — doper b = .
200 250 300 0 400 450 00 550 600

Abb. MS/MS-Spektrum von Resperpin (MW 608) bei verschiedenen
Anregungsenergien
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Intensitat

{ Signal zu Rausch-Verhaltnis
3 (signal-to-noise, S/N)
\

Abb. Verbesserung des Signal-zu-Rausch
Verhéltnisses durch MS"

n (Anzahl derMS/MS-Experimente

= Fillgrad der lonenfalle ist kritisch (Raumladungseffekte bei zu hohen

lonenkonzentrationen = ,verschmieren” der Massenspektren) = Lineare
lonenfallen (z.B. LTQ Thermo)

= bei sehr variablen Probenkonzentrationen ist die Einstellung des Fullgrads von
entscheidender Bedeutung

= dynamische “software-kontrollierte” Optimierung (AGC)

Scanfunktion einer Ionfalle zur
Verbesserung des dynamischen Bereichs
Scan Ende
m/z 45
Vor-lonisierung l variable
\ Ionisierungszeit
HF-Scanfunktion Scan Startmasse | |
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, HF-Abschaltung
Multpliersignal A/
Totalionenstrommessung Massenspektrum
(AGC Peak)
“Automatic Gain Control”

Abb. Scanfunktion einer lonenfalle
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Vorteile von lonenfallen:

« Arbeitsdriicke vergleichsweise hoch (ca. 10-3 Torr) (= einfache
Kopplung mit chromatographischen Techniken)

+ Mdglichkeit von MS/MS

» sehr niedrige absolute Nachweisgrenzen (komplette Spektren
bei Substanzmengen < 10pg)

* mittlerweile Massenbereiche bis m/z 40000

Nachteile von lonenfallen:

« vergleichsweise niedrige Auflésung (niedriger als
doppelfokussierende MS)

» eingeschrankter dynamischer Bereich und Reproduzierbarkeit

» deutlich hdhere Anschaffungskosten als Quadrupolgerate

MS/MS (MS")
Read out of oligomer sequences (see above DNA with MALDI)

But also sequences-defined macromolecules

sequences-defined macromolecules are used for anti-counterfeiting
(Falschungssicherheit), data storage, encrypting

Nature communications, 2018, doi: 10.1038/s41467-018-06926-3 (martens
etal.)
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Ausblick: miniaturisierte lonenfallen (Massenbereich)

4eV

max

(M/2)pax = d.h. verkleinern von r, fiihrt zur héheren

Qg w® (M/2),

Oder “Orgelpfeifen-lonenfalle” (Anordnung von lonenfallen mit
unterschiedlichen Radien und unterschiedlichen Langen, statt Veranderung
der RF-Amlitude (“mass selective instability”) wird gleiche Amplitude fir alle
Fallen eingesetzt (Einzelionenspeicherung) und das Massenspektrum
resultiert aus der rdumlichen Information:

¥ @ ¢
ﬂlgt +ID*I+ +|D$t *T

m/z (1) m/z (2) m/z (3) m/z (4)

m/z (1) <m/z (2) <m/z (3) <m/z (4)

Tian et al., JMS, 2014,
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Flugzeitmassenspektrometer (time of flight, TOF)

e Prinzip:
Trennung der lonen nach Beschleunigung in einem
elektrischen Feld (wie Sektorfeld) durch die
unterschiedlichen Laufzeiten (t) der einzelnen m/z-
Verhaltnisse:

M L T
m 1
t= (Zj(zevj L (l](::j?e_ s =] 5 |Dthkt0r
I ’J m/z m >miz o
MeRgroRe: Flugzeit (ps- %
Bereich)
Vorteile:

o praktisch alle lonen welche die lonenquelle verlassen erreichen
den Detektor (= niedrige Nachweisgrenzen bei vollstandiger
Aufnahme des Massenspektrums)
praktisch unbegrenzter Massenbereich (> 300 kDa)
gut geeignet in Kombination mit MALDI (Startimpuls durch Laser)

Nachteile:

e lineares TOF: schlechte Auflésung (Dauer des
lonenbildungspulses (time distribution), GroRRe des Volumens, in
dem die lonen gebildet werden (space distribution), kinetische
Energie der lonen, (kinetic energy distribution))

e eine Mdglichkeit zur Verbesserung der Auflésung: verzdgerte
lonenextraktion (delayed extraction = siehe unter MALDI)

Einheiten:

.m?2 kg-s3 - A
V:k{im CoA.s t= /#_m
s A A-s-m--Kkg
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Elektrostatische Reflektoren (Reflektron)

» Verbesserung der Aufldsung durch Einsatz von Reflektoren
(Graphik)(schnellere lonen dringen etwas tiefer in das Reflektorfeld
ein als langsamere und haben folglich etwas langere Laufwege)

= Korrektur der Energiedispersion der lonen, welche die lonenquelle
verlassen

= Auflésung 5000-10000

Detektor /
@)

| O
Ionen- 9 Q
quelle ’J Reflektron
-I 9 Ionen mit gleichem m/z
vV aber unterschiedlichen E,
E, e Eo

Marshall 2008

aus: Marshall et al., 2008, Annu. Rev. Anal. Chem. 2008. 1:579-99

https://www.youtube.com/watch?v=W-DRL-V2Rkg
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Tandem-Massenspektrometrie mit Reflektor-TOF-MS

Wird ein lineares TOF mit einem Reflektron kombiniert kénnen
auch Tandem- Massenspektrometrie betrieben werden:

Detectar
Source Reflectron off inear
D._ .............. modeg
Abb. Tandem-

""""""" Massenspektrometrie mit
roflatron einer Kombination eines
 mode e S — P linearen und eines Reflektor

Source Reflectron on inear TOF-Instruments: (o)
made lonenschwarm einer
ﬂ definierten Masse welches

die lonenquelle verlalt; (e)
L,survivor ions®; (o)

Detector Fragmentionen (post-source
reflectron .
mode decay ions)

= fragmentiert ein lon nach der Beschleunigung in der lonenquelle und
bevor es in das Reflektronfeld eintritt, haben die Bruchstlicke die gleiche
Geschwindigkeit und damit die gleiche Flugzeit zum Detektor bei
ausgeschaltetem elektrischen Feld

= allerdings haben sie unterschiedliche kinetische Energien — dringen also
bei eingeschaltetem elektrischen Feld unterschiedlich weit ins Reflektron
ein = unterschiedliche Laufzeiten

= ,post-source-decay” (PSD) — Peptidsequenzierung

Precursor ion selection
o e @ Time
0
2
2 — ‘
For positive ions

Selected

S
ﬁrw“}?f o s Detsctor Abb. TOF-Analysator mit
- - einer Deflektions-Elektrode

zur Selektion einzelner

Vorlaufer-lonen (precusor
Detector Reflectron on iOI’]S)
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Kopplung von TOF-Analysatoren mit kontinuierlichen lonenquellen

= TOF-Analysatoren passen gut zu gepulsten lonenquellen (z.B.MALDI)

= fur kontinuierliche arbeitende lonenquellen (z.B. Elektrospray oder
APCI) muss der kontinuierliche lonenstrom in einen gepulsten
umgesetzt werden

= Orthogonaler Quellenaufbau (kontinuierlicher lonenstrom wird
rechtwinklig zum TOF in die lonenquelle gebracht und die
Beschleunigungsspannung wird gepulst) = ein Grol3teil der lonen geht
verloren

= Kombination von lonenfalle (speichern) und TOF (R ca. 25000)

‘}L Start | Discrimingtor and

Impulse impulse counter

generator 9
| Lens’s electric A Computer
connection Stop
| Detector i
U~ |
>
‘ £ TR Fieidres i
Focusing lens — == flight region Refleciron |

Skimmers

Abb. Kopplung einer ESI-
Quelle mit einer lonenfalle
und einem Reflektor-TOF

Intermezzo

Es ist bekannt, dass F,S, in zwei isomeren Formen (a & b) vorkommt:

Kénnen massenspektrometrische Methoden helfen um zu klaren,
welche der beiden Formen vorliegt ?
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Die Bildungsenthalpien von (a) und (b) sind — 289 und — 278 kJ mol-'

= Unterschied ~ 11 kJ mol-!

Damit ergibt sich eine notwendige Aufldsung von:

m 102

_ _ _ 11
“am 12.00 10

J. Meija, Anal. Bioanal. Chem., (2005), 383, 728.

Fourier Transform Massenspektrometrie

= Fourier Transform Massenspektrometrie (FTMS) basiert auf dem
Prinzip der lonen-Zyklotron-Resonanz (ion cyclotron resonance (ICR)).

= lonen (gebildet durch EI, MALDI oder ESI) werden innerhalb einer
Zyklotron-Zelle in einem starken homogenen Magnetfeld gespeichert.

= die lonen werden durch das Magnetfeld auf Kreisbahnen gezwungen

deren Radien sehr viel kleiner als der Zellenradius sind und kreisen dort.

Zentripedalkraft: F=z-v-B v Geschwindigkeit
z  Anzahl der Ladungen
5 B magnetische FluBdichte
. m-v m Masse
Zentrifugalkraft: F'= "
r r Radius
m-v? m-v
mitF'= F= z-v-B= oder z-B=——
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= ein kreisendes lon vollendet eine komplette Kreisbahn mit einer Frequenz
Vv, gleich:

\'
woraus folgt: 2r-v,=—=—-B
r

= die Frequenz hiangt ab vom m/z-Verhiltnis und der magnetischen
Feldstarke B — nicht von der Geschwindigkeit des lons (allerdings
beeinflusst v den Radius r)

Bsp. einfach geladene lonen des Peptids Vasopressin (MW 1084) hat eine
Zyklotronfrequenz von 66.585 kHz in einem 4.7T Magnetfeld, die
doppeltgeladenen lonen eine von 133.170 kHz.

len source x

Abb. ICR-Instrument. Das
magnetische Feld ist entlang der
z-Achse orientiert. Die lonen
werden ebenfalls entlang der z-
Achse injiziert und durch eine
kleine Gleichspannung (ca. 1V)
zwischen Front- und Endplatte (T)
Lgetrappt”
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= Zyklotron Resonanz wird eingesetzt, um das Massenspektrum
aufzuzeichnen

Prinzip: ein elektrisches Wechselfeld wird zwischen zwei Seitenplatten (E) der
Zelle angelegt = wenn die Frequenz dieses Feldes mit der der interessierenden
lonen Ubereinstimmt (Resonanz) = Energieaufnahme und Beschleunigung der
lonen = lonen kreisen auf groReren Bahnen (Gyroradien werden groRer) —
lonen mit anderem m/z-Verhiltnis (anderen Zyklotronfrequenzen) = keine
Anregung = massenselektiv

Mo RF A Mo RF

Abb. Prinzip der

lonen Zyklotron

Resonanz
o
aff On aff
B S

Thermal ions cyclotron Applying a RF signal Without collisions, the
at a frequency at the cyclotron accelerated ions
dependent on their frequency resonanthy continue to cyclotron
mass-to-charge ratio accelerates the ions to at large orbit radius at
with small orbit radius larger orbit radius the same frequency

Detektion der lonen in der ICR Zelle (Image Current Detection)

Fourier Transform Massenspektrometer messen nicht die lonen selbst (wie
alle anderen MS-Systeme), sondern den so genannten ,,image current”,
welcher durch die Bewegung der lonenpakete in der Zelle entsteht.

=> das Phdanomen ist in der Abb. unten fir ein Paket positiver lonen,
welche nach Anregung auf groRen Bahnen in der Zelle kreisen
skizziert.
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Electrode 1 Electrode 2

-

Wenn die lonen sich von Elektrode 1 weg bewegen und sich Elektrode 2
nahern, zwingt das elektrische Feld der positiven lonen Elektronen im externen
Stromkreis durch den Widerstand in Richtung Elektrode 2 zu flieRen. Wahrend
des anderen Halbzyklus verlassen die Elektronen Elektrode 2 und flief3en
Richtung Elektrode 1 = image current.

= die Frequenz des image current ist identisch mit der Zyklotronfrequenz des
lons, die Amplitude ist proportional zur Anzahl der lonen in der ICR-Zelle

= eine nach Verstarkung leicht messbare Wechselspannung entwickelt sich
Uber den Widerstand R.

= Detektion der lonen ohne diese selbst zu ,verbrauchen®

Fourier Transform Massenspektrometrie

Bevor Fourier-Transformationen auf die lonen-Zyklotron-Resonanz
angewandt wurde, muBte jedes m/z-Verhiltnis individuell und
nacheinander untersucht werden (Einstrahlung einer einzelnen
Anregungsfrequenz = Anregung eventuell vorhandener lonen =
Ablesen des image currents = Entfernen aller lonen aus der Zelle
(quench pulse) = Wiederholung der Prozedur (lonenbildung, Anregung,
Detektion) mit etwas anderer Anregungsfrequenz

= sehr lange Aufnahmezeiten (20 Minuten) und groRRer
Probenverbrauch.
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Bei der FTMS werden alle in der Zelle vorhandenen lonen innerhalb
einer kurzen Zeitspanne angeregt (schnelles Einstrahlen eines breiten

Frequenzbandes innerhalb einer ps).

=> wird eine Vielzahl von lonen mit unterschiedlichen m/z-
Verhiltnissen gleichzeitig angeregt, setzt sich das Signal am
Ausgang des Verstarkers aus den Frequenzkomponenten aller

m/z-Verhaltnisse zusammen

= durch Fourier-Transformationen wird das komplexe Signal von
einer zeit-abhangigen Funktion in eine frequenz-abhangige

Funktion umgerechnet

= das Massenspektrum der kreisenden lonen kann dann aus
den Frequenzen (Gleichung oben) errechnet werden

Intensity

Time

i
)

Fourier transform |
4

l
: T -

Twelve frequencies

Abb. Prinzip der Fourier-
Transformation:

Ein Gerduschsignal, dessen Intensitat
als zeit-abhangige Funktion gemessen
wird, setzt sich zusammen aus einer
Vielzahl gleichzeitig angeschlagener
Einzeltdne. Die Fourier
Transformation erlaubt die Auffindung
der Einzeltone und ihrer jeweiligen
Intensitaten.
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& MHz

100 kHzZ
RF Sweep
to ACcelerate

the lons

Transient lan
Image Cumert
Signal

Time

o
.

Wass
Spectrum I

Mass

Abb. Prinzip der FTMS

= die Auflosung (FWHM) ist direkt proportional zur Aufnahmezeit und kann
angenahert berechnet werden:

R=v,T/2

wobei v, die Zyklotronfrequenz des interessierenden lons ist und T die Beobachtungszeit in
Sekunden

Bsp.: 4.7T Magnet = R = 66,000 fiir das Peptid Vasopressin (m/z 1084) bei einer Aufnahmezeit von
2s.

= Auflésung hangt von der Beobachtungszeit (begrenzt durch Relaxationszeit)
ab = sehr gutes Vakuum (ca. 10 Pa) notwendig fiir Messungen mit hoher
Auflésung

= ,Nachweisgrenze” liegt bei ca. 10 lonen in der Zelle
= auch MS/MS-Experimente moglich (Prinzip dhnlich lonenfallen)

= Fourier Transform stellt betrachtliche Anforderung an die elektronischen
Bauteile z.B. Aufnahme Spektrums liber eines 2 Sekunden = 500,000
Auslesungen pro Sekunde (Nyquist-Theorem — Ausleserate mindestens
doppelt so groR wie die hochste zu messende Frequenz) = mindestens 1
Million Daten (bei héherem R entsprechend mehr) missen im Datenpuffer
abgelegt werden kénnen.
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ORBITRAP Massenspektrometer

= seit 2005 auf dem Markt (Thermo)
= ebenfalls eine Fourier-Transform-MS Technik
= massenspektrometrische Auflédsung > 150.000

= exzellente Massengenauigkeit 2—-5 ppm (bis herunter zu 0.2 ppm)
(Makarov et al., 2006)

=> guter Ubersichtsartikel von Perry et al. (2008) ORBITRAP MASS
SPECTROMETRY: INSTRUMENTATION, ION MOTION AND
APPLICATIONS, Mass Spectrom. Reviews

Massengenauigkeit
in der MS
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= Weiterentwicklung der Kingdon
Trap (1923)

= Speichern von lonen in einem
reinen elektrostatischen
(Gleichstrom)-Feld um einen
zentralen Draht (central
electrode) und einer dulieren
zylindrischen Elektrode (outer
electrode) sowie zwei
Endelektroden (Abb. rechts)

Cylinder

End Plate Electrode  End Plate

Central Wire

Incident Beam
(Electron)

FIGURE 1. Schem,

flight mass sy

Sekioka, Terasawa,

Breach, S. A.)

Time-of-Flight
Spectrometer

Multi-Channel
Plate Detector

atic showing a Kingdon trap coupled to a time-of

rometer. (Reproduced, with permission, from

and Awaya (1991). Copyright © 1991 Gordon and

= werden lonen im Speichervolumen produziert oder von auf3en Uberfiihrt,
die eine ausreichende Geschwindigkeitskomponente senkrecht zur
Zentralelektrode besitzen = stabile Umkreisung (,Orbit“)(orbital trapping)

(trapping in radialer Richtung)

= Endelektroden werden mit einem abstoRenden Potential belegt
(repulsive potential) = ion trapping auch in axialer Richtung

= stabile lonenbewegung braucht folglich beides - Rotation um und
axiale Bewegung entlang der Zentralelektrode

= Nutzung der Kingdon-Trap zunachst um z.B. submillimeter Glas-
und Kupferpartikel (50-60 pm Durchmesser) zu trappen und
Orbital-Mechanik zu studieren, mit moglichen Implikationen zum
Verstandnis der Dynamik von Asteroiden, Galaxien und

planetarischen Ringen
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= spater wurde die Form und das =)
Potential der dusseren Elektrode

variiert (Knight 1981) um eine

. . . Target
harmoplsche Osz!llatlon der o -5__*‘
lonen in axialer Richtung zu v
erreichen (,ideal Kingdon trap) L follctor
lon Trap Plate
= Anlegen einer Wechselspannung i,
zwischen der geteilten dusseren ™
Elektrode erlaubte die FIGURE 2. Schematic showing the Knight-style Kingdon trap (*“ideal
— Kingdon trap”(Gillig, Bluhm, & Russell, 1996; Makarov, 2000)). The
Beobachtung von Resonanz
. . modified shape of the outer electrode produces a quadrupolar
a”erdlngs war die Resonanz superimposed upon the logarithmic radial potential of a cylindrical
= . capacitor. Tons are injected through the gap in the outer electrode (at
SChWaCher, brelter und z=10). application of RF to the outer clcu;udc excites the ions to begin
i harmonic oscillations along z. No mass analysis was reported. Trapped
frequenzverschoben = Knight

schlug vor, dass die
Zentralelektrode das
harmonische Wechselfeld
deformiert

FIGURE 3. SIMION plot of the equipotential lines for ideal Kingdon
trap parameters, end plates at 14 Vand wire at — 1 V. Potentials indicated

= Berechnungen mit einem Simulationsprogramm (SIMION —
Simulationsprogramm zur Berechnung von Trajektorien von lonen in elektrischen/

magnetischen Feldern) zeigten, dass die Zentralelektrode eine spindelformige
Geometrie besitzen sollte um ein rein harmonisches Potentialfeld
entlang der z-Achse aufzubauen
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= der Orbitrap Massenanalysator (praktisch eine modifizierte , Knight-
style” Kingdon trap) setzt sich zusammen aus einer spindel-
formigen Zentralelektrode und einer fass-formigen AuRenelektrode
(Abb. oben)

= die axiale Frequenz der lonen wird benutzt um das m/z-Verhiltnis
zu messen, da diese unabhdngig von der anfanglichen
Eigenschaften (kinet. Energie) der lonen ist = wie bei ICR hohe
massenspektrometrische Auflésung

= Messung des Image Current zur Detektion der lonen
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FIGURE 18. Schematics of the commercial LTQ-Orbitrap instruments. (1) Discovery model LTQ-
Orbitrap mass spectrometer (Makarov et al., 2006a): (a) transfer octopole: (b) curved RF-only quadrupole
(C-trap); (¢) gate electrode; (d) trap electrode; (e) ion optics; (f) inner orbitrap electrode (central electrode);
(g) outer orbitrap electrode. (2) LTQ-Orbitrap XL model, with an additional octopole at the rear of the

van Krevelen diagram showing
typical elemental ratio
boundaries for selected classes
of natural products as obtained
by database searches of
molecular formulae.
[Research.net]

Van Krevelen diagram of the
investigated lignins. Raw
Arundo Donax L. is reported
as control. Encircled values
mark outliers (adapted from
Schimmelpfennig and Glaser,
2012).
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Natural Organic Matter and the Event Horizon of Mass Spectr
Analytical Chemistry 80(23):8908-19 - January 2009

Marine aerosol composition

van Krevelen diagram for the 2408 aerosol WSOM
molecular formula input variables to the Principal
Component Analysis. Data points are color coded for
molecular formula elemental composition as described in
the figure key.

Atmospheric Chemistry and Physics 14(5) - February 2014
DOI: 10.5194/acpd-14-6427-2014

Van Krevelen diagrams for molecular formulas identified by
PCA for (a) marine; (b) biomass burning; (c) urban; and (d)
mixed source aerosols. Each data point is colored according to
the atomic content of the molecular formula.

Atmosphere 2016, 7(6), 79; doi:10.3390/atmos7060079
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Ultrahigh-resolution FT-ICR mass spectrometry for molecular characterisation of
pressurized hot water-extractable organic matter in soils (Biogeochem., 2016)

Beschleuniger-Massenspektrometrie,
AMS (accelerator mass spectrometry)

= hauptsachlich zur Messung von '#C zur Altersbestimmung

= Anforderung: Bestimmung sehr kleiner Mengen 14C ~ 4 Attomol (4 x 1018 mol) in
groRem Uberschuss 12C, 13C oder insbesondere 14N (1: 102)

Figure 17. Accelerator m

Speclrometry

) lon source: B) Lens: ¢) Slits; d) Beam hending magnet ; ¢) Stripper foil charged to 2.5 x 10° V' [) High voltaze souzce:
) Flactrostatic lens; hi Magnstic lens; i) Velocity filler; j) lon detector

(Reproduced with permission from [97])
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Funktionsprinzip des AMS

= die Probe (einige mg) wird in Form von Graphit oder CO, in die Quelle
gebracht und durch BeschulR mit Cs-lonen ionisiert und beschleunigt (25
keV)

= es werden negative lonen extrahiert um #C von 1N zu trennen
(letzteres bildet keine negativen lonen)

= der erste Magnet wird als gewdhnlicher magnetischer
Massenanalysator genutzt und Masse 14 selektiert (neben *C-lonen
werden hauptséchlich 12CH2" -lonen und '3CH- lonen darunter sein)

= die lonen treten in den eigentlichen Beschleuniger ein und werden
durch ein Potentialgefille im Megavoltbereich derart beschleunigt, das
sie bei der Kollision mit Atomen im so genannten ,Stripper Kanal”
(Strippergas (Ar) oder einer Stripper-Folie) nicht nur in Atome zerlegt
werden, sondern auch mehrere Elektronen verlieren (hauptsachlich
Bildung von C3* -lonen)
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Abb. AMS Beschleuniger

die Beschleunigerstrecke ist von einem SF.-Tank (5 bar)
umgeben

das Zentrum des Beschleunigers (Terminal) liegt auf
Potentialen bis zu 14 Millionen Volt (positives Potential)

die negativen lonen werden daher auf dieses Zentrum hin
beschleunigt und nach Verlust der Elektronen als Kationen von
diesem abgestoRen (Tandem-Beschleuniger)

die Geschwindigkeit der lonen am Ende des
Beschleunigungsvorgangs liegt bei einigen Prozent der
Lichtgeschwindigkeit (ca. 80 Millionen km/h)

ein zweiter Sektorfeld-Analysator ermoglicht nun die
Trennung der verschiedenen C-Isotope
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Probenvorbereitung fiir AMS

= Probenvorbereitung sehr wichtig (z.B. Kontaminationen durch
Bodenmaterial bei archaologischen Proben)

= Entfernen der Oberflachenschichten

= 30 pg — 3 mg Kohlenstoff werden benétigt

Chemische Vorbehandlung je nach Probe z.B. fiir Knochen:

= Zerkleinern des Knochenmaterials (Bohrstaub)
Extraktion von Huminsauren (Auslaugen)

Demineralisierung (Saurezugabe)

lonenaustauscher (Entfernen anderer Verunreinigungen)

=
=
= Extraktion des Collagens und Umwandlung in Gelantine
=
= Gefriertrocknen

=

Verbrennen zu CO,

»Kleine”“ AMS-Systeme

Abb. ,Small AMS” an der ETH Ziirich
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Abb. Aufbau des ,Small AMS” an der ETH Zrich

An den ,,off-axis-Faraday cups” kdnnen simultan die stabilen C-Isotope bestimmt werden

Pelletron Charging System
(Positive configuration showa)

Terminal Shell

Charging Chain--metal

Inductor pellets, nylen links
4 SR

o
% Drive pulley

o

Charging
Current

Abb. Pelleton zur Erreichung der hohen Potentialdifferenzen
(elektrostatische Aufladung) des Beschleunigers
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Abb. Der geoffnete Beschleuniger des AMS der ETH

Abb.

Altersbestimmung von Weinen durch den Vergleich des *C-Gehaltes von
atmospharischem CO, (Nuklearwaffentests in den 60iger Jahren) und dem von
Weinen.
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Isotopen Massenspektrometrie
IRMS (Isotope Ration Mass Spectrometry)

= zur Bestimmung der genauen relativen Verhaltnisse stabiler
Isotope, z.B. 12C/*3C, 1H/?H, 60/Y70/**0

Figure 16, Isotope mass spectromeler with variable faraday cups and & qu
experments where a deceleration las is necessary between the analy
j a a) lon source; b) Aperture slit; ¢) Magnet; d) Variahle Faraday cups; ¢) Cen
L Counter-SEM:; h) Quadrupoke mass filter

= oft in Verbindung mit einer GC-Trennung mit anschlieBender Verbrennung zu
CO, und H,0 und ElektronenstoRBionisation der Produkte

= genaue Massenbestimmung (genaues Verhaltnis von 12C/13C) durch simultane
Messung der lonen
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