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Vorwort

Aus einem Verfahren fiir Spezialisten in der Forschung entwickelt sich die LC-MS-
Kopplung immer schneller auch zu einer bewahrten Technik fiir Anwender in der
Routine. Vorliegendes Buch ist ausschliefllich der LC-MS-Kopplung gewidmet.

Unser Ziel ist es, LC-MS-Anwendern moglichst detaillierte Informationen zu
geben, damit sie iire LC-MS-Applikation optimal durchfithren kénnen. Dazu ha-
ben Kollegen, die in fritheren Biichern von mir LC-MS-Beitréige verfasst haben,
ihre Beitridge tiberarbeitet und aktualisiert. Ferner wurden in das Buch neue Bei-
trige von LC-MS-Praktikern aufgenommen. Beim Verfassen des Textes hatten
wir zweifelsohne die Praxis im Blick, aber auch theoretisches Hintergrundwissen
wird verdichtet behandelt. Ich hoffe, dass sowohl der Analytiker in der Entwick-
lung als auch der Anwender in der Routine Anregungen und Tipps zum optimalen
Einsatz von LC-MS-Kopplungen finden werden.

Mein besonderer Dank gilt Wolfgang Dreher fiir seine kritischen Hinweise zum
Manuskript, ferner meinen Autorenkollegen dafiir, dass sie trotz ihren duflerst
knappen Zeitressourcen es moglich gemacht haben, ihre Erfahrung und ihr Wis-
sen zu Papier zu bringen. WILEY-VCH und speziell Reinhold Weber danke ich
fir die gute und enge Zusammenarbeit sowie seine Flexibilitit.

Blieskastel, Marz 2017 Stavros Kromidas
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Zum Aufbau des Buches

Das Buch enthilt zehn Kapitel, die wie folgt aufgeteilt sind:

o 1-3: Teil I Uberblick, Fallstricke, Hardwareanforderungen
4: Teil II Tipps, Beispiele

o 5-7: Teil IIl Anwender berichten

e 8-10: Teil IV Hersteller berichten, Trends

Teil |

Oliver Schmitz gibt im Einfiihrungskapitel einen Uberblick iiber den Stand der
Technik in der LC-MS-Kopplung und stellt die unterschiedlichen Modi vor. Im
zweiten Kapitel Instrumentelle Voraussetzungen fiir LC-MS-Analytik — die
richtige Anlage zum Analysenproblem geht Markus Martin zunichst auf appa-
rative Gesichtspunkte ein, bevor er sich mit LC-MS-Methodenentwicklung und
-tibertragung sowie schliefSlich mit Fallstricken beschiftigt. Das Autorenteam um
Thorsten Teutenberg macht in Kap. 3 (Anforderungen an LC-Hardware bei der
Kopplung mit unterschiedlichen Massenspektrometern) eine Reihe von Vor-
schldagen, um eine LC-MS-Kopplung moglichst optimal umzusetzen. Komplexe
Proben und Miniaturisierung spielen dabei u. a. eine wichtige Rolle.

Teil ll

Friedrich Mandel hat im Kap. 4 eine Reihe von LC-MS-Tipps zu unterschiedli-
chen Themen zusammengestellt.

Teil lll

Alban Muller und Andreas Hofmann zeigen im Kap. 5 als etwas ungewohnte An-

wendung der LC-MS-Kopplung ein praktisches Beispiel aus der lonenchroma-
tografie. Im Kap. 6 zeigt Edmond Fleischer anhand von vier Beispielen aus dem

XHi



XIv

Zum Aufbau des Buches

Bereich der Synthese und Isolierung, wie unterschiedliche Fragestellungen an-
gegangen werden kénnen (Problemlésungen mittels HPLC-MS aus der Praxis
fiir die Praxis). Oliver Miiller (LC-MS aus Sicht eines Wartungsingenieurs) un-
ternimmt mit den Augen eines Technikers im Kap. 7 einen virtuellen Gang durch
einen MS-Detektor und gibt zum Schluss Tipps, wie mit Verschmutzungen um-
zugehen ist.

Teil IV

In Kap. 8—10 schlief3lich (Geritehersteller berichten) stellen die Firmen Agilent,
SCIEX und ThermoScientific ihre neuesten Produkte kurz vor und tun ihre Ein-
schitzung zur Zukunft der LC-MS-Kopplung kund.

Das Buch muss nicht linear gelesen werden. Die einzelnen Kapitel wurden so
verfasst, dass sie abgeschlossene Module darstellen — ein ,,Springen® ist jederzeit
moglich. Damit haben wir versucht, dem Charakter des Buches als Nachschlage-
werk fiir LC-MS-Anwender gerecht zu werden. Wir hoffen, die Leser profitieren
davon.
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1

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

1.1
Einleitung

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

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

Trotzdem kénnen Quellen wie die ASAP (atmospheric pressure solids analysis
probe), DART (direct analysis in real time) und DESI (desorption electrospray
ionization) oft sinnvoll eingesetzt werden. In ASAP wird ein heifler Stickstofffluss
aus einer ESI oder APCI (atmospheric pressure chemical ionization)-Quelle als
Energiequelle fiir die Verdampfung eingesetzt und die einzige Anderung gegen-
tiber einer APCI-Quelle ist die Installation einer Einschubmoglichkeit, um die
Probe in den heiflen Gasstrom innerhalb der lonenquelle zu platzieren [3]. Diese
Ionenquelle ermdglicht eine schnelle Analyse von fliichtigen und schwerfliichti-
gen Verbindungen und wurde beispielsweise eingesetzt, um biologische Gewe-
be [3], Polymeradditive [3], Pilze und Zellen [4] und Steroide [3, 5] zu analysieren.
ASAP hat viele Gemeinsamkeiten mit DART [6] und DESI [7]. Die DART-Ionen-
quelle erzeugt einen Gasstrom, der langlebige elektronisch angeregte Atome
enthilt, die mit der Probe interagieren konnen und so eine Desorption mit an-
schlieflender Ionisation der Probe mittels Penning-lonisation [8] oder Proto-

Das HPLC-MS-Buch fiir Anwender, 1. Auflage. Stavros Kromidas (Hrsg.).
©2017 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.. Published 2017 by WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.
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1 Stand der Technik in der LC-MS-Kopplung

nentransfer von protonierten Wasserclustern [6] induzieren. Die DART-Quelle
wird fiir die direkte Analyse von festen und fliissigen Proben eingesetzt. Ein gro-
er Vorteil dieser Quelle ist die Moglichkeit der Analyse von Verbindungen auf
Oberflédchen, wie z.B. illegale Substanzen auf Dollarnoten oder Fungizide auf
Weizen [9]. Im Gegensatz zu ASAP und DART ist der grofie Vorteil von DESI,
dass — wie bei der klassischen ESI — die Fliichtigkeit der Analyten keine Vor-
aussetzung fiir eine erfolgreiche Analyse ist. DESI ist am empfindlichsten fiir
polare und basische Verbindungen und weniger empfindlich fiir Analyten mit
einer geringen Polaritdt [10]. Diese sehr niitzlichen Ionenquellen haben einen
gemeinsamen Nachteil. Alle oder fast alle in der Probe befindlichen Substanzen
sind in der Gasphase und wihrend der Ionisation zeitgleich in der Ionenquelle
vorhanden. Die Analyse komplexer Proben kann daher zu einer Ionensuppres-
sion und Artefaktbildung in der Atmosphirendruck-Ionenquelle aufgrund von
Ionen-Molekiil-Reaktionen auf dem Weg zum MS-Einlass fithren. Aus diesem
Grund werden einige ASAP-Anwendungen mit steigender Temperatur des Stick-
stoffgases in der Literatur beschrieben [5, 11, 12]. Auch wurden DART-Analysen
mit verschiedenen Heliumtemperaturen [13] oder mit einem Heliumtemperatur-
gradienten [14] eingesetzt, um eine teilweise Trennung von Analyten aufgrund
der unterschiedlichen Dampfdriicke der Analyten zu realisieren. Eine mit DART
und ASAP verwandte und erst 2012 beschriebene Ionenquelle, die direct inlet
probe-APCI (DIP-APCI) der Firma Scientific Instruments Manufacturer GmbH
(SIM) nutzt eine temperierbare Schubstange zum Direkteinlass von festen und
flissigen Proben mit anschliefSender chemischer Ionisation bei Atmosphéren-
druck [15]. Abbildung 1.1 zeigt eine DIP-APCI-Analyse einer Safranprobe (Fest-
stoff, Gewiirz) ohne Probenvorbereitung mit den safranspezifischen Biomarkern
Isophoron und Safranal. Als Detektor wurde ein Agilent Technologies 6538 UHD

% 81 T 17 1 0F W § 93 44 @ @5 J 97 0 95 08 1 47 & 4 & § 03 % % 0§ 0 & 6 G 7 7% 7 % 04

Safranal

Isophoron

T e i T R e ke

(b)

Abb. 1.1 Analyse von Safran mittels DIP-APCl und einem hochauflésenden qTOF-MS.



1.2 lonisationsmethoden bei Atmosphdrendruck-Massenspektrometern

Accurate-Mass Q-TOF eingesetzt. In Abb. 1.1a ist der TIC der gesamten Analyse
und in Abb. 1.1b exemplarisch das Massenspektrum zum Zeitpunkt 2,7 min dar-
gestellt. Die Analyse wurde bei 40 °C gestartet und die Probe mit 1°C/s auf eine
finale Temperatur von 400 °C aufgeheizt.

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

1.2
lonisationsmethoden bei Atmospharendruck-Massenspektrometern

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

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

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

1.2.1
Ubersicht API-Methoden

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

Ein fundamentaler Unterschied zwischen APCI und ESIbesteht im Ionisations-
mechanismus. Bei der APCI erfolgt die Ionisierung des Analyten in der Gasphase
nach der Verdampfung des Losungsmittels. Bei ESI erfolgt die Ionisierung be-
reits in der fliissigen Phase. Beim ESI-Prozess werden i. d. R. durch Protonierung

5
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Abb. 1.2 Geeigneter Polaritatsbereich von Reproduziert mit freundlicher Genehmigung
Analyten fur die lonisation mit verschiedenen  von O.J. Schmitz, T. Benter, Advances in LC-MS
API-Techniken. Hinweis: Der erweiterte Mas-  Instrumentation: Atmospheric pressure laser

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

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

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

1.2.2
ESI

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

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

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

« Bildung ladungstragender Tropfen
 Verkleinerung der Tropfen
« Bildung gasformiger Ionen.

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

o der Flussrate der mobilen Phase und der Hilfsgase,
« der Oberflaichenspannung,

« der Viskositit,

« der angelegten Spannung und

 der Konzentration des Elektrolyten.

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

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

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

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

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

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

1.2.3
APCI

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

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

Abb. 1.4 Reaktionsmechanismus bei der APCI.

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

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

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

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

H,0 + M = [M + H]* + H,0 (1.1)

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

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

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



