





Optimierung der
Laserionisation bei Atmospharendruck und
Aufbau einer SFC-APLI-Kopplung

Vom Fachbereich C (Mathematik und Naturwissenschaften)
der Bergischen Universitat Wuppertal
genehmigte Dissertation

zur Erlangung der Doktorwiirde

— Doktor der Naturwissenschaften —
(Dr. rer. nat.)

%

#

ﬁ\\
@J\iﬂl

Z/ BERGISCHE
2 "
%/ UNIVERSITAT

%l

’  WUPPERTAL

N
N+
i

vorgelegt von

Dennis Klink
(Dipl.-Chem.)

aus Duisburg

Wuppertal im Dezember 2013



Diese Dissertation kann wie folgt zitiert werden:

urn:nbn:de:hbz:468-20140331-143436-2
[http://nbn-resolving.de/urn/resolver.pl?urn=urn:nbn:de:hbz:468-20140331-143436-2]



Die vorliegende Arbeit entstand in der Zeit
von August 2009 bis Dezember 2013
auf Anregung von
Herrn Prof. Dr. Oliver Johannes Schmitz
im Arbeitskreis Analytische Chemie sowie
im Arbeitskreis Physikalische Chemie der Bergischen Universitidt Wuppertal
unter der Leitung von

Herrn Prof. Dr. Thorsten Benter



Ich versichere, dass ich die vorliegende Arbeit selbststandig angefertigt, keine anderen als die

angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet und Zitate kenntlich gemacht habe.

Wuppertal, den

Dennis Klink



DANKSAGUNG

Meinem Doktorvater Herrn PROF. DR. OLIVER J. SCHMITZ gilt fiir wirklich alles, und das
beinhaltet unter anderem die kontinuierliche Unterstiitzung durch jedwede Art von Diskussio-
nen, Arbeitsanregungen, Hilfestellungen und mentorische Anweisungen, der Sicherstellung der
Finanzierung, der Gerite, der Bereitstellung des Themas und der Mdoglichkeit zur Durchfiih-
rung dieser Promotionsarbeit, der Prékorrektur der vorliegenden Arbeit, einer wunderbaren
gemeinsamen Zeit in Wuppertal, dem Vertrauen in meine Person und Arbeit sowie der Ein-

fithrung in die Welt der deutschen Weine mein allerherzlichster Dank!

Ein ebenso herzlicher Dank sei auch an Herrn PROF. DR. THORSTEN BENTER ausge-
sprochen: Danke fiir fachliche und auflerfachliche Diskussionen, Hilfe bei literarischen Hoch-
geniissen in Antragen, Bewerbungen, Lobhudeleien und Texten aller Art; ebenso fiirs Arbeiten
lassen im Laserlabor und die tolle Zeit in Denver und Minneapolis! Vielen Dank fiir die Mo-
tivation in vielerlei Hinsicht sowie die Zusammenarbeit in der Graduiertenkommission! ,Hey,

where do these stairs go?”[ﬂ

Herrn PROF. DR. SIEGMAR GAB' gilt mein besonderer Dank. Er war iiber viele Jahre ein
Mentor fiir mich und verbleibt im Herzen als wunderbarer Mensch. Unsere Gesprache iiber

Fufsball, Golf und so vieles weitere werde ich nie vergessen!
Mein weiterer Dank gilt ansonsten in objektiver, nicht wertender alphabetischer Reihenfolge

... Herrn DR. KLAUS JOSEF BROCKMANN fiir interessante Gespréche, viele feinsinnige
Diskussionen und dafiir, dass er das Café Brockmann betreibt (a wonderful place to be),

... Herrn DIPL.-CHEM. EDUARD DEIBEL fiir die Zusammenarbeit an der APLI, den de-
rivatisierten Proben, beim Synthetisieren, beim Fufsballgucken und der tollen Zeit im Labor,
in der wir hart-forschen konnten,

... Frau M. Sc. VALERIE DERPMANN fiir die Messungen an der lontrap, den ab-initio-
Berechnungen, der Unterstiitzung in Lizenzfragen, den (Tag-)Trdumen von Kuchen sowie
einem Béllebad und dafiir, dass sie ordentliche Musik ins Labor gebracht hat,

... der DEUTSCHEN BAHN, denn sie lieff mich fahren, und das ist ihr Wesen, zum Schreiben,
Korrigieren und sehr langem Lesen,

... Herrn RONALD GIESE sowie Herrn AXEL BRAKELMANN und seinem Team der Werk-

statt der BUW fiir alle angefertigten feinmechanischen Teile und Hilfestellungen,

1Zitat aus dem Film Ghostbusters (1984, Regie & Produktion: I. Reitman, Buch: D. Aykroyd & H. Ramis)



... Frau PROF. DR. ELISABETH HOLDER und ihren Mitarbeitern Ciineyt, Eike, Ioannis,
Nan und Simon fiir viele interessante und teils dufserst farbenreiche Proben,

... Frau M. Sc. SoNJA KLEE fiir die Hilfe beim Nachvollzichen der Clusterchemie, den
kleinen Tanzeinlagen und der vorm Gerét verbrachten weinhaften Abende,

... Herrn PROF. DR. HANS-WILLI KLING fiir die Finanzierung meiner Restmonate und
dem weiter nutzbaren Biiroplatz,

... Herrn DIPL.-CHEM. SEBASTIAN KLOPOTOWSKI fiir das Aufnehmen und die Hilfestel-
lung beim Auswerten der Schlierenbilder sowie der zahlreichen, teils unniitzen Informationen
zu (fast) jedem Thema,

... Frau B. Sc. LisA MARIE KRAUSKOPF fiir die Zusammenarbeit an den Muschelextrak-
tionen und den GCxGC-Messungen, die hier nun keine Verwendung fanden,

... der Fa. SIM GmbH mit Herrn ROLF EICHELBERG und Herrn ANDREAS BELZER fiir
die Bereitstellung der SFC-Anlage, sowohl vor als auch nach dem Weihnachtsfest,

... Herrn M. Sc. WALTER WISSDORF fiir Simulationen, Hilfestellung bei Problemen mit
KTEX, Matlab und OS X, hilfreichen Diskussionen zu Interpretationen und vielem mehr,

.. meinen WG-MITBEWOHNERN Janine, Kathrin, Jill, Séren, Ariane, Katja und Jan fiir
eine traumhafte Zeit in Wuppertal,

. meinen ZELLENGENOSSEN aus [-11.08, besonders den langjahrigen Geféhrten Bernd,
Lukas, Roman, Sonja und Volker fiir viele heitere Stunden, Gespréche tiber alles und jeden,
und das, was die Atmosphére im Biiro angenehm machte,

... den ZAUBERHAFTEN TEAMS der einzig wahren Analytiker und der wahrhaftigen Physi-

kochemiker sowie

... den Korrektoren, Lektoren und Ideengebern Frau M. Sc. YESSICA BRACHTHAUSER,
Frau B. A. JANA BURGERS, Frau M. Sc. VALERIE DERPMANN, Herrn DR. HENDRIK
KERSTEN, Herrn DiPL.-CHEM. BERND MELL, Herrn PH. D. WALTER V. TURNER
und Herrn M. Sc. N1iLs WIENAND.

Ein Dank aus dem Herzen sei meinem besten Freund JAN zuteil. Vielen Dank fiir ergreifen-
de, aufmunternde, 6ffnende und vertrauensvolle Gespréache {iber Wissenschaft, Leidenschaft
und Freundschaft in Hochdahl, Bernkastel-Kues und vielen weiteren Orten, die mir mehr und

mehr das Ausmafl unserer Freundschaft verdeutlichen.

Nicht zuletzt, sondern wirklich an vorderster Stelle gilt mein zu allertiefst herzlicher Dank
meiner Familie. MAMA, BERND und JANA, ihr wart immer da fiir mich und habt oft auf
mich verzichten miissen. Ihr habt mich unterstiitzt, wann immer es notwendig war, und mir
Riickhalt, Kraft und den Mut gegeben, alles mit Eurer Hilfe durchzustehen.

In tiefster Liebe verneige ich mich und danke Euch dafiir!















ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb.

ACN
AMAA
AP
APA-NHS
APCI

APLI
APPI

AQC
B
Bla|P
Ble|P
BOS

BPR
bspw.
bzw.
c

ca.
CE
CEC
CH
CI
CID
d.h.
DAD
Da
DCC
DCM
DIA
DI

Abbildung

Acetonitril

(Anthracen-9-yl-)methoxyessigsaure

Atmosphérendruck

(Anthracen-9-yl-)propanséure-N-succinimidester

chemische Ionisation bei Atmosphérendruck (engl.: atmospheric-pressure
chemical ionization)

Atmosphérendrucklaserionisation (engl.: atmospheric-pressure laser
ionization)

Atmosphérendruckphotoionisation (engl.: atmospheric-pressure photo
ionization)

6-Aminochinolyl-N-hydroxysuccimidylcarbamat

Massenkonzentration

Benzo|a|pyren

Benzo|e|pyren

Hintergrundorientierte Schlierentechnik (engl.: background-oriented
Schlieren-technique)

Riickdruckventil (engl.: back pressure regulator)

beispielsweise

beziehungsweise

Stoffmengenkonzentration

circa

Kapillarelektrophorese (engl.: capillary electrophoresis)
Kapillarelektrochromatographie (engl.: capillary electro chromatography )
Cyclohexan

chemische Ionisation

kollisions-induzierte Dissoziation (engl.: collision-induced dissociation)
das heifét

Diodenarraydetektor

Dalton

N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid

Dichlormethan

dynamische Tonenakzeptanz

Direktinfusion (engl.: direct infusion)



DMAP
7,9-DMBA
DPSS
d-SPE
ECD

EI

EIC

ELSD
EPA

ESI

EU
evtl.
FID
FLD

fs
FT-ICR
FWHM
GC

gef.
HETP
1-HP
HPLC
HV

ID

i.d. R.
LC
LFIS
LiF
LIT

Mt
[M-+H]|*"

M(ewakt)
MALDI

MCP

MeOH
MICEE

ii

4-(Dimethylamino)-pyridin

7,9-Dimethylbenz|c|acridin

diodengepumpter Festkorperlaser (engl.: diode-pumped solid-state laser)
dispersive Festphasenextraktion (engl.: dispersive solid-phase extraction)
Elektroneneinfangdetektor (engl.: electron capture detector)
Elektronenstofionisation

extrahiertes Ionenchromatogramm (engl.: extracted ion chromatogram)
Lichtstreudetektor (engl.: evaporative light scattering detector)
Umweltbehorde der Vereinigten Staaten von Amerika (engl.: environmental
protection agency )

Elektrosprayionisation

Européische Union

eventuell

Flammenionisationsdetektor

Fluoreszenzdetektor

fused-silica

Fourier-Transform Ionencyclotronresonanz

Peakbreite auf halber Hohe (engl.: full width at half maximum)
Gaschromatographie

gegebenenfalls

theoretische Bodenhohe (engl.: height equivalent to a theoretical plate)
1-Hydroxypyren

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Hochvakuum

Innendurchmesser

im Allgemeinen

in der Regel

Fliissigkeitschromatographie

Laminarflussionenquelle (engl.: laminar-flow ion source)

Lithiumfluorid

Lineare Quadrupolionenfalle

mol L1

Radikalkation

protoniertes Molekiilion

exakte Masse

Matrix-assistierte Laserdesorption/-ionisation (engl.: matrix-assisted laser
desorption/ionization)

Multikanalplatte (engl.: multi-channel plate)

Methanol

matrixinduzierter, chromatographischer Anreicherungseffekt (engl.:



matrix-induced chromatographic enhancement effect)

MPIS Multi-mode Tonenquelle (engl.: multi-purpose ion source)
MRM engl.: multiple reaction monitoring

MS Massenspektrometrie / Massenspektrometer

Nd:YAG Neodym-dotiertes Yttrium-Aluminium-Granat

NIST National Institute of Standard and Technology

Nr. Nummer

NWG Nachweisgrenze

oa-(TOF)MS orthogonal beschleunigendes Flugzeitmassenspektrometer (engl.: orthogonal

acceleration time-of-flight mass spectrometer)

0. 4. oder #hnlich(e)

0.g. oben genannt(e)

PAK polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe

PIV Bildgebung fiir Teilchengeschwindigkeit (engl.: particle image velocimetry)
Piasit. kritischer Punkt (Zusammenfassung von & [Tt

DPkrit. kritischer Druck

PLE druckunterstiitzte Fliissigkeitsextraktion (engl.: pressurized liquid extraction)
QIT Quadrupolionenfalle

QuEChERS  Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe

REMPI resonanzverstérkte Multiphotonenionisation (engl.: resonance-enhanced

multi-photon ionization

RSD relative Standardabweichung (engl.: relative standard deviation)

SEV Sekundarelektronenvervielfacher

SFA Raucharomazusatz (engl.: smoke flavoured additives)

SFC superkritische Fliissigkeitschromatographie (engl.: supercritical-fluid
chromatography)

SFE superkritische Fliissigkeitsextraktion (engl.: supercritical-fluid extraction)

S/N Signal-zu-Rauschverhéltnis (engl.: signal-to-noise ratio)

SPE Festphasenextraktion (engl.: solid-phase extraction)

SPME Festphasenmikroextraktion (engl.: solid-phase microextraction)

S/SL Split /Splitless

SSSA Standard Sprayshield Anordnung

SST Stahl(-Kapillaren) (engl.: stainless steel)

STP Standardbedingungen (fiir engl.: standard temperature and pressure)

TC-MPIS Temperaturkontrollierte Multi-mode Ionenquelle (engl.:

temperature-controlled multi-purpose ion source)

THF Tetrahydrofuran
TIC Gesamtionenchromatogramm (engl.: total ion chromatogram)
Thrit. kritische Temperatur

(TOF)MS Flugzeitmassenspektrometer (engl.: time-of-flight mass spectrometer)

iii



iv

Retentionszeit

atomare Masseneinheit (engl.: unit)
unter anderem

und so weiter

unter Umstanden

Ultraviolett

vergleiche

Volumenanteil

zum Beispiel

zum Teil



INHALTSVERZEICHNIS

[1  Theoretische Grundlagen|

.1

Grundlagen zur Massenspektrometrie| . . . . . . . . . .. ..

[1.1.1  Massenanalysatortypen| . .. ... ... ... ....

0132 APCIH .. ... ... ...
133 APPI . ... ... .

M2

osuperkritische Flissigkeitschromatographie| . . . . . . . ..

[1.2.1  Der superkritische Zustand| . . . ... ... ... ..
[1.2.2  Chromatographie mit superkritischen mobilen Phasen|
[1.2.3  Entwicklung der SFC|. . . . ... .. ... ... ...

3

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstotte - Bedeutung und Analyse|

[1.3.1 Vorkommen und Entstehungl. . . . . . .. ... ...
[1.3.2  Transport und Abbau in der Umwelt| . . . . . . . ..

2 Problemstellung und Zielsetzung|

[3  Ergebnisse und Diskussion|

B

lonenquellenoptimierung . . . . . . .. ... ... ... ...

[3.1.1  Entwicklung der temperaturkontrollierten MPIS (TC-MPIS)[. . . . . .

13.1.2  Entwicklung eines aktiven elevated floor| . . . . . . .

13.1.3  Einschrankung der Verwendung von Drygas be1 GC-A

PLT . ... ...

13.1.3.1  Experimentelle Bestimmung der Drygasabhangigkeit| . . . . .

B2

Charakterisierung der APLI als Ionisationsmethode] . . . . .

[3.2.1  Untersuchung der Ionensuppression bei HPLC-APLI|
[3.2.2  Analytiragmentierung durch ICID| . . . . . . . . . ..

B2.2.1 [CIDvon alkylierten IPAK| bei GC-APLI-(TOF)MY| . . . . . .

[3.2.2.2  Weiterfiihrende Untersuchungen mit alkylierten [PAK]

13.2.2.3  Fragmentationen bei APLI-Ionisationslabeln|

00 N I Ul W =

10
12
14
14
16
19
21
21
22
23
24

27

29
29
30
35
41
43
47
47
50
93
o7
61



|3.3  Vergleich zweier Lasersysteme| . . . . . . . . . . .. ... ... ... ......

[3.3.1

[3.3.2

[3.3.3

B34

[3.3.5

[3.3.6

B4

[3-4.1

B2

B43

[3.-4.4

B45

B.4.6

BA7

[4  Zusammenfassung|

Vergleich der Signalintensitaten beider Lasersysteme mit HPLC-APLI 67
Ausrichtung des DPS5-Lasers bet HPLC-APLI . . . . ... ... ... 70
Ausrichtung des DPSS-Lasers bet GC-APLI . . . . ... ... ... .. 74
Finsatz beider Lasersysteme tiur die GC-APLI}. . . . . . ... ... .. 75
|3.3.4.1  Laservergleich anhand einer Muschelprobe|. . . . . . . . . .. 76
3.3.4.2 uantifizierung von [PAKIin Muschelgewebe|. . . . . . . . .. 79
Einsatz der Lasersysteme tur die [DIFAPLI . . . . . .. ... ... ... 82
[3.3.5.1  Organische Iridiumkomplexe als Bausteine fiir polymere LED- |
Materialienl . . . . . . . ... 84

13.3.5.2  Bestimmung des Bromierungsgrades organischer Polymerbau- |
steinel . . . . .. 85
Beurteilung der Einsatztahigkeit der Lasersysteme fur die APLI| . . . . 87
SFC-APLI-(TOF)MS|. . . . . . ... . . 88
Vorteile der SFC bei der Trennung von PAK| . . ... ... ... ... 88
Aufbau einer SFC-APLI-(TOF)MS-Kopplung| . . . . .. ... ... .. 89
Das gewahlte Restriktionssystem| . . . . . . . ... .. ... ... ... 90
Weitere Moglichkeiten der Sensitivitatsoptimierung| . . . . . . . . . .. 96
13.4.4.1  Einfluss der Erweiterung des Austrittsdurchmessers| . . . . . 96
13.4.4.2  Einfluss der Restriktionskapillarlange] . . . . . . . . ... .. 101
[3.4.4.3  Einfluss der Ofen- und Transferlinetemperatur| . . . . . . . . 102
[3.4.4.4  Einfluss des Verdampfergases und des Sheathgasflusses|. . . . 105
Vergleich der SFC-APLI mit HPLC-APLL . . . . ... ... ... ... 108
13.4.5.1  SFC-APLI fur die Trennung komplexer PAK-Mischungen| . . 108
13.4.5.2  Vergleich der Nachweisgrenzen verschiedener PAK mit SFC-, |
HPLC- und GC-APLI . . . . . . . . o oo 110

13.4.5.3  Linearitat und Empfindlichkeit der SFC- und HPLC-APLI| 111
13.4.5.4  Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten und Peakflachen| . . 112
Quantifizierung von PAK in Muschelgewebe| . . . . . . . .. .. .. .. 113
Bestimmung von [I-HP| mittels SFC-APLI| . . . . ... ... ... ... 116
[3.4.7.1  Bestimmung von 1-Hydroxypyren mit APLI-(TOF)MS§| 117
13.4.7.2  1-Hydroxypyren-Bestimmung mittels SFC- und HPLC-APLI] 119
[3.4.7.3  Linearitat des 1-Hydroxypyren-Signals bei SFC-APLI| . . . . 121
13.4.7.4  Quantitative Bestimmung von 1-Hydroxypyren in Urin mittels |
SEFC-APLIN . . . o o o o o 121

123

125

5 Abstract]

vi



6.1

62

(6.3

!

[6.5

6.6

6.7

[6.8

(6.9

[6  Experimenteller Teil| 127
GC-Analysen - Chromatographische Bedingungen|. . . . . . . . ... .. ... 127
[6.1.T  GC-APLI-Analyse von ATkyl[HPAK] . . . . . . ... .. ... ... ... 127
16.1.2  Messungen zum Einfluss des Drygases bei verschiedenen MS5S-Einlass- |

geometrien| . . . . . ... Lo e 128

[6.1.3 GC-APLI-Bedingungen fiir komplexe Proben (z. B Muschelextrakte)| . 128
HPLC-Analysen - Chromatographische Bedingungen| . . . . . . . . . ... .. 129
[6.2.1  Vergleich der Peakintensitaten und S/N bei HPLC-APLI mit Excimer- |
und DPSS-Laserl . . . . . . . . .. 129

[6.2.2  HPLC-Analyse von (Anthracen-9-yl-)methoxyessigsaure-3-pyridin-3-yl- |
propylester| . . . . . . .. 130

16.2.3  Analyse komplexer PAK-Mischungen mit HPLC-APLI| . . . . . .. .. 130
16.2.4  Vergleich der Ionensuppression bet HPLC-APLI}. . . . .. ... .. .. 131
16.2.5  Peakbreitenoptimierung mit dem elevated floor| . . . . . . . . . . . .. 131
6.2.6 HPLC-APLI-Analysen von 1-Hydroxypyren| . . . . . . ... ... ... 131
16.2.7 HPLC-APLI-Analysen von derivatisierten Aminosauren| . . . . . . . . 131
oFC-Analysen - Chromatographische Bedingungen| . . . . . . . . .. .. ... 132
[6.3.1  FErste Experimente zum Autbau der SFC-APLI-Kopplung| . . . . . .. 132
16.3.2  Vergleich zwischen 25 & 50 pm ID-Kapillaren fur die SFC-Kopplung) 132
[6.3.3  Isokratische Analysen zur Optimierung der SFC-APLI-Kopplungl . . . 133
6.3.4  SFC-APLI-Analyse von komplexen PAK-Mischungen| . . . . . . . . .. 133
6.3.5  SFC-APLI-Analyse von SPE-Extrakten von Urin| . . . . . . . ... .. 135
Kontinuierliche Analytzufuhr zur Autnahme der dynamischen lonenakzeptanzl 136
BAT _HPLA . . . . o 136
6.4.2 GO, . . . e 136
DI-APLI-Messungen verschiedener Verbindungen| . . . . . . . ... ... ... 137
Esquire-Messungen| . . . . . . ... L 137
Probenvorbereitung / Extraktionsmethoden| . . . . . . .. ... ... ... .. 137
[6.7.1  Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe (QuEChERS)[. . . . . .. 137
6.7.2 SPE zum Anreichern von I-HPlin Urinl. . . . . . . . . ... ... ... 138
[6.7.3  Generierung einer Urinmatrix fiir Suppressionsmessungen| . . . . . . . 138
Derivatisierungsreaktionen| . . . . . . . . .. ..o 138
[6.8.1  Aminosaurelabelingl . . . . .. ... ... 0 o0 138
[6.8.2  Veresterung der lonisationsmarker| . . . . ... . ... ... ...... 139
ab-initio-Berechnungen|. . . . . . . . . .. .o oo oo 140
[6.T0 MALDIFExperimente] . . . . . . . . . . . . ... 140
|6.11 Background-oriented Schlieren-Auitnahmen|. . . . . . . .. . .. .. ... ... 141
[6.12 Numerische Simulationenl . . . . . . . . . . . ... ... . 141
16.12.1 Simulationsbedingungen tur die Simulation fluiddynamisch modellier- |
ter, zeitintegrierter Gasfliisse und -geschwindigkeiten| . . . . . . . . .. 141

vil



[6.12.2 Simulationsbedingungen fur die Simulation von lonentrajektorien fiir |

viii

| verschiedene Einlassgeometrien bet GC-API} . . . . .. ... ... ... 142
[6.12.3 Simulationsbedingungen fur die Simulation von Gasflussen fur verschie- |

| dene Einlassgeometrien beit GC-API| . . . .. ... .. ... ... ... 142
[6.12.4 Simulationsbedingungen fur die Simulation fluiddynamisch modellierter |

| Gasftliisse und - geschwindigkeiten bei SFC-APLI . . . . .. . ... . . 142
|6.13 Losungen, Verdinnungen und Mischungen| . . . . . . . . . .. ... ... ... 143
145
MI _Gerfile . . . . . o 145
[7.1.1  Massenspektrometer| . . . . . . . ... .. Lo 145

MI2 Taserl. . . . oo 145

[7.1.3  Chromatographie| . . . . . . . . . . ... ... ... ... 145

[7.1.4  Chromatographische Saulen und Restriktionskapillaren|. . . . . . . . . 146

fr1.41 HPLC- und SFC-Trennsaulenl . . . . . . . ... ... ... .. 146

[r.1.4.2  GC-Kapillarsaulen| . . . . . . . ... ... o000 146

[7.1.4.3  Restriktionskapillaren fur SFC| . . . ... ... ... ... .. 146

[r1.44 SPE-Kartuschenl . . . . ... ... . ... ... ... ..... 147

[7.1.5 Gasflussregler und -kontrollerf . . . . . . . ... ... ... ... ... 147

[7.1.6  EDV-Systme und Software|. . . . . . . .. ... ... ... ... ... . 147

[7.1.7  Sonstige Materialien| . . . . . . . .. ... .o o000 147

[r.2 Chemikalien| . . . . . . . . . . . 148
[7.2.1 Synthetisierte Substanzen| . . . . . . ... ... 0oL 148

[7.2.2  Reinsubstanzen und Losungsmittell . . . . . . . ... ... ... .. .. 149

[7.2.3  Mischungen| . . . . . . . . ... 152
|[Abbildungsverzeichnis| . . . . . .. ... oo 155
[Tabellenverzeichnis . . . . . . . . . . o o 159
[Literaturverzeichnisl . . . . . . . . . . . 161



1 Theoretische Grundlagen

Die naturwissenschaftliche Forschung hat die Aufgabe, bekanntes Wissen zu mehren und zu
einem besseren Verstédndnis unbekannter Vorgédnge des Lebens beizutragen. Aus dieser For-
schung erhaltene Ergebnisse haben Auswirkungen auf viele Bereiche des Lebens. Die erhohte
Qualitéat der medizinischen Versorgung und die Erforschung biologischer Vorgénge trug unter
anderem dazu bei, dass die Lebenserwartung des Menschen erhoht wurde. Die Verbesserun-
gen der Zucht von Nutzpflanzen und -tieren sowie der Lebensmittelsicherheit ermoglichen die
Erndhrungsversorgung einer immer grofser werdenden Anzahl von Menschen auf der Erde, die
zudem einen hoheren Lebensstandard genieffen kénnen.

Inhaltsstoffe der Lebensmittel und vieler Gegensténde des téglichen Bedarfs werden quali-
tativ und quantitativ durch die chemische Analytik bewertet. Deren spezielle Aufgabe um-
fasst jedoch nicht nur eine Aussage iiber Qualitdt und Inhaltsstoffe verschiedener Proben.
Auch die Weiterentwicklung der fiir die Analytik wichtigen Techniken ist Gegenstand der
chemisch-analytischen Forschung. Verbesserungen zielen auf genauere, schnellere und giinsti-
gere Analysen ab. Hierzu zéhlen auch die Weiterentwicklung der chromatographischen und
massenspektrometrischen Techniken, die auf den folgenden Seiten beschrieben sind. Diese spe-
ziellen Arbeiten umfassen die Evaluierung eines bestehenden Systems zur selektiven Ionisation
und sensitiven Detektion aromatischer Kohlenwasserstoffe, indem analytische Parameter be-
stimmt und bewertet werden. Zudem werden Moglichkeiten aufgezeigt, die bekannte Technik
zu erweitern und diese Erweiterungen anzuwenden.

Im Folgenden wird dafiir die an ein Flugzeitmassenspektrometer gekoppelte Laserionisation
bei Atmosphérendruck (AP]) verwendet. Weiterhin werden verschiedene chromatographische
Trenntechniken wie die Gaschromatographie, die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
und die superkritische Fliissigkeitschromatographie genutzt. Es werden Eigenschaften und
Verbesserungen der Ionisationsquelle und der Einsatz eines giinstigeren, diodengepumpten
Festkorperlasers beschrieben und auftretende Probleme diskutiert. Den Einstieg in die The-
matik geben die folgenden Seiten. Auf diesen werden die Grundlagen zum Verstdndnis der

nachfolgenden Kapitel gegeben.

1.1 Grundlagen zur Massenspektrometrie

Massenspektrometrie ist ein physikalisches Verfahren, mit dem iiber unterschiedliche Prozesse
gebildete Ionen abhéngig vom Verhéltnis ihrer Masse zur Ladung (m/z) voneinander getrennt
und detektiert werden |1, [2]. Die Trennung erfolgt dabei durch unterschiedliche Wechselwir-

kung mit elektrischen und/oder magnetischen Feldern oder iiber Unterschiede in den Drift-
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oder Flugzeiten der Ionen [3]|. Als Massenspektrum wird ein Plot der am Detektor erzeugten
Signalintensitét durch die Ionen in Abhéngigkeit des m/z bezeichnet [2]. Die Ionen kénnen

geladene Atome, Molekiile oder deren Bruchstiicke sein [4].

Nicht nur fiir die instrumentelle Analytik ist die Massenspektrometrie zu einem mittlerweile
unverzichtbaren Instrument geworden. Die Massenspektrometrie (MS) findet heutzutage in
sehr vielen Disziplinen der Wissenschaft eine Anwendung. Neben der erwidhnten chemischen
Analytik (m-aafiir organische, anorganische, physikochemische, petrochemische und lebensmit-
telchemische Fragestellungen) sind dies[bspw.]die Physik, die Biologie, Biochemie, Biomedizin,
die Pharmazie, die Umweltanalytik, die Weltraumforschung, die Medizin und viele weitere |3,
4]. In dieser noch kleinen Auswahl an Disziplinen wird die Massenspektrometrie [z BJ zur
Sequenzierung von Biomolekiilen im Bereich der Proteomforschung, zur Strukturaufklarung
unbekannter Molekiile sowie in der Umwelt-, Lebensmittel- und Arzneimittelwirkstoffanalytik

eingesetzt |3|, um nur wenige der nahezu unzihligen Anwendungen zu nennen.

Die Anfange der Massenspektrometrie lassen sich um genau 100 Jahre auf das Jahr 1913
zuriickfithren, in dem J. J. THOMSON eine massenspektrometrische Trennung der Neonisoto-
pe 2°Ne und 22Ne durchfiihrte [57]. F. W. ASTON gelang es 1919, massenspektrometrisch
iiber Geschwindigkeitsfokussierung 212 natiirliche Isotope verschiedener Elemente zu entde-
cken, wofiir er im Jahr 1922 den Nobelpreis erhielt |2, 7]. Seit den 50er und 60er Jahren des 20.
Jahrhunderts hat sich die Massenspektrometrie besténdig weiterentwickelt |4} 6, 8]. Ein wich-
tiges Ereignis war die Entwicklung des Quadrupol-Massenfilters und der Quadrupol-Ionenfalle
durch PAUL im Jahr 1953 (Nobelpreis fiir Physik 1989) [2]. Heutzutage werden immer schnel-
ler neue Innovationen erarbeitet und vorgestellt, sodass die Massenspektrometrie noch immer

einer rasanten Weiterentwicklung unterworfen ist [3].

Alle Massenspektrometer lassen sich allgemein in vier Funktionsabschnitte unterteilen, die
je nach Anwendungsbereich unterschiedlicher Art sein kénnen. Diese vier Bereiche sind das
Einlasssystem zur Probenzufuhr, die Ionenquelle, der Massenanalysator zur Massentrennung

und ein Detektionssystem zum Ionennachweis [6-8].

Oftmals werden Massenspektrometer in der Analytik gekoppelt mit chromatographischen
Systemen wie der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) oder der Gaschroma-
tographie (GC) betrieben, um auch isobare Verbindungen mit gleichem Masse-zu-Ladungs-
Verhéltnis (m/z) analysieren zu kénnen [2|. Um Molekiile oder Atome massenpektrometrisch
zu analysieren, ist es unabléssig, dass die Analyten als ein- oder mehrfach geladene Ionen
vorliegen |3} 9]. Hierfiir stehen der Massenspektrometrie eine Vielzahl unterschiedlicher Ioni-
sationsmethoden zur Verfiigung, die je nach vorherrschendem Druckbereich bei der Ionener-
zeugung in Vakuum-, Mitteldruck- und Atmosphérendruckionisationsmethoden oder aufgrund
der Stabilitét der erzeugten Ionen in harte und weiche Methoden unterteilt werden. Die Ionen
werden mit einem Massenanalysator abhéngig von ihrem m /z-Verhéltnis getrennt und mit ei-

nem geeigneten Detektionssystem detektiert. Ein klassisches Detektionssystem ist der Faraday
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Cup, eine becherformige Elektrode, bei der auftreffende Ionen ihre Ladung abgeben und so
einen detektierbaren Strom erzeugen. Sekundérelektronenvervielfacher (SEV]) setzten sich mit
der Einfiihrung scannender Massenspektrometer durch. Hier werden von den auf die Oberflé-
che auftreffenden Ionen nacheinander mehrere Kaskaden von Sekundérelektronen gebildet, die
letztendlich einen gut detektierbaren Strom erzeugen. In vielen modernen Massenspektrome-
tern werden zur Detektion Multikanalplatten (engl.: multi-channel plates, [MCP)) eingesetzt,
die aus einer Vielzahl mikroskopisch kleiner SEV bestehen und einen héheren Verstarkungs-
effekt aufweisen. Die genannten Detektoren zéhlen zu den ionenzédhlenden Detektoren, denen
die sogenannten Bildstromdetektoren, die bei Fourier-Transform (FT)-Massenspektrometern

eingesetzt werden, gegentiberstehen |3|.

1.1.1 Massenanalysatortypen

Im Laufe der Entwicklung der Massenspektrometrie wurden viele verschiedene Massensepara-
toren vorgestellt. Die Gemeinsamkeit der Massenseparatoren liegt darin, dass die lonensepa-
ration unter Hochvakuum betrieben wird, damit die Ionen kollisionsfrei das Detektionssystem
erreichen kénnen |2} |3]. Um die in der Ionenquelle gebildeten Ionen im Massenspektrometer
aufzutrennen, werden sie, meistens beschleunigt und durch Potentialfelder gelenkt, in den
Analysatorteil des Massenspektrometers iiberfithrt [8]. Die Trennung der Ionen nach m/z er-
folgt dann durch statische oder dynamische elektrische oder magnetische Felder oder feldfrei
tiber die Flug- bzw. Driftzeit |3]. Abhéngig von der analytischen Fragestellung und dem An-
wendungsfeld kommen verschiedene Massenanalysatoren zum Einsatz. Gebréduchliche Typen
sind Quadrupol-, Magnetsektorfeld-, Ionenfallen-, Flugzeit- (TOF) und Fourier-Transform-
Ionencyclotronresonanz- (ET-ICR])-Gerite [3]. Eine Neuentwicklung aus dem Jahr 2005 ist
die von MAKAROV entwickelte Orbitrap [10]. Auch Kombinationen der Massenanalysatoren
werden benutzt. Hierzu zédhlen [z.B] das Triple-Quadrupol- (QqQ) und das Quadrupol-TOF-
(q-TOF)-Massenspektrometer. Eine ausfiihrliche Beschreibung dieser Geréte tibersteigt den
Rahmen dieses Kapitels. Lediglich das Flugzeitmassenspektrometer wird im Folgenden né-
her erlautert. Zur Beschreibung anderer Massenanalysatortypen sei an dieser Stelle auf die

einschldgige Literatur verwiesen (z. B [3]).

Flugzeitmassenspektrometer

Die erste Beschreibung eines Flugzeitmassenspektrometers geht zuriick auf das Jahr 1946. Hier
stellte STEPHENS seine Uberlegungen fiir ein ,gepulstes Massenspektrometer mit zeitlicher
Dispersion” vor [11]. Ab Mitte der 1950er Jahre waren Time-of-flight (TOF)-Gerite dann fiir
die Kopplung mit der Gaschromatographie (GC) erhéltlich, wurden aber kurze Zeit spéter
durch die giinstigere GC-Quadrupol(MS) ersetzt. Die Renaissance der (TOF)MS begann in
den 1980er Jahren durch die Nutzung gepulster Ionenquellen wie [z. Bl der Matrix-assistierten
Laserdesorption /-ionisation (MALDI) |3|. Fiir kontinuierlich arbeitende Ionenquellen wie die

Elektrosprayionisation (ESI) werden heutzutage besonders die orthogonal beschleunigenden
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Flugzeitmassenspektrometer (engl.: orthogonal acceleration time-of-flight mass spectrometer,
0a{(TOF)MS) als Massenanalysator eingesetzt [12].

Die Massenseparation eines Flugzeitmassenspektrometers arbeitet im Gegensatz zu vielen der
anderen genannten Massenspektrometer in einem feldfreien Raum, der sogenannten Flugrdhre.
Das heifst, dass die Ionen keine Wechselwirkung mit elektrischen oder magnetischen Feldern
eingehen, um nach ihrem m/z getrennt zu werden. Ionen mit gleicher kinetischer Energie
Ej;n werden vielmehr nach einem erfolgten Beschleunigungsimpuls (dem sogenannten Pusher-
Impuls) durch einen Unterschied in ihrer Geschwindigkeit v bzw. dem daraus resultierenden
Unterschied ihrer Flugzeit auf einer definierten Strecke getrennt |1} [3].

Die Geschwindigkeit der durch ein Potential U beschleunigten Ionen ldsst sich unter Betrach-
tung ihrer kinetischen Energie Ej;, nach Gleichung berechnen und ist umgekehrt propor-
tional abhéngig von der Quadratwurzel ihrer Masse bzw. ihres m /z-Verhéltnisses, wenn sich

das Ion in einem Ruhezustand befand, wovon in erster Ndherung ausgegangen wird |[3].

m - v? 2-z-e-U
Eyin=2-¢-U= bzw. v=\—— 13] (1.1)
2 m

mit: z = Ladungszahl des Tons, e = Elementarladung (1,602 - 107'? C), U = Beschleunigungspotential (in V),

m = Tonenmasse (in kg) und v = Tonengeschwindigkeit (in ms ™)

Wird in Gleichung die Geschwindigkeit v durch v = s-t~! (mit: s = Flugstrecke und
t = Flugzeit) substituiert, folgt daraus Gleichung mit der die Flugzeit in einer definier-
ten, feldfreien Strecke proportional von der Quadratwurzel des m /z-Verhéiltnisses abhingig
ist. Ein gemeinsamer Startzeitpunkt der Ionen sowie eine moglichst kleine Verteilung ihrer
kinetischen Anfangsenergie ist hierbei eine Vorraussetzung. Ersteres wird erreicht, indem die
Ionen aus einer gepulsten Ionenquelle stammen oder als diskontinuierliche Pakete gesammelt
und zur Messung beschleunigt werden [3|. Eine Verringerung der Verteilung der kinetischen
Energie und somit eine Verbesserung der Massenauflosung kann durch das Benutzen eines
sogenannten Reflektrons erreicht werden [13|. Als Reflektron wird ein elektrostatischer Io-
nenspiegel bezeichnet, der meistens aus mit elektrischen Potentialen belegten Ringelektroden

zusammengesetzt ist |2} |3].

t=—r \[ 3] (1.2)

mit: ¢ = Flugzeit (in s) und s = Flugstrecke (in m)

Aus Gleichung geht hervor, dass Ionen mit kleiner Masse eine kiirzere Flugzeit haben
als Tonen mit groferer Masse [1|. Durch Messen des Zeitintervalls zwischen dem Beschleuni-

gungsimpuls und dem Auftreffen am Detektor wird mit den gerdtespezifischen Parametern U
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und s das m/z-Verhiltnis bestimmt. Der Vorteil, der sich hieraus fiir das [(TOF)MS| ergibt,
ist ein prinzipiell unbegrenzter Massenbereich |1, [3]. Limitiert wird dies allerdings durch die
Anforderung an den Detektor, immer kiirzere Zeitintervalle At fiir gegebene Am /z -Werte

bei der Bestimmung immer grofer werdender m/z zu messen |[3].

Die Massenauflosung R kommerzieller Flugzeitmassenspektrometer liegt bei etwa 3000 [2].
Hierbei wird die Massendifferenz Am bzw. Am/z zweier Signale, die bei einer definierten

Masse m (oder m/z) aufgetrennt werden konnen, als Massenauflosung (gegeben durch Glei-
chung [1.3) bezeichnet [3].

m m/z

=—=—" P 1.
R= A 2, 3] (1.3)

Einfache Reflektrongerite arbeiten mit der sogenannten v-Optik (einfache Reflexion der Io-
nen). Die Massenauflésung wird mit nacheinander geschalteten Reflektrons (z. Bl w-Optik,
doppelte Reflexion) nochmal deutlich erhoht, sodass moderne Systeme eine Mas-
senauflosung zwischen 40000 und 100000 aufweisen |3} [14]. Verglichen mit den anderen o.g.
Massenanalysatoren weist das noch weitere Vorteile auf: Im Gegensatz zu scan-
nenden Massenspektrometern wie dem Quadrupol-MS wird keines der beschleunigten Ionen
diskriminiert [1]. Es eignet sich besonders durch hohe Repetitionsraten (bis zu 30000 Hz) fiir
schnelle Tonisationsprozesse und nimmt in einer gegebenen Zeit mehr Massenspektren auf als
bspw. Magnetsektorfeldgerite |3| |15]. Das Design und die Bauweise eines sind ver-
gleichsweise einfach und giinstig [2, 3] und eine Kalibration der Massenskala kann iiber nur
zwei Punkte erfolgen [1]. Time-of-flight-Massenspektrometer erlauben die Bestimmung exak-
ter Massen (Massengenauigkeit < 1ppm) und sie lassen sich fiir die Tandem-MS mit
Quadrupol-Stofszellen koppeln.

1.1.2 Tonisation

Fiir die massenspektrometrische Analyse ist die Bildung von Ionen unerlésslich. Wichtig ist
hierbei iz die Ionenausbeute und Reproduzierbarkeit der Ionenbildung [2]. Die Ionen wer-
den in der sogenannten Ionenquelle gebildet. Die Bildung eines positiven Ions erfolgt meist
durch Entfernen eines Elektrons aus dem hochstbesetzten Molekiilorbital (HOMO) des Mo-
lekiils [4]. Die hierfiir aufzubringende Ionisierungsenergie liegt fiir die meisten Molekiile im
Bereich von etwa 7 bis 15€V [3]|. Durch welchen Prozess diese Energie aufgebracht wird, hiangt
von der gewéhlten Ionisationsmethode ab, die aus einer grofen Bandbreite verschiedener Io-
nisationsarten gewéhlt werden kann. Diese Vielfalt ermdglicht es, nahezu jede Verbindung
massenspektrometrisch zu erfassen [3].

Ionisationsmethoden werden héufig in verschiedene Kategorien eingeteilt. Gebrduchlich ist
die Einteilung in harte und weiche oder — in Abhéngigkeit vom vorherrschenden Druck bei

der Tonisation — in (Hoch-)Vakuum- (HV) und Atmosphérendruckionisationsmethoden (AP)



1 Theoretische Grundlagen

[2]. Unter AP-Bedingungen wird bei auftretenden chemischen Reaktionen hauptséichlich das
thermodynamisch kontrollierte Produkt gebildet. Durch die geringe Teilchenzahldichte unter
HV-Bedingungen ist dagegen die Bildung des kinetisch kontrollierten Produktions begiins-
tigt |3} |16]. Bei der harten Ionisation wird einem Molekiil ein Vielfaches der zur Ionisation
benétigten Energie zugefiihrt. Je nach Molekiilstruktur fiihrt dies zum Teil zur Bildung von
Fragmentionen. Weiche Ionisationsmethoden hingegen bilden Molekiil- (m) oder protonier-
ten Molekiilionen , die fiir weitere Strukturinformationen einer nachgeschalteten
StoRinitiierung (z. Bl kollisions-induzierte Dissoziation, [CID], engl.: collision-induced dissocia-
tion) unterworfen werden missen |2, 17, [18].

Die klassische und bei weitem wichtigste (harte HV-)Methode, insbesondere fiir fliichtige Ver-
bindungen, ist die sogenannte Elektronenstofionisation ([EI, engl.: electron ionization oder
electron impact ionization), bei der die Analyten senkrecht zu ihrem Fluss mit einem Strahl
thermischer Elektronen mit einer kinetischen Energie von (meistens) 70 eV beschossen werden
[2H4) [7]. Der wichtigste dabei auftretende Ionisierungsprozess (die Bildung von Radikalkatio-
nen (MF)) wird durch Gleichung beschrieben. Im Allgemeinen findet diese Reaktion bei
einem Druck von etwa 104 Pa statt, um nachfolgende bimolekulare Reaktionen zu unterbin-
den [3]. Daneben kommt es auch zur Bildung mehrfach geladener Kationen oder auch Anionen
[4]. Zudem fiihrt die insbesondere zu Standardisierungszwecken, fiir [z.BJ] den Vergleich mit
Datanbanken, genutzte Elektronenenergie von 70eV durch eine hohe Uberschussenergie zu
Fragmentierung der Analyten. Die erhaltenen Massenspektren kénnen dadurch maa fiir die

Strukturaufkldrung herangezogen werden [2].
M+e —MFl+2e” (R1.1)

Neben der heute insbesondere fiir die gaschromatographische Analyse von organischen Mole-
kiilen eingesetzten EI wird auch die chemische Ionisation (chemische Ionisation (CIJ), engl.:
chemical ionization) genutzt |2]. Diese gilt als weichere lonisationsmethode als die EI und
liefert dem Anwender hiufig eine direkte Information iiber die Molekiilmasse [3]. Die Ionisa-
tion erfolgt durch unterschiedliche, bimolekulare Ion-Molekiil-Reaktionen (Protonentransfexﬂ,
elektrophile Addition, Anionabstraktion oder Ladungsaustausch) in der Gasphase (Gleichun-
gen bis [3]). Fiir diese Reaktionen wird ein ionisiertes Reaktandgas (z.BJ]Methan,
Butan, Ammoniak ) benétigt, das den neutralen Analyten M ionisiert [3].

R1.2
R1.3
R1.4
R1.5

M + [BH]+ — +B (Protonentransfer
M + Xt — [M+X]+ (elektrophile Addition
M + Xt — [N[—A]Jr + AX (Anionenabstraktion

)
)
)
M + Xt — + X (Ladungsaustausch )

) (
) (
) (
) (

Neben der Ionisation durch Elektronen oder geladene Molekiile kann in der HV-Ionisation auch

'bspw. von einem Reaktandgasion der Form [BH|*
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eine Wechselwirkung mit einem oder mehreren energiereichen Photonen zur Bildung von Ionen
fithren [4]. Bei ausreichend hoher bzw. iiberschiissiger Photonenenergie tritt gegebenenfalls
eine Fragmentation des Analyten auf [19]. Bekannte Photoionisationsverfahren sind die laser
microprobe mass spectrometry (LAMMA) oder die resonanzverstéarkte Multiphotonionisation
(engl.: resonance-enhanced multi-photon ionization, REMPI)). Zur Photoionisation werden
haufig Laser als Photonenquellen verwendet. Da diese oftmals gepulst betrieben werden, bietet
sich eine Kopplung mit ebenfalls gepulsten Massenspektrometern wie dem an |4
20).

1.1.3 Atmosphéirendruckionisationsmethoden

Der Arbeitsdruck eines Massenanalysators liegt allgemein in einem Bereich von etwa 10~ bis
1075 Pa |21]. Die Kopplung der Ionisationen bei Atmosphirendruck (ca. 10° Pa) an ein Mas-
senspektrometer stellt aufgrund des grofen Druckunterschiedes eine Herausforderung dar [22].
Zum Aufrechterhalten des Vakuums muss die Menge an eintretendem Gas in das MS begrenzt
sein, zeitgleich aber einen ausreichenden Transfer der Ionen gewéhrleisten [21]. Besonders die
Kopplung mit fliisssigchromatographischen Trennungsystemen fiihrt zu grofsen Mengen an gas-
formigen Losungsmitteln, die von den Ionen abgetrennt werden miissen. Beide Bedingungen
werden zum einen durch sogenannte differentielle Pumpstufen und zum anderen durch das
Design moderner Atmosphéarendruckionisations- (API)-Quellen erreicht, bei denen die Ionen
iiber elektrische Felder oder fluiddynamisch in das Massenspektrometer eingebracht werden.
Eine Anforderung an die API ist, dass moglichst viele Molekiilklassen (polare bis unpolare
Analyten) ionisiert werden kénnen. Hierfiir wurden in der Forschung viele Ionisationsquel-
len entwickelt, von denen allerdings nur wenige eine breite Akzeptanz gefunden haben [21].
Die kommerziell erfolgreichsten [APHonisationsmethoden, insbesondere fiir die LC-MS, sind
die Elektrosprayionisation ([ESI)) und die chemische Ionisation bei Atmosphérendruck (engl.:
atmospheric-pressure chemical ionization, [APCI) [21], die nachfolgend neben den neueren
Entwicklungen [APPIl (Atmosphérendruckphotoionisation, engl.: atmospheric-pressure photo
ionization) und [APLI (Atmosphéarendrucklaserionisation, engl.: atmospheric-pressure laser io-

nization) beschrieben werden.

1.1.3.1 [EST

Im Jahr 1984 wurden die ersten [ESIFMS-Applikationen von FENN vorgestellt, fiir die er im
Jahr 2002 den Chemie-Nobelpreis bekam [3] 21} 23 24]. FENN nutzte fiir seine Arbeiten eine
geerdete Stahlkapillare und eine zylindrische Gegenelektrode an einer Hochspannungsversor-
gung |21} 25]. Beim [ESITHProzess liegt zwischen der (Spriih-)Kapillare und der Gegenelektrode
ein Potential von ca. 3 bis 4kV an, und oftmals wird zur Unterstiitzung des Spriithprozesses
sowie zur Bildung eines feinen Nebels die Nadel mit einem Gasstrom umspiilt. Die hohe elek-
trische Feldstédrke an der Kapillarspitze fiihrt zu einer partiellen Trennung der positiv und

negativ geladenen Ionen der Losung und zur Ausbildung eines fiir den positiven ESI-Prozess
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mit Kationen angereicherten Meniskus, dem sogenannten Taylorcone. Der Uberschuss an posi-
tiven Ladungstragern fiihrt zu einer Instabilitdt des Meniskus, der dadurch Analyt enthaltene,
geladene Tropfchen freisetzt [26]. Das im entstehenden sogenannten Elektrospray enthaltene
Losungsmittel wird — oftmals unterstiitzt — von einem warmen, gegenfliefsenden Stickstoffstrom
(Drygas genannt) verdampft [3|. Die geladenen Tropfchen verlieren so stetig Losungsmittel
und die letztlich freiwerdenden, durch Ladungsiibertragung ionisierten Analyten werden dem
Massenspektrometer (durch attraktive elektrische Potentiale) zugefiihrt [3, 27].

Die ESI gilt als weiche Ionisationsmethode, mit der hauptséichlich einfach geladene protonier-
te Molekiilionen , deren Analoga mit mehreren Ladungen oder deprotonierte Ionen
erhalten werden |3, 21, 28|. Sie eignet sich zur effektiven Ionisation von kleinen Analyten
wie quarternidren Aminen, Phospholipiden, ionischen Metallkomplexen oder einfachen, leicht
ladungsannehmenden anorganischen und organischen Verbindungen sowie hervorragend fiir
die Tonisation von groRen, bis zu mehreren hunderttausend Dalton ([Dal) schweren Biomole-
kiilen wie Proteinen, Peptiden und Nucleinsduren [3, 18]. Allgemein lassen sich mit Hilfe der
ESI nicht- oder schwerfliichtige, thermolabile und mittel- bis sehr polare Analyten als Ton zur
massenspektrometrischen Analyse in die Gasphase iiberfiihren [21].

In Verbindung mit der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) als Trennmethode
konnte die ESI mit allen Massenanalysatoren (z Bl Quadrupol-, Ionenfallen- und
gekoppelt werden |15, [29-32|. Durch den breiten Anwendungsbereich, die gute Sensitivitét
und Prézision ist die ESI das bekannteste und meistgenutzte lonisationsverfahren fiir die
[API Massenspektrometrie [3, 33|, deren Anwendbarkeit und analytische Leistungsfiahigkeit sie

entschiedend beeinflusst und vorangetrieben hat [28].

1.1.3.2 APCI

Neben der ESI existieren weitere [APHonisationsmethoden. Die chemische Tonisation bei At-
mosphérendruck (APCI) — wie die ESI eine weiche Ionisationsmethode [18] — ermoglicht die
Analyse kleiner bis mittlerer, semipolarer Analyten und bedient sich dabei der chemischen
Ionisation in der Gasphase zur Bildung von protonierten Molekiilionen [18]. Che-
mische Ionisationen sind abhéngig von der Anzahl stattfindender Stéfe. Daher wird mit der
APCI — im Unterschied zur klassischen CI unter Hochvakuumbedingungen — eine grofere An-
zahl Ionen pro Zeiteinheit gebildet und somit eine erhéhte Empfindlichkeit erreicht, da unter
[AP}Bedingungen mehr Stofe pro Zeit- und Volumeneinheit stattfinden konnen.

Entwickelt wurde die APCI im Jahr 1973 von HORNING fiir die LC-MS-Kopplung, bei der
eine radioaktive %3Ni-Quelle zur Erzeugung der bendtigten Primérionen genutzt wurde |3,
21, |34]. Heutzutage erfolgt die Ionenerzeugung durch eine Koronaentladung an einer Punkt-
elektrode, die hdufig eine Nadelform aufweist. Die Effizienz bzw. die Ionenausbeute konnte
durch diese Weiterentwicklung signifikant (um ca. einen Faktor 100 [35]) erhoht werden [3].
An der in die [APMHonenquelle ragende Nadel wird ein hohes elektrisches Potential angelegt,
was zu starken Feldgradienten an der Nadelspitze und zur Ausbildung der Koronaentladung

fiihrt. Die im elektrischen Feld stark beschleunigten Elektronen fithren i zur Ionisation von
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Stickstoff. Die entstehenden Radikalkationen des Stickstoffs (N,*') beginnen eine komplexe
Ion-Molekiilreaktionskaskade (siche Gleichungen [R 1.6 bis [R 1.12)), die iiber entstehende pro-
tonengebundene Wassercluster (|[(H,O), +H]|") in der Bildung eines protonierten Molekiilions
([M+H]|"]) des — iiber ein Thermospray in die Quelle eingebrachten — Analyten miindet |3, 16,
34].

N, +e” — Ny +2e” (R1.6)

N, ™ + 2N, — N, + N, (R1.7)

N,* +H,0 — H,0" + 2N, (R1.8)

H,0" + H,0 — H,0" + OH’ (R1.9)

H,0" + H,0 + N, — [(H20)2+H|T + N, (R1.10)
[(HeO)p1 +H]T + H,0 + N, = [(H20), +H]|T + N, (R1.11)
[(HyO)n+H]" + M == [M+H[*]+ nH,0 (R1.12)

Dieser Reaktionsweg stellt die bislang in der Literatur anerkannten Vorgénge fiir diese Io-
nisation dar. Nach neuen Erkenntnissen findet Reaktion nur statt, wenn die Aciditét
des Clusters grofs genug ist, um eine direkte Protonierung des Analyten M zu ermdglichen,
was [L.d. R unter den gegebenen Bedingungen in [APHonenquellen nicht der Fall ist. Viel-
mehr kann der Mechanismus durch Gleichung erweitert werden. Hiernach wird das
Analytmolekiil zunéchst in einen protonengebundenen Wassercluster eingelagert (z.B.Jdurch
Ligandenaustausch oder Ligandenanlagerung), um anschliefend im Transmissionsbereich des
Massenspektrometers nach erfolgten Clusterabbaureaktionen durch als protoniertes Mol-
kiilion zu verbleiben (Gleichung [36].

[(H2O)p1 +H]T + M + N, = [(H20)y1 +M+H|]" + N, (R1.13)
[(H0)+M+H]|" + N, — [M+H[F|+ H,0 + N, (R1.14)

Wichtig fiir den Ionisationsprozess bei APCI ist das Vorhandensein des Analyten in der Gas-
phase, da nur dort die oben beschriebenen Reaktionen stattfinden |28|. Das erwéhnte Ther-
mospray wird dabei durch einen beheizbaren, pneumatisch assistierten Sprayer erzeugt und
e fiir die Kopplung der HPLC an die APCI genutzt [37H39]. Im Gegensatz zur ESI, die
im Grunde nur fiir fliissigchromatographische Trennstufen Verwendung findet, kann die APCI
zusitzlich in Kombination mit der Gaschromatographie [40| eingesetzt werden. Bekannte An-
wendungen der GC-APCI sind Analysenverfahren fiir mittelpolare Verbindungen wie Pestizi-
de [41}, 42|, Pharma- und Umweltproben [43|. Zudem kann die APCI in Kombination mit der
superkritischen Flissigkeitschromatographie (SEC]) [44 45] und der Kapillarelektrophorese
(engl.: capillary electrophoresis, [CE]) [35| |46| [47] eingesetzt werden.
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1.1.3.3 APPI

Sowohl die ESI als auch die APCI ionisieren unpolare Substanzen nur unzureichend gut [28].
Die [APPI ergénzt diese Liicke im Anwendungsspektrum der AP-Methoden und ermdglicht
eine lonisation unpolarer Analyten [48]. Die [APPI wurde im Jahr 2000 von SYAGE [49] und
unabhéngig davon im selben Jahr von ROBB [50] als Ionisationsmethode fiir die Massenspek-
trometrie vorgestellt |51]. Die erste Photoionisation wurde jedoch bereits im Jahr 1976 fiir die
Kopplung mit einem GC |48 52-54] entwickelt und 1982 um eine Kopplung mit der LC erwei-
tert |48, 55, [56]. Neben der Massenspektrometrie wird die APPI auch fiir die Ionen-Mobilitéts-
Spektrometrie (IMS) als Ionisationsmethode eingesetzt [48, 51]. Als Photonenquellen werden
verschlossene Gasentladungslampen eingesetzt, deren emittierte Photonen Energien um et-
wa 10eV besitzen (Vakuum-UV-Bereich), wie die hdufig genutzte Krypton-Entladungslampe
(Emission bei 10,0 und 10,6 €V) |28]. Weitere Lampentypen nutzen beispielsweise H, (10,2 V),
Ar (11,2eV) oder Xe (8,4€V) als Lampengase |3}, 48, |50, 52].

Analog zu APCI und ESI ist die APPI eine weiche Ionisationsmethode, bei der die gebil-
deten Ionen selten fragmentieren [48|. Vielfach wurde die APPI bereits fiir die Analyse von
Pestiziden, Carbamaten, Phenylharnstoffen, polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstof-
fen (PAK]) und weiteren Verbindungen sowohl in Kombination mit Fliissigkeitschromatogra-
phie (LJ), [GQ oder auch eingesetzt [35], 4850} |57H61].

Der Aufbau einer APPI-Tonenquelle fiir die LC-Kopplung gleicht dem einer APCI-Quelle.
Beide nutzen einen beheizbaren, pneumatisch assistierten Sprayer, um das Eluat in die Gas-
phase zu iiberfiihren. Lediglich die Koronaentladung wird durch die VUV-Lampe ersetzt [3].
Die Analytionisation bei der APPI ist folglich differenziert zur APCI zu betrachten. Die
AP-Photoionisation verlduft hauptséchlich indirekt iiber Reaktionen mit photoionisierten Lo6-
sungsmittelmolekiilen oder anderen, zugesetzten Verbindungen (Dopanten) zu protonierten
Molekiilionen ([M-+H]|")) und nur vereinzelt {iber eine direkte Photoionisation des Analyten
zum Radikalkation (M) [48]. In vielen Fillen ist die Photonenenergie kleiner als die Tonisa-
tionsenergie der entsprechenden Verbindung, wodurch lediglich eine elektronische Anregung
erfolgt (Gleichung . Der seltenere Fall der direkten Photoionisation ist in Gleichung
dargestellt [3]. Im Falle der direkten Photoionisation verlduft die Ionisationsreaktion

bei der APPI als Einphotonenionisationsprozess.

M+ hy — M* (elektronische Anregung) (R 1.15)

M+hy — M* — m—l— e (direkte Photoionisation) (R 1.16)

Hierbei kann M ein Analyt-, Losungsmittel- oder Dopantmolekiil sein. Die direkte Ionisation
erfolgt, wenn die Photonenenergie grofer als die lonisierungsenergie von M ist und das an-
geregte Molekiil M* nicht vor der Ionisation durch Photorelaxation, Photodissoziation oder

Stoféléschungﬂ verloren geht. Zur Optimierung des Ionisationsprozesses wird bei der APPI oft-

2Diese Reaktionsgleichungen werden hier nicht weiter aufgefiihrt. Es wird dazu auf die einschlégige Literatur
verwiesen |3 48]
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mals ein Dopant (teilweise in grokem Uberschuss) eingesetzt, da die direkte Ionisation eines
Analyten durch Photonenabsorption der Matrixmolekiile nur eine geringe Effizienz aufweist.
Der Dopant hat hierbei die Aufgabe, als Intermediat die Analyten iiber Protonenabgabe oder
Ladungsaustausch zu ionisieren und so die Zahl der erzeugten Analytionen signifikant zu er-
hohen [48|. Fiir zugesetzte Dopanten (D) miissen diese Bedingungen erfiillt sein, damit eine
nachfolgende, indirekte Ionisation der Analyten erfolgen kamﬂ Zudem sollten die gebildeten
Dopantionen eine hohe Rekombinationenergie und eine niedrige Protonenaffinitdt aufweisen,
um weiterfithrenden Reaktionen zur Verfiigung stehen zu konnen [48|. Der Verlust gebildeter
Radikalkationen MT Jiiber die genannten Rekombinationsprozesse kann durch die Gleichungen
[R117 und [R1.18 fiir die Autorekombination [bzw] die moderierte Rekombination mit einem
Stofspartner N erfolgen [3].

+ e~ —» M* (Rekombination) (R 1.17)
MFl+e  +N— M+N (moderierte Rekombination) (R1.18)

In der Literatur werden die bereits angesprochenen, indirekten Reaktionen mit Losungsmittel-
molekiilen oder zugesetzten Dopanten mithilfe der Gleichungen [R'1.19] bis [R'T.21] beschrieben
[3, 48, 62|. Eine nach Gleichung erfolgte Ionisation eines Dopanten D zum Radikalkati-
on D™ kann demnach durch Ladungsiibertragung zu einem erwiinschten Radikalkation
des Analyten M fithren (Gleichung. Ein ebenfalls erwiinschter, moglicher zweiter Weg,
um zu einem Analytion zu gelangen, ist die Bildung des protonierten Molekiilions
durch eine Reaktand-Ionen-Bildung mit einem Losungsmittelmolekiil S (Gleichung ,
gefolgt von einem Protonentransfer auf den Analyten M (Gleichung .

D" +M—M"+D (R1.19)
Dt +S — [D-H] + [S+H|" (R 1.20)
[S+H]T +M — S+ [M+H]" (R1.21)

Diese einfachen, direkten Mechanismen zur lonisierung des Analyten M bei APPI sind al-
lerdings eher auf die Bauweise der Ionen-Transmissionsbereiche moderner Massenspektro-
meter zuriickzufithren [36]. Isolierte Ionen bilden in der wasserhaltigen Gasphase einer AP-
Ionenquelle sehr schnell Wassercluster, sodass — wie bereits beim APCI-Ionisationsprozess —
Gleichung zundchst um die Bildung von protonengebundenen Analyt-Wasserclustern
erweitert werden muss (vgl. Gleichung[R 1.13), da die Gasphasenaciditit des [S+H|* (genauer:
[Sp+H|™ mit n > 4) im Allgemeinen nicht ausreicht, um den Analyten M direkt zu protonie-
ren. Die Bildung eines freien Analytions erfolgt dann wiederum im Transmissionsbereich des
Massenspektrometers durch Clusterabbaureaktionen nach Gleichung [36].

Ob mit der APPI Radikalkationen oder protonierte Molekiilionen detektiert werden, hingt

stark von der Kombination aus verwendeter Lichtquelle, Losungsmittel, zugesetztem Dopan-

30ftmals eingesetzte Dopanten sind Toluol, Aceton oder Anisol |50} [51} [62].
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ten und letztlich auch vom Analyten selbst ab. Basische Molekiile zeigen vermehrt Bildung
von protonierten Molekiilionen, wéahrend unpolare Analyten tendenziell eher Radikalkationen
bilden. Vielfach kénnen jedoch beide Ionenarten beobachtet werden |3, 28].

1.1.3.4 APLI

Eine weitere bei Atmosphérendruck operierende Photoionisationsmethode ist die im Jahr
2005 an der Bergischen Universitit Wuppertal entwickelte [APLI] |28 63]. Die [APLIl erweitert
die bestehenden AP-Ionisationsmethoden um einen selektiven Ionisationsprozess fiir einfache,
polymere oder polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK]) bzw. Hetero{PAK] |28].
Fiir diese Substanzklassen gilt die APLI als ultra-sensitiv 28| |54} 64]. Mittlerweile ist der
Einsatzbereich der APLI jedoch nicht nur auf mittel- bis unpolare aromatische Systeme be-
schrinkt. Polare aliphatische Verbindungen wie [z.BJ] Alkohole, Amine, Carbonsiuren oder
Aminoséuren) sind durch Derivatisierungsreaktionen mit Anthracen-basierten Ionisationsla-
beln ebenfalls zugénglich [65-67).

Das Ionisationsprinzip der APLI zur Bildung von Primérionen basiert, im Gegensatz zur
Einphotonenionisation in der APPI, auf einem resonanzverstirkten Zwei-Photonen Ionisati-
onsprozess ((m+n)-REMPI mit m = n = 1) mit weniger energiereichen Photonen des nahen
UV-Bereichs [28]. Der Ionisationsprozess fiihrt nur zu einer geringen Uberschussenergie der
Analytmolekiile in der APLI. Zudem kann diese Energie stoffkontrolliert an Umgebungsga-
se in der Ionenquelle abgegeben werden [68]. Das Schema dieser Ionisation kann durch die
Gleichungen [R 1.22| und [R 1.23] |28, |51} |54] beschrieben werden.

M+ mhy — M* (R1.22)
M* +nhy — MF]4+ e (R1.23)

Im ersten Schritt erfolgt die resonante Anregung (Photon m) in einen relativ langlebigen
Ubergangszustand (M*). Bei ausreichend hohen Photonendichten (gréfer 1 MW cm™2), wie
sie von Lasern bereitgestellt werden [69], erfolgt aus diesem Zustand innerhalb der Lebens-
dauer durch Absorption eines zweiten Photons n die Bildung eines Radikalkations (MT) [28].
Dieses stellt das hauptséchlich detektierte Ion fiir einen Grofteil der mit APLI ionisierbaren
Analyten dar |28, 66]. Durch verschiedene, dem Ionisationsprozess nachgelagerte und davon
unabhéngige, Prozesse kann es zur Bildung anderer Spezies als dem Radikalkation kommen.
Substanzen, die eine hohe Gasphasenbasizitit aufweisen, wie z. B Nicotin oder 7,9-Dimethyl-
benz|c|acridin (7,9-DMBA)), neigen durch Reaktionen mit Protonendonatoren zur Bildung
von protonierten Molekiilionen . Fragmentierung wird bei APLI als Ionisationspro-
zess generell nicht beobachtet |70]. Dennoch kénnen aus nachgelagerten Prozessen, im
Einlassbereich des Massenspektrometers, durch Fragmente gebildet werden [68, |71].

Im Gegensatz zur klassischen REMPI findet bei der APLI die resonante Zwei-Photonenionisa-
tion jedoch nicht im Vakuum, sondern unter Atmosphéirendruck statt. Bei der Expansion ins

Vakuum (im sogenannten Jet) kiihlen die Analyten adiabatisch ab. Die rovibronische Tem-
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peratur liegt fiir gewohnlich unter etwa 10 K [28|. Dies fiihrt bei der Jet-REMPI zu scharfen
UV-Ubergiingen zwischen Molekiilzustinden [72]. Die rovibronische Abkiihlung entfillt fiir die
Laserionisation bei Atmosphérendruck, sodass die Molekiile durch iiberlappende, angeregte
rotatorische und vibronische Zusténde tiber sehr breite Absorptionsbanden verfiigen |72|, was
den Einsatz festfrequenter Hochleistungslaser mit sehr grofen Energiedichten erméglicht |20,
28].

Besonders aromatische Kohlenwasserstoffe lassen sich so sehr selektiv und effizient tiber (1+4-1)-
REMPI-Prozesse ionisieren |20} 28|. Sie besitzen grofe, lineare Absorptionsquerschnitte im
nahen UV-Bereich sowie relativ langlebige Ubergangszustinde [28|. Besonders polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe haben hohe Zustandsdichten im Bereich von 4 bis 7€V [68]. Ih-
re Tonisierungsenergien (IE) liegen nur knapp dariiber (z.B] IE(Naphthatiny 8:1 €V, IE Anthracen)
7,4¢V [3]) und unter 10 eV, wodurch die Kombination zweier Photonen eines KrF*-Excimer-
lasers (A = 248 nm, entspricht 5 eV) zur schonenden Ionisation ausreicht. Die meisten géngigen
Losungsmittel, z B solche, die als mobile Phase in der HPLC genutzt werden, oder die in
einer AP-Ionisationsquelle vorhandenen Gase besitzen keine erreichbaren Ubergangszustinde
im nahen UV-Bereich, sodass diese transparent fiir die (meisten) bei der APLI eingesetzten
Laserwellenléngen sind |63]. Neben dem KrF*-Excimerlaser konnen fiir die APLI auch ArF* (A
=193 nm), XeCl* (A = 308 nm) oder frequenzvervierfachte Nd:YAGHLaser (Neodym-dotiertes
Yttrium-Aluminium-Granat, A = 266 nm) eingesetzt werden |63} |73]. Eine schematische Uber-
sicht iber die Photonenanregung von einfachen Aromaten, polyzyklischen Aromaten und gén-
gigen Losungsmitteln ist in Abbildung dargestellt.

Energie Aromaten, z.B. PAK, z.B.
Lésemittel, z.B.
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Photonenanregung / -ionisation
Eine Kombination der APLI mit geeigenten Massenanalysatoren erlaubt eine selektive und

ultra-sensitive Analytik fiir PAKl Vorgeschaltete chromatographische Trennstufen erhéhen
zudem die Leistungsfahigkeit der APLI-MS als Analysenmethode. HPLC |28, |74], GC |54,
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74] und CEC [51] konnten als Trennmethoden erfolgreich mit APLI-MS gekoppelt werden.

APLI wurde zudem bereits als Ionisationsmethode an verschiedenen Massenanalysatoren

((TOF)MS] Iontrap und [ET-ICR]) eingesetzt [74H76].

1.2 Superkritische Fliissigkeitschromatographie

Die Gaschromatographie und die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie zéhlen nicht zu-
letzt durch ihr weit gefasstes Einsatzfeld und ihren hdufigen Gebrauch zu den ultimativen
Standardmethoden in der chemischen Analytik. In nahezu jedem Bereich der analytischen
Chemie sind diese beiden Methoden anzutreffen. Es existieren jedoch fiir einige spezielle An-
wendungen noch weitere Trenntechniken. Fiir schnelle qualitative Aussagen iiber Synthese-
umsatze wird die Diinnschichtchromatographie verwendet. Viele Trennungen lassen sich auch
mit der Kapillarelektrophorese und deren Varianten realisieren. Eine in den letzten Jahren
wieder aufkeimende Nischentechnik ist die superkritische Fliissigkeitschromatographie (engl.:
supercritical-fluid chromatography). Sie ist eine der neuesten chromatographischen Trenn-
techniken, die in der modernen Wissenschaft eingesetzt werden [77]. Das Interesse an der SFC

und ihren Applikationsmoglichkeiten nimmt seit einigen Jahren vermehrt zu [78§].

1.2.1 Der superkritische Zustand

Im Gegensatz zu den klassischen Chromatographiemethoden [HPLC] und [GC| wird in der su-
perkritischen Fliissigkeitschromatographie (SFC) eine mobile Phase genutzt, deren thermo-
dynamischer Zustand als iiber- bzw. superkritisch bezeichnet wird [79]. Das bedeutet, dass
sowohl die kritische Temperatur Tj,; als auch der kritische Druck pg,;; tiberschritten sind.

Einige Daten ausgewéhlter superkritischer Substanzen sind in Tabelle [I.1] gegentibergestellt.

Tabelle 1.1: Daten ausgesuchter superkritischer Substanzen — entnommen aus |80/{83|

Therit Dkrit Pkrit

[°C] [MPa]  [gmL ']
CO, 31,0 7,38 0,47
N,O 36,4 7,26 0,45
SF, 455 3,77 0,74
NH, 132,4 11,35 0,24
n-Butan 152,0 37,5 0,23
n-Pentan 196,6 3,37 0,23
H,O 3744 22,2 0,31

In einem Phasendiagramm bilden T},;; und pg,;; den sogenannten kritischen Punkt. Wie in
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Abbildung[T-2]im schematischen Phasendiagramm fiir Kohlenstoffdioxid zu erkennen, ist keine
klare Phasengrenze zwischen der Gas- und der fliissigen Phase oberhalb des kritischen Punktes
eingezeichnet. Dies entspricht auch dem realen Verhalten: Bei iiberkritischen Fluiden gleichen
sich die Dichten der Fliissigkeit und des Gases an, wodurch eine Unterschiedung zwischen den
beiden Phasen nicht mehr moglich ist .

Druck p
[bar]

L
73.8

; ! i \ Temperatur T
78,5 -56,6 Tt 31.0 7

Abbildung 1.2: Phasendiagramm von CO,

Die erste Entdeckung des iiberkritischen Zustands im Jahr 1822 geht auf den franzoésischen
Physiker DE LA TOUR zuriick . ANDREWS war der erste, der eine vollstandige Be-
schreibung der Druck-Volumen-Temperaturbeziehung von CO, lieferte . Gegeniiber ei-
ner Fliissigkeit zeichnet sich der iiberkritische Zustand durch eine geringere Dichte, niedrigere
Viskositéat und erhohte Diffusionskoeffizienten aus . Ein Vergleich der Dichte, Viskositét

und Diffusionskoeffizienten von Gasen, Fliissigkeiten und superkritischen Fluiden ist in Ta-

belle [T.2] gegeben.

Die Dichte eines superkritischen Fluids liegt zwischen der Dichte eines Gases und einer Fliissig-
keit. Zudem ist sie iiber den Druck (wie bei einem Gas) einstellbar [7]. Das Losungsvermogen,
welches von der Dichte und der Temperatur abhéngig ist , ist verglichen mit dem eines
Gases bei einem superkritischem Fluid aufierordentlich stark erhéht (etwa drei Grofenord-
nungen) , . Es ist somit in etwa so stark wie das Losungsvermogen einer Flissigkeit.
So 16st beispielsweise superkritisches CO, ohne weiteres Alkane mit iiber 30 Kohlenstoffato-
men, Di-n-alkylphthalate mit Alkylkettenlingen von bis zu 16 C-Atomen sowie polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe . Viele industrielle und analytische Extraktionsprozesse
werden seit langerer Zeit mit superkritischem CO, durchgefiihrt und sind unter dem Begriff
superkritische Fliissigkeitsextraktion (engl.: supercritical-fluid extraction) (SEE]) bekannt
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91). Hierunter fallen bspw. die Koffeinextraktion aus Kaffeebohnen [79,92, 93|, die Extraktion
von Hopfen [93| oder die Nicotinextraktion aus Tabak [94].

Tabelle 1.2: Vergleich der charakteristischen Stoffdaten von superkritischen Fluiden, Gasen und Fliissigkeiten
— entnommen und geéndert aus [82]

superkritisches . . .
Gas Fluid Fliissigkeit
g‘g:e?)] 0,6-1073-2-1072 0,2-0,5 0,6 - 2
Viskositat

11 1-107%-3-10*  1-107%-3-107* 02-1072-3-10"2
[gem™ s

Diffusionskoeffizient

5 1 0,1-04 1074-103 0,2-10°-2-107°
[cm?®s™]

1.2.2 Chromatographie mit superkritischen mobilen Phasen

Das gute Losungsverhalten von superkritischen Fluiden kann auch fiir die Chromatographie
genutzt werden. Allgemein gilt die SFC als eine Hybm'dtechmkﬁ zwischen Gas- und Fliissig-
keitschromatographie, die die Vorteile beider Methoden vereint [95, 96| und Defizite beider
Methoden ausgleicht [97]. Die SFC soll die Analyten annédhernd mit der Gasgeschwindigkeit ei-

ner GC vorantreiben und dabei die Analyten solvatisieren wie die Fliissigkeit einer HPLC [98].

In der Gaschromatographie fithren die sehr hohen Diffusionskoeffizienten und die geringe
Viskositéat der Gase zu einer sehr groflen Trenneffizienz. Ein weiterer Vorteil dieser Technik
ist die Anwendbarkeit mit sensitiven, selektiven oder universellen Detektoren. Nicht-fliichtige
und/oder thermisch instabile Analyten lassen sich jedoch nicht mit der GC analysierenlﬂ In
diesem Fall kann die HPLC oder die SFC als Trennmethode in Betracht gezogen werden [80].
Verglichen mit der HPLC sind chromatographische Trennungen mit der SFC effizienter und
schneller [99, 100]. Die kurze Equilibrierungszeit zwischen zwei Analysen sowie ein hoherer
Probendurchsatz durch schnellere Analysenldufe fiihren zu kurzen Analysezyklen und somit
zu geringeren Kosten [101]. Die HPLC produziert stiindlich zwischen wenigen mL (bei der
nano-HPLC) und etwa 250mL (bei der LCxLC) Losungsmittelabfall, der aufwindig und
kostenintensiv entsorgt werden muss. Zudem miissen hierfiir hochreine und somit teure Lo-
sungsmittel angeschafft werden. Insbesondere beim Betrieb der SFC mit dem nur sehr gering
toxischen und auch in hoher Reinheit relativ kostengiinstigen CO, entfallen diese Entsor-
gungskosten fiir die teils giftigen Abfille fast vollstdndig, da das CO, der mobilen Phase nach

der Expansion in die Gasphase iibergeht |102]|. Lediglich der geringe Zusatz an organischem

4vlg. Stoffdaten superkritischer Fluide in Tabelle
SLEE und MARKIDES schiitzten 1987, dass nur etwa 15% aller bekannten Substanzen mit GC analysierbar
sind [80]
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Modifier (unter 20 mL h’l)ﬂ fallt zur Entsorgung an. Zu einem zusétzlichen Treibhauseffekt
tragt das freiwerdene CO,4 nicht bei, da es zuvor bereits aus der Atmosphére zuriickgewonnen
wurde [100| oder direkt recycled wird [88].

Die Trenneffizienz der SFC wird unter anderem durch die geringe Viskositidt sowie die et-
was groferen Diffusionskoeffizienten (vgl. Tabelle gesteigert. Die niedrige Viskositat eines
superkritischen Fluids ermoglicht eine viel hohere Flussrate (bei gleichzeitig geringem Gegen-
druck) durch die chromatographische Séule als die mobile Phase in der HPLC [95|. Trotz der
hoheren linearen Fliefsgeschwindigkeit fiihren die erhohten Diffusionskoeffizienten superkriti-
scher Fluide dazu, dass sich das chromatographische Gleichgewicht zwischen stationédrer und
mobiler Phase schneller einstellt als in der HPLC [79]. Die Trenneffizienz der SFC ist folglich
besser. Ein Vergleich der Trennleistungen zwischen HPLC, SFC und GC liefert ein soge-
nannter VAN DEEMTER-Plot. Dieser beschreibt auf Grundlage der VAN DEEMTER-Gleichung
(Gleichung die Abhéngigkeit der theoretischen Trennstufenhohe (HETPL engl.: height
equivalent to a theoretical plate) von der linearen Fliefgeschwindigkeit einer mobilen Phase

flir chromatographische Verfahren.
B
VAN DEEMTER-Gleichung: HETP=A+ —+C-u nach [103] (1.4)
U

mit: HETP = theoretische Trennstufenhéhe, A = Koeffizient der Eddy-Diffusion, B =Lé&ngsdiffusionskoeffi-
zient, C =Massenaustauschverzégerung und @ = durchschnittliche lineare Fliefigeschwindigkeit der mobilen

Phase

Hiervon abgeleitet wurde die GOLAY-Gleichung (Gleichung . Diese gilt fiir offene Kapil-
larsdulen, wodurch der Term fiir die Eddy-Diffusion entféllt. Sie stellt eine vereinfachte Form
der VAN DEEMTER-Gleichung dar und ermdglicht die Berechnung einer theoretischen Trenn-

stufenhohe Hgolay fiir offene Kapillarsiulen.
B
HGolay = —+ Cs-u+ Cyy - @ nach [103] [104] (1.5)
U

mit: Hgolay = theoretische Trennstufenhthe nach Govray (in mm), B = Léngsdiffusionskoeflizient (in
mm?s™ '), @ = durchschnittliche lineare FlieRgeschwindigkeit der mobilen Phase (in mms '), Cs = Mas-
senaustauschverzogerung mit der stationidren Phase (in s) und C,, = Massenaustauschverzégerung mit der

mobilen Phase (in s)

Bei Kapillarsiulen in der [GC], die nur mit einem diinnen Film als stationirer Phase belegt

sind, ist Cs <« Cy,. Der Einfluss des Massenaustauschs mit der stationdren Phase ist sehr viel

510 % Modifier bei einer Flussrate von 2,5 mL min*
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1 Theoretische Grundlagen

kleiner als der mit der mobilen Phase und somit vernachléssigbar. Fiir die SFC gilt diese Ver-
einfachung ebenfalls, da hier die Diffusionskoeffizienten des superkritischen Fluids viel kleiner
sind als die eines Gases [104]. Gleichung kann dann zu Gleichung reduziert werden.

B
HGolay, vereinfacht = 5 + Cm - U nach ’104l (16)

Werden die Terme fiir B und C), genauer aufgeschliisselt, ergibt sich die vereinfachte, erwei-
terte GOLAY-Gleichung (Gleichung .

2-Dp,  1+6k+11k% d.2
H, Golay, vereinfacht = — 5 '
a 96(1+ k)2 Dnm

-1 nach [103] (1.7)

mit: HGolay, vereinfacht = vereinfachte, theoretische Trennstufenhéhe nach GorLay (in mm), D,, = Diffusions-
koeffizient der mobilen Phase (in mm?s™ '), @ = durchschnittliche lineare FlieRgeschwindigkeit der mobilen

Phase (in mms™'), k = Retentionsfaktor und d. = Innendurchmesser der Kapillarsiule (in mm)

Auf Grundlage dieser Gleichung sind in Abbildung|[I.3|die vereinfachten, theoretischen Trenn-
stufenhohen fiir HPLC, SFC und GC exemplarisch fiir die Kapillarchromatographie (ange-
nommener Kapillar-ID = 0,05 mm) in Abhéngigkeit der typischen, linearen Fliefgeschwin-
digkeiten halblogarithmisch aufgetragen und dargestellt. Fiir die numerischen Losungen der
Gleichung wurden ein Retentionsfaktor k& von 0,75 sowie Diffusionskoeffizienten D,,, von
2-10*mm?s ! (fiir die HPLC), 1- 10 2mm?s ™! (fiir die SFC) und 10 mm?s ! (fiir die GC)
gewahlt.

Die optimale Fliegeschwindigkeit w,,; der Kapillarchromatographie, also die Lage der mini-
malen Trennstufenhéhen, héngt hier, bedingt durch die Wahl konstanter Werte fiir £ und d,,
nur noch von den Diffusionskoeffizienten D,, der verschiedenen Trenntechniken ab. wq,; ist
bei der Kapillar-GC um mehrere Gréfenordnungen gegeniiber der (Kapillar-)HPLC und der
(Kapillar-)SFC erhoht, da hier auch die Diffusionskoeffizienten der mobilen Phase am grofiten
sind. Gleiches gilt fiir die SFC im Vergleich zur HPLC. Bei einer Chromatographie mit ge-
packten Sdulen werden die Trennstufenhohen in Anlehnung an die VAN DEEMTER-Gleichung
grofer, da hier die Eddy-Diffusion hinzukommt [103} (105} [106]. Aus Abbildung ist ersicht-
lich, dass die SFC bei gleicher Trennleistung deutlich schnellere Trennungen ermdoglicht als
die HPLC. Ist eine Analyse mittels GC wegen zu geringer Fliichtigkeit der Analyten nicht
moglich und eine Trennung mit der HPLC nicht ausreichend, kann die SFC eingesetzt werden

17l-
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1.2 Superkritische Fliissigkeitschromatographie
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Abbildung 1.3: Vereinfachte, theoretische Trennstufenhéhen verschiedener chromatographischer Verfahren
in Abhéngigkeit der linearen Fliefgeschwindigkeit der mobilen Phase; berechnet fiir Ka-
pillaren mit 0,05mm ID, Diffusionskoeffizienten D,, von HPLC: 2-10 *mm?s ! SFC:
1-102mm?s™! und GC: 10mm? s, Retentionsfaktor & = 0,75 [79] 82 [97]

1.2.3 Entwicklung der SFC

Die erste chromatographische Trennung mit superkritischen Fluiden als mobile Phase auf einer
gepackten Séule wurde im Jahr 1962 von KLESPER, CORWIN und TURNER vorgestellt [107].
Erwéhnenswerte Weiterentwicklungen gab es bis zu den frithen 1980er Jahren nicht [89]. In
den Jahren 1981 und 1982 veréffentlichten NOVOTNY et.al. [108] und GERE et.al. [109] erste
schnelle und effiziente Trennungen mit superkritischen mobilen Phasen auf Diinnfilmkapil-
larséulen bzw. gepackten Séulen [89]. Erste kommerzielle Gerite waren ab Anfang bis Mitte
der 1980er Jahre auf dem Markt |77, |98]. Der Betrieb dieser Geréte mit Diinnfilmkapillar-
siulen und fiir die SFC optimierten, aber GC-typischen Detektoren [98| 101, |110] liel das
Interesse an der SFC-Technik zunéchst steigen [99]. Dieses Interesse ging fast ausschlieflich
von GC-Anwendern aus, die in der SFC eine Erweiterung der GC-Technik, insbesondere fiir
einen weiter gefassten Analytbereichﬂ sahen |98, 101]. Auch fiir einige HPLC-Anwender war
diese Technik interessant, da die GC-typischen Detektoren (z.BJ]Flammenionisationsdetektor
(EIDJ)), Elektroneneinfangdetektor (engl.: electron capture detector,[ECDI), usw. [79,[111H114])
auch ihren Analytbereich erweitern konntenﬂ

Probleme der Diinnfilmkapillar-SFC mit schlechter Reproduzierbarkeit, Sensitivitdt und ei-

"schlecht verdampfbare oder thermisch instabile Analyten [97]
8mogliche Detektion von nicht chromo- bzw. fluorophoren Verbindungen [97]
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nem Mangel an Applikationsmdglichkeiten fiihrten Anfang der 1990er Jahre dazu, dass diese
Technik zunehmend an Interesse verlor |93, 98|. Die Wiederbelebung begann Ende der 1990er
Jahre, als Forscher nach Methoden suchten, die einen hohen Probendurchsatz und geringeren
Loésungsmittelverbrauch ermdoglichen [93|. Durch die Arbeiten von BERGER wurde die zu-
kiinftige Ausrichtung der SFC auf eine Trennung mittelpolarer Analyten iiber eine gepackte
Normalphase mit einem Gemisch aus CO, und organischem Modifier bei spektrometrischer
Detektion fokussiert [98].

Die derzeit verfolgte Gerétetechnik basiert auf modifizierten HPLC-Modulen, die teilweise mit
gekiithlten Pumpenkopfen ausgeriistet sind, um die mobile Phase (evtl. zu verfliissigen) und
das Gesamtsystem (Trennsédule, Detektor, usw.) mit einem Druck > pg.;+ zu betreiben [101].
Durch diese relativ einfache Geratetechnik ist die SFC heute eine moderne, akzeptierte und
(mittlerweile) héufig angewandte analytische Methode. Die breite Akzeptanz als Trenntechnik
erfahrt die SFC durch ihre Ahnlichkeit zur HPLC. Hard- und Software beider Techniken sind
nahezu identisch und die Technik robust [101]. Als superkritische mobile Phase wird héufig
das sehr giinstige CO, in Lebensmittelqualitdt verwendet, welches durch Modifizierung, [ A]
durch Beimischen von Methanol, einen Zugang zu einem breiten Analytspektrum bietet [96]
(vgl. Abbildung. Viele der fiir die HPLC bekannten Saulenmaterialien werden fiir die SFC
eingesetzt [101]. Ebenso werden mittlerweile viele klassischerweise fiir die HPLC verwendeten
Detektoren fiir die SFC genutzt. Hierzu zihlen 2B UV-Vis-Detektoren, der Diodenarrayde-
tektor (DAD), der Fluoreszenzdetektor (FLD]) und der Lichtstreudetektor (engl.: evaporative
light scattering detector, [ELSDI) |79] 115} [116]. Auch Kopplungen mit Massenspektrometern
sind kommerziell erhéltlich [110]. Anwendung findet die SFC im Bereich der Pharmazeutik
durch einen hohen Probendurchsatz und das Losen chiraler Trennprobleme [98] sowie in den
Bereichen Umweltanalytik, Polymer- und Petrochemie [99]. Als besonders interessant ist die
Tatsache anzusehen, dass die SFC zu den ,griinen” Trenntechniken z&ahlt [100] und zudem bis
zu 70 % der laufenden Kosten (verglichen mit HPLC) einsparen kann [93].

Der Analytbereich bei der SFC umfasst, je nach Art und Eigenschaft des Modifiers sowie der
verwendeten Trennséule, mittlerweile nahezu das gesamte Analytspektrum. Trennungen sehr
unpolarer Substanzen wie aliphatische Kohlenwasserstoffe kénnen mit reinem CO, durchge-
fithrt werden. Fiir mittelpolare Substanzen wird h&ufig Methanol oder Acetonitril als organi-
scher Modifier zugemischt. Sogar Trennungen von sehr polaren Verbindungen kénnen durch
Modifizieren des CO, mit Wasser oder auch Salzlosungen erreicht werden |117]. Eine Uber-
sicht {iber die Einsatzmoglichkeiten der SFC mit verschiedenen Modifiern und ein Vergleich
zu den klassischen Chromatographiemethoden ist in Abbildung dargestellt.
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Abbildung 1.4: Ubersicht iiber die Einsatzmoglichkeiten der SFC mit verschiedenen Zusammensetzungen der
mobilen Phase und Vergleich mit herkémmlichen chromatographischen Methoden — modifi-

ziert nach

1.3 Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe - Bedeutung

und Analyse

Als[PAKlwerden eine Vielzahl von Verbindungen bezeichnet, die je nach Definition aus mindes-
tens zwei 118, 119] oder drei [120] |121] annelierten aromatischen Kohlenstoffringen bestehen

und in verschiedenen Konfigurationen vorkommen [122].

1.3.1 Vorkommen und Entstehung

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe sind ubiquitér verteilte Umweltkontaminanten
, , die bei nahezu jeder unvollstandigen Verbrennung organischer Materie unter
pyrolytischen Bedingungen entstehen. Viele [PAK| wurden bereits (meist nach me-
tabolischer Transformation) als teratogen, krebserregend und/oder mutagen oder auch als
Promotoren eingestuft , . Erdél, Torf, Braun- und Steinkohle gelten
als natiirliche Vorkommen von [PAK] [120]. Sie kénnen aber auch auf natiirlichem Wege durch
Kondensationsreaktionen von Huminsduren entstehen oder von Mikroorganismen, Pflanzen
und Tieren produziert werden . Durch z.Blden Genuss gerducherter oder gegrillter Nah-
rungsmittel, das Rauchen oder auch durch die Atemluft ist der Mensch einer PAK-Exposition
ausgesetzt 123]. Neben der festen Nahrung (PAK-Aufnahme zu ca. 95 %) nimmt der
Mensch [PAK] zu ca. 1% iiber das Trinkwasser auf [122].

Groke Mengen an[PAKlwurden in den letzten Jahren i durch den Einsturz des World Trade
Centers (etwa 100 - 1000t), durch Umweltkatastrophen wie die Olpest im Golf von Mexiko
(270 - 3300t) oder durch grofsflichige Waldbrénde freigesetzt 1281130]. Schitzungen
gehen von einem globalen Gesamteintrag an [PAK] in die Biospére von etwa 4,3 - 10t Jahr—!
aus [|122].
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1 Theoretische Grundlagen

Im Allgemeinen entsteht bei der Verbrennung organischer Materie eine komplexe Mischung
aus sehr vielen polyzyklischen aromatischen Substanzen (mehrere hundert |123, 124] isomere
und homologe Verbindungen) in einem groffen Massenbereich |44} 131} [132]. Je nach Ent-
stehungsart und -temperatur variiert diese Mischung in ihrer Zusammensetzung |120]. FET-
ZER |118] teilt die Verbindungen in eine kleine und eine grofe PAK-Klasse ein. Insbesondere
die kleinen [PAK] (< C,,) wurden in den letzten Jahren hinsichtlich ihrer analytischen und
chemischen Eigenschaften, aber auch beziiglich ihres Einflusses auf die Gesundheit eingehen-
der untersucht [118, 133]. Die Umweltbehorde der Vereinigten Staaten von Amerika (engl.:
environmental protection agency, [EPA]) hat 16 der kleinen [PAK] im Jahre 1970 als Haupt-
schadstoffe identifiziert. Diese Zusammenstellung von 2- bis 5-Ring-Verbindungen ist seither
als EPA-PAK-Mischung (siehe Tabelle auf Seite bekannt und wird zur Umwelt-
und Expositionsiiberwachung genutzt [124] 125, 132|. Acht Verbindungen aus der EPA-PAK-
Mischung sowie weitere sieben als potentielle Schadstoffe fiir die Gesundheit geltende [PAK]
bilden die EU-priority 15 PAK-Mischung [132] (siehe Tabelle auf Seite [[54). Wihrend
die EPA-PAK-Mischung auch sehr kleine (2- und 3-Ring-)Verbindungen enthélt, beschrankt
sich die EU-priority Mischung nur auf 4- und 5-Ring{PAK] die meist eine hohere Toxizitit

aufweisen als die kleineren Verbindungen [120].

1.3.2 Transport und Abbau in der Umwelt

Wihrend die kleineren Verbindungen hauptséchlich als Gase transportiert werden kénnen,
verteilen sich die groferen [PAK] gebunden an Staubpartikel [120], [123]. Beide Transportwege
fithren iiber feuchte und trockene Deposition dazu, dass [PAKl in Béden und Gewisser gelan-
gen [130) [133]. Ein natiirlicher Abbau von [PAK] findet sowohl in der Luft durch Photolyse
mit UV-Licht und durch Gasphasenreaktionen mit OH-Radikalen, NO4-Radikalen und Ozon
(O4) als auch in wéssriger Phase statt [124] 133]. Die Mobilitét von [PAKlkann durch Tenside
oder organische Stoffe im Boden erhoht sein [122]. Ein langsamer, mikrobieller Abbau ldsst
sich in Boden und Sedimenten beobachten [120, 121} 134]. Dieser Abbauweg korreliert jedoch
stark mit der Wasserloslichkeit der [PAK] und ist umso geringer, je grofer das Ringsystem
wird. Kleine [PAK] wie Naphthalin, Anthracen usw. gelten als gut bakteriell abbaubar und
konnen alleinige Kohlenstoff- und Energiequellen fiir Mikroorganismen (. BJ der Gattungen
Pseudomonas, Mycobacterium, Rhodococcus =) darstellen. Auch wenn keine Mikroorganis-
men bekannt sind, die sich einseitig von groften [PAK] Benzol|alpyren (B[a[P)), ernéhren,
kann ein Metabolismus dennoch stattfinden [121} 134]. Nicht nur Bakterien, sondern auch
Pilze konnen kleine und grofe [PAK] verstoffwechseln. Auf geeigneten Substraten konnen sie
[PAK] durch das Cytochrom-P450-Monooxygenasesystem zu Epoxiden umsetzen. Die Epoxide

sind dann einem weiteren Abbau zu trans-Dihydrodiolen zugénglich [134].
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1.3.3 Toxizitat und Metabolismus

Die im Allgemeinen dennoch geringen Abbauraten bzw. die hohe Persistenz von [PAK] fiihren
dazu, dass diese Substanzen in der Umwelt und durch Anreicherung in der Nahrungskette im
Korper vieler Lebewesen (i aquatische Organismen [130]) akkumuliert werden 120 124}
135]. Die dem Menschen durch Nahrung, Atemluft usw. zugefiihrten [PAK| werden meist nach
intestinaler, resorptiver Aufnahme ins Blut, die Muskulatur und in erster Linie ins Fettgewe-
be umverteilt. Eine direkte Ausscheidung dieser unpolaren Stoffe ist vielen Organismen nicht
moglich, sodass diese die [PAK] erst zu polareren Verbindungen metabolisieren miissen [122].
Die polareren Verbindungen kénnen bspw. iiber den Urin oder Fezes ausgeschieden werden
[135]. Der Darm und hauptséchlich die Leber, aber auch die terminalen Atemwege kénnen
als Metabolismusort fungieren [123|. Werden durch die Metabolisierung reaktive Zwischen-
stufen gebildet, konnen diese im Korper als indirekte Kanzerogene mit der DNA reagieren
[124) |135]. Die metabolische Aktivierung erfolgt iiber Oxidations- und Hydrolysereaktionen
= mit Hilfe von Cytochrom-P450-abhéngigen Enzymen [123]. Hierbei ist die Molekiilstruk-
tur der [PAK]und damit der molekular-topologische Ort der Metabolisierung ausschlaggebend
fiir die biologische, evtl. schadigende Aktivitat [124} |135]. Ein beispielhafter Unterschied in
der Molekiilstruktur, welcher sich im kanzerogenen Potential widerspiegelt, liefern und
Benzo|e|pyren . FErsteres wirkt als sehr starkes Kanzerogen, letzteres stellt vermut-
lich durch sterische Hinderungen und einen ineffektiven Metabolismus ein relativ schwaches
Kanzerogen dar |119, {122} 136]. Das hohe kanzerogene Potential von lasst sich aus der
Molekiilstruktur ableiten. Befindet sich nach dem zweiten metabolischen Oxidationsschritt
(zum Diolepoxid) eine Epoxidgruppe in direkter Nachbarschaft zu einer sogenannten Bay-
Region, liegt ein stark kanzerogener Metabolit vor, der sehr effektiv kovalent an DNA binden
und sogenannte DNA-Addukte bilden kann. Eine Epoxidfunktion an einer K-Region ist hinge-
gen weniger stark kanzerogen [137]. Die strukturelle Nachbarschaft ist somit wesentlich fiir die
Bindung an DNA und das damit einhergehende mutagene Potential [122]. Um etwa den Fak-
tor 100 stérker in ihrer kanzerogenen Wirkung sind [PAK] die eine sogenannte Fjord-Region
besitzen, wie [z.B] das Dibenzo|a,l|pyren [138].

Abbildung gibt einen Uberblick iiber die verschiedenen Metabolismusregionen (K-, L-, M-,
Bay- und Fjord-Region) am Beispiel der Molekiile Benz|a|anthracen und Dibenzola,l|pyren.

Die Ausbildung eines DNA-Addukts mit einem potentiellen Kanzerogen fiihrt dazu, dass die
Basensequenz bei der Proliferation unter Umstdnden nicht korrekt abgelesen und umgesetzt
wird [122|. Greifen in diesen Fall die zelleigenen Reperaturmechanismen nicht, ist der Infor-
mationsfluss bei der Zellteilung gestort und es kann sich eine neoplastische Zelle bilden, aus
welcher letztendlich durch eine erhohte Vermehrungsrate ein Tumorgewebe hervorgehen kann
[141].

Durch die nachgewiesene Kanzerogenitét ist Benzo|a|pyren einer der bekanntesten und zu-

gleich am intensivsten untersuchte [PAK] [122] [134]. In einer komplexen Mischung von [PAK]

23



1 Theoretische Grundlagen

Bay-Region

Peri-Position ——) ’iI'O

K-Region
L-Region

(a)

Abbildung 1.5: Verschiedene Metabolismusregionen bzw. Reaktionszentren an [PAKE a) Benz|alanthracen und
b) Dibenzo|a,l|pyren — [124} [138H140]

ist das kanzerogene bzw. mutagene Potential von jedoch nur im Bereich von 1 - 20%
anzusiedeln [132, 142|. Komplexe PAK-Mischungen bestehen nicht nur aus den unterschied-
lichsten Grundstrukturen, sondern auch aus einer Vielzahl an isomeren, alkylierten [PAK][143]-
146]. Wéhrend aus Verbrennungsprozessen hauptsidchlich PAK-Grundstrukturen freigesetzt
werden, enthélt Erdol alkylierte [PAK] als Hauptfraktion [130]. Methylierte oder allgemein al-
kylierte PAK]sind in der Umwelt persistenter und bei einigen ist bereits Kanzerogenitit bzw.
Mutagenitét nachgewiesen worden, andere gelten als Tumor-initiierend 124} 143-148].
Befindet sich bspw. eine Methylgruppe an der Bay-Region, so ist das Tumor-initiierende Poten-
tial dieser Verbindungen oftmals viel stirker als bei der [PAKIGrundstruktur [147) |148]. Dies
ist beispielsweise fiir Chrysen und 5-Methylchrysen der Fall |148, 149]. Auch Verbindungen
mit Methylsubstituenten ausserhalb der Bay-Region zeigen der nativen Struktur gegeniiber
eine erhohte tumorgene Aktivitat. Wie schon bei den [PAK] gibt es auch bei den Alkyl{PAK]
eine Abhéngigkeit zwischen der Molekiilstruktur bzw. der Position der Alkylgruppen und
der Kanzerogenitét dieser Verbindungen [143, 149|. Aufgrund der grofen Anzahl an mogli-
chen Verbindungen ist der Einfluss hier sogar noch grofser. So ist bspw. die Kanzerogenitét
von 7,12-Dimethylbenz|alanthracen durch eine weitere, zusétzliche Methylgruppe an der Peri-
Position (in 5-Position) vermindert [149, [150].

1.3.4 Analyse und Aufbereitung von [PAK]

Durch die schiadlichen Eigenschaften der [PAK] ist eine genaue und nachweisstarke Analyse
notwendig. Hierzu ist eine moglichst leistungsstarke Trennung unabléssig, da gerade in Um-
weltmatrices eine enorme Vielzahl an isomeren [PAK] auftritt und solche komplexen Matrices
eine einfache Analyse erschweren. Haufig auf [PAK] untersuchte Matrices sind Boden [102]
151H154], Sedimente [151, |155] (156, Gewdsser |124] (151} 157-160], Abwésser [157], Miillver-
brennungsgase [161} [162|, Luft [163], Lebensmittel [132} [164] und Bedarfsgegensténde [165|
sowie aquatische Lebensformen [127, 166-169).

Um einer exakten PAK-Analyse gerecht zu werden, miissen solche Proben oftmals extrahiert

24



1.3 Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe - Bedeutung und Analyse

und aufbereitet werden. Gangige Probenaufbereitungsmethoden fiir diverse Matrices sind die
170, die Fest-Fliissig-Extraktion 171, die Festphasenextraktionen (SPE] engl.:
solid-phase extraction) und Festphasenmikroextraktion ([SPMEl engl.: solid-phase microex-
traction) [159, 160} (172, [173], die Ultraschallextraktion sowie die QuEChERﬂ
Extraktion |167].

Einfache PAK-Analysen werden hauptsédchlich mit der HPLC , oder der GC
durchgefiihrt. Auch die konnte erfolgreich fiir die Analyse von [PAK] eingesetzt werden
. Komprehensive Trenntechniken wie die zweidimensional Gaschromatographie (GCxGC)
erlauben eine sensitive und umfassende Analyse von [PAK] auch in komplexer Matrix [165
176]. Als Detektoren eignen sich fiir die HPLC der UV-Vis- [151] oder besonders der Fluo-
reszenzdetektor [130, und fiir die GC der und das [MSl H&ufig besser und sensitiver
ist allerdings die Kopplung der Trenntechniken an die AP-Massenspektrometrie insbesondere
mit APLI als Ionisationstechnik , .

9Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe (QuEChERQ)
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Die Laserionisation bei Atmosphérendruck (APLI) stellt fiir die massenspektrometrische Ana-
lyse polyzyklischer aromatischer Kohlenwasserstoffe (PAK) eine sehr selektive Ionisations-
und &duferst sensitive Detektionsmethode dar. Entwickelt wurde die APLI im Jahr 2005 an
der Bergischen Universitat Wuppertal. Seitdem konnten erfolgreich Kopplungen zu chromato-
graphischen Systemen aufgebaut und erste Anwendungen an diesen Kopplungen demonstriert
werden. Die fiir diese Zwecke entwickelte Ionenquelle (MPIS) soll im Rahmen dieser Arbeit
weiterentwickelt werden. Zudem soll durch eine Untersuchung der Ionensuppression und der
teilweise auftretenden Analytfragmentierung eine Standortbestimmung fiir die APLI durch-
gefiihrt werden, die einen Vergleich mit der Suppression bei anderen lonisationsmethoden
erlaubt und erklért, aus welchen Griinden manche Substanzen Fragmente bilden.

Der Quellenkorper soll mit einem Heizelement ausgestattet werden, um somit HPLC-Analysen
mit stark wéssrigen Eluenten zu ermdglichen. Weiterhin soll auf Basis der Arbeit von LORENZ
[178] die gegebene Fluiddynamik im Quellenkoérper durch den Einsatz eines elevated floor
derart optimiert werden, dass die Peakform von HPLC-Peaks nachhaltig verbessert wird.
Hierfiir sollen erste Experimente die grundséatzliche Eignung des elevated floor zeigen.

Eine Charakterisierung der Ionenquelle fiir die GC-APLI-MS soll den bisherigen Verzicht auf
das sogenannte Drygas beschreiben und durch verbesserte MS-Einlassgeometrien einen mog-

lichen Einsatz des Drygases ermdoglichen.

Seit der Entwicklung der APLI wurden meistens festfrequente Excimerlaser zur lonisation
genutzt, die durch hohe Kosten und Einschrénkungen in der Handhabbarkeit gewisse Nachteile
mit sich bringen. An dieser Stelle soll der Einsatz eines kostengiinstigeren und einfacher zu
bedienenden diodengepumpten Festkorperlasers (DPSS) gepriift werden. Fiir eine umfassende
Analyse der Einsatzmoglichkeiten sollen die HPLC-, die Direkt-Infusions- und die GC-APLI-
MS eingesetzt werden.

Die Kopplungen mit APLI umfassen aktuell die Kombination mit der HPLC und der GC.
In Verbindung mit einem Elektrospray konnte die Laserionisation zudem fiir die Kapillar-
elektrochromatographie (CEC) eingesetzt werden. Eine in den letzten Jahren wieder héufiger
genutzte Trenntechnik ist die superkritische Fliissigkeitschromatographie (SFC), die mittler-
weile aufgrund der heutigen Gerétetechnik als robust und zuverlissig angesehen wird. Sie stellt
eine ,,griine” und somit umweltschonende Trenntechnik dar, deren Einsatz fiir die Trennung
unpolarer Substanzen, [z.B] PAK, als besonders effizient und schnell gilt. Die SFC soll das
Portfolio der chromatographischen Kopplungen zur APLI-MS erweitern. Fiir eine Kombina-

tion der SFC mit der sensitiven Detektion durch APLI-MS wird ein neues Kopplungssystem
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2 Problemstellung und Zielsetzung

benétigt, das in dieser Arbeit entwickelt und hinsichtlich der analytischen Stérke mit der
HPLC-APLI-MS verglichen werden soll. Mit dem neuen SFC-APLI-MS-System sollen Real-
proben untersucht und demonstriert werden, dass sowohl die Quantifizierung von [PAK] in
Muschelgewebe als auch die Bestimmung des urindren Biomarkers 1-Hydroxypyren mittels
SFC-APLI-MS méglich ist.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Im folgenden Kapitel werden einige Eigenschaften der fiir die Laserionisation bei Atmosphé-
rendruck (APLI) benutzten Ionenquelle dargestellt, um erfolgte bauliche Verédnderungen be-
schreiben und bewerten zu kénnen. Es folgt eine Charakerisierung der Ionisationsmethode un-
ter den Gesichtspunkten analytischer Fragestellungen hinsichtlich chromatographischer Kenn-
zahlen und auftretender massenspektrometrischer Problematiken. Der anschlieffende Teil be-
schreibt den Vergleich zwischen zwei Lasersystemen, deren Anwendungspotential fiir die[APLIl
und eine kritische Auseinandersetzung mit den sich hieraus ergebenden Limitierungen. Der
letzte Teil behandelt die Kopplung der [APLI mit der superkritischen Fliissigkeitschromato-
graphie ([SEC]), deren analytische Leistungsfiahigkeit sowie verschiedene Anwendungsmdoglich-

keiten.

3.1 Ionenquellenoptimierung

Fiir die massenspektrometrische Detektion werden die Ionen abhéngig vom jeweiligen Ionisati-
onsverfahren in einer Ionenquelle gebildet. Ein Vorteil von Atmosphérendruckionisationsquel-
len ist, dass ein relativ schneller Wechsel zwischen verschiedenen Ionisationsverfahren moglich
ist. Im Gegensatz zu Hochvakuumionisationen muss weder das Massenspektrometer noch die
Ionisationsquelle beliiftet und nach dem Wechsel nicht wieder evakuiert werden. Statt dessen
wird die auften liegende Ionisationsquelle bei Bedarf lediglich abgekiihlt und ausgetauscht.
Dasselbe gilt beim Wechsel zwischen vorgeschalteten chromatographischen Trennstufen wie
der und der [LCl Auch hier kann der Quellenkorper oftmals einfach gewechselt werden
und so den Anwendungsbereich eines Massenspektrometers erweitern, da deren Design und
Bauweise mittlerweile nicht nur auf eine Ionisationsart und chromatographische Kopplung
beschrankt ist.

Eine echte Multi-mode Ionenquelle wurde 2008 von SCHIEWEK et. al. an der Bergischen Uni-
versitit Wuppertal entwickelt und vorgestellt |68, |74]. Diese als MPIS (engl.: multi-purpose
ion source) bezeichnete Ionenquelle ermdéglicht sowohl die Kopplung einer HPLC- als auch
einer GC-Trennstufe an dasselbe Massenspektrometer sowie den Betrieb verschiedener Io-
nisationsmethoden mit dieser Ionenquelle. Der Umbau von Chromatographiesystemen und
Ionisationsmethoden lasst sich innerhalb weniger Minuten realisieren. Die ist fiir die
Tonisation mit [EST (nur LC), [APCI| [APPT und [APLI| konstruiert und im Betrieb an verschie-
denen Massenspektrometern Tonenfalle |73} 75| und [54, 66l [74]) sowie mit
verschiedenen Gas- und Fliissigchromatographen erfolgreich getestet worden. Eine schema-
tische Darstellung der temperaturkontrollierten (TC-MPIS)) ist in Abbildung als
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3 Ergebnisse und Diskussion

CAD-Zeichnung dargestellt. Der Grundkorper der [MPISIQuelle ist aus Aluminium gefertigt.
An die jeweiligen Kopplungsschnittstellen (b) sowie (d) bis (f) kann durch einen Austausch
der Komponenten jeweils eine andere Trennstufen-Ionisations-Konfiguration genutzt werden.
Zum Einkoppeln eines Laserstrahls fiir den Betrieb mit APLI als Ionisationmethode werden
Lithiumfluorid (LiE])-Fenster an den Schnittstellen (d) und (e) genutzt. Hierbei besteht die
Wahlmoglichkeit, von welcher Seite der Laserstrahl eingebracht werden soll. Die gegeniiberlie-
gende Seite wird dann jeweils durch einen Beamdump verschlossen. Die [LiFlFenster konnen
fiir die Ionisationsmethoden GC-APCI und GC-APPI gegen einen Flansch mit Halterung
einer APCI-Coronanadel oder einer APPI-Lampe ausgetauscht werden. Fiir die Kopplung
an eine fliissigchromatographische Trennstufe steht fiir APCI, [APPI und [APLI] ein pneuma-
tisch assistierter Verdampfer (a) sowie eine Halterung fiir eine Spriihnadel im [ESIFBetrieb
zur Verfiigung, die anstelle des Verdampfers eingesetzt wird. Fiir die Anbindung an einen
Gaschromatographen wird eine beheizbare Transferline (c) an Schnittstelle (b) positioniert.
Im LC-Betrieb befindet sich an (b) ein Blindflansch (fiir APPI und APLI) oder die Halterung
fiir eine APCI-Coronanadel.

Abbildung 3.1: Explorative CAD-Zeichnung der TC-MPIS in GC-Konfiguration
a: pneumatisch assistierter Verdampfer fiir LC-Eluenten (austauschbar gegen ESI-Nadel), b:
Schnittstelle fiir ¢: GC-Transferline (austauschbar gegen APCI-Nadel oder Blindflansch im
LC-Betrieb), d und e: Halterungen fiir [Lil} Fenster (austauschbar gegen [z.B] GC-APCI-Nadel
oder APPI-Lampe), f: Arretierschiene fiir a oder ESI-Nadelhalterung, g: Bodenplatte, h: Heiz-
patronen, i: Anschluss fiir Pt-100-Thermometer

3.1.1 Entwicklung der temperaturkontrollierten MPIS (TC-MPIS)

Die APLI gilt als ultra-sensitive und selektive Ionisationsmethode fiir die Analyse polyzy-
klischer aromatischer Kohlenwasserstoffe . Durch erste Arbeiten von SCHIEWEK und de-

30



3.1 Ionenquellenoptimierung

ren Weiterfiilhrung durch DEIBEL konnte demonstriert werden, dass aufer Aromaten auch
andere Verbindungsklassen fiir die Analyse mittels APLI-MS zugénglich sind [66-68|. De-
rivatisierungen mit geeigneten lonisationslabeln erlauben zusétzlich zu den Aromaten die
Analyse von [z. Bl aliphatischen Alkoholen, Aminen, Carbonséuren und Aminosiuren. Im All-
gemeinen stellen besonders die Aminosduren aufgrund ihrer haufig sehr polaren Struktur eine
Herausforderung an die chromatographische Trennung dar. Die Analyse von Aminosauremi-
schungen kann mittels durch Fluoreszenzderivatisierung mit 6-Aminochinolyl-N-
hydroxysuccimidylcarbamat (AQC) durchgefithrt werden [179-181]. Das von COHEN et. al.
genutzte Derivatisierungsreagenz [AQC]| dient dabei als Fluorophor und basiert auf der he-
terozyklischen Verbindung Chinolin. Die fliissigchromatographische Trennung dieser polaren
Analyten erfolgt mit Gradientenelution auf einer 150 mm x 4,6 mm reverse-phase-Saule bei
einem Fluss von 1,0mL min~!. Der durchgehend wasserhaltige Gradient beginnt mit einem
ausschlieflich wassrigen Puffer und endet bei maximal 60 % Acetonitril, um die derivatisier-
ten Aminoséuren erfolgreich zu trennen [179-181]. Durch die strukturellen Gemeinsamkeiten
ist ein dhnliches Verhalten fiir die Trennung derivatisierter Aminosduren mit den Anthracen-
basierten Ionisationslabeln fiir die APLI zu erwarten, sodass diese ebenfalls mit hohen Was-
seranteilen bei der Gradientenelution getrennt werden miissen.

Durch hohe Wassergehalte im Eluenten kann es jedoch zu einer Verringerung der Ionisations-
effizienz in der Ionenquelle kommen. Im normalen Betriebﬂ erreicht der aus Aluminium gefer-
tigte Quellenkorper eine Temperatur von etwa 40 bis 50 °C. Die Temperatur des sogenannten
Badgasesﬂ ist durch das heifse Drygaeﬂ und das heifie Verdampfergasi. Alhoch genug, um ein-
gebrachte Losungsmittel mit niedrigen Siedepunkten in der Gasphase zu halten. Im Gegensatz
dazu konnen in groReren Mengen eingebrachte, hoher siedende Losungsmittel wiez. B Wasser,
an den relativ kalten Oberflichen des Quellenkorpers kondensieren. Hierzu zéhlen auch die
zum Einkoppeln des Laserlichts benotigten mFenstelﬂ Bei der Kopplung einer HPLC mit
der APLI wird das Eluat der Trennséule vollstandig der Ionenquelle zugefiihrt. Der
Eluentenstrom (bis ca. 1,5mLmin~!) wird dazu im Verdampfer (vgl] (a) in Abb. pneu-
matisch assistiert verspriitht und durch einen temperierten Keramikzylinder (300 bis 450 °C)
in die Gasphase tiberfithrt. Das hierdurch aufgeheizte und fiir die Aminosdureanalytik was-
serhaltige Gas gelangt dann in die Ionenquelle und schléagt sich auf den Fensterinnenflachen
nieder. Abbildung zeigt ein Foto des mit Kondenswasser beschlagenen [[iF} Fensters bei

einer Eluentenflussrate von 0,75 mLmin ! und einem Wassergehalt von 90 %.

Die Wassertropfen auf den Fensterinnenseiten verhindern, dass das Laserlicht ungehindert
und ohne Streuung in den Ionisationsraum gelangt. Als Konsequenz werden dort nahezu
keine Ionen erzeugt und detektiert. Der Einfluss des kondensierten Wassers auf die lonisati-
onseflizienz ist aus Abbildung ersichtlich, in der die Basislinien (als Gesamtionenchroma-

letwa 2 L min~' N,-Drygas bei 200 °C sowie ca. 3 bis 4 L min~' Verdampfer-N,, bei 300 bis 450 °C
2hiermit wird LA die Gasmischung innerhalb der Ionenquelle bezeichnet

3wird auch als Desolvatationsgas bezeichnet

4Lithiumfluorid ist fiir die verwendete Wellenlinge von 248 nm in hohem MaR transparent
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3 Ergebnisse und Diskussion

(a) 45°C | o (b) 110°C

Abbildung 3.2: Fotos des [[il}Fensters in der HPLC-MPIS-Konfiguration beim Betrieb mit einer Eluenten-
flussrate von 0,75 mLmin~' und einem hohen Wassergehalt im Eluenten (90% H,O / 10%
MeOH) bei unterschiedlichen Temperaturen ((a): 45 °C und (b): 110 °C) der TC-MPIS

togramm (engl.: total ion chromatogram, [TIC]) der HPLC-APLI dargestellt sind. Abbildung
[3:3] zeigt eine reguldre Basislinie mit Ionisierung der Hintergrundverunreinigungen des Bad-
gases ohne Kondensaﬂ auf dem [Lil}Fenster. Bildet sich Kondensat auf dem [[iF}Fenster
(Abbildung , fiihrt dies zu einem nahezu vollstidndigen Verlust der lonisationseffizienz;
die [TTC} Basisline erscheint dann als Nullsignal, da weder Analyt noch Hintergrundverunrei-
nigungen ionisiert werden (Abbildung [3.3al).

2,5 25
~ HPLC-APLI ~ HPLC-APLI
< TIC bei 45 °C < TIC bei 110 °C
2 21 2 21
x x
5 1,51 5 Ls’W\A\/\/\/\,\/\/\W
I} 0o
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;é Ik 3@ I8
2 2
90,57 90,57
< £
e
04 04
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Retentionszeit (min) Retentionszeit (min)
(a) 45°C (b) 110°C

Abbildung 3.3: HPLC-APLI-Basislinien (TIC von m/z 50 bis 300) bei hohem Wassergehalt im Eluenten (90 %)
und einer Eluentenflussrate von 0,75 mLmin ! in der temperaturkontrollierten MPIS.
(a) Nahezu vollstidndiger Verlust der Ionisationseffizienz durch Beschlagen der [[iFl Fenster
(b) Regulire Basislinie unter Erhalt der Tonisationseffizienz bei freiem [[il} Fenster

Um dieses Problem zu 16sen, wurde der MPIS-Quellenkoérper mit zwei koventionellen Heiz-

patronen (vgl] (h) in [ADDI[3.1)) sowie einem Pt-100 Temperatursensor (vgl] (g) [ADL][3.1)

ausgestattet. Hierdurch kann dieser optimierte Quellenkorper kontrolliert bis ca. 150 °C tem-

Sunter ansonsten identischen Bedingungen, nur der Quellenkdrper ist zum Verhindern der Kondensation auf
110 °C geheizt

32



3.1 Ionenquellenoptimierung

periert werden. Zur Regelung wird ein HT-MC1 Mikroprozessor-Temperaturregler der Fa.
HORST GmbH genutzt.

Beim Betrieb der temperaturkontrollierten MPIS (TC-MPIS) bei einer Temperatur von et-
wa 110°C beschlidgt das [LiF}-Fenster unter ansonsten identischen Bedingungen nicht (siehe
Abbildung . Die vollstandige Ionisationseffizienz bleibt erhalten und wird durch die in
Abbildung gezeigte Basisline der geheizten Quelle veranschaulicht.

Um die Vorteile der zu demonstrieren, wurden drei Aminoséduren derivatisiert, mit-
tels HPLC getrennt und iiber APLI in der TC-MPIS ionisiert. Die lonenquelle wurde dabei
sowohl bei etwa 45°C als auch temperiert bei 110°C betrieben. Fiir die [HPLCl Trennung
wurde ein linearer H,O/MeOHFGradient mit einer hohen Flussrate (2,0 mL min~!) verwen-
det (Analysebedingungen in Kapitel . Zur Derivatisierung wurden die Aminosduren
Glycin (1), L-Serin (2) und L-Leucin (3) (Abbildungen bis eingesetzt und mit
dem von DEIBEL [67] entwickelten Derivatisierungsreagenz (Anthracen-9-yl-)propanséure-N-
succinimidester (4, [APA-NHS| Abbildung unter den in Kapitel angegebenen
Bedingungen zu den Amidenﬁ umgesetzt. Ein Aliquot der Reaktionslésung wurde verdiinnt

und ohne weitere Aufarbeitung zur Analyse eingesetzt.

HN,,
H,N “
%OH
H HO
(a) Glycin (1) (b) L-Serin (2) (¢) L-Leucin (3)

Abbildung 3.4: Zur Derivatisierung eingesetzte Aminosduren

Abbildung 3.5: [APA-NHY] (4): Ionisationsmarker zur Derivatisierung von Aminosduren

Die Analysebedingungen, [d. ] der hohe Wassergehalt zu Beginn der Gradientenelution und
die hohe Eluentenflussrate sind fiir diese Versuche sehr drastisch gewahlt, um einen Extrem-
fall zu demonstrieren. Hierdurch sind zum Anfang eines Analysenlaufs Eluentenbestandteile
auf der ,kalten” Quelleninnenoberfliche und besonders auf den [LiF}Fenstern als Kondensate
sichtbar. Durch das relativ langsame Ansteigen des Methanolgehalts bei der Gradienteneluti-

on konnten noch bis zu 5 Minuten nach dem Start der Analyse Wassertropfen auf dem Fenster

®Die ensprechenden Derivate werden hier als APA-Gly (5, M = 307,3gmol '), APA-Ser (6, M = 337,4 gmol ™)
und APA-Leu (7, M = 363,5 gmol ') bezeichnet
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3 Ergebnisse und Diskussion

beobachtet werden. Zu diesem Zeitpunkt enthilt der Eluent nur 10 % Wasser, sodass das Kon-
densat dann durch das warme Badgas aus der Quelle getragen wird und die [[iF}Fenster nicht
mehr beschlagen. Konstantes Temperieren des Quellenkorpers auf 110 °C konnte eine Kon-
densation der grofen Wassermengen iiber den gesamten Gradientenlauf effektiv vehindern.
Abbildung [3.6] zeigt die — unter den in Kapitel [6.2.7] angegebenen Bedingungen — erhaltenen
HPLC-APLI-Chromatogramme als extrahiertes Ionenchromatogramm (engl.: extracted ion
chromatogram, [EIC)) der m/z-Verhiltnisse fiir Radikalkationen der derivatisierten Analyten.
Wihrend der gesamten Analyse ist die lonisationseffizienz aller Aminoséurederivate im tem-
perierten Quellenkérper (110 °C) grofer als bei einer Quellentemperatur von 45 °C. Besonders

der Peak des derivatisierten L-Leucins (APA-Leu, 7) ist ohne kondensiertes Wasser etwa 10-

fach grofer als in der ,kalten” Quelle.
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Abbildung 3.6: Summierte[EIClder HPLC-APLI-Analysen (¥ m /z 307,0 (5), 337,0 (6) und 363,0 (7) & 0,5) der
Aminoséurederivate bei einer Quellentemperatur von 45 °C (rote Linie) und 110 °C (schwarze

Linie) — Trennparameter in Kapitel

Verglichen mit dem APA-Leu-Peak sind die Signalintensitaten der Peaks von APA-Ser (6)
und APA-Gly (5) sowohl bei 45°C als auch bei 110°C sehr klein. Diese geringen Signal-
intensitdten konnen darauf zuriickzufiihren sein, dass es — bedingt durch eine recht geringe
Temperatur des Verdampfers (350 °C) und gleichzeitig hohem Wassergehalt im Gradienten —
zu Diskriminierungseffekten bei der Uberfithrung der Analyten in die Gaphase kommt. Was-
ser hat durch seine — verglichen mit organischen Losungsmitteln — hohe Warmekapazitat und

Verdampfungsenthalpie einen starken Kiihleffekt auf die Verdampfereinheit. Ebenfalls ist es
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moglich, dass nachgelagerte Reaktionen zum Verlust der Ladung beitragen. Eine isokratische
Elution mit geringerem Wassergehalt (H,O,/[MeOHI[V/V] = 25%/75 %) konnte demonstrie-
ren, dass die Ionisationseffizienzen fiir 5 und 6 vergleichbar mit der von 7 ist. Unter diesen
Bedingungen lasst sich allerdings keine ausreichende Trennung der Analyten erreichen.

Der Einsatz der temperierbaren Ionisationsquelle bietet zuséatzlich zur Verminderung der Kon-
densation weitere Vorteile. Auf die dauerhaft geheizten Flidchen schlagen sich Verunreini-
gungen oder nicht ionisierte Analyten weniger nieder als in einer ungeheizten Quelle. Die
Reinigungszyklen des Quelleninnenraumes werden dadurch verlangert. Insbesondere fiir die
sensitive APLI bedeutet dies zudem auf Dauer eine Reduzierung des Hintergrundsignals, da
die Belige in der Quelle mit dem Gasstrom des Dry- [bzwl] Verdampfergases oder allgemein

mit dem Badgas kontinuierlich aus der Quelle herausgetragen werden.

3.1.2 Entwicklung eines aktiven elevated floor

Die Qualitdt und die analytische Leistungsfihigkeit einer HPLC-Analyse héngen von vielen
Eigenschaften ab. Aus einem HPLC-Chromatogramm lassen sich einige dieser Eigenschaf-
ten in Form von Kennzahlen bestimmen. Um die Trennleistung eines chromatographischen
Systems beschreiben zu kénnen, wird =1 die chromatographische Auflésung Rg bestimmt
und bewertet [2, [7]. Diese Auflésung (Gleichung ist ein Mafs fiir die Vollsténdigkeit der
Trennung zweier Komponenten [7]. Sie ist abhéngig von der Retentionszeitdifferenz und der
Peakbreite der betrachteten Substanzen. Ein erwiinschtes Ziel der Chromatographie ist das
Erreichen einer Basislinientrennung zweier Substanzen. Als basisliniengetrennt gelten dabei

zwei Peaks, deren Auflosung Rg = 1,5 oder grofer ist |2].

try — Try

Rg =2 (3.1)

Why + Wy,

mit: Rs = Aufldsung, t,., = Retentionszeit der Substanzen 1 und 2 (in min) und wy,,, = Peakbasisbreite

der Substanzen 1 und 2 (in min)

Eine hohe chromatographische Auflésung wird nicht nur durch eine grofe Differenz der Reten-
tionszeiten zweier Substanzen sondern auch durch eine kleine Peakbreite erreicht. Im Idealfall
haben chromatographische Peaks die Form einer schlanken Gauffunktion [2]. Verschiedene
Einfliisse auf die chromatographische Trennung konnen sich negativ auf die Basisbreite aus-
wirken und zu asymmetrischen Peaks fiihren. Unter Umstédnden kann Tailingﬂ auftreten, wenn
keine ausreichende Gleichgewichtsverteilung des Analyten zwischen stationdrer und mo-
biler Phase vorliegt. Durch Verdanderungen aufgrund der chromatographischen Bedingungen,
[z.B] Anpassen der Eluentenflussrate, der stationiren Phase, des Injektionsvolumens oder der
Langen und Innendurchmesser der Verbindungskapillaren des Systems, lassen sich Peakver-

breiterungen weitgehend reduzieren, insofern kein gravierender Defekt des Sdulenmaterials

"beim Tailing ist die Steigung des chromatographischen Signals grofer als der Abfall auf die Basisline 12]
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vorliegt.

Trotz optimierter chromatographischer Bedingungen kénnen bei der HPLC-MS {iberméfig
breite Analytsignale auftreten. Unabhingig vom chromatographischen Trennprozess zeigen
HPLC-APLI-Analysen in der haufig eine Peakverbreiterung oder ein Peaktailing
[182]. Mit HPLC getrennte Substanzen gelangen iiber den pneumatisch assistierten Verdamp-
fer in die Gasphase der Ionenquelle und werden von dort nach erfolgter Ionisation zum Teil
in das geleitet. Nicht ionisierte Substanzen oder Ionen, die nicht direkt in das geleitet
werden, stehen teilweise bedingt durch die Ionenquellengeometrie weiterhin im Quellenkoérper
zur Verfligung und treffen mit dem Verdampfergasstrom auf den Boden des Quellenkorpers auf
[183-185|. Dort werden sie umgelenkt und bilden Verwirbelungen aus, wie in Abbildung
dargestellt ist [183]. Diese zeigt ein von POHLER numerisch simuliertes und von WISSDORF
visualisiertes, fluiddynamisches Modell der statischen Gasfliisse mit relativer Verteilung ei-
nes Analyten in der LC-MPIS Quelle mit einem solchen Wirbel [183, |186|. Beachtenswert
ist, dass der Analyt isotrop im Quellenkorper verteilt ist. Aus Abbildung [3.7b kann abgeleitet
werden, dass der ausgebildete Wirbel bei kontinuierlicher Gaszufuhr stabil ist und das gesamte
Quellengas eine Art ,, Analytpuffer” bildet, der dafiir sorgt, dass eine wiederholte und zeitlich
verzogerte Abgabe des Neutralanalyten in die Ionisationszone [bzwlin das Abluftsystem statt-
finden kann. Die Simulation von WISSDORF (Simulationsbeschreibung in Kapitel zeigt
zeitlich integrierte Trajektorien von Fluidpaketen, [{. 1] die Aufenthaltsdauer einzelner Fluid-
pakete im Quellenkorper |184) |187|. Tonen, die keinen direkten Weg in das Massenspektrome-
ter beschreiben, halten sich hiernach mehrere Sekunden (teilweise iiber 30s) im Quellenkdrper
auf, bevor sie entweder zuriick in die Ionisationszone und so mit einer zeitlichen Verzégerung
doch ins Massenspektrometer gelenkt werden oder iiber das Abluftsystem verloren gehen.
Den Trajektorien folgend kénnen ionisierte Molekiile zudem durch Gasphasenreaktionen ih-
re Ladung verlieren. Diese aus der numerischen Simulation ersichtliche breite Verteilung der
Transferzeiten neutraler Analyten sowie die anzunehmenden langen Aufenthaltszeiten einzel-
ner Tonen bis zum Eintritt in das Massenspektrometer fiihren zur beobachteten Verbreiterung
des HPLC-Signals in Form eines Peaktailings [182].

Um die Fluiddynamik der MPIS zu optimieren und dadurch ein Gasflusssystem zu schaffen,
aus dem die Ionen direkt orthogonal in das Massenspektrometer gelangen, ist in Kooperation
mit LORENZ [182] ein aktiver elevated floor (Abbildung entwickelt worden. Dieser soll
die Gasstrome im Quellenkorper gezielt und kontrolliert lenken, um so die Pufferwirkung des
Quellengases zu minimieren und damit effektiv ein Tailing zu verhindern [182]. Der elevated
floor stellt eine Erweiterung der MPIS dar und wird im Austausch gegen die Bodenplatte
((g) in Abbildung [3.1] auf Seite in das System integriert. Der obere Teil des elevated floor
ist ein im Quelleninneren abgeschriagtes Rohr zur Gasfiihrung in Richtung eines gerichteten,
gastreibenden Elements. Die erste und hier demonstrierte Entwicklung nutzt zur gerichteten
Gasfithrung einen einfachen Axialliifter (maximale Férderleistung: 50m3h~!), der im Allge-

meinen zum Beliiften und Kiihlen in Computersystemen Vewendung findet. Die Intensitét
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Abbildung 3.7: Numerische Simulationen der (a) Gasgeschwindigkeit (Farbskala) und Flusslinien sowie (b)
der zeitintegrierten Trajektorien von Fluidpaketen in der [MPIS]— Simulationsbedingungen in

Kapitel [6.12.1

der gerichteten Stromung kann durch die angelegte Gleichspannung (Up,e,: = 16 V) und der

damit verbundenen Liifterdrehzahl variiert werden. Dem Axialliifter folgt ein Anschluss an
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3 Ergebnisse und Diskussion

die Abluft zur Entsorgung des iiberschiissigen Gases. Um die Gasbilanz im Quellenkorper
auszugleichen, wird der urspriingliche Anschluss an das Abluftsystem umfunktioniert, sodass

hierdurch nun Umgebungsluft als Hilfsgas zufliefsen kann.

Abbildung 3.8: (a) CAD-Zeichnung mit schematischer Darstellung der Gasfithrung (griine Pfeile) bei einge-
bautem elevated floor sowie (b) Foto des montierten elevated floor in der TC-MPIS

Um die Anderungen auf chromatographische Peaks durch den Einsatz des elevated floor quan-
titativ erfassen zu kénnen, werden mit Hilfe der Auswertesoftware des Massenspektrometers
(Bruker DataAnalysis) die Peakbasisbreite, die Peakbreite auf halber Hohe (engl.: full width
at half maximum, [FWHM)]) und das Signal-zu-Rauschverhéltnis (engl.: signal-to-noise ratio,
bestimmt und bewertet. Das urspriingliche System dient hierbei als Ausgangspunkt fiir
diese Betrachtung. Dafiir wurde Anthracen als Referenzsubstanz gewéhlt, auf eine HPLC-
Saule injiziert und mit HPLC—APLI analysiert. Wahrend der Messreihe wurde die
Intensitéit der gerichteten Stromung des elevated floor variiert, um deren Einfluss auf die Si-
gnalintensitdt zu demonstrieren. Dazu wurde die am Axialliifter angelegte Gleichspannung
in vier Stufen (0, 5, 10 und 15V) verdndert. Die erhaltenen Chromatogramme wurden zum
Vergleich der Peakform auf maximale Intensitdt normiert und in Abbildung [3.9] dargestellt.
Chromatogramm a) zeigt die Analyse von Anthracen im urspriinglichen System ohne elevated
floor. Die Chromatogramme b) bis e) zeigen die Messungen mit dem in die Quelle eingebauten
elevated floor bei unterschiedlichen Liifterspannungen. Ohne Normierung werden die Intensi-

titen der Peaks zwischen a) 7,5 - 10° counts und e) 2,1 - 10° counts sukzessive kleiner.

Der qualitative Vergleich der Peakform zeigt, dass mit zunehmendem, geregeltem Gasstrom
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Abbildung 3.9: Normierte HPLC-APLI{(TOF)MS} Chromatogramme von Anthracen (EIC (178,0 +0,5)) der
Versuchsreihe zum elevated floor mit Angabe der urspriinglichen Signalintensitat — a): ohne
und b) bis e) mit Einbau des elevated floor in die TC-MPIS-Quelle. Die am Axialliifter ange-
legte Spannung betrigt bei b): 0V, ¢): 5V, d): 10V und e): 15V — Trennparameter in Kapitel

f25

in der Quelle das Peaktailing sowie die Peakbasis- und -halbhOhenbreite abnimmt. Dieser
Vergleich spiegelt sich auch in der quantitativen Betrachtung der chromatographischen Kenn-
zahlen wider. Diese Kennzahlen sind in Abbildung [3.10] als Balkendiagramme dargestellt und
zeigen die Mittelwerte der Peakbasisbreiten wy, (1), der Peakbreiten auf halber Hohe (EWHM))
(2) und der Signal-zu-Rauschverhéltnisse (3) der Doppelbestimmung.

In der urspriinglichen Konfiguration (a) der Ionenquelle ohne elevated floor liegt die Peakba-
sisbreite (1) des Anthracenpeaks bei etwa 35 s, die Peakbreite auf halber Hohe (2) betrégt etwa

10s. Die lIonisationseffizienz und die Peakform sind den bekannten fluid- und elektrodynami-
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Abbildung 3.10: Balkendiagramme der Kennzahlen fiir Anthracen aus den HPLC-Messungen zur Peakbrei-
tenoptimierung bei der APLI — ohne (a) und mit (b) bis (e) Einbau des elevated floor in
die TC-MPIS-Quelle. Die am Axialliifter angelegte Spannung betrégt bei (b) 0V, (c) 5V, (d)
10V und (e) 15V

schen Gegebenheiten unterworfen [178]. Nach dem Einbau des elevated floor (b) steigen die
Peakbreiten vermutlich durch die drastische Stérung der Fluid- und Elektrodynamik an. Ohne
Ventilation kann das Gasfithrungsrohr primér als storendes Element fiir die Fluiddynamik an-
gesehen werden, das durch den starren Rotator zudem wie ein tiefer liegender Verschluss wirkt
und somit ein Abfithren des Gasstroms verhindert. Mit zunehmender gerichteter Stromung
durch eine Steigerung der Liifterdrehzahl (Spannungssteigerung von U = 5V bei (¢) auf 15V
bei (e)) werden die Peakbreiten w, und [FEWHM] kleiner und erreichen w,-Werte von etwa 26s
bei einer am Axialliifter angelegten Spannung von U = 10 V. Die gerichtete Gasfiithrung sorgt
dafiir, dass nicht ionisierte Molekiile aus der Ionisationsquelle gefilhrt werden und dadurch
nicht mehr mit Verzogerung in das Massenspektrometer gelangen kénnen. Als Konsequenz
kommt es zu einem Anstieg des S/N (3) von ka1 300 auf iiber 800. Die Hintergrundbelastung
mit Analytmolekiilen wird in diesem Fall geringer und sorgt fiir die Steigerung des S/N. Trotz
der Verminderung der Signalintensitit [bzwl der Peakflache bei steigender Ventilation ist kein
Verlust der Nachweisempfindlichkeit zu erkennen, da die S/N entsprechend grofer werden.
Der Vorteil, der sich durch die Anwendung des elevated floor ergibt, ist somit die Steigerung
der Peakkapazitét fiir die chromatographische Trennung aufgrund der schmaleren Peaks, wah-
rend die Sensitivitdt durch Einsatz des elevated floor aufgrund des Analytverlustes und der

Zunahme des S/N-Verhéltnisses kaum veradndert wird.

Die Einbautiefe des elevated floor wurde in drei Stuferﬁ ebenfalls variiert. Die zuvor darge-
stellen Daten repréisentieren hierbei die Ergebnisse, die mit der zweiten Stufe erzielt wurden.
Stufe 1 liefert keine aussagekriftigen Ergebnisse. Dort ragt das Rohr zur Gasfithrung maximal,
ohne dabei in direkten Kontakt zum Sprayshiel(ﬂ des Massenspektrometers zu gelangen, in

den Quellenkorper hinein. Aufgrund des dennoch sehr geringen Abstands (etwa 1 bis 3 mm)

8Einbautiefe als relativer Abstand von der Halterung des elevated floor bis zum Liiftergehiuse: Stufe 1: —28 mm
(maximale Eindringtiefe), Stufe 2: —50 mm und Stufe 3: —75 mm
9Eine nihere Beschreibung des Sprayshields sowie weiterer Bauteile des Massenspektrometer-Einlasssystems

folgt im néchsten Kapitel (3.1.3)
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3.1 Ionenquellenoptimierung

ist davon auszugehen, dass sich die vom Sprayshield ausgehenden Potentialfelder drastisch
dandern und dadurch nur wenige Ionen in Richtung MS-Einlass gelenkt werden kénnen. Der
Betrieb des elevated floor in Stufe 3 liefert zu Stufe 2 vergleichbare Ergebnisse. Die Eindring-
tiefe des Gasfiihrungsrohres ist bei Stufe 3 so gewahlt, dass der abgeschrigte Teil gerade noch
mit dem Quellenboden abschliefit. Die Peakbreiten sind mit Stufe 2 vergleichbar und folgen
dem gleichen Trend. Die Ergebnisse unterscheiden sind nur dahingehend, dass die Intensitdten
der Peaks bei hohen Liifterdrehzahlen kleiner sind als in Stufe 2, was durch eine unvorteilhaf-
te Storung der Fluiddynamik im Quellenkorper erkliart werden kann. Bauartbedingt ist die
Eindringtiefe des Gasfiihrungsrohres stufenlos verstellbar. Die bisherigen Ergebnisse deuten
darauf hin, dass eine optimale Position des elevated floors experimentell bestimmt werden
muss. Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass nicht nur die Position allein ausschlaggebend ist,
sondern ebenfalls eine Wechselwirkung zwischen der Position des Rohrs und den Einlasspara-
metern (Potentiale auf dem Sprayshield und der Transferkapillare) des Massenspektrometers
besteht, die wiederum einen Einfluss auf die dynamische Ionenakzeptanz und somit auf den

optimalen Ionisationsort ausiibt.

3.1.3 Einschrinkung der Verwendung von Drygas bei GC-APLI

Die Herausforderung bei einer Kopplung zwischen einem [APFMassenspektrometer und fliissig-
chromatographischen Trennstufen ist die Handhabung grofser Losungsmittelmengen, die in die
Ionenquelle eingebracht werden, sowie deren Trennung vom Analyten [bzw)] den Analytionen.
Um zu verhindern, dass Fliissigkeitstropfen in die erste Vakuumstufe des Massenspektrome-
ters gelangen, wird ein temperierbares, sogenanntes Drygas (L_Al reiner Stickstoff) verwendet
[64], das bei der [ESI die Lésungsmittelverdampfung unterstiitzt [3] [188]. Einen Vorteil
bietet das Drygas weiterhin dadurch, dass das Massenspektrometer nur sauberes Dry- und
wenig dreckiges Umgebungsgas ansaugt. Zur Orientierung ist in Abbildung[3.1Ta)eine schema-
tische Zeichnung des Einlassbereichs vom verwendeten Bruker micrOTOF mit der sogenann-
ten Standard Sprayshield Anordnung (SSSA) dargestellt. Die nebenstehende Abbildungm
zeigt eine Fotographie verschiedener Bauteile der Einlassstufe. Das Drygas (a) umstromt die
Transferkapillare (b) mit der montierten, fluiddynamisch optimierten Kapillarkappe (c) und
tritt anschliefend durch die Offnung des Sprayshields (d) aus, um die Trocknung der hierdurch
eintretenden Gase und Ionen zu unterstiitzen. Die Ionisationszone (e) ist bei der LC-APLI frei
positionierbar und liefert je nach eingestellten Parametern wie Sprayshieldspannung, Gasvo-
lumenfliissen MSw1 unterschiedliche Verteilungen der dynamischen Ionenakzeptanz (DIAI) |70)
178|. Fiir die GC-APLI besteht ebenfalls eine Abhéngigkeit der [DIAl von der Positionierung
des Laserstrahls (siehe Kapitel . Die optimale Positionierung des Laserstrahls bei GC-
APLI und somit die maximale, dynamische lonenakzeptanz liegt wie erwartet zwischen der
Transferline (f) und dem Sprayshield. Der Abstand zwischen diesen Bauteilen betragt ca.
5mm und wird [L_Al vollstindig vom Laserstrahl des verwendeten Excimerlasers ausgeleuch-

tet, um eine maximale Ionisierungseffizienz zu erhalten.
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0

(a)

Abbildung 3.11: (a) Schematische Darstellung des Einlassbereichs und (b) Fotographie der unterschiedlichen
Bauteile der Einlassstufe des Bruker micrOTOF
a: Drygas, b: Transferkapillare, c: Kapillarkappe, d: Standard Sprayshield, e: Ionisationszone /
Laserstrahl, f: GC-Transferline, g: nano-GC-Cap, h: weiterentwickeltes Sprayshield

Fir GC-API-Anwendungen wie der GC-APLI, bei denen allgemein keine Trocknung der ein-
tretenden Gase und Ionen erfolgen muss, wird von Bruker empfohlen (insbesondere fiir eine
saubere Gasumgebung) einen Drygasfluss einzustellen . Experimente hierzu belegen aber,
dass auch der geringste am Bruker micrOFOF einstellbare Drygasﬂusﬂ von 1,5Lmin ! ein
negativen Einfluss auf die Signalintensitit der ionisierten Analyten bewirkt [64]. Das Drygas
stromt dem Neutralanalyten und den gebildeten Ionen durch die Offnung im Sprayshield dia-
metral entgegen, wodurch diese weggespiilt werden. Fiir eine maximale Signalintensitit ist
somit das Abschalten des Drygases unabléssig.

Im GC-APLI-Betrieb wird die Einlassstufe des Massenspektrometers mit der [SSSAl betrieben,
die fiir die meisten Ionisationsmethoden Verwendung findet. Die Kombination aus Kapillar-
kappe und Sprayshield bietet einen grofen Vorteil fiir die Ionenfiithrung. Die Feldgradienten
verlaufen unter optimal gewéhlten Potentialen trichterférmig und fokussieren so die Ionen auf
die Offnung der Transferkapillare. Eine numerische Simulation dieser Feldgradienten wurde
von WISSDORF vorgenommen und ist in Abbildung [3.12a] dargestellt. Hierbei stellen die roten
Linien Ionentrajektorien dar, die von den ausgebildeten Feldgradienten abhéngen. Die Simu-
lation der Ionentrajektorien unterliegt zusétzlich einer Fluiddynamik durch [bspw]das Drygas.
Im Gegensatz zur dargestellten Simulation in Abbildung [3.12b] bei der ein hoher Drygasfluss
vorgegeben ist, wurde Abbildung ohne Drygasfluss simuliert.

Fiir den Betrieb des micrOTOF mit GC-APCI wird die SSSA gegen eine flache, runde Kapil-
larkappe (die sogenannte nano-GC-Cap, Abbildung[3.11H| (g)) ausgetauscht. Diese erméglicht,
dass die APCI-Nadel ndher am Einlass des Massenspektrometers positioniert werden kann und
so einen gerichteten Feldgradienten zur nano-GC-Cap und der Transferkapillare ausbildet.

Hierdurch soll verhindert werden, dass der Gradient nachteilig in Richtung GC-Transferline

1 1

O¢in Betrieb mit Drygas ist nur ab einem minimalen Volumenfluss von 1,5 L min~" moglich (Softwareseitig
fithrt eine Vorgabe zwischen 0 und 1,5 Lmin ' zu einem konstanten Volumenfluss von 1,5 L min ')
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Abbildung 3.12: Numerische Simulationen von Ionentrajektorien zum Vergleich der Feldgradienten mit der
Standard Sprayshield Anordnung beim micrOTOF unter dem Einfluss eines Drygasflusses von
WISSDORF. Die vorgegebe Drygasgeschwindigkeit ist in (a) 0,0ms * und in (b) 0,1556 ms ™.
Die roten Linien stellen die simulierten Ionentrajektorien fiir Ionen mit einem m/z 202 dar
und starten von der GC-Transferline — Simulationsbedingungen in Kapitel

ausgebildet wird. Ein Einsatz der nano-GC-Cap fir die GC-APLI ist ebenfalls moglich und
wird im Folgenden behandelt.

Die beiden genannten Einlassanordnungen unterscheiden sich einerseits durch eine unter-
schiedliche Drygasfiihrung und andererseits durch verdnderte Geometrien der Feldgradienten
anliegender Potentialfelder. In der SSSA fliet das Drygas durch die etwa 6 mm groke Offnung
des Sprayshields in den lonisationbereich vor dem Massenspektrometer. Bei der nano-GC-Cap
wird das Drygas geometriebedingt nach auften gefiihrt, wobei ein kleiner Teil der Gasstromung
an den Kanten der flachen Kapillarkappe verwirbelt wird und somit ein geringer Teil des sau-
beren Gases ins Massenspektrometer gesaugt werden kann. Fluiddynamischen Simulationen
zufolge fiihrt dies zu einem nur geringen Einfluss auf den Bereich vor der MS-Einlasséffnung.
Abbildung zeigt eine solche numerische Simulation fiir die nano-GC-Cap mit einem
hohen Drygasfluss von WISSDORF. Die Farbcodierung des Hintergrunds entspricht hier der
Gasgeschwindigkeit, das Vektorfeld stellt die Flussrichtung dar.

Der vorteilhaften Drygasfithrung der nano-GC-Cap fiir den Betrieb mit GC-APLI steht ein fiir
die Tonenfithrung nachteiliges Potentialfeld gegeniiber. Wie aus der Simulation von WISSDORF
in Abbildung m ersichtlich ist, fokussieren die Ionentrajektorien nicht auf die Offnung der
nano-GC-Cap und der Transferkapillare. Vielmehr entsteht zwischen der nano-GC-Cap und
der GC-Transferline ein Feldgradient, der nahezu dem eines Plattenkondensators entspricht.
Fiir die gebildeten Ionen bedeutet dies, dass sie nur zu einem geringeren Anteil den Weg in

das Massenspektrometer finden und folglich die Signalintensitét geringer ist als bei der SSSA.

3.1.3.1 Experimentelle Bestimmung der Drygasabhingigkeit in der GC-APLI

Die nachfolgend beschriebenen Experimente sollen die Abhéngigkeit der GC-APLI-Signal-

intensitdt vom Drygasfluss mit den unterschiedlichen Einlassgeometrien ndher beschreiben
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Abbildung 3.13: Numerische Simulationen der (a) Gasgeschwindigkeit (Farbskala) und der Flussfelder sowie
der (b) Ionentrajektorien (rote Linien) fiir Ionen mit m/z 202 bei einer Drygasgeschwindigkeit
von 0,2ms™! fiir die nano-GC-Cap von WISSDORF — Simulationsbedingungen fiir (a) in

Kapitel [6.12.3| und fiir (b) in Kapitel [6.12.2

und die aus den numerischen Simulationen erhaltenen Ergebnisse validieren. Zusétzlich zu
den bereits beschriebenen Einlassgeometrien wird eine Weiterentwicklung der konventionellen
SSSA eingesetzt und evaluiert. Diese nutzt ein von der Fa. BRUKER DALTONIK weiterentwi-
ckeltes Sprayshield, das fiir die Verwendung mit Drygas in der GC-APLI geeignet sein soll
(vgl]ADDI[B.11h] (h) auf Seite [42)). Das neu entwickelte Sprayshield wurde auf den angewin-

kelten Seitenflichen um acht konzentrisch gleichverteilte Offnungen (Innendurchmesser etwa

3mm) erweitert. Durch diese zusétzlichen Offnungen soll ein Grofteil des Drygases gefiihrt
werden, um die Drygasmenge durch die zentrale Offnung des Sprayshields zu minimieren. Zu-
sétzlich soll dadurch eine saubere Gasumgebung vor der Kapillarkappe beibehalten und die
Signalintensitét im Vergleich zur SSSA bei gleicher Drygasmenge erh6ht werden. Eine Darstel-
lung der numerisch simulierten Gasgeschwindigkeiten (mit farbcodiertem Hintergrund) und
Flussrichtungen (Vektorfeld) ist in der von WISSDORF erstellten Abbildung gegeben.
Der Drygasfluss wird in der Simulation zum grofiten Teil durch die konzentrisch verteilten
Offnungen geleitet. Ein Teil des Gasflusses umstromt wie bei der konventionellen SSSA die
Kapillarkappe und wird von der Einlasskapillare eingesaugt. Anzunehmen ist, dass weiterhin
ein Teil des Drygases durch die zentrale Offnung des Sprayshields austritt. Der Einfluss auf die
Signalintensitét durch das Drygas sollte aber geringer sein als bei der konventionellen SSSA,

weil hier nur ein geringerer Teil des Drygases dem Analyten entgegenstromt.

Um den Drygaseinfluss in der GC-APLI experimentell zu bestimmen, wurden Analysen einer
deuterierten PAK-Mischung (PAK-Mix 31, siehe Tabelle unter Variation des Drygasflus-
ses in drei Stufen (0,0 Lmin !, 1,5 L min ! und 3,0 Lmin ') mit den drei Einlassgeometrien
durchgefiihrt. Die dabei erhaltenen Chromatogramme sind in Abbildung[3.15]in Abhéngigkeit

der Einlassgeometrie und des Drygasflusses dargestellt.
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3.1 Ionenquellenoptimierung

Abbildung 3.14: Numerische Simulation der Gasgeschwindigkeit und der Flussfelder fiir die weiterentwickelte
SSSA (simuliert von WissDORF) — Simulationsbedingungen in Kapitel |6.12.3
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Abbildung 3.15: GC-APLI-Chromatogramme (summiertes [EIC] fiir Phenanthren-d10 m/z 188,0 (Retentions-
zeit t, &~ 3,7min)), Chrysen-d12 m/z 240,0 (t» ~ 5,3min) und Perylen-d12 m/z 264,0
(tr =~ 6,1min), jeweils £ 0,5) in Abhéngigkeit von verschiedenen Einlassgeometrien (Spal-
ten) und Drygasfliissen (Zeilen) — Trennparameter in Kapitel
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Die erste Spalte zeigt die Chromatogramme mit der konventionellen SSSA. Fiir die betrach-
teten Substanzen kann hier jewelis die hochste Signalintensitét fiir die gesamte Versuchsreihe
gemessen werden. Zum quantitativen Vergleich sind in Abbildung [3.16] die ermittelten Peak-
flachen fiir Phenanthren-d10 in Abhéngigkeit des Drygasflusses aufgetragen. Die Peakflache
fiir Phenanthren-d10 wird bei einer Erhéhung des Drygasflusses von 0,0 auf 1,5 Lmin !
bei der konventionellen SSSA auf etwa 40 % verringert. Die Signalintensitéit bei 3,0 Lmin !
entspricht nur noch ca. 5% des Signals bei 0,0 L min—!. Dieser abnehmende Trend kann eben-
falls fiir die weiterentwickelte SSSA beobachtet werden. Durch die gednderte Drygasfithrung
ist allerdings der Verlust der Ionisationsausbeute [bzw.l] an Ionen, die das Massenspektrome-
ter erreichen, geringer als in der konventionellen SSSA. Die Fliachen erreichen hier etwa 61 %
bei 1,5 Lmin~! Drygas und 10 % bei 3,0 Lmin—!. Fiir die nano-GC-Cap konnen aufgrund der
Drygasfithrung und der Feldgradienten geringere aber konstante Peakintensitdten und -flachen
beobachtet werden. Ohne eine Fokussierung der Ionen auf die Offnung der Einlasskapillare
sind die Peakflichen entsprechend kleiner als bei den beiden SSSA-Varianten. Verglichen mit
der SSSA bei 0,0 Lmin~! Drygas liegen die Peakflichen mit der nano-GC-Cap - unabhingig
vom Drygas - konstant bei etwa 20 %.
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Abbildung 3.16: Mittlere Peakflichen (n=2) von Phenanthren-d10 aus den GC-APLI-Chromatogrammen in
Abbildung@ in Abhéngigkeit des Drygasflusses und der verschiendenen Einlassgeometrien

Die Ergebnisse dieser Messreihen und die zugehorigen numerischen Simulationen sind zuein-
ander konstistent. Eine Zugabe von Drygas fithrt in der GC-APLI in jedem Fall zu einem
Verlust an Signalintensitdt und somit zu einem geringeren Nachweisvermégen. Als vom Dry-
gas unabhéngig kann nur die nano-GC-Cap als Option fiir die Einlassgeometrie des Mas-
senspektrometers gelten. Durch die Hohe des Verlust an Ionen aufgrund der unvorteilhaften
Feldgradienten stellt auch diese Geometrie keine sinnvolle Alternative fiir die GC-APLI dar.
Die nano-GC-Cap bietet nur den bereits beschriebenen Vorteil fir die GC-APCI, fiir deren
Anwendung diese Geometrie entwickelt wurde. Die Anwendung der weiterentwickelten SSSA

bietet einen signifikanten Vorteil gegeniiber der konventionellen SSSA bei Verwendung von
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Drygas. Sie lasst sich aber nicht mit einer maximierten Intensitét vereinbaren. Inwieweit die
Verwendung von Drygas in der GC-API-MS als sinnvoll betrachtet werden kann, miissen

Langzeitstudien beziiglich einer Kontamination des Einlassbereichs zeigen.

3.2 Charakterisierung der APLI als Ionisationsmethode

Fiir einige der bekannten AP-Ionisationsmethoden sind verschiedene Probleme beim jewei-
ligen Ionisationsprozess hinreichend bekannt und untersucht. Unter anderem tritt [z. Bl bei
der Elektrosprayionisation unter bestimmten Umsténden eine Ionensuppression auf, fiir de-
ren Erkldrung unterschiedliche Modelle zur Verfiigung stehen [26] 31, 190-192]. Eine solche
Untersuchung fehlt fiir die APLI bislang.

Im folgenden Kapitel wird untersucht, ob es bei der APLI im Vergleich zu den bekannten
Ionisationsmethoden zu einer Ionensuppression kommt. Ebenso sollen Experimente und theo-
retische Berechnungen das Modell des Ionisationsmechanismus der APLI bestétigen und be-

schreiben, unter welchen Umstdnden Fragmentsignale zu erwarten sind.

3.2.1 Untersuchung der Ionensuppression bei HPLC-APLI

Bei der Analyse komplexer Proben mittels LC-MS treten verschiedene Formen von Matrixef-
fekten auf. Einer dieser Effekte, der zumeist einen negativen Einfluss auf die Leistungsfahig-
keit und Genauigkeit einer quantitativen massenspektrometrischen Detektion ausiibt, ist die
sogenannte Ionensuppression [190, [191]. Diese bewirkt héufig eine Verminderung des Analyt-
signals und entsteht a1 durch Koelution von Matrixbestandteilen, schlecht verdampfbaren
Substanzen oder Substanzen mit hoher Gasphasenbasizitét.

Fiir die werden verschiedene Ursachen der Ionensuppression diskutiert. Bei zu hohen
Konzentrationen an ionisierbaren Substanzen werden mit der [ESIl Verluste der Signalintensi-
tat detektiert, abweichend vom ansonsten linearen Verhalten. Die Griinde hierfiir lassen sich
auf eine limitierte Anzahl der zur Verfiigung stehenden Ladungen in oder einer Sattigung der
Analyten auf einem Spraytropfen zuriickfithren. Weiterhin ist die Viskositiat hochkonzentrier-
ter Losungen erh6ht und fiihrt dadurch zu einer Verminderung der Losungsmittelverdampfung
aus dem Tropfen und somit zu einer geringeren Anzahl von Analytionen in der Gasphase [191}
193/, 1194]. Aus demselben Grund werden durch schlecht verdampfbare Substanzen im Elektro-
spray ebenfalls weniger Analytionen gebildet [190]. Zusétzlich zu diesen auf die Fliissigphase
beschrankten Effekten kdnnen bereits ionisierte Verbindungen mit koeluierenden Substanzen,
die eine hohe Gasphasenbasizitat aufweisen, um ihre Ladung konkurrieren. Dieser Effekt tritt
nicht nur bei der ESI, sondern auch bei der APCI auf [194, [195]. Allgemein ist die Ionen-
suppression bei APCI weitaus geringer als bei der ESI, was mit dem lonisationsmechanismus
zusammen héngt [191].

Bei der APLI findet die Ionisation wie in der APCI nach dem nahezu vollstdndigen Ver-
dampfen und Uberfithren der Analyten in die Gasphase statt. Eine Untersuchung der Ionen-

suppression fiir die APLI hat bislang nicht stattgefunden. Dadurch, dass die Ionisation bei
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3 Ergebnisse und Diskussion

APLI ebenfalls in der Gasphase stattfindet, ist eine der APCI dhnliche Ionensuppression zu
erwarten. Um den Einfluss einer solchen Ionensuppression auf diese Ionisationsmethode zu un-
tersuchen und damit einen Vergleich zu den bekannten Methoden zu ermoglichen, wurden die
nachfolgend beschriebenen Experimente durchgefiihrt. Allgemein stehen fiir die experimentel-
le Bestimmung der Ionensuppression mehrere Verfahren zur Verfiigung, von denen einige mit
dem sogenannten multiple reaction monitoring (MRM]) durchgefiihrt werden . Hierfiir ist
die Anwendung einer MS/MS-Methode notwendig, die fiir die durchgefithrten Experimente
nicht zur Verfiigung stand. Stattdessen wurde eine Methode, die zusétzlich eine Bestimmung
der zeitlichen Ionensuppression wéihrend einer chromatographischen Trennung erlaubt, ge-
nutzt .

Fiir die Bestimmung der Ionensuppression wurde eine stark matrixbelastete Probe per [HPLC|
chromatographiert und mit einem kontinuierlich zugegebenen — fiir die Ionisation zuging-
lichen — Analyten gemeinsam in die Ionenquelle gegeben und zur Ionisation gebracht (Ab-
bildung |3.17)). Die folgenden Ergebnisse wurden mit einer Urinmatrix als matrixbelasteter
Probe fiir APLI, APCI und ESI durchgefiihrt. Die erfolgte Aufarbeitung des Urins ist in Ka-
pitel beschrieben. Fiir die in Abbildung dargestellten [EIC] (m /2 191,0 und 209,0 +
0,5) erfolgte die chromatographische Trennung des Urinextrakts isokratisch mit einem Elu-
enten aus Methanol und Wasser = 70%/30%) (weitere Bedingungen sind in Kapitel
angegeben). Uber ein T-Stiick und eine Spritzenpumpe wurde dem Eluat eine Lésung
von Anthracen-9-methanol (M = 208,3 gmol ') hinzugegeben.

ESI -
HPLC-Eluat sy =P APC| - MS
APLI -

Anthracen-9-
methanol-
I6sung

Abbildung 3.17: Schmeatische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Bestimmung der Ionensuppression

Anthracen-9-methanol (8) wurde aus einer Reihe von Vorversuchen, bei der die Ionisierbar-
keit verschiedener Substanzen mit ESI, APCI und APLI untersucht wurde, als Analyt ausge-
wahlt. Hier konnte gezeigt werden, dass Anthracen-9-methanol mit allen Ionisationsmethoden
zuganglich isﬁ Fiir APLI und APCI zeigten die Massenspektren aus diesen Versuchen zwei
relevante m /z-Verhiltnisse. Zum einen wird — bedingt durch[CID]- ein Fragment mit dem m /z
191 und zum anderen das protonierte Molekiilion mit m /z 209 gebildet. Beide Massenspuren
werden nachfolgend als summiertes [EIC] betrachtet.

Leider zeigten die Messungen der Ionensuppression bei ESI mit der Urinprobe unter den

verwendeten Bedingungen eine grofse Anzahl chromatographischer Peaks mit relevanten m /z-

Hfiir EST erfolgte zum Erhohen der Tonisationseffizienz die Zugabe von NH/ -Tonen zum Eluenten
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3.2 Charakterisierung der APLI als Ionisationsmethode

Verhéltnissen von 8 in einem Zeitfenster, in dem die Elution von supprimierenden Substanzen
erwartet wird. Ein Vergleich zu den bekannten Suppressioneffekten bei ESI kann deshalb nicht
erfolgen. Fiir diese Untersuchungen wire ein hochauflésendes Massenspektrometer notwendig
gewesen. Es werden daher nur Ergebnisse aus APCI- und APLI-Messungen zur Diskussion

der Ionensuppression betrachtet.
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Abbildung 3.18: HPLC-Chromtogramme der summierten EIC (X m/z 191,0 und 209,0 +-0,5) fiir Anthracen-9-
methanol (8) zum Vergleich der Suppression durch eine Urinmatrix bei a): HPLC-APCI und
b): HPLC-APLI — Trennparameter in Kapitel

Obwohl die Ionisierungseffizienz der APCI deutlich weniger als die der ESI von einer Ionen-
suppression beeinflusst wird, kénnen besonders basische Matrixbestandteile [bzw. solche mit
einer hohen Gasphasenbasizitit einen solchen Effekt auslosen [191) 196]. Harnstoff ist ein
stickstoffhaltiges Hauptprodukt des Proteinkatabolismus im Korper des Menschen und wird
in groken Mengen (im Bereich von ca. 25gd 1) {iber den Urin ausgeschieden 197, [198]. Die
Gasphasenbasizidt von Harnstoff ist nur geringfiigig niedriger als die von aliphatischen Ami-
nen oder Ammoniak [199] |200] und erreicht somit eine beachtenswerte Protonenaffinitit. Als
Folge hieraus ist eine leichte Tonensuppression fiir die Analyse eines Urinextrakts zu erwarten,
zumal im Urin weitere Substanzen mit hoher Gasphasenbasizitéit vorhanden sind. Chromato-
gramm (a) in Abbildung zeigt das [EIC] der oben genannten m /z-Verhéltnisse fiir 8 bei
der Analyse eines Urinextrakts mit HPLC-APCI. Im vorderen Bereich (bis ca. 5 Minuten) ist
eine leichte Tonensuppression zu erkennen. Chromatogramm (b) derselben Analyse mit HPLC-

APLI zeigt ein identisches Verhalten der Ionensuppression. Aufgrund der identischen Matrix
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3 Ergebnisse und Diskussion

ist hier ebenfalls eine leichte Ionensuppression zu erwarten, die durch die oben genannten
Griinde beziiglich der Gasphasenbasizitét entsteht.

Anhand dieser Ergebnisse ist zu vermuten, dass die lonensuppression bei HPLC-APLI auch in
weiteren Féllen mit der der HPLC-APCI vergleichbar ist und nicht in einer Stérke beeinflusst
wird, wie es fiir die ESI erwartet wird. Um jedoch eine umfassende und fundiertere Aussage
iiber Suppressionseffekte sowie deren Vergleich bei den unterschiedlichen Ionisationsmethoden
machen zu kénnen, sind weitere Experimente mit unterschiedlichen Matrizes und ionisierbaren

Zusatzen erforderlich.

3.2.2 Analytfragmentierung durch [CID)

Bei der Atmosphérendruck-Massenspektrometrie (AP-MS) werden die Analyten in einer To-
nenquelle unter Atmosphérendruck ionisiert. Die Isolation der Ionen vom Neutralgas, die
Massenauftrennung und die Detektion erfolgen hingegen in Bereichen mit deutlich niedrige-
rem Druck. Um in den Hochvakuumbereich eines Massenspektrometers zu gelangen, miissen
die Ionen dabei — meist durch elektrische Felder beschleunigt und fokussiert — mehrere soge-
nannte differentielle Druckreduktionsstufen passieren. Die Einstellungsparameter (LAl elek-
trische Potentiale) der hierfiir benotigten Bauelemente (Skimmer, RF-Multipole, Ionenlinsen
usw.) werden zusammengefasst allgemein als Ionentransmissionsparameter bezeichnet.

Abbildung [3.19] zeigt den schematischen Aufbau eines orthogonal beschleunigenden Flugzeit-
massenspektrometers wie dem micrOTOF der Fa. BRUKER DALTONIK.

Pumps’rufe
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]
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Abbildung 3.19: Schema eines orthogonal beschleunigenden Flugzeitmassenspektrometers nach

Die in der Ionenquelle gebildeten Ionen werden durch Potentialfelder beschleunigt und pas-

sieren zunéchst eine etwa 18 cm lange Glaskapillare (Innendurchmesser (D) 0,5 mm), deren
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3.2 Charakterisierung der APLI als Ionisationsmethode

Ausgang in der ersten differentiellen Pumpstufe des Massenspektrometers endet. Viele der
aktuell kommerziell erhéltlichen Massenspektrometer arbeiten mit solchen Glaskapillaren zur
ersten Druckreduktion. Der Druck in der ersten Vakuumstufe liegt im Bereich von wenigen
mbar und wird als Grobvakuum bezeichnet. Zum Erreichen des Grobvakuums wird beim Bru-
ker micrOTOF eine Drehschieberpumpe verwendet, die auch als Vorstufe fiir die dreistufige
Turbomolekularpumpe des Feinvakuums dient. Die beiden Enden der Glaskapillare sind me-
tallbeschichtet, wodurch sowohl auf Atmosphérendruckseite in der Ionenquelle als auch in
der ersten differentiellen Vakuumstufe jeweils ein elektrisches Potential auf die Kapillarenden
gelegt werden kann. Im Atmosphérendruckbereich dienen diese Potentiale dazu, die in der
Ionenquelle gebildeten Ionen auf den Finsaugbereich der Kapillare zu fokussieren, um sie mit
einem Gasstrom (bedingt durch den Unterdruck im Massenspektrometer) durch die Kapillare

transportieren zu kénnen.

Im Grobvakuumbereich werden die Ionen aus der unterexpandierten Gasstromung des Kapilla-
rausgangs durch ein anliegendes elektrisches Potential von AU = 50 bis 250 V (CapillaryExit-
Spannung) auf die erste kegelformige Skimmerelektrode (als Skimmer 1 bezeichnet) — oder bei
neueren Geréaten durch einen Ionentrichter (sogenannter Ion-funnel) — in die néchste Vakuum-
stufe fokussiert. Uber eine weitere Skimmer /RF-Hexapol-Kombination — bei einem wiederum
niedrigeren Druck — gelangen die Ionen dann durch die Ionenlinsen in das Push-Pull-System
des Massenanalysators. Die kleine Offnung im Skimmer 1 und Skimmer 2 stellt dabei ei-
ne Restriktionsstelle fiir die weitere Druckreduktion dar. Die eingesetzten Multipole lenken
durch Gleich- und RF-Wechselfelder die Ionen auf stabile Flugbahnen und erméglichen eine

Trennung von Ionen und ungeladenen Teilchen.

Durch die anliegenden Potentiale erfahren die Ionen jeweils eine Beschleunigung und somit
eine Erhohung ihrer kinetischen Energie (Ej;y,). Bei dem vor Skimmer 1 herrschenden Druck
betriigt die Teilchenzahldichte etwa 107 Teilchen cm 3, im ersten Multipol (Hexapol) und vor
Skimmer 2 etwa 10'6 Teilchen cm 3. Diese relativ hohen Teilchendichten fiihren zwangsldufig
im Bereich vor Skimmer 1 und ebenso vor Skimmer 2 zu teils sehr energiereichen Stofen

zwischen den beschleunigten Ionen und vorhandenen Neutralteilchen (meistens N,)).

Die Region vor Skimmer 2 ist dabei als besonders kritisch zu betrachten, da hier die Ionen
durch die elektrischen Felder eine hohe FEj;, erreichen konnen und zudem die Teilchenzahl-
dichte noch relativ hoch ist. Energiereiche Stofle mit Neutralteilchen treten hier vermehrt
auf, sodass die Ionen einer kollisions-induzierten Dissoziation (CID]) unterliegen konnen [17].
Bei CID erfolgt aufgrund der Stofse eine Aktivierung der Ionen mit anschliefender statisti-
scher Umverteilung eines Teils der kinetischen Energie Ej;, in innere Energie U [3|. Je nach
Beschaffenheit und Stabilitéit des Molekiils [bzwl] dessen Bindungen sowie der Menge an zuge-
fithrter innerer Energie kann es nach den[CIDFSt6Ren zu Bindungsbriichen und Fragmentation
kommen (Reaktionsgleichung[R 3.1][3]). Ein durch einen Stof mit einem Neutralteilchen N ak-
tiviertes Radikalkation AB **, dessen innere Energie statistisch verteilt ist, kann durch einen
weiteren Stofs mit einem Stofspartner N dissoziativ auf verschiedenen Fragmentationswegen
abhéngig von der inneren Energie U zerfallen: Reaktionsweg (a) flihrt zur Bildung eines
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3 Ergebnisse und Diskussion

einfachen Ton A* und einem neutralen Radikal B', Reaktionsweg b) zu einem Radikal-

kation At sowie einem Neutralteilchen B.

ABT4+N —AB™ +N— AT +B +N (a) (R3.1)
— AT +B+N (b)

Diese Vorgénge konnen in analytischer Anwendung als Methode zur Strukturaufklarung von
Verbindungen genutzt werden. Vielfach finden sie in Laboratorien als sogenanntes MS/MS
(oder auch in spezieller Form als MS") Anwendunﬂ [17].

Analytische Anwendung der [CID

Bei MS/MS- oder MS™-Experimenten wird in einem Massenseparator ein Ionenpaket bestimm-
ter m/z-Verhiltnisse selektiert und in einer Stofzelle (z Bl eine Ionenfalle oder ein Quadru-
pol) einem Stofigas unter leicht erh6htem Druck ausgesetzt. Die Stofe fithren zur Bildung von
Fragmenten durch [CID] die anschliefend wiederum nach ihrem m/z-Verhiltnis getrennt und
detektiert werden [3|. Dieses Verfahren bietet fiir die Analytik zwei Vorteile: Einerseits lassen
sich aus den hierbei gewonnenen Informationen Riickschliisse auf die Molekiilstruktur ziehen.
Andererseits kann dieses Verfahren einer selektiven Detektion dienen und somit die Sensi-
tivitdt (verbessertes S/N-Verhiltnis) auf einzelne Analyten [bzwl] deren Fragmente erhohen,
was zu empfindlicheren Nachweisen fithrt. Als geeignet erweisen sich solche Verfahren speziell
bei weichen lonisationsverfahren, die ansonsten stabile Ionen mit geringen inneren Energien

hervorbringen |[3].

Unerwiinschte CID-Prozesse in der Analytik

Bei einem Probenscreening [bzw] bei der Targetanalytik auf bestimme Substanzen in Real-
proben fithren besonders unerwartete CID zu Problemen. Wahrend bei einer umfassenden
Messung durch Aufzeichnen eines Gesamtionenchromatogramms (TIC) alle vom Detektor
registrierten Ionen summiert und als Chromatogramm ausgegeben werden, wird bei der Tar-
getanalytik meistens ein sogenanntes [EIC] aufgezeichnet. Das[EIC] wird vom Benutzer gewihlt
und zeichnet ein definiertes, erwartetes m/z-Verhéltnis (in bestimmten Grenzen) einer be-
stimmten Zielverbindung auf [3]. Stimmt das gewihlte m /z-Verhéltnis fiir das [EIC] nicht mit
dem m/z-Verhéltnis des Analytions iiberein, weil dieses durch CID als Fragment auf-
tritt, wird auf der gewihlten [EICISpur kein chromatographischer Peak registriert und das
Ergebnis levtl] fehlinterpretiert.

12als StoRgase werden hierbei i1 Helium, Argon und N, eingesetzt |3]
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3.2 Charakterisierung der APLI als Ionisationsmethode

3.2.2.1 [CID] von alkylierten [PAK] bei GC-APLI-(TOF)MS

Fiir den Ionisierungsprozess der [APLI| ist bekannt, dass die Wechselwirkung des Analyten
mit den Laserphotonen zur Bildung eines Radikalkations (MT]) fiihrt [28] |66} [70]. Werden die
Ionen ohne eine signifikante Beschleunigung durch Feldgradienten in der Ionentransmissions-
optik, also ohne starke Erhohung der Ionentemperatur in den Massenanalysator geleitet, wird
nahezu ausschlieflich das Massensignal des Radikalkations erhalten. Durch Transmission der
Ionen durch die Ionenoptik unter Anwendung starker Potentialfelder wird die Ionentempera-
tur erhoht. Dies ist beim verwendeten Bruker micrOTOF der Fall. Hierdurch kommt es
[ggl] zu nachgelagerten Prozessen wie Clusterbildung, [CID|[bzw)] Fragmentation o a] auf dem
Weg in Richtung Massenanalysator und somit i U] zu einer Anderung des m /z-Verhiltnisses

des betreffenden Analyten.

Ein mit der GC—APLI an einem Bruker micrOTOF aufgenommenes Chromato-
gramm eines [QUEChERS}Probenextrakts einer unbekannten Jakobsmuschel zeigte im [TIC]
einige chromatographische Signale (= einige mit dem m/z-Verhéltnis 141,1) zwischen den
durch Standards zuvor bekannten Substanzen Naphthalin und Phenanthren. Durch eine un-
ter gleichen Bedingungen durchgefiihrte gaschromatographische Analyse der PAK-Mischung
PAK-Mix 14 (enthélt 1- und 2-Methylnaphthalin — siehe Tabelle konnten zwei dieser
Peaks als Monomethylnaphthalinisomere sowie weitere als kleinere Dreiring{PAK] identifiziert

werden.

Die Monomethylnaphthalinisomere = 142,1gmol ') aus PAK-Mix 14 zeigten al-
lerdings nicht das durch den APLI-Prozess zu erwartende m /z-Verhéltnis von jeweils 1421,
sondern ein m /z-Verhéltnis von 141,1 (als most abundant m/z). Fur die kleineren Dreiring-
[PAK] (z.B] Acenaphthen, Fluoren) konnten ebenfalls nicht die erwarteten m/z-Verhéltnisse
des Radikalkations detektiert werden. Zur weiteren Identifizierung wurde deshalb eine syn-
thetische Mischung verschiedener Alkylnaphthaline (und Alkylanthracene - siehe Tabelle
hergestellt und mittels GC-APLI analysiert. Das erhaltene Chromatogramm ist in Abbildung
mit den summierten [EIC] fiir m /2-Verhéltnisse von 141, 155, 191, 192 und 206 (jeweils
+0,5) dargestellt.

Alkylnaphthaline

Die Massenspektren der Peaks 9 - 12 sind in Abbildung dargestellt. Bei keiner der Ver-
bindungen ist eine Detektion des erwarteten Radikalkation-m/z zu beobachten. Durch die
gewihlten Ionentransmissionseinstellungen am Bruker micrOTOF (z Bl durch das Potenti-
algefélle zwischen CapillaryExit und Skimmer 1 sowie das Potential auf Skimmer 2) wird
das 1-Methylnaphthalinion (M = 142,1Da) einer Fragmentation durch Stofe mit dem um-

gebenden Stickstoff ausgesetzt, bei der es formal ein Wasserstoffatom verliert und ein Ion
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Abbildung 3.20: GC-Analyse von 7 Alkyl{PAK] — 9: 1-Methylnaphthalin, 10: 2-Ethylnaphthalin, 11:
1,4-Dimethylnaphthalin, 12: 1,2-Dimethylnaphthalin, 13: 1-Methylanthracen, 14: 2-Ethyl-
anthracen, 15: 9,10-Dimethylanthracen — Trennparameter in Kapitel@

Tabelle 3.1: Synthetische Mischung verschiedener Alkyl{PAK]

Ptla\?ll‘(‘ / Substanz MTE)SS] M detektierte m/z [}lgil]
9 1-Methylnaphthalin 1421 141,1* 25
10 2-Ethylnaphthalin 156,1 128,1 141,1* 25
11 1,4-Dimethylnaphthalin 156,1 128,1; 141,1*; 155,1 25
12 1,2-Dimethylnaphthalin 156,1 128,1; 141,1*; 155,1 25
13 1-Methylanthracen 1921 192,1* 10
14 2-Ethylanthracen 206,1 191,1; 206,1* 10
15 9,10-Dimethylanthracen 206,1 191,1; 206,1* 25

: intensivstes Signal

[M-H|* mit dem m/z-Verhiltnis 141,1 bildet™] Massenspektrum in Abbildung [3.21al).
Bei dem Radikalkation des 2-Ethylnaphthalins (M = 156,1 Da) fiihrt dieser Prozess vermut-
lich sogar zu einem Bruch der aliphatischen C-C-Bindung, wodurch hauptséchlich formal eine

Methylgruppe abgespalten und ebenfalls ein Ton mit dem m /z-Verhéltnis 141,1 gebildet wird

13das isomere 2-Methylnaphthalin verhilt sich identisch, was durch die gleiche GC-APLI-Analyse des PAK-Mix
14 bestétigt werden konnte
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3.2 Charakterisierung der APLI als Ionisationsmethode

(Massenspektrum in Abbildung . Dagegen verlieren — wie aus den Abbildungen
und [B.21d] ersichtlich ist — die Ionen von 11 und 12 entweder formal ein Wasserstoffatom
(Bildung eines [M-H|" - m/z 155,1) oder eine Methylgruppe (Bildung von [M-CH,|" - m/z
141,1).

Die Ergebnisse aus den Massenspektren legen den Schluss nahe, dass von den analysierten
Alkylnaphthalinen keines ein ausreichend stabiles Radikalkation [MT1] besitzt, welches ohne
Fragmentierungsreaktion den Massenanalysator erreicht. Die nachfolgende Betrachtung der
Alkylanthracene spiegeln ein leicht anderes Verhalten wider. Zur weiterfiihrenden Betrach-
tung und Erkldrung wird spéter auf ergénzende Messungen an einem anderen MS-System
sowie Berechnungen eingegangen (Kapitel .
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Abbildung 3.21: Massenspektren der Alkyl-Naphthaline aus einer GC-APLI-Analyse Abbildung D

Alkylanthracene

Die aus der GC-APLI-Analyse in Abbildung erhaltenen Massenspektren der Alkylan-
thracene unterscheiden sich von denen der Alkylnaphthaline. Abbildung [3:22 zeigt die mit
GC-APLI erhaltenen Massenspektren von 13 bis 15. Als intensivstes Signal werden bei den
Alkylanthracenen die jeweiligen m/z-Verhéltnisse der Radikalkationen detektiert. 1-Methyl-
anthracen (M = 192,1 Da) zeigt im Gegensatz zu 1-Methylnaphthalin nahezu ausschlieflich
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das MT] mit m/z 192,1. Zudem verliert die Ethylverbindung des Anthracens in weitaus ge-
ringerem Mafe als das Ethylnaphthalin formal eine Methylgruppe und bildet ein Signal mit
m/z 191,1. Fiir das 9,10-Dimethylanthracen ist — ebenfalls in geringerem Mafie — ein Signal
bei m/z 191,1 zu beobachten, das durch Abspaltung einer Methylgruppe erklart werden kann.
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Abbildung 3.22: Massenspektren der Alkyl-Anthracene aus einer GC-APLI-Analyse Abbildung )

Die im Gegensatz zu dem Alkylnaphthalinen erhdhte Stabilitédt der Alkylanthracene kann mit
einer Erhéhung der Freiheitsgrade des Molekiils erklart werden. Die Beschleunigungsspan-
nungen des Massenspektrometers erhdhen die kinetische Energie des Molekiils. Nach einem
erfolgten Stof mit einem Neutralteilchen wird die Energie in Form von innerer Energie im
Molekiil verteilt. Insofern einer Bindung ein geniigend hoher Energiebetrag der inneren Ener-
gie zur Verfiigung steht, besteht die Moglichkeit, dass diese dissoziativ zerfallt. Die Verteilung
der inneren Energie erfolgt auf alle im Molekiil vorhandenen Atome und Bindungen. Alkylan-
thracene besitzen fiir diesen Fall eine den Alkylnaphthalinen gegeniiber erhéhte Vielzahl von
Freiheitsgraden zur Energieverteilung. Folglich ist zu erwarten, dass den Alkylnaphthalinen
in jedweder Form erhdhte Energiebetrige in den Alkylseitenketten zur Verfiigung stehen und

sie mit entsprechend hoheren Wahrscheinlichkeiten dort dissoziativ zerfallen.
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3.2 Charakterisierung der APLI als Ionisationsmethode

3.2.2.2 Weiterfiihrende Untersuchungen mit alkylierten [PAK]

Die bisher mittels APLI analysierten Alkylanthracenverbindungen liefern die aus
dem Ionisationsprozess zu erwartenden Signale auf der Massenspur der jeweiligen Radikalkat-
ionen-m /z. Weitere Untersuchung sollen nun zeigen, dass a) mit APLI aus den Alkylnaphtha-
lin- und den Alkylanthracenverbindungen Radikalkationen gebildet werden, die keinem uni-
molekularen Zerfall unterliegen und b) die Bildung anderer beobachteter Spezies ([M-H|* und
[M-CH;| ") durch [CIDIReaktionen erfolgen kann. Zur Unterstiitzung dieser Annahmen wur-
den in Zusammenarbeit mit DERPMANN (Arbeitskreis Physikalische Chemie der Bergischen
Universitdt Wuppertal) zum einen ab—initio—BerechnungerE durchgefiihrt und zum anderen
die entsprechenden Alkylverbindungen mittels Direkteinlass in einer Laminarfluss-Ionenquelle
mit [APLI] ionisiert und an einem Ionenfallen-MS analysiert. Dieses bietet die Moglichkeit, die
aus der Ionenquelle eingebrachten Ionen fragmentierungsarm in den Massenanalysator zu

iiberfithren oder vor der Massenanalyse einer [CID| auszusetzen.

ab-initio-Berechnungen

Bei einer ab-initio-Berechnung werden zunéchst die Bildungsenthalpien der an einer Reaktion
beteiligten Molekiile oder Ionen bestimmt. Die Berechnung erfolgt dabei mithilfe quantenme-
chanischer Grundsitze und liefert Al die giinstigste Gesamtenergie zur Bildung einer vor-
gegebenen Molekiilstruktur. Mithilfe der erhaltenen Ergebnisse lassen sich unter Anwendung
des Hess’schen Satzes Gibbs-Energien errechnen, die eine Aussage iiber das mogliche Ab-
laufen einer Reaktion (exergonisch oder endergonisch) zulassen. Dabei ist zu beachten, dass
hierdurch keine Informationen iiber die Aktivierungsenergie oder die Zustandsfunktionen der
elektronischen und vibronischen Energieverteilung im Molekiil erhalten werden.

Ausgehend von einer vorgegebenen Molekiilstruktur fiir 1-Methylnaphthalin (9) kann
mit ab-initio-Berechnungen fiir die Bildung dieses Molekiils aus den Elementen eine Energie
AH ) von —11567,58 eV berechnet werden. Die Bildungsenergie AHy/+ des entsprechen-
den Radikalkations betrigt mit dem gleichen Verfahren —11560,01eV. Nach Anwendung des
Hess’schen Satzes erfordert die Bildung des Radikalkations aus dem Neutralmolekiil somit
eine Energie ApG y_, \+) von 7,57 €V (Literaturwert: 7,96 eV [202]). Diese Reaktion ist folg-
lich endergonisch und kann bei Zufuhr der entsprechenden Energie durch Photonen)
ablaufen. Diese Aussage ist jedoch zunéchst nur als richtungweisend anzusehen. Fehlen — wie
bereits erwihnt — Informationen iiber die Aktivierungsenergie [bzwl die Ubergangszustinde
(und deren Funktionen), ist eine abschliefiende gesicherte Aussage iiber den Reaktionsverlauf
aus den Ergebnissen der ab-initio-Berechnungen nicht moglich.

Nach diesem Verfahren wurden fiir die in Abbildung mit GC—APLI gemesse-
nen Substanzen Gibbs-Energien fiir verschiedene Reaktionen berechnet, auf deren Werte im

Folgenden eingegangen wird.

MDie ab-initio-Berechnung ist eine auf Quantenchemie basierende, computergestiitzte Methode der theore-
tischen Chemie, die theoretisch bestimmte Werte fiir die Gibbs-Energie ArG einer definierten Reaktion
liefert.
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3 Ergebnisse und Diskussion

[APLIHQIT|(MS)-Experimente

Um experimentell zu bestétigen, dass durch den APLI-Ionisationsprozess ausschlieflich Ra-
dikalkationen gebildet werden und entstehende Fragmentierungsprodukte auf nachfolgende
Reaktionen zuriickzufiihren sind, wurden — ebenfalls in Zusammenarbeit mit DERPAMANN —
einige der bisher untersuchten Alkyl{PAK] weitergehend untersucht. Die Substanzen wurden
dazu per Direkteinlass an einem Ionenfallenmassenspektrometer der Fa. BRUKER DALTO-
NIK (Bruker esquire6000) mit einem frequenzvervierfachten, diodengepumpten [Nd:YAGl Laser
(DPSSHLaser) bei A = 266 nm ionisiert und massenspektrometrisch sowohl unter fragmentati-
ven Bedingungen als auch fragmentationsarm analysiert. Das verwendete Massenspektrometer
bietet hier die Moglichkeit, trotz geringer Potentialgefélle in der Ionenoptik ausreichend hohe

Signalintensitdten zu liefern und somit ein [CIDFarmes Massenspektrum zu erhalten.

Abbildung zeigt die APLI{QIT}Massenspektren von 1-Methylnaphthalin (9), die frag-
mentationsarm und unter fragmentativen Bedingungen (3.23b)) erhalten wurden. Bei
fragmentationsarmen Bedingungen wird quantitativ das Radikalkation detektiert. Durch FEr-
héhen des zwischen dem Kapillarausgang und dem Skimmer anliegenden Potentials erhalten
die Radikalkationen hier zusétzliche kinetische Energie zur Beschleunigung auf den Skimmer.
Diese Energie reicht bei dem gegebenen Druck von etwa 5mbar in dieser Region aus, um
durch nun energiereiche Stofse mit Neutralteilchen fragmentative Bedingungen zu schaffen.

Dies kann durch die Bildung eines [M-H|*-Signals mit dem m /2 141 bestétigt werden.
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Abbildung 3.23: APLI{QIT}Massenspektren von 9 (1-Methylnaphthalin)

Unter gleichen Bedingungen wurde die Analyse fiir 1-Methylanthracen (13) wiederholt. Die
erhaltenen Massenspektren sind in Abbildung dargestellt. Auch hier wurden die Bedin-
gungen so gewéhlt, dass die ionisierten Analyten fragmentationsarm und unter frag-
mentativen Bedingungen den Massenanalysator erreichen. Selbst mit einer gegeniiber
dem vorigen Experiment um weitere 90 V hoheren Potantialdifferenz (also 240 V) zwischen

dem Kapillarausgang und dem Skimmer wird ausschliefslich ein Massensignal mit dem m /z
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3.2 Charakterisierung der APLI als Ionisationsmethode

des Radikalkations bei 192 erhalten.
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Abbildung 3.24: APLI{QIT} Massenspektren von 13 (1-Methylanthracen)

Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit der GC—APLIAnalyse in Abbildung
und bestéatigen die Annahme, dass es durch die Einstellungen der Ionenoptik des Bruker
micrOTOF in den Bereichen vor Skimmer 1 und Skimmer 2 zu kommt. Aus den Er-
gebnissen kann ebenfalls abgeleitet werden, dass die hauptséichliche Region fiir Stéfse dieser
Art der Bereich vor Skimmer 2 ist. Die Potentialdifferenzen zwischen dem Kapillarausgang
und dem ersten Skimmer sind beim esquire6000 und dem micrOTOF etwa gleich grof. Im
Ionenfallen-MS folgt auf den ersten Skimmer ein System aus zwei Oktapolen mit einer Vaku-
umblende und die Ionenlinsen, die die Ionen in den [@IT}Massenanalysator leiten. Nach dem
ersten Skimmer des micrOTOF folgt, wie bereits in Kapitel beschrieben, ein System aus
zwei Hexapolen, die durch Skimmer 2 voneinander getrennt sind, und den Ionenlinsen vor dem
Push-Pull-System des Analysators. Im micrOTOF erhalten die Ionen hier — im Gegensatz zum
esquire6000 — eine zusétzliche Beschleunigungsspannung, die wahrscheinlich ausschlaggebend
fiir die Fragmentation der Radikalkationen ist.

Sowohl fiir 1-Methylnaphthalin (9) als auch fiir 1-Methylanthracen (13) wurden ergédnzend
zu diesen Messungen ab-initio-Berechnungen durchgefiihrt, um zu erkldren, weshalb 9 im Ge-
gensatz zu 13 unter Fragmentationsbedingungen nicht das Radikalkation (m, sondern das
[M-H|* bildet. Die Gibbs-Energien AgG zur Bildung eines [M-H|" aus dem entsprechenden
Radikalkation sowie zur Bildung des Radikalkations aus dem Neutralmolekiil sind in Tabelle
angegeben.

Die berechneten Gibbs-Energien beider Reaktionen sind relativ dhnlich und liegen um einen
Absolutwert von 0,32 eV auseinander. Hieraus lasst sich nicht eindeutig nachvollziehen, dass 9
ein [M-H|* bildet und 13 nicht. Eine Aussage aus diesen Werte besitzt jedoch nur fiir die reine
Betrachtung der Gibbs-Energie Giiltigkeit. Fiir beide Systeme kann keine Aussage iiber die

zur Aktivierung dieser Reaktion nétige Energie getroffen werden. Die errechneten Werte lassen
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3 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 3.2: Ergebnisse der ab-initio-Berechnungen fiir 9 und 13

ARG in [eV] fiir die Bildung von

Substanz M+ [M-H]*
1-Methylnaphthalin (9) 7,57 2,53
1-Methylanthracen (13) 6,91 2,85

an dieser Stelle aber eine Aussage zur Tendenz der Bildungsmoglichkeit zu. Hinzu kommt ein
weiterer Aspekt: Um eine Bindung kollisionsinduziert zu spalten, muss ein entsprechend hoher
Betrag an innerer Energie in dieser Bindung vorliegen. Die innere Energie aus einer Kollision
wird in einem gegebenen Molekiil auf sdmtliche (Bindungs-)Freiheitsgrade verteilt. Bedingt
durch eine erhohte Anzahl an méglichen Freiheitsgraden (also mehr Bindungen) entféllt im
Fall des 1-Methylanthracens jeweils weniger innere Energie auf eine Bindung als beim 1-
Methylnaphthalin. Um weitere detailiertere Aussagen zu dieser Thematik treffen zu kénnen,
sind exakte Angaben zur Zustandsdichte der jeweiligen Molekiile [bzw. Berechnungen nach der
sogenannten RRKM—TheoridE notwendig, deren ausfiihrliche Betrachtung den Rahmen und
das Thema dieser Arbeit iibersteigt und daher nicht weiter erldutert wird.

Durch die vorgestellten Ergebnisse wurde die Annahme, dass die mit [APLIl gebildeten Radi-
kalkationen durch in der Ionentransmissionoptik des Massenspektrometers fragmentiert
werden konnen, bestitigt. Diese Ergebnisse sind im Allgemeinen auch auf andere Alkyl{PAK]
iibertragbar. Um die Massenspektren der restlichen Alkyl{PAK] aus der GC—APLI
Analyse (Abbildung ebenfalls erklaren zu konnen, wurden auch fiir diese Struktu-
ren ab-initio-Berechnungen durchgefiihrt, deren Ergebnisse in Tabelle dargestellt sind.
Beim Betrachten der Massenspektren der Alkylanthracene 2-Ethylanthracen (14) und 9,10-
Dimethylanthracen (15) fallt auf, dass neben den Signalen des Radikalkations auch Fragment-
signale (m/z 191, mogliches [M-CH,|") in geringem Mafe gebildet werden. Keine Alkylan-
thracenverbindung liefert ein Signal fiir ein mégliches [M-H|™ (m /z 205 bei 14 und 15). Diese
Fragmentsignale konnen ansatzweise iiber die errechneten Gibbs-Energien der Bindungsspal-
tungen erklart werden. Fiir 14 wurden diese Energien zu A RG([M-H]+) 2,58 und 3,25eV fiir
jeweils ein H-Atom der Methyl- [bzw]Methylengruppe berechnet. Beide Werte liegen iiber dem
Wert fiir ARG([M-CH3]+) von 2,05¢eV, sodass anhand dieser Werte anzunehmen ist, dass das
Radikalkation bevorzugt eine Methylgruppe verliert. Die gleiche Tendenz sowohl im Massen-
spektrum als auch bei den berechneten Werten zeigen die ArG-Werte fiir 2-Ethylnaphthalin
(10). Allerdings ist hier der Verlust der Methylgruppe stérker ausgepragt.

Umgekehrt verhalten sich die berechneten Werte fiir 1,4-Dimethylnaphthalin (11) und 1,2-

15Rice-Ramsperger-Kassel-Marcus-Theorie — eine auf der Eyring-Theorie basierende Theorie zur mikroka-
nonischen Betrachtung der chemischen Reaktivitdt aktivierter Ubergangskomplexe, die eine Berechnung
unimolekularer Gasphasenreaktionen erméglicht [203)]
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3.2 Charakterisierung der APLI als Ionisationsmethode

Tabelle 3.3: Ergebnisse der ab-initio-Berechnungen fiir weitere Alkyl{PAK]

ARG in [eV] fiir die Bildung von

Substanz M+ [M-H]* [M-CH;]*
2-Ethylnaphthalin (10) 7,56 2,107 & 2,781 1,70
1,4-Dimethylnaphthalin (11) 7,37 2,50 4,02
1,2-Dimethylnaphthalin (12) 7,38 2,50F & 2,63% 3,76 & 3,881
2-Ethylanthracen (14) 6,87 2,581 & 3,251 2,05
9,10-Dimethylanthracen (15) 6,71 2,54 4,19

t. Werte fiir das H-Atom der Methyl- [bzwl] der Methylengruppe
. Werte fiir jeweils eine der nicht identischen Methylgruppen

Dimethylnaphthalin (12). Hier sollte bevorzugt ein [M-H|" gebildet werden. Aus den Mas-
senspektren (Abbildungen und geht hervor, dass zwar das erwartete Fragment
bei m/z 155 gebildet wird, jedoch mit geringerer Intensitdt als das Fragment mit m/z 141
(IM-CH,]"). An dieser Stelle fehlen analog zum Vergleich der Massenspektren und ab-initio-
Berechnungen des 9,10-Dimethylanthracens (15) weitere Angaben zur nachfolgenden Chemie
und den damit verbundenen Energien/Zustandsdichten der Ubergangszustinde. Weiterfiih-
rende Betrachtungen werden aufgrund der damit verbundenen Komplexitét hier nicht vorge-
nommen. Allgemein zeigen die Ergebnisse — neben ihrer Komplexitat — dass Alkylanthracen-

verbindungen stabiler gegeniiber [CID]| sind als Alkylnaphthalinverbindungen.

3.2.2.3 Fragmentationen bei APLI-Ionisationslabeln

Bereits durch erste Arbeiten von SCHIEWEK ist bekannt, dass bei der
Analyse von derivatisierten Analyten wie Ethanol, Dodecylamin oder Cholesterin mit dem
auf 9-Anthracenmethanol basierenden Ionisationslabel (Anthracen-9-yl-)methoxyessigsiure
(AMAAL16, Abbildung[3.26a) Fragmente mit einem m /z von 191 gebildet werden [66]. Dieses
Massensignal tritt mit identischer Retentionszeit zusitzlich zum Signal des erwarteten m /z
des derivatisierten Analyten auf. Durch Arbeiten von DEIBEL (Arbeitskreis Analytische Che-
mie der Bergischen Universitiat Wuppertal und Angewandte Analytische Chemie der Univer-
sitdt Duisburg-Essen) mit verschiedenen anderen Analyten konnte dies bestétigt werden [67].
Abbildung (von DEIBEL) zeigt mehrere Massenspuren eines HPLC-Chromatogramms
der mit 16 derivatisierten Verbindung 3-Pyridin-3-yl-propan-1-ol (17). Der chromatographi-
sche Peak des Fragments (EIC] (191,0 + 0,5)) hat dieselbe Retentionszeit wie der derivatisierte
Analyt (Anthracen-9-yl-)methoxyessigsidure-3-pyridin-3-yl-propylester (18) (EICI (384,0, 385,0
und 386,0 + 0,5)). Die Peakfldche des Fragments ist etwa 24-fach grofer als die Peakflache der
summierten Analytmassenspur. Dass nur etwa 4 % des Derivats 18 den Massenanalysator
erreicht, ist ein signifikanter Empfindlichkeitsverlust fiir den Analyten.

Eine Analyse der Molekiilstruktur legt einen Bindungsbruch an der in Abbildung dar-
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3 Ergebnisse und Diskussion

gestellen Etherbriicke nahe (rot gekennzeichnet), die zu einem Fragment mit dem m/z 191
fiihrt. Es ist zu erwarten, dass dieser Bindungsbruch entweder durch thermische Belastung

beim Verdampfen oder durch [CID] im Ionentransmissionsbereich des Massenspektrometers

entstehen.
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Abbildung 3.25: (a): HPLC—APLIAnalyse von 18. Deutlich zu erkennen ist die Bildung eines Frag-
ments mit m/z 191 in groken Mengen @ y-Achse) — Trennparameter in Kapitel
(b): Struktur des Derivats von 17: (Anthracen-9-yl-)methoxyessigsiaure-3-pyridin-3-yl-propyl-
ester 18 — in rot eingezeichnet ist die potentielle Bruchstelle zur Bildung eines Fragments mit
dem m/z 191

Solche Bindungsbriiche vermindern die Nachweisempfindlichkeit eines Analyten iiber den [EICL
Insbesondere, wenn das Fragment vermehrt gegeniiber dem erwarteten derivatisierten Analy-
ten auftritt, wie es hier der Fall ist.

Die Etherbriicke erscheint als instabile und somit mogliche Bruch-/Fragmentationsstelle und
ist deshalb ungeeignet fiir ein solches Ionisationslabel. Aus diesem Grund wurden in den Arbei-
ten von DEIBEL andere Ionisationslabel (@ (Anthracen-9-yl-)propanséure (19), Abbildung
3.26b|) entwickelt, die keine Etherbriicke an 9-Methylanthracen-Position tragen.

(6] OH
(0]

o
OH

L T
(a)

(b)

Abbildung 3.26: Zwei der genutzten Ionisationsmarker fiir die APLI-MS:
(a): (Anthracen-9-yl-)methoxyessigsiure 16 — Ionisationsmarker mit Etherbriicke
(b): (Anthracen-9-yl-)propansiure 19 — Ionisationsmarker ohne Etherbriicke

Zum Vergleich der Stabilitdt dieser Ionisationslabel gegeniiber [CIDl wurden von DEIBEL nach
den in Kapitel beschriebenen Reaktionen (R 6.2/ und |R 6.3]) Methylester (20 und 21) der
Verbindungen 16 und 19 hergestellt und ebenfalls zusammen mit DERPMANN [APLIF Analysen
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3.2 Charakterisierung der APLI als Ionisationsmethode

am [QIT(MS) durchgefiihrt. Zudem wurden von DERPMANN die Gibbs-Energien an moglichen
Bruchstellen beider Methylester berechnet.

Die berechneten moglichen Fragenmationsstellen sind fiir 20 in Abbildung und fiir 21
in Abbildung rot gekennzeichnet. Die nebenstehenden Tabellen und listen die
iiber ab-initio-Rechnungen erhaltenen Werte der Gibbs-Energien ArG zur Bildung des ent-

sprechenden Fragments q aus dem jeweiligen Radikalkation auf.

Tabelle 3.4: Ergebnisse der ab-initio-Berechnungen
fiir die angegebenen Bruchstellen in 20

ARG(M+ —smt) Fragment-
q q
[eV] m/z
o 1,16 191
Abbildung 3.27: Mit ab-initio berechnete mog- p 1,48 207
liche Bindungsbriiche in 20 5 1,20 221
(M = 280,3gmol ')
5 2,57 249

Tabelle 3.5: Ergebnisse der ab-initio-Berechnungen
fiir die angegebenen Bruchstellen in 21

ARG(M+ —mh Fragment-
q

[eV] m/z
« 1,35 191
Abbildung 3.28: Mit ab-initio berechnete mog- B 1,95 205

liche Bindungsbriiche in 21 2 95 233
(M = 264,3gmol ') ’

Aus den Ergebnissen von DEIBEL geht hervor, dass die Elimination der Etherbriicke im Io-
nisationsmarker eine Fragmentierung zu m/z 191 unter den gegebenen Bedingungen effektiv
vermindert. Die ab-initio-Berechnungen bestétigen dies. Die Gibbs-Energie fiir den Bindungs-

bruch an « ist bei 20 um 0,19 €V niedriger als bei 21. Aus den Massenspektren (Abbildungen

[3.29b| und [3.30b)) ist ersichtlich, dass die anderen moglichen Fragmente eine untergeordnete

Rolle spielen. Dies ist insbesondere fiir 21 der Fall. Beide Ionisationsmarker liefern zudem
unter fragmentationsarmen Bedingungen ausschliefslich das Radikalkation, wodurch — analog
zu den AlkylHPAK] - die Bildung einzelner Fragmente ausschlieflich auf zuriickzufithren
ist. Eine Erhohung der Potentialdifferenz zwischen dem Kapillarausgang und dem Skimmer
fordert auch hier eine kollisionsinduzierte Dissoziation, sodass die mit [APLIl gebildeten Ra-
dikalkationen fragmentieren. Ohne Etherbriicke wird als intensivstes Signal die Radikalka-
tionenmasse (m/z 264) detektiert (Abb. [3.30). Mit etwa einem Fiinftel an Intensitit wird
das Fragment « erhalten. Die Intensitdtsverhéltnisse der [QIT|MS) sind aber aufgrund der

unterschiedlichen Bauart und Ionenzufithrung nicht vergleichbar mit Messungen an einem
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da dort andere Bedingungen, insbesondere in Bereichen mit hochenergetischen
Stoken (CIDMBereiche) vorherrschen.

Aulffillig bei den ab-initio-Werten fiir 20 ist der Wert fiir die Bindung zum Fragment . Ob-
wohl dieses eine dhnliche Gibbs-Energie aufweist wie die Bindung zum Fragment «, ist die
Intensitét des zugehorigen m /z-Signals gering. Auch hier ist eine genaue Erklarung aufgrund

fehlender weiterer Informationen nicht moglich.
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Abbildung 3.29: APLI{QIT} Massenspektren von 20 ((Anthracen-9-yl-)methoxyessigsduremethylester)
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Abbildung 3.30: APLI{QIT} Massenspektren von 21 ((Anthracen-9-yl-)propansiuremethylester)

64



3.3 Vergleich zweier Lasersysteme

3.3 Vergleich zweier Lasersysteme

Zur Laserionisation bei Atmosphéarendruck werden leistungsstarke Laser als Photonenquellen
fiir [TVl Licht verwendet. Ein solches Lasersystem stellt beispielsweise ein Edelgashalogenid-
Excimerlaser dar. Bisherige Untersuchungen mit APLI wurden groftenteils mit herk6mme-
lichen KrF*-Excimerlasern bei einer Wellenldnge von A = 248 nm (entspricht einer Ionisie-
rungsenergie von etwa 10,0 eV bei einem 1+41-REMPI-Prozess) durchgefiihrt. Ein solcher La-
ser gilt aufgrund seiner Ausmafke von ca. 54cm x 47cm x 40cm (1 x b x h) als sogenannter
bench-top Laser. Ohne eine Fokussierung des Laserstrahls liegen die Leistungsdichten solcher
Systeme im Bereich von wenigen Megawatt pro cm? [73]. Zum Betrieb wird eine charakteris-
tische Gasmischung aus Krypton und Fluor in Neon bei etwa 6,5 bar genutzt, um nach der
Préaionisation durch eine gepulste Hochspannungsentladung den angeregten Komplex aus Kr
und F zu bilden@. Die Haltbarkeit des sogenannten Premixgases ist durch Reaktionen des
Gases begrenzt, sodass nach einer bestimmten Anzahl an Laserpulsen ein Austausch erfolgen
muss. Hierdurch fallen fiir den Betrieb eines solchen Lasers stetige Fixkosten an. Die hohe Ag-
gressivitdt des Premixgases fiihrt zudem zu einem kontinuierlichen Abbrand der Elektroden,
weshalb die Lasercavity nach etwa 400 Millionen Laserpulsen gewartet werden muss. Dadurch
werden ebenfalls hohe Kosten verursacht |73]. SHORT argumentiert, dass aufgrund der Grofe
sowie der hohen Kosten fiir die Anschaffung und Wartungsarbeiten eines solchen Lasers eine
weitreichende Nutzung der APLI nicht stattfindet |73, 206].

Eine vielversprechende Alternative zu den Excimerlasern stellen diodengepumpte Festkorper-
laser (engl.: diode-pumped solid-state laser, DPSS)) dar. Als Lasermedium dient ein mit Neo-
dym dotierter Kristall aus Yttrium-Aluminium-Granat (Nd:YAG), der Licht von A = 1064 nm
emittiert. Durch zweifache Frequenzverdopplung betréigt die Wellenlénge des emittierten UV-
Lichts A = 266 nm (entspricht etwa 9,3eV an lonisierungsenergie fiir einen 1+1-REMPI-
Prozess). Fiir viele Verbindungen ist diese Energie ausreichend, um mit der gegebenen Ener-
giedichte eine Ionisation iiber einen 1+1-REMPI-Prozess zu ermdglichen. Die Leistungsdichte
eines solchen kompakten Lasersystems (Ausmafe des Laserkopfes: 22cm x 9cm x 5cm) ist
etwa 10-fach hoher als beim KrF*-Excimerlaser. Weitere Unterschiede ergeben sich durch die
Strahlgeometrie sowie die vom Laserlicht effektiv beleuchtete Fléche. Durch die geringe mecha-
nische und vor allem chemische Belastung kann der DPSS-Laser als wartungsarm angesehen
werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Anwendbarkeit und Kompatibilitdt der beiden Laserty-
pen Excimer- und DPSS-Laser fiir die Laserionisation bei Atmosphérendruck aus analytischer
Sichtweise untersucht. Als Lasersysteme standen ein ATLEX 300 SI KrF*-Excimerlaser der
Fa. ATL LASERTECHNIK sowie ein FQSS-266-50 DPSS-Nd:YAG-Laser der Fa. CRYLAS zur
Verfiigung. Eine Ubersicht iiber die bereits genannten sowie weitere Parameter beider Laser-

systeme ist in Tabelle [3.6] gegeben.

hiernach wire das System als Exciplexlaser (von excited complex) zu bezeichnen; in der Praxis hat sich
jedoch der Begriff Excimerlaser (von excited dimer) durchgesetzt [204] [205]
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3 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 3.6: Vergleich der Parameter der verwendeten Lasersysteme — verdndert nach [73]

ATLEX 300SI FQSS-266-50

Typ KrF*-Excimer DPSSINd:YAd
Wellenlénge 248 nm 266 nm
Pulsenergie bis 15 mJ bis 70 nJ
Repetitionsrate bis 300 Hz bis 100 Hz
Pulsbreite (EWHM]) 5ns 1ns
Strahlprofil rechteckig rund
Beleuchtungsfléache 50 mm? 0,2 mm?
theoretische Laserleistungsdichte 3-10Wem™2  3-10" Wem ™2
Gerauschpegel |73, [207] 70dB 0dB
Anschaffungskosten 40000 EUR 10000 EUR

Die Suche nach einem geeigneten Lasersystem zum Ersatz des Excimerlasers ist einerseits auf
die Anschaffungs- und Wartungskosten zuriickzufithren. Andererseits soll die Handhabung des
neuen Systems erleichtert sein und der Umgang mit giftigen Gasen entfallen. Fiir den Exci-
merlaser wird zum Betrieb das Premixgases und fiir Wartungsarbeiten ein reines Inertgas
(Helium) bendtigt. Hierdurch miissen dauerhaft zwei Gasflaschen an das System angeschlos-
sen sein. Um die giftige Gasfiillung der Lasercavity auszutauschen, ist das System an eine
Membranpumpe mit Halogenfilter angeschlossen, wodurch der Platzbedarf eines Excimerla-
sers zusétzlich erhdht ist. Das DPSS-System hingegen besteht nur aus einer Steuereinheit mit
Netzteil und dem Laserkopf, der die Laserpulse erzeugt. Beide Lasersysteme sind in Abbil-
dung [3:31] als Fotografie dargestellt.

Die Eignung eines Excimerlasers fiir die HPLC-APLI wurde bereits durch SCHIEWEK demons-
triert |68, 74]. LORENZ konnte die Abhéngigkeit der Signalintensitdt der HPLC-APLI vom
Ionisationsort bestimmen [178| 208]. Diese Arbeiten beschreiben, welche Herausforderungen
an das DPSS-System gestellt werden. Die Erzeugung von lonen in dem gegebenen System
aus Analytzufuhr, Ionenquelle und Massenspektrometereinlass erfolgt in einem Volumen mit
einer Fliache von nédherungsweise 5mm x 8 mm Kantenldnge. Zwei Bedingungen zur Erzeu-
gung eines lonensignals sind bei einem solchen Aufbau zu erfiillen: 1) die Ionen miissen in
einem Bereich gebildet werden, der durch Potentialfelder und Gasdynamik einen Transport
der Ionen zum Massenspektrometereinlass erlaubt und 2) der orthogonal zum Massenspektro-
metereinlass auf den Neutralanalyten gerichtete Laserstrahl muss innerhalb dieses Bereiches
die Ionen erzeugen [73|. Das Strahlprofil des Excimerlasers leuchtet mit seinen Ausmafien
(8mm x 6mm) relativ genau diese Flache aus. Im Gegensatz dazu ist die Flache, die der

DPSS-Laser ausleuchtet, etwa 250-mal kleiner. Zu erwarten ist in diesem Fall eine Vermin-
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Abbildung 3.31: Fotografien der verwendeten Lasersysteme
(a): ATLEX 300 SI KrF*-Excimerlaser (Fa. ATL LASERTECHNIK) mit a: bench-top KrF*-
Excimerlaser ATLEX 300 SI, b: Membranpumpe, c: Gasflaschen fiir Premix und Inertgas
(b): FQSS-266-50 Nd:YAG-DPSS-Laser (Fa. CRYLAS) mit d: Nd:YAG-DPSS-Laserkopf, e:
Steuereinheit mit Netzteil

derung des lonensignals, da trotz der groferen Laserleistungsdichte nur noch ein geringer
Teil des Neutralanalyten ionisiert und detektiert wird. Die relativ groke Beleuchtungsfliche
des Excimerlasers birgt allerdings den Nachteil, dass nicht nur der Grofteil des Neutralana-
lyten, sondern zusétzlich eine betridchtliche Menge an Verunreinigungen und / oder zeitlich
dispergierte Neutralanalyten aus dem Quellenkorper (vgl] Kapitel ionisiert und mas-
senspektrometrisch erfasst werden. Die Effizienz der lonenerzeugung beschrankt sich dann
nicht nur auf den Analyten selbst, sondern fiihrt zudem zu einem erhéhten Signalrauschen im
Massenspektrometer und folglich zu kleineren Signal-zu-Rauschverhéltnissen. Diese wiederum
tragen proportional zur Nachweisgrenze des analytischen Gesamtsystems bei. Der Laserstrahl
des DPSS-Lasers léasst sich auf das Maximum der Ionenakzeptanz und der Neutralanalytver-
teilung fokussieren [bzw.]ausrichten, wodurch eine Belastung des MS-Systems durch vermehrte

Bildung unerwiinschter Signale minimiert werden kann.

3.3.1 Vergleich der Signalintensitidten beider Lasersysteme mit HPLC-APLI

Wichtig fiir eine leistungsfahige quantitative Analyse ist neben einem empfindlichen Ansprech-
verhalten des Detektors auf einen Analyten das Rauschen des Detektorsignalﬂ Dieses be-
stimmt zusammen mit dem eigentlichen Analytsignal die Nachweisgrenze (NWGJ). Zur Be-
stimmung der Nachweisgrenze wird haufig das Verhéltnis zwischen dem Analytsignal und
dem Signalrauschen des Detektors genutzt. Ein angenédherter Zusammenhang des und
der NWG ist gegeben durch Gleichung [3:2] Die NWG liefert fiir ein umfassendes analyti-

"Hijermit ist im Folgenden nicht das elektronische Rauschen des Detektors selbst, sondern das vom analyti-
schen System erzeugte chemische Rauschen gemeint.
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3 Ergebnisse und Diskussion

sches Verfahren eine Aussage iiber den Wert, ab dem der Analyt — mit geringem statistischen
Risiko — als nachgewiesen gilt [209-211]. Dabei ist o die Standardabweichung des Basislinien-

rauschens.

NWG =30 (3.2)

Bei der APLI-MS ist nicht nur das elektronische Rauschen des eigentlichen Detektors, sondern
ebenfalls das durch Tonisation von Verunreinigungen erzeugte Signalrauschen im [TIC] (oder
besonders auf einer einzelnen Massenspur) von Interesse. Speziell beim Vergleich der beiden
Lasersysteme sind grofe Unterschiede im Signalrauschen des Untergrunds und damit im
bzw.der NWGl zu erwarten. Zusétzlich ist ein Unterschied im Nachweisvermogen zu erwarten,
der sich aus den unterschiedlichen Signalintensitiaten der jeweiligen Analyten ergibt. Fiir einen
quantitativen Vergleich der Leistungsfahigkeit beider Lasersysteme fiir die HPLC-APLI kann
daher das herangezogen werden. Fiir diesen Vergleich wurden HPLC-APLI-Analysen mit
verschiedenen Analyten durchgefiihrt. Ausgewéhlt wurden Anthracen, 7,9-Dimethylbenz|c|ac-
ridin, (7,9-DMBA)) und Nicotin. Diese Analyten sind einerseits in ausreichendem Mafe APLI-
gingig und unterscheiden sich andererseits in ihrer Polaritdt bzw. Gasphasenbasizitit, sodass
auftretende Gasphasenreaktionen ebenfalls beriicksichtigt werden konnen. Fiir eine quanti-
tative Aussage iiber das wurde jeder Analyt jeweils flinfmal mit zeitlicher Differenz in
das HPLC-APLI-System injiziert und sowohl mit dem Excimerlaser als auch mit dem DPSS-
Laser ionisiert. Hierbei wurden die Einlassparameter des Massenspektrometers sowie die fluid-
und elektrodynamischen Bedingungen der Ionenquelle konstant gehalten. Aus den erhaltenen
Chromatogrammen (Abbildung wurde mithilfe der MS-Auswertesoftware DataAnalysis
(Version 4.0) das bestimmt und arithmetisch gemittelt. Diese Ergebnisse sind in Tabelle
wiedergegeben.

Fiir die Analysen mit dem DPSS-Laser wurde jeweils das Maximum der Signalintensitét der
entsprechenden Massenspuren (m/z 178,0 + 0,5 fiir Anthracen, m/z 257,0& 258,0 4+ 0,5 fiir
DMBA und m/z 161,0 & 163,0 £ 0,5 fiir Nicotin) gesucht. Hierfiir wurden die einzelnen Probe-
l6sungen zuvor mithilfe einer Spritzenpumpe kontinuiertlich zur Ionisation bereitgestellt und
die Position des DPSS-Lasers variiert, bis ein Maximum des Analytsignals erreicht wurde. Die
Notwendigkeit dazu wird in Kapitel naher beschrieben.

Die Analysen zeigen einen deutlichen Verlust der Signalintensitidten Peakhohen fiir al-
le Analyten. Diese betragen fiir Anthracen (1117219 + 52 500) counts mit dem Excimerlaser
und (7029 % 299) counts mit dem DPSS-Laser. Fiir Anthracen bedeutet dies, dass die mit dem
DPSS-Laser erhaltene Peakhohe nur etwa 0,6 % von der mit dem Excimerlaser erhaltenen
Peakhohe entspricht. Der Signalverlust fiir und Nicotin?] ist nicht so stark aus-

18Peakhhe mit Excimerlaser: (45245 & 2343) counts; mit DPSS-Laser: (12 829 4 666) counts
19Peakhdhe mit Excimerlaser: (160529 + 10 613) counts; mit DPSS-Laser: (52 781 4 4954) counts
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Abbildung 3.32: HPLC-APLI-Chromatogramme fiir jeweils fiinf Injektionen von: (a) und (b) 50nM Anthra-
cenldsung (m/z 178,0 £ 0,5), (c) und (d) 50 nM[7,9-DMBA} Lésung (X m/z 257,0, 258,0 £ 0,5)
sowie (e) und (f) 50 nM Nicotinlésung (X m/z 161,0, 163,0 & 0,5) mit (a), (c) und (e) Excimer-
und (b), (d) und (f) DPSS-Laser — Trennparameter in Kapitel

geprigt. Fir die relevanten Massenspuren dieser beiden Analyten betragt der Verlust 71,6 %
(fiir und 67,1 % (fiir Nicotin).

Neben den Signalintensitdten werden auch die S/N-Verhéltnisse verringert. Die entsprechen-
den Werte sind in Tabelle angegeben. Das fiir Anthracen mit dem DPSS-Laser betragt
hiernach nur noch etwa 0,6 % des das mit dem Excimerlaser erhalten wurde. Auch hier

ist der Verlust fiir die beiden anderen Analyten geringer: Das wird bei um
71,6 %, bei Nicotin um 63,4 % kleiner. Die Verluste bei den Signalintensitaten sind somit

69



3 Ergebnisse und Diskussion

ahnlich hoch wie die Verluste bei den . Das Signalrauschen nimmt demnach nicht im

erwarteten Mafe ab, sondern bleibt im Verhéltnis zum Analytsignal konstant.

Tabelle 3.7: Vergleich der arithmetischen Mittelwerte (n = 5) des verschiedener Analyten der HPLC-
APLI mit Excimer- und DPSS-Laser

Signal-zu-Rauschverhiltnis

Excimerlaser DPSS-Laser
Anthracen 3025,0 + 142,2 19,1+ 0,8
68,2+ 3,5 19,3+ 1,0
Nicotin 197,0 £ 48,1 72,0 £6,8

Der Vergleich der Signal-zu-Rauschverhéltnisse der Analyten zeigt, dass Anthracen im Ver-
gleich zu den beiden anderen Substanzen mit dem DPSS-Laser deutlich schlechter ionisierbar
ist. Kin von MONNIKES experimentell bestimmtes und zum Vergleich herangezogenes MPLI@»
1+1-REMPI-Spektrum von Anthracen [69] legt den Schluss nahe, dass der Absorptionsquer-
schnitt fiir Photonen mit der Wellenlénge A = 266 nm des DPSS-Lasers deutlich geringer ist als
bei der Wellenlénge des Excimerlasers (A = 248 nm). Anthracen zeigt bei einer 14+1-REMPI
eine hohe Tonenausbeute bei kleinen Wellenldngen [69]. Gasphasen-UV-Absorptionsspektren
spiegeln dieses Verhalten ebenfalls wider. Die von THONY et. al. vorgestellten Spektren zeigen
eine starke AbsorptionfT| (etwa 110000 bis 140 000 dm® mol ' cm ™) bei 248 nm und weniger
als 2000 dm3 mol ! cm ™! bei einer Wellenlinge von 266 nm [212)].

Ein wirklich aussagekréftiger quantitativer Vergleich der beiden Lasersysteme fiir die HPLC-
APLI ist letztlich nur mit Einschrdnkungen méglich. Fiir das System bestehen neben einer
Abhéngigkeit von den Lasersystemen zusétzliche Abhéngigkeiten durch die verwendeten La-
serwellenldngen und vor allem deren Wechselwirkung mit den verschiedenen Analyten. Im
Rahmen der durchgefiithrten Experimente kann ansatzweise gezeigt werden, dass der Einsatz
des DPSS-Lasers fiir die HPLC-APLI mit grofsen Nachteilen fiir die Nachweisempfindlichkeit
und die Moglichkeit umfassende Analysen durchzufiihren behaftet ist.

3.3.2 Ausrichtung des DPSS-Lasers bei HPLC-APLI

Aus den Vorarbeiten zum Intensitéatsvergleich wurde deutlich, dass ein maximales Analyt-
signal nur erreicht wird, wenn der DPSS-Laser eine bestimmte Position ausleuchtet. Diese
optimale Position ist fiir die verwendeten Analyten unterschiedlich. Zudem zeigen sich, ab-
héngig von der Laserposition, Intensitdtsunterschiede bei den verschiedenen Massenspuren
von Nicotin und da diese nicht nur als Radikalkation, sondern ebenfalls als pro-

20T aserionisation bei mittlerem Druck (engl.: medium pressure laser ionization, MPLI)
2ldas Absorptionsmaximum von Anthracen liegt bei etwa 235 nm

70



3.3 Vergleich zweier Lasersysteme

toniertes Molekiilion oder [M-H|* (nur Nicotin) detektiert werden. Die Tonisation
mit dem DPSS-Laser bei HPLC-APLI wird somit von vielen Faktoren beeinflusst. Um den
Zusammenhang der verschiedenen Faktoren experimentell abzubilden und eventuell eine Posi-
tion zu finden, bei der alle Analyten gut detektiert werden kénnen, wurde die Signalintensitéat
in Abhéngigkeit der Laserposition bestimmt. Fiir diese Experimente wurde die Laserposition
nach dem Vorbild der [DTAlMessungen in der APLI von LORENZ bei kontinu-
ierlicher Analytzugabe in zwei Richtungen manuell schrittweise verdndert und die Intensitét
der verschiedenen Massensignale aufgezeichnet worden.

Um eine exakte Positionierung des Laserstrahls zu ermoglichen, wurde hierzu am Tisch des
Massenspektrometers eine Halterung fiir den Laserkopf installiert, die mit einer Mikrometer-
schraube die Positionierung des Lasers in x-Richtung (in Richtung des Massenspektrometer-
einlasses) ermoglicht. Zusétzlich kann die Halterung stufenlos in y-Richtung (Hoheneinstel-
lung) verstellt werden. Beide Positionséinderungen kénnen nur manuell durchgefithrt werden
und sind, insbesondere dadurch, dass das System nicht vollig starr ist, nur bedingt reprodu-
zierbar. Abbildung zeigt eine Fotografie des verwendeten Aufbaus.

Abbildung 3.33: Auf optischer Schiene montierter DPSS-Laser mit Mikrometerschraube zur Positionierung in
x-Richtung und stufenloser Positionierung in y-Richtung

Die in Abbildung dargestellten Fehlfarbenplots zeigen die normierten Intensititen des
[TTIC] bei einer Flussrate von 0,25 mLmin ! fiir Anthracen (al), Nicotin (b1l) und [7;9-DMBA]
(c1) in Abhéngigkeit von der Position des DPSS-Lasers. Die exakte Position wurde mithilfe der
Mikrometerschraube eingestellt und durch einen Abgleich der Position der Laserfluoreszenz
auf Millimeterpapier (hinter der Ionenquelle angebracht) bestimmt. Als Referenzpunkt wurde
der Einlass zum Massenspektrometer gewdhlt und auf die Position x = 0mm und y = 0 mm
festgelegt. Aus den Messungen von LORENZ ist bekannt, dass eine Anderung der elektrischen
Potentiale sowie weiterer Parameter der Ionenquelle zu einer Anderung der [DIA] fithren \
, . Aus diesen Griinden wurden die entsprechenden Parameter konstant gehalten, um
vergleichbare Ergebnisse zu erzielen. Gedndert wurden nur die Einstellungen der Ionentrans-
missionsoptik, sodass das gewiinschte m /z-Verhéltnis mit moglichst grofer Intensitit verfolgt

werden konnte.
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Abbildung 3.34: Dynamische Ionenakzeptanz bei HPLC-APLI mit einer Flussrate von 0,25 mLmin~! unter
gegebenen Parametersétzen filir verschiedene Substanzen. Die Ionisation erfolgte mit dem
DPSS-Laser bei einer Repetitionsrate von 100 Hz und einer Pulsenergie von 62 nJ. Die Abbil-
dungen zeigen die TIC-Signalintensitdt mit den Analyten al: Anthracen (10 nM), b1: Nicotin
(50nM) und cl: 7,9-Dimethylbenz|c|acridin (50 nM) — Experimentelle Bedingungen in Ka-

pitel

Besonders beim [7,9-DMBA] (c1) sind zwei klar abgegrenzte lokale Maxima zu erkennen, bei
denen die Intensitiitsverteilung zwischen dem Radikalkation (MF]) und dem unter-
schiedlich ist. Rund um die Position x = 4mm / y = —4 mm wird ein groferes Signal fiir das
Radikalkation mit dem m/z 257 detektiert. Bei x = 8mm / y = —8 mm verschiebt sich die
Intensitétsverteilung zugunsten des (m/z 258). Ahnlich verhalten sich die Signale
fiir Nicotin (b1). Die Verschiebung des Intensitétsverhéltnisses zwischen den Massensignalen
des [M-H|T (m/z 161), (m/z 162) und [M+H][ | (m/z 163) erzeugt jedoch keine klar defi-
nierten lokalen Maxima wie beim [7,9-DMBA] Das Anthracen (al) wird nur als Radikalkation
detektiert und zeigt somit keine Intensitatsverschiebung.

Die lokalen Maxima der drei Analyten liegen zwar relativ nah beieinander (im Bereich weniger
Millimeter), konnen aber aufgrund der geringen Beleuchtungsfliche des DPSS-Lasers nicht
zusammen erreicht werden. Als Konsequenz kénnen die Substanzen in einem Analysenlauf
nicht mit der maximalen Empfindlichkeit detektiert werden. Im Gegensatz dazu kénnen durch
die grofse Beleuchtungsflache des Excimerlasers alle Spezies eines Analyten sowie alle Analyten
in einem Analysenlauf ionisiert und detektiert werden.

LORENZ konnte im Rahmen seiner Arbeit zeigen, dass die Form und Position der [DIA] -
zusétzlich zu den Potentialen des Einlasssystems — vom Gasfluss aus dem Verdampfer der
Ionenquelle abhangt , . Diese Gasmenge wird nicht nur durch den Verdampfer-
gasstrom, sondern auch durch die hinzugegebene Menge an Eluat bestimmt. Hierdurch ist eine
signifikante Anderung der Signalintensitit bei einer festgelegten Position des DPSS-Lasers zu
erwarten. Die in Abbildung [3:34] dargestellten [DIA] wurden aus diesem Grund zusétzlich bei

einer anderen Flussrate (0,75 mL min~!) bestimmt. Fiir diese Experimente wurden identische
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Messbedingungen (Ionenquellenparameter, Einlassparameter des [MS], Konzentrationen mswh)
gewéhlt. Die erhaltenen Daten fiir diese [DIA] bei 0,75 mL min~—! sind in Abbildung dar-

gestellt.
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Abbildung 3.35: Dynamische Ionenakzeptanz bei HPLC-APLI mit einer Flussrate von 0,75 mLmin ' unter
gegebenen Parametersitzen fiir verschiedene Substanzen. Die Ionisation erfolgte mit dem
DPSS-Laser bei einer Repetitionsrate von 100 Hz und einer Pulsenergie von 62 pJ. Die Abbil-
dungen zeigen die TIC-Signalintensitdt mit den Analyten a2: Anthracen (10nM), b2: Nicotin
(50nM) und c2: 7,9-Dimethylbenz|c|acridin (50 nM) — Experimentelle Bedingungen in Ka-

pitel @

Auch bei einer anderen Eluentenflussrate lassen sich Unterschiede in den Verhéltnissen der
Signalintensitaten fiir Nicotin (b2) und [7,9-DMBA] (c2) in Abbildung feststellen. Die
dreifach hohere Flussrate filhrt dazu, dass die Bereiche, aus denen ein Grofsteil der Ionen
das Massenspektrometer erreicht, eine etwas geringere Ausdehnung zeigen und die lokalen
Intensitdtsmaxima der beiden [7,9-DMBA}Spezies sowie der drei Nicotinspezies geringfligig
néher beieinander liegen. Das Maximum fiir das Radikalkation des[7,9-DMBAE liegt nach wie
vor bei etwa x = 4mm / y = —4mm, das des bei x = 6mm / y = —6mm. Der
Akzeptanzbereich des Anthracens (a2) zeigt bei 0,75mLmin ! eine kleinere Fliche als bei
0,25mLmin ! (vgl. Abbildung al). Das Intensitdtsmaximum fiir das MT]von Anthra-
cen wandert durch die unterschiedliche Eluentenflussrate von x = 6mm / y = —8mm bei
0,25mLmin~! zu x = 4mm / y = —4mm bei 0,75mLmin"! und kann mit einem fest po-
sitionierten DPSS-Laser nach der Flussdnderung nur noch mit geringer Intensitéit detektiert
werden. Aus diesem Grund ist der DPSS-Lasers fiir die HPLC-APLI nur bedingt niitzlich.
Neben der Tatsache, dass nicht alle Analyten in einem Analysenlauf mit mdoglichst grofier
Intensitéat detektiert werden kénnen, muss die Laserposition abhéngig von der Flussrate des
chromatographischen Systems neu justiert werden. Mit dem Excimerlaser ist der ausgeleuch-
tete Bereich so grofs, dass die im Bereich weniger Millimeter auftretenden Positionsénderungen

des Maximums der [DIAl nur einen geringen Einfluss auf die Signalintensitit haben.
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3.3.3 Ausrichtung des DPSS-Lasers bei GC-APLI

Auch bei der Analyse mittels GC-APLI ist die Ausrichtung des Laserstrahls auf eine be-
stimmte Position sowie dessen Beleuchtungsflache sehr wichtig. Abhingig von verschiedenen
Parametern der Tonenquelle und des Massenspektrometers (Gasfliisse wie Sheath- und Dry-
gas, Potentiale auf Sprayshield und Kapillarkappe) variiert die Intensitidt des Analytsignals
im Massenspektrometer vor allem durch eine Positionsédnderung des idealen Ionisationsortes.
Dieser zeigt bei GC-APLI zusétzlich zu den genannten Parametern auch eine Abhéngigkeit
von der Austrittstiefe der GC-Saule aus der Transferline. Abbildung [3.36] zeigt die ortsauf-
geloste Abhédngigkeit der Signalintensitét von Anthracen in der GC-APLI-Konfiguration fiir
einen festen Parametersatz (konstante Potentiale und Gasfliisse). Bei einer GC-Analyse mit
Temperaturgradienten &ndert sich — durch Ausdehnung des im GC-Ofen befindlichen Teils
der Transferline — die Position der Kapillare in der Ionisationsquelle bzw. deren Eindringtiefe
in die Ionenquelle, da die GC-Séule an dem im GC-Ofen befindlichen Teil der Transferline
befestigt ist. Weiterhin kann sich die Position der GC-Séule in der Quelle durch Ausdehnungs-
und Kriimmungsinderungen innerhalb der Transferleitung verschieben. Durch die Anderung
der Eintrittstiefe des Kapillarendes treten die getrennten Analyten an einer anderen Positi-
on in die Ionisationszone, wodurch die Position und Form der dynamischen Ionenakzeptanz
gedindert wird. Diese Anderungen werden mit dem Excimerlaser nicht erfasst, da dieser stets
den gesamten Bereich der Ionenakzeptanz ausleuchtet. Eine Abhéngigkeit der mit dem Ex-
cimerlaser erhaltenen Signalintensitit von der GC-Ofentemperatur besteht somit nicht. Die
kleine Beleuchtungsfliiche des DPSS-Lasers (0,2 mm?) fiihrt dazu, dass eine Verschiebung der
Ionenakzeptanz einen grofsen Einfluss auf die Ionisationsausbeute zeigt. Die von beiden Lasern
ausgeleuchteten Flichen sind schematisch in Abbildung [3.36] eingezeichnet und visualisieren
die starke Abhéngigkeit durch die sehr kleine Beleuchtungsfliche des DPSS-Lasers.

Abbildung 3.36: Ortsaufgeloste dynamische Ionenakzeptanz als Fehlfarbenplot innerhalb des griinen Rahmens
b fiir Anthracen bei einem festgelegten Parametersatz mit schematischer Darstellung der vom
a: DPSS-Laser und b: Excimerlaser ausgeleuchteten Fléche in Relation zur Ionenquellengeo-
metrie bei GC-APLI — Experimentelle Bedingungen in Kapitel
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Um die thermische Abhéngigkeit der Kapillarsdulenposition von der GC-Ofentemperatur ab-
zubilden, wurde von der lonenquellengeometrie eine Videosequenz iiber den Verlauf eines
GC-Temperaturgradienten (Start bei 75°C, Heizrate 10 °Cmin ! auf 340 °C) aufgenommen.
Die in Abbildung dargestellten Momentaufnahmen zeigen eine unterschiedliche Position
der GC-Kapillarsaule bei 75°C (Abb. und 340°C (Abb. 3.37b). Die thermische Aus-
dehnung verdndert die Position des Kapillarendes um ca. 0,5 mm und fiithrt so zu erheblichen

Anderungen der Signalintensitéit mit dem DPSS-Laser.

(a) Start: 75°C Ofentemperatur (b) Ende: 340 °C Ofentemperatur

Abbildung 3.37: Momentaufnahmen der Ionenquellengeometrie zur Darstellung der Positionierung der GC-
Séule aus der Transferline (griiner Kreis) wihrend eines GC-Temperaturgradienten (Start (a)
75 °C, Ende (b) 340°C)

Die Positionierung des DPSS-Lasers beim Einsatz in der GC-APLI ist ein kritischer Para-
meter. Fiir eine maximale Ionisationseflizienz ist eine exakte Positionierung des Laserstrahls
notwendig. Eine Korrektur der Positionierung des Laserstrahls ist nach jedem S&ulenwechsel
notwendig. Zudem stellen die geringen Ausmafie der Strahlgeometrie zusétzlich eine Herausfor-
derung dar. Um eine Laserposition exakt reproduzieren zu konnen, muss der Laserstrahl sehr
fein (im Mikrometerbereich) justierbar sein. Dies ist mit dem in Kapitel beschriebenen
Aufbau moglich. Eine Méglichkeit, die Positionierung zu vereinfachen, ist eine Neukonstruk-
tion der Transferline, bei der die GC-Saule im Ionenquellenbereich fest positioniert werden

kann.

3.3.4 Einsatz beider Lasersysteme fiir die GC-APLI

Trotz der beschriebenen Einschriankung durch die Positionierung des DPSS-Lasers ist es gene-
rell moglich, dieses Lasersystem fiir die GC-APLI zu nutzen. Grundsétzlich sind fiir die Sensiti-
vitdt des GC-APLI-Systems in Kombination mit dem DPSS-Laser weniger grofe Nachteile zu
erwarten als fiir die HPLC-APLI. Dies wird besonders durch einen Vergleich der [DIA} Ausmake
beider Systeme deutlich. Die Hauptverteilung der [DIA] erstreckt sich bei HPLC-APLI iiber
eine Fliche von etwa 35 mm? . Bei GC-APLI erfolgt die Elution des chromatographischen

Systems sehr fokussiert in den Bereich zwischen GC-Transferline und MS-Einlasskapillare
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(Abstand ca. 5mm). Das Sheathgas aus der Transferline stabilisiert die raumliche Verteilung
der Neutralanalyten [68] und fiihrt dazu, dass die Fliche der [DIAl etwa zehnmal kleiner ist
als bei der HPLC. Demnach ist anzunehmen, dass der Anteil der vom DPSS-Laser erfassten

Neutralanalytmenge signifikant grofser ist.

3.3.4.1 Laservergleich anhand einer Muschelprobe

Die ubiquitare Verteilung von [PAK]in der Umwelt erstreckt sich auch auf aquatische Syste-
me. Aufgrund der geringen Loslichkeit dieser unpolaren Verbindungen ist ihre Konzentration
im Wasser allerdings eher gering. Vielmehr werden sie besonders an Sedimenten adsorbiert
bzw. von diesen absorbiert. Marine Lebensformen, die einen hohen Lipidanteil haben, sind
in der Lage, [PAK] iiber die Nahrungskette anzureichern [155] 166, [169]. Organismen, die ver-
mehrt in Sedimenten leben, werden intensiv zur Untersuchung der Gewésserbelastung mit
lipophilen Stoffen und deren Bioverfiigharkeit herangezogen [155, (168, |169]. Muscheln stellen
solche Indikatororganismen dar, da sie unpolare Kohlenwasserstoffe wie [PAK] scheinbar oh-
ne nachteilige Effekte fiir den eigenen Organismus anreichern konnen [169]. Ein Abbau der
organischen Substanzen, besonders der [PAK] erfolgt bei den wirbellosen Muscheln aufgrund
fehlender oder ineffizient arbeitender Enzymsysteme im Gegensatz zu den Wirbeltieren nur
langsam oder gar nicht [155, 166, (171} 213|. Die Anreicherung der Verunreinigungen erfolgt
bei den Muscheln durch ihre Erndhrungsweise. Austern (Ostreidae) sind in der Lage, téglich
bis zu 600 L, Miesmuscheln (Mytilus) etwa 120 L Wasser zu filtern und die darin enthaltenen
Schwebstoffe mit ihren Kiemen aufzufangen [214]. In verschiedenen Muschelspezies wurden

! nachgewiesen [169,

vor allem nach Olkatastrophen PAK-Konzentrationen von iiber 1pgg™
171]. Die Belastung von verzehrfihigen Muscheln mit [PAK] insbesondere dem ist durch
die Européische Union (EUI) reglementiert und liegt bei einem festgelegten Wert von maximal

10 pgkg ! Feuchtmasse [166, 215|.

Die Extraktion von [PAK] aus tierischem Gewebe wie Muscheln erfolgt hiufig iiber eine klas-
sische Soxhlet-Extraktion mithilfe einer grofen Menge eines unpolaren Losungsmittels (z Bl
Hexan). Als weitere Extraktionsmethoden werden die druckunterstiitzte Fliissigkeitsextrakti-
on (engl.: pressurized liquid extraction, [PLE]) oder die superkritische Fliissigkeitsextraktion
(engl.: supercritical-fluid extraction, SEE]) verwendet. Solche Methoden erfordern jedoch einen
beachtenswerten Reinigungsaufwand fiir die verwendeten Geréte [167]|. Ein sinnvoller Trend,
nicht nur im Bereich der analytischen Chemie, ist die Anwendung sogenannter , griiner” Me-
thoden. Hierbei steht vor allem im Blickpunkt, die Umwelt [z. Bldurch den Einsatz nur geringer
Losungsmittelmengen oder sogar den Verzeicht darauf zu schiitzen [100} 216]. Einen solchen
Ansatz verfolgt eine im Jahr 2003 von ANASTASSIADES et. al. vorgestellte Extraktionsmetho-
de namens [QUEChERSY] [217]. [QuEChERS]ist ein Akronym fiir Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, Safe und wurde urspriinglich fiir die Extraktion von Pestiziden aus pflanzlichen Le-
bensmitteln entwickelt und verwendet [218-221]. Mittlerweile wird diese Methode auch fiir

andere Kontaminanten wie [z. BJ[PAK] oder (Tier-)Arzneiprodukte sowie fiir weitere Proben-
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3.3 Vergleich zweier Lasersysteme

arten eingesetzt [167, 222|. Die [QuEChERS}Methode basiert auf einer wiissrigen Extraktion
des Probenmaterials mit Acetonitril, welches nach der Extraktion mit MgSO, und NaCl aus
der wissrigen Phase ausgesalzt wird [167, 217} [219]. Vielfach werden die Extrakte anschlie-
fend mit dispersiver Festphasenextraktion (d-SPE) aufgereinigt, bevor sie mittels GC oder
HPLC analysiert werden . Diese Extraktionsmethode benétigt nur eine geringe
Menge Acetonitril, das ohne grofe Umweltbelastung entsorgt werden kann.

Da die Effizienz der Ionisation mit APLI auch bei hohen Belastungen der Probe mit Ma-
trixbestandteilen gegeben ist, sollte die [QUEChERS}Probenvorbereitung besonders fiir eine
Analyse mittels APLI-MS und einer chromatographischen Vortrennung geeignet sein. Als Ein-

schrinkungen konnen hier nur individuelle chromatographische Probleme auftreten. Um [PAK]
aus einer Muschelprobe (z. Bl Jakobsmuscheln (Pecten spp.) oder der blauen Miesmuschel
(mytilus edulis)) mittels zu extrahieren, wird homogenisiertes Muschelgewebe
eingewogen, mit Wasser und einem internen Standard sowie Acetonitril versetzt und geschiit-
telt. Das Acetonitril wird anschliefend mit MgSO, und NaCl ausgesalzt und analysiert. Die
Extraktionsschritte sind schematisch in Abbildung[3:38| dargestellt und in Kapitel [6.7.1] ndher
beschrieben. Diese Methode kann als Variation der QUECHERS}Methode angesehen werden,
da hier eine zusétzliche Aufreinigung des erhaltenen Extrakts durch d-SPE entfillt.

+ 5 g Acetonitril organische Phase
10 bis 30 min schitteln abirennen
(100 rpm) =) Analyse

L,

+ 1 bis 2,5 g MgSO,
+ 0,5 bis 1,5 g NaCl
5 min schitteln,

5 min zentrifugieren
(4000 rpm / 10°C)

0,5 bis 3 g Muschel-
fleisch
+H,Oauf5g
+ interner Standard
10 s schitteln

Abbildung 3.38: Schema der verwendeten QuEChERS-Extraktionsmethode

Ein solcher [QuECLERS}Extrakt wurde als Probe gewéhlt, um den Excimer- und den DPSS-
Laser bei einer Analyse mit GC-APLI zu vergleichen. Abbildung zeigt die summier-
ten [EIC] fiir typische PAK-Massen (X m/z 128,0, 141,0, 151,0, 165,0, 178,0, 202,0, 228,0,
252,0, 276,0, 278,0 und 302,0 + 0,5) von GC-APLI-Analysen, die mit beiden Lasern durchge-
fithrt wurden. Zu beachten ist, dass das mit dem Excimerlaser erhaltene Chromatogramm (b)
zur besseren Vergleichbarkeit mit derselben Skalierung fiir die Intensitdt dargestellt ist wie

das Chromatogramm mit dem DPSS-Laser (a). Hierbei wird lediglich das Peakpaar Phenan-
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3 Ergebnisse und Diskussion

thren/Anthracen (tz ~ 10 min, Intensitit: 3 - 10° counts) nicht vollstéindig dargestellt. Das zur
Extraktion eingesetzte zertifizierte Muschelgewebe SRM 1974b wurde vom National Institute
of Standard and Technology (NIST]) bezogen und nach der in Kapitel beschriebenen
Methode extrahiert.

a) Ausschnitt
5 .
a5
4,5+ 2 R
o 2
4 g 2
£ 8
3.5 £ Bis
4
3 < < 2"
2 2 0
2,54 £ B 0
o} S 5 :
2 g
24 & &
2 &
1,54 S e
£ 5 a
% 1 : 2 g
= S 5 g
x 057 € A 3 l h
L2
c
2 0 T T T T
[¢]
L°
5 5.57 b) Ausschnitt
> c
£ 5 5
C Q
o 2
£ 454 < £ %
o] < =
4- £ z £
g g
e Lo
3.5 z € c 3 5
o] 9] 2 5
5 & £
3 £ ) £,
2,54 s ] e
“;’ 95 10 105 N
24 5 3
£ 3
15 5 g
S 3
], [y
> J uw WUL\A—L&____
0 L
T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

Retentionszeit (min)

Abbildung 3.39: GC-APLI-Chromatogramme (summierte EIC) eines [QUEChERS}Muschelextrakts (NIST
SRM 1974b) fiir typische PAK-Massen mit a): DPSS-Laser und b): Excimer-Laser (gleiche
Skalierung wie (a); das Maximum des Signals bei tg ~ 10 min liegt bei etwa 3 - 10° counts)
Die Ausschnitte zeigen jeweils das Peakpaar Phenanthren / Anthracen — Trennparameter in

Kapitel

Einige der betrachteten Signale kénnen mit annéhernd gleicher Intensitdt detektiert wer-
den. Grofte Verluste in der Signalintensitdt mit dem DPSS-Laser werden bei Phenan-
thren/Anthracen (tg ~ 10 min), Fluoranthen (tg ~ 13 min) oder Chrysen (tg ~ 19 min) sowie
bei den groferen [PAKI (ab etwa fiinf annelierten Ringsystemen, tz > 20 min) festgestellt. Fiir
diese Substanzen ist die Signalintensitiat mit dem Excimerlaser grofer. Die Intensitétsver-

héltnisse verschiedener Substanzen mit beiden Lasern sind in vielen Féllen nicht konstant, da
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3.3 Vergleich zweier Lasersysteme

die Absorptionsquerschnitte bei den unterschiedlichen Wellenlédngen deutlich differieren. Wah-
rend mit dem Excimerlaser zwei deutliche Signale fiir das Peakpaar Phenanthren / Anthracen
detektiert werden konnen (siehe Ausschnittvergroferung), zeigt die extrahierte Massenspur
beim DPSS-Laser nur das Signal fiir Phenanthren mit einer kleinen Schulter. Die Intensitéts-
unterschiede bei den groferen [PAK] lassen sich zudem auf die angesprochene Anderung der
Kapillarsdulenposition in der Ionenquelle bei erhohter Ofentemperatur erklaren (vgl. Kapitel

3.3.3).

3.3.4.2 Quantifizierung von [PAK] in Muschelgewebe

Fiir eine aussagekriftige Beschreibung der Leistungsfihigkeit der GC-APLI mit den beiden
Lasersystemen wurde versucht, die Analyten in komplexer Matrix zu quantifizieren. Hierbei
traten verschiedene Probleme auf, die eine analytisch verwertbare Aussage nicht zulassen.
So sollte zunéchst mithilfe einer externen Kalibrierung die Menge der in der Muschelmatrix
enthaltenen [PAK] bestimmt werden. Aus den Analysen der Kalibrationslosungen ohne Matrix-
belastung wurden dabei, wie ein Vergleich mit PAK-Standards deutlich zeigen konnte, sehr
breite und um bis zu einer Gréfenordnung kleinere Analytpeaks mit starkem Tailing erhalten.
Matrixbelastete Proben, denen ebenfalls die Standardsubstanzen zugesetzt wurden, zeigten
hingegen grofse und schlanke Peaks mit geringem Tailing.

Die Griinde fiir eine Verringerung der Signalintensitét bei gleichzeitig breiteren Peaks lassen
sich auf den sogenannten matrixinduzierten chromatographischen Anreicherungseffekt (engl.:
matrix-induced chromatographic enhancement-effect, MICEE]) zuriickfiihren. Beim
zeigen die Peaks ohne Probenmatrix eine schlechte Peakform und eine geringe Signalintensitat
[223|. Verantwortlich fiir diesen Effekt sind aktivierte Stellen im Injektionssystem oder der
chromatographischen Saule. Die Matrix der Probe belegt diese aktiven Stellen und sorgt
fiir einen nahezu verlustfreien Transport der Analyten auf die Trennsdule [223|. Im Rahmen
dieser Problematik durchgefiihrte Experimente konnten zeigen, dass der [MICEE] unabhingig
von der Zusammenstellung des GC-Injektors (dIl verschiedene Kombinationen aus Liner,
Septen, Dichtungen sowie Injektortemperatur), der Trennséule, der Analytlosungsmittel, des
verwendeten Lasers sowie des GC-Ofentemperaturprogramms und -Trigergasflusses auftritt.
Abbildung [3:40| verdeutlicht den Effekt der matrixinduzierten Anreicherung mihilfe von Chro-
matogrammen einer GC-APLI-Analyse von ausgewéhlten Analytmassenspuren (X m/z 228,0,
2420, 252,0 und 276,0 + 0,5). Das Chromatogramm 3 (blaue Linie) zeigt die Analyse eines
Muschelextrakts (pecten spp. in Cyclohexan) mit zugesetzter PAK-Standardlosung (PAK-
Mix 183/14, 8 = 1pgL~!) mit schlanken Peaks. Die Peaks der PAK-Standardlosung mit
identischer Konzentration in reinem Cyclohexan (Chromatogramm 2, rote Linie) sind weniger
intensiv, weisen eine groftere Peakbasisbreite auf und eluieren mit verzogerter Retentionszeit.
Zum Vergleich ist zusétzlich das Chromatogramm des Muschelextrakts ohne Zusatz der PAK-
Standardlésung dargestellt (1, schwarze Linie).

Der [MICEE] wurde bereits vielfach fiir die gaschromatographische Analyse von Pestiziden

79



3 Ergebnisse und Diskussion

— 1 (Muschelextrakt ohne PAK-Standard)
—— 2 (matrixfreie PAK-Standardiésung)
— 3 (Muschelextrakt mit PAK-Standard)

N
1

Intensitart (counts) x 10°

0 L

T T
16 18 20 22 24 26 28 30 32
Retentionszeit (min)

Abbildung 3.40: GC-APLI-Chromatogramme der summierten [EIC] fiir ausgewiihlte PAK-Massenspuren
(X m/z 228,0, 242,0, 252,0 und 276,0 £0,5) zur Demonstration des [MICEEF] anhand ei-
nes Muschelextrakts (0,25 mg lyophilisierte pecten spp. in 5mL Cyclohexan): (1) ohne und
(3) mit zugesetzter PAK-Standardlésung (8 = 1pgL™!) und (2) einer matrixfreien PAK-
Standardlosung (8 = 1pg Lfl). — Zur deutlicheren Darstellung des Bereichs zwischen 20
und 32min wurden die Chromatogramme auf das intensivste Signal von (2) normiert —
Trennparameter in Kapitel @

beschrieben [224-229] und ist ebenfalls fiir die Bestimmung von [PAK] bekannt [154] [230].
Eine induzierte Matrixbelastung durch Zusatz von verschiedenen, meist polaren Substanzen
(diverse Zucker, Zuckerlactone, Polyole) zu einer ansonsten matrixfreien Analylosung ldsst
sich generieren und liefert eine verbesserte Analyse [223,231-233].

Ein Zusatz solcher Substanzen zu einer [PAKl Kalibrationslosung fiir die GC-APLI zeigt eben-
falls eine Verbesserung der Peakform und -intensitidt. Ein quantitativer Ersatz fiir die Real-
matrix konnte hiermit jedoch nicht erreicht werden. Als zugesetzte Matrixsubstanzen wurden
verschiedene Zucker (1 D-Ribose) sowie ein aufgereinigtes Zwischenprodukt (22, siche Ab-
bildung aus einer von DEIBEL durchgefiihrten Synthese von APLI-Derivatisierungslabeln

verwendet.

Abbildung zeigt GC-APLI-Chromatogramme einer PAK-Standardlosung (3 = 1 pgL~!)
ohne (1, schwarze Linie) und mit (2, rote Linie) Zusatz von 22 (8 = 2gL~1). Mit dem Zusatz
von 22 kann die Peakform und -intensitét einer matrixfreien PAK-Standardlésung in reinem
Acetonitril deutlich verbessert werden. Ein vollstdndiger Ersatz der urspiinglichen Muschel-

matrix wird jedoch nicht erreicht.
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Abbildung 3.41: Molekiilstruktur der Verbindung 1-(3-Anthracen-9-yl-propionyl-)1,3-dicyclohexylharnstoff
(22, M = 456,6 gmol )

— 1 (ohne "Matrixzusatz")
—2 (mit "Matrixzusatz")
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Abbildung 3.42: GC-APLI-Chromatogramme der summierten [EIC] fiir ausgewiihlte Massenspuren
(X m/z 240,0 und 264,0£0,5) einer komplexen deuterierten PAK-Mischung (PAK-
Mix 9, 8 = 1pgL~" in Acetonitril) (1) ohne und (2) mit dem Zusatz von 22 (8 = 2gL™1).
— Trennparameter in Kapitel @

Eine Quantifizierung iiber eine externe Kalibrierung konnte sonst aufgrund des nicht
durchgefiihrt werden. Die Quantifizierung iiber interne deuterierte Standards konnte eben-
falls aufgrund der Komplexitat der Probe sowie des nicht realisiert werden. Fiir eine
exakte quantitative Analyse ist eine Kenntnis iiber Responsefaktoren zwischen den PAK-
Verbindungen und deren deuterierten Analoga notwendig, um verldssliche Aussagen zuzulas-
sen. Responsefaktoren sollten in einer analytfreien Matrix bestimmt werden, die aber nicht

zur Verfiigung stand. Die stark variierenden Gehaltﬂ verschiedener PAK-Verbindungen in

*2zwischen 0,3 und 18 pgkg ' Feuchtmasse [234]
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der Muschelprobe erwiesen sich zudem als ungeeignet fiir ein einfaches Standardadditionsver-
fahren mit einer kommerziellen PAK-Mischung. Hierfiir wiirde eine angepasste Multi-PAK-
Standardlésung benotigt. Eine abschlieflende Beurteilung iber die Leistungsfihigkeit der La-
sersysteme fiir die GC-APLI kann in dieser Arbeit daher nur qualitativ erfolgen.

3.3.5 Einsatz der Lasersysteme fiir die [DIFAPLI

Die APLI bietet sich zur Identifizierung und Charakterisierung von geeigneten Re-
aktionszwischen- und -endprodukten in der organischen Synthese an |28, |68} 235]. Mithilfe der
Direktinfusions (engl.: direct infusion, [DI)-APLI konnen so effizient Molekiilmassen von Ver-
bindungen bestimmt werden, die mit anderen Ionisationsmethoden nur schwer oder gar nicht
zuganglich sind. Vor allem unpolare Verbindungen mit grofsen Molekiilmassen konnen mit den
gingigen lonisationsmethoden — hdufig wird fiir die Reaktionskontrolle die ESI eingesetzt —
nicht ionisiert und somit nicht analysiert werden.

Eine weitere Methode, die 1] eine Bestimmung der Molekiilmasse (z.B. indirekt iiber Ad-
duktbildung) zulésst, ist die matrix-assistierte Laserdesorption/-ionisation (engl.: matrix-
assisted laser desorption/ionization, [MATLDI)). In Abbildung ist die Molekiilstruktur
der zu untersuchenden Verbindung 23 (CgyyHgsNgSg, M = 1550,5 gmol 1) dargestellt. Diese
Struktur ist ein organisches Dendrimer, das mit seiner sternenférmigen Struktur als Donor-
Akzeptor-Donor-Struktur in organischen Solarzellen Anwendung finden soll, um die elektroni-
schen Eigenschaften der Solarzelle durch breitere Absorptionsbanden und folglich effizientere
Leistungswandlungen zu verbessern [236|. Abbildung zeigt einen Vergleich der Massen-
spektren einer von der Arbeitsgruppe Funktionielle Polymere der Bergischen Universitat Wup-

pertal synthetisierten Verbindung, die mit APLI- (Abb. [3.44a)) und MALDI{(TOF)MS| (Abb.
3.44b)) erhalten wurden. Fiir die APLI wurde in diesem Fall der KrF*-Excimerlaser genutzt.

Die experimentellen Bedingungen fiir die von WULF (Arbeitskreis Analytische Chemie der
Bergischen Universitdt Wuppertal) durchgefiihrte MALDIMessung sind in Kapi-
tel und fiir die APLIMessung in Kapitel angegeben. Fiir beide Ionisa-
tionsmethoden sind als Referenz zusétzlich simulierte Massenspektren der entsprechenden

Summenformeln abgebildet .

Fiir die MALDIMessungen wurden der Probe Dithranol (1,8,9-Trihydroxyanthra-
cen) als Matrix sowie Silbertrifluoracetat als kationisierendes Salz hinzugegeben [236]. Die
mehrere Schritte umfassende Probenvorbereitung erfolgte nach der sogenannten dried-droplet-
Methode. Das Silbersalz fiihrt bei der Desorption zu einer Adduktbildung mit der Zielsub-
stanz, sodass das erhaltene Massenspektrum um die Verteilung der Silberisotopen erweitert
ist. Zur Bestimmung der Molekiilmasse muss hier eine Differenzbildung oder ein Vergleich
mit einem simulierten Massenspektrum fiir das Addukt durchgefiithrt werden. Im Gegensatz
dazu ist mit APLI die Bestimmung der Molekiilmasse iiber das gebildete Radi-
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CeHiz

CgHy3 CeHy3

Abbildung 3.43: Molekiilstruktur der Verbindung 1,3,5-Tris((4-hexyl-5-(7-(3-hexylthiophen-2-
yl)benzo[c][1,2,5]thiadiazol-4-yl)thiophen-2-yl)ethinyl)benzol (23, M = 1550,4 gmol ')
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Abbildung 3.44: Vergleich der (a) APLI- und (b) MALDI-Massenspektren (1 und 3) der Verbindung 23 mit
simulierten Massenspektren (2, CgoHggNgSy und 4, CooHgsNgSyAg) fiir die zu erwartende
Molekiilzusammensetzung

kalkation der Zielverbindung mdoglich, was einen Vorteil fiir die direkte Massenbestimmung
bedeutet. Weiterhin vorteilhaft ist die einfache Probenvorbereitung: Fiir die APLI-Messungen
wurde die Probe eingewogen, in Dichlormethan gelost und verdiinnt. Zur Ionisation wurde
die Verdiinnung ohne weitere Schritte mithilfe einer Spritzenpumpe in den Verdampfer der

Tonisationsquelle eingetragen [236].
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3 Ergebnisse und Diskussion

Der Vergleich zwischen APLI und MALDI zeigt, dass die APLI grundsétzlich als Informa-
tionsquelle fiir die begleitende Analytik einer organischen Synthese geeignet ist. Die bisher
erfolgten Molekiillmassebestimmungen erfolgten mit einem Excimerlaser bei 248 nm. Um die
Eignung des DPSS-Lasers bei 266 nm fiir identische Fragestellungen zu evaluieren, sind nach-
folgend die Ergebnisse der Identifizierung weiterer Verbindungen sowohl mit dem Excimer-
als auch mit dem DPSS-Laser dargestellt.

3.3.5.1 Organische Iridiumkomplexe als Bausteine fiir polymere LED-Materialien

In der Vergangenheit wurde fiir die Identifikation neutraler heteroleptischer Iridium(III)-
Komplexe bereits die APLI mit einem KrF*-Excimerlaser genutzt [237]. Diese
Verbindungen bieten sich durch ihre optisch-aktiven Eigenschaften als Bausteine fiir Poly-
mere an, die in organischen Leuchtdioden Verwendung finden. Eine Vorstufe der fiir die-
se Zwecke nutzbaren heteroleptischen Ir(III)-Komplexe ist Verbindung 24 (C;,H,,IrN;0,,
M = 991,2gmol '), deren Molekiilstruktur in Abbildung dargestellt ist. Ausgehend von
dieser Verbindung kann iiber verschiedene weitere Reaktionen eine Vielzahl an nutzbaren

Strukturen fiir organische Leuchtdioden erhalten werden.

Abbildung 3.45: Molekiilstruktur der Verbindung Bis(2-phenylpyridino)-(6-[3,6-bis(4-hydroxyphenyl)-carba-
701-9-y1]-5-hydroxo-2,2-dimethylhex-4-en-3-on)-iridium(IIT) (24, M = 991,2gmol ')

Zur Identifizierung der Vorstufe wurden massenspektrometrische Untersuchungen mit APLI-
durchgefiihrt. Die Massenspektren in Abbildung wurden sowohl mit dem Ex-
cimerlaser (a) als auch mit dem DPSS-Laser (b) erhalten. Zum Vergleich ist ein simuliertes
Massenspektrum (c) fiir die angegebene Summenformel dargestellt. Fiir dieses Experiment
wurde die Probe wie in Kapitel beschrieben verdiinnt und bei einer Konzentration von

20 pmol Lt in Dichlormethan ohne weitere Aufarbeitung gemessen.
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Abbildung 3.46: DI-APLI-Massenspektren des organischen Iridiumkomplexes 24 mit a): KrF*-Excimerlaser
und b): DPSS-Laser. Zum Vergleich der Massenspektren dient c): ein simuliertes Massen-
spektrum fiir C;,H,,IrN;0O,

Die erhaltenen Massenspektren zeigen eine sehr gute Ubereinstimmung mit dem aus der Si-
mulation zu erwartenden Spektrum. Dies gilt fiir den Excimerlaser und den DPSS-Laser. Der
Unterschied in der Signalintensitét bei beiden Lasern ist unter Beriicksichtigung der unter-
schiedlichen Beleuchtungsflichen der Laserstrahlen nachvollzichbar. Ebenso besteht aufgrund
der unterschiedlichen Photonenenergie der Laser und den damit zusammenhéngenden Absorp-
tionsquerschnitten des Analyten bei diesen Energien eine Abhéngigkeit der Signalintensitit.
Um hier eine abschliefsende Beurteilung geben zu kénnen, sind weitere Informationen zu den

Absorptionsquerschnitten bei 248 nm und 266 nm notwendig.

3.3.5.2 Bestimmung des Bromierungsgrades organischer Polymerbausteine

Eine weitere Verbindungsklasse, deren Identifikation mit DI—APLI (sowohl mit dem
Excimer- als auch mit dem DPSS-Laser) moglich ist, basiert auf der in Abbildung darge-
stellten Grundstruktur der Verbindung 25. Aus dieser kénnen durch eine Bromierungsreaktion
die Verbindungen 26 (Cg,H;;Br, M = 1246,8 gmol 1), 27 (Cg,H,5oBry, M = 1325,7 gmol 1)
und 28 (Cg,H;oBry, M = 1404,6 gmol !) erhalten werden. Das Ziel der APLI-Untersuchung
ist in diesem Fall die Bestimmung des Bromierungsgrades verschiedener Fraktionen nach einer
sdulenchromatographischen Aufbereitung des Syntheseprodukts der Bromierung. Es wurden
zwei Fraktionen analysiert, die nach dem in Kapitel angegebenen Verfahren aufbereitet

wurden.
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Nr. Ry R2 Rs
25 —H —H —H
26 —Br —H —H
27 —Br —Br —H
28 —Br —Br —Br

Abbildung 3.47: Molekiilstruktur der Verbindung
9,9,9,9°,9”,9”-Hexaoctyl-9H,9’H,9” H-[2,2",7’,2"|terfluoren

Die mit dem Excimerlaser erhaltenen Massenspektren fiir beide Fraktionen sind zusammen
mit entsprechenden simulierten Spektren in Abbildung dargestellt. Die Analyse der Frak-
tion A zeigte nur eine sehr geringe Intensitét bei den Massensignalen fiir das Edukt 25 und die
Monobromverbindung 26. Beide sind in Fraktion B nicht nachzuweisen. Durch den Vergleich
mit den simulierten Spektren kann Fraktion A der dibromierten Verbindung und Fraktion B

der tribromierten Verbindung zugeordnet werden.
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Abbildung 3.48: Vergleich der Massenspektren verschiedener Fraktionen a) & b) einer sdulenchromatographi-
schen Aufbereitung nach Bromierung der Grundstruktur 25 zum Aufbau eines organischen
Polymerbausteins. Die Messungen wurden mit einem Excimerlaser bei einer Repetitionsrate
von 100 Hz und einer Pulsenergie von 5 mJ durchgefiihrt. Zur Bestimmung des Bromierungs-
grades sind die simulierten Massenspektren c) fiir das dibromierte (27) und das tribromierte
Produkt (28) ebenfalls abgebildet.

Fiir einen Vergleich der beiden Lasersysteme wurde Fraktion A zusitzlich mit dem DPSS-
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3.3 Vergleich zweier Lasersysteme

Laser ionisiert. Abbildung zeigt die mit dem Excimerlaser (a) (100 Hz, 5mJ) und dem
DPSS-Laser (b) (100 Hz, 70 nJ) erhaltenen Massenspektren einer aufbereiteten Fraktion des
Dibromids 27, das in einer Konzentration von 20 pmol L' zur Analyse eingesetzt wurde. Zum
Vergleich des Isotopenmusters, das insbesondere durch die Verteilung der Bromisotopen sehr

charakteristisch ist, wurde zusétzlich ein simuliertes Massenspektrum (c) abgebildet.
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Abbildung 3.49: Vergleich der Massenspektren des organischen Polymerbausteins 25 aus der 2. Fraktion einer
sdulenchromatographischen Aufbereitung der Syntheselosung. Die Massenspektren belegen,
dass in dieser Fraktion das dibromierte Produkt erhalten wurde. Die Analysen erfolgten mit
einem Excimerlaser a) und mit einem DPSS-Laser b). Zum Vergleich des Isotopenmusters ist
ein simuliertes Massenspektrum c) fiir Cg;H,,,Br, abgebildet.

Auch hier lisst sich eine deutliche Ubereinstimmung der mit beiden Lasern erhaltenen Mas-
senspektren zu dem simulierten Spektrum feststellen. Die Signalintensititen sind dabei fiir
identische Konzentrationen und Forderraten der Spritzenpumpe bei beiden Lasern nahezu
gleich. Vergleichbare Ergebnisse mit dem DPSS-Laser sind fiir solche Verbindungen auch mit
anderen Bromierungsgraden zu erwarten. Die dargestellten Ergebnisse belegen deutlich, dass

auch mit dem kompakteren DPSS-Laser eine eindeutige Identifizierung verschiedener Verbin-
dungen moglich ist.
3.3.6 Beurteilung der Einsatzfihigkeit der Lasersysteme fiir die APLI

Mit beiden Lasersystemen sind APLI-Analysen verschiedener Analyten grundsétzlich mog-
lich. Allgemein bietet der Excimerlaser jedoch diverse Vorteile gegeniiber dem DPSS-Laser.

Eine festgelegte Strahlposition im Quellenkorper fiihrt beim DPSS-Laser zu Unterschieden in
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der [DTAlwahrend einer GC-Analyse. Ein Vergleich von Analysen, besonders bei verschiedenen
Ofentemperaturprogrammen, kann hier zu Fehlern bei der Auswertung fithren, die mit dem
Excimerlaser nicht auftreten. Diese Einschrinkungen gelten ebenfalls fiir die HPLC-APLI. Bei
dieser ist die Ausrichtung des Laserstrahls besonders relevant, was zu vielen Kompromissen
bei der Anwendung des DPSS-Lasers fiir die HPLC-APLI fiihrt. Die mit beiden Lasersyste-
men erhalten Ergebnisse zeigen teilweise deutliche Unterschiede in der Signalintensitét der
Analyten durch unterschiedliche Absorptionsquerschnitte. Hierdurch kénnen Analysen mit
beiden Systemen nicht direkt miteinander verglichen werden. Ein qualitativer Vergleich der
Systeme ist moglich und demonstriert, dass beide Lasersysteme zur Identifikation organischer

Verbindungen eingesetzt werden kénnen.

3.4 SFC-APLI-(TOF)MS

Die APLI-MS als leistungsstarke Ionisations- und Detektionsmethode, insbesondere fiir PAK]
wurde bereits mit géngigen Trennverfahren wie GC und HPLC sowie mit spezielleren Verfah-
ren wie der Kapillarelektrochromatographie (CECH in Kombination mit einem Elektrospray
als ESILI) gekoppelt oder fiir desorptive Anwendungen genutzt 28| 51} 54, 68, 74]. Um das
Portfolio der analytischen Trennmethoden zu erweitern, wird nachfolgend die erste Kopplung
der APLI-MS mit der superkritischen Fliissigkeitschromatographie (SEFC]) beschrieben, ihre

Anwendbarkeit gezeigt und dabei auftretende Probleme diskutiert.

3.4.1 Vorteile der SFC bei der Trennung von PAK

Zur Trennung von [PAK] werden hiufig die [152] 160l [164, [168], die HPLC [151}, 157} [172]
174] und die [SEC] eingesetzt [44] [125] 129] [131], [173|. Vorteile der GC sind die hohe chromato-
graphische Trennleistung z. B bei komplexen Analytmischungen und die Einsatzmdoglichkeit
universeller Detektoren. Die HPLC ermdoglicht hingegen die Analyse nicht oder nur schwer
verdampfbarer sowie thermisch instabiler Analyten und zeigt oftmals eine hohere Selektivitét

fiir die Trennung isomerer Verbindungen [119].

Die Vorteile beider Methoden vereint die |96l [131]. Das in der [SEC] am héufigsten einge-
setzte Elutionsmittel ist iiber- [bzw]superkritisches Kohlenstoffdioxid (CO,) |77]. Der kritische
Punkt [Pyi¢ | von CO, liegt bei einer Temperatur von [Ty | = 304,18 K und einem Druck von
= 73,8 bar [238]. Oberhalb dieses Punktes liegt CO, superkritisch vor.

Superkritische Elutionsmittel zeichnen sich im Vergleich zu den gingigen [HPLClIEluenten
durch hohere Diffusionskoeffizienten und niedrigere Viskositdten aus, was zu einer erhohten
Trenneffizienz und verkiirzten Analysenzeiten fiithrt [77, 95, 109, 131]. Verglichen mit den
mobilen Phasen der ist die Dichte eines superkritischen Fluids um bis zu drei Grofien-
ordnungen hoher [77|. Hiermit geht eine Erhohung des Losungsvermogens in der gleichen
Grofenordnung fiir viele Analyten einher, wodurch der Massentransfer drastisch erhoht wird
[87, [131]. Die Dichte des superkritischen Fluids ist dabei eine Funktion des Drucks sowie der
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Temperatur und iiber diese Parameter sehr einfach zu variieren. Die Dichte gilt in der SFC
als Schliisselparameter fiir eine erfolgreiche Trennung |7, 125| 239]. Superkritisches CO,, bietet
sich als mobile Phase in der SEC| besonders durch die relativ niedrige kritische Temperatur fiir
die Trennung thermisch labiler Substanzen an. Zudem erleichtert der — verglichen mit einigen
anderen superkritischen Fluiden — niedrige kritische Druck die technische Handhabbarkeit
der einzusetzenden Geréte. Die Bauteile des Chromatographiesystems kénnen somit fiir die
verwendeten Driicke in einfacher Weise konstruiert werden, ohne dass spezielle hochdruckbe-
standige Verbindungen und Dichtungen nétig sind.

Der Arbeitsbereich fiir den SFC-Systemdruck mit CO,, als mobile Phase liegt [ A]bei Driicken
bis £ 400 bar und somit weit {iber dem kritischen Druck. Hierdurch wird das Elutionsver-
mogen aufgrund der erhohten Dichte zusétzlich verbessert. Die Elutionskraft des CO, kann
durch Beimischen eines organischen Modifiers ([_d. R.J[MeOH] oder [ACN]) weiter erhoht wer-
den, wodurch Analysenzeiten von ca. 6 Minuten fiir eine vollstdndige Trennung (mit Druck-,
Temperatur- und Elutionsgradienten) der [EPAFPAK-Mischung realisierbar sind [125] [129].

Die Kopplung der schnellen chromatographischen Trennung von [PAK] mittels SEC| mit der
hohen Nachweisempfindlichkeit der APLI-MS eréffnet neue Méglichkeiten fiir schnelle, kosten-

giinstige, umwelt- und analytschonende Analysen von [PAK| und deren zuginglichen Derivate.

3.4.2 Aufbau einer SFC-APLI-(TOF)MS-Kopplung

Die Herausforderung beim Aufbau einer Kopplung der SFC mit der besteht darin, die
unter erhohtem Druck betriebene SFC an eine Ionenquelle zu koppeln, die unter Atmosphé-
rendruck arbeitet. Fiir den Ubergang vom Hochdruck- in den Atmosphérendruckbereich wird
ein sogenannter Restriktor bendtigt. Dieser erlaubt einerseits eine Druckregulierung des Chro-
matographiesystems und dient andererseits — nach erfolgter Expansion der mobilen Phase —
als Schnittstelle fiir nachfolgende, drucklose Systeme.

Zum Aufbau der SFCIAPLI(TOF)MS}Kopplung stand ein kommerziell erhéltliches SFC-
Gerét der Fa. AGILENT TECHNOLOGIES, das sogenannte Agilent 1260 Infinity SFC-System,
zur Verfiigung. Dieses nutzt neben einer speziell fiir den [SEClBetrieb modifizierten, gewohnli-
chen HPLC—Anlagﬁ ein zusétzliches Gerét: das Aurora Fusion A5 SFC-Modul. Dieses hat ein
heiz- und regelbares sogenanntes [BPRIVentil (Riickdruckregulatorventil; engl.: back pressure
regulator), das als Restriktor dient, sowie mehrere Drucksensoren zur Kontrolle des System-
drucks an verschiedenen Positionen. Zusétzlich liefert das Aurora-Modul das fiir den SFC-
Betrieb benétigte fliissige CO,, welches gasformig aus einer Druckgasflasche entnommen und
von der Aurora Fusion A5 in einem Peltier-Element verfliissigt wird.

Nach der chromatographischen Trennung durchlduft das Eluat — in der kommerziell verfiig-
baren Konfiguration — einen Detektor im Hochdruckbereich@ Anschlieffend expandiert das
CO, bzw. das Eluentengemisch am [BPR] gegen den Atmosphérendruck, wobei es aufgrund

Zmodifiziert sind T Dichtungen, Flusswege und das Injektionsventil
#mit einen [TV} Vis-Diodenarraydetektor (DAD) mit (wand-)verstirkter Detektionszelle
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des Joule-Thomson-Effekts zu einer starken Abkiihlung der mobilen Phase im [APlBereich
kommt [204]. In Folge dieser starken Abkiihlung kénnen schwerfliichtige Analyten zunéchst
auskondensieren, wodurch sie fiir den Weitertransport auf der Niederdruckseite, abhédngig vom
Dampfdruck des jeweiligen Analyten, nicht mehr bzw. nur schwer zuganglich sind.

Bei der kommerziell verfiigbaren SFC-MS-Kopplung wird das Auskondensieren umgangen, in-
dem vor dem BPR mit Hilfe einer zusétzlichen HPLC-Pumpe iiber ein T-Stiick ein organisches
Losungsmittel (zBJ Methanol; ca. 0,2mL min ') hinzugepumpt wird, das fiir einen Weiter-
transport der Analyten sorgt [240|. Dieses Verfahren hat den Nachteil, dass eine zusétzliche
HPLC-Pumpe benétigt wird, um die Analyten in die Ionenquelle des Massenspektrometers zu
tiberfiihren und dass das nun erhaltene Eluat in einer Verdampfereinheit vom Losungsmittel
befreit werden muss.

Die am Bruker micrOTOF verwendete [TC-MPIS] bietet zwar die Moglichkeit zum Verdampfen
der Losungsmittel, jedoch ist dieser Versuchsaufbau identisch mit dem Aufbau der Ionenquel-
lengeometrie der HPLC-APLI. Diese Konfiguration ist m—m1 aufgrund der fluid- und elek-
trodynamischen Eigenschaften um etwa zwei Grofenordnungen weniger nachweisempfindlich
als die GC-APLI-Kopplung (vgl. Kap. [3.4.5.2). Eine Anforderung an die SFC-APLI-
Kopplung ist eine Steigerung der Nachweisempfindlichkeit gegeniiber der HPLC-APLI, die

mithilfe der GC-Konfiguration erreicht werden soll.

3.4.3 Das gewihlte Restriktionssystem

Viele bereits realisierte Kopplungen der [SEC| zu drucklos betriebenen Detektoren wie [z B
dem nutzen feste Restriktoren. Zu diesem Zweck werden Metall-, Quarz- oder Glaska-
pillaren verwendet, deren Innendurchmesser wenige Mikrometer betragen. Solche Restriktoren
haben einen unverénderlichen Flusswiderstand. Dadurch ist die Flieftigeschwindigkeit der mo-
bilen Phase vom anliegenden Druck sowie der Eluentenzusammensetzung und der Temperatur
abhéngig |7]. Bei solchen Systemen kommt es auf der gesamten Kapillarldnge zu einem kon-
tinuierlichen Druckabfall. Durch die Expansion gegen den Atmosphéirendruck und der damit
einhergehenden Abkiihlung aufgrund des Joule-Thomson-Effekts miissen solche Kapillaren am
Ende geheizt werden.

Die in den folgenden Abschnitten entwickelte Kopplung verwendet eine fused-silica (fS)-Kapil-
lare, die iiber ein T-Stiick auf der Hochdruckseite des Systems eingebaut ist und zum Uberfiih-
ren der mobilen Phase in die Ionenquelle des Massenspektrometers dient, als festen Restriktor.
Das System besitzt somit zwei Restriktoren, da ein Betrieb der SFC-Anlage ohne das Aurora
Fusion A5 technisch nicht ohne weiteres realisierbar is@ Um die Restriktionskapillare zu hei-
zen, wurde der Sdulenofen des bestehenden GC—APLIVersuchsaufbaus eingesetzt.
Die GC-Transferline als Ubergang zur MPIS bietet auferdem die Moglichkeit, die Kapillare

bis kurz vor dem Eintritt in die Ionenquelle zu heizen.

ZDas Agilent 1260 Infinity SFC-System benétigt zum Betrieb zwingend das Aurora Fusion A5 SFC-Modul.
Zum einen, um fliissiges CO, bereitzustellen, zum anderen, um die Systemdriicke kontinuierlich zu iiber-
priifen. Diese Funktionen sind softwareseitig nicht ohne genaue Kenntnisse der firmeninternen Firmware zu
umgehen.
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Der Versuchsaufbau ist als Fotografie in Abbildung [3:50] und als schematische Zeichnung in
Abbildung dargestellt. In diesem Aufbau gelangt das Eluat direkt nach der chromato-
graphischen Trennséule iiber eine W-Kapillare in ein T-Stiick. Eine Seite des T-Stiicks
ist zum Einstellen und Aufrechterhalten des iiberkritischen Drucks mit dem [BPR] verbunden.
Hierdurch fliefit ein Teil des Eluats in die Entsorgung. Der zweite Teil des Eluats gelangt am
dritten Anschluss des T-Stiicks iiber eine 90 mm x 0,12 mm [SSTIKapillare und einen totvolu-
menfreien Linearverbinder in die [fslRestriktionskapillare. Wie in Kapitel beschrieben
wird, ist es notwendig, die Restriktionskapillare vor der geheizten Transferline auf eine erhchte
Temperatur zu bringen, um so das Auskondensieren hochsiedender Analyten zu vermeiden.
Zu diesem Zweck wird die Restriktionskapillare durch den an die Transferline gekoppelten
Ofen gefiihrt. Im Ofen kann diese Kapillare tiber einen GC-Saulenverbinder auf andere Innen-

durchmesser erweitert werden, was im Folgenden néher erldutert wird.

Abbildung 3.50: Fotografie des SFC-APLI-Aufbaus — a: Bruker micrOTOF Massenspektrometer, b: ATL
ATLEX 300SI KrF* Excimer-Laser, c: TC-MPIS, d: Transferline, e: Transferlinesteuerung, f:
Agilent GC 7890A Gaschromatograph, g: Agilent 1260 Infinity SFC-System, h: Kopplung der
Restriktionskapillare, verdeckt durch g: Aurora Fusion A5 SFC-Modul

263tahl(-kapillare) (engl.: stainless steel (capillary))
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Abbildung 3.51: Schematischer Aufbau der SFC-APLI — c: TC-MPIS, d: Transferline, i: Laserstrahl, j: Ver-
dampfereinheit, k: Kapillarsdulenverbinder, |: Gasflusskontroller, m: Linearverbinder (totvo-
lumenfrei), n: T-Stiick (totvolumenfrei)

Der Einsatz einer [[s-Kapillare, die mit einem T-Stiick an das System gekoppelt ist, wurde zu-
vor konzeptionell erfolgreich an einer SFC{FIDFKopplung untersucht. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass eine 1,25 m lange [[S-Kapillare mit 25 pm{IDl grundsétzlich als Restriktionska-
pillare geeignet ist. Aus einer Kapillare dieser Dimension flieftt im Atmosphérendruckbereich
bei Raumtemperatur etwa 80 mL gasformiges COB Der Gesamtgasfluss aus dem chroma-
tographischen System (gemessen am BPR-Ausgang) betrigt unter diesen Bedingungen ca.
1Lmin! CO,. Der Fluss durch die Restriktionskapillare ist umgekehrt proportional von der
gewihlten Ofentemperatur und variiert zwischen 40 und 100 mL min ! bei Temperaturen bis
300°C.

Unter optimierten Bedingungen durchgefiihrte Analysen mit insbesondere fiir die APLI sehr
hohen Analytkonzentrationen (zBJ 1mgL~! Naphthalin oder 250 pgL~! PAK-Mix 31@
liefern vergleichsweise geringe Signalintensitdten und somit schlechte Nachweisgrenzen. Ab-
bildungzeigt beispielsweise die extrahierte Massenspur (m/z = 240,0 + 0,5) fiir Chrysen-
d12 aus einer Analyse des PAK-Mix 31. Injiziert wurden hier 5 uL der mit [ACN| verdiinnten
PAK-Losung (8 = 250pugL—1). Das betragt 132 und liefert eine geschéitzte Nachweis-
grenzﬂ von ca. 6pgL 1.

Im T-Stiick wird das Eluat auf die Restriktionskapillare und das BPR-Ventil (als Systemaus-
gang) aufgeteilt. Das Splitverhéltnis liegt unter den oben angegebenen Bedingungen bei etwa
1:10 bis 1:25 (unter ungiinstigen Bedingungen bei 1:100), abhéngig von der Ofentemperatur,

dem Eluentenfluss und dem BPR-Druck und fiihrt so zu massiven Verlusten des fiir die Io-

2"hei einem Eluentenfluss von 2mL min ' reinem CO, sowie einem Systemdruck von 200 bar am BPR
287usammensetzung von PAK-Mix 31 in Tabelle[7.2.3
*nach dem 3s-Konzept von KAISER und SPECKER [210), |211]
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Abbildung 3.52: SFC-APLI-Analyse von PAK-Mix 31 (8 = 250 gL ' in [ACN]). Dargestellt ist das EIC fiir
Chrysen-d12 (m/z = 240,0 £ 0,5, entspricht 1,25ng). S/N ~ 132 — Trennparameter in

Kapitel @

nisation verfiigharen Analyten. Um das Splitverhéltnis zu optimieren, kénnen verschiedene
Parameter veréindert werden. Eine Mo6glichkeit ist das Erweitern des Innendurchmessers der

Kapillare.

Nach dem Gesetz von HAGEN und POISEUILLE (Gleichung geht der Innenradius einer
Kapillare mit der vierten Potenz in die Berechnung des Volumenstromes ein. Dieses Gesetz
gilt strenggenommen nur fiir laminar fliekende Newton’sche Fluide, deren Fliefsgeschwindig-
keit selber zeitlich konstant ist und bei denen sich die Fliissigkeitsschicht an der Rohrwand
nicht bewegt [241]. Insbesondere ein laminarer Fluss ist fiir das verwendete System tendentiell

nicht anzunehmen.

v m-r*-Ap

T sl [241] (3.3)

Gesetz von Hagen-Poiseuille: 1%

mit: V' = Volumenfluss (in m®s™1), 7 = Kapillarradius (in m), Ap = Druckdifferenz im Kapillarrohr (in Pa),

n = dynamische Viskositiat des Fluids (in Pa-s) und | = Lénge der Kapillare (in m)

Vielmehr ist anzunehmen, dass es sich hier um einen turbulenten Fluss handelt. Die Abschét-

zung lber turbulente oder laminare Fliisse erfolgt mithilfe der sogennanten Reynoldszahl Re.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Nach Gleichung [3.4] zur Berechnung der Reynoldszahl betragt der Wert fiir Re im gegebenen
Systemlﬂ etwa 51 300.

<

p-v-d -d
Berechnung der Reynoldszahl: Re = = — [241] (3.4)
n v

mit: Re = Reynoldszahl, p = Dichte des Fluids (in kg m*S), v = charakteristische Stromungsgeschwindigkeit

des Fluids (in ms ™), d = Kapillardurchmesser (in m), 7 = dynamische Viskositét des Fluids (in kgs ' m %),
T = mittlere Geschwindigkeit des stromenden Fluids (in ms™) und v = kinematische Viskositét des Fluids

(in m?s 1)

Ubersteigt die Reynoldszahl Re eine festgelegte sogenannte kritische Reynoldszahl Rejuit,
erhoht sich die Wahrscheinlichkeit, dass eine bis dahin laminare Stromung in eine turbulente
Stromung umschlagt. Dies geschieht durch kleine Schwankungen oder Storungen des Flusses
(zBl Einlaufstorungen), durch welche sich Turbulenzen bilden konnen. Bei Reynoldszahlen
weit unter Rey,t zerfallen diese Turbulenzen wieder [244]. Die kritische Reynoldszahl ist keine
strikte bzw. exakte Grenze und variiert je nach Anwendungsfall. Fiir Rohrstromungen (glatte,
runde Rohre) liegt Reyit im Bereich zwischen 2000 und 20 000 241}, 245].

Trotz der anzunehmenden turbulenten Strémung und der damit verbundenen Ungenauigkeit
des Hagen-Poiseuille’schen Gesetzes kann fiir eine qualitative Abschidtzung angenommen wer-
den, dass der Innenradius in irgendeiner Art proportional in den Volumenstrom eingeht. Aus
dieser Annahme folgt, dass ein Aufweiten des Innendurchmessers der [[S-Kapillare das Splitver-

héltnis deutlich erhoht, da der Gesamtfluss durch das chromatographische System konstant
gehalten Wil"dlﬂ

Nicht jeder beliebige Innendurchmesser einer [[s-Kapillare eignet sich fiir die Restriktionslei-
tung. Das Aurora Fusion A5 gleicht zum Aufrechterhalten eines konstanten Systemdrucks mit
einem Sensor vor dem BPR den Druck ab und regelt das BPR-Ventil gegebenenfalls nach.
Das Nachregeln ist bauartbedingt nur bis zu einem bestimmten Druck moglich. Ist der Druck-
abfall am T-Stiick, also vor dem Sensor, durch einen zu grofen Kapillar-ID zu grof, kann der
BPR nicht ausreichend nachregeln. Dadurch erreicht der Systemdruck nicht den Sollwert und
das Aurora Fusion A5 gibt infolgedessen eine Fehlermeldung aus (Fehler: leak detected) und
beginnt mit einer Sicherheitsabschaltung des Gesamtsystems.

Um das Auftreten dieser Fehlermeldung moglichst zu vermeiden, sollte eine Restriktionska-
pillare mit dem grofstmoglichen Innendurchmesser gewéhlt werden, die dennoch einen fiir den

BPR regelbaren Druckabfall sicherstellt. Hierflir wurde gepriift, welcher Innendurchmesser bei

3%berechnet fiir einen gasférmigen Volumenstrom von 50 mL CO, in einer Kapillare mit 25 pm Innendurch-
messer bei einer Temperatur von 480K und einem Druck von 250bar (n = 23,35uPa-s [242] sowie
p = 28,22kgm® (berechnet mit Daten aus [243]))

31Eine Abhéngigkeit besteht beim Gesamtfluss durch die geférderte Menge an mobiler Phase und den Riick-
druck durch das BPR-Ventil.
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3.4 SFC-APLI-(TOF)MS

einer gegebenen Kapillarlange von 1,25 m am besten geeignet ist. Zur Verfiigung standen fs-
Kapillaren mit Innendurchmessern von 50, 75, 100 und 150 pm. Schon ab einem ID von 75 pm
ist der durch den BPR-Sensor registrierte Systemdruck sehr instabil und das Gerét gibt nach
kurzer Zeit die oben genannte Fehlermeldung aus. Mit einer 50 pm-ID fs-Kapillare bleibt der
Systemdruck hingegen iiber lange Zeit stabil und das System gibt keine Fehlermeldung aus.
Nachfolgend wird daher diese Restriktionskapillare verwendet.

Der Ausfluss von gasféormigem CO, aus einer solchen Kapillare liegt bei den genutzten Pa-
rametern in etwa in einem Bereich von ca. 150 bis 350 mLmin~!. Da das [BPR}Ventil nicht
volumen-, sondern druckreguliert arbeitet, ist trotz einer Verdnderung des Eluentenflusses
in der Restriktionskapillare der CO,-Fluss im chromatographischen System konstant. Dieses
Verhalten sorgt dafiir, dass das Splitverhéltnis am T-Stiick zugunsten der Restriktionsleitung
verschoben wird.

Ein qualitativer Vergleich von Analysen mit den eingesetzten fs-Kapillaren (25 und 50 pm-
ID) unter dhnlichen chromatographischen Bedingungen ist in Abbildung dargestellt. Die
Chromatogramme 1 und 2 zeigen jeweils die extrahierte Massenspur m/z 240,0 £0,5 fiir
Chrysen-d12 aus einer Analyse des PAK-Mix 31. Zu beachten ist, dass die eingesetzte Kon-
zentration bei 1 mit 3 = 250 ug L ! fiinfmal héher ist als bei 2 (8 = 50 pg L 1).

— 1:250 pg/L mit 25 um ID
——2: 50 ug/L  mit 50 um ID
2,59
2,
<
=)
x
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e}
L
=§
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Abbildung 3.53: Qualitativer Vergleich der SFC-APLI-Analysen von PAK-Mix 31 in verschiedenen Massenkon-
zentrationen (1: 250 pg L' und 2: 50 g Lfl) mit unterschiedlichen Restriktionskapillar-I1D.
Dargestellt sind die EIC fiir m/z 240,0 £ 0,5 fiir Chrysen-d12.
1: 1,25 ng Chrysen-d12 mit 25 pm-ID Kapillare; das S/N betragt ~ 132
2: 0,25 ng Chrysen-d12 mit 50 pm-ID Kapillare; das S/N betragt ~ 1306

— Trennparameter in Kapitel (fur 1) und Kapitel (fir 2)
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die dargestellten Ergebnisse geben einen Trend wieder, der qualitativ den beschriebenen Er-
wartungen entspricht, jedoch vergleichsweise hoher liegt, als es die berechneten Splitverhélt-
nisse vermuten lassen. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurden weitere Optimierungsschritte
fiir die Empfindlichkeit des Systems vorgenommen. Eine Moglichkeit, das System zu verbes-
sern, besteht darin, die Analytmenge in der Ionisationszone weiter zu erhthen. Hierzu bietet

das Gesetz von Hagen-Poiseuille als Option eine Variation der Restriktionsstrecke an, auf die

in Kapitel [3.4.4.2| ndher eingegangen wird.

3.4.4 Weitere Moglichkeiten der Sensitivitatsoptimierung

Das gewihlte Kopplungssystem iiber eine feste Restriktionskapillare erméglicht mehrere Op-
tionen, um das System auf maximalen Analyttransport zur Ionisationsquelle bzw. maximale
Empfindlichkeit zu optimieren. So bietet das chromatographische System durch Variation des
Systemdrucks, der Eluentenflussrate und -zusammensetzung die Moglichkeit, das Splitver-
héltnis am T-Stiick in die gewlinschte Richtung zu verschieben. Ebenso ist die verwendete
Restriktionskapillare von grofer Bedeutung. Weiteren Einfluss auf das Splitverhéltnis iibt
auch die Ofen- bzw. Transferlinetemperatur aus, da hier in groffem Mafle die Gasviskositdt
in der Restriktionskapillare beeinflusst wird. Zuletzt konnen auch Parameter der Ionenquelle

selbst die Empfindlichkeit der Kopplung beeinflussen.

3.4.4.1 Einfluss der Erweiterung des Austrittsdurchmessers

Mit der Erweiterung des Innendurchmessers auf 50 pm konnte die Empfindlichkeit der SFC-
APLIKopplung bereits deutlich erhoht werden. Die Empfindlichkeit ist jedoch
noch nicht in einem Bereich angelangt, der fiir die APLI insbesondere mit der GC-Ionen-
quellengeometrie erwartet wird. Der Unterschied zwischen den beiden Chromatographiesys-
temen ist die Eluatmenge bzw. der Volumenfluss, der aus der Restriktionskapillare der SFC
bzw. der Trennsdule der GC in die Ionenquelle gelangt. Der Volumenfluss beeinflusst das
fluiddynamische Verhalten dieses Gasstroms beim Eintritt in die Ionenquelle. Wahrend aus
einer GC-Kapillare ein Trigergasstrom @ von etwa 1 bis 2mLmin—' fliekt, gelangen die
Analyten mit einer 50 pm-ID [s-Kapillare bei der SFC-Kopplung mit einem Gasstrom von
etwa 150 bis 350 mL min—! in die Ionisationszone. Zudem ist die Kapillaraustrittsfliche A der
SFC-Restriktionskapillare etwa 25 mal kleiner als bei einer GC—Saulﬂ Hieraus ergeben sich
deutliche Unterschiede in der Geometrie des austretenden Gasstrahls und in der Gasaustritts-
geschwindigkeit v der beiden Systeme.

Nach dem Austritt aus der Kapillare erfahren die Gasteilchen [ A eine Reduzierung ihrer
Fliefgeschwindigkeit gegeniiber der Stromung in der Kapillare selbst. Das Austrittsverhalten
einer Stromung aus einem Rohr hidngt von verschiedenen Faktoren ab, zu denen die Fliefsge-
schwindigkeit, stoffspezifische Eigenschaften wie die Dichte oder die Viskositét, die Geometrie

der Austrittséffnung und die Druckdifferenz zéhlen.

32Hiufig werden GC-Séulen mit einem Innendurchmesser von 250 pm verwendet.
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Um den Einfluss der FlieRgeschwindigkeit bzw. des Volumenflusses bei gegebenem [D] auf das
Austrittsverhalten des Eluats bei der SFC-Kopplung néher beschreiben zu kénnen, wurde in
Zusammenarbeit mit KLOPOTOWSKI (Arbeitskreis Physikalische Chemie der Bergischen Uni-
versitdt Wuppertal) mit dem sogenannten background-oriented Schlieren-Verfahren (BOS) ein
Abbild der Gasfliisse beim Austritt aus der Restriktionskapillare in die Ionenquelle erstellt.
Das [BOSHVerfahren wurde 1999 von MEIER und RICHARD et. al. entwickelt und bietet die
Moglichkeit, Brechungsindexgradienten transparenter Medien durch Fotografie und computer-
gestiitzter Auswertung sichtbar zu machen und daraus Grofsen wie Dichte- oder Konzentrati-
onsverteilungen abzuleiten [246, [247|. Ein einfacher [BOS} Versuchsaufbau bendtigt dazu eine
(Digital-)Kamera, eine intensive Lichtquelle und ein strukturiertes zufélliges Punktemuster
als Hintergrund des zu untersuchenden Versuchsaufbaus [248]. Die intensive Lichtquelle be-
leuchtet A nur das Hintergrundmuster. Zwischen Kamera und Hintergrundmuster befindet
sich der Versuchsaufbau. Mit der Kamera werden dann zwei Bilder des Hintergrundmusters
aufgenommen, wobei das Kameraobjektiv das Hintergrundmuster fokussiert. Eines der Bil-
der wird als Referenzbild ohne Gasfliisse, das zweite Bild mit den abzubildenden Gasfliissen
aufgenommen. Aufgrund der unterschiedlichen Dichtegradienten der Gasfliisse lassen sich die
sogenannten Storungen (Verschiebungen der Bildpunkte des Hintergrundmusters) zwischen
beiden Bildern erkennen. Diese Verschiebungen werden mithilfe eines Auswertealgorithmus,
der urspriinglich [z.B] fiir die Bildgebung bei der Messung der Teilchengeschwindigkeit, dem
sogenannten [PIV} Verfahren (engl.: particle image velocimetry) entwickelt wurde, bestimmt
und in Vektoren transformiert. Aus diesen Daten kann dann eine Visualisierung erfolgen [246-
248.

Abbildung bildet eine Kombination aus dem und einem {iberlagerten Realbild ab.
In dieser Abbildung wurde das nur mit dem Eluat (CO,/MeOH = 80%/20 % mit
2mLmin ') aus der Restriktionskapillare ohne zusitzliche Gasfliisse wie Sheathgas aus der
Transferline, Drygas aus dem Massenspektrometer und Vaporizergas aus dem Verdampfer
aufgenommen. Fiir diese Aufnahmen wurde der Austrittsdurchmesser der 50 pm ID-Restrik-
tionskapillare durch Kopplung einer 530 pm ID-Kapillare vergrofert (siehe Seite . Abbil-
dung zeigt zum Vergleich eine fluiddynamische Simulationlﬂ dieses Systems.

Zwischen der Transferline (rechts im Bild) und dem Sprayshield des Massenspektrometers
(links) ist die Geometrie des austretenden Eluats deutlich zu erkennen (griine Ellipse). Ent-
gegen der Extrapolation aus den bekannten Verteilungen der dynamischen Ionenakzeptanz
fir die GC-APLI-Kopplung [68| entsteht durch das hohe Ausflussvolumen der SFC-APLI-
Kopplung keine Gas- bzw. Analytblase, sondern ein gerichteter, kaum aufweitender Gasstrahl,

der direkt auf den Eingang des Massenspektrometers gerichtet ist.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Gas- und Analytteilchen ohne nennenswerten

Geschwindigkeitsverlust aus der Restriktionskapillare austreten und in den Einsaugbereich

33yon WissDORF (Arbeitskreis Physikalische Chemie der Bergischen Universitit Wuppertal)
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3 Ergebnisse und Diskussion

(a) (b)

Abbildung 3.54: (a): [BOSFAufnahme (Rauschfilter 1,2) kombiniert mit Realbild und (b) fluiddynamische Si-
mulation der SFC-APLI-Kopplung — Aufnahmebedingungen fiir die BOS-Technik in Kapitel

6.11} Parameter der fluiddynamischen Simulation in Kapitel

des Massenspektrometers gelangen. Im Gegensatz zur GC-APLI-Kopplung behalten sie ihre
Austrittsgeschwindigkeit bei und weisen sehr grofse Unterschiede in ihrer Aufenthaltszeit in
der vom Laser ausgeleuteten Flache auf. Die Laserimpulse (etwa 4 bis 6 ns) leuchten mit einer
Repetitionsrate von 50 bis 200 Hz, meistens mit 100 Hz, in die (Ionisations-)Zone zwischen
Transferline und Sprayshield (Abstand: 5mm). Durchquert ein Analytmolekiil die Ionisati-
onszone zwischen zwei Laserimpulsen, kann es nicht ionisiert und analysiert werden. Da die
Aufenthaltszeiten bei der SFC sehr kurz sind, wird (nach obiger Annahme) nur jedes zwei-
bis viertausendste Analytteilchen von einem Laserpuls beleuchtet und ionisiert. Bei den gerin-
gen Fliefgeschwindigkeiten der GC wird hingegen nahezu jedes Teilchen beleuchtet. Tabelle
gibt hierzu einen Uberblick iiber die relevanten Parameter der GC- und SFC-Kopplung.
Zu beachten sind hier die groffen Unterschiede in den Austrittsgeschwindigkeiten und den
hieraus resultierenden Aufenthaltszeiten in der Ionisationszone. Trotz einer gleichen Analyt-
menge wird mit diesen Angaben deutlich, dass die SFC-Kopplung weniger empfindlich sein

wird als die GC-Kopplung.

Tabelle 3.8: Vergleich der Gasaustrittsparameter bei GC und SFC

Volumen- Austritts- Austritts- Aufent-
strom @ fliche A geschwindigkeit v haltszeit ¢
[mL min—!] [m?] [ms—1] [s]
1,5-1072 -
- .10-8 _ )
GC 1-2 5-10 0,34 - 0,68 74103
591076 -
- .1079 _ )
SFC 100 - 200 2-10 849 - 1698 9.9.10-6

Aus diesen Ergebnissen folgt, dass die Analytteilchen in der[SEClF Anordnung zur Maximierung

der Ionisationsausbeute stark verlangsamt werden miissen, um durch eine geniigend lange
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Aufenthaltszeit in der Ionisationszone mit dem Laserlicht in Wechselwirkung treten zu kénnen.
Die Anderung der Gasgeschwindigkeit in einem Rohr kann wiederum aus Parametern des
Hagen-Poiseuille’schen Gesetzes erfolgen. Den grofiten Einfluss hat hierbei der Innendurch-
messer der Kapillare. Allerdings ist eine Verwendung grofserer Innendurchmesser durch das
Aurora Fusion A5 SFC-Modul nur eingeschrankt mdoglich. Der hohe Gasstrom muss somit
nach der Restriktionskapillare und vor dem Eintritt in die Ionisationszone gebremst werden.
Die Geschwindigkeitsreduktion sollte hierbei erfolgen, ohne dass durch gasdynamische Effekte
(z Bl Diffusion in der Expansionszone) Analytverluste auftreten.

Hierfiir bietet sich das Erweitern der Austrittskapillare durch eine Kapillarkopplung mit gro-
Reren Innendurchmessern an. Dies lésst sich in einfacher Weise {iber einen Kapillarsdulenver-
binder im GC-Ofen (vgl]k in Abbildung7 also vor dem Durchfiihren der Kapillare durch
die Transferline, realisieren. Durch die zusétzliche Kapillare wird die Restriktionsstrecke um
etwa 330mm (benéotigte Kapillarlinge zum Durchfithren durch die GC-Transferline) verlan-
gert und somit der Volumenfluss verringert. Die Anderung des Volumenstroms ist jedoch sehr
gering und vernachléssigbar klein.

Zur Optimierung der Austrittserweiterung wurden fs-Kapillaren mit Innendurchmessern von
180, 250 und 530 um verwendet. Fiir die Kopplung zweier Kapillarsdulen gibt es kommer-
ziell erhéltliche Verbindungsstiicke. Zur Kopplung der 50 pm-ID fs-Restriktionskapillare mit
Kapillaren, deren ID < 250 pm ist, wurde ein totvolumenfreier Metallverbinder der Fa. SGE
(MVSU Mini-Union) und fir Kopplungen mit 530 pm ID-Kapillaren ein desaktivierter Uni-
versalverbinder (Universal Presstight Connector) aus Glas der Fa. CS-Chromatographie, bei
dem die Kapillaren mit Polyimid-Kleber verfestigt wurden, genutzt. Beide Verbindertypen
sind in Abbildung gezeigt.

Abbildung 3.55: Desaktivierte Verbindertypen fiir fs-Kapillaren
a: Metallverbinder der Fa. SGE (nicht im Bild: Dichtungsferrules)
b: Kapillarverbinder aus Glas der Fa. CS-Chromatographie

In Abbildung sind Chromatogramme dargestellt, die mit unterschiedlichen Austritts-
durchmessern der Restriktionskapillare erhalten wurden. Alle Analysen wurden mit der selben
Losung des PAK-Mix 31 (3 = 50pgL ') in das SFC-System injiziert und unter identischen
Bedingungen chromatographiert. Gedndert wurde jeweils die Kopplung der Restriktionskapil-
lare und der Austrittskapillare im GC-Ofen.
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104 ——mit 180 ym ID
——mit 250 um ID
mit 530 um ID
8,
QO
x
€ o
]
o}
e
e
54
<
2,
0
T T T T T T 1
1 15 2 25 3 3.5 4 4.5

Re‘lrenfionszeif (min)

Abbildung 3.56: SFC-APLI-Analysen von PAK-Mix 31 (8 = 50pgL ' in ACN/H,O 80 %/20 %). Dargestellt
sind die summierten [EIC] der d-PAK-m /2-Verhéltnisse fiir Phenanthren-d10 (ca. 1,5 min),
Chrysen-d12 (ca. 2,5min) und Perylen-d12 (ca. 3,9 min).
Fiir die Analysen wurde der ID der Restriktionskapillare auf einer Lange von 33 cm auf dem
Weg zum MS variiert. — Trennparameter in Kapitel

Das erhaltene Chromatogramm ohne eine zusétzliche Erweiterung der Restriktionskapilla-
re (schwarze Linie) kann als Ausgangspunkt angesehen werden. Durch die Erweiterung mit
180 pm (rote Linie), 250 pm (blaue Linie) bzw] 530 pm (griine Linie) ID-Kapillaren wird die
Signalintensitdt und die erhaltene Peakfliche um etwa einen Faktor 2 bis 3 erhdht. In der
gleichen Grofsenordnung steigt auch das da die Analytsignale grofser werden, das Si-
gnalrauschen dabei aber konstant bleibt. Eine Peakverbreiterung wird hier nicht beobachtet.
Aufgrund der Turbulenz und der schnellen Strémung in den Kapillarrohren, insbesondere in

der Austrittskapillare, kann eine Peakverbreiterung auch nicht erwartet werden.

Somit kann durch die Erweiterungskapillare ein Gewinn an Empfindlichkeit erzielt werden.
Dieser Gewinn verlduft jedoch nicht linear mit der berechneten reduzierten Geschwindigkeit
des austretenden Gasstroms. Dies ldsst sich einerseits dadurch begriinden, dass diese Berech-
nungen auf mehreren Annahmen beziiglich des Hagen-Poiseuille’schen Gesetzes beruhen, die
im Vorfeld bereits als Ndherung angenommen wurden. Andererseits deuten diese Ergebnisse
darauf hin, dass hier ein sehr komplexes System vorliegt, fiir dessen Beschreibung eine einfache
Berechnung der Austrittsgeschwindigkeit iiber den Kapillarquerschnitt und den Volumenfluss
nicht ausreichend ist. Fiir die meisten der nachfolgenden Ergebnisse wurde das SFC-System

jeweils mit einer solchen Kapillarerweiterung betrieben.
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3.4.4.2 Einfluss der Restriktionskapillarldnge

Um die Analytmenge zu erhéhen, die die Ionisationszone erreicht, wurde neben der Erweite-
rung des Innendurchmessers der Restriktionskapillare und der zusétzlichen Austrittskapillare
auch die Lange der Restriktionskapillare optimiert. Hierbei muss unter anderem bertiicksich-
tigt werden, dass — in Analogie zum maximalen ID der Restriktionskapillare — die Lénge der
Restriktionsstrecke einen Einfluss auf die Stabilitdt und Arbeitsweise des BPR-Ventils besitzt.
Die Lange der Restriktionsstrecke muss so gewdhlt werden, dass der vom BPR aufrecht zu
haltene Druck konstant ist und nicht dazu fiihrt, dass das Gerét eine Sicherheitsabschaltung
durchfiihrt. Der Einfluss der Kapillarlinge auf den Volumenfluss geht nach Gleichung (3.3| nur
reziprok ein, sodass hier ein geniigend grofies Potential zur Verbesserung gegeben ist. Wei-
terhin fiihrt eine Verschiebung des Splitverhéltnisses durch eine kiirzere Kapillare dazu, dass
eine zuséitzliche Menge des Eluats in die Ionisationsquelle ausstromt und die bereits beschrie-
benen Vorteile durch das Aufweiten der Restriktionskapillare etwas reduziert werden, da der
Volumenfluss und dadurch die Stromungsgeschwindigkeit des Eluats steigt.

Um die minimale Lénge der Restriktionskapillare zu bestimmen, die gleichzeitig eine Stabilitat
des Aurora-Moduls gewéhrleistet, wurde die 50 pm ID fs-Kapillare ausgehend von einer Lénge
von 1250 mm in Vorversuchen sukzessive gekiirzt. Bei diesen Vorversuchen konnte gezeigt wer-
den, dass eine minimale Linge von 600 mm bendtigt wird, um eine sofortige Fehlermeldung
auszuschlieffen. Unter diesen Bedingungen zeigt das System allerdings ein stark schwanken-
des Signal des Systemdrucks, sodass fiir weitere Versuche eine minimale Lange von 750 mm
gewahlt wurde. Der Einfluss verschiedener Kapillarlangen (1250 mm, 1000 mm und 750 mm)
auf die Signalintensitit der Analyten in PAK-Mix 31 (8 = 50ugL 1) ist in Abbildung
dargestellt. Fiir die chromatographischen Analysen wurde jeweils dieselbe Analytlosung inji-

ziert und die Restriktionskapillare nach einem Analysenlauf um jeweils 250 mm gekiirzt.

In guter Ubereinstimmung mit den Annahmen werden die Signalintensititen und Peakflichen
mit abnehmender Kapillarlinge um etwa 50 bis 70 % erhoht. Diese Zunahme ist — durch das
Vergrofern der Peaks bei gleichzeitig konstantem Rauschen — auch fiir das zu beobachten.
Fiir eine Abschétzung der Korrelation zwischen den erhaltenen Werten und den Gasflussmen-
gen werden in Tabelle die relativen Peakflachen des Analyten Phenanthren-d10 mit einem
normierten Splitverhéltnis der Gasfliisse durch die Restriktionskapillare und dem [BPR}Ventil
verglichen. Die zugrunde liegenden Gasfliisse wurden aufgrund einer besseren Zugénglichkeit

am SFC-FID-System gemessen.

Obwohl die zugrunde liegenden Werte fiir die Gasfliisse — bedingt durch das verwendete

Messgeréi@ — nicht mit hoher Genauigkeit bestimmt werden konntenlﬂ und die Stréomungs-

34 Agilent ADM 1000 Flow Meter

35Die Schwankungsbreite des angezeigten Messwerts betrug bei hohen Flussraten + 10 bis 20 %. Der Volu-
menfluss wurde deshalb approximiert und gerundet verwendet, da hier vielmehr das Verhéltnis der Gasfliisse
zueinander ausschlaggebend ist und nicht der exakte Volumenfluss.
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Abbildung 3.57: SFC-APLI-Analysen von PAK-Mix 31 (8 = 50pgL ' in ACN/H,O 80 %/20 %). Dargestellt
sind die summierten [EIC] der d-PAK-m /2-Verhéltnisse fiir Phenanthren-d10 (ca. 1,5 min),
Chrysen-d12 (ca. 2,5min) und Perylen-d12 (ca. 3,9 min).
Fiir die Analysen wurde die Lange der Restriktionsstrecke um jeweils 250 mm auf dem Weg
zum MS gekiirzt. — Trennparameter in Kapitel

Tabelle 3.9: Berechnetes Splitverhaltnis und relative Peakflichen in Abhéngigkeit der Restriktionskapillarlange

Kapillarldnge [mml]
1250 1000 750

rel. Peakflache
Phenanthren-d10

normiertes
Splitverhiltnis

1 1,3 1,7

1 1,2 1,7

geschwindigkeit leicht erhoht ist, kann anhand der Zahlen belegt werden, dass ein linearer
Zusammenhang zwischen den Gasfliissen [bzw]dem daraus resultierenden Splitverhaltnis und
der Signalintensitédt besteht und die Restriktionskapillarlinge einen direkten Einfluss auf das

Splitverhéltnis und somit die Analytmenge hat, die die lonenquelle erreicht.

3.4.4.3 Einfluss der Ofen- und Transferlinetemperatur

Aus den erwdhnten Vorversuchen mit einer gleichartigen SFC-FID-Kopplung ist eine Abhén-

gigkeit der Peakform und der im Detektor registrierten Analytmenge von der Temperatur
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3.4 SFC-APLI-(TOF)MS

der Restriktionskapillare bzw. der Ofentemperatur bekannt. Fiir diese Vorversuche wurden
unverdiinnte, fliissige Alkane von Cg bis C;4 mit der SFC iiber eine Normalphase getrennt
und analog zur beschriebenen Kopplung iiber eine fs-Restriktionskapillare aus einem T-Stiick
vor dem BPR in einen GC-Ofen gefiihrt. Die fs-Kapillare wurde dort direkt mit dem
verbunden und das Detektorsignal aufgezeichnet.

Unter identischen chromatographischen Bedingungen konnte so bei einer konstanten Ofentem-
peratur von 50 °C ein von der C-Kettenldnge bzw. dem Dampfdruck der Analyten abhéngiges
Verhalten registriert werden. Hexan erreicht den Detektor als schmaler, intensiver Peak. Die
Symmetrie der Peaks nimmt ab Octan bereits ab; die langerkettigen Alkane bilden entweder
breite Doppelpeaks oder sehr breite und flache Peaks. Durch Erhohen der GC-Ofentemperatur
von 50 °C auf 300 °C in Schritten von 50 °C dndert sich die Peakform und die Intensitédt der
Signale. Das Intensitdtsmaximum konnte hier bei einer Temperatur von 200 °C erreicht wer-
den. Bei hoherer Temperatur wurden die Signalintensitdt und die Peakfliche des Hexadecans
zunehmend kleiner.

Dieses Verhalten ist durch eine Wechselwirkung zwischen dem Dampfdruck des jeweiligen
Analyten und dem vorherrschenden Druck in der Restriktionskapillare zu erkldren. Das CO,
als Eluent erreicht die Restriktionskapillare — abhangig von der Temperatur — entweder in
superkritischem oder fliissigem Zustand. Durch den auf der Restriktionsstrecke konstant ab-
fallenden Druck adndert sich der Aggregatzustand des Eluenten bis hin zum Gas. Die Analy-
ten liegen mehr oder weniger ebenfalls gasformig vor (abhéngig vom Analytdampfdruck). Bei
hochsiedenden Analyten reicht eine Temperatur von 50 °C nicht aus, um sie als definierten,
chromatographischen Peak zum Detektor zu iiberfiihren. Diese Analyten unterliegen entwe-
der einer Peakverbreiterung oder sie kondensieren in der Restriktionsstrecke aus und erreichen
den Detektor nicht mehr. Durch Erhéhen der GC-Ofentemperatur nach einem Analysenlauf
und dem dadurch erfolgten Remobilisieren der kondensierten Analyten konnte dies bestétigt
werden.

Die Verringerung der Signalintensitét bei sehr hoher Ofentemperatur ist eine Folge der Tempe-
raturabhéngigkeit der Gasviskositdt. Diese nimmt — im Gegensatz zur Viskositdt von Fliissig-
keiten — mit steigender Temperatur zu [83] 249, [250]. Nach dem Gesetz von Hagen-Poiseuille
(Gleichung bedeutet ein Anstieg der Gasviskositét, dass der Volumenfluss durch die Re-
striktionskapillare geringer wird. Hierdurch wird das Splitverhéltnis am T-Stiick ungilinstig
verindert. Als Folge dessen werden die Peakfliichen und Signalintensititen nach Uberschrei-
ten einer optimalen Temperatur wieder kleiner.

Ubertragen auf die SFC-APLI ist dieses Verhalten besonders auch von den [PAK]| zu erwarten.
Im Gegensatz zu den Alkanen aus den Vorversuchen liegen die [PAK] bei Raumtemperatur als
Feststoffe vor und haben einen vergleichsweise kleinen Dampfdruck. Um den Einfluss der GC-
Ofentemperatur qualitativ bewerten zu konnen, wurden bei verschiedenen Ofen- und Transfer-
linetemperaturerm (100, 150, 200 und 250 °C) SFC-Analysen des PAK-Mix 31 (8 = 50pg L 1)
unter den in Kapitel [6.3.3] angegebenen Bedingungen durchgefiihrt. Die erhaltenen Chromato-

36die GC-Transferline wurde mit einem Offset von + 5 °C betrieben
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3 Ergebnisse und Diskussion

gramme ([EIC) fiir a) Phenanthren-d10 (m/z 188,0 £+ 0,5), b) Chrysen-d12 (m/z 240,0 & 0,5)
und c¢) Perylen-d12 (m/z 264,0 +0,5) sind in Abhéngigkeit von der gewéhlten Ofen- und
Transferlinetemperatur in Abbildung [3.58] dargestellt.

14 6 04
—00°C
a) b) c) ——150°C
121 5 ——200°C
03] 250 °C
5 104 ’
= 49
£ 8
3
s} 3 0.2
5 ¢ |
5, 21
£ OI'I,
5] 1
|
0 N Ol : 01 : ‘ ‘
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Abbildung 3.58: SFC-APLI-Analysen von PAK-Mix 31 (8 = 50 pgL ' in ACN/H,O (80 %/20 %)) unter dem
Einfluss verschiedener Ofen-/Transferlinetemperaturen auf die einzelnen Analyten.
Dargestellt sind die EIC fiir a): Phenanthren-d10 (m/z 188,0 £ 0,5), b): Chrysen-d12 (m/z
240,0 £ 0,5) und c): Perylen-d12 (m/z 264,0 £+ 0,5) — Trennparameter in Kapitel

Bei einer Ofentemperatur von 100 °C kann nur Phenanthren-d10 als Peak identifiziert werden.
Diese Verbindung hat von den drei Analyten den niedrigsten Siedepunkt [bzwl] den héchsten
Dampfdruck. Die relativ niedrige Temperatur ist allerdings noch nicht ausreichend, um die
Substanz in geniigendem Mafe in die Gasphase zu iiberfiihren, was zu einem starken Peak-
tailing fithrt. Besonders der Ubergang zwischen den beiden Teilen der Restriktionskapillare
(Verbindung von 50 pm ID zur Erweiterungskapillare mit 530 pm) wird als Folge der dort
stattfindenden Expansion relativ kalt, was nur mit einer entsprechend hohen Ofentemperatur

korrigiert werden kann.

Chrysen-d12 und Perylen-d12 erreichen die Ionenquelle als schlanker Peak erst nach dem Er-
hohen der Ofentemperatur auf mindestens 200 °C. Unterhalb dieser Temperatur kondensieren
beide Substanzen nahezu vollstindig aus. Fiir beide kann die Dampfdruckabhéngigkeit be-
sonders — bei einer Ofentemperatur von 150 °C — demonstriert werden. Chrysen-d12 weist bei
dieser Temperatur, wie Phenanthren-d10 bei 100°C, ein Tailing auf. Perylen-d12 kann bei
150 °C nur anndhernd als Peak erkannt werden.

Wie bei den beschriebenen Vorversuchen werden die Signalintensitdten und Peakflichen nach
dem Uberschreiten einer analytabhingigen, optimalen Ofentemperatur wieder kleiner. Das
Maximum fiir das Phenanthren-d10-Signal liegt bei einer Ofentemperatur von ca. 150°C.
Chrysen-d12 und Perylen-d12 liefern erst bei 200 °C die jeweils intensivsten Signale. Fiir die
SFC-APLI-Analysen muss demnach in Abhéngigkeit der Analytdampfdriicke eine optimale
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3.4 SFC-APLI-(TOF)MS

GC-Ofentemperatur gefunden werden, um maximale Signalintensitdten zu erreichen. Sinnvol-
ler als die Bestimmung einer gemeinsamen optimalen Temperatur ist ein Temperaturgradient

im GC-Ofen. Dies wurde aus Zeitgriinden in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt.

3.4.4.4 Einfluss des Verdampfergases und des Sheathgasflusses

Neben den bisher beschriebenen Optimierungen, die alle das Restriktionssystem betreffen,
haben auch Parameter der Ionenquelle einen Einfluss auf die Sensitivitdt der SFC-APLI-
Kopplung. Die auf dem Sprayshield und der Kapillarkappe des Massenspektrometers anlie-
genden Potentiale wurden aus den Messungen mit der GC-APLI-Kopplung iibernommen.
Wie bei der GC-APLI wurde auch fiir die SFC-Kopplung kein Drygas verwendet. Als ein-
flussreiche Variablen fiir die Sensitivitat gelten der Sheathgasfluss aus der Transferline und
das Verdampfergas. Aus der GC-APLI ist bekannt, dass dem Sheathgas eine entscheidende
Rolle bei der Stabilisierung des GC-Tragergases zukommt. Da aber die Gasmenge, die aus
der Restriktionskapillare in die Ionenquelle stromt, etwa 100-fach grofier als in der GC ist, ist
das Ausstromverhalten fundamental verschieden von dem der GC-Kopplung. Die Geometrie
dieser Stromung wurde bereits in Kapitel [3.4.4.] erlautert. Das austretende Eluat der SFC
ist ein klar definierter, strikter Gasstrahl, der nicht nennenswert aufgeweitet wird Abbil-
dung auf Seite . Die Gasflussgeschwindigkeiten sind extrem hoch, sodass der Strahl
sehr stabil gegeniiber dufteren Einfliissen ist. Ein stabilisierender Effekt des Sheathgases ist fiir
die SFC-Kopplung weder anzunehmen noch nétig. Um die Abhéngigkeit des Sheathgasflusses
abzubilden, wurde bei identischen Analysen der Sheathgasvolumenstrom zwischen 0,25 und
1,50 Lmin~"! in Schritten von 0,25 L min—! variiert. Das Diagramm in Abbildungzeigt die
ermittelten Peakflichen fiir Phenanthren-d10 aus der Analyse des PAK-Mix 31 (8 = 50 pgL 1)
in Abhéngigkeit des Sheathgasflusses.

101
I
£ 6
2 I " .
Lo 1 s I
2
c 4
0
A~
8
a 24
07 T T T T
0 0.5 1 1.5

Sheathgasfluss (L « min™")

Abbildung 3.59: Peakfliche des Phenanthren-d10-Peaks in Abhéngigkeit des Sheathgasflusses bei SFC-APLI
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die Peakfldchen zeigen keine signifikante Abhéngigkeit vom Sheathgasfluss zwischen 0,25 und
1,50 Lmin~!. Im Rahmen ihrer Fehlergrenzen konnen die Peakflichen als konstant angesehen
werden, da die Steigung der Ausgleichsfunktion (einem Polynom erster Ordnung) kleiner als
2% ist. Alle weiteren den Chromatogrammen zu entnehmenden analytischen Parameter wie
Peakform msw1 sind ebenfalls im betrachteten Bereich konstant.

Die in eine AP-Ionisationsquelle eingeleiteten Gase wie Drygas, Verdampfergas oder Sheath-
gas haben einerseits die bereits beschriebenen Funktionen. Andererseits ermoglichen diese
Gasfliisse einen Ausgleich der Gasbilanz in der Ionenquelle (zum Aufrechterhalten des Atmo-
sphirendrucks) und sorgen bei einem Uberangebot dafiir, dass das Badgas der Ionenquelle
durch kontinuierlichen Austausch sauber gehalten wird. Eine Kontamination mit eingesaug-
ter Labor- oder Abluft wird dadurch vermieden. Die Menge des zugefiihrten Gases ist jedoch
ein kritischer Parameter beim Betrieb einer AP-Ionisationsquelle. Zu starke Gasfliisse konnen
im Falle einer ungiinstigen Gasdynamik dazu fithren, dass ein Neutralanalytstrom ver-
diinnt oder so stark verwirbelt wird, dass die Ionisationsausbeute geringer ist und dadurch der
Analyt mit einer schlechteren Empfindlichkeit detektiert wird. In der GC-APLI wird zum Aus-
gleich der Gasmengen in der lonenquelle {iber den Verdampfer ein Gasstrom zugefiihrt, dessen
Einfluss auf das Analysenergebnis bisher nicht néher untersucht ist. Die ersten Experimente
mit SFC-APLI wurden aus den genannten Griinden ebenfalls mit einem Verdampfergasstrom
durchgefiihrt. Fiir die SFC-APLI wurde im Verlauf der Versuchsreihen zur Maximierung der
Analytsignalintensitdten eine Abhéngigkeit vom Verdampfergasstrom untersucht.

Das Verdampfergas wird dabei iiber die Steuerungssoftware des Massenspektrometers ein-
gestellﬂ und geregelt. Soft- und hardwareseitig ldsst sich das Verdampfergas nicht {iber
das Volumen, sondern iiber den an der Verdampfernadel anliegenden Druck regeln. In der
Verdampfernadel bzwl] an deren Spitze umstromt das Verdampfergas die ansonsten fliissig-
keitsfithrende Stahlkapillare und tritt zusammen mit ihr aus der Spitze dieses Bauteils aus.
Die Positionierung der Kapillare ist infolgedessen ausschlaggebend fiir den anliegenden Druck
bzw. fiir ein bei gegebenem Druck resultierendes, austretendes Gasvolumen. Die exakte Posi-
tion der Kapillare kann nur nach Augenmafs bestimmt werden, wodurch eine reproduzierbare
und genaue Kenntnis der Gasmenge nicht vorliegt. Die Position der Kapillare unterliegt zu-
dem einer Variation iiber die Temperatur der Verdampfereinheit. Desweiteren ergibt sich
eine Abhéngigkeit der Positionierung der Kapillare durch den Anwender, der die Installation
durchfiihrt.

Die Abhéngigkeit der Signalintensitdt mehrerer Analyten aus PAK-Mix 31 vom Verdamp-
fungssystem bei SFC-APLI ist in Abbildung dargestellt. Fiir die Analysen wurde der an
der Verdampfernadel anliegende N,-Druck zwischen 0 und 3,6 bar in 1,2 bar-Schritten variiert.
Die eingesetzte Analytlosung (8 = 50 pg L) wurde dabei konstant gehalten. Abgebildet sind
die summierten [EIC] fiir Phenanthren-d10 (m/z 188,0 £ 0,5), Chrysen-d12 (m/z 240,0 & 0,5)
und Perylen-d12 (m/z 264,0 £0,5).

37der Parametername hierfiir ist Vap.Gas
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Abbildung 3.60: SFC-APLI-Chromatogramme von PAK-Mix 31 (8 = 50pgL " in ACN/H,O (80%/20%))
bei Variation der anliegenden Gasdriicke an der Verdampfernadel.
Die Chromatogramme in (a) und (b) unterscheiden sich durch ihre Skalierung: Bei (b) wurden
die Signalintensitdten normiert.
(a) dient einem Vergleich der absoluten Signalintensitédten und (b) einem Vergleich der Peak-
formen. Dargestellt sind die summierten EIC der d-PAK-m /z-Verhéltnisse fiir Phenanthren-
d10, Chrysen-d12 und Perylen-d12. — Trennparameter in Kapitel @

Die erhaltenen Chromatogramme zeigen eine signifikante Abhéngigkeit der Signalintensitit
vom Gasdruck am Verdampfer bzw. der durch den Verdampfer bereitgestellten Gasmenge.
Der Volumenfluss des Verdampfergases betrégt mit der gegebenen Positionierung der Stahl-
kapillare bei 3,6 bar etwa 8 L min~! mit Temperierung des Gasstromslﬁ Eine weitere Abhén-
gigkeit vom Verdampfergasstrom zeigt die Peakform. Abbildungm (Chromatogramme mit
normierten Signalintensitéten) verdeutlicht, dass mit gesteigerten Verdampfergasstromen das
Tailing der Analytsignale verringert wird.

Bei kleineren Gasstrémen durch den Verdampfer tritt eine Verbreiterung der Peaks in Folge
des schlechteren Austausches des Badgases auf. Hierdurch wird die Umgebung der Ionisa-
tionszone nicht geniigend vom Neutralanalyten gereinigt, sodass dieser mit einer zeitlichen
Verzogerung wieder zuriick in die Ionisationszone und von dort ins Massenspektrometer ge-
langt. Mit steigendem Gasfluss und Gasaustausch lédsst sich zwar die Peakform verbessern,

jedoch sinkt dadurch die Signalintensitit (bei konstantem Signal-zu-Rauschverhéltnis).

Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass der Verdampfergasstrom einen grofsen Einfluss sowohl
auf die Peakform als auch auf die Signalintensitdt hat und ermdéglicht dadurch zwei Optionen
zur Analyse mittels SFC-APLI: Fiir eine nachweisempfindlichere Analyse einzelner Analyten
sollte der Gasstrom aus dem Verdampfer verringert werden, um ein maximales Analytsignal
zu erhalten. Fir chromatographisch anspruchsvolle Fragestellungen, bei denen eine moglichst
effiziente Trennung der einzelnen Substanzen notwendig ist, sollte ein leichter bis mittlerer
Verdampfergasstrom gewahlt werden. Hierdurch wird die Peakkapazitdt und Auflésung der

chromatographischen Trennung erhoht.

38die Bestimmung des Volumens erfolgte durch Bilanzierung aller Gasfliisse der Ionenquelle
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.4.5 Vergleich der SFC-APLI mit HPLC-APLI

Zur Finordnung der analytischen Leistungsfahigkeit der optimierten SFC-APLI-Kopplung
bietet sich ein Vergleich zu den bereits bestehenden Kopplungen der APLI an
chromatographische Systeme an. Hierbei ist ein Vergleich der Nachweisgrenzen und chroma-
tographischer Parameter wie der Peakbreite niitzlich. Einhergehend mit der Untersuchung
der Nachweisgrenzen lassen sich Aussagen iiber die Linearitdt und die Reproduzierbarkeit
sowohl der erhaltenen Peakflichen als auch der Retentionszeiten treffen. Ein Vergleich der
Analysenzeiten fiir identische analytische Fragestellungen ist besonders hinsichtlich der Ver-

fahrenseffizienz ebenfalls sinnvoll.

3.4.5.1 SFC-APLI fiir die Trennung komplexer PAK-Mischungen

Eine besondere Starke der SFC besteht in der effizienten Trennung komplexer PAK-Mischung-
en bei gleichzeitig kurzen Analysenzeiten. HEATON et. al. beschreiben beispielsweise eine PAK-
Trennung mit optimierten Elutions-, Sdulentemperatur- und den Systemdruckgradienten in
etwa 6 min [129]. Eine solche Trennung stellt einen Spezialfall hinsichtlich der Analysenzeit
dar und kann mit dem Agilent 1260 Infinity SFC-System nicht realisiert werden, da ein Gradi-
ent des Systemdrucks am BPR nicht programmierbar ist. Das in Abbildung dargestellte
Chromatogramm zeigt eine typische SFC-Analyse einer komplexen PAK-Mischung (deuterier-
te EPA-Mischung, PAK-Mix 9)@ mit einem Elutionsgradienten bei einer konstanten Sdulen-
temperatur von 60 °C. Lediglich zwei Peakpaare (Phenanthren / Anthracen bei etwa 2,9 min
und Benzo|b|fluoranthen / Benzo|k|fluoranthen bei etwa 7,3 min) weisen unter diesen Bedin-

gungen keine ausreichende Basislinientrennung auf.

Diese nahezu vollsténdige Trennung der EPA-PAK-Mischung mittels SFC-APLI kann in ei-
ner Analysenzeit von etwa 11 Minuten erreicht werden. Zusétzlich werden ca. 2 Minuten fiir
die Reequilibrierung der Trennsédule benotigt. Nach insgesamt 13 Minuten kann die néchste
Injektion erfolgen. Unter optimierten Bedingungen kann mit derselben Séule eine umfangrei-
che Trennung der EPA-PAK-Mischung in ca. 26 Minuten (mit Reequilibrierung 33 Minuten)
mittels HPLC realisiert werden[2]

Allerdings konnte fiir alle Peaks der optimierten HPLC-APLI-Analyse eine Basislinientren-
nung erreicht werden. Bei der SFC-APLI sind die angesprochenen geringen Defizite der Tren-
nung auf die chromatographischen Bedingungen zuriickzufiihren und somit nur von der Trenn-
séule, der mobilen Phase usw. abhéngig. Diese Parameter haben keinen Einfluss auf die Detek-
tion mittels APLI-MS. Sie kdnnen bei weiteren Optimierungsarbeiten fiir die SFC verdndert
werden und dadurch die Trennleistung fiir kritische Substanzen verbessern. Fiir viele Trenn-

probleme der HPLC sind bereits gleiche oder bessere Trennergebnisse mit der SFC erzielt

39siehe Tab. @ in Kap.

49Die Gesamtanalysenzeit ist somit bei der SFC-APLI um etwa 60 % geringer als bei der HPLC. Die chroma-
tographischen Bedingungen der HPLC-Analyse wurden hierfiir in Anlehnung an die Vorgaben des Siulen-
herstellers gew&hlt
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Abbildung 3.61: Typisches Chromatogramm einer SFC-APLI-Analyse einer komplexen, deuterierten PAK-
Mischung mit einer Konzentration von 10 pgL ' in Acetonitril. Die Trennung erfolgte mit
einem Elutionsgradienten bei einer Saulentemperatur von 60 °C — Trennparameter in Kapitel

f31

worden [251]. Tabelle gibt einen ersten Uberblick iiber die Peakhalbwertsbreite (FYWHM])
ausgewahlter Substanzen aus der Trennung einer PAK-Mischung fiir die SFC- und HPLC-
APLI.

Tabelle 3.10: Vergleich der Peakhalbwertsbreiten bei SFC- und HPLC-APLI.
Fiir die Analysen wurden jeweils optimierte Bedingungen gewahlt. Die Bestimmung der FWHM
erfolgte bei der SFC-APLI aus den Daten einer Analyse einer d-PAK-Mischung mit einer Kon-
zentration von 8 = 10 gL~ !. Bei HPLC-APLI stammen die Daten aus der Analyse einer nicht-
deuterierten PAK-Mischung (8 = 4 png L~ !) — Trennparameter in Kapitel (SFC-APLI) und
Kapitel (HPLC-APLI)

Peakhalbwertsbreite [s]

Substanz SFC HPLC
Pyren 47 9,1
Chrysen 48 8,9
Benzo|a]pyren 6,7 12,1

In allen Féllen sind die Peaks der SFC deutlich schmaler als bei der HPLC. Bei beiden Ver-

fahren konnen weitere Optimierungen erfolgen. Aus den erhaltenen Daten kann aber bereits
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3 Ergebnisse und Diskussion

abgeleitet werden, dass die SFC deutlich schmalere Peaks und somit héhere Trennstufenzahlen
— auch in der Kombination mit APLI-MS — liefert.

3.4.5.2 Vergleich der Nachweisgrenzen verschiedener [PAK] mit SFC-, HPLC- und
GC-APLI

Ein wichtiges Kriterium zur Beurteilung eines analytischen Verfahrens ist die Nachweisgrenze
(vgl. Kapitel. Mithilfe der Nachweisgrenze fiir einen Analyten lasst sich im Vorfeld beur-
teilen, ob ein definiertes Verfahren zur Analyse genutzt werden kann oder nicht. Dies ist
interessant fiir Analysen, bei denen gesetzlich festgelegte Hochstgehalte fiir spezielle Analy-
ten (zBl Benzo|a|pyren in Lebensmitteln und Bedarfsgegenstéanden [252]) bestimmt werden
miissen und keine festgeschriebene Analysenmethode benutzt werden muss. Ebenso kénnen
Nachweisgrenzen dazu dienen, unterschiedliche Verfahren fiir die Bestimmung eines oder meh-
rerer Analyten miteinander zu vergleichen. In Tabelle sind die ermittelten Nachweisgren-
zen fiir eine Reihe von [PAK] mit den verschiedenen APLI-Kopplungen gegeniibergestellt. Die
Berechnung der Nachweisgrenzen erfolgte in Anlehnung an das 3s-Konzept nach KAISER und
SPECKER |[210, 211]. Die dazu benétigten Signal-zu-Rauschverhéltnisse wurden mithilfe der
MS-Auswertesoftware DataAnalysis bestimmt und gemittelt (n = 3). Fiir die Daten wurden
jeweils unterschiedlich konzentrierte komplexe PAK-Mischungen chromatographisch getrennt.

Die Bestimmung der Nachweisgrenze erfolgte dann fiir Peaks mit S/N-Werten < 25.

Die Daten fiir die Nachweisgrenzen insbesondere fiir SFC- und HPLC-APLI liegen jeweils in
der gleichen Grofenordnung. Die GC-Daten sind um eine bis zwei Gréfsenordnungen niedri-
ger. Die Griinde hierfiir sind ein effizientes Zusammenspiel von Fluid- und Elektrodynamik
beim Transport der Ionen ins Massenspektrometer. Zudem erfolgt die Elution der Analy-
ten in der GC mit einer sehr viel kleineren Peakbreite, wodurch die Analyten lokal sehr viel
konzentrierter vorliegen und dadurch empfindlicher analysiert werden kénnen.

Fiir die SFC sind nahezu alle [PAKI mit identischen Nachweisgrenzen detektierbar. Nur bei den
groferen [PAK] werden erhohte Nachweisgrenzen erhalten. Hier ist ein Einfluss der GC-Ofen-
und Transferlinetemperatur bemerkbar. Wie in Kapitel beschrieben, besteht eine si-
gnifikante Abhéngigkeit zwischen der Ofentemperatur und der Signalintensitit besonders fiir
die hochsiedenden [PAK] bei konstanter Temperatur. Im Vergleich zur HPLC-APLI koénnen
besonders die kleineren [PAK] sensitiver analysiert werden. Fiir beide Methoden wurden iden-
tische MS-Parameter gewihlt. Der Unterschied der Nachweisgrenzen verschiedener [PAK] bei
der HPLC-APLI ist dadurch auf die Variation der Einlassgeometrie zuriickzufiihren. Das Si-
gnalrauschen auf den einzelnen Massenspuren ist bei der SFC-APLI generell relativ gering. Bei
der HPLC-APLI werden oftmals aufgrund der vorhandenen ionisierbaren Verunreinigungen
im Badgas der Ionenquelle erh6hte und stark rauschende Basislinien erhalten, was zu einer
Verringerung des S/N fiihrt. Substanzen, die zudem einen geringeren Absorptionsquerschnitt
aufweisen (z Bl Fluoranthen gegeniiber dem Pyren), konnen dann trotz gleicher Ringanzahl

und Molekiilmasse weniger empfindlich analysiert werden.
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Tabelle 3.11: Vergleich der Nachweisgrenzen fiir verschiedene [PAK] bei HPLC-, GC- und SFC-APLI

SFC [pg Lfl] HPLC [pg Lfl] GC [pg Lfl]

Naphthalin 1,00 n.b. 0,010*
Acenaphthen n.b. n.b. 0,025*
Fluoren 0,09 0,86 0,025*
Phenanthren 0,02 0,27 n.b.
Anthracen 0,06 0,38 0,0025*
Fluoranthen 0,12 1,70 0,005*
Pyren 0,03 0,22 0,002*
Benzo|c|fluoren n.b. n.b. 0,010
Benz|a]anthracen 0,02 0,10 0,100
Chrysen 0,02 0,08 0,0005*
5-Methylchrysen n.b. n.b. 0,010
Benzo|b]fluoranthen 0,06 0,06 n.b.
Benzo[k]fluoranthen 0,07 0,10 n.b.
Benzo|a]pyren 0,08 0,15 0,015*
Dibenzo|a,h]anthracen 0,68 0,09 0,050
Benzo|ghi]perylen 4,05 0,18 0,030
Indenol1,2,3-cd|pyren 1,99 0,26 0,200
Dibenzo|a,l|pyren n.b. n.b. 0,020

*: Angabe fiir die perdeuterierte Verbindung

Die Nachweisgrenzen der SFC-APLI liegen bereits in grofen Teilen unterhalb derer der HPLC
und koénnen durch weitere Optimierungsarbeiten, durch vollsténdiges Uberfithren (ohne
ein Splitting am T-Stiick) des Eluats in die Ionenquelle, nochmals verringert werden. Fiir
die HPLC ist eine Optimierung mit der gegebenen Ionenquellengeometrie nur noch bedingt
realisierbar. Hier wird die Signalintensitdt hauptséchlich durch die Fluid- und Elektrodynamik

bestimmt, die fiir einzelne Analyten aber nicht pauschal verbessert werden kénnen.

3.4.5.3 Linearitdt und Empfindlichkeit der SFC- und HPLC-APLI

Neben dem Nachweisvermogen, das die untere Grenze der mit einem analytischen Verfahren
bestimmbaren Konzentration eines Analyten darstellt, ist eine Kenntnis {iber das Verhalten
bei hoheren Konzentrationen notig, um ein solches Verfahren umfassender beschreiben zu
kénnen. Fiir ein genaues Verfahren ist ein linearer oder in irgendeiner Art proportionaler
Zusammenhang zwischen der Konzentration und dem Messsignal wiinschenswert. In einem
solchen idealen Fall kann eine quantitative Bestimmung durch eine externe Kalibration erfol-
gen. Dabei ist ein grofler Bereich mit linearem Verhalten des Detektors notwendig, um auch

grofte Konzentrationen eines Analyten bestimmen zu kénnen. Im Allgemeinen stéfit das Mess-
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3 Ergebnisse und Diskussion

signal jedoch aufgrund einer Ubersittigung des Detektors ab einer bestimmten Konzentration
an einen Grenzwert, an dem eine Proportionalitiat nicht mehr gegeben ist.

Abbildung zeigt zwei Diagramme fiir den linearen Bereich der (a) SFC- und (b) HPLC-
APLI iiber einen Konzentrationsbereich von jeweils drei bis vier Grofenordnungen ab dem
Bereich der Nachweisgrenze am Beispiel von Chrysen ohne Beriicksichtigung der Proben-
vorbereitung. Fiir die dargestellten Werte wurden fiinf unterschiedlich konzentrierte PAK-
Standardlésungen (0,05 bis 50 g L ! bei SFC und 0,16 bis 100 pg L~ bei HPLC) analysiert
und die arithmetischen Mittel der Peakflichen von Chrysen (n = 3) gegen die jeweilige Kon-

zentration aufgetragen.
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Abbildung 3.62: Vergleich der Linearitét bei (a) SFC-APLI und (b) HPLC-APLI am Beispiel von Chrysen aus
PAK-Mix 14. Fiir beide Datensétze gilt m =5 und n = 3

Die Koeffizienten der erhaltenen Regressionsgeraden (y=m-x-+b) wurden im Falle der SFC mit
m — 80452 counts-Lpg—! und b = 8665 counts und fiir die HPLC mit m = 21476 counts-L pg
und b = 959 counts bestimmt. Aus diesen Daten kann abgeleitet werden, dass die SFC-APLI
etwa vierfach empfindlicher ist als die HPLC-APLI. Die Steigerung der Empfindlichkeit ist
besonders auf die gewéhlte Versuchsanordnung zuriickzufiihren. Der direkte Weg der Ionen
bei der Anordnung der SFC ist, wie bereits die Erfahrungen mit der GC-APLI zeigen, viel
effizienter als die Ionisation aus dem grofen Verteilungsvolumen der Neutralanalyten bei der
HPLC.

3.4.5.4 Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten und Peakflichen

Neben der idealer Weise wiederholbaren Bestimmung der Peakflache ist im Routinebetrieb
eine reproduzierbare Bestimmung der Retentionszeiten vor allem im Hinblick auf automati-
sierte Auswertungen sehr wichtig. Wahrend Abweichungen der Retentionszeit hauptséichlich
auf das chromatographische System zuriickzufiihren sind, hangt die Grofse der Peakflichen
zum Teil vom Detektionssystem und zum Teil vom Injektionssytem des Trennsystems ab.
Bei einem Massenspektrometer beeinflusst einerseits die Detektionseinheit selbst (SEV], [MCP|

mswa), andererseits die vorhergehenden Teile des Systems wie die Ionenerzeugung, der Tonen-

112
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transport und die Massenseparation unter Umstdnden die Anzahl detektierter Ionen. Die zur
Analyse auf die Trennsiule aufgegebene Menge an Analyt variiert [z.BJ] bei einer manuellen
Injektion mit einem 6-Wege-Ventil stirker als in einem automatisierten System. Besonders
betroffen von einer manuellen Bedienung des Injektionsventils ist die Retentionszeit, da die
Uhr des Detektionssystems ebenfall nur manuell mit dem Injektionszeitpunkt synchronisiert
werden kann.

Die genannten Parameter konnen als Kennzahlen fiir den Vergleich zweier chromatographi-
scher Systeme dienen. Fiir einen solchen Vergleich wurden die relativen Standardabweichungen
der Peakflachen und der Retentionszeiten des Chrysensignals aus den SFC- und HPLC-APLI-
Analysen einer komplexen PAK-Mischung ausgewertet. Die Ergebnisse der Fiinffachbestim-
mung sind in Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 3.12: Vergleich der relativen Standardabweichungen (n = 5) fiir die Peakfldche und die Retentionszeit
von Chrysen mittels SFC- und HPLC-APLI

relative Standardabweichung

Retentionszeit  Peakfldche
SFC 0,13% 3,55 %
HPLC 0,71 % 7,98 %

Das Infinity 1260 SFC-System arbeitet im Gegensatz zur benutzen HPLC-Anlage mit einem
automatisierten Injektionssystem. Hier wird sowohl das Befiillen der festen Probenschleife als
auch der Injektionsvorgang computergestiitzt durchgefithrt und der Startzeitpunkt mit dem
Massenspektrometer synchronisiert. Die Injektion bei der HPLC erfolgt hingegen in klassi-
scher Arbeitsweise durch das Befiillen der Probenschleife mithilfe einer Spritze, Schalten des
6-Wege-Ventils und mdoglichst gleichzeitigem Starten des Gradientenprogramms und der Da-
tenaufzeichnung des Massenspektrometers. Die erhaltenen Werte der relativen Standardabwei-
chung fiir die Retentionszeit machen den Unterschied zwischen den beiden Systemen deutlich.
Die automatisierte Injektion der SFC liefert etwa fiinfmal kleinere Abweichungen der Reten-
tionszeit. Die erhaltenen Peakflichen variieren bei der manuellen Injektion der HPLC etwa
doppelt so stark wie bei der SFC. Insgesamt liefert das an die APLI-(TOF)MS angeschlossene
SFC-System deutlich reproduzierbarere Ergebnisse als die HPLC-Anlage. Eine generelle Aus-
sage zur Reproduzierbarkeit der jeweiligen chromatographischen Methode ist aufgrund dieser

Unterschiede schwierig.

3.4.6 Quantifizierung von [PAK] in Muschelgewebe

Mit der Kopplung von SFC und APLI sollen nun représentative Applikationen erarbeitet
werden, um das Anwendungspotential der Methode zu demonstrieren. Hierfiir wurden zwei

Beispiele aus dem LifeScience-Bereich gewéhlt. Dieses und das folgende Kapitel beschreiben
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3 Ergebnisse und Diskussion

die Quantifizierung ausgewahlter PAKlin einer Muschelmatrix sowie die Bestimmung des Bio-
markers 1-Hydroxypyren (I=HP)) in humanem Urin. Bei der Bestimmung des 1-Hydroxypyrens
wird hierbei zusétzlich ein Fokus auf den Vergleich zur HPLC und zuvor erfolgten Bestim-
mungen mittels GC-APLI gelegt.

Fiir die Quantifizierung von [PAK] in Muscheln wurde die in Abbildung vorgestellte Ex-
traktionsmethode QuUEChERS genutzt. Das zu extrahierende Muschelfleisch wurde hierfiir
mit einem internen deuterierten PAK-Standard versetzt, nach der in Kapitel angege-
ben Methode extrahiert und zur Analyse mittels SFC-APLI eingesetzt. Abbildung zeigt
ausgewahlte PAK-Massenspuren aus einem typischen SFC-Chromatogramm des zertifizierten
Muschelgewebes NIST SRMlQMHE [234]. Die dargestellten Chromatogramme zeigen a) das
Gesamtionenchromatogramm sowie die extrahierten Ionenchromatogramme fiir b) m/z 178
(bspw. fiir Phenanthren mswi), ¢) m/z 228 (z.Blfiir Chrysen), d) m/z 252 (= [BJa[P] oder
Perylen) und e) die Summe der m /z-Verhéltnisse der zur Quantifizierung genutzten deute-
rierten Verbindungen Phenanthren-d10 (m/z 188), Chrysen-d12 (m/z 240) und Perylen-d12
(m/z 264), jeweils mit m/z +£0,5.

Das verwendete Muschelgewebe wurde aus der Gattung der Miesmuschel gewonnen. Uber
Ringversuche wurden von NIST unter anderem die Massengehalte verschiedener [PAK] ermit-
telt und zertifiziert. Zusétzlich zu den zertifizierten Gehalten sind Referenzgehalte diverser
weiterer [PAK] angegeben. Mithilfe der zertifizierten Gehalte ist eine direkte Aussage iiber die
Genauigkeit der SFC-Analyse moglich.

Fiir die Auswertung und die Bestimmung der PAK-Gehalte wurden die erhaltenen Peakfld-
chen von Phenanthren + Anthracen@ Chrysen und Perylen in Relation zu den Peakflichen
der deuterierten Analoga aus PAK-Mix 31 gesetzt. In Tabelle sind die Ergebnisse dieser
Dreifachbestimmung zusammen mit den zertifizierten Massengehalten dieser Verbindungen

angegeben.

Die Identifikation der zur Quantifizierung gewéhlten Substanzen erfolgte {iber den internen
Standard (PAK-Mix 31). Die Quantifizierung kann hier nur fiir Substanzen erfolgen, die im
internen Standard enthalten sind, da die Absorptionseigenschaften der[PAK|voneinander deut-
lich verschieden sind und keine Responsefaktoren fiir die verbleibenden Substanzen bestimmt
wurden. Der Einsatz eines komplexeren, internen deuterierten Standards eines deute-
rierten EPA-PAK-Mixes) wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.

Das Chromatogramm zeigt, dass von den Verbindungen mit kleiner Molekiilmasse (a1 Naph-
thalin oder Anthracen) sehr viele isomere, teilweise alkylierte Verbindungen detektiert werden
konnen (vgl. a) in Abbildung . Besonders in diesen Bereichen reicht die Trennleistung

des Systems nicht aus, um basisliniengetrennte Peaks zu erhalten, die eine Bestimmung der

4 yertifiziertes Referenzmaterial vom [NIST} Gaithersburg, MA, USA
“2speziell der Art mytilus edulis (blaue Miesmuschel)
43Bestimmung in Summe aufgrund des nicht ausreichenden Auflésungsvermégens (vgl. Abb. b))
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Abbildung 3.63: Typisches SFC-APLI-Chromatogramm des mittels QUEChERS extrahierten NIST Referenz-
materials SRM1974b (mytilus edulis). Abgebildet sind a) das [TIC] sowie ausgewiihlte [EICI
(jeweils m/z +0,5) relevanter PAK-Massenspuren: b) m/z 178 fiir z.BJ] Phenanthren, An-

thracen MW, c) m/z 228 (= Chrysen), d) m/z 252 Perylen, [B[a]P|msw). €) zeigt
die summierten [EIC]der zu Quantifizierung eingesetzten deuterierten Standards Phenanthren-
d10 (m/z 188), Chrysen-d12 (m/z 240) und Perylen-d12 (m/z 264). — Trennparameter in

Kapitel @

Peakflache einer einzelnen Verbindung ermdglicht. Aus diesem Grund erfolgt die Quantifizie-
rung nur fiir die p-g7] Verbindungen und nicht zusétzlich fiir Naphthalin und Acenaphthen,
die ebenfalls Bestandteil des internen Standards sind. Die ermittelten Gehalte liegen alle im
Bereich der Zertifizierung und zeigen, dass die SFC-APLI grundsétzlich zur Quantifizierung
von [PAK] geeignet ist.
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Tabelle 3.13: Vergleich der mit SFC-APLI ermittelten Konzentrationen ausgewahlter [PAK]im mytilus edulis-
Referenzmaterial (NIST 1974 b) mit zertifizierten Konzentrationsangaben |234]
Die Daten wurden mithilfe eingesetzter interner deuterierter PAK-Standards ermittelt. Das Re-
ferenzmaterial wurde mit der QuUEChERS-Extraktionsmethode extrahiert. — Extraktionsbedin-
gungen und Trennparameter in Kapitel @ und @

ermittelter zertifizierter
Substanz Massengehalt Gehalt [234]
ngkg ! ngkg !
Phenanthren + Anthracen 3,23 £ 0,43 3,11+ 0,18
Chrysen 6,27 + 0,31 6,3+ 1,0
Perylen 0,95 + 0,03 0,99 + 0,14

3.4.7 Bestimmung von 1-Hydroxypyren mittels SFC-APLI

Als wichtiges Mafs fiir die PAK-Exposition eines Menschen wurden bereits verschiedene PAK-
Metaboliten untersucht [253, 254]. Die Anzahl méglicher Metabolite ist sehr grofs, weil
die bei Verbrennungen organischer Materie auftretenden PAK-Mischungen héufig aus iiber 100
verschiedenen PAK-Verbindungen und deren Isomeren bestehen [255, 256]. Als analytisch re-
levante Metaboliten gelten a1 Mono- oder Polyhydroxyverbindungen der [PAK| Fiir diverse
Hydroxyphenanthren-, Hydroxybenzo|a|pyren- oder Hydroxychrysenisomere sowie 1-Hydro-
xypyren liegen bereits verschiedene Studien vor 253, 257, 258|. Bei und Pyren ist eine
gute Korrelation zwischen der Aufnahme und den iiber den Urin ausgeschiedenen Metaboliten
bekannt [254, 259]. [=HPl der Hauptmetabolit des Pyrens, gilt als exzellenter Biomarker und
wird seit tiber 20 Jahren zu Untersuchungen von PAK-Expositionen herangezogen [253-255|
260]. Im Gegensatz zu [B[a[P]ist Pyren nicht kanzerogen [256} 257, [261] und somit seltener im
Fokus der Diskussionen iiber PAK-Belastung und -Analytik. Die Wahl von [[=HP] als Biomar-
ker ist daher tiberraschend [260], aber dennoch verstéandlich. Der Kérper bildet [z Bl aus
iiber 20 Metabolite [256|. Zudem lieferten in den 1980er Jahren erfolgte Untersuchungen iiber
Metabolite nur unzureichende Ergebnisse aufgrund von Limitierungen in den analyti-
schen Verfahren. Die gebildeten (Poly-)Hydroxymetabolite der [PAK] werden Al hauptsich-
lich als Konjugate (z_BJ Glucuronide) iiber den Faeces ausgeschieden. Eine Exkretion iiber
den Urin erfolgt nur fiir wenige Metabolite [255]. [-HPI jedoch wird nahezu ausschlieflich (zu
etwa 90 %) in Form des Glucuronidaddukts tiber den Urin ausgeschieden, was eine Probennah-
me stark vereinfacht [254H256|. Die Ausscheidung von [[-HPJ als Glucuronidaddukt ist bereits
seit den 1950er Jahren bekannt [262]|. Pyren ist bedingt durch seine ausgeprigte Symmetrie
einerseits ein thermodynamisch duferst stabiles Molekiil, was dazu fiihrt, dass es allgemein
zu grofen Anteilen in nahezu jeder PAK-Mischung vorkommt. Dariiber hinaus ldsst die Ro-
tationssymmetrie nur die Bildung eines einzigen Monohydroxyderivats zu, wodurch dessen
Bildung unabhéngig von individuellen genetisch bedingten Metabolismuszyklen ist. Bei ande-
ren Verbindungen fithrt dies dazu, dass die diversen Metabolite von unterschiedlichen
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Genotypen in abweichenden Verhiltnissen gebildet werden. [[-HP] kann somit als universeller
Biomarker fiir eine PAK-Exposition herangezogen werden [260)].

Zur Bestimmung der PAK-Metabolite werden in vielen Fallen die [HPLCl oder die in Kom-
bination mit massenspektrometrischer Detektion eingesetzt. Neben der MS-Detektion wurden
hierfiir 1 die elektrochemische Detektion sowie Fluoreszenz- und UV-Vis-Detektoren ein-
gesetzt [253] 254, 259| 263, [264]. Die beiden bisher genutzten chromatographischen Trenn-
verfahren zeigen dabei verschiedene Nachteile, insbesondere bei der Trennung der komplexen
Metabolitmischungen. Gerade hochmolekulare Hydroxyverbindungen kénnen aufgrund ihrer
schlechten Verdampfbarkeit mithilfe der GC nur als Trimethylsilylderivate analysiert
werden. Eine solche Derivatisierung ist fiir eine HPLC-Trennung nicht notwendig, jedoch ist
hier die Trenneffizienz verglichen mit der GC eher gering [253|. In allen Féllen erfolgt die
Bestimmung von [[=HP]im Urin mit vorhergehender enzymatischer oder saurer Hydrolyse der
Glucuronidaddukte. Nach der Spaltung liegen die Hydroxyverbindungen frei vor und kénnen
analysiert werden [265]. In dieser Arbeit wird [=HP] zu Urin dotiert, weshalb eine glucuroni-

dische Spaltung nicht notwendig war.

3.4.7.1 Bestimmung von 1-Hydroxypyren mit APLI-(TOF)MS

Die gaschromatographische Bestimmung von [=HP| mit APLI-(TOF)MS unterliegt ebenfalls
einer Limitierung. Zwar ist es SCHIEWEK gelungen, 1-Hydroxypyren in Urin zu bestimmen,
jedoch musste dazu die Hydroxyfunktion zunéchst zu einen Trimethylsilyl- oder Methylether
umgesetzt werden, um die Empfindlichkeit in einen fiir die Urinanalytik interessanten Bereich
zu steigern. Eine Detektion von underivatisiertem [-HPwar nicht moglich [68]. Vermutet wird,
dass Gasphasenreaktionen mit Wasser zu einer Abstraktion des aciden Protons der Hydro-
xyfunktion fiihren und das gebildete Radikalkation dadurch die Ladung verliert und es einer
Detektion nicht langer zugénglich ist [68].

Dem gegeniiber steht die grundsétzliche Moglichkeit, [=HP| in groferen Konzentrationen mit-
tels HPLC-APLI unter Anwesenheit von Wasser im Eluenten als Radikalkation nachzuweisen.
Allerdings erfolgt auch hier eine Reduzierung des Analytsignals durch eine Gasphasenreaktion.
Sowohl per Direktinjektion als auch mit vorgeschalteter HPLC-Trennung tritt eine Fragment-
bildung bei [=HP] auf. Das erhaltene APLI-Massenspektrum wihrend der Elution von [=HPI
nach erfolgter Trennung mittels HPLC ist in Abbildung[3.64] dargestellt. Deutlich zu erkennen
ist die vermehrte Bildung des Fragmentsignals bei m/z 189,1, dessen Bildung durch Silylie-
rung des 1-Hydroxypyrens unterdriickt werden kann. Durch die Bildung des Fragments wird
das Gesamtsignal auf der Massenspur des Hydroxypyrens (m/z 218,1) um etwa 65 % ver-
mindert. Hierdurch sinkt das Nachweisvermogen. Diese Fragmentierungsreaktion kann unter

Umsténden auf eine Gasphasenreaktion zuriickgefiihrt werden.

Das erhaltene Fragment ist fiir die massenspektrometrische Analyse von [[-HP| mit [Ell bereits
bekannt@ Der in der [EIHMS| zur Fragmentbildung fiihrende Mechanismus kann von der Gas-

447um Vergleich kann hier ein Referenzmassenspektrum der NIST EI-MS-Datenbank (z.B1[266|) herangezogen
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Abbildung 3.64: HPLC-APLI-Massenspektrum des 1- HP-Peaks (8 = 1mgL ', Injektionsvolumen 5 pL)

phaseneliminierung der CO-Gruppe des Phenols mit nachfolgender Abspaltung eines Wasser-
stoffatoms unter Bildung eines thermodynamisch stabilen Cyclopentadienylkations abgeleitet
werden [267-270]. Einen analogen, auf[[-HPl{ibertragenen Mechanismus zeigt Abbildung

m—
o~ & G
e & - &K

m/z=218,1 m/z =189,1

Abbildung 3.65: Von der CO-Abspaltung des Phenols bei der EI-MS abgeleiteter |267H270], moglicher Frag-
mentationsweg fiir [=HP] zur Bildung des Fragments mit dem m /2 189,1.

Die sogenannte appearance energy, also die Energie, die notig ist, damit sich iiber einen
genannten Reaktionsweg das Produkt (im Falle von Phenol das Cyclopentadienylkation) bil-
det, liegt fiir Phenol bei etwa 14,2 €V [271]. Unter [EIl Bedingungen steht dem Phenol fiir die
Bildung des Cyclopentadienylkations geniigend Energie zur Verfiigung, sodass die Reaktion
entsprechend ablaufen kann. Fiir [ZHP] ist die apperance energy nicht bekannt. Es ist anzu-
nehmen, dass sie in der gleichen Grofenordnung liegt wie im Falle des Phenols. Hierbei wiirde

sowohl die zugefithrte Photonenenergie als auch die thermische Energie des Verdampfers nicht

werden.
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ausreichen, um den Reaktionsweg in Abbildung [3.65] unter [APIBedingungen zu ermdoglichen.
Zur Bildung des Fragements m /z 189,1 miissen folglich weitere Faktoren wie Gasphasenreak-
tionen mit Wasser oder [CID] in der MS-Einlassstufe von [[=HP} Wasserclustern einen Einfluss

auf die Fragmentbildung ausiiben.

3.4.7.2 1-Hydroxypyren-Bestimmung mittels SFC- und HPLC-APLI

Das genannte Fragment tritt bei einer Trennung und Analyse mittels SFC-APLI-(TOF)MS
nicht auf, wie das in Abbildung dargestellte Massenspektrum eines [[-HPFPeaks der SFC-
APLI zeigt. Im Gegensatz zur HPLC wird der Analyt hier ohne Wasser thermisch verdampft
und liegt in einer nahezu reinen CO,-Umgebung vor. Bei beiden chromatographischen Verfah-
ren enthélt der Eluent Methanol. Zudem wird in beiden Féllen das Eluat vor der Ionisation
thermisch belastet, sodass fir die SFC-Analyse verglichen mit der HPLC anzunehmen ist,
dass die Fragmentierung mit der Anwesenheit von Wasser zusammenhéngt und unabhéngig
von anderen Einfliissen wie Methanolgehalt oder Temperatur ist. Dies ist neben der Geometrie

der Ionenquelle der hauptséichliche Unterschied der beiden Verfahren.
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Abbildung 3.66: SFC-APLI-Massenspektrum des 1- HP-Peaks (8 = 0,2mgL ™", Injektionsvolumen 5 pL)

Fiir die Analyse von [[=HP| mit SFC-APLI zeigt sich dadurch ein Vorteil fiir das Nachweis-
vermogen, weil das Radikalkation der Zielsubstanz nicht durch Fragmentation verloren geht.
Weiterhin wird das Nachweisvermogen dadurch gesteigert, dass mit der Kopplungsoption iiber

die GC-Transferline eine optimale fluid- und elektrodynamische Umgebung geschaffen wurde.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Das gesteigerte Nachweisvermogen der SFC-APLI gegeniiber der HPLC-APLI fiir [=HP ist
aus Abbildung ersichtlich. Diese zeigt Chromatogramme (EICt m/z 218,0 +0,5) dersel-
ben [ZAPLosung (8 = 50pgL ! in Acetonitril) bei identischem Injektionsvolumen fiir die
SFC-APLI (schwarze Linie) und die HPLC-APLI (rote Linie). Mit der SFC ist die Peakin-
tensitit etwa 25-fach und die Peakfliche knapp 50-fach grofer als bei der HPLC. Uber das
BS—KonzeptIE wurden mithilfe der Signal-zu-Rauschverhéltnisse die Nachweisgrenzen beider
Verfahren ermittelt und verglichen. Fiir die HPLC-Analyse konnte dabei eine Nachweisgrenze

von 26,2 pg L' und fiir die SFC-Analyse von 0,44 pg L~ ! erhalten werden.
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Abbildung 3.67: [EIC] (m/z 218,0 + 0,5) einer Analyse von [[=HP] in ACN mit HPLC- (rote Linie) und SFC-
APLI (schwarze Linie) — Trennparameter in Kapitel (fr HPLC-APLI) und in Kapitel
6.3.5| (fiir SFC-APLI)

Die mit SFC-APLI erhaltene Nachweisgrenze ermoglicht somit eine Analyse von [I-HP] in ei-
nem Bereich, der zur Bestimmung einer PAK-Exposition geeignet ist. Unbelastete Probanden
weisen [[ZHPHKonzentrationen im Urin von 0,10 bis 3,1 pg L1 auf [254], die mit einer vor-
hergehenden Anreicherung iiber eine Festphasenextraktion sicher analysiert werden kénnen.
Ebenso sollte damit die Analyse von hoheren urindren Konzentrationen — unter Umstdnden
sogar ohne eine Anreicherung — gelingen. Zum Vergleich: Die urinire [=HPlKonzentration bei
exponierten Mitarbeitern einer Firma fiir die Aluminiumproduktion liegt im Bereich von 2
bis 100 g L1 [254].

“nach KaIser und SPECKER [210 [211]
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3.4 SFC-APLI-(TOF)MS

3.4.7.3 Linearitiat des 1-Hydroxypyren-Signals bei SFC-APLI

Um eine aussagekraftige Analytik auf einen Biomarker durchfithren zu konnen, ist besonders
aufgrund der unterschiedlichen PAK-Belastung der Probanden sowie der damit einhergehen-
den natiirlich schwankenden Konzentrationen eine Linearitdt {iber einen moglichst grofsen
Konzentrationsbereich wichtig. Um einen solchen Bereich angeben zu kénnen, wurden SFC-
APLI-Analysen mit vier verschiedenen Konzentrationen einer [-HPl Losung in einem Bereich
von 1 bis 200 pg L ! durchgefiihrt und ausgewertet. Die erhaltenen arithmetischen Mittelwerte
(n = 3) der ermittelten Peakflichen sind in Abbildung [3.68|in Abhéngigkeit der Konzentra-
tion abgebildet.

N
@

»

o

R? = 0,9959

Peakfl&che (counts) x 10°
o
w

Q

0 50 100 150 200
Konzentration (ug « L']]

Abbildung 3.68: Linearitat des 1-Hydroxypyrensignals bei SFC-APLI in einem Konzentrationsbereich von 1
bis 200pg L™ (m =4, n = 3).

3.4.7.4 Quantitative Bestimmung von 1-Hydroxypyren in Urin mittels SFC-APLI

Das Potential dieser Methode kann beispielhaft an einer mit [[=HP] dotierten Urinprobe de-
monstriert werden. Hierzu wird dem gesammelten Urin ohne weitere Aufbereitung (d.I] keine
Hydrolyse, Filtration 0. &) eine Losung von 1-Hydroxypyren in Acetonitril (8 = 1mgL 1) zu-
dotiert, um eine Endkonzentration von 500ngL~! im Urin zu erhalten. Diese Konzentration
liegt im unteren Bereich der [=HP}Konzentrationen, die in [254] fiir nicht-exponierte Personen
angegeben sind (0,10 bis 3,1 pgL1). Die dotierte und eine nicht-dotierte Urinprobe werden
nach der in Kapitel angegebenen Methode auf einer Festphase angereichert und in Ace-
tonitril resuspendiert (Anreicherungsfaktor: 25/1,5 = 16,67). Der Anreicherungsschritt wurde
gewihlt, um im gegebenen Kalibrationsbereich von 1,0 bis 200,0 pg L~ ! arbeiten und quantifi-
zieren zu konnen. Die erhaltenen Chromatogramme (EIC-Spuren fiir [=HP}, m/z 218,0 & 0,5)
der dotierten (schwarze Linie) und der nicht-dotierten Urinprobe (rote Linie) sind in Abbil-
dung [3.69] dargestellt. Die Retentionszeit fiir das I=HP|liegt unter den gewéhlten Bedingungen
(siehe Kapitel bei ca. 2,2 min. Abbildungzeigt, dass selbst kleinere Konzentrationen

mit diesem Verfahren bestimmt werden konnen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

1200+ — Urin dotiert mit 1-Hydroxypyren
— Urin undotiert
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800
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Abbildung 3.69: Vergleich der EIC m/z 218,0 £ 0,5 von dotiertem (schwarze Linie) und undotiertem (rote
Linie) Urin zur Bestimmung von 1-Hydroxypyren — Trennparameter in Kapitel
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4 Zusammenfassung

Als leistungsstarke Ionisationsmethode fiir die massenspektrometrische Analyse polyzykli-
scher aromatischer Kohlenwasserstoffe (PAK) kann die Laserionisation bei Atmosphérendruck
(APLI) eingesetzt werden. Die Ionisation erfolgt dabei iiber eine resonanzverstiarkte Multi-
photonenionisation, einem sogenannten 14+1-REMPI-Prozess, der eine selektive lonisation und
dadurch eine sensitive Analyse ermdoglicht. Seit der Einfiihrung der APLI im Jahr 2005 wur-
den Kopplungen mit chromatographischen Systemen wie der Hochleistungsfliissigkeitschro-
matographie (HPLC) oder der Gaschromatographie (GC) realisiert und erste Anwendungen
demonstriert. Zur Erweiterung des Portfolios chromatographischer APLI-Kopplungen konnte
mit der superkritischen Fliissigkeitschromatographie (SFC) ein neues System, die SFC-APLI-
(TOF)MS| aufgebaut werden. Mit der neu entwickelten Kopplung wurden[PAKlim Gewebe der
blauen Miesmuschel (mytilus edulis) iiber interne deuterierte Standards quantifiziert. Hierfiir
wurde das Muschelgewebe nach einem modifizierten QuEChERS-Protokoll extrahiert und oh-
ne weitere Aufarbeitung oder Reinigung mittels SFC-APLI analysiert. Desweiteren ermoglicht
die SFC—APLI eine einfache quantitative Bestimmung von 1-Hydroxypyren (1-HP)
in Urin. 1-HP gilt als exzellenter urindrer Biomarker fiir PAK-Expositionen und kann mit der
neuen Kopplung in relevanten Konzentrationen bestimmt werden. Die ermittelte Nachweis-
grenze fiir 1-HP bei der Bestimmung mittels SFC-APLI{{TOF)MS] betrigt 0,5ugL ! und
liegt damit unterhalb der 1-HP-Konzentration, die im Urin exponierter Probanden gefunden
wurde [254]. Zur Anreicherung von 1-HP und Abtrennung sehr polarer Urinbestandteile er-

folgt eine einfache Extraktion mit einem C,g4-Festphasenmaterial.

Zur Ionisation wird bei APLI ein festfrequenter KrF*-Excimerlaser mit einer Laserwellenlan-
ge von A = 248 nm genutzt. Solche Laser erzeugen hohe Kosten bei der Anschaffung und im
Betrieb durch den oftmaligen Wechsel der sogenannten Premix-Gasmischung und durchzu-
fithrender Wartungsarbeiten. Als wartungsarme und kostengiinstigere Alternative zum Ex-
cimerlaser kann ein frequenzvervierfachter diodengepumpter Festkorperlaser (DPSS-Laser)
mit einem neodymdotierten Yttrium-Aluminium-Granat-Kristall (Nd:YAG) als Lasermedi-
um (A = 266 nm) eingesetzt werden, der zudem hohere Laserleistungsdichten erreicht. Der
Einsatz des DPSS-Lasers kann fiir die Direktinfusions-, HPLC- und GC-APLI erfolgen. Das
Laserstrahlprofil des DPSS-Lasers ist im Vergleich mit dem Profil des Excimerlasers deut-
lich kleiner. Hierdurch ergeben sich Kompromisse beim Nachweisvermégen, insbesondere bei
HPLC-APLI. Aus der kleinen Beleuchtungsfliche resultiert eine signifikante Abhéngigkeit von
der Strahlposition im Quellenkérper, deren Ausrichtung auf ein gegebenes Analysenproblem

optimiert werden muss. Die exakte Positionierung ist ebenfalls fiir eine optimale Nutzung der
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4 Zusammenfassung

GC-APLI notwendig. Aufgrund der unterschiedlichen Absorptionsquerschnitte der Analyten
fiir die verwendeten Laserwellenlangen ist ein direkter Vergleich von mit beiden Lasersys-
temen durchgefiihrten Analysen nicht mdglich. Auch bei der Charakterisierung organischer
Verbindungen zur Synthesekontrolle kann der DPSS-Laser eingesetzt werden und dabei mit

dem Excimerlaser vergleichbare Ergebnisse erzielen.

Die zur Kopplung von APLI und weiteren Ionisationmethoden wie der Elektrosprayionisation
(ESI) oder der chemischen Ionisation bei Atmosphérendruck (APCI) mit chromatographischen
Systemen und dem Massenspektrometer (MS) genutzte Multi-mode Ionisationsquelle (MPIS)
kann durch die zusétzliche Verwendung von Heizelementen zur temperaturkontrollierten (TC)-
MPIS erweitert werden. Das Temperieren der Ionenquelle erlaubt HPLC-Trennungen mit
hohen Wasseranteilen im Eluenten ohne Defizite bei der Ionenausbeute durch Kondensation
des Wassers. Weiterhin ermdglicht der Einsatz einer gerichteten Gasfithrung im Quellenkérper
mit dem sogenannten elevated floor die Optimierung der Peakform und Peakbreite bei HPLC-
APLIAnalysen.

Das bei Massenspektrometern zur Verringerung von Kontaminationen des Einlassbereichs
durch Neutralanalyten genutzte Drygas fiihrt bei GC-APLI zu einer signifikanten
Reduktion der Analytsignalintensitét. Das Drygas stromt dem GC-Eluat diametral entgegen
und verdringt den Neutralanalyten noch vor der Ionisation. Eine Anderung der Gasfiihrung
durch modifizerte und neu gestaltete Bauteile des MS-Einlasssystems fiihrte zu geringfiigigen
Verbesserungen der Signalintensitéit bei Nutzung des Drygases. Mit den evaluierten Einlass-
geometrien ist der Einsatz von Drygas mit Kompromissen moglich, ein vollwertiger Ersatz

zum Verzicht auf dieses Gas kann jedoch nicht geleistet werden.

Nach der Theorie werden durch den lonisationsmechanismus bei APLI ausschlieflich Radi-
kalkationen (m) gebildet. Die Ionisation erfolgt dabei sehr analytschonend und fragmentie-
rungsarm. Kleine [PAKI|bzw.]besonders deren Alkylderivate erreichen den Detektor
hiufig als [M-H|". Komplexere Verbindungen wie . BJ durch APLI-Tonisationslabel zuging-
liche Verbindungen zeigen im Massenspektrum die Bildung signifikanter Anteile an Fragmen-
ten. Durch ab-initio-Berechnungen und Experimente mit einem Ionenfallen-MS konnte gezeigt
werden, dass sowohl die Bildung des [M-H]|' als auch die Fragmentierung der derivatisierten
Verbindungen auf kollisions-induzierter Dissoziation (CID) in der Ionenoptik des Flugzeit-MS
zuriickzufiihren ist. Durch schonende Bedingungen bei der Ionenfiihrung, wie sie beim ver-
wendeten lonenfallen-MS genutzt werden, kann die CID stark reduziert und die erwarteten

Radikalkationen detektiert werden.
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5 Abstract

Atmospheric-pressure laser ionization (APLI) is a powerful method for the mass-spectrometric
analysis of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH). The selective ionization is realized via
a resonance-enhanced multi-photon ionization process and therefore makes possible a ve-
ry sensitive analysis. APLI was presented in 2005 and has been hyphenated successfully to
chromatographic separation techniques like high performance liquid chromatography (HPLC)
and gas chromatography (GC). A number of applications have been demonstrated with these
techniques. In order to expand the portfolio of chromatographic couplings to APLI, a new
hyphenation setup of APLI and supercritical-fluid chromatography (SFC) was devised. With
the new setup, PAH have been quantified in blue-mussel tissue (mytilus edulis) by means of
internal deuterated standards. A modified QUEChERS protocol was used for extraction. The
extract was analyzed by SFC-APLI without further purification or clean-up steps. SFC-APLI-
could also be used for a simple quantification of 1-hydroxypyrene (1-HP) in urine.
1-HP is an excellent and accepted urinary biomarker for PAH exposures and can be determi-
ned in relevant concentrations. The limit of detection for 1-HP by SFC—APLI was
found to be 0.5 pg L', which is lower than the 1-HP concentrations found in exposed persons
[254]. A simple extraction with a C,g-solid phase was used to concentrate 1-HP and separate

it from the highly polar matrix.

In APLI, a fixed-frequency KrF*-excimer laser with a wavelength of A = 248 nm is used for
ionization. Purchasing and operating such lasers is cost-intensive, especially because the pre-
mix gas needs to be replenished often and the laser system requires considerable maintenance.
A cheaper and more readily maintained alternative to these laser systems is a quadrupled-
frequency diode-pumped solid-state laser (DPSS laser) with a neodymium-doped yttrium-
aluminum-garnet crystal as active laser medium (A = 266 nm); this provides a higher power
density than the excimer-laser systems. Operating the DPSS laser allows analyses with eit-
her direct-infusion-, HPLC- or GC-APLI. The DPSS laser-beam is much narrower than the
excimer beam and results in a loss of detection power, especially for HPLC-APLI. There is a
significant dependency of the laser-beam position inside the source enclosure and the narrow
laser beam, which therefore has to be well aligned for a given analysis. An exact position is
needed for GC-APLI as well. Because absorption cross-sections are different for each analyte
at a given laser wavelength, a direct comparison of analyses with the two laser systems is not
possible. Excimer and DPSS lasers gave comparable results when used to characterize organic

compounds for synthesis-control purposes.
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5 Abstract

For hyphenation of APLI and other ionization methods, e.g. electrospray ionization (ESI)
or atmospheric-pressure chemical ionization (APCI), to chromatographic systems and a mass
spectrometer (MS), a multi-purpose ion source (MPIS) is used; this was further upgraded
to a temperature-controlled (TC)-MPIS by the addition of heating elements. Controlling the
temperature of the source enclosure makes possible HPLC separations with an eluent contai-
ning a high percentage of water without a loss in ionization efficiency through condensation
of water. Furthermore, when an elevated floor is used for a directed gas flow in the source
enclosure, the peak shape and peak width are optimized in HPLC—APLI analyses.
In a mass spectrometer dry gas is used to reduce the contamination of the sample-inlet stage
with neutral analyte. Applying dry gas in GC—APLI analyses results in a significant
loss of analyte signal. The dry gas flow is directed diametrically against the GC effluent and
forces out the neutral analyte before the ionization. Changing the gas direction by modified or
newly constructed components of the MS inlet stage results in a slight improvement of signal
intensity when dry gas is used. The inlet components evaluated allow the use of dry gas with

compromises, but do not make complete relinquishment of the dry gas possible.

As predicted in theory, the ionization by APLI results exclusively in radical cations (]E)
The ionization mechanism is furthermore very soft to the analyte molecule and does not lead
to fragmentation. Small PAH molecules or especially their alkylated derivatives often arrive
at the detector as [M-H|*. Complex molecules, such as labeled compounds which
have been made accessible to APLI analysis by derivatization with an APLI ionization label,
undergo significant fragmentation. For both scenarios, ab-initio-calculations and experiments
done with an ion-trap MS clarify the [M-H|' formation and fragmentation as a result of
collision-induced dissociation (CID) processes within the ion optical transfer stage of the
time-of-flight MS. Under soft conditions for ion guiding, as used with the ion-trap MS, the

CID rate is reduced, and the expected radical cations are detected.
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6 Experimenteller Teil

6.1 GC-Analysen - Chromatographische Bedingungen

Fiir die gaschromatographische Analyse einer fliissigen Probenlosung wurden, sofern nicht
anders angegeben, jeweils 1uL splitlos in einen Split/Splitless-Injektor (S/SL) injiziert, der
mit einem Spiilfluss von 60 mL min~! des Trigergases (Helium 5.0) 30s nach jeder erfolgter

Injektion gespiilt wurde.

6.1.1 GC-APLI-Analyse von AlkylHPAK]

Fiir die GC-APLI-Analyse des in Abbildung dargestellten Chromatogramms wurden 10
25ug L1 der in Tabelle angegebenen Alkyl{PAK] in einem Muschelextrakt (siehe
Kapitel gelost und gaschromatographisch mit dem in Tabelle angegebenem Tempe-
raturprogramm getrennt. Zur Ionisation wurde ein DPSS-Laser (Wellenlénge: A = 266 nm) mit
einer Pulsenergie von 65 11J bei einer Repetitionsrate von 100 Hz genutzt. Die Injektortempera-
tur betrug 375 °C, die GC-Transferline wurde mit einem N,-Sheathgasfluss von 0,5 L min ! bei
332,5 °C betrieben. Die Trennung erfolgte auf einer Phenomenex ZB5-HT inferno Kapillarséu-
le (ID} 0,25mm, Schichtdicke: 0,25 pm) mit zeitprogammiertem He-Eluentenfluss: 1 mL min !
fiir 0,5 min halten und mit 2mL min—? auf 2mLmin~! erhéht; dieser Fluss wurde bis zum

Ende der Analyse gehalten.

Tabelle 6.1: Temperaturprogramm der gaschromatographischen Analyse von Alkyl{PAK]

Heizrate

[°C min—1| Temperatur [°C]| Zeit [min]

- 75 0,8
35 200 0,0
2,5 225 0,0
3 266 0,0
5 300 0,0
10 320 4,5
20 350 5,0
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6 Experimenteller Teil

6.1.2 Messungen zum Einfluss des Drygases bei verschiedenen MS-Einlass-
geometrien

Die GC-APLI-Analysen zur Evaluierung des Drygas-Einflusses (Abbildung mit verschie-
denen MS-Einlassgeometrien wurden auf einer Phenomenex ZB5-HT inferno Kapillarsidule
(D} 0,25 mm, Schichtdicke: 0,25 pum) mit dem in Tabelle angegebenen Temperaturpro-
gramm bei einem konstantem He-Fluss von 2mLmin ! durchgefiihrt. Injiziert wurde eine
Losung des PAK-Mix 31 (siche Tabelle mit einer Massenkonzentration von 5pgL !,
gelost in einem Muschelextrakt (siehe Kapitel , in einen auf 360 °C temperierten In-
jektor. Die Ionisation erfolgte mit einem KrF*-Excimerlaser (Wellenldnge: A = 248 nm) mit
einer Pulsenergie von 4mJ bei einer Repetitionsrate von 50 Hz. Die GC-Transferline wurde

bei 375°C mit einem Sheathgasfluss von 0,5 L min~! betrieben.

Tabelle 6.2: Temperaturprogramm der gaschromatographischen Analyse fiir die Evaluation des Einflusses von
Drygas bei verschiedenen MS-Einlassgeometrien

[C,I_éerlrzlf;lt?] Temperatur [°C] Zeit [min]
— 100 0,25
40 360 0,2

6.1.3 GC-APLI-Analysen von komplexen Proben (z.B. Muschelextrakten)
zur PAK-Bestimmung fiir einen Vergleich des Excimer- und DPSS-

Lasers

Gaschromatographische Analysen komplexer Proben wie die in Kapitel beschriebenen
Extrakte von Muschelgewebe Abbildung zur Bestimmung von [PAK] wurden mit
dem in Tabelle beschriebenen Temperaturprogramm durchgefiihrt. Zur Trennung wurde
eine ZB-5-HT Kapillarsiule (30m, ID: 0,25 mm, Filmdicke: 0,25 um) der Fa. Phenomenex
verwendet. Die Analysen wurden mit einem Tragergasflussgradienten durchgefiihrt: Start
der Analyse mit 1mLmin~! fiir 0,25min, dann mit 0,05 mLmin~2 auf 1,7mLmin~' oder
2,5mL min ! bis zum Ende der Trennung. Die Injektion erfolgte Splitlos in den auf 350 °C tem-
perierten Split/Splitless —Injektor. Die Transferline wurde bei einer konstanten Tem-
peratur von 322,5 bis 350 °C mit einem Sheathgasfluss von 0,5 Lmin~! (N,) betrieben. Zur
Tonisation wurden sowohl der Excimerlaser (Repetitionsrate: 100 Hz, Pulsenergie: 5mJ) als
auch der DPSS-Laser (Repetitionsrate: 100 Hz oder 200 Hz, Pulsenergie: 60 bis 651J) einge-

setzt.
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6.2 HPLC-Analysen - Chromatographische Bedingungen

Tabelle 6.3: Temperaturprogramm der gaschromatographischen Analyse von[PAK]in komplexen Proben (z. Bl

Muschelextrakten)

[féerlrzlfstei] Temperatur [°C] Zeit [min]
— 75 (55%) 0,2 (0,5%)

16 (25%) 200 0,0

3,3 225 0,0

3,5 266 0,0

5 300 0,0

10 340 9,5

*: alternatives Programm

6.2 HPLC-Analysen - Chromatographische Bedingungen

Im Folgenden sind die Analysenbedingungen fiir die durchgefiihrten HPLC-Analysen ange-
geben. Analysen mit Gradientenelution erfolgten mit einer 3-Kanal Doppelkolbengradienten-
pumpe (Merck-Hitachi L 6200 A) mit den angegebenen Losungsmitteln in HPLC gradient-
grade (oder besser) oder Mischungen mit Zusétzen von Sauren oder Salzen. Isokrati-
sche Analysen erfolgten ebenfalls mit dieser Pumpe oder einer 1-Kanal Doppelkolbenpumpe
(Merck-Hitachi L 6000 A). Als Elutionslésungsmittel wurden hier ebenfalls reine Losungsmit-
tel in HPLC gradient-grade (oder besser) bzw. Mischungen mit Zusétzen von Sduren oder
Salzen verwendet. Die Injektionsvolumina sind bei den jeweiligen Analysenbedingungen an-
gegeben. Verwendet wurden kommerziell erhéltliche und ausgewiesene Probenschleifen mit
definierten Volumina oder selbst hergestellte Probenschleifen, deren Innendurchmesser und
Lénge als Berechnungsgrundlage fiir das Innenvolumen herangezogen wurden. Die Probenin-
jektionen erfolgten mit einem manuellen oder im Massenspektrometer eingebauten Rheodyne
6- [bzw.] 7-Wege-Ventil. Wenn nicht anders angegeben, wurde die MPIS-Quelle bei einer kon-

stanten Temperatur von 110 °C betrieben.

6.2.1 Vergleich der Peakintensititen und S/N bei HPLC-APLI mit Exci-
mer- und DPSS-Laser

Die Mehrfachmessungen der drei Analyten Anthracen (29), 7,9-Dimethylbenz|c|acridin (30)
und Nicotin (31) wurden unter isokratischen Bedingungen mit einem [MeOHl/H,O-Gemisch
(V/V]= 90%/10 %) bei einer Eluentenflussrate von 0,75 mLmin ! durchgefiihrt. Als Trenn-
phase wurde eine Pinnacle II PAH-Saule der Fa. Restek der Dimensionen 50 mm x 4,6 mm,
Partikelgrofie 5 pm fiir die Messungen mit Anthracen und verwendet. Die Nico-
tinlésungen wurden {iber eine HALO C18 Phase der Fa. Advanced Materials Technology mit

den Dimensionen 30 mm x 4,6 mm, Partikelgrofe 2,7 pm getrennt. Von den Analyten wur-
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6 Experimenteller Teil

den jeweils 5pL als verdiinnte Losungen (10 bzwl] 50nM) in einem [MeOH]/H,O-Gemisch
(V/V]|=70%/30%) eingesetzt. Der Excimerlaser wurde mit einer Repetitionsrate von 200 Hz
bei einer Pulsenergie von 5mJ und der DPSS-Laser mit einer Repetitionsrate von 100 Hz bei

einer Pulsenergie von 64 pJ betrieben.

6.2.2 HPLC-APLI-Analyse von (Anthracen-9-yl-)methoxyessigsiure-3-py-
ridin-3-yl-propylester (18)

Die von DEIBEL durchgefiihrte Synthese zur Darstellung von 18 erfolgte durch Reaktion von
5pL einer 10 pM-Losung von 17 in Dichlormethan (DCM]) mit 3L einer 100 mM DMAP-
Losung, 20 pL einer 20 mM Losung von 16 sowie 50 pLi einer 100 mM 32-Lésung, jeweils in
[DCM|, und Zusatz von 50 pL iiber Nacht bei 1000 rpm. Die erhaltene Reaktionslésung
wurde unter reduziertem Druck in einer Zentrifuge eingeengt, in 50 pL [ACNl sowie 50 pL. H,O
resuspendiert und wieder zentrifugiert. Der Uberstand wurde zur HPLC-APLI-Analyse ein-
gesetzt.

Die Analyse erfolgte durch Injektion von 20 pL des Uberstands auf eine Waters C18-Trennséule

~1 (isokra-

(75 mm x 4,6 mm, Partikelgrofe 3,51um) mit einem Eluentenfluss von 1,2mL min
tisch, [ACN/H,0O = 70%/30%). Zur Ionisation wurde ein KrF*-Excimerlaser bei einer

Repetitionsrate von 100 Hz und einer Pulsenergie von 5mJ verwendet.

6.2.3 Analyse komplexer PAK-Mischungen mit HPLC-APLI

HPLC-APLI-Analysen zur Trennung komplexer PAK-Gemische wurden bei einem Eluenten-
fluss von 1,5mLmin~!' mit dem in Tabelle angegebenen Gradientenprogramm durch-
gefiihrt. Als Trennsdule wurde eine Agilent Zorbax Eclipse PAH-Sdule (250 mm x 4,6 mm,
Partikelgrofie 5 pm) bei Raumtemperatur benutzt. Injiziert wurden jeweils 5 pL der entspre-
chenden Probeldsungen. Zur Ionisation wurde ein KrF*-Excimerlaser bei einer Repetitionsrate

von 100 Hz mit einer Pulsenergie von 5mJ verwendet.

Tabelle 6.4: Programm der Gradientenelution fiir die Analyse komplexer PAK-Mischungen mittels HPLC-

APLI{{TOF)MS|
Zeit t [min] H,O0 [%] ACN [%]
0,0 60 40
0,7 60 40
22,0 0 100
28,0 0 100
30,0 60 40
32,0 60 40
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6.2 HPLC-Analysen - Chromatographische Bedingungen

6.2.4 Vergleich der Ionensuppression bei HPLC-APLI

Fiir den Vergleich der Ionensuppression zwischen HPLC-APCI, -APLI und -ESI wurde ei-
ne angereicherte Urinprobe (Injektionsvolumen 10uL; SPE-Aufbereitung in Kapitel
auf einer Phenomenex Luna 3pm NH, 100 A Trennséule (150 mm x 2mm, Partikelgrofe
3nm) getrennt und das Eluat mit einer Anthracen-9-methanollésung (8, ¢ = 20nmol L ! in
MeOH/H,O = 70%/30 %) in einem T-Stiick vereinigt. Die Flussrate des [MeOH]/H.,,O-
Eluenten = 70%/30 %) betrug 0,3mLmin—'. Die Flussrate der Anthracen-9-methan-
ollssung 0,2mL min ! (geférdert durch eine Spritzenpumpe). Fiir die Laserionisation wurde
ein KrF*-Excimerlaser bei einer Repetitionsrate von 100 Hz mit einer Pulsenergie von 5mJ

verwendet.

6.2.5 Peakbreitenoptimierung mit dem elevated floor

Zur Optimierung der Peakbreiten bei der HPLC—APLI wurde der Einsatz des soge-
nannten elevated floor getestet. Dieser wurde fiir die Messungen an eine Verbindungsstelle im
Quellenkorperboden eingebaut. Eine schematische Darstellung liefert Abbildung Diese
erste Version des elevated floor wurde mit einem Axialliifter betrieben, dessen Drehzahl von
der angelegten Betriebsspannung abhéngig ist (Nennspannung Uy, = 16 V). Die Spannung
wurde im Verlauf der Messreihe stufenweise zwischen 0V, 5V, 10V und 15V variiert. Hierzu
wurde ein getaktetes Labornetzteil (0 - 80V DC, 0 - 2,5 A, 200 W) genutzt.

Die HPLC-APLI-Messungen erfolgten isokratisch bei einer Flussrate von 0,5mL min ! mit
einem [MeOH|/H,O-Eluenten =70 %/30 %). Injiziert wurden 5 pL einer Anthracenlosung
(29, 50nmol L' im Eluenten). Die chromatographische Trennung erfolgte auf einer Pinnacle
IT PAH-Trennsdule (50 mm x 4,6 mm, Partikelgrofe 5 pm). Um Kondensationen des Eluenten
zu verhindern, wurde der Quellenkorper auf 100 °C temperiert. Zur Ionisation wurde ein KrF*-

Excimerlaser mit einer Repetitionsrate von 100 Hz und einer Pulsenergie von 5mJ genutzt.

6.2.6 HPLC-APLI-Analysen von 1-Hydroxypyren

HPLC-APLI-Analysen von 1-Hydroxypyrenhaltigen Losungen (Injektionsvolumen: 5 pL) wur-
den mit einem isokratischen Eluentenfluss (ACNJ/H,O = 75%/25%) von 0,5mLmin !
unter Verwendung einer Phenomenex Kinetex C18-Trennsdule (75 mm x 3,0 mm, Partikelgro-
fse 2,6 pm) durchgefiihrt. Die Ionisation erfolgte dabei mit einem KrF*-Excimerlaser bei einer

Repetitionsrate von 100 Hz und einer Pulsenergie von 5mJ.

6.2.7 HPLC-APLI-Analysen von derivatisierten Aminosauren in der TC-
MPIS

Um den Einfluss der Ionenquellentemperatur der temperaturkontrollierten MPIS zu demons-

trieren, wurden verschiedene Aminoséuren mit dem Ionisationsmarker 4 derivatisiert (Reak-

tionsbedingungen in Kapitel |6.8.1]) und mit HPLC-APLI{('TOF)MS| analysiert. Hierzu wurde
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die sowohl temperiert auf 110°C als auch nicht temperiert (ca. 45°C) betrieben.
Injiziert wurden 5 pLL der beschriebenen Probe. Die Trennung wurde auf einer Pinnacle IT PAH-
Séule (50 x 4,6 mm, Partikelgrofe 5um) der Fa. Restek bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
Der verwendete Gradient ist in Tabelle aufgelistet und wurde von einer Merck-Hitatchi
HPLC-Pumpe L-6200 A mit einem Volumenfluss von 2,0 mL min—! zur Analyse bereitgestellt.
Die Verdampfereinheit der lonenquelle wurde bei 350 °C betrieben. Die lonisation erfolgte mit

einem KrF*-Excimerlaser bei einer Repetitionsrate von 100 Hz und 5mJ.

Tabelle 6.5: Gradientendaten fiir die Analyse von derivatisierten Aminoséduren mittels HPLC-APLI{(TOF)MS]

Zeit |min] H,O [%] MeOH [%)]
0,0 90 10
4,0 10 90
5,0 10 90
6,5 90 10
8,0 90 10

6.3 SFC-Analysen - Chromatographische Bedingungen

Bei allen SFC-APLI-Analysen wurde ein Agilent 1260 Infinity SFC-System benutzt. Alle Pro-
belésungen wurden vom systemintegrierten Autosampler iiber eine feste 5 nl. Injektionsschlei-
fe injiziert. Sowohl isokratische als auch Gradientenelutionen wurden immer mit CO, (4.5)

als superkritischem Losungsmittel durchgefiihrt. Als organischer Modifier wurde bei Bedarf
ausschlieflich ohne Zusétze verwendet.

6.3.1 Erste Experimente zum Aufbau der SFC-APLI-Kopplung

Fiir erste Experimente zur Kopplung der SFC mit APLI{(TOF)MS§| (vgl] Kapitel wur-
den die in Tabelle aufgefithrten Bedingungen und Parameter gewéhlt.

6.3.2 Vergleich zwischen 25 und 50 pm ID-Kapillaren fiir die SFC-APLI-
Kopplung

Zum Vergleich von ersten Ergebnissen der neu entwickelten SFC-APLI-Kopplung mit wei-
terfithrenden Experimenten zur Optimierung des Systems durch Verwenden einer 50 pm-ID-
Restriktionskapillare wurden die in Tabelle aufgefithrten Bedingungen und Parameter
gewahlt.
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Tabelle 6.6: Bedingungen und Parameter fiir erste Experimente zum Aufbau der SFC-APLI-Kopplung

Parameter Einstellung
SFC CO,/MeOH] 70%/30%
Eluentenfluss 1,5 mL min—*
BPR-Riickdruck 235 bar
Saulentemperatur 40°C
Phenomenex Aqua C18
Saule 250 mm x 3mm,
Partikelgrofie 5 pm
Restriktionskapillare 1250 mm, 25 um ID
GC Ofentemperatur 150°C
Transferlinetemperatur 150°C
Sheathgasfluss 0,5Lmin"1 N,
MPIS Vaporizer-Gasdruck 2,4 bar
MPIS-Temperatur 110°C
Laser Repetitionsrate 50 Hz
Energie 5mJ

6.3.3 Isokratische Analysen zur Optimierung der SFC-APLI-Kopplung

Zur Optimierung verschiedener Parameter der SFC-APLI{{TOF)MS}Kopplung wurden die
Analysen mit einem isokratischen CO,/MeOHlEluenten bei einer Flussrate von 2mL min*
durchgefiihrt. Als Trennsédule diente eine auf 60°C temperierte Agilent ZORBAX Eclipse
PAH-Séule (250 mm x 4,6 mm, Partikelgrofe 5 pm). Injiziert wurde die in Tabelle ange-
gebene deuterierte PAK-Mischung mit einer Konzentration von 50 pgL~!. Die zur Optimie-
rung verdnderten Parameter sind in Tabelle aufgefiihrt. Die Parameter des Massenspek-

trometers wurden konstant gehalten und die Ionenquelle konstant auf 110 °C temperiert.

6.3.4 SFC-APLI-Analyse von komplexen PAK-Mischungen

Fir Trennungen von komplexen PAK-Mischungen wurde eine Agilent Eclipse PAH-Saule
(250 mm x 4,6 mm, Partikelgrofe 5 pm) verwendet, deren Temperatur konstant auf 60 °C ge-
halten wurde. Die Trennung erfolgte mit dem in Tabelle angegebenen Programm fir
einen bindren CO,/MeOHlGradienten bei einer Eluentenflussrate von 2,0 mLmin !. Der
BPR-Systemdruck wurde auf 275bar und die BPR-Temperatur auf 60°C eingestellt. Die
Restriktionsleitung zum Massenspektrometer bestand aus einer Kombination zweier fused-
silica-Kapillaren (750mm x 0,05 mm + 330 mm x 0,53 mm) und wurde durch den konstant
auf 250°C temperierten GC-Ofen und die auf 330 °C geheizte Transferline (Sheathgasfluss:
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Tabelle 6.7: Parameter einer SFC-APLI-Analyse von PAK-Mix 31 mit 50 pm-fstKapillare bei isokratischem

CO,/MeOH-Fluss

Parameter Einstellung
SFC CO,/MeOH 70%/30%
Eluentenfluss 2,0 mL min—!
BPR-Riickdruck 275 bar
Saulentemperatur 60°C
Agilent Eclipse PAH
Saule 250 mm X 4,6 mm,

GC

MPIS

Laser

Restriktionskapillare
Ofentemperatur
Transferlinetemperatur
Sheathgasfluss
Vaporizer-Gasdruck
MPIS-Temperatur
Repetitionsrate

Energie

Partikelgrofie 5 pm
1250 mm, 50 pm ID
200°C
200°C
0,75 Lmin ! N,
2,4 bar
110°C
100 Hz
S5mJ

Tabelle 6.8: Auflistung der variablen Parameter fiir Optimierungsexperimente bei SFC-APLI. Alle Analysen

wurden mit einer isokratischen CO,/[MeOHl Mischung als Eluent durchgefiihrt.

Parameter

Einstellung im Bereich

von...

SFC

GC

MPIS

BPR-Riickdriicke
CO,-Eluentenfliisse

[MeOH! Gehalte im Eluenten

Restriktionskapillar-
1D

-léngen

-erweiterungen (Lénge 330 mm)

Ofentemperaturen

Transferlinetemperaturen

Vaporizergasdriicke

130 bis 275 bar
1 bis 2,5 mL min~!
0 bis 40 %

25, 50 und 75 pm
750, 1000 und 1250 mm
180, 250 und 530 pm ID

100 bis 300 °C
100 bis 330°C
0, 1,2, 2,4 und 3,6 bar

0,8 Lmin 1) in die Ionenquelle (temperiert auf 110°C) gefiihrt. Die Laserionisation erfolgte

mit einem KrF*-Excimerlaser mit einer Repetitionsrate von 100 Hz bei einer Pulsenergie von

5mJ.
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Tabelle 6.9: SFC-APLI-Gradientenprogramm fiir die Analyse komplexer PAK-Mischungen

Zeit [min] CO, [%] MeOH [%)]
0 100 0
3 100 0
8 60 40
11 60 40
12 100
13 100

6.3.5 SFC-APLI-Analyse von SPE-Extrakten von Urin

Zur SFC-APLI{(TOF)MS}Analyse der unter vorbereiteten Losungen wurde eine auf
60 °C temperierte Agilent ZORBAX RX-SIL Trennsdule (150mm x 4,6 mm, Partikelgrofe
5 pm) verwendet. Die Trennung erfolgte bei einem BPR-Gegendruck von 275 bar (60 °C) mit
dem in Tabelle angegebenen Gradienten bei einer Eluentenflussrate von 2,0 mL min—!. Die
Restriktion wurde mit einer Kombination zweier fused-silica Kapillaren (750 mm x 0,05 mm
+ 330mm x 0,53 mm) bei einer GC-Ofentemperatur von 250 °C und einer Transferlinetempe-
ratur von 330 °C bei einem Sheathgasfluss von 0,8 L min ! durchgefiihrt. Die Laserionisation
erfolgte mit einem KrF*-Excimerlaser mit einer Repetitionsrate von 100 Hz bei einer Puls-

energie von 5mJ.

Tabelle 6.10: SFC-Gradientenprogramm fiir die Analyse von [[ZHP]in Urinextrakten

Zeit |min] CO, [%] MeOH [%)]
0 95 5
3 60 40
3,5 60 40
4 95
) 95
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6.4 Kontinuierliche Analytzufuhr zur Aufnahme der dynami-

schen Ionenakzeptanz

Fiir die experimentelle Bestimmung der dynamischen lonenakzeptanz bei GC- und HPLC-
APLI wurde eine kontinuierliche Analytzufuhr sichergestellt, die in den folgenden Abschnitten
nédher beschrieben ist. Die ortsaufgelosten Messungen erfolgten durch Umpositionierung des
DPSS-Lasers mithilfe der in Kapitel B.3.2] beschriebenen Versuchsanordnung.

6.4.1 HPLC

Um die Signalintensitét von Anthracen (29), Nicotin (31) und 7,9-Dimethylbenz|c]acridin
(30) in Abhéngigkeit des Ionisationsorts fiir die Ionisation mit dem DPSS-Laser zu bestim-
men, wurden kontinuierlich Losungen der Analyten (29: 10nM, 31 und 30: 50nM) in ei-
nem [MeOH|/H,O-Gemisch = 70%/30 %) bei einer Flussrate von 0,25 mLmin ! und
0,75 mL min—! mithilfe einer Einkanal-HPLC-Pumpe in die Ionenquelle gegeben. Der DPSS-
Laser wurde zur Ionisation mit einer Repetitionsrate von 100 Hz bei einer Pulsenergie von
62 11J betrieben und manuell {iber die x-y-Vorrichtung in Schritten von 1 mm bewegt. Die
Position der Laserfluoreszenz wurde mithilfe eines auf das Austrittsfenster der Ionenquelle
aufgebrachten Millimeterpapiers bestimmt. Als Referenzpunkt der Position wurde der Einlass
des Massenspektrometers gewéhlt und als x = 0mm / y = 0 mm definiert. Die waagerechte Po-
sitionsénderung wird durch die x-Koordinate, die senkrechte Anderung durch die y-Koordinate
beschrieben. Fiir diese Experimente wurden die Ionenquellenparameter wie Sprayshield- und
Kapillarspannung konstant gehalten. Die Einstellungen der Ionentransmissionsoptik wurden

den jeweiligen Analyten angepasst.

6.4.2 GC

Zur kontinuierlichen Analytzufuhr bei der Aufnahme der [DIA]l bei GC-APLI wurde das be-
reits von SCHIEWEK und MONNIKES beschriebene, von der feinmechanischen Werkstatt der
Bergischen Universitat Wuppertal konstruierte sogenannte Tépfchen verwendet [|68], 69]. Das
Tépfchen ist ein gasdichter Metallzylinder, in den eine fliissige oder feste Probe eingebracht
werden kann. Das GefiR besitzt zwei dichtende Verschraubungen fiir fsl Kapillaren, durch die
einerseits ein Tragergas zugefiihrt und andererseits das mit Analyt angereicherte Gas in Rich-
tung GC-Transferline[bzw.]Ionenquelle abgefiihrt werden kann. Um eine konstante und erhéhte
Temperatur zum Verdampfen des Analyten zu gewéahrleisten, wird das Tépfchen in den GC-
Ofen des Versuchsaufbaus platziert. Fiir die in Abbildung in Kapitel [B:3.3] vorgestellte
Messung wurde Anthracen als Feststoff in einem offenen GC-Vial in das Tdopfchen gestellt
und mit dem Injektor des Gaschromatographen sowie iiber die GC-Transferline mit der
Ionenquelle verbunden. Der GC-Ofen wurde konstant auf 75°C temperiert. Die Aufnahme
der [DIAl erfolgte analog zu dem in Kapitel beschriebenen Verfahren (Laserposition ver-

andern und mithilfe von Millimeterpapier bestimmen mswi). Die Ionisation erfolgte mit dem
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6.5 DI-APLI-Messungen verschiedener Verbindungen

DPSS-Laser bei einer Repetitionsrate von 100 Hz mit einer Pulsenergie von 63 pJ.

6.5 DI-APLI-Messungen verschiedener Verbindungen

Zur massenspektrometrischen Bestimmung verschiedener Analyten ohne vorgeschaltete chro-
matographische Trennung wurden [DIJAPLIF Analysen durchgefiihrt. Die Proben wurden hier-
zu in geeigneten Losungsmitteln gelost und darin auf Konzentrationen im unteren bis mitt-
leren pmol-Bereich verdiinnt. Mit Hilfe einer Spritzenpumpe (Flussrate zwischen 50 und
250 pL min~!) wurden die Verdiinnungen in den Verdampfer (zwischen 350 und 450 °C) der
LC-APLI-Konfiguration iiberfiihrt. Die Verdampfung wurde von N,-Vaporizerdriicken von
2,5 bis 4 bar assitiert. Die Ionisation erfolgte mit einem KrF*-Excimerlaser (100 bis 200 Hz,
5mJ) oder einem [NIYAGIDPSS-Laser (100 Hz, 65 bis 7011J) an optimierten Positionen bei

geeigneten MS-Parametern (Ionenoptik).

6.6 Esquire-Messungen

Um den Einfluss der Potentialdifferenz zwischen verschiedenen Komponenten der Ionentrans-
missionsoptik (Kapillarausgang, Skimmer) auf die Fragmentierung verschiedener Alkyl{PAK]
zu bestimmen, wurden APLI-Messungen an einem Bruker esquire6000 Ionenfallenmassenspek-
trometer durchgefiihrt. Als Probe wurde die Gasphase {iber dem festen oder fliissigen Ana-
lyten genutzt und kontinuierlich in die Ionenquelle iiberfiithrt. Zum Transport der Gasphase
wurde ein seichter, variabeler Stickstoffstrom (bis maximal 0,5 L min~!) in ein geschlossenes
Geféfs mit dem Analyten eingebracht und iiber einen Teflonschlauch direkt in die Ionenquelle
geleitet. Zum Ausgleich der Gasbilanz in der Ionenquelle (aufrechterhalten des Atmosphéren-
drucks), wurde zusétzlich ein N,-Sheathgasfluss in die Ionenquelle hinzugeregelt. Die Ioni-
sation erfolgte in einer an der Bergischen Universitdt Wuppertal entwickelten geschlossenen
Laminarflussionenquelle (engl.: laminar-flow ion source, [LEIS)) [184] mit einem [DPSS}Laser
bei einer Repetitionsrate von 100 Hz und einer Pulsenergie von 63 j1J. Die lonentransmission-
parameter CapExit-Voltage und Skimmer-Voltage wurden entsprechend der Anforderung an

fragmentative [bzw] nicht fragmentative Bedingungen gewéhlt.

6.7 Probenvorbereitung / Extraktionsmethoden

6.7.1
Zur Extraktion von Muschelgewebe mit einer Variante der [QuEChERS}Methode [167, 217,

219, [220] wurde eine bestimmte Menge des moglichst zerkleinerten Gewebes (im Allgemei-
nen zwischen 0,5 und 3 g; getrocknet oder als Feuchtgewebe) in ein 50 mL-Sarstedt-Rohrchen
eingewogen, [evtl] mit einer Losung internen Standards versetzt, auf 5 g mit Reinstwasser auf-
gefiillt und 10s mit der Hand geschiittelt. Nach erfolgter Zugabe von 5mL wird das
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Geféfs in eine Schiittelapparatur gestellt und zwischen 10 und 30 Minuten bei ca. 100 rpm ge-
schiittelt. Zur Trennung der Phasen werden der Suspension (bei einem 5 g-Ansatz) zwischen
1,0 und 2,5g getrocknetes MgSO, sowie 0,5 bis 1,5g NaCl zugesetzt und wiederum in der
Schiittelapparatur geschiittelt (5 min). Anschliefend wird das Gefafs bei 4000 rpm und 10°C

fiir 5 min zentrifugiert und die organische Phase als Probe abpipettiert.

6.7.2 Festphasenextraktionen (SPE) zum Anreichern von 1-Hydroxypyren

in Urin

Die beschriebene Extraktionsmethode wurde nur fiir mit [=HP] dotierten Urin angewendet.
Zur Bestimmung von origindrem [[=-HP] in Urin muss die Probe zuvor enzymatisch oder sauer
hydrolysiert werden, um das glucuronidisch gebundene [[=HP]in freier Form zu erhalten.

Eine Urinprobe wird mit einer 1-Hydroxypyrenlésung (1 mgL ! in [ACN]) derart dotiert, dass
eine Endkonzentration von 0,5pgL~! erhalten wird. Von dieser dotierten Losung werden
25 mL auf eine zuvor mit einmal 3 mL Acetonitril und zweimal 3 mL Reinstwasser konditio-
nierte [SPEFS&ule (ABS-Elut Nexus 3mL) gegeben und zweimal mit 1 mL Reinstwasser nach-
gespiilt. Die Elution erfolgt mit zweimal 0,75 mL [ACN] welches im Anschluss bei Raumtem-
peratur im Stickstoffstrom entfernt wird. Der Riickstand wird mit 1,5 mL resuspendiert

(ca. 1 min Ultraschallbad) und zur Analyse eingesetzt.

6.7.3 Generieren einer Matrix aus Urin fiir Supprimierungsmessungen in

der HPLC

Die zur Bestimmung der Ionensuppression bei ESI, APCI und APLI verwendete Probelésung
wurde mithilfe einer Festphasenextraktion von Urin gewonnen. Hierzu wurden etwa 5mL
Urin auf eine zuvor mit zweimal 3 mL [MeOHl und zweimal 2,5 mL Reinstwasser konditionierte
SPE-Saule (SEP-Pak C18, 360 mg, 55 - 105 nm Partikelgrofe) gegeben und zweimal mit 2,5 mL
Reinstwasser nachgespiilt. Zur Elution wurden zweimal 5 mL [MeOH] verwendet. Das erhaltene

Eluat wurde im Verhé&ltnis 1:1 mit Reinstwasser gemischt und zur Analyse eingesetzt.

6.8 Derivatisierungsreaktionen

6.8.1 Aminosiurelabeling

Als Grundlage fiir die Reaktion des Reaktiven NHS-Esters 4 dienen folgende Schriften [272}
273]. Eine Mischung aus Glycin (1), L-Serin (2) und L-Leucin (3) (je etwa 10 bis 20 mg)
wurde in einem Milliliter einer Losung von 4 (8 = 1,3gL™!) in 2 Vol-% Triethylamin (Et3N)
in [ACN] aufgenommen, 60 Minuten bei Raumtemperatur und anschlieffend 15 Minuten bei
60 °C im Ultraschallbad zur Reaktion gebracht. 10 uL. der Reaktionslosung wurden 1:100 mit
einer MeOH]/H,O-Mischung = 25%/75%) verdiinnt.
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0 0
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0 N

0 2-Vol-% w)J\OH
+  uN Et3N in ACN R (R 61)
OH  UsB:1h (RT)
R + 15 min (60 °C) | I I
4 1,2 und 3 5,6 und 7
mit R: -H (Gly) (1/5), -CH,OH (L-Ser) (2/6), —C,Hgy (L-Leu) (3 /7)

Abbildung 6.1: Derivatisierung von Aminosduren mit Verbindung 4

6.8.2 Veresterung der Ionisationsmarker

(0] (0]
O\)ko“ DMAP / DCC O\)ko/
+ CH,0H (R6.2)
3 h Ultraschallbad AN
900 900
16 20
O OH O O\
DMAP / DCC
| CH,OH / (R6.3)

3 h Ultraschallbad

19 21

Abbildung 6.2: Veresterung der Ionisationsmarker (16 und 19) mit [MeOH]zu den jeweiligen Methylestern (20
und 21)

Zur Darstellung des jeweiligen Methylesters der Verbindungen 16 und 19 wurden 0,12 mmol
der jeweiligen Verbindung eingewogen, in 1 mL Dichlormethan gelést und mit einem Uber-
schuss an Methanol (ca. 0,2mL) unter Vermittlung von 4-(Dimethylamino)-pyridin (DMAT]
(33), 25mgmL ! in [DCM)) und N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC| (32), 0,26 gmL ! in
DCM) fiir 3 Stunden im Ultraschallbad zur Reaktion gebracht. Die Reaktionslosung wurde bis
zur Trockene eingeengt und iiber Kieselgel mit als Laufmittel gereinigt (Rf2o, Np, DoM =
0,29, Rfz1, np, Dom = 0,54). Reine Fraktionen wurden vereinigt, eingeengt und tiber Nacht im

Hochvakuum getrocknet. Neben der Bestimmung der Molekiilmasse wurde zur Identifikation
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die Kernresonanzspektroskopie verwendet.

(Anthracen-9-yl-)methoxyessigsduremethylester (20)

TH-NMR (400 MHz, CDCl): (ppm) — 3,84 (s, 3H), 4,26 (s, 2H), 5,70 (s, 2H), 7,49 - 7,61 (m,
4H), 8,05 (d, 2H), 8,45 - 8,51 (m, 3H)

(Anthracen-9-yl-)propansiduremethylester (21)

IH-NMR (400 MHz, CDCly): 6(ppm) — 2,80 (t, 2H), 3,71 (s, 3H), 3,98 (t, 2H), 7,43 - 7,57 (m,
4H), 8,02 (d, 2H), 8,26 (d, 2H), 8,38 (s, 1H)

Die NMR-Experimente wurden an einem Avance 400 MHz der Firma Bruker durchgefiihrt.

6.9 ab-initio-Berechnungen [75]

Zur Berechnung der Energie verschiedener Reaktionswege von betrachteten ionischen oder
neutralen Molekiilen wurde Gaussian 03W zusammen mit der graphischen Benutzerober-
fliche GaussView 4.1 verwendet. Die berechneten Gibbs-Energien und enthalpiekorrigierten
Gesamtenergien wurden aus Geometrieoptimierungen und anschliefsenden Frequenzberech-
nungen erhalten. Hierfiir wurde die Dichtefunktionaltheorie (engl.: Density Functional Theo-
ry) mit einer Kombination des ,Becke-3-Parameter-Lee-Yang-Parr”-Funktionals (B3LYP) und
dem 6-31++G(d,p)-Basisset genutzt. Diese Kombination nutzt die Berechnungszeit optimal
aus [274].

6.10 MALDIFExperimente

Messungen erfolgten im positiven Reflektronmodus mit einem Beschleu-
nigungspotential von 20kV. Zur Desorption/Ionisation wurde ein N,-Laser bei einer Wellen-
lange von A = 337 nm und einer Pulsbreite von 3 ns genutzt. Die erhaltenen Massenspektren
wurden akkumuliert iiber 441 Profilspektren mit 10 Laserschiissen pro Profil bei einer Repeti-
tionsrate von 5 Hz. Die spektrale Massenkalibration wurde zuvor mit einer Polyethylenglykol
(PEG)-Polymerverteilung bestimmt. Der PEG-Standard wurde in gelost und mit 2,5-
Dihydroxybenzoesaure als Matrix versetzt und vermessen.

Feste Proben wurden zuniichst in Tetrahydrofuran (THE) gelost (B = 2gL!). Ein Aliquot
von 20 nL. der Probelésung wurde mit 20 uL. einer Matrixlosung (1,8,9-Trihydroxyanthracen
(Dithranol) [3] = 20 gL~ !) vermischt und von dieser Mischung 0,5 pL auf das zuvor mit 2 pL
Silbertrifluoracetatlésung (@ = 0,1 mol Lt in [THE) beschichtete MALDI-Target aufgetragen.
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6.11 Background-oriented Schlieren-Aufnahmen

Die Abbildung aus der background-oriented Schlieren-Aufnahme wurde mithilfe von Daten
aus der sogenannten Kreuzkorrelationsfunktion erstellt, die aus den Messbilddaten und den
Referenzbilddaten berechnet wurden. Zur Berechnung wurde das auf der Programmiersprache
Python basierende Open PIV [275] [276] genutzt. Zum Herausfiltern zu grofer Werte wurde
der bei Abbildung angegebene Rauschfilterwert verwendet und mit dem Wert 0 gleich-
gesetzt.

Das Mess- und das Referenzbild wurde mit einer Canon 600D Digitalspiegelreflexkamera mit
einem Standardobjektiv (18 bis 55 mm Brennweite) mit Blende 36 und einer Belichtungszeit
von 0,25s aufgenommen. Als zufélliges Punktemuster fiir den Hintergund wurde ein Aus-
schnitt eines mit dem Programm MATLAB der Fa. MathWorks erzeugten Punktemusters mit
1-107 0,03 mm groken, schwarzen Punkten auf weifem Grund bei einer Druckskalierung von
80 % gewahlt, mit einem Schwarz/Weik-Laserdrucker ausgedruckt und in die eingeklebt.

6.12 Numerische Simulationen

Nachfolgend sind die im vorliegenden Text abgebildeten numerischen Simulationen néher
beschrieben und die Simulationsbedingungen angegeben. Die exakten Verfahren kénnen in

weiteren Schriften nachgeschlagen werden. Dazu zéahlen maz [183, [187].

6.12.1 Simulationsbedingungen fiir die Simulation fluiddynamisch model-
lierter, zeitintegrierter Gasfliisse und -geschwindigkeiten: Abbildun-
gen |3.7al und |3.7b

Die Flusslinien, Ionentrajektorien und die Geschwindigkeitsverteilung wurden mithilfe des
Programms CoOMSOL Multiphysics simuliert. Fiir die Flusslinien des simulierten Hauptgas-
flusses in der wurde ein Drygasfluss von 3,8 Lmin—! angenommen. Der Gasfluss durch
den Verdampfer wurde aufgrund seiner vergleichsweise geringen mittleren Geschwindigkeit als
laminar mit einem nur geringen Turbulenzgrad von 1% angenommen. Als Massenfluss wurde
0,0237gs ! festgelegt, was einem Volumenfluss von 0,7 Lmin~—' bei 183°C entspricht. Die
Flusslinien in der Simulation starten am Verdampferausgang in der Ionenquelle. Die Linien
tragen eine Farbcodierung fiir die integrierte Aufenthaltszeit eines Gas-/Fluidpakets, das die-
sen Flusslinien folgt. Besonders beachtenswert ist das Farbspektrum an der Ausflusséffnung
zur Gasentsorgung. Die Aufenthaltszeit fiir ein Gas-/Fluidpaket in der Ionenquelle liegt bei
mindestens 1s. Viele Flusslinien zeigen eine Aufenthaltszeit von iiber 3s. Die héchste Auf-
enthaltsdauer mit dem fiir Abbildung angewandten Datensatz betragt tiber 30s. Die in
Abbildung dargestellte Farbcodierung zeigt die Geschwindigkeitsverteilung der Gasfliisse
in der Quelle. Die Flusslinien entsprechen den in Abbildung dargestellten zeitintegrierten
Trajektorien der Fluidpakete.
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6.12.2 Simulationsbedingungen fiir die Simulation von Ionentrajektorien
fiir verschiedene Einlassgeometrien bei GC-API: Abbildungen [3.12
und (3.13b

Die numerischen Simulationen der Ionentrajektorien in den Abbildungen und wur-
den mit dem Programm SIMION durchgefiithrt. Die relevanten Eingangsparameter sind in
Tabelle fiir die genannten Abbildungen aufgelistet. Die simulierten Ionen eines m /z 202

starten jeweils auf der GC-Transferline.

Tabelle 6.11: Eingangsparameter fiir die numerischen Simulationen der Ionentrajektorien

SSSA nano-GC-Cap
low DG high DG
Abb)3.12a] AbbJ3.12b Abbl)3.13b

Ionenanzahl 150 150
TIonenmasse [m/z] 202 202
Kapillarspannung [V] —1000 —1000
Sprayshieldspannung [V] 0 0
Drygasgeschwindigkeit [ms—1!] 0,0 0,1556 0,2
Drygasfluss [L min—!] 0,0 3,2 4,1

6.12.3 Simulationsbedingungen fiir die Simulation von Gasfliissen fiir ver-
schiedene Einlassgeometrien bei GC-API: Abbildungen (nano-
GC-Cap) und [3.14] (weiterentwickelte [SSSA])

Die Drygasflussgeschwindigkeit und -richtung wurde mit dem Programm ComsoL Multi-
physics fiir die nano-GC-Cap und die weiterentwickelte [SSSAl simuliert und visualisiert. Die

Eingangsparameter fiir die Drygasgeschwindigkeit in die Simulationsrechnung sind 0,2ms

flir Abbildung und 0,15ms ! fiir Abbildung Als Einsauggeschwindigkeiten der
MS-Einlasskapillare wurde in beiden Féllen 80ms ! und als austretende Gasgeschwindigkeit
aus dem Verdampfer der Ionenquelle 0,25ms~! — jeweils fiir Stickstoff — ausgewihlt. Die

Flussvektoren sind in beiden Abbildungen als rote Pfeile dargestellt.

6.12.4 Simulationsbedingungen fiir die Simulation fluiddynamisch model-
lierter Gasfliisse und -geschwindigkeiten im Vergleich zur BOS bei
SFC-APLI: Abbildung |3.54b

Die Simulation des fluiddynamischen Modells der Gasfliisse und -geschwindigkeiten des Ver-
suchsaufbaus der SFC-APLI iiber die GC-Transferline wurde mit dem Programm COMSOL

Multiphysics simuliert und visualisiert. Als Eingangsparameter fiir die Simulation wurden
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Stickstoffgasgeschwindigkeiten von 0,01ms~!' aus dem Verdampfer der Ionenquelle sowie
127ms ! aus der Restriktionskapillare der Transferline gewihlt. Fiir die Einsauggeschwin-
digkeit der MS-Einlasskapillare wurde eine Stickstoffgasgeschwindigkeit von 80ms~! ange-
nommen. Stickstoff wurde als aus der Restriktionskapillare austretendes Gas gewéhlt, weil fiir
dieses Modell kein Diffusions-/Konvektionsmodell fiir eine zweite Gasart (im speziellen Fall

CO,) zur Verfiigung stand.

6.13 Losungen, Verdiinnungen und Mischungen

Stammlosungen wurden durch (analysen-)genaues Abwiegen der Reinsubstanz auf einer Fein-
waage und anschliefendem Losen in einem bekannten Volumen eines geeigneten Losungs-
mittels angesetzt. Die Stammlosungen wurden ggf. mit einem geeigneten Losungsmittel auf
kleinere Konzentrationen verdiinnt. Mischungen wurden aus den Stammlésungen oder ihren
Verdiinnungen hergestellt oder kommerziell erworben und ggf. mit einem geeigneten Losungs-

mittel verdiinnt.
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7 Anhang

7.1 Gerate

7.1.1 Massenspektrometer

micrOTOF, orthogonal beschleunigendes Flugzeitmassenspektrometer
Bruker Daltonik GmbH, Bremen, DE

esquire6000, Massenspektrometer mit Quadrupolionenfalle
Bruker Daltonik GmbH, Bremen, DE

Axima Performance, MALDI CID MS/MS (TOF/TOF)
Shimadzu Biotech, Manchester, UK

TIonenquellen

MPIS, Multimode-Ionenquelle
TC-MPIS, temperaturkontrollierbare Multimode-Ionenquelle
LFIS, Laminarflussionenquelle
Konstruiert und gefertigt von der Werkstatt der Bergischen Universitdt Wuppertal, DE
— Temperaturregelung durch:
HT-MC1, Mikroprozessor-Temperaturregler fiir Pt-100-Temperaturfiihler
Horst GmbH, Lorsch, DE

7.1.2 Laser

ATL-ATLEX SI 300, KrF*-Excimerlaser, A = 248 nm
ATL Lasertechnik GmbH, Wermelskirchen, DE

DPSS-Laser, Diodengepumpter, Nd: YAG-Festkorperlaser, A = 266 nm
Crylas GmbH, Berlin, DE

7.1.3 Chromatographie

HPLC

L 6000 A, HPLC-Doppelkolbenpumpe fiir isokratische Elution
L 6200 A, 3-Kanal HPLC-Doppelkolbenpumpe fiir Gradientenelution
Merck-Hitachi, Hitachi Instrument Division Ltd., Tokyo, JP
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GC

GCT7890A, Gaschromatograph mit Split/Splitless-Injektor und elektronischer
Druckkontrolle
Agilent Technologies Inc., Shanghai, CN

SFC

Infinity 1260 SFC, SFC-System
Aurora Fusion A5, Riickdruckregulator und CO,-Bereitstellung
Agilent Technilogies Deutschland GmbH & Co. KG, Waldbronn, DE

7.1.4 Chromatographische Sdulen und Restriktionskapillaren
7.1.4.1 HPLC- und SFC-Trennsiulen

Pinnacle IT PAH, (50 mm x 4,6 mm, Partikelgrofe: 5pum)
Restek Co., Bellefonte, PA, US

Luna 31 NH, 100 A, 150 mm x 2 mm, Partikelgrofie: 3 pm

Kinetex C18, Core-Shell-Trennséule (75 mm x 3 mm, Partikelgrofe: 2,6 pm)
Phenomenex Inc., Torrance, CA, US

HALO C18, Core-Shell-Trennséule (30 mm x 4,6 mm, Partikelgrofe: 2,7 pm)
Advanced Materials Technology Inc., Wilmington, DE, US

Agilent Zorbax PAH, 250 mm x 4,6 mm, Partikelgrofe: 5 pm

Agilent Zorbax C18, 250 mm x 4,6 mm, Partikelgrofe: 5 pm

Zorbax RX-Sil, 150 mm x 4,6 mm, Partikelgrofte: 5 pm

Zorbax RX-Sil, 250 mm x 4,6 mm, Partikelgrofe: 5 pm
Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, US

7.1.4.2 GC-Kapillarsiulen

DB-EUPAH, Diinnfilmkapillarsdule (20 m, ID: 0,18 mm, Filmdicke: 0,14 pm)
Agilent Technilogies Inc., Santa Clara, CA, US

HP5-MS, Diinnfilmkapillarsdule (20 m, ID: 0,25 mm, Filmdicke: 0,25 pm)
Agilent Technilogies Inc., Santa Clara, CA, US

ZB-5-HT Inferno, Diinnfilmkapillarsiule (30 m, ID: 0,25 mm, Filmdicke: 0,25 um)

Phenomenex Inc., Torrance, CA, US

7.1.4.3 Restriktionskapillaren fiir SFC

unbelegte oder desaktivierte Kapillaren der folgenden Hersteller
(ID: 15, 20, 25, 50 150, 180, 250 und 530 pm)
SGE Analytical Science, Melbourne, AU
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BGB Analytik AG, Boeckten, CH
CS - Chromatographie Service GmbH, Langerwehe, DE

7.1.4.4 SPE-Kartuschen

ABS-Elut Nexus 3 mL
Varian GmbH, Darmstadt, DE

SEP-Pak C18, 360 mg, 55 - 105 pm Partikelgrofie
Waters Corp., Milford, MA, US

7.1.5 Gasflussregler und -kontroller

EL-FLOW select, Massenflussregler fiir Gase (5 NLmin 1)
Bronkhorst Méttig GmbH, Kamen, DE
MassFlo-Controller; Massenflussregler fiir Gase (10 bis 10 - 103 sccm min 1)
MultiGasController 647C, Steuereinheit fiir MassFlo-Controller
MKS Instruments Deutschland GmbH, Miinchen, DE
ADM 1000 Flow Meter, Gasflussmessgerat
Agilent Technologies, Wilmington, DE, US

7.1.6 EDV-Systme und Software

EDV-Hardware (Auswahl)
Intel Xeon; 3.20 GHz; 3 GB RAM mit Microsoft Windows XP SP3, 2002
Intel Core 2; 2,4 GHz GHz; 3 GB RAM mit Microsoft Windows XP SP3, 2002
Hewlett-Packard Development Company L. P., Palo Alto, CA, US
MacBookPro13”, Frithjahr 2011, Intel Core i7; 2,7 GHz; 8 GB RAM
mit Mac OS X Lion 10.7.5
Apple Inc., Cupertino, CA, US
Software (Auswahl)
DataAnalysis 3.3, Bruker Daltonik GmbH, 2005, Bremen, DE
DataAnalysis 4.0, Bruker Daltonik GmbH, 2008, Bremen, DE
micrOTOF-Control Version 1.1, Bruker Daltonik GmbH, 2005, Bremen, DE
esquireControl Version 6.1, Bruker Daltonik GmbH, 2007, Bremen, DE
Launchpad software Version 2.8.3, Shimadzu Biotech, Manchester, UK
matlab R2010a, R2011a & R2013a, The MathWorks Inc., Natick, MA, US
Chemdraw Ultra, Version 7.0.1, CambridgeSoft Co., Cambridge, MA, US

7.1.7 Sonstige Materialien

KDS100, Spritzenpumpe
KD Scientific, Hollisten, MA, US
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789100C, Spritzenpumpe
Cole Parmer, Vernon Hills, IL, US
Kieselgelplatten TLC Silica gel 60 Fosy
poroses Kieselgel LiChroprep Si60 15-25 pm
Merck KGaA, Darmstadt, DE

Voltcraft PSP 1803, getaktetes Labornetzteil (0 - 80V DC, 0 - 2,5A, 200 W)

Conrad Electronic SE, Hirschau, DE

GenPure 08.2207 UV-TOC/UF, Aufbereitungsanlage fiir Reinstwasser

TKA, Niederelbert, DE

desaktivierte Universalverbinder

T-Stiicke, Kapillaren und Kapillarverbinder aus PEEK

CS-Chromatographie Service, Langerwehe, DE
Kapillarsédulenverbinder (zweifach 0,25 mm ID)
Stahlkapillaren (verschiedene ID)

Verbinder fiir Stahlkapillaren

SGE Analytical Science, Melbourne, AU
Transferpette, Kolbenhubpipette (1 bis 5000 pL)
Pipettenspitzen

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, DE
Finnpette, Kolbenhubpipette (100 nL)

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, US

Kolbenhubpipette (100 bis 5000 pL)
Reaktionsgefilse
Eppendorf AG, Hamburg, DE
Pasteurpipetten aus Glas (20 cm)
VWR International GmbH, Darmstadt, DE
Einmalpipetten (2mL)
Reaktionsgefifse (0,5, 1,5, 2, 15 und 50 mL)
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, DE

7.2 Chemikalien

7.2.1 Synthetisierte Substanzen

An der Bergischen Universitdt Wuppertal wurden m—ad die nachfolgenden Substanzen {iber

verschiedene Syntheserouten hergestellt, chromatographisch oder mit anderen geeigneten Ver-

fahren aufgereinigt, getrocknet und die Identitédt unter anderem tiber eine Massenbestimmung
(ESI-MS oder APLI-MS) und Kernresonanzspektroskopie (400 MHz [bzw.] 600 MHz) sicherge-
stellt (Ergebnisse der Massenbestimmung und NMR sind hier nicht abgebildet).
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Anthracen-9-yl-)methoxyessigsiure (16)

Anthracen-9-yl-)methoxyessigsduremethylester (20)
Anthracen-9-yl-)methoxyessigsaure-3-pyridin-3-yl-propylester (18)

Anthracen-9-yl-)propanséiure- N-succinimidester (4)

Anthracen-9-yl-)propionséureglycinamid (5)

)
)
)
Anthracen-9-yl-)propionséiure (19)
)
)
)
)

(
(
(
(
(Anthracen-9-yl-)propionsduremethylester (21)
(
(
(

Anthracen-9-yl-)propionséureserinamind (6)

(Anthracen-9-yl-)propionséureleucinamid (7)
1-(3-Anthracen-9-yl-propionyl-)1,3-dicyclohexylharnstoff (22)
1,3,5-Tris((5-(7-(thiophen-2-yl)benzo|c][1,2,5]thiadiazol-4-yl)thiophen-2-yl)ethinyl)-

benzol (23)

Bis(2-phenylpyridino)-(6-[3,6-bis(4-hydroxyphenyl)-carbazol-9-yl|-5-hydroxo-2,2-dime-

thyl-hex-4-en-3-on)-iridium(I1I) (24)

9,9,9’,9°,9”,9"”-Hexaoctyl-9H,9’H,9" H-[2,2’,7",2"|terfluoren (25)
7-Monobrom-9,9,9’,9’.9”,9"-hexaoctyl-9H,9'H,9” H-[2,2’,7,2”|terfluoren (26)
7,7-Dibrom-9,9,9’,9°,9” 9”-hexaoctyl-9H,9’H,9” H-[2,2’, 7’ 2"|terfluoren (27)

X,7,7-Tribrom-9,9,9’,9’,9”,9"-hexaoctyl-9H,9'H,9” H-[2,2’,7’,2”|terfluoren (28)

7.2.2 Reinsubstanzen und Losungsmittel

In den nachfolgenden Tabellen sind die verwendeten Chemikalien und Loésungsmittel inklusi-

ve Summenformel, CAEH—Nummer, Reinheit und Hersteller aufgefiihrt. Die Reinheitsangabe

bezieht sich auf die Angabe des Herstellers. Eine Aufschliisselung der Herstellerkennzeichen

erfolgt im Anschluss an die Tabelle.

Ny, Substans Chormel | CASEE Mo
34  Acenaphthylen C,,Hg 208-96-8 97 a
35  Acetonitril CyH3N 75-05-8 99,9 g
36 Acridin CpHN  260-94-6 98,5 a
29  Anthracen C Hy, 120-12-7 99,9 C
37  Anthracen-d10 C14Dyp 1719-06-8 99,5 a
8 Anthracen-9-methanol C5H,50 1468-95-7 97 b
38  Benzo|a|pyren CyoHis 50-32-8 98 b
39  Benzo|a|pyren-d12 CyoD15 63466-71-7 99,0 a
40  Benzo|e|pyren CooHyy 192-97-2 99,5 a
41 Chinolin CyH,N 91-22-5 99,0 a
42  Chloranthracen, 1- C,HyCl 4985-70-0 97 d

! Chemical Abstracts Service-Nummer - Internationaler Bezeichnungsstandard fiir chemische Substanzen
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Ny, Substans Cormel | CASTEL R e
43  Chloroform-d1 CDCl, 865-49-6 99,8* b
44  Chrysen CigHyy 218-01-9 99,2
45  Chrysen-d12** CigDys 1719-03-5 98,5 a
46 Coronen Cy Hyy 191-07-1 99,5 a
46  Coronen Cy Hyy 191-07-1 97 d
47  Cyclohexan CeH 110-82-7 99,8 f
48  Dichlormethan CH,Cl, 75-09-2 99,80 1
32 Dicyclohexylcarbodiimid, N,N-  C;3Hy,N, 538-75-0 99 g

Diesel o. Additive nach DIN 100 a

H53
49  Dihydroxybenzoeséaure, 2,5- C,HzO, 490-79-9 >99,5 b
50  Diisopropylethylamin CgH N 7087-68-5 99.5 b
33  Dimethylpyridin-4-amin, N,N- C.H (N, 1122-58-3 99 i
15  Dimethylanthracen, 9,10- CigHyy 781-43-1 99 d
30  Dimethylbenz|c|acridin, 7,9- CioH5N 963-89-3 techn. d
12  Dimethylnaphthalin, 1,2- CoHy, 573-98-8 95 a
11 Dimethylnaphthalin, 1,4- CioHyy 571-58-4 95 a
51  Essigsdureethylester C,HgO, 141-78-6 99,93 m
14  Ethylanthracen, 2- CigHyy 52251-71-5 98 d
10  Ethylnaphthalin, 2- CioHyy 939-27-5 99,5 a
52  Fluoranthen Ci6Hyp 206-44-0 99 d
53  Fluoren Ci3Hy, 86-73-7 95 h
1 Glycin CyH;O,N 56-40-6 99,7 f
54  Heptan C,Hyg 142-82-5 99,0 g
55 Hexan CeHyy 110-54-3 97 g
56  Hydroxypyren, 1- Ci6H 0O 5315-79-7 98 b
57  lodacetonitril C,H,NI 624-75-9 98 b
58  Kohlenstoffdioxid CO, 124-38-9 9(94’?5%5 j
3 Leucin, L- CeH 305N 61-90-5 > 99 g
59  Magnesiumsulfat MgSO, 7487-88-9 70 f

60  Methanol CH,O 67-56-1 99,90 k
13  Methylanthracen, 1- CisHy, 610-48-0 99,5 a
9 Methylnaphthalin, 1- C Hy, 90-12-0 99,5 a
61  Naphthalin-d8 Cy9Dg 1146-65-2 99,3 a
62 Natriumchlorid NaCl 7647-14-5 99,5 e
31  Nicotin CioH 14Ny 54-11-5 99 b
63  Perylen CooHs 198-55-0 99,0 a
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Ny, Substans Cormel | CASTEL R e
64  Phenanthren C Hy, 85-01-8 98-99 c
65  Propionitril C;HyN 107-12-0 99
66  Pyren Ci6Hyp 129-00-0 99 c
67  Pyren-d10 CyDyy  1718-52-1 99 a
68  Ribose, D- C;H,,04 50-69-1 99 b
2 Serin, L- C,;H,0O5N 56-45-1 > 99 f
69  Tetrahydrofuran C,HgO 109-99-9 99,9 k
70  Triethylamin CeH N 121-44-8 99,5 b
71  Triethylphosphin CeHsP 554-70-1 99 b
72 Trifluoressigsdure Silbersalz Cy0,F;Ag  2966-50-9 99,99 b
73  Trihydroxyanthracen, 1,2,10- C4H,(O4 577-33-3 85 b
74  Trihydroxyanthracen, 1,8,9- Ci14H,(O4 1143-38-0 >98,5 b

* Atom-% D **als 10ng pL~!-Lésung in [ACN

Herstellerliste:

=0 0 a0 o

. e

: Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, DE

: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DE
: EGA-Chemie, Steinheim, DE

: Sigma-Aldrich Co. Inc., Milwaukee, WI, US

: Griissing GmbH Analytika, Filsum, DE

: Merck KGaA, Darmstadt, DE

: Fluka Chemie AG, Buchs, CH
: Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, DE

: Alfa Aesar GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
j:
k:
l:

AirLiquide GmbH, Diisseldorf, DE
Karl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
VWR Inernational, Leuven, BE

m : Fisher Scientific UK, Loughborough, Leics, UK
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7.2.3 Mischungen

In den nachfolgenden Tabellen sind die verwendeten PAK-Mischungen aufgefiihrt. Die ange-
gebenen Konzentrationen und die Reinheit beziehen sich auf die Angaben des Herstellers (Dr.
Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, DE).

PAK-Mix 9 (deuteriert)
US-EPA-PAK-Mischung (deuteriert, Reinheit >95 %) mit jeweils 10mgL ! in Cyclohexan

Lfd. Nr. Substanz Summenformel CAS{Nrl
75 Acenaphthen-d10 Ci9Dyg 15067-26-2
76 Acenaphthylen-d8 Ci9Dg 93951-97-4
37 Anthracen-d10 C4Dyg 1719-06-8
77 Benz|a|anthracen-d12 CigDqy 1718-53-2
78 Benzo|b|fluoranthen-d12 CyDyy 93951-98-5
79 Benzol|k|fluoranthen-d12 CyD1y 93952-01-3
80 Benzo|ghi]perylen-d12 Cy9Dqy 93951-66-7
39 Benzo|a|pyren-d12 CyD1y 63466-71-7
45 Chrysen-d12 CigDyo 1719-03-5
81 Dibenz|ahlanthracen-d14 CyoDyy 13250-98-1
82 Fluoranthen-d10 Ci6D1o 93951-69-0
83 Fluoren-d10 Ci3Dqg 81103-79-9
84 Indeno|1,2,3-cd|pyren-d12 CqyyDyy 203578-33-0

61 Naphthalin-d8 CioDg 1146-65-2
85 Phenanthren-d10 1517-22-2
67 Pyren-d10 10 1718-52-1

Q Q
=
o O
S

PAK-Mix 14
US-EPA-PAK-Mischung plus 1- & 2-Methylnaphthalin mit jeweils 10mg L' in Cyclohexan
Lfd. Nr. Substanz Summenformel CAS{Nr] Reinheit [%]
86 Acenaphthen CoHy, 83-32-9 99,5
34 Acenaphthylen C,,Hg 208-96-8 99,0
29 Anthracen C4Hy, 120-12-7 98,5
87 Benz|alanthracen C,gHyy 56-55-3 99,0
88 Benzo|b|fluoranthen CyoHis 205-99-2 99,0
89 Benzolk|fluoranthen CooHis 207-08-9 99,0
90 Benzo|ghi|perylen CooHys 191-24-2 99,5
38 Benzol|alpyren CyoHyy 50-32-8 99,0
44 Chrysen CigHyy 218-01-9 99,0
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Lfd. Nr. Substanz Summenformel CAS{Nrl] Reinheit [%]
91 Dibenz|ah|anthracen CyoHyy 53-70-3 99,5
52 Fluoranthen Ci6Hyp 206-44-0 98,5
53 Fluoren Ci3Hy, 86-73-7 99,0
92 Indenol1,2,3-cd|pyren CooHys 193-39-5 99,0
93 Methylnaphthalin, 1- C Hy, 90-12-0 98,0
94 Methylnaphthalin, 2- C Hy, 91-57-6 99,5
95 Naphthalin C,oHg 91-20-3 99,5
64 Phenanthren C4Hy, 85-01-8 99,5
66  Pyren CyeHyg 129-00-0 99,0

PAK-Mix 31
Deuterierte PAK-Mischung zum Einsatz als interner Standard mit jeweils 1000 mg L' in
Toluol

Lfd. Nr. Substanz Summenformel CAS{NrJ] Reinheit [%)]
75 Acenaphthen-d10 C15Dqp 15067-26-2 99,0
45  Chrysen-d12 CLDyy 1719-03-5 98,5
61 Naphthalin-d8 Ci9Dg 1146-65-2 99,5
96 Perylen-d12 CqyoD1s 1520-96-3 99,5
85 Phenanthren-d10 C4Dqp 1517-22-2 98,5
PAK-Mix 183
EU-priority-PAK-Mischung plus 5-Methylchrysen mit jeweils 10mgL ! in Cyclohexan
Lfd. Nr. Substanz Summenformel CAS{Nrl] Reinheit [%]
87 Benz|alanthracen CigHys 56-55-3 99,5
88 Benzo|b|fluoranthen CooHyy 205-99-2 99,5
97 Benzo|j|fluoranthen CooHyy 205-82-3 98,5
89 Benzol|k|fluoranthen CyoHyy 207-08-9 99,5
98 Benzo|c|fluoren C,-Hys 205-12-9 98,2
90 Benzo|ghi]perylen CooHys 191-24-2 99,0
38 Benzo|a|pyren CyoHys 50-32-8 98,0
44 Chrysen CueHpy 218-01-9 99,0
99 Cyclopenta|cd|pyren CisHyy 27208-37-3 99,0
91 Dibenz|ahlanthracen CooHyy 53-70-3 99,5
100 Dibenzo|a,e|pyren Co Hyy 192-65-4 98,8

153



7 Anhang
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Lfd. Nr. Substanz Summenformel CAS{Nr] Reinheit [%]
101 Dibenzo|a, h|pyren Cy Hyy 189-64-0 99,0
102 Dibenzo|a,i|pyren Co Hyy 189-55-9 99,9
103 Dibenzo|a,l|pyren Co Hyy 191-30-0 99,0
92 Indenol1,2,3-cd|pyren CooHys 193-39-5 99,0
104 Methylchrysen, 5- CioHyy 3697-24-3 99,5
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